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Sammendrag

| denne oppgaven har en ICP-MS metode med en oktapolbasert kollisjons- og reaksjonscelle
blitt utviklet, validert og brukt til bestemmelse av jod (1) i urin. Analyttene selen (Se) og arsen
(As) er ogsa inkludert i arbeidet. Formal i farste del av mastergradsoppgaven var a utvikle en
enkel analysemetode med minimal praveopparbeidelse for a kunne bestemme de to essensielle
sporstoffene | og Se, samt det potensielt toksiske sporstoffet As i urin. Krav til metoden var god
ngyaktighet, tilfredsstillende falsomhet (bestemmelsesgrense (LOQ) <5 ug/L for I, < 3 pg/L for
Se og < 1 ug/L for As), oppna god linearitet over et stort konsentrasjonsomrade og en usikkerhet
i metoden pa 10 % eller lavere for alle tre grunnstoffene. Jodstatus hos mgdre og deres barn i
Oslo og Akershus ble bestemt, og nivaene av jod hos disse to gruppene, samt hos jenter og
gutter, rgykere og ikke rgykere ble sammenlignet. Sammenhengen mellom jodkonsentrasjon i
urin (JKU) og ulike matvaregrupper ble ogsa undersgkt. Urinprgver (n=104) ble forbehandlet
med en basisk lgsning som inneholdt ammoniakk (NHj3), etylendiamintetraeddiksyre (EDTA), 2-
propanol og Triton X-100, og deretter analysert for bestemmelse av I, Se og As.
Instrumentkalibrering ble utfart ved bruk av ekstern kalibrering med internstandardisering. |
metodevalideringen ble det oppnadd en LOQ pa 3,8 ug/L, 0,38 ug/L og 0,075 pg/L for
henholdsvis |, Se og As. Ekspandert usikkerhet ble bestemt til < 6 % for alle grunnstoffene.
Analyttene ble holdt i lgsning selv med et hgyt innhold av opplest fast stoff (TDS) i urinprgvene,
og lineariteten var god over et stort maleomrade. Bruk av ICP-MS-QQQ i reaksjonsmodus ga
ngyaktige og palitelige resultater pa grunn av effektiv fjerning av interferenser. Median JKU
(mJKU) for hele utvalget pa 111 pg/L korresponderte med et optimalt inntak av jod basert pa
referanseverdier fra VVerdens Helseorganisasjon (WHO). JKU for mgdre og barn viste
signifikante forskjeller med mJKU pa 79,8 pg/L (n=48) for mgdrene (mild jodmangel) og 146
ug/L (n=56) for barna (optimalt inntak). Kun 6,73 % (n=7) av hele utvalget hadde en JKU pa
mindre enn 50 ug/L, og 38,5 % (n=40) 1a mellom 50 og 100 ug/L. Det var ikke signifikante
forskjeller i JKU mellom jenter og gutter eller raykere og ikke raykere. Enkle
korrelasjonsanalyser mellom JKU og inntak av ulike matvaregrupper viste at det var kun inntak
av gruppen som inneholdt melk, flgte, is, remme og yoghurt som korrelerte signifikant. JKU for
forsgkspersonene i denne undersgkelsen varierte mye fra person til person grunnet ulikt kosthold
— noe som viser viktigheten av det a ha god linearitet over et stort maleomrade for denne

analysemetoden.



Abstract

An ICP-MS method with an octopole-based collision/reaction cell has been developed, validated
and used for determination of iodine (1) in urine. Selenium (Se) and arsenic (As) have been
included in the work too. Objectives in the first part of this master thesis were to develop a
simple method of analysis with minimal sample preparation to determine the two essential trace
elements | and Se, as well as the potentially toxic trace element As in urine. It was required for
the method to achieve good accuracy, adequate sensitivity (limit of quantification (LOQ) <5
ug/L for I, <3 pg/L for Se and < 1 ug/L for As), accomplish good linearity over a wide range of
concentrations and a method uncertainty lower than 10 % for all three analytes. The iodine status
of mothers and their children in Oslo and Akershus were determined, and the levels of iodine in
these two groups as well as in girls and boys, smokers and non-smokers were compared. The
relationship between urinary iodine concentration (UIC) and various food groups was also
studied. Urine samples (n=104) were pre-treated with an alkaline solution containing ammonia
(NHg3), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 2-propanol and Triton X-100, and then
analysed for the determination of I, Se and As. Instrument calibration was performed using
external calibration with internal standardization. In the method validation, LOQ values of 3,8
ug/L, 0,38 pg/L and 0,075 pg/L for I, Se and As respectively were achieved. An expanded
uncertainty of < 6 % was accomplished for all elements. The analytes sustained in solution
despite high content of total dissolved solids (TDS) in the urine samples, and the linearity was
good over a wide measuring range. The use of ICP-MS-QQQ in reaction mode allowed accurate
and reliable results due to the effective removal of interferences. A median UIC (mUIC) of 111
ug/L for the entire population corresponded to an optimal intake of iodine based on reference
values from the World Health Organization (WHO). There were significant differences in UIC
for mothers and children with a mUIC of 79,8 ug/L (n=48) for the mothers (mild iodine
deficiency) and 146 ug/L (n=56) for the children (optimal intake). Only 6,73 % (n=7) had UIC
less than 50 pg/L, and 38,5 % (n=40) were somewhere in between 50 and 100 pg/L. There were
no significant differences in UIC between girls and boys or smokers and non-smokers. Simple
correlation analysis showed that there was significant correlation between UIC and intake of the
group containing milk, cream, ice cream, sour cream and yoghurt. UIC for the subjects in this
study ranged widely between persons due to various diets — which justifies the importance of

having good linearity over a wide range of concentrations for this analytical method.



Forkortelser og ordforklaringer

CFA-C
Chelat

Cps

Dekomponering

EDTA

HMI

Interface i ICP-MS

Intermedieer presisjon

Intrametodisk presisjon

JKU

JMS

Kelvin

Ligand

Linearitet

En blanding av tertizere aminer og EDTA. Eksakt innhold er ukjent
En ligand bundet til et sentralatom ved to eller flere steder

Enhet for signalintensitet som tilsvarer antall elektroniske pulser

som telles hvert sekund (counts per second)

Fjerning av organisk materiale fra matriks i en flytende prove eller
omvandling av faste stoffer til vandige lgsninger ved hjelp av

kjemisk separering med syre, vann eller base
Etylendiamintetraeddiksyre (ethylenediaminetetraacetic acid)
Hegy matriksindeks (high matrix index/introduction)

Instrumentdel som betegner overgangen mellom ICP- og MS-delen
(fra atmosfeerisk trykk til hgyvakuum)

Likheten mellom gjentatte malinger med en eller flere varierende

faktorer. | dette tilfellet er tid en varierende faktor

Likheten mellom gjentatte malinger av samme prgve med like
faktorer (samme laboratorium, dag, metode, instrument og

operater)

loniseringspotensial. Den energimengden som trengs for at et

grunnstoff skal ioniseres
Jodkonsentrasjon i urin
Jodmangelsykdommer

SI (International System of Units) enhet for maling av temperatur.
En kelvin er brgkdelen 1/273,16 av den termodynamiske
temperatur for vannets trippelpunkt

Atom, molekyl eller ion som bindes til et sentralatom ved a donere

et elektronpar

Metodens evne til & gi et signal proporsjonalt med konsentrasjon

av analytt



Load i Ultraclave

LOD

LOQ

Minneeffekter

Méaleomrade

NEPT
Ngyaktighet
Reproduserbarhet

Robusthet

RSD

SD

Spike

SRM

TDS

TMAH

Beholder med vann, svovelsyre og hydrogenperoksid som
pravebeholderne settes oppi for & oppna en jevn temperatur under

dekomponering

Deteksjonsgrense (limit of detection). Den laveste mengden analytt

som kan detekteres med akseptabel statistisk signifikans
LOD = 3 = SDBlank

Kvantifiseringsgrense/bestemmelsesgrense (limit of
quantification). Den laveste mengden analytt som kan kvantifiseres
med akseptabel statistisk signifikans

LOQ = 10 * SDpiank

Nar prgve med analytt henger igjen i prgveintroduksjonssystemet

og i pumpeslangene slik at neste maling blir pavirket

Det konsentrasjonsintervallet der analytt kan bestemmes med
akseptabel presisjon og ngyaktighet

NH3 (ammoniakk), EDTA, 2-propanol, Triton X-100
Metodens evne til & male sann verdi
Likheten mellom gjentatte malinger nar alle faktorene varierer

Analysemetodens kapasitet til & forbli uberart av sma, bevisste

endringer i metodeparametere

Relativt standardavvik RSD (%) = 5 5D 100

jennomsnitt
Standardavvik (standard deviation)

Tilsetting av kjent konsentrasjon med analytt i prevematriksen for

a undersgke gjenfinning

Standard referansemateriale der verdien til en eller flere
egenskaper er funnet ved en teknisk gyldig malemetode som er

sporbar til et sertifikat og med gitt usikkerhet
Opplast fast stoff (total dissolved solids)

Tetrametylammonium hydroksid



Torr

Tune
Q1
Q2

QQQ

Enhet for trykk. En torr er 1/760 av normal atmosfare og tilsvarer

1 mmHg
Innstilling/optimalisering
Forkvadrupol i kollisjons- og reaksjonscellen (quadrupole 1)

Ny kvadrupol etter oktapolen i kollisjons- og reaksjonscellen

(quadrupole 2)

Trippel kvadrupol (triple quadrupole)

Det finnes ingen universal enighet om definisjonen pa enkelte uttrykt brukt i metodevalidering.
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1 Innledning

Jod er ett av mange essensielle sporstoffer som kroppen behgver for a fungere optimalt. Dette
livsviktige grunnstoffet finnes hovedsakelig i skjoldbruskkjertelen eller tyreoidea (Glandula
thyreoidea), og inngar i tyreoideahormonene tyroksin (T4) og trijodotyronin (T3). Disse
hormonene regulerer den metabolske prosessen i de fleste celler samtidig som de spiller en
viktig rolle for tidlig vekst og utvikling av flere organer, spesielt hjernen (WHO & UNICEF
2007). For a unnga mangelsykdommer tilknyttet jod er det anbefalte daglige inntaket av jod hos
voksne satt til 150 ug/dag (NNR 2012). Nar disse anbefalingene ikke blir fulgt kan det oppsta
bade funksjonelle misdannelser og mentale forstyrrelser. Fra og med 1950 ble kraftforet til kyr
tilsatt jod i Norge. Dette gjorde at melk og ost ble viktige kilder til jod i den norske
befolkningen, i tillegg til fisk. Pa verdensbasis var det tilsetting av jod til vanlig husholdningssalt
som var og fortsatt er den viktigste kilden, samt arsaken til at inntaket av jod gkte i tiarene etter
andre verdenskrig. | dag forekommer ikke jodmangel i samme grad som fgr, men jodmangel er
fortsatt et stort folkehelseproblem i flere deler av verden. | fglge WHO har omtrent to milliarder
av jordens befolkning fortsatt for lavt inntak av jod. Jodmangel er spesielt utbredt i Asia, Afrika
og Ser-Amerika, men ogsa i mange europeiske land har det vist seg at nivaene av jod ligger
under grensen for anbefalt daglig inntak.

Selv om starsteparten av Norges befolkning ligger innenfor grensene for anbefalt inntak er det
enkelte undergrupper av befolkningen som er spesielt utsatt. Det er gravide kvinner, barn og
ungdom, og folk som far i seg lite fisk, melk og melkeprodukter (Brantsater et al. 2013; Dahl et
al. 2004). Mange land har i dag overvakningsprogrammer pa jodstatusen i befolkningen ved &
undersgke JKU for a kontrollere bade jodmangelsykdommer (JMS) og sykdommer grunnet for
hgyt inntak av jod. Epidemiologiske studier av jodmangel og disse kontrollprogrammene
behgver palitelige metoder for & bestemme JKU, og det er ogsa en fordel at metodene er
forholdsvis enkle og raske. Den originale og kanskje mest kjente metoden for bestemmelse av
jod i urin i rutineanalyser er Sandell-Kolthoff (S-K) reaksjon med spektrofotometrisk deteksjon.
Denne metoden krever oksidativ pravedekomponering for a fjerne potensielle interferenser far
analyse, mens med ICP-MS er det mulig & utfgre en direkte analyse etter kun fortynning av
urinprevene (Shelor & Dasgupta 2011). Med Agilent 8800 Trippel Kvadrupol ICP-MS som
tilgjengelig analyseinstrument er det i denne oppgaven utfgrt metodeutvikling og validering,

samt analyse av urinprgver fra mgdre og barn samlet inn av FHI for bestemmelse av jod.



Mikronaringsstoffer som jod er tilstede i varierende og ofte lave konsentrasjoner i kliniske
pravetyper som urin. | farste del av oppgaven gnskes det derfor a utvikle en analysemetode for a
komme sa lavt som mulig ned i bestemmelsesgrense med akseptabel usikkerhet for at jod i urin
kan bestemmes kvantitativt ved hjelp av ICP-MS med en oktapolbasert kollisjons- og
reaksjonscelle. En utfordring blir & holde blankpravene rene nok. Andre utfordringer i metoden
blir & forbehandle urinprgvene pa en slik mate at analytt holdes i lgsning uten forstyrrelser fra
matriks (som hgyt innhold av TDS), samt ha kontroll pa eventuelle spektralinterferenser og
korrigering av disse. For a oppna dette er det under metodeutviklingen testet ulike enkle
forbehandlinger av urinpragver; syredekomponering med mikrobglgeteknikk og tilsetting av
diverse basiske reagenser med fortynning. En syredekomponering ble inkludert i tillegg til
basisk tilsetting siden urin er en matriks med hgyt innhold av salter og opplgst fast stoff.
Analyttene Se og As skal ogsa inkluderes i arbeidet, fordi det var av interesse for FHI til senere
bruk. Disse analyttene er ogsa involvert i skjoldbruskkjertelen og har stor effekt pA menneskers
helse (Meltzer 2014). Siden ICP-MS er en multigrunnstoffteknikk er det gnskelig & kunne bruke
samme metode for alle disse analyttene. Denne forste delen av mastergradsoppgaven inkluderer
en vurdering av deteksjons- og kvantifiseringsgrenser, linearitet, maleomrade, ngyaktighet,
presisjon, robusthet og maleusikkerhet. Krav til valideringsparametere i metoden er & oppna
bestemmelsesgrenser pa < 5 pg/L for jod, < 3 pg/L for Se og < 1 pg/L for As med en usikkerhet
i metoden lavere enn 10 % for alle grunnstoffene. Det gnskes ogsa at lineariteten er tilstrekkelig
god over et stort konsentrasjonsomrade, helst med sa lite fortynning av prgvene som mulig for

minimal prgveopparbeidelse, og at I, Se og As blir bestemt med god ngyaktighet.

Oppsamlet dggnurin fra mgdre og deres barn i alderen 6 til 12 ar, med bostedsadresse Oslo og
Akershus, ble samlet inn i forbindelse med prosjektet EXBISPHA ved FHI. | prosjektet ble det
registrert kosthold og eventuell ragyking de siste 24 timene far prgvetaking. | andre del av
mastergradsoppgaven skal JKU bestemmes i reelle praver for a kartlegge jodnivaet til
undergrupper i befolkningen ved bruk av den validerte metoden. Dette er interessant fordi disse
gruppene var spesielt utsatt for jodmangel fer krigen, det er grupper av befolkningen som fortsatt
kan veere utsatt for jodmangel, samtidig som at det ikke finnes noen dokumentasjon av JKU hos
barn i Norge fra far. Ved a undersgke mor og barn er det mulig & sammenligne nivaene av jod
hos disse to gruppene. Med informasjon om kjgnn for barna og reykestatus for mgdrene er det

ogsa gnskelig a finne ut om det er forskjell i JKU hos jenter og gutter, samt hos rgykere og ikke



rgykere. Et annet formal er & undersgke om inntak av ulike matvaregrupper pavirker nivaene av

jod i urinen. For & undersgke dette blir det brukt enkle korrelasjonsanalyser.

Pa grunnlag av krav til valideringsparametere i metoden er det formulert tre hypoteser:

Hypotese 1: Jod, selen og arsen kan bestemmes i samme analysemetode med en LOQ pa mindre
enn 5 ug/L for I, mindre enn 3 ug/L for Se og mindre enn 1 ug/L for As, med en usikkerhet pa

mindre enn 10 % i hele maleomradet.

Hypotese 2: Jod, selen og arsen kan bestemmes i samme analysemetode med god ngyaktighet

uten alvorlige interferenser.

Hypotese 3: Jodnivaet varierer mye fra person til person og fra dag til dag avhengig av
kosthold.

Dersom hypotese 3 stemmer blir det viktig at analysemetoden har god linearitet over et stort

méaleomréde.



2 Teori

2.1 Jod, selen og arsen

Det essensielle sporstoffet Se og det giftige grunnstoffet As er inkludert i arbeidet, fordi disse
grunnstoffene ogsa har betydning for skjoldbruskkjertelnormonene (Meltzer 2014). Selen er
kofaktor i enzymene som omdanner Ty til T3. Det er indikasjoner pa at arsen kan hemme selen-
inkorporeringen i disse enzymene, men As kan ogsa hemme opptaket av jod til tyreoidea. Arsen
finnes forst og fremst i sjgmat og er en god bio-indikator pa inntaket av fisk (Birgisdottir et al.
2013). I tillegg til sin betydning for skjoldbruskkjertelhormonene har selen ogsa betydning for

immunforsvaret, antioksidantsystemet og syntese og reparasjon av DNA (Haug et al. 2007).

2.2 Jod
2.2.1 Generelt

Halogenet jod forekommer som vannlgselig jodid (I") i sma mengder over alt i bade jord, vann,
planter, dyr og mennesker. Grunnstoffet finnes i fri tilstand som molekylert jod (I,) i naturen nar
jodid blir oksidert av oksygen eller andre oksidanter i lufta. I mennesket blir jod fra maten
absorbert som jodid via tarmen. Ved for lavt inntak av jod kan det oppsta ulike
jodmangelsykdommer. Det har veert og er fortsatt stor progresjon i a kontrollere og forhindre
JMS over hele verden etter at WHO vedtok en resolusjon i 1990 om & eliminere jodmangel
(WHO & UNICEF 2007). Av de to milliarder menneskene rundt omkring i verden som har en
risiko for jodmangel er det estimert at 20 % bor i Europa. Malet om a eliminere jodmangel ble
stadfestet pa nytt i 2002 av Forente Nasjoner (FN). Na gnsker bade Europeisk Union (EU) og
Det Europeiske Frihandelsforbund (EFTA) mobilisering av alle europeiske regjeringer til &
giennomfare og overvake barekraftige programmer for a kontrollere og forebygge jodmangel i
europeiske befolkninger (WHO & UNICEF 2007).

Den mest nylige studien pa jodinntak som er gjennomfart i Norge er fra Den norske mor og barn
undersgkelsen (MoBa-undersgkelsen) i regi av Folkehelseinstituttet (Magnus et al. 2006). 119
kvinner som deltok i en validering av kostholdsskjemaet i MoBa-undersgkelsen samlet 24-timers
urin. Selv om denne studien ikke er helt representativ for gruppen gravide i Norge, med en noe
starre andel med hgyere utdanning og mindre andel av raykere, viste studien at 5 % av gruppen

hadde et inntak av jod pa mindre enn 50 pg/dag basert pa kostholdsdata (Brantszter et al. 2013).



Historisk var jodmangel utbredt i Norge. Sa sent som i 1938 hadde 80 % av skolebarna i Modum
kommune synlig struma (Dahl & Meltzer 2009). 1 1950 ble det satt i gang jod-berikning av
kraftfor til kyr, og dette tiltaket farte til at jodstatus har veert regnet som tilstrekkelig i Norge like
siden. Selv om starsteparten av Norges befolkning siden 1950 har veert vel forsynt med jod er
det likevel ngdvendig & overvake befolkningens jodstatus, fordi kostholdet kan endre seg i deler
av befolkningen og fordi jodnivaet fortsatt ikke er tilstrekkelig hos spesielt utsatte grupper.
Siden mer enn 90 % av all jodinntak blir skilt ut i urin vil JKU som biomarkar reflektere nylig
inntak av jod direkte (Makhmudov & Caldwell 2013). Det & ha 24-timers kostholdsdata i tillegg
til urinpraver for bestemmelse av jod utgjer muligheten for & undersgke om inntak av mat med

hagyt jodinnhold faktisk gir hgyere utskillelse av jod i urin.

2.2.2 Kostkilder og inntak

Hovedgrunnen til jodmangel er for lavt inntak av jod i kosten (WHO 2004). Kilder til jod via
kostholdet varierer fra land til land. | Norge er det melk og melkeprodukter, fisk og sjgmat, og
egg som har hgyest innhold av jod (Dahl et al. 2004). Obligatorisk tilsetting av jod til kraftfor
kombinert med et hgyt inntak av melk og melkeprodukter har resultert i at denne
matvaregruppen er den absolutt stgrste kilden til jod i den norske befolkning. Studien av Dahl et
al. (2004) om jodinnhold i norske matvarer og det norske kostholdet viser at melk og
melkeprodukter sammen med fisk og fiskeprodukter bidrar med omtrent 80 % av det totale
jodinntaket bade for voksne og for barn. Innholdet av jod i melk og melkeprodukter varierer
likevel mye avhengig av féret og bruk av desinfeksjonsmiddel med jod i sammenheng med
melking (NNR 2012). Inntaket av jod hos kyrne har vist seg & veere sesongavhengig i og med at
de spiser mindre kraftfor om sommeren enn om vinteren (Brantsater et al. 2013; Dahl et al.
2004; Haug et al. 2007). Jodinnholdet i mager fisk som torsk (Gadus morhua), sei (Pollachius
virens) og hyse (Melanogrammus aeglefinus) er omtrent dobbelt s hayt sammenlignet med fet
fisk som laks (Salmo salar), sild (Clupea harengus) og makrell (Scomber scomber). Tabell 2.1

viser en oversikt over jodkonsentrasjon i ulike norske matvaregrupper.

Jodifisering av bordsalt er den mest vanlige metoden for a bekjempe jodmangel i
verdenssammenheng, men bidraget til inntak av jod via salt i Norge er ubetydelig pa grunn av at
bruken av denne typen salt er begrenset i norske husholdninger. Det er kun noen fa merker som

er tilsatt 5 pg 1/g natriumklorid (NaCl) i tillegg til at matindustrien ikke bruker jodifisert salt.



Bidraget til jod fra drikkevannet er ogsa ubetydelig i Norge (Dahl et al. 2004). Mengde jod i
drikkevannet reflekterer ofte mengden jod i jorden, noe som varierer mye avhengig av det
geografiske omradet. | Norge er innholdet av jod i jorden veldig lavt, og dette er ogsa en grunn
til at foret til kuene blir tilsatt ekstra jod. Andre steder i verden kan jodinnholdet i jorden veere
veldig hayt, noe som farer til at drikkevannet kan bli en stor kilde til jod i den befolkningen.
Kosttilskudd og sjggress (tang og tare) kan vaere gode kilder til jod, men kostens tilfarsel av jod
er vanskelig & vurdere nettopp fordi informasjon om jodifisert salt, drikkevann, kosttilskudd og
sjagress ofte mangler. Bruken av kosttilskudd og sjegress er ogsa ofte begrenset til kun en del av
befolkningen. Matvarer som brgd og kornvarer, kjgtt og kjgttprodukter, og frukt og grennsaker
har et lavt innhold av jod (se Tabell 2.1).

Tabell 2.1 viser jodkonsentrasjonen (ug/100 g) i norske matvarer i gjennomsnitt, minimum og maksimum.

Jod (nug/100 g)

Matvaregruppe n Gjennomsnitt Minimum Maksimum
Mager fisk 393 86 3 1270
Fet fisk 313 40 5 161
Fiskeprodukter 44 59 8 176
Fisk som palegg * 21 33 7 82
Andre fiskeprodukter 17 12 3 36
Alle typer melk © 70 15 2 37
Yoghurt 9 18 12 24
Flgte og kremprodukter 10 11 6 17
Hvitost 20 38 13 75
Mysost 11 129 10 200
Egg 4° 45 39 52
Kjett og kjgttprodukter 12 2 <1 7
Bragd og korn 32 3 <1 9
Poteter 4° 2 <1 4
Grannsaker 24 2 <1 5
Frukt og beer 8¢ 2 <1 4
Fett og oljer 3 2 <1 6
Vann 15 0,2 0,05 0,55

Kilde: Dahl et al. (2004). Tabellen er oversatt til norsk.

n=antall prgver analysert.

# Makrell i tomatsaus, brisling i tomat og i olje, syltet sild, kaviar, rekt grret og makrell, krabbepostei og
torskeleverpostei.

® Reker, ferskvannsgrret og tunfisk i olje pa boks.

“Helmelk, lettmelk, ekstra lettmelk, skummet melk og surmelk, fra sommer- og vintersesong.

Hver prove bestod av 90 egg.

¢ Tre prover bestod av 4 delprgver og én prgve bestod av 25 delpraver.

"Hver prave bestod av 2-9 delpraver.

9 Hver prgve bestod av 2-17 delpraver.



Viktigheten av melk og fisk i kosten for & opprettholde jodnivaet gjer at undergrupper i
befolkningen har starre risiko for lavt inntak av jod; folk med allergi mot melk eller fisk,
vegetarianere som ikke spiser fisk, melk og melkeprodukter (veganere), og andre med lavt
inntak av fisk og melk (Dahl & Meltzer 2009). Studien av Dahl et al. (2004) viser at gutter pa 9
ar har et hgyt inntak av melk og derfor et hgyt inntak av jod. Jenter pa 13 ar har lavest inntak pa
grunn av lavere inntak av melk sammenlignet med andre aldersgrupper hos barn. Nar det
kommer til inntaket av fisk har denne naturlige jodkilden blitt redusert de siste tiarene, og unge
kvinner har det laveste inntaket (Brantseter et al. 2009).

2.2.3 Fysiologi og metabolisme

Tyreoideahormonene, tyroksin (T4) og den biologisk aktive formen trijodotyronin (T3), er
ngdvendige for normal vekst, utvikling og metabolisme gjennom livet. Jod er en integrert
komponent i disse hormonene som blant annet finnes i skjoldbruskkjertelen, og mangel pa jod
pavirker syntesen av disse hormonene. Opptak og utnyttelse av jod i skjoldbruskkjertelen
forekommer via aktivt opptak av jodid, innarbeidelse av jod i proteinet tyreoglobulin (Tg) og
jodtyrosin, samt utskillelse av jodtyronin, T3 og T4 (NNR 2012). Det er det tyreoidea-
stimulerende hormonet (TSH) fra hypofysen som regulerer dannelsen av disse
tyreoideahormonene. TSH regulerer ogsa opptaket av jod i andre vev, som spyttkjertlene,
arehinnen og de ammende melkekjertlene (Aakre 2011). Virkningsmekanismen for gkt
metabolisme i kroppscellene av tyreoideahormonene er ikke helt kjent, men proteinsyntesen
gker og bade starrelsen og antall mitokondrier gker — noe som tyder pa gkt produksjon av den
energirike forbindelsen adenosintrifosfat (ATP) (NNR 2012).

Absorpsjon i tarmen er nesten fullstendig for jod fra maten, og over 90 % blir skilt ut i urin via
nyrene (ikke s3 mye hos ammende mgdre). Utskillelse via avfgring er liten, og tap av jod
gjennom huden er enda mindre. Akkumulering av jod i skjoldbruskkjertelen og i melkekjertlene
foregar ved hjelp av et membranprotein kalt natrium-jodid transporter (NIS). Denne
transportgren er en ionepumpe som pumper to Na* kationer for hvert I anion inn i cellene. Det
er mange kjemiske komponenter som kan hemme NIS. Et eksempel er svovelholdige glukosider,
som glukosinolater. Dette er bestanddeler i maten som kan brytes ned til tiocyanat som sa kan
hemme opptaket av jod eller interagere med hormonproduksjonen (NNR 2012). Glukosinolater
finnes i kalvekster som brokkoli, nepe, kalrot og rosenkal. Til tross for dette er nivaene av



glukosinolater i det nordiske kostholdet for lavt til at det skal kunne pavirke jodstatusen. | fglge
Laurberg et al. (2004) er rayking av tobakk en stor kilde til tiocyanat i mennesker. Det er funnet
at tiocyanat finnes i hgyere konsentrasjon i serum hos rgykende mgdre enn hos de som ikke
rayker. Dette farer til lavere jodkonsentrasjon i morsmelk hos raykende mgdrene pa grunn av
svekket jodopptak til melkekjertlene. Melkekjertlene absorberer jod under bade graviditet og
amming, og forsyner dermed barnet med jod. JKU hos spedbarn har ogsa vist seg a vere lavere
for de med rgykende mgdre i svangerskapet i fglge denne studien. Selv om tiocyanat hemmer
opptaket av jod i natrium-jodid pumpen kan det ikke utelukkes at andre kjemikalier fra rayk er

involvert.

Selv om den beste metoden for & bestemme jodkonsentrasjon pa er ved analyse av urin, er det
ogsa mulig a bestemme jodstatusen ved & undersgke tyreoideavolum og konsentrasjoner av TSH
og Tg i serum (WHO et al. 2007). For hgye TSH-verdier hos nyfagdte er den beste indikasjonen
for & forutse hjerneskader og nedsatt funksjon av intellektuell utvikling (WHO & UNICEF
2007).

2.2.4 Helseeffekter

Jodmangel har mange negative effekter pA menneskets vekst og utvikling. Disse effektene kan
med en samlebetegnelse kalles for jodmangelsykdommer. JMS forekommer ved mangelfull
syntese av tyreoideahormonene pa grunn av utilstrekkelig inntak av jod. Kretinisme er det mest
ekstreme utfallet av JMS (WHO & UNICEF 2007). Kjennetegnene til denne sykdommen er
nedsatt vekst og irreversible mentale forstyrrelser. Det er blitt en veldig sjelden sykdom og har
sa godt som forsvunnet i Europa. De mest gdeleggende konsekvensene av jodmangel
forekommer under fosterutviklingen og i tiden rett etter fadsel. Alvorlig jodmangel i denne
kritiske perioden vil derfor kunne fare til gkt spedbarnsdedelighet, lav fadselsvekt, jodindusert
hypotyreose (JIH), hjerneskader og andre medfgdte misdannelser ved at syntesen av
tyreoideahormonene blir pavirket. Hypotyreose forekommer nar skjoldbruskkjertelen produserer
for lite hormoner (lavt stoffskifte), og den kliniske konsekvensen av dette er mental
utviklingshemming. Til og med milde og moderate grader av jodmangel er av stor bekymring.
Disse gradene av psykisk utviklingshemming hos barn kan fare til darligere prestasjon pa
skolen, lavere intellektuelle evner og nedsatt arbeidsevne. Jodmangel er den starste

enkeltarsaken til hjerneskader i verden, men er ogsa det helseproblemet som er lettest &



forhindre. Et tilstrekkelig inntak av jod hos gravide kvinner er derfor svaert viktig ettersom det er

de som forsyner hjernen til fosteret med tyreoideahormoner.

Det er ikke bare barn som far konsekvenser pa grunn av jodmangelsykdommer. JIMS
forekommer ogsa i den voksne befolkningen. Utvikling av struma kan forekomme i alle perioder
i livet. Denne tilstanden av forstarret skjoldbruskkjertel kan utvikles ved hgyt stoffskifte, lavt
stoffskifte og ved normalt stoffskifte. Hos voksne kan for lavt inntak av jod ogsa fare til nedsatt
fruktbarhet. | falge Dunn (2000) sitert av Aakre (2011) har hgy forekomst av spontanaborter blitt
rapportert fra omrader med jodmangel, mens korreksjon av jodmangel hos gravide kvinner har

vist seg a redusere bade spontanaborten og spedbarnsdgdeligheten.

Det kan ogsa forekomme sykdom pa skjoldbruskkjertelen ved inntak av for mye jod. Selv om
tilskudd av jod er viktig for a bekjempe jodmangel og JMS bgr dette forega pa en sikker mate.
Det vil si at nivaer av jod som er mer enn tilstrekkelig ikke ngdvendigvis er trygt. Mye tyder pa
at et for hgyt inntak av jod gir de samme utfallene som ved inntak av for lite jod (European
Commission 2002). Faren for & fa i seg for mye jod er spesielt viktig for folk som har lidd av
ulike grader jodmangel fgr og de med potensielle autoimmune sykdommer pa tyreoidea (Teng et
al. 2006). Tilskudd av mer enn tilstrekkelige mengder jod til disse personene kan fare til en

akselerering i utviklingen av subklinisk hypotyreose til apenlys hypertyreose (hayt stoffskifte).

2.2.5 Anbefalinger

For & na malet om eliminering av JMS er det ngdvendig & opprettholde kontrollprogrammene og
overvakingen av jodstatus i enhver befolkning. Derfor har WHO etablert enkelte kriterier. Disse
kriteriene er noksa like de nordiske anbefalingene som er vist i Tabell 2.2 med kun litt hgyere
anbefalt inntak for gravide og ammende (250 pg/dag). De gvre inntaksgrensene for jod hos
voksne varierer fra 500 pg/dag i Frankrike til 1100 pg/dag i USA (WHO & UNICEF 2007). |
falge den norske studien av Dahl et al. (2004) hadde ingen av de voksne et inntak av jod hgyere
enn 1 mg/dag. Dette var grensen satt av NNR i 2004. Fra 2012 har denne grensen veart pa 600

pg/dag.



Tabell 2.2 viser de nordiske anbefalingene for inntak av jod i ug/dag.
Voksne Barn Gravide Ammende
2-5ar 6-9 ar 10-13 ar

Anbefalt daglig inntak 150 90 120 150 175 200
Gjennomsnittlig behov 100

Nedre inntaksniva 70

@vre inntaksniva 600

Tabellen er hentet fra NNR (2012) og oversatt til norsk.

Optimalt inntak av jod som median jodkonsentrasjon i urin (mJKU) ligger pa 100-199 pg/L, og
MJKU péa mindre enn 100 pg/L definerer en befolkning med mild, moderat eller alvorlig
jodmangel (se Tabell 2.3). Denne tabellen beskriver jodstatus og jodinntak basert pa median

JKU i ulike grupper.

Tabell 2.3 viser epidemiologiske kriterier for vurdering av jodstatus basert pd median JKU hos barn i skolealder
(6-13 &r) og gravide kvinner.

Median

JKU (ug/L) Jodinntak Jodstatus
<20 Utilstrekkelig Alvorlig jodmangel
20-49 Utilstrekkelig Moderat jodmangel
50-99 Utilstrekkelig Mild jodmangel
Barn over 6 &r og 100-199 Tilstrekkelig . - Optimalt _
al 200-299 _ Mer enn Risiko for jodmdyse_rt_hypertyrgose innen 5-10
tilstrekkelig ar etter inntak av jodifisert salt i utsatte grupper
Risiko for negative helseeffekter (jodindusert
>300 For mye hypertyreose, autoimmune sykdommer pa
tyreoidea)
<150 Utilstrekkelig
150-249 Tilstrekkelig
Gravide kvinner Mer enn
e tilstrekkelig
>500 For mye
Ammende kvinner og <100 Utilstrekkelig
barn mindre enn 2 ar >500 For mye

Tabellen er omarbeidet fra WHO et al. (2007) og oversatt til norsk.

”For mye” betyr mer enn det som trengs for & hindre og kontrollere jodmangel.

Selv om ammende kvinner har det samme behovet som gravide kvinner er median JKU lavere fordi jod blir skilt ut i
morsmelk.

2.2.6 Tiltak

Alle Europeiske land har godkjent et mal om a eliminere jodmangel, og jodifisering av salt er

den mest effektive maten a gjere dette pa. Selv om dekningen av jodert salt i husholdninger har
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gkt betraktelig siden 1990 har den europeiske regionen blitt pekt ut av WHO til & ha den laveste
dekningen av jodifisert salt blant alle regionene (WHO & UNICEF 2007). Nar det er
tilstrekkelige nivaer av jod i salt ma dette na ut til husholdningene, og slikt salt ma ogsa bli brukt
av matindustrien ettersom mestedelen av saltinntaket kommer fra bearbeidet mat. Jodifisert salt
kan nok ikke lgse problemet for alle befolkninger. Derfor tas det ogsa i bruk jodifisert olje,
drikkevann, te og sukker. For land som Norge og Finland er tilsetning av jod til kraftféret et godt
tiltak for a redusere jodmangel. Det beste tiltaket for a sikre tilstrekkelig inntak av jod i enhver
befolkning er & fortsette med overvakning av jodkonsentrasjon i matvarer og jodstatusen til

befolkningen.

Mange land har i dag kontrollprogrammer som overvaker JKU, men flere land som er bergrte av
jodmangel har verken det ngdvendige laboratorieutstyret eller folk med de riktige
kvalifikasjonene som skal til for & kunne overvake nivaene av jod i saltet og i menneskene som
er bergrte. Dette er grunnen til at det er satt opp et nettverk av regionale laboratorier med de
ngdvendige ressursene som kan hjelpe slike land med overvakning av deres programmer.
”Centers for Disease Control and Prevention” (CDC) har et slikt program som tar for seg
utfordringene med jodmangelsykdommer ved & sikre kvalitet pa analyser av JKU (se
Makhmudov og Caldwell (2013) for mer).

2.3 Analysemetode

Bestemmelse av jod i urin i rutineanalyser blir gjennomfart nesten utelukkende ved bruk av
enten Sandell-Kolthoff reaksjon eller ICP-MS. Fgrstnevnte er en spektrofotometrisk metode der
urinprgvene farst blir syredekomponert under milde forhold far jodid katalyserer reduksjonen av
gult ceriumoksyd ammoniumsulfat (Ce**) til fargelast Ce®" i narvar av arsenitt (As®*) (Soldin
2002; WHO 2013). | fglge Shelor og Dasgupta (2011) kan ogsa jodat katalysere reduksjonen,
men i mye mindre grad sammenlignet med jodid. Jodat vil i tillegg bli omgjort til jodid i naerveer
av arsenitt i sure omgivelser. Organiske jodforbindelser vil ikke reagere uten dekomponering.
Mange organiske komponenter kan interferere reaksjonen, og derfor er en fullstendig
dekomponering ngdvendig. Dersom det er mye tiocyanat tilstede vil denne komponenten kunne
interferere med den falsomme kolorimetrien som benyttes i S-K reaksjon. Ved bruk av ICP-MS

kan urinprgvene males direkte etter fortynning, og tiocyanat vil ikke veere en mulig interferens.
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2.3.1 Lukket dekomponering med mikrobglgeteknikk

I metodeutviklingen har urinprgver blitt dekomponert ved hjelp av mikrobglgeteknikk med
Ultraclave. Grunnen til dekomponering er at produktet blir en homogen lgsning med lavt
organisk innhold. Dette oppnas ved hgye temperaturer, fordi reaksjonshastigheten er avhengig
av temperatur. Prinsippet for mikrobglgeteknikken er at mikrobglgene gir et vekslende
elektromagnetisk felt pa prgvene. Dette farer til dipolrotasjon og ionisk migrasjon som skaper

friksjonsvarme (se Figur 2.1).
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Figur 2.1 viser at et elektromagnetisk felt skaper en dipolrotasjon og ionisk migrasjon som gir friksjonsvarme
(Puschner Microwave Power Systems).

space charge polarisation

Teflonbeholdere med preve blir tilsatt syre og satt ned i en load av vann, svovelsyre (H,SO,) og
hydrogenperoksid (H,O;). Det er ikke kontakt mellom vasken inni beholderne og loaden, men
loaden gjer at beholderne oppnar lik temperatur. Prinsippet for Ultraclaven er at mottrykk
motvirker koking (Jensen 2012). Ved hgyt trykk vil aldri damptrykket bli like hgyt som det ytre
trykk og lgsningen vil dermed aldri koke. Dette hindrer krysskontaminering mellom prgvene.
Nitrogengass (N2) reagerer ikke med andre komponenter i prgven og passer dermed bra som
trykksetter. Trykk alene vil ikke kunne dekomponere prgven, men trykket gjgr at det oppnas
hgye temperaturer, og det er den hgye temperaturen og den oksiderende salpetersyren som gjar
at prgvene blir dekomponert. Oksidasjon av organisk materiale er en eksoterm reaksjon, sa
dersom reaksjonshastigheten er veldig hgy vil temperaturstigningen komme ut av kontroll.
Temperaturen stiger derfor trinnvis. Syre i loaden gir SO4* og HzO" og absorberer energien i

mikrobglgene, mens hydrogenperoksid oksiderer nitrgse gasser (NOy) til nitrat (NO3’). Tilsetting
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av H,O; farer til lite NOy som kan sive ut av beholderen og ut til kammeret for sa a gke trykket.
Trykket i beholderen holdes kontrollert av N,-trykket. Det er meget viktig & holde alt av utstyr
rent og bruke rene syrer for & unnga forurensning og oppna lave bestemmelsesgrenser under
analyse. Det er ogsa viktig tenke over hvilke grunnstoffer som skal bestemmes for & kunne lgse
prgven pa best mulig mate med hensyn pa valg av syre og program pa Ultraclaven. Ved valg av
syre ma det tas hensyn til eventuelle interferenser som kan dannes, og det ma passes pa at
praven ikke blir flyktig eller feller ut med den aktuelle syren. HNOj er et godt syrevalg for
denne analysen ettersom den er meget oksiderende ved hgye temperaturer. Prgvemengden og
hvilke beholdere som brukes under dekomponering er ogsa viktige faktorer. Teflon og kvarts er
godt egnet som beholdere i og med at disse slipper gjennom mikrobglgene uten at energien blir
absorbert. Det ma ikke vaere sa mye prgvemateriale at man ikke sikrer fullstendig
dekomponering, men samtidig ma det veare nok prgvemateriale til & kunne detektere analytt ved

analyse.

Blankpraver og standard referansemateriale skal gjennom samme opparbeidelse som prgvene og
inkluderes derfor i dekomponeringen. Blankprgver benyttes for & undersgke renhet av
kjemikalier og utstyr, og kan brukes til a finne eventuelle tilfeldige- eller systematiske feil. Ulike
resultater i blankprgvene kan tyde pa tilfeldige feil, som brukerfeil eller urent utstyr, og
presisjonen i analysen vil bli darligere. Systematiske feil, som forurensning fra kjemikalier, kan
korrigeres for ved a trekke fra resultatet av blankprgve fra prove.

2.3.2 Induktivt koplet plasma massespektrometri

ICP-MS har siden tidlig 1980-tallet veert en sveert viktig multigrunnstoffteknikk. Denne
analysemetoden kan kvantifisere grunnstoffer helt ned til pg/L i ulike matrikser, den har et stort,
linezert konsentrasjonsomrade og den gir bade raske og presise resultater. ICP-MS blir brukt for
bestemmelse av grunnstoffer ved a male mengde eller isotopforhold i et massespektrometer
(MS). Mengden eller isotopforholdet blir malt i form av ioner som blir dannet i et induktivt
koblet argonplasma (ICP). Prgven i veeskeform fares med baregassen argon (Ar) inn til
plasmaet der analyttene blir overfart til positivt ladede ioner. lonene blir sa ekstrahert til
hgyvakuum via en interface, deretter fokusert i et ionelinsesystem, separert etter masse/-

ladningsforhold og til slutt detektert og malt i en detektor.
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2.3.2.1 Instrumentelt

Instrumentet bestar av et praveintroduksjonssystem, en ionisasjonskilde, et ionetransportsystem,

masseseparasjonsenheter, kollisjons-/reaksjonscelle og detektor (se Figur 2.2).

_- [
LRGN _

Figur 2.2 viser skjematisk oppsett av en ICP-QQQ-MS (utklipp fra Masshunter programvare).
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Praven blir fgrst pumpet gjennom et kapillezer med en peristaltisk pumpe som en pulsfri og
konstant vaeskestram. Prgven blir deretter sprgytet inn i et blandingskammer ved hjelp av en
konsentrisk forstaver. Denne forstgveren introduserer prgven til plasmaet i en fin spray av
aerosoler ved hjelp av gass med hgy hastighet. Forstaveren kan lett ga tett dersom prgven
inneholder partikler. I blandingskammeret vil derfor kun draper mindre enn 10 um kunne ga
videre til plasmaet. Blandingskammeret er kjglt ned til 2 grader Celsius (°C) for & fa lavere
oksiddannelse. Temperaturen her kan veere avgjgrende for effektiviteten til plasmaet ved a
pavirke mengden av vanndamp som kommer inn til plasmaet slik at temperaturen i plasmaet

ikke blir redusert.

lonisasjonskilden i ICP-MS er et induktivt koblet argonplasma. Plasmaet dannes inne i et
kvartsrar eller en torch som har en avkjglt kobberspole rundt seg. Torchen bestar av tre
konsentriske rgr med en strem av argongass. Kobberspolen rundt torchen blir tilfart et
radiofrekvent potensial og det dannes et elektromagnetisk felt. Nar ioner og elektroner

vekselvirker med dette elektromagnetiske feltet blir det dannet friksjonsvarme (se likning 1).

gnist

(1)  Argy — Arg +e”

lonene som dannes blir akselerert og kolliderer med andre argonatomer som igjen ioniseres.

Dette gjer at plasmaet bygges opp og temperaturen blir sveert hay.
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Temperaturfordelingen i plasmaet varierer sterkt og kan komme helt opp mot 10 000 Kelvin (K).
Dette gjor at fordampning, atomisering og ionisering skjer umiddelbart, og de fleste grunnstoffer
blir mer enn 90 % ionisert i det varme plasmaet. Det er derimot noen unntak for grunnstoffer
med omtrent lik eller hgyere farste ioniseringspotensial (IP) enn argon med et farste
ioniseringspotensial pa 15,76 elektronvolt (eV). Dette gjelder for blant annet halogenene, Se, As,
kvikksglv (Hg), fosfor (P) og svovel (S). Slike grunnstoffer blir ionisert i relativt liten grad, og
starstedelen vil dermed forbli pa atomeer form. Jod har et farste ioniseringspotensial pa 10,451
eV, som er hgyt. Kun rundt 25 % av jod blir ionisert i plasmaet (Haldimann et al. 1998; Shelor
& Dasgupta 2011), men til tross for dette kan jod lett bestemmes med lav fglsomhet pa ICP-MS.
Rekombinasjon av prgve, matriks og argonioner kan finne sted i de kaldere sonene i plasmaet

som kan fare til ugnskede molekylere forbindelser (se mer om dette i kapittel 2.3.2.4).

lonetransportsystemet bestar av en interface og et ionelinsesystem. lonene ma transporteres fra
argonplasmaet der det er hgy temperatur, hgyt trykk (760 torr) og et korrosivt miljg til
massespektrometeret der det er lavt trykk (10 torr) og romtemperatur. Dette blir gjort ved hjelp
av interface-omradet. Dette omradet bestar av to nikkel- eller platinakoner som ekstraherer
ionene fra plasmaet ved hjelp av en hgykapasitets rotasjonsvakuumpumpe og turbopumper som
opprettholder trykket pa henholdsvis 1-3 torr og 10™ torr. Mestedelen av argonatomene blir
fjernet far ionestralen blir videre ekstrahert til fremre del av massespektrometeret hvor
ionelinsesystemet sitter. De positivt ladede ionelinsene gjar det mulig a ekstrahere positivt
ladede ioner fra en matriks med ngytrale forbindelser eller fotoner, og fokusere stralen inn i
massespektrometeret med bade store og sma ioner. Dette gjer at verken fotoner eller ngytrale

partikler kan bli detektert for sa a skape tilfeldig bakgrunnsstgy (Agilent Technologies 2005).

Kvadrupol MS er det som vanligvis brukes som masseseparasjonsenhet. Dette massefilteret
separer ioner etter masse/-ladningsforhold. Kvadrupol MS bestar av to elektrisk ladede stavpar
med et varierende like- og vekselstrempotensial. Det blir dannet et komplekst elektromagnetisk
felt mellom stavene som avgjer banen til ionene. For en gitt kombinasjon av spenning og
frekvens vil kun ioner med en spesifikk masse/ladning (m/Z) ga gjennom massespektrometeret.
loner med hgyere eller lavere masse/-ladningsforhold vil fa ustabile baner, treffe stavene, bli

ngytralisert og dermed ikke detektert. Kvadrupol MS kan ikke skille mellom ladede partikler fra
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ulike forbindelser som har samme masse/-ladningsforhold, for eksempel isotoper fra ulike

grunnstoff, molekylere ioner og forbindelser med dobbel ladning.

Detektoren finnes under et meget lavt trykk (~107 torr). Detektoren registrerer, forsterker og
maler antall analyttioner som nar detektoren. Detektoren som er brukt i denne oppgaven er
utstyrt med en “’dual-stage discrete dynode detector”. Positivt ladede ioner fra MS trekkes mot
den negativt ladede dynoden og slar lgs elektroner fra overflaten som blir tiltrukket mot den
neste dynoden som er positivt ladet. Denne dynoden slar igjen lgs nye elektroner og prosessen
fortsetter slik at ionesignalet blir forsterket. Signalintensiteten males simultant ved to ulike
steder i detektoren. | fremre del av detektoren males signalet som en stram og blir omgjort til
tellinger per sekund (cps). Dette brukes til & male hgye konsentrasjoner, mens den nedre delen
av detektoren maler lavintensitetssignaler. Denne kombinasjonen med to trinn gjer at det kan
males lineaert over et stort omrade. Signalene som blir detektert for hver masse vises som et
massespektrum. Starrelsen pa hver topp i massespekteret tilsvarer konsentrasjonen av et
grunnstoff i praven. Kvantitative resultater fas ved & sammenligne disse signalintensitetene med

kalibrerte standarder (Agilent Technologies 2005).

2.3.2.2 Kalibrering

Det finnes en del ulike mater & kalibrere instrumentet pa. Ekstern standardisering er mye brukt,
og brukes ogsa i dette tilfellet i tillegg til internstandardisering. Ekstern standardisering benyttes
ved at en kalibreringsblank og en kalibreringsstandard med kjente konsentrasjoner som dekker
maleomradet blir brukt til & lage en linezer kalibreringskurve tvunget gjennom origo.
Signalintensiteten i standarden brukes til & beregne konsentrasjon av analytter i ukjent prave. A
tilsette en internstandard (IS) vil si & normalisere alle data mot en ikke-analyttisotop som er
tilstede i lik konsentrasjon i alle prgver og standarder som skal analyseres (Jensen 2012). Den
har som funksjon & vise om det er tap underveis i analysen, siden forholdet mellom analytt og IS
hele tiden er likt. Dette gjer at det lett kan korrigeres for eventuelle tap som skjer under
prgveprepareringen. Denne internstandarden bar ligge i samme masseomrade og ha tilnermet
likt farste IP som analytten. | falge Vanhaecke et al. (1992) sitert av (Ataro et al. 2008) vil det &
velge en IS i samme masseomrade som aktuell analytt fare til bedre presisjon. Dersom det er
drift i instrumentet vil dette vises pa bade analytt og IS. Fysiske interferenser, som at hgy

viskositet eller komplisert matriks gir redusert forstevergass, som igjen gir mindre prgve inn i
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instrumentet og dermed lavere signal, kan korrigeres ved hjelp av at IS oppferer seg likt som

analytten.

2.3.2.3 Metodeutvikling

Mange spgrsmal ma bli stilt og flere forhold ma vurderes i forkant av en metodeutvikling. ”Hva
er ngdvendig for at matriks ikke endres og at analyttene holdes i losning ved analyse?” og
“hvordan unngé kontaminering?” er sporsmal det er viktig & tenke over pa forhind. Det er lurt &
planlegge bade lagringsmetode og behandling av beholdere i forkant. Hvilken isotop som velges
for hvert grunnstoff i en analyse er avhengig av hvor alvorlig potensielle interferenser er. Ideelt
sett foretrekkes den isotopen av grunnstoffet med starst forekomst for & fa best mulig respons.
Dersom den isotopen med starst forekomst har potensielle interferenser som er for alvorlige til &
gjere korreksjoner pa velges den isotopen som er nest starst i forekomst. Som beskrevet i forrige
kapittel er ogsa valg av IS viktig for analysen, samt dens konsentrasjon. Konsentrasjonen av IS
er spesielt viktig for sporanalyser. Mange grunnstoffer finnes overalt i sma mengder og det blir
dermed vanskelig a finne en IS som ikke finnes i pravetypen fra far. Dersom IS finnes i prgven i
sma mengder er det mulig a tilsette internstandarden i en konsentrasjon slik at bidraget fra
praven blir ubetydelig (Wahlen et al. 2005).

2.3.2.4 Interferenser

Pa grunn av den hgye temperaturen i plasmaet vil ikke denne metoden ha de klassiske kjemiske
interferensene. | tillegg har dette instrumentet god kontroll pa interferensene som kan oppsta.
Spektralinterferenser er nok det mest vanlige, men selv disse kan veere forutsigbare og kan
dermed lett korrigeres for. Ved & male to isotoper av samme grunnstoff kan spektralinterferenser
oppdages ved at disse er ulike. Isobare interferenser oppstar nar ulike grunnstoff har samme
masse (eksempelvis *“Cd* (kadmium) og ***sn* (tinn) eller ®Se* og ®Kr* (krypton)). Denne
typen interferens kan lett unngas ved a velge en annen isotop, eller ved at en annen bglgelengde
av interferensen males og korrigeres med en faktor som trekkes fra den rene prgven. Det kan
ogsa forekomme molekylere interferenser som dannes ved rekombinasjon i kalde soner i plasma
av preve og matriksioner med argon eller andre matrikskomponenter (for eksempel “°Ar®*CI*
med "As* og “°Ar** med 3°Se* (May & Wiedmeyer 1998)). Disse er som regel forutsigbare og

kan korrigeres ved a enten velge en annen isotop eller male pa en interferenslgsning og finne en
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passende korreksjonsfaktor. Det kan ogsa forekomme dobbeltladede ioner som ogsa er en type
spektralinterferens. De vil interferere med analytter som har halve massen, fordi
massespektrometeret skiller etter masse/ladning (eksempelvis **Ba®* (barium) med ®®zn*
(sink)), men siden farste IP til argon er starre enn for de fleste grunnstoff, men mindre enn andre
IP for de fleste, vil mestedelen av ioner i argonplasmaet kun ha én ladning. Mange interferenser
kan minimaliseres ved a optimalisere instrumentet med hensyn pa gasstrem, effekt og andre
instrumentelle maleparametere. Mestedelen av optimaliseringen skjer automatisk med Agilent
8800 QQQ. Matematiske korreksjoner blir brukt i mange tilfeller av disse spektralinterferensene.

Matriksinterferenser kan oppsta ved for eksempel hgye konsentrasjoner av opplast fast stoff i
pravene. Dette problemet kan unngas ved a fortynne preven eller minske prgvemengden. Med
tidligere instrumenter er det mattet sgrget for at opplest fast stoff ikke overstiger 0,1 % (w/V),
men ved hjelp av en sakalt hgy matriksindeks (HMI) er denne matrikstoleransen gkt til 2 %
(Agilent Technologies 2012). Dette gir gkt temperatur i plasma som kan fare til flere
dobbeltladede ioner, men minsker muligheten for molekylere forbindelser. Urin inneholder en
del av bade karbon og ulike salter. Dersom for mye av dette kommer inn i plasmaet vil det
absorbere mye av energien, og ionisasjonseffekten til analytten vil bli svekket. Avsetning av
karbon pa prgveintroduksjonssystemet kan forekomme, og det er ikke gnskelig pa grunn av
gjentetting. Det kan ogsa forekomme lett ioniserbare matrikskomponenter (for eksempel
natrium) som gjer at ionisasjonseffekten til analytten blir lavere i plasma. Dette kan ogsa unngas
med fortynning eller fjerning av de lett ioniserbare forbindelsene. Tunge matrikskomponenter,
som uran (U) og bly (Pb), har hgyere kinetisk energi gjennom interfacen og ioneoptikken enn
lettere matrikskomponenter. Nar tettheten blir hgy vil ionene frastate hverandre og de lette
massene Vil bli presset ut av ionestralen, noe som farer til at signalintensiteten til de lave
massene minker (space charge effect”). Andre fysiske interferenser som kan oppsta er ulik
matriks i prave og standard. Dette gir ulik viskositet som gir ulik forstgving og forskjellig
intensitet. Fysiske interferenser kan fjernes ved a fortynne pravene, tilsette IS og/eller ved a
tilpasse matriks i kalibreringsstandard.

Et alvorlig problem ved bestemmelse av jod i urin pa ICP-MS er minneeffekter (Al-Ammar et
al. 2001; Haldimann et al. 1998). Ved lav pH vil nemlig jodid bli oksidert til flyktig molekylert
jod (se likning 2). Minneeffekter av jod forekommer pa grunn av adsorpsjon av jodforbindelser
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pa forstaveren og av fordampning fra flyktig hydrogenjodid (HI) og molekylzrt jod (1,) fra
blandingskammeret i sur lgsning. Tilsetting av ammoniakk i prevelgsningene har vist seg a
eliminere disse minneeffektene av jod ved dannelse av ikke-flyktig NH4Il. Hay pH generelt
hindrer bade oksidering av I" til I, og dannelse av HI (Reid et al. 2008).

(2) 4] + 02 ) + 4H+ - ZHZO(Z) + 2[2 (aq)

Xenon (Xe) forekommer som en forurensning i argon plasmagassen. Dette gjar at den naturlige
isotopen *#*Xe" interfererer med radioaktivt jod (***1") ved & gi en veldig hgy bakgrunn pa den

129|+

allerede lave konsentrasjonen av **I. Interferenser pa signalet kan ogsa komme fra *2"1H,"

og *3Cd'®0* (Agilent Technologies 2013; Hou et al. 2009; Izmer et al. 2003). P& den gnskede

127|+

analytten kan det oppst& interferens med molybdendioksid (*Mo0™°0,"). Ved benyttelse av

trippel kvadrupol ICP-MS kan disse interferensene lett fjernes (se kapittelet nedenfor).

2.3.2.5 Spesielt om Agilent 8800 QQQ

Instrumentet som er brukt i dette arbeidet har en forkvadrupol (Q1), en kollisjons/-reaksjonscelle
(oktapol) og en ny kvadrupol (Q2) far detektoren. Dette blir en annen mate a korrigere for ulike
interferenser pa sammenlignet med enkel kvadrupol ICP-MS. Forkvadrupolen kan stilles inn slik
at kun den gnskede analyttmassen gar gjennom, mens andre masser ikke kommer gjennom. For
eksempel med ¥Se* som analytt og oksygen (O-) som reaksjonsgass vil en tradisjonell ICP-MS
kunne unnga interferenser som Ar?*, Gd™ (gadolinium) og Dy** (dysprosium) ved at Se reagerer
med O, og far massen 96. Ulempen er at zirkonium (Zr), molybden (Mo) og ruthenium (Ru)
ogsa har masse 96, og vil dermed gi feil signal for selen. Med ICP-MS-QQQ er det mulig a stille
inn forkvadrupolen slik at kun isotoper med masse 80 passerer. Isotopen ®°Se* reagerer med
oksygen til 2°Se*® 0. Denne blir s3 mélt p& masse/ladning 96, uten at Zr, Mo og Ru blir
detektert, fordi de er allerede blitt avvist av forkvadrupolen, Q1. Det samme gjelder for
interferensen *Mo°0," p& *’I". Den starste fordelen med dette instrumentet i forhold til andre
ICP-MS instrumenter er at de fleste interferenser kan unngas. Med helium (He) som
kollisjonsgass kan de fleste polyatomeere forbindelser reduseres ved at de store molekylene vil
kollidere oftere enn de sma molekylene. De far da lavere kinetisk energi, og forbindelser med
lav kinetisk energi vil da bli mer bgyd av og vil dermed ikke na frem til Q2 og detektoren. Ved &
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bruke reaksjonsgass er det mulig a reagere enten interferensen eller analytten. Vanlige
reaksjonsgasser er O, hydrogen (H,) og NHs. Et eksempel der det er bedre a bruke
reaksjonsgass enn kollisjonsgass er nar dobbeltladede ioner reagerer med analytt. Monoisotopen
"As* er en gnsket analytt i denne analysen, og urinpravene inneholder mye klorid. Da vil det bli
dannet “°Ar®*CI* (May & Wiedmeyer 1998) som lett kan fjernes med kollisjonsgass. Dersom det
i tillegg hadde vart **°Sm (samarium) i praven ville denne ha dannet Sm** som hadde blitt
detektert pa 150 / 2 = 75 atommasseenheter (amu). Pa grunn av dens hgye kinetiske energi ville
den gatt rett gjennom kollisjonsgassen og blitt detektert. Ved a heller sette Q1 pa 75 amu og
sende inn oksygen som reaksjonsgass Vil As reagere med oksygen og danne °As'®0*. Q2 kan da
stilles inn pd masse 91 og kun detektere As. Bruk av reaksjonsgass gir god respons for As. Figur

2.3 illustrerer tydelig at der signalet til As™ synker, gker signalet til AsO™.
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Figur 2.3 viser optimalisering av oksygengasshastighet i overgangen av "°As* til *As'®O" (Perkin Elmer 2010-
2014).

Interferensene pé *#

I" beskrevet i forrige kapittel blir ogsé fjernet med O, som reaksjonsgass.
Interferensen ***Xe” blir fjernet p& grunn av en rask ladningsoverfaring som ogsé er mulig ved
bruk av enkel kollisjons/- reaksjonscelle ICP-MS (Hou et al. 2009; Reid et al. 2008) (se likning
3). Dette er mulig fordi ***Xe* reagerer 10* ganger raskere med O, enn det *?°I* gjgr. Ved bruk
av enkel kvadrupol vil den potensielle interferensen *2'IH," fortsatt vaere et problem i falge
Agilent Technologies (2013), men den blir helt fjernet ved bruk av oksygenreaksjon i trippel

kvadrupol ICP-MS. Tradisjonelle ICP-MS instrumenter har ikke disse kollisjons- og
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reaksjonscellene. Det gjgr at temperaturen i plasmaet ma kontrolleres manuelt, som gjer at det

lettere kan dannes oksider i kaldere soner.

B Xet+0,-Xe+0F
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3 Eksperimentelt

3.1 Utstyr, stamlgsninger, gasser og kjemikalier

Tabell 3.1, Tabell 3.2 og Tabell 3.3 viser en oversikt over utstyr, stamlgsninger, gasser og

kjemikalier som er brukt under metodeutvikling, metodevalidering og anvendelse av metoden.

Tabell 3.1 viser utstyr og instrumenter som er brukt under metodeutvikling, metodevalidering og anvendelse av

metoden.

Utstyr

Elektroniske pipetter
Pipettespisser

Polypropylen (PP) sentrifugerar
Begerglass i plast med lokk
Plastflasker

Stativ til sentrifugerar

ICP-MS Agilent 8800
Ultraclave Il
Posisjonskarusell

Teflonrar

Destilleringssystem

Toppvekt LC 3201D

Vekt PG5002-S DeltaRange®
Dispenser til CFA-C og H,SO,
Dispenser til HNO; og H,0;
Ultrasonic Cleaner

Spesifikasjon

10-300 L, 50-1000 uL, 100-5000 pL
10-300 pL, 50-1000 L, 100-5000 L

15 mL, 50 mL

250 mL, 500 mL, 2500 mL
21 plasser, 60 plasser

QQQ

40 plasser
18 mL

Sub boiled Ultrapure
3 desimaler, maks 3200 g
2 desimaler, maks 5100 g

Eppendorf varispenser plus 0-2,5 mL
1-50 mL, 1-5 mL, 0,1-1,0 mL

Art. 19-1542

Produsent

Biohit
Biohit Optifit Tip

Sarstedt

Agilent
Agilent
Milestone
Milestone
Milestone
Milestone
Sartorius
Mettler Toledo

VWR

Fortuna Optifix
Biltema

Tabell 3.2 viser gasser og kjemikalier som er brukt under metodeutvikling, metodevalidering og anvendelse av
metoden. Vekt/vekt = (w/w), volum/volum = (v/v), vekt/volum = (w/v).

Kjemikalie/gass

Argongass

Oksygengass

Heliumgass

Nitrogengass

lonebyttet vann
Etylendiamintetraeddiksyre *
Etylendiamintetraeddiksyre *
Isopropanol

Isopropanol

Kjemisk formel

Ar

0,

He

N>

H,O

EDTA, CygH1gN,0g
EDTA, CyoH1gN,Og
C3HgO

C3HgO

Konsen-
trasjon

Kvalitet

6.0

5.0

6.0

Industri (2.0)
> 18 MQ
99,4-100,6 %
99,995 %
Teknisk

Analyse

Produsent

Yara

AGA

AGA

AGA
Barnstead
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck
Millipore
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Ammoniakk

4-(1, 1, 3, 3-

Tetrametylbutyl)fenyl-
polyetylene glykol t-

Oktylfenoksypoly-etoksyetanol

CFA-C, Lot No. 092511, tertieere

aminer **

Tetrametylammonium hydroksid

Salpetersyre ***

Svovelsyre

Hydrogenperoksid

* Fast stoff

** Eksakt innhold er ukjent
*** Syrer med analysekvalitet fra Merck Millipore destillert ved NMBU

25%

NH; (Wiw) Analyse
Triton™ X-100
0 Analyse
CieH20(C,H,O), Y
TMAH, 25 % )
(CH3)4sNOH (wWiw)
65 % Sub boiled

HNO, (wiw) Ultrapure

_ 0,
H,SO, ?v?//\?v?) % Analyse

0,
H0 ?V?I /V/\(;) Analyse

Merck

Sigma-Aldrich

Spectrasol Inc.
Wako Pure

Chemical
Industries, Ltd.

NMBU

Merck

Merck

Tabell 3.3 viser stamlgsninger som er brukt under metodeutvikling, metodevalidering og anvendelse av metoden.

Produktnavn
IV-ICPMS-71D

Tuning Solution for ICP-

MS 7500cs
Germanium
Radioaktivt jod
Jod

Selen
Arsen
Natrium
Kalium
Fosfor

Svovel
Magnesium

Kalsium

Grunnstoffer
Bi, In, Lig, Sc,
Th, Y

Ce, Co, Li, Mg,
TILY

Ge
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Se
As

Na

Mg
Ca

Konsentrasjon
10 mg/L

1 pg/L

1 000 mg/L
1 mg/L
1 000 mg/L

1 000 mg/L
1000 mg/L
10 000 mg/L
10 000 mg/L
10 000 mg/L

10 000 mg/L
10 000 mg/L
10 000 mg/L

Matriks (v/v)
3 % HNO;3

2% HNO;

Spor av HF / spor
av HNO;
H,0

H,O /1% TEA
2,5 % HNQO;
2,5 % HNO;

2 % HNO;

2 % HNO;3
H.0

H0
2,5 % HNO;
2 % HNO;3

Produsent

Agilent

Agilent

Inorganic
Ventures
Inorganic
Ventures
Spectrapure
Standards AS
Spectrapure
Standards AS
Inorganic
Ventures
Inorganic
Ventures
Inorganic
Ventures
Spectrapure
Standards AS
Teknolab AS
Inorganic
Ventures
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Som kontroll pa ngyaktighet ble frysetarket human urin fra Sero AS (Seronorm™ Trace
Elements Urine) brukt i alle analyser. Referansematerialet oppgir det sertifiserte omradet for
SRM L-1 (niva 1) og SRM L-2 (niva 2) for de aktuelle analyttene, samt usikkerheten (U) til hver
enkelt analytisk verdi (med en dekningsfaktor k=2). U tar hensyn til en rekke faktorer inkludert
metodens usikkerhet sa vel som stabiliteten av den enkelte komponent, og den dekker den sanne
verdi med et 95 % konfidensintervall (K1) (Sero AS).

Alt vann benyttet til vask, fortynning av prever og tillaging av standarder var ionebyttet vann fra
renseanlegget Barnstead.

Begrepet reagens blir her brukt om en matrikslgsning som er tilsatt alle urinprever, blankpraver,
standarder, husstandard og SRM (for eksempel HNO3;, CFA-C, TMAH). All bruk av NEPT,
NHs, TMAH og CFA-C har foregatt i avtrekksskap med ngdvendig verneutstyr som briller,

laboratoriefrakk og vinylhansker.

En blankprgve er en reagensblank med kun reagens, IS og ionebyttet vann for & kontrollere dens
bidrag til analyttsignalet. Konsentrasjon av analytt funnet i blankprgven gir en indikasjon pa
kontamineringsniva under prgveprepareringsdelen og analysedelen, og kan derfor bli brukt til &
bestemme realistiske deteksjonsgrenser. En kalibreringsblank inneholder de samme tilsetningene

som en blankprave, men har ikke veert med under preveprepareringen.

Urinpraver, blankprgver, SRM og husstandard er fortynnet 1:10 i polypropylen (PP)-beholdere,
mens kalibreringsstandarder er fortynnet 1:50 i alle analysene. Under metodeutviklingen er det
tilsatt flere mulige internstandarder for bestemmelse av I, Se og As, mens under
metodevalidering og anvendelse av metoden er det kun brukt radioaktivt jod som IS for jod, og
germanium som IS for selen og arsen. Radioaktivt jod er et fisjonsprodukt av uran og plutonium
(Pu) og blir ogsa produsert i sma mengder ved kosmisk straling (Haldimann et al. 1998; Shelor
& Dasgupta 2011). Forekomsten av naturlig radioaktivt jod er derimot ubetydelig i urin og andre
biologiske prgvetyper. Selv om isotopen er radioaktiv vil den ikke utgjgre noen radiologisk fare
nar den blir brukt her, i og med at den har en halveringstid pa rundt 16 millioner ar.
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3.2 Tillaging av standarder

Det ble laget ngdvendige mellomstandarder for a unnga fortynning pa mer enn 200 ganger. |
kalibreringsstandardene under metodeutviklingen har konsentrasjonene av de aktuelle analyttene
variert, men det har kun blitt brukt ettpunkts-kalibrering tvunget gjennom origo. |
metodevalideringsdelen ble det laget en standardrekke med 6 ulike konsentrasjoner utenom
kalibreringsblank, mens under analysen av urinprgver fra mor og barn ble det brukt topunkts-
kalibrering med jodkonsentrasjoner pa 80 og 100 ug/L, konsentrasjoner av selen pa 40 og 50
ug/L, samt konsentrasjoner pa 20 og 50 ug/L for arsen. Se Tabell 14 og Tabell 15 i Vedlegg C
for konsentrasjoner av de aktuelle analyttene i kalibreringsstandardene brukt under
metodevalidering og anvendelse av metoden. Konsentrasjonen av **’1 som IS var 0,5 pg/L i alle
analysene, mens konsentrasjonen var 20 pg/L for de andre 1S-ene. Alle mellomstandarder ble
oppbevart i kjgleskap pa rundt 4 °C, mens kalibreringsstandardene ble laget nye for hver
analyse. Til uavhengig kontroll av kalibreringskurven ble det brukt en sakalt husstandard, 1643h.
Dette er en standard kontrollert opp mot SRM 1643e (Trace Elements in Water) (National
Institute of Standards & Technology 2009). For utregning av konsentrasjoner og tillaging av
standarder, se Vedlegg C.

3.3 Metodeutvikling

Konsentrasjon av analytter i standardene under metodeutvikling har som sagt variert. Det har
ogsa blitt testet med flere ulike grunnstoffer som 1S undervegs; ‘I, Ge, vismut (Bi), indium
(In), litium (Lig), scandium (Sc), terbium (Tb) og yttrium (). Metodeutviklingsdelen ble utfart
med urinprgver fra tre forskjellige personer, fordi urinprgver varier mye i innhold fra person til
person. De ulike metodene som har blitt testet er dekomponering med HNOs, tilsetting av CFA-
C, TMAH, NH3 og NEPT som basiske reagenser, og deretter fortynning til 10 mL (se Figur 3.1 i
neste kapittel for beskrivelse av de ulike reagensene). Selv om det var gnskelig med en minimal
prgvepreparering, var fortynning av urinprgvene ngdvendig for & minimere det veldig haye
innholdet av salt og opplest fast stoff (TDS). Urin inneholder hgye konsentrasjoner av blant
annet Cl, Na, K og P som kan felle ut, sa fortynning vil senke konsentrasjonene av disse
matrikskomponentene samtidig som det reduserer sjansen for gjentetting av
prgveintroduksjonssystemet. En fortynning pa 1:10 viste seg a fungere godt uten
skadevirkninger pa preveintroduksjonssystemet eller pa ytelsen av instrumentet. Sammensetning

og konsentrasjon av prgvematriksen kan pavirke analyttsignalet direkte slik at signalet under-
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eller overestimeres. Ved a tilsette internstandard til pravene og tilpasse matriks i standardene,
kan dette kompensere for slike matrikseffekter. IS kan ogsa kompensere for signaldrift og/eller
ustabilt instrument. | denne oppgaven er det brukt IS i tillegg til at matriks i en av
kalibreringsstandardene er tilpasset med matriks i preve ved a tilsette Na, K, P, S, Mg og Ca til
kalibreringsstandarden i tillegg til de gnskede analyttene (se Tabell 14 i Vedlegg C).

Utprgvde metoder

+ + - + +

rm— Tilsetting av 5 % (v/v) Tilsetting av 1 % (viv) Tilsetting av 5 % (viv) Tilsetting av 10 %
4 ponerng NH3 som basisk TMAH som basisk CFA-C som basisk (viv) NEPT som
med 10 % (viv) HNO3 i
reagens reagens reagens basisk reagens
C Innhold i reagenser fra start )

Salpetersyre 65 % (w/w)

( Ammoniakk 25 % (w/w) ’
50 % NH3 25 % (w/w)

Tetrametylammonium hydroksid 25 % (w/w) 2 % EDTA med kvalitet 99,4-100,6
20 % isopropanol med teknisk kvalitet

0,5 % Triton X-100 1 % (viv)

| 1

Blandet tertizere aminer (viv) i
EDTA b

]

1

___________________________________________________________________ fmm————
]
_______ A -
I PP ECE A
] |
| |
e T S P \ e ————————— A= N
i \
| 2%ekstraEDTA f Isopropanol med analysekvalitet :
| Fortynning med vann | : 0,01 % Triton X-100 |
Nigure ey o] U ANErsamessssewe ey R R ’
.
e W
{ 10%NH3
_____ ===
1
POP
Y. S
{  EDTAmed kvalitet 99,995 |
________ [--------
( Innhold i reagens brukt under metodevalidering og anvendelse av metode )
10 % NH3

2 % EDTA med kvalitet 99,995
20 % isopropanol med analysekvalitet
0,01 % Triton X-100

Figur 3.1 viser et flytskjema over utprgvde metoder, innhold i reagenser ved start og slutt, samt eventuelle
endringer i metodene undervegs i metodeutviklingen. Syredekomponering er utfart ved opp til 250 <C. Eksakt
innhold i reagensen CFA-C er ukjent.
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3.3.1 Syredekomponering med mikrobglgeteknikk

Syredekomponering av urin ved bruk av mikrobglgeteknikk i Ultraclave ble utfert for a
undersgke Se og As. Etter dekomponering skal det ikke veere noe organisk materiale igjen som
kan reagere med analyttene pa ugnskede mater. Ved a sammenligne resultatene fra
syredekomponering med resultatene fra basisk tilsetting er det mulig a finne ut om nivaene av
disse analyttene pa noen mate blir feilestimert i basisk reagens ved eventuell utfelling eller
reaksjon. I urin finnes omtrent all jod i form av jodid (Shelor & Dasgupta 2011). Ved tilsetting
av syre til urinen vil mestedelen av jodid oksidere til elementert jod, og det gjer det vanskelig a
kvantifisere jod pa ICP-MS (Stark et al. 1997). Urin ble pipettert ut og overfart til teflonrar
sammen med 10 % (w/w) HNO; og internstandarder far dekomponering (jod ble ogsa inkludert i
analysen). Teflonrgrene med praver, blankprgver og standard referansemateriale i to ulike nivaer
ble satt i posisjonskarusell som deretter ble satt i en load av 20-30 mL 30 % (w/w) H,O; og 2-3
mL 95-97 % (w/w) H,SOy i cirka 320 mL vann. Det ble trykksatt med nitrogengass til 50 bar og
temperaturen gkte trinnvis opp til 250 °C. En narmere beskrivelse av programmet som ble
benyttet finnes i Vedlegg D. De dekomponerte prevene ble overfert til 15 mL PP-rgr og
fortynnet til 10 mL. Det ble ogsa laget kalibreringsstandarder samt en uavhengig kontroll av
kalibreringskurven (husstandard 1643h).

3.3.2 Tilsetting av basiske reagenser

Som allerede beskrevet er jod flyktig i sur lgsning, og dette kan fare til minneeffekter ved
analyse pa grunn av flyktige jodforbindelser. Det har derimot vist seg at preveopparbeiding og
analyse med basisk lgsning gir gode resultater for jod (se kapittel 4.2 for litteraturhenvisning).
Bruk av basisk lgsning gjer det ogsa mulig & bestemme andre viktige anion-dannende
grunnstoffer som Se og As (Reid et al. 2008). Fire basiske reagenser er testet; CFA-C, TMAH,
NH3; og NEPT (se Figur 3.1 for innhold i reagensene og Vedlegg C. for tillaging av praver og
standarder). CFA-C med ekstra EDTA ble laget med 2 % mer EDTA. Det vil si 0,4 g EDTA til
20 mL CFA-C. For a fa lgst opp alt ble lgsningen fortynnet til 40 mL, ristet og satt i ultralydbad.
Pa grunn av fortynning matte det bli tilsatt dobbelt sa mye som vanlig CFA-C i prgvene (1 mL i
stedet for 0,5 mL). EDTA blir tilsatt som komplekshinder for & holde analyttene i lgsning i den
basiske lgsningen. NEPT-lgsningen inneholdt en blanding av NH3, EDTA, 2-propanol og Triton
X-100. Tillaging av denne ble utfart ved at EDTA ble lgst i NH3, og deretter tilsatt isopropanol
og Triton X-100. Lesningen ble ristet lett for & fa alt last opp. Mengden av de ulike kjemikaliene
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som er brukt i NEPT-lgsningen er endret pa under metodeutviklingen (se Figur 3.1). Sa sma
mengder som mulig var gnsket for a begrense bidrag av andre komponenter til analyttsignalet. 2-
propanol eller isopropanol blir tilsatt som karbonkilde for a forbedre matrikstilpasningen mellom
standard og prove.

3.3.3 Analyse med ICP-MS-QQQ

Hvilke isotoper som skal innga i analysemetoden blir bestemt ut fra mulige interferenser. Bade
jod og arsen er monoisotoper (**’1 og °As). De har alts& kun en stabil isotop. Selen har flere
isotoper. Se med masse 80 er den stgrste, men pa grunn av en matriksbasert interferens med
argondimeren “°Ar?* er isotopene "®Se og 82Se 0gsa inkludert. For de aktuelle analyttene er det
testet ut ulike gassmodus; O, og O,H, som reaksjonsgasser. Pa grunn av flere gassmodus ble det
brukt en lang loop pa 200 cm. Ved a sette Q2 pa 16 masseenheter hgyere enn Q1 vil
interferensene filtreres bort, og kun de gnskede analyttionene nar detektor. Dette er gjort for

bade Se og As i reaksjonsmodus for & unnga de aktuelle interferensene (se delkapittel 2.3.2.5).

Far hver analyse ble instrumentet innstilt med hensyn pa blant annet forstavergasshastigheten
som pavirker dannelsen av oksider og dobbeltladede ioner i plasma, spenningen til ionelinsene,
effekten pa spolen, posisjonen til plasmaet i forhold til konene og ytelsen til detektoren. Alt dette
skjer automatisk med Agilent 8800 QQQ. Tuning av metoden blir ogsa utfert automatisk ved
optimalisering av gassmodusene. Med en fortynning av prevene pa 1:10 holdt det & ha et

plasmamodus for generell bruk i stedet for HMI.

Vaskelgsning og barelgsning ble laget med samme konsentrasjon av reagens som det var i
prevene. Renselgsning til loopen inneholdt 3 % NHs.

Kalibrering av instrumentet ble utfart i forkant av hver analyse. Samme standard som ble brukt
til kalibrering ble analysert for hver 10. prgve for a sjekke eventuell drift i serien. Drift i

instrumentet ble korrigert for med en korreksjonslikning ved behandling av resultatene.
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3.3.4 Stabilitet av jod i NEPT-lgsning

Ferske urinprgver, blankprgver, SRM, standarder og husstandard ble laget med NEPT-lgsning
og analysert pa ICP-MS dagen etter. Etter en uke ble de samme tillagde prgvene analysert pa
nytt sammen med nye standarder. Prgvene viste seg a vare stabile for bade I, Se og As. Etter en
uke ble det laget nye urinprgver, blankprever, SRM, standarder og husstandard av den samme
batchen av urin, som ogsa viste seg a vare stabile for de aktuelle analyttene. Det vil si at
prgvetatt urin kan sta i kjeleskap i opp til en uke for tilsetting av reagenser uten at analyttene
endrer seg i lgpet av prosessen. Prgver som er tilsatt reagenser kan ogsa sta i kjeleskap i opp til

en uke far analyse uten endring pa verken jod, selen eller arsen.

3.4 Metodevalidering

Metodevalideringsdelen ble utfert med urinpraver fra kun én person for bestemmelse av jod,
selen og arsen. Metoden som viste seg a fungere best var NEPT, og denne ble brukt til
metodevalidering og til anvendelse av metoden. NEPT-lgsningen ble laget i en farst syrevasket
og deretter basevasket halvliters beholder ved at 10 g EDTA ble lgst i 50 mL NHs, og deretter
tilsatt 100 mL isopropanol og 0,01 % Triton X-100. Parametere som skulle undersgkes i
valideringen var deteksjonsgrense og bestemmelsesgrense, linearitet, maleomrade, ngyaktighet,
presisjon, robusthet og maleusikkerhet. Urinprgvene ble ogsa her fortynnet 1:10 med de samme
driftsforholdene og maleparameterne som ble brukt under metodeutvikling. Det ble derimot kun
brukt O, som gassmodus og derfor en loop p& 75 cm i stedet for 200 cm pa isotopene *2’1, "°As,
"8Se 0g %2Se med internstandardene *?°I og "“Ge. Syv urinprever, 7 spiket urinpraver, 7

blankprgver og 4 SRM ble analysert.

Linearitet ble undersgkt for a vise at analysemetoden pa ICP-MS var lineer i et tilstrekkelig
maleomrade (Eurachem 1998). Dette ble gjort ved & male standarder i gkende konsentrasjoner
fra 0-100 pg/L av 1, 0-60 pg/L av Se og 0-30 pg/L av As (se Tabell 14 i Vedlegg C for
konsentrasjoner i hver standard). En kalibreringskurve for hver av analyttene ble brukt til

kvantifisering av jod, selen og arsen i urinprgvene.

Ngyaktighet i metoden ble undersgkt med SRM (Seronorm™ Trace Elements Urine) fra Sero

AS. Spiking av urinprgver med 100 ug/L I, 60 pg/L Se og 30 ug/L As ble inkludert for &
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undersgke gjenfinning. Presisjon, uttrykt som repeterbarhet, ble bestemt med det relative
standardavviket (RSD) til de 7 urinprgvene malt pa samme dag for intrametodisk presisjon, og

RSD til alle 21 pravene fordelt over 3 analysedager for intermediger presisjon.

LOD og LOQ ble regnet ut ved & multiplisere henholdsvis 3 og 10 med SD av konsentrasjonen

til de 7 blankpregvene.

Krav om robusthet i denne metoden er lagring av urinprgver fgr analyse. Etter prgvetaking er det
ngdvendig at prevene fryses ned. Etter tining og preparering av urinprgver bgr de helst sta i
kjaleskap dersom de ma sta en stund far analyse. Forbehandling av urinprgvene ma forega i
basisk reagens for at jod skal holdes i lgsning, og urinprgvene ma korrigeres for volum eller

kreatinin.

Usikkerheten i det lave omradet blir estimert ut fra den intermediaere presisjonen.

3.5 Anvendelse av metode

3.5.1 Undersgkelsen og forsgkspersonene

Det er mgdre (n=48) og deres barn (n=56) i omradet Oslo og Akershus som har gitt fra seg
oppsamlet dggnurin og kostholdsskjema til Folkehelseinstituttet i forbindelse med
forskningsprosjektet EXBISPHA. Prgvetakingen har foregatt mellom januar og begynnelsen av
juni 2012. Alt arbeidet med a skaffe forsgkspersoner, innhente informasjon om personene, lage
kostholdsskjema og ordne med prgvetaking er utfgrt av Folkehelseinstituttet. FHI har meldt
prosjektet til Regional komité for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk (REK). Urinprgvene
var klare til forbehandling og analyse da metoden var utviklet og validert. Malinger pa kreatinin
er utfgrt av FHI med prosedyre fra Microgenics Corporation (2005). Kreatinin er et
nedbrytningsprodukt av kreatin som forekommer i urin ved en relativ konstant hastighet over en
24-timers periode ved et jevnt veeskeinntak (Soldin 2002). Dette er viktig for & indikere volumet
av urinen nar ikke total mengde degnurin er kjent. | Vedlegg F finnes informasjon om

prgvepersonene og deres 24-timers kostholdsdata.

30



Deltakergrupper ble delt inn i mgdre og barn, jenter og gutter, og raykere og ikke rgykere. |
kostholdsskjemaet ble rgykestatus delt inn i fire kategorier. Deltakere som aldri hadde rgykt og
deltakere som var registrert som tidligere rgykere ble vurdert som ikke rgykere, mens deltakerne

som rgykte av og til og daglig raykere ble vurdert som ragykere.

Den inntatte mengden av ulike matvaregrupper er vist i Tabell 19 i Vedlegg F. Matvarer er
fordelt i 15 ulike grupper for a skape en enklere fremstilling av kilder til jod i kostholdet. Inntak
av kosttilskudd med jod og jodifisert salt er ikke inkludert i kostholdsskjemaet. De ulike
matvaregruppene som er inkludert er brad, kornprodukter, kaker, poteter, grennsaker, frukt/beer,
kjatt/blod/innmat, fisk/skalldyr, egg, melk/flgte/is/ramme/yoghurt, ost, smgr/margarin/olje,
sukker/sgtsaker, drikkevarer og diverse.

3.5.2 Forbehandling av urinprgver

Urinprgvene, som hadde statt lagret i -20 °C pa FHI siden varen 2012, ble tint til romtemperatur
og det ble overfart 1 ml urin fra hver prave direkte over i 15 mL PP sentrifugerar for deretter &
fryses ned til -20 °C igjen. Pragvene ble fraktet fra FHI til NMBU i fryst tilstand. Der ble de igjen
tint til romtemperatur og hver prgve ble tilsatt en ferdigblanding som inneholdt reagens (NEPT),
Ge og **°| som internstandarder i tillegg til ionebyttet vann. Denne ferdigblandingen ble laget for
4 unngad mange pipetteringer. Det ble pipettert ut 9 mL (4,5 mL to ganger) av denne blandingen
til urinprgvene, blankprever, SRM og husstandard, de ble godt blandet, satt i kjgleskap og
analysert dagen etter tilsetting av reagenser. Tillaging av standarder ble utfgrt pA samme mate
ved tilsetting av 45 mL av ferdigblandingen, aktuelle analytter og fortynning til 50 mL (se

Vedlegg C for konsentrasjoner i kalibreringsstandardene og for tillaging av ferdigblanding).

3.5.3 Analyse med ICP-MS-QQQ

Far analyse av urinprgver fra mor og barn ble konene og forsteveren tatt ut og vasket. Dette
medfgrte at instrumentet matte kondisjoneres far bruk. Kondisjonering av instrumentet ble utfgrt
ved at andre urinprgver ble kjart gjennom systemet fgr analyse av urinprgvene som kom fra FHI.
Analysen ble utfgrt med omtrent de samme instrumentelle maleparameterne og driftsforholdene
som under metodeutviklingen. Det ble analysert pa de samme analyttene og samme gassmodus

som i metodevalideringen. Tuning av instrument og metode ble utfert pa samme mate som i
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metodeutviklingen, det ble brukt samme barelgsning, samme vaskelgsning (laget fra
ferdigblandingen) og det ble brukt plasmamodus for generell bruk. Kalibrering av instrumentet
foregikk med to kalibreringsstandarder i tillegg til kalibreringsblank, det ble benyttet 10
blankpraver, og renselgsningen til loopen ble tilsatt ekstra ammoniakk for bedre utvasking av
jod. Den ene standarden som ble brukt til kalibrering av instrumentet ble ogsa her analysert for
hver 10. preve under sjekk av drift. Tabell 16 i Vedlegg E viser en oversikt over instrumentelle

maleparametere brukt pa ICP-MS under analysen av urinprgvene fra mor og barn.

3.6 Behandling av resultater og statistiske metoder

Bearbeiding av all data foregikk ved bruk av regnearket Excel (Microsoft Office Excel 2011).
Statistiske analyser er utfgrt med det statistiske dataprogrammet R Studio (R Core Team 2013).
For & undersgke om data var normalfordelte ble det benyttet Shapiro-Wilk test. Det ble brukt t-
test og Mann Whitney U-Test/Wilcoxon test for a sjekke om det var signifikante forskijeller i
JKU i ulike deltakergrupper avhengig om dataene var normalfordelte eller ikke. Spearman
rangeringskorrelasjon (korrelasjonskoeffisient rs eller p (rho)) ble benyttet for & undersgke
sammenhengen mellom to variabler som ikke var normalfordelte (matvaregruppe X som
uavhengig variabel og JKU Y som avhengig variabel). Enkel linezr regresjon ble ogsa anvendt

til noen av korrelasjonene.

32



4 Resultater og diskusjon

4.1 Usikkerhetsvurdering og begrensninger

Den totale usikkerheten i analysemetoden omfatter preparering av prgver, standarder og
reagenser, samt analyse. | denne metoden ligger den starste usikkerheten i alt som blir gjort far
analyse. Det vil si all forbehandling av urinprever og reagenser. Selve prevetakingen inngar ikke
i mitt estimat for metodeusikkerhet, men prgvetakingen skal helst utfares med rene hender og sa
lite kontakt med beholder som mulig for & unnga kontaminering. Med over hundre
forsgkspersoner i prosjektet som skal gjare dette er det ikke sikkert at dette har foregatt som
gnsket. Etter prgvetaking har urinprgvene blitt fryst ned, tint, overfart til andre beholdere og
fryst ned igjen. Dette bidrar til usikkerhet i analysemetoden med hensyn pa tap av analytt og
kontaminering. Ved overfgring av urin til beholdere som skulle brukes under analyse ble det
benyttet elektronisk pipette. Det skulle overfgres 1 000 uL en gang av hver prgve, men pa grunn
av andre pipettespisser fra FHI matte det tas ut 500 uL to ganger. Beholdere til pravetaking og
lagring av urinprever ble ikke syrevasket far bruk. Det burde derfor blitt inkludert en blindtest

pa beholderne som ble brukt for a sjekke eventuell kontaminering.

For resultater ved anvendelse av metoden har en begrensning veert at kostholdsskjema ikke har
inneholdt informasjon om inntak av kosttilskudd som inneholder jod eller sjagress. Dette er
inntak som kan gi betydelig gkte nivaer av jod i urin. Det er heller ikke gitt noe informasjon om
for eksempel sykdom pa skjoldbruskkjertelen — noe som kan pavirke opptaket av jod i kroppen.
Grunnen til dette er at pravetakingen og laging av kostholdsskjema ikke har blitt iverksatt med
hensyn pa jod. Dette er ogsa grunnen til at det ikke har blitt innhentet informasjon om totalt
dagnurinvolum, eller prgvetatt spoturin i stedet for samleurin. Kostholdsskjemaet har derimot
inneholdt mye annen informasjon som ikke er brukt i denne oppgaven. Det gjelder blant annet
hvilken type ost som har blitt spist og om forsgkspersonene har spist mager fisk eller fet fisk. Ut
i fra Tabell 2.1 i kapittel 2.2.2 er det mysost som har det absolutt hgyeste gjennomsnittsinnholdet
av jod (129 ug/100 g). Mager fisk har ogsa et hgyt innhold av jod pa i gjennomsnitt 86 1g/100 g
i falge studien av Dahl et al. (2004). Pa grunn av liten tid etter utfgrelse av kreatininmalinger pa
urinpravene er det ikke undersgkt korrelasjoner pa type ost eller type fisk. Det er i denne
oppgaven kun brukt enkle korrelasjonsanalyser for a undersgke sammenhenger mellom JKU og
ulike matvaregrupper. Dersom tid ikke hadde vart en begrensning kunne det blitt benyttet

multivariabel linezr regresjon for a undersgke om inntaket av ulike matvarer hadde en
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uavhengig effekt pa JKU, og bruke informasjon om alder, kjgnn, kroppsmasseindeks, utdanning

og rgykestatus som justeringsvariabler.

4.2 Metodeutvikling

Tabell 4.1 viser en oversikt over de ulike metodene som er prgvd ut og hvilke observasjoner som

er gjort ved analyse pa ICP-MS. For en beskrivelse av hva reagensene inneholder, se Figur 3.1.

Tabell 4.1 viser observasjoner som er gjort under analyse med de ulike metodene. Grunnstoffer som er inkludert
som IS-er er “*Sc, "“Ge, Y, *In, *°1, °Tb og 2*Bi. De tomme rutene indikerer at det ikke er undersgkt LOD og
LOQ, SRM, bakgrunn, RSD eller stabilitet ved lagring for de ulike metodene.

5% NH; 1% TMAH 10 % HNO; 5% CFA-C 10 % NEPT
Stabilt signal for
alle, men hgyt
s[?;?lgff%\: _ Dropp av o innhc_)ld avTDS i
Intern- Sc, Y, Inog s\l(gnlal iorse, S S|g_1nal o , UNNPravene - giapilt signal for alle
standard Tb. Veldig I, T_b 0g alle de tilsatte pavirker 5|gnalet_t|I grunnstoffene
(IS) signal  varierende B.' Lt gr”“”S‘Offe{z‘ge 55 Y e 1%9 £l utprevd som IS
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Ulike basiske reagenser er testet, fordi jod er flyktig i sur lgsning. Det er kjent at
syredekomponering med HNOj3 er en godt egnet metode for bestemmelse av Se, As, krom (Cr),

kobber (Cu), Ni, S, P, Hg, Cd, Pb og mange flere grunnstoffer i biologiske prgvetyper som urin
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(Gaines 2011; Heitland & Kdoster 2005). | kapittel 2.3.1 blir det beskrevet at HNOg er et godt
syrevalg i denne analysen ettersom den er meget oksiderende ved haye temperaturer. Det ble i
dette arbeidet undersgkt om tilsetting av basisk reagens ga mulighet for simultanbestemmelse av
I, Se og As. Ved anledninger der ulike grunnstoff skal bestemmes i urin er det mer kostnads- og

tidseffektivt & utfare dette i én og samme metode enn ved benyttelse av flere ulike metoder.

Siden ammoniakk som reagens har vist seg a fungere for jod ved a eliminere de sakalte
minneeffektene (Al-Ammar et al. 2001; Baumann 1990; Eckhoff & Maage 1997; Haldimann et
al. 1998) har det blitt testet en metode med 5 % (v/v) NHgs. Ved tilsetting av 7 ulike
internstandarder (*°Sc, “Ge, #Y, *°In, *?°I, *°Tb, 2®Bi) viste denne metoden seg & gi et
ekstremt varierende signal for de fleste med dropp av signal til under 20 % for Sc, Y, In og Th.
Germanium og *?°I var de som hadde et mest stabilt signal uten dropp, men de hadde likevel et
noksa varierende og ulikt menster. Maten grunnstoffer oppfarer seg pa i et argonplasma er
avhengig av fysiske egenskaper som atommasse og ioniseringspotensial. En IS skal ha mest
mulig like egenskaper som analyttene av interesse, og ved a falge 1S-ene som er tilsatt i alle
prevene er det mulig si noe om analyttenes oppfarsel i urinpreven med den bestemte metoden.
Dropp av IS-signal forteller at signalet til analytten ogsa sannsynligvis har droppet, forutsatt at

den valgte internstandarden har de samme egenskapene som analytt.

TMAH er en reagens som har blitt brukt til urin og andre biologiske prever for bestemmelse av
jod av blant annet Andersson et al. (2010), Caldwell et al. (2003), Makhmudov og Caldwell
(2013) og (Reid et al. 2008). | fglge prosedyren til Makhmudov og Caldwell (2013) blir
urinprgver fortynnet 1+9 med 1 % (v/v) TMAH. Dette ble ogsa gjort her. Med de samme 1S-ene
som ble brukt i metoden med NHg, droppet signalet for de samme grunnstoffene. Germanium og

12%| hadde ogs& her et mer stabilt signal enn de andre, og varierte kun litt.

For Gélinas et al. (1998) har 5 % (v/v) CFA-C fungert for bestemmelse av jod. Dette er en
blanding av vannlgselige tertizere aminer og EDTA, men eksakt innhold i reagensen er ukjent. 5
% (v/v) CFA-C ble testet, og denne fungerte tilfredsstillende. Germanium, *°I og In varierte lite
og omtrent likt, mens signalet til de andre internstandardene droppet ned til 50 % pa det meste i
urinprgver med veldig hgyt innhold av opplest fast stoff. Dette viser at enkelte grunnstoffer i

urin kan felle ut. Disse grunnstoffene holdes ikke i lgsning, og man far dermed ikke et riktig

35



resultat ved analyse. Uorganisk utfelling i urin kan besta av grunnstoffene P, Mg, Ca og
eventuelt Cu for de som far drikkevann fra kobberrgr (Grases et al. 1997; Jonsson 1999; Udert et
al. 2003). Utfelling av disse grunnstoffene kan medfgre at andre grunnstoffer ogsa feller ut.
Dersom for eksempel Cd og Pb skulle blitt bestemt i denne metoden, ville passende IS-er for
disse vaert *°In for ***Cd og 2*Bi for ®®Pb. Ettersom signalet til disse 1S-ene dropper, ville
sannsynligvis Cd og Pb felt ut sammen med de nevnte grunnstoffene som kan felle ut i urin.
Tilsetting av ekstra EDTA til reagensen (tilsvarende mengde som i NEPT) gjer at enkelte
grunnstoffer blir kompleksbundet slik at de ikke feller ut. Effekten av a binde metaller for et
chelateringsmiddel som EDTA er avhengig av konsentrasjon og bindingskonstanten til chelatet,
konsentrasjonen av metaller i praven, samt forekomst og konsentrasjon av andre ligander som
konkurrerer om de aktuelle metallene (Waters et al. 2001). Liganden EDTA kan bindes til
kationer som Pb?*, Cd?*, Ca®* og Mg”* som kan finnes i urin. Etter tilsetting av ekstra EDTA til
reagensen ble signalet til alle 1S-ene stabile. Dersom riktige IS-er er valgt for de gnskede
analyttene vil stabile IS-signaler tyde pa at analyttene av interesse blir holdt i lgsning. CFA-C
med ekstra EDTA som reagens gir lave bestemmelsesgrenser, den treffer bra pa
referansematerialet for alle analyttene og den gir lav RSD for bade I, Se og As. Minuset med

reagensen er at den gir litt hgy bakgrunn av jod (se Tabell 4.1).

Den siste basiske reagensen som er testet er den sakalte NEPT-lgsningen. En blanding av NHs3,
EDTA, isopropanol og Triton X-100. Denne reagensen har blitt brukt i biologiske prevetyper av
blant annet Wahlen et al. (2005). NEPT gir et stabilt signal for alle 1S-ene, den gir lave
deteksjons- og kvantifiseringsgrenser, den gir lav RSD for I, Se og As, og analyttene er stabile i
reagensen i hvert fall en uke dersom de blir oppbevart i kjgleskap. | falge Gélinas et al. (1998) er
jod stabil i reagensen CFA-C i minst en maned. Et tidslagringsforsgk som varer lenger enn en
uke burde blitt undersgkt for reagensen NEPT. For & unnga bruk av dyrt SRM over lengre tid
kunne det ha blitt laget og tatt i bruk en kontrollprave i stedet. Dette kunne ha blitt gjort ved &
samle inn urinprever fra ulike personer, kontrollert den opp mot SRM over tid for kontroll av
stabilitet, for sa a bruke den videre. Problemet med urinprever er at de fort kan danne utfellinger.
Lagring av en slik kontrollprgve ma derfor muligens oppbevares enten kjalig eller fryst.
Reagensen NEPT hadde litt hgy bakgrunnskonsentrasjon av As, men etter reduksjon av mengde
NH; og etter bytting av isopropanol og EDTA til bedre kvaliteter ble problemet lgst. Mengden
NH; ble endret fra 50 % til 10 % i NEPT-lgsningen. Dette er ogsa en fordel fordi det er gnskelig

med sa sma mengder som mulig av alle reagenser. | urinpraver er det ikke sa mye fett som ma
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lgses, og derfor er det heller ikke ngdvendig med sa mye ammoniakk som det som trengs i for
eksempel melk med hgyt fettinnhold. Triton X-100 er et sapemiddel som blant annet brukes for
a lgse opp proteiner og cellemembraner. Mengden av Triton X-100 ble redusert pa grunn av mye
skumming. Isopropanol har vist seg a veere ngdvendig for a forbedre matrikstilpasningen mellom
prave og standard, og farer til lavere deteksjons- og kvantifiseringsgrenser, samt bedre RSD pa
grunn av hayere cps. A tilsette en karbonkilde farer ogsa til gkt ngyaktighet for bade 1, Se og As
som har et IP som blir pavirket i plasmaet av karboninnholdet. | falge Wahlen et al. (2005) ble
gjenfinning av As og Se i SRM for humant fullblod (Seronorm MR9067) betydelig hgyere enn

gjennomsnittlig sertifiserte verdier uten tilsatt karbonkilde.

For d undersgke om analyttene Se og As blir feilestimert pa grunn av mye karbon i urinpregvene
ble dekomponering med syre inkludert som en metode. Denne metoden ga et stabilt signal for
alle de tilsatte 1S-ene unntatt **°I, og den traff bra p& SRM for Se og As. Metoden ga hayere
LOQ for begge analyttene enn ved basisk reagens pa grunn av flere trinn i
prgveprepareringsdelen (se Figur 4.1). RSD var ogsa hayere for Se, og omtrent lik for As
sammenlignet med basisk tilsetting.

Kvantifiseringsgrenser for I, Se og As i ulike
reagenser

1,00
0,90
= 0,80
S~
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0,50
0,40
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——  ENEPT
—— EHNO3
CFA-C

Konsentrasjon (pg
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Figur 4.1 viser bestemmelsesgrenser for I, Se og As i reagensene NEPT, HNO; og CFA-C under metodeutviklingen.
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Metodene med tilsetting av NH3; og TMAH viste varierende signal for 1S-ene **°I og Ge, men de
droppet ikke ned til under 20 % slik som de andre 1S-ene. Pa grunn av et sa ekstremt varierende
signal for de fleste 1S-ene, ble bade NH3z og TMAH som metoder forkastet far videre
undersgkelse av blant annet LOQ og SRM. Dersom de fleste 1S-er feller ut slik som de gjar her
kan man aldri veere sikker pa at det ikke skjer med analyttene som skal bestemmes. Selen og
Arsen kan bestemmes pa ICP-MS etter syredekomponering, men ikke jod. Utfarelse av
dekomponering for analyse medfgrer et ekstra steg i preveopparbeidelsen med risiko for
forurensning. Denne metoden ga ikke bedre resultater for Se og As enn det tilsetting av basisk
reagens gjorde, og derfor ble det ikke utfart noe videre arbeid med syredekomponering. Bade
med NEPT og CFA-C er det mulig & bestemme alle analyttene i én og samme metode. For CFA-
C er det forutsatt at det blir tilsatt ekstra EDTA. Med disse reagensene oppnas det ogsa betydelig
lavere LOQ enn ved syredekomponering. Dette vises tydelig i Figur 4.1. For videre arbeid ble
NEPT valgt foran CFA-C fordi den kunne lages selv slik at ngyaktig innhold var kjent, fordi
CFA-C hadde litt hgyere bakgrunn av jod enn det NEPT-lgsningen hadde og fordi den ga litt
lavere LOQ for jod. NEPT ga ogsa lavere LOQ for As (se Figur 4.1). LOQ for jod i syre er tatt
bort i fra figuren fordi den ikke kan bestemmes i denne Igsningen.

Ved basiske forhold kan det ogsé vaere mulig & inkludere en rekke andre grunnstoffer, som for
eksempel brom (Br), CI, S, P, Cd, Pb og Mo. A undersgke Br kan vere av interesse fordi det
blant annet har vist seg at gkt niva av jod gir lavere nivaer av bromid i skjoldbruskkjertelen som
da forebygger og reverserer den giftige effekten av bromid (Abraham 2003). Det samme gjelder
for fluorid, men fluorid kan ikke bestemmes p& ICP-MS pa grunn av et hayere IP enn Ar. A
kunne inkludere flere analytter i samme metode er som sagt bade tids- og kostnadsbesparende.
Ved oftere tilgang pa instrumentet, samt generelt mer tid, kunne det ogsa blitt testet andre
forbehandlinger av urinprgver, som for eksempel basisk dekomponering med lut eller benytte
TMAH som reagens med EDTA som kompleksbinder. Birgisdottir et al. (2013) har i sin studie
kun fortynnet urinprgvene med ionebyttet vann. Ulempen med basisk dekomponering er at det
brukes sa mye reagens at det blir lett & forurense pravene. For a gjgre enda mer ut av kravet om
sa lite fortynning som mulig kunne det ogsa ha blitt prgvd ut HMI som plasmamodus og en
fortynning pa 1:5. Analyttene I, Se og As med sitt hgye ioniseringspotensial ville da blitt bedre
ionisert i plasmaet pa grunn av en hgyere plasmatemperatur (se kapittel 2.3.2.4). Dersom
gjenfinning av I, Se og As i de spikede urinprgvene er tilfredsstillende vil dette vise at fysiske

interferenser i denne metoden er under kontroll, og bedre ionisering av analyttene ville dermed
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ikke veert ngdvendig. Ved bruk av HMI og en 1:5 fortynning ville det fortsatt kunne ha oppstatt
problemer med introduksjonssystemet ved for hgyt innhold av TDS i pravene, sa det er mulig at

et plasmamodus med HMI ikke hadde veert noen fordel.

Gjennom hele metodeutviklingen var det *2°1 og Ge som var de mest stabile 1S-ene. Disse to
grunnstoffene ble valgt som internstandarder videre fordi de har omtrent like IP og samme
masser som |, Se og As. Den radioaktive isotopen **°I er den perfekte IS for **’I i og med at
forekomsten av denne er minimal i urin og den har like egenskaper som den stabile isotopen.
Ved bruk av ICP-MS-QQQ i reaksjonsmodus er det mulig & anvende **°I som IS uten & matte

tenke pé isobar overlapp med ***Xe* eller polyatomeer interferens fra **'IH,".

Oksygen er valgt som gassmodus blant annet pa grunn av de polyatomeere interferensene som er
vist for As og Se i May og Wiedmeyer (1998). Andre potensielle interferenser som blir unngatt
ved bruk av reaksjonsmodus er *K*CIH* og “°Ca**CI* som interfererer pd As*, #Kr* pa #2Se*
og ©Mo*0," p& *'I". Bruk av reaksjonsgass fjerner alle de spektralinterferensene som
forekommer for de aktuelle analyttene. Med kollisjons- og reaksjonscelle ICP-MS kan de fleste
interferenser unngas. Det ble testet med O,H, som en annen reaksjonsgass pa grunn av isotopen
89ge. Det var i hovedsak gnskelig & inkludere denne isotopen fordi den gir best respons (cps).
Isotopene "®Se og %2Se gir mye fzrre cps pa grunn av mindre forekomst, men analysene har
fungert godt med kun O, som reaksjonsgass i og med at konsentrasjoner av Se ikke har vert sa

veldig lave i urinprgvene.

Stabilitet av I, Se og As ble kun undersgkt ved lagring i reagensen NEPT, og de viste seg a vaere
stabile bade etter en uke i reagensen og etter en uke for tilsetting av reagensen. Dette betyr at
analyttene ikke gar tapt under prosessen ved utfelling eller omdanning til utilgjengelige former,
og de kan fortsatt detekteres med god ngyaktighet pa ICP-MS i fglge SRM som ble analysert og

ga resultater innenfor sertifiserte omrader.

4.3 Metodevalidering

De ulike valideringsparameterne som er inkludert i denne oppgaven er forklart i ”Forkortelser og
ordforklaringer” og beskrevet hvordan utfart i kapittel 3.4. Dette gjelder for parameterne
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deteksjons- og kvantifiseringsgrenser, linearitet, maleomrade, ngyaktighet, presisjon og

robusthet.

Tabell 4.2 viser en oversikt over gjennomsnitt, standardavvik, intrametodisk presisjon (RSD ved dag 1, 2 og 3),
intermediger presisjon (RSD totalt), deteksjonsgrenser og bestemmelsesgrenser for jod, selen og arsen i urinprgver
under metodevalideringen (n=7).

Dag 1 Dag 2 Dag 3 Totalt
Jod
Gjennomsnitt (ug/L) 53,1 55,4 55,8 55
SD (ug/L) 0,72 0,88 0,63 1,4
RSD (%) 1,36 1,59 1,12 2,6
RSD i spiket urinpraver (%) - - 0,83 =
LOD (ug/L) 0,69 2,1 0,85 1,9
LOQ (ug/L) 2,3 7,1 2,8 6,2
Selen
Gjennomsnitt (pug/L) 16,5 16,5 17,0 16,7
SD (ng/L) 0,23 0,32 0,42 0,37
RSD (%) 1,37 1,91 2,47 2,22
RSD i spiket urinpraver (%) - - 0,79 -
LOD (ug/L) 0,11 0,075 0,072 0,11
LOQ (ng/L) 0,36 0,25 0,24 0,38
Arsen
Gjennomsnitt (ug/L) 3,79 3,79 3,92 3,83
SD (ug/L) 0,053 0,045 0,045 0,077
RSD (%) 1,39 1,20 1,14 2,02
RSD i spiket urinpraver (%) - - 0,45 -
LOD (ug/L) 0,018 0,034 0,014 0,023
LOQ (ug/L) 0,061 0,11 0,048 0,075

Tabell 4.2 viser de oppnadde verdiene av LOD og LOQ for jod, selen og arsen. Kravet var en
LOQ <5 pg/L for I, <3 ug/L for Se og < 1 ug/L for As. Gjennomsnittlig LOQ for jod ble 6,2
ug/L. Den farste dagen var LOQ for jod 2,3 ug/L, andre dagen var LOQ oppe i hele 7,1 pg/L, og
sa var den 2,8 ug/L den tredje og siste dagen. Etter dag 2 var det mistanke om at dette skyldtes
forurensning siden det ikke var noen tydelig reduksjon av konsentrasjon i blankprgvene, men
ved analyse pa dag 3 ble det observert at jod hang igjen i systemet og ikke ble ordentlig vasket
ut. Blankprgvene ble analysert flere ganger, og LOQ viste seg da a bli lavere igjen enn ved
analysen dagen far. Gjennomsnittlig LOQ for dag 1 og 3 ble 3,8 ug/L. En bestemmelsesgrense
pa mindre enn 5 ug/L er mer enn godt nok for bestemmelse av jod i urin dersom urinprgvene fra
mor og barn gir hgyere verdier enn denne grensen, noe som er veldig sannsynlig. En

gjennomsnittlig LOQ pa 0,38 pg/L og 0,075 ug/L for henholdsvis Se og As fra alle tre
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valideringsdagene oppfyller kravet om falsomhet. | innledningen ble det nevnt at det a holde
blankprgvene rene nok ville bli en utfordring for 8 komme lavt ned i kvantifiseringsgrense for
jod. Det har derimot vist seg at den viktigste begrensningen for a oppna best mulig
bestemmelsesgrense i ICP-MS for denne metoden er de sakalte minneeffektene av jod. Det vil si
at jod lett henger igjen i pumpeslanger og andre komponenter i instrumentet pa grunn av
adsorpsjon av jodforbindelser pa forstaveren og av fordampning av HlI og I, fra
blandingskammeret som beskrevet i kapittel 2.3.2.4. Ved a ha 10 % NH; i NEPT-lgsning og
rundt 5 % NH3 som renselgsning vil det vare godt nok for & fa jod vasket ut. For mye NH3 i

NEPT-lgsningen har i dette arbeidet derimot vist seg & gi hayt bakgrunnssignal av As.

For linearitet ble det i dette tilfellet godkjent en korrelasjonskoeffisient (r) pa > 0,9995. Tabell 2
i Vedlegg A viser regresjonslinjer og korrelasjonskoeffisienter for jod, selen og arsen. Alle
analyttene hadde en r-verdi pa > 0,9999 i konsentrasjonsomrader pa LOQ-100 pg/L for I, LOQ-
60 pg/L for Se og LOQ-30 ug/L for As. Dette er de validerte og kalibrerte maleomradene for
analyttene. Med en 10 ganger fortynning var man da sikret linearitet pa metodens maleomrade
pa konsentrasjoner opp til 1 000 ug/L for 1, 600 pg/L for Se og 300 pg/L for As i urinpravene.
En kalibreringsstandard pa 80, 40 og 20 pg/L for henholdsvis I, Se og As ble derfor vurdert til &

veere tilfredsstillende for videre analyser.

Tabell 4.3 viser gjennomsnittlig konsentrasjon, SD og bias av malt SRM L-1 og L-2, samt sertifisert omrade for
SRM L-1 og L-2 for analyttene jod, selen og arsen under metodevalideringen over tre dager (n=4).

| Se As
SRM L-1
Gjennomsnitt + SD (ug/L) 81+11 14,3+0,18 83,0+ 0,67
Sertifisert omrade (ug/L) 84+6 139+28 79+ 16
Bias (%) 36 2,9 5,1
SRM L-2
Gjennomsnitt + SD (ug/L) 285+2,2 76+15 190+1,4
Sertifisert omrade (ug/L) 304 + 22 70,1+14,1 184 + 37
Bias (%) -6,3 8,6 3,3

Ngyaktighet i metoden ble bestemt ved analyse av 4 paralleller av hver SRM L-1 og L-2
(Seronorm™ Trace Elements Urine). Tabell 4.3 viser gjennomsnittet for alle de tre dagene under

metodeutviklingen, samt sertifiserte omrader. Ngyaktigheten viste seg & veere god for alle
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analyttene ved alle tre dagene. Det vil si at analyttene holdes i lgsning slik at de kan detekteres
pa instrumentet og gi palitelige resultater. Se Tabell 3, Tabell 4 og Tabell 5 i Vedlegg A for
resultater av SRM. For gjenfinning av spiket analytter i matriksen ble det analysert 7 paralleller.
Det ble gjenfunnet 100 %, 101 % og 102 % for henholdsvis jod, selen og arsen i urinprgver
tilsatt konsentrasjoner pa 100 ug/L I, 60 ng/L Se og 30 pg/L As. Resultatet pa malt SRM L-1 av
referanseverdien (bias) ble -3,6 % for jod, 2,9 % for selen og 5,1 % for arsen. Dette tilsvarer et
maks avvik pa + 6 %. For SRM L-2 er resultatet for de samme analyttene henholdsvis -6,3 %,
8,6 % og 3,3 % av referanseverdi. Dette gir et maks avvik pa + 10 % (se Tabell 4.3). En spike
gjenfinning pa 100 % betyr at alt som er tilsatt er gjenfunnet, men det betyr ikke ngdvendigvis at
all analytt i prgven blir detektert. Bruk av spike gjenfinning beviser kun at de fysiske

interferensene er under kontroll.

Metodens presisjon, uttrykt som repeterbarhet, ble funnet til a veere mindre enn 3 % for bade
intrametodisk presisjon og for intermedigr presisjon for alle analyttene (se Tabell 4.2).
Metodens presisjon er derfor godkjent med hensyn pa det som var malet. Resultatene oppgis
med tre gjeldende siffer, noe som er mer enn godt nok. | denne metodevalideringen er
intermedizr presisjon undersgkt over et veldig kort tidsintervall. Analysene foregikk pa en
fredag (dag 1) og pafelgende mandag (dag 2) og tirsdag (dag 3). Vanligvis ville dette
tidsintervallet vert noe lengre, gjerne to-tre uker, og det er da mulig & bruke en kontrollprave i
stedet for SRM som kan bli dyrt i lengden. Usikkerheten som er oppnadd her kan derfor
multipliseres med 2 for & fa et K1 pa 95 %. Dette blir da en ekspandert usikkerhet med en
dekningsfaktor k=2. Maleusikkerheten i disse relativt lave omradene er for denne oppgaven
mindre enn 6 %. Det er tydelig at RSD blir hgyere nar malte verdier er lave. Dette kan sees ut i
fra at RSD til spiket urinprgver er lavere enn RSD for de vanlige urinprevene (se Tabell 4.2).
RSD som ligger rundt maleomradet til LOQ blir hgye fordi instrumentet far problemer med a
skille analytt fra bakgrunnsstay. Det er ingen av prgvene i metodevalideringen som blir malt i sa
lave omrader som LOQ.

Riktig lagring av urinprgver for analyse er en sveert viktig forutsetning for at analysen skal gi
palitelige resultater. Etter prgvetaking var det ngdvendig at urinprgvene ble fryst ned til -20 °C. |
felge Haldimann et al. (1998) og Makhmudov og Caldwell (2013) vil lagring av fryst urin ikke

ha noen pavirkning pa nivaene av jod. Om tining av prgvene ga noe tap av analytt er usikkert.
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Etter tining og preparering av urinprgver bar de helst sta i kjgleskap far analyse. Undersgkelse
av stabilitet i NEPT-lgsningen beviser at urinprgvene kan sta i opp til en uke i kjgleskap etter
tilsetting av reagens uten pavirkning pa analyttene (se kapittel 4.2). Dette gjelder ogsa for
urinprgver med hgyt innhold av TDS. En annen forutsetning er at urinprgvene blir forbehandlet

med basisk reagens for a holde jod i Igsning slik at den kan detekteres.

Human urin er en komplisert matriks som inneholder elektrolytter, nitrogenforbindelser,
vitaminer, mineraler, hormoner, organiske syrer og andre organiske forbindelser (Putnam et al.
1971). Alle disse komponentene kan forarsake reduksjon av analyttsignal under analyse.
Fortynning av urinprgvene, tilsetting av 1S-er og matrikstilpasning har fjernet problemer med
fysiske interferenser i dette arbeidet. Det var gnskelig a utvikle en metode med lave
bestemmelsesgrenser, og fortynning av urinprgvene var da en viktig faktor. En fortynning pa
1:10 viste seg a gi tilfredsstillende lave bestemmelsesgrenser. Under metodeutvikling og
metodevalidering ble en av kalibreringsstandardene matrikstilpasset med Na, K, P, S, Ca og Mg.
Disse grunnstoffene ble valgt ut i fra Putnam et al. (1971) som skriver om hvilke ulike
bestanddeler som finnes i urin. Klor ble ikke inkludert i de matrikstilpassede standardene fordi
den ikke var tilgjengelig pa laboratoriet pa det tidspunktet. De matrikstilpassede
kalibreringsstandardene, samt tilfredsstillende gjenfinning ved spiking av urinprgver viste at IS-
ene gjorde jobben sin, og derfor var det ikke ngdvendig at standardene under analyse av

urinprgver fra mor og barn ble matrikstilpasset.

4.4 Anvendelse av metode

| metodevalideringen ble en kalibreringsstandard pa 80, 40 og 20 ug/L for henholdsvis I, Se og
As vurdert til & veere tilfredsstillende. Ved en analysetest ble det observert en konsentrasjon av
As pa over 400 pg/L som ligger over det validerte maleomradet. Ved analyse av urinprgver fra
mor og barn ble det derfor inkludert en ekstra kalibreringsstandard med alle analyttene i en
hgyere konsentrasjon. Konsentrasjoner i denne var 50 pg/L for Se og As, og 100 ug/L for I. Det
sikret et fortsatt linesert maleomrade for konsentrasjoner av As pa opp til 500 ug/L. Alle pravene
som ble analysert i anvendelse av metoden |3 dermed innenfor maleomradet for alle analyttene.
Dette burde egentlig veert observert mye tidligere, fordi nivaene av As i SRM L-1 og L-2 ligger
mye hgyere enn for Se. Under metodevalideringen ble det ogsa observert at det var vanskelig a

fa vasket ut jod pa grunn av minneeffekter. Derfor ble det tilsatt ekstra NH3 i renselgsningen til
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loopen under analysen av de reelle urinprgvene. Dette viste seg a fungere godt ettersom LOQ for
jod ble 2,9 nug/L (se Tabell 12 i Vedlegg B). Dette var bedre enn forventet ettersom kravet var en
LOQ pa mindre enn 5 pg/L.

Tabell 4.4 viser en oversikt over jodniva i urin for ulike deltakergrupper (mgadre, barn, raykere,
ikke raykere, jenter og gutter). Jodniva er oppgitt bade som pg/L og ug/g kreatinin i
gjennomsnitt, minimumsverdi, median og maksimumsverdi. Forklaring pa utregning av

korrigering for kreatinin finnes i Vedlegg B.

Tabell 4.4 viser jodniva i urin (ug/L og ug/e kreatinin) for hele populasjonen og i ulike deltakergrupper.

n Snitt Min Median Maks
Deltakergrupper
g/ pg/g pg/l pg/g pg/l pg/lg pg/L pglg
Alle 104 129 129 154 30,6 111 114 379 381
Mor 48 87,8 101 154 306 79,8 951 217 228
Rovkestatus * Ikke royker 38 896 104 194 306 798 968 217 228
y Rayker 9 838 902 154 382 839 939 182 184
Barn 56 165 152 51,3 448 146 130 379 381
. - Jenter 29 159 147 62,2 489 144 127 356 381
Kjgnn

Gutter 26 174 160 513 448 162 139 379 307

* For enkelte variabler manglet verdier. Dette kommer frem av n i tabellen.

| denne oppgaven er det analysert urinprgver som er samlet over et helt dagn. | felge blant annet
Andersson et al. (2012), Brantsater et al. (2009) og Soldin (2002) blir 24-timers urin brukt for &
kartlegge jodniva hos enkeltindivider og reflekterer korttidsinntak, men for a undersgke
jodstatus i en befolkning brukes det som regel separate spot-urinprgver som korrigeres for
kreatinin. Sistnevnte papeker ogsa at JKU med korreksjon for kreatinin blir enda mer palitelig
dersom det i tillegg korrigeres for alder og kjgnn. WHO sine referanseverdier er ogsa basert pa
median JKU for starre populasjoner enn det som er benyttet her. | fglge Andersen et al. (2008)
trengs det rundt 400 individuelle estimerte 24-timers samleurinpraver for a bestemme
jodinntaket i en populasjon med en presisjon pa 5 %. Det trengs ogsa omtrent 10 tilfeldige
urinprever for & vurdere en persons jodstatus med 20 % presisjon (Andersen et al. 2008; Konig
et al. 2011). Dette er fordi JKU varierer betydelig fra person til person og fra dag til dag,
avhengig av jodinntak. Hvorvidt man i denne oppgaven kan konkludere pa jodstatus i et utvalg
er derfor usikkert. Til tross for dette er median JKU i populasjonen diskutert opp mot WHO sine

referanseverdier.
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Andersson et al. (2010), Caldwell et al. (2003), Haldimann et al. (1998), Macours et al. (2008)
og May et al. (1997) har gjort analyser pa korrelasjonen mellom ICP-MS og S-K reaksjon. Alle
studiene har vist at disse to analysemetodene korrelerer. Derfor kan resultater i denne
undersgkelsen sammenlignes med resultater som er utfgrt med Sandell-Kolthoff reaksjon som er

en av de mest brukte metodene for rutineanalyser av jod i urin.

| Figur 4.2 vises fordelingen av JKU (ug/L) for hele utvalget bade som et histogram og som et
boksplott. Et boksplott fremstiller minste og starste observasjon sammen med medianen, nedre
og gvre kvartil. | tillegg vises eventuelle uteliggere. Bade histogrammet og boksplottet viser

visuelt at resultatene er skjevfordelt.
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Figur 4.2 venstre og hayre viser fordelingen av jodkonsentrasjon i urin (ug/L) for hele utvalget (n=104) i form av et
histogram (venstre) og et boksplott (hgyre). Median JKU er 111 g/L for hele utvalget.

Gjennomsnittlig og median konsentrasjon av jod i urin var henholdsvis 129 og 111 ug/L for hele
utvalget (n=104). Fordi JKU ikke er normalfordelt er det medianen som diskuteres videre. |
falge WHO og UNICEF (2007) er optimalt inntak av jod som median JKU mellom 100-199
ug/L (se Tabell 2.3 i kapittel 2.2.5). Siden mer enn 90 % av all jodinntak blir skilt ut i urin og
reflekterer korttidsinntak vil en median JKU pa 111 ug/L tilfredsstille denne anbefalingen.
Median JKU for mgdrene (79,8 pg/L, n=48) ligger under dette optimale nivaet. Dette blir av
WHO definert som mild jodmangel i en befolkning. For barna ligger median JKU pa 146 pg/L
(n=56) som er et optimalt inntak. Det var signifikant forskjell i JKU for mgdre og barn (p <
0,05).
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Tabellen nedenfor viser andel av forsgkspersonene som 13 i de ulike kategoriene av median JKU

basert pa WHO sine vurderinger.

Tabell 4.5 viser andel av hele utvalget (n=104), mgdrene (n=48) og barna (n=56) som la i de ulike kategoriene av
median JKU i forhold til WHO sine vurderinger.

Andel av Andel av  Andel av

Me((jla?LJ)KU hele utvalget mgdrene barna Jodinntak Jodstatus
Mg % (n) % (n) % (n)
<20 1,92 (2) 4,2 (2) - Utilstrekkelig Alvorlig jodmangel
20-49 4,81 (5) 10,4 (5) - Utilstrekkelig Moderat jodmangel
50-99 38,5 (40) 60,4 (29) 19,6 (11)  Utilstrekkelig Mild jodmangel
100-199 40,4 (42) 22,9 (11) 55,4(31)  Tilstrekkelig Optimalt
Risiko for jodindusert
Mer enn hypertyreose innen 5-10 ar etter
AL LU L 2080 e tilstrekkelig inntak av jodifisert salt i utsatte
grupper
Risiko for negative helseeffekter
(jodindusert hypertyreose,
=300 3.85(4) i 714(4) For mye autoimmune sykdommer pa
tyreoidea)

Tabell 4.5 viser at av hele utvalget var det 45,2 % (n=47) som hadde en JKU pa mindre enn 100
ug/L. Kun to av disse hadde en JKU pa <20 ug/L. Fem personer 1a mellom 20 og 49 ug/L, mens
resten av de personene med lavere enn 100 ug/L jod i urin 1a mellom 50 og 99 ug/L. Av
mgdrene var det hele 75 % (n=36) som hadde JKU <100 pg/L, mens for barna var det kun 19,6
% (n=11). Innenfor disse 19,6 % hadde alle barna en JKU pa over 50 ug/L. Kibirige et al. (2004)
skriver at et lavt inntak av jod blir indikert av en konsentrasjon i urin pa mindre enn 50 ug/L.
Dette gjelder for individuell 24-timers samleurin. En JKU mellom 50 og 100 pg/L blir her
definert som i grenseland for jodmangel”. Som beskrevet i kapittel 2.2.1, viste studien til
Brantsaeter et al. (2013) at kun 5 % av gruppen med gravide kvinner hadde et jodinntak lavere
enn 50 ug/L. Av denne populasjonen er det kun 6,73 % (n=7) som har en JKU pa <50 ug/L, og
av disse er det ingen barn. 38,5 % (n=40) ligger i grenseland for jodmangel, og av disse er hele
72,5 % (n=29) madre. | falge WHO et al. (2007) sine kriterier skal ikke mer enn 20 % av en
befolkning med tilstrekkelig jodinntak ha lavere JKU enn 50 pg/L.
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JKU hos barna var mye jevnere fordelt over et stgrre konsentrasjonsomrade enn det den var for

mgdrene (se Figur 4.3 og Figur 4.4).
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Figur 4.3 venstre og hgyre viser fordelingen av JKU (zg/L) hos madre, n=48 (venstre) og hos barn, n=56 (hayre).
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Figur 4.4 viser fordelingen av JKU (ug/L) hos barn, n=56 (venstre) og hos magdre, n=48 (hgyre). Median JKU for
barn er 146 wg/L og 79,8 wg/L for madre.

Det var ikke signifikante forskjeller mellom jodniva i urin og mellom rgykere og ikke rgykere,
men den hgyeste maksimumsverdien for madrene var fra en ikke rgykende mor. Det var heller
ingen signifikant forskjell i JKU mellom jenter (n=29) og gutter (n=26) (p > 0,05), men den
hayeste maksimumsverdien for barna var fra en gutt (379 ug/L). Med korreksjon pa kreatinin
var den hgyeste maksimumsverdien fra en jente (381 nug/g kreatinin). Et mal av JKU i ug/L kan
underestimere daglig jodutskillelse for personer som har et urinvolum hgyere enn 1 L/dag. Ved
mangel pa totalt degnurinvolum er det i denne oppgaven derfor korrigert for kreatinin. 24-timers
samleurin korrigert for kreatinin er nyttig ved vurdering av nylig jodinntak hos individer

(Brantsaeter et al. 2009; Zava et al. 2013). Korreksjon pa kreatinin tillater variasjoner i
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konsentrasjon eller fortynning av urin forarsaket av variasjoner i individets inntak av veeske
(Zava et al. 2013).

Vaeskeinntaket varierer mye fra person til person, og det vil ogsa urinvolumet gjere. En person
kan skille ut opp mot 20 liter urin i lgpet av en dag, men urinvolumet kan ogsa veere nede i 0,5
liter per dag. Standard veeskebehov per dagn hos voksne ligger mellom 30 og 40 mL per kg
kroppsvekt (Einen et al. 2013). Barn har behov for mer veeske per kilo kroppsvekt. Med et
vaeskeinntak pa 2 liter per dag, vil normalt urinvolum ligge pa rundt 800-2000 mL per dag
(Medline Plus 2013). Et urinvolum pa 2 liter per dag vil si at maks jodkonsentrasjon pa 379 ug/L
vil overstige gvre inntaksniva pa 600 ug/dag satt av NNR (2012). Ut i fra radataene er det kun 4
personer av totalt 104 som har et jodniva over 300 ug/L, og alle disse er barn. Siden totalt
dagnurinvolum er ukjent er det vanskelig a konkludere om noen av forsgkspersonene hadde
hayere JKU enn 600 pg/dag. Som i studien av Dahl et al. (2004) der ingen av de voksne hadde
et jodinntak hgyere enn 1 mg/dag, viser resultatene i denne undersgkelsen at ingen har en JKU
hgyere enn 1 mg/dag. Med et 2 liters urinvolum per dggn vil minimum jodkonsentrasjon pa 15,4
ug/L veere mye lavere enn nedre inntaksniva pa 70 ug/dag, men dette gjelder for mgdrene i og

med at den laveste minimumsverdien for barna er 51,3 pg/L.

Sammenhengen mellom inntak av ulike matvaregrupper og jodkonsentrasjonen i urin er
undersgkt. De ulike matvaregruppene som har blitt testet er bred, kornprodukter, kaker, poteter,
grennsaker, frukt/beer, kjett/blod/innmat, fisk/skalldyr, egg, melk/flgte/is/ramme/yoghurt, ost,

smgr/margarin/olje, sukker/sgtsaker, drikkevarer og diverse.

Nivaene av jod i urin gkte signifikant med gkende inntak av melk, flgte, is, remme og yoghurt
med en korrelasjon pa p = 0,48 (se Figur 4.5). Lineer regresjon viste ogsa en sterk signifikant
sammenheng mellom JKU og inntak av denne matvaregruppen. Dersom en person far i seg
melk, flgte, is, ramme og yoghurt vil dette altsa gke nivaene av jod i urin.
Bestemmelseskoeffisienten ved linezr regresjon forteller at omtrent 19 % av JKU er forklart ved
hjelp av inntaket av melk/flgte/is/ramme/yoghurt. Det vil si at det ogsa er andre faktorer som
bidrar til gkte nivaer av JKU, men i forhold til de andre matvaregruppene er disse 19 prosentene
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en veldig stor andel som bidrar til gkt jodniva i urin til tross for at urinprevene er tatt mellom var

0g sommer.
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Figur 4.5 venstre og hgyre viser sammenhengen mellom JKU (ug/L) og inntak av melk, flate, is, remme og yoghurt
(9). =104, 0=0,48 og p<0,05. Figurene er laget med Spearman korrelasjon (venstre) og linezr regresjon (hgyre) i
R Studio (R Core Team 2013).

Statistiske analyser viser at JKU og drikkevarer har en signifikant negativ sammenheng (p =
—0,33 0g p < 0,05). Det samme gjelder for sammenhengen mellom JKU og matvaregruppen
frukt og beer (p = —0,22 0g p < 0,05).

| folge Tabell 2.1 i kapittel 2.2.2 er melk og melkeprodukter, fisk og sjgmat, ost og egg de
matvaregruppene som inneholder mest jod. Fisk og skalldyr, samt matvaregruppene egg og ost
korrelerer i denne undersgkelsen ikke med JKU ved bruk av Spearman korrelasjon. Dette er
likevel ikke signifikante observasjoner. Spearman korrelasjonstest tar hensyn til skjevfordelt
data, samtidig som at nullverdier ikke pavirker analysen fordi den benytter seg av
rangeringsverdier. Matvaregruppene fisk og skalldyr, og egg inneholder mange nullverdier, og
derfor kan det ikke brukes vanlig linear regresjon pa disse. Som beskrevet i kapittel 2.2.2 er
inntaket av fisk redusert de siste tiarene, og unge kvinner har det laveste inntaket. For &
undersgke om disse to matvaregruppene pavirket nivaene av jod hos de forsgkspersonene som
hadde et inntak av fiskeprodukter (n=32) og egg (n=17), ble nullverdier fjernet og testet for
korrelasjon. Det var fortsatt ikke korrelasjon mellom JKU og fisk eller egg. Dette resultatet kan
komme av at ved fjerning av nullverdiene blir det altfor fa observasjoner, eller at det burde blitt
benyttet andre statistiske tester med for eksempel kategorisering av inntaket. Ved bruk av andre
statistiske tester ville muligens korrelasjonen mellom JKU og fisk, JKU og egg, samt JKU og ost
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veert annerledes. Manglende korrelasjon med fiskeinntak kan ogsa skyldes at forsgkspersonene
som hadde et inntak av fisk og skalldyr spiste fiskeslag med lite jod i (se Tabell 2.1 i kapittel
2.2.2). Dersom alle har spist oppdrettslaks, og porsjonene er sma, kan det ikke forventes
korrelasjon. Det er en kombinasjon av hgyt innhold og hgyt inntak som gjer at melk og
melkeprodukter er den starste kilden til jod i befolkningen. Det hgyere nivaet av JKU hos barn
enn hos madrene kan dermed ogsa forklares ved at barn har et hgyere inntak av matvaregruppen
melk/flgte/is/ramme/yoghurt enn det madrene har (se Tabell 19 i Vedlegg F). En annen
forklaring kan veere at barna har tatt jodholdige kosttilskudd.

Det er for lavt inntak av jod som er av bekymring i denne populasjonen, ikke et for hgyt inntak,
og det er mgdrene som har en median JKU som tilsvarer mild jodmangel. Laveste JKU er pa
15,4 ug/L men ligger langt over LOQ. Denne personen har et nullinntak av kornprodukter,
kaker, poteter, kjatt/blod/innmat, fisk/skalldyr, egg, melk/flgte/is/reamme/yoghurt, ost,
smgr/margarin/olje, sukker/sgtsaker og diverse de siste 24 timene, men har et inntak av bred,
grennsaker, frukt/ber og drikke. Det kan likevel vere at denne personen far i seg jod pa andre
mater, som for eksempel tilskudd med jod, sjagress eller jodifisert salt, men pa grunn av
manglende informasjon om dette er ikke det sikkert. Dersom en person ikke far i seg jod pa
andre mater enn ved & spise sjgmat, egg og melkeprodukter (for eksempel en veganer), er det
mulig at jodnivaet til denne personen kan komme under 15,4 pg/L. En lav LOQ og et stort
maleomrade er uansett sveert viktig fordi urinprgvene viser veldig hgy individuell variasjon i

jodkonsentrasjon.

Siden JKU hos barna i denne undersgkelsen er tilstrekkelig, burde JKU hos spedbarn
undersgkes. Spedbarn har hgy risiko for jodmangel fordi deres krav per kilo kroppsvekt for jod
og tyreoideahormoner er mye hgyere enn pa noe annet tidspunkt i livet (Andersson et al. 2010).
Tabell 2.3 i kapittel 2.2.5 viser at mindre enn 100 ug/L for bade ammende kvinner og barn
mindre enn 2 ar er utilstrekkelig. Spedbarns hgye risiko for jodmangel er i falge Andersson et al.
(2010) grunnet at mestedelen av jod kommer fra saltet, og ammende mgadre skal ikke spise noe
ekstra salt under graviditeten. Dette er ikke sa relevant for Norge ettersom vi far marginalt eller
ikke noe jod i oss fra saltet. Men fordi det er mgdre som forsyner fosteret med jod, og fordi en
stor del av mgdrene i denne undersgkelsen ligger i grenseland for jodmangel, kan dette veere

interessant a undersgke likevel. Det er tross alt under fosterutviklingen og i tiden rett etter fadsel
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at de mest gdeleggende konsekvensen av jodmangel forekommer. | fglge studien av Brantsater
et al. (2013) er det grunn til bekymring for norske gravide kvinner, spesielt for de som har et lavt

inntak av melkeprodukter og sjgmat, fordi denne gruppen ikke far i seg tilstrekkelige mengder

jod.
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5 Videre arbeid

Det er i dette arbeidet utfart en vellykket metodeutvikling og metodevalidering for bestemmelse

av jod i urin pa ICP-MS-QQQ. Den validerte metoden er i tillegg anvendt pa reelle urinpraver

fra mor og barn — noe som beviser at denne analysemetoden kan brukes i rutineanalyser for

kartlegging av JKU. Det er likevel mulighet for videre arbeid. Mye er diskutert i kapittel 4, men

kapittel 5.1 og 5.2 gir en kort oppsummering av mine forslag til videre arbeid.

5.1 Metodeutvikling og metodevalidering

- Teste analysemetoden med flere analytter. Basert pa praveprepareringen kan blant annet

grunnstoffer som Br, Cl, S, P, Cd, Pb og Mo inkluderes (se side 38 i kapittel 4.2).

Prgve ut flere forbehandlinger av urinprgvene. Eksempelvis basisk dekomponering eller
tilsetting av TMAH med EDTA (se side 38 i kapittel 4.2).

Mindre fortynning av urinprgvene og bruk av HMI som plasmamodus (se side 38 i
kapittel 4.2).

Lage en kontrollprgve som kan brukes i stedet for SRM over en lengre periode (se side
36 i kapittel 4.2).

Gjare et tidslagringsforsgk for & undersgke stabilitet av analytter i reagensen over lengre
tid enn én uke (se side 36 i kapittel 4.2).

Gjare et fryselagrinsforsgk for & undersgke om tining av urinprgvene pavirker analyttene

(se side 33 i kapittel 4.1).
- Inkludere en blindtest pa beholderne som er brukt til prevetaking og lagring av
urinprgvene (se side 33 i kapittel 4.1).

5.2 Anvendelse av metode

- Taspot-urinprgver i stedet for samleurin over 24 timer for & kunne undersgke en
befolknings jodstatus (se side 44 i kapittel 4.4).

- Skaffe flere forsgkspersoner for a gke paliteligheten av studier pa jodstatus i en
populasjon, samt skaffe flere urinprgver fra forsgkspersonene dersom individuell

jodstatus skal vurderes (se side 44 i kapittel 4.4).
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Lage kostholdsskjema som er spesifikke for det som skal undersgkes, samt den gruppen
som skal undersgkes. Eksempelvis inntak av viktige matvarer, informasjon om faktorer
som kan pavirke resultatene og faktorer som er viktige for & kunne sammenligne
resultater med annen litteratur (se side 33 i kapittel 4.1).

Bruke multivariabel linegr regresjon til utfgrelse av korrelasjoner mellom JKU og ulike
matvaregrupper (se side 33 i kapittel 4.1).

Pa grunn av hgye verdier av jod i mager fisk og mysost, hadde det veert interessant a
undersgke korrelasjoner mellom JKU og inntak av disse matvaregruppene (se side 33 i
kapittel 4.1)

Bestemme JKU hos spedbarn (se side 50 i kapittel 4.4).

Undersgke resultater av selen og arsen i urin, fordi disse ogsa er involvert i

skjoldbruskkjertelhormonene.
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6 Konklusjon

| dette mastergradsarbeidet har det blitt utviklet og validert en enkel metode for bestemmelse av
I, Se og As i urin pa ICP-MS-QQQ med god ngyaktighet. Urinprgvene har blitt tilsatt en basisk
reagens (NEPT) og fortynnet 1:10. Til tross for en 1:10 fortynning er det oppnadd lave
deteksjonsgrenser for alle analyttene. Kravet til LOQ for jod var <5 ug/L, og det ble oppnadd en
gjennomsnittlig LOQ pa 3,8 pg/L for valideringsdag 1 og 3. Krav til LOQ for Se og As var
henholdsvis < 3 ug/L og < 1 ug/L. Gjennomsnittlig LOQ for alle valideringsdagene ble 0,38
ug/L for Se og 0,075 ug/L for As. Dette var resultater bedre enn forventet. En ekspandert
usikkerhet pa mindre enn 6 % totalt for de tre valideringsdagene oppfylte kravet om en
usikkerhet i metoden lavere enn 10 % for hele maleomradet. Ved anvendelse av metoden ble
LOQ 2,9 ug/L for 1, 0,20 ug/L for Se og 0,076 pg/L for As. For a oppna lave
bestemmelsesgrenser var det en utfordring at jod hang igjen i pumpeslanger og i
praveintroduksjonssystemet i instrumentet. Dette ble lgst ved & ha nok ammoniakk i reagensen
og i renselgsningen til loopen. Analyttene av interesse ble holdt i lgsning til tross for hayt
innhold av TDS, og det ble ogsa oppnadd god linearitet over et stort konsentrasjonsomrade for
alle analyttene. Den validerte analysemetoden oppfylte alle kravene i hypotesene som ble
formulert i innledningen. ICP-MS er en relativt dyr teknikk som ikke er tilgjengelig overalt, men
med sin MS/MS funksjon kan instrumentet effektivt fjerne interferenser i reaksjonsmodus, noe

som farer til mer ngyaktige og palitelige resultater — uavhengig av pravetype.

Det er i denne undersgkelsen ikke mulig & konkludere pa jodstatusen til Norges befolkning, men
forsgkspersonene fra undersgkelsen er representative for undergruppen medre, samt barn i
alderen 6 til 12 ar som er bosatt i Oslo og Akershus. Median JKU for utvalget som ble undersgkt
i dette arbeidet var 111 ug/L (n=104). Dette tilsvarer et optimalt inntak av jod. Det var en
signifikant forskjell pd JKU hos mgdre og hos barn, hvor mJKU for mgdrene var 79,8 pg/L
(n=48), og mJKU for barna var 146 ug/L (n=56). Dette tilsvarer mild jodmangel for mgdrene og
optimalt inntak for barna dersom referanseverdiene fra WHO benyttes. Dersom et lavt inntak av
jod blir indikert av en konsentrasjon i urin pa mindre enn 50 ug/L (som baseres pa individuell
24-timers samleurin) er det kun 6,73 % (n=7) av dette utvalget som har et lavt inntak av jod,
hvorav disse er det ingen barn. Dersom en JKU mellom 50 og 100 ug/L blir definert som i

grenseland for jodmangel” ligger 38,5 % (n=40) i grenseland for jodmangel, og av disse er 72,5
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% (n=29) madre. Det var ikke signifikante forskjeller pa JKU mellom jenter og gutter eller
raykere og ikke rgykere. Enkle korrelasjonsanalyser mellom JKU og inntak av ulike
matvaregrupper viste at det var kun inntak av matvaregruppen melk, flgte, is, remme og yoghurt
som korrelerte signifikant. Selv om det var forventet at matvaregruppene fisk og skalldyr, ost og
egg ogsa skulle korrelere med JKU pa grunn av hgyt innhold av jod i disse matvarene, var det
ingen sammenheng i denne undersgkelsen. Kombinasjonen av hgyt jodinnhold og hayt inntak
gjer at melk og melkeprodukter bidrar som den starste kilden til jod i denne populasjonen. Det er
observert at JKU varierer veldig mye fra person til person grunnet ulikt kosthold. Det blir derfor
viktig at analysemetoden har god linearitet over et stort maleomrade, samt et forsgksoppsett som

tillater palitelighet av studier pa jodstatus.
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Vedlegg A — Metodeutvikling og metodevalidering

4.2 Metodeutvikling

Tabell 1 viser kvantifiseringsgrenser for I, Se og As i ulike reagenser. Konsentrasjoner er oppgitt i ug/L (n=>5).

Analytt NEPT HNO, CFA-C
As 0,049 0,27 0,11
83e 0,44 0,98 0,37
127) 0,72 - 0,83

4.3 Metodevalidering

Tabell 2 viser oppnadd regresjonslikning og korrelasjonskoeffisient ved analyse av syv standarder med ulike
konsentrasjoner inkludert kalibreringsblank.

Analytt Regresjonslikning Y = b(X+a/h) Korrelasjonskoeffisient
127 Y =3,0702(X+1,7131) 1,0000
"®Se Y =0,0033(X + 1,2907E-005) 0,9999
As Y =0,0861(X + 4,4457E-004) 1,0000

Bias (%) Gjennomsnittlig konsentrasjon i malt SRM — referanseverdi 100
= *
s Referanseverdi

Tabell 3 viser malte verdier, gjennomsnitt, SD, RSD og bias for SRM L-1 og L-2 pa dag 1 under
metodevalideringen (n=4). Alle verdiene unntatt RSD og bias er i zg/L.

75AS 788e SZSe 127|

SRM L1 82 14,5 13,9 79,6
SRM L1 81 14,7 13,5 80,6
SRM L1 84 14,3 14,1 79,4
SRM L1 83 14,2 15,3 79,4
Gjennomsnitt 82 14,4 14,2 79,8
SD 1,2 0,22 0,77 0,57
RSD (%) 1,48 1,54 5,45 0,720

Bias (%) 3,8 3,6 2,2 -5
SRM L2 187 76,9 77,0 280
SRM L2 189 75,8 77,7 282
SRM L2 189 76,0 77,0 285
SRM L2 189 75,3 75,6 285
Gjennomsnitt 189 76,0 76,8 283
SD 1,0 0,67 0,88 2,4
RSD (%) 0,531 0,879 1,15 0,866
Bias (%) 2,7 8,4 9,6 -6,9

Granne felt markerer at verdiene ligger innenfor det sertifiserte omradet, gule felt er verdier som ligger pa grensen
for sertifisert omrade, og rede felt er verdier som ligger utenfor SRM.



Tabell 4 viser malte verdier, gjennomsnitt, SD, RSD og bias for SRM L-1 og L-2 pa dag 2 under

metodevalideringen (n=4). Alle verdiene unntatt RSD og bias er i xg/L.

75AS 7SSe BZSe 127|

SRM L1 82 13,6 13,8 81,0
SRM L1 84 14,1 13,9 81,0
SRM L1 85 15,0 14,8 82,3
SRM L1 83 14,7 14,1 80,1
Gjennomsnitt 84 14,4 14,2 81,1
SD 1,3 0,62 0,45 0,91
RSD (%) 1,58 4,35 3,19 1,12
Bias (%) 6,3 3,6 2,2 -2,5
SRM L2 193 78 76,8 284
SRM L2 192 79 77,2 287
SRM L2 193 80 78,0 287
SRM L2 187 75 75,8 286
Gjennomsnitt 191 78 77,0 286
SD 2,9 2,2 0,91 1,4
RSD (%) 1,50 2,88 1,19 0,494
Bias (%) 3,8 11 9,8 -5,9

Grgnne felt markerer at verdiene ligger innenfor det sertifiserte omradet, gule felt er verdier som ligger pa grensen
for sertifisert omrade, og rgde felt er verdier som ligger utenfor SRM.

Tabell 5 viser malte verdier, gjennomsnitt, SD, RSD og bias for SRM L-1 og L-2 pé dag 3 under

metodevalideringen (n=4). Alle verdiene unntatt RSD og bias er i xg/L.

75AS 7BSe 828e 127|

SRM L1 82 14,1 13,8 83
SRM L1 83 14,2 13,9 82
SRM L1 85 14,2 14,4 82
SRM L1 82 13,8 13,7 80
Gjennomsnitt 83 14,1 14,0 82
SD 15 0,19 0,31 1,1
RSD (%) 1,84 1,34 2,23 1,32
Bias (%) 51 1,4 0,72 2,4
SRM L2 190 75,6 72,9 283
SRM L2 189 74,6 74,7 288
SRM L2 192 75,8 73,0 293
SRM L2 190 74,4 73,2 285
Gjennomsnitt 190 75,1 73,5 287
SD 1,3 0,70 0,84 4,3
RSD (%) 0,661 0,935 1,15 1,51
Bias (%) 33 7,1 4,9 -5,6

Granne felt markerer at verdiene ligger innenfor det sertifiserte omradet, gule felt er verdier som ligger pa grensen
for sertifisert omrade, og rade felt er verdier som ligger utenfor SRM.

Gjenfinning er regnet ut fra gjennomsnittet av urinprgvene med og uten spike.



Gjenfinning (%) =

Konsentrasjon i spiket prgve — konsentrasjon i prgve uten spike

Tilsatt konsentrasjon i spiket prgve

* 100

Tabell 6 viser malte konsentrasjoner for urinprgver under metodevalidering, samt gjennomsnitt, SD og RSD av I, Se

og As fra dag 3 under metodevalidering (n=7). Alle resultatene unntatt RSD er oppgitt i g/L.

127| I 7886 75AS

Dag 1
Prave 1 53,0 16,7 3,76
Prove 2 54,2 16,3 3,77
Prave 3 52,4 16,5 3,81
Prove 4 53,7 16,2 3,69
Prove 5 52,2 16,6 3,84
Prove 6 53,6 16,5 3,85
Prove 7 52,9 16,9 3,78

Dag 2
Prove 1 54,9 16,6 3,76
Prove 2 55,4 16,7 3,86
Prove 3 56,4 17,0 3,85
Prave 4 56,4 16,4 3,78
Prove 5 53,9 16,7 3,81
Prove 6 55,5 16,6 3,74
Prave 7 55,0 15,9 3,76

Dag 3 *
Prove 1 5,46 1,66 0,389
Prove 2 5,57 1,72 0,392
Prove 3 5,67 1,64 0,393
Prove 4 5,57 1,67 0,394
Prove 5 5,61 1,75 0,400
Prove 6 5,60 1,71 0,388
Prave 7 5,61 1,73 0,387
Gjennomsnitt 5,58 1,70 0,392
SD 0,063 0,042 0,0045
RSD (%) 1,12 2,47 1,14

* Konsentrasjoner fra dag 3 er oppgitt som malte verdier i fortynnede urinpraver (1:10).



Tabell 7 viser malte konsentrasjoner samt gjennomsnitt, SD og RSD av |, Se og As i spiket urinpragver fra dag 3
under metodevalidering (n=7). Alle resultatene unntatt RSD er oppgitt i g/L

127| 788e 75AS

Spiket prave 1 106 62,7 31,2
Spiket prave 2 103 63,0 31,2
Spiket prave 3 105 62,4 31,1
Spiket prave 4 106 62,2 30,9
Spiket prave 5 105 62,4 31,4
Spiket prave 6 105 61,7 31,1
Spiket prave 7 105 61,7 31,1
Gjennomsnitt 105 62,3 31,1
SD 0,88 0,49 0,14

RSD (%) 0,83 0,79 0,45

Tabell 8 viser konsentrasjoner for blankpraver under metodevalidering. Alle resultater er oppgitt i zg/L.

127| ‘ 788e 75AS
Dag 1
Blank 1 <2,3 <LD <LD
Blank 2 <LD <LD <LD
Blank 3 <LD <LD <LD
Blank 4 <LD <LD <LD
Blank 5 <LD <0,36 <0,061
Blank 6 <LD <LD <LD
Blank 7 <LD <0,36 <0,061
Dag 2
Blank 1 <LD <0,25 <0,11
Blank 2 <LD <0,25 <LD
Blank 3 <LD <LD <LD
Blank 4 <LD <LD <LD
Blank 5 <LD <0,25 <LD
Blank 6 <LD <LD <LD
Blank 7 <LD <LD <LD
Dag 3
Blank 1 <2,8 <LD <LD
Blank 2 <2,8 <LD <0,048
Blank 3 <2,8 <LD <LD
Blank 4 <LD <LD <0,048
Blank 5 <LD <LD <0,048
Blank 6 <LD <LD <0,048
Blank 7 <2,8 <LD <0,048




Vedlegg B — Analyseresultater av urinprgver for mor og barn

4.4 Anvendelse av metoden

Tabell 9 viser malte verdier, gjennomsnitt, SD, RSD og bias for SRM L-1 og L-2 ved analyse av urinprgver fra mor
og barn (n=3). Alle verdiene unntatt RSD og bias er i zg/L.

75AS 788e BZSe 127|

SRM L1 82 13,7 13,3 81,9
SRM L1 82 13,5 14,6 82,1
SRM L1 82 14,0 14,7 80,9
Gjennomsnitt 82 13,7 14,2 81,6
SD 0,35 0,25 0,78 0,64
RSD (%) 0,429 1,83 5,50 % 0,788
Bias (%) 3,8 -1,4 2,2 -2,9
SRM L2 189 75 75,7 288
SRM L2 188 75 75,1 293
SRM L2 192 77 76,4 298
Gjennomsnitt 190 76 75,7 293
SD 2,1 1,3 0,65 5,0
RSD (%) 1,10 1,73 0,859 1,71
Bias (%) 3,3 8,6 8,0 -3,6

Grgnne felt markerer at verdiene ligger innenfor det sertifiserte omradet, gule felt er verdier som ligger pa grensen
for sertifisert omrade, og rgde felt er verdier som ligger utenfor SRM.

Kreatinin er malt i mmol/L. For & gjgre om til per gram kreatinin er det multiplisert med
molekylvekt for kreatinin (113,12 g/mol). Dette gir justeringsverdien. Konsentrasjoner av analytt

i urinpragvene er sa dividert med justeringsverdien.

Tabell 10 viser kreatinin malt i mmol/L og justeringsverdi i ug/g for madrene og barna.

ID Kreatinin Justering ID Kreatinin Justering
nummer_mor mmol/L Ha/g nummer_barn mmol/L ug/g
1 10,439 1,181 101 7,251 0,820
2 5,236 0,592 102 16,698 1,889
3 5,868 0,664 103 8,974 1,015
4 9,862 1,116 104 12,36 1,398
5 14,765 1,670 105 5,813 0,658
6 8,771 0,992 106 7,582 0,858
7 3,35 0,379 107-1 11,129 1,259
8 3,561 0,403 107-2 10,552 1,194
9 15,041 1,701 108 12,165 1,376
10 6,928 0,784 109-1 10,229 1,157
11 7,333 0,830 109-2 6,328 0,716
12 12,656 1,432 110 14,511 1,641




13 5,611 0,635 111 9,734 1,101
14 10,953 1,239 112-1 11,183 1,265
16 8,818 0,997 112-2 11,238 1,271
17 4,126 0,467 113 9,808 1,109
18 11,593 1,311 114 7,851 0,888
19 5,038 0,570 116 7,442 0,842
20 5,688 0,643 117 7,411 0,838
21 12,438 1,407 118 14,126 1,598
22 8,943 1,012 119 10,186 1,152
23 5,575 0,631 120 13,51 1,528
24 12,594 1,425 121 9,196 1,040
25 5,326 0,602 122-1 11,842 1,340
26 5,431 0,614 122-2 11,113 1,257
27 11,137 1,260 123 2,68 0,303
28 4,921 0,557 124 5,326 0,602
29 5,521 0,625 125 5,447 0,616
30 6,148 0,695 126 12,243 1,385
31 7,337 0,830 127 8,666 0,980
32 5,899 0,667 128 9,543 1,080
33 6,254 0,707 129 11,924 1,349
34 8,202 0,928 130 9,208 1,042
35 7,146 0,808 131 7,957 0,900
36 11,074 1,253 132 12,59 1,424
37 4,519 0,511 133-1 10,271 1,162
38 11,624 1,315 133-2 12,372 1,400
39 7,115 0,805 134 7,325 0,829
40 11,904 1,347 135-1 8,475 0,959
41 11,55 1,307 135-2 12,52 1,416
42 11 1,244 136 13,14 1,486
43 6,176 0,699 137 10,988 1,243
44 4,122 0,466 138 9,293 1,051
45 5,178 0,586 139 10,533 1,191
46 8,506 0,962 140 9,208 1,042
47 4,901 0,554 141 8,498 0,961
49 17,407 1,969 142 10,279 1,163
50 7,002 0,792 143 8,97 1,015

144 11,655 1,318

145 12,602 1,426

146-1 13,151 1,488

146-2 12,15 1,374

147-1 15,264 1,727

147-2 8,202 0,928

149 10,116 1,144

150 5,607 0,634

Vi




Tabell 11 viser konsentrasjoner av urinprgver fra mor og barn.

75 78 82
ID nummer (M;I\Ii) (pgS/eL) (pgS/eL) 27 (ug/L) | ™1 (ng/g kreatinin)
1 10,7 16,8 17,3 77,6 65,8
2 5,49 7,83 8,71 63,3 107
3 72,2 9,03 8,38 97,4 147
4 49,4 23,4 24,4 113 101
5 13,0 18,8 18,5 81,2 48,6
6 20,4 29,0 28,8 182 184
7 4,89 5,03 5,38 52,3 138
8 7,60 7,28 6,81 15,4 38,2
9 244 30,7 29,0 128 75,2
10 3,77 10,8 111 179 228
11 130 13,8 14,3 111 133
12 117 21,0 20,5 60,2 42,0
13 3,83 8,79 8,92 194 30,6
14 11,0 15,9 16,3 57,9 46,8
16 17,9 15,1 15,5 140 141
17 46,9 7,25 7,57 45,0 96,3
18 41,5 22,3 22,1 62,2 47,4
19 18,9 9,07 8,47 45,0 78,9
20 3,96 8,69 8,73 86,1 134
21 213 20,9 21,0 89,5 63,6
22 47,6 15,5 16,5 71,8 71,0
23 3,02 12,5 13,2 96,1 152
24 23,7 26,4 26,1 71,1 49,9
25 481 9,90 10,2 34,9 58,0
26 1,22 8,61 911 51,9 84,4
27 16,7 17,2 17,3 87,2 69,2
28 12,5 7,04 7,54 54,1 97,2
29 54,0 13,2 12,5 68,9 110
30 15,7 18,5 18,9 127 182
31 451 12,0 12,3 82,6 99,6
32 48,3 9,60 8,69 58,9 88,3
33 37,9 12,4 12,1 73,9 104
34 71,1 11,8 11,8 48,8 52,6
35 11,5 10,1 9,95 103 127
36 49,3 21,8 22,4 56,7 45,3
37 64,5 17,4 17,0 78,4 153
38 12,4 20,0 19,4 217 165
39 57,2 24,5 25,2 83,9 104
40 73,3 21,7 21,3 89,3 66,3
41 199 30,0 30,6 191 146

VII



42 42,2 19,3 20,2 94,4 75,9
43 43,0 21,5 21,7 52,8 75,6
44 103 8,77 8,66 43,8 93,9
45 28,9 14,0 141 82,5 141
46 62,1 19,3 18,7 83,6 86,9
47 40,1 7,59 8,15 75,4 136
49 90,2 27,4 28,1 173 87,9
50 19,3 14,9 15,7 160 202
101 2,26 16,7 17,0 186 226
102 8,12 26,0 26,0 156 82,6
103 90,1 21,1 20,8 128 126
104 20,1 25,3 25,0 194 139
105 3,07 15,1 15,0 105 160
106 83,2 26,0 26,6 263 307
107-1 9,21 18,7 18,1 114 90,4
107-2 10,5 19,6 21,3 124 104
108 8,39 22,2 23,2 176 128
109-1 184 22,0 22,0 96,7 83,6
109-2 63,4 19,4 19,4 93,1 130
110 21,8 32,8 33,1 221 135
111 58,6 241 23,6 66,3 60,2
112-1 22,3 24,0 23,4 140 110
112-2 102 27,0 27,6 112 87,9
113 4,36 17,0 15,9 159 143
114 5,56 19,1 19,0 211 238
116 97,9 24,2 23,5 321 381
117 74,7 259 24,4 119 142
118 42,1 55,6 55,2 212 133
119 14,3 26,4 27,6 78,5 68,1
120 14,2 27,3 26,9 74,7 48,9
121 205 17,4 17,1 356 342
122-1 7,95 27,6 26,4 154 115
122-2 115 29,3 29,9 141 112
123 4,37 8,88 9,66 62,2 205
124 5,28 14,8 14,7 76,5 127
125 45,8 20,2 21,9 111 181
126 59,1 28,8 27,9 99,6 719
127 9,34 18,9 19,5 126 128
128 25,8 20,7 22,9 188 174
129 57,3 29,8 30,0 176 130
130 19,4 28,7 28,5 312 299
131 9,38 17,8 17,0 67,0 74,4
132 3,45 241 24,6 149 104

VIl



133-1 35,0 20,6 20,4 178 154
133-2 37,8 31,4 32,4 235 168
134 2,04 13,5 13,7 90,0 109
135-1 27,8 16,7 17,3 124 129
135-2 76,9 27,6 26,7 293 207
136 115 23,4 24,7 107 72,1
137 199 42,8 41,7 133 107
138 7,08 16,3 16,2 119 113
139 52,4 21,8 21,8 105 87,7
140 7,47 22,2 22,5 195 187
141 4,80 17,9 18,9 254 265
142 16,9 29,7 29,2 184 158
143 5,59 27,9 28,2 192 189
144 368 34,9 35,3 144 109
145 10,7 40,1 37,8 379 266
146-1 23,4 33,7 33,2 181 122
146-2 193 37,0 36,2 251 183
147-1 47,2 38,4 38,4 242 140
147-2 79,9 20,1 20,5 257 278
149 5,77 18,8 17,9 51,3 44.8
150 3,25 11,6 10,5 140 221

Tabell 12 viser resultater for blankprgver under analyse av urinprgver fra mor og barn, samt LOD og LOQ for I, Se
og As (n=10). Alle resultater er oppgitt i zg/L.

75AS 7BSe BZSe 127|

Blank 1 <LD <LD <LD <LD
Blank 2 <LD <LD <LD <LD
Blank 3 <LD <LD <LD <LD
Blank 4 <LD <LD <LD <LD
Blank 5 <LD <LD <LD <LD
Blank 6 <LD <LD <LD <LD
Blank 7 <LD <LD <LD <LD
Blank 8 <LD <LD <LD <LD
Blank 9 <LD <LD <LD <LD
Blank 10 <LD <LD <LD <LD
LOD 0,023 0,059 0,10 0,88
LOQ 0,076 0,20 0,34 29




Vedlegg C — Utregninger og tillaging av prever

Alle utregninger for tillaging av standarder (std.) er basert pa likningen: C; * V; = C, * V,, hvor
C, er startkonsentrasjon og V; er startvolum, mens C, er sluttkonsentrasjon og V, er sluttvolum.

GV,

|41 G

Eks. Ge stamlgsning pa 1 000 mg/L. Det skal lages en mellomstandard (mellomstd.) pa 10 mg/L

i en 50 mL beholder:
1029 4 0,05 L

L
mg
1 OOOT

=0,0005L = 0,5mL = 500 uL Ge stamlgsning ma tilsettes

Alt vann benyttet til fortynning av prgver og tillaging av standarder var ionebyttet vann fra

renseanlegget Barnstead.

Det er brukt elektroniske pipetter pa alle tillagingene unntatt ved bruk av HNO3z og CFA-C der
det er brukt dispensere.

3.2 Tillaging av standarder

Alle standarder ble fortynnet 1:50. Det ble laget ngdvendige mellomstandarder for & unnga
fortynning pa mer enn 200 ganger. Alle mellomstandarder utenom de med jod, ble konservert
med 1 % HNO3 (65 % (w/w)).

1%
100 %

*50mL = 0,5mL HNO3

Tabell 13 viser konsentrasjoner av Ge og *?°| som intern standarder, samt volum tilsatt i kalibreringsstandarder
under bade metodeutvikling og metodevalidering.

Utgangskonsen- Konsentrasjon i Konsentrasjon i Volum tilsatt i
Analytt trasjon i siste mellom IS kalibreringsstd. kalibreringsstd.
stamlgsning (ng/L) (ng/L) (nL)
Ge 1 000 mg/L 1000 20 1000
29 1 mg/L 50 0,5 500




Tabell 14 viser konsentrasjoner av de aktuelle analyttene i kalibreringsstandardene som ble brukt under
metodevalideringen.

Analytt | Std.1 | Std. 2 | Std. 3 | Std. 4 | Std. 5 | Std. 6 | Std. 7 (matrikstilpasset)
I (ng/L) 10 20 40 60 80 100 80
Se (ug/L) 10 20 30 40 50 60 50
As (ug/L) 5 10 15 20 25 30 25
Na (mg/L) 400
K (mg/L) 300
P (mg/L) 200
S (mg/L) 200
Mg (mg/L) 20
Ca (mg/L) 20

Kalibreringsstandardene er laget med aktuelle analytter, 1 000 pL mellom IS Ge, 500 pL mellom
IS ' i enten 5 % CFA-C, 5 % NHs, 1 % TMAH eller 10 % NEPT som reagens hver for seg.

5%
100 %

*0,05L =0,0025L =2,5mL CFAC og NH;

5%
50 % (fortynnet lgsning)

* 0,05L = 0,005 L =5mL CFAC med ekstra EDTA

1%
100 %

*0,05L =0,0005L =0,5mL =500uL TMAH

10 %
100 %

*0,05L=0,006L=5mLHNO; 0g NEPT

3.3 Metodeutvikling

Alle urinprgver, blankpraver, SRM og husstandard er laget med enten 1 mL urin, SRM eller
husstandard, 200 pL mellom IS Ge, 100 uL mellom IS **Ii enten 5 % CFA-C, 5 % NHs, 1 %
TMAH eller 10 % NEPT som reagens hver for seg. Konsentrasjoner av Ge og *2°1 som IS er
henholdsvis 20 og 0,5 pg/L.

5 %
ﬁ 0,01 L = 0,0005 L = 0,5 mL CFAC og NHs
0

5%
50 % (fortynnet lgsning)

x*0,01L =0,001L =1mLCFAC med ekstra EDTA

1%
100 %

*0,01L =0,0001L=0,1mL=100uL TMAH

Xl



10 %
100 %

*0,01L =0,001L=1mLHNO3 0og NEPT

3.5 Anvendelse av metoden

For & unnga mange pipetteringer ble det laget en ferdigblanding av NEPT, IS og ionebyttet vann.

Denne ble laget i en 2,5 liters beholder. For & kunne ta ut henholdsvis 9 mL og 45 mL til

urinprevene og standardene, for at konsentrasjonen av NEPT i prgvene skulle vaere 10 %, og for

at konsentrasjoner av IS i pravene skulle vare 20 pg/L for Ge og 0,5 pg/L for **°I ble denne

ferdigblandingen laget slik:

Mengde NEPT tilsatt i ferdigblandingen:

2500 mL

= 277,7778 mL
9mlL m

Tettheten til denne blandingen er ukjent.

Konsentrasjonene av Ge og *?°l i ferdigblandingen ma vaere:

Coo= —L—— =222222 ug/L

0552« 10mL
Cia91 = — omL 0,5555 ug/L

Mengde Ge og '#l tilsatt i ferdigblandingen:

22,2222% % 2500 mL

= L
10000 gL 5,5555 m

VlGe =

0,5555% * 2500 mL

Vg9 = 50 ug/L

= 27,775 mL

Xl



Siden "I er konservert i kun vann kan denne veies inn mer ngyaktig:

g

27,775 mL x 0,9980 — = 27,72 g
mL

Mengde vann tilsatt i ferdigblandingen:

278 mL NEPT + 5,555 mL Ge + 27,72 mL 1291 = 311,3 mL

2500 mL totalt — 311,3 mL = 2188,7 mL vann

g

2188,7 mL vann * 0,9980m = 2184,3 g vann

Omtrent 278 g NEPT ble veid inn i beholderen, det ble sa tilsatt 5,555 mL Ge med
automatpipette og veid inn ca. 27,7 g **°I. Det ble s& veid inn ca. 2184,3 g vann.

Denne ferdigblandingen ble brukt i urinpragver fra FHI, blankprever, SRM, husstandard,
kalibreringsstandarder og i vaskelgsningen (225 mL ferdigblanding og 25 mL vann).

Tabell 15 viser konsentrasjoner av jod, selen og arsen i kalibreringsstandardene som ble brukt under anvendelse av
metoden. Konsentrasjonene er i ug/L.

Analytt | Kalibreringsstd. 1 | Kalibreringsstd. 2
I 80 100
Se 40 50
As 20 50

X1



Vedlegg D — Program for dekomponering med Ultraclave

Microwave - Program

300 190

280 180
(M 5] 250] (M [5] 250

260 170

/ 150
220 / 140
— 200 130
& / 120
— 180 -
@ / M0 3
=
= 160 / 100 3
[T
2140 / a0 E
E [m 31 110][W [41110]
3 120 7 80
II——I‘ 70
100
B0
80 a0
W 1]s0] (W[50
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03— . . . . . . . — — . . — — — . i
OI0000 001000 0020000 00:30:00 004000 005000 010000 011000 0120000 013000 01:40:00

[hh:mm:ss]

Figur 1 viser en skjematisk fremstilling av trykk- og temperaturprogrammet som ble brukt i Ultraclaven ved
dekomponering av urinprgver.
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Vedlegg E — Instrumentelle maleparametere og driftsforhold pa

ICP-MS

Tabell 16 viser driftsforhold og instrumentelle maleparametere for Agilent 8800 ICP-MS.

Innstilling
Effekt pa spole 1550 W
Plasmagass (ytre beeregass) 15 L/min
Hjelpegass (mellomliggende kjglegass) | 0,9 L/min
Forstgvergass Ca. 1,07 L/min
Volumetrisk hastighet peristaltisk pumpe | 0,4 mL/min
Type ’sample”/’skimmer” koner Nikkel
Type forstaver Micromist

Type forstgvings/blandings-kammer

Kvarts Scott double Pass

Dataregistrering for ICP-MS

Vasketid mellom prgvene 15s

Ventetid far avlesning (read delay) 20's

Lesetid (dwell time) 1s
Dataopptakingsmate (scanning mode) Peak hop

Punkt per masse/spektraltopp 1

Sveip per avlesning 10

Antall replikater 3

Signalmaling Tellinger per sekund
P/A detektor (puls/analog) pa

Temperatur forstgverkammer 2°C

Reaksjonscelleparametere

Energidiskriminering -1V
Oksygen flow 30 %
Oktopol bias -4V
Deflektorlinser 52v

Linser og ioneoptikken blir optimalisert hver gang.

XV



Vedlegg F — Informasjon om forsgkspersoner

Tabell 17 viser informasjon om alder, hgyde, vekt, kroppsmasseindeks (KMI), rgykestatus og utdanning for
mgdrene som var med i analysen.

ID nummer | Alder | Hayde( cm) | Vekt (kg) | KMI | Ragykestatus Utdanning
1 39 172 79 26,70 aldri Universitet > 4 ar
2 45 172 62 20,96 aldri Distrikthgyskole
3 44 165 67,8 24,90 aldri Universitet > 4 ar
4 44 166 52,5 19,05 | avog til 3 arig videregaende
5 42 168 55,3 19,59 aldri Universitet > 4 ar
6 45 161 63,3 24,42 av og til Distrikthgyskole
7 36 181 104,7 31,96 aldri 3 arig videregaende
8 44 171 79,3 27,12 av og til Universitet > 4 ar
9 36 165 56,3 20,68 aldri Universitet > 4 &r
10 40 172 62 20,96 sluttet Universitet > 4 ar
11 39 176 64,2 20,73 sluttet Universitet > 4 ar
12 37 169 69,8 24,44 aldri Universitet > 4 &r
13 37 167 66,6 23,88 sluttet Universitet > 4 ar
14 35 180,5 78,4 24,06 | 1-10 daglig Distrikthgyskole
16 43 167 65,8 23,59 aldri Universitet > 4 ar
17 37 169 59,4 20,80 sluttet Universitet > 4 ar
18 37 172 70,5 23,83 aldri Universitet > 4 &r
19 42 169 54,3 19,01 aldri Universitet > 4 ar
20 40 158 66,6 26,68 sluttet 3 arig videregaende
21 46 170 84,4 29,20 | 1-10 daglig Distrikthgyskole
22 43 171 65 22,23 aldri Distrikthgyskole
23 42 162 117,2 44,66 sluttet Universitet > 4 &r
24 40 160 92,5 36,13 sluttet 3 arig videregaende
25 37 169 64,6 22,62 aldri 3 arig videregaende
26 49 170 109,3 | 37,82 sluttet 9 arig grunnskole
27 41 173 70,9 23,69 sluttet Universitet > 4 &r
28 40 169 57,4 20,10 aldri Distrikthgyskole
29 56 176 78,8 25,44 aldri Universitet > 4 ar
30 39 171 62,7 21,44 sluttet Distrikthgyskole
31 43 165 57,5 21,12 sluttet Universitet > 4 ar
32 44 167 67,9 24,35 - 3 arig videregaende
33 49 172 81,2 27,45 av og til Distrikthgyskole
34 40 163 78,3 29,47 aldri 3 arig videregaende
35 41 163 69,2 26,05 aldri 3 arig videregaende
36 32 167 71,3 25,57 sluttet 3 arig videregaende
37 41 168 54 19,13 aldri Distrikthgyskole
38 37 168 74,6 26,43 aldri Universitet > 4 ar
39 41 157 66,3 26,90 av og til Universitet > 4 &r
40 38 167 62,5 22,41 aldri Universitet > 4 ar
41 45 170 60,2 20,83 sluttet Universitet > 4 ar
42 46 170 75,8 26,23 av og til Universitet > 4 &r
43 41 171 56 19,15 sluttet Universitet > 4 ar

XVI



44 40 163 81,1 30,52 | 1-10daglig | Universitet >4 ar
45 41 157 50,3 20,41 aldri Universitet > 4 ar
46 44 172 65,3 22,07 sluttet Universitet > 4 ar
47 48 163 61,4 23,11 aldri Universitet > 4 ar
49 41 162 73,4 27,97 aldri Universitet > 4 ar
50 43 163 95,9 36,09 aldri Universitet > 4 ar

Tabell 18 viser informasjon om alder, hgyde, vekt, KMI og kjenn for barna som var med i analysen.

ID nummer | Alder | Hayde(cm) | Vekt (kg) | KMI | Kjgnn
101 10 150 39,3 17,47 J
102 10 145 31 14,74 J
103 10 131 26,7 15,56 G
104 9 143 31,1 15,21 G
105 9 128 27,2 16,60 G
106 10 139 34 17,60 G

107-1 10 137 27,2 14,49 G
107-2 7 133 24,8 14,02 G
108 9 150 37,9 16,84 G
109-1 10 132 29 16,64 J
109-2 8 129,5 29 - J
110 11 140 31,8 16,22 G
111 9 151 40,3 17,67 J
112-1 11 132 28,5 16,36 J
112-2 9 147 37,5 17,35 J
113 11 153 43,4 18,54 J
114 7 139 32,3 16,72 G
116 7 150 35,5 15,78 J
117 7 161 45 17,36 G
118 8 138 30,1 15,81 J
119 8 127 24,4 15,13 G
120 12 124 24,8 16,13 J
121 11 139 31,9 16,51 J
122-1 10 129 26,7 16,04 J
122-2 7 127 27,1 16,80 J
123 7 135 27,6 15,14 J
124 11 138 31,6 16,59 J
125 8 145 31,4 14,93 G
126 9 137 21,7 14,76 -
127 9 137 41,3 22,00 G
128 9 156 46,4 19,07 J
129 11 121 22,5 15,37 J
130 6 150 49,8 22,13 J
131 10 144 44,5 21,46 J
132 10 134 28 15,59 G
133-1 9 148 38,8 17,71 J
133-2 11 149 36 16,22 G
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134 11 151 35,6 15,61 G
135-1 12 146 34,1 16,00 G
135-2 9 138 30,3 15,91 J

136 11 128 28 17,09 J

137 10 145,4 34,8 16,46 J

138 11 140,5 33 16,72 J

139 10 140 32,4 16,53 J

140 10 146 38,9 18,25 G

141 9 152 37,7 16,32 G

142 8 147 45,7 21,15 J

143 9 130 31,1 18,40 J

144 7 160 68,2 26,64 J

145 - 152,3 43,4 18,71 G
146-1 11 139,8 29,4 15,04 G
146-2 8 132 28,8 16,53 G
147-1 10 161 52,8 20,37 G
147-2 8 132 31,6 18,14 G

149 - 138 33,6 17,64 G

150 11 140 34,9 17,81 G

XV



Tabell 19 viser matinntak (g) de siste 24-timer for hver forsgksperson.

Melk,

ID Totalt Bregd Korgﬁtrj?’gu kt, Kaker | Poteter | Gregnnsaker Ftr);JeI;t, P;{g;t sk?l?g’yr Egg :frtr?r’r::: Ost msg_glr"in, ;lf;:;g’r D\/r::l;re- Diverse
innmat yoghurt olje

1 1705,7 0,0 20,8 40,0 0,0 187,5 162,0 0,0 0,0 0,0 238,8 75 0,0 20,0 960,0 69,0
2 2709,7 51,0 75,0 75 87,5 84,0 265,0 89,7 0,0 27,5 319,0 22,5 12,0 4,5 1662,5 0,5
3 2199,2 | 184,0 12,0 30,0 0,0 84,3 2475 10,0 0,0 0,0 184,3 41,3 36,0 0,0 1095,0 268,9
4 915,3 42,0 43,0 40,0 0,0 50,0 75,0 54,1 30,0 275 192,2 25 3,0 2,2 2829 65,0
5 1696,4 63,5 54 45,0 27,3 42,0 75,0 0,0 0,0 0,0 294,6 225 16,5 1,0 995,4 106,2
6 1510,2 0,0 62,1 0,0 0,0 72,0 107,3 0,0 12,5 0,0 162,5 30,0 18,8 7,5 750,0 284,9
7 1951,3 30,0 0,0 0,0 0,0 141,0 80,0 43,6 0,0 55,0 62,5 275 6,0 55 1500,0 0,2
8 924,5 39,5 45,0 0,0 0,0 135,55 119,5 0,0 0,0 0,0 25,0 0,0 22,5 2,0 527,5 2,5
9 1565,5 0,0 48,8 0,0 0,0 76,0 131,8 25,6 72,9 0,0 187,4 75 8,0 0,0 883,3 1243
10 1310,8 70,3 0,0 0,0 15,6 165,1 50,0 0,0 0,0 0,0 132,6 15,0 7,7 0,7 714,6 137,7
11 2205,4 43,0 3,8 0,0 0,0 221,3 1748 39,5 149,4 0,0 257,5 95,0 54,7 9,3 1130,0 19,3
12 12553 | 144,0 11,0 0,0 50,0 60,8 0,0 67,6 0,0 0,0 1731 15,8 0,0 13,0 680,0 40,1
13 2031,0 54,0 0,0 0,0 0,0 50,0 995,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 930,0 0,0
14 1599,4 75,2 93,3 0,0 0,0 140,7 314,6 19,4 0,0 0,0 62,5 225 10,5 2,0 675,0 182,8
16 12034 88,5 24,8 30,0 50,0 124,0 57,5 0,0 12,5 37,7 236,9 15,0 25,1 3,0 4475 48,7
17 2678,0 | 1138 5,4 65,0 0,0 417,6 107,3 102,0 0,0 41,3 12,5 29,9 16,3 20,5 1716,5 23,1
18 1395,5 58,0 34,9 36,0 0,0 165,0 435,0 0,0 15,0 15,4 104,8 0,0 4,2 26,5 400,0 100,7
19 1528,4 6,0 30,6 0,0 0,0 122,6 352,5 0,0 57,8 0,0 27,3 30,0 24,5 17,3 675,0 177,4
20 1411,8 56,0 4,5 0,0 0,0 91,5 267,5 95,1 0,0 0,0 1419 15,0 27,3 34,0 672,6 0,0
21 1278,6 81,0 10,8 0,0 70,0 97,4 0,0 84,4 62,7 0,0 22,5 0,0 3,8 0,5 775,0 68,6
22 1695,8 91,0 6,5 0,0 0,0 12,3 190,0 6,2 0,0 57 8,6 40,1 38,8 12,5 12825 11
23 2206,0 64,5 15,0 0,0 22,7 14,7 44,0 63,2 0,0 0,0 275,0 0,0 12,0 94,0 1550,0 443
24 1232,1 29,0 9,0 0,0 69,1 164,3 35 113,2 0,0 55 60,0 17,5 25,5 15 658,0 74,9
25 2534,1 | 1195 53 50,0 0,0 93,1 100,0 28,8 0,0 0,0 36,9 45,0 21,0 17,0 1900,0 117,6
26 2601,2 90,0 15,0 0,0 0,0 102,5 76,6 169,6 0,0 0,0 187,5 0,0 14,5 80,5 1862,0 0,0
27 1692,0 23,0 2,2 0,0 0,0 101,9 3,0 122,6 0,0 0,0 506,8 67,5 0,0 55 843,3 16,3

XIX




28 | 22750 | 165 102,1 6,0 0,0 201,6 2887 | 415 00 | 00| 1830 |240| 455 34,0 884,0 92,7
29 | 14301 | 1015 175 0.0 0.0 21,0 994 | 1025 | 150 | 00 | 1325 | 250 | 23 2.0 8750 355
30 | 24326 | 959 90,0 0,0 0,0 15,0 2372 | 270 00 | 0o | 358 | I 6,0 128 10792 | 3205
31 | 10765 | 1425 23 0.0 0.0 20,0 2832 | 500 00 | 00 | 1220 | 480 | 143 15 3914 05
32 | 18781 | 260 1375 375 | 00 0.0 2525 0.0 00 | 00 | 1875 | 00 3.0 8.0 11261 | 100,0
33 | 18888 | 1905 105 0,0 0,0 73,7 266,0 75 600 | 00 | 2737 | 300 | 21,0 205 7000 | 2353
34 | 10599 | 600 0.0 00 | 750 0.0 0.0 1109 00 | 00 | 00 |180| 135 2.0 7800 0.0
35 | 8991 | 530 325 0.0 0.0 101 96,7 342 00 | 00 | 2079 | 275 | 66 0.0 350,0 80,7
36 | 13060 | 85 0,0 0,0 0,0 0,0 300,0 5,0 00 | 00| 00 | 00 0,0 75 982,0 0,0
37 | 18617 | 310 129 00 | 820 343 9,5 0.0 1035 | 00 | 1476 | 475 | 81 15 11850 | 1090
38 | 10910 | 615 1200 0.0 0.0 0.0 12,0 0.0 00 | 00 | 2104 |210| 00 15 664.6 0.0
39 | 15837 | 365 62,6 0,0 0,0 106,0 1800 | 501 240 | 00 | 00 |200| 298 175 10250 | 26,7
40 | 15954 | 975 0.0 00 | 705 50,0 1613 | 872 00 | 00 | 873 |300]| 313 05 980,0 0.0
41 | 11281 | 0,0 0,0 0,0 0,0 186,0 2600 | 559 00 | 00 | 1250 | 38 4,0 0,0 456,0 374
42 | 21832 | 1890 5.0 1600 | 0,0 2503 1673 | 1471 | 375 | 00 | 740 | 800 | 522 23 9725 251
43 | 11390 | 0,0 313 00 | 311 54,8 1636 | 731 00 | 00 | 404 | 00 43 10,0 6425 85,4
44 | 29996 | 350 10,7 00 | 450 99,5 1551 | 140 800 | 00 | 500 |160| 85 85 21100 | 364,
45 | 13872 | 298 5.4 0.0 0.0 1556 210 | 1451 | 750 | 365 | 459 | 320 | 293 15,0 6350 | 1615
46 | 19674 | 1120 467 0,0 0,0 2045 258,0 0,0 973 | 00 | 1495 | 400 | 287 0,0 950,6 57,3
47 | 15879 | 610 51,8 200 | 00 793 2025 | 120 | 1250 | 00 | 2447 | 150 | 98 6.0 5750 | 1803
49 | 11536 | 760 58,1 0,0 0,0 113 0,0 0,0 311 | 00 | 3350 | 195 | 53 4,0 3350 | 2780
50 | 15863 | 860 0.0 0.0 0.0 263 20,0 0.0 983 | 00 | 2870 | 600 | 355 6.0 940,0 5,6
101 | 13941 | 125 1425 0.0 0.0 184 1750 | 256 00 | 00 | 3790 | 25 4.9 0.0 575,0 28,2
102 | 11690 | 325 0,0 00 | 813 0,0 2750 | 1209 00 | 00 | 2200 | 00 | 139 0,0 425,0 0,0
103 | 13005 | 1826 9.0 450 | 00 63.2 5.0 0.0 00 | 00 | 632 | 400 ]| 274 0.0 6500 | 2016
104 | 9613 | 685 415 1150 | 0,0 87,5 930 | 978 00 | 00 | 12000 | 00 15 255 300,0 28,5
105 | 6131 | 67,0 616 625 | 00 30,0 0.0 32,0 00 | 00| 00 | 00| 195 0.0 2500 90,5
106 | 14200 | 72,0 446 250 | 00 30,8 0,0 355 125 | 00 | 3375 | 100 | 123 0,0 700,0 38,8
1071 | 15880 | 101,0 796 0,0 0,0 52,5 4850 | 14,0 00 | 00 | 1500 | 850 30 0,0 425,0 92,4
108 | 10833 | 848 9.7 3.0 0.0 57,2 915 | 542 00 | 00 | 2563 | 00 | 183 55 465,0 36,3

XX




1091 903,3 62,0 43,8 15,0 0,0 52,5 107,5 0,0 48,6 2,6 80,0 18,0 12,7 0,0 400,0 60,1
1092 746,1 83,0 38,0 0,0 0,0 28,0 157,5 50 48,6 0,0 125,0 12,0 13,5 0,0 175,0 60,0
110 1126,1 56,3 259 0,0 35,6 100,1 0,0 105,1 0,0 0,0 140,2 0,0 55 99,5 4125 134,5
111 700,0 140,5 0,0 0,0 0,0 93,5 279,5 440 29,4 0,0 0,0 0,0 11,0 1,0 100,0 0,1

1121 | 1030,6 | 132,0 36,9 0,0 100,0 0,0 0,0 36,1 0,0 0,0 358,8 40,0 0,0 15,0 250,0 61,2
1122 | 11242 88,5 13,7 0,0 50,0 106,3 150,0 54,2 0,0 0,0 154,0 30,0 0,0 14,0 425,0 38,0
113 988,1 1440 0,0 1251 0,0 30,0 0,0 15,0 0,0 0,0 250,0 90,0 9,0 0,0 325,0 0,0

114 1107,3 65,0 107,3 0,0 0,0 32,4 475 57,8 0,0 0,0 362,5 0,0 3,0 0,0 2440 180,8
116 619,4 122,0 248 0,0 0,0 104,5 46,3 9,0 0,0 10,2 184,9 0,0 17,1 2,3 50,0 48,0
117 11455 | 173,8 0,0 87,5 0,0 1411 95,0 85,0 0,0 0,0 20,0 39,8 0,8 14,3 482,0 0,4

118 878,0 87,0 56,4 24,0 0,0 40,0 266,5 0,0 0,0 15,4 104,8 0,0 4,2 19,0 219,0 41,7
119 918,2 121,0 37,0 13,0 0,0 0,0 3715 0,0 0,0 0,0 27,3 30,0 15,0 0,0 235,0 68,0
120 610,0 0,0 148,9 0,0 0,0 12,5 0,0 260,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0 125,0 61,6
121 925,0 35,1 1,0 0,0 35,0 35,0 7,0 30,9 75,0 0,0 372,5 0,0 0,0 75 175,0 150,4
1221 807,7 109,0 45,0 0,0 0,0 76,5 10,0 75,0 0,0 0,0 220,0 26,0 19,3 13,1 212,5 0,3

1222 662,6 41,0 68,0 0,0 0,0 107,7 9,0 54,5 0,0 0,0 145,0 47,0 14,3 81 150,0 18,0
123 1164,1 37,0 15,0 0,0 42,8 449 1743 133,7 0,0 0,0 390,7 7,5 16,3 0,8 300,0 04

124 1120,7 78,0 0,0 0,0 69,1 93,3 66,6 132,3 0,0 70,4 70,1 0,0 27,1 4,5 500,0 9,3

125 961,6 104,5 334 100,0 0,0 53 75 35,0 0,0 14,4 115,8 12,0 13,0 3,0 500,0 17,8
126 1213,6 | 246,0 0,0 0,0 0,0 45,6 0,0 159,6 0,0 67,9 200,0 0,0 455 0,0 430,0 17,0
127 1159,7 82,5 2,2 0,0 0,0 68,4 85,3 142,4 0,0 0,0 325,0 55,0 10,5 10,0 375,0 3,5

128 1218,9 0,0 66,0 19,0 0,0 148,6 380,5 60,3 0,0 0,0 137,5 0,0 10,1 29,5 200,0 160,4
129 1049,8 | 109,0 26,3 15,0 0,0 0,0 75,0 102,0 0,0 0,0 364,0 25,0 9,8 0,0 269,0 54,8
130 781,4 774 0,0 0,0 4,7 30,0 70,0 50 24,3 31,7 170,4 0,0 14,9 16,3 230,0 95,7
131 1076,0 | 117,0 71,0 0,0 0,0 7,5 163,9 135,0 0,0 0,0 33,0 0,0 134 50 425,0 105,2
132 1002,9 75,0 37,5 37,5 0,0 65,0 167,5 29,4 0,0 0,0 273,8 0,0 0,0 41,0 265,0 11,2
1331 773,3 117,0 194 0,0 0,0 10,5 97,5 0,0 45,0 0,0 365,3 0,0 9,0 36,0 39,0 34,6
1332 | 11694 58,0 21,6 45,0 0,0 26,3 84,0 75 0,0 0,0 448,6 10,0 75 24,5 350,0 85,3
134 1092,5 42,0 0,0 0,0 116,3 0,0 0,0 250 0,0 0,0 186,0 10,0 17,2 47,0 635,0 14,0
1351 | 1091,2 35,0 41,8 0,0 0,0 2,8 51,2 249 0,0 0,0 432,4 0,0 3,6 10,0 275,0 213,0
1352 832,0 42,0 454 50 0,0 2,8 6,2 22,4 0,0 0,0 299,9 10,0 3,3 0,0 350,0 39,0

XXI




136 756,4 79,0 0,0 90,0 0,0 10,0 0,0 71,9 0,0 0,0 80,0 0,0 0,0 0,5 425,0 0,0
137 1071,4 42,0 12,9 0,0 57,0 45,0 76,5 19,5 68,8 0,0 169,4 50,0 10,5 3,0 405,0 108,8
138 1371,3 | 198,0 177,3 28,8 0,0 0,0 125,0 192,0 0,0 0,0 62,5 0,0 16,5 0,0 525,0 46,2
139 1010,4 86,5 131,3 40,0 0,0 76,3 125,0 30,9 0,0 0,0 100,0 20,0 0,0 0,0 400,0 0,0
140 1156,4 59,0 0,0 150,0 50,0 17,5 37,5 1479 0,0 0,0 200,0 0,0 0,0 9,0 485,0 0,0
141 868,6 132,5 25,0 0,0 0,0 30,0 270,0 182,0 0,0 0,0 225,0 0,0 3,6 0,5 0,0 0,0
142 740,5 40,9 30,0 23,0 0,0 22,5 128,0 90,8 0,0 0,0 158,0 3,0 4,8 0,5 200,0 39,0
143 771,6 10,0 91,0 0,0 49,4 0,0 98,9 119,2 0,0 0,0 247,1 0,0 4,0 5,0 112,5 34,3
144 976,4 8,5 15,0 0,0 17,5 48,8 184,3 6,0 80,0 0,0 40,0 0,0 8,5 0,0 431,0 134,2
145 1027,8 | 124,8 55,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 28,8 272,6 0,0 25,2 36,2 325,0 159,3
1461 | 1190,3 | 168,0 46,7 0,0 0,0 185,9 116,0 0,0 84,8 0,0 0,0 78,0 24,2 0,0 425,0 57,3
1462 914,4 126,0 40,0 0,0 0,0 87,4 213,0 0,0 80,5 0,0 0,0 20,0 20,3 3,6 245,0 74,1
1471 | 12035 61,0 77,8 0,0 0,0 82,0 52,5 14,0 90,6 0,0 4497 0,0 9,6 29,0 179,0 150,9
1472 | 11950 | 106,0 93,1 0,0 0,0 85,0 57,5 98,8 90,6 0,0 332,6 8,0 9,6 0,0 250,0 58,3
149 878,7 92,9 47,5 0,0 0,0 54,4 60,0 30,0 0,0 0,0 74,4 6,9 2,6 0,0 366,0 1438
150 1252,0 | 158,0 55,0 0,0 0,0 0,0 10,0 22,5 0,0 0,0 625,0 0,0 21,0 9,5 350,0 05

XXI11
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