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1. UVOD

Kloriti (ClO2) i klorati (ClO3") su anorganski ioni koji nastaju kao nusprodukti
dezinfekcije vode. Njihovo prisustvo u vodi najéesée je povezano s upotrebom klorovog
dioksida kao dezinfekcijskog sredstva. Ove ionske vrste imaju toksican ucinak na ljudski
organizam te mogu uzrokovati oSte¢enja crvenih krvnih stanica, nepravilan rad Stitnjace te
druge zdravstvene probleme. Takoder, kloriti i klorati imaju negativan utjecaj i na okoli$ te na
floru i faunu koja u njemu boravi. Sukladno tomu, Europska unija postavlja standarde i
smjernice za dezinfekciju vode unutar kojih su propisane maksimalne dopustene razine koje se
moraju postivati vezano za prisutnost klorita i klorata u vodi. Kloriti 1 klorati se mogu
identificirati i kvantificirati pomocu razli¢itih analitickih tehnika kao Sto su spektrofotometrija,

kromatografija te elektrokemijskim metodama [1].

Cilj ovog diplomskog rada bio je verificirati metodu za odredivanje klorita i klorata u
uzorcima vode metodom ionske kromatografije. Za verifikaciju metode bilo je potrebno ispitati
nekoliko validacijskih parametara, a odabrani su: linearnost, ponovljivost, to¢nost, granica
detekcije, granica kvantifikacije te koncentracijski raspon. U konacnici se ispitala 1 mjerna
nesigurnost metode kroz osam razli€itih izvora mjerne nesigurnosti. [zvori mjerne nesigurnosti
koji su odabrani: ¢isto¢a standarda, volumen mikropipete (10-100 pL), volumen mikropipete
(100-1000 pL), volumen odmjerne tikvice (10 mL), kalibracijski pravac, ponovljivost mjerenja,
iskoriStenje te ponovljivost pripreme uzorka. Verificiranom metodom su zadovoljeni propisani
kriteriji prihvatljivosti.

Prvi dio rada, Literaturni pregled, opisuje najceS¢e nacine dezinfekcije vode te
nusprodukte koji tim putem nastaju. Potom je detaljno opisana ionska kromatografija te nacin
rada ionskog kromatografa. Takoder, navedene su i razlike izmedu validacije i verifikacije te su
ukratko opisani najznacajniji parametri validacije 1 mjerne nesigurnosti. U drugom dijelu rada,
Eksperimentalni dio, opisane su koristene kemikalije, pribor te instrumenti, opisan je nacin
pripreme uzoraka te je navedeno na koji nacin se ispitivala mjerna nesigurnost i pomocu kojih
programa su se rezultati statisticki obradili. U tre€em dijelu rada, Rezultati i rasprava, prikazani
su 1 objaSnjeni dobiveni eksperimentalni rezultati. Najprije su opisani rezultati za parametre
validacije, a nakon toga su opisani rezultati za mjernu nesigurnost. Posljednji dio rada,
Zakljucak, osmisljen je na temelju svih prethodno iskazanih rezultata te je u njemu iskazan

konacni zakljucak na temu.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Dezinfekcija vode i nusprodukti dezinfekcije

Dezinfekcija vode predstavlja kljuni proces kojim se osigurava pitkost vode,
eliminacija patogenih mikroorganizama, a samim time i sprje¢avanje bolesti. Postoji nekoliko
metoda dezinfekcije vode, od kojih svaka ima svoje prednosti i nedostatke. Koliko je Cesto
potrebno obavljati dezinfekciju ovisi o kvaliteti izvoriSne vode, uvjetima distribucijskog
sustava te o regulatornim zahtjevima. U vecini javnih vodoopskrbnih sustava dezinfekcija se
provodi kontinuirano kako bi se osigurala stalna kvaliteta vode koja se vodovodnim sustavom
distribuira korisnicima. Manji sustavi ili privatni bunari dezinfekcije moraju provoditi
periodi¢no ovisno o kvaliteti izvoriSne vode 1 riziku kontaminacije. U nekim se slu¢ajevima
dezinfekcija provodi i kao odgovor na specifiéni dogadaj ili pojavu indikatora kontaminacije.
Ukoliko se otkrije mikrobioloska kontaminacija (npr. prisutnost E. Coli ili nekog drugog
patogena) mora se provesti intenzivna dezinfekcija kako bi se eliminirali svi prisutni
kontaminanti. Takoder, ukoliko se na temelju rezultata rutinskih analiza kvalitete vode procijeni
da voda sadrzi povecan broj mikroorganizama ili drugih zagadivaca tada je potrebno provesti

dodatnu dezinfekciju [2].

Nusprodukti dezinfekcije (engl. Disinfection By-Product, DBP) su neposredni sporedni
produkti koji nastaju kemijskom reakcijom izmedu dezinfekcijskog sredstva i1 organske ili
anorganske tvari u vodi. Postoji nekoliko ¢imbenika koji odreduju kolika koncentracija
nusprodukata nastaje, a neki od njih su: vrsta 1 koncentracija dezinfekcijskog sredstva,
temperatura vode, godi$nje doba, koncentracija prisutne organske tvari u vodi, pH vode,
veli¢ina distribucijskog sustava te vrijeme zadrZavanja vode. Do sada je identificirano preko
600 razli¢itih nusprodukata dezinfekcije koji se klasificiraju na temelju njihove reguliranosti.
Regulirani nusprodukti dezinfekcije su oni spojevi koji su predmet zakonskih standarda i
propisa. Ove regulative odreduju njihovu maksimalnu dopustenu koncentraciju (MDK) u vodi
sa svrhom zastite javnog zdravstva. Takvi nusprodukti su primjerice: trihalometani, halooctene
kiseline, kloriti, klorati i bromati. Neregulirani nusprodukti dezinfekcije su oni spojevi koji nisu
predmet specificnih zakonskih standarda ili propisa. Takvi spojevi €esto su predmet znanstvenih
istrazivanja kako bi se rastumacila njihova toksi¢nost u vodoopskrbnim sustavima. Neki od
primjera nereguliranih nusprodukata su: haloamidi, haloaldehidi, jodo-trihalometani, aldehidi,

ketoni te halonitrometani [3].



2.1.1. Kloriranje

Kloriranje je najceS¢a metoda dezinfekcije vode, a temelji se na dodavanju
elementarnog klora ili spojeva klora vodi u svrhu uniStenja razli¢itth patogenih
mikroorganizama poput virusa, bakterija ili protozoa. Klor se moze dodati vodi u elementarnom
obliku ili u obliku natrijevog ili kalcijevog hipoklorita. Dodatkom u vodu dolazi do kemijske
reakcije izmedu klora i vode, a kao rezultat toga nastaje hipokloritna kiselina i hipokloritni

anioni koji djeluju kao glavni dezinfekcijski agensi [4].

Pozitivna strana ovakvog nacina dezinfekcije je postojanje rezidualnog klora.
Rezidualni klor se odnosi na koli¢inu klora koji ostaje u vodi nakon reakcije s organskim i
anorganskim tvarima koje su prirodno prisutne u vodi. On pruza kontinuiranu zastitu od
mikrobioloSke kontaminacije tijekom skladiStenja i distribucije vode, a ujedno je i1 jedan od
kljuénih pokazatelja u¢inkovitosti dezinfekcijskog sredstva. Osim s vodom, klor moze reagirati
i s cijevima u vodoopskrbnim mrezama $to moze uzrokovati koroziju i oslobadanje toksi¢nih
metala u vodu. Takoder, kloriranje se pokazalo neu¢inkovitim protiv nekih vrsta parazita kao
Sto su Cryptosporidium 1 Giardia. Najve¢i nedostatak ove dezinfekcijske metode jest nastanak

toksi¢nih nusprodukata [4].

Trihalometani (engl. Trihalomethanes, THM) su kemijski spojevi koji nastaju kao
produkti reakcije izmedu klora i organske tvari prisutne u vodi. Trihalometani su organski
spojevi koji imaju jedan centralni ugljikov atom na koji su vezana tri atoma halogena (broma,
joda ili klora) te jedan atom vodika. Opc¢a formula trihalometana je CHX3 gdje X predstavlja
halogeni element. U Republici Hrvatskoj je zakonski odredeno pracenje koncentracije Cetiri
vrste trihalometana u vodi, a to su: kloroform, bromoform, bromodiklormetan 1
dibromoklormetan [4]. Trihalometani u organizam ulaze oralnim putem, udisanjem ili
apsorpcijom kroz kozu. Jednom kada udu u organizam mogu se distribuirati kroz ¢itavo tijelo i
akumulirati u razli¢itim tkivima. Dugotrajna izloZenost trihalometanima povezuje se s
povecanim rizikom od pojave raka mokraénog mjehura, debelog crijeva te rektuma. Takoder,
sumnja se da visoka izloZenost trihalometanima moze uzrokovati smanjenu plodnost te povecati
ucestalost spontanih pobacaja. Trihalometani mogu uzrokovati 1 oSte¢enja jetre 1 bubrega te

mogu poremetiti normalan rad Ziv€anog sustava [5].

Halooctene kiseline (engl. Haloacetic Acid, HAA) su organski spojevi op¢e formule
CoH3..X0nCOOH u kojoj X predstavlja halogeni element. U Republici Hrvatskoj se zakonski

provodi prac¢enje pet predstavnika halooctenih kiselina, a to su: monoklorooctena kiselina,



diklorooctena kiselina, triklorooctena kiselina, monobromooctena kiselina 1 dibromooctena
kiselina [5]. Ova skupina spojeva nastaje kada dezinfekcijska sredstva reagiraju s organskim
tvarima prisutnim u vodi. Diklorooctena i triklooroctena kiselina klasificirane su u skupinu
potencijalnih karcinogenih spojeva za ljude. Halooctene kiseline povezuju se 1 s oste¢enjima
genetskog materijala Sto posljedi¢no dovodi do razli¢itih mutacija, a samim time se povecava i
rizik od razvoja raka. Dugotrajna izlozenost ovim organskim spojevima moze negativno utjecati

na reproduktivni sustav, a povezani su i s oSte¢enjima jetre [6].

2.1.2. Klorov dioksid

Klorov dioksid (ClO2) snazan je oksidans koji se koristi kao alternativa kloru.
Upotrebljava se za dezinfekciju pitke vode, za prociS¢avanje otpadnih voda te u industrijskim
procesima radi kontrole mikrobioloske kontaminacije u radnim sustavima. Ucinkovito
eliminira Sirok spektar mikroorganizama te, za razliku od klora, ne reagira s organskim tvarima
u vodi §to rezultira manjom koli¢inom Stetnih nusprodukata. Oksidacijski potencijal ovog spoja
visi je od oksidacijskog potencijala klora Sto ga €ini u€inkovitijim dezinfekcijskim sredstvom.
Klor dioksid je bezbojan plin pri sobnoj temperaturi, a najé¢escée se proizvodi na licu mjesta zbog
svoje nestabilnosti kao slobodnog plina. Moguce ga je proizvesti na dva nacina — kloritnom i
kloratnom metodom. Kloritna metoda podrazumijeva reakciju natrijevog klorita s klorom, dok
kloratna metoda podrazumijeva reakciju natrijevog klorata s kiselinom 1 nekim reduciraju¢im

sredstvom [7].

Visoki oksidacijski potencijal klorovog dioksida rezultira uniStenjem stani¢nih stijenki
mikroorganizama, denaturacijom njihovih proteina i naruSavanjem genetskog materijala.
Pokazao se uspjesnim 1 kod uklanjanja biofilma u distribucijskim sustavima ¢ime se poboljSava
ukupna higijena vodoopskrbnog sustava. Uc¢inkovit je u pH rasponu izmedu 5 1 10 $to ga ¢ini
prilagodljivim na razli¢ite uvjete vode, a moZe ukloniti i neugodne mirise 1 okuse koji nastaju
zbog prisutnosti organske tvari u vodi. S druge strane, klorov dioksid je nestabilan plin pa stoga
njegova proizvodnja iziskuje specijaliziranu opremu i sigurnosne mjere. Takoder, troSkovi

proizvodnje 1 rukovanja ovim plinom skuplji su u odnosu na tradicionalni klor [7].

Kloriti i klorati su anorganski ioni koji se formiraju kao nusprodukti dezinfekcije
klorovim dioksidom. Kloriti (C1O2") su snazni oksidansi koji mogu izazvati oksidacijski stres u
stanicama Zzivih bi¢a S§to posljedicno dovodi do oSteCenja stanicne membrane, proteina i

genetskog materijala organizma. Moguce je da kloriti izazovu i1 oksidaciju hemoglobina u



crvenim krvnim stanicama pri ¢emu se stvara methemoglobin koji nije sposoban prenositi kisik.
Prekomjerna koncentracija methemoglobina moze rezultirati hemolitickom anemijom, stanjem
u kojem se crvene krvne stanice uniStavaju brze nego Sto se stvaraju. Kratkotrajna izlozenost
ve¢im koncentracijama klorita moze rezultirati mucninom, povrac¢anjem, vrtoglavicom i
bolovima u predjelu trbuha. Dugotrajna izlozenost ¢e rezultirati opéom slabos¢u organizma,
umorom, a moguce je da dode i do ostecenja jetre i bubrega. Neka istrazivanja pretpostavljaju
kako kloriti mogu negativno utjecati na plodnost i kod muskaraca i kod Zena. Kloriti djeluju i
na imunoloski sustav pri ¢emu smanjuju sposobnost organizma da se bori protiv raznih

infekcija. Takoder, mogu uzrokovati i neuroloske probleme [8].

Klorati, C103" mogu ometati normalno funkcioniranje §titnjace jer inhibiraju apsorpciju
joda §to je klju¢no za pravilnu sintezu hormona Stitnjace. Takoder mogu oksidirati hemoglobin
pri ¢emu nastaje methemoglobin. Kratkotrajna izlozenost visokim razinima klorata rezultirati
¢e Iiritacijama gastrointestinalnog trakta, bolovima u trbuhu i povra¢anjem, umorom,
nedostatkom daha. U ekstremnim situacijama moguc¢e je 1 da dode do razvoja
methemogloninemije koja je popracena time da koza poprimi plavicastu boju. Dugotrajna
izloZenost visokim koncentracijama dovest ¢e do oSteCenja bubrega, jetre i Stitnjace. Neka
istrazivanja sugeriraju da klorati mogu uzrokovati promjene u hormonskim razinama $to moze
negativno utjecati na reproduktivne funkcije. Udisanje klorata moze iritirati diSne putove

uzrokujuéi kaSalj, bol u grlu i otezano disanje [9].

Visoke koncentracije klorita i klorata u vodi ili tlu mogu inhibirati rast i razvoj biljaka
Sto moZe rezultirati smanjenjem bioraznolikosti 1 naruSavanjem ekosustava. Dugotrajna
izloZenosti ovim anionima moZe uzrokovati probleme s disanjem, oSte¢enje Skrga i smrt kod
vodenih organizama. Takoder, mogu¢ je razvoj i kroni¢nih zdravstvenih problema kod vodenih
organizama kao $to su smanjeni rast, smanjena reproduktivnost i oslabljeni imunoloski sustav.
Visoke koncentracije mogu uzrokovati smanjenje broja vrsta, promjene u strukturi zajednice te
poremecaje u prehrambenom lancu. Djeluju i na biljni vodeni svijet pa tako mogu inhibirati rast
1 razvoj algi koje su ukljucene u proizvodnju kisika, filtriranje vode 1 pruZanja stanista za druge
manje organizme. Inhibicija rasta algi moZe rezultirati destabilizacijom vodenih sustava. Kloriti
1 klorati mogu narusiti prirodne zajednice u tlu i vodi tako §to mogu ubiti ili inhibirati rast
korisnih mikroorganizama koji su kljuéni za razgradnju organskih materijala. Dugotrajna
prisutnost klorita 1 klorata u tlu moZe smanjiti mikrobnu raznolikost Sto rezultira smanjenom
otpornos¢u ekosustava na stresne uvjete. Prisutnost klorita 1 klorata u vodi za navodnjavanje ili

tlu moze biti toksi¢no za poljoprivredne usjeve jer ovi ioni djeluju tako da inhibiraju klijanje



sjemena, rast korijena te ukupni biljni rast $to dovodi do smanjenog prinosa i kvalitete samog

usjeva [10].

2.1.3. Ostali nacini dezinfekcije

Ozoniranje je prvi puta primijenjeno 1893. godine kao nacin obrade vode za pice. Kao
dezinfekcijsko sredstvo koristi se ozon (O3) koji je ucinkovitiji dezinficijens u odnosu na klor.
Ozon se stvara direktno na lokaciji te stoga nema potrebe za transportom ili rukovanjem
ozonom. Ozon oksidira anorganske i organske spojeve u vodi, a takoder oksidira i stani¢ne
membrane mikroorganizama Sto rezultira njihovom eliminacijom. Nakon ozoniranja ne dolazi
do ponovnog rasta mikroorganizama. Ozon brzo djeluje 1 u potpunosti se razgraduje Sto
rezultira znatno manjim brojem nusprodukata u odnosu na kloriranje ili upotrebu klorova
dioksida. Ozon ne ostavlja rezidualnu dezinfekciju te je stoga nuzno koristiti i dodatni oblik
dezinfekcije. Prije nego Sto se provede ozoniranje potrebna je bioloska filtracija za uklanjanje
nastalih razgradivih organskih spojeva. Takoder, sustav za proizvodnju ozona je sloZen te stoga
zahtijeva znatne financijske izdatke u svrhu o¢uvanja samog sustava te za edukaciju operatera

koji ¢e njime raditi [11].

Dezinfekcija ultraljubiCastim zracenjem (engl. ultraviolet, UV) je u€inkovita i ekoloski
prihvatljiva metoda za dezinfekciju vode. Ova metoda koristi samo UV-zracenje kako bi se
eliminirali mikroorganizmi bez koriStenja kemijskih agensa. Najucinkovitiji raspon za
dezinfekciju iznosi od 200 do 280 nm, a naziva se UV-C rasponom. Sva voda koja prolazi kroz
proces dezinfekcije prolazi kroz UV reaktor unutar kojeg djeluje UV-C zracenje. UV-C fotoni
prodiru u stanice mikroorganizama i uzrokuju oStecenje nukleinskih kiselina ¢ime se sprjecava
njihova daljnja replikacija i transkripcija genetskog materijala. UV-sustav dezinfekcije trosi
relativno malo energije 1 jednostavan je za odrzavanje. Negativna strana ove metode je to §to
dezinfekcija ovisi o prozirnosti vode. Ukoliko je potrebno dezinficirati vodu visoke mutnoce ili
vodu u kojoj postoji veci broj prisutnih suspendiranih Cestica tada ucinkovitost dezinfekcije
nece biti dostatna. Kako bi se to sprijecilo voda ¢esto mora prolaziti kroz sustav filtera kako bi
se Sto veca koli¢ina otopljenih Cestica uklonila te kako bi se omogucila Sto veca efikasnost UV-
dezinfekcije. Ovaj oblik dezinfekcije ne pruza dugotrajni oblik zastite jer ne ostavlja rezidualni
agens u vodi §to moze biti problem u vodoopskrbnim sustavima gdje postoji rizik od ponovne

kontaminacije [12].



2.1.4. Regulacije na podruéju Europske unije i Republike Hrvatske

Regulatorne agencije kao Sto su Agencija za zaStitu okoliSa (engl. Environmental
Protection Agency, EPA) u Sjedinjenim Americkim Drzavama ili Europska agencija za
sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authortity, EFSA) u Europskoj uniji postavljaju
standarde 1 smjernice za dezinfekciju vode. Unutar Europske unije kvaliteta vode za pice
regulirana je Direktivom Vije¢a 98/83/EC o kvaliteti vode namijenjenu za ljudsku potrosnju.
Pocetkom 2023. godine na snagu je stupila preinaka direktive pod nazivom Direktiva
2020/2184 Europskog parlamenta i Vije¢a od 16. prosinca 2020. godine o kvaliteti vode
namijene za ljudsku potro$nju. Ovom direktivom postavljeni su standardi mikrobioloskih,
kemijskih i indikatorskih parametara vode. Svaka drzava ¢lanica Europske unije mora postivati
i provoditi upute direktive putem nacionalnih zakona i propisa. Drzave ¢lanice moraju poduzeti
sve potrebne mjere kako bi se do 12. sijecnja 2026. godine osigurala sukladnost s izdanom

direktivom. Neki od zahtijeva prikazani su u Tablici 1 [13].

Tablica 1. Zahtjevi nove Direktive Europskog parlamenta i Vijec¢a za klorite, klorate,

halooctene kiseline, trihalometane i kloride [13].

MAKSIMALNA
PARAMETAR N MJERNA
VRSTA DOPUSTENA MJERNA
KOJI SE NAPOMENA | NESIGURNOST
PARAMETRA KONCENTRACIJA, | JEDINICA
PRATI %
MDK
Klorati 0,25 mg/L Tolerira se 40
vrijednost
parametra do

0,70 mg/L kod

vodoopskrbnih
Kloriti 0,25 mg/L sustava koji 40

Kemijski koriste klorov

parametri dioksid kao
sredstvo
dezinfekcije
Halooctene
o 60 ug/L 50
kiseline
Trihalometani
100 pg/L 40
— ukupno
Indikatorski o
Kloridi 250 mg/L 15
parametri




U Republici Hrvatskoj je kvaliteta vode za pi¢e regulirana Zakonom o vodama (NN
47/2023) te Pravilnikom o parametrima sukladnosti i metodama analize za ljudsku potros$nju
(NN 64/2023). Navedenim pravilnikom obuhvaceni su svi zahtjevi Direktive Vijeca
2013/51/Euratom 1 Direktive 2020/2184 Europskog parlamenta i Vijeca. Vodoopskrbne
ustanove duzne su redovito pratiti kvalitetu 1 analize vode za ljudsku potrosnju kako bi se
osigurala sukladnost s propisanim parametrima. Najces¢e koriStena metoda dezinfekcije u RH
je kloriranje te upotreba klor dioksida. UV-dezinfekcija se koristi u modernijim sustavima, a
ponajviSe u priobalnom podrucju te na turistickim destinacijama. Ozoniranje je najmanje

zastupljeno [14].

Hrvatski zavod za javno zdravstvo (HZJZ) osnovan je 1926. godine i1 od tada djeluje
kao glavni zdravstveni institut u zemlji kojemu je cilj zastititi 1 unaprijediti javno zdravstvo.
Izmedu ostalih aktivnosti koje HZJZ provodi, oni prate i nadziru kvalitetu vode za ljudsku
potro$nju na nacionalnoj razini te na kraju svake godine objavljuju godi$nja izvjeséa o kvaliteti
vode. Tako prema uputama HZJZ-a u vodi za pi¢e mora biti prisutan rezidualni klor u
koncentracijama izmedu 0,2 i 0,5 mg/L kako bi se osigurala kontinuirana dezinfekcija duz
cijelog distribucijskog sustava. Maksimalne dopustene koncentracije rezidualnog klora ne

smiju prelaziti koncentracije od 0,5 mg/L prema NN 64/2023 [15].

2.2. Ionska kromatografija

Ionska kromatografija (engl. lon Chromatography, 1C) je analiticka tehnika koja se
koristi za razdvajanje 1 kvantifikaciju iona u uzorcima. Ovom tehnikom moguce je odredivati
koncentracije Sirokog raspona aniona i kationa. Pomoc¢u ionske kromatografije moguce je
kvantificirati 1 identificirati kontaminante u prirodnim vodama, otpadnim vodama te u vodi za
ljudsku potrosnju. Koristi se 1 u farmaceutskoj industriji za kontrolu kvalitete 1 Cistoce lijekova
dok se u prehrambenoj industriji koristi kako bi se pratile razine organskih i1 anorganskih iona
prisutnih u prehrambenim proizvodima. Kako bi se odredile koncentracije aniona i kationa u
vodi za ljudsku potroSnju, prirodnim izvorskim, prirodnim mineralnim, podzemnim,
povrsinskim, bazenskim ili otpadnim vodama propisane su odgovaraju¢e norme. Metoda za
odredivanje klorita i klorata putem ionske kromatografije propisana je normom HRN EN ISO

10304-4:2022.

Ionska kromatografija je visoko selektivna analiticka tehnika koja razdvaja ionske vrste

s obzirom na njihova kemijska svojstva i s obzirom na njihove interakcije sa stacionarnom



fazom. Moguce je razdvojiti 1 istovremeno analizirati viSe razli¢itih ionskih vrsta i u
kompleksnim uzorcima. Pomocu ionske kromatografije moguce je analizirati i organske i
anorganske katione i anione. Ova analiticka tehnika je i izuzetno osjetljiva §to joj omogucuje
detekciju iona i pri vrlo niskim koncentracijama koji se Cesto krecu u rasponu od nekoliko
miligrama po litri (mg/L) do nekoliko mikrograma po litri (ug/L). lonska kromatografija pruza
visoku razinu preciznosti i tocnosti u kvantitativnoj analizi. Vrijeme analize ovisi o vrsti i
kompleksnosti samoga uzorka te o broju parametara koji se moraju analizirati. Priprema
uzoraka za ionsku kromatografiju je jednostavna, a Cesto se uzorci mogu analizirati direktno
bez opsezne pripreme. Takoder, ionsku kromatografiju krasi visok stupanj automatizacije §to
omogucuje automatsko injektiranje uzoraka, obradu podataka te formiranje konacnog izvjestaja

[16].

2.2.1. Razvoj ionske kromatografije

Zacetnicima ionske kromatografije smatraju se Hermann Staudinger i Arne Tiselius koji
su 1940. godine razvili teoriju ionske izmjene ¢ime su postavili temelje za razumijevanje na
koji nacin ioni medudjeluju s ionskim izmjenjiva¢ima. Deset godina kasnije A. Tiselius
nagraden je za svoj rad na elektroforezi i adsorpcijskoj analizi Nobelovom nagradom, a njegov
se rad primijenio za daljnji razvoj kromatografskih metoda. Tekuc¢inska kromatografija koja je

koristila polimerne ionske izmjenjivace razvila se 1960.-ih godina [16].

Kroz 1970.-e godine pojavljuju se prvi komercijalni instrumenti. Godine 1971. Hamish
Small, Timothy S. Stevens 1 William C. Bauman razvijaju prvi komercijalni ionski
kromatografski sustav &ime zapodinje nova era u analititkoj kemiji. Cetiri godine kasnije
Dionex lansira prvi komercijalni IC-sustav na trziSte. Ovaj uredaj koristio je ionske

1izmjenjivacke kolone 1 elektricnu provodljivost za detekciju iona [16].

Ionski supresori razvili su se tijekom 1980.-ih godina, a njihovo uvodenje u IC-sustav
rezultiralo je boljom osjetljivosti 1 selektivnosti metode uz smanjen pozadinski Sum i1 povecan
signal za detektirane ione. Elektrokemijskim detektorom omogucena je detekcija iona s
visokom osjetljivosc¢u, a prvi takav detektor uveo se 1984. godine. Pocetak 1990.-ih godina
okarakterizirao je razvoj i poboljSanje kolona kako bi razdvajanje bilo Sto u€inkovitije. U ovom
periodu isprobavali su se razliciti novi materijali za ionske izmjenjivace kako bi se ispitala 1

omogucila §to bolja performansa samih kolona. Kapilarna ionska kromatografija koristi vrlo



tanke kolone kojima je moguce razdvojiti uzorke s visokom rezolucijom, a razvijena je 1995.

godine [16].

S pocetkom 21. stoljeca zapocela je faza modernizacije u kojoj su se ispitivali 1 razvijali
razliciti detektori. Jedan od najznacajnijih dogadaja je bilo uvodenje masenog detektora u IC-
sustav ¢ime je nastala spregnuta analiticka tehnika IC-MS. To je moc¢na analiticka tehnika koja
omogucuje detaljnu kvantifikaciju i identifikaciju iona u razli¢itim uzorcima, a danas se koristi
u mnogim podruc¢jima zbog svoje osjetljivosti, specificnosti i mogucnosti analize kompleksnih
matriksa. Godine 2003. uvedeni su visokotla¢ni IC-sustavi koji koriste visokotlacne pumpe za
brze i ucinkovitije razdvajanje ionskih vrsta. Opticki i fluorescentni detektori razvili su se

2010.-1h godina [16].

Trenutni napori u smislu nadogradnje IC-sustava usmjereni su na podrucje
nanotehnologije kako bi se razvili jo§ efikasniji i1 precizniji uredaji. Takoder, Zelja je 1 razvoj
multidimenzionalnih kromatografskih metoda u kojima bi se ionska kromatografija
kombinirala s drugim analitickim tehnikama poput plinske kromatografije (engl. Gas
Chromatography, GC) ili teku¢inske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC) za poboljSano razdvajanje sloZzenih uzoraka. U
svrhu medicinskih i1 biokemijskih istraZivanja razmatra se i razvoj IC-sustava koji bi bili jo§

specijaliziraniji za identifikaciju 1 kvantifikaciju Sirokog spektra bioloskih molekula.

2.2.2. Ionski kromatograf

Ionski kromatograf je uredaj specijaliziran za provodenje ionske kromatografije. U
Nastavnom zavodu za javno zdravstvo OsjeCko-baranjske Zupanije upotrebljava se sustav za

ionsku kromatografiju Dionex ICS-6000 koji je prikazan na Slici 1.
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Slika 1. Uredaj za ionsku kromatografiju Dionex ICS-6000. Broj 1 — dualna pumpa, broj 2 —

eluens generator, broj 3 — termostatirana komora, broj 4 — autosampler [17].

Ovaj uredaj sastoji se od Cetiri glavna dijela. Brojem 1 oznac¢ena je dualna pumpa (engl.
Dual Pump, DP) koja se sastoji od dvije pumpe za mobilnu fazu (jedna za kationski, a druga za
anionski sustav). Dualna pumpa je klju¢na komponenta IC-sustava koja omogucuje preciznu
kontrolu brzine protoka mobilne faze (eluens) kroz kromatografski sustav. Tijekom izokratskog
eluiranja sastav mobilne faze ostaje konstantan, a dualne pumpe osiguravaju protok dviju
razlicitih otopina koje se mijeSaju prije ulaska u samu kolonu ¢ime je moguce odrzavati
konstantne pH vrijednosti. Ukoliko se primjenjuje gradijentno eluiranje tada se sastav mobilne
faze tijekom vremena analize mijenja. Ovime se postiZe postepena promjena sastava mobilne
faze Sto ¢e omoguciti razdvajanje ionskih vrsta u slozenim matriksima sa sli¢énim retencijskim
vremenima. Dualne pumpe poboljSavaju razdvajanje analita, smanjuju vrijeme analize te

povecavaju reproducibilnost rezultata [18].
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Brojem 2 oznacen je eluens generator (EG) koji sluzi za automatsku pripremu zadanih
koncentracija mobilne faze. U instrumentu su prisutna dva generatora od kojih jedan proizvodi
mobilnu fazu za odredivanje aniona (kalijeva luzina, KOH), a drugi za odredivanje kationa
(metensulfonska kiselina, MSK). Eluens generator sastoji se od naponske jedinice, uredaja za
otplinjavanje, spremnika s koncentratom eluensa i kolone koja ¢e otkloniti prisutne necistoce u
eluensu. Naponska jedinica sluzi za napajanje generatora strujom pri ¢emu se odrzava stabilni
napon koji je potreban za pravilan rad generatora. Uredaj za otplinjavanje uklanja otopljene
plinove iz tekucine (poput kisika ili dusika) ¢ime se smanjuje moguénost pojave mjehurica koji
mogu negativno utjecati na stabilnost protoka, a samim time i na analitiCke rezultate. Eluens
generator olakSava i poboljsava postupak pripreme eluensa ¢ime se eliminira potreba za ru¢nim
mijeSanjem, a samim time se minimizira rizik od kontaminacije ili pogreSaka analiticara. Kako
bi se pripremila Zeljena koncentracija mobilne faze eluens generator mijesa ultracistu vodu 1
koncentrirane otopine (koje se nalaze u spremniku s koncentratom eluensa) u potrebnim
omjerima. Analiti¢ar unosi zeljene parametre u program sustava, a eluens generator potom
proizvodi mobilnu fazu prema zadanim parametrima. U programu je moguce brzo i jednostavno
prilagodavati sastav eluensa §to znatno ubrzava optimizaciju i prilagodbu razli¢itih metoda
specifi¢nim potrebama analize. KoriStenjem eluens generatora omogucena je precizna kontrola
koncentracije i sastava same mobilne faze $to je neophodno za postizanje dosljednih analitickih

rezultata [18].

Brojem 3 oznacena je termostatirana komora unutar koje se nalazi injektorski ventil,
predkolona, kolona, elektroanaliti¢ki supresor 1 detektor vodljivosti. Termostatirana komora
predstavlja kontroliranu okolinu unutar koje se odrZava konstantna temperatura. Time se
osigurava stabilnost 1 ponovljivost analiza jer promjena temperature moze znatno utjecati na
retencijska vremena, razdvajanje ionskih vrsta te u€inkovitost cjelokupnog procesa. Takoder,
neke stacionarne faze mogu biti osjetljive na promjene temperature $to dovodi do promjena u
selektivnost 1 u€inkovitosti samog razdvajanja. Temperaturu komore moguce je automatski
podesiti putem softvera u rasponu od 18 do 40 °C. Injektorski ventil sluzi kako bi se uzorak

uveo u protok mobilne faze koja ga potom nosi kroz kolonu za razdvajanje [18].

Prije nego §to uzorak dode do kolone mora pro¢i kroz predkolonu. Predkolone su male
kromatografske kolone koje se postavljaju ispred glavnih analiti¢kih kolona. Primarna funkcija
predkolona je zaStita glavne kolone od mogucih oneciS¢enja koje bi mogle ostetiti ili zacepiti
glavnu kolonu. KoriStenjem predkolona znacajno se produzuje vijek trajanja glavne kolone, a

samim time se osiguravaju i pouzdani rezultati analize. Analiticke kolone su klju¢ne
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komponente koje omogucavaju razdvajanje ionskih vrsta u uzorku na temelju njihove razlicite
interakcije sa stacionarnom fazom. Ove kolone se Cesto nazivaju srcem kromatografskog
sustava jer o njima ovisi selektivnost, retencijsko vrijeme i razlu¢ivost analita. Kao stacionarna
faza se obi¢no koriste ionski izmjenjivaci. Anionski izmjenjivaci privlace 1 zadrzavaju anione,
dok kationski izmjenjivaci privlace i zadrzavaju katione. Stacionarna faza moze biti izgradena
od polimera, smola ili silicija. Najces¢e se primjenjuju polimerni materijali koji imaju visoku
stabilnost te mogu izdrzati promjene u Sirokom rasponu pH vrijednosti. Veli¢ina i poroznost
Cestica stacionarne faze te duljina i promjer same kolone utjecu na brzinu prolaska analita. Na
stacionarnoj fazi su prisutne aktivne skupine (kationske ili anionske) koje se izmjenjuju s
ionima iz uzorka. Ionske vrste iz uzorka natjecu se za interakciju s aktivnim skupinama, a jakost
interakcije ovisi o naboju i veliini samog iona. Manji ioni s ve¢im nabojem obicno se jace vezu
za stacionarnu fazu te duze vremena ostaju u koloni. Ravnoteza izmedu adsorpcije iona za
stacionarnu fazu i njegovog eluiranja s mobilnom fazom odreduje specificno retencijsko
vrijeme za svaki ion. Ioni se naizmjeni¢no vezu za stacionarnu fazu i eluiraju mobilnom fazom

Sto rezultira njihovim pomicanjem kroz kolonu [18].

Uloga elektroanalitickog supresora je smanjenje provodljivosti mobilne faze nakon §to
je uzorak prosao kroz kolonu. Smanjenje provodljivosti eluensa postize se zamjenom visoko
provodljivih iona (npr. OH ili H") s molekulama nize provodljivosti (npr. voda ili druge
neutralne molekule) Sto ¢e rezultirati ve¢im omjerom signala i Suma za analiti¢ke ione.
Primarna uloga supresora je poboljSanje osjetljivosti 1 selektivnosti detekcije. Detektor
vodljivosti je naj¢esce koristen detektor u ionskoj kromatografiji. Glavna funkcija detektora je
mjerenje elektricne vodljivosti ionskih vrsta koje izlaze iz kolone ¢ime se omogucuje
kvantifikacija i identifikacija prisutnih iona. Detektor se sastoji do dviju ili viSe elektroda koje
su uronjene u protok mobilne faze koja izlazi iz kolone. Kada ioni produ izmedu elektroda
stvara se elektricna struja koja tece kroz otopinu izmedu elektroda. Promjena vodljivosti
pretvara se u elektricni signal koji odgovara koncentraciji prisutnih iona u otopini. Signal se
softverski obraduje, a konacni rezultat se prikazuje kao pik na kromatogramu. Visina pika

odgovara prisutnoj koncentraciji, a polozaj odgovara retencijskom vremenu ionske vrste [18].

Brojem 4 oznacen je autosampler koji automatski uvodi uzorke u analiticki sustav. On
omogucuje simultano injektiranje uzoraka u svrhu simultanih analiza $to ukljucuje tocno
doziranje koli¢ine uzorka koji se uvodi ¢ime se povecava preciznost same analize. Autosampleri
su automatizirani sustavi koji smanjuju mogucnost ljudske pogreske koja potencijalno moze

nastati pri ru¢nom ubrizgavanju uzorka. Autosampler, takoder, omogucuje neprekidan rad

13



analiti¢kog sustava $to je posebno vazno tijekom no¢nih sati ili za vrijeme vikenda ¢ime se
znacajno povecava broj uzoraka koji se mogu analizirati. Ploca za uzorke moze biti rasporedena
u krugu (rotacijski autosampler) ili u liniji (linerani autosampler), a sluzi za pozicioniranje vijala
ili epruveta unutar kojih se nalaze uzorci. Uzorci se ubrizgavaju putem Sprice u injektorski
ventil koji ¢e prenijeti uzorak u tok mobilne faze koja ¢e ga potom nositi do kolone. Sustavi za
automatsko ispiranje ispiru unutarnje dijelove autosamplera izmedu ubrizgavanja razlicitih

uzoraka kako bi se izbjegla kontaminacija [18].

2.3. Validacija i verifikacija

Validacija, u kontekstu analiti¢kih metoda 1 laboratorijskog rada, predstavlja postupak
kojim se potvrduje ispravnost analiticke metode. Definirana je medunarodnom normom
ISO/IEC 17025 kako bi se dokazalo da ispunjava predvidene svrhe i zahtjeve. Validacijom se
osiguravaju to¢nost, preciznost i pouzdanost rezultata analiticke analize. Osim same analiticke
metode potrebno je validirati i uzorak, instrument, dobivene podatke i niz drugih aspekata kako
bi se osigurala cjelokupna to€nost postupka. Nije definirano koliko validacija mora biti
opsezna, a sam opseg odreduju laboratorij ili korisnik. Opseg validacije uglavnom ovisi o
tehniCkim moguénostima laboratorija, troSkovima, starosti opreme te ucestalosti upotrebe
metode. Validaciju je moguée provoditi na nekoliko nacina, a neki od njih su:
medulaboratorijskim ispitivanjima, usporedbom sa certificiranim referentnim materijalom,
usporedujuci rezultate s validiranom metodom, usporedbom sa standardnim otopinama te
unutarlaboratorijskim ispitivanjima. Metoda koja nije validirana ne pruza nikakvu sigurnost da
se njome unutar nekog podrucja mogu dobiti valjani podaci [19]. Parametre koje je potrebno

provoditi u svrhu validacije za kvantitativne 1 kvalitativne metode navedeni su u Tablici 2.
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Tablica 2. Parametri validacije za kvalitativne i kvantitativne analiticke metode [19].

KVALITATIVNE KVANTITATIVNE
METODE METODE

Preciznost +
Selektivnost + +
Granica detekcije + +
Granica kvantifikacije +
Linearnost +
Raspon +
Nesigurnost mjerenja + +
Robusnost + +
Potvrda identiteta + +
Tocnost +
Iskoristenje +
Osjetljivost + +

Verifikacija je proces koji se provodi za metode koje su validirane. Verifikacijom se
potvrduje da neki odredeni sustav, metodologija, instrument ili metoda ispunjava specifi¢ne
zahtjeve, standarde ili specifikacije. Validacija je usmjerena na potvrdu toga ispunjava li neka
metoda svoje predvidene svrhe i zahtjeve dok verifikacija podrazumijeva provjeru ispravnosti
1 uskladenost metode s prethodno definiranim specifikacijama. Verifikacija podrazumijeva
provodenje niza testova (performansi, sigurnosti, funkcionalnosti i drugih bitnih kriterija) kako
bi se potvrdilo da su svi aspekti metode ili sustava u skladu s o¢ekivanjima. Metoda se verificira
kako bi se osiguralo da su svi koraci, od pripreme pa sve do analize, u skladu s definiranim
standardima i protokolima. Verifikaciju metode potrebno je provesti ukoliko se neka metoda
tek uvela u laboratorij, ukoliko se prvi puta primjenjuje za analizu nekog specifi¢nog analita,
ukoliko je doSlo do izmjena u validiranoj metodi ili ukoliko su se u laboratoriju promijenili

uvjeti koji utjeu na provedbu same metode [19].

Proces validacije 1 verifikacije ukljucuje iste korake. Najprije je potrebno jasno

definirati zahtjeve i specifikacije koje metoda treba ispuniti. Potom je nuzno napraviti plan
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kojim ¢e se testiranje provesti. Kada je plan napravljen slijedi izvodenje testova koji
podrazumijeva obavljanje svih nuznih mjerenja. Nakon testiranja analiziraju se svi prikupljeni
podaci kako bi se ustanovilo ispunjavaju li svi aspekti trazene zahtjeve. Nakon toga slijedi
dokumentiranje u kojem ¢e biti iskazane sve provjere i1 rezultati testiranja kako bi se osigurala
transparentnost te kako bi se skupili dokazi za buduce revizije. Zadnji korak je izvjeStavanje u
kojemu se sastavlja izvjestaj koji ukljucuje sve bitne informacije i rezultate testiranja te konacni

zakljucak o tome ispunjava li neka metoda trazene zahtjeve [19].

2.3.1. Linearnost

U kontekstu kromatografije i drugih analitickih metoda linearnost se odnosi na
moguénost metode da pruzi rezultate koji su proporcionalni koncentraciji analita u uzorku.
Linearnost pokazuje da postoji direktna linearna poveznica izmedu koncentracije analita i
dobivenog signala u odredenom koncentracijskom rasponu. Linearnost je mogucée prikazati
graficki kao krivulju koja moze biti linearna (kada su rezultati unutar linearnog raspona) ili
nelinearna (kada su rezultati van linearnog raspona). Na x-os se ucrtava koncentracija, a na y-
os se ucrtava analiti¢ki signal. Podru¢je linearnosti predstavlja podruc¢je unutar kojeg nastaje
linearni odziv, a kreée se od granice kvantifikacije (engl. Limit Of Quantification, LOQ) pa sve

do krajnje tocke u kojem viSe ne postoji linearna poveznica izmedu koncentracije i odziva.

Kako bi se ispitala linearnost potrebno je napraviti kalibraciju. Kalibracija
podrazumijeva postupak u kojemu se pripremaju serije standardnih otopina to¢no poznate
koncentracije. Ove otopine potrebno je pripremiti pazljivo kako bi se osigurala to¢nost 1
preciznost koncentracija. Kalibraciju bi trebalo provoditi na najmanje pet toCaka. Svaka
pripremljena otopina se analizira pomocu instrumenta, a svi dobiveni podaci ucrtavaju se na
graf. Linearnost se moze procijeniti preko koeficijenta determinacije (R?). Rezultati
koeficijenta determinacije kre¢u se od 0 do 1. Sto je R? blize nuli to pokazuje da je veza izmedu
odziva i koncentracije prili¢no slaba ili u potpunosti odsutna. Ako je R? blizu jedinici to ukazuje

na visoku linearnu povezanost [19].

2.3.2. Osjetljivost

Osjetljivost je mjera sposobnosti instrumenta da prepozna i kvantificira male promjene

u koncentraciji analita, odnosno da pravi velike razlike u veliini samog signala za male

16



promjene koncentracije. Veca osjetljivost znaci da je moguce detektirati nize koncentracije
ionske vrste s ve¢om tocnosc¢u. Cesto se izrazava kao omjer promjene u mjernom signala (A
Signal) u odnosu na promjene u koncentraciji analita (A Koncentracija) $to se matematicki

prikazuje jednadzbom 1:

_— A Signal
Osjetljivost = £78

(1

A Koncentracija

Na osjetljivost mogu utjecati razliciti faktori kao Sto su vrsta detektora, nacin pripreme
uzoraka, koli¢ina uzoraka koji se analizira te omjer signala i Suma. Vrlo je bitno da metoda ima
Sto bolju osjetljivost ukoliko se koristi za detekciju elemenata u tragovima, ukoliko je potrebno
detektirati vrlo niske koncentracije razli¢itih zagadivaca te u medicinskim analizama za

otkrivanje niskih razina biomarkera [19].

2.3.3. Granica detekcije

Granica detekcije (engl. Limit of Detection, LOD) je najniZa koncentracija analita koja
moze biti pouzdano detektirana, ali ne nuzno 1 kvantificirana. LOD predstavlja krajnju to¢ku
ispod koje instrument ne moze pouzdano razlikovati analit od Suma ili pozadinskog signala.

Granicu detekcije moguce je matematicki izracunati pomocu razlicitih statisti¢kih modela.

Granica detekcije ovisi o vrsti metode, osjetljivosti instrumenta, preciznosti analiti¢ara
pri pripremi uzoraka te o prisutnosti interferenata. Obi¢no metode koje imaju vecu osjetljivost

1 niski Sum imaju i nizi LOD [19].

2.3.4. Granica kvantifikacije

Granica kvantifikacije predstavlja najnizu koncentraciju analita koju je moguce
kvantificirati s prihvatljivom razinom sigurnosti. Granica kvantifikacije klju¢na je za
kvantitativne analize jer se pomocu nje osigurava da su rezultati iznad ovog praga dovoljno
pouzdani te da se na temelju njih mogu donositi zakljucci o koncentracijama prisutnih ionskih
vrsta. U mnogim industrijama LOQ je propisana od strane razli¢itih regulatornih tijela kako bi
se osigurale tocnost 1 preciznost analitickih metoda i rezultata. Mnogi laboratoriji razvijaju
vlastite standardne operativne procedure (SOP) unutar kojih su propisane smjernice za

odredivanje LOQ ovisno o specifi¢nosti metode ili aplikacije [19].
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2.3.5. To¢nost

To¢nost se odnosi na bliskost izmedu izmjerenih vrijednosti i stvarne (poznate)
koncentracije analita, odnosno opisuje koliko je izmjereni rezultat blizu stvarnoj koncentraciji
analita u uzorku. U nekim kontekstima se upotrebljava i naziv istinitost. Matematicki je tocnost
(T) moguce iskazati kao omjer izmjerene koncentracije standarda (y.) 1 stvarne koncentracije

standarda () kao $to je prikazano jednadzbom 2:

T =Y. 100 [%)] 2)

Yr

Tocnost se iskazuje u obliku postotka. Sto je dobiveni rezultat bliZi vrijednosti od 100
% to je metoda toénija. Sto rezultat vise odstupa od vrijednosti 100 % to je znak da metoda nije
to¢na te da je potrebno napraviti korekcije. Ve¢i broj sustavnih pogresaka rezultira manjom

to¢noscu metode [19].

2.3.6. Preciznost

Preciznost se u analitickom smislu odnosi na dosljednost i ponovljivost rezultata
mjerenja. Preko preciznosti je moguce odrediti slicnost analiziranih uzoraka kada se vrSe
viSestruka mjerenja pod istim uvjetima za isti uzorak. Preciznost se obi¢no izrazava u obliku
standardne 1ili relativne standardne devijacije provedenih mjerenja. Standardnom devijacijom
mijeri se udaljenost dobivenih rezultata od njihove prosjeéne vrijednosti. Sto je standardna

devijacija (SD) manja to je metoda preciznija. Matematicki se to moZze iskazati kao jednadzba

3:
_ [Zxi=%)?
sp = [Reis )

U jednadzbi x; oznaCava izmjerenu vrijednost, X srednju vrijednost rezultata, a N
oznacava broj provedenih mjerenja. Kako bi se usporedila preciznost izmedu razli¢itih skupina
podataka koristi se koeficijent varijacije (CV). CV je izraZen u postotcima, a predstavlja omjer

standardne devijacije i srednje vrijednosti mjerenja. Matematicki se iskazuje jednadzbom 4:

cv=2".100 4)

X

Sto je preciznost visa to znaci da ¢e rezultati ponovljenih mjerenja biti sliéniji jedni

drugima. Moguce je ispitivati unutardnevnu preciznost gdje se usporeduju rezultati istog uzorka
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koji je analiziran viSe puta tijekom istoga dana ili medudnevnu preciznost u kojoj se isti uzorak

analizira vise puta kroz nekoliko dana [19].

2.3.7. Robusnost

Robusnost metode opisuje koliko je metoda stabilna i otporna na male, ali namjerne
promjene koje se dogadaju u uvjetima rada. Sto je metoda robusnija to znadi da ona ima bolju
sposobnost odrzavanja tocnosti i preciznosti rezultata bez obzira na promjene u uvjetima
analize. Kako bi se testirala robusnost potrebno je provesti nekoliko eksperimenata pri
razli¢itim uvjetima i analizirati kako navedene promjene utjecu na rezultate. Kako bi se ispitala

robusnost najcesce se vrse varijacije u podrucju pH, temperaturi ili koncentraciji reagensa [19].

2.3.8. Selektivnost

Selektivnost analiticke metode odnosi se na sposobnost metode da razlikuje 1 mjeri
ciljani analit u sloZenim uzorcima unutar kojih su prisutni razli¢iti interferenti. Selektivnost
opisuje koliko dobro metoda moze prepoznati i kvantificirati specificni analit bez obzira na
prisutnost drugih vrsta u uzorku. Sto je selektivnost metode veéa to je manja vjerojatnost od
pojave lazno pozitivnih ili lazno negativnih rezultata koji nastaju kao uzrok postojanja
interferenata. Kako bi se ispitala selektivnost vrS$i se ispitivanje analita u prisutnosti
interferenata. Selektivnost je moguce testirati analizom matriksa ili koriStenjem kontrolnih

uzoraka [19].

2.4. Mjerna nesigurnost

Mjerna nesigurnost je svojstvo mjernog rezultata, a predstavlja procjenu potencijalnih
pogresaka i varijacija koje mogu utjecati na to¢nost i preciznost mjerenja. Ujedno predstavlja i
raspon unutar koje se nalazi stvarna vrijednost koncentracije analita. Na mjernu nesigurnost
najvise utjeCu sustavne 1 slucajne pogreske. Sustavne pogreske su pogreske koje se konstantno
provlace kroz ¢itav postupak, a mogu nastati zbog loSe kalibracije, neprikladne metode ili zbog
netocnih vrijednosti referentnih materijala. Sustavne pogreske je moguce detektirati i otkloniti
nakon €ega je potrebno ponoviti cijeli postupak mjerenja. Sluc¢ajne pogreske su nepredvidiv tip
pogresaka koje prolaze iz slucajnih varijacija tijekom mjerenja. Uzrok slucajnih pogreSaka

mogu biti promjene u laboratorijskoj okolini ili mogu nastati zbog greske analiti¢ara [20].
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Kako bi se procijenila ukupna mjerna nesigurnost potrebno je prikupiti podatke iz
razli¢itih izvora nesigurnosti. Konacni rezultat izrazava se kao vrijednost zajedno s

pripadajuc¢im intervalom nesigurnost, a moze biti izrazena i1 kao postotak [20].

2.4.1. Sastavljena mjerna nesigurnost

Sastavljena mjerna nesigurnost (u.) odnosi se na cjelokupnu nesigurnost koja nastaje
kombiniranjem svih pojedinacnih izvora nesigurnosti u nekoj metodi ili mjerenju. Ovime se
ukljucuju svi relevantni faktori koji mogu utjecati na rezultat, a neki od njih su pogreske
instrumenta, ljudski utjecaj, promjene u uvjetima okoline, pogreske pri pripremi standardnih

uzoraka 1 sli€no. Sastavljena mjerna nesigurnost racuna se preko jednadzbe 5:

U = JuZ +u + -+ ud (3)

Svaki u; predstavlja nesigurnost iz posebnog izvora [19].

2.4.2. ProSirena mjerna nesigurnost

ProSirena mjerna nesigurnost (U) kombinira sastavljenu mjernu nesigurnost i faktor
povjerenja (k) kako bi se obuhvatio Sirok raspon mogucih izvora nesigurnosti. ProSirena mjerna
nesigurnost u obzir uzima sve izvore nesigurnosti i pruza vecu sigurnost da se stvarna vrijednost
rezultata nalazi unutar tog intervala. Faktor povjerenja je broj veci od 1, a bira se na temelju
zahtijevane razine pouzdanosti. Naj¢esce se koristi faktor povjerenja 2 koji odgovara zahtjevu
od 95 % povjerenja ili faktor 3 koji odgovara zahtjevu za 99 % povjerenja. Ovaj faktor moguce
je odrediti pomocu statistickih tablica. ProSirena mjerna nesigurnost racuna se kao umnozak
sastavljene mjerne nesigurnosti 1 faktora povjerenja. Rezultat se iskazuje kao mjerena

vrijednost uz prosireni interval sigurnosti [20].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Ultracista voda (SEP 034, stupanj Cistoce 1)

Kontrolni standard — smjesa aniona (CPA-A-1004136) (CpaChem)

Standardi za anione (1000 mg/L) (CpaChem)

Kalijev hidroksid (KOH) automatski pripremljen iz eluens generatora (CpaChem)

Realni uzorci vode

3.2. Pribor i instrumentacija

Odmjerne tikvice (Slika 2.)
Vijale za uzorke (10 mL, Thermo Scientific) (Slika 3.)
Laboratorijske ¢ase
Kapaljka
Ionski kromatograf DIONEX ICS 6000 (Slika 4.)
» Kolone: Dionex IonPac AS 19-4 um, Dionex IonPac CS 16-4 um
» Pretkolone: Dionex IonPac AG 16-4 um
= Supresori: Dionex SDRS 600 2mm, Dionex CDRS 600 2mm
* Eluens generatori: Dionex EGC 500 KOH, Dionex EGC 500 MSA
* Program: Chromeleon
Laboratorijska vaga (Mettler Toledo)
Automatske pipete Eppendorf i odgovarajuci nastavci
* Automatska pipeta volumena 10-100 uLL
= Automatska pipeta volumena 100-1000 pL
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Slika 2. Odmjerne tikvice u kojima su se pripremale otopine za kalibraciju 1 spike

Slika 3. Vijale s pripremljenim uzorcima
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Slika 4. Tonski kromatograf DIONEX ICS 6000

3.3. Uvjeti ionske kromatografije

e Protok: 0,25 mL/min

e Temperatura kolone: 40 °C

e Vrijeme trajanja analize: 32 min

e Duljina petlje: 10 pL

e Injektirani volumen: 1 mL

e Mobilna faza: kalijev hidroksid (KOH)

» Gradijentno eluiranje (Tablica 3.)
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Tablica 3. Promjena koncentracije mobilne faze tijekom analize

Vrijeme analize (min) Koncentracija mobilne faze (mM)
1-10 10
10-25 45
25-28 45
28-32 10
3.4. Kalibracija

Kalibracija je provedena u pet to¢aka za svaku anionsku vrstu koja se analizira u

laboratoriju. Pripremljene koncentracije svake pojedine vrste (A1-AS5) prikazane su u Tablici 4.

Tablica 4. Pripremljene koncentracija za izradu kalibracijskog pravca

Al AZ A3 Ad AS
Ki tracija kalibracijsk
Volumentikvice (ml) 10 e S T 0.4 0.8 16 2
standarda [mg/L)
i(un:antr?u:f}a 20 PGE_ Volumen dodanog standarda 0.05 0.2 0.4 0.8 1
standarda [mg/L) {mL})
MIX1
Volumen ch:t.ann-g standarda 50 200 400 a00 1000
(pL)
Br~
Ki tracija kalibracijsk
Volumen tikvice (ml) 10 | | PemceebRALmMASCINRE | Wik 0.2 0,5 0,75 1
Cloz standarda [mg/L)
Koncentracija Volumen dodanog standarda
10 = 0,05 02 05 075 1
standarda (mg/L) Clo; {rmL)
MIx2 Vol dod tandard
— e SRR 50 200 500 750 1000
z [pL)
K tracija kalibracijs ko
Volumen tikvice (mL] 10 T N 10 a5 50 75 100
standarda [ mg/L)
Kuncentritctja 1000 a- Volumen dEH:IIBI'I og standarda 01 0.25 05 075 1
standarda [mgfl) [mL})
Vulum&nd:ud.anu-gstandarda 100 250 500 750 1000
(pL)
Ki tracija kalibracijsk
Volumen tikvice (mL) 10 S . | o 25 50 75 100
standarda [mg/L)
I(um:Bntr?c:ija 1000 50" Volumen dodanog standarda 0.1 0.25 0.5 0.75 1
standarda [ma/L) {mL)
Vol dod tandard
ks i 250 500 750 1000
LpL)
¥ Koncentracija kalibracijskog
Vol tikvice {mL 10 1 5 10 50 100
olumen tikvice {mL) standinds il
Koncentracija o Volumen dodanog standarda
1000 NO 0,01 0,05 0,1 0.5 1
standarda (mg/L) 3 {mL)
‘u’ulumnduﬁzﬁgsmnd&rda 10 50 100 500 1000
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Kalibracijska krivulja se izraduje prema podacima dobivenim injektiranjem otopina
standarda u pet (ili vise) razli¢itih koncentracijskih razina unutar radnog podrucja. Prihvatljivi
koeficijent korelacije je > 0,995. Kalibraciju je potrebno napraviti jednom, a svaki iduci put se
vrijednosti provjeravaju check standardima. Ukoliko odstupanje rezultata ne prelazi 10 % tada

se analiza moze provesti, a ako prelazi tada je potrebno ponovno napraviti kalibraciju.

3.5. Priprema uzoraka

3.5.1. MIX

Standardi za sve anione imaju koncentraciju 1000 mg/L stoga nije moguce dostupnim
automatskim pipetama pripremiti najnize kalibracijske koncentracije za pojedine anionske
vrste. Kako bi se pripremile trazene koncentracije potrebno ih je razrijediti tako $to se izraduje
smjesa (MIX) odabranih grupa aniona. Fosfati (PO4>) i fluoridi (F) zajedno ¢ine MIX 1 koji
se priprema na nacin da se otpipetira 200 pL standarda u odmjernu tikvicu od 10 mL kako bi se
dobila kona¢na koncentracija standarda od 20 mg/L. Sadrzaj tikvice se do oznake dopuni
ultrac¢istom vodom, a potom se iz pripremljenog MIX-a dalje pripremaju kalibracijske otopine.
Bromidi (Br), nitriti (NO2"), kloriti (C102) i klorati (C103") ¢ine MIX 2. MIX 2 se priprema na
isti nacin kao 1 MIX 1 samo $to se otpipetira 100 uL standarda u odmjernu tikvicu od 10 mL
kako bi se dobila kona¢na koncentracija od 10 mg/L. SadrZaj tikvice se dopuni ultracistom

vodom do oznake.

Najnize koncentracije klorida (CI°), sulfata (SO4%) i nitrata (NO3") mogu se pripremiti

direktno iz standarda stoga za njih nije bilo potrebno pripremati MIX.

3.5.2. Kalibracijski standardi

Otopine za kalibraciju pripremaju se iz pripremljenog MIX-a ili direktno iz
certificiranog referentnog materijala. Za svaku anionsku vrstu pripremljeno je pet standardnih
otopina, a svaka od njih u tri replike. Najprije je priredeno pet odmjernih tikvica od kojih je
svaka predstavljala jednu koncentracijsku razinu (A1-AS5). U svaku tikvicu su se otpipetirali
odgovaraju¢i zadani volumeni svake anionske vrste (prema Tablici 4.), a potom je sadrzaj
tikvice do oznake dopunjen ultracistom vodom. Pripremljeni kalibracijski standardi se potom

prenose u vijale koje se postavljaju u instrument.
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3.5.3. Realni uzorci

Uzoreci se filtriraju kroz mikro filtere (0,45 um) u polietilenske vijale koje se postavljaju
u autosampler ionskog kromatografa. Prije analize realnog uzorka potrebno je kroz instrument
propustiti uzorak ultraciste vode, uzorak check standarda za anione i uzorak check standarda za

katione.

3.5.4. Spike za LOQ i MDK

Spike oznaCava uzorak u kojeg je dodana poznata koncentracija analita u matricu uzorka
(u ovom slucaju vode). Kako bi se provjerilo ocitava li instrument pravilno niske i visoke
koncentracije iona potrebno je pripremiti spike za LOQ i spike za MDK. Oba spike-a se
pripremaju na nacin da se najprije odabire odgovarajuci realni uzorak. Za LOQ realni uzorak
bi trebao imati Sto nize koncentracije klorida, sulfata i nitrata, a idealno bi bilo da ostalih aniona
ima u vrlo niskoj koncentraciji ili da uopc¢e nisu prisutni. U Tablici 6. prikazane su pripremljene

vrijednosti za LOQ za klorite i klorate.

Tablica 5. Pripremljene vrijednosti - spike za LOQ

Kloriti 0,05 mg/L MIX 1 - priprema Spike za LOQ
Klorati 0,05 mg/L c(standard) = 1000 mg/L c(MIX 1)= 10 mg/L
c(MIX 1, tikvica) = 10 mg/L V(tikvica) =25 mL
Vitikvica) =10 mL c(tikvica)= 0,05 mg/L
V(standard)=0,1 mL=100pL V(MIX 1)=0,125 mL= 125 pL

Za MDK bi se trebao izabrati realni uzorak u kojemu prisutne koncentracije iona ne
prelaze maksimalne dopustene koncentracije. U Tablici 6. prikazane su pripremljene vrijednosti
za MDK. U uzorku 928 kloriti i klorati nisu bili prisutni pa je pripremljena koncentracija iona
od 250 pg/L. U uzorku 926 su ioni bili prisutni stoga je njemu dodana onolika koncentracija

iona koja je potrebna da bi kona¢na koncentracija iznosila 700 pg/L.
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Tablica 6. Pripremljene vrijednosti za MDK.

SPIKE - 928
Kloriti 250 g/l 1. MIX 2. Spike za MDK
Klorati c(standard)= 1000 mg/L c{MIX) =10 mg/L
V(tikvica)=10 mL V(tikvica)=10 mL
c(tikvica)= 10 mg/L c(tikvica)= 0,25 mg/L
V(standard)=0,1mL=100pL V(MIX)=0,25 mL=250 L
SPIKE - 926
Kloriti 0,443 mg/L 1. Razrjedenje 2. Spike za MDK
c(standard)= 1000 mg/L c(razrjedenje) =10 mg/L
U uzorku prisutno V(tikvica)=10 mL V(tikvica)=10 mL
P ) c(tikvica)= 10 mg/L ctikvica) = 0,443 mg/L
0,257 pg/L klorita
V(standard)=0,1 mL=100 pL V(razrjedenje) = 0,443 mL=443 pL
Klorati 0,628 mg/L 1. Razrjedenje 2. Spike za MDK
c(standard)= 1000 mg/L c{razrjedenje) =10 mg/L
V(tikvica)=10 mL V(tikvica)=10 mL
U uzorku prisutno cltikvica) = 10 mg/L cltikvica) = 0,628 mg/L
0,072 pg/L klorata
V(standard) = 0,1 mL=100 pL V(razrjedenje) = 0,628 mL =628 pL

3.6. Procjena mjerne nesigurnosti

Ukupno je odabrano osam izvora mjerne nesigurnosti koji su se statisticki obradili kako
bi se vidjelo koji od njih ima najveci utjecaj. Odabrani su slijede¢: istoca standarda, volumen
mikropipete (10-100 pL), volumen mikropipete (100-1000 uL), volumen odmjerne tikvice (10

mL), kalibracijski pravac, ponovljivost mjerenja, iskoriStenje te ponovljivost pripreme uzorka.

Kako bi se procijenila mjerna nesigurnost mikropipeta i tikvice bilo ih je potrebno
umjeriti. Umjereno posude dijeli se na dvije vrste, In-posude 1 Ex-posude. In-posude je posude
koje sadrzi navedeni volumen (odmjerne tikvice). Odmjerna tikvica se umjerava tako da se
najprije vaze prazna i u potpunosti suha tikvica, a potom se napuni ultrac¢istom vodom do
oznake nakon ¢ega se ponovno vaze. [z dobivenih vrijednosti se potom statisti¢ki racuna njezina
mjerna nesigurnost. Potrebno je ponoviti mjerenje najmanje 10 puta. Ex-posude je ono posude
koje ispusSta navedeni volumen (pipete). Pipete se umjeravaju na nacin da se odaberu tri
volumena koja ¢e se ispitati (najnizi volumen u radnom raspon pipete koji pipeta moze ispustiti,
srednji 1 najveci). Najprije se izvaZe prazna posudica, a potom se izvaze masa posudice nakon
Sto je u nju otpipetiran Zeljeni volumen ultraciste vode. 1z dobivenih se podataka potom

statisticki raCuna mjerna nesigurnost pipeta. Za svaki odabrani volumen vrsi se 10 mjerenja.
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3.7. Statisticka obrada podataka

Parametri validacije i mjerne nesigurnosti obradeni su metodom deskriptivne statistike,
a sve izracunate vrijednosti prikazane su tabli¢no. Za statisticku obradu podataka i prikaz
rezultata koristen je racunalni program Excel, Microsoft Office. Vrijednosti iz kalibracijskog

pravca u Excelu usporedene su s vrijednostima koje su dobivene u programu Chromeleon.
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5. REZULTATI I RASPRAVA

5.1. Linearnost

Linearnost se utvrduje izradom kalibracijskog pravca, a prikazuje proporcionalnu
ovisnost izmedu koncentracije i izmjerene povrsine (engl. Area) analita. Linearnost je ispitana
na nacin da se svaka pripremljena standardna otopina ispitivala tri puta Sto ukupno ¢ini 15
mjerenja za svaki analit. U Tablici 7. prikazani su dobiveni rezultati analize standardnih otopina

klorita, a u Tablici 8. dobiveni rezultati analize standardnih otopina klorata.

Tablica 7. Rezultati analize standardnih otopina klorita u koncentracijskom rasponu od 0,05

do 1 mg/L.
Konc. (mg/L) | Area (§S/min) Rt (min)
1 Al 0,05 0,0145 7,440
Al 0,05 0,0135 7,447
Al 0,05 0,0129 7,443
2 A2 0,20 0,0659 7,450
A2 0,20 0,0655 7,447
A2 0,20 0,0645 7,443
3 A3 0,50 0,1804 7,450
A3 0,50 0,1807 7,450
A3 0,50 0,1799 7,443
4 A4 0,75 0,2823 7,453
Al 0,75 0,2849 7,453
A4 0,75 0,2848 7,453
-2 A5 1,00 0,3778 7,457
A5 1,00 0,3802 7,447
AS 1,00 0,3805 7,453

Tablica 8. Rezultati analize standardnih otopina klorata u koncentracijskom rasponu od 0,05

do 1 mg/L.

Konc. {mg/L) Povriina (ps/min)| Rt (min)

1 Al 0,05 0,0111 13,463
Al 0,05 0,0104 13,477

Al 0,05 0,0113 13,467

2 A2 0,20 0,0611 13,473
A2 0,20 0,0611 13,470

A2 0,20 0,0611 13,460

3 A3 0,50 0,1644 13,467
A3 0,50 0,1644 13,467

A3 0,50 0,1644 13,463

4 A4 0,75 0,2568 13,467
Al 0,75 0,2573 13,463

A4 0,75 0,2569 13,463

5 A5 1,00 0,3464 13,457
A5 1,00 0,3466 13,450

A5 1,00 0,3466 13,460
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Kako bi se izracunali koeficijenti kalibracijskog pravca (a i b), koeficijent korelacije (r)
i koeficijent determinacije (+) bilo je potrebno provesti dodatne izra¢une koji su prikazani u

Tablici 9. (za klorite) 1 Tablici 10. (za klorate).

Tablica 9. Pomoc¢na tablica za izracun kalibracijskih parametara za klorite.

X Xiz i Yi2 XY; XX
1 0,05 0,0025 0,01363 1,859E-04 0,00068 -0,45
2 0,20 0,0400 0,06530 4,264E-03 0,01306 -0,30
3 0,50 0,2500 0,18033 3,252E-02 0,09017/ 0,00
4 0,75 0,5625 0,28400 8,066E-02 0,21300 0,25
5 1,00 1,0000 0,37950 1,440E-01 0,37950 0,50
suma 2,5 1,855 0,922766667 | 0,26164632 | 0,69640833 0
Sr.vr. 0,5 0,371 0,184553333 | 0,05232926 | 0,13928167 0
V¥ Vi V¥ (Vv) vy %%y (X)) (viry)
-0,17092 0,00973 |-0,17483| 0,03056 | 0,02921 | 0,203 0,0786728
-0,11925 0,06800 |-0,11655|0,01358 | 0,01422 | 0,090 0,0349660
-0,00422 0,18455 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00002 | 0,000 0,0000000
0,09945 0,28168 | 0,09712 | 0,00943 | 0,00989 | 0,063 0,0242804
0,19495 0,37880 | 0,19425 | 0,03773 | 0,03800 | 0,250 0,0971233
2,2204E-16 0,92275 |-1,7E-05|0,09131 | 0,09135 | 0,605 0,2350425
4,4409E-17 0,18455 | -3,3E06|0,01826 | 0,01827 | 0,121 0,0470085

Tablica 10. Pomo¢na tablica za izracun kalibracijskih parametara za klorate.

Xi X ¥i ¥ %Y XX
1 0,05 0,0025 0,01093 1,195E-04 0,00055 -0,45
2 0,20 0,0400 0,06110 3,733E-03 0,01222 -0,30
3 0,50 0,2500 0,16440 2,703E-02 0,08220 0,00
4 0,75 0,5625 0,25700 6,605E-02 0,19275 0,25
5 1,00 1,0000 0,34653 1,201E-01 0,34653 0,50
suma 2,5 1,855 0,839966667 0,217014459 0,63425 0
Sr.Vr. 0,5 0,371 0,167993333 0,043402892 0,12685 0
yi-¥ Vi vy (7:-¥)° vy’ (%) (- Y)
-0,15706 0,00861 -0,15939 | 0,02540 | 0,02467 0,203 0,0717234
-0,10689 0,06173 -0,10626 | 0,01129 | 0,01143 0,090 0,0318784
-0,00359 0,16798 -0,00001 | 0,00000 | 0,00001 0,000 0,0000000
0,08901 0,25652 0,08853 | 0,00784 | 0,00792 0,063 0,0221316
0,17854 0,34506 0,17707 | 0,03135 | 0,03188 0,250 0,0885332
0 0,83989945 | -6,7E-05 | 0,07588 | 0,07591 0,605 0,2142667
0 0,16797989 | -1,3E-05 | 0,01518 | 0,01518 0121 0,0428533

U tablici x; oznacava koncentraciju standardne otopine koja je pripremljena, a y; srednju
vrijednost tri replike koja oznacava povrSinu pika standardne otopine. Oznaka x predstavlja

srednju vrijednost koncentracija standardnih otopina dok y predstavlja srednju vrijednost
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povrsine pika. Oznaka ¥, predstavlja predvidenu vrijednost povrsine pika koja je predvidena na
osnovu kalibracijskih funkcija. Pomoc¢u navedenih jednadzbi odredeni su nagib pravca (a),

odsjecak na osi y (), koeficijent korelacije (r) te koeficijent determinacije (7°):

Jednadzba pravca:

y=ax+b (6)
Nagib pravca (a):
_ L (D 0i-5)
R N ™
Odsjecak na osi y (b):
b=y—ax ()
Koeficijent korelacije (r):
I 67216700 ) ©)

[E i S, 09y
Koeficijent determinacije (+°):

2 — Z?’=1(f\yl_y)2 (10)

r
Z?Ll(yi—)_/)z

Kalibracijske krivulje za klorite 1 klorate prikazani su na Slici 5. 1 Slici 6.
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Slika 6. Kalibracijska krivulja za klorate.
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1z podataka koji su navedeni u Tablici 9 i pomoc¢u jednadzbi (8)-(12) izraCunati su traZeni

koeficijenti za klorite:

Nagib pravca, a: 0,3885
Odsjecak, b: -0,0097
Koeficijent korelacije, R: 0,9998
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e Koeficijent determinacije, R*: 0,9995
e Jednadzba pravca: y = 0,3885x — 0,0097

I za klorate:

e Nagib pravca, a: 0,3542

e (Qdsjecak, b: -0,0091

e Koeficijent korelacije, R: 0,9999

e Koeficijent determinacije, R*: 0,9997

e Jednadzba pravca: y = 0,3542x — 0,0091

Iz dobivenih podataka vidljivo je da postoji linearni odnos izmedu povrSine pikova
izmjerenih koncentracija. U oba slucaja koeficijent korelacije zadovoljava kriterij

prihvatljivosti (R > 0,995).

5.2. Ponovljivost

5.2.1. Ponovljivost kontrolnog standarda

Ponovljivost je utvrdena mjerenjem kontrolnog standarda u kra¢em vremenskom
periodu (kroz jedan dan). Koncentracija obje anionske vrste u standardu iznosi 0,40 mg/L. Isti
uzorak standarda analiziran je deset puta na ionskom kromatografu. Rezultati su izraZeni preko
retencijskog vremena, povrsine 1 koncentracije. Za svaku komponentu izracunate su srednja
vrijednost, standardna devijacija (SD) i relativna standardna devijacija (RSD). Dobivene

vrijednosti prikazane su u Tablici 11. za klorite i u Tablici 12. za klorate.

33



Tablica 11. Ponovljivost mjerenja kontrolnog standarda za klorite.

Standard:

Koncentracija klorita: 0.4 mg/L
CPA-A-1004136

o N Br.oj . Rt {min) Povr§i.na Koncentracija
injektiranja (1S/min) (mg/L)

CPA-A-1004136 1 7,443 0,1555 0,4219
CPA-A-1004136 2 7,443 0,1511 0,4108
CPA-A-1004136 3 7,437 0,1549 0,4204
CPA-A-1004136 4 7,437 0,1552 0,4212
CPA-A-1004136 5 7,443 0,1527 0,4148
CPA-A-1004136 6 7,443 0,1519 0,4129
CPA-A-1004136 7 7,440 0,1572 0,4262
CPA-A-1004136 3 7,440 0,1517 0,4124
CPA-A-1004136 9 7,437 0,1562 0,4235
CPA-A-1004136 10 7,440 0,1511 0,4108
Srednja vrijednost 7,4403 0,1538 0,4175
sD 0,00262679| 0,002289226 0,005748323
RSD (%) 0,04% 1,49% 1,38%

Tablica 12.Ponovljivost mjerenja kontrolnog standarda za klorate.

Standard:

Koncentracija klorata: 0.4 mg/L
CPA-A-1004136

Usirak N Br_oi - Rt (min) Povréi_na Koncentracija
injektiranja {1S/min) (mg/L)

CPA-A-1004136 1 13,460 0,1330 0,3990
CPA-A-1004136 2 13,457 0,1324 0,3973
CPA-A-1004136 3 13,453 0,1360 0,4076
CPA-A-1004136 4 13,453 0,1359 0,4073
CPA-A-1004136 3 13,450 0,1362 0,4081
CPA-A-1004136 6 13,447 0,1359 0,4072
CPA-A-1004136 7 13,457 0,1359 0,4074
CPA-A-1004136 3 13,460 0,1362 0,4080
CPA-A-1004136 9 13,450 0,1358 0,4071
CPA-A-1004136 10 13,457 0,1360 0,4077
Srednja vrijednost 13,4544 0,1353 0,4057
SD 0,0044771| 0,001399246 0,003996679
RSD (%) 0,03% 1,03% 0,99%

Iz prikazanih tablica je vidljivo da sve izraCunate relativne standardne devijacije
zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti koji iznosi RSD < 10 %. Za klorite tako ponovljivost
retencijskog vremena iznosi 0,04 %, ponovljivost mjerenja povrsine 1,49 %, a ponovljivost
koncentracije 1,38%. Za klorate ponovljivost retencijskog vremena iznosi 0,03 %, povrSine

1,03 % 1 koncentracije 0,99 %.
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5.2.2. Ponovljivost kalibracijskih otopina

Budu¢i da je svaka pripravljena kalibracijska otopina analizira tri puta odredena je i
ponovljivost za njih. U Tablici 13. navedeni su rezultati ponovljivosti za pripremljene otopine

klorita, a u Tablici 14. za pripremljene otopine klorata.

Tablica 13. Ponovljivost za kalibracijske uzorke klorita.

ik Broj Rt (min) Powrsina | Koncentracije
injektiranja (uS/min) [mgfl)
1 7440 0,0145 00623
A1l 2 7447 0,0135 00,0587
3 7443 0,0129 0,0530
Srednjavrijednost 7443 0,0136 0,0600
sD 0,004 0,001 0,002
RSD (5] 0,05% 5,93% 3,61%
1 7450 0,0659 0,1945
A2 2 7447 0,0655 0,1934
) 7443 0,0645 0,1909
Srednjavrijednost 7447 0,0653 0,1929
sD 0,004 0,001 0,002
RSD (38) 0,05% 1,108% 0,96%
1 7450 0,1804 04892
A3 2 7,450 0,1807 0,4259%
3 7443 0,1795 04830
Srednja vrijednost 7448 0,1803 04890
5D 0,004 0,0004 0,001
RSD (36) 0,05% 0,22% 0,20%
1 7453 0,2823 0,7536
A4 2 7453 0.,2849 00,7580
3 7453 02848 07579
Srednjavrijednost 7453 0,2840 0,7565
sD 0,000 0,0015 0,003
RSD (98) 0,00% 0,52% 0,33%
1 7457 03778 09971
AS 2 7A47 0,3802 10035
) 7453 0,3805 1,0040
Srednjavrijednost 7452 0,3795 1,0015
sD 0,005 0,0015 0,004
RSD (38) 0,07% 0,395 0,38%

35



Tablica 14. Ponovljivost za kalibracijske uzorke klorata.

i Broj Rt {min) Povrging | Koncentracija
injektiranja (pS/min) {mgfl)
1 13,463 0,0111 0,0569
Al 2 13477 0,0104 0,0550
3 13467 0,0113 0,0576
Srednjavrijednost 13,469 0,0109 0,0565
5D 0,007 0,000 0,001
RSD (%) 0,05% 4,32% 2.38%
1 13473 0,0611 0,1983
AZ 2 13470 0,0611 0,1981
3 13460 0,0611 0,1982
Srednjavrijednost 13,468 0,0611 0,1982
5D 0,007 0,000 0,000
RSD (%) 0,05% 0,00% 0,05%
1 13467 0,1644 04399
A3 2 13,467 0,1644 04500
3 13463 0,1644 0.4858
Srednjavrijednost 13,466 0,1644 04899
5D 0,002 0,0000 0,000
RSO (%) 0,02% 0,00% 0,023
1 7453 0,2823 0,7540
Ad 2 7453 (,2849 0,7580
3 7453 02848 0,7580
Srednjavrijednost 7453 02840 0,7567
5D 0,000 0,0015 0,002
RSD (%) 0,008 0,52% 0,31%
1 13467 0,2568 0,7506
AS 2 13,463 0,2573 0,7522
2 13463 0,25659 0,7511
Srednjavrijednost 13,464 02570 0,7513
sD 0,002 0,0003 0,001
RSD (%) 0,023 0,10% 0,11%

1z prikazanih rezultata vidljivo je da je 1 u ovom slu€aju zadovoljen kriterij za relativnu

standardnu devijaciju (RSD < 10 %).

5.2.3. Ponovljivost spike-a

Kako bi se utvrdilo da instrument mozZe ocitati najnizu propisanu vrijednost za obje
anionske vrste pripremljen je spike za LOQ. Spike za LOQ mjeren je 10 puta iz ¢ega je potom
izraCunata ponovljivost. U Tablici 15. prikazani su rezultati dobiveni za klorite, a u Tablici 16.

rezultati dobiveni za klorate.

36



Tablica 15. Ponovljivost na spikeu za LOQ - kloriti

SPIKE NA 3021
Broj . Povrsina Koncentracija
tzarak injektiranja e min) {pS/min) (mg/L)
3021 LOQ 1 7,423 0,0098 0,050
3021 LOQ 2 7,427 0,0098 0,050
3021 LOQ 3 7,427 0,0084 0,047
3021 LOQ 4 7,423 0,0102 0,051
3021 LOQ 5 7,423 0,0087 0,047
3021 LOQ 6 7,420 0,0089 0,048
3021 LOQ 7 7,427 0,0093 0,049
3021 LOQ 8 7,423 0,0089 0,048
3021 LOQ 9 7,427 0,0099 0,051
3021 LOQ 10 7,427 0,0088 0,048
Srednja vrijednost 7,425 0,0093 0,049
SD 0,00258414| 0,000614727| 0,001599166
RSD (%) 0,03% 6,63% 3,28%

Tablica 156. Ponovljivost na spikeu za LOQ - klorati

SPIKE NA 3021
Uzorak . Br_oi . Rt (min) Povr§i.na Koncentracija
injektiranja (1S/min) (mg/L)
3021 LOQ 1 13,433 0,1336 0,403
3021 LOA 2 13,420 0,1330 0,401
3021 LOQ 3 13,433 0,1326 0,400
3021 LOQ 4 13,430 0,1318 0,398
3021 LOQ 5 13,440 0,1319 0,398
3021 LOQ b 13,437 0,1319 0,398
3021 LoOQ 7 13,430 0,1344 0,405
3021100 8 13,430 0,1344 0,405
3021 LoQ 9 13,440 0,1328 0,401
3021 LOQ 10 13,437 0,1325 0,400
Srednja vrijednost 13,424 0,1329 0,401
SD 0,00416333| 0,000970052 0,002732703
RSD (%) 0,03% 0,73% 0,68%

Pripremljen je i1 spike za MDK kako bi se utvrdilo da instrument moZe ocitati
maksimalne propisane koncentracije za traZene analite (0,25 mg/L 1 0,7 mg/L). Spike za MDK
je, takoder, analiziran 10 puta iz ¢ega je potom izraCunata ponovljivost za dobivene rezultate.

U Tablici 17. 1 Tablici 18. prikazane su dobivene vrijednosti.
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SPIKE NA 01 0928

Tablica 17. Ponovljivost na spike-u za MDK - kloriti

SPIKE NA 010926 -» koncentracija do 0,70 mg/L

s Broj Re (min) Povréina Koncentracija Tl Broj Re (min) Povréina Koncentracija
injektiranja (1S/min) (mg/L) injektiranja (115/min) (mg/1)
01 0929 LOQ 1 7,767 0,0892 0,2544 01 0926 MDK 1 7,780 0,2758 0,735
010929 LOQ 2 7,767 0,0883 0,2522 01 0926 MDK 2 7,777 0,2766 0,737
010929 LOQ 3 7,767 0,0895 0,2552 01 0926 MDK 3 7,780 0,2764 0,736
01 0929 LOQ 4 7,770 0,0854 0,2447 01 0926 MDK 4 7,767 0,2773 0,739
010929 LOQ 5 7,770 0,0896 0,2554 01 0926 MDK 5 7,777 0,2775 0,739
01 0929 LOQ 6 7,770 0,0876 0,2504 01 0926 MDK 6 7,773 0,2779 0,740
010929 LOQ 7 7,773 0,0882 0,2519 01 0926 MDK 7 7,773 0,2822 0,751
010929 LOQ 8 7,770 0,0879 0,2510 01 0926 MDK 8 7,773 0,2819 0,750
01 0929 LOQ 9 7,770 0,0876 0,2505 01 0926 MDK 9 7,773 0,2817 0,750
010929 LOQ 10 7,767 0,0865 0,2474 01 0926 MDK 10 7,773 0,2819 0,751
Srednja vrijednost 7,769 0,0880 0,251 Srednja vrijednost 7,775 0,2789 0,743
5D 0,002024846 0,001321447 0,003384753 5D 0,003949684| 0,002654054 0,006830983
RSD (%) 0,03% 1,50% 1,35% RSD (%) 0,05% 0,95% 0,92%
Tablica 18. Ponovljivost na spike-u za MDK — klorati
SPIKE NA 01 0928-> koncentracija do 0,25 mg/L SPIKE NA 01 0926 — koncentracija do 0,70 mg/L
Broj . Povriina Koncentracija Broj . Povriina Koncentracija
il injektiranja i {uS/min) (mg/L) Sl injektiranja sima) (1S/min) (mg/L)
01 0928 MDK 1 14,333 0,0716 0,243 01 0926 MDK 1 14,347 0,2252 0,691
01 0928 MDK 2 14,337 0,0715 0,243 01 0926 MDK 4 14,333 0,2255 0,691
01 0928 MDK 3 14,337 0,0714 0,242 01 0926 MDK 5 14,340 0,2255 0,691
01 0928 MDK 4 14,337 0,0714 0,243 01 0926 MDK 5] 14,340 0,2265 0,604
01 0928 MDK 5 14,340 0,0717 0,242 01 0926 MDK 7 14,337 0,2277 0,698
01 0928 MDK 6 14,340 0,0725 0,246 01 0926 MDK 8 14,340 0,2266 0,695
01 0928 MDK 7 14,343 0,0712 0,242 01 0926 MDK 0 14,340 0,2285 0,700
01 0928 MDK 8 14,343 0,0712 0,242 01 0926 MDK 10 14,337 0,2279 0,698
01 0928 MDK 9 14,340 0,0715 0,242 01 0926 MDK 11 14,337 0,2276 0,698
01 0928 MDK 10 14,340 0,0715 0,242 01 0926 MDK 12 14,333 0,2282 0,699
Srednja vrijednost 14,339 0,0716 0,243 Srednja vrijednost 14,338 0,2269 0,696
SD 0,00305505| 0,000368932| 0,001154701 SD 0,004060651| 0,001221838| 0,003566822
RSD (%) 0,02% 0,52% 0,48% RSD {%) 0,03% 0,54% 0,51%

Iz prikazanih rezultata vidljivo je da je kriterij za relativnu standardnu devijaciju

zadovoljen i kod spike-a za LOQ 1 kod spike-a za MDK, odnosno niti jedna od dobivenih RSD

vrijednosti ne prelazi vrijednost od 10 %.

5.3. To¢nost

5.3.1. To¢nost kontrolnog standarda

Kako bi se provjerila to¢nost metode provedeno je deset uzastopnih mjerenja kontrolnog

standarda u kojemu koncentracije i klorita 1 klorata iznose 0,4 mg/L. Vrijednosti koncentracije

dobivene instrumentalno su usporedene s teorijskom vrijednosti koncentracije koja je zapisana

na bocici standarda i potom je raCunato iskoriStenje (engl. recovery). IskoriStenje se racuna

prema jednadzbi 11:

Recovery =

konc.eksperimentalno

x 100%

konc.teorijski

(11)
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U Tablici 19. prikazane su vrijednosti kontrolnog standarda za klorite, a u Tablici 20.

vrijednosti za klorate.

Tablica 19. Iskoristenje kontrolnog standarda za klorite

Standard:
CPA-A-1004136
; Koncentracija | Koncentracija
Broj : A i
Uzorak inickticani pripremljeno izmjereno Recovery (%)
(mg/L) (mg/L)

CPA-A-1004136 1 0,40 0,4129 103%
CPA-A-1004136 2 0,40 0,4108 103%
CPA-A-1004136 3 0,40 0,4204 105%
CPA-A-1004136 4 0,40 0,4212 105%
CPA-A-1004136 9 0,40 0,4148 104%
CPA-A-1004136 6 0,40 0,4129 103%
CPA-A-1004136 7 0,40 0,4262 107%
CPA-A-1004136 3 0,40 0,4124 103%
CPA-A-1004136 9 0,40 0,4235 106%
CPA-A-1004136 10 0,40 0,4108 103%
Srednja vrijednost 0,4166 104%
sD 0,005685352 1,42%
RSD (%) 1,36% 1,36%

Tablica 20. IskoriStenje kontrolnog standarda za klorate

Standard:
CPA-A-949168
: Koncentracija | Koncentracija
Uzorak Birs pripremljeno izmjereno Recovery (%)
injektiranja
(mg/L) (mg/L)

CPA-A-1004136 13 0,40 0,3990 100%
CPA-A-1004136 2 0,40 0,3973 99%
CPA-A-1004136 3 0,40 0,4076 102%
CPA-A-1004136 4 0,40 0,4073 102%
CPA-A-1004136 5 0,40 0,4081 102%
CPA-A-1004136 6 0,40 0,4072 102%
CPA-A-1004136 7 0,40 0,4074 102%
CPA-A-1004136 8 0,40 0,4080 102%
CPA-A-1004136 9 0,40 0,4071 102%
CPA-A-1004136 10 0,40 0,4077 102%
Srednja vrijednost 0,4057 101%
SD 0,003996679 1,00%
RSD (%) 0,99% 0,99%

[z prikazanih rezultata vidljivo je da srednja vrijednost iskoriStenja za klorite iznosi 104

% dok za klorate iznosi 101 %. U oba slucaja zadovoljen je kriterij prihvacenosti koji iznosi

100 + 10 %.
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5.3.2. To¢nost spike-a

Kako bi se dodatno utvrdila to¢nost metode izracunato je iskoriStenje u slucaju spike-a
za LOQ 1 spike-a za MDK. U Tablici 21. prikazane su izracunate vrijednosti za LOQ klorita, a
u Tablici 22. vrijednosti dobivene za LOQ klorata.

Tablica 21. IskoriStenje spike-a za LOQ (kloriti)

SPIKE NA 3021

. Koncentracija | Koncentracija
Broj . : o
Uzorak e pripremljeno | izmjereno Recovery (%)
injektiranja
(mg/L) (mg/L)
3021 LOQ 1 0,05 0,050 100%
3021 L0Q 2 0,05 0,050 100%
3021 LoQ 3 0,05 0,047 93%
3021 LOQ 4 0,05 0,051 103%
3021 L0Q 5 0,05 0,047 95%
3021 L0Q 6 0,05 0,048 96%
3021 LOQ 2 0,05 0,049 98%
3021 LOQ 8 0,05 0,048 96%
3021 L0Q 9 0,05 0,051 101%
3021100 10 0,05 0,048 95%
Srednja vrijednost 0,0488 98%
SD 0,001599166 3,20%
RSD (%) 3,28% 3,28%

Tablica 22. IskoriStenje spike-a za LOQ (klorati)

SPIKE NA 3021
: Koncentracija | Koncentracija | Konc.izmjereno 4
Broj . ; R
Uzorak ifjekitivania pripremljeno izmjereno konc.uzorak Recovery (%)
(mg/L) (mg/L) (ma/L)
3021 L0Q 1 0,05 0,403 0,053 106%
3021 L0Q 2 0,05 0,401 0,051 102%
3021 LOQ 3 0,05 0,400 0,050 100%
3021 L0Q 4 0,05 0,398 0,048 96%
3021 L0Q 5 0,05 0,398 0,048 96%
3021 L0Q 6 0,05 0,398 0,048 96%
3021 LOQ 7 0,05 0,405 0,055 110%
3021100 8 0,05 0,405 0,055 110%
3021 L0Q 9 0,05 0,401 0,051 101%
3021 LOQ 10 0,05 0,400 0,050 100%
Srednja vrijednost 0,4009 0,0509 102%
SD 0,002732703 0,002732703 5,47%
RSD (%) 0,68% 5,37% 5,37%

1z tablica je vidljivo kako je srednja vrijednost iskoriStenja na spike-u za klorite iznosila
98 %, a za klorate 102 % Sto znaci da je u oba slucaja zadovoljen kriterij prihvatljivosti. U

Tablicama 23. 1 24. prikazane su izraCunate vrijednosti za iskoriStenje na spike-u za MDK.
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Tablica 23. IskoriStenje spike-a za MDK (kloriti)

SPIKE NA 01 0928 —» koncentracija do 0,25 mg/L SPIKE NA 010926 > koncentracija do 0,70 mg/L
Broj Koncentracija | Koncentracija Broj Koncentracija | Koncentracija
Uzorak T L pripremljeno izmjereno Recovery (%) Uzorak AT pripremlieno izmjerenc Recovery (%)
injektiranja injektiranja
(mg/L) (me/L) (mg/L) (mg/L)

010929 LOQ 1 0,250 0,254 102% 01 0926 MDK 1 0,700 0,735 105%
010929 LOQ 2 0,250 0,252 101% 01 0926 MDK 2 0,700 0,737 105%
010929 LOQ 3 0,250 0,255 102% 01 0926 MDK 3 0,700 0,736 105%
01 0929 LOQ 4 0,250 0,245 98% 01 0926 MDK 4 0,700 0,739 106%
010929 LOQ 5 0,250 0,255 102% 01 0926 MDK 5 0,700 0,739 106%
010929 LOQ, 6 0,250 0,250 100% 01 0926 MDK 6 0,700 0,740 106%
010929 LOQ 7 0,250 0,252 101% 01 0926 MDK 7 0,700 0,751 107%
010929 LOQ 8 0,250 0,251 100% 01 0926 MDK 8 0,700 0,750 107%
010929 LOQ, 9 0,250 0,251 100% 01 0926 MDK 9 0,700 0,750 107%
010929 LOQ 10 0,250 0,247 99% 01 0926 MDK 10 0,700 0,751 107%
Srednja vrijednost 0,2513 101% Srednja vrijednost 0,7428 106%
SD 0,003384753 1,35% SD 0,006830983 0,98%
RSD (%) 1,35% 1,35% RSD (%) 0,92% 0,92%

Tablica 24. IskoriStenje spike-a za MDK (klorati)

SPIKE NA 01 0928-> koncentracija do 0,25 mg/L

. Koncentracija | Koncentracija
Broj ; " o
Uzorak .. | pripremljeno | izmjereno Recovery (%)
injektiranja
(mg/L) (mg/L)

01 0928 MDK 3k 0,25 0,243 97%
01 0928 MDK z 0,25 0,243 97%
01 0928 MDK 3 0,25 0,242 97%
01 0928 MDK 4 0,25 0,243 97%
01 0928 MDK 3> 0,25 0,243 97%
01 0928 MDK 6 0,25 0,246 98%
01 0928 MDK 8 0,25 0,242 97%
01 0928 MDK 9 0,25 0,242 97%
01 0928 MDK 11 0,25 0,243 97%
01 0928 MDK 12 0,25 0,243 97%
Srednja vrijednost 0,2430 97%
5D 0,001154701 0,46%
RSD (%) 0,48% 0,48%

I u ovom slucaju je zadovoljen kriterij prihvatljivosti koji iznosi 100 % £ 10 %. Za nizu

koncentraciju MDK (0,25 mg/L) za klorite iskoriStenje iznosi 101 %, a za klorate 97 % dok za

SPIKE NA 01 0926 —> koncentracija do 0,70 mg/L

. Koncentracija | Koncentracija
Broj ) ) N
Uzorak injektiranja pripremljeno izmjereno Recovery (%)
(mg/L) (mg/L)

01 0926 MDK 1 0,70 0,691 99%
01 0926 MDK 4 0,70 0,691 99%
01 0926 MDK 5 0,70 0,691 99%
01 0926 MDK 6 0,70 0,694 99%
01 0926 MDK 7 0,70 0,698 100%
01 0926 MDK 8 0,70 0,695 99%
01 0926 MDK 9 0,70 0,700 100%
01 0926 MDK 10 0,70 0,698 100%
01 0926 MDK 11 0,70 0,698 100%
01 0926 MDK 12 0,70 0,699 100%
Srednja vrijednost 0,6955 99%
sD 0,003566822 0,51%
RSD (%) 0,51% 0,51%

viSu koncentraciju MDK (0,70 mg/L) za klorite iskoriStenje iznosi 106 %, a za klorate 99 %.

5.4. Granica detekcije

Granica detekcije matematicki se raCuna prema jednadzbi 12:

LOD =

33-5,

(12)

gdje je a nagib kalibracijskog pravca, a S, rezidualno standardno odstupanje kalibracijskog

pravca. Sy se racuna prema jednadzbi 13 u kojoj n predstavlja broj uzoraka:

Z?I:l(yi_y)z

n-—2

(13)
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Kako bi se izraunalo rezidualno standardno odstupanje kalibracijskog pravca potrebno

je napraviti dodatne matematicke izraune koji su prikazani u Tablici 25. za klorite i Tablici 26.

za klorate.

Tablica 25. Pomo¢na tablica za izracunavanje Sy za klorite

Konc., xi Pov. (stvarna), yi |Pov. (procjena), Vi Y-V (v 7

1 0,05 0,01363 0,00973 0,00391 0,00002

2 0,20 0,06530 0,06800 -0,00270 0,00001

3 0,50 0,18033 0,18455 -0,00422 0,00002
4 0,75 0,28400 0,28168 0,00232 0,00001
5 1,00 0,37950 0,37880 0,00070 0,00000
SI.VI. 0,5 0,18455|sum 0,00002 0,00005
Sr.Vr. 0,00000 0,00001

Uz pomo¢ Tablice 25. i jednadzbi (12) i (13) mogucée je izraunati granicu detekcije za

klorite koja iznosi:

e Nagib pravca, a = 0,3885

e Rezidualno standardno odstupanje kalibracijskog pravca, S, = 0,001886

e Broj mjerenja,n =15

e QGranica detekcije, LOD = 0,01602 mg/L

Tablica 26. Pomoc¢na tablica za izracunavanje S, za klorate

Konc., Xi Pov. (stvarna), yi pov. gp;c;ena}, ¥ir¥i (Yi-‘?i)z

1 0,05 0,01093 0,00861 0,00233 0,00001

2 0,20 0,06110 0,06173 -0,00063 0,00000
3 0,50 0,16440 0,16798 -0,00358 0,00001

4 0,75 0,25700 0,25652 0,00048 0,00000
5 1,00 0,24653 0,34506 0,00147 0,00000
SI.IT. 0,5 0,16799|sum 0,00007 0,00002
SIAT. 0,00001 0,00000

Pomocu Tablice 26. 1 jednadzbi (12) i (13) izracunata je granica detekcije za klorate

koja iznos:

e Nagib pravca, a = 0,3542

e Rezidualno standardno odstupanje kalibracijskog pravca, S, = 0,001272

e Broj mjerenja,n =15

e Qranica detekcije, LOD = 0,011849 mg/L

42



5.5. Granica kvantifikacije
Granicu kvantifikacije moguce je izracunati pomocu jednadzbe 14:

10-Sy

LOQ = (14)

Ponovno, a predstavlja nagib kalibracijskog pravca dok S, rezidualno standardno

odstupanje kalibracijskog pravca koji se racuna prema jednadzbi (13).
Pomocu jednadzbe (14) i pomocéne Tablice 25. izracunat je LOQ za klorite:

e Nagib pravca, a = 0,3885
e Rezidualno standardno odstupanje kalibracijskog pravca, Sy,=0,001886
e Granica kvantifikacije, LOQ = 0,04854 mg/L

I za klorate:

e Nagib pravca, a = 00,3542
e Rezidualno standardno odstupanje kalibracijskog pravca, S, = 0,001272
e Qranica kvantifikacije, LOQ = 0,03591 mg/L

U oba se slucaja teoretsko izra¢unati LOQ se poklapa s eksperimentalno dobivenim LOQ
vrijednostima na instrumentu koja iznosi 0,05 mg/L (vrijednost pripremljena za spike na LOQ).
Teoretski LOQ daje okvirnu vrijednost na temelju modela 1 danih pretpostavki dok

eksperimentalni LOQ osigurava potvrdu vrijednosti kroz provedena stvarna mjerenja.

5.7. Koncentracijski raspon

Koncentracijski raspon podrazumijeva koncentracijski raspon analita unutar kojeg
analiti¢ka metoda daje pouzdane i to¢ne rezultate. Odnosno, to je koncentracijski interval unutar
kojeg je metoda validna 1 unutar kojeg pokazuje dobru linearnost, preciznost, to¢nost te

ponovljivost.

Za klorite se koncentracijski raspon nalazi od 0,04854 mg/L (teoretska vrijednost LOQ)
do 1 mg/L (najviSa koncentracija kalibracijske otopine). Dok se za klorate ona nalazi izmedu

0,0359 mg/L (teoretska vrijednost LOQ) 1 1 mg/L (najviSa koncentracija kalibracijske otopine).
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5.8. Sazetak rezultata

Sazetak rezultata verifikacije metode kojim je moguée zakljuciti da je metoda

primjenjiva namijenjenoj svrsi prikazani su u Tablici 27. za klorite te u Tablici 28. za klorate.

Tablica 27. Sazeti rezultati verifikacije za klorite

Parametar Kriterij Zadovoljen Kriterij
Rezultat
validacije prihvatljivosti (DA/NE)
Linearnost
Koeficijent
B 0,9998 r>0,995 DA
korelacije

Granica detekcije

LOD 0,01602 mg/L Informacija -
Granica kvantifikacije

Teorijski LOQ 0,0485 mg/L <0,5 mg/L DA
Eksperimentalni

LOQ 0,051 mg/L 0,05 mg/L DA
Ponovljivost (kontrolni standard)

Vrijeme retencije, Rt 0,04% RSD <10% DA
Povrsina 1,49% RSD <10% DA
Koncentracija 1,38% RSD <10% DA

Toénost (kontrolni standard)

Iskoristenje 104% 100 £ 10% DA

Koncentracijski raspon

0,0485 mg/L — 1,00 mg/L
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Tablica 28. Sazeti rezultati verifikacije za klorate

Parametar Kriterij Zadovoljen Kriterij
Rezultat
validacije prihvatljivosti (DA/NE)

Linearnost
Koeficijent

- 0,9999 r>0,995 DA
korelacije
Granica detekcije
LOD 0,0119 mg/L Informacija -
Granica kvantifikacije
Teorijski LOQ 0,0359 mg/L <0,5 mg/LL DA
Eksperimentalni

0,051 mg/L 0,05 mg/L DA
LOQ
Ponovljivost (kontrolni standard)
Vrijeme retencije, Rt 0,03% RSD <10% DA
PovrSina 1,03% RSD <10% DA
Koncentracija 0,99% RSD <10% DA
To¢nost (kontrolni standard)
Iskoristenje 101% 100 £ 10% DA
Koncentracijski raspon
0,0359 mg/L — 1,00 mg/L

5.9. Mjerna nesigurnost

Mjerna nesigurnost omogucéava procjenu pouzdanosti i to¢nosti rezultata koji su
dobiveni analizom. Pomoc¢u mjerne nesigurnosti moguce je odrediti okvir unutar kojeg se
ocekuju stvarne vrijednosti izmjerenih veli¢ina. Takoder, pomocu nje je moguce identificirati 1

kvantificirati izvore pogresaka koje se javljaju prilikom provodenja metode.

Za potrebe verifikacije metode za odredivanje klorita i klorata kao izvori mjerne
nesigurnosti promatrali su se: ¢isto¢a standarda, volumen mikropipete 10-100 pL, volumen
mikropipete 100-1000 pnL, volumen tikvice 10 mL, kalibracijski pravac, ponovljivost mjerenja,

iskoriStenje te ponovljivost pripreme uzoraka.
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5.9.1. Nesigurnost Cistoée standarda

Nesigurnost Cistoce standarda odnosi se na nesigurnost koja proizlazi iz neizvjesnosti u
vezi stvarnog stupnja ¢istoce referentnog materijala koji se koristi u analitickim mjerenjima. U
ovom se slucaju nesigurnost Cistoce standarda odredivala preko certifikata za referentni
materijal unutar kojeg je navedena Cistoca i pripadaju¢a nesigurnost (U). U Tablici 29. prikazani

su izracunati parametri za standard klorita i klorata.

Tablica 29. Izracunati parametri za odredivanje nesigurnosti ¢isto¢e standarda za klorite

(lijevo) 1 klorate (desno)

Analit Kloriti Analit Klorati
Broj standarda IC5006-100ML |Broj standarda 73166
Lot no. LRAD1114 |Lotno. BCCG8597
cs (mg/L) 1001 cs (mg/L) 1000
U(mg/L) 41 U(mg/L) 4

Uc 11,83568052 |Uc 1,15470
Ucs 0,01182 Ucs 0,00115

Broj standarda, jedinstveni broj standarda (engl. Lot number), c¢;1 U oCitavaju se iz
certifikata dok se preostale vrijednosti moraju matematicki izra¢unati. U, se rauna prema

jednadzbi 15, a U.s prema jednadzbi 16:

&)

Ue = % (15)
Uc

U == (16)

Cs

U navedenoj tablici te jednadZbama c; oznacava koncentraciju analita u standardu, U
Cistocu standarda, U. nesigurnost Cisto¢e standarda i Ue relativnu standardnu nesigurnost
¢istoce standarda. Vrijednosti U, se uzimaju u obzir pri izracunu sastavljene 1 proSirene mjerne

nesigurnosti.

5.9.2. Nesigurnost mikropipeta

Mikropipete su kljucni instrumenti u laboratorijima koji sluze za precizno doziranje
tekucina. Nesigurnost mikropipeta provodi se kako bi se osigurale preciznost i to¢nost
volumetrijskih mjerenja koja se provode. Takoder, izratun nesigurnosti pomaze u procjeni toga

koliko su volumeni dozirani mikropipetom blizu stvarnoj vrijednosti.
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Za verifikaciju ove metode ispitala se nesigurnost dvije mikropipete — jedna volumena
10-100 pL, a druga 100-1000 pL. Za svaku mikropipetu odabrana su tri volumena koja su se
ispitivala. Kod mikropipete 10-100 uL odabrani su volumeni 10, 50 1 100 puL, dok su za
mikropipetu 100-1000 pL odabrani volumeni 100, 500 i 1000 pL. Za svaki izabrani volumen
provelo se 10 uzastopnih mjerenja. Nacin na koji su se provela mjerenja opisan je u poglavlju

3.6..

Kako bi se odredila nesigurnost mikropipeta vrlo je bitno prije svakog mjerenja ocitati
temperaturu vode kako bi se mogla uvrstiti njezina odgovarajuéa gusto¢a. Gusto¢e vode pri

temperaturama na kojima su se provela mjerenja navedene su u Tablici 30.

Tablica 30. Gustoca vode pri razli¢itim temperaturama

Temperatura vode (°C) Gustoca vode (g/mL)
24 0,99732
24,5 0,99720
25 0,99707
25,5 0,99694
26 0,99681

U Tablici 31. prikazano je na koji su se nacin vr$ili izracuni za odredivanje nesigurnosti
mikropipete od 10-100 pL pri volumenu od 10 pL 1 temperaturi vode od 24 °C. Na isti su se
nacin vrSila mjerenja i za preostala dva izabrana volumena ove mikropipete te za izraCunavanje

nesigurnosti mikropipete 100-1000 pL.
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Tablica 31. Mjerna nesigurnost mikropipete 10-100 pL (pri volumenu od 10 pL)

Volumen: 10 pL

Temperatura vode: 24 °C

Mjerenje: | 2 3 4 5 [} 7 8 9 10
M2 (g), svodom 1,11319 1,12541 1,1058 1,13919 1,13085 1,11763 1,13894 1,12602 1,11126 1,11905
M1 (g), prazno 1,10258 1,11521 1,09547 1,12873 1,12029 1,10777 1,12848 1,11507 1,10025 1,10774
Masa vode (g), M2-M1 0,01061 0,01020 0,01033 0,01046 0,01056 0,00986 0,01046 0,01095 0,01101 0,01131
Gustoca vode, Tablica 5. 0,99732
Vi= L 0,010638511 | 0,010227409 | 0,010357759 | 0,010488108 | 0,010588377 | 0,0098566496 | 0,0104858108 | 0,010979425 | 0,011039586 | 0,011340392
Prode
V= Z V./10 0,010603417
Vi— v 3,50941E-05 | -0,000376008 | -0,000245658 | -0,000115309 | -1,50403E-05 | -0,000716921 | -0,000115309 | 0,000376008 | 0,000436169 | 0,000736975
V)2 1,23159E-09 | 1,41362E-07 | 6,0348E-08 | 1,32962E-08 | 2,26211E-10 | 5,13976E-07 | 1,32962E-06 | 1,41382E-07 | 1,90243E-07 | 5,43132E-07
leis.3
s = |—): » (-T2 0,000424089
| n—1 Z
N
(V) = % =u, 0,000134103 U=72uy 2,68E-04
n
P+U 0,01060 mL # 2,68E-04 mL

U navedenoj tablici M; oznacava masu prazne posudice, a M> oznaava masu posudice
nakon §to je u nju dodano 10 pL ultraciste vode. V; oznaCava izmjereni volumen (mL) i on se
racuna za svako pojedina¢no mjerenje, a nakon toga se izracunava srednja vrijednost volumena,
V. Standardna devijacija volumena s(V;) mjeri rasprienost ponovljenih mjerenja volumena oko
njegove srednje vrijednosti. Pomoc¢u nje moguce je izracunati i standardnu devijaciju srednje
vrijednosti s(V) koja se za broj mjerenja n > 10 moZe smatrati kao standardna mjerna
nesigurnost, u,. ProSirena mjerna nesigurnost racuna se kao umnozak standardne mjerne
nesigurnosti 1 faktora pokrivanja, k. Kao k je odabrana vrijednost 2 §to odgovara vjerojatnosti
pokrivanja za oko 95 %. JednadZbe po kojima su racunati svi navedeni parametri prikazani su

u Tablici 31.

U Tablici 32. prikazane su izraCunate vrijednosti proSirene mjerne nesigurnosti za obje

mikropipete uz pripadaju¢i volumen na kojem su se vrSila mjerenja.
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Tablica 32. Izracunati parametri za odredivanje nesigurnosti mikropipeta

Parametar Mikropipeta 10-100 pL Mikropipeta 100-1000 pL.
V (pnL) 10 50 100 100 500 1000
U 2,68E-04 | 1,29E-04 | 2,22E-04 | 8,26E-05 | 1,17E-03 | 1,32E-03
U 7,74E-05 | 3,72E-05 | 6,41E-05 | 2,38E-05 | 3,38E-04 | 3,81E-04
Ucs 7,74E-06 | 7,75E-07 | 6,41E-07 | 2,38E-07 | 6,75E-07 | 3,81E-07

Ponovno, U u Tablici 32. oznaCava proSirenu mjernu nesigurnost, U. nesigurnost
mjerenja mikropipte, a u konacnici je izraCunata relativna standardna nesigurnost mjerenja, U.s.

Relativnu standardnu nesigurnost mjerenja moguée je izracunati prema jednadzbi 17:

Ues =~ (17)

5.9.3. Nesigurnost odmjerne tikvice

Nesigurnost odmjerne tikvice odnosi se na nesigurnost u to¢nosti volumetrijskog
mjerenja koja se provode pomocu odmjerne tikvice. Nesigurnost povezana s njithovom
upotrebom moze utjecati na tocnost analitiCkih rezultata stoga je potrebno provesti njezino
umjeravanje. Svaka odmjerna tikvica ima odredenu toleranciju §to znaci da stvarni volumen
moZe odstupati od nominalnog volumena oznacenog na tikvici. Pri pripremi otopina koristila
se tikvica volumena 10 mL s odstupanjem od + 0,02 mL. Mjerenja su se vrsila jednom dnevno
kroz 10 dana kako bi se tikvica uspjela u potpunosti osusSiti u meduvremenu. Nepotpuno
osuSena tikvica pokazivala je prevelika odstupanja. Prije svakog mjerenja izmjerena je

temperatura ultraciste vode kako bi se mogla uvrstiti odgovarajuca vrijednost gustoce.

Za izraCunavanje mjerne nesigurnosti odmjerne tikvice racunaju se isti parametri kao i
za odredivanje nesigurnosti mikropipeta. U Tablici 33. iskazane su vrijednosti dobivene za

izraCunavanje nesigurnosti odmjerne tikvice od 10 mL.
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Tablica 33. Mjerna nesigurnost odmjerne tikvice od 10 mL

Volumen: 10 mL

Temperatura vode: 24°C

Mjerenje: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
M2 (g), s vodom 2712932 27,25961 27.18965 27,13002 2712011 27,13006 27,20215 2711126 27,20013 27,13002
M1 (g), prazno 17,13643 17,23987 17,19%47 17,12981 17,00563 17,14121 17,10496 17,12010 17.21602 1713123
Masa vode (g), M2-M1 9,99289 10,01974 9,99018 10,00021 10,11448 9,98885 10,09719 9,99116 9,98411 9,99879
Gustoca vode, Tablica 5. 0.99745
Vi= W =i 10,01843701 | 10,04535566 | 10,01572009 | 10,02577573 | 10,14033786 | 10,01438669 | 10,12300366 | 10,01670259 | 10,00963457 | 10.0243521
Puode
V= Z V;/10 10,0433706
Vi—V -0,024933561 | 0,001985062 | -0,02765051 | -0,01759487 | 0,096967267 | -0,026983909 | 0,079633064 | -0,026668003 | -0,033736027 | -0,019018497
{5 0,000621683 | 3,94047E-06 | 0,000764551 | 0,000309579 | 0,009402651 | 0,000840067 | 0,006341425 | 0,000711162 | 0,00113812 | 0,000361703
(R
s(V)= |—D-» V;— V)2 0,047720135
=22
N
7 205 0,015090432 U=2 0,030180863
s(V) =W= u, . =2-u, t
F+U 10,04337 £ 0,030181

U Tablici 34. prikazani su izracuni dobiveni za odredivanje proSirene mjerne

nesigurnosti (U), nesigurnost mjerenja odmjerne tikvice (Uc), a u konacnici je izraCunata i

relativna standardna nesigurnost mjerenja (Uks).

Tablica 34. Parametri za odredivanje nesigurnosti odmjerne tikvice

Parametar Odmyjerna tikvica, 10 mL
V (uL) 10
U 0,03018
U 0,00871
Ucs 0,00087

5.9.4. Nesigurnost kalibracijskog pravca

Nesigurnost kalibracijskog pravca odnosi se na nesigurnosti koje su povezane s

rezultatima koji su dobiveni pomocu kalibracijskog pravca. Svaka toCka na kalibracijskom

pravcu ima svoju mjernu nesigurnost, a ta nesigurnost ukljuuje nesigurnosti pripreme

standarda, ponovljivosti mjerenja te nesigurnost samog instrumenta. Ako kalibracijski pravac

nije u potpunosti linearan ili ako postoje vrijednosti koje imaju visoka odstupanja tada su

nesigurnosti vece. Manji broj tocaka kalibracije, takoder, moze dovesti do povecane
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nesigurnosti. Ukupna nesigurnost kalibracijskog pravca procjenjuje se izracunavanjem svih
relevantnih nesigurnosti. U Tablici 35. prikazani su izraCunati parametri nesigurnosti
kalibracijskog pravca za klorite, a u Tablici 36. izraCunati parametri nesigurnosti kalibracijskog

pravca za klorate.

Tablica 35. Parametri nesigurnosti kalibracijskog pravca za klorite

Analit: KLORITI

Srednja <
Koncentracija (mg/L) | Povrsina vrijednost I:mjerenaﬂ STDEV F-parametar | (ci-csr)*2
povriine koncentracija
0,0145 0,062
0,05 0,0135 0,0136 0,060 0,00200 1,53E-05 0,2025
0,0129 0,058
0,0659 0,195
0,2 0,0655 0,0853 0,193 0,00200 7,29E-06 0,09
0,0645 0,191
0,1804 0,488
0,5 0,1807 0,1803 0,490 0,00100 1,78E-05 0
0,1799 0,488
0,2823 0,754
0,75 0,28419 0,2840 0,758 0,00231 5,41E-06 0,0625
0,2848 0,758
0,3778 0,997
1 0,3802 0,3785 1,004 0,00404 4,90E-07 0,25
0,3805 1,004
_ Srednja 0,5 Csr 0,5001 Suma: 0,01135 0,000046 0,605
vrijednost konc.
Co 0,75667 RSD, s 0,001888
(Co-Csr)"2 0,0658
U(co) 0,0036
U(co)/csr 0,0072
Tablica 36. Parametri nesigurnosti kalibracijskog pravca za klorate
Analit: KLORATI
S lzmjerena
Koncentracija (mg/L) | Povrsina vrijednost .. STDEV F-parametar | (ci-csr)*2
Sadiine koncentracija
0,0111 0,057
0,05 0,0104 0,0109 0,055 0,00135 5,40E-06 0,2025
0,0113 0,058
0,0611 0,198
0,2 0,0611 0,0611 0,198 0,00010 4,10E-07 0,09
0,0611 0,198
0,1644 0,490
0,5 0,1644 0,1644 0,490 0,00010 1,30E-05 0
0,1644 0,490
0,2568 0,751
0,75 0,2573 0,2570 0,752 0,00082 2,03E-07 0,0625
0,2569 0,751
0,3464 1,004
£ 0,3466 0,3465 1,004 0,00044 2,05E-08 0,25
0,3466 1,004
i 05 Csr 0,5000 Suma: 0,00280 0,000021 0,605
vrijednost konc.
Co 0,75130 RSD, s 0,001272
(Co-Csr)"2 0,0632
U{co) 0,00265
U{co)/csr 0,00529
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Vrijednosti povrSine i izmjerene koncentracije dobiveni su provedbom mjerenja na
instrumentu. Standardna devijacija (STDEV) predstavlja mjeru rasprSenosti skupa podataka
oko njihove srednje vrijednosti, odnosno ona pokazuje koliko su pojedina¢na mjerenja udaljene
od srednje vrijednosti. Ona se ra¢una za sve tri dobivene vrijednosti izmjerene koncentracije.
F-parametar se koristi za procjenu razlikovanja izmedu i1 unutar skupine podataka kako bi se
identificirao 1 kvantificirao izvor nesigurnosti u mjerenju. Ukoliko je vrijednost F-parametra
velika to znaci da postoje znacajna odstupanja izmedu skupina podataka, a ako je F-parametar
niza vrijednost to zna¢i da nema znacajnih razlika izmedu skupina. Vrijednost ¢, oznacava
srednju vrijednost izmjerenih koncentracija dok c, predstavlja srednju vrijednost izmjerenih
koncentracija Cetvrte kalibracijske toCke (potrebno je uzeti kalibracijsku to¢ku koja se nalazi

oko srediSnje vrijednosti).

5.9.5. Nesigurnost ponovljivosti mjerenja i iskoriStenja

Nesigurnost ponovljivosti mjerenja odnosi se na mjeru odstupanja rezultata kada se vise
uzastopnih mjerenja provode pod istim uvjetima (isti instrument, isti analitiCar te isti uzorak).
Nesigurnost ponovljivosti mjerenja je jedna od kljuénih komponenti mjerne nesigurnosti jer
ona govori o tome koliko su rezultati konzistentni kada se ponavljaju u identicnim uvjetima.
Nesigurnost ponovljivosti mjerenja obuhvaca cCetiri komponente, a to su: instrumentalna
nesigurnost (odstupanja zbog samog mjernog instrumenta), operativna nesigurnost (razlike koje
nastaju zbog nacina rukovanja instrumentom ili metodom), uvjeti okoline (male promjene u
temperaturi, vlaznosti ili drugih parametara) te uzorkovanje (razlike u uzorkovanju 1 pripremi
uzoraka). U Tablici 37. prikazane su izraunati parametri nesigurnosti ponovljivosti mjerenja

za klorite 1 klorate.

Tablica 37. Nesigurnost ponovljivosti mjerenja za klorite 1 klorate

Parametar Kloriti Parametar Klorati
STDEV 0,006 STDEV 0.002

Pooling STDEV 0.0010 Pooling STDEV 0.0007
Csr 0.5001 Car 0.5000
Upy 0,003 Upy 0.001

Upulcer 0.007 Upu/cer 0.002

Up 0.0003 Up 0.0002
Upalcer 0.0005 Upmlcer 0.0004
R, 1,0140 Rn 0.9946
u; 0.00404 U 0.00156
Ui/R, 0.00398 UiR, 0,00157
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U navedenoj tablici STDEV oznacava standardnu devijaciju. Pooling STDEV oznacava
kombiniranu standardnu devijaciju koja se koristi za procjenu zajednicke standardne devijacije
veceg broja uzoraka koje imaju razlicite srednje vrijednosti, a za koje se pretpostavlja da dolaze
iz populacije s istom varijancom. Standardna nesigurnost povezana s razlu¢ivos¢u mjernog
instrumenta oznacava se s Upy. Ova komponenta nesigurnosti u obzir uzima ogranicenja koja
proizlaze iz toga $to mjerni instrument ne moze razlikovati vrijednosti izmedu svojih najmanjih

jedinica. Upy se racuna prema formuli 18:

STDEV
Upy = —— 18
PU V3 ( )
Standardna nesigurnost povezana s ponovljivosti mjerenja oznacava se s Upy. Ova
komponenta nesigurnosti se koristi za izracunavanje relativne standardne nesigurnosti
ponovljivosti mjerenja. Upy uzima u obzir odstupanja rezultata mjerenja kada se mjerenja

provode pod istim uvjetima, a racuna se prema formuli 19:

UPM — poole\(/il_iTDEV (19)
Srednja vrijednost iskoriStenja, R, predstavlja prosjecnu vrijednost rezultata iskoriStenja
dobivenih iz nekoliko ponovljenih mjerenja ili analiza, a iskazuje se kao postotak. Standardna
nesigurnost pojedinacnog mjerenja oznacava se s U;. Ova komponenta nesigurnosti koristi se
za izraCunavanje relativne standardne nesigurnosti iskoriStenja, a moguce ju je izracunati prema

formuli 20:

Ui = ABS(0,5- (1 — o) /V5) (20)

U formuli (20) ABS oznacava apsolutnu vrijednost broja, 0,5 oznacava konstantu, a broj
100 koristi se kako bi se postotak Rn-a preveo u decimalni oblik. Relativna standardna

nesigurnost, U racuna se prema formuli 21:

1)
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5.9.6. Nesigurnost ponovljivosti pripreme uzorka

Pomocu ponovljivosti pripreme uzorka moguce je pokazati konzistentnost rezultata koji

se dobivaju nakon ponovne pripreme istog uzorka pod istim uvjetima. Ponovljivost pripreme

uzorka klju¢na je za osiguranje pouzdanosti 1 tocnosti rezultata analize. Kako bi se ispitala ova

nesigurnost pripremljene su tri serije otopina ¢ija je koncentracija iznosila 0,05 mg/L (vrijednost

LOQ) za obje anionske vrste. U Tablici 38. prikazani su rezultati ponovljivosti pripreme uzorka

za klorite, a u Tablici 39. za klorate.

Tablica 38. Ponovljivost pripreme uzorka za klorite (0,05 mg/L)

Analit Dodana koncentracija Priprema uzorka Retencija [min} Povréina Koncentracija
7,753 0,0153 0,058
7,750 0,0156 0,058
1. priprema 7757 0,0150 0,053
7,751 0.0143 0,052
7,750 0,014 0,056
Srednja wrijednost 7. 7522 {,0150 00554
5D 0,0029 0,0005 0,0028
770 0.0120 0,063
7,767 0,0138 0,063
2. priprema F.7I3 ,0175 0,058
KLORITI 0,05 mgiL 7763 0.0182 0,0s0
7,783 0.0185 0,063
Srednja vrijed nost 7T672 0.0183 0.0618
sD 0,0044 0,0002 0.0028
7423 0.0128 0,050
7A27 00128 0,050
3. priprema 7427 0,0184 0,050
7423 0,0182 0,051
7423 0.0187 0,043
Srednia vrijednost 74246 00,0120 00501
sD 0, 0022 0,0008 0, 008
Average 0,0558
5D 0, 0054
RSD %) 9,69%
Tablica 39. Ponovljivost pripreme uzorka za klorate (0,05 mg/L)
Analit Dodana kencentracija Priprema uzorka Retencija (min) Povriins Eoncentracija
14,323 0,008 0,054
14,323 0,0072 0.055
1. priprema 14,327 0.0071 0.0585
14,326 0.0071 0,033
14,325 0,0070 0,054
Srednjz vrijednost 14,3248 0,0071 D548
=0 C.0018 0,0001 0,0005
14,450 0,385 0,056
14,453 0,0086 0,056
2, priprema 14,447 0, 0080 0,055
KLORATI 0,05 mg/L 14,553 00078 0,053
14,547 0.0082 0,053
Srednja vrijednost 14 AS0D 0.0082 0,0548
s 0,0549 0,0003 ,0015
14,347 0, 0078 0,056
14,350 0.0078 0,057
3. priprema 14,347 00081 0,060
14,343 0,0084 0,081
14,337 00073 0,05
Srednja vrijednost 14,3448 0.0080 D0,0582
S0 0,0050 0, 0002 0, 22
Average 0,0558
5D 0,0023
RSD [%) 4,08%
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1z prikazanih je rezultata vidljivo kako je RSD koncentracija kod klorita 9,69 %, a kod

klorata 4,08 %. Obje vrijednosti nalaze se unutar prihvatljivog raspona.

5.9.7. Sastavljena i proSirena mjerna nesigurnost svih izvora mjerne nesigurnosti

Sastavljena i1 proSirena mjerna nesigurnost su dva klju¢na pojma koja se koriste za
kvantificiranje nesigurnosti povezane s mjerenjima. Sastavljena mjerna nesigurnost oznacava
standardnu nesigurnost koja se dobiva kombinacijom svih pojedina¢nih nesigurnosti koje
proizlaze iz razlicitih izvora nesigurnosti. ProSirena mjerna nesigurnost pruza Siru procjenu
nesigurnosti koja u obzir uzima potrebni stupanj pouzdanosti rezultata mjerenja, a dobiva se
mnozenjem sastavljene mjerne nesigurnosti s faktorom prosirenja, k. U ovom slucaju je za

faktor proSirenja odabrana vrijednost 2 kojom se dobiva pokrivenost od oko 95 %.

U Tablici 40. sazete su vrijednosti relativnih standardnih nesigurnosti svih izvora mjerne
nesigurnosti za klorite, a u Tablici 41. vrijednosti relativnih standardnih nesigurnosti svih izvora
mjerne nesigurnosti za klorate. Pomocu vrijednosti koje su sazete u ovim tablicama izracunate

su sastavljena i proSirena mjerna nesigurnost.

Tablica 40. Izvori mjernih nesigurnosti za klorite

Kloriti
. . . Relativna standardna
Br. Izvor mjerne nesigurnosti R u”2
nesigurnost, U
1 CGistoca standarda 0,00115 0,000001333
2 Volumen mikropipete 10-100 uL 7,74E-06 0,000000000
3 Volumen mikropipete 100-1000 uL 6,75E-07 0,000000000
4 Volumentikvice 10 mL 0,00087 0,000000759
5 Kalibracijski pravac 0,00720 0,000051787
6 Ponovljivost mjerenja 0,0003 0,000000072
7 IskoriStenje 0,0040 0,000016320 koncentracija (mg/L) 0,25
8 Ponovljivost pripreme uzorka 0,001 0,000001440 sumaU”2 0,000071711
Sastavljena mjerna nesigurnost, Uc 0,002117061 Uc 0,002117061
Prosirena mjerna nesigurnost (k=2), U 0,004234121 k*Uc 0,004234121
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Tablica 41. Izvori mjernih nesigurnosti za klorate

Klorati

Relativna standardna

Br. lzvor mjerne nesigurnosti R u~2
nesigurnost, U
1 CGistoca standarda 0,00115 0,000001333
2 Volumen mikropipete 10-100 uL 7,74E-06 0,000000000
3 Volumen mikropipete 100-1000 uL 6,75E-07 0,000000000
4 Volumen tikvice 10 mL 0,00087 0,000000759
5 Kalibracijski pravac 0,00529 0,000027995
6 Ponovljivost mjerenja 0,0002 0,000000032
7 IskoriStenje 0,0016 0,000002439 koncentracija (mg/L) 0,25
8 Ponovljivost pripreme uzorka 0,003 0,000011479 sumau”2 0,000044038
Sastavljena mjerna nesigurnost, Uc 0,001659026 Uc 0,001659026
0,003318052 k*Uc 0,003318052

Prosirena mjerna nesigurnost (k=2), U

U obje je tablice kao relativna standardna nesigurnost mikropipeta uzeta ona vrijednost
koja je imala najveci utjecaj. Kao koncentracija je odabrano 0,25 mg/L (niza vrijednost za

MDK). Sastavljena mjerna nesigurnost, U, izracunata je prema jednadzbi 22:

U, = koncentracija- /% U"2 (22)

Za klorite dobivena vrijednost sastavljene mjerne nesigurnosti iznosi 0,00212 $to se
moze interpretirati kao standardna devijacija koja opisuje koliko se mjerena veli¢ina moze
ocekivano razlikovati od prave vrijednosti zbog izvora nesigurnosti. Odnosno, dobiveni rezultat
oznacava da bi se rezultati koji se dobiju nakon ponovljenih mjerenja pod istim uvjetima trebali
nalaziti u rasponu + 0,00212 mg/L od srednje vrijednosti. Za klorate vrijednost sastavljene
mjerne nesigurnosti iznosi 0,00166, odnosno rezultati nakon ponovljenih mjerenja bi se trebali
nalaziti u rasponu £ 0,00166 od srednje vrijednosti. Kao srednja vrijednost se u oba slucaja
uzima odabrana koncentracija od 0,25 mg/L. Pro§irena mjerna nesigurnost izracunata je prema

jednadzbi 23 u kojoj k predstavlja faktor proSirenja:
U=U, k (23)

Za klorite izracunata vrijednost prosirene mjerne nesigurnosti iznosi 0,00423 Sto znaci
da se pravi rezultat mjerenja, s odredenim stupnjem povjerenja (u ovom slucaju k£ = 2) nalazi
unutar intervala od = 0,00423 oko izmjerene vrijednosti. Odnosno, ako je kao izmjerena
vrijednost odabrana koncentracija od 0,25 mg/L tada se rezultat s proSirenom mjernom
nesigurnosti moze iskazati kao 0,25 mg/L & 0,00423. Za klorate izra¢unata vrijednost prosirene
mjerne nesigurnosti iznosi 0,00332 Sto znaci da se pravi rezultati mjerenja nalaze unutar

intervala od + 0,00332 mg/L.
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Na Slici 7. prikazan je graficki prikaz u kojemu je vidljiv utjecaj svake sastavnice mjerne

nesigurnosti za klorite, a na Slici 8. za klorate.
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Slika 7. Graficki prikaz utjecaja svakog izvora mjerne nesigurnosti za klorite.
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Slika 8. Graficki prikaz utjecaja svakog izvora mjerne nesigurnosti za klorate.

Na grafickim prikazima navedeni su izvori mjernih nesigurnosti od 1 do 7 (redoslijedom
kako su navedeni u Tablicama 40. i 41.). Vidljivo je kako najve¢i utjecaj ima nesigurnost

kalibracijskog pravca kod oba analita.
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5. ZAKLJUCAK

Kloriti i klorati su anorganske ionske vrste koje se pojavljuju u vodi kao nusprodukti
dezinfekcije. Kloriti i klorati dokazano imaju toksi¢an u¢inak na ljudske i zivotinjske organizme
te na okoliS 1 stoga je vrlo bitno pravovremeno dokazati njihovu prisutnost u vodi. Ionska
kromatografija jedna je od najucinkovitijih analitickih metoda kojom je moguce identificirati i
kvantificirati klorite i klorate u uzorcima vode. lonska kromatografija nudi visoku osjetljivost,
preciznost i specificnost uz minimalnu pripremu uzoraka. Takoder, budu¢i da se radi o realnim
uzorcima vode ionska kromatografija pokazuje prednost jer je pomocu nje moguce istovremeno

identificirati i1 kvantificirati vise razlicitih vrsta prisutnih aniona i kationa.

Verifikacija metode predstavlja klju€an korak u analitiCkom procesu pomocu kojega se
osiguravaju to¢ni i pouzdani rezultati koji su u skladu s propisanim direktivama i standardima.
Verifikacijom analiticke metode za odredivanje klorita i klorata pomocu ionske kromatografije
potvrdeno je kako su svim ispitanim validacijskim parametrima (linearnost, ponovljivost,
tocnost, granica detekcije, granica kvantifikacije te koncentracijski raspon) zadovoljeni
propisani kriteriji prihvatljivosti. Time je dokazano da je verificirana metoda pouzdana i

prikladna svojoj namjeni te da se moze koristiti za rutinske analize.

Mjerna nesigurnost pomaze u procjeni pouzdanosti rezultata mjerenja, a identifikacija i
analiza izvora nesigurnosti mogu pomo¢i u optimizaciji mjernih procesa i metoda. U ovom je
radu ispitano osam izvora mjerne nesigurnosti (¢istoca standardna, mikropipeta 10-100 pL,
mikropipeta 100-1000 pL, volumen odmjerne tikvice, kalibracijski pravac, ponovljivost,
iskoriStenje te ponovljivost pripreme uzoraka). Od svih izvora mjerne nesigurnosti kod oba
aniona najveci utjecaj imao je kalibracijski pravac. Mjerna nesigurnost kalibracijskog pravca
moze proizaci iz promjena u okoliSnim uvjetima, zbog pogreSaka pri pripremi kalibracijskih
otopina, zbog prisutnih interferenata ili zbog samog instrumenta. Mjerna nesigurnost
iskoriStenja kod oba analita, takoder je imala visoki utjecaj, a razlog tome je taj Sto i mala
nesigurnost u iskoristenju moze znacajno povecati ukupnu nesigurnost mjerenja ukoliko se
iskoriStenje mnozi ili dijeli s drugim veli¢inama koje su klju¢ne za izracun konaéne vrijednosti

(Sto je 1 bio slucay).
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