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1. Uvod



1. Uvod

1.1. Aminokiseline i proteini

Aminokiseline su osnovna gradivna jedinica polipeptidnih lanaca. Osim §to su izvor
monomernih jedinica, aminokiseline sudjeluyju u mnogim stani¢nim procesima poput
prijenosa ziv¢anih impulsa i biosinteze porfirina, purina, uree i pirimidina. Svakodnevan unos
proteina jedan je od preduvjeta odrzavanja zdravlja jer se metaboliti aminokiselina ne
zadrZzavaju u organizmu ve¢ izluéuju urinom [1]. Mikroorganizmi osim gradivnih L-o-
aminokiselina proizvode i p-aminokiseline koje tvore polipeptide razli¢itih farmakoloskih
ucinaka. Najznacajniji su antibiotski u¢inci bacitracina, izoliranog iz Bacillus subtilis [2] i
gramicidina A izoliranog iz Bacillus brevis [3] te antitumorski u¢inak bleomicina izoliranog

iz Streptomyces verticillus [4].

Postoji 20 osnovnih L-a-aminokiselina odredenih troslovnom genskom S$ifrom i ,,21.
aminokiselina® selenocistein. Selenocistein nastaje zamjenom atoma sumpora selenom u
strukturnom analogu cisteinu u fazi translacije i nije odredena troslovnim kodonom. Nalazi se
u nekim peroksidazama i reduktazama gdje sudjeluje u enzimskim reakcijama katalize

prijenosa elektrona [5].

1.1.1. Grada aminoKkiselina

Sve L-a-aminokiseline osim glicina imaju kiralan «-ugljik na Kkoji su vezane
karboksilna skupina, amino skupina, atom vodika 1 funkcionalna skupina karakteristi¢na za
pojedinu aminokiselinu. Funkcionalna skupina odreduje svojstva cijele molekule pa ih prema
bo¢nom ogranku mozemo podijeliti na nepolarne i polarne aminokiseline sa ili bez naboja,
odnosno netopljive i topljive u vodi. U krvnoj plazmi aminokiseline se najceS¢e nalaze u
obliku izoelektricne Cestice koja sadrzi jednak broj pozitivnih i negativnih naboja - zwitter

iona [6].
1.1.2. Podjela aminokiselina

Aminokiseline dijelimo na esencijalne 1 nesencijalne. Esencijalne ili nuZne
aminokiseline su one koje su potrebne organizmu, ali ih ne moze sam sintetizirati. To su:
histidin, izoleucin, leucin, lizin, metionin, fenilalanin, treonin, triptofan i valin. Ukoliko dode

do manjka makar jedne od navedenih devet aminokiselina, bez obzira na unos proteina,



ravnoteza duSika biti ¢e poremecena zbog nedovoljne koli¢ine nuznih aminokiselina za

sintezu proteina.

Neesencijalne aminokiseline organizam moze sintetizirati i njihov nedostatak nece
utjecati na ravnotezu dusSika. U tu skupinu spadaju: arginin, asparagin, glicin, glutamin, prolin
i serin te alanin, aspartat i glutamat koje se jedine mogu smatrati pravim neesencijalnim
aminokiselinama, jer se sintetiziraju iz zajednickih metabolic¢kih intermedijera (piruvata,

oksaloacetata i a-ketoglutarata).

Cistein i tirozin spadaju u posebnu skupinu aminokiselina koje se sintetiziraju iz
esencijalnih preteca, koje se u organizam unose hranom, metionina (cistein) i fenilalanina
(tirozin) [5].

1.1.3. Grada i struktura proteina

Proteini nastaju povezivanjem aminokiselina peptidnom vezom koja se ostvaruje
izmedu karboksilnih i amino skupina susjednih aminokiselina (slika 1.1.). Aminokiselinski

slijed genetski je uvjetovan i odreduje konformaciju i funkciju proteina.

Slika 1.1. Prikaz peptidne veze

Postoje Cetiri razine strukture proteina (slika 1.2.): primarna, sekundarna, tercijarna i
kvaterna. Primarna struktura predstavlja slijed aminokiselina i genetski je uvjetovana.
Medusobni polozaj bliskih ogranaka predstavlja sekundarnu, a udaljenih ogranaka tercijarnu
strukturu. Kvaterna struktura odnosi se na oligomerne proteine i predstavlja medusobni odnos
pojedinih podjedinica ovih proteina. Ukupan naboj proteina odreden je udjelom pozitivno i

negativno nabijenih bo¢nih ogranaka [7].
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Slika 1.2. Prikaz primarne, sekundarne, tercijarne i kvaterne strukture proteina
1.2. Cistein

1.2.1. Svojstva i struktura cisteina

Cistein je polarna neesencijalna aminokiselina, bez naboja koja se sintetizira iz
metionina i serina. Dobro je topljiv u polarnim otapalima poput vode i etanola, a netopljiv je u

nepolarnim otapalima. Struktura cisteina prikazana je u obliku zwitter iona:

O

ONH,
Slika 1.3. Strukura L-a-cisteina (zwitter ion)

Svojstva su odredena tiolnom —SH skupinom aciklickog bo¢nog ogranka. Tiolna
skupina zbog nukleofilnog svojstva mozZe sudjelovati u enzimskoj katalizi 1 podlijeze
reakcijama oksidacije i esterifikacije. Oksidacijom dviju molekula cisteina i njihovim
kovalentnim povezivanjem disulfidnom vezom preko atoma sumpora formira se cistin. Cistin

sadrzi hidrofobne ostatke 1 povecava stabilnost proteina uslijed nastanka disulfidnog mosta

[5].



1.2.2. Sinteza cisteina

Cistein nije tipi¢na neesencijalna aminokiselina jer se sintetizira iz esencijalne
aminokiseline metionina koji je donor tiolne skupine i neesencijalne aminokiseline serina.
Sinteza cisteina zapocinje konverzijom metionina u homocistein koji se reakcijom sa serinom
pretvara u cistationin. U posljednjem koraku hidrolizom cistationina nastaju cistein i o-
ketobutirat [5].

matilne R]Hz
seupine adengrin

mo o o
0 O ATP PPi+P:
.8 =3 SAM HDJ\-_/\/ =, HD/\HLOH
HaC OH J : N
NH
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cistationin +H,0
Haza -NH¢*
0 O
HD)J\I-r\CHg . HS/\.)I\OH
o MHz
ot-keetobutirat cistein

Slika 1.4. Sinteza cisteina
1.2.3. Razgradnja cistina i cisteina

Cistin se uz pomo¢ enzima cistin-reduktaze reducira u cistein koji se pretvara u piruvat
putem cistein-sulfinata ili 3-merkaptopiruvata. Prvi metabolicki put ukljucuje enzime cistein-
deoksigenzu, transaminazu i desulfinazu, a drugi transaminazu i osim piruvata kao produkt

nastaje i 3-merkaptolaktat.

Poremecaj razgradnje cisteina moze dovesti do pojave cistinurije. Cistinurija je
benigni genetski poremecaj reapsorpcije cisteina 1 strukturno sli¢énih aminokiselina (lizin,

arginin, ornitin) ¢ija je jedina komplikacija moguce stvaranje cistinskih kamenaca. Cistinuriju



lije¢imo alkalizacijom urina, npr. sodom bikarbonom i povecanim unosom tekucine ili p-

penicilinaminom kao drugom linijom [8].
1.2.4. Produkti cisteina

Cistein reagira s pantotenatom i nastaje 4-fosfopantotenoil-cistein iz kojeg se daljnjim
reakcijama sintetizira koenzim A. Koenzim A sudjeluje u brojnim fizioloskim procesima
ukljucujuéi sintezu aminokiselina koje se sintetiziraju transaminacijom (alanin, aspartat i
glutamat). Cistein 1 koenzim A vazni su faktori prvog koraka u reakcijama acetilacije kao
reakcije druge faze metabolizma lijekova. Prvi korak biotransformacije acetilacijom ukljucuje
prijenos acetilne skupine s acetil-CoA na aktivni centar enzima N-acetiltransferaze, tiolnu
skupinu aminokiseline cisteina. Lijekovi koji se metaboliziraju acetilacijom su npr.
antiaritmik prokainamid, antituberkulotici p-aminosalicilna kiselina i izoniazid, f-blokator

propranolol, sulfonamidi i brojni drugi [9].

Iz cisteina u tri enzimski posredovane reakcije moze nastati i taurin. Zamjenom
koenzima A taurinom u molekuli kolil-CoA nastaje taurokolna kiselina, jedna od Zu¢nih
kiselina [5].

1.2.5. Cistein u farmaceutskim pripravcima

Stvarajuéi disulfidne veze cistein daje ¢vrstocu strukturnom proteinu kose - keratinu
[10]. Zbog navedenog svojstva Cesto se nalazi u oralnim dodacima prehrani za rast i ¢vrstocu
kose u obliku cisteina ili dimera cistina, ali ne kao osnovna djelatna tvar ve¢ u kombinaciji s
razli¢itim vitaminima 1 mineralima. Cistein se nalazi u KAL Hair force kapsulama®, MERZ
Spezial drazeje Koza/kosa/nokti®, a cistin mozemo prona¢i u Krka Fitoval kapsulama® i

DUCRAY anacaps kapsulama® i MERZ Spezial Hair drazejama®.

Slika 1.5. Farmaceutski pripravci koji sadrze cistein



1.2.6. Analiti¢ke metode odredivanja cisteina

Do sada razvijene metode za odredivanje cisteina su: tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC) sa kolorimetrijskim detektorom [11], HPLC na obrnutim fazama [12],
fluorescentna spektroskopija [13], kolorimetrijske metode [14], Ramanova spektroskopija
[15], voltametrijske [16] i kemiluminiscentne [17] metode. U nekim novijim radovima
opisano je i spektrofotometrijsko odredivanje cisteina uz primjenu nanocestica, ¢ije su
prednosti niska granica odredivanja, dobra linearnost te prihvatljiva tocnost i reproducibilnost
[18-20]. Cilj ovog rada je razviti kineticCku metodu za odredivanje cisteina, slijednom
analizom injektiranjem uz spektrofotometrijski detektor, koja ¢e omoguditi praéenje

napredovanja reakcije i odredivanje cisteina u dinamic¢kim uvjetima.

1.3. Kineticke metode

Analiticke metode kojima odredujemo zeljenu tvar mozemo podijeliti u dvije skupine:
termodinamicke i kineticke. Osnovna razlika je §to se u termodinamickim uvjetima mjerenja
izvode kada je reakcija dosegla stanje termodinamicke ravnoteze, dok se mjerenja kod
kineti¢kih metoda mogu obavljati u dinamickim uvjetima dok reakcija nije postigla stanje

termodinamicke ravnoteze [21].

Vrijeme Vrijeme

Slika 1.6. Graficki prikaz ovisnosti signala o vremenu mjereno a) termodinamickim

metodama 1 b) kinetickim metodama



Na slici 1.6. vidljivo je kako je kod termodinami¢kog mjerenja signal konstatan, dok
se kod kinetickog mjerenja, pod utjecajem neprekidne promjene koncentracije reaktanata i

produkata, signal mijenja s vremenom.

Na selektivnost metoda utjeCemo odabirom prikladnih uvjeta i reagensa. U
termodinamickim uvjetima cilj je povecati razliku u ravnoteznim Konstantama reakcija
analita, odnosno interferencija, dok se u kinetickim metodama seletivnost postize pove¢anjem

razlike u brzinama regiranja analita i interferencija sa reagensom.

Prednost kinetickih metoda je povecan broj kemijskih reakcija koje se mogu
upotrijebiti u analitiCke svrhe jer Se mogu primjenjivati kod nedovoljno brzih ili nepotpunih
reakcija kod kojih se sporo postize stanje ravnoteze. Reakcije koje se koriste u kinetickim
metodama odredivanja ne smiju biti ni previSe brze ni previSe spore, moraju zavrSiti u
razumnom vremenu, ali ne toliko brzo da zavrsi dok se reagensi mijeSaju. Takoder mora biti
poznat red reakcije kako bi se mogli odrediti brzina reakcije i koncentracija kao kineticki
parametri. Tre¢i, poslijednji uvjet, je moguénost praéenja reakcije kroz promjenu

koncentracije kao funkcije vremena [21].
1.3.1. Reakcije prvog reda
Reakcije prvog reda su reakcije kojima brzina ovisi o koncentraciji
A—P,

i tada je brzina reakcija jednaka brzini nestajanja tvari A i proporcionalna njezinoj

koncentraciji. Diferencijalni izraz zakona brzine za reakcije prvog reda glasi:

k. [A] @)

gdje je [A] koncentracija reaktanta A, a k specifi¢éna brzina reakcije ili konstanta
brzine reakcije. Minus ispred zagrade u jednadzbi ukazuje na smanjenje koncentracije tvari A
s vremenom. Kod diferencijalnih metoda koncentracije se racunaju iz brzina koje se odreduju
mjerenjem nagiba krivulje grafa koji opisuje koncentraciju reaktanta ili produkta kao funkciju
vremena. Nagib krivulje se najeS¢e odreduje u prvim trenutcima mjerenja kada je

eksponencijalna krivulja priblizno linearna i nagib je najveci.



Brzinu reakcije moZemo odrediti i integralnim metodama. Izraz za odredivanje

pocetne koncentracije reaktanta A iz koncentracije u odredenom vremenu t glasi:

K-t
2,303

log[A]t=log[A]o— 2)
gdje je [A]: koncentracija reaktanta u vremenu t, [A]o koncentracija reaktanta na
pocetku, k konstanta brzine reakcije i t vrijeme reakcije. Ukoliko grafi¢ki prikaZzemo

logaritam eksperimentalno mjerene koncentracije reaktanta A kao funkcije vremena,

dobijemo pravac nagiba — k03, i odsjecak na osi y koji je jednak log[A]o [22].

1.3.2. Reakcije drugog reda

Reakcije drugog reda su reakcije kojima brzina ovisi o koncentraciji svakog od
reaktanata. Analiticke reakcije najcesée su reakcije drugog reda u kojima analit predstavlja
jedan reaktant, a reagens drugi. Uz pretpostavku da je reakcija nastajanja produkta

nepovratna, mozemo je predociti kao:

A+B—P.

Brzina reakcija drugog reda ovisi 0 brzini nestajanja reaktanta A i reaktanta B,

odnosno njihovoj koncentraciji. Zakon o brzini drugog reda prikazujemo izrazom:

Sk [Al (g ®

gdje [A] predstavlja koncentraciju reaktanta A, [B] koncentraciju reaktanta B, a k

konstantu brzine reakcije.

Integralni izraz za brzinu reakcije drugog reda u kojoj su pocetne koncentracije

reaktanata jednake ([A]o=[B]o) glasi:

[Alo—[A]:

~ [Al[A]:

k-t 4)

Kada pocetne koncentracije reaktanata A i B nisu jednake jednadZba poprima izgled:

Alo.[B
2,303 ~Iog[ Jo.[B]

[
(Bl (Al " [B]o[A]

kK-t=

i (5)



gdje je [A]: koncentracija reaktanta u vremenu t, [A]o koncentracija reaktanta na
pocetku reakcije, [B]; koncentracija reaktanta B u vremenu t, [B]o koncentracija reaktanta B

na pocetku reakcije, k konstanta brzine reakcije i t vrijeme reakcije [22].
1.3.3. Reakcije pseudo prvog reda

U reakcijama pseudo prvog reda jedan od reaktanata u znacajnom je suvisku. Ukoliko

je uizrazu za reakciju drugog reda
A+B—C,

Koncentracija reaktanta B znatno veca od koncentracije reaktanta A, tj. [B]>>[A]
koncentracija reaktanta B vrlo se malo mijenja tijekom reakcije i izraz za brzinu ove reakcije
svodi se na izraz za zakon brzine reakcije prvog reda (1) i glasi:

d[A]

S k-[A] (6)

gdje [A] predstavlja koncentraciju reaktanta A, a k' konstantu koja je jednaka umnosku

konstante brzine reakcije k i koncentracije reaktanta B (k'=k-[B]).

Brzinu reakcije mozemo izraziti i integralnom metodom:

2,303
= -log

[Blo " [Al

k-t (7

gdje je [A]; izraz za koncentraciju reaktanta u vremenu t, [A]o koncentracija reaktanta
na pocetku reakcije, [B]o koncenteacija reaktanta B na pocetku reakcije, k konstanta brzine
reakcije i t vrijeme reakcije. Kod reakcija pseudo prvog reda vidljivo je iz diferencijalnog i
integralnog izraza kako brzina reakcije ovisi 0 nestajanju tvari manje koncentracije (reaktant
A).

Brzine nekih reakcija mozemo povecati katalitickim u¢inkom enzima specifi¢nih za tu

reakciju [22].



1.3.4. Vrednovanje kinetickih metoda

Uspjesnost razvoja, proizvodnje i kontrole kvalitete farmaceutskih pripravaka zasniva
se na brzim, selektivnim, osjetljivim i ekonomski isplativim metodama kvantitavne analize

koje odgovaraju suvremenim strozim zahtjevima farmakopejskih monografija.

Kineticke metode udovoljavaju zahtjevima farmaceutske industrije za
automatizacijom i1 minijaturizacijom metoda za istrazivacka i rutinska kvantitativna mjerenja.
Kao najpovoljnija metoda pokazala se slijedna analiza injektiranjem zbog ekonomicnosti
utroSka uzorka i reagensa i velike brzine analiziranja uzoraka. Prednost kinetickih metoda je i
mogucnost povecanja selektivnosti metode optimizacijom uvjeta reakcije na nacin da se
brzine reakcije interferencija i analita dovoljno razlikuju. Osjetljivost metode mozemo
povecati provodenjem mjerenja u uvjetima kada je koncentracija analita relativno velika.
Ukoliko je analit jedan od reaktanata mjerenja bi se trebala provoditi na pocetku reakcije dok

se za produkte mjerenja izvode na kraju.

Nedostatak kinetickih metoda u odnosu na termodinamicke je smanjena to¢nost zbog

utjecaja kontroliranih i nekontroliranih parametara poput temperature i pH otopine [23].

Osim parametrima selektivnosti, osjetljivosti, to¢nosti i preciznosti, metoda se
vrednuje odredivanjem linearnog dinamic¢kog podrucja, te granice odredivanja i dokazivanja.
Linearno dinamicko podrucje (LDP) je podrucje koncentracije analita u kojem signal linearno
raste s porastom koncentracije. LDP prikazujemo pravcem na grafu ovisnosti apsorbancije o
koncentraciji analita i odredujemo ga na temelju najmanje pet razli¢itih koncentracija.
Izrazava se jednadzbom y = k x + |, gdje y predstavlja vrijednost apsorbancije, a x
koncentraciju analita izrazenu u mol L. Omedeno je granicom odredivanja i gornjom
granicom LDP-a. Granica odredivanja je najmanja koncentracija analita koja se moze
kvantitativno odrediti primjenom odgovaraju¢e metode ili tehnike. Granica dokazivanja izraz
je za najnizu koncentraciju analita koja se moze kvalitativno odrediti i koja daje signal tri puta

veci od Suma primjenom odredene tehnike ili metode [24].

Cilj istrazivanja ovog rada je razvoj kineticke metode za odredivanje cisteina koja ¢e
se vrednovati ispitivanjem linearnog dinamic¢kog podrucja, granice odredivanja, granice
dokazivanja i ponovljivosti reakcije. Metoda se temelji na redoks reakciji u kojoj zeleno
obojani [Cu(Nc),]** kompleks, reduciran L-cisteinom, prelazi u Zuto obojani [Cu(Nc),]"

kompleks koji apsorbira pri valnoj duljini od 458 nm .
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2. Cilj istrazivanja

Cilj diplomskog rada je razvoj i vrednovanje metode odredivanja L-cisteina primjenom
slijedne analize injektiranjem uz spektrofotometrijski detektor.

Razvoju metode prethodi optimizacija slijede¢ih parametara protocnog sustava:

Redoslijed injektiranja analita i reagensa
Brzina protoka osnovne otopine
Volumen injektiranja reagensa i analita

Volumen petlje zadrzavanja i reakcijske petlje

o ~ w0 e

Koncentracija reagensa

Koristenjem optimiziranih parametara odredene su analiticke karakteristike razvijene

metode:

a) Podrudje djelovanja Beerovog zakona (linearno dinamicko podrucje - LDP)
b) Jednadzbu regresijskog pravca (nagib i odsjecak)

c) Koeficijent linearne regresije R

d) Granicu dokazivanja

e) Granicu odredivanja
Metoda je vrednovana ispitivanjem to¢nosti i preciznosti na temelju ponovljivosti

metode i iskoristivosti metode (engl. recovery), te ispitivanjem utjecaja interferencija na

zabiljeZeni signal.
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3. Materijali i metode

3.1. Priprava otopina
a) Otopina standarda L-cisteina

Standardna otopina L-cisteina, {c(L-cistein) = 1,0 x 10 mol L™} pripravlja se
otapanjem 0,0606 g L-cisteina (Merck, Damstadt, Njemacka) u acetatno-boratno-fosfatnom
puferu, pH = 3, nadopunom do oznake odmjerne tikvice od 50 mL. Otopina se ¢uva u
tamnom prostoru pri temperaturi od 4 °C, i tako ¢uvana otopina stabilna je najmanje 30 dana.

Radne otopine dnevno su pripravljane razrjedivanjem standardne otopine.
b) Otopina bakar(11) neokuproin kompleksa

Standardna otopina bakrovog(Il) neokuproin kompleksa {c[Cu(Nc),]*= 1x10~% mol
L'} pripravlja se iz bakrovog(l1)sulfat-pentahidrata i neokuproin hidrata (omjer Cu : Nc =1 :
2,4), u acetatno-boratno-fosfathom puferu pH = 3. Prvo slijedi otapanje 0,0250 g bakrovog(ll)
sulfat-pentahidrata (CuSO, x 5H,0; Kemika, Zagreb, Hrvatska; M = 249,68 g mol™) u malom
volumenu acetatno-boratno-fosfatnog pufera pH = 3. U tako pripravljenoj otopini bakra(ll) se
zatim otopi 0,0500 g neokuproina (C14H12N2 x H,O; Sigma Aldrich, Steinheim, Austrija; M =
208,26 g mol™) i nadopuni acetatno-boratno-fosfatnim puferom pH = 3 do oznake 100 mL
odmjerne tikvice. Neokuproin se pripravlja u otopini bakra(ll), kako bi mu, stvaranjem
kompleksa [Cu(Nc);]%*, povecali topljivost. Pripravljena otopina uva se na 4 °C i stabilna je

najmanje 30 dana.
c) Otopina acetatno-boratno-fosfatnog pufera 0,04 mol L™

Pufer se pripravlja otapanjem 4,9464 g borne kiselina (H3BO3, Alkaloid, Skopje,
Makedonija; M = 61,83 g mol™) u malo destilirane vode. Nakon otapanja borne kiseline doda
se 4,60 mL octene kiseline (CH3;COOH, glacialna, VWR Chemicals, Francuska; M = 60,05 g
mol™ ) i 3,20 mL fosforne kiseline (HsPO4, Kemika, Zagreb; M = 98,00 g mol™ ) te nadopuni
destiliranom vodom do oznake na odmjernoj tikvici od 2,0 L. Pripravljena otopina priblizno
ima vrijednost pH = 2. Zeljena vrijednost pH (pH = 3) podesava se dodatkom otopine NaOH
{c(NaOH) = 2,0 mol L™*} uz kontrolu pH-metrom.
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d) Otopina natrijeva hidroksida

Otopina NaOH {c(NaOH) = 2,0 mol L™} pripravlja se otapanjem 8,0000 g natrijeva
hidroksida (NaOH, Sv. Nedjelja, Hrvatska; M = 40,0 g mol™) u 100 mL deionizirane vode.
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3.2. Slijedna analiza injektiranjem

Marshall i Ruzicka pocetkom 90.-ih godina proslog stoljeca razvili su novu kineticku
tehniku koja ¢ini drugu generaciju protocnih metoda - slijednu analizu injektiranjem. Slijedna
analiza injektiranjem (SIA, engl. Sequential injection analysis) nastala je razvojem analize
injektiranjem u protok (FIA, engl. Flow injection analysis). FIA se zasniva na injektiranju
uzorka u kontinuirani proto¢ni sustav struje nosioca i reagensa. Nakon $to se uzorak rasprsi U
struji reagensa, dolazi do stvaranja produkta unutar injektirane zone kojeg detektor oCitava na
temelju promjene boje ili nekog drugog parametra. Sustav se sastoji od peristalticke crpke
koja regulira brzinu protoka, injekcijskog ili viSepozicijskog ventila, reakcijske uzvojnice i

detektora.

Suvremeni strozi zahtjevi za kvantitativnom analizom rezultirali su potrebom za
razvojem ekonomicnije i funkcionalnije metode. UStedom utroska reagensa i potpunom
automatizacijom sustava slijedna analiza injektiranjem pokazala se kao izrazito pogodna.
Apsolutna automatizacija sustava omogucava reproducibilan vremenski interval izmedu
injektiranja i detekcije Sto osigurava obradu svih uzoraka na isti na¢in i mogu¢nost usporedbe
nepoznatih uzoraka sa standardom. Ekonomski prihvatljiva metoda Siroku je primjenu
pronasla i u farmaceutskoj industriji zbog mogucnosti analize uzoraka razli¢ite formulacije:

masti, pasta, krema, emulzija, otopina i suspenzija [25].

Iako je SIA robusnija metoda kojom moZemo analizirati uzorke manjih koncentracija,

prednost FIA metode je moguénost obrade veéeg broja uzoraka.
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Slika 3.1. Sustav koriSten prilikom razvoja i validacije SIA metode za odredivanje cisteina

Sustav se sastoji od dvosmjerne crpke (Valco Instruments, Svicarska), visepozicijskog
selekcijskog ventila (Valco Instruments, Svicarska), petlje zadrzavanja i detektora, u ovom

sluéaju dvosnopnog spektrofotometra Shimadzu UV-1601 (Shimadzu, Kyoto, Japan).

— 5 OTPAD
REAKCIJSKA
PETLJA _+DETEKTOR
REAGENS I
PETLJA  CISTEIN L] 55
ZADRZAVANJA ]
OSNOVNA
OTOPINA
/I\\
||
|| DVOSMJERNA
CRPKA
H
‘Eu
[ ]

Slika 3.2. Shematski prikaz SIA sustava koriStenog u razvoju 1 vrednovanju metode

Osnovne karakteristike SIA sustava su dvosmjeran tok kroz petlju zadrzavanja i

programsko upravljanje injektiranjem. Nakon §to se dvosmjernom crpkom u sustav injektira

15



programski zadana koli¢ina analita, a potom reagensa, dolazi do promjene smjera kretanja u
petlji zadrzavanja. Daljnim protokom zona analita i reagensa medusobno se rasprSuju i na
granicama zona se stvara produkt. Detektor biljezi signal produkta kao pik na grafu ¢ija visina
ovisi 0 koncentraciji analita. Grafi¢ki prikaz odziva detektora kao funkcije vremena u
slijednoj analizi injektiranjem naziva se siagram. NajceS¢e se koriste spektrofotometrijski i

potenciometrijski detektor [26].

Sustavi prve generacije proto¢nih analiza (FIA) zahtjevaju veci broj cjevcica kako bi
se injektirali svi potrebni reagensi (svaki zasebno) dok vise-pozicijski selekcijski ventil SIA
sustavu omogucuje slijedno injektiranje nekoliko razli¢itih uzoraka, standarda ili reagensa
[27].

Napredak u razvoju proto¢nih sustava vidljiv je i u pojednostavljenju predobrade
uzoraka. Dvosmjerna crpka promjenom smjera protoka, ili njegovim zaustavljanjem,
omogucava provodenje razrjedivanja, ekstrakcije tekuce - tekuce i tekuce - plin, ekstrakcije iz
Cvrstih uzoraka, dijalize 1 enzimatskih reakcija kao postupaka predobrade uzoraka u
reakcijskoj petlji [28].

3.2.1. Formiranje zone

Analize injektiranjem temelje se na rasprSenju analita u struji osnovne otopine i
reagensa te nastanku koncentracijskog gradijenta, odnosno pika. Kod SIA metode odvijaju se
dvije, po prirodi, kineticke metode rasprSenja, kemijska i fizikalna. Fizikalno dolazi do
rasprSenja zone analita u zoni reagensa, a kemijski na granicama faza dolazi do formiranja

produkta koji je posljedica kemijske reakcije.

RasprSenje zone uzorka u otopini nositelja i zoni reagensa posljedica je aksijalne i
radijalne difuzije, te koncentracijskog gradijenta izmedu otopine nositelja i uzorka. Aksijalna
(paralelna) difuzija uzrokuje laminarno gibanje 1 medusobno mijeSanje zona. Povecanjem
laminarnog gibanja poveca se linearna brzina protoka Sto rezultira ve¢im brojem analiza u
odredenom vremenu. Radijalna (okomita) difuzija je dominantan parametar u analizama
injektiranjem koja uzrokuje gibanje uzorka prema stijenci petlje zadrzavanja i na taj nacin
smanjuje linearnu brzinu u sredini presjeka cjevcice, a povecava na stjenkama. Zdruzenom

aksijalnom 1 radijalnom difuzijom omoguceno je zadrzavanje cjelovitosti zone uzorka.
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Petlja zadrzavanja
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Slika 3.3. Prikaz formiranja zone koja se prenosi do detektora. Crvenom bojom oznacena je
zona uzorka, a plavom zona reagensa. Na granicama zona formira se produkt oznacen plavom

bojom.

Ukoliko se prvo injektira uzorak, a potom reagens, reagens laminarnim strujanjem,
koje je posljedica aksijalne difuzije, prodire u zonu uzorka i nastavljaju se uzvodno gibati (na
slici 3.3. oznaceno slovima A, B i C). Nakon promjene smjera dolazi do turbulentnog gibanja
koje je rezultat akceleracije i zbrojne aksijalne i radijalne difuzije (D). Radijalno gibanje

zavrSava nakon §to reakcijska smjesa dode do detektora (E) [29].

-~ Yt
—

y LA

aksijalna radijalna

difuzija difuzija

Slika 3.4. Prikaz aksijalne difuzije, koja uzrokuje laminarno gibanje, i radijalne difuzije, koja

uzrokuje turbulentno gibanje

Kao rezultat opisanih gibanja, dolaskom zone na detektor, biljezi se signal u obliku
pikova na siagramu. Smanjenjem rasprSenja pikovi postaju viSi i uzi, i na taj se nacin

povecava osjetljivost i dinamika mjerenja, a snizava granicu odredivanja.
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3.2.2. Programiranje protoka

Punjenje sustava otopinama reagensa i analita prethodi samom procesu analize, kako
bi se uklonio zrak koji moze interferirati sa zabiljezenim signalom. Na pocetku analize
odabiru se otvori vise-pozicijskog ventila na koje se spajaju otopine (na slici 3.2. oznaceni
brojevima 1-10; na slici 3.6. odabrani otvori oznaceni slovom ,,C*), i smjer protoka. Dva su
moguca smjera: engl. aspirate - usis, gdje je protok usmjeren od otvora ventila prema crpki
(na slici 3.6. oznacen slovom ,,A%), i engl. dispense - isis, gdje je protok usmjeren od crpke

prema ventilu.

Prilikom usisa cjev€ice se pune otopinama reagensa i analita (na slici 3.5. ozna¢eno
slovom ,,a*), gdje se zadrZavaju dok ne dode do promjene smjera protoka isisavanjem. Kad se
promijeni smjer, otopine reagensa i analita se osnovnom otopinom koz novi otvor tjeraju

prema detektoru (na slici 3.5. oznaceno slovom ,,b*).

»w | ACR | <@

w»w | A)P)R | > @

detektor

Slika 3.5. Prikaz punjenja cjevéica otopinama analita i reagensa. Na slici je zona reagensa
oznacena slovom ,,R“, slovom ,,A* struja analita i slovom ,,P* stvaranje produkta na granici

faza analita i reagensa.

Jedna od osnovnih prednosti slijedne analize injektiranjem u odnosu na proto¢nu
analizu je moguénost zaustavljanja protoka, ¢ime se moze izbje¢i znatan utroSak reagensa i
velika koli¢ina otpada. Programski se upravlja i volumenima injektiranja analita i reagensa

(na slici 3.6. oznaceni slovom ,,D%).

Osim volumena otopina programski se odreduje vrijeme usisa i isisa, te brzina
protoka, te na taj nacin podeSava ucestalost analiza (na slici 3.6. oznaceno slovom ,,E).
Programsko upravljanje svim koracima analize rezultira je jednostavno$cu uporabe metode

bez potrebe za dodatnom ru¢nom izmjenom.
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Slika 3.6. Programski slijed odredivanja cisteina. U prvom koraku protokom usmjerenim od

otvora 7 vise-pozicijskog ventila uvlaci se 150 uL otopine reagensa, a potom protokom

usmjerenim od otvora 6 ventila uvlaci se 200 uL otopine analita prema petlji zadrzavanja.

Promjenom smjera protoka u posljednjem koraku, 3000 uL osnovne otopine izbacuje se od

crpke prema otvoru 8 viSe-pozicijskog ventila, i na taj se na¢in formirana zona produkta Salje

prema detektoru. Optimizirana brzina protoka je 3000 uL min™.
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3.3. Molekulska apsorpcijska spektrometrija

Iako je spektroskopija u proslosti opisivala granu znanosti koja se bavi iskljucivo
svjetlo§¢u, odnosno vidljivim zra¢enjem, danas ona obuhvaca i X-zracenje, ultraljubicasto
(UV), infracrveno (IR), mikrovalno i radiofrekvencijsko zracenje. Spektrofotometrija je jedna
od najcesce koriStenih metoda u analitickoj kemiji kojom se na temelju apsorpcije svjetlosti
pri odredenoj valnoj duljini odreduje koncentrancija analita. Metoda je Siroko primjenjiva za
vidljivi dio spektra elektromagnetskog zraCenja zbog moguénosti selektivnog prevodenja
velikog broja tvari u obojani produkt. Cijenom povoljnija mjerenja u ultraljubicastom i
vidljivom spektru pogodnija su za kvantitativna, a u infracrvenom spektru za kvalitativna
odredivanja. Povezanost apsorpcije svjetlosti i koncentracije otopine objasnjena je Lambert-

Beerovim zakonom [22].

3.3.1. Apsorpcija svjetlosti

Apsorpcija predstavlja proces u kojem tvar selektivnho priguSuje intenzitet neke

frekvencije elektromagnetskog zracenja, odnosno njezinu valnu duljinu.

Apsorpciju dijelimo na atomsku i molekulsku, a osnovna razlika je u spektrima koji ih
karakteriziraju. Apsorpcijski spektar je graficki prikaz slabljenja osnovnog snopa zracenja u
ovisnosti o promjeni valne duljine, frekvencije ili valnog broja. Vertikalna os takvog prikaza
moze biti transmitancija izrazena u postotcima ili apsorbancija. Atomska apsorpcija
karakterizirana je linijskim spektrima gdje atomi u slobodnom stanju emitiraju
elektromagnetsko  zraCenje to¢no odredene valne duljine. Molekule apsorbiraju
elektromagnetsko zracenje bliskih valnih duljina, stoga se njihovo zraCenje prikazuje

vrpcastim spektrom u kojem svaka vrpca oznacava blisku valjnu duljinu [24].

Do apsorpcije moze doc¢i jedino ukoliko je energija fotona jednaka razlici izmedu
osnovnog, najnizeg energijskog stanja, i nekog od viSih energijskih stanja Cestice. Osim
osnovnog i pobudenih stanja na vrpcastim spektrima postoje i1 vibracijsko, translacijsko 1
rotacijsko stanje. Kada molekula primi energiju fotona prelazi u pobudeno, vise energijsko
stanje gdje se zadrzi kratak vremenski period (10° do 107 s). Prilikom relaksacije do
prethodnog ili osnovnog stanja viSak energije u obliku toplinske energije ili
elektromagnetskog zracenja prenosi drugim molekulama u okolini. Otpustena toplinska

energija najcesce je toliko mala da se ne moze ni detektirati [24].
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Koli¢ina apsorbirane svjetlosti ovisi o koncentraciji analita u uzorku. Sto je veca

koncentracija, uzorak ¢e apsorbirati vise energije i biti intenzivnije obojan [22].
3.3.2. Transmitancija

Transmitancija T je dio upadnog zracCenja koji prode kroz otopinu, i najée$ée se

izraZzava postotcima:

P
T I (8)

U izrazu (8) P predstavlja snagu zraenja nakon prolaska kroz medij, a Py shagu

zracenja koja pada na apsorbirajuci medjij.

["ﬁ RN

Slika 3.5. Apsorpcija elektromagnetskog zracenja. Na slici je snaga ulaznog zracenja
oznacena s Py a izlazna, nakon prolaska apsorbiraju¢eg medija s P. Duljina puta, odnosno

Sirina medija oznacena je slovom b.

Snaga zracenja (P) predstavlja energiju zracenja koja u jednoj sekundi pada na jedan
cm? povrsine detektora. Prolaskom kroz medij debljine b i koncentracije ¢ snaga zradenja se

smanjuje (P < Py) kao posljedica medudjelovanja fotona i apsorpcije [30].
3.3.3. Apsorbancija

Apsorbancija predstavlja logaritam omjera ulazne i prolazne snage elektromagnetskog

zracenja 1 bezdimenzijska je veliCina:

A=Iog%=—logT ©))
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Kao §to je vidljivo iz jednadzbe (9) priguSenjem snopa elektromagnetskog zracenja

apsorbancija se, suprotno transmitanciji, povecava.
3.3.4. Lambert-Beerov zakon

Temelje Lambert-Beerovog zakona postavio je Lambert tezom koju je opisao u knjizi
Photometria, koja kaze da je koli¢ina svjetlosti koju otopina apsorbira proporcionalna njenoj
debljini (Lambertov zakon). Lambertov zakon nadopunio je 1852. godine Beer pretpostavkom
da je apsorpcija proporcionalna mnozinskoj koncentraciji otopljene tvari. Navedeno je
definirao provodeci eksperimente sa crvenim svjetlom i otopinama razlicitih soli. Primjetio je
kako intenzitet transmitiranog svjetla eksponencijalno pada s duljinom optickog puta i

koncentracijom otopine [22].

Kombinacijom Lambertovog i Beerovog zakona dobivene su osnovne pretpostavke za

razvoj analiti¢kih metoda spektrofotometrije i kolorimetrije.
Lambert-Beerov zakon moze se iskazati sljede¢om jednadzbom:
A=a-b-c (10)

gdje je A apsorbancija, a konstanta proporcionalnosti (apsorpcijski koeficijent), b

duljina puta izrazena u cm, i ¢ koncentracija izrazena u g L™ [22].

Kada je koncentracija u jednadzbi (10) izraZena u mol L™, a debljina sloja u cm i
budu¢i da je apsorbancija bezdimenzijska veli¢ina dobijemo konstantu proporcionalnosti &

izrazenu u L cm™* mol™ (molarni apsorpcijski koeficijent):
A=¢-b-c (11)

Molarna apsorptivnost definira se kao broj litara u kojim treba otopiti jedan mol neke

tvari da bi apsorbancija bila 1 kada je duljina optickog puta 1 cm.

Lambert-Beerov zakon moguce je primjeniti i na otopinu koja sadrzava vise tvari koje
apsorbiraju. U tom slucaju, uz pretpostavku da komponente medusobno ne reagiraju, poprima

izraz:
Aukupro = Av+ A2 +...+ An =g1-b-Ci+&2-b2-Co+...+ &n-bn-Cn (12)

gdje indeks n oznacuje broj komponenti koje apsorbiraju [22].
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3.3.5. Instrumenti u optickoj spektroskopiji

Spektrofotometar je uredaj opremljen s monokromatorom ili polikromatorom,
fotodetektorom i elektroni¢kim ocitanjem koji pokazuje vrijednost proporcionalnu intenzitetu
izolirane vrpce ili valne duljine. Osnovni dijelovi veline spektrometara su: izvor
kontinuiranog zracenja, monokromator, spremnik za uzorke, detektor ili uredaj koji pretvara

energiju zracenja u mjerljivi signal i uredaj koji ocitava signal detektora.

4

‘ /) 1023

N . rocesor signala i
1zvor monokromator spremuik detektor Ereﬁa' za u(%tavnn'e
zrafenja za uzorak 1 |

Slika 3.6. Shematski prikaz dijelova instrumenta za opticku spektroskopiju

Izvor zraCenja treba biti stabilan, konstantan i dovoljno snazan kako bi se jednostavno
detektirao i mjerio. Kako ni jedan izvor ne zraci dovoljno Sirok spektar da se pokrije i
ultraljubicasto i infracrveno i vidljivo zraenje, izvori zraCenja se razlikuju. Za emitiranje
ultraljubicastog zracenja valne duljine od 160 nm do 380 nm koriste se vodikove i deuterijeve
zarulje, a za vidljivo 1 infracrveno zracenje valne duljine od 240 nm do 2500 nm koriste se

volfram/halogene zarulje [22].

Monokromator je uredaj sastavljen od leca i ogledala koji izdvajaju elektromagnetsko
zracenje odredene valne duljine. Kao monokromator koriste se opticka prizma, povoljnija za
izdvajanje elektromagnetskog zraCenja krac¢e valne duljine, te opticka resetka koja se moze

koristiti u svim dijelovima spektra 1 razliciti opticki filteri.

Spremnici za uzorke (ili kivete) moraju biti transparentni za prolazak zracenja i
najcesce su Siroki 1 cm. Kivete za mjerenje u ultraljubi¢astom spektru na¢injene su od kvarca
dok se za mjerenja u vidljivom spektru mogu koristiti i plasticne i kivete od silikatnog stakla.

Prije mjerenja vazno je ukloniti sve necistoce, masti 1 otiske prstiju sa prozirnog dijela kivete.
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Suvremeni spektrofotometri temelje se na radu s dva snopa zracenja koja nastaju

pomocu zrcala koje se naziva djelitelj snopa. Jedan snop prolazi kroz referentnu otopinu, a

drugi kroz otopinu uzorka prema detektoru. Omjer izlaznih signala (P/Pg), ili logaritam

omjera, odreduje se elektronicki i prikazuje na uredaju za ocitavanje (slika 3.7.) [22].

1Zvor
zraéenja

monokromator dielitel

” snopa

otopina
uzorka

|

zrcalo

=

J

U

P

detektor

Slika 3.7. Shematski prikaz dvosnopnog spektrofotometra

zrcalo

uredaj za
oditavanje
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3.4. Ostali uredaji i oprema

pH vrijednost otopina podeSavana je koriStenjem milivoltmetra Mettler Toledo
SevenMulti (Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svicarska) opremljenim staklenom elektrodom,

Mettler Toledo InLab®.

Slika 3.8. Milivoltmetar Mettler Toledo SevenMulti (Mettler Toledo, Schwerzenbach,

Svicarska) opremljenim staklenom elektrodom, Mettler Toledo InLab®

Eppendorf mikropipete s ru¢nim drza¢em, Nichiryo (Nichiryo, Tokyo, Japan)
koriStene su za dodavanje izrazito malih, mikrolitarskih volumena za pripravljanje otopina

analita, reagensa i interferencija.

Slika 3.9. Mikropipete Eppendorf s ru¢nim drZza¢em za dodavanje volumena od 10 do 100 pL
(zuta) 1 100 do 1000 uL (plava)
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4. Rezultati

4.1. PredloZena kemijska reakcija

Predlozena metoda slijedne analize injektiranjem sa spektrofotometrijskim detektorom

zashiva se na redoks reakciji u kojoj L-cistein (reducens) reducira zeleno obojani [Cu(Nc),]*

kompleks u Zzuto obojani [Cu(Nc),]" kompleks:
2RSH + 2[Cu(Nc)2]** 2 RSSR + 2[Cu(Nc),]* + 2H*
ZELENO ZUTO

Nastali kompleks [Cu(Nc),]* ima apsorpcijski maksimum pri valnoj duljini A = 458

nm, dok oksidirani oblik kompleksa, [Cu(Nc),]**, ne apsorbira pri istoj valnoj duljini.

Prethodno optimizirani kemijski parametri predlozene redoks-reakcije, provjereni su

na SIA sustavu i koriSteni za sva mjerenja.

Tablica 4.1. Prikaz optimalnih parametara

A, nm 458

pH 3

T, °C 25
c([Cu(Nc),]*), mol L™ 1,0 x 107

4.2. Optimizacija sustava

Sustav za slijednu analizu injektiranjem optimiziran je univarijanthom metodom.
Univarijantna metoda predstavlja optimizaciju nasumi¢no odabranog parametra, ija se
vrijednost mijenja dok drugi parametri ostaju konstantni. Nakon §to je optimiziran odabrani
parametar zadrzava se njegova optimalna vrijednost konstantnom kroz sva mjerenja. Na isti
nacin optimiziraju se svi ostali parametri metode [31]. U proto¢nim sustavima optimizira se
volumen injektiranog uzorka, volumen reagensa, duljina petlje zadrzavanja i reakcijske petlje,
protok i redoslijed injektiranja, sve s ciljem postizanja Sto vece osjetljivosti metode i

ucestalosti analiza.
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4.3. Optimizacija redoslijeda injektiranja

Razli¢itim slijedom injektiranja reagensa i analita optimiziran je redoslijed
injektiranja. Prvo je ispitan slijed reagens-analit, a zatim analit-reagens. Povoljniji nacin

injektiranja odreden je analizom pikova koji predstavljaju vrijednost apsorbancije.

0.190+
0.165+ — Gu(Ne),2", cys

0.140+

0.115- — cys, Cu(Nc),**

0.090+

A458 nm

0.065+

0.040+

0.015+

-0.010 T T T 1
0 200 400 600 800
ts

Slika 4.1. Siagram utjecaja redoslijeda injektiranja otopina [Cu(Nc),]** (reagens) i cisteina
(analit) na signal u petlji zadrzavanja. Eksperimentalni uvjeti: c(cys) = 4,0 x 107> mol L™%;
c([Cu(Nc)21%) = 1,0 x 107 mol L™; pH = 3; protocna kiveta volumena 80 pL; brzina protoka
= 5000 puL min; petlja zadrzavanja od 1000 pL; reakcijska petlja duljine 70 cm; volumen
injektiranja cisteina = 200 uL i volumen injektiranja [Cu(Nc),]** = 200 pL; volumen osnovne
otopine = 3000 uL; valna duljina pri kojoj je spektrofotometrijski biljeZen signal iznosi A =
458 nm.

Na slici 4.1. slovom ,,a“ oznacen je redoslijed injektiranja reagensa [Cu(Nc),]*", zatim
cisteina u petlju zadrzavanja, a slovom ,b“ oznafeni su pikovi koji su zabiljezeni
injektiranjem cisteina, a potom reagensa [Cu(Nc);]**. Analizom visine pikova i njihove
ponovljivosti vidljivo je kako je prvi slijed injektiranja optimalniji te je u sljede¢im

optimizacijama koristen redoslijed reagens-analit.
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4.4. Optimizacija brzine protoka

Optimizacijom brzine protoka optimizira se ucestalost analiza, odnosno broj analiza
koje je moguée provesti u odredenom vremenu. PodeSavanjem brzine protoka moze se

poboljsati osjetljivost metode kontrolirajuci rasprSenje.

Brzina se optimizira mijenjanjem vrijednosti brzine protoka od 1000 pL min~' do

8000 pL min™* te analiziranjem dobivenih pikova.

0.16-
0.15-
0.14-
0.13-
0.12- 4
0.114 — 1000 pL min
v — 2000 uL min™
N — 3000 pL min™
= | 4000 uL min™
§ 0.07+ — 5000 pL min”’
< 0.064 — 6000 pL min™
0.05+ — 7000 pL min™
L — 8000 uL min™
0.03+
0.02- ‘
0.01+
o.oo-J ﬁhb\_“tu:u_m-
-0.01

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
ts

Slika 4.2. Siagram utjecaja brzine protoka na apsorbanciju. Eksperimentalni uvjeti: c(cys) =
4,0 x 10° mol L™; ¢([Cu(Nc),]*") = 1,0 x 107° mol L™; pH = 3; proto¢na kiveta volumena 80
uL; petlja zadrzavanja od 1000 uL; reakcijska petlja duljine 70 cm; volumen injektiranja
cisteina = 200 uL i volumen injektiranja [Cu(Nc),]** = 200 pL; volumen osnovne otopine =
3000 uL; valna duljina pri kojoj je spektrofotometrijski biljezen signal iznosi A = 458 nm;
brzina protoka: a) = 1000 uL min, b) = 2000 uL min?, ¢) = 3000 pL min™, d) = 4000 pL
min~, e) = 5000 puL min*, f) = 6000 pL min™*, g) = 7000 pL min~*, h) = 8000 pL min™.
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Slika 4.3. Graf ovisnosti apsorbancije o brzini protoka

Eksperimentalni uvjeti: c(cys) = 4,0 x 10~ mol L™; ¢([Cu(Nc),]*") = 1,0 x 10~ mol L™%; pH
= 3; proto¢na kiveta volumena 80 uL; petlja zadrzavanja od 1000 pL; reakcijska petlja duljine
70 cm; volumen injektiranja cisteina = 200 uL i volumen injektiranja [Cu(Nc),]*" = 200 pL;
volumen osnovne otopine = 3000 pL; valna duljina pri kojoj je spektrofotometrijski biljezen
signal iznosi A = 458 nm; brzina protoka: a) = 1000 uL min*, b) = 2000 uL min*, ¢) = 3000
uL min, d) = 4000 pL min™, ) = 5000 puL min™*, f) = 6000 pL min™, g) = 7000 pL min?,
h) = 8000 pL min™.

Na slikama 4.2. i 4.3. vidljivo je kako je maksimalna apsorbancija i najbolja
ponovljivost zabiljeZena pri brzini protoka 3000 pL min~* (pikovi oznageni slovom ,,c*). Pri
brzinama manjim od optimalne (manje od 3000 uL min™) zabiljezeni pikovi su ire osnovice
i manje visine, dok se pri brzinama veéim od optimalne vrijednost apsorbancije i Sirina
osnovice pikova smanjuje, te povrat na baznu liniju nije potpun. Uzrok promjenama
vrijednosti apsorbancije i oblika pika pri ve¢im brzinama je smanjenje rasprsenja zone analita

I reagensa.
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4.5. Optimizacija volumena injektiranja reagensa

Utjecaj volumena injektiranog reagensa na osjetljivost metode ispitana je za
koncentraciju c([Cu(Nc):]*") = 1,0 x 10~ mol L™ Injektiranjem razli¢itih vrijednosti
volumena reagensa (od 50 uL do 450 pL) pri konstathnom volumenu analita od 200 uL
koncentracije c(cys) = 4,0 x 10 mol L™, te analizom dobivenih rezultata odreden je

optimalan volumen injektiranja.

0.165] @) b) ¢ f) g) h)y )
0.1404
0.115+4 =— 50 uL
= 100 uL
£ 0.0904 — 150 L
-]
qﬁ 200 uL
0.065+ — 250 pL
= 300 uL
0.040- Ul
= 400 puL
| | I | — 450L
0.0154 U
‘0-010 L] L] L] L] L] L] L} L] 1
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250

ts

Slika 4.4. Siagram optimizacije volumena injektiranja reagensa. Eksperimentalni uvjeti:
c(cys) = 4,0 x 10> mol L™ ¢([Cu(Nc),]*") = 1,0 x 10~ mol L™; pH = 3; proto¢na kiveta
volumena 80 uL; petlja zadrzavanja od 1000 pL; reakcijska petlja duljine 70 cm; volumen
injektiranja cisteina = 200 uL ; volumen osnovne otopine = 3000 uL; valna duljina pri kojoj
je spektrofotometrijski biljeZen signal iznosi A = 458 nm, brzina protoka = 3000 pL min™;
volumen injektiranja [Cu(Nc),]*" : @) = 50 uL , b) = 100 pL, c) = 150 pL, d) = 200 uL, €) =
250 pL, f) =300 pL, g) = 350 pL, h) =400 pL, i) =450 pL.
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Slika 4.5. Graf vrijednosti apsorbancije ovisno o injektiranom volumenu reagensa.
Eksperimentalni uvjeti: c(cys) = 4,0 x10™> mol L™%; ¢([Cu(Nc),]**) = 1,0 x 10> mol L™; pH =
3; proto¢na kiveta volumena 80 uL; petlja zadrzavanja od 1000 pL; reakcijska petlja duljine
70 cm; volumen injektiranja cisteina = 200 uL ; volumen osnovne otopine = 3000 pL; valna
duljina pri kojoj je spektrofotometrijski biljeZen signal iznosi A = 458 nm, brzina protoka =
3000 pL min™; volumen injektiranja [Cu(Nc),]**: @) = 50 uL , b) = 100 pL, c) = 150 pL, d) =
200 pL, e) = 250 uL, f) =300 pL, g) = 350 pL, h) =400 uL, i) = 450 uL.

Iz slike 4.4. i slike 4.5. vidljivo je da vrijednost apsorbancije dostize maksimalnu
vrijednosti za volumen reagensa od 150 uL (na siagramu i grafu oznaceni slovom ,,c%).
Daljnjim povecanjem volumena te vrijednosti su jednake ili ne$to nize kao posljedica
nemogucnosti potpunog rasprsenja zone uzorka i zone reagensa. Volumen od 150 pL odabran
je kao konstantna vrijednost za sljedece korake optimizacije zbog ekonomi¢nih razloga

manjeg utroska reagensa i smanjenja otpada reakcije.
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4.6. Optimizacija volumena injektiranja analita

Utjecaj volumena injektiranja analita na osjetljivost metode ispitan je za koncentraciju
cisteina c(cys) = 4,0 x 107° mol L ™. U sustav su injektirani razli¢iti volumeni cisteina (od 50
uL do 450 uL) te prethodno optimiziran volumen reagensa 150 pL koncentracije

c([Cu(Nc)2]*") = 1,0 x 10 mol L™

¢)] h) i)
c f)
o165] 2 b) )
0.1404
0.1154 — 50 uL
= 100 puL
E 0.090- s
@ 200 pL
< 0,065 — 250 uL
7 — 300 L
— 350 uL
0.040+ | — 400 pL
| = 450 uL
0.0154 kk
'0-010 L L L L} L} L) L} L 1
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250
ts

Slika 4.6. Siagram optimizacije volumena injektiranja analita. Eksperimentalni uvjeti:
Eksperimentalni uvjeti: c(cys) = 4,0 x 107> mol L™; ¢([Cu(Nc)2]**) = 1,0 x 103 mol L™*; pH
= 3; proto¢na kiveta volumena 80 uL; petlja zadrzavanja od 1000 uL; reakcijska petlja duljine
70 cm; volumen injektiranja [Cu(Nc),]** = 150 uL; volumen osnovne otopine = 3000 pL;
valna duljina pri kojoj je spektrofotometrijski biljeZen signal iznosi A = 458 nm, brzina
protoka = 3000 pL min™*; volumen injektiranja cisteina: a) = 50 uL , b) = 100 pL, ¢) = 150
uL, d) =200 pL, e) =250 pL, f) =300 pL, g) = 350 uL, h) =400 uL, i) = 450 pL.
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Slika 4.7. Graf utjecaja volumena injektiranja cisteina na osjetljivost metode. Eksperimentalni
uvjeti: c(cys) = 4,0 x10™° mol L™; ¢([Cu(Nc)2]**) = 1,0 x 10~° mol L™; pH = 3; proto¢na
kiveta volumena 80 uL; petlja zadrZzavanja od 1000 puL; reakcijska petlja duljine 70 cm;
volumen injektiranja [Cu(Nc),]** = 150 pL; volumen osnovne otopine = 3000 uL; valna

duljina pri kojoj je spektrofotometrijski biljeZen signal iznosi A = 458 nm, brzina protoka =

3000 pL min™*; volumen injektiranja cisteina: a) = 50 pL , b) = 100 pL, ¢) = 150 uL, d) = 200

uL, ) =250 uL, f) =300 pL, g) =350 pL, h) =400 uL, i) =450 pL.

Iz dobivenih rezultata (slika 4.6. i slika 4.7.) vidljivo je da se pove¢anjem volumena
injektiranja analita povecava i zabiljeZeni signal jer reagensa ima u dovoljnoj koli¢ini da se
odvije kemijska reakcija. Signal prestaje znacajnije rasti nakon injektiranog volumena od 200
pL ( oznacen slovom ,,d* ) te je taj volumen odreden kao optimalan i koriSten u daljnjim

optimizacijama. Volumeni analita ve¢i od 200 pL izazivaju zasic¢enje u predloZzenoj metodi.
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4.7. Optimizacija volumena petlje zadrzavanja

Utjecaj volumena petlje zadrzavanja na osjetljivost metode ispitan je koristenjem
otopine cisteina koncentracije c(cys) = 4,0 x 10° mol L™ i otopine neokuproin bakrovog(Il)
kompleksa koncentracije c([Cu(Nc),]*") = 1,0 x 10~° mol L. Optimizacija je provedena s
dvjema razli¢itim petljama zadrzavanja volumena 500 uL i 1000 uL, te je analizom siagrama
odabran optimalan parametar.

a) b)

0.190- — 500 L

0.165+ = 1000 uL
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0.090{ | |

Assg nm

0.065+

0.040+

0.015+

-0.010

0 5.0 1 [.lO 1 50 260 2;0 360 3;0 4(.)0 4;0 560
ts
Slika 4.8. Siagram utjecaja volumena petlje zadrzavanja na osjetljivost metode.

Eksperimentalni uvjeti: c(cys) = 4,0 x 10~ mol L™; ¢([Cu(Nc)2]** ) = 1,0 x 102 mol L™%; pH
= 3; proto¢na kiveta volumena 80 uL; reakcijska petlja duljine 70 cm; volumen injektiranja
[Cu(Nc),]** = 150 pL; volumen injektiranja cisteina = 200 pL; volumen osnovne otopine =

3000 pL; valna duljina pri kojoj je spektrofotometrijski biljezen signal iznosi A = 458 nm,
brzina protoka = 3000 puL min™*. Slovom ,,a“ ozna&eni su pikovi dobiveni koristenjem petlje

zadrzavanja volumena 500 pL, a slovom ,,b* petlje zadrzavanja volumena 1000 uL.

Analizom rezultata utvrdeno je kako se vrijednosti apsorbancije u oba slucaja
neznatno razlikuju sto ukazuje na to da je reakcija dovoljno brza i potpuna u oba slucaja.
Petlja zadrzavanja volumena 500 pL (200 uL analita i 150 uL reagensa) odabrana je kao
optimalna jer je dovoljno dugacka da se reakcija odvije do kraja, a manji volumen omogucava

da formiranoj zoni produkta brzi dolazak do detektora.
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4.8. Optimizacija volumena (duljine) reakcijske petlje

Utjecaj volumena reakcijske petlje na osjetljivost metode ispitivan je koriStenjem
otopine cisteina koncentracije c(cys) = 4,0 x 10° mol L™ i otopine neokuproin bakrovog(Il)
kompleksa koncentracije c([Cu(Nc),]*") = 1,0 x 102 mol L. Koristene su reakcijske petlje
razli¢itih duljina u rasponu od 30 cm do 120 cm te je analizom dobivenih rezultata utvrdena

optimalna duljina.
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Slika 4.9. Siagram utjecaja duljine reakcijske petlje na osjetljivost reakcije. Eksperimentalni
uvjeti: c(cys) = 4,0 x 10> mol L™; ¢([Cu(Nc)2]**) = 1,0 x 102 mol L™%; pH = 3; proto¢na
kiveta volumena 80 pL; petlja zadrzavanja od 500 pL; volumen injektiranja [Cu(Nc),]*" =

150 pL; volumen injektiranja cisteina = 200 pL; volumen osnovne otopine = 3000 uL; valna
duljina pri kojoj je spektrofotometrijski biljeZen signal iznosi A = 458 nm, brzina protoka =

3000 pL min. Slovima su oznaceni pikovi dobiveni koristenjem razli¢itih duljina reakcijske
petlje. Na slici pikovi oznaceni slovom ,,a* predstavljaju rezultate dobivene koriStenjem

reakcijske petlje duljine 30 cm, ,,b* - 50 cm, ,,c*“ - 70 cm, ,,d*“ - 100cm i ,,e* -120 cm.
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Slika 4.10. Graf utjecaja duljine reakcijske petlje na osjetljivost reakcije. Eksperimentalni
uvjeti: c(cys) = 4,0 x 10° mol L™; ¢([Cu(Nc),]*") = 1,0 x 10~ mol L™%; pH = 3; proto¢na

kiveta volumena 80 pL; petlja zadrzavanja od 500 pL; volumen injektiranja [Cu(Nc),]*

150 pL; volumen injektiranja cisteina = 200 pL; volumen osnovne otopine = 3000 pL; valna
duljina pri kojoj je spektrofotometrijski biljezen signal iznosi A = 458 nm, brzina protoka =
3000 pL min. Slovima su oznaceni pikovi dobiveni koristenjem razli¢itih duljina reakcijske
petlje. Na slici pikovi oznaceni slovom ,,a* predstavljaju rezultate dobivene korisStenjem

reakcijske petlje duljine 30 cm, ,,b*“ - 50 cm, ,,c*“ - 70 cm, ,,d* - 100cm 1 ,,e* -120 cm.

Na slikama 4.9. i 4.10. vidljivo je kako su u sluéaju ,,a“ zabiljeZeni najvisi pikovi, ali
zbog osiguravanja dovoljno vremena za odvijanje reakcije odabrana je rekcijska petlja duljine
50 cm. Pikovi zabiljeZeni koriStenjem reakcijske petlje duge 50 cm najboljeg su odnosa
ponovljivosti 1 visine pika (na slici 4.9. oznaeni slovom ,,b**). Pri ve¢im duljinama dolazi do

opadanja visine signala zbog povecanog rasprSenja zone uzorka.
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4.9. Optimizacija omjera reagensa

U posljednjem koraku razvoja metode cilj je bio provjeriti i potvrditi najpovoljniji
omjer bakar(ll) sulfat-pentahidrata i neokuproin hidrata. Koncentracija Cu(ll) bila je

konstantna, dok se koncentracija neokuproin hidrata postupno povecavala.
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Slika 4.11. Siagram utjecaja omjera reagensa na signal. Eksperimentalni uvjeti: c(cys) = 4,0 x
107°> mol L™; ¢([Cu(Nc),]*") = 1,0 x 107> mol L™, pH = 3; proto¢na kiveta volumena 80 pL;
petlja zadrzavanja od 500 pL; volumen injektiranja [Cu(Nc),]** = 150 pL; volumen
injektiranja cisteina = 200 uL; volumen osnovne otopine = 3000 pL; valna duljina pri kojoj je
spektrofotometrijski biljezen signal iznosi A = 458 nm, brzina protoka = 3000 pL min?,
volumen reakcijske petlje = 50 cm. Slovima ,,a“ do ,,d* oznaceni su pikovi dobiveni za
razli¢ite omjere bakra(ll) i neokuproina. ,,a* — Cu* :Nc=1:1;,b“—Cu*:Nc=1:15;,.c*
—~Cu":Nc=1:2;,d“-Cu*":Nc=1:24.
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Slika 4.12 Graficki prikaz utjecaja omjera reagensa na apsorbanciju. Eksperimentalni
uvjeti: c(cys) = 4,0 x 10~ mol L™; ¢([Cu(Nc),]**) = 1,0 x 10 mol L™, pH = 3;
proto¢na kiveta volumena 80 uL; petlja zadrzavanja od 500 uL; volumen injektiranja
[Cu(Nc),]** =150 pL; volumen injektiranja cisteina = 200 pL; volumen osnovne
otopine = 3000 pL; valna duljina pri kojoj je spektrofotometrijski biljezen signal
iznosi A = 458 nm, brzina protoka = 3000 pL min™, volumen reakcijske petlje = 50
cm. Slovima ,,a* do ,,d*“ oznacene su srednje vrijednosti apsorbancije dobivene za
razli¢ite omjere bakra(ll) i neokuproina. ,.a“— Cu®* : Ne=1:1; ,b“—Cu* : Nc=1:
1,5; ¢~ Cu** :Ne=1:2;,,d“~Cu* :Nc=1:24.

Analizom dobivenih rezultata vidljivo je kako su za omjer bakar(ll) :
neokuproin =1 : 2,4 (na slikama 4.11. i 4.12. oznacen slovima ,,d) zabiljezeni najvisi

signali dobre ponovljivosti, te je potvrden kao optimalan.

38



4.10. Odabrani optimalni parametri

Tablica 4.2. Tablica prikaza prethodno optimiziranih parametara za odredivanje

cisteina slijednom analizom injektiranjem uz spektrofotometrijski detektor

Parametar Ispitivano podrucje Optimalan uvjet

Brzina protoka, pL min™ 1000 — 8000 3000

Volumen injektiranja cisteina, puL 50 - 450 200

Volumen (duljina) reakcijske petlje, cm 30 — 120 50



4.11. Linearno dinamicko podrucje (LDP)

Linearno dinamicko podrucje je podruéje koncentracija U kojem porastom
koncentracije linearno raste i signal. LDP graficki se prikazuje pravcem umjeravanja ovisnosti
apsorbancije o koncentraciji analita. Krivulja umjeravanja za odredivanje cisteina mjerena je

za koncentracije cisteina od 2,0 x 10 mol L™ do 6,0 x 10~ mol L™

n)
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gz;z — 6107 M
0'265_ K) — 8x107 M
' 1x10° M
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Slika 4.13. Siagram spektrofotometrijskog odredivanja razli¢itih koncentracija cisteina.
Eksperimentalni uvjeti: c([Cu(Nc),]*") = 1,0 x 10~° mol L™}; pH = 3; proto¢na kiveta
volumena 80 piL; petlja zadrzavanja od 500 pL; volumen injektiranja [Cu(Nc),]** = 150 pL;
volumen injektiranja cisteina = 200 uL; volumen osnovne otopine = 3000 pL; valna duljina
pri kojoj je spektrofotometrijski biljezen signal iznosi 4 = 458 nm, brzina protoka = 3000 pL
min_l; duljina reakcijske petlje = 50 cm. Na slici su slovima ,,a* do ,,n“ oznacene izmjerene
apsorbancije za razli¢ite koncentracije cisteina. Slovo ,,a* predstavlja koncentraciju cisteina
c(cys) = 6,0 x 107 mol L™, ,,b* - c(cys) =8,0 x 107" mol L™, ,,c* - c(cys) = 1,0 x 107° mol
L, ,.d“-c(cys) =2,0 x 10°mol L™, e - c(cys) =4,0 x 10° mol L™, ,.f - c(cys) = 6,0 x
10 mol L™, ,.g“ - c(cys) =8,0 x 10 mol L™, ,,h* - c(cys) = 1,0 x 10° mol L™, , i -
c(cys) =2,0 x 10> mol L™, ,j“ - c(cys) = 4,0 x 10 mol L™, , k- c(cys) = 6,0 x 107 mol
L™, 1 -c(cys) =8,0 x 10° mol L™, ,m* - c(cys) =1,0 x 10 mol L™, ,,n* - c(cys) = 2,0 x
10 mol L™,
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Slika 4.14. Pravac umjeravanja za odredivanje cisteina slijednom analizom injektiranjem uz
spektrofotmetrijski detektor. Eksperimentalni uvjeti: c([Cu(Nc),]**) = 1,0 x 10> mol L™; pH
= 3; proto¢na kiveta volumena 80 uL; petlja zadrzavanja od 1000 pL; volumen injektiranja
[Cu(Nc),]** =150 uL; volumen injektiranja cisteina = 200 pL; volumen osnhovne otopine =
3000 pL; valna duljina pri kojoj je spektrofotometrijski biljeZen signal iznosi 4 = 458 nm,
brzina protoka = 3000 puL min™*; duljina reakcijske petlje = 50 cm. Na slici su slovima ,,a* do
N 0znacene izmjerene apsorbancije za razli¢ite koncentracije cisteina. Koncentracije

cisteina: c(cys) = 6,0 x 10~ mol L™ do 8,0 x 10~ mol L ™.

Na slici 4.12. prikazani su rezultati dobiveni linearnom regresijskom analizom odnosa
apsorbancije 1 koncentracije cisteina. Za 12 vrijednosti koncentracije (od ,,a“ do ,,1) utvrdena
je linearna ovisnosti apsorbancije o koncentraciji i dobivena je jednadzba y = 3690,4 x +
0,0019 (13) koja opisuje LDP podrudje, s koeficijentom linearne regresije R?> = 0,9997. U

jednadzbi (13) y predstavlja vrijednost apsorbancije, a X koncentraciju cisteina izraZenu u mol

L
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4.12. Granica dokazivanja, granica odredivanja i ponovljivost signala

Granica dokazivanja je najniza koncentracija analita ¢ije se prisustvo moze dokazati
odredenom tehnikom ili metodom i pri toj koncentraciji signal je trostruko vec¢i od Suma.

Racuna se prema formuli:

3XSp
m

D.=

(14)

gdje je sp standardna devijacija slijepe probe, a m nagib krivulje umjeravanja.

Granica odredivanja je najniza koncentracija analita koja se moZze kvantitativno
odrediti primjenom odredene tehnike ili metode. Predstavlja donju granicu linearnog
dinamickog podrucja, te je za tu koncentraciju signal desetorostruko vec¢i od Suma. Racuna se

prema formuli:

_1OX%
m

Qu (15)

gdje je sp standardna devijacija slijepe probe, a m nagib krivulje umjeravanja.

Standardna devijacija slijepe probe sy iznosi 0,0002309, a nagib krivulje umjeravanja
m iznosi 3690,4. UvrStavanjem podataka u izraz (14) izraunana je granica dokazivanja 1,8 x
10" mol L™, Granica odredivanja izragunana je uvritavanjem vrijednosti u izraz (15) i iznosi

6,0 x 107" mol L™, §to odgovara donjoj granici linearnog dinamickog podrugja.

Ponovljivost signala, koja ukazuje na preciznost metode, ispitana je kroz deset
uzastopnih injektiranja otopine analita koncentracije 4,0 x 10 mol L™ uz prethodno
optimizirane parametre. Relativno standardno odstupanje izrazava se u postotcima i ra¢una se

prema izrazu:
RSO(%) = = x100 (16)
X

gdje s oznacava standardnu devijaciju, a X srednju vrijednost jakosti apsorbancije.
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Slika 4.15. Siagram ponovljivosti signala za deset uzastopnih injektiranja analita.
Eksperimentalni uvjeti: c(cistein) = 4,0 x 10> mol L™, ¢([Cu(Nc),]**) = 1,0 x 10> mol L™;
pH = 3; proto¢na kiveta volumena 80 uL; petlja zadrzavanja od 1000 pL; volumen
injektiranja [Cu(Nc);]** =150 pL; volumen injektiranja cisteina = 200 pL ; volumen osnovne
otopine = 3000 pL; valna duljina pri kojoj je spektrofotometrijski biljezen signal iznosi A =

458 nm, brzina protoka = 3000 puL min™*; duljina reakcijske petlje = 50 cm.

Srednja vrijednost izmjerenih signala iznosi je 0,1502, a standardna devijacija
0,005029. Uvrstavanjem u jednadzbu (16) izracunano je relativno standardno odstupanje od
3,35 %.
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4.13. Ispitivanje utjecaja interferencija na osjetljivost metode

Nakon $to je metoda razvijena optimiziranjem parametara proto¢nog sustava, ispitivan
je utjecaj najcescée prisutnih tvari i iona u farmaceutskim proizvodima na odredivanje cisteina.
Interferencije koje su ispitivane su: glukoza, fruktoza, kalijev nitrat (KNQO3), laktoza, natrijev
sulfat, natrijev citrat (Na-citrat), boratna kiselina (H3BO3), limunska kiselina, vinska kiselina i

acetilsalicilatna kiselina.

Pripravljene su otopine omjera cistein : reagens = 1 : 500. Prvo je odredena
apsorbancija samog analita kroz tri mjerenja, a prosje¢na vrijednost iznosila je 0,1497.
Grani¢na tolerancija predstavlja koncentraciju tvari ili iona koja vrijednost apsorbancije kod
odredivanja analita mijenja manje od +5 %. Odstupanje od vrijednosti apsorbancije otopine
analita pod utjecajem interferencije izrazava se relativnom pogreskom. Racuna se prema

formuli:

Ainterferencija — Acistein

Relativna pogreska (%) = x 100 a7

Acistein

Za glukozu, fruktozu, kalijev nitrat, laktozu, natrijev sulfat, natrijev citrat, boratna
kiselina, limunsku kiselinu i vinsku kiselinu pripravljene su otopine omjera 1 : 500, a za
acetilsalicilatnu kiselinu 1 : 1. Nakon §to su iz tri mjerenja odredene srednje vrijednosti
apsorbancije, prema formuli (17) izraunana je relativna pogreska (prikazano u tablici 4.3. i
tablici 4.4.).
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Tablica 4.3. Prikaz interferirajucih tvari, omjer 1 : 500

Interferirajuéa tvar Srednja vrijednost Relativna pogreska, %
apsorbancije (A)
Glukoza 0,1564 4,48
Fruktoza 0,1556 3,94
KNO; 0,1435 -4,14
Laktoza 0,1606 7,00
NaySO4 0,1517 1,34
Na-citrat dihidrat 0,1576 5,28
H3;BO; 0,1478 1,27
Limunska kiselina 0,1273 -14,96
Vinska kiselina 0,2678 78,49

Tablica 4.4. Prikaz interferirajuce tvari, omjer 1 : 1

Interferirajuéa tvar Srednja vrijednost Relativna pogreska, %

apsorbancije (A)

Acetilsalicilatna kiselina 0,1210 19,17

Analizom dobivenih podataka vidljivo je kako laktoza, Na-citrat dihidrat, limunska
kiselina, vinska Kiselina i acetilsalicilatna kiselina interferiraju pri ispitivanim omjerima

cisteina i interferirajuce tvari (u tablici 4.3. i 4.4. oznaCene zadebljanim slovima).

Posto su interferirajuce tvari bile u znacajno vecoj koncentraciji, u sljede¢im koracima

ispitan je utjecaj postupnim smanjivanjem omjera analita i stranog iona.
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Tablica 4.5. Prikaz interferirajucih tvari

Interferirajuéa tvar Omjer Srednja vrijednost | Relativna pogreska,
apsorbancije (A) %

Laktoza 1:100 0,1554 3,81

Na-—citrat dihidrat 1:250 0,1530 2,20

Limunska kiselina 1:5 0,1504 0,47

Vinska kiselina 1:10 0,1526 1,94

Iz tablice 4.5. vidljivo je kako pri nizim omjerima interferirajue tvari i cisteina nisu

zabiljezena znacajna odstupanja (veéa od £5 %) od apsorbancije izmjerene za otopinu analita.
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4.14. Iskoristivost metode

Iskoristivost je svojstvo metode da odredi ukupnu koli¢inu analita u uzorku te ukazuje

na to¢nost metode [32].

Iskoristivost metode ispitana je na temelju tri razliite koncentracije analita.
Pripravljene su otopine analita koncentracije 2,0 x 10° mol L™; 6,0 x 10° mol L™ i 3,0 x
10° mol L™ i za svaku je provedeno pet mjerenja u triplikatima. Nakon §to je izraSunana
srednja vrijednost jakosti apsorbancije za svaki triplikat uvrStena je u jednadzbu pravca za
linearno dinamicko podrucje (14) i dobivena je koncentracija analita odredena koriStenjem
prethodno optimizirane metode slijedne analize injektiranjem uz spektrofotometrijski
detektor. Iskoristivost je izraCunana dijeljenjem dobivene koncentracije analita sa teorijskom
koncentracijom analita za svako od pet mjerenja i izrazena u postotcima. U posljednjem
koraku odredeno je relativno standardno odstupanje od medijana izracunanih vrijednosti za

svaku od koncentracija. Rezultati su prikazani u tablici 4.6.

Tablica 4.6. Ispitivanje iskoristivosti metode slijedne analize injektiranjem uz

spektrofotometrijski detektor za odredivanje cisteina za tri razli¢ite koncentracije

Molarna koncentracija Masena koncentracija Iskoristivost metode

analita, mol L™ analita, mg L™ (% + RSO)
2,0x10° 0,24 107,0 + 4,02
6,0 x 10°° 0,73 98,9 + 0,98
3,0x107° 3,6 102,5 £ 1,11

Analizom dobivenih podataka vidljivo je kako je iskoristivost metode

zadovoljavajuca, osobito pri viSim koncentracijama analita.
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5. Rasprava

Cilj diplomskog rada bio je optimizacija parametara sustava za odredivanje cisteina
slijednom analizom injektiranjem uz spektrofotometrijski detektor, te koriStenje optimiziranih

parametara u odredivanju analitickih karakteristika razvijene metode.

Optimizirani parametri su: redoslijed injektiranja analita i reagensa, brzina protoka,
volumen injektiranja reagensa, volumen injektiranja analita, volumen petlje zadrzavanja i
volumen reakcijske petlje te omjer reagensa. Parametri sa najpovoljnijim utjecajem na

osjetljivost prikazani su u tablici 4.2.

Prvi korak optimizacije sustava bio je odredivanje redoslijeda injektiranja otopina
reagensa i analita s obzirom na redoks-reakciju. Zabiljezeni signali bili su visi u slu¢aju kada
je prvo injektirana otopina reagensa (kompleks [Cu(Nc),]*"), zatim analita (cistein), te je taj

slijed odabran kao optimalan.

Optimizacijom brzine protoka moguce je utjecati na osjetljivost metode mijenjajuci
rasprSenje. Veca brzina protoka omogucuje analizu veceg broja uzoraka u odredenom
vremenu, pa je svrha optimizacije pronaci najpovoljniji omjer brzine i osjetljivosti metode.
Mjerenjima je utvrdeno kako je brzina protoka od 3000 uL min™* optimalna jer vrijednost

apsorbancije opada i poveé¢anjem i smanjenjem brzine.

Volumen injektiranja reagensa ispitan je za volumene od 50 uL do 450 uL. Analizom
pikova na siagramu volumen od 150 pL odreden je kao optimalan jer je za tu vrijednost
izmjerena maksimalna apsorbancija i daljnjim pove¢anjem volumena vrijednost apsorbancije

ostaje konstantna.

Utjecaj volumena injektiranja analita na osjetljivost metode ispitivan je za volumene
otopine cisteina od 50 uL do 450 pL. Na siagramu je vidljivo da je za volumen od 200 pL
izmjerena visoka vrijednost apsorbancije, te se znafajno ne mijenja daljnjim povecanjem

volumena.

Kod optimizacije volumena petlje zadrzavanja nisu uocene znatne razlike u vrijednosti
apsorbancije sto ukazuje na to da je reakcija dovoljno brza i potpuna u oba sluéaja. Petlja
zadrzavanja volumena 500 uL odabrana je kao optimalna jer je dovoljno dugacka da se
reakcija odvije do kraja, a manji volumen omogucava formiranoj zoni produkta brze stizanje

do detektora.
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Kod optimizacije duljine reakcijske petlje koristene su petlje od 30 cm do 120 cm.
Iako su najvisi pikovi dobiveni za reakcijsku petlju duljine 30 cm, zbog osiguravanja dovoljno

vremena za odvijanje reakcije odabrana je petlja duljine 50 cm.

Utjecaj razlic¢itih omjera bakra(ll) i neokuproina na zabiljezeni signal ispitan je za
raspon omjera Cu®* : Ncod 1: 1 do 1 : 2,4. Analizom pikova potvrdeno je da je omjer 1 : 2,4,

koji je koriSten i u prethodnim optimizacijama, optimalan.

Nakon razvoja metode optimizacijom parametara protocnog sustava odredene su

analitiCke karakteristike i ispitan utjecaj interferencija na signal analita.

Utjecaj interferencija ispitan je za koncentraciju 500 puta vecu od koncentracije analita
za glukozu, fruktozu, kalijev nitrat, laktozu, natrijev sulfat, natrijev citrat, boratnu kiselinu,
limunsku kiselinu i vinsku kiselinu, odnosno za jednaku koncentraciju acetilsalicilatne
kiseline. PoSto je ispitan utjecaj znaCajno vece koncentracije od one koja se nalazi u
farmaceutskim pripravcima mjerenja su ponovljena za nize koncentracije. 1z dobivenih
rezultata vidljivo je kako pri nizim koncentracijama jedino acetilsalicilatna Kiselina jednake
koncentracije kao analit utje¢e na jakost zabiljeZzenog signala. Glukoza, fruktoza, kalijev
nitrat, natrijev sulfat i boratna kiselina nece utjecati na jakost zabiljezenog signala ni u
koncentraciji 500 puta vecoj od analita. U farmaceutskim pripravcima tolerira se prisutnost
250 puta veée koncentracije natrijevog citrata od koncentracije analita, 100 puta vece
koncentracije laktoze, 10 puta vinske Kkiseline te 5 puta vece koncentracije limunske kiseline

od koncentracije analita ( rezultati prikazani u tablicama 4.3., 4.4.14.5.).

Linearno dinamicko podrucje ispitano je KkoriStenjem optimiziranih parametara
protoénog sustava za niz standardnih otopina koncentracije analita od 2,0 x 10 mol L™ do
6,0 x 10~ mol L™ Analizom podataka dobiveno je da signal linearno raste porastom
koncentracije analita za podrugje koncentracija od 6,0 x 10~ mol L™ do 8,0 x 10 mol L™ uz
koeficijent linearne regresije 0,9997. LDP podru¢je je definirano jednadzbom y = 3690,4 x +
0,00109.

Granica dokazivanja i granica odredivanja izraCunane su uvr§tavanjem vrijednosti
slijepe probe i nagiba krivulje u jednadzbe (14) i (15). Izra¢unane su vrijednosti koncentracije
1,8 x 107" mol L™ za granicu odredivanja i 6,0 x 10" mol L™ za granicu odredivanja, §to

odgovara donjoj granici linearnog dinamickog podruc¢ja. Ponovljivost signala ima relativno
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standardno odstupanje od 3,35 % izracunano prema izrazu (16) za 10 uzastopno injektiranih

otopina analita koncentracije 4,0 x 107 mol L™,

Posljednji korak u validaciji metode bio je racunanje iskoristivosti za procjenu to¢nosti
na temelju tri razli¢ite koncentracije otopine cisteina. Za koncentraciju 2,0 x 10° mol L™
dobivena je iskoristivnost 107,0 % uz standardno odstupanje 4,02 %. Za vise koncentracije
analita relativno standardno odstupanje bilo je znatno nize i iskoristivost povoljnija. Za
koncentraciju cisteina 6,0 x 10° mol L™ iskoristivnost je iznosila 98,9 % uz relativno
standardno odstupanje 0,98 %, a za koncentraciju 3,0 x 10 mol L iznosila je 102,5 % uz

relativno standardno odstupanje 1,11 %, Sto ukazuje na zadovoljavajucu iskoristivost metode.
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6. Zakljutak

Cilj diplomskog rada je razvoj i vrednovanje jednostavne, osjetljive i brze metode

slijedne analize injektiranjem uz spektrofotometrijski detektor za odredivanja L-cisteina.

Metoda se temelji na redoks reakciji u kojoj L-cistein (reducens) reducira zeleno
obojani [Cu(Nc)2]** kompleks u Zuto obojani [Cu(Nc),]* kompleks koji postize apsorpcijski

maksimum elektromagnetskog zracenja pri valnoj duljini 4 =458 nm.

Univarijantnom metodom optimizirani su parametri protocnog sustava: redoslijed
injektiranja (optimalni slijed je reagens zatim analit), brzina protoka (3000 uL min™),
volumen injektiranja analita (200 uL), volumen injektiranja reagensa (150 uL), volumen
petlje zadrzavanja (500uL), volumen (duljina) reakcijske petlje (50 cm) i omjer reagensa
(Cu* :Nc=1:24).

Linearno dinamicko podrucje definirano je jednadzbom y = 3690,4 x + 0,0019 sa
koeficijentom linearne regresije R* = 0,9997 za koncentraciju analita od 6,0 x 10~ mol L™ do

8,0 x 10° mol L™

Najmanja koncentracija analita koju moZemo kvalitativno odrediti je 1,8 x 10~ mol
L™, a kvantitativno 6,0 x 10~ mol L. Ponovljivost signala ima relativno standardno

odstupanje od 3,35 %.

Analizom rezultata dobivenih za iskoristivost i ponovljivost zakljuc¢eno je kako je

metoda zadovoljavajuce tocna 1 precizna.

Prednosti slijedne analize injektiranjem uz spektrofotometrijski detektor u odnosu na
prethodno razvijene metode su pracenje napredovanja reakcije i odredivanje niskih
koncentracija cisteina u dinami¢kim uvjetima uz zadovoljavajucu tocnost i preciznost.
Razvijena metoda, u kojoj se programski upravlja ve¢inom parametara, omogucuje analizu
velikog broja uzoraka u odredenom vremenu uz znatno manje utrosSke otopina nosioca i

reagensa. Pogodnost metode je i mogucnost analize pripravaka razli¢ite formulacije.
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8. Sazetak

Primjenom slijedne analize injektiranjem uz spektrofotometrijski detektor razvijena je
i vrednovana kineticka metoda odredivanja cisteina. Kineti¢ka metoda se temelji na redoks
reakciji gdje cistein kao reducens, reducira zeleni bakar(ll) neokuproin kompleks do bakar(l)
neokuproin kompleksa. Formirani Zuto-narancasti bakar(I) neokuproin kompleks pokazuje
apsorpcijski maksimum pri valnoj duljini od 458 nm. Optimalni parametri proto¢nog sustava
odredeni su univarijantnom metodom te je temeljem toga konstruirana krivulja umjeravanja.
Linearnost je postignuta u podrucju koncentracija cisteina od 6,0 x 107 do 8,0 x 10 °mol L™
uz jednadzbu pravca: y = 3690,4 x + 0,0019 i korelacijski koeficijent R? = 0,9997, te su
odredene granica dokazivanja od 1,8 x 10~ mol L™ i granica odredivanja od 6,0 x 10~" mol
L. Provjeren je i utjecaj prateéih tvari koje se uobiajeno nalaze u sastavu farmaceutskih
pripravaka te nije zabiljezen njihov interferiraju¢i ucinak na odredivanje analita. Vrednovanje
metode provedeno je ispitivanjem ponovljivosti signala uz relativno standardno odstupanje od

3,35 % te zadovoljavajuce iskoristivosti, odnosno to¢nosti metode.
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Using the sequential injection analysis with the spectrophotometric detector, the
kinetic method for the determination of cysteine was developed and validated. The kinetic
method is based on redox reaction where cysteine as a reductant, reduces green copper(Il)
neocuproine complex to copper(l) neocuproine complex. The formated yellow-orange
copper(l) neocuproine complex shows an absorption maximum at wavelength of 458 nm.
The optimum parameters of the flow system were determined by a univariate method and as a
result the calibration curve was constructed. Linearity was achieved for the concentration
range from 6.0 x 107" mol L ™" t0 8.0 x 10> mol L™ and it was described with the equation y =
3690.4 x + 0.0019 and correlation coefficient R = 0.9997. The calculated limit of detection is
1.8 x 107" mol L™ and the limit of quantification is 6.0 x 10~" mol L™*. The influence of
foreign substances commonly found in the composition of the pharmaceutical preparations
was also examined, and no interfering effect on the analyte was noted. Validation of the
method was performed by examining the repeatability of the signal with a relative standard

deviation of 3.35%, and satisfactory recovery of method, or accuracy of the method.
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