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1. UVOD
1.1. Pozadina odnosa NO i NO3;/NOy

Dusikov oksid (NO) je visoko reaktivni spoj koji sudjeluje u regulaciji mnogih fizioloskih i
patoloskih procesa. Definiranje bioloskih funkcija NO je bio temelj za dodjelu Nobelove
nagrade za medicinu 1998. godine trima farmakolozima: Robertu Furchgottu, Louisu Ignarru i
Feridu Muradu. NO, plinoviti paramagneti¢ni radikal, je vrlo vazan glasnik u bioloskim
sustavima koji sudjeluje u brojnim reakcijama (www.sigmaaldrich.com). NO je vrlo razlic¢it
od svih ostalih prijenosnika signala: sintetizira se nakon specifi¢ne aktivacije enzima, ima
kratko ty/,, te se brzo pretvara u NO3™ i NO;", ne moze se Cuvati u lipidnim vezikulama ve¢
slobodno difundira kroz stani¢ne membrane, njegovo djelovanje ne zavrSava njegovom
razgradnjom ve¢ interakcijom s ciljnom molekulom koja je u pravilu intracelularni sekundarni

prenosilac, a ne receptor na membrani (Zani¢ Grubisi¢ i Rumora, 2015).

Ucinci NO mogu biti dvojaki i izazivati smrt ili prezivljavanje stanica ovisno o dozi ili tipu
stanica. NO je molekularni medijator mnogih fizioloskih i patoloskih procesa, ukljucujuci
vazodilataciju, upalu, trombozu, imunitet i neurotransmisiju (www.probes.com). Signali koje
prenosi NO imaju ucinak na glatke miSice, na inhibiciju agregacije trombocita, na inhibiciju
razvoja upale u krvnim zilama. NO proizvode stanice poput makrofaga, fibroblasta,
hepatocita u mikromolarnim koncentracijama kao odgovor na proupalnu stimulaciju (Arbor,
2014). U ovom slucaju, bioloska uloga NO je protektivna, budu¢i da nas S§titi od raznih
patogena temeljem oksidativne toksi¢nosti (Arbor, 2014). S druge strane, NO stimulira
hipotalamus na sekreciju gonadotropina, te nadbubreznu zlijezdu na sekreciju adrenalina.
Vazna je 1 njegova uloga u oplodnji s obzirom da NO inhibira ulazak drugih spermija u ve¢
oplodenu jajnu stanicu. Vrlo vaznu ulogu NO ima i1 u ziv€anom sustavu. U autonomnom
ziv€anom sustavu, neki motorni neuroni parasimpatikusa, otpustaju NO kao svoj
neurotransmitor, dok se u centralnom Ziv€anom sustavu NO, zajedno sa svojim lokalnim

u¢inkom, lako prenosi iz jedne sinapse u drugu (Zani¢ Grubigi¢ i Rumora, 2015).

Dusikov oksid se sintetizira u bioloSkim sustavima pomocu enzima sintaze duSikovog oksida
(NOS). NOS je izrazito kompleksan enzim koji koristi molekulski kisik, arginin i NADPH za
proizvodnju NO, citrulina i NADP* (Arbor, 2014). Ovaj proces zahtjeva pet dodatnih
kofaktora (FMN, FAD, hem, kalmodulin, i tetrahidrobiopterin) te dva dvovalentna kationa

(kalcij 1 Zeljezo 1z hema) (Arbor, 2014). Identificirane su tri posebne izoforme NOS-a,



neuronalna (NNOS), endotelna (eNOS) i inducibilna (iNOS) kako je prikazano na Slici 1.
Svaka od tih izoformi NOS-a je odgovorna za razli¢ite uc¢inke dusikovog oksida. Najvazniji
ucinci NO, stvorenog djelovanjem nNOS, ukljucuju aktivaciju enzima gvanilat ciklaze i
produkciju cGMP, regulaciju sinteze noradrenalina i glutamata, relaksaciju i dilataciju glatkih
midiéa (Zani¢ Grubi§i¢ i Rumora, 2015). Inducibilna NOS se sintetizira u aktivnim
neutrofilima, makrofagima, astrocitima i hepatocitima. NO stvoren djelovanjem iNOS, zbog
visoke koncentracije, djeluje kao mo¢ni citotoksin, ubijajuci intracelularne parazite i tumorske
stanice. NO stvoren djelovanjem eNOS uzrokuje vazodilataciju, izaziva inhibiciju agregacije
trombocita i adhezije leukocita, te ima antitromboti¢ko i protuupalno djelovanje. Dakle,
koli¢ina proizvedenog NO u bioloSkim sustavima moze varirati kroz nekoliko redova
veliCine, te je njegova kemijska reaktivnost raznolika. NO reagira s nizom razli¢itih molekula

u bioloskim tekuc¢inama (Slika 1.).

1) L-arginine eNOS (endothelial NOS)
NOS NO iNOS (inducible NOS)
citrulline nNOS (neuronal NOS)
2) NO+ 0, —» N,O, + thiols —» RSNO
]
nitrosation

3)NO+0, — ONOO +H* —» ONOOH —» NO,
!
direct oxidation ‘OH +° NO,

4)Fe** + H,0, —» Fe™ + OH
5)Fe* +NO — Fe®(NO*)
6)'OH+NO —> HNO,

NO, GSH RSNO
Fe,(NO*)
trans-nitrosation
HNO,
N.O,
GSNO RSH
NO* carriers

(nitrosating species)

Slika 1. Reakcije u kojima sudjeluje NO (https://www.google.hr/search?g=sl.wikipedia.com)



Konac¢ni produkti dusikovog oksida in vivo su nitriti (NO) i nitrati (NO3") (Arbor, 2014).
Relativni omjer NO; i NO3™ je promijenjiv i ne moze se sa sigurno$¢u predvidjeti (Arbor,
2014). Dakle, najbolji pokazatelj ukupne NO proizvodnje je suma NO, i NO3™ (Arbor, 2014).

1.2. Pozadina Griessove reakcije

Griessov reagens je Siroko koriSten reagens za odredivanje nitrata i nitrita u bioloSkim
teku¢inama (plazma, serum, urin) i drugim matricama. Metoda odredivanja nitrita Griessovim
reagensom jedna je od najkoristenijih i najjednostavnijih metoda koja se koristi za detekciju
NO, nitrita i nitrata (www.sigmaaldrich.com). U fizioloSkim uvjetima, pomoc¢u Griessovog
reagensa, mozemo odrediti nitrite koji su nastali spontanom oksidacijom NO
(www.probes.com). Griessovim reagensom, in vitro, mozemo odrediti nitrate nakon njihove
kataliti¢ke redukcije u nitrite. Griessova metoda odredivanja ukupne koncentracije NO3/NO;’
u uzorcima sastoji se od dva koraka (Arbor, 2014). Prvi korak obuhvaca pretvorbu nitrata u
nitrite pomoc¢u enzima nitrat reduktaze. Drugi korak obuhvaca dodatak Griessovog reagensa
koji pretvara nitrit u ljubiasti azo spoj. Koncentraciju nitrita zatim odredujemo

spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije azo spoja na 540 nm.

Griessovu reakciju prvi je uspostavio Johann Peter Griess 1879. godine kao metodu analize
nitrita (Tsikas, 2006). Ova reakcija se temelji na pretvorbi sulfanilne Kiseline (Griess A) u
diazonijevu sol u prisutnosti nitrita u kiselom mediju (www.probes.com), koja zatim reagira s
aromati¢nim aminom N-(1-naftil)etilendiamin dihidrokloridom (Griess B), tvoreci
crveno-ljubicastu, u vodi topljivu azo boju, koju moZemo kvantitativno odrediti mjereci
njezinu apsorbanciju na 540 nm (Tsikas, 2006). Kemija Griessove reakcije prikazana je na
Slici 2. NADPH je esencijalni kofaktor koji je potreban za aktivnost NOS. NaZzalost, NADPH
interferira s kemizmom Griessove reakcije. Jedan od nacina kako izbje¢i ovu interferenciju
predlaze upotrebu malih koli¢ina NADPH u kombinaciji s katalitickim sustavom koji reciklira
istrosen NADP" i vra¢a ga natrag u NADPH. Ovo dobro funkcionira kod analize nitrata i
nitrita u bioloskim teku¢inama, poput plazme 1 urina, ali je djelotvorno i kod odredivanja
niskih koncentracija nitrita pomocu visoko osjetljive fluorometrijske metode. Medutim,
opisani se postupak ne moze Koristiti za analizu nitrata i nitrita u in vitro uvjetima NOS testa u
koji je dodan suvisak NADPH (Arbor, 2014).
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Slika 2. Kemizam Griessove reakcije

(https://www.google.hr/search?g=Kemizam+Griessove+reakcije+ishigirl.tripod.com)

1.3. Literaturni pregled odredivanja nitrata/nitrita

Nitrati i nitriti mogu se odredivati razli¢itim tehnikama u brojnim matricama, koriste¢i pritom
razli¢ite reagense. Neke od najpoznatijih tehnika odredivanja ovih spojeva su HPLC, LC, GC,
ionska kromatografija, kapilarna elektroforeza, UV-spektrofotometrija, kemiluminescencija,
kolorimetrija, itd. Nitrati 1 nitriti se odreduju u razli¢itim matricama, naj¢e$ce u bioloskim
uzorcima kao $to su humana plazma, serum i urin, te u hrani i vodi. Metoda odredivanja
NO;3™ i NO2" u malim volumenima morske vode koristi vanadij (III) klorid kao reducirajuci
agens (Schnetger i Lehners, 2014). Ova metoda sluzi kao zamjena za dobro poznatu metodu
koja koristi kadmij za redukciju nitrata u nitrite buduci da je pritom izbjegnuta toksicnost
kadmija (Schnetger i Lehners, 2014). Nitriti koji nastaju kvantitativno se odreduju dobro
utvrdenom Griess-llosvay reakcijom, a mjerenja se najéeS¢e izvode na UV-Vis
spektrofotometru ili, ako su dostupni samo vrlo mali volumeni uzoraka, na Cc{itacu
mikrotitarskih ploc¢a (Schnetger i Lehners, 2014). Na isti se na¢in moze provesti odredivanje
NOj3 i NO, u mlijeku i mlije¢nom prahu (Woollard i Indyk, 2014), a razvijen je i SIA® sustav

(Lima 1 sur., 2006) za spektrofotometrijsko odredivanje u mlijecnim proizvodima. Taj sustav

! eng. Sequential injection analysis



koristi bakar-kadmij leguru za redukciju NO3™ u NO;". Spektrofotometrijsko odredivanje ovih
spojeva ponovo se temelji na Griessovoj reakciji. Zanimljiva je tehnika kapilarne
elektroforeze za istovremeno odredivanje NO3/NO;" u djecjoj hrani. Prednost ove metode je
jednostavnost izvodenja i sposobnost razdvajanja analita u manje od 0,5 minuta (Betta i sur.,
2014). Metoda je validirana prema smjernicama EURACHEM i primijenjena je za analizu 14
uzoraka hrane za bebe te se pokazala pogodnom za primjenu u prehrambenim laboratorijima
za rutinsko odredivanje nitrata i nitrita (Betta i sur., 2014). Nitrit i nitrat mogu se to¢no
izmjeriti u uzorcima biljnog i zivotinjskog podrijetla primjenom HPLC-UV/Vis tehnike. Ovi
su anioni ujedno i toksini zbog Cega je regulirana njihova koncentracija u odredenim
namirnicama (Croitoru, 2012). Postoje mnoge metode za otkrivanje nitrita i nitrata, ali vecina
njih ne prepoznaje nitrit u bioloskim uzorcima, dok nova HPLC-UV/Vis metoda lako otkriva
niske koncentracije ovih analita prisutnih u krvi i urinu sisavaca i biljnim uzorcima (Croitoru,
2012). Jedna od novijih metoda simultanog odredivanja NO3 i NO, koristi bienzimatski
biosenzor koji sadrzi bakar, cink superoksid dismutazu i nitrat reduktazu imobilizirane na
ugljikove nanocjevéice (Madasamy i sur., 2014), dok druga koristi AQZEGE? elektrodu za
odredivanje u vodenim otopinama (Manea i sur., 2010). Ciklicka voltametrija se koristi za
opisivanje elektrokemijskog ponasanja elektrode u prisutnosti pojedinih nitratnih i nitritnih
aniona ili njihove mjesavine u 0,1 M otopini Na,SO, koja podrzava elektrolite (Manea i sur.,
2010). Zanimljivo je i odredivanje i usporedba koncentracija NO3/NO; u uzorcima humane
plazme i seruma koriste¢i Griessovu reakciju, HPLC i GC-MS. Masena spektrometrija je
referentna tehnika za odredivanje nitrita/nitrata u plazmi i serumu, medutim, zbog svoje
jednostavnosti i brzine, testovi temeljeni na Griess reakciji ili HPLC-u se uglavnom koriste u
klinickim ispitivanjima (Romitelli 1 sur., 2007). Posebna pozornost se posvecuje
deproteinizaciji uzoraka plazme i seruma prije analize nitrita/nitrata pomoc¢u Griess testa,
HPLC-a i GC-MS-a (Romitelli i sur., 2007).

% eng. Ag-doped zeolite-expanded graphite-epoxy



1.4. Prevalidacijska filozofija, strategija i praksa

Pouzdana analiticka mjerenja farmaceutskih uzoraka vazan su dio u donoSenju odluka koje
utjeCu na odredene dijelove drustva, ukljuCujuéi brigu o zdravlju, unapredenje kakvoce
lijekova, itd. Sve veci broj analiticke literature u podruc¢ju kontrole kakvoce lijekova stvara
potrebu za jasnom prosudbom o prednostima i nedostacima analiticCkog postupka. Validacija
analitickog postupka nedvojbeno je dio razvoja farmakopejskih i drugih analitickih postupaka
za kontrolu kakvoce lijekova. Medutim, validacijski postupak je dugotrajan, skup i naporan
proces, te uvelike ovisi 0 namjeri metode, izabranoj tehnici i ispitivanom postupku.

Grupa eksperata u SFSTP? vodicu (Hubert 1 sur., 1999) predlozila je prevalidaciju kao prvi
korak u validaciji kromatografskih bioanalitickih metoda. Svrha ovog vodica je optimalno
iskoristiti informacije dobivene iz eksperimenata, provedenih tijekom prevalidacijskog
koraka, kako bi se kao idu¢i korak, u validaciji kromatografskih metoda, primijenio integriran
1 ucinkovit dizajn. Prevalidacija u SFSTP vodi¢u omoguc¢ava prosudbu najprikladnijeg
kalibracijskog modela, pragova odredivanja, kalibracijsko radno podrucje, kao i optimalni

broj eksperimenata koje je potrebno provesti u validacijskoj fazi.

Kao informativna pretrazivacka metoda, prevalidacija treba biti korisna u preliminarnoj
prosudbi analitickog postupka, s daljnjom potrebom za validacijom i sustavnim dobivanjem
vrijednih podataka koji se ne mogu dobiti propisanim validacijskim postupcima (USP, 2002;
EDQM, 1996; ICH, 1994; CMP/ ICH, 1989; FDA, 1996). Klju¢na literatura za ovu temu
vrijedan je rad Ermera (Ermer, 2001), prijasnje rasprave o cjelovitom analitickom postupku
(Kaiser 1968, 1978; Boumans, 1978) i radovi o standardizaciji kvantitativnih analiti¢kih
postupaka (Gottschalk, 1975a,b, 1976, 1979; Luterotti i Grdini¢ 1995).

Kako bi se odredili uvjeti prema zahtjevima i tako dobio proces s poZeljnim, ¢esto optimalnim
znaCajkama (Massart i sur., 1997), moze se primijeniti i metodologija eksperimentalnog
dizajna, primjerice, frakcijski faktorijalni dizajn, Plackett-Burmanov dizajn (Vander Heyden i
sur., 1995, 1998a, 1998b; Grdinic€ 1 sur., 1994) ili superzasic¢eni dizajn (Vander Heyden 1 sur.,
2000). Prevalidacijska faza se ne mora provesti ukoliko su, nakon provedenog
eksperimentalnog dizajna, analiti¢aru dostupne izvedbene znaajke postupka (Boulanger i

sur., 2003).

® franc. Societe Francaise Sciences et Techniques Pharmaceutiques



Ispitivanje otpornosti sastoji se u prosudbi glavnih ukupnih ucinaka, otkrivanju bjegunaca,
provjeri zakrivljenosti krivulje i odredivanju glavnih nedostataka (Bosque- Sendra i sur.,
1999). Svrha ispitivanja je potvrditi otpornost metode otkrivanjem cimbenika koji su
odgovorni za neotpornost metode, odnosno ¢imbenika koji uzrokuju veliku promjenu u
analitickom odgovoru za malu promjenu njihovih vrijednosti (Vander Heyden i sur., 2000).
Premda se u osnovi ispitivanje otpornosti provodi na kraju postupka validacije metode,
neposredno prije provodenja medulaboratorijskih ispitivanja (Younden i Steiner, 1975;
Vander Heyden i sur., 1999, 1995), danas se sve viSe ispitivanje otpornosti primjenjuje na
kraju razvojne faze metode ili na pocetku validacijskog postupka (ICH, 1994; Vander Heyden
i sur., 2001). Namjera predlozenog postupka prevalidacije (Grdini¢ i Vukovi¢, 2004) nije
zamijeniti ili umanjiti vrijednost ispitivanja otpornosti. Prikladno je prevalidacijsku strategiju
primijeniti nakon prosudbe pouzdanosti analitiCkog postupka eksperimentalnim dizajnom.
Nakon provedenih ispitivanja, analiticki postupak kojemu je potvrdena primjenjivost ulazi u

prostor cjelovitog analitickog postupka.

Istrazivanja unutar laboratorija i simulirana ograni¢ena medulaboratorijska ispitivanja mogu
biti ukljuena u prevalidacijski proces. To odgovara prvom i drugom stadiju u razvoju
analitickog postupka prema Conacheru (Conacher, 1990). Prisutna su priblizno tri stadija u
razvoju analitickog postupka: (1) prosudba prihvatljivih izvedbenih znaéajki unutar
laboratorija, (2) prikaz uspjes$ne izvedbe u ograni¢enom broju medulaboratorijskih ispitivanja
I (3) prikaz uspjesne izvedbe u suradni¢kim istrazivanjima. Kao napredak od prvog do treceg
stupnja, raste stupanj pouzdanosti koji se moze pripisati validaciji odredenog postupka. Treci
stupanj predstavlja najviSi stupanj postupka validacije, prvi stupanj se moZe zvati
prevalidacija, a u drugom stupnju se moZe provesti prevalidacija i/ili validacija. ZamiSljeno je
da se interna metoda prevalidacije sastoji od prevalidacijskog koraka provedenog unutar
jednog laboratorija, primjerice, za prevalidaciju nove analiticke metode ili za potvrdu

analiticke metode preuzete iz nekog drugog izvora.

Prevalidacija je vaZzna za ispitivanje valjanosti podataka, npr. kada validirani (sluzbeni)
postupak ne postoji, kada nema dovoljno vremena za potpunu validaciju postupka, te u
kriznim situacijama. U ovim se situacijama od laboratorija zahtijeva da daje analiticke
podatke na neplanskoj, hitnoj razini i odluke koje se temelje na ovim podacima imaju

znacajne ekonomske i/ili javnozdravstvene posljedice.



Prevalidacija predstavlja brzi proces prijenosa vrijednosti iz prostora zeljenih (i tipi¢nih)
analitickih znacajki u prostor realnih (i tipi¢nih) analitickih znacajki. Svaka se analiticka
metoda, koja prolazi prevalidacijski proces, treba temeljiti na ¢vrstim znanstvenim nacelima i
mora zadovoljavati odgovarajuce, prihvatljive izvedbene kriterije. PodnoSenje opisa
metodologije (kompendij), primjerice (USP, 2002), za nove ili revidirane analiticke postupke
treba sadrzavati dovoljno informacija za prosudbu znacajki predlozenog postupka. Ukoliko
prevalidacijski postupak ne da povoljne rezultate, postupak validacije ¢e rezultirati pove¢anim
troSkovima kao 1 izgubljenim vremenom. Nadalje, samo povoljna analiticka prevalidacija je
conditio sine qua non za analiticku validaciju. Suprotno validaciji koja je definirana kao
proces koji prikazuje da je analiti¢ki postupak prikladan za odredenu svrhu (www.ich.org),
prevalidacija je formalni dokaz da analiti¢ki sustav ¢ini ono za $to je namijenjen i da nastavlja
Ciniti isto. Ova posljednja definicija pokazuje analogiju s Tranterom (Tranter, 1990), buduci

da pretpostavlja postojanje opisa Sto analiticki sustav treba Ciniti.

1.4.1. Temeljno polaziste

Metoda prevalidacije se provodi kako bi se dijagnosticirala kakvoca analitickog postupka,
odnosno za donosenje odluke moze li ispitivana metoda dati to¢ne i pouzdane rezultate. Svrha
prevalidacije je dobivanje saznanja o analitiCkom postupku 1 validacijskim znafajkama
(Grdini¢ i Vukovi¢, 2004). Ovaj proces sluzi za ispitivanje validacijskih parametara sa
svrhom dokazivanja prikladnosti analitiCkog postupka. Svrha prevalidacijskog postupka
dobivanje je najprikladnije kalibracijske funkcije (Cesto linearne kalibracijske funkcije), koja
pokriva najmanje radno podrucje u kojemu su najmanja i najveca koli¢ina analita u omjeru
1:10. U¢inkovitost prevalidacijskog postupka opisana je karakteristicnim podacima, kao §to
su konstante kalibracijske 1 prosudbene analiticke funkcije, standardno odstupanje postupka,
prag odredivanja, metroloske karakteristike analitiCkog postupka i tako redom. Metoda
prevalidacije je pretposljednji korak u razvoju metode. U razvoju pouzdanih analiti¢kih
postupaka, ovaj prevalidacijski rad moze se ucinkovito provesti s nekoliko eksperimenata, s
ciljem stvaranja temelja za korak koji slijedi, validaciju analitickog postupka. Ovaj
jednostavan, ali vrlo informativan koncept sastoji se od opée sheme mjerenja na koje se
primjenjuje set matematicko-statistickih ispitivanja. Istrazivanje ovisnih i neovisnih varijabli,

kao sastavnica analitickog sustava, posebice odnos medu njima, daje uvid u kakvocu rezultata



1 metroloskih znaCajki metode. Ukoliko ove metroloske znacajke zadovoljavaju

prevalidacijske zahtjeve, kao iduci korak potrebno je provesti validaciju analitickog postupka.

1.4.2. Anatomija prevalidacijskog sustava

Pri postavljanju metode potrebno je pokazati da metoda odgovara zahtjevima korisnika, daje
to¢ne 1 precizne rezultate mjerenja odredene supstancije, da se metoda odlikuje niskim
pragovima dokazivanja itd. (Massart i sur., 1997). Prevalidacija se moze podijeliti u
istrazivacku prevalidaciju i cjelovitu prevalidaciju. U procesu istrazivacke prevalidacije se s
ograni¢enim brojem Kkalibracijskih uzoraka utvrduje je li analiticki postupak prikladan za
odredenu svrhu. Tada se eksperimentalni plan i ad hoc dijagnoza temelje na N = 8 mjerenja.
Ako su rezultati istrazivacke prevalidacije prihvatljivi, slijedi mnogo detaljnija cjelovita
prevalidacija koja se temelji na N = 24 mjerenja. Hoce li istrazivana metoda osigurati
povoljne rezultate, koji zadovoljavaju cilj definiran u namjeni metode, ovisi o
prevalidacijskim kriterijima prihvata, koji trebaju biti unaprijed definirani. Tipi¢ni kriteriji
prihvata prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Kriteriji prihvata u prevalidacijskom postupku

Prevalidacijska ispitivanja  zahtjevi za analiticki postupak

Linearnost Sest razina, svaka &etiri ponovljena mjerenja’
Kalibracijska funkcija raunanje, statisti¢ki/matematicki pristup
Analiti¢ka funkcija racunanje, statistiCki/matematicki pristup
Homogenost
ANOVA(slijepi pokusi) F<2,77
Bartlettovo ispitivanje x2<20
Preciznost
Ponovljivost RSD<5% (RSD>5% ovisno o tipu analize i

koncentraciji analita)

Prag dokazivanja Lp =3,3sgy IV

Prag odredivanja Lo =10sgy IV

Kalibracijsko podrucje prosudba iz istrazivanja linearnosti i preciznosti
Bjegunci 2,069 <|S* < 2,807, najvise jedna vrijednost

8 spektrofotometriji i drugim instrumentalnim metodama preporucava se provesti dva

ponovljena mjerenja istog uzorka.
Obrada odgovora dobivenih mjerenjem predstavlja matematicki/statisticki pristup, koji se
sastoji od brojnih metoda matematicke statistike. IzraCunavanja se koriste za dvije razlicite
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skupine zahtjeva: (1) deskriptivnu statistiku, kojom se na deskriptivan nacin prikazuju brojni
rezultati, koriStenjem karakteristiCnih statistickih veli¢ina i (2) prognosticku statistiku, za
dobivanje prognoza na temelju vrijednosti dobivenih dijagnozom, koje sluze u prosudbi
analitickog postupka/metode. Cjeloviti proces ekstrakcije prevalidacijskih znacajki prikazan

je na Slici 3.

Pocetni podaci
Deskriptivna statistika —0 Karakterizacija grupa 1-6

Prognostiéka statistika Provjera grupa 1i6

Ispitivanje homogenosti

Prosudba kalibracijske funkcije
Prosudba analiticke evaluacijske funkcije
Otkrivanje bjegunaca

Prosudba granicnih vrijednosti

Prevalidacija analitickog postupka

Slika 3. Standardizirana anatomija prevalidacijskog sustava, N = 24,

Uspjesno provedena strategija prevalidacije ovisi o kakvo¢i mjernih rezultata. Kako bi se
dobili povoljni rezultati, iz kojih ¢e se matematicko-statistickom prosudbom dobiti uvid u
kakvocéu postupka, potrebno je prethodno definirati primjereni model kalibracije, broj
mjerenja, tip i sastav uzorka, te radno podrucje analita. Specificno radno podrucje analita u

prevalidaciji pokriveno s N = 24 mjerenja prikazano je u Tablici 2.

1.4.3. Funkcija odgovora u mjernom procesu

Funkcija odgovora analiticke metode unutar radnog podrucja postoje¢i je odnos izmedu
odgovora (signala) i koncentracije (sadrzaja) analita u uzorku (Hubert i sur., 1999). Funkcija
odgovora moze biti linearna (pravac), ali se mogu dobiti i neki nelinearni modeli koji ovise 0
metodi detekcije ili posebno Sirokom radnom podrucju. Ponekad je potrebno, za dobivanje
linearnog modela regresijskom analizom, rezultate ispitivanja matematic¢ki transformirati
(ICH, 1996). Neki analiticki postupci, kao Sto su imunoloska ili mikrobioloska ispitivanja,
intrinzicki su zakrivljeni ili nelinearni i nakon transformacije. U tom slucaju, analiticki
rezultat potrebno je opisati prikladnom funkcijom koncentracije (sadrzaja) analita u uzorku
(nelinearna, kvadratna, logaritamska itd.) (ICH, 1994; Findlay i sur., 2000; Miller i Miller,

2000). Kod mnogih instrumentalnih metoda odgovor je proporcionalan koncentraciji analita u
10



odgovaraju¢em koncentracijskom podruéju (Miller i Miller, 2000), premda neke tehnike
detekcije, kao $to je MS detekcija, ne pokazuju linearnost. Uobicajena situacija je da je kod
malih koli¢ina analita kalibracijska krivulja pravac, koji postaje zakrivljen kod vecih koli¢ina

analita.

Tablica 2. Strategija standardiziranih prevalidacijskih mjerenja (N = 24 mjerenja)

Proces dobivanja rezultata

Tip mjerenja slijepa mjerenja (B), gruba mjerenja (y)

Broj analiti¢kih skupina® J=6,j=1,2,..,6

Volumen skupine I=1v,i=I,..,IV

Ukupan broj mjerenja N=Jx1=24,n=1,2,...,24

Koli¢ina analita X (izrazeno kao koli¢ina, masa ili koncentracija)

Radno podruéje analit Xy do X_ (Xy I X_ su gornja i donja razina analita): 1,0xy = Xy,

0,8 Xu = X, 0,6 Xu = X3, 0,4 Xu = Xg, 0,2 Xu = Xs, 0,1 Xu = Xg = XL

1,6,2,5,3,4
Redoslijed mjerenja unutar grupe

S=y-B
Mijera (neto signal)®
Grubi signal Y

B
Slijepi signal

& Za ad hoc prevalidacijska mjerenja: J=2, 1 =1V, N =8,
® Pojam mjera odnosi se na neto signal, odnosno razliku izmedu grubog i slijepog signala (279).
Kako bi se olakSala rasprava, pretpostavljeno je da, u nacelu, veli¢ine S, y i B imaju normalnu

raspodjelu, $to moze biti predmet rasprave u odredenim sluc¢ajevima.

Analiticki rezultat je analiticki signal izraZzen u jedinicama sadrzaja analita za Ciju se
konverziju koristi kalibracijska funkcija. Izmedu analitickog signala 1 analiti¢kog rezultata
postoji uvijek kalibracijski korak. Analiti¢ki signal i rezultat su ovisne varijable. S druge
strane sadrzaj analita u uzorku je neovisna varijabla. Nazalost, razlike izmedu analitickog
rezultata i koli¢ine ili koncentracije analita Cesto su previdene (Ferrts i Egea, 1994). Liteanu i
Rica su to izbjegli obiljezavanjem analitickog rezultata sa c i stvarne vrijednosti sa ¢’ (Liteanu
i Rica, 1975) ili ¢ (Liteanu i Rica, 1980). Nadalje, razlika izmedu koli¢ine analita q u dijelu
ispitivanog uzorka i koncentracije analita ¢ u laboratorijskom uzorku je nevazna za svrhu
prevalidacija. Jasno je da je vazan analitiCki signal na temelju kojega se provode

izraCunavanja i donosi odluka. Budu¢i da se standardizirana mjerenja provode sa standardnim
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uzorcima poznata sastava, prosudbena analiticka funkcija ne moze se postaviti bez prethodne
potvrde linearne analiticke kalibracijske funkcije. Razlog tomu su signali koji su ovisne
vrijednosti 1 mnogi postupci pretpostavljaju da koncentracije, kao standardne poznate
vrijednosti, ne sadrze pogresku (Miller i Miller, 2000). Kalibracija analitickog postupka
provedena sa standardnim uzorcima rezultira s Kkalibracijskom funkcijom S= f(x).
Utvrdivanje povoljne analitiCke kalibracijske funkcije prethodi utvrdivanju prosudbene
analiticke funkcije. U postupku prevalidacije cjelovita se kalibracija 1 utvrdivanje navedenih
funkcija, osim uobi¢ajenom metodom najmanjih kvadrata, provode statistickim t-ispitivanjem

na realnost konstanti.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Prosudba optimalnih radnih uvjeta novih postupaka i njihovih izvedbenih vrijednosti,
otpornost na manja odstupanja u radu, dokaz valjanosti analitickih postupaka (validacija), te
usporedba alternativnih metoda i proucavanje odnosa izmedu farmakopejskih zahtjeva i
legalnih postupaka, nezaobilazne su karike modernih istraZivanja novih analitickih postupaka.
Dokaz wvaljanosti analitickih postupaka nedvojbeno je sastavni i1 sluzbeni dio razvoja
farmakopejskih i drugih dozvoljenih postupaka za kontrolu kakvoce lijekova.

Namjera ovog rada je provjeriti valjanost jednostavnih, osjetljivih i brzih metoda odredivanja
nitrita pomocu Griessovog reagensa, i to kako spektrofotometrijske tako i mikroanaliticke
metode. Metoda odredivanja nitrata/nitrita Griessovim reagensom jedna je od najkoristenijih i
najjednostavnijih metoda kvantifikacije spomenutih analita u razli¢itim matricama (plazma,
serum, urin, hrana, voda).

Prosudba izvedbenih znacajki i1 kontrola kakvoce predloZzenog Griessovog postupka za
odredivanje nitrita provest ¢e se primjenom cjelovite i informativne prevalidacijske strategije
(Grdini¢ 1 Vukovi¢, 2004). Ova strategija ukljucuje deskriptivnu i prognosticku statistiku, kao
i utvrdivanje preciznosti, to¢nosti, grani¢nih vrijednosti postupaka, te kalibracijske i analiticke
funkcije. PredloZzenim ispitivanjem ¢e se ispitati prednosti 1 nedostatci spektrofotometrijskog i

mikroanalitickog postupka, dok ¢e se usporedbom postupaka utvrditi njihova prikladnost.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Tvari, otopine i pribor

Za sve postupke upotrijebljeni su reagensi analiticke Cisto¢e. Sve otopine pripremljene su
koriStenjem ultraciste vode, ukoliko nije drugacije navedeno. Za spektrofotometrijsko
odredivanje nitrita koriStene su sljede¢e otopine: 200 puM otopinu nitrita, 1% otopinu
sulfanilnamida u fosfatnoj kiselini, te 0,1% otopinu N-(1-naftil)etilendiamin dihidroklorida
(NED). Standardna otopina nitrita (0,1 M) pripremljena je otapanjem 345,0 mg natrijeva
nitrita (Kemika, Zagreb, Hrvatska) u 50,0 ml vode u odmijernoj tikvici. Otopina radnog
standarda potrebne koncentracije od 200 uM pripremljena je razrjedivanjem standardne
otopine nitrita. Griessov reagens se sastoji od dvije otopine: 1% otopina sulfanilnamida
(Griess A) 1 0,1% otopina N-(1-naftil)etilendiamin dihidroklorid (Griess B). Griess A
pripremljen je otapanjem 500 mg sulfanilamida (Sigma Aldrich, SAD) u 50 mL 5% fosfatne
kiseline (Lachron, Ceska Republika) koja se priprema razrijedivanjem 85% otopine u 100 mL
vode. Griess B se priprema otapanjem 50 mg NED-a (Sigma Aldrich, SAD) u 50 mL vode u
odmjernoj tikvici. Sve se otopine ¢uvaju na 2-6°C u hladnjaku, zasticene od svijetla. Za
mikroanaliticku metodu odredivanja nitrita u radnom podru¢ju od 5 do 50 uM (NO,-Mikro)
koristili smo: iste otopine kao i u gore navedenim ispitivanjima te 20 mM otopinu Tris pufera
pH 7,6 (Sigma Aldrich, SAD).

3.2. Metode i postupci ispitivanja
3.2.1. Mikroanaliticka metoda odredivanja sadrZaja nitrita s Griessovim reagensom
Mikroanaliti¢ki postupak (NO,-Mikro) provodi se u mikrotitarskim plo¢icama ravnog dna s
96 jazica (Nunc-Nundon, Danska). Odgovaraju¢i volumen 200 uM standardne otopine nitrita
koji sadrzi 5 do 50 uM nitrita hadopuni se do kona¢nog volumena uzorka od 80 pL dodatkom
Tris pufera u mikrotitarskoj ploc¢i. U svaku reakcijsku smjesu doda se 50 pL 1% otopine
sulfanilamida i 50 pL 0,1% otopine NED-a, nadopuni do 200 mL puferom, promijesa, te
ostavi stajati 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon stajanja mjeri se apsorbancija na 540
nm pomocu ¢itaca mikroplocica (Wallac Victor, Perkin Emer, SAD). Sadrzaj NO," se dobije
iz kalibracijskog pravca nitrita dobivenog iz odnosa apsorbancije i koncentracije standardne
otopine nitrita. Standardna otopina nitrita (200 uM) je koristena za pripremu kalibracijskog
pravca. Pravac je dobiven koriStenjem Sest razli¢itih koncentracija nitrita (5, 10, 20, 30, 40 i
50 uM) dobivenih razrjedivanjem standardne otopine nitrita s Tris puferom kako je prikazano
u Tablici 3.
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Tablica 3. Standardne koncentracije nitrita za NO,-Mikro postupak

koncentracija | NaNO; TRIS  pufer
(uM) (uL) (uL)

0 0 80

5 5 75

10 10 70

20 20 60

30 30 50

40 40 40

50 50 30

3.2.2.  Spektrofotometrijska metoda odredivanja sadrZaja nitrita s Griessovim

reagensom

Valjanost spektrofotometrijskog postupka je ispitana u dva koncentracijska podruéja, 5 do 50
uM (NO,-SFM1) i 10 do 100 uM (NO,-SFM2) nitrita. Odgovaraju¢i volumen 200 uM
standardne otopine nitrita koji sadrzi 5 do 50 uM (10 do 100 uM) nitrita nadopuni se do
kona¢nog volumena uzorka od 300 pL dodatkom ultraciste vode u epruveti. U tako priredenu
reakcijsku smjesu doda se 100 pL Griessa A i 100 uL Griessa B, nadopuni do 3 mL vodom,
promijesa, te ostavi stajati 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon stajanja mjeri se
apsorbancija u 1 cm kvarcnoj kiveti na 540 nm pomoéu UV/Vis spektrofotometra Agilent
8453 (Agilent, Njemacka). Sadrzaj NO,™ se dobije iz kalibracijskog pravca nitrita dobivenog
iz odnosa apsorbancije i1 koncentracije standardne otopine nitrita. Izracunavanje sadrzaja NOy
dobije se koriStenjem gore navedene jednadZbe. Standardna otopina nitrata (200 uM) je
koriStena za pripremu kalibracijskog pravca. Pravac je dobiven koriStenjem Sest razlicitih
koncentracija nitrita (5, 10, 20, 30, 40 i 50 uM, odnosno 10, 20, 40, 60, 80 i 100 uM)

dobivenih razrjedivanjem standardne otopine nitrita s vodom kako je prikazano u Tablici 4.

3.3. Prevalidacijski protokol

Standardizirana mjerenja se sastoje od 24 podatka, odnosno Sest skupina, u svakoj po cetiri
mjerenja. Standardni 1 slijepi uzorci mjereni su u standardnom radnom podruc¢ju u kojemu je
odnos najmanje i najvece koli¢ine analita 1:10, prema redoslijedu 1, 6, 2, 5, 3 i 4 kako je
prikazano u Tablicama 12, 13 i 14 u poglavlju 4.

Matematicko-statisticka ispitivanja opisana su u nekoliko glavnih skupina: karakterizacija
podataka, ispitivanje homogenosti podataka, postavljanje kalibracijske i prosudbene analiticke

funkcije, prepoznavanje bjegunaca i izraCunavanje grani¢nih vrijednosti postupka.
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Tablica 4. Standardne koncentracije nitrita za NO,-SFM1 i NO,-SFM2 postupak

koncentracija | NaNO; H,O
(uM) (uL) (uL)
0 0 300
5 7,5 292,5
10 15 285
20 30 270
30 45 255
40 60 240
50 75 225
60 90 210
80 120 180
100 150 150

Statisti¢ke vrijednosti zahtjeva oznafene su kao R, a veli¢ine P i f predstavljaju razinu
pouzdanosti i stupanj slobode (Grdini¢ i Vukovié, 2004). Prevalidacijski ekspertni sustav

primijenjen je za prosudbu valjanosti mikroanalitiCkog i spektrofotometrijskog postupaka za

......

NO,-Mikro NO,-SFM1(2)
Analiticki
analit nitrit
Radno podruéje (uM) 5,0-50,0 5,0-50,0

(10,0-100,0)

Reagens Griess
Ukupni volumen (mL) 0,2 3
matrica nema
Instrumentalni
Metoda spektrofotometrija
Instrument UV-Vis spektrofotometar
Valna duljina, 4 540
Kivete (d =1 cm) kvarcna
opticka duljina puta (cm) 1
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Prevalidacija NO,-Mikro, NO,-SFM1 i NO,-SFM2 postupaka

Primjenom prevalidacijske strategije (Grdini¢ i Vukovi¢, 2004) provedena je provjera
valjanosti 1 utvrdivanje izvedbenih znacCajki mikroanaliticCkog 1 spektrofotometrijskog

postupka za odredivanje nitrita.

4.1.1. Karakterizacija skupina od 1 do 6

Karakterizacija sustava i usporedba pocetnih podataka provedena je pomocu deskriptivne
statistike izracunavanjem srednjih vrijednosti i stupnja disperzije. Rezultati dobiveni u ovom
koraku koristeni su za daljnju dijagnozu u prognostickoj statistici. Standardizirana mjerenja i
izraCunate vrijednosti pojedinih sustava dani su u Tablicama 6, 7 i 8. Iz rezultata je vidljivo da
je dobiven zadovoljavajuéi stupanj preciznosti unutar mjernog podrucja s nizim stupnjem

preciznosti na donjoj granici radnog podruéja za sva tri sustava. U NO,-Mikro sustavu

(Tablica 6.) vrijednostis g iznose od 2,90 do 12,74%, s, od 1,61 do 22,16%, s,od 1,95 do
23,85%, u NO,-SFML1 sustavu (Tablica 7.) sgod 2,72 do 27,68%, s, od 1,28 do 13,15%,
S,s0d 1,02 do 22,67%, a u NO,-SFM2 sustavu (Tablica 8.) s; od 4,44 do 8,02%, s, o0d 1,41

do 13,15%, s,;0d 2,26 do 23,58%. Najveca kolebanja s, , se javljaju kod neto apsorbancija, S.

Glavni uzrok tomu su velika kolebanja vrijednosti grubih i slijepih signala, koji utjeCu na

povecanje rasapa neto apsorbancije u sva tri ispitivana sustava.
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Tablica 6. Standardna mjerenja za sustav NO,-Mikro

Skupina
()
1

5(5, %)

Uzorak
br. (i)

|

1
I
v

|

I
Il
v

|

I
I
v

|

I
Il
v

|

I
1l
v

|

I
Il
v

X* (uM)

50

40

10

30

20

B

0,047
0,044
0,045
0,047

0,047
0,047
0,051
0,044

0,043
0,046
0,044
0,045

0,044
0,046
0,047
0,035

0,041
0,045
0,040
0,039

0,040
0,041
0,042
0,035

B/sg /s (%)

0,046/+0,002/+3,28

0,047/+0,003/+6,08

0,045/+0,001/+£2,90

0,043/+0,005/+12,74

0,041/+0,003/+6,38

0,040/+0,003/+7,87

+0,003(7,31)

y

1,386
1,367
1,376
1,432

0,185
0,179
0,177
0,213

1,136
1,129
1,126
1,176

0,342
0,328
0,331
0,201

0,868
0,858
0,868
0,891

0,616
0,601
0,608
0,507

V/sy sy (%)

1,390/+0,029/+2,08

0,189/+0,017/+8,85

1,142/+0,023/+2,03

0,301/+0,067/+22,16

0,871/+0,014/+1,61

0,583/+0,051/+8,75

+0,038 (£10,47)

S

1,339
1,323
1,331
1,385

0,138
0,132
0,126
0,169

1,093
1,083
1,082
1,131

0,298
0,282
0,284
0,166

0,827
0,813
0,828
0,852

0,576
0,560
0,566
0,472

S/sg /s, (%)
1,345/+0,028/2,07

0,141/+0,019/+13,55

1,097/+0,023/+2,10

0,258/+0,061/+23,85

0,830/+0,016/+1,95

0,544/+0,048/+8,85

+0,037 (£11,86)

Ab

0,027
0,026
0,027
0,028

0,028
0,026
0,025
0,034

0,027
0,027
0,027
0,028

0,030
0,028
0,028
0,017

0,028
0,027
0,028
0,028

0,029
0,028
0,028
0,024

Alsplsa(%)

0,027/+0,001/+2,07

0,028/+0,004/+13,55

0,027/+0,001/%2,10

0,026/+0,006/+23,85

0,028/+0,001/+1,95

0,027/+0,002/+8,85

+0,003 (£11,86)

18



Tablica 7. Standardna mjerenja za sustav NO,-SFM1

Skupina
()
1

5(5, %)

Uzorak
br. (i)

|

1
I
v

|

I
Il
v

|

I
I
v

|

I
Il
v

|

I
1l
v

|

I
Il
v

X* (uM)

50

40

10

30

20

B

0,033
0,036
0,034
0,033

0,034
0,036
0,035
0,036

0,033
0,033
0,036
0,033

0,064
0,040
0,039
0,038

0,036
0,048
0,036
0,042

0,053
0,038
0,041
0,034

B/sg /s (%)

0,034/+0,001/+4,16

0,035/+0,001/+2,72

0,034/+0,002/+4,44

0,045/+0,013/+27,68

0,041/+0,006/+14,18

0,042/+0,008/+19,72

+0,007(=15,28)

y

0,230
0,230
0,220
0,228

0,059
0,055
0,061
0,059

0,203
0,201
0,205
0,199

0,101
0,099
0,077
0,083

0,174
0,171
0,164
0,159

0,118
0,123
0,123
0,139

V/sy sy (%)

0,227/£0,005/+2,10

0,059/+0,003/+4,30

0,202/+0,003/+1,28

0,090/+0,012/+13,15

0,167/+0,007/+4,06

0,126/+0,009/+7,27

+0,007 (£6,67)

S

0,197
0,194
0,186
0,195

0,025
0,019
0,026
0,023

0,170
0,168
0,169
0,166

0,037
0,059
0,038
0,045

0,138
0,123
0,128
0,171

0,065
0,085
0,082
0,105

S/sg /s, (%)

0,193/+0,005/+2,50

0,023/+0,003/+13,31

0,168/+0,002/+1,02

0,045/+0,010/+22,67

0,127/+0,009/+7,03

0,084/+0,016/+19,46

+0,009 (£13,70)

Ab

0,0039
0,0039
0,0037
0,0039

0,0050
0,0038
0,0052
0,0046

0,0043
0,0042
0,0042
0,0042

0,0037
0,0059
0,0038
0,0045

0,0046
0,0041
0,0043
0,0039

0,0033
0,0043
0,0041
0,0053

Alsplsa(%)

0,004/+0,0001/+2,50

0,005/+0,0006/+13,31

0,004/+0,00004/+1,02

0,005/+0,0010/+22,67

0,004/+0,0003/+7,03

0,004/+0,0008/+19,46

+0,0006 (13,70)
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Tablica 8. Standardna mjerenja za sustav NO,-SFM2

Skupina
()
1

5(5, %)

Uzorak
br. (i)

|

1
I
v

|

I
Il
v

|

I
I
v

|

I
Il
v

|

I
1l
v

|

I
Il
v

X* (uM)

100

10

80

20

60

40

B

0,033
0,036
0,034
0,038

0,040
0,039
0,038
0,036

0,033
0,033
0,036
0,033

0,038
0,041
0,034
0,036

0,036
0,036
0,042
0,036

0,033
0,033
0,036
0,033

B/sg /s (%)

0,035/+0,002/+6,29

0,038/+0,002/+4,46

0,034/+0,002/+4,44

0,037/+0,003/+8,02

0,038/+0,003/+8,00

0,034/+0,002/+4,44

+0,002(£6,15)

y

0,426
0,416
0,423
0,490

0,101
0,077
0,083
0,100

0,361
0,377
0,380
0,378

0,118
0,123
0,123
0,139

0,264
0,292
0,271
0,285

0,201
0,205
0,199
0,199

V/sy sy (%)

0,439/+0,034/£7,85

0,090/+0,012/+13,15

0,374/+0,009/+2,34

0,126/+0,009/+7,27

0,278/+0,013/+4,60

0,201/+0,003/+1,41

+0,017 (£7,26)

S

0,393
0,380
0,389
0,452

0,061
0,038
0,045
0,063

0,328
0,344
0,344
0,345

0,080
0,082
0,089
0,103

0,228
0,256
0,229
0,249

0,168
0,172
0,163
0,166

S/sg /s, (%)

0,404/+0,033/+8,13

0,052/+0,012/+23,58

0,340/+0,008/+2,40

0,089/+0,010/+11,76

0,241/+0,014/+5,89

0,167/+0,004/+2,26

+0,016 (£11,59)

Ab

0,0039
0,0038
0,0039
0,0045

0,0061
0,0038
0,0045
0,0063

0,0041
0,0043
0,0043
0,0043

0,0040
0,0041
0,0045
0,0051

0,0038
0,0043
0,0038
0,0042

0,0042
0,0043
0,0041
0,0042

Alsplsa(%)

0,004/+0,0003/+8,13

0,005/+0,001/+23,58

0,004/+0,0001/+2,40

0,004/+0,0005/+11,76

0,004/+0,0002/+5,89

0,004/+0,0001/+2,26

+0,0006 (+11,59)
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4.1.2. Provjera grani¢nih skupina 11i 6

Kontrola kakvoée mjerenja u skupini s najmanjom koli¢inom analita X, pokazala je da za
sustave NO,-Mikro i NO,-SFM2 nije potrebno povecati koli¢inu analita u skupini Xg, buduéi
da je zadovoljen zahtjev R1, dok je za sustav NO,-SFM1 potrebno povecati koli¢inu analita u
skupini Xs, buduci da isti zahtjev nije zadovoljen (Tablica 9.). Budu¢i da je u svim sustavima
slijepi signal dovoljno manji od grubog signala, zanemaren je utjecaj rasapa slijepih signala
na sy postupka (R2, Tablica 9.). Heuristicko ispitivanje poloZzaja praga odredivanja, Lpg,
pokazalo je da se prag odredivanja oc¢ekuje ispod donje granice radnog podrucja (R3, Tablica
9.). Dodatno ispitivanje kakvoce razlikovanja grubog i slijepog signala temelji se na R4
(Tablica 9.). U sustavima NO,-Mikro i NO,-SFM1 moguce je vrlo dobro razlucivanje grubih i
slijepih signala, dok je u NO,-SFM2 sustavu moguce dobro razluéivanje signala (R4, Tablica
9.). Preliminarno ispitivanje linearnosti, koje ukljuuje samo osjetljivosti grani¢nih skupina
analita X3 i Xs, pokazuje da se linearna kalibracijska funkcija o¢ekuje u svim sustavima (R5,
Tablica 9.).

4.1.3. Ispitivanje homogenosti

Jednostavna analiza varijance primijenjena na NO,-Mikro i NO,-SFM2 sustav pokazala je da
su slijepe vrijednosti nehomogene, dok su za sustav NO,-SFML1 te vrijednosti homogene, te da
rasap slijepih vrijednosti nije moguce zanemariti (R6 i R7, Tablica 10.). Stoga se grubi signali
ne mogu korigirati srednjom vrijedno$éu svih slijepih signala, B, , veé se svaki grubi signal
korigira pripadaju¢im slijepim signalom. Posljednji zahtjev R8 je ispunjen, pa se znacajnost
utjecaja nehomogenosti slijepih vrijednosti umanjuje. Bartlettovo ispitivanje primijenjeno je
nas i sy vrijednosti za B, y, S i A u svim sustavima i dovodi do opre¢nih zakljucaka. Prema
ovom ispitivanju, slijepi signali dobiveni u NO,-Mikro i NO,-SFM2 su strogo homogeni, dok

su u NO,-SFM1 gotovo homogeni do nehomogeni. Nehomogenost S i S, vrijednosti moze

se objasniti ve¢im rasapom koji potjece od slijepih i grubih mjerenja. Bartlettovo ispitivanje,
primijenjeno na prividne mase analita, X, ukazuje na strogo homogene vrijednosti za
NO,-Mikro sustav, te na homogene vrijednosti za NO,-SFM1 i NO,-SFM2 sustav. Vrijednosti

S,, odlikuju se stupnjem nehomogenosti za NO,-Mikro i NO,-SFM1 sustave, te manjim

rx

stupnjem homogenosti za NO,-SFM2 sustav (Tablice 10, 12, 13i 14.).
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Tablica 9. Provjera grani¢nih skupina 11 6

NO,-Mikro NO,-SFM1 NO,-SFM2
rezultat dijagnoza rezultat dijagnoza rezultat dijagnoza
R1: AC=3,99 | Ne treba mijenjati R1: AC=1,66 Vjerojatno treba R1: AC =2,35 Ne treba mijenjati
koli¢inu analita kod Xg mijenjati koli¢inu koli¢inu analita kod Xg
analita kod xg
R2: R=29,89% | Utjecaj rasapa slijepih R2: R =6,60% Utjecaj rasapa slijepih R2: R=13,53% | Utjecaj rasapa slijepih

S5, = £3.28%

S .56 = £6,08%

signala na sy zanemariv

S 51 = £4,16%

S g = £2,72%

signala na sy zanemariv

S,p1 = £6.29%

S g = £4.46%

signala na sy zanemariv

R3
Siye = £8,85%

S,qs =%13,55%
S = £2,08%

S,e; = 22,07 %

Lpe = 0,136 uM

[DG: 0,028 uM
S, =£25,19%

Heuristickim
ispitivanjem ocekuje se
prag odredivanja manji

od koli¢ine analita u Xg

R3
Siye = £4,30%

S.es =*13,31%
Spy = £2,10%
S,q = £2,50 %

Log= 0,039 uM

Loc=0,0080 uM

s, =+25,19%

Heuristickim
ispitivanjem ocekuje se
prag odredivanja manji

od koli¢ine analita u Xg

R3
Syye = +13,15%
S,ss = 123,58%
Sy = £7,85%
Srs1 = 18,13 %
Lpg = 0,066 uM
Loc= 0,014 uM
S, =*25,19%

Heuristi¢kim

ispitivanjem ocekuje se

koli¢ine analita u Xg

prag odredivanja manji od

R4:R=17,22 Vrlo dobro razlucivanje R4: R =6,69 Vrlo dobro razlucivanje R4: R =3,82 Dobro razluéivanje signala
signala signala
R5: R=0,70 Ocekuje se linearna R5: R=2,52 Ocekuje se linearna R5: R=1,80 Ocekuje se linearna

kalibracijska funkcija

kalibracijska funkcija

kalibracijska funkcija
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Tablica 10. Ispitivanje homogenosti podataka

NO,-Mikro NO,-SFM1 NO,-SFM2
rezultat dijagnoza rezultat dijagnoza rezultat dijagnoza
R6 R6 R6
$2,=9,79 x 10°® s2,=437x10"° $2,=5,04x10°
2 _ -5 2 _ 5 2 _ -5
Sgp = 3,31 x 10 Slljepe Sgp = 8,95 x 10 Slljepe Sgp = 1,56 x 10 Slljepe
R=3,38 vrijednosti R=2,05 vrijednosti R=3,10 vrijednosti
nehomogene homogene nehomogene
R7 Utjecaj R7 Utjecaj R7 Utjecaj
By < 0,007 slijepih By <0,001 slijepih By < 0,002 slijepih
By = 0,044 signala | By=0,038 signala By =0,036 signala _
nije zanemariv nije nije zanemariv
zanemariv
S, = 8,86% S,en = 19,08% S, = 7,54%
Sgn = 3,86 x 107 Sgy = 7,32 x 107 Sgy = 2,71 x 107
R(sg)=7,05 sh. R(sg) = 22,54 n.h. R(sg) =2,75 sh.
R(s,5) = 7,55 sh. R(s,) = 18,53 ah. R(s,5) =225 sh.
R(s,)=9,62 Sh. R(s,)=9,34 sh. R(s,) =15,31 ah
R(s,)=2511 nh R(s,)=1581 g.h. R(s,,) =13,56 h.
R(sg)=7,46 s.h. R(sg) = 14,07 h. R(sg)=12,59 h.
R(s,s) =2519 n.h. R(s,s) =22,02 n.h. R(s.s) = 18,68 g.h.
R(s,) =24,35 n.n. R(s,) =23,05 n.h. R(s,) =22,69 n.h.
R(s,,) = 25,19 nh R(s,,) = 22,02 nh R(s,,) = 18,68 ah.
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4.1.4. Ispitivanje odnosa analit-signal

Primjenom metode najmanjih kvadrata za ispitivane sustave utvrdena je znacajna korelacija
izmedu koncentracije analita i signala (R10-R12, Tablica 11.). Za ispitivane sustave utvrdena
je znacajnost koeficijenta korelacije. Nadalje, sustavnim ispitivanjem realnosti konstanti
utvrdene su idealna kalibracijska 1 prosudbena analiticka funkcija. Ostali karakteristi¢ni
podaci su srednje pogreske konstanti i standardno odstupanje analitiCkog postupka, Sy, U

odredenom radnom podruc¢ju. Pomoc¢u dobivene kalibracijske i prosudbene analiticke funkcije
izradunate su prividne vrijednosti signala S i prividne mase analita X. S definiranom
analitickom funkcijom dana je prosudba to¢nosti ispitivanih sustava usporedbom stvarne (X) i

prividne mase analita (X). Slu¢ajna odstupanja, kao mjera preciznosti, su najpovoljnija za
NO,-Mikro sustav (s, od + 1,95% do + 13,55%), dok su manje povoljna za NO,-SFM1
(s; od £ 1,02% do + 22,7%) i NO,-SFM2 (s, od + 2,26% do + 23,6%) sustave. Sustavna

odstupanja, kao mjera to¢nosti, su takoder najpovoljnija za NO,-Mikro sustav (Ax od -1,22%
do +5,78%, Tablica 17.). Struktura podataka za sva tri sustava prikazana je u Tablicama 12,
131 14.

4.1.5. Prepoznavanje bjegunaca

Ispitivanje bjegunaca provedeno je usporedbom ‘S*‘ i ‘x*‘vrijednosti s t-vrijednosti intervala
na razini pouzdanosti od P = 95 i 99%. Pregledom rezultata otkrivena je prisutnost dva
bjegunca unutar ‘S*‘ i ‘x*‘ vrijednosti u NO,-Mikro ispitivanom sustavu koji, prema

prevalidacijskom kriteriju, imaju utjecaj na homogenost podataka S i x (R15, Tablica 15.). U
NO,-SFM1 i NO,-SFM2 sustavima otkrivena je prisutnost jednog bjegunca koji za skupinu
podataka u NO,-SFM2 sustavu, prema prevalidacijskom Kkriteriju, nema utjecaja na
homogenost podataka S i x. Premda je jedan bjegunac otkriven i u NO,-SFM1 sustavu,

njegovo odstupanje, prema prevalidacijskom kriteriju nije moguce tolerirati.

4.1.6. Prosudba granic¢nih vrijednosti

Prema preliminarnom ispitivanju R3 (Tablica 10.), izracunate grani¢ne vrijednosti manje su
od koli¢ine analita u skupini s najmanjim sadrZajem, Xs, ¢ime se potvrduje osjetljivost
postupka. Prema preporucenim Kkriterijima prosudeni pragovi dokazivanja manji su od

koli¢ine analita na donjoj granici radnog podrucja X U Sva tri ispitivana sustava (R16, Tablica
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16.). Grani¢ne vrijednosti signala (Sp) su manje od korigiranih signala dobivenih u skupini xg

za NO,-Mikro postupak, dok su u NO,-SFM1 sustavu vece od korigiranih signala.

Za NO,-SFM2 postupak je utvrdeno da su grani¢ne vrijednosti signala manje, no vrlo bliske

signalu u skupini ng. Utvrdeni prag odredivanja za NO,-Mikro i NO,-SFM2 sustav maniji je od

donje granice radnog podrucja, dok je Lo za NO,-SFM1 sustav veci od donje granice radnog

podruc¢ja. MetroloSke znacajke, kriticne za izbor izvedbenih znacajki mikroanalitickog i

spektrofotometrijskog postupka za odredivanje sadrzaja nitrita, zbirno su prikazane u

Tablicama 17, 18 i 19.

Tablica 11. Kakvoc¢a odnosa analit-signal

NO,-Mikro
rezultat
R10: r=0,9970
b =0,0272
a =-0,0007
s, ==+ 0,0271
S, =+0,0021
Sa =+ 0,0105
centroid = (25,833, 0,702)
R11: R =60,38

dijagnoza

Korelacija znacajna
+Cy, = 0,0272 £ 0,0060
+C, =-0,0007+ 0,0297
t-ispitivanje na realnost konstanti

kalibracijske funkcije

V =0,0272 Idealna

Ry=117,7 kalibracijska
sy =+ 0,0002 funkcija
Sw =+ 0,0343

$=0,027x

t-ispitivanje na realnost konstanti

prosudbene analiticke funkcije

V=236,7 Idealna
Ry =117,7 prosudbena
sy =0,3120 analitiCka
sy =1,2615 funkcija

X =36,7S

NO,-SFM1
rezultat
R10: r = 0,9896
b =0,0039
a =-0,0066
s, == 0,0019
Sp = +0,0006
Sa =+ 0,0008
centroid = (25,83, 0,11)
R11: R =32,19

Dijagnoza

Korelacija znacajna
+Cp, =0,0039 £0,0016
+C, =-0,0066+ 0,0021
t-ispitivanje na realnost konstanti

kalibracijske funkcije

V =0,0041 Idealna
Ry =613 kalibracijska
sy =+ 0,00007 funkcija
Sw == 0,0098
S =0,004x

t-ispitivanje na realnost konstanti

prosudbene analiticke funkcije

V =244,9 Idealna
Ry=61,3 prosudbena
sy =3,9931 analitiCka
sy = 2,4166 funkcija
X = 244,95

NO,-SFM2
rezultat
R10: r = 0,9926
b = 0,0040
a=-0,0094
s, =+ 0,0058
S, =+0,0005
Sa =+ 0,0023
centroid = (51,67, 0,22)
R11: R =38,31

Dijagnoza

Korelacija znacajna
+Cp, = 0,0040 + 0,0014
+C, =-0,0094=+ 0,0064
t-ispitivanje na realnost
konstanti kalibracijske funkcije

V =0,0041 Idealna

Ry=735 kalibracijska
sy ==+ 0,00006 funkcija
Sm==+0,0167

S =0,004x

t-ispitivanje na realnost

konstanti prosudbene analiticke

funkcije
V=2419 Idealna
Ry=73,5 prosudbena
sy = 3,2916 analitiGka
sy =4,0374 funkcija
X =241,9S
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Tablica 12. Struktura podataka za sustav NO,-Mikro

11
I
Il
v

6 |
I
Il
v

2 |
I
Il
v

5 |
I
Il
v

3 1
I
Il
v

4 |
I
Il
v

S

1,339
1,323
1,331
1,385

0,138
0,132
0,126
0,169

1,093
1,083
1,082
1,131

0,298
0,282
0,284
0,166

0,827
0,813
0,828
0,852

0,576
0,560
0,566
0,472

A~

1,359

0,136

1,087

0,272

0,815

0,544

AS

0,020
0,036
0,028
0,026

0,002
0,004
0,010
0,033

0,006
0,004
0,005
0,044

0,026
0,010
0,012
0,106

0,012
0,002
0,013
0,037

0,032
0,016
0,022
0,072

S*

0,582
1,048
0,816
0,759

0,061
0,114
0,288
0,965

0,170
0,122
0,151
1,277

0,764
0,297
0,356
3,083

0,339
0,069
0,368
1,067

0,945
0,478
0,653
2,086

50

40

10

30

20

X
49,18
48,60

48,89
50,87

5,07
4,85
4,63
6,21

40,15
39,78
39,74
41,54

10,95
10,36
10,43
6,10

30,38
29,86
30,41
31,30

21,16
20,57
20,79
17,34

X
49,39

5,19

40,30

10,58

30,49

19,96

SX
+1,020

+0,703

+0,846

+0,322

+0,595

+1,768

S5 (%)
+2,07

+13,55

+2,10

+3,04

+1,95

+8,85

Ax

-0,816
-1,404
-1,110
+0,873

+0,069
-0,151
-0,372
+1,207

+0,148
-0,220
-0,256
+1,543

+0,946
+0,358
+0,432

0,000

+0,377
-0,137
+0,414
+1,295

+1,157
+0,570
+0,790
-2,663

Ax/x x100(%)

-1,63
-2,81
-2,22
+1,75

+1,38

+3,03

-7,44

+24,15

+0,37
+0,55
-0,64
+3,86

-9,46

+3,58

+4,32
0,000

+1,26
+0,46
+1,38
+4,32

+5,79
-2,85
-3,95
-13,31

AX
-0,61

+0,19

+0,30

+0,58

+0,49

-0,04

AX /x x100(%)
1,22

+3,77

+0,75

+5,78

+1,62

-0,18

Bartlettovo ispitivanje za % : R(s) = 7,46, s.h. ; R(s;) = 25,19, n.h. Srednja vrijednost Sest skupinaza X: § ==1,343 ; 5, = +11,86%.

X*

0,647
1,113
0,880
0,692

0,055
0,120
0,295
0,957

0,117
0,174
0,203
1,223

0,750
0,284
0,342
3,094

0,299
0,109
0,328
1,027

0,917
0,452
0,626
2,111
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Tablica 13. Struktura podataka za sustav NO,-SFM1

11
I
Il
v

6 |
I
Il
v

2 1
I
Il
v

5 1
I
Il
v

3 1
I
Il
v

4 |
I
Il
v

S

0,192
0,192
0,182
0,190

0,021
0,017
0,023
0,021

0,165
0,163
0,167
0,161

0,063
0,061
0,039
0,045

0,136
0,133
0,126
0,121

0,080
0,085
0,085
0,101

A

0,203

0,020

0,162

0,041

0,122

0,081

AS

0,006
0,009
0,017
0,008

0,005
0,001
0,006
0,003

0,008
0,006
0,007
0,004

0,004
0,018
0,003
0,004

0,016
0,001
0,006
0,005

0,016
0,004
0,0008
0,024

S*

0,603
0,908
1,721
0,806

0,479
0,131
0,580
0,275

0,778
0,575
0,677
0,372

0,365
1,872
0,263
0,449

1,651
0,126
0,634
0,484

1,644
0,389
0,084
2,422

50

40

10

30

20

>

48,24
47,51
45,55
47,75

6,12
4,63
6,37
5,63

41,63
41,14
41,39
40,65

9,06
14,45
9,31
11,02

33,80
30,12
31,35
28,65

15,92
20,82
20,08
25,71

47,26

5,69

41,20

10,96

30,98

20,63

SY
+1,183

+0,758

+0,418

+2,484

+2,177

+4,016

S R (%)

+2,50

+13,31

+1,02

+22,67

+7,03

+19,46

Ax

-1,756
-2,491
-4,450
-2,246

+1,122
-0,347
+1,367
+0,633

+1,632
+1,142
+1,387
+0,652

-0,939
+4,449
-0,694
+1,020

+3,795
+0,122
+1,346
-1,348

-4,082
+0,816
+0,081
45,714

Ax/x x100(%)

-3,51
+4,98
+8,90
+4,49

+22,45
+6,94
-27,34
+12,65

+4,08
+2,86
-3,47
+1,63

-9,39
+44,49
+6,94
-10,20

+12,65
+0,41
+4,49
+4,49

+20,41
-4,08
-0,41
-28,57

A AXA x100(%)

-2,74

+0,69

+1,20

+0,96

+0,98

+0,63

Bartlettovo ispitivanje za X : R(s) = 14,07 h. ; R(s;) = 22,02 n.h. Srednja vrijednost Sest skupina za X: § =+2,21; §, =+13,70%

-5,47

+13,88

+3,01

+9,59

+3,26

+3,16

X*

0,727
1,031
1,841
0,929

0,464
0,144
0,566
0,262

0,675
0,473
0,574
0,270

0,389
1,841
0,287
0,422

1,570
0,050
0,557
0,558

1,689
0,338
0,034
2,364
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Tablica 14. Struktura podataka za sustav NO,-SFM2

1 1
1
I
v

6 |
1
1
v

2 1
1
I
v

5 1
I
1l
v

3 1
1
I
v

4 1
I
11l
v

S

0,393
0,380
0,389
0,452

0,061
0,038
0,045
0,063

0,328
0,344
0,344
0,345

0,080
0,082
0,089
0,103

0,228
0,256
0,229
0,249

0,168
0,172
0,163
0,166

A

0,412

0,041

0,329

0,082

0,247

0,165

AS

0,019
0,032
0,023
0,040

0,019
0,003
0,004
0,022

0,001
0,015
0,015
0,015

0,002
0,0003
0,007
0,021

0,019
0,009
0,018
0,002

0,003
0,007
0,002
0,001

S*

1,121
1,901
1,361
2,422

1,191
0,190
0,230
1,311

0,080
0,881
0,881
0,941

0,140
0,020
0,400
1,241

1,141
0,540
1,081
0,120

0,200
0,440
0,100
0,080

X

100

10

80

20

60

40

X
95,06
91,92

94,09
109,33

14,76
9,19
10,89
15,24

79,34
83,21
83,21
83,45

19,35
19,84
21,53
24,91

55,15
61,92
55,39
60,23

40,64
41,61
39,43
40,15

97,60

12,52

82,30

21,41

58,17

40,46

SX
+7,931

+2,952

+1,979

+2,518

+3,424

+0,913

srk (%)
+8,13

+23,58

+2,40

+11,76

+5,89

+2,26

Ax

-4,938
-8,083
-5,910
+9,333

+4,755
+0,808
+0,885
+5,239

-0,661
+3,209
+3,209
+3,451

-0,649
-0,165
+1,528
+4,914

-4,850
+1,923
-4,608
+0,230

+0,637
+1,605
-0,572
+0,153

Ax/x x100(%)

-4,94
+8,08
+5,91
+9,33

+47,55
+8,08

-8,85

+52,39

+0,83
+4,01
-4,01
+4,31

-3,25
+0,83
+7,64
-24,57

+8,08
+3,21
+7,68
+0,38

+1,59
-4,01
-1,43
-0,38

AX
-2,40

+2,92

+2,03

+1,41

-1,82

+0,46

Bartlettovo ispitivanje za X : R(s) = 12,59 h. ; R(s;) = 18,68 g.h. Srednja vrijednost Sest skupina za X: S=+3,97; 5, =+11,59%

AX /x x100(%)
-2,40

+29,22

+2,88

+7,03

-3,04

+1,14

X*

1,223
2,002
1,463
2,312

1,178
0,200
0,219
1,298

0,164
0,795
0,795
0,855

0,161
0,041
0,379
1,217

1,201
0,476
1,141
0,057

0,158
0,397
0,141
0,038



Tablica 15. Ispitivanje na prisutnost bjegunaca

NO,-Mikro NO,-SFM1
dijagnoza
rezultat rezultat dijagnoza
R15 R15
‘Sl*e‘ 2,069 Vise bjeg.una(.:a, . Jedan bje_gun_ac,
nezadovoljavajuci 2 807> ‘S* ‘ >2 069 nema utjecaja
podaci 24 na podatke

2,807>‘Sz4‘ >2,069
XG5> 2,069

2,807> X3, > 2,069

Vise bjegunaca,
nezadovoljavajuéi
podaci

Tablica 16. Prosudba grani¢nih vrijednosti

2,807>|X;, | > 2,069

NO,-Mikro NO,-SFM1

rezultat dijagnoza rezultat dijagnoza
R16: Idealna R16: Idealna
kalibracijska kalibracijska

funkcija funkcija

S =0,027x S = 0,004x

Sp=0050 | 0<% Sp=0,050 | 07

Lp=023uM | 0% Lp=297uM | 06
Lo=142uM | e Lo=18,05 M | 7%

Jedan bjegunac,
nema utjecaja

NO,-SFM2

rezultat dijagnoza

R15
Jedan bjegunac,
nema utjecaja

2,807>[;| > 2,069
na podatke

Jedan bjegunac,

* nema utjecaja
2,807>‘X4‘ > 2,069

na podatke na podatke
NO,-SFM2
rezultat dijagnoza
R16: Idealna
kalibracijska
funkcija
S = 0,004x
So=0040 | o0
Lp=1,08uM | 0%
Lo=6,58uM | -6
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Tablica 17. Preciznost i to¢nost NO,-Mikro postupka za odredivanje nitrita

Analit (uM) NO,-Mikro

Teorijska 50,00 40,00 30,00
Eksperimentalna = 49,39 40,30 30,49
Sluc¢ajna odstupanja

s, (UM) +1,020 +0,846 +0,595

54 (%) 42,07 42,10 +1,95
Sustavna odstupanja

AX (UM) -0,61 +0,30 +0,49

AX (%) 1,22 40,75 +1,62

20,00
19,96

+1,768

+8,85

-0,04
-0,18

10,00 5,00
10,58 5,19

+0,322 +0,703

+3,04 13,55
+0,58  +0,19
+5,78  +3,77

Tablica 18. Preciznost i to¢nost NO,-SFM1 postupka za odredivanje nitrita

Analit (M) NO,-SFM1

Teorijska 50,00 40,00 30,00
Eksperimentalna 47,26 41,20 30,98
Slu¢ajna odstupanja

s, (UM) +1,183 +0,418 +2,177

s (%0) +2,50 +1,02 7,03
Sustavna odstupanja

AX (UM) 2,74 +1,20 +0,98

A% (%) 547 +301 +3,26

20,00
20,63

+4,016

+19,46

+0,63

+3,16

10,00 5,00
10,96 5,69

+2,484 +0,758

+22,67 +£13,31

+0,96  +0,69

+9,54 +13,88
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Tablica 19. Preciznost i to¢nost NO,-SFM2 postupka za odredivanje nitrita

Analit (uM) NO,-SFM2

Teorijska 100,00 80,00 60,00 40,00 20,00 10,00
Eksperimentalna 97,60 82,30 58,17 40,46 21,41 12,52
Slu¢ajna odstupanja

sy (UM) +7,931 +£1,979 +3,424 +£0,913 +£2,518 +2,952

s, (%) +8,13 +240 +£5,89 226 +11,76 =£23,58
Sustavna odstupanja

AX (uM) 240 +2,03 -1,82 +046 +141 42,92

AX (%) 240 +2,88 -3,04 +1,14 +7,03 +29,2
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ovog diplomskog rada provedena je cjelovita prevalidacija za utvrdivanje analitickih
znacajki i1 provjeru kakvocée spektrofotometrijske (SFM1 i SFM2) i mikroanaliticke metode
(NO,-Mikro) odredivanja nitrata prema Griessu. Kakvoca spektrofotometrijskog postupka
ispitana je u radnom podrucju od 5 do 50 uM (NO,-SFM1), te od 10 do 100 uM (NO,-SFM2),
dok je kakvoca NO,-Mikro postupka ispitana u podru¢ju od 5 do 50 uM. Prevalidacijska
strategija je takoder koriStena za usporedbu analitickih znacajki postupaka, kao i1 za procjenu
prednosti i nedostataka svakog postupka. Utvrdene izvedbene znacajke su: provjera valjanosti
mjerenja na rubnim djelovima radnog podrucja, homogenost mjerenja, bjegunci, linearnost,
grani¢ne vrijednosti, preciznost i to¢nost. Kontrola kakvo¢e mjerenja u skupini s najmanjom
koli¢inom analita Xg, pokazala je da za sustave NO,-Mikro i NO,-SFM2 nije potrebno povecati
koli¢inu analita u skupini Xg, dok je za sustav NO,-SFM1 potrebno povecati koli¢inu analita u
skupini xg, budu¢i da kakvoca mjerenja na donjoj granici radnog podruéja nije zadovoljena.
Ispitivanje homogenosti mjerenja za sva tri ispitivana postupka dalo je oprecne rezultate.
Jednostavna analiza varijance pokazala je nehomogenost slijepih mjerenja u sustavima
NO,-Mikro 1 NO,-SFM2. Bartlettovo ispitivanje homogenosti varijanci za B, y, S i A
vrijednosti pokazalo je raznoliku homogenost. Bartlettovo ispitivanje primijenjeno na
prividne mase analita, X, ukazuje na strogo homogene vrijednosti za NO,-Mikro sustav, te na

homogene vrijednosti za NO,-SFM1 i NO,-SFM2 sustav. Ispitivanjem bjegunaca otkrivena je

prisutnost dva bjegunca unutar ‘S‘ i ‘x‘ vrijednosti u NO,-Mikro ispitivanom sustavu $to,

prema prevalidacijskom Kriteriju, ima utjecaj na homogenost podataka S i x. U sustavima
NO,-SFM1 i NO,-SFM2 otkrivena je prisutnost jednog bjegunca koji za skupinu podataka u
NO,-SFM1 nije moguce tolerirati, jer je njegovo odstupanje, ve¢e od dopusStenog. Primjenom
metode najmanjih kvadrata za ispitivane sustave utvrdena je linearnost unutar sva tri sustava
te znacajna korelacija izmedu koncentracije analita i signala. Sustavnim ispitivanjem realnosti
konstanti utvrdene su idealna kalibracijska i prosudbena analiti¢ka funkcija za sva tri sustava.
Prema preporucenim kriterijima prosudeni pragovi dokazivanja manji su od koli¢ine analita
na donjoj granici radnog podrucja Xg U Sva tri ispitivana sustava. Utvrdeni pragovi odredivanja
za NO,-Mikro i NO,-SFM2 sustav manji su od koli¢ine analita na donjoj granici radnog
podrucja, dok kod NO,-SFM1 sustava to nije slucaj. lzvedbene karakteristike NO,-Mikro
postupka pokazale su idealnu linearnu Kkalibracijsku (S = 0,027x), idealnu analiti¢ku
evaluacijsku funkciju (X= 36,7S), vrlo nisku granicu odredivanja (Lo = 1,42 uM),
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zadovoljavajucu preciznost (s; od + 1,95% do + 13,55%) i tocnost (Ax od -1,22% do
+5,78%). Procijenjena kakvoca spektrofotometrijskih postupaka NO,-SFM1 i NO,-SFM2 je
nesto niza. Metoda NO,-SFM1 karakterizirana je nizom precizno$c¢u (S, od + 1,02% do
+ 22,67%) i tocnoséu (Ax od -5,47% do +13,88%), te loSijom granicom odredivanja
(Lo = 18,05 uM), dok je metoda NO,-SFM2 takoder karakterizirana niskom precizno$céu
(s, od £+ 2,26% do + 23,58%) i to¢noscu (Ax od -3,04% do +29,2%), ali povoljnijom

granicom odredivanja (Lo = 6,58 pM) od NO,-SFM1 postupka. 1z gore navedenih rezultata
zakljuCujemo da se NO,-Mikro postupak odlikuje vecom osjetljivoséu i povoljnijim
analitickim znaCajkama s obzirom na spektrofotometrijski postupak. Jednako tako otkriveni
su nedostatci i ogranienja sustava. U svim sustavima je utvrdena nepovoljna homogenost
podataka, posebice u NO,-Mikro postupku gdje su otkrivena dva bjegunca, te u NO,-SFM1
sustavu gdje je otkriven bjegunac s velikim odstupanjem. Utvrdena je nezadovoljavajuca
granica odredivanja u sustavu NO,-SFM1, no ujedno, prihvatljiva preciznost i to¢nost sustava.
Radi pouzdanijeg odredivanja analita na donjoj granici radnog podru¢ja kod NO,-SFM1
postupka preporucuje se promjena radnog podrucja izborom prikladnije donje granice. Visoki
stupanj disperzije slijepih vrijednosti u svim analitickim skupinama, posebice kod donje
granice radnog podrucja, utjecao je na kakvocu mjerenja te, u konacnici, na kakvocéu svih
ispitivanih sustava. Pove¢anjem preciznosti mjerenja i pazljivosti analiti¢ara pri provodenju
ispitivanja smanjio bi se utjecaj veli¢ine i varijabilnosti slijepih signala na neto signal uzorka.

Time bi se vjerojatno dobile povoljnije izvedbene znacajke postupaka.
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7. SAZETAK

U okviru ovog diplomskog rada provedena je prosudba validacijskih znacajki i kontrola
kakvoce spektrofotometrijske (SFM1 i SFM2) i mikroanaliticke metode (NO,-Mikro) za
odredivanje nitrita prema Griessu. Odredivanje nitrita po Griessu je postupak koji se temelji
na pretvorbi sulfanilne kiseline u diazonijevu sol u prisutnosti nitrita u kiselom mediju, koja
zatim reagira s aromati¢nim aminom N-(1-naftil)etilendiamin dihidrokloridom, tvoreéi
crveno-ljubicastu azo boju, koju mozemo kvantitativno odrediti mjereéi njezinu apsorbanciju
na 540 nm. Prosudba i kontrola valjanosti predlozenih spektrofotometrijskih postupaka
provedena je primjenom cjelovite prevalidacijske strategije koja je ukljucivala karakterizaciju
skupina od 1 do 6, provjeru granicnih skupina 1 i 6, ispitivanje homogenosti, ispitivanje
odnosa analit-signal, prepoznavanje bjegunaca i prosudbu grani¢nih vrijednosti. lzvedbene
karakteristike NO,-Mikro postupka pokazale su idealnu linearnu kalibracijsku (S = 0,027x),
idealnu analiticku evaluacijsku funkciju (X= 36,7S), vrlo nisku granicu odredivanja
(Lo = 1,42 uM), znacajnu preciznost (S od + 1,95% do + 13,55%) i to¢nost (Ax od -1,22%
do +5,78%). Procijenjena kakvoca spektrofotometrijskih postupaka NO,-SFM1 i NO,-SFM2
je nesto niza. Metoda NO,-SFM1 karakterizirana je nizom precizno$éu (S, od + 1,02% do
+ 22,67%) i to¢noséu (Ax od -5,47% do +13,88%), te loSijom granicom odredivanja
(Lo = 18,05 uM), dok je metoda NO,-SFM2 takoder karakterizirana niskom precizno$céu
(s od + 2,26% do + 23,58%) i to¢nosc¢u (Ax od -3,04% do +29,2%), ali povoljnijom
granicom odredivanja (Lo = 6,58 uM) od NO,-SFM1 postupka. Usporedba postupaka je
pokazala da se NO,-Mikro postupak odlikuje vecom osjetljivosc¢u i povoljnijim analitiCkim
znaCajkama s obzirom na spektrofotometrijski postupak. Jednako tako, provedena
prevalidacija ukazala je na nedostatke postupaka kao Sto je nehomogenost slijepih vrijednosti

koji utjecu na cjelokupnu kakvoéu postupaka.
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SUMMARY

In this work, the evaluation of validation characteristics and the quality control of
spectrophotometric and microanalytical procedures for the determination of nitrite using the
Griess reagent was carried out. This procedure is based on the conversion of sulfanilic acid to
a diazonium salt by reaction with nitrite in acid solution. The diazonium salt is then coupled
to the aromatic amine N-(1-naphthyl)ethylenediamine, forming a red-violet coloured azo dye
that can be spectrophotometrically quantitated based on its absorbance at 540 nm. Quality
control and evaluation of the analytical parameters was carried out using a comprehensive
prevalidation strategy which included characterization of the groups from 1 to 6, checking of
limiting groups, homogeneity testing, the quality of analyte-signal relationship, outlier
recognition, and evaluation of limiting values. Performance characteristics of the NO,-Mikro
procedure showed an ideal linear calibration (S = 0,027x), ideal analytical evaluation function
(X= 36,7S), very low limit of quantitation (Lo = 1,42 uM), significant precision (S, from
+ 1,95% to + 13,55%) and accuracy (Ax from -1,22% to +5,78%). The quality of
spectrophotometric procedures NO2-SFM1 and NO,-SFM2 is somewhat lower. The method
NO,-SFM1 is characterized with lower precision (s, from + 1,02% to + 22,67%) and
accuracy (Ax from -5,47% to +13,88%), and higher limit of quantitation (Lq = 18,05 uM); the

method NO,-SFM2 is characterized with lower precision (s,, from + 2,26% to + 23,58%) and

accuracy (Ax from -3,04% to +29,2%), but lower limit of quantitation (Lo = 6,58 uM) than
NO,-SFM1 procedure. The comparison of the procedures indicated that the NO,-Mikro
procedure showed higher sensitivity and greater reliability than the spectrophotometric
procedure. Moreover, complete prevalidation pointed out disadvantages of the procedures

such as inhomogenity of blank measurements which influence the quality of the procedures.
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