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�± Doktorsku disertaciju! �± odgovori on. 

�± �$���ã�W�R���W�L���M�H���W�H�P�D�"���± upita ga lisica. 

�± Kako oderati lisicu �± odgovori zeko. 

�± �,�G�L�R�W�H���M�H�G�D�Q�����N�D�N�R���V�H���X�V�X�ÿ�X�M�H�ã�"���± �S�R�Y�L�þ�H���O�L�V�L�F�D�����X�K�Y�D�W�L���]�H�N�X���L���R�G�Y�X�þ�H���J�D���X���J�U�P�O�M�H�����L�]���N�R�M�H�J���V�H��

�S�R�W�R�P���]�D�þ�X�ã�H���N�U�L�F�L�� 
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�3�R�Q�R�Y�R���V�X���V�H���þ�X�O�L���N�U�L�F�L�����D���R�Q�G�D���V�H���V�Y�H���X�P�L�U�L�����,�]�D�ÿ�H���]�H�F���L�]���J�U�P�O�M�D�����D���V���Q�M�L�P���L���P�H�G�R���N�R�M�L���P�X���U�H�þ�H��

�W�D�S�ã�X�ü�L���J�D���S�R���U�D�P�H�Q�X�� 
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�1�D�M�E�R�O�M�H�� �S�U�R�O�D�]�H�� �X�� �å�L�Y�R�W�X�� �X�S�U�D�Y�R�� �R�Q�L�� �N�R�M�L�� �]�Q�D�M�X�� �G�D�� �M�H�� �V�Y�H�� �S�U�R�O�D�]�Q�R���� �7�D�N�Y�L�� �Q�H zastajkuju na 

svakoj stanici, �Q�H���R�N�U�H�ü�X���V�H���L�]�D���V�H�E�H���L���Q�H���U�D�]�P�L�ã�O�M�D�M�X��s brigom, �Y�H�ü���V���S�R�Y�M�H�U�H�Q�M�H�P���R���R�Q�R�P�H���ã�W�R��

�L�K�� �þ�H�N�D�� �Q�D�S�U�L�M�H�G���� �7�D�N�Y�L�� �V�Y�D�N�X�� �S�U�H�S�U�H�N�X�� �E�D�ã�� �W�D�N�R���± �S�U�R�ÿ�X���� �'�D���� �Q�D�M�E�R�O�M�H�� �S�U�R�O�D�]�H�� �X�� �å�L�Y�R�W�X�� �R�Q�L��

�N�R�M�L�� �Q�H�� �]�D�V�W�D�M�N�X�M�X�� �Q�H�J�R�� �L�G�X�� �S�U�D�Y�R�� �L�� �R�G�O�X�þ�Q�R���� �W�D�P�R�� �J�G�M�H�� �L�P�� �M�H�� �Q�D�U�H�ÿ�H�Q�R�� �L�� �S�U�H�S�R�U�X�þ�H�Q�R���� �.�D��

dobru. 
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1. UVOD 

 

1.1. �9�D�O�L�G�D�F�L�M�D���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H���P�H�W�R�G�H 

�2�S�ü�H�� �S�U�L�P�M�H�Q�M�L�Y�� �S�U�R�S�L�V�� �N�D�N�R�� �Y�D�O�L�G�L�U�D�W�L �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�X�� �P�H�W�R�G�X�� �Q�H�� �S�R�V�W�R�M�L���� �3�R�V�W�R�M�H�� �Q�D�S�X�W�F�L����

regulatorni zahtjevi, smjernice, �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�� �S�U�L�V�W�X�S�L�� �R�S�ü�H�Q�L�W�R�J�� �L�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J�� �V�D�G�U�å�D�M�D���� �9�D�O�L�G�D�F�L�M�D�� �M�H 

postupak dokazivanja da je �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D���P�H�W�R�G�D�� ���L�V�S�L�W�Q�L�� �L�O�L�� �P�M�H�U�Q�L�� �S�R�V�W�X�S�D�N���� �S�U�L�N�O�D�G�D�Q�� �]�D�� �W�R�þ�Q�R��

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�X�� �Q�D�P�M�Hnu, odnosno skupljanje objektivnih dokaza da navedena metoda ispunjava 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �N�U�L�W�H�U�L�M�H. Tijekom provedbe validacije potrebno je definirati svrhu metode, odrediti 

prikladne parametre validacije, postaviti kriterije prihvatljivosti, napraviti laboratorijske 

eksperimente, obraditi podatke te usporediti rezultate s postavljenim kriterijima (1). 

�=�D�ã�W�R �Y�D�O�L�G�L�U�D�W�L���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�X���P�H�W�R�G�X�" Prvenstveno, to je profesionalna odgovornost anal�L�W�L�þ�D�U�D���N�D�N�R 

bi dobio viziju �R�� �W�R�P�H�� �N�R�O�L�N�R�� �V�H�� �X�V�S�L�R�� �S�U�L�E�O�L�å�L�W�L�� �F�L�O�M�X��te stvarnim vrijednostima �N�R�M�H�� �R�þ�H�N�X�M�H. 

�1�D�G�D�O�M�H���� �S�R�V�W�R�M�H�� �L�� �V�O�X�å�E�H�Q�L�� ���U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�L���� �]�D�K�W�M�H�Y�L�� �N�R�M�L�� �V�X�� �V�S�R�M�H�Q�L�� �X�� �S�U�L�Q�F�L�S�H�� �S�R�S�X�W�� �'�R�E�U�H��

�O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�H�� �S�U�D�N�V�H�� ���'�/�3���� ������������ �)�'�$������ �'�R�E�U�H�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�N�H�� �S�U�D�N�V�H�� ���'�3�3������ �'�R�E�U�H�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H��

prakse (DAP), ISO norme po kojima su �S�R�V�W�X�S�F�L���Y�D�O�L�G�D�F�L�M�H���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�K���P�H�W�R�G�D���S�R�V�W�D�O�L���R�E�Y�H�]�D���������� 

�0�H�W�R�G�D���V�H���Y�D�O�L�G�L�U�D���S�U�L�M�H���X�Y�R�ÿ�H�Q�M�D���Q�R�Y�H���P�H�W�R�G�H���X���X�S�R�U�D�E�X�����N�D�G�D���V�H���S�U�R�P�L�M�H�Q�H���X�Y�M�H�W�L���]�E�R�J���N�R�M�L�K���V�H��

metoda validira te kada se sama metoda promijeni. Kada govorimo o potpunoj validaciji, ona se 

provodi kod razvoja nove ili prenamjeni �S�R�V�W�R�M�H�ü�H���P�H�W�R�G�H�����G�R�N���V�H���G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�D���Y�D�O�L�G�D�F�L�M�D���S�U�R�Y�R�G�L��

�N�R�G���S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�D���L�O�L���S�U�L�O�D�J�R�G�E�H���S�R�V�W�R�M�H�ü�H���P�H�W�R�G�H�����S�U�R�P�M�H�Q�H���X���V�L�Q�W�H�]�L���S�U�R�L�]�Y�R�G�D���L�O�L���N�R�G���S�U�H�Q�R�ã�Hnja 

metode na drugi instrument. Isti postupci se ne primjenjuju na sve met�R�G�H�����5�D�]�O�L�þ�L�W�R���V�H���S�U�L�V�W�X�S�D��

validaciji kvalitativnih i kvantitativnih metoda (3). 

�9�U�L�M�H�P�H�� �L�� �Q�R�Y�D�F�� �X�O�R�å�H�Q�L�� �X�� �Y�D�O�L�G�D�F�L�M�X�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �P�H�W�R�G�H�� �L�Q�Y�H�V�W�L�F�L�M�D��su k�R�M�D�� �ü�H�� �V�H�� �Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�R��

�L�V�S�O�D�W�L�W�L�� �W�L�M�H�N�R�P�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D�� �P�H�W�R�G�H�� �S�U�X�å�D�M�X�ü�L�� �V�L�J�X�U�Q�R�V�W�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�L�P�D�� �W�H�� �Y�M�H�U�R�G�R�V�W�Rjnost njihovim 

podatcima.  
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1.2. Osnovni parametri validacije 

�3�D�U�D�P�H�W�U�L�� �Y�D�O�L�G�D�F�L�M�H�� �P�H�W�R�G�H�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�L�� �V�X�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �U�D�G�Q�L�P�� �J�U�X�S�D�P�D�� �Q�D�F�L�R�Q�D�O�Q�L�K�� �L��

�P�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�L�K���R�G�E�R�U�D���W�H���V�X��kao takvi opisani u literaturi. �3�R�N�X�ã�D�M���K�D�U�P�R�Q�L�]�D�F�L�M�H���Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q���M�H���]�D��

farmaceutske primjene od strane ICH (International Commitee for Harmonisation) koji 

�V�D�þ�L�Q�M�D�Y�D�M�X���U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�H���D�J�H�Q�F�L�M�H���L�]��SAD-a, Europe i Japana (4).  

Tako �X�V�X�J�O�D�ã�H�Q�L i l iteraturno najcitiraniji parametri validacije su: 

1. Linearnost, eng. Linearity 

2. Granica detekcije (LOD), eng. Limit of detection 

3. Granica kvantifikacije (LOQ), eng. Limit of quantification 

4. Preciznost, eng. Precision 

�x Ponovljivost, eng. Repeatability 

�x �0�H�ÿ�X�S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W����eng. Intermediate precision 

�x Obnovljivost, eng. Reproducibility 

5. �7�R�þ�Q�R�V�W����eng. Accuracy 

6. S�S�H�F�L�I�L�þ�Qost/selektivnost, eng. Specificity/Selectivity 

7. �3�R�G�U�X�þ�M�H���S�U�L�P�M�H�Q�H����eng. Range 

 

Kombinacijom gore navedenih parametara oblikuje se plan validacije. 
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�7�D�E�O�L�F�D�����������������9�D�O�L�G�D�F�L�M�V�N�L���S�D�U�D�P�H�W�U�L���S�R�W�U�H�E�Q�L���]�D���Y�D�O�L�G�D�F�L�M�X���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�K���P�H�W�R�G�D���S�U�H�P�D���,�&�+-u (4) 

Validacijski  

parametri  

Identifikacijski  

testovi 

Analiza tragova �6�D�G�U�å�D�M 

Kvantitativna  Limit test  

�7�R�þ�Q�R�V�W NE DA NE DA 

Ponovljivost NE DA NE DA 

�0�H�ÿ�X�S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W NE DA NE DA 

Selektivnost DA DA DA DA 

Granica detekcije NE NE DA NE 

Granica kvantifikacije  NE DA NE NE 

Linearnost NE DA NE DA 

�3�R�G�U�X�þ�M�H���S�U�L�P�M�H�Q�H NE DA NE DA 

Tablica 1.2.2. Kriterij prihvatljivosti ovisne o koncentraciji analita prema procjeni AOAC-a (2) 

Parametar validacije Kriterij prihvatljivosti  

Linearnost 

Koeficijent korelacije �U���•����������5 

Preciznost 

Ponovljivost retencijskog vremena (Rt) 

�3�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W���P�M�H�U�H�Q�M�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�H 

�3�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H 

Intermedijarna preciznost (koncentracija) 

 

 

�5�6�'���”���������� 

�7�R�þ�Q�R�V�W 

�,�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�����5�H�F�R�Y�H�U�\�� 90 - 110 % 

 



Uvod 

4 
 

1.3. �9�D�å�Q�R�V�W���F�L�W�U�D�W�D���X���X�U�L�Q�X 

�8�U�R�O�L�W�L�M�D�]�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �N�D�P�H�Q�D�F�D�� �X�� �X�U�L�Q�D�U�Q�R�P�� �W�U�D�N�W�X�� ���V�D�E�L�U�Q�L�P�� �W�X�E�X�O�L�P�D����

�þ�D�ã�L�F�D�P�D�� �L�O�L�� �Q�D�N�D�S�Q�L�F�D�P�D�� �E�X�E�U�H�J�D�� �L���L�O�L�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�P�� �P�M�H�K�X�U�X). Bolesti urinarnog trakta i dalje 

�]�D�X�]�L�P�D�M�X�� �Y�D�å�Q�R�� �P�M�H�V�W�R���X�� �V�Y�D�N�R�G�Q�H�Y�Q�R�M�� �O�L�M�H�þ�Q�L�þ�N�R�M�� �S�U�D�N�V�L���� �2�S�D�V�Q�R�V�W���R�E�R�O�L�M�H�Y�D�Q�M�D���R�G�� �E�X�E�U�H�å�Q�L�K��

�N�D�P�H�Q�D�F�D���W�L�M�H�N�R�P���å�L�Y�R�W�Q�R�J�D �Y�L�M�H�N�D���N�U�H�ü�H���V�H���X���U�D�V�S�R�Q�X���R�G���S�H�W���G�R���G�H�V�H�W���S�R�V�W�R�� �0�R�J�O�R���E�L���V�H���U�H�ü�L���G�D��

je �L�]�P�H�ÿ�X�� �þ�H�W�Y�U�W�R�J�� �L�� �S�H�W�R�J�� �G�H�V�H�W�O�M�H�ü�D�� �å�L�Y�R�W�D�� �L�Q�F�L�G�H�Q�F�L�M�D�� �E�X�E�U�H�å�Q�L�K�� �N�D�P�H�Q�D�F�D���Q�D�M�Y�L�ã�D�� �0�R�N�U�D�ü�Qi 

inhibitori stvaranja, �U�D�V�W�D�� �W�H�� �]�G�U�X�å�L�Y�D�Q�M�D kristala �L�J�U�D�M�X�� �Y�H�O�L�N�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �Q�D�V�W�D�Q�N�X�� �E�X�E�U�H�å�Q�L�K��

kamenaca. �.�R�G�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�F�D�� �W�L�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�L�� �S�U�X�å�D�M�X�� �R�W�S�R�U���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �ã�W�L�W�H�� �Q�D�ã�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�P�� �R�G��

nastajanja bubr�H�å�Q�L�K�� �N�D�P�H�Q�D�F�D���� �&�L�W�U�D�W�L�� �L�� �J�O�L�N�R�]�D�P�L�Q�R�J�O�L�N�D�Q�L�� �V�X�� �Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�L�� �L�� �J�R�W�R�Y�R�� �X�� �S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L��

�L�P�D�M�X�� �L�Q�K�L�E�L�U�D�M�X�ü�H�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �Q�D�� �Q�D�V�W�D�M�D�Q�M�H�� �E�X�E�U�H�å�Q�L�K�� �N�D�P�H�Q�D�F�D���� �&�L�W�U�D�W�� �M�H�� �S�U�L�U�R�G�Q�D�� �W�Y�D�U�� �N�R�M�D��

�L�Q�K�L�E�L�U�D�� �Q�D�V�W�D�M�D�Q�M�H�� �P�R�N�U�D�ü�Q�L�K�� �N�D�P�H�Q�D�F�D�� �W�H�� �V�P�D�Q�M�H�Q�R�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H�� �F�L�W�U�D�W�D�� �P�R�N�U�D�ü�R�P�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R��

�E�X�E�U�H�å�Q�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L, �R�G�Q�R�V�Q�R�� �E�X�E�U�H�å�Q�L�K�� �N�D�P�H�Q�D�F�D�� ���������� �&�L�W�U�D�W�� �X�V�S�R�U�D�Y�D�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H�� �E�X�E�U�H�å�Q�L�K��

kamenaca dvama mehanizmima: 

1. Vezanje za kalcij �þ�L�P�H�� �V�H�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �L�R�Q�V�N�D koncentracija kalcija najbitniji je, odnosno 

glavni mehanizam (6, 7).  

2. Inhibiranje kristalizacije kalcij oksalata i kalcij fosfata aglomeracijom kalcij oksalata. 

Citrat djeluje kao jaki inhibitor rasta kalcijevog fosfata. Pored toga, citrat ima sposobnost 

smanjiti �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�X���N�D�O�F�L�M�H�Y�L�K���R�N�V�D�O�D�W�D���L�]�D�]�Y�D�Q�L�K���P�R�N�U�D�ü�Q�R�P���N�L�V�H�O�L�Q�R�P�������� 9).  

 

�6�Y�U�K�D�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�D�� �F�L�W�U�D�W�D�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �M�H filtracija, reapsorpcija, peritubularni transport i sinteza 

renalnim stanicama���� �3�U�R�N�V�L�P�D�O�Q�L�� �W�X�E�X�O�L�� �U�H�D�S�V�R�U�E�L�U�D�M�X�� �Y�H�ü�L�Q�X�� ������ - 80 %) filtriranog citrata te je 

�L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H�� �F�L�W�U�D�W�D�� �]�D�Q�H�P�D�U�L�Y�R���� �$�F�L�G�R�E�D�]�Q�L�� �V�W�D�W�X�V�� �L�J�U�D�� �Q�D�M�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�X�� �F�L�W�U�D�W�D����

�$�O�N�D�O�R�]�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H�� �F�L�W�U�D�W�D���� �G�R�N��ga acidoza smanjuje. To rezultir�D�� �Q�L�å�L�P�� �U�D�]�L�Q�D�P�D��

�L�Q�W�U�D�F�H�O�X�O�D�U�Q�R�J�� �F�L�W�U�D�W�D���� �R�O�D�N�ã�D�Y�D�Q�M�Hm reasorpcije citrata i smanjenjem �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�D�� �F�L�W�U�D�W�D����

�,�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H���F�L�W�U�D�W�D���M�H���Q�D�U�X�ã�H�Q�R���D�F�L�G�R�]�R�P�� hipokalemijom, dijetom s �S�U�H�Y�L�ã�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�R�J��

porijekla te infekcijama urinarnog trakta (10). �/�L�P�X�Q�V�N�D�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� �M�H�� �Y�D�å�D�Q�� �P�H�ÿ�X�S�U�R�G�X�N�W�� �X��

metabolizmu �W�H���Q�D�M�M�D�þ�H���V�U�H�G�V�W�Y�R���]�D���N�R�P�S�O�H�N�V�L�U�D�Q�M�H���N�D�O�F�L�M�D���X���X�U�L�Q�X. Igra �Y�D�å�Q�X ulogu kao inhibitor 

u sprj�H�þ�D�Y�D�Q�M�X �S�U�H�]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�Wi s obzirom na formiranje kalcijevog oksalata (11). 

U ljudskom se tijelu citrati metaboliziraju �L�� �L�]�O�X�þ�X�M�X�� �E�X�E�U�H�]�L�P�D�� �W�H�� �Q�M�L�K�R�Y�D prisutnost u urinu 

doprinosi inhibicijskom potencijalu smanjenja kristalizacije kalcijevih soli. 
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B�X�E�U�H�å�Q�L�� �E�R�O�H�V�Q�L�F�L�� �L�P�D�M�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Q�L�å�H�� �V�U�H�G�Q�M�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�D��limunske kiseline i 

koncentracije urina u odnosu na zdrave pojedince (12). �5�D�]�L�Q�D���F�L�W�U�D�W�D���X���P�R�N�U�D�ü�L���X�Y�H�O�L�N�H���R�Y�L�V�L���R��

�S�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�L�P�� �Q�D�Y�L�N�D�P�D�� �W�H�� �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �W�R�� �L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�D�U�L�U�D���� �9�H�ü�L unos �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D i 

natrija �R�S�ü�H�Q�L�W�R�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �U�D�]�L�Q�X�� �F�L�W�U�D�Wa u urinu. O�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �F�L�W�U�D�W�D �M�H�� �S�R�V�W�D�R�� �Y�D�å�D�Q�� �D�O�D�W�� �X��

�S�U�R�F�M�H�Q�L�� �S�U�H�]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L�� �X�U�L�Q�D�� �N�D�O�F�L�M�H�Y�L�P�� �R�N�V�D�O�D�W�L�P�D�� �L�� �I�R�V�I�D�W�L�P�D (13). Ukratko, hipocitraturija 

���Q�L�V�N�D�� �U�D�]�L�Q�D�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�D�� �F�L�W�U�D�W�D�� �X�U�L�Q�R�P���� �S�R�M�D�þ�D�Y�D�� �S�U�H�]�D�V�L�ü�H�Q�M�H�� �P�R�N�U�D�ü�H�� �N�D�O�F�L�M�H�Y�L�P�� �V�R�O�L�P�D�� �L��

smanjuje inhibiranje kristalizacije kalcija t�H���W�L�P�H���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���U�L�]�L�N���R�G���Q�D�V�W�D�Q�N�D���E�X�E�U�H�å�Q�L�K���N�D�P�H�Q�D�F�D��

(14). 
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2. CILJ RADA  

 

Novija �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �V�X�� �N�D�N�R�� �S�R�V�W�R�M�H�ü�H enzimsko-spektrofotometrijske metode 

�S�R�Q�H�N�D�G�� �Q�H�P�D�M�X�� �]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�X�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�� �L�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W���� �G�R�N�� �V�H�� �N�R�G�� �P�H�W�R�G�H�� �L�R�Q�V�N�R�P��

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���G�H�W�H�N�F�L�M�D���S�X�Q�R���Q�L�å�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��analita u uzorku urina. 

�6�X�N�O�D�G�Q�R���W�R�P�X�����F�L�O�M�H�Y�L���S�U�H�G�O�R�å�H�Q�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���E�L�O�L���V�X���� 

1. �3�U�R�Y�H�V�W�L���Y�D�O�L�G�D�F�L�M�X���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H���P�H�W�R�G�H���L�R�Q�V�N�H���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���F�L�W�U�D�W�D���X���X�U�L�Q�X�� 

2. Utvrditi �N�R�U�H�O�D�F�L�M�X���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���F�L�W�U�D�W�D���X���X�U�L�Q�X���S�R�V�W�R�M�H�ü�R�P��enzimsko-

spektrofotometrijskom metodom s metodom ionske kromatografije. 
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3. ISPITAN ICI  I METODE  

 

3.1. Ustroj studije 

�3�U�R�Y�H�G�H�Q�R���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���X�V�W�U�R�M�H�Q�R���M�H���S�R���Q�D�þ�H�O�X��cross-sectional ���S�U�H�V�M�H�þ�Q�H�� studije, odnosno 

�N�D�R�� �W�L�S�L�þ�Q�D�� �P�H�W�R�G�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�U�H�V�M�H�N�D�� �L�O�L�� �S�U�H�Y�D�O�H�Q�F�L�M�H. T�D�N�Y�D�� �Y�U�V�W�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�S�D�G�D�� �X��

�R�S�D�å�D�M�Q�L���W�L�S���H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�ã�N�L�K���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���L���P�R�å�H���E�L�W�L���G�H�V�N�U�L�S�W�L�Y�Q�H���L�O�L���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H���S�U�L�U�R�G�H����Analiziraju 

se podat�F�L���G�R�E�L�Y�H�Q�L���X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P���W�U�H�Q�X�W�N�X���W�H���M�H���Q�D�J�O�D�V�D�N���Q�D���S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�L���P�M�H�U�H�Q�L�K���R�E�L�O�M�H�å�M�D���L�O�L���Q�D��

�X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �G�Y�D�M�X�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�Nih metoda. T�R�P�� �V�H�� �P�H�W�R�G�R�P�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�R�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �X�� �H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�J�L�M�L��

�L�V�W�R�G�R�E�Q�R���L�V�W�U�D�å�X�M�H���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���E�R�O�H�V�W�L���W�H���P�R�J�X�ü�H�J���X�]�U�R�þ�Q�R�J���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���X���S�U�R�P�D�W�U�D�Q�R�M���S�R�S�X�O�D�F�L�M�L����

odnosno skupini ispitanika (15).  

 

3.2. Ispitanici 

�=�D�� �S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�� �S�U�H�G�O�R�å�H�Q�R�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�D�� �M�H�� �S�U�L�Y�R�O�D�� �(�W�L�þ�N�R�J�� �S�R�Y�M�H�U�H�Q�V�W�Y�D��

�0�H�G�L�F�L�Q�V�N�R�J���I�D�N�X�O�W�H�W�D���X���2�V�L�M�H�N�X�����8���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���M�H���X�N�X�S�Q�R���E�L�O�R���X�N�O�M�X�þ�H�Q�R���������Q�D�V�X�P�L�þ�Q�L�K���X�]�R�U�D�N�D��

�X�U�L�Q�D�� �S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D�� �V�� �X�U�R�O�L�W�L�M�D�]�R�P�� �S�U�L�N�X�S�O�M�H�Q�L�K�� �Q�D�� �2�G�M�H�O�X�� �]�D�� �N�O�L�Q�L�þ�N�X�� �O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�N�X��

Kl �L�Q�L�þ�N�R�J���E�R�O�Q�L�þ�N�R�J���F�Hntra Osijek od 1. rujna do 11. rujna 2015. godine. 

 

3.3. Metode 

3.3.1. Laboratorijska spektrofotometrijska �P�H�W�R�G�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D��citrata u urinu ispitanika  

�&�L�W�U�D�W�L���V�X���R�G�U�D�ÿ�H�Q�L���V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�R�P metodom koja se zasniva na primjeni enzimske 

�N�L�Q�H�W�L�N�H�� �]�D�Y�U�ã�Q�H�� �W�R�þ�N�H�� �X�� �8�9�� �S�R�G�U�X�þ�M�X���� �$�Q�D�O�L�]�H�� �V�H�� �R�G�U�D�ÿ�X�M�X�� �Q�D�� �E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�D�W�R�U�X��

Olympus AU 680. 
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Princip metode: 

Limunska kiselina (citrat) pretvara se u oksaloacetat i acetat u reakciji katalize uz enzim citrat 

liazu (CL). 

1. Glavna ili primarna reakcija 

citrat       CL           oksaloacetat + acetat (16).  

U prisutnosti enzima L-malat dehidrogenaze (L-MDH) i L-laktat dehidrogenaze (L-LDH), 

okasalacetat i njegov dekarboksilirani produkt piruvat, reduciraju se u L-malat i L-laktat, 

odnosno dolazi do redukcije nikotinamid-adenin dinukleotida (NADH) (17, 18). 

 

2. Indikatorska reakcija 

oksaloacetat + NADH + H+    L-MDH    L-malat + NAD+                                

3. Indikatorska reakcija 

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

�.�R�O�L�þ�L�Q�D�� �R�N�V�L�G�L�U�D�Q�R�J�� �1�$�'�+�� �X�� �U�H�D�N�F�L�M�L�� �������� �L�� �������� �M�H�� �S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�D�Q�� �N�R�O�L�þ�L�Q�L�� �F�L�W�U�D�W�D���� �1�$�'�+�� �V�H��

�R�G�U�H�ÿ�X�M�H���X�]���D�S�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�X���Q�D���������������������L�O�L�����������Q�P�����3�U�L�Q�F�L�S���P�H�W�R�G�H���M�H��o�S�W�L�þ�N�L���W�H�V�W���N�R�M�L���V�H���W�H�P�H�O�M�L��na 

apsorpcijskim svojstvima koenzima NAD+ i NADP+, odnosno njihovih reduciranih oblika 

NADH2 i NADPH2. Reducirani koenzimi (NADH2 i NADPH2�����D�S�V�R�U�E�L�U�D�M�X���V�Y�M�H�W�O�R�V�W���L�]�P�H�ÿ�X�����������L 

390 nm, maksimum na 339 nm. Oksidirani koenzimi (NAD+ i NADP+) ne apsorbiraju svjetlost u 

�W�R�P���S�R�G�U�X�þ�M�X�����2�N�V�L�G�D�F�L�M�R�P���V�H���D�S�V�R�U�S�F�L�M�D���Vmanjuje (NADH u NAD+). Redukcijom se apsorpcija 

�S�R�Y�H�ü�D�Y�D�����1�$�'+ u NADH ) (19).  
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Reagensi:  

Svi su reagensi komercijalno dostupni (Boehringer Mannheim/R-Biopharm, Roche Cat.No. 10 

���������������������������W�H���L�P�D�M�X���V�O�M�H�G�H�ü�L���V�D�V�W�D�Y���� 

R1: 

�x 1.4 g liofilizata pufera glicilglicina pH cca. 7.8 

�x L-malat dehidrogenaza cca. 136 U 

�x L-laktat-dehidrogenaza cca 280 U 

�x NADH cca. 5 mg 

R2: 

�x 50 mg liofilizirane citrat liaze cca.12 U 

 

Kontrolni materijal: 5 mmol otopina Na-citrata dihidrata (Art.6448, Merck-Alkaloid) 

Priprema reagensa za analizu: 

�2�W�R�S�L�W�L�� �V�D�G�U�å�D�M�� �E�R�þ�L�F�H�� �5���� �X�� ������ �P�O�� �U�H�G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�H�� �Y�R�G�H�� �W�H���R�W�R�S�L�W�L�� �V�D�G�U�å�D�M�� �5���� �X�� ������ �P�O�� �U�H�G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�H��

vode. 

Prikupljanje i obrada uzoraka urina:  

�2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���F�L�W�U�D�W�D���U�D�ÿ�H�Q�R���M�H iz 24-satnog urina bez prethodne pripreme. 

�3�D�F�L�M�H�Q�W���N�R�M�H�P�X���V�H���R�G�U�H�ÿ�X�M�X���F�L�W�U�D�W�L���X���X�U�L�Q�X���X�S�X�ü�H�Q���M�H���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���Q�D���X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���X�]�U�R�N�D��urolitijaze. 

 

�$�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D���S�U�R�F�H�G�X�U�D�� 

Kontrolni uzorci i uzorci urina analizirani su na automatskom analizatoru Olympus AU 680, 

�S�U�H�P�D���]�D�G�D�Q�L�P���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���W�H�V�W���S�D�U�D�P�H�W�U�L�P�D�� 

�x �����—�/���X�]�R�U�N�D�� 

�x ���������—�/���5���� 

�x 60 �—�/���5�� 
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Slika 3.3.1.1. Biokemijski analizator Olympus AU680, a�X�W�R�U���V�O�L�N�H�����+�U�Y�R�M�H���6�X�þ�L�ü 

 

3.3.2. �/�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�D�� �P�H�W�R�G�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���F�L�W�U�D�W�D�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �P�H�W�R�G�R�P�� �L�R�Q�V�N�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H��

(IC)  

Sustav za ionsku kromatografiju Dionex ICS-3000 (u daljnjem tekstu: ICS-3000) 

�S�U�H�G�Y�L�ÿen je za kvalitativnu i kvantitativnu analizu iona (aniona i kationa) u raznim vrstama 

�W�H�N�X�ü�L�K�� �X�]�R�U�D�N�D���� �5�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �L�R�Q�D�� �X�� �X�]�R�U�N�X�� �V�H�� �S�R�V�W�L�å�H�� �S�U�L�Q�F�L�S�R�P�� �L�R�Q�V�N�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�Me, a 

�G�H�W�H�N�F�L�M�D���L���N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D���V�H���Y�U�ã�L���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P���Y�R�G�O�M�L�Y�R�V�W�L�� 

Princip metode: 

�3�U�L�Q�F�L�S���R�G�M�H�O�M�L�Y�D�Q�M�D���D�Q�L�R�Q�D���W�H�P�H�O�M�L���V�H���Q�D���W�H�R�U�L�M�L���L�R�Q�V�N�H�����W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H�����N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H�����2�G�U�H�ÿ�H�Q�D��

�N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �X�]�R�U�N�D�� �X�Q�H�V�H�� �V�H�� �X�� �S�H�W�O�M�X�� �L�Q�M�H�N�W�R�U�D���� �8�]�R�U�D�N�� �Q�R�ã�H�Q�� �H�O�X�H�Q�V�R�P�� ���P�R�E�L�O�Q�D�� �I�D�]a) putuje kroz 

�N�R�O�R�Q�X�� �X�� �N�R�M�R�M�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �D�Q�L�R�Q�V�N�L�� �L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�� ���V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�D�� �I�D�]�D������ �$�Q�L�R�Q�L�� �L�]�� �X�]�R�U�N�D�� �V�H�� �W�L�M�H�N�R�P��

�S�X�W�R�Y�D�Q�M�D���N�U�R�]�� �N�R�O�R�Q�X���U�D�V�S�R�G�M�H�O�M�X�M�X���L�]�P�H�ÿ�X���V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�H���L�� �P�R�E�L�O�Q�H���I�D�]�H���� �R�Y�L�V�Q�R���R���Q�M�L�K�R�Y�R�M���N�R�Q�V�W�D�Q�W�L 

ionsko-�L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�N�H�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�H te uslijed toga i�]�O�D�]�H�� �L�]�� �N�R�O�R�Q�H�� �Q�D�N�R�Q�� �N�U�D�ü�H�J�� �L�O�L�� �G�X�å�H�J�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�J��

�S�H�U�L�R�G�D�����N�R�M�L���Q�D�]�L�Y�D�P�R���U�H�W�H�Q�F�L�M�V�N�R���Y�U�L�M�H�P�H�������ã�W�R���R�Y�L�V�L���R���V�D�P�R�P���D�Q�D�O�L�W�X�����D�Q�L�R�Q�X�������5�D�]�G�Y�R�M�H�Q�H���D�Q�L�R�Q�H��

na izlasku iz kolone detektira se konduktometrijskim detektorom. Da bi se smanjila pozadinska 
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vodljivost mo�E�L�O�Q�H���I�D�]�H���L���S�R�Y�H�ü�D�O�D���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W���P�H�W�R�G�H�����D�Q�L�R�Q�L���R�W�R�S�O�M�H�Q�L���X���P�R�E�L�O�Q�R�M���I�D�]�L�����H�O�X�H�Q�V�X�����S�U�L�M�H��

ulaska u detektor prolaze kroz supresor u kojem se ioni eluensa zamjenjuju za vodikove ione. Na 

osnovu retencijskog vremena �Äpeaka�³ aniona na kromatogramu dokazujem�R�� �G�D�� �M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�� �D�Q�L�R�Q��

�S�U�L�V�X�W�D�Q���X���R�W�R�S�L�Q�L�����D���Q�D���R�V�Q�R�Y�X���L�]�P�M�H�U�H�Q�H���Y�R�G�O�M�L�Y�R�V�W�L�����S�R�Y�U�ã�L�Q�D���S�L�N�D���Q�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X�������X�V�S�R�U�H�G�E�R�P���V��

�N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�R�P�� �N�U�L�Y�X�O�M�R�P�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�R�P�� �S�U�L�� �L�V�W�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �D�Q�D�O�L�]�H���� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�� �Ve koncentracija 

aniona u uzorku (20). 

Priprema standarda za kalibraciju:, 

�.�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�H���W�R�þ�N�H���L���V�W�D�Q�G�D�U�G�L���V�X���Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�L���U�D�]�U�M�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P���R�V�Q�R�Y�Q�R�J���V�W�D�Q�G�D�U�G�D���&�L�W�U�D�W�H���,�R�Q��

Chromatography Standard Solution (Fluka, 38730, 05/2016). �5�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� �V�X�� �U�D�ÿ�H�Q�D�� �V�� �X�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�R�P��

vodom prema Tablici 3.3.2.1. 

Tablica 3.3.2.1. Priprema kalibracijskih standarda 

        CITRATI  
        Koncentracija (mg/l) C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 

�)�D�N�W�R�U���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D 1 2000 800 400 200 125 100 
Koncentracija (mg/L) 1000 0,5 1,25 2,5 5 8 10 

        VOLUMEN (ml/ml) 
      �)�D�N�W�R�U���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D 1 2000 800 400 200 125 100 

Volumen osnovnog standarda (ml) - 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�]�R�U�F�L���V�H���X�]�R�U�N�X�M�X���X���þ�L�V�W�H���S�R�O�L�H�W�L�O�H�Q�V�N�H���L�O�L���V�W�D�N�O�H�Q�H���S�R�V�X�G�H���L���X���Q�M�L�P�D se transportiraju u mraku na 

temperaturi od 2 do 8�ƒ�&����Uzorci se analiziraju u roku 24 sata �R�G���X�]�R�U�N�R�Y�D�Q�M�D�����D���G�R���W�D�G�D���V�H���þ�X�Yaju 

u hladnjaku na temperaturi od 2 do ���ƒ�&���� 

Uzorke je potrebno profiltrirati prije injektiranja kroz membranski filter �Y�H�O�L�þ�L�Q�H���S�R�U�H��od 0,45 �—�P��

te razrijediti s ultra �þ�L�V�W�R�P�� �Y�R�G�R�P�� �X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�P�� �R�P�M�H�U�X. Uzorak se za analizu prenese u 

Dionex Polyvial posudice od 5 �P�O���L���]�D�þ�H�S�H���V��Filtar Caps �þ�H�S�R�P�����N�R�M�L���V�D�G�U�å�L���X���V�H�E�L�����������P���I�L�O�W�D�U������

Tijekom �L�Q�L�F�L�U�D�Q�M�D���X�]�R�U�D�N���V�H���X�M�H�G�Q�R���L���I�L�O�W�U�L�U�D���N�U�R�]�����������P filtar (21).  
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�$�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D���S�U�R�F�H�G�X�U�D i dijelovi aparata: 

ICS-���������� �M�H�� �V�X�V�W�D�Y�� �S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�� �]�D�� �V�L�P�Xltanu analizu aniona i kationa, a sastoji se od 

nekoliko dijelova: autosamplera (AS40), pumpe za eluens (DP), eluent generatora (EG) i odjeljka 

�]�D���V�P�M�H�ã�W�D�M���N�R�O�R�Q�D���L���G�H�W�H�N�W�R�U�D�����'�&���� 

1. AS40 

�$�6������ �M�H�� �X�U�H�ÿ�D�M�� �N�R�M�L�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �D�X�W�R�P�D�W�V�N�R�� �L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�H�� �X�]�R�U�D�N�D�� �]�D�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �S�U�H�P�D�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R��

�S�U�R�J�U�D�P�L�U�D�Q�R�M�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�� �X�� �V�R�I�W�Y�H�U�X�� �D�S�D�U�D�W�D���� �8�]�R�U�F�L�� �V�H�� �V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �X�� �S�R�V�H�E�Q�R�� �S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�H�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�H��

posudice od 5 ml (Dionex PolyVial 5 m�O�������]�D�W�Y�R�U�H���V�H���S�R�V�H�E�Q�L�P���þ�H�S�R�P���V �X�J�U�D�ÿ�H�Q�L�P�����������P���I�L�O�W�U�R�P��

(Dionex Filtar Caps for 5 ml PolyVial) i s�P�M�H�ã�W�D�M�X���X���N�D�]�H�W�H���X���N�R�M�H���V�W�D�Q�H���ã�H�V�W posudica. U AS40 se 

�P�R�å�H�� �V�P�M�H�V�W�L�W�L�� �Q�D�M�Y�L�ã�H�� ������ �N�D�]�H�W�D�� �V posudicama, a iz svake posude se �P�R�å�H�� �L�]�Y�U�ã�L�W�L�� �G�R�� �W�U�L 

injektiranja uzorka (22). 

2. DP 

DP (Dual Pump) modul se sastoji od dvije pumpe za eluens. Pumpa 2 (ISOCRATIC) je spojena 

na posudu od 2 l u kojoj se nalazi ultra �þ�L�V�W�D���Y�R�G�D���R�G���N�R�M�H���V�H���X���(�*���D�X�W�R�P�D�W�V�N�L���S�U�L�S�U�D�Y�O�M�D���H�O�X�H�Q�V���]�D��

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�Q�L�R�Qa (kalij hidroksid - �.�2�+�������3�X�P�S�H���V�X���S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�H���]�D���U�D�G���S�U�L���W�O�D�N�X���G�R�������������S�V�L�����X�]��

protok od 0,001 do 10 ml/min.  

3. EG 

�(�O�X�H�Q�W�� �J�H�Q�H�U�D�W�R�U�� ���(�*���� �V�O�X�å�L�� �]�D�� �V�S�U�D�Y�O�M�D�Q�M�H�� �S�U�R�L�]�Y�R�O�M�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �H�O�X�H�Q�V�D�� ���X�� �R�Y�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X��

�.�2�+���� �X�� �å�H�O�M�H�Q�R�P�� �Y�U�H�P�H�Q�X��tijekom analize. Glavni dijelovi su naponska jedinica, ure�ÿ�D�M�� �]�D��

�R�W�S�O�L�Q�M�D�Y�D�Q�M�H���� �N�D�U�W�X�ã�D�� �V koncentratom eluensa (Dionex EGC II KOH) i CR-ATC kolona za 

�G�R�G�D�W�Q�R���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H���Q�H�þ�L�V�W�R�ü�D���X���H�O�X�H�Q�V�X�����(�*���M�H���S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q���]�D���U�D�G���S�U�L���W�O�D�N�X���R�G�������������G�R 3000 psi. 

4. DC 

U DC (Detector Compartment) modulu nalaze se dva sustava za simultanu analizu aniona i 

kationa. Sustav za odre�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�Q�L�R�Q�D���V�D�V�W�R�M�L���V�H���R�G���V�O�M�H�G�H�ü�L�K���G�L�M�H�O�R�Y�D�� injektorski ventil s petljom 

�]�D�� �X�]�R�U�D�N�� �]�D�� �D�Q�L�R�Q�H�� ���R�N�R�� ������ ���O������ �S�U�H�G�N�R�O�R�Q�D�� ���'�L�R�Q�H�[�� �,�2�1�3�$�&�� �$�*-19 4 x 50 mm) i kolona 

(Dionex IONPAC AS-19 4 x �������� �P�P������ �H�O�H�N�W�U�R�O�L�W�L�þ�N�L�� �V�X�S�U�H�V�R�U�� ���'�L�R�Q�H�[�� �$ERS 500) i detektor 

vodljivosti (CD). Temperatura u DC modulu �P�R�å�H���V�H���S�R�G�H�V�L�W�L u rasponu 15 - �����ƒ�&�� 
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Slika 3.3.2.1. Izgled glavnih komponenti ICS-3000, a�X�W�R�U���V�O�L�N�H�����+�U�Y�R�M�H���6�X�þ�L�ü 

 

3.3. �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H���P�H�W�R�G�H 

�2�V�Q�R�Y�Q�L���S�D�U�D�P�H�W�U�L���Y�D�O�L�G�D�F�L�M�H���R�E�U�D�ÿ�H�Q�L���V�X���P�H�W�R�G�R�P���G�H�V�N�U�L�S�W�L�Y�Q�H���V�W�D�W�L�V�W�L�N�H���W�H���V�X���S�U�L�N�D�]�D�Q�L��

�W�D�E�O�L�þ�Q�R���� �8�V�S�R�U�H�G�E�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�D�� �M�H�� �%�O�Dnd-�$�O�W�P�D�Q�� �L�� �Ä�0�R�X�Q�W�D�L�Q�³�� �J�U�D�I�L�N�R�Q�R�P. 

�0�H�W�R�G�H�� �V�X�� �X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�H koeficijentom korelacije metoda te Passing-Bablock i Demingovom 

regresijskom analizom. �=�D�� �S�U�L�N�D�]�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �L�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�X�� �R�E�U�D�G�X�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �V�X�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�L��

programi Excel 2010, Microsoft Office (Microsoft, Redmond, SAD), MedCalc v.12.5.0.0. 

(MedCalc Sotware, Mariakerke, Belgija) te ISO 8466-1:1990. 

AS40 

DC 

DP 

EG
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4. REZULTATI  

 

4.1. �9�D�O�L�G�D�F�L�M�D���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H���P�H�W�R�G�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���F�L�W�U�D�W�D metodom ionske kromatografije 

(IC)  

Provjereni su sl�M�H�G�H�ü�L���S�D�U�D�P�H�W�U�L���Y�D�O�L�G�D�F�L�M�H�� 

4.1.1. LINEARN OST 

�0�R�J�X�ü�Q�R�V�W���P�H�W�R�G�H���G�D���X �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P���S�R�G�U�X�þ�M�X daje rezultate proporcionalne koncentraciji 

analita u uzorku nazivamo linearnost�����8�W�Y�U�ÿ�X�M�H���V�H���L�]�U�D�G�R�P���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�Vkog pravca. 

 

Priprema standardnih otopina za kalibracijski pravac: 

 

Otopine se pripremaju iz certificiranog referentnog materijala (CRM) Citrate Ion 

Chromatography Standard Solution (Fluka, Lot 38730, 05/2016) koncentracije 1000 mg/l. 

P�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�R�� �M�H�� �ã�H�V�W �N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�L�K�� �W�R�þ�D�N�D���� �V�Y�D�N�D�� �X�� �W�U�L replike, a rezultati analize prikazani su u 

Tablici  4.1.1.2. 

 

Tablica 4.1.1.1. Priprema kalibracijskih standarda citrata �X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D 

         Koncentracije (mg/l) C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 
�)�D�N�W�R�U���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D 1 2000 800 400 200 125 100 
Koncentracija (mg/l) 1000 0,5 1,25 2,5 5 8 10 

        VOLUMEN (ml/ml) 
      �)�D�N�W�R�U���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D 1 2000 800 400 200 125 100 

Volumen osnovnog standarda (ml) - 0,025 0,025 0,050 0,100 0,080 0,100 
Volumen tikvice (ml) - 50 20 20 20 10 10 
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Tablica 4.1.1.2. Rezultati analize standardnih otopina citrata �X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D 
 

 

�%�U�R�M���W�R�þ�D�N�D Replike 
KONCENTRACIJA 

(mg/l) 
�3�2�9�5�â�,�1�$��

(mS/min) 
Rt 

(min) 

1 
1 0,5 0,1061 9,747 
1 0,5 0,1068 9,783 
1 0,5 0,1068 9,717 

2 
2 1,25 0,2153 9,667 
2 1,25 0,2147 9,793 
2 1,25 0,2163 9,730 

3 
3 2,5 0,3729 9,877 
3 2,5 0,3726 9,847 
3 2,5 0,3726 9,650 

4 
4 5 0,6858 9,907 
4 5 0,6897 9,790 
4 5 0,6882 9,673 

5 
5 8 1,0741 9,733 
5 8 1,0747 9,667 
5 8 1,0753 9,657 

6 
6 10 1,3292 9,660 
6 10 1,3249 9,687 
6 10 1,3222 9,680 
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�.�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�L���S�U�D�Y�D�F���L�]�U�D�ÿ�H�Q���M�H��s tablicom 4.1.1.3. 

 

4.1.1.3. �3�R�P�R�ü�Q�D���W�D�Elica �]�D���L�]�U�D�þ�X�Q���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�D�W�D���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�R�J���S�U�D�Y�F�D 

 

  xi xi
2 yi yi

2 xi*y i 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 
 4,5417 32,8438 0,6305 0,5969 4,4243 0,0000 0,0000 

 

 

�‚ i �‚ i-  (�‚ i-
2 (xi- )2 (yi- )2 (xi- )*(y i- ) �‚ 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 1,1967 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 - �S�R�Y�U�ã�L�Q�D���S�L�N�D��
standardne otopine - 
srednja vrijednost 3 

�U�H�S�O�L�N�H�����—�6���P�L�Q�� 

- srednja vrijednost 
koncentracija 

standardnih otopina 

 - srednja vrijednost 
�S�R�Y�U�ã�L�Q�D���S�L�N�D��

standardnih otopina 

�‚ i - �S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�D��
�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���S�R�Y�U�ã�L�Q�H��

pika standardne 
otopine na osnovu 

kalibracijske funkcije 

SUM - zbroj svih 
�þ�O�D�Q�R�Y�D���X���V�W�X�S�F�X 

AVE - srednja 
vrijednost svih 

�þ�O�D�Q�R�Y�D���X���V�W�X�S�F�X 

Rt - retencijsko 
vrijeme 

 
O�G�U�H�ÿ�H�Q�L���V�X���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�L���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�R�J���S�U�D�Y�F�D����a i b) te koeficijenti korelacije (r) i determinacije 

(r2) �V�D���V�O�M�H�G�H�ü�L�P���M�H�G�Q�D�G�å�E�D�P�D: 

 

�U
L �=
E�>�T 

���M�H�G�Q�D�G�å�E�D���S�U�D�Y�F�D�� 

(1) 
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���L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�Q�M�H���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�D��b - nagib pravca) 
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���L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�Q�M�H���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�D��a - �R�G�V�M�H�þ�D�N���Q�D���R�V�L���\�� 
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���L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�Q�M�H���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�D���G�H�W�H�U�P�L�Q�D�F�L�M�H��r2) 

 

(2) 

  (3) 

  (4) 

  (5) 
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Slika 4.1.1.1.1. Kalibracijski pravac za analizu citrata ionskom kromatografijom 
 

P�U�H�P�D���M�H�G�Q�D�G�å�E�D�P�D����������- (5) te s podatcima iz Tablici  �������������������L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H���V�X���V�O�M�H�G�H�ü�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L��

parametara kalibracijskog pravca: 

 

b = 0,1278 �—�6���P�L�Q���O���P�J 

  

a = 0,0502 �—�6/min 

  

r2 = 0,9999 

  

r = 0,9999 

 

J�H�G�Q�D�G�å�E�D���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�R�J���S�U�D�Y�F�D�����S�U�H�P�D�������������L�]�J�O�H�G�D���R�Y�D�N�R�� 

y = 0,0502 + 0,1278 x 

 

 

y = 0,1278x + 0,0502 
�5�ð��� �������������� 

0
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Odnosno, �N�D�G�D���V�H���W�U�D�å�L���Q�H�S�R�]�Q�D�W�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���L�]���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���S�L�N�D�� 

 

x = (y -0,0502)/0,1278 

 

Parametar r (koeficijent korelacije) kalibracijske krivulje ZADOVOLJAVA  kriterij 

prihvatljivosti (r > 0,995). 

 

4.1.2. GRANICA DETEKCIJE  

 

Granica detekcije (LOD) �G�R�E�L�Y�H�Q�D���M�H���S�R�P�R�ü�X���V�O�M�H�G�H�ü�H���M�H�G�Q�D�G�å�E�H:  

 

�.�1�&
L��
�u�á�u�Û�5�ì

�>
 

       

gdje je b nagib kalibracijskog pravca, Sy rezidualna standardna devijacija kalibracijskog pravca 

���U�D�þ�X�Q�D���V�H���S�U�H�P�D���M�H�G�Q�D�G�å�E�L���������������Q���M�H���E�U�R�M���P�M�H�U�H�Q�M�D���V���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�L�P���R�W�R�S�L�Q�D�P�D�� 

�5�ì 
L��
§

Ì �:�ì �Ô�7�ì
Ü�;�.
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�Ô�8�-

�á�?�6
 

 
  

(7) 

(8) 

    (9) 
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Tablica 4.1.1.4 �3�R�P�R�ü�Q�D���W�D�Elica �]�D���L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�Q�M�H���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�H���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�R�J���S�U�D�Y�F�D 
 

 
Konc. xi 

Pov. 
(stvarna) 

 yi 
Pov. 

���S�U�R�F�M�H�Q�D�����Ôi yi-�Ôi (yi-�Ôi)
2 

1 
0,5000 0,1066 0,1140498 -0,0074831 0,0000560 

2 
1,2500 0,2154 0,2098776 0,0055557 0,0000309 

3 
2,5000 0,3727 0,3695908 0,0031092 0,0000097 

4 
5,0000 0,6879 0,6890170 -0,0011170 0,0000012 

5 
8,0000 1,0747 1,0723286 0,0023714 0,0000056 

6 
10,0000 1,3254 1,3278696 -0,0024362 0,0000059 

         
27,2500 0,6305 SUM 0,0000000 0,0001093 

   

AVE 0,0000000 0,0000182 

 
S �M�H�G�Q�D�G�å�E�D�P�D�� �������� �L�� ������ te Tablicom 4.1.1.4. �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �M�H�� �J�U�D�Q�L�F�D�� �G�H�W�H�N�F�L�M�H (LOD) za 

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��citrata metodom IC koja iznosi: 

 

n = 18 

 

Sy = 0,002614102 

 

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

 

4.1.3. GRANICA KVANTIFIKACIJE  

Granica kvantifikacije (LOQ) �G�R�E�L�Y�H�Q�D���M�H���S�R�P�R�ü�X���V�O�M�H�G�H�ü�H���M�H�G�Q�D�G�å�E�H: 

 

�.�1�3
L��
�5�4�Û�Ì�ä

�Õ
    

 

       

 

(10) 
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Gdje je b nagib kalibracijskog pravca, a Sa �M�H���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D���R�G�V�M�H�þ�N�D���Q�D���\���R�V�L����a) koja se 

�U�D�þ�X�Q�D���S�U�H�P�D���M�H�G�Q�D�G�å�E�L����������. 

 

�6���M�H�G�Q�D�G�å�E�D�P�D�����������L���������� te Tablicom 4.1.1.4. �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���M�H���J�U�D�Q�L�F�D���N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��

citrata metodom IC koja iznosi: 

 

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

 

4.1.4. PRECIZNOST 

Preciznost je izraz slaganja �P�H�ÿ�X�� �Q�L�]�R�P mjerenja izvedenih iz istog homogenog uzorka 

pod propisanim uvjetima. 

 

a) REPETIBILNOST (PONOVLJIVOST) 

 

Preciznost pri uvjetima ponovljivosti �X�� �N�U�D�ü�H�P�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P�� �U�D�]�G�R�E�O�M�X (jedan dan) �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H��

mjerenjem kontrolne standardne otopine citrata koncentracije 5 mg/l. Rezultati su prikazani u 

Tablici  4.1.4.1. 
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Tablica 4.1.4.1. Repetibilnost (ponovljivost) u �N�U�D�ü�H�P���Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P���U�D�]�G�R�E�O�M�X (jedan dan) 
 

INJEKTIRANJE 
BROJ 

Rt 
(min) 

�3�2�9�5�â�,�1�$ 
���—�6���P�L�Q�� 

KONCENTRACIJA 
(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 % 

  
 

P�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�� �U�H�W�H�Q�F�L�M�V�N�R�J�� �Y�U�H�P�H�Q�D�� ���5�W���� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��citrata metodom IC iznosi 0,61 %. 

P�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W���P�M�H�U�H�Q�M�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���S�L�N�D���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��citrata metodom ionske kromatografije iznosi 

1,81 %���� �ã�W�R��ZADOVOLJAVA  kriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %). P�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D��

koncentracije citrata metodom ionske kromatografije iznosi 1,95 %���� �ã�W�R��ZADOVOLJAVA  

kriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %). 
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b) INTERMEDIJARNA PRECIZNOST 
 
Intermedijarna preciznost �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�H�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H otopine citrata 

koncentracije 5 mg/l �N�U�R�]�� �G�X�å�H�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�� �U�D�]�G�R�E�O�M�H (16 dana). Rezultati se nalaze u Tablici 

4.1.4.2. P�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��citrata metodom ionske kromatografije iznosi 

2,21 %, �ã�W�R��ZADOVOLJAVA  kriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %).  
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Tablica 4.1.4.2. Intermedijarna preciznost �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���F�L�W�U�D�W�D���N�U�R�]���G�X�å�H���Y�U�H�P�H�Q�V�N�R���U�D�]�G�R�E�O�M�H����������

dana) 

 

 
 
 

INJEKTIRANJE 
BROJ 

DATUM 
KONCENTRACIJA 

(mg/l) 

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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4.1.5. �7�2�ý�1�2�6�7 

 
�7�R�þ�Q�R�V�W��metode �U�D�ÿena je mjerenjem kontrolnih standardnih otopina citrata koncentracije 

5 mg/l �N�U�R�]���S�H�U�L�R�G���R�G���G�H�V�H�W���X�]�D�V�W�R�S�Q�L�K���P�M�H�U�H�Q�M�D���S�U�L���þ�H�P�X��je dobi�Y�H�Q�R���V�U�H�G�Q�M�H���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���F�L�W�U�D�W�D����

(Tablica 4.1.5.1.) 

 
Tablica 4.1.5.1. �,�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H��(Recovery) standardne otopine citrata koncentracije 5 mg/l 

 

INJEKTIRANJE 
BROJ 

KONCENTRACIJA 
(pripremljeno) 

(mg/l) 

KONCENTRACIJA 
(izmjereno) 

(mg/l) 

�,�6�.�2�5�,�â�7�(�1�-�( 

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% 

 
S�U�H�G�Q�M�H���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H��citrata iznosi 99,66 %, �W�D�N�R���G�D���P�R�å�H�P�R���U�H�ü�L���G�D���P�H�W�R�G�D��ZADOVOLJAVA 

�N�U�L�W�H�U�L�M���S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y�R�V�W�L�����W�R�þ�Q�R�V�W���“ 10 %). 
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4.1.6. �6�3�(�&�,�)�,�ý�1�2�6�7��SELEKTIVNOST  

�6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�P�� �P�H�W�R�G�R�P�� �Q�H�G�Y�R�M�E�H�Q�R�� �P�R�å�H�P�R�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �L�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�W�L�� �M�H�G�D�Q�� �D�Q�D�O�L�W od ostalih 

komponenti (Slika 4.1.6.1.), dok kod selektivne metode �P�R�å�H�P�R�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �Y�L�ã�H�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L 

istodobno, ali pod uvjetom da te komponente ne smetaju jedna drugoj (Slika 4.1.6.2.). Dokazuje 

�V�H�� �X�V�S�R�U�H�G�E�R�P�� �U�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�L�K�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�D�� �N�R�M�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �þ�L�V�W�R�ü�X�� �S�L�N�R�Y�D�� �F�H�U�W�L�I�L�F�L�U�D�Q�L�K��

referentnih materijala analita, kromatograma smjesa komponenti ili nacijepljenog uzorka 

matriksa. 

 

�6�O�L�N�D�� ������������������ �6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �P�H�W�R�G�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�R�P�� �V�� �F�H�U�W�L�I�L�F�L�U�D�Q�L�P�� �U�H�I�H�U�H�Q�W�Q�L�P��

materijalom citrata (zeleni peak) koncentracije 5 mg/l 
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Slika 4.1.6.2. Selektivnost metode prikazana kromatogramom nacijepljenog uzorka urina (smjesa 

�N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L�����V���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P���F�L�W�U�D�W�D�����]�H�O�H�Q�L���S�H�D�N�� 

 

 

 

4.1.7. �3�2�'�5�8�ý�-�( PRIMJENE  

�5�D�V�S�R�Q�� �P�H�ÿ�X�� �G�R�Q�M�R�P�� �L�� �J�R�U�Q�M�R�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P granice analita u uzorku koji se mogu 

�N�Y�D�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�W�L���X�]���R�G�U�H�ÿ�H�Q�X���O�L�Q�H�D�U�Q�R�V�W�����S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W���L���L�V�W�L�Q�L�W�R�V�W ���W�R�þ�Q�R�V�W������ 

Raspon se nalazi u 0,20 mg/l ���/�2�4�����L���������P�J���O���F�L�W�U�D�W�D�����Q�D�M�Y�H�ü�D���W�R�þ�N�D���N�D�O�L�E�U�Dcijske krivulje), 

odnosno u 0,0010 mmol/l i 0,052 mmol/l. 
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4.1.8. �6�$�ä�(�7�$�.���5�(�=�8�/�7�$�7�$ 

�6�D�å�H�W�D�N�� �U�H�]ultata validacijskih parametara iz kojeg pro�L�]�O�D�]�L�� �]�D�N�O�M�X�þ�D�N�� �G�D�� �M�H�� �P�H�W�R�G�D��

primjenjiva svrsi, prikazan je u tablici 4.1.8.1. 

 

Tablica 4.1.8.1. �6�D�å�H�W�D�N���U�H�]�X�O�W�D�W�D���Y�D�O�L�G�D�F�L�M�V�N�L�K���S�D�U�D�P�H�W�D�U�D 
 

Parametar validacije 
Kriterij 

prihvatljivosti Rezultat 
Zadovoljava 

kriterije (DA/NE) 
Linearnost 
Koeficijent korelacije �U���•����������5 0,9999 DA 
Granica detekcije 
LOD Informacija 0,068 mg/l (0,00035 mmol/l) - 
Granica kvantifikacije  
LOQ Informacija 0,20 mg/l (0,001 mmol/l) - 
Preciznost 
Ponovljivost Rt �5�6�'���”���������� RSD = 0,61 % DA 
Ponovljivost mjerenja 
�S�R�Y�U�ã�L�Q�H �5�6�'���”���������� RSD = 1,81 % DA 

Ponovljivost 
�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D��
koncentracije 

�5�6�'���”���������� RSD = 1,95 % DA 

Intermedijarna 
preciznost (konc.) 

�5�6�'���”���������� RSD = 2,21 % DA 

�7�R�þ�Q�R�V�W 
�,�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H 90 - 110 % 99,66 % DA 
�6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W/selektivnost 
Metoda mora biti u stanju detektirati analit u prisutnosti drugih iona u matriksu urina 
�3�R�G�U�X�þ�M�H��primjene 
0,20 mg/l - 10 mg/l (0,0010 - 0,052 mmol/l) 
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4.2. �8�V�S�R�U�H�G�E�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���F�L�W�U�D�W�D���X���X�U�L�Q�X���S�R�V�W�R�M�H�ü�R�P���H�Q�]�L�P�V�N�R-

spektrofotometrijskom metodom s metodom ionske kromatografije (IC) 

Usporedba dobivenih rezultata (Tablica 4.2.1.) prikazana je Bland-�$�O�W�P�D�Q�� �L�� �Ä�0�R�X�Q�W�D�L�Q�³��

grafikonom. Usporedba �P�H�W�R�G�D�� �R�E�U�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P korelacije metoda te je �L�]�Y�U�ã�H�Q�D 

Passing-Bablock i Demingovom regresijskom analizom. Grafikonom �U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L 

(Slika 4.2.1.1.) prikazani su parovi podataka za obje metode. Koeficijent korelacije (r) iznosi 

0,99, a �U�D�]�L�Q�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L�����S�� manja je od 0,001. 

 

Tablica 4.2.1. Usporedba dobivenih rezultata citr�D�W�D�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �S�R�V�W�R�M�H�ü�R�P�� �H�Q�]�L�P�V�N�R-
spektrofotometrijskom metodom na analizatoru AU 680 s metodom ionske kromatografije (IC). 

 

Uzorak 

Koncentracija citrata 
(mmol/l) na analizatoru 

 AU 680 

Koncentracija citrata 
(mmol/l) 

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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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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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 

 

 

�6�O�L�N�D�����������������������*�U�D�I�L�N�R�Q���U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L 
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         Bland-Altman grafikon (Slika 4.2.1.2.) prikazuje razliku me�ÿ�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�Lm rezultatima 

mjerenja ovisno o razlici koncentracija citrata i srednjoj vrijednost�L���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���F�L�W�U�D�W�D���U�D�ÿ�H�Q�L�K 

objema metodama. N = 50; puna linija predstavlja srednju vrijednost razlike u mjerenjima (0,02), 

dok isprekidana linija predstavlja raspon vrijednosti u �“�����������6�'�� 

       

Slika 4.2.1.2. Bland-Altman gra�I�L�N�R�Q���U�D�]�O�L�N�H���P�H�ÿ�X���G�R�E�L�Y�H�Q�L�P���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D���P�M�H�U�H�Q�M�D 

          Passing-Bablock regresija (Slika 4.2.1.3.) je model linearne regresije koji pretpostavlja 

kako niti jedna od dvaju varijabli nije niti zavisna niti nezavisna. Rezultat je prikazan kroz 

�J�U�D�I�L�þ�N�L���S�U�L�N�D�]���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�Wi �R�G�V�M�H�þ�N�D���L���Q�D�J�L�E�D���S�U�D�Y�F�D���V���L�Q�W�H�U�Y�D�O�R�P���S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�L���N�R�M�L���S�U�L�W�R�P���X�N�D�]�X�M�H��

na postojanje stalne ili proporcionalne razlike �P�H�ÿ�X�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D mjerenja. N = 50; puna linija 

predstavlja regresijski pravac y = 1,012195 x - 0,0225810, dok isprekidana linija predstavlja 

interval pouzdanosti 95 % CI (0,9606 - 1,0634) za nagib pravca, a za os x 95 % CI (-0,07405-

0,02484). 
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Slika 4.2.1.3. Passing-Bablock regresijska analiza metoda 

�3�R�J�U�H�ã�N�D�� �S�U�R�J�Q�R�]�H�� ���U�H�]�L�G�X�D�O���� ��Slika 4.2.1.4) prikazuje variranje rezultata oko pravca u 

rasponu vrijednosti u kojem �V���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P���V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X���Q�D�O�D�]�L�P�R���S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�H���U�H�]�X�O�W�D�W�H�����X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�R��

95 % CI). 

 

Slika 4.2.1.4. Passing-Bablock regresijaska analiza metoda - reziduali 
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�5�D�]�O�L�N�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �F�L�W�U�D�W�D�� �X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H���Ž�0�Runtain�Ž grafikonom (Slika 4.2.1.5.) gdje je 

vidljivo da se vrh grafikona nalazi vrlo blizu nule. 

 

Slika �������������������Ž�0�R�X�Q�W�D�L�Q�Ž���J�U�D�I�L�N�R�Q���U�D�]�O�L�N�H���P�H�ÿ�X���G�R�E�L�Y�H�Q�L�P���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D���P�M�H�U�H�Q�M�D 

        Demingova regresijska analiza (Slika 4.2.1.6.) uzima u obzir nepreciznost obje mjerne 

metode te �M�H�� �S�U�H�S�R�U�X�þ�H�Q�D�� �]�D�� �S�U�D�üenje konstantnih �S�R�J�U�H�ã�D�N�D�� N = 50; puna linija predstavlja 

regresijski pravac y = 1,0177 x - 0,01611, dok isprekidana linija predstavlja interval pouzdanosti 

95 % CI (0,9347-1,1008) za nagib pravaca , a za os x 95 % CI (-0,1325-0,1003). 

 

Slika 4.2.1.6. Demingova regresijska analiza metoda 
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Slika 4.2.1.7. Demingova regresijska analiza metoda - reziduali 
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5. RASPRAVA 

�3�U�R�Y�H�G�H�Q�L�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P���S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�L���V�X svi parametri validacije.  Linearnost je �X�W�Y�U�ÿena 

izradom kalibracijskog pravca koji se sastoji od �ã�H�V�W��koncentracijskih razina standardnih otopina, 

s najmanje tri �P�M�H�U�H�Q�M�D�� �S�R�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�V�N�R�M�� �U�D�]�L�Q�L���� �,�]�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �L�]�U�D�þ�X�Q�Dti su 

kalibracijska funkcija �W�M���� �R�Y�L�V�Q�R�V�W�� �R�G�]�L�Y�D�� ���S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �S�L�N�D���� �R�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �D�Q�D�O�L�W�D�� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�Wi 

kalibracijske krivulje (a, b).  �8�� �R�Y�R�P�� �U�D�G�X�� �O�L�Q�H�D�U�Q�R�V�W�� �M�H�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �S�U�H�N�R�� �N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�H�� �N�U�L�Y�X�O�M�H����

�'�R�E�L�Y�H�Q�L���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W���N�R�U�H�O�D�F�L�M�H���L�]�Q�R�V�L���������������ã�W�R���]�D�Govoljava kriterij prihvatljivosti (r �• 0,995) za 

�N�O�L�Q�L�þ�N�H�� �O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�H�� �V�X�V�W�D�Y�H�� �� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �X�� �P�H�G�L�F�L�Q�V�N�R�� �O�Dboratorijskoj dijagnostici (23) i 

usporedivo je s rezultatima koje su dobili Kaleemullah i sur. (koeficijent korelacije 0,9999) (24). 

Granica detekcije (LOD) �L�� �J�U�D�Q�L�F�D�� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�H�� ���/�2�4���� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H�� �V�X�� �S�R�P�R�ü�X�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H��

devijacije kalibracijske krivulje. Granica detekcije iznosi 0,068 mg/l (0,00035 mmol/l), a granica 

kvantifikacije iznosi 0,20 mg/l (0,001 mmol/l) �ã�W�R�� �M�H�� �X�V�S�R�U�H�G�L�Y�R�� �V�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�P�� �X��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���(�U�G�H�P�D���L���V�X�U�������/�2�4��� ���������������P�P�R�O���O�� (25). 

Preciznost pri uvjetima ponovljivosti �X�� �N�U�D�ü�H�P�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P�� �U�D�]�G�R�E�O�M�X (jedan dan) �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H��

mjerenjem deset uzastopnih mjerenja kontrolne standardne otopine citrata koncentracije 5 mg/l 

gdje ponovljivost retencijskog vremena (Rt) za �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H citrata metodom ionske 

kromatografije (IC) iznosi 0,61 %, a p�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�� �P�M�H�U�H�Q�M�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �S�L�N�D�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��citrata 

metodom ionske kromatografije (IC) iznosi �����������������ã�W�R��zadovoljava kriterij prihvatljivosti (RSD 

< 10 %). P�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��citrata metodom ionske kromatografije (IC) 

�L�]�Q�R�V�L�� ���������� ������ �ã�W�R��zadovoljava kriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %), a dobiveni rezultat 

usporediv je s rezultatatom �G�R�E�L�Y�H�Q�R�P���X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���N�R�M�H���V�X���S�U�R�Y�R�G�L�O�L Kaleemullah i sur. (RSD 

= 3,6%) (24). �,�Q�W�H�U�P�H�G�L�M�D�U�Q�D�� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�H�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H otopine 

�F�L�W�U�D�W�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H������ �P�J���O���N�U�R�]�� �G�X�å�H���Y�U�H�P�H�Q�V�N�R���U�D�]�G�R�E�O�M�H���������� �G�D�Q�D������ �3�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D��

koncentracije citrata metodom ionske kromatografije ���,�&���� �N�U�R�]�� �G�X�å�H�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�� �U�D�]�G�R�E�O�M�H (16 

dana) iznosi �����������������ã�W�R��zadovoljava kriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %), a dobiveni rezultat je 

usporediv s dobivenom vrijednosti Kaleemullah i sur. (RSD = 4,6%) (24). 

   

�7�R�þ�Q�R�V�W���M�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�D mjerenjem kontrolnih standardnih otopina citrata koncentracije 5 mg/l kroz 

�S�H�U�L�R�G���R�G���G�H�V�H�W���X�]�D�V�W�R�S�Q�L�K���P�M�H�U�H�Q�M�D���S�U�L���þ�H�P�X��je dobiveno �V�U�H�G�Q�M�H���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���F�L�W�U�D�W�D���R�G 99,66 %, 

�W�D�N�R�� �G�D�� �P�R�å�H�P�R�� �U�H�ü�L�� �G�D�� �P�H�W�R�G�D��zadovoljava �N�U�L�W�H�U�L�M�� �S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y�R�V�W�L�� ���W�R�þ�Q�R�V�W�� �“ 10 %)���� �ã�W�R�� �M�H�� 
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usporedivo s vrijednostima Kaleemull�D�K�� �L�� �V�X�U���� ���V�U�H�G�Q�M�H�� �L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �F�L�W�U�D�W�D�� �R�G�� ���������� %) (24) te 

Erdem i sur.( �V�U�H�G�Q�M�H���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���F�L�W�U�D�W�D od 100,3 %) (25). 

 

�6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �L�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �V�H�� �þ�H�V�W�R�� �S�R�L�V�W�R�Y�M�H�ü�X�M�X���� �P�H�ÿ�X�W�L�P�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�P�� �P�H�W�R�G�R�P�� �Q�H�G�Y�R�M�E�H�Q�R��

�P�R�å�H�P�R�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �L�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�W�L�� �M�H�G�D�Q�� �D�Q�D�O�L�W�� �R�G�� �R�V�W�D�O�L�K�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L, dok kod selektivne metode 

m�R�å�H�P�R���R�G�U�H�G�L�W�L���Y�L�ã�H���N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L��istodobno, ali pod uvjetom da te komponente ne smetaju jedna 

drugoj. Prikazane su �X�V�S�R�U�H�G�E�R�P�� �U�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�L�K�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�D�� �N�R�M�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �þ�L�V�W�R�ü�X�� �S�L�N�R�Y�D��

certificiranih referentnih materijala analita te kromatograma smjesa komponenti s nacijepljenim 

uzorkom matriksa (26). 

 

�3�R�G�U�X�þ�M�H�� �S�U�L�P�M�H�Q�H�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �U�D�V�S�R�Q�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �G�R�Q�M�H�� �L�� �J�R�U�Q�M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �J�U�D�Q�L�F�H�� �D�Q�D�O�L�W�D�� �X��

�X�]�R�U�N�X�� �N�R�M�L�� �V�H�� �P�R�J�X�� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�W�L�� �X�]�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�X�� �O�L�Qe�D�U�Q�R�V�W���� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W�� �L�� �W�R�þ�Q�R�V�W�� ����7). Raspon se 

nalazi �L�]�P�H�ÿ�X 0,20 mg/l (�ã�W�R���X�M�H�G�Q�R���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D��granicu kvantifikacije) �L���������P�J���O���F�L�W�U�D�W�D���N�R�M�X���þ�L�Q�L��

�Q�D�M�Y�L�ã�D �W�R�þ�N�D���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�H���N�U�L�Y�X�O�M�H (0,0010 - 0,052 mmol/l). 

Daljnj�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H pokaz�D�O�R�� �M�H�� �N�D�N�R�� �S�R�V�W�R�M�H�ü�D�� �H�Q�]�L�P�V�N�R-spektrofotometrijska metoda i 

validirana metoda ionske kromatografije (IC) daju usporedive rezultate. �3�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P��

�O�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�L�K�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �Q�L�V�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H�� �U�H�I�H�U�H�Q�F�H�� �N�R�M�H�� �R�S�L�V�X�M�X��usporedbu gore navedenih metoda. 

�2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �F�L�W�U�D�W�D�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �H�Q�]�L�P�V�N�R-spektrofotometrijskom metodom i 

metodom ionske kromatografije dobiveni su rezultati u rasponu od 0,16 mmol/l do 6,74 mmol/l. 

Gra�I�L�N�R�Q�R�P�� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L��prikazani su parovi podataka za obje metode. Koeficijent 

korelacije (r) iznos�L�� ������������ �D�� �U�D�]�L�Q�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L�� ���3���� �M�H�� �P�D�Q�M�D�� �R�G�� ����������, �ã�W�R�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �G�R�E�U�X��

povezanost te jaku korelaciju (r = 0,8 - 1) �P�H�ÿ�X dobivenim rezultatima obaju metoda. 

Bland-Altman grafikon �S�U�L�N�D�]�X�M�H���U�D�]�O�L�N�X�� �P�H�ÿ�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�P�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�� �P�M�H�U�H�Q�M�D��ovisno o razlici 

koncentracija citrata i srednjoj vrijednosti �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �F�L�W�U�D�W�D�� �U�D�ÿ�H�Q�L�K��objema metodama. N = 

50; puna linija predstavlja srednju vrijednost razlike u mjerenjima (0,02), dok isprekidana linija 

predstavlja raspon vrijednosti u �“ 1,96 SD-a.    

Passing-Bablock regresija je model linearne regresije koji pretpostavlja kako niti jedna od dvaju 

varijabli nije niti zavisna niti ne�]�D�Y�L�V�Q�D���� �D�� �N�D�R�� �U�H�]�X�O�W�D�W�� �S�U�L�N�D�]�X�M�H�� �N�U�R�]�� �J�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W��

�R�G�V�M�H�þ�N�D�� �L�� �Q�D�J�L�E�D�� �S�U�D�Y�F�D�� �V�� �L�Q�W�H�U�Y�D�O�R�P�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�L�� �N�R�M�L�� �S�U�L�W�R�P�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �S�R�V�W�R�M�D�Q�M�H�� �V�W�D�One ili 

�S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �P�H�ÿ�X�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D mjerenja. N = 50; puna linija predstavlja regresijski 
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pravac y = 1,012195 x - 0,0225810, dok isprekidana linija predstavlja interval pouzdanosti 95 % 

CI (0,9606-1,0634) za nagib pravca, a za os x 95 % CI (-0,07405-0,02484). �3�R�J�U�H�ã�N�D���S�U�R�J�Q�R�]�H��

(rezidual) prikazuje variranje rezultata oko pravca u rasponu vrijednosti u kojem �V�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P��

�V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X�� �Q�D�O�D�]�L�P�R�� �S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� ���X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�R�� ���� % CI) (28). 95 % CI (Confidence 

�L�Q�W�H�U�Y�D�O�����L�O�L���L�Q�W�H�U�Y�D�O���S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�L���W�X�P�D�þ�L��se kao raspon vrijednosti u kojem se s 95 % pouzdanosti 

�Q�D�O�D�]�L���S�U�D�Y�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���D�U�L�W�P�H�W�L�þ�N�H���V�U�H�G�L�Q�H.  

�8�N�R�O�L�N�R���L�Q�W�H�U�Y�D�O���S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�L�����&�,�����N�R�G���R�G�V�M�H�þ�N�D���Q�D���R�V�L���V�D�G�U�å�L���Q�X�O�X, nema sistemskih konstantnih 

razlika te kod nagiba �S�U�D�Y�F�D���V�D�G�U�å�L���M�H�G�D�Q, onda nema niti proporcionalne razlike. 

Razlika koncentracija �F�L�W�U�D�W�D�� �X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H���Ž�0�R�X�Q�W�D�L�Q�Ž grafikonom gdje je vidljivo da se vrh 

g�U�D�I�L�N�R�Q�D�� �Q�D�O�D�]�L�� �Y�U�O�R�� �E�O�L�]�X�� �Q�X�O�H���� �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �G�R�E�U�X�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�X�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D, �E�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �V�X��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���R�G���Y�U�K�D���V�L�P�H�W�U�L�þ�Q�R���F�H�Q�W�U�L�U�D�Q�H���S�U�H�P�D���Q�X�O�L�� 

Demingova regresijska analiza uzima u obzir nepreciznost obe mjerne metode te je prepo�U�X�þ�H�Q�D��

�]�D���S�U�D�ü�H�Q�M�H���N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�L�K���S�R�J�U�H�ã�D�N�D�� N = 50; puna linija predstavlja regresijski pravac y = 1,0177 x 

- 0,01611, dok isprekidana linija predstavlja interval pouzdanosti 95 % CI (0,9347 - 1,1008) za 

nagib pravaca, a za os x 95 % CI (-0,1325-0,1003). B�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �L�Q�W�H�U�Y�D�O�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �Q�D�J�L�E��

�S�U�D�Y�F�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H���M�H�G�D�Q���� �P�R�å�H�P�R�� �U�H�ü�L�� �G�D�� �Q�H�P�D�� �S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �P�M�H�U�H�Q�M�L�P�D���� �D�� �N�D�N�R��

�L�Q�W�H�U�Y�D�O���S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�L���]�D���R�G�V�M�H�þ�D�N���Q�D���R�V�L���V�D�G�U�å�L���Q�X�O�X�����Q�H�P�D���Q�L���N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X���Pjerenjima. 
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�������=�$�.�/�-�8�ý�$�. 

 

Na temelju ovog istr�D�å�L�Y�D�Q�M�D���]�D�N�O�M�X�þ�H�Q�R���M�H���V�O�M�H�G�H�ü�H�� 

1. Analiza citrata u urinu je vrl�R�� �Y�D�åna za procjenu urolitijaze, bolesti koja je posljedica 

�S�U�R�F�H�V�D�� �S�D�W�R�O�R�ã�Ne biomineralizacije u urotraktu �N�R�M�D�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �V�� �S�R�M�D�Y�R�P�� �P�R�N�U�D�ü�Q�L�K��

kamenaca.  

2. �3�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�P validacije �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H���P�H�W�R�G�H���L�R�Q�V�N�H���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���M�H���N�D�N�R se svi 

provedeni validacijski parametri (linearnost, granica detekcije i kvantifikacije, preciznost, 

�W�R�þ�Q�R�V�W�����V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�����V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W���W�H���S�R�G�U�X�þ�M�H���S�U�L�P�M�H�Q�H�����Q�D�O�D�]�H���X rasponu prihvatljivosti 

3.  Metoda ionske kromatografije primjenjiva je opisanoj svrsi.  

4. Usporedbom dobivenih rezultata prikazanih Bland-�$�O�W�P�D�Q�� �L�� �Ä�0�R�X�Q�W�D�L�Q�³�� �J�U�D�I�L�N�R�Q�R�P te 

usporedbom obiju metoda Passing-Bablock i Demingovom regresijskom analizom 

�Q�D�P�H�ü�H���V�H���]�D�N�O�M�X�þ�D�N���N�D�N�R���S�R�V�W�R�M�L���M�D�N�D���N�R�U�H�O�D�F�L�M�D���L���X�V�S�R�U�H�G�L�Y�R�V�W���P�H�ÿ�X���R�E�M�H�P�D metodama. 
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�������6�$�ä�(�7�$�. 

 

Uvod: Analiza citrata u urinu vrlo je �Y�D�åna za procjenu urolitijaze, bolesti koja je posljedica 

�S�U�R�F�H�V�D���S�D�W�R�O�R�ã�Ne biomineralizacije u urotraktu �N�R�M�D���U�H�]�X�O�W�L�U�D���V���S�R�M�D�Y�R�P���P�R�N�U�D�ü�Q�L�K���N�D�P�H�Q�D�F�D�� 

�&�L�O�M�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D: Ciljevi  pr�H�G�O�R�å�H�Q�R�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �S�U�R�Y�H�V�W�L�� �Y�D�O�L�G�D�F�L�M�X�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �P�H�W�R�G�H��

ionske kromatografije �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �F�L�W�U�D�W�D�� �X�� �X�U�L�Q�X�� �W�H�� �Xtvrditi korelaciju dobivenih rezultata 

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���F�L�W�U�D�W�D���X���X�U�L�Q�X��s �S�R�V�W�R�M�H�ü�R�P���H�Q�]�L�P�V�N�R-spektrofotometrijskom metodom. 

�1�D�F�U�W���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�����3�U�H�V�M�H�þ�Q�R���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H. 

Ispitanici i metode: �8�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �M�H�� �X�N�Xpno bilo ukl�M�X�þ�H�Q�R�� ������ �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�L�K�� �X�]�R�U�D�N�D�� �X�U�L�Q�D��

pacijenata s urolitijazom. Kao metode �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �F�L�W�U�D�W�D �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H��su �S�R�V�W�R�M�H�ü�D�� �H�Q�]�L�P�V�N�R-

spektrofotometrijska metoda  (Olympus AU680) te metoda ionske kromatografije (Dionex ICS-

3000). 

Rezultati: �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���F�L�W�U�D�W�D���X��uzorcima urina dobiveni su rezultati od 0,16 do 

6,74 mmol/l. Dobiveni koeficijent korelacije kalibracijskog pravca iznosi 0,999. Granica 

detekcije iznosi 0,00035 mmol/l, a granica kvantifikacije 0,001 mmol/l. Ponovljivo�V�W���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D��

koncentracije citrata iznosi 1,95 %. Intermedijarna preciznost u 16 dana iznosi 2,21 %. 

�2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P���W�R�þ�Q�R�V�Wi �G�R�E�L�Y�H�Q�R���M�H���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���R�G 99,66 %. P�R�G�U�X�þ�M�H���S�U�L�P�M�H�Q�H��nalazi se �L�]�P�H�ÿ�X��

0,0010 i 0,052 mmol/l. Usporedbom dviju metoda �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �F�L�W�U�D�W�D��dobiven je koeficijent 

korelacije 0,99. Passing-Bablockovom regresijom dobiven je regresijski pravac y = 1,012195x - 

0,0225810, a Demingovom regresijskom analizom regresijski pravac y = 1,0177 x - 0,01611. 

�=�D�N�O�M�X�þ�D�N�� �3�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�P���Y�D�O�L�G�D�F�L�M�H�� �P�H�W�R�G�H�� �L�R�Q�V�N�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �N�D�N�R�� �V�H�� �V�Y�L��

provedeni validacijski parametri nalaze u kriteriju prihvatljivosti, �L�]���þ�H�J�D���S�U�R�L�]�O�D�]�L���]�D�N�O�M�X�þ�D�N���N�D�N�R��

�M�H�� �P�H�W�R�G�D�� �S�U�L�P�M�H�Q�M�L�Y�D�� �V�Y�U�V�L���� �8�Y�L�G�R�P�� �X�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þk�H�� �R�E�U�D�G�H���� �P�R�å�H�P�R�� �X�R�þ�L�W�L�� �N�D�N�R��obje 

metode daju jako usporedive rezultate. 

 

�.�O�M�X�þ�Q�H���U�L�M�H�þ�L����citrati, validacija, ionska kromatografija 
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8. SUMMARY 

Introduction:  Analysis of citrates in the 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 proposed research are to carry out validation of analytical 

methods for ion chromatography for the determination of citrate in the urine and to determine the 

correlation of the results of determination of citrate in the urine with the existing enzyme �± 

spectrophotometric method. 

The research design: Cross-sectional 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-

spectrophotometric method (Olympus AU680) and method of ion chromatography (Dionex ICS-

3000). 

Results: By determining the concentration of citrate in the urine, the results ranged from 0.16 to 

6.74 mmol/l. The resulting correlation coefficient of the calibration curve is 0.999. The detection 

limit is 0.00035 mmol/l, and the limit of quantification of 0.001 mmol/l. Repeatability of 

determining the concentration of citrate is 1.95%. Intermediate precision for a period of 16 days 

is 2.21%. By determination, accuracy was obtained in a yield of 99.66%. Scope is between 

0.0010 and 0.052 mmol/l. Comparing the two methods for the determination of citrate, the 

correlation coefficient is 0.99. Passing-Bablockovom regression obtained by the regression line is  

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 

conclusion that the method is applicable. In examination of the results of statistical analysis, we 

can see that both methods provide very comparable results. 

Keywords: citrate, validation, ion chromatography 
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