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Uvod

1. UvOD

11.9DOLGDFLMD DQDOLWLPNH PHWRGH

2SUH SULPMHQMLY SURSLVONWNRNXDPHW RGXWQH SRVWRN
regulatorni zahtjevismjernice, UD]J]OLpLWL SULVWXSL RSUHQLWRJ L VSHFL
postupak dokazivanjda je DQD O IPMMPRIGD LVSLWQL LOL PMHUQL SRVWX
RGUHYHQM, Qbd3rMskupljanje objektivnin dokaza da navedena metoda ispunjava
RGUHYHQH Thekidmiduwede Malidacije girebno je definirati svrhu metodedrediti
prikladne parametre validacjjepostaviti kriterije prihvatljivosti, napravitilaboratorijske
eksperimente, obraditi podatke te usporediti rezultate s postavljenim kriterijima (1).
=DAWIROLGLUDWL D QPvenstéehd dXe proéfasidh@nda'bdgovornost BalILpDUD NDNF
bi dobio viziju R WRPH NROLNR VH Xt¥ Stiamins WijeHr4titnBNARIM AL R MEKN X M H
1DGDOMH SRVWRMH L VOXAEHQL UHJXODWRUQL ]JDKWMHY
ODERUDWRULMVNH SUDNVH '/3 )'$ 'REUH SURL]YRYDPpN
prakse (DAP)JSO norme po kojimas RVWXSFL YDOLGDFLMH DQDOLWLpPNLK
OHWRGD VH YDOLGLUD SULMH XYRYHQMD QRYH PHWRGH X XSF
metoda validira te kada se sama metoda promigadagovorimo o potpunoj validacijona se
provod kod razvoja nove ili prenamjes RVWRMHUH PHWRGH GRN VH GMHORP
NRG SREROM&aADQMD LOL SULODJRGIEHWIRVYVERRHIMR WG HN RS
metode na drugi instrumeristi postupci se ne primjenjuju na sve Re6H 5D]OLpLWR VH S
validaciji kvalitativnih i kvantitativnih metoda (3).
QULMHPH L QRYDF XORAHQL X YDOLGDsEKkRMDD QB OLHV YR N H VRN
LVSODWLWL WLMHNRP NRULAWHQMD PHWRGHjn8st)fiBdvimM XL VLJ

podacima.



Uvod

1.2.0snovni parametri validacije

3DUDPHWUL YDOLGDFLMH PHWRGH GHILQLUDQL VX X UL
PHYXQDUR G Q L Kkdd@GERdpiBariuHiteyauri3 RN X4DM KDUPRQL]DFLMH QD
farmaceutskeprimjene od wane ICH (International Comneié for Harmonisation) Kkoji
VDpLQMDYDMX UHJADRa\ERrop@ Hapan@)Q FLMH L]
Tako XV X J OiDtéddtQrho najcitiraniji parametri validacije su:

1. Linearnostgeng. Linearity

N

Granica detekcije (LODeng. Limit of detection

w

Granica kvantifikacije (LOQ)eng. Limit of quantification
4. Preciznosteng. Precision

x Ponovljivost,eng. Repeatability

X OHYy XS UH Febhd QrievhWdiate precision

x Obnovljivost,eng. Reproducibility

o

7 R b Qé&hy. Wccuracy
6. SS H F lostspl€ktivnosteng. Speificity/Selectivity

7. 3RGUXpMH eBgJ RantyeH Q H

Kombinacijom gore navedenih parametara oblikuje se plan validacije.
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7TDEOLFD O9DOLGDFLMVNL SDUDPHWUL SRWUHE@L ]D YDOL

Kvantitativna | Limit test

NE

7RPQRVW

Ponovljivost

OHYXSUHFL]

Selektivnost

Granica detekcije

Granica kvantifikacije

Linearnost

3RGUXPpMH S

Tablica 1.2.2Kfriterij prihvatljivosti ovisne o koncentraciji analita prema procjeni AGAR)

Linearnost

Koeficijent korelacije Use 5

Preciznost

Ponovljivost retencijskog vremena (Rt)
SBRQRYOMLYRVW PMHUHQMD SRYUA&aL
SBROQRYOMLYRVW RGUHYLYDQMD NRQ 56' "

Intermedijarna preciznost (koncentracija)

7RPQRVW

,VNRULAWHQMH 5HFRYHU\ 90-110 %




Uvod

1.3.9DAaQRVW FLWUDWD X XULQX

BUROLWLMD]D R]QDpPpDYD SULVXWQRVW NDPHQDFD X XL
bDALFDPD LOL QDNDSQLFDPD EXE)Y Badti Lritathbg Raktd U @ajeQ RP P N
]JDX]JLPDMX YDA4QR PMHVWR X VYDNRGQHYQRM OLXEpDLONR M
NDPHQDEFD WLMHNRFHADYRWHIRUNMH X UDVSR@®X ARG ESHWH GRH GIH
je LIPHYX pHWYUWRJ L SHVQR L GHQ/MH WO MEXBDUBDENDRIRENNCPIHQ D F T
inhibitori stvaranja, UDVWD WH Kk&EXAUYDEMDYHOLNX XORJX X QDVW
kamenaca.. RG JGUDYLK SRMHGLQDFD WL LQKLELWRUL SUXADMX |
nastajanja budH AaQLK NDPHQDFD DRLWBDWUND QO IMKRPDMYDAQLML L
LPDMX LQKLELDQMMKIGDGBNVOWRYMDQMH EXEUH&QLK NDPHQDFI
LQKLELUD QDVWDMDQMH PRNUDUQLK NDPHQDFD WH VPDQMH
EXEUHAQLKRERBNQWLEXEUHAQLK NDPHQDFD &LWUDW XV

kamenacawbma mehanizminta

1. Vezanje za kalcijpLPH VH VP D Q ktxchhiiackh RalthaNd@bitniji je, odnosno
glavni mehanizan(6, 7).

2. Inhibiranje kristalizacije kalcij oksalata i kalcij fosfata aglomeracijom kalcij oksalata.
Citrat djeluje kao jaki inhibitorasta kalcijevog fosfata. Pored togérat ima sposobnost
smanjtiNULVWDOL]DFLMX NDOFLMHYLK RNVDO®PWD L]D]YDQL!

6YUKD L]J]OXpLYDQMD fikrashal) @&psorpija gadtuleulbrnivitdnsport i sinteza
renalnimstaniama 3URNVLPDOQL WXEXOL U8DDg YiRrdriog cittatd ¥e ¥ HUL Q X
LIOXpLYDQMH FLWUDWD ]DQHPDULYR $FLGRED]QL VWDWXV L
$ONDOR]D SRYHUDYD L]Qy4 [atidoRegnidrjujer ToVreADWDD Q IGGR® UD]LQDP
LOQWUDFHOXODUQRJ mF tedgdfiziyy itrat® O Ban2O QM pLYDQMD FLW
,JOXPLYDQMH FLW U DW Dhipdkdle@ipi Mijgtdrp RS D HY GRIJRWHLQD ALY RW I
porijekla te infekcijama urinarnog traktd0). /LPXQVND NLVHOLQD MH YDAaDQ
metabolizmuWH QDMMDpH VUHGVWYR ]D NIgr2 S O al@yukabinhibitédt NDOF LI
uspfHpDY BQ MM V iLsioHApdr\hdbrmiranjekalcijevogoksalata(11).

U ljudskom se tijelu citratmetabolziraju L L]OXpXMX E XE U HfisiRrostW HrnM@MLKR Y L

doprinosi inhibicijskom potencijalsmanjenja kistalizacije kalcijevih soli.
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BXEUHAQL EROHVQLFL LRBGQMEDYDNMMRG QriRbske iiseli@XpLYDQ M
koncentracije urina odnoswnazdrawe pojedirce (12). 5D]LQD FLWUDWD X PRNUDUOL >
SUHKUDPEHQLP QDYLNDPD WH V RE]LUPRPAQVRWR QMMNLKD BIQR
natrja RSUHQLWR VP D Q MaXtMinlWJ@G IWU@X LY IDVQ WHIDINY SLRWVWD/MRD YDAaDQ [
SURFMHQL SUH]DVLUHQRVWL XULQD (NP OKratkd, thipadrratarljsvV D O D W L
QLVND UD]JLQD L]OXpLYDQMD FLWUDWD XULQRP SRMDpDYD
smanjuje inhibiranje kristalizacije kalcijgt WLPH SRYHUDYD UL]JLN RG QDVWDQN

(14).



Cilj rada

2.CILJ RADA

Novija LVWUD&LYDQMD SR N D] 2a@bskéspehrdididineSiRRéNeBAd H (i H
SRQHNDG QHPDMX ]DGRYROMDYDMXiX RVMHWOMLYRVW L V
NURPDWRJUDILMRP RPRJXUDYD G H VérdlNaFuluoEkuSIXM@ R QLALK NRQ

6XNODGQR WRPX FLOMHYL SUHGORAHQRJ LVWUDALYDQMD EL

1. 3URYHVWL YDOLGDFLMX DQDOLWLpPpNH PHWRGH LRQVNH NI
2. Utvrditi NRUHODFLMX GRELYHQLK UH]XOWDWD é&h@rkskey LYD QML
spektrofotometrijskom metodomrmsetodom ionske kromatografije



Ispitanici i metode

3.ISPITANICI | METODE

3.1 Ustroj studije

BURYHGHQR LVWUDALY D QdvbEsskdtiohidl M H @ Rttfje0dnBsm D p H O X
NDR WLSLpQD PHWRGD LVWUDALYDQWMD SUMWNHNDWIUDLA LY DK
RSDADMQL WLS HSLGHPLRORANLK LVWUDA&LYDQ MMliziraRRAaH ELW
se poddFL GRELYHQL X RGUHYHQRP WUHQXWNX WH MH QDJODVD
XVSRUHGEL G WDnetddadl @ B OLNW PHW RGRP DQDOLWLpPNRJ LVWUD&
LVWRGREQR LVWERAXMW LS WL/ PR DRMN X]JURPQRJI pLPEHQLND

odnosno skupini ispitanik@b).

3.2 Ispitanici

=D SURYRYHQMH SUHGORAWGRD LMWK UDALYRP@MIO(WERERJ
OHGLFLQVNRJ IDNXOWHWD X 2VLMHNXXpHYPR UDAQDWXP®MPBIQUK >
XULQD SDFLMHQDWD V XUROLWLMD]RP SULNXSOMHQLK QD 2
KILQLpNRJ E R@aXshdk Bdl. rejha do 11rujna 2015. godine.

3.3.Metode

3.3.1. Laboratorijska spektrofotometrijska PHW R G D R G titkhfaluMubnQ igpdanika

&LWUDWL VX RGUDYVHQ Lm&st&ldm kvj&) $& [Za3Mr P dd phvy envex iR ke
NLQHWLNH ]DYUEGQH WRpPNH X 89 SRGUXpMX $QDOL]JH VH R
Olympus AU 680.



Ispitanici i metode

Princip metode:

Limunska kiselina (citrat) pretvarse u oksabacetat i acetat u reakickatalize uz enm citrat
liazu (CL).

1. Glavna ili primarna reakcija
citrat  CL 5 oksaloacetat + acetatg)l

U prisutnosti enzima 4dmalat dehidrogerme (L-MDH) i L-laktat dehidrogenaz (L-LDH),
okasalacetat i njegov dekarboksilirani prodyktuvat, reduciraju se u imalat i L-laktat,
odnosno dolazi do redukcije nikotinaradenin dinukleotida (NADH(17,18).

2. Indikatorska reakcija
oksaloacetat + NADH + H L-MDH 5L-malat + NAD

3. Indikatorska reakcija

piruvat + NADH + H*  L-LDH _L-malat + NAD

=R
_.ROLPLQD RNVLGLUDQRJ 1$'+ X UHDNFLML L MH SURSR
RGUHYyXMH X] DSVRUEDQFLMX QD 0OSWQhNL \@RV BhHLR LSV P

apsorpcijskim svojstvima koenzima NADi NADP®, odnosno njihovihreduciranih oblika

NADH; i NADPH,. Reducirani koenzimi (NADKi NADPH, DSVRUELUDMX VYMHWORYV
390nm, maksimum na 338m. Oksidirani koenzimi (NAD i NADP") ne apsorbirajsvjetiost u

WRP SRGUXpPpMX 2NVLG DnanjyeRNADHHI IDADY. ReH8KEloM Be ®psorpcija
SRYHUDYDuNABH ) (19).
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Reagensi:

Svi sureagensi komercijalno dostupni (Boehringer MannhenBiépharm, Roche Cat.NdLO
WH LPDMX VOMHGHUL VDVWDY

R1:
x 1.4 g liofilizata pufera glicilglicina pH cca. 7.8
X L-malat dehidrogenaza cca. 136 U
x L-laktatdehidrogenaza cca 280 U
X NADH cca. 5 mg
R2:

x 50 mg liofilizirane citrat liaze cca.12 U

Kontrolni materijal: 5 mmobtopina Nacitratadihidrata(Art.6448, Mer&-Alkaloid)

Priprema reagensa za analizu:

2WRSLWL VDGUAaDM ERpPLFH 5 X PO UHGHVWLOLUDQH YRGH
vode.

Prikupljanje i obrada uzoraka urina:

2GUMBIQMH FLW UD24/datnddrinB keR pidthbdne pripreme.
SDFLMHQW NRMHPX VH RGUHyX\VOMKPWYR @D X \Wuvolitigaxey, O SHMVUHH X |

$ODOLWLDPND SURFHGXUD

Kontrolni uzorci i uzorci urina analizirani su na automatskom analiza®dympus AU 680,
SUHPD |DGDQLP VSHFLILPQLP WHVW SDUDPHWULPD

X —/ X]JRUND
X —/ 5
X 60—/ 5



Ispitanici i metode

Slika 3.3.1.1. Biokemijski analizator Olympus AUGEX WRU VOLNH +UYRMH 6XpLiU

3322/ DERUDWRULMVND PHWRGD RGUHYLYDQMD FLWUDWD X XU
(1C)

Sustav za ionsku kromatografiju DiondS-3000 (u daljnjem tekstu: ICGS000)
S U HénYjedza kvalitativnu i kvantitativnu analizu iona (aniona i kationa) u raznim vrstama
WHNXULK X]JRUDND 5D]GYDMDQMH LRQD X X]J]RUNXe,AH SRVW
GHWHNFLMD L NYDQWLILNDFLMD VH YUGL RGUHYLYDQMHP YRC

Princip metode:

BULQFLS RGMHOMLYDQMD DQLRQD WHPHOML VH QD WHRULM
NROLpLQD X]JRUND XQHVH VH X SHWOMX LQMH& WuRié¢kroz8]RUDN
NRORQX X NRMRM VH QDOD]JL DQLRQVNL L]JPMHQMLYDp VWDFI
SXWRYDQMD NUR] NRORQX UDVSRGMHOMXMX L]PHYyX VWDFLRQD
ionsko LIPMHQMLY D p dHisligd v@aRWMHAHL] NRORQH QDNRQ NUDUHJ LOL
SHULRGD NRML QDJLYDPR UHWHQFLMVNR YULMHPH aAWR RYLVL
na izlasku iz kolone detektira denduktometrijskim detektoromDa bi se smanijila pozadinska

10
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vodljivostmoELOQH ID]JH L SRYHUDOD RVMHWOMLYRVW PHWRGH DQLR
ulaska u detektor prolaze kroz supresor u kojem se ioni eluensa zamjenjuju za vodikove ione. Na
osnovu retencijskog vremen#eskas aniona na kromatogramu dokazui@n GD MH RGUHVYHQ D
SULVXWDQ X RWRSLQL D QD RVQRYX L]PMHUHQH YRGOMLYRVWL
NDOLEUDFLMVNRP NULYXOMRP SULSUHPOMHQ RPkogentradijyy WLP X\
aniona u uzork20).

Priprema standarda za kalibraciju:,

.DOLEUDFLMVNH WRpNH L VWDQGDUGL VX QDSUDYOMHQL UL
Chromatography Standard Solution (Flulé&730, 05/2016)5DJ]UMHYHQMD VX UDYyHQD V
vodom prema Tablici 3.3.2.1.

Tablica 3.3.2.1Priprema kalibracijskih standarda

CITRATI
Koncentracijgmg/l) Cl1 C2 (C3 C4 C5H C-6
J)DNWRU UDJUMHYHQ 1 | 2000| 800 | 400 | 200 | 125 | 100
Koncentracija (mg/L) 1000 0,5 | 1,25 | 2,5 5 8 10

VOLUMEN (ml/ml)

)DNWRU UDJUMHYHQ 1 |2000] 800 | 400 | 200 | 125 | 100

Volumen osnovnog standarda (n - 0,025| 0,025 0,050| 0,100/ 0,080| 0,100

Volumen tikvice (ml) - 50 20 20 20 10 10

Prikupljanje i obrada uzoraka urina:

8]RUFL VH XJRUNXMX X pLVWH SROLH Weét@msapkitdjH uln@aku ViavV DN O H |
temperaturod 2 do8 f &Jzorci se analiziraju u roku 24 saRG X]RUNRYDQMDabb GR WD
u hladnjaku na temperaturi od 2 d¢ &

Uzorke je potrebno profiltrirati prije inktiranja kroz membranski filteiy H O L p L Q19,45 R-WPH

te razrijediti sultra pLVWRP YRGRP X RGJR Yt 3¢ Xa HrializR Prgndde Xi

Dionex Polyvialposudice o6 PO L ]D pitbB8Capé pHSRP NRML VDGUAL X VHEL
Tijegkom LQLFLUDQMD X]JRUDN VH XM&@DR L ILOWULUD NUR] P

11
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$ODOLWLDN Di dijéldriph@itaU D

ICS MH VXVWDY SUH4#ny brahzQ ahbnaViLkatona sastoji se od
nekoliko dijelova: autosamplera (AS40), pumpe za eluens (DP), ejaeatatora (EG) i odjeljka
]D VPMH&AWDM NRORQD L GHWHNWRUD '&

1. AS40
$6 MH XUHYyDM NRML RPRJXUXMH DXWRPDWVNR LQMHNWLULI
SURJUDPLUDQRM VHNYHQFL X VRIWYHUX DSDUDWD 8]RUFL V
podaudice od 5 ml (Dionex PolyVial5® |JDWYRUH VH SRKVHEQHUHSRP YLOW!
(Dionex Filtar Caps for 5 ml PolyVia) iIBMHaAWDMX X ND]HVgdsudicd B MS40€aVD QH &
PRE VPMHVWLWL QD Mosudichima, aNzDg#é¢\Wasudé sse RAH L]YUALWL GR
injektiranja uzorkg22).

2. DP
DP (Dual Pump) modul se sastoji od dvije pumpe za elimapa 2 (ISOCRATIC) je spojena
na posudu od 2 | u kojoj se nalaziuljpd VWD YRGD RG NRMH VH X (* DXWRPDW
RGUHYLY Da@KdliHhifr@xéidR Q2+ 3XPSH VX SUHGYLYHQH ]D UDG SUL
protok 0d0,001 do10 ml/min.

3. EG
(OXHQW JHQHUDWRU (* VOXAaL ]D VSUDYOMDQMH SURL]JYRO
.2+ X aHOMH Q R fjek¥r &hBlideQ &lavni gelovi su naponska jedinica, uyggD M ] D
RWSOLQMDY D gokcentratob LleMeXsaD(Didnex EGC 1l KOH) i @RC kolona za
GRGDWQR XNODQMDQMH QH LYWW R U]D X BI® YSHIQ \AM00 IENM HR SUH G |

4. DC

U DC (Detector Compartment) moduhalaze se dva sustava za simultanu analizu aniona i
kationa. Sustav za odiet YDQMH D QLR QM NG M WM RKNigekbEkiB/ &tNSaetljom

]D X]JRUDN ]D DQLRQH RNR O SUH-EGNRXGROMD) | kKalh® H[ ,213
(Dionex IONPAC AS19 4 x PP HOHNWUROLWLpNERS\ER0P Uddtekod 'LRQF
vodljivosti (CD). Temperatura DC moduluPRaH VH 8 R§behd LW Lf &

12
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=

Slika 3.3.2.1lzgled glavnih komponenti IGS8000 aXWRU VOLNH +UYRMH 6XpLU

33.6 WDWLVWLPpNH PHWRGH

2VQRYQL SDUDPHWUL YDOLGDFLMH REUDYHQL VX PHWRG|
WDEOLPQR 8VSRUHGED GRELYH@L$O WRPXD W DKW R XRUALNIDYP QD |
OHWRGH VX XdSigjehtdmpnHQrélacije metad te PassingBablock i Demingovom
regresijskom analizom=D SULND] UH]XOWDWD L VWDWLVWLpPNX REUDG
programi Excel 2010, MicrosofOffice (Microsoft, Redmond, SAD), MedCalc v12.5.0.0.
(MedCat Sotware, Mariakerke, Belgija) IBO 84661:1990.
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Rezultati

4. REZULTATI

41.9DOLGDFLMD DQDOLWLpPNH P H Wd®admh ipDske dntadtpgrafizQMH FLWU
(1C)

Provjereniss MHGHuUL SDUDPHWUL YDOLGDFLMH

4.1.1.LINEARN OST

ORIJXUQRVW PHWRG KHH®MR PAdGRr&zUltAtp Rroporcionalnekcentraciji
analita u uzorkuazivamo linearnost SWYUyYyXMH VH L]kbD@&E& NDOLEUDFLMV

Priprema staatardnih otopina za kalibracijski pravac

Otopine se pripremaju iz certificiranog referentng materijala (CRM) Citrate lon
ChromatographyStandard Solution (Flukal.ot 38730, 05/2016)koncentracije 1000 mg/l
PULSUHPOMHQ@R IMEH BHIVMW N L K kjRKe Da\r€ ultstihBlikieDriké z ani SLlu

Tabici 4.1.1.2

Tablica 4.1.1.1. Priprema kalibracijskih standarda cittatdJ D] OLpLWLP NRQFHQWUDFLN\

Koncentracijgmg/l) cC-1 C2 C3 C4 C5 C-6
J)DNWRU UDJUMHYHQ 1 | 2000| 800 | 400 | 200 | 125 | 100
Koncentracija (mgjl 1000 05 | 1,25 | 2,5 5 8 10

VOLUMEN (ml/ml)

J)DNWRU UDJUMHYHQ 1 | 2000| 800 | 400 | 200 | 125 | 100

Volumen osnovnog standarda (n - | 0,025| 0,025| 0,050| 0,100| 0,080/ 0,100

Volumen tikvice (ml) - 50 20 20 20 10 10

14



Rezultati

Tablica 4.1.1.2Rezultati analize standardnih otopeiata X UD]J]OLpLWLP NRQFHQWUDF

1
1
1
2
2
2
3
3
3
4
4
4
5
5
5
6
6
6
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.DOLEUDFLMVNL Stadicom41.133UDYyHQ MH

4.1.13. 3BRPRuUQita MDDIEfUDpPpXQ NRHILFLMHQDWD NDOLEUDFLMVNRJ

Rezultati

Xi Xi” Yi yiZ Xi*Yi Xi- Yi-
1 0,5000 0,2500 0,1066 0,0114 0,0533 -4,0417 | -0,5239
2 1,2500 1,5625 0,2154 0,0464 0,2693 -3,2917 | -0,4150
3 2,5000 6,2500 0,3727 0,1389 0,9318 -2,0417 | -0,2578
4 5,0000 | 25,0000 | 0,6879 0,4732 3,4395 0,4583 0,0574
5 8,0000 64,0000 1,0747 1,1550 8,5976 3,4583 0,4442
6 10,0000 | 100,0000| 1,3254 1,7568 13,2543 | 5,4583 0,6950
SUM 27,2500 | 197,0625| 3,7827 3,5816 | 26,5458 | 0,0000 0,0000
45417 32,8438 | 0,6305 0,5969 4,4243 0,0000 0,0000

i e G- 2] - ) | - ) | o )(yim ) i
1 0,1140 -0,5164 | 0,2667 | 16,3351 | 0,2745 2,1174 0,1140
2 0,2099 | -0,4206 | 0,1769 | 10,8351 | 0,1722 1,3661 0,2099
3 0,3696 -0,2609 | 0,0681 4,1684 0,0664 0,5263 0,3696
4 0,6890 0,0586 0,0034 0,2101 0,0033 0,0263 0,6890
5 1,0723 0,4419 0,1953 | 11,9601 | 0,1974 1,5363 1,0723
6 1,3279 0,6974 0,4864 | 29,7934 | 0,4830 3,7934 1,3279
SUM 3,7827 0,0000 1,967 | 73,3021 | 1,1968 9,3658 3,7827
0,6305 0,0000 0,1994 | 12,2170 0,1995 1,5610 0,6305

Legenda:

Xi - koncentracija
standardne otopine

(mg/l)

yi- SRYUALQL
standardne otopine
srednja vrijednost 3

UHSOLNH S

- srednja vrijednost
koncentracija
standardnih otopina

- srednja vrijednost
SRYUaLQD
standardnih otopina

i- SUHGYLY
YULMHGQRYV
pika standardne
otopine na osnovu
kalibracijske funkcije

SUM - zbroj svih
PODQRYD X

AVE - srednja
vrijednost svih
PODQRYD X

Rt - retencijsko
vrijeme

OGUHVHQL VX NRHILFLM H Qavh) t&lHdeitijErtl RoFelakljeti Bete@ihaxier D

() VD VOMHGH{iLP MHGQDGA&EDPD

U

MHGQDGAED SUDYFD

L=E>T

(1)
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Rezultati

| e ToF TEWF &

>L B
| (g TOF T8

)

L]JUDpPpX QDY D Q MHnagiR prakdal. M H Q W D

=L QF >T§ ©

LIUDpXQDYDQMHRIRMMHPDMH@QIWRVL \

" | e ToF TEWF 8 (4)

81 [ TuF T® 81 [ WF §°

LIUDpXQDYDQMH NRHILFLMHQWD NRUHODFLMH

< (; i )
| g WF 8 (5)

NSL‘C. .6
|t@3.LbF$,

LIUDPpXQDYDQMH NRHIEFLMHQWD GHWHUPLQDFLMH
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Rezultati

Citrati

14

1,2

Pov. (uS min.)
o o o9
N [)] [o]

o
(V)

0 2 4 6 8 10 12
Koncentracija (mg/l)

Slika4.1.1.11. Kalibracijski pravac za analizu citrata ionskom kromatografijom

PUHPD MHG QD@ b pobatcimaz TaHici LIUDpXQDWH VX VOMHGH
parametara kalibracijskqmavca:

b=01278—6 PLQ O PJ

a= 00502 —/®&in

r?=0,9999

r =0,9999

JHGQDGAED NDOLEUDFLMVNRJ SUDYFD SUHPD L]JJOHGD RY

y = 0,0502 + 0,1278 x
(6)
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Rezultati

Odnosno,NDGD VH WUD&L QHSR]QDWD NRQFHQWUDFLMD L] SRYU?
x = (y-0,0502)/0,1278 (7)

Parametar r (koeficijent korelacije) kalibracijske krivulje ZADOVOLJAVA  kriterij
prihvatljivosti ( > 0,9%).

4.1.2. GRANICA DETEKCIJE

Granicadetekcije (_LOD)GRELYHQD MH SRPRUX VOMHGHUH MHGQDGAEH

1gL A (®)

gdje jeb nagib kalibracijskog pravca,,$ezidualna standardna devijacija kalibracijskog pravca

UDpXQD VH SUHPD MHGQDGAEL Q MH EURM PMHUHQMD V
g/ & laid:
5L 476 9

19



Tablica4.1.1.43RPR U Qiéa MDDIEfUDpXQDYDQMH VWDQGDUGQH GHYLMDF

Rezultati

S MHGQDGAEDPDe Tabicom 4.1.14. LJUDpXQDWD MH

R G U H Yy titraba@étdadomiC koja iznosi:

n=18

Pov.
(stvarna) Pov. )

Konc. X i SURFMI  y-© (yi- §°
1 0,5000 0,1066 0,1140498 | -0,0074831 0,0000560
. 1,2500 0,2154 0,2098776 0,0055557 0,0000309
. 2,5000 0,3727 0,3695908 0,0031092 0,0000097
p 5,0000 0,6879 0,6890170 | -0,0011170 0,0000012
. 8,0000 1,0747 1,0723286 0,0023714 0,0000056
. 10,0000 1,3254 1,3278696 | -0,0024362 0,0000059
27,2500 0,6305 SUM 0,0000000 0,0001093
AVE 0,0000000 0,0000182

JUOM 1zZED GHW

S, =0,002614102

LOD = 0,068mg/I (0,00035 mmol/l)

4.1.3.GRANICA KVANTIFIKACIJE

Granica kvantifikacije (LOQ)GRELYHQD MH SRPRiUX VOMHGHiIH MHGQDGAE

540 4
© (10)

.13L
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Rezultati

Gdje jeb nagib kalibracijskog pravca,% MH VWDQGDUGQD GHYLMkéaddseéD RGVM
UDpXQD SUHPD MHGQDGAEL

6 MHGQDGAED f®Dablicorn4.1.1.4.L]JUDpXQDWD MH JUDQLFD NYDQWLIL
citratametodom IC koja iznosi:

LOQ = 0,20mg/l (0,0010 mmol/l)

4.1.4.PRECIZNOST

Preciznost je izraz slaganj@ Hy X Q InjdRe®ja izvedenih iz istog homogenog uzorka

pod propisanim uvjetima
a) REPETIBILNOST (PONOVLJIVOST)
Precizrost pri uvjetima ponovljivostiX NUDUHP YUHPHQ {ed&hRlab)R B REGIQPO MH

mjerenjen kontrolne standardne otopine citr&@ncentracije 5 mg/IRezultati su prikazani u
Talici 4.1.41.
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Rezultati

Tablica 4.1.41. Repeibilnost (ponovljivos)u NUDUHP YUHPHQWNd®PdJahp]GREOMX

INJEKTIRANJE Rt 32954,1% KONCENTRACIJA
BROJ (min) —6 PLQ (mg/l)
1 36,510 0,6688 4,8420
2 37,027 0,6671 4,8288
3 36,821 0,6816 4,9418
4 36,833 0,6873 4,9864
5 36,743 0,6895 5,0040
6 36,430 0,7088 5,1547
7 36,890 0,6991 5,0791
8 36,487 0,6883 4,9943
9 36,863 0,6876 4,9890
10 36,400 0,6901 5,0086
Srednja vrijednost 36,7004 0,6868 4,9829
SD 0,223145294 0,012453183 0,097378769
RSD (%) 0,61% 1,81% 1,95%

PRQRYOMLYRVW UHWHQFLMVNR Jcitrdthhhietdd@d IC5ixMosi |Gl RGUHYL Y I
PRQRYOMLYRVW PMHUHQMD SiRatdhétoddim idkke Rrohiatdgrafije kziidsy D Q M H
181% aWAROVOLJAVA kriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %) PRQRYOMLYRVW RGUH
koncentracijecitrata metodom ionske kromatografije izno%i95 %  aVEAROVOLJAVA

kriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %)
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Rezultati

b) INTERMEDIJARNA PRECIZNOST

Intermedijarna preciznostRGUHYHQD MH PMHUHQMHP otdpiRrQaaitROQH V
koncentraciie 5 mg/INUR] GXaH Y UHPH Q& thRa) B2(IGiR feOhbaze Tablici

4142 PRQRYOMLYRVW R G U H ycltrétB dib8onNieneke HrQrivatddpefije Mz hbsi
2,21%, a \MADOVOLJAVA kriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %)
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Rezultati

Tablica 4.1.4. Intermedijarna preciznolRGUHYLYD QIMR JFEWAHD WOHPHQVNR UD](

dana)

INJEEEOR?NJE DATUM KONC(E”I:Ig'I;EACIJA

1 14.9.2015 4,8425

2 15.9.2015 5,1999

3 16.9.2015 4,8565

4 17.9.2015 4,9699

5 18.9.2015 5,1125

6 21.9.2015 4,9214

7 22.9.2015 5,1269

8 23.9.2015 4,9299

9 24.9.2015 4,9299

10 25.9.2015 5,1168

11 28.9.2015 4,9658

12 29.9.2015 5,1699

13 30.9.2015 4,9990

14 1.10.2015 5,0129

15 2.10.2015 5,1169

16 5.10.2015 5,0169
Srednja vrijednost 5,0180
SD 0,110654115
RSD (%) 2,21%
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Rezultati

415.72y1267

7 R p Qrietoulé U Bna jemjerenjem kontrolnih standardnih otopicigratakoncentracije
5mg/NUR] SHULRG RG GHVHW X]D#dvdRYSHOQAK VY WMHG&GIQ M D \SNUR.ULEA R

(Tablica 4.1.5.1.)

Tablica 4.1.51. ,V N R U L(Ratodedyldtéhdadne otopinecitratakoncentracije sng/l

iegpmoe | U | < [ 87 AT
(mg/l) (mg/l) Recovery(%)
1 5,000 4,842 96,84%
2 5,000 4,829 96,58%
3 5,000 4,942 98,84%
4 5,000 4,986 99,73%
5 5,000 5,004 100,08%
6 5,000 5,155 103,09%
7 5,000 5,079 101,58%
8 5,000 4,994 99,89%
9 5,000 4,989 99,78%
10 5,000 5,009 100,17%
Srednja vrijednost 4,9829 99,66%
SD 0,097378769 1,95%
RSD (%) 1,95% 1,95%

SUHGQMH L VitkaR 2rho8i0RL6EPM W DNR GD PRAaHPR ZABOVOGWIAVARA HWRGD

NULWHULM SULKYDOWP MLYRVWL WRPQRVW *
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Rezultati

4.1.6.63(&,),y126ELEKTIVNOST

6SHFLILPQRP PHWRGRP QHGYRMEHQR PRAaHRBRoFEWHGLWL
komponenti (Slika 4.1.6.1.) dok kod selektivne metod® RaHPR RGUHGLWL YL&H N
istodobno, ali pod uvjetom da te komponente ne smetaju jedna ¢8li4@j4.1.6.2.) Dokazuje
VH XVSRUHGERP UHSUH]J]HQWDWLYQLK RNIXR BDMWRYL DFPHDU \NW RIN |
referentnih materijala analitakromatograma smjesa komponenti itiadjeplienog uzorka
matriksa.

6OLND 6SHFLILPQRVW PHWRGH SULND]DQD NURPDWR
materijalomcitrata (zeleni peakjoncentracije 5 mg/I
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Rezultati

Slika 4.1.6.2. Selektivhost metode prikazana kromatogramom nacijepljenog uzorka urina (smjesa
NRPSRQHQWL V RGUHYHQRP NRQFHQWUDFLMRP FLWUDWD ]H

4.1.7.32'58y - (PRIMJENE

5DVSRQ PHyX GRQMRP L JR graniderrility R QzBrkuQkefi $©rfdgh R P
NYDQWLILFLUDWL X] RGUHYVHQX OWQHQRQWVW SUHFL]QRVW L

Raspon se nalaziu 0,20 mg/l/24 L PJ O FLW DDW R p NIOxidHe Brivije) D
odnosno u0,0010 mmol/l i 0,052 mmol/l.
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Rezultati
418.6%a(7%. 5(=8/7%$73%

6 D & H Wibtata \atidacijskih parametarz kojeg poL]OD]L ]DNOMXpDN GD M
primjenjiva svrsj prikazan je u tablici 4.1.8.1.

Tablica4.1.8.1.6 DAHWDN UH]XOWDWD YDOLGDFLMVNLK SDUDPHWDUL

Parametar validacije : K”tef‘i : Rezultat _Zaqovoljava
prihvatljivosti kriterije (DA/NE)

Linearnost
Koeficijent korelacije | U « 5 \ 0,9999 | DA
Granica detekcije
LOD | Informacija | 0,068mg/I (0,00035 mmol/l)| -
Granica kvantifikacije
LOQ | Informacija | 0,20mg/l (0,001 mmol/l) | -
Preciznost
Ponovljivost Rt 56" " RSD = 0,61% DA
Ponovljivost  mjerenjg - _
SRYUALQH 56 RSD =1,81% DA
Ponovljivost
RGUHYyLYDQMD 56"~ RSD =1,% % DA
koncentracije
Inter_meduarna 56' " RSD = 2.2 % DA
preciznost (konc.)
7TRPQRVW
,VNRULAWHQM|90-110% | 99,66% | DA
6 S HF L | [spI€kR/NOAL
Metoda mora biti u stanju detektirati analit u prisutnosti drugih iona u matriksa
3 R G U ¥rin\ERe
0,20mg/I - 10 mg/1(0,0010- 0,052 mmol/l)
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Rezultati

42.8VSRUHGED GRELYHQLK UH]XWW XWD IRBGU B RIVWDROMHDI R P WAL |
spektrofotometrijskom metodom s metodom ionske kromatografije (IC)

Usporedba dobivenih rezultag@ablica 4.2.1.)prikazana je Bladc $OWPDQ L AORXQWD
grafikonom. UsporedbaP HWRGD REUDYHQD kerélacheRnetdds Liév jlelQ YMREAH Q D
PassingBablock i Demingovom regresijskom analizor@rafikooom UDVSUA&AHQMD YULMtE
(Slika 4.2.1.1.)prikazani su parovi podataka za obje metode. Koeficijent korelacijeno}i

0,99aUD]LQD ]Q D piaMe@ BAOWAL. S

Tablica 4.2.1. Usporedba dobivenih rezultattrDWD X XULQX SRVWRMHURP
spektrofotometrijskom metodora analizatoru AU 688 metodom ionske kromatografijeC).

Koncentracija citrata Koncentracija citrata
Uil (mmol/l) na analizatoru (mmoll/l)
AU 680 na ionskom kromatografu

(IC)
1. 1,92 2,09
2. 3,38 3,41
3. 3,27 3,39
4. 1,94 1,77
5. 3,02 2,65
6. 1,58 1,52
7. 3,54 3,17
8. 1,93 1,57
9. 1,29 1,28
10. 5,03 4,80
11. 3,49 3,62
12. 2,57 2,49
13. 2,51 2,30
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Rezultati

14. 6,29 6,74
15. 0,42 0,49
16. 1,12 1,33
17. 1,90 1,96
18. 1,07 1,08
19. 5,23 5,04
20. 0,97 1,13
21. 0,23 0,29
22. 0,16 0,18
23. 1,26 1,12
24, 1,01 0,98
25. 3,33 3,76
26. 2,62 3,00
27. 0,74 0,81
28. 0,16 0,17
29. 1,06 1,11
30. 0,62 0,48
31. 0,73 0,81
32. 0,61 0,63
33. 3,00 3,14
34. 0,83 0,85
35. 4,83 4,29
36. 0,97 0,73
37. 1,75 1,60
38. 5,09 4,28
39. 0,34 0,31
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Rezultati

40. 2,00 1,92
41. 1,88 1,73
42. 2,41 2,45
43. 1,96 2,12
44. 0,49 0,50
45. 0,22 0,24
46. 0,88 0,82
47. 1,65 1,73
48. 3,12 3,48
49. 0,73 0,92
50. 0,52 0,48

6OLND

*UDILNRQ UDVSU&AHQMD YULMHGQRVWL
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Rezultati

Bland-Altman grafikon (Slika 4.2.1.2.) prikazuje razliku mgX G R Bl ¥ekEu@atima
mjerenjaovisno o razlici koncentracija citratasrednjoj vrijednost NRQFHQWUDFLMH FLW
objema metodama. N 50; puna linija predstavlja srednju vrijednost razlike u mjeren{idn@2),

dok isprekidana linija predstavlja rasperijednosti u“ 6'

Slika 4.2.1.2. BlandhltmangralLNRQ UD]JOLNH PHYyX GRELYHQLP UH]XOWDW

PassingBablock regresijaSlika 4.2.1.3.)je model linearne regresije koji pretpostavlja
kako niti jedna od dvaju varijabli nije niti zavisna niti nezavisRazultat jeprikazan kroz
JUDILpNL SULNRGYMHEMNG QRDULED SUDYFD V LQWHUYDORP S
na postojanje stalne ili proporcionalne razlikeH y X U H ] XmareBja\ANLP ED; puna linija
predstavljaregresijski pravag = 1,012195x - 0,0225810 dok isprekidana linija predstavlja
interval pouzdanosti 9% CI (0,9606- 1,0634)za nagib pravcaa za os x 9%6 CI (-0,07405
0,02484).

32



Rezultati

Slika 4.2.1.3. PassiABablock regresijska analiza metoda

BRJUHAND SURJQ Blikd 4.2)1H1) prikax e@ariranje rezultata oko pravca u
rasponu vrijednosti koem V RGUHYHQRP VLIJXUQRAUX QDOD]JLPR SUHGYL
95 % CI).

Slika 4.2.1.4. PassiABablock regresijaska analiza metedaziduali
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Rezultati

5D]JOLND NRQFHQWUDFLM IZ Ot P dgdafikbnod VEEKR 4 B.9.6. e M H

vidljivo da se vrh grafikona nalazi vrlo blizu nule.

Slika ZORXQWDLQZ JUDILNRQ UD]JOLNH PHyX GRELYHQLP U

Demingova regresijska analiz&lika 4.2.1.6.)uzima u obzir nemciznost obje mjerne
metode teMH SUHSRU X prifeCkbnsicddtnBE D IIU HE B M@ puna linija predstavija
regresijski pravac y = 1,01%7- 0,01611, dok isprekidana linija predstavlja interval pouzdanosti
95% CI (0,934%71,1008 zanagib pravacaa za os x 986 Cl (-0,13250,1003).

Slika4.2.1.6. Demingova regresijska analiza metoda
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Rezultati

Slika 4.2.1.7 Demingova regresijska analiza metedaziduali
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Rasprava

5. RASPRAVA

BURYHGHQLP LVWUD & L&iparamdtR vaidarijé Mnearmbgie XAMens y
izradom kalibracijskog pravca koji sastoji od & HRoMéentracijsk razina standardnih otopina,
s ngmanje tri PMHUHQMD SR NRQFHQWUDFLMVNRM UDilsQL ,] G
kalibracijska funkcijia WM RYLVQRVW RG]JLYD SRYUAQLQH SLND R NRQ
kalibracijske krivulie (a, b). 8 RYRP UDGX OLQHDUQRVW MH LJUDpXQDWD
'RELYHQL NRHILFLMHQW N R Uadd)dva kriMrij ptifv@tfvadti (r- 0,9%)W& ]D G
NOLQLpNH ODERUDWRULMVNH VXVbaratofidko] dljigodsBew@E@3IH X P H

usporedivo je s rezultatima koje su doBiéileemullah i sur.Koeficijent korelacije 0,999) (24).

Granica detekcije (LOD) L JUDQLFD NYDQWLILNDFLMRPR/24 VIW D D [6X0Q)03
devijacije kalibracijske krivuljeGranica detekcije iznosi 0,068 m@a,00035 mmol)l, a ganica
kvantifikacije iznosi 0,20 mg/(0,001 mmol/) &WR MH XVSRUHGLYR V UH]XOWD
LVWUDALYDQMX (UGHPD L V(E3) /124 PPRO O

Precizrost pri uvjetima ponovljivostiX NUDUHP YUHPHQ {ad&Rlab)R BGREGIQPO MH
mjerenjen deset uzastopnih mjerenkantrolne standardne otopimdérata koncentracije 5 mg/l

gdje mnovljivost retencijskog vremengRt) za R G U H YV Laftiat@ hetodom ionske
kromatografije (IC)iznosi 061 %, apRQRYOMLYRVW PMHUHQMD Sdrrs&td aLQH S
metodom ionske kromatografi{¢éC) iznosi aandavoljavakriterij prihvatljivosti (RSD

<10 %) PRQRYOMLYRVW R G U H iclirgt®r@ekd@nmNiéh€kE Hronvitogbafj@d) H
LIQRVL zado&@dleRa kriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %) a dobiveni rezultat

usporedivje srezultastom GRELYHQRP X LVWUDaAL YHRl@eHalNiRIMIRSB X SURY I
=36%) 4. , QWHUPHGLMDUQD SUHFL]QRVW RGUHVHGQEIMH PMHL
FLWUDWD NRQFHQWUDFLMH PJ O NUR] B®@&N O/NUIHYPRMV NRFG W 1D
koncentracijecitrata metodom ionske kromatografie,& NUR] GXaH YUHPHEH&®VNR UD
dana)iznosi aaddavoljavakriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %)a dobiveni rezultat je

usporediv s dobivenom vrijednostaleemdlah i sur. (RSD = 4,6%04).

7Rp QR HWR G thjgrgrjgpikontrolnih standardnih otopioiératakoncentracije 5 mg/l kroz
SHULRG RG GHVHW X]D V Wddsliykrio \VPUIWMHHEUIHWOHM D VHIRIUIDB®RK QM H F L'
WDNR GD PRAaHPR UadiéMoljag@aN BPIHWVHRIGLIM S ULKY DWW @M LAWRR WIH W
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Rasprava

usporedivos vrijednostimaKaleemul DK L V XU VUHGQMH LVNPRA) 28WHQMH F1
ErdemisurMUHGQMH LV N R#/1083/%H)@8)H FLWUDWD

6SHFLILPQRVW L VHOHNWLYQRVW WH FLHVMWR S FPLHMWRRGR/AH IQXHW
PRAHPR RGUHGLWL L UDJ]OLNRYDWL MdoIGKD@seRIINE® métode G RV W
MRAHPR RGUHGLW L istddédno MR go@\fe®@id Qaitlkomponente ne smetaju jedna

drugoj. Prikazanesu XVSRUHGERP UHSUH]JHQWDWLYQLK NURPDWRJUDF
certificiranih referentnih materijala analitea kromatograma smjesa komponestiacijepljenm

uzorkom matriksa(26).

3RGUXPMH SULPMHDYISRIUHFPHYXYGRIOMB L JRUQMH NRQFHQV
X]JRUNX NRML VH PRJX NYDQ&DUQRNW WU K F IR REPSHGXWB pQ R
nalazi L] P H§20 mg/l(AW R XM H G Q Ryradidu-k@MtkBcf30LM D PJ O FLWUDWD NR
QDMWIREIND N DO L E UD,B01 9,068 mindI)Y X O M H

DalinfjH LV WU pékaXm™@MHMH NDNR SR \‘sfdktkdidttbetrildka ] metydd R

validirana metoda ionske kromatografif¢C) daju usporedive rezultateSUHWUDALYDQMI
OLWHUDWXUQLK SRGDWDND QLVXuspor&dQuioyeHmauddaniH hietoddhQ FH N F
2GUHYLYDQMHP NRQFHQWU D F L M{dpekrbfdidinbtijskom XmexoddnQ X HQ]L
metodom ionske kromagrafije dobiveni su rezultati u rasponu od Omi&ol/l do 6,74 mmol/l.
GralLNRQRP UDV S U a HekiazBni ¥W pavbid Gag&rakdVaa obje metode. Koeficijent
korelacije (r) iznos. D UD]LQD ]QDpDMQRVW,LEWR IR WYOUYM DI HR G

povezanost te jaku korelaciju (r = 6,&) P H yd&bivenimrezultatimaobaju metoda

Bland-Altman grafikon SULND]XMH UD]JOLNX PHyX GRE lovdh@d RzlidiH]XOWD
koncentracija citrata i srednjoj vrijednodN RQFH QW U D F L M bbjémawhettodnia. § Dy H Q L K
50; puna linija predstavlja srednju vrijednost razlike u mjerenjima (0,02), dok isprekidana linija

predsavlja raspon vrijednosti U 1,96 SDa

PassingBablock regresijge model linearne regresije koji pretpostavlja kako niti gedd dvaju

varijabli nije niti zavisna nitingdDYLVQD D NDR UH]XOWDW SULND]XMH NUTF
RGVMHpPND L QDJLED SUDYFD V LQWHUYDORP SRXhE&IDQRVWL
SURSRUFLRQDOQH UD]Onjexedja.MNHy50; puHg XrdaApeeuétar® regresijski

37



Rasprava

pravac y = 1,01219% - 0,0225810, dok isprekidana linija predstavlja interval pouzdanos$t 95

Cl1 (0,96061,0634) za nagib pravca, a za os x%95CI (-0,074050,02484).3RJUHAND SURJQR
(rezidual) prikazuje vairanje rezultata oko pravca rasponu vrijednosti u kojen’V RGUHYHQRP
VLIXUQRAauUX QDOD]LPR SUHGYLYHQ®) (28Y 9% QWD WdrfideddeEL p D M H
LQWHUYDO LOL LQW H &kXap@aspdhXijeddddtRuvkdjeza $VOP dpAdanosti
QDOD]L SUDYD YULMHGQRVW DULWPHWLpPpNH VUHGLQH

SBNROLNR LQWHUYDO SRX]GDQRVWL &emads@nskiCandtehinhhD QD R
razlika te kochagita SUD Y FD V O @dariend HitGatoQorcionalne razlike.

Razlika koncentracijgF LW UDW D X VZORXIQEyanpdmiddje je vidljivo da se vrh
gUDILNRQD QDOD]L YUOR EOL]X QXOH &aWR, EXGXXIMHGDRDV X% I
YULMHGQRVWL RG YUKD VLPHWULPQR FHQWULUDQH SUHPD Q>

Demingova regresika analizaizima u olzir nepreciznost obmjerne metode te je pre@X pHQ D

]D SUDuUHQMH S\RQ YMvEBBQMUQeLliKija predstavlja regresijski pravac y = 1,077

- 0,01611, dok isprekidana linija predstavlja interval pouzdanost 98I (0,9347- 1,1008) za

nagib pravaca a za os x 9% CI (-0,13250,1003).BXGXuL GD LQWHUYDO SRX]GD¢
SUDYFD XMOGIKBPREXMARAHPR UHUL GD QHPD SURSRUFLRQDOQH
LQWHUYDO SRX]GDQRVWL ]D RGVMHpPDN QD R \erenjidec UAL QX O X
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Na temelju ovogistDALYDQMD ] DWIOWHKGDHIDHR MH

1. Analiza citrata u urinu je vR YhRBZ2a procjenu urolitijaze, bolesti koja je posljedica
SURFHVD eipie@lRaEchke u urotraktitNRMD UH]JXOWLUD V SRMDYF
kamenaca.

2. 3URYRYV vhillktie® QDOLWLPpNH PHWRGH SR®Q@Y N i HNOsRRW Bl WNDINURE
provedenivalidacijski parametri (linearnost, granica detekcije i kvantifikacije, preciznost,
WRPQRVW VS HRALL LY EERRAWY WWHSORHG U XrhdddiyBikwatiwdddi QH QD OD

3. Metoda ionske kromatografije primjenjij@opisanopvrsi.

4. Usporedbom dobivenih rezultata prikazanih@la$OWPDQ L AORXQWBLQ3 JUD
usporedbomobiju metoda PassingBablock i Demingovom regresijskom analizom
QDPHUH VH IDNOMX\DNDNB®RBHSOFOVPA R B LL X ViseotdsaG LY RV W |
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Uvod: Analiza citrata u urinwrlo je Y D& za procjenu urolitijaze, bolesti koja je posliedica
SURFHYV DedibiinBraligadijd u urotraktl RMD UH]XOWLUD V SRMDYRP PRNU

&LOM LVWIChevi prBiGMBRAHQRJ LV WURYAHYW Q MVMD O/IXGBFLMX DQD
ionske kromatografje ][ D RGUHYLYDQMH F bwilit) KovélBcijuX doblven® XezWitaia X
RGUHYVLYDQM D sFSRWUNDR\WDH ¥ REpeki@itomethjskom metodom.

I1DFUW LVWGBDEAEVWHQRRBR.LVWUDALYDQMH

Ispitanici i metode: 8 LVWUDALYmIQ bilel ukHX XHIXR LIQOMWKXX]RUDND XU
pacijenata s urolitijazomKao metode]D RGUHYyL Y DNQRMUH. FWHROBVWRM HUOD HQ]LP
spektrofotometrijska metodéOlympus AU68() te metoda ionske kromatografiiBionex ICS

3000)

Rezultat: 2GUHYLYDQMHP NR Q RukbgvidJubifatiotdiveniFsu \Ne bl ma\adm, 26 do

6,74 mmol/l. Dobiveni koeficijent korelacijekalibracijskog pravcaiznosi 0,999 Granica

detekcije iznosD,00035 mmol/la ganica kvantifikacijed,001 mmol/l PonovljivoVW RGUHYLYDQ!I
koncentracijecitrata iznosi 1,95 % Intermedijara preciznostu 16 danaiznosi 2,21 %.
2GUHYLYBROMRRBLYHQR MH 199 66RAPRGUHX NI falBzise MHP@Ik X

0,0010i 0,052 mmol/l Usporedbondviju metoda]D R G U H Yy LY DiQbMeth jEkbéfidijedntwW D
korelacije0,99. PassingBabloclovom regresijondobivenje regresijskipravac y =1,012195x-

0,0225810aDemingovom regresijskom analizamegresijskpravac y = 1,017% - 0,01611.

=DNOMBRIRNY Ry HH@OMOHBEDFLMH PHWRGH LRQVNH NURPDWRJUDII
provedeni validacijski parametri nalaz&niteriju prihvatljivosti, L] pHJD SURL]OD]L |DNOM
MH PHWRGD SULPMHQMLYD VYU¥H RBEFULDBRR X RIAH R&FXIRW HW\LV
metodedaju jako usporedive rezultate.

. O M X p Q HciwdtiMalipdcija, ionska kromatografija
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Summary

8. SUMMARY

Introduction: Analysis of d@rates inthe urine is very important for the evaluation of urolithiasis,
a disease that is a consequence of pathological processes of biomineralization in the urinary tract,
which results in the appearance of urinary stones.

Objectives: The objectives of the proped research am® carry outvalidation of analytical
methods for ion chromatography for the determination of citrate in the urin® determine the
correlation of the results of determination of citrate in the uwiitl the existing enzymet
spectropotometric method.

The research designCrosssectional survey.

Patients and Methods:The study included a total of 50 random urine samples of patients with
urolithiasis. Methods used for the determination of citrate are existing enzyme
spectrophotometrimethod (Olympus AU680) and method of ion chromatography (Dionex ICS
3000).

Results: By determining the concentration of citrate in the urthe resultganged from 0.16 to
6.74 mmoll. The resulting correlation coefficient of the calibration curve i99.9he deection

limit is 0.00035 mmol/ and the limit of quantification of 0.001 mmadl/ Repeatability of
determining the concentration of citrate is 1.95%. Intermediate precision for a periodiayslL6

is 2.21%. By determinatioraccuracywas obtainedin a yield of 99.66%. Scopis between
0.0010 and 0.052 mmal/Comparing the two methods for the determination of citrtite
correlation coefficient is 0.99. PassiBgblockovom regression obtained by the regressiondine

y = 1,012195x- 0.0225810,and Deming regression analysis regression line y = 1,0177x
0.01611.

Conclusion: The implementation of validation of ion chromatography confirmed that all the
validation parameters are carried out within the eligibility criteria, which resulted in the
corclusion that the method is applicable.examination of the results of statistical analysis, we

can see that botimethods provideery comparable results.

Keywords: citrate, validation, ion chromatography
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