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Uvod

Problematika stanoveni jodu v biologickém materidlu je
aktudlni jiz od 50. let, kdy se zacaly fesSit problémy jodového
deficitu fortifikaci kuchynské soli jodidem draselnym a v po-
predi zdjmu bylo zjisténi obsahu jodu vdzaného na bilkoviny
v krevnim séru’. V té dobg j jiz byla zndma metoda zaloZend na
Sandellové-Kolthoffové reakei (1), kterd vyuZzivd k nepiimé-
mu stanoveni katalyticky ic¢inného jodidu spektrofotometric-
ké méfeni poklesu intenzity zlutého zbarveni v disledku kon-
centra¢niho ubytku ceriCitych iontd.

2Ce™+AsO} + H,0 —— AsO} +2Ce’*+2 H*
(1)

Tento princip stanoveni se v riznych modifikacich pouzi-
vd dodnes. Béznéjsi jsou postupy, u nichz se reakce po urcité
dobé ukon¢i pridavkem ¢inidla, které zredukuje dosud nezrea-
gované cericCité ionty a vyvold spektrofotometricky méfitelné
zbarveni. Nejéasté&ji se pouziva brucin® (vznikaji nacervenalé
chinoidn{ formy) nebo Zeleznatd sil a ndsledné thiokyanatan3
(vznikd cerveny komplex [Fe(SCN)n]3’").

Vlastnimu stanoveni jodu v biologickych materidlech mu-
si pfedchdzet mineralizace. V piipadé mineralizace na suché
cesté s pouzitim alkalickych ¢inidel byly testovany moznos-
ti pouziti hydrogenuhli¢itanu sodného', hydroxidu drasel-
ného* %, uhli¢itanu sodného spolu se siranem zine¢natym®
a siranu zinec¢natého spolu s hydroxidem draselnym a nékolika
krystalky chlore¢nanu draselného?. Z riiznych zpiisobii mine-
rahzace kyselinami byly pouZivany rozklady chromsirovou
smési!, smé&si kyseliny chloristé, sirové a duswne4 7 ¢i manga-
nistanem draselnym v kyselém prostiedi'. V Ceské republice
byl optimalizovan postup podle Bednafe® s alkalickou mine-
ralizaci a pouzitim brucinu k ukon&eni katalyzované reakce®.
Z dtivodu eliminace jedovatého brucmu byl na nasem praco-
visti optimalizovan postup podle Tusla® , ktery pouzivd k ukon-
Ceni reakce Zeleznatou sil v kombinaci s thiokyanatanem,
a stanoveni predchdzi kyseld mineralizace podle Wiechena
a Kocka’. Mineralizace kyselinami je méné rizikov4 z hledis-
ka kontaminace neZ mineralizace alkalickd. Je v§ak ndro¢néjsi
z hlediska bezpecnosti prace, protoze se vyuzivd prudkého
oxidac¢niho tc¢inku kyseliny chloristé. Béhem kyselé minera-
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lizace dojde k oxidaci v§ech forem jodu ve vzorku na kyselinu
jodi¢nou. Prvnim krokem stanoveni je pak redukce kyseliny
jodi¢né na jodid, ktery m4 katalytickou aktivitu v reakci mezi
arsenitanovymi a ceri¢itymi ionty. K tomu se vyuzije ¢dst
pritomnych arsenitanovych iontl; proto musi byt v reakéni
smési v nadbytku.

Experimentalni ¢ast
Materidl a metody

Kyseliny o cistoté p.p. (HCIO, - 70 %, H,SO, - 95-97 %,
HNO; - 65 %), pouZivané k rozkladu vzorkd, byly zakoupeny
u flrmy Analytika (CR), (NH,),Ce(SO,),.2 H,0 (99,0 %)
a As,05 (99,5 %) o cistoté p.a. u firmy Merck (Nemecko)
Ostatni chemikilie byly o ¢istoté p.a. (Penta Chrudim, CR).
Pro ptipravy roztokl a myti nddobi byla pouZivdna deminer-
alizovand voda. Pfed zac¢dtkem prdce bylo nejprve vSechno
sklenéné nadobi dekontaminovano’ vymytim 10% roztokem
peroxodisiranu amonného v 96% kyseliné sirové, diikladné
opldchnuto demineralizovanou vodou a vysuseno v hork-
ovzdu$né susarné pii 110 °C.

Pro ovétovani spravnosti optimalizované metody byl po-
uZzit standardni referencni materidl suSeného odstfedéného
mléka CRM 063R (Community Bureau of Reference, Belgie)
s certifikovanym obsahem jodu 8§10+50 ug.kg’l susiny. Pro
zjistovani vlivu mineralizace na spolehlivost vysledki bylo
pouzito obnovené (10 hm.%) odstiedéné mléko (JCM, zdvod
Strakonice, CR).

Do tenkosténnych zkumavek o objemu 40 ml se navazi
vzorky (0,2 g v pfepoctu na susinu), v piipadé¢ kalibracni fady
se napipetuji 2 ml standardnﬂlo roztoku KIO; (koncentrace
jodu 25-250 ng.ml™), resp. 2 ml vody v pr1pade slepého
pokusu, a pridd se 9 ml mineraliza¢ni smési kyselin (72 obj.%
H,SO,, 17 obj.% HCIO, a 11 obj.% HNO,). Do zkumavek se
vlozi ndlevky o priméru 5 cm. Rozklad probihd v bloku
Digestion System 20 — Digester 1015 (Tecator, Svédsko)
a je fizen programovanym ndrdstem teploty béhem 3,5 h a7 na
200 °C s prodlevou 4 h pfi této teploté (Autostep Controller
1012, Tecator, Svédsko). Po vychladnuti a probubldni minera-
lizatd dusikem se roztoky kvantitativné prevedou do 25 ml
odmérnych banék a doplni vodou po znacku.

Ke stanoveni se odebiraji 2 ml zfedéného mineralizatu,
pridd se smésny arsenitanovy roztok [75 ml vody + 50 m1 20 %
NaCl + 25 ml roztoku arsenitanu (0,495 g As,0; + 0,4 g NaOH
ve 100 ml roztoku) + 250 ml roztoku H,SO, o koncentraci
kem roztoku cericité soli (1,34 g (NH,),Ce(S0O,),.2 H,0 ve
100 ml roztoku). Zkumavka se vlozi do vodni ldzné€ o dané
teploté a pribéh reakce je zastaven po urcité dobé pridavkem
roztoku Zeleznaté soli (1,5 g (NH,),Fe (SO,),.6 H,O ve 100 ml
roztoku) a roztoku thiokyanatanu (4 g KSCN ve 100 ml
roztoku). Ddvkované objemy roztoku Zeleznaté soli a thiokya-
natanu byly v jednotlivych variantdch provedeni vzdy shodné
s objemem ceriCité soli. Po 5 min se proméii absorbance
v 1 cm kyveté pii 460 nm proti vodé (UV-VIS spektrofotometr
Carry 50, Varian, Austrdlie). Ze zdvislosti rozdilu logaritmi
absorbanci slepého vzorku a kalibra¢niho roztoku na hmot-
nosti jodu v reakéni smési se sestroji linedrni kalibracni kiivka,
ze které se odecte obsah jodu ve vzorcich.
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Zplisoby optimalizace metody

Pribéh Sandellovy-Kolthoffovy reakce ovliviiuje moldrn{
pomér arsenitanovych a cericitych iontd, teplota a doba reak-
ce. U kazdého z téchto parametr( byly zvoleny ¢tyfi hodnoty
a jejich vliv byl otestovdn Sestndcti pokusy vybranymi na
zdklad& Taguchiho pléanovani experimentt’ (tab. I a II).

Vybrané podminky byly vyzkouSeny na kalibra¢ni zdvis-
losti o rozsahu 0-20 ng I v reak¢ni smési. Spravnost vysledki
optimalizovaného postupu byla ovéfovdna stanovenim obsahu
jodu v referenénim materidlu suseného odstiedéného mléka
BCR: CRM 063R a byl proveden test vytéznosti se dvéma
standardnimi pfidavky jodi¢nanu draselného. Na zdvér byl
zjistovan vliv vlastniho stanoveni a vliv mineralizace na vy-
sledek s pouzitim analyzy rozptylu'®!! (pocitadovy program
QM STAT, verze 1.1). Vzorek obnoveného odstiedéného
mléka byl desetkrat zmineralizovdn a v kazdém mineralizatu
byl tiikrdt stanoven obsah jodu.

Vysledky a diskuse

Z vysledki Sestndcti experimentii vyplyvd, Ze spravnd
volba reakéniho poméru AsO3~ a Ce** je pro stanoveni zdsad-

Tabulka I
Volba testovanych hodnot parametrt

Parametr 1 2 3 4
A Cas [min] 30 40 50 60
B teplota [°C] 30 40 50 60
C objem roztoku AsO3” [ml] 3 4 5 6
D objem roztoku Ce** [ml] 025 03 0,4 0,5
Tabulka IT
Zvolené kombinace parametrti
Experiment A B C D  Molarni pomér
AsO? : Ce*t
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
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ni. V pripadé experimenttd ¢. 7, 8, 9, 10, 14 a 16 je reakcni
pomeér velmi vysoky (vétsi nez 2:1) a za danych podminek
(vyssi teplota, dels{ Cas, pifpadné kombinace obou faktori)
dojde i u roztokl s velmi nizkym obsahem jodu ke zreagovani{
velkého mnozstvi pfitomnych cericitych iontd a naméiené
absorbance se pro celou kalibra¢ni fadu pohybuji ve velmi
tzkém intervalu nizkych hodnot. Ziskané kalibrace i po loga-
ritmické transformaci vykazuji znacné odchylky od linearity
a citlivost méfeni je mald. Tento piipad je v obr. 1 zastoupen
kfivkou /. Nevyhodny reakéni pomér byl prokdzan také u ex-
periment( €. 1, 2, 3 a4, protoZe priibéh kalibracni kfivky i pfes
celkem mirné podminky stanoveni (s vyjimkou pokusu ¢. 4)
nenf optimdln{ (obr. 1, kiivka 2). V piipadé exp. ¢. 11 byla
ziskdna vysokd smérnice kalibracni kfivky, ale absorbance
slepého pokusu i kalibraénich roztoki jsou piili§ vysoké,
a proto vice zatizené chybou méfeni piistroje (obr. 1, kiivka
3). Kalibra¢ni zdvislost ziskand experimentem ¢. 6 (obr. 1,
kiivka 4) ndzorné dokazuje nadbytek cericitych iontd oproti
arsenitanovym (1:0,9). Vhodny reak¢ni pomér byl zvolen
u experimentd ¢. 5, 12, 13 a 15; pro zvoleny rozsah kalibracn{
fady je nejvhodnéjsi pouziti podminek exp. 12 nebo 15, pro-
toze v téchto pripadech bylo dosazeno vysoké smérnice kalib-
racni krivky. Jako idedlni (obr. 1, kiivka 5) byly nakonec
zvoleny podminky exp. & 15 (3 ml AsO3~, 0,3 ml Ce*,
60 min, 50 °C), protoZe je 1épe pracovat s mens$im reakénim
objemem (z praktického i ekonomického hlediska) po dels{
dobu pfii nizsi teploté. Za téchto optimalizovanych podmi-
nek se absorbance roztoki pohybovaly v rozmezi 0,14 (20 ng
jodu) az 1,95 (slepy pokus). Pozdé€ji bylo ovéfeno, Ze pii
potiebé rozsiteni kalibra¢ni fady na 0—40 ng jodu v reak¢ni
smési staci sniZzit teplotu na 30°C a dobu reakce na 35 min pfi
zachovan{ optimélniho ddvkovdani roztokt. Podobného efektu
by bylo dosaZeno s vyuZitim podminek experimentu ¢. 5 nebo
13, ale spotieba chemikalii by byla vyssi.

V referen¢nim materidlu byl deklarovan obsah jodu v su-
$in& 81050 pg kg . Primérna hodnota celkem deseti stano-
veni obsahu jodu ¢inila 698 pug.kg™' vzorku o suiing 95,2 %,
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Obr. 1. Priklady namérenych kalibracnich zavislosti rozdilu loga-
ritm absorbanci slepého vzorku a kalibra¢niho roztoku (A) na hmot-
nosti jodu (I) v reakéni smési (/ —exp. €. 9, 2 —exp. €. 3,3 —exp. €. 11,
4 —exp. €. 6,5 —exp. €. 15)
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Tabulka IIT
Stanoveni jodu v referen¢nim materidlu a test vytéZnosti

Vzorek Pridavek Jod SD Vytéznost
CRM KIO, [ugkg™ (n=10) (n=5)
[ng1] [ugke™] (%]
1 0 698 50 -
2 60 956 - 107+14
3 180 1514 - 10510
Tabulka IV

Vysledky stanoveni jodu (ug.kg™) ve vzorcich obnoveného
mléka [-X

Méfeni I II II 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

Vysledky analyzy rozptylu

Rozptyl Pocet stupnti F Fie
volnosti

Meziskupinovy 1025 9 9,542 2,393

Rezidualn{ 107,5 20 - -

Celkovy 3924 29 - -

¢ili 733 pg kg™ suginy. Tato hodnota odpovidd 90 % stiedni
hodnoty deklarovaného obsahu a lezi tésné pod dolni hranici
intervalu spolehlivosti certifikované hodnoty. Tento rozdil je
patrné disledkem ztrdt jodu pfi mineralizaci organické hmoty.
Slouceniny jodu obsazené ve vzorku mléka se pfi rozkladu
z malé ¢dsti pfeménuji na t€kavé formy, které unikaji z reakcni
smési. Vytéznost jodu byla testovdna na hladiné 60 a 180 ng
jodu piidaného ve formé KIO, k navdzce CRM. Kazdy mine-
ralizdt vzorku byl analyzovan pétkrit. Stanovené hodnoty se
pohybovaly v intervalech 107+14 %, resp. 10510 % pied-
poklddané hodnoty. Vysledky stanoveni obsahu jodu v refe-
renénim materidlu véetné vysledkd testu vytéznosti shrnuje
tab. IIL.

Stanovenim obsahu jodu v deseti mineralizatech vzorku
obnoveného mléka byl zjistovan vliv dil¢ich krokd analytic-
kého postupu na vysledek (viz tab. IV). Analyzou rozptylu
(tab. V) bylo prokdzdno, ze mineralizace je statisticky vy-
znamnym faktorem ovliviiujicim vysledek stanoveni (rozptyl
mezi skupinami je vyznamny). Naproti tomu paralelni stano-
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veni jodu ve stejném mineralizdtu neptispiva k celkovému
rozptylu dat vyznamnou mérou.

Zavér

Testovanim rdznych reakénich podminek spektrofotomet-
rické metody stanoveni jodu zaloZené na Sandellové-Kolthot-
fové reakci byl zjistén optimdlni moldrni pomér arsenitanu
a ceriCitych iontd (3:2). Kombinaci teploty a doby reakce je
mozné prizpasobit podle pozadovaného rozsahu kalibracn{
fady. Spravnost vysledkti optimalizovaného postupu byla ové-
fovédna analyzou certifikovaného referen¢niho materidlu a sta-
novenim vytéznosti jodu pfidaného ve formé jodi¢nanu dra-
selného. Bylo zjisténo, ze statisticky vyznamny podil na cel-
kovém rozptylu stanoveni ma mineralizace.
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J. Rudolfova?, L. Curda?, and R. Koplik” (“Department
of Dairy and Fat Technology, "Department 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 HNO;-HCIO,—
H,SO, 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.



