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Problematika stanovenÌ jodu v biologickÈm materi·lu je
aktu·lnÌ jiû od 50. let, kdy se zaËaly ¯eöit problÈmy jodovÈho
deficitu fortifikacÌ kuchyÚskÈ soli jodidem draseln˝m a v po-
p¯edÌ z·jmu bylo zjiötÏnÌ obsahu jodu v·zanÈho na bÌlkoviny
v krevnÌm sÈru1. V tÈ dobÏ jiû byla zn·ma metoda zaloûen· na
SandellovÏ-KolthoffovÏ reakci (1), kter· vyuûÌv· k nep¯ÌmÈ-
mu stanovenÌ katalyticky ˙ËinnÈho jodidu spektrofotometric-
kÈ mÏ¯enÌ poklesu intenzity ûlutÈho zbarvenÌ v d˘sledku kon-
centraËnÌho ˙bytku ceriËit˝ch iont˘.

2 Ce4+ + As + H2O As + 2 Ce3+ + 2 H+

(1)

Tento princip stanovenÌ se v r˘zn˝ch modifikacÌch pouûÌ-
v· dodnes. BÏûnÏjöÌ jsou postupy, u nichû se reakce po urËitÈ
dobÏ ukonËÌ p¯Ìdavkem Ëinidla, kterÈ zredukuje dosud nezrea-
govanÈ ceriËitÈ ionty a vyvol· spektrofotometricky mÏ¯itelnÈ
zbarvenÌ. NejËastÏji se pouûÌv· brucin2 (vznikajÌ naËervenalÈ
chinoidnÌ formy) nebo ûeleznat· s˘l a n·slednÏ thiokyanatan3

(vznik· Ëerven˝ komplex [Fe(SCN)n]
3ñn).

VlastnÌmu stanovenÌ jodu v biologick˝ch materi·lech mu-
sÌ p¯edch·zet mineralizace. V p¯ÌpadÏ mineralizace na suchÈ
cestÏ s pouûitÌm alkalick˝ch Ëinidel byly testov·ny moûnos-
ti pouûitÌ hydrogenuhliËitanu sodnÈho1, hydroxidu drasel-
nÈho4ñ6, uhliËitanu sodnÈho spolu se sÌranem zineËnat˝m3

a sÌranu zineËnatÈho spolu s hydroxidem draseln˝m a nÏkolika
krystalky chloreËnanu draselnÈho2. Z r˘zn˝ch zp˘sob˘ mine-
ralizace kyselinami byly pouûÌv·ny rozklady chromsÌrovou
smÏsÌ1, smÏsÌ kyseliny chloristÈ, sÌrovÈ a dusiËnÈ4,7 Ëi manga-
nistanem draseln˝m v kyselÈm prost¯edÌ1. V »eskÈ republice
byl optimalizov·n postup podle Bedn·¯e2 s alkalickou mine-
ralizacÌ a pouûitÌm brucinu k ukonËenÌ katalyzovanÈ reakce8.
Z d˘vodu eliminace jedovatÈho brucinu byl na naöem praco-
viöti optimalizov·n postup podle Tuöla3, kter˝ pouûÌv· k ukon-
ËenÌ reakce ûeleznatou s˘l v kombinaci s thiokyanatanem,
a stanovenÌ p¯edch·zÌ kysel· mineralizace podle Wiechena
a Kocka7. Mineralizace kyselinami je mÈnÏ rizikov· z hledis-
ka kontaminace neû mineralizace alkalick·. Je vöak n·roËnÏjöÌ
z hlediska bezpeËnosti pr·ce, protoûe se vyuûÌv· prudkÈho
oxidaËnÌho ˙Ëinku kyseliny chloristÈ. BÏhem kyselÈ minera-

lizace dojde k oxidaci vöech forem jodu ve vzorku na kyselinu
jodiËnou. PrvnÌm krokem stanovenÌ je pak redukce kyseliny
jodiËnÈ na jodid, kter˝ m· katalytickou aktivitu v reakci mezi
arsenitanov˝mi a ceriËit˝mi ionty. K tomu se vyuûije Ë·st
p¯Ìtomn˝ch arsenitanov˝ch iont˘; proto musÌ b˝t v reakËnÌ
smÏsi v nadbytku.

Experiment·lnÌ Ë·st

M a t e r i · l a m e t o d y

Kyseliny o ËistotÏ p.p. (HClO4 ñ 70 %, H2SO4 ñ 95ñ97 %,
HNO3 ñ 65 %), pouûÌvanÈ k rozkladu vzork˘, byly zakoupeny
u firmy Analytika (»R), (NH4)4Ce(SO4)4.2 H2O (99,0 %)
a As2O3 (99,5 %) o ËistotÏ p.a. u firmy Merck (NÏmecko).
OstatnÌ chemik·lie byly o ËistotÏ p.a. (Penta Chrudim, »R).
Pro p¯Ìpravy roztok˘ a mytÌ n·dobÌ byla pouûÌv·na deminer-
alizovan· voda. P¯ed zaË·tkem pr·ce bylo nejprve vöechno
sklenÏnÈ n·dobÌ dekontaminov·no7 vymytÌm 10% roztokem
peroxodisÌranu amonnÈho v 96% kyselinÏ sÌrovÈ, d˘kladnÏ
opl·chnuto  demineralizovanou vodou a vysuöeno v  hork-
ovzduönÈ suö·rnÏ p¯i 110 ∞C.

Pro ovÏ¯ov·nÌ spr·vnosti optimalizovanÈ metody byl po-
uûit standardnÌ referenËnÌ materi·l suöenÈho odst¯edÏnÈho
mlÈka CRM 063R (Community Bureau of Reference, Belgie)
s certifikovan˝m obsahem jodu 810±50 µg.kgñ1 suöiny. Pro
zjiöùov·nÌ vlivu mineralizace na spolehlivost v˝sledk˘ bylo
pouûito obnovenÈ (10 hm.%) odst¯edÏnÈ mlÈko (J»M, z·vod
Strakonice, »R).

Do tenkostÏnn˝ch zkumavek o objemu 40 ml se nav·ûÌ
vzorky (0,2 g v p¯epoËtu na suöinu), v p¯ÌpadÏ kalibraËnÌ ¯ady
se napipetujÌ 2 ml standardnÌho roztoku KIO3 (koncentrace
jodu 25ñ250 ng.mlñ1), resp. 2 ml vody v p¯ÌpadÏ slepÈho
pokusu, a p¯id· se 9 ml mineralizaËnÌ smÏsi kyselin (72 obj.%
H2SO4, 17 obj.% HClO4 a 11 obj.% HNO3). Do zkumavek se
vloûÌ n·levky o pr˘mÏru 5 cm. Rozklad probÌh· v bloku
Digestion System 20 ñ Digester 1015 (Tecator, ävÈdsko)
a je ¯Ìzen programovan˝m n·r˘stem teploty bÏhem 3,5 h aû na
200 ∞C s prodlevou 4 h p¯i tÈto teplotÏ (Autostep Controller
1012, Tecator, ävÈdsko). Po vychladnutÌ a probubl·nÌ minera-
liz·t˘ dusÌkem se roztoky kvantitativnÏ p¯evedou do 25 ml
odmÏrn˝ch banÏk a doplnÌ vodou po znaËku.

Ke stanovenÌ se odebÌrajÌ 2 ml z¯edÏnÈho mineraliz·tu,
p¯id· se smÏsn˝ arsenitanov˝ roztok [75 ml vody + 50 ml 20 %
NaCl + 25 ml roztoku arsenitanu (0,495 g As2O3 + 0,4 g NaOH
ve 100 ml roztoku) + 250 ml roztoku H2SO4 o koncentraci
4 mol.lñ1] a po d˘kladnÈm promÌch·nÌ se reakce zah·jÌ p¯Ìdav-
kem roztoku ceriËitÈ soli (1,34 g (NH4)4Ce(SO4)4.2 H2O ve
100 ml roztoku). Zkumavka se vloûÌ do vodnÌ l·znÏ o danÈ
teplotÏ a pr˘bÏh reakce je zastaven po urËitÈ dobÏ p¯Ìdavkem
roztoku ûeleznatÈ soli (1,5 g (NH4)2Fe (SO4)2.6 H2O ve 100 ml
roztoku) a roztoku  thiokyanatanu (4 g KSCN ve 100 ml
roztoku). D·vkovanÈ objemy roztoku ûeleznatÈ soli a thiokya-
natanu byly v jednotliv˝ch variant·ch provedenÌ vûdy shodnÈ
s objemem ceriËitÈ soli. Po 5 min se promÏ¯Ì absorbance
v 1 cm kyvetÏ p¯i 460 nm proti vodÏ (UV-VIS spektrofotometr
Carry 50, Varian, Austr·lie). Ze z·vislosti rozdÌlu logaritm˘
absorbancÌ slepÈho vzorku a kalibraËnÌho roztoku na hmot-
nosti jodu v reakËnÌ smÏsi se sestrojÌ line·rnÌ kalibraËnÌ k¯ivka,
ze kterÈ se odeËte obsah jodu ve vzorcÌch.

O3
3ñ Iñ

 → O4
3ñ
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Z p ˘ s o b y o p t i m a l i z a c e m e t o d y

Pr˘bÏh Sandellovy-Kolthoffovy reakce ovlivÚuje mol·rnÌ
pomÏr arsenitanov˝ch a ceriËit˝ch iont˘, teplota a doba reak-
ce. U kaûdÈho z tÏchto parametr˘ byly zvoleny Ëty¯i hodnoty
a jejich vliv byl otestov·n öestn·cti pokusy vybran˝mi na
z·kladÏ Taguchiho pl·nov·nÌ experiment˘9 (tab. I a II).

VybranÈ podmÌnky byly vyzkouöeny na kalibraËnÌ z·vis-
losti o rozsahu 0ñ20 ng I v reakËnÌ smÏsi. Spr·vnost v˝sledk˘
optimalizovanÈho postupu byla ovÏ¯ov·na stanovenÌm obsahu
jodu v referenËnÌm materi·lu suöenÈho odst¯edÏnÈho mlÈka
BCR: CRM 063R a byl proveden test v˝tÏûnosti se dvÏma
standardnÌmi p¯Ìdavky jodiËnanu draselnÈho. Na z·vÏr byl
zjiöùov·n vliv vlastnÌho stanovenÌ a vliv mineralizace na v˝-
sledek s pouûitÌm anal˝zy rozptylu10,11 (poËÌtaËov˝ program
QM STAT, verze 1.1). Vzorek obnovenÈho odst¯edÏnÈho
mlÈka byl desetkr·t zmineralizov·n a v kaûdÈm mineraliz·tu
byl t¯ikr·t stanoven obsah jodu.

V˝sledky a diskuse

Z v˝sledk˘ öestn·cti experiment˘ vypl˝v·, ûe spr·vn·
volba reakËnÌho pomÏru As a Ce4+ je pro stanovenÌ z·sad-

Tabulka I
Volba testovan˝ch hodnot parametr˘

Parametr 1 2 3 4

A Ëas [min] 30 40 50 60
B teplota [∞C] 30 40 50 60
C objem roztoku As [ml] 3 4 5 6
D objem roztoku Ce4+ [ml] 0,25 0,3 0,4 0,5

Tabulka II
ZvolenÈ kombinace parametr˘

Experiment A B C D Mol·rnÌ pomÏr
As : Ce4+

1 1 1 1 1 1,8:1
2 1 2 2 2 2,0:1
3 1 3 3 3 1,8:1
4 1 4 4 4 1,8:1
5 2 1 2 3 1,5:1
6 2 2 1 4 0,9:1
7 2 3 4 1 3,5:1
8 2 4 3 2 2,5:1
9 3 1 4 2 3,0:1

10 3 2 3 1 3,0:1
11 3 3 2 4 1,2:1
12 3 4 1 3 1,1:1
13 4 1 3 4 1,5:1
14 4 2 4 3 2,2:1
15 4 3 1 2 1,5:1
16 4 4 2 1 2,4:1

nÌ. V p¯ÌpadÏ experiment˘ Ë. 7, 8, 9, 10, 14 a 16 je reakËnÌ
pomÏr velmi vysok˝ (vÏtöÌ neû 2:1) a za dan˝ch podmÌnek
(vyööÌ teplota, delöÌ Ëas, p¯ÌpadnÏ kombinace obou faktor˘)
dojde i u roztok˘ s velmi nÌzk˝m obsahem jodu ke zreagov·nÌ
velkÈho mnoûstvÌ p¯Ìtomn˝ch ceriËit˝ch iont˘ a namÏ¯enÈ
absorbance se pro celou kalibraËnÌ ¯adu pohybujÌ ve velmi
˙zkÈm intervalu nÌzk˝ch hodnot. ZÌskanÈ kalibrace i po loga-
ritmickÈ transformaci vykazujÌ znaËnÈ odchylky od linearity
a citlivost mÏ¯enÌ je mal·. Tento p¯Ìpad je v obr. 1 zastoupen
k¯ivkou 1. Nev˝hodn˝ reakËnÌ pomÏr byl prok·z·n takÈ u ex-
periment˘ Ë. 1, 2, 3 a 4, protoûe pr˘bÏh kalibraËnÌ k¯ivky i p¯es
celkem mÌrnÈ podmÌnky stanovenÌ (s v˝jimkou pokusu Ë. 4)
nenÌ optim·lnÌ (obr. 1, k¯ivka 2). V p¯ÌpadÏ exp. Ë. 11 byla
zÌsk·na vysok· smÏrnice kalibraËnÌ k¯ivky, ale absorbance
slepÈho  pokusu  i kalibraËnÌch roztok˘ jsou p¯Ìliö vysokÈ,
a proto vÌce zatÌûenÈ chybou mÏ¯enÌ p¯Ìstroje (obr. 1, k¯ivka
3). KalibraËnÌ z·vislost zÌskan· experimentem Ë. 6 (obr. 1,
k¯ivka 4) n·zornÏ dokazuje nadbytek ceriËit˝ch iont˘ oproti
arsenitanov˝m (1:0,9). Vhodn˝  reakËnÌ pomÏr byl zvolen
u experiment˘ Ë. 5, 12, 13 a 15; pro zvolen˝ rozsah kalibraËnÌ
¯ady je nejvhodnÏjöÌ pouûitÌ podmÌnek exp. 12 nebo 15, pro-
toûe v tÏchto p¯Ìpadech bylo dosaûeno vysokÈ smÏrnice kalib-
raËnÌ k¯ivky. Jako ide·lnÌ (obr. 1, k¯ivka 5) byly nakonec
zvoleny podmÌnky exp. Ë. 15 (3 ml As , 0,3 ml Ce4+,
60 min, 50 ∞C), protoûe je lÈpe pracovat s menöÌm reakËnÌm
objemem (z praktickÈho i ekonomickÈho hlediska) po delöÌ
dobu p¯i niûöÌ teplotÏ. Za tÏchto optimalizovan˝ch podmÌ-
nek se absorbance roztok˘ pohybovaly v rozmezÌ 0,14 (20 ng
jodu) aû 1,95 (slep˝ pokus). PozdÏji bylo ovÏ¯eno, ûe p¯i
pot¯ebÏ rozöÌ¯enÌ kalibraËnÌ ¯ady na 0ñ40 ng jodu v reakËnÌ
smÏsi staËÌ snÌûit teplotu na 30∞C a dobu reakce na 35 min p¯i
zachov·nÌ optim·lnÌho d·vkov·nÌ roztok˘. PodobnÈho efektu
by bylo dosaûeno s vyuûitÌm podmÌnek experimentu Ë. 5 nebo
13, ale spot¯eba chemik·liÌ by byla vyööÌ.

V referenËnÌm materi·lu byl deklarov·n obsah jodu v su-
öinÏ 810±50 µg.kgñ1. Pr˘mÏrn· hodnota celkem deseti stano-
venÌ obsahu jodu Ëinila 698 µg.kgñ1 vzorku o suöinÏ 95,2 %,

O3
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O3
3ñ

O3
3ñ

O3
3ñ

Obr. 1. P¯Ìklady namÏ¯en˝ch kalibraËnÌch z·vislostÌ rozdÌlu loga-
ritm˘ absorbancÌ slepÈho vzorku a kalibraËnÌho roztoku (A) na hmot-
nosti jodu (I) v reakËnÌ smÏsi (1 ñ exp. Ë. 9, 2 ñ exp. Ë. 3, 3 ñ exp. Ë. 11,
4 ñ exp. Ë. 6, 5 ñ exp. Ë. 15)
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Tabulka III
StanovenÌ jodu v referenËnÌm materi·lu a test v˝tÏûnosti

Vzorek P¯Ìdavek Jod SD V˝tÏûnost
CRM KIO3 [µg.kgñ1] (n = 10) (n = 5)

[ng I] [µg.kgñ1] [%]

1 0 698 50 ñ
2 60 956 ñ 107±14
3 180 1514 ñ 105±10

Tabulka IV
V˝sledky stanovenÌ jodu (µg.kgñ1) ve vzorcÌch obnovenÈho
mlÈka IñX

MÏ¯enÌ I II III IV V VI VII VIII IX X

1 214 199 186 186 177 167 138 186 175 146
2 206 188 200 183 170 191 150 174 187 165
3 220 199 208 184 194 159 170 176 181 156

Tabulka V
V˝sledky anal˝zy rozptylu

Rozptyl PoËet stupÚ˘ F Fkrit.
volnosti

Meziskupinov˝ 1025 9 9,542 2,393
Rezidu·lnÌ 107,5 20 ñ ñ
Celkov˝ 392,4 29 ñ ñ

Ëili 733 µg.kgñ1 suöiny. Tato hodnota odpovÌd· 90 % st¯ednÌ
hodnoty deklarovanÈho obsahu a leûÌ tÏsnÏ pod dolnÌ hranicÌ
intervalu spolehlivosti certifikovanÈ hodnoty. Tento rozdÌl je
patrnÏ d˘sledkem ztr·t jodu p¯i mineralizaci organickÈ hmoty.
SlouËeniny jodu obsaûenÈ ve vzorku mlÈka se p¯i rozkladu
z malÈ Ë·sti p¯emÏÚujÌ na tÏkavÈ formy, kterÈ unikajÌ z reakËnÌ
smÏsi. V˝tÏûnost jodu byla testov·na na hladinÏ 60 a 180 ng
jodu p¯idanÈho ve formÏ KIO3 k nav·ûce CRM. Kaûd˝ mine-
raliz·t vzorku byl analyzov·n pÏtkr·t. StanovenÈ hodnoty se
pohybovaly v intervalech 107±14 %, resp. 105±10 % p¯ed-
pokl·danÈ hodnoty. V˝sledky stanovenÌ obsahu jodu v refe-
renËnÌm materi·lu vËetnÏ v˝sledk˘ testu v˝tÏûnosti shrnuje
tab. III.

StanovenÌm obsahu jodu v deseti mineraliz·tech vzorku
obnovenÈho mlÈka byl zjiöùov·n vliv dÌlËÌch krok˘ analytic-
kÈho postupu na v˝sledek (viz tab. IV). Anal˝zou rozptylu
(tab. V) bylo prok·z·no, ûe mineralizace je statisticky v˝-
znamn˝m faktorem ovlivÚujÌcÌm v˝sledek stanovenÌ (rozptyl
mezi skupinami je v˝znamn˝). Naproti tomu paralelnÌ stano-

venÌ jodu ve stejnÈm mineraliz·tu nep¯ispÌv· k celkovÈmu
rozptylu dat v˝znamnou mÏrou.

Z·vÏr

Testov·nÌm r˘zn˝ch reakËnÌch podmÌnek spektrofotomet-
rickÈ metody stanovenÌ jodu zaloûenÈ na SandellovÏ-Kolthof-
fovÏ reakci byl zjiötÏn optim·lnÌ mol·rnÌ pomÏr arsenitanu
a ceriËit˝ch iont˘ (3:2). Kombinaci teploty a doby reakce je
moûnÈ p¯izp˘sobit podle poûadovanÈho rozsahu kalibraËnÌ
¯ady. Spr·vnost v˝sledk˘ optimalizovanÈho postupu byla ovÏ-
¯ov·na anal˝zou certifikovanÈho referenËnÌho materi·lu a sta-
novenÌm v˝tÏûnosti jodu p¯idanÈho ve formÏ jodiËnanu dra-
selnÈho. Bylo zjiötÏno, ûe statisticky v˝znamn˝ podÌl na cel-
kovÈm rozptylu stanovenÌ m· mineralizace.
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J. Rudolfov·a, L. »urdaa, and R. KoplÌkb (aDepartment
of Dairy and Fat Technology, bDepartment of Food Chemistry
and Analysis , Institute of Chemical Technology, Prague):
Optimization of Photometric Method for Iodine Deter-
mination in Foods

Determination of trace amounts of iodine in food samples
was performed by a spectrophotometric method based on the
Sandell-Kolthoff reaction catalysed by iodide ions. Samples
were decomposed by wet digestion using a HNO3ñHClO4ñ
H2SO4 mixture. The amounts of reagents as well as reaction
temperature and time were optimised. The accuracy of the
method was tested by examination of the iodine recovery and
by analysis of a certified reference material. It was found by
the analysis of variance that mineralization had a statistically
more significant effect on the assay accuracy than the catalytic
reaction itself.
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