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Zahvala

Sjedi zeko u Sumi i nesto piSe... Naide tuda jedna lisica i upita ga:

— Sto to pises, zeko?

— Doktorsku disertaciju! — odgovori on.

— A $to ti je tema? — upita ga lisica.

— Kako oderati lisicu — odgovori zeko.

— Idiote jedan, kako se usudujes? — povice lisica, uhvati zeku 1 odvuce ga u grmlje, iz kojeg se
potom zacuse krici.

Zeko potom izade iz grmlja i nastavi pisati... Malo kasnije naide tuda i vuk.

— Sto to pises? — upita vuk.

— Doktorsku disertaciju!

— A o cemu?

— Kako oderati vuka.

— Kako se usudujes — zaurla sada vuk pa i on odvuce zeku u grmlje.

Ponovo su se ¢uli krici, a onda se sve umiri. [zade zec iz grmlja, a s njim 1 medo koji mu rece
tapSuéi ga po ramenu:

—Jesi li vidio, zeko? Nije vaZno §to ti je tema, vazno je tko ti je mentor!

Najbolje prolaze u Zivotu upravo oni koji znaju da je sve prolazno. Takvi ne zastajkuju na
svakoj stanici, ne okrecu se iza sebe i ne razmisljaju s brigom, veé s povjerenjem o onome §to
ih ¢eka naprijed. Takvi svaku prepreku bas tako — produ. Da, najbolje prolaze u Zivotu oni
koji ne zastajkuju nego idu pravo i odlu¢no, tamo gdje im je naredeno i preporuceno. Ka

dobru.

Hvala svima koji su uz mene koracali naprijed, ustrajno i odlu¢no... ka dobru!
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Uvod

1. UvOoD

1.1. Validacija analiticke metode

Opée primjenjiv propis kako validirati analiticku metodu ne postoji. Postoje naputci,
regulatorni zahtjevi, smjernice, razli¢iti pristupi opcenitog i specifi¢nog sadrzaja. Validacija je
postupak dokazivanja da je analiticka metoda (ispitni ili mjerni postupak) prikladan za to¢no
odredenu namjenu, odnosno skupljanje objektivnih dokaza da navedena metoda ispunjava
odredene kriterije. 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).

Zasto validirati analiticku metodu? Prvenstveno, to je profesionalna odgovornost analiti¢ara kako
bi dobio viziju o tome koliko se uspio pribliziti cilju te stvarnim vrijednostima koje ocekuje.
Nadalje, postoje i sluzbeni (regulatorni) zahtjevi koji su spojeni u principe poput Dobre
laboratorijske prakse (DLP, 1976. FDA), Dobre proizvodacke prakse (DPP), Dobre analiticke
prakse (DAP), ISO norme po kojima su postupci validacije analitickih metoda postali obveza (2).
Metoda se validira prije uvodenja nove metode u uporabu, kada se promijene uvjeti zbog kojih se
metoda validira te kada se sama metoda promijeni. Kada govorimo o potpunoj validaciji, ona se
provodi kod razvoja nove ili prenamjeni postojece metode, dok se djelomi¢na validacija provodi
kod poboljsanja ili prilagodbe postoje¢e metode, promjene u sintezi proizvoda ili kod prenosenja
metode na drugi instrument. Isti postupci se ne primjenjuju na sve metode. Razli¢ito se pristupa
validaciji kvalitativnih i kvantitativnih metoda (3).

Vrijeme i novac ulozeni u validaciju analiticke metode investicija SU Koja ¢e se viSestruko
isplatiti tijekom koristenja metode pruzajuci sigurnost analitiarima te vjerodostojnost njihovim

podatcima.
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1.2. Osnovni parametri validacije

Parametri validacije metode definirani su u razliitim radnim grupama nacionalnih i
medunarodnih odbora te su kao takvi opisani u literaturi. Pokusaj harmonizacije napravljen je za
farmaceutske primjene od strane ICH (International Commitee for Harmonisation) Kkoji
saCinjavaju regulatorne agencije iz SAD-a, Europe i Japana (4).

Tako usuglaseni i literaturno 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
e Ponovljivost, eng. Repeatability
e Medupreciznost, eng. Intermediate precision
e Obnovljivost, eng. Reproducibility
5. Tocnost, eng. Accuracy
6. Specifi¢nost/selektivnost, eng. Specificity/Selectivity

7. Podrugje primjene, eng. Range

Kombinacijom gore navedenih parametara oblikuje se plan validacije.
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Tablica 1.2.1. Validacijski parametri potrebni za validaciju analitickih metoda prema ICH-u (4)

Kvantitativna | Limit test

NE

Toénost

Ponovljivost

Medupreciznost

Selektivnost

Granica detekcije

Granica kvantifikacije

Linearnost

Podrucje primjene

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

Linearnost

Koeficijent korelacije r>0,995
Preciznost

Ponovljivost retencijskog vremena (Rt)

Ponovljivost mjerenja povrsine

Ponovljivost odredivanja koncentracije RSD <10 %

Intermedijarna preciznost (koncentracija)

Tocnost

Iskoristenje (Recovery) 90-110%
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1.3. VazZnost citrata u urinu

Urolitijaza oznacava prisutnost kamenaca u urinarnom traktu (sabirnim tubulima,
CaSicama ili nakapnicama bubrega i/ili mokra¢tnom mjehuru). Bolesti urinarnog trakta i dalje
zauzimaju vazno mjesto u svakodnevnoj lijecnickoj praksi. Opasnost obolijevanja od bubreznih
kamenaca tijekom zivotnoga vijeka krece se u rasponu od pet do deset posto. Moglo bi se reci da
je izmedu Cetvrtog i petog desetljeca zivota incidencija bubreznih kamenaca najvisa. Mokracni
inhibitori stvaranja, rasta te zdruzivanja Kristala igraju veliku ulogu u nastanku bubreznih
kamenaca. Kod zdravih pojedinaca ti inhibitori pruzaju otpor, odnosno §tite na$ organizam od
nastajanja bubreznih kamenaca. Citrati i glikozaminoglikani su najvazniji i gotovo u potpunosti
imaju inhibiraju¢e djelovanje na nastajanje bubreznih kamenaca. Citrat je prirodna tvar koja
inhibira nastajanje mokra¢nih kamenaca te smanjeno izlucivanje citrata mokracom dovodi do
bubreznih bolesti, odnosno bubreznih kamenaca (5). Citrat usporava formiranje bubreznih

kamenaca dvama mehanizmima:

1. Vezanje za kalcij ¢ime se smanjuje ionska 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 kristalizaciju kalcijevih oksalata izazvanih mokra¢nom kiselinom (8, 9).

Svrha izlu¢ivanja citrata u urinu je filtracija, reapsorpcija, peritubularni transport i sinteza
renalnim stanicama. Proksimalni tubuli reapsorbiraju ve¢inu (70 - 80 %) filtriranog citrata te je
izlu€ivanje citrata zanemarivo. Acidobazni status igra najznacajniju ulogu u izlu€ivanju citrata.
Alkaloza poveéava izluCivanje citrata, dok ga acidoza smanjuje. To rezultira nizim razinama
intracelularnog citrata, olakSavanjem reasorpcije citrata i smanjenjem izluivanja citrata.
Izlucivanje citrata je naruseno acidozom, hipokalemijom, dijetom s previse proteina zivotinjskog
porijekla te infekcijama urinarnog trakta (10). Limunska kiselina je vazan meduprodukt u
metabolizmu te najjace sredstvo za kompleksiranje kalcija u urinu. Igra vaznu ulogu kao inhibitor

u sprjecavanju prezasicenosti S obzirom na formiranje kalcijevog oksalata (11).

U ljudskom se tijelu citrati metaboliziraju i izluuju bubrezima te njihova prisutnost u urinu

doprinosi inhibicijskom potencijalu smanjenja kristalizacije kalcijevih soli.
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Bubrezni bolesnici imaju znacajno nize srednje vrijednosti izlucivanja limunske Kkiseline i
koncentracije urina u odnosu na zdrave pojedince (12). Razina citrata u mokraéi uvelike ovisi o
prehrambenim navikama te s obzirom na to i zna¢ajno varira. Veéi unos zivotinjskih proteina i
natrija opcenito smanjuje razinu citrata u urinu. Odredivanje citrata je postao vazan alat u
procjeni prezasicenosti urina kalcijevim oksalatima i fosfatima (13). Ukratko, hipocitraturija
(niska razina izlucivanja citrata urinom) pojacava prezasi¢enje mokrace kalcijevim solima i
smanjuje inhibiranje Kkristalizacije kalcija te time povecava rizik od nastanka bubreznih kamenaca
(14).
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2. CILJ RADA

Novija istrazivanja pokazala su kako postojece enzimsko-spektrofotometrijske metode
ponekad nemaju zadovoljavajucu osjetljivost 1 specificnost, dok se kod metode ionskom

kromatografijom omogucava detekcija puno nizih koncentracija analita u uzorku urina.
Sukladno tomu, ciljevi predlozenog istrazivanja bili su:

1. Provesti validaciju analiticke metode ionske kromatografije za odredivanje citrata u urinu.
2. Utvrditi korelaciju dobivenih rezultata odredivanja citrata u urinu postojeCcom enzimsko-

spektrofotometrijskom metodom s metodom ionske kromatografije.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj studije

Provedeno istrazivanje ustrojeno je po nacelu cross-sectional (presjecne) studije, odnosno
kao tipicna metoda istrazivanja presjeka ili prevalencije. Takva vrsta istrazivanja spada u
opazajni tip epidemioloskih istrazivanja i moze biti deskriptivne ili analiti¢ke prirode. Analiziraju
se podatci dobiveni u odredenom trenutku te je naglasak na povezanosti mjerenih obiljeZja ili na
usporedbi dvaju analitickih metoda. Tom se metodom analitickog istrazivanja u epidemiologiji
istodobno istrazuje prisutnost bolesti te moguceg uzro¢nog ¢imbenika u promatranoj populaciji,

odnosno skupini ispitanika (15).

3.2. Ispitanici

Za provodenje predloZenog istraZivanja dobivena je privola Eti¢kog povjerenstva
Medicinskog fakulteta u Osijeku. U istraZivanje je ukupno bilo uklju¢eno 50 nasumic¢nih uzoraka
urina pacijenata s urolitijjazom prikupljenih na Odjelu za klinicku laboratorijsku dijagnostiku

Klini¢kog bolnickog centra Osijek od 1. rujna do 11. rujna 2015. godine.

3.3. Metode

3.3.1. Laboratorijska spektrofotometrijska metoda odredivanja citrata u urinu ispitanika

Citrati su odradeni spektrofotometrijskom metodom koja se zasniva na primjeni enzimske

kinetike zavrSne tocke u UV podrucju. Analize se odraduju na biokemijskom analizatoru

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*

Koli¢ina oksidiranog NADH u reakciji (2) 1 (3) je proporcionalan koli¢ini citrata. NADH se
odreduje uz apsorbanciju na 334, 340 ili 360 nm. Princip metode je opticki test koji se temelji na
apsorpcijskim svojstvima koenzima NAD® i NADP®, odnosno njihovih reduciranih oblika
NADH; i NADPH,. Reducirani koenzimi (NADH; i NADPH,) apsorbiraju svjetlost izmedu 300 i
390 nm, maksimum na 339 nm. Oksidirani koenzimi (NAD" i NADP") ne apsorbiraju svjetlost u
tom podruéju. Oksidacijom se apsorpcija smanjuje (NADH u NAD"). Redukcijom se apsorpcija
poveéava (NAD" u NADH ) (19).
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Reagensi:

Svi su reagensi komercijalno dostupni (Boehringer Mannheim/R-Biopharm, Roche Cat.No. 10
139 076 035) te imaju sljedeci sastav:

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

e 50 mg liofilizirane citrat liaze cca.12 U

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

Priprema reagensa za analizu:

Otopiti sadrzaj bocice R1 u 30 ml redestilirane vode te otopiti sadrzaj R2 u 10 ml redestilirane

vode.

Prikupljanje i obrada uzoraka urina:

Odredivanje citrata radeno je iz 24-satnog urina bez prethodne pripreme.

Pacijent kojemu se odreduju citrati u urinu upucen je iskljuc¢ivo na utvrdivanje uzroka urolitijaze.

Analiti¢ka procedura:

Kontrolni uzorci i uzorci urina analizirani su na automatskom analizatoru Olympus AU 680,
prema zadanim specifi¢nim test parametrima:

e 2 ulL uzorka

e 210puLRI1

e 60uLR2
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Slika 3.3.1.1. Biokemijski analizator Olympus AU680, autor slike: Hrvoje Suci¢

3.3.2. Laboratorijska metoda odredivanja citrata u urinu metodom ionske kromatografije
(1C)

Sustav za ionsku kromatografiju Dionex ICS-3000 (u daljnjem tekstu: 1CS-3000)
predviden je za kvalitativnu i kvantitativnu analizu iona (aniona i kationa) u raznim vrstama
tekuc¢ih uzoraka. Razdvajanje iona u uzorku se postiZze principom ionske kromatografije, a

detekcija 1 kvantifikacija se vrsi odredivanjem vodljivosti.

Princip metode:

Princip odjeljivanja aniona temelji se na teoriji ionske (tekucinske) kromatografije. Odredena
koli¢ina uzorka unese se u petlju injektora. Uzorak noSen eluensom (mobilna faza) putuje kroz
kolonu u kojoj se nalazi anionski izmjenjivac¢ (stacionarna faza). Anioni iz uzorka se tijekom
putovanja kroz kolonu raspodjeljuju izmedu stacionarne i mobilne faze, ovisno o njihovoj konstanti
ionsko-izmjenjivacke ravnoteze te uslijed toga izlaze iz kolone nakon kraceg ili duzeg vremenskog
perioda (koji nazivamo retencijsko vrijeme), $to ovisi o samom analitu (anionu). Razdvojene anione

na izlasku iz kolone detektira se konduktometrijskim detektorom. Da bi se smanjila pozadinska

10



Ispitanici i metode

vodljivost mobilne faze i povecala osjetljivost metode, anioni otopljeni u mobilnoj fazi (eluensu) prije
ulaska u detektor prolaze kroz supresor u kojem se ioni eluensa zamjenjuju za vodikove ione. Na
osnovu retencijskog vremena ,,peaka“ aniona na kromatogramu dokazujemo da je odreden anion
prisutan u otopini, a na osnovu izmjerene vodljivosti (povrsina pika na kromatogramu), usporedbom s
kalibracijskom krivuljom pripremljenom pri istim uvjetima analize, izraCunava se koncentracija

aniona u uzorku (20).

Priprema standarda za kalibraciju:,

Kalibracijske tocke i standardi su napravljeni razrjedivanjem osnovnog standarda Citrate lon
Chromatography Standard Solution (Fluka, 38730, 05/2016). Razrjedenja su radena s ultra ¢istom

vodom prema Tablici 3.3.2.1.

Tablica 3.3.2.1. Priprema kalibracijskih standarda

CITRATI

Koncentracija (mg/l) cC1 C2 (C3 C4 C5H5 C-6
Faktor razrjedenja 1 2000 | 800 | 400 | 200 | 125 | 100
Koncentracija (mg/L) 1000 | 0,5 | 1,25 | 25 5 8 10
VOLUMEN (ml/ml)

Faktor razrjedenja 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:

Uzorci se uzorkuju u Ciste polietilenske ili staklene posude i u njima Se transportiraju u mraku na
temperaturi od 2 do 8°C. Uzorci se analiziraju u roku 24 sata od uzorkovanja, a do tada se ¢uvaju
u hladnjaku na temperaturi od 2 do 8°C.

Uzorke je potrebno profiltrirati prije injektiranja kroz membranski filter veli¢ine pore od 0,45 pm
te razrijediti s ultra ¢istom vodom u odgovarajuéem omjeru. Uzorak se za analizu prenese u
Dionex Polyvial posudice od 5 ml i zacepe s Filtar Caps ¢epom (koji sadrzi u sebi 20 um filtar).

Tijekom iniciranja uzorak se ujedno i filtrira kroz 20 pm filtar (21).

11
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AnalitiCka procedura i dijelovi aparata:

ICS-3000 je sustav predviden za simultanu analizu aniona i kationa, a sastoji se od
nekoliko dijelova: autosamplera (AS40), pumpe za eluens (DP), eluent generatora (EG) i odjeljka

za smjesStaj kolona i detektora (DC).

1. AS40
AS40 je uredaj koji omoguéuje automatsko injektiranje uzoraka za analizu prema prethodno
programiranoj sekvenci u softveru aparata. Uzorci se stavljaju u posebno predvidene plasticne
posudice od 5 ml (Dionex PolyVial 5 ml), zatvore se posebnim ¢epom s ugradenim 20 um filtrom
(Dionex Filtar Caps for 5 ml PolyVial) i smjestaju u kazete u koje stane Sest posudica. U AS40 se
moze smjestiti najvise 11 kazeta s posudicama, a iz svake posude se moze izvrsiti do tri

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 I u kojoj se nalazi ultra ¢ista voda od koje se u EG automatski pripravlja eluens za
odredivanje aniona (kalij hidroksid - KOH). Pumpe su predvidene za rad pri tlaku do 5000 psi, uz
protok od 0,001 do 10 ml/min.

3. EG
Eluent generator (EG) sluzi za spravljanje proizvoljne koncentracije eluensa (u ovom slucaju
KOH) u Zeljenom vremenu tijekom analize. Glavni dijelovi su naponska jedinica, uredaj za
otplinjavanje, kartusa s koncentratom eluensa (Dionex EGC Il KOH) i CR-ATC kolona za

dodatno uklanjanje necistoca u eluensu. EG je predviden za rad pri tlaku od 2000 do 3000 psi.
4. DC

U DC (Detector Compartment) modulu nalaze se dva sustava za simultanu analizu aniona i
kationa. Sustav za odredivanje aniona sastoji se od sljede¢ih dijelova: injektorski ventil s petljom
za uzorak za anione (oko 50 ul); predkolona (Dionex IONPAC AG-19 4 x 50 mm) i kolona
(Dionex IONPAC AS-19 4 x 250 mm); elektroliti¢ki supresor (Dionex AERS 500) i detektor

vodljivosti (CD). Temperatura u DC modulu moze se podesiti u rasponu 15 - 40°C.
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Ispitanici i metode

Slika 3.3.2.1. Izgled glavnih komponenti ICS-3000, autor slike: Hrvoje Suci¢

3.3. Statisticke metode

Osnovni parametri validacije obradeni su metodom deskriptivne statistike te su prikazani
tablicno. Usporedba dobivenih rezultata prikazana je Bland-Altman i ,,Mountain® grafikonom.
Metode su usporedene koeficijentom korelacije metoda te Passing-Bablock i Demingovom
regresijskom analizom. Za prikaz rezultata i statisticku obradu podataka koriSteni su racunalni
programi Excel 2010, Microsoft Office (Microsoft, Redmond, SAD), MedCalc v.12.5.0.0.
(MedCalc Sotware, Mariakerke, Belgija) te ISO 8466-1:1990.
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Rezultati

4. REZULTATI

4.1. Validacija analiticke metode za odredivanje citrata metodom ionske kromatografije
(1C)

Provjereni su sljede¢i parametri validacije:

4.1.1. LINEARNOST

Mogucénost metode da u odredenom podrucju daje rezultate proporcionalne koncentraciji

analita u uzorku nazivamo linearnost. Utvrduje se izradom kalibracijskog pravca.

Priprema standardnih otopina za kalibracijski pravac:

Otopine se pripremaju iz certificiranog referentnog materijala (CRM) Citrate lon
Chromatography Standard Solution (Fluka, Lot 38730, 05/2016) koncentracije 1000 mg/l.
Pripremljeno je Sest kalibracijskih tocaka, svaka u tri replike, a rezultati analize prikazani su u

Tablici 4.1.1.2.

Tablica 4.1.1.1. Priprema kalibracijskih standarda citrata u razli¢itim koncentracijama

Koncentracije (mg/l) cC-1 C2 C3 C4 C5 C-6
Faktor razrjedenja 1 | 2000 | 800 | 400 | 200 | 125 | 100
Koncentracija (mg/l) 1000 0,5 | 125 | 25 5 8 10
VOLUMEN (ml/ml)

Faktor razrjedenja 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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Rezultati

Tablica 4.1.1.2. Rezultati analize standardnih otopina citrata u razli¢itim koncentracijama

1
1
1
2
2
2
3
3
3
4
4
4
5
5
5
6
6
6
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Kalibracijski pravac izraden je s tablicom 4.1.1.3.

4.1.1.3. Pomoc¢na tablica za izracun koeficijenata kalibracijskog pravca

Rezultati

Xi Xi: Yi yi© Xi*Yi Xi-X yi-y

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
X 45417 32,8438 0,6305 0,5969 4,4243 0,0000 0,0000

i Vv | G | et | e | e |

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
X 0,6305 0,0000 0,1994 12,2170 0,1995 1,5610 0,6305

Legenda:

Xi - koncentracija
standardne otopine

(mg/l)

Yi - povrsina pika
standardne otopine -
srednja vrijednost 3

replike (uS min)

X - srednja vrijednost
koncentracija
standardnih otopina

y - srednja vrijednost
povrSina pika
standardnih otopina

¥i - predvidena
vrijednost povrSine
pika standardne
otopine na osnovu
kalibracijske funkcije

SUM - zbroj svih
¢lanova u stupcu

AVE - srednja
vrijednost svih
¢lanova u stupcu

Rt - retencijsko
vrijeme

Odredeni su koeficijenti kalibracijskog pravca (a i b) te koeficijenti korelacije (r) i determinacije

(r?) sa sljedeé¢im jednadzbama:

(jednadZzba pravca)

y=a+bx

1)
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b=

> = Di— )

Zliil(xi —x)?

(izracunavanje koeficijenta b - nagib pravca)

(izraunavanje koeficijenta a - odsjecak na osi y)

> =D — )

. \/Zliil(xi — x)? \/Zliil(yi —¥)?

(izracunavanje koeficijenta korelacije r)

5 Zlivzl(f’i —7)?
=N
D i i = )2

(izracunavanje koeficijenta determinacije r2)

Rezultati

)

(3)

(4)

(5)
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Rezultati

Citrati

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

Slika 4.1.1.1.1. Kalibracijski pravac za analizu citrata ionskom kromatografijom

Prema jednadZbama (1) - (5) te s podatcima iz Tablici 4.1.1.3. izraunate su sljedeée vrijednosti

parametara kalibracijskog pravca:

b =0,1278 uS min I/mg

a=0,0502 puS/min

r? = 0,9999

r=0,9999

Jednadzba kalibracijskog pravca (prema (1)) izgleda ovako:
y =0,0502 + 0,1278 x
(6)
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Rezultati

Odnosno, kada se trazi nepoznata koncentracija iz povrsine pika:
X = (y -0,0502)/0,1278 (7)

Parametar r (koeficijent korelacije) Kkalibracijske krivulje ZADOVOLJAVA Kkriterij
prihvatljivosti (r > 0,995).

4.1.2. GRANICA DETEKCIJE

Granica detekcije (LOD) dobivena je pomocu sljedece jednadzbe:

3,38, (8)

LOD =
0 b

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

(raCuna se prema jednadzbi (9)), n je broj mjerenja s kalibracijskim otopinama.

s - N )2
Yy n-2 9)
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Rezultati

Tablica 4.1.1.4 Pomoc¢na tablica za izraCunavanje standardne devijacije kalibracijskog pravca

Pov.
(stvarna) Pov.
Konc. X; Vi (procjena) Vi Yi-¥i (yi-}A/i)2

. 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
4 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
X

AVE 0,0000000 0,0000182

S jednadzbama (8) i (9) te Tablicom 4.1.1.4. izraCunata je granica detekcije (LOD) za

odredivanje citrata metodom IC koja iznosi:

n=18

Sy =0,002614102

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

4.1.3. GRANICA KVANTIFIKACIJE

Granica kvantifikacije (LOQ) dobivena je pomocu sljedece jednadzbe:

10*Sy

L0Q = —

(10)
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Rezultati

Gdje je b nagib kalibracijskog pravca, a S, je standardna devijacija odsjecka na y osi (@) koja se

racuna prema jednadzbi (10).

S jednadZbama (9) i (10) te Tablicom 4.1.1.4. izraCunata je granica kvantifikacije za odredivanje

citrata metodom IC koja iznosi:

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

4.1.4. PRECIZNOST

Preciznost je izraz slaganja medu nizom mjerenja izvedenih iz istog homogenog uzorka

pod propisanim uvjetima.
a) REPETIBILNOST (PONOVLIJIVOST)
Preciznost pri uvjetima ponovljivosti u kra¢em vremenskom razdoblju (jedan dan) odredena je

mjerenjem kontrolne standardne otopine citrata koncentracije 5 mg/l. Rezultati su prikazani u
Tablici 4.1.4.1.
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Rezultati

Tablica 4.1.4.1. Repetibilnost (ponovljivost) u kra¢em vremenskom razdoblju (jedan dan)

INJEKTIRANJE Rt POVRSINA KONCENTRACUIA
BROJ (min) (LS/min) (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 %

Ponovljivost retencijskog vremena (Rt) za odredivanje citrata metodom IC iznosi 0,61 %.

Ponovljivost mjerenja povrsine pika za odredivanje citrata metodom ionske kromatografije iznosi
1,81 %, sto ZADOVOLJAVA kriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %). Ponovljivost odredivanja
koncentracije citrata metodom ionske kromatografije iznosi 1,95 %, sto ZADOVOLJAVA
kriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %).
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Rezultati

b) INTERMEDIJARNA PRECIZNOST

Intermedijarna preciznost odredena je mjerenjem kontrolne standardne otopine citrata
koncentracije 5 mg/l kroz duze vremensko razdoblje (16 dana). Rezultati se nalaze u Tablici
4.1.4.2. Ponovljivost odredivanja koncentracije citrata metodom ionske kromatografije iznosi

2,21 %, sto ZADOVOLJAVA kriterij prihvatljivosti (RSD < 10 %).
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Rezultati

Tablica 4.1.4.2. Intermedijarna preciznost odredivanja citrata kroz duze vremensko razdoblje (16

dana)

INJEKTIRANJE

KONCENTRACIJA

BROJ allill (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. TOCNOST

Rezultati

Toc¢nost metode radena je mjerenjem kontrolnih standardnih otopina citrata koncentracije

5 mg/l kroz period od deset uzastopnih mjerenja pri ¢emu je dobiveno srednje iskoriStenje citrata.

(Tablica 4.1.5.1.)

Tablica 4.1.5.1. Iskoristenje (Recovery) standardne otopine citrata koncentracije 5 mg/I

IN JEEE,g JAN JE KO(EE;ZIJEQS)IJA Kohéﬁil}leTrg@flJA ISKORISTENJE
(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%

Srednje iskoristenje citrata iznosi 99,66 %, tako da mozemo re¢i da metoda ZADOVOLJAVA

kriterij prihvatljivosti (to¢nost + 10 %).
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Rezultati

4.1.6. SPECIFICNOST/SELEKTIVNOST

Specificnom metodom nedvojbeno mozemo odrediti i razlikovati jedan analit od ostalih
komponenti (Slika 4.1.6.1.), dok kod selektivne metode mozemo odrediti vise komponenti
istodobno, ali pod uvjetom da te komponente ne smetaju jedna drugoj (Slika 4.1.6.2.). Dokazuje
se usporedbom reprezentativnih kromatograma koji pokazuju cistocu pikova certificiranih
referentnih materijala analita, kromatograma smjesa komponenti ili nacijepljenog uzorka

matriksa.

Slika 4.1.6.1. Specificnost metode prikazana kromatogramom s certificiranim referentnim

materijalom citrata (zeleni peak) koncentracije 5 mg/I
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Rezultati

A

Slika 4.1.6.2. Selektivnost metode prikazana kromatogramom nacijepljenog uzorka urina (smjesa

komponenti) s odredenom koncentracijom citrata (zeleni peak)

4.1.7. PODRUCJE PRIMJENE

Raspon medu donjom i gornjom koncentracijom granice analita u uzorku koji se mogu

kvantificirati uz odredenu linearnost, preciznost i istinitost (to¢nost).

Raspon se nalazi u 0,20 mg/l (LOQ) i 10 mg/l citrata (najveca toc¢ka kalibracijske krivulje),
odnosno u 0,0010 mmol/l i 0,052 mmol/I.
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Rezultati

4.1.8. SAZETAK REZULTATA

Sazetak rezultata validacijskih parametara iz kojeg proizlazi zaklju¢ak da je metoda

primjenjiva svrsi, prikazan je u tablici 4.1.8.1.

Tablica 4.1.8.1. Sazetak rezultata validacijskih parametara

- Kriterij Zadovoljava

Parametar validacije orihvatlji Josti Rezultat kriterije (DJA/NE)
Linearnost
Koeficijent korelacije | r>0,995 | 0,9999 \ DA
Granica detekcije
LOD | Informacija | 0,068 mg/l (0,00035 mmol/I) | -
Granica kvantifikacije
LOQ | Informacija | 0,20 mg/I (0,001 mmol/l) | -
Preciznost
Ponovljivost Rt RSD <10 % RSD = 0,61 % DA
Ponovljivost  mjerenja | popy 1, RSD = 1,81 % DA
povrsine
Ponovljivost
odredivanja RSD <10 % RSD =1,95 % DA
koncentracije
Intermedijarna RSD <10 % RSD =2,21% DA
preciznost (konc.)
Tocnost
IskoriStenje [ 90 - 110 % | 99,66 % | DA

Specifi¢nost/selektivnost

Metoda mora biti u stanju detektirati analit u prisutnosti drugih iona u matriksu urina

Podruéje primjene

0,20 mg/l - 10 mg/I (0,0010 - 0,052 mmol/l)
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Rezultati

4.2. Usporedba dobivenih rezultata odredivanja citrata u urinu postojecom enzimsko-

spektrofotometrijskom metodom s metodom ionske kromatografije (1C)

Usporedba dobivenih rezultata (Tablica 4.2.1.) prikazana je Bland-Altman i ,,Mountain®

grafikonom. Usporedba metoda obradena je koeficijentom korelacije metoda te je izvrSena

Passing-Bablock i Demingovom regresijskom analizom. Grafikonom rasprSenja vrijednosti

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

0,99, a razina znacajnosti (p) manja je od 0,001.

Tablica 4.2.1. Usporedba dobivenih

rezultata citrata u urinu postojeCom enzimsko-

spektrofotometrijskom metodom na analizatoru AU 680 s metodom ionske kromatografije (IC).

Koncentraci