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1. Uvod

Osiguranje kvalitete u analitickom laboratoriju podrazumijeva sve mjere koje laboratorij
koristi u svakodnevnom radu kako bi se osigurali pouzdani i vjerodostojni rezultati analize.
Osiguranje kvalitete laboratoriju postiZze se implementacijom sustava kvalitete, kontrolom
kvalitete (unutarnjom i vanjskom) te upravljanjem kvalitetom. Upravljanje kvalitetom odnosi
se na sve mjere i aktivnosti koje laboratorij primjenjuje kako bi se dobili pouzdani i tocni
podaci, a pogreske u radu sprijecile ili svele na minimum. U pogledu upravljanja kvalitetom
validacija Cini jedan vazan segment za analiticke laboratorije u smislu validacije metoda i
validacije analitickih instrumenata (Knezevi¢, 2007). Validacija je proces dokazivanja
izvedbenih znacajki metode, njezinih ograni¢enja i definiranje ¢cimbenika koji mogu utjecati
na izvedbene znacajke. Svrha samog postupka validacije jest ispitivanjem i prikupljanjem
objektivnih dokaza ustvrditi da odabrana metoda sluZi svrsi. Validirane metode osiguravaju
vecu pouzdanost i vjerodostojnost rezultata analize, Sto je jedan od osnovnih ciljeva rada
laboratorija, a narucitelju analize i potroSacima osigurava povjerenje u dobivene rezultate

(Kastelan-Macan, 2003; Lazari¢, 2012).

Voda, kao i svaka namirnica, podlijeze ispitivanjima kvalitete, a u zakonskoj regulativi
definirani su opseg ispitivanja, ucestalost kao i maksimalno dozvoljene koncentracije
pojedinih parametara sukladnosti (HS, 2013; 2015; MZ, 2013b; 2013c; 2015). Smanjivanjem
dostupnosti vode za pice namece se pitanje o postoje¢im koli¢inama i tvarima koje sadrze s
obzirom na velike zagadivace i poljoprivredne proizvodnje. Veliki imperativ se postavlja na
nitrite odnosno nitrate i njihovo povezivanje sa pojavom zlo¢udnih bolesti (Hem, 1985;

Mayer, 2008).

Obzirom da nije propisana sluzbena metoda za odredivanje koncentracije nitrata u vodi za
ljudsku potrosnju, koriste se razliCite tehnike odredivanja kao $to su: ionska kromatografija,
tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti, kapilarna elektroforeza,
spektrofotometrijske metode kao i razliciti sustavi temeljeni na principu analize injektirane u
protok (Padarauskas i sur., 1998; Mikuska i Vecera, 2002; Doane i Horwath, 2003; APHA,
AWWA i WEF, 2005; Kodamatani i sur., 2009).

Cilj rada bio je odrediti izvedbene znacajke spektrofotometrijske metode za odredivanje
nitrata u vodi za ljudsku potrosnju kako bi se procijenila prikladnost metode koja se koristi u

laboratoriju Zavoda za javno zdravstvo PozZesko-Slavonske Zupanije.
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2. Teorijski dio

2.1. VALIDACIJA | IZVEDBENE ZNACAJKE METODA

Validacija je postupak kojim se odreduje prikladnost analitickog sustava za odredenu
namjenu i prilikom toga sve dokumentira. Validirane metode osiguravaju ve¢u pouzdanost i
tocnost analitickih podataka. Opseg validacije biti ¢e razlicit za kvantitativne i kvalitativne
metode ovisno o vrsti i pojavnosti analita. Validacija moze biti potpuna, u slucaju kada se
odreduju sve izvedbene znacajke metode ili djelomi¢na. Sam opseg validacije odreduju na
prvom mjestu tehnicke moguénosti kao i troSkovi te rizik, upotreba metode u laboratoriju
(potpuno nova metoda, ili je metoda vec koristena u laboratoriju i karakterizirana
medulaboratorijskim ispitivanjima) i ucestalost njezine uporabe. Svakom problemu treba
pristupiti individualno da bi se dobio dokaz svrhovitosti (Kastelan-Macan, 2003; Knezevic,

2007; Lazari¢, 2012).

Prikladnost namjeni provjerava se odredivanjem izvedbenih znacajki koje se odnose na
metodu i analit. lzvedbene znacajke su kvantitativne veliCine koje naznacuju doseg kvalitete
kemijskog mjernog procesa, pomazu pri izboru optimalne metode i sluze pri odlucivanju o
njezinoj primjenjivosti pri specificnim mjerenjima (Kastelan-Macan, 2003). Osnovnim
izvedbenim znacajkama koje se odreduju prilikom validacije metoda smatraju se: linearnost,
selektivnost i specificnost metode, granica detekcije i granica kvantifikacije analita, radno
podrucje, preciznost, istinitost te robusnost (Kastelan-Macan, 2003; Taverniers i sur., 2004;
Lazari¢, 2012). Postoje i druge izvedbene znacajke metoda s obzirom na izabranu analiti¢ku
metodu i mjerni instrument kao i broj i vrstu paralelnih odredivanja analita te iskoristivost
(Kastelan-Macan, 2003). Da bi se odabrala optimalna metoda vazno je nekoliko parametara
kao Sto su iskustvo, znanje, dostupnost opreme te educiranost. Na osnovu tih parametara

radi se plan validacije za pojedine metode.

Validaciju treba provoditi pri uvodenju nove metode, za nenormirane metode i one razvijene
u vlastitom laboratoriju, te kada se normirana metoda Zeli primijeniti izvan normiranog
podrucja ili u razli¢itim laboratorijima kao i u istim laboratorijima, ali ju izvode razliciti
analitiCari na razli¢itim instrumentima, prilikom prenamjene ili modifikacije postojece
metode, odnosno nakon svake promjene ili veceg servisa instrumenta (Taverniers i sur.,

2004; Kastelan-Macan, 2003).
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Preporucljivo ju je raditi u odredenim vremenskim razdobljima za utvrdivanje standardnog
operativnog postupka. U sluc¢aju kada podaci kontrole kvalitete pokazuju da se rezultati
dobiveni normiranom metodom s vremenom mijenjaju znak je da je potrebno provesti
validaciju (Kastelan-Macan, 2003). Uvijek postoje dodatni slucajevi koji zahtijevaju postupak
validacije kao zamjena proizvodne posiljke, zamjena reagensa ili u sluaju kada analiticar
metodu upotrebljava prvi puta, te nakon uvodenja nove metode u rutinsku uporabu ili ako
samo Zeli upotrijebiti validiranu metoda u koja dugo nije bila u upotrebi. Normirane metode
ne zahtijevaju validaciju, ona je provedena prilikom njihovog uspostavljanja stoga je
potrebno dokumentima dokazati da je metoda primjenjiva u realnim laboratorijskim
uvjetima. Validacija metode provode se na viSe nacina, jedan od tih je medulaboratorijskim
ispitivanjem koje uvijek nije prihvatljivo zbog cijene, nedostatka instrumenta ili educiranog
osoblja. Nadalje, validacija se moZe provesti usporedbom sa analizom certificiranog
referentnog materijala, usporedbom sa validiranom metodom ili usporedbom sa
standardnim otopinama i uzorcima pripremljenim u laboratoriju te unutarlaboratorijskim

ispitivanjima (Wood, 1999; Kastelan-Macan, 2003).

Odabir postupka validacije iskljucivo ovisi 0 namjeni metode, stoga se kod okolisnih utjecaja
na rezultat (npr. temperatura, tlak) mogu dobiti podaci o obnovljivosti rezultata pri
promijenjenim uvjetima (robusnost ili otpornost metode), te mjera njezine tocnosti. Ako se
uz ispitivanja vrsi i kalibracija tada uz odredivanje obnovljivosti moguce je odrediti i sustavnu
pogresku, jer ona ovisi o nesigurnosti referentnog materijala. U medulaboratorijskim
ispitivanjima mogu sudjelovati samo osposobljeni laboratoriji koji su ovladali ispithnom
metodom. Takvim nacinom ispitivanja dobivaju se podaci o obnovljivosti podataka, ali ne i o

tocnosti metode (Kastelan-Macan, 2003; Trogrli¢ i sur., 2008).

Da bi validacija bila dobro provedena treba upotrijebiti standardne operativne postupke i
protokole. Nastojati da matrica bude ista pri validaciji i pri odredivanju realnog uzorka, kod
kalibracije treba rabiti dovoljan broj standarda za kalibracijske krivulje. Dobiveni odnos treba
biti linearan i reproducibilan. Svakako treba paziti na stabilnost standardnih otopina kao i na
sastav matrice koja treba biti Sto sli¢nija standardu. Potrebno je ispitati kako matrice i
varijable iz procesa utjecu na sve korake iz analitickog sustava pocevsi od uzorkovanja pa do

same interpretacije rezultata. Validaciju treba provoditi educirano osoblje uz rad na
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kalibriranim i certificiranim uredajima i koriStenjem bazdarenog posuda i referentnih

materijala (Lazari¢ i Gasljevi¢, 2002; Kastelan-Macan, 2003).

2.1.1. Selektivnost i specificnost metode

Specificnost i selektivnost kao parametri validacije koriste se za veliki broj metoda i vazni
parametri u dokazivanju da metoda sluzi svrsi. Specificnost odnosno selektivnost svojstvo je
metode da tocno i specificno odredi Zeljeni analit u prisutnosti ostalih komponenata u
matrici uzorka pod tocno utvrdenim uvjetima ispitivanja (Lazari¢, 2012), tako da daju
predodzbu o pouzdanosti analiticke metode (Taverniers i sur., 2004). lako se u praksi Cesto
poistovjeéuju, specifiénost i selektivnost dva su razli¢ita svojstva metode. Specifiécna metoda
je ona koja moze odrediti samo jedan specifi¢ni analit, dok selektivnom metodom nazivamo
onu metodu kojom se mozZe odredivati viSe komponenti istodobno, ali pod uvjetom da te
komponente pri odredivanju ne smetaju jedna drugoj (Lazari¢ i Gasljevi¢, 2002). U praksi se
dokazuje usporedbom odziva metode na referentni materijal i analit u uzorku (Huber, 1998;
Vessman, 1996; Lazarié¢, 2012). Kod spektrofotometrijskih metoda se kao prikaz rezultata
koriste reprezentativni spektri referentnih materijala, dostupnih onecis¢enja, razgradenih i

nerazgradenih otopina, matriksa i uzorka (Lazari¢ i Gasljevi¢, 2002).

2.1.2. Linearnost

Linearnost se definira kao sposobnost metode da unutar radnog podrucja osigurava linearnu
ovisnost odziva o koncentraciji analita u ispitnom uzorku (Lazari¢, 2012). Procjenjuje se
najces¢e vizualno, ali kona¢na potvrda dobiva se primjenom statisticke obrade (Green,
1996). U praksi se linearnost odreduje mjerenjem odziva metode na razliCite poznate
koncentracije referentnog materijala. Procjenjuje se matematicki i graficki. Matematicki
preko linearne regresije izrazi jednadiba pravca (y = a-x + b) te izraCunava koeficijent
korelacije (k). Smatra se da je linearnost metode zadovoljena kada je koeficijent korelacije k
> 0,99 dok je za vrlo niske koncentracije analita prihvatljiva vrijednost k >0,98. Nagib pravca
(a) parametar je koji ukazuje na osjetljivost metode (Thompson, 2002; Lazari¢, 2012).

Odsjecak pravca (b) moZe ukazivati na sustavnu pogresku (eng. bias). Graficki prikaz ovisnosti
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signala o koncentraciji analita vazni su zbog mogucnosti vizualnog nadzora te su najcesce se

upotrebljavana dva nacina grafickog prikaza:

a)

b)

Graficki prikaz odstupanja od regresijskog pravca prema koncentraciji ili logaritmu
koncentracije za linearna podrucja odstupanja jednoliko su rasporedena izmedu

pozitivnih i negativnih vrijednosti (Slika 1).

Graficki prikaz relativnih signala (omjer signala i odgovarajuce koncentracije) na osiy i
odgovarajucih koncentracija na osi x log skale. Dobivena linija bi treba biti vodoravna
u cijelom linearnom podrucju dok podrucje linearnosti prestaje pri koncentracijama
gdje linija relativnog odziva sije¢e paralelne linije. Linije odgovaraju 95 postotnoj ili

105 postotnoj koncentraciji (Slika 2) (Lazari¢, 2012).

Odziv detektora

Koncentracija

Slika 1 Graficki prikaz odstupanja od regresijskog pravca (Lazari¢, 2012)
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Slika 2 Graficki prikaz linearnosti (prikaz relativnih signala) (Lazari¢, 2012)
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2.1.3. Preciznost

Preciznost se izrazava kao mijera slaganja izmedu niza mjerenja napravljenih iz istog

homogenog uzorka pod propisanim uvjetima (Lazari¢, 2012). Ova izvedbena znacajka ukazuje

na slu€ajne greSke u pripremi uzoraka, a koje se mogu izbjeci. Taj parametar je vazan za

kvalitativhe metode, odreduje se u homogenim uzorcima.

Ovisno o uvjetima u kojima se odreduje, razlikujemo:

a)

b)

preciznost pod uvjetima ponovljivosti ili ponovljivost

preciznost ostvarena pod istim uvjetima koji podrazumijevaju jedan laboratorij, iste
kemikalije, istu aparaturu, istog analitiCara, provedbu u kratkom vremenskom

razdoblju,
medupreciznost ili intermedijarna preciznost

preciznost koja se ostvaruje unutar istog laboratorija u duljem razdoblju uz promjenu
odredenih uvjeta (razli¢iti analiticari, instrumenti, kemikalije iz razli¢itih boca i
razli¢itih dobavljaca), vazno je da se mjerenje provode u uvjetima u kojima se inace

radi
preciznost pod uvjetima obnovljivosti ili obnovljivost

definira se kao preciznost pod promjenjivim uvjetima koju su proveli razliciti
laboratoriji. Parametar je rijetko sastavni dio validacije i odreduje se u svrhu

normiranja metoda (Taverniers i sur., 2004; Lazari¢, 2012)

Numericki pokazatelj preciznosti jesu standardno odstupanje (eng. standard deviation, SD),

relativno standardno odstupanje (eng. relative stadnard deviation, RSD) ili koeficijent

varijacije te raspon pouzdanosti srednje vrijednosti (Lazari¢ i Gasljevi¢, 2002). Kod rezultata

koji ne zadovoljavaju postavljene granice prihvatljivosti (Tablica 1) potrebno je otkriti izvor

greSke i adekvatno ga ukloniti. Kriteriji prihvatljivosti ovise o wvrsti analize, uzorku,

koncentraciji, te matrici uzorka (Lazari¢, 2012).
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Tablica 1 Granice prihvatljivosti za relativno standardno odstupanje (RSD) za preciznost

metode ovisno o koncentraciji analita prema procjeni AOAC (Taverniers i sur., 2004)

Analit (%) Omjer analita RSD (%)
100 1 1,3
10 10™ 1,8
1 10 2,7
0,1 10° 3,7
0,01 10 5,3
0,001 107 7,3
0,0001 10°® 11
0,00001 107 15
0,000001 10°® 21
0,0000001 10° 30

2.1.4. Istinitost

Istinitost i toCnost metode pojmovi su koji se vrlo Cesto poistovjecuju iako to nije u
potpunosti tocno. Istinitost (eng. trueness) je definira kao bliskost slaganja srednje
vrijednosti velikog broja izmjerenih vrijednosti velicine i prihvacene referentne (prave)
vrijednosti. Iskazuje se kao odmak (bias) od referentne vrijednosti, a ukazuje na sustavnu
pogresku (Taverniers i sur., 2004). Medunarodni savez za Cistu i primijenjenu kemiju (IUPAC)
taj pojam izjednacuje unutar istog laboratorija s pogreskom metode, odnosno s razlikom
mjerene vrijednosti ili aritmeti¢ke sredine ograni¢enog broja mjerenja dobivenih odredenom
metodom i prave vrijednosti (Kastelan-Macan, 2003). Pojam tocnost (eng. accuracy) osim
istinitosti ukljucuje i preciznost mjerenja (ukazuje na slu¢ajnu pogresku), i definira se kao
bliskost slaganja mjernog rezultata i prihvacene referentne vrijednost (Taverniers i sur.,

2004). Metoda odnosno rezultat je tocan kada su male i sustavna i slu¢ajna pogreska.

Procjena tocnosti/istinitosti odreduje se na dva nacina ovisno o tome da li se odreduje
sadrzaj uzorka bez matriksa ili odredivanje sadrzaja s matriksom. Za odredivanje sadrzaja bez
matiksa procjena se radi analizom uzorka poznate koncentracije i usporedbom izmjerenih i
stvarnih vrijednosti ili na nacin da se usporeduje ispitivana metoda s rezultatima uhodane
referentne metode uz uvjet da je nesigurnost referentne metode poznata. Za procjenjivanje

uzorka s matriksom procjena se radi na nacin da se uzorak obogaduje poznatim
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koncentracijama analita u prethodno odredenom podrucju ili usporedbom rezultata
ispitivane metode s rezultatima referentne metode gdje je nesigurnost referentne metode
poznata, a dobiveni rezultati se iskazuju racunski (kao iskoristenje) ili graficki. Iskoristenje
metode ovisi o uzorku kao i postupku uzorkovanja te koncentraciji analita (Tablica 2),

(Taverniers i sur., 2004; Lazari¢, 2012).

Tablica 2 Granice prihvatljivosti za iskoriStenje metode ovisno o koncentraciji analita prema

procjeni AOAC (Taverniers i sur., 2004)

Analit (%) Omjer analita Srednje iskoristenje (%)
100 1 98 — 102
10 10" 98 — 102
1 10 97 - 103
0,1 10° 95 — 105
0,01 10 90 - 107
0,001 10” 80— 110
0,0001 10°® 80-110
0,00001 10”7 80-110
0,000001 108 60 -115
0,0000001 10° 40 - 120

2.1.5. Robusnost

Robusnost se definira kao mjera otpornosti analitickog postupka na male, a namjerne
Ispitivanje robusnosti provodi se kako bi se odredilo kako male promjene radnih uvjeta i
provedbe metode utjecu na rezultat analize. VazZan je to dio razvoja metode. Tijekom analize
mijenjaju se radni uvjeti unutar stvarnih granica i prati kvantitativha promjena rezultata, a
prema podacima o robusnosti postavljaju se parametri za ispitivanje prikladnosti sustava

(Lazari¢, 2012).
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2.1.6. Granica detekcije i kvantifikacije

Granica detekcije (eng. limit of detection, LOD) predstavlja najmanju koli¢inu analita u
uzorku koja se moze detektirati. Procijeniti se mozZe i vizualno s pomocu omjera signal/sumiili
statisticki. Primjenjiva je kod instrumentalnih i neinstrumentalnih metoda i to samo za
granicu detekcije. Omjer signal/Sum moZe se primijeniti samo na analiticke postupke s
baznom linijom (npr. kromatografske analize), a prihvatljivi omjer signal/Sum je 3:1. Granice
dokazivanja mogu biti ometane razli¢itim onecis¢enjima koja mogu potjecati od reagensa,
vode, gubitaka analita, adsorpcije. Odrediti se moZze samo onim analitickim postupcima

kojima se dobivaju tocni i ponovljivi rezultati (Lazari¢, 2012).

LOD se moze izracunati i prema formuli (1):
SD
LOD = 3,3? (1)

pri Cemu je: LOD granica detekcije,
SD standardno odstupanje odsjecka na ordinati i
S nagib pravca linearne regresije (Lazari¢, 2012).

NajniZa granica pri kojoj se mjerenim procesom moze dobiti dovoljno precizna kvantitativna
procjena nepoznate koncentracije, najmanja prava vrijednost koja se mozZe kvantificirati
naziva se granicom kvantifikacije (eng. limit of quantification, LDQ) (Kastelan-Macan, 2003).
LDQ je po svome iznosu uvijek veéi od LOD-a (Taverniers i sur., 2004). Pogreske utvrdivanja
granice kvantifikacije i granice dokazivanja ovise o stalnosti analita i osjetljivosti metode.
Procjena LOQ provodi se na isti nacin kao i LOD. Kod analitickih postupaka s baznom linijom,

granicom kvantifikacije smatra se kad omjer signal/Sum iznosi 10:1.

LOQ se moZe izracunati i pomocu formule (2):
SD

pri cemu je: LOQ granica kvantifikacije,
SD standardno odstupanje odsjecka na ordinati i

S nagib pravca linearne regresije (Lazari¢, 2012).

11
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Granice detekcije i kvantifikacije su izvedene znadajke koje se obavezno odreduju kod
metoda koje mjere analite u tragovima kao i kod odredivanja analita koji u niskim
koncentracijama mogu Stetno djelovati na zdravlje ljudi i okoli$ (Lazari¢, 2012.). Ako metoda
zahtjeva odredenu preciznost na granici kvantifikacije, tada se ista odreduje visestrukim
mjerenjem otopina poznatih koncentracija oko moguce granice kvantifikacije, te izracunaju
relativna standardna odstupanja (RSD) za svaku koncentraciju. |z grafickog prikaza odnosa
RSD i koncentracija, odredi koncentracija granici kvantifikacije s tocno odredenom

precizno$céu (Slika 3).

Diéarana

. . | Koncentracija
koncentraciia 1
GK]

Slika 3 Odredivanje granice kvantifikacije sa zadanom preciznos¢u (Lazari¢, 2012)
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2.2. VODA

Voda je osnova Zivota, donosi hranjive tvari u organizam i metaboli¢kim putem uklanja otpad
iz stanica tijela, stoga je od velike vaznosti za javno zdravlje. Procjenjuje se da u Hrvatskoj 87
% stanovniStva opskrbljuje vodom za piée iz javnog vodovoda, 3,5 % iz lokalnog vodovoda i
9,5 % iz bunara, cisterni. Bez vode Zivot nije mogué. U prirodi voda konstantno kola, prelazi iz
jednog oblika u drugi (hidroloski ciklus) te kao takva ima znacajne obnovljive zalihe (Slika 4).
Na Zemlji ima 1,4 milijarde km?® vode, najveéi dio su slane vode mora i oceana (Habuda-Stani¢

i sur., 2014).

Hidroloski ciklus , '
stalni proces kruzenja (\ .
" — Kond i
voda 7 voda u atmosferi RIEenZICTS zatenje
u snijegu iledu g \

sublimacija Evapohanspiracija e

(Evaporacija + Tronspuocqa)

Isparavan|
(Evoporcci!g)

&USGS M/q — . hip8 mm-on At

Slika 4 Ciklus kruzenja vode (Geres, 2004)

Zastita okolisa i opskrba pitkom vodom postaju imperativ danasnjice, kako zbog porasta
stanovnistva, promjene Zivotnih navika, Zivotnog standarda te povecanja industrijalizacije
tako i poljoprivredne proizvodnje u smislu nekontrolirane uporabe pesticida i ostalih
kemikalija. StanovniStvo velikih gradova su najveéi potrosaci pri ¢emu se u razvijenim
zemljama s dobro razvijenom komunalnom djelatnoséu potrosnja vode krece od 300 — 600
L/sat/dan, dok se kod zemalja u razvoju i nerazvijenih zemalja potrosnja vode kreée od 50 —

100 L/sat/dan (Hem, 1985).

Republika Hrvatska raspolaze sa 32,818 prostornih metara godisnje obnovljive pitke vode po
stanovniku, isto tako je medu malim brojem zemalja koje svojim gradanima jamce isporuku

pitke vode. Voda, jezera i rijeke su najpristupacnije za gospodarsko koristenje i jako su vaina

13
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za vodene ekosustave. Smanjivanje raspoloZivosti vode za pice evidentno je vece u zemljama
u razvoju te c¢e problem relativnog manjka vode biti od prioritetnih pitanja, ispred
proizvodnje hrane i raspoloZivosti energije. Takav problem iziskuje velika financijska ulaganja
kao i provodenje mjera kako bi se izbjegli danji deficiti slatke vode. Problem vode je problem

raspodjele vode iz ¢ega proizlazi njezin nedostatak (Mayer, 2008).

Pristup zdravstveno ispravnoj vodi, kao vaznom faktoru zdravlja i razvoja, vazan je ne samo
na lokalnoj ili regionalnoj, nego i nacionalnoj razini. U nekim regijama se pokazalo da
ulaganje u vodoopskrbu i odvodnju daje viSestruke ekonomske koristi, jer bi veli¢ina stetnih
ucinaka vode na zdravlje i troSkove lije¢enja nadmasili troSkove ulaganja (WHO, 2011). Od
posljedica bolesti nastalih konzumacijom zdravstveno neispravne vode za pice godisSnje

umire 15 milijuna ljudi, problem koji najvise pogada Afriku i Aziju (Toli¢, 2015).

Sve tvari koje voda sadrzi bile one dobre ili ne, svakako djeluju na organizam, s obzirom
prema djelovanju na organizam kemijske zagadivace dijelimo na toksi¢ne, kancerogene i
mutagene (Rajkovi¢, 2003). Za svaku supstancu koja se nalazi ili se mozZe naci u vodi, Svjetska
zdravstvena organizacija (SZ0) je preporucila najviSe dopustene vrijednosti ispod koje nece

doci do negativnog ucinka na zdravlje (WHO, 2011).

Zdravstvena ispravnost vode kao i njezina kvaliteta u Republici Hrvatskoj regulirani su
Zakonom o vodi za ljudsku potrosnju (HS, 2013), Zakonom o izmjenama i dopunama Zakona
o vodi za ljudsku potros$nju (HS, 2015) te Pravilnikom o parametrima sukladnosti i metodama
analize vode za ljudsku potrosnju (MZ, 2013c) te dopunjenim izdanjima Pravilnika (MZ,
2013b; 2015) koji su uskladeni sa europskom direktivama (Council of the European Union,
1998, 2013). Odredbe Zakona primjenjuju se na sve vode bez obzira na njihovo porijeklo u
prirodnom (izvornom) stanju ili nakon obrade, ako se koriste kao voda za ljudsku potrosnju ili
u svrhu proizvodnje, prerade, Cuvanja i distribucije hrane, predmeta koji dolaze u
neposredan dodir s hranom i predmetima opce uporabe, neovisno o tome je li isporucena iz
razvodne mreze ili u ambalazi koja udovoljava posebnim propisima (HS, 2013). Svaki
distributer vode duzan je isporuciti zdravstveno ispravnu vodu Sto ukljuCuje redovite analize
mikrobioloSke i kemijske po parametrima navedenim u Pravilnicima (MZ, 2013b; 2013c;
2015) u kojima su navedene i maksimalno dozvoljene koncentracije za pojedine parametre.
Jedan od obveznih kemijskih parametara zdravstvene ispravnosti vode za ljudsku potrosnju

koji se prate prilikom redovnog monitoringa jesu nitrati.
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2.3. NITRATI

Dusik je jedan do naj¢es¢ih elemenata u prirodi, tvori mnoge anorganske ionske vrste, od
kojih su nitrati, nitriti i amonijev ion najvazniji. KruZenje dusika u prirodi opisano je na Slici 5.
Nitrati su spojevi koji imaju vezan atom dusika na tri atoma kisika, u prirodi lako prelaze iz
jednog oblika u drugi. To su anionski spojevi s negativnim nabojem te da bi postigli
ravnotezno stanje vezu katione. Primarno se nitrati koriste u obliku gnojiva, u proizvodnji
stakla i eksploziva. Najvise se koristi u mesnoj industriji kod konzerviranja. Glavni izvor
nitrata u hrani su povrée i voda za pi¢e. U hrani koncentracija nitrata varira zavisno o
mnogobrojnim ¢imbenicima: tipu i koli¢ini gnojiva, svjetlu, vremenskim uvjetima, vremenu
dozrijevanja itd. Koli¢ina nitrata nije ista u svim dijelovima biljke (Hill, 1991). Nitrati su vrlo
topivi u vodi, ispiranjem tla koncentracija u povrsinskim vodama raste. Tome su doprinijele i
septicke jame koje nisu sagradene prema pravilima struke, te stajnjaci i gnojnice. Stoga je
odredivanje razine nitrita i nitrata u bioloSkim uzorcima i uzorcima hrane i vode bitno za

osiguravanje ljudskog zdravlja i okolisa (Kodamatani i sur., 2009).

KruZni tok dusika u prirodi

Atmosferski dusik

l— «:. >

,-f‘
- t®
l \\\\ “ . Vulkanska aktiviost

T ‘,.......“.....u,.. :
-

Odumili organizmi i
Bakterije koje Usvajanje nitrata Biljni i zivotinjski Selkainge R
fiksiraju dusik iz preko korjena biljaka proteini : 3

zn\onnm At L ek

' Tan Korjen biljke I é = E 3 oy Devitrinicrajuce bakterije

Odwmrli organizmi i
fekalije

Plavo-zelene alge

Nitratiu thu I Nitrificirnjuée bakterije

Gubitak u mor ski
sediment

Slika 5 Ciklus kruzenja dusika (Vasi¢-Racki, 2010)
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2.3.1. Zdravstveni rizik

Nitrati sami po sebi su relativno netoksi¢ni, opasnost predstavljaju njihovi metaboliti i
reakcijski produkti kao nitriti, N-nitrozo spojevi i dusik-monoksid (NO). Kisela sredina Zeluca
podrzava nitrozaciju sekundarnih i tercijarnih amina uz nastanak karcinogenih nitrozamina.
Nitriti mogu oksidirati fero Zeljezo hemoglobina te on ne moze vrsiti prijenos kisika i dolazi
do methemoglobinemije, ubrzanog disanja, cijanoze, glavobolje i slabosti. Trudnice u
visokom stadiju trudnoce osjetljivije na nitrate zbog prirodno vise razine methemoglobina u
krvi. Pouzdane epidemioloske studije uglavnom ne povezuju unos nitrata s ve¢om ucestalosti
raka (Klapec i Sarkanj, 2016). Nitrati i nitriti nemaju izravan kancerogeni ucinak, ali se
pretpostavlja da formiranje N-nitrozo spojeva moze pridonijeti razvoju karcinoma, kako su
pokazala istrazivanja na Zivotinjama (Michalski i Kurzyca, 2005). Otprilike 25 % nitrata
unosimo hranom, od toga vecina odlazi na unos povréem (zeleno i lisnato povrce te cikla)
oko 80 %, 10 % na unos vodom, a svega 5 % na suhomesnate proizvode (Pavlini¢ Prokurica i
sur., 2010). Nitrati imaju i neke dobre strane, jer se otprilike 25 % nitrata iz hrane nakon
apsorpcije recirkulira, Zlijezde slinovnice aktivnim transportom izvlace nitrate iz krvi i izlu€uju
ih u slinu tako da u ustima djelovanjem mikroflore dolazi do redukcije nitrata u nitrite u
kiseloj sredini koju stvaraju bakterije iz zubnog plaka. Nitriti nastali u ustima dospijevaju do
Zeluca gdje se uz kiseli pH prevode u dusik monoksid. Dusik monoksid je snazna mikrobicidna
molekula i pomaze u kontroli karijesa (Klapec i sur., 2014). IstraZzivanja bi morala ukljucivati
sve izvore tih spojeva kako bi se mogla odrediti izloZenost nitratima kao i njihov rizik za

zdravlje.

Prema Smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) te europskim i nacionalnim
propisima (WHO, 2011; Council of th European Union, 1998; MZ, 2013c), maksimalno

dopustena koncentracija nitrata u vodi za ljudsku potrosnju iznosi 50 mg NOs /L.

Kako bi se smanjila koncentracija nitrata u biljkama i vodi, preporuca se primjena nacela
dobre poljoprivredne prakse vezano uz koriStenje umjetnih gnojiva i ostale radnje slijedom
kojih dolazi do akumulacije nitrata. Ne preporucuje se koristiti voda iz neispitanih izvora
(zdenaca), pogotovo ne za pripremu hrane za najosjetljivije populacije, malu djecu, bolesne i
starije osobe. Kod pripreme hrane uoceno je da neki postupci pripreme i prerade hrane
mogu znatno utjecati na koli¢inu nitrata u pojedinim vrstama povréa (Klapec i sur., 2014).

Uzastopno prekuhavanje povecava sadrzaj nitrata koji se u organizmu reduciraju u nitrite te
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dalje u karcinogene spojeve (MZ, 2013a). Kod procjene izloZenosti utvrdeno je kako kod
svega 0,4 % populacije konzumenata dolazi do prekoracenja toksikoloSke granice ¢ime se
moze zakljuciti da zadovoljavanje potreba organizma za gradivnim, energetskim i zastitnim
tvarima dobivenim iz povrca, u ovom slucaju, ima vecu dobrobit u odnosu na Stetni utjecaj

nitrata (HAH, 2016).

2.3.2. Metode odredivanja nitrata

NuZnost zastite okoliSa potaknula je razvoj niza metoda koje omogucuju odredivanje
anorganskih dusikovih iona. Klasicne metode koje se koriste za ovu namjenu mogu biti
podijeljene na gravimetrijske, titracijske, spektrofotometrijske (UV/Vis, IR, fluorimetrijske) i
elektroanalitcke (ukljuCujuéi potenciometriju temeljenu na upotrebi ion selektivnih
elektroda, voltamperometriju, amperometriju, kulometriju) (Akytz i Ata, 2009). Mnoge od
navedenih metoda pokazale su nedovoljnu osjetljivost, selektivnost ili tocnost, stoga se u
zadnje vrijeme sve viSe paznje pridaje ionskoj kromatografiji (IC). Americka agencija za
zasStitu okolisa (eng. United States Envoronmental Protection Agency, EPA) preporucila je da
se za utvrdivanje koncentracije nitratnih i nitritnih iona koriste ionska kromatografija,
potenciometrijska metoda i kolorimetrijska metoda. Metode imaju svojih prednosti i mana,
potonje se odnose na nisku selektivnost, nisku osjetljivost, loSu reproducibilnost i detekciju
(iskljuCujuci ionsku kromatografiju). Stoga se traganje za alternativnim novim metodama se

nastavlja (Michalski i Kurzyca, 2006).

lonska kromatografija je tehnika separacije prvenstveno smjese aniona i kationa, te se Cesto
koristi za kontrolu kvalitete vode. Njezina glavna prednost je brzina analize, osjetljivost i
preciznost. Tipi¢ni ioni koji se mogu odrediti ionskom kromatografijom su amonij, litij, kalij,
natrij, magnezij, kalcij, barij, stroncij, fluoridi, klorid, sulfat, nitrit, nitrat, fosfat, metali nize
organske kiseline, aminokiseline. Uglavnom se koristi u kombinaciji s konduktometrijskim
detektorom (Yeh i sur., 2013).

Niske koncentracije nitrata i nitrita u vodi mogu se odrediti tekuéinskom kromatografijom

visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid Chromatography, HPLC) s
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flourimetrijskim detektorom (Kodamatani i sur., 2009) ili razli¢itim sustavima temeljenim na
principu analize injektirane u protok (eng. flow analysis) (Mikuska i Vecera,2002).

Posljednjih godina upotreba kapilarne elektroforeze (CE) za analizu ionskih analita znac¢ajno
je porasla. Zbog boljeg odjeljivanja, kraceg vremena analize, manje potrosnje reagensa i
jednostavnijeg funkcioniranja u usporedbi s ionskom kromatografijom, CE dobiva sve veéu
pozornost kod odredivanja anorganskih iona. Medutim, odvajanje CE temelji se na razlici u
elektroforetskoj mobilnosti analita, stoga je odredivanje brzih aniona i kationa u jednoj
analizi uobi¢ajenom CE nemogucde. |z toga razloga predstavljena je modificirana CE koja
istovremeno separira anorganske anione i katione. Takva CE temelji se na elektromigraciji
uzorka, koji se injektira s oba kraja kapilare i indirektnoj UV detekciji (Padarauskas i sur.,
1998).

UV spektrofotometrijska screening metoda koristi se za odredivanje koncentracije nitrata u
nezagadenim prirodnim vodama te vodi iz slavine. Metoda se temelji na reakciji nitratnog
iona i kloridne kiseline, a ocitanja koncentracije nitrata vrSe se na 220 nm. Koncentracija se
izraCunava na temelju apsorbancije uz pomo¢ kalibracijskog pravca (APHA, AWWA i WEF,
2005).

Spektrofotometrijski postupak odredivanja nitrata u uzorcima vode koristec¢i otopinu s
jednim reagensom odvija se na temelju redukcije nitrata u nitrite pomocu vanadij(lll)-klorida
u kiseloj sredini. Nitriti u reakciji sa Griess-ovim reagensom stvaraju obojeni produkt ciji se

intenzitet mjeri pri 540 nm (Doane i Horwath, 2003).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je odrediti izvedbene znacajke spektrofotometrijske metode za odredivanje
nitrata u vodi za ljudsku potrosnju te na osnovu dobivenih rezultata validacije procijeniti

prikladnost upotrjebljene metode.

3.2. UZORCI

U radu je koriStena voda za ljudsku potrosnju iz javno vodoospkrbnog sustava PoZeSko —
slavonske Zupanije. Prema Zakonu o vodi za ljudsku potrosnju (HS, 2013), voda namijenjena
za ljudsku potrosnju je sva voda koja je u svojem izvornom stanju ili nakon obrade
namijenjena za pice, kuhanje, pripremu hrane ili druge potrebe kuéanstva, neovisno o
njezinom porijeklu te neovisno o tome potjece li iz sustava javne vodoopskrbe, iz cisterni ili iz
boca odnosno posuda za vodu, sva voda koja se rabi u industrijama za proizvodnju hrane u
svrhu proizvodnje, obrade, ocuvanija ili stavljanja na trziSte proizvoda ili tvari namijenjenih za
ljudsku potrosnju, osim ako nadlezno tijelo ne utvrdi da kakvoca vode ne moze utjecati na
zdravstvenu ispravnost hrane u njezinom kona¢nom obliku.

Uzorak vode je koli¢ina vode uzeta jednokratno na jednom mjestu na propisani nacin u svrhu
laboratorijske analize (HS, 2013).

Za odredivanje izvedbenih znacajki metode, uzorak vode uzorkovan je u Zavodu za javno
zdravstvo PoZesko-slavonske Zupanije, EkoloSkom laboratoriju, izljevno mjesto slavina u
prostoru Kemije voda. Analiza je provedena odmah nakon uzimanja uzorka vode u staklene
bocice od 500 mL.

Ostali uzorci koriSteni u ovom radu, uzorkovani su na prema propisima (HS, 2013),

prikupljeni u staklene bocice od 500 mL te analizirani odmah po primitku u laboratorij.

3.3. METODA

Za odredivanje koncentracije nitrata u vodi koriStenja je UV spektofotometrijska screening
metoda 4500-NOs;° (APHA, AWWA i WEF, 2005). Metoda je pogodna za odredivanje
koncentracije nitrata u vodama koje imaju nizak sadrzaj organskih tvari te nezagadenim

prirodnim vodama. Metoda se rutinski koristi u EkoloSkom laboratoriju Zavoda za javno
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zdravstvo PoZzesko-slavonske Zupanije za odredivanje koncentracije nitrata u vodi za ljudsku
potrosnju. U Erlenmeyer-ovu tikvicu od 100 mL menzurom odmjereno je 50 mL uzorka vode
ili standardne otopine i dozatorom dodan 1 mL 1 N HCl. Otopina je prebacena u kvarcne
kivete (dimenzije kiveta 1x1 cm) te je izmjerena apsorbancija uzorka ili standardne otopine
pri 220 nm na UV/Vis spektrofotometru Lambda 25 (PerkinElmer, SAD) u odnosu na slijepu
probu (demineralizirana voda). Za pripremu standardnih otopina za izradu kalibracijske
krivulje (0 - 49,6 mg NOs/L) koristen je standard Orion 920706 Nitrate Standard 0.1 M NO3’
(Thermo Scientific, SAD). Metodom linearne regresije iz ocitanih apsorbancija standardnih
otopina dobivena je jednadZba pravca koriStenjem specijaliziranog racunalnog programa UV
VINLAB (Version 2.85.04). Koncentracija nitrata izraCunava se iz kalibracijske krivulje, a

rezultati se izraZzavaju kao miligrami NO3 po litri uzorka (mg NOs7/L).

3.4. IZVEDBENE ZNACAJKE

U svrhu validacije metode odredene su sljedeée izvedbene znacajke: linearnost, granica
detekcije i granica kvantifikacije, preciznost metode temeljem podataka o ponovljivosti

mjerenja te medupreciznosti, istinitost te robusnost metode.

Linearnost metode se provjerena je izraCunavanjem koeficijenta korelacije (k) na osnovi
podataka dobivenih iz kalibracijske krivulje izraCunatih matematickim putem metodom
linearne regresije u rasponu koncentracija nitrata od 0 do 49,6 mgNOs/L. Svaka
koncentracija izmjerena je 3 puta, a podaci o nagibu pravca linearne regresije i odsjecku na
ordinati koristeni su za izracun granice detekcije (LOD) i granice kvantifikacije (LOQ). Granica

detekcije (LOD) i granica kvantifikacije (LOQ) izracunate su pomoc¢u formula (1) i (2).

Preciznost metode provjerena je preko ponovljivosti mjerenja i medupreciznosti. Za
ispitivanje ponovljivosti mjerenja, otopini istog uzorka vode iz javno vodoopskrbnog sustava
izmjerena je apsorbancija 10 puta. Za ispitivanje medupreciznosti, dva analitiCara pripremila
su isti uzorak vode iz javho vodoopskrbnog sustava te su izvrSena viSestruka mjerenja (10
ponavljanja). Nakon mjerenja izracunate su srednja vrijednost, standardno odstupanje (SD) i

relativno standardno odstupanje (RSD).

Istinitost je ispitana obogacdivanjem uzorka vode iz javno vodoopskrbnog sustava sa

standardom otopinom nitrata poznate koncentracije. Prvo je pripremljen uzorak vode kojem
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je oCitana apsorbancija u 4 ponavljanja, te su zatim pripremljene otopine obogacenog uzorka
sa poznatim dodanim koncentracijama standarda. Mjerenja apsorbancije obogacenih
uzoraka takoder su odradena u 4 ponavljanja. IzraCunate su srednje vrijednosti koncentracija

nitrata u uzorku i obogacenim uzorcima, a istinitost metode izrazena je kao iskoristenje (%).

Robusnost metode ispitana je na nacin da je pripremljeni uzorak analiziran odmah po
primitku, nakon 24 i 48 sati. Mjerenja apsorbancije provedena su u 5 ponavljanja, te su
nakon mjerenja izraCunate srednja vrijednost, standardno odstupanje (SD) i relativno

standardno odstupanje (RSD).
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———— NITRAIS.SP - 3.12.2016 - y = 1.353471e-02 + 5.357035e-02 * x

Slika 5 Kalibracijska krivulja

Tablica 3 Linearnost?, granica detekcije (LOD)® i granica kvantifikacije (LoQ)® ispitivane

metode

Jednadzba pravca k LOD (mg NOs;/L) | LOQ (mg NOs7/L)

®linearnost izraZena preko koeficijenta korelacije k
"LOD i LOQ dobivene pomo¢u odsjedka na ordinati i nagiba pravca linearne regresije
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Tablica 4 Ponovljivost mjerenja

Koncentracija nitrata
(mg NOs/L)

Broj mjerenja | lzmjerena apsorbancija

Tablica 5 Medupreciznost

o . Izmjerena apsorbancija Koncentracija nitrata (mg NOs7/L)
Broj mjerenja

Srednja vrijednost
Standardno odstupanje, SD
Relativno standardno odstupanje, RSD (%)
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Tablica 6 Istinitost metode

Srednja

Dodano . Dobivena : Ocekivane .
. Izmjerena dobivena .. R Iskoristenje
Otopina standarda T konc. konc vrijednosti (%)
mgNO; /L mg NO; /L : mgNO; /L >
(mgNO37/L) (mg NO5 /L) (mgNOo5 /L) (mgNO;7/L)

Uzorak+std1

(1:1)

1,2112 22,3570
Uzorak+std3 1,2115 22,3610
37,20 22,3800 21,8624 102

(1:1) ! 1,2136 22,4010 ’ ’

1,2136 22,4010

Tablica 7 Robusnost metode

Izmjerena apsorbancija Koncentracija nitrata (mgNOs /L)

\ \
\ \

\ \

00029 | 00119 | 00849 |
| |
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Tablica 8 Koncentracija nitrata u vodi za ljudsku potrosnju u sklopu redovitog monitoringa
Zupanije PoZesko-slavonske izracunata iz kalibracijske krivulje prije provedene validacije (a) i

nakon validacije spektrofotometrijske metode (b)

. Koncentracija . Koncentracija
Uzorak .. lzmjerena . & Izmjerena i b
vode HLEE]E apsorbancija® nitrata apsorbancijab nitrata
(mg NOs/L) (mg NOs/L)

VRTIC LIPIK 0,2329 4,5672 0,1360 2,8112

03 CAGLIN 0,1696 3,3250 0,0877 1,8124

oS
6 - 0,7525 13,4521 0,6143 10,9828
DOM ZA
8 STARE VELIKA 0,5585 9,9841 0,4325 7,8124
10 VRTIC POZEGA 0,5587 9,9879 0,3581 6,6701
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RazliCite spektrofotometrijske metode za odredivanje nitrata u vodi za ljudsku potrosnju i
otpadnim vodama dostupne su u literaturi. U ovom radu koristena je UV
spektrofotometrijska screening metoda koja se rutinski koristi u EkoloSkom laboratoriju
Zavoda za javno zdravstvo PoZesko-slavonske Zupanije za odredivanje koncentracije nitrata u
vodi za ljudsku potroSnju. Obzirom da metoda nije prethodno validirana, zadatak ovog rada
bio je odrediti izvedbene znacajke i procijeniti prikladnost metode za odredivanje nitrata u

vodi za ljudsku potrosnju.

Linearnost je provjerena pripremom otopina standarda u rasponu koncentracija 0 — 49,6 mg
NOs/L, obzirom na koncentracije koje se mogu ocekivati u vodi za ljudsku potrosnju i
maksimalnoj dopustenoj granici (M.D.K.) koja prema Pravilniku o parametrima sukladnosti i
metodama analize vode za ljudsku potrosnju (u daljnjem tekstu: Pravilnik) iznosi 50 mg NOs
/L (MZ, 2013c). Na osnovi dobivenih vrijednosti apsorbancija u ovisnosti o upotrjebljenim
koncentracijama napravljena je kalibracijska krivulja (Slika 5), iz koje je matematickim putem
metodom linearne regresije dobivena jednadzba pravca, te izracunat koeficijent korelacije
(k) (Tablica 3). 1z kalibracijske krivulje vidljivo je da je metoda linearna u ispitivanom
podrucju koncentracija, a potvrdu linearnosti metode pokazuje i koeficijent korelacije koji
iznosi 0,9987. Dobiveni koeficijent korelacije zadovoljava preporuke za validaciju analitickih

metoda (Lazari¢ i Gasljevi¢, 2002).

Granica detekcije i granica kvantifikacije dobivene su racunski iz podataka kalibracijskog
pravca i prikazani u Tablici 3. Granica detekcije iznosi 0,31 mg NOs /L, a granica kvantifikacije
0,94 mg NOs3’/L sto je znacajno ispod granice detekcije propisane u Pravilniku (MZ, 2013c).
Naime, prema navedenom Pravilniku, nije propisana sluzbena metoda za odredivanje
koncentracije nitrata ve¢ se mogu koristiti razlicite metode s odgovaraju¢im podrucjem
mjerenja, istinitoS¢u, preciznoséu i granicom detekcije. Granica detekcije nitrata prema

zahtjevima Pravilnika (MZ, 2013c) treba iznositi 10 % od M.D.K., odnosno 5 mg NOs7/L.

Preciznost metode ispitana je preko ponovljivosti mjerenja i medupreciznosti. Ponovljivost
mjerenja ispitana je viSestrukim mjerenjem (10 mjerenja) istog homogenog uzorka vode za
pi¢e. Mjerenje je izvrSio jedan analiti¢ar, a rezultati su prikazani u Tablici 4. Standardna
devijacija iznosila je 0,0022 mg NOs’/L, dok je relativna standardna devijacija iznosila 0,0329
%. Medupreciznost je ispitana viSestrukim mjerenjem istog uzorka vode za pice (10 puta) koji

su provela dva analiticara. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 5. Relativno standardno
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odstupanje (RSD) rezultata analiti¢ara 1 iznosilo je 0,0834 %, a analiticara 2 RSD bio je 0,0229
%. Obje RSD vrijednosti znacajno su niZze od vrijednosti propisane u Pravilniku koja iznosi 10
% od M.D.K. (MZ, 2013a) i granicama prihvatljivosti za RSD vrijednosti prema procjeni AOAC

ovisno o koncentraciji analita (Taverniers i sur., 2004).

Procjena istinitosti spektrofotometrijske metode provedena je obogacivanjem uzorka vode
otopinama standarda poznatih koncentracija u cijelom podrucju linearnosti, a izrazena je
preko iskoristenja (%). U homogenom uzorku vode srednja vrijednost koncentracije nitrata
iznosila je 6,5248 mg NOs /L, dok su srednje vrijednosti koncentracija nitrata u obogacéenim
uzorcima iznosile 4,2499; 7,6654 i 21,8624 mg NOs3’/L (Tablica 6). Iz dobivenih rezultata
izraCunata su iskoristenja koja su iznosila 101, 105 i 102 %. Srednja vrijednost iskoristenja u
skladu je s granicama prihvatljivosti za iskoristenje metode ovisno o koncentraciji analita
prema procjeni AOAC (Taverniers i sur., 2004) te zahtjevu Pravilnika za istinitost metode

(MZ, 2013c).

Robusnost je parametar unutar laboratorijskog ispitivanja gdje na postupak ispitivanja mogu
utjecati male promjene u okruzenju ili samom postupku. Uzorak je analiziran odmah po
primitku, nakon 24 h i nakon 48 h kako bi se provjerila stabilnost uzorka. Srednje vrijednosti
koncentracija nitrata u uzorku vode analiziranog po primitku, nakon 24 i 48 sati iznosile su
6,70; 6,72 i 6,69 mg NO3 /L (Tablica 7). 1z dobivenih vrijednosti vidljivo je da uzorak stabilan i

nakon 48 sati nakon uzorkovanja te da je metoda robusna.

Iz dobivenih rezultata je vidljivo da metoda udovoljava kriterijima prihvatljivosti i da je

prikladna namjeni.

Kod analiziranih uzoraka vode za pice iz javno vodoopskrbnog sustava PozZzesko-slavonske
Zupanije u sklopu sustava redovitoga monitoringa izvrSene su kemijske analize koje
obuhvacaju i analizu na parametar nitrata. Monitoring se obavlja prema planu monitoringa
svaki mjesec tako da su usporedene vrijednosti koncentracije nitrata sa razli¢itih lokacija
javnih ustanova koristeéi kalibracijski pravac prije validacije i nakon validacije metode.
Rezultati mjerenja prikazani su u Tablici 8, iz koje je vidljivo da su rezultati dobiveni
koristenjem validirane metode nesSto nizi od vrijednosti dobivenih koristeci kalibracijski
pravac prije validacije. Koncentracija nitrata u ispitivanim uzorcima vode kretala se od 3,33
mg NOs /L do 13,45 mg NOs'/L koristeci kalibracijski pravac nevalidirane metode, i od 1,81

mg NOs /L do 10,98 mg NOs /L. Sve dobivene vrijednosti znacajno su ispod maksimalno
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dopustene koncentracije (M.D.K. 50 mg NOs /L) $to ukazuje na dobru kvalitetu vode u javnoj
vodoopskrbi Pozesko-slavonske Zupanije gledajuéi kemijski parametar nitrati. Obzirom da su
izvedbene znacajke odredene u ovom radu pokazale da je metoda prikladna namjeni,
preporuka je u daljnjem radu koristiti validiranu spektrofotometrijsku metodu odredivanja

nitrata u vodi za ljudsku potrosnju.
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Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e |[spitivana spektrofotometrijska metoda linearna je u podrucju ispitivanih

koncentracija.

® Granica detekcije i granica kvantifikacije znacajno su ispod propisane vrijednosti sto

ukazuje na visoku osjetljivost metode.
® |[spitivana spektrofotometrijska metoda pokazala se istinitom, preciznom i robusnom.

* Na temelju dobivenih podataka izvedbenih znacajki moze se zakljuciti da je metoda

prikladna namijeni.
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