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

Osnovne karakteristike SIA sustava su 