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1. UVOD



1.1.  N-acetil-L-cistein
N-acetil-L-cistein (NAC) sintetski je aminotiolni antioksidans. U literaturi je poznat i
pod imenom N-acetilcistein i acetilcistein, dok naziv po IUPAC nomenklaturi glasi (2R)-2—

acetamido—3—sulfanilpropanska kiselina [1].

U disSnom sustavu N-acetil-L-cistein djeluje sekretoliticki i sekretomotoricki, a osim toga

djelotvoran je protuotrov (antidot) kod predoziranja paracetamolom [2].

O

Slika 1.1. NAC prikazan strukturnom formulom (2D) i molekulskim modelom (3D) [3]

1.1.1. Kemijska svojstva

NAC je bijeli kristalini¢ni prah kemijske formule CsHoNOsS i molekularne mase 163,2
g mol!'. Karakteristi¢nog je mirisa i kiselog okusa. Topljiv je u vodi, alkoholu, vruéem
1zopropilnom alkoholu, metil acetatu i etil acetatu, dok je netopljiv u eteru 1 kloroformu. Taliste
mu je na temperaturi 109,5 °C. Stabilan je na dnevnom svjetlu i pri temperaturi do 120 °C te

nije higroskopan. Konstanta disocijacije pKa iznosi 3,24 zbog karboksilne skupine [3].

1.1.2. Farmakodinamika

NAC je N-acetil derivat aminokiseline L-cistein, gdje je acetilna skupina vezana na
dusikov atom. Samo je N-acetil-L-cistein aktivan oblik koji se metabolizira do cisteina, a zatim
do glutationa. Koristi se kao mukolitik jer razgraduje disulfidne veze mukopolisaharidnih
lanaca i1 ima depolimerizacijski uc¢inak na lance DNK (u gnojnoj sluzi). Na taj nac¢in smanjuje

viskoznost bronhalnog sekreta pri ¢emu omogucava njegovo lakSe iskasljavanje [4].



Osim toga, NAC ima antioksidacijsko djelovanje koje se ostvaruje na dva nacina.
Neizravno NAC pospjesuje sintezu glutationa, polipeptida znac¢ajnog za detoksikaciju Stetnih
tvari, uz to NAC se izravno veze na slobodne kisikove radikale. Time se objasnjava ucinak
NAC-a kao antidota (protuotrova) pri trovanju paracetamolom, pri ¢emu se uglavnom koriste
parenteralni oblici. U prevelikim dozama paracetamola dolazi do zasi¢enja dvaju glavnih
metabolickih putova glukuronidacije 1 sulfokonjugacije $to dovodi do stvaranja
hepatotoksi¢nog metabolita. NAC metabolizmom prelazi u L-cistein koji je prekursor
glutationa, tvari potrebne za inaktivaciju Stetnog metabolita paracetamola [5,6].

Takoder, pokazuje odredenu klinicku korist u lijeCenju akutnih trovanja teSkim
metalima zbog kelatirajuéih svojstava [4].

Postoje ograniceni dokazi koji ukazuju na korist primjene NAC-a u kombinaciji s
konvencionalnom terapijom u lije€enju HIV infekcije [7], razli¢itih dermatoloskih stanja [8] te
kod neuropsihijatrijskih 1 neurodegenerativnih poremecaja, ukljucujuc¢i Alzheimerovu bolest,

Parkinsonovu bolest, neuropatsku bol te mozdani udar [9].

1.1.3. Farmakokinetika

NAC se nakon oralne primjene iz probavnog sustava vrlo brzo i gotovo potpuno
apsorbira. Oko 50 % NAC-a veze se za proteine iz plazme. Zbog znacajnog ucinka prvog
prolaska kroz jetru, bioraspoloZivost oralno primijenjenog NAC-a vrlo je mala (oko 10 %).

Vrijeme polueliminacije NAC-a priblizno je 1 sat i uglavnom ovisi o brzini
biotransformacije u jetri. Poremecaji funkcije jetre produljuju vrijeme polueliminacije u plazmi
do 8 sati. U jetri se metabolizira u cistein (aktivni metabolit), diacetilcistin, cistin 1 druge
mijesane disulfide. NAC 1 njegovi metaboliti prisutni su u tri razlicita oblika: slobodni, vezani
za proteine slabim disulfidnim vezama ili ugradeni u aminokiseline. Najvisa razina u plazmi
postize se nakon 1 do 3 sata. Vrijeme polueliminacije nakon intravenske primjene je 30 do 40
minuta.

NAC se izlucuje gotovo isklju¢ivo bubrezima i to u obliku neaktivnih metabolita
(anorganski sulfati, diacetilcistin). NAC prolazi kroz posteljicu i moZe se naci u krvi pupkovine.
Nema dostupnih podataka o izlu¢ivanju u maj¢ino mlijeko, kao ni o prolasku kroz krvno —

mozdanu barijeru u ljudi [5, 10].



1.1.4. Nuspojave

Manje Ceste nuspojave koje se mogu javiti prilikom uzimanja NAC-a su: glavobolja,
vruica, alergijske reakcije (svrbez, urtikarija, osip, oticanje usana i lica, otezano disanje,
tahikardija i hipotenzija), Sum u uhu, stomatitis, proljev, povracanje, Stucavica, mucnina i
bolovi u trbuhu. Rijetko moze do¢i do zaduhe i bronhospazma (uglavnom u bolesnika s
bronhalnom astmom). Postoje vrlo rijetka izvjes¢a o pojavi krvarenja uzrokovana NAC-om,

djelomicno u sklopu reakcija preosjetljivosti [5, 10].

1.1.5. Interakcije

Zbog oslabljenog refleksa kaSlja, istodobna primjena NAC-a 1 antitusika mozZe
prouzrociti opasan zastoj sekreta. Ne preporucuje se istodobna primjena NAC-a i antibiotika
(tetraciklini, osim doksiciklina, aminoglikozidi ili penicilini) jer se smanjuje ucinak antibiotika.
Izmedu primjene navedenih lijekova 1 NAC-a treba pro¢i najmanje dva sata. IzvjeSéa o
inaktivaciji antibiotika djelovanjem NAC-a i ostalih mukolitika temelje se na rezultatima in
vitro ispitivanja, pri ¢emu su izravno mijeSane ispitivane supstancije. Takoder, povecan je
vazodilatacijski ucinak i inhibicijski ucinak na agregaciju trombocita tijekom istovremene

primjene gliceriltrinitrata 1 NAC-a. Klini¢ki zna¢aj navedenog nije potvrden [5, 10].

1.1.6. Doziranje

Primjena u djece mlade od 2 godine se ne preporucuje. Za djecu starosti od 2 do 5 godina
maksimalna dnevna doza je 300 mg, a od 6 do 14 godina maksimalna dnevna doza iznosi 400
mg. Za odrasle 1 djecu stariju od 14 godina najve¢a dnevna doza iznosi 600 mg. Ako lije¢nik
ne odluci drugacije, lijeCenje NAC-om ne treba trajati dulje od 4 — 5 dana. Predoziranje moze
dovesti do gastrointestinalnih smetnji (muc¢nina, povracanje, proljev), a kod djece do

hipersekrecije. Lijecenje je simptomatsko [5, 10].



1.1.7. Kontraindikacije i mjere opreza

Uporaba NAC-a kontraindicirana je ako postoji preosjetljivost. Oprez je potreban u
bolesnika s bronhalnom astmom i u bolesnika s ulkusom u anamnezi. Budu¢i da NAC utjece
na metabolizam histamina 1 moze prouzrociti simptome njegove netolerancije (npr. glavobolja,
vazomotorni rinitis, svrbez), potreban je povecan oprez kod osoba s razvijenom netolerancijom
na histamin [5, 10].

Malo je klinickih podataka o primjeni NAC-a u trudnica. Eksperimentalna ispitivanja
na pokusnim Zzivotinjama ne upucuju na izravne ili posredne Stetne ucinke na trudnocu,

embrionalni/fetalni razvoj, porodaj ili postnatalni razvoj [5, 10].

1.1.8. Farmaceutski oblici

NAC je dostupan u razli¢itim farmaceutskim oblicima, koji se razlikuju za razlicite
indikacije. Registriran je u bezreceptnom rezimu za lije¢enje kaslja i prehlade u obliku Sumecih
tableta, granula za oralnu otopinu, oralne otopine i oralnog praska [11].

Parenteralni oblik lijeka nije registriran u Republici Hrvatskoj, ali se nalazi na bolnickoj

listi lijekova kao genericki lijek 1 moze se nabaviti za lijeCenje predoziranja paracetamolom

[11].



1.2.  Kineticke metode analize
Za razliku od ravnoteznih metoda analize gdje se signal biljezi u trenutcima kada je

kemijska reakcija u ravnoteznom ili stabilnom stanju, kod kineti¢kih metoda signal se biljezi u

kinetickom dijelu reakcije [12, 13].

kineticki dio stabilno ravnotezno
= reakcije stanje stanje
1)
w
vrijeme

Slika 1.2. Razdoblja odabrane kemijske reakcije: kineticki dio, stabilno stanje, ravnotezno

stanje [12]

Mjerenja se u kinetickim metodama obavljaju pod dinamickim uvjetima u kojima se
koncentracije reaktanata 1 produkata mijenjaju kao funkcija vremena, a kao analiticki parametar
sluzi ili nastajanje produkata ili nestajanje reaktanata [12, 13].

Svaka kemijska reakcija koja se odvija prihvatljivom brzinom moze posluZziti kao
osnova za kineti¢ka mjerenja. Kako bi reakcija mogla posluZiti razvoju pouzdane kineticke

metode mora ispuniti sljedeca tri uvjeta:

- brzina reakcije ne smije biti ni prebrza ni prespora;
- treba biti poznat zakon brzine reakcije;

- nacin kontinuiranog prac¢enja koncentracije barem jedne vrste iz odabrane reakcije mora

biti poznat.

Reakcija treba biti dovoljno brza kako bi se mjerenja izvrSila u prihvatljivom vremenu,
ali takoder dovoljno spora da se stanje ravnoteza ne bi postiglo dok se reaktanti jo§ uvijek

mijesaju [14].



1.2.1. Red reakcije
Kemijska reakcija koja se odvija u odredenom vremenu moze se opcenito prikazati:

A+R—P (1-1)

gdje A oznacava analit, R reagens i P produkt.
Zakon brzine reakcije prikazan opom jednadzbom ima oblik:

brzina =— d[;?] =— d([;:] = d([;)] =k-[A]"-[R] (1-2)

gdje je brzina derivacija koncentracije A, R ili P po vremenu ¢ Prve dvije brzine imaju
negativan predznak jer se koncentracije analita i reagensa smanjuju napredovanjem reakcije,
dok tre¢a ima pozitivan predznak jer koncentracija produkta raste. U gornjem izrazu, k je
konstanta brzine reakcije, m je red reakcije u odnosu na analit A, a n je red reakcije u odnosu

na reagens R [13].

1.2.2. Zakoni brzine za reakcije pseudoprvog reda
Najjednostavniji primjer kemijske reakcije je spontano, nepovratno nestajanje vrste A:
A—L>P (1-3)
Reakcija je prvog reda u odnosu na A, te je zakon brzine reakcije:
dlA
—%=k~[A] (1-4)
Medutim, reakcije prvog reda uglavnom nisu upotrebljive jer se vecina analiza temel;ji
na reakcijama koje ukljucuju barem dvije vrste, analit 1 reagens. Zakon brzine za takve reakcije
najcesce je sloZen te nije upotrebljiv u analiticke svrhe. Jedine upotrebljive reakcije su one koje
je moguce provesti u uvjetima koji dopustaju pojednostavljenje slozenog zakona brzine u oblik

za reakciju prvog reda. Takve reakcije nazivaju se reakcijama pseudoprvog reda [13].

Ako se kemijska reakcija odvija u jednom temeljnom koraku:

A+R—£E5P (1-5)
brzina je proporcionalna koncentraciji svakog od reaktanata, a zakon brzine glasi:
dlA
Ry 16

Moze se pretpostaviti da je navedena reakcija prvog reda u odnosu prema svakom od

reaktanata, a ukupno je drugog reda.



Ukoliko za koncentraciju reaktanta R vrijedi da je [R] > [A], koncentracija R se tijekom

reakcije vrlo malo promijeni, pa se moze pisati:

k-[R]=konstanta = k' (1-7)
Tada jednadzba za brzinu reakcije glasi:
d[A]
——=k"|A 1-8
P [A] (1-8)

Kako u zadanim eksperimentalnim uvjetima brzina ovisi samo o koncentraciji jednog
reaktanta (analita) kazemo da je reakcija pseudoprvog reda u odnosu na analit A.

Iako se kod odredivanja brzine za kemijske reakcije pseudoprvog reda uz prisutnost
suviska reagensa javljaju pogreSke, one su prihvatljive. Takoder, reakcije su rijetko potpuno
nepovratne, stoga je vazno uvjete odrzavati takvima da je konstanta brzine za povratnu reakciju
vrlo mala, a samim time i brzina povratne reakcije zanemariva, ¢ime je i pogreska zanemariva
[13].

Kineticke metode udovoljavaju zahtjevima farmaceutske industrije za automatizacijom
1 minijaturizacijom metoda za istrazivacka i rutinska kvantitativna mjerenja. Kao najpovoljnija,
pokazala se slijedna analiza injektiranjem zbog ekonomic¢nosti potro$nje otopine uzorka i
reagensa uz zadovoljavajucu osjetljivost metode i ucestalost mjerenja [15]. Ista ¢e, u nastavku
rada, biti detaljno objaSnjena, kao 1 postupak razvoja ove metode kroz optimizaciju osnovnih

znacajki proto¢nog sustava.



1.3.  Slijedna analiza injektiranjem

U drugoj polovici 20. stoljeca, toCnije 1975. godine nastupila je laboratorijska
automatizacija u kemijskoj analizi. Ruzicka i Marshall su 1990. godine razvili i opisali tehniku
analize slijednim injektiranjem (engl. Sequential Injection Analysis, SIA). Ona pripada drugoj
generaciji proto¢nih tehnika jer je nastala razvojem analize injektiranjem u protok (engl. Flow
Injection Analysis, FIA) [16].

SIA se temelji na slijednom injektiranju uzorka i reagensa u tok struje nosioca. U
najjednostavnijoj konfiguraciji, zona uzorka i zona reagensa injektiraju se jedna pored druge, u
struju otopine nositelja. Nakon toga slijedi promjena smjera protoka, koja pospjeSuje
medusobno rasprsenje injektiranih zona. Na njihovom se sucelju formira produkt reakcije (slika
1.3). Prolaskom nastalog produkta kroz detektor biljeze se promjene u odabranom parametru.
Odziv detektora je rezultat dvaju istovremenih kinetickih procesa: fizikalnog procesa disperzije
zone uzorka i1 kemijske reakcije koja nastaje kao posljedica mijeSanja analita u uzorku i

reagensa [16].

S G -

Slika 1.3. SIA: rasprSenjem zone uzorka (crveno) u zonu reagensa (plavo) na njthovom

sucelju nastaje produkt (Zuto) [16]

U usporedbi s FIA sustavom, koja djeluje na principu kontinuiranog protoka, prednost
SIA sustava se temelji na programiranom, dvosmjernom i isprekidanom protoku, precizno
kontroliranom od strane racunala. Time se pospjesuje medusobno rasprSenje injektiranih zona,
a diskontinuirani rad Stedi reagense kada je sustav u praznom hodu. Osim toga, u SIA sustavu
se aspiriraju diskretni volumeni uzorka i reagensa ¢ime je njihova potro$nja zna€ajno smanjena,
a samim time se stvara i daleko manje otpada. 1z toga proizlazi kako je ekonomic¢nost jedna od
glavnih prednosti ovog sustava. Uz to, tehnoloSki napredak u dizajnu ventila i crpke te kontrole
temperature omogucio je postizanje podjednake ucestalosti analiza kao 1 kod FIA sustava.
Posebnost SIA sustava omogucava podvrgavanje odabrane koli¢ine analiziranog uzorka
razli¢itim tretmanima, Sto daje viSestruke informacije, kao §to je npr. istodobna analiza dvaju
analita (nitrata 1 nitrita) pomocu uredaja koji se sastoji od samo jednog ventila 1 jedne crpke

[16].



1.3.1. Formiranje zone

Kada se uzorak injektira u struju nosioca, dolazi do njihovog medusobnog mijeSanja.
Proces je poznat pod nazivom disperzija ili rasprSenje, a rezultat je dvaju procesa: konvekcije i
difuzije [16].

Konvekcija je posljedica laminarnog strujanja u kojem se brzina strujanja uzorka
razlikuje ovisno o polozaju u odnosu na stijenku cijevi. Tako je brzina uzorka neposredno uz
stijenku jednaka nuli dok se segment uzorka u sredisSnjem dijelu cijevi kre¢e brzinom dvostruko
vecom od struje nosioca. Kao rezultat, zona uzorka poprima paraboli¢an oblik [16].

Drugi doprinos disperziji je difuzija koja nastaje kao rezultat koncentracijskog
gradijenta izmedu zone uzorka i struje nosioca. Odvija se aksijalno i radijalno u odnosu na smjer
strujanja osnovne otopine (slika 1.4). Aksijalna difuzija uzrokuje laminarno gibanje i
medusobno mijeSanje zona. Za proto¢ne analize bitna je samo radijalna difuzija koja smanjuje
linearnu brzinu uzorka u sredini cijevi, dok se linearna brzina uzorka uz rub cijevi povecava.

Na taj nacin difuzija osigurava zadrzavanje cjelovitosti zone uzorka [16].

Smjer protoka osnovne otopine

aksijalna radijalna
difuzija difuzija

Slika 1.4. Prikaz aksijalne i radijalne difuzije [14]

Tek Sto je uzorak injektiran u sustav na njegovu disperziju utjeCe nekoliko ¢imbenika.
Prvi je konvekcija zbog laminarnog kretanja osnovne otopine koje je u sredini cijevi brze nego
uz rubove. Zatim na disperziju utjecu i konvekcija 1 difuzija (3 do 20 s nakon injektiranja

uzroka) te je na kraju, nakon priblizno 25 s, disperzija samo pod utjecajem difuzije [17].
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Slika 1.5. Disperzija u SIA sustavu [16]

-

U SIA sustavu injektiranjem uzorka (A) te zatim reagensa (B) u struju osnovne otopine,
reagens prodire u zonu uzorka zbog aksijalne disperzije. Zatim se kao spojena zona gibaju
uzvodno (C). Promjenom smjera toka (D) dolazi do turbulentnog strujanja uzrokovanog
ubrzanjem radijalne i aksijalne disperzije. Radijalna disperzija je zavrSena kada reakcijska
smjesa dode do detektora (E). Na kraju ciklusa ispitivanja, sustav se ispire brzim protokom
osnovne otopine koja odlazi u otpad (slika 1.5) [16].

Kad je uzorak tek injektiran u sustav, kemijski u¢inak dominira, te povecanje disperzije
povecava i osjetljivost. Nakon nekog vremena ucinak razrjedenja dominira te povecanjem
disperzije osjetljivost pada. Zato je kod razvoja metode vazno ustanoviti optimalne uvjete zbog

najboljeg kompromisa izmedu potpunosti kemijske reakcije i razrjedenja [16].
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1.4.  Spektroskopija
Izraz spektroskopija se, s povijesnog glediSta, odnosi na granu znanosti koja se bavi
svjetlos¢u (tj. vidljivim zracenjem) razlu¢enom u komponente, odnosno valne duljine, koje

tvore spektar [18].

1.4.1. Elektromagnetski spektar

Elektromagnetsko zraCenje oblik je energije koji se prenosi velikom brzinom kroz
prostor. Svjetlos¢u nazivamo elektromagnetsko zracenje u ultraljubi¢astom (UV), vidljivom
(VIS) i infracrvenom (IR) dijelu spektra, iako se pojam svjetlost strogo odnosi samo na vidljivo
zracenje. Elektromagnetsko zraCenje opisuje se pomocu klasi¢nog valnog modela ¢iji su
osnovni parametri valna duljina, frekvencija, brzina 1 amplituda. Valna duljina (1) je udaljenost
od vrha do vrha valova. Frekvencija (v) je broj potpunih oscilacija koje stvara val svake sekunde
[13].

Valni model ne obuhvaca pojave povezane s apsorpcijom i emisijom zracenja i ne moze
ih objasniti. Za bolje razumijevanje, elektromagnetsko zracenje se promatra kao struja
pojedinacnih (diskretnih) Cestica energije, nazvanih fotonima. Na taj nacin se svjetlost moze
promatrati i kao Cestica i kao val. Foton je kvant energije elektromagnetskog zracenja. Energija
fotona (E) izravno je proporcionalna frekvenciji zraenja (v), a opisuje se jednadzbom:

E=h-v (1-9)
gdje je h Planckova konstanta (6,63 x 10* J s) [13].

1.4.2. Apsorpcija zrafenja

U apsorpcijskoj spektroskopiji mjeri se koli¢ina apsorbirane svjetlosti kao funkcija
valne duljine. Mjerenja apsorpcije mogu dati kvalitativne 1 kvantitativne podatke o uzorku.
Svaka molekulska vrsta ima sposobnost apsorpcije elektromagnetskog zraCenja svoje
karakteristi¢ne frekvencije. PrenoSenjem energije na molekulu dolazi do smanjenja intenziteta
elektromagnetskog zracenja. Proces u kojem neka kemijska vrsta, prisutna u propusnoj sredini,
selektivno smanjuje intenzitet elektromagnetskog zrafenja naziva se apsorpcija. Najnize
energijsko stanje atoma ili molekule naziva se osnovnim stanjem. Apsorpcija fotona nastaje
samo kada je energija fotona jednaka energijskoj razlici izmedu osnovnog i nekoga od visih
energijskih stanja Cestice. Pritom energija fotona prelazi u atom, ion ili molekulu dovodec¢i je u
vise energijsko, pobudeno stanje. Pobudivanje M u M* moZe se opisati:

M+h-v——sM (1-10)
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M" oznadava pobudenu Gesticu. Nakon kratkog vremena (107% — 10~ s) pobudena se
vrsta relaksira. Relaksacija je proces u kojem pobudena vrsta otpusta suvisak energije, pri cemu
se vraca u nize energijsko stanje. SuviSak energije prenosi se drugim atomima ili molekulama
u istoj okolini. Taj proces uzrokuje malo poviSenje temperature u okolini, a opisuje se
jednadzbom:

M’ ——M + toplina (1-11)

Budu¢i da je vijek trajanja M jako kratak, koncentracija pobudenih &estica u bilo kojem
trenutku moze se smatrati zanemarivom. Takoder, koli¢ina toplinske energije otpustene tijekom
relaksacije je vrlo mala pa se ne moze ni detektirati [13].

Apsorpcijske znacajke pojedine vrste uglavnom se opisuju apsorpcijskim spektrom. To
je graficki prikaz neke funkcije slabljenja osnovnog snopa zra¢enja u ovisnosti o promjeni valne
duljine, frekvencije ili valnog broja. Vertikalna os takvih prikaza moze biti apsorbancija ili
propusnost (transmitancija) izrazena u postotcima [18].

Kada svjetlost prolazi kroz uzorak njegova se snaga zracenja smanjuje (slika 1.6).

Razlog tome je apsorpcija svjetlosti od strane uzorka, odnosno apsorbirajuce vrste [18].

b
IPiD %D
\_/
lzvor Uzarak Detektor

Slika 1.6. PriguSivanje snopa zracenja kao rezultat apsorpcije [18]

Snaga zraCenja (P) je energija zraenja koja u jednoj sekundi pada na povrSinu detektora
od 1 cm? Snop svjetlosti, snage zraéenja Py, prolazi kroz sloj otopine, debljine » (cm) i
koncentracije c, vrste koja apsorbira. Posljedica je smanjenje snage snopa s Pona P.

Transmitancija 7 se definira kao udio upadnog zracenja koji je prosao kroz medij:

r-= (1-12)

0

gdje Po predstavlja snagu zracenja snopa prije prolaska, a P snagu zraCenja snopa nakon

apsorpcije.
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Apsorbancija 4 definira se jednadzbom:

A=—10gT=—10g£=10g5 (1-13)

Za razliku od transmitancije, apsorbancija otopine se povecava priguSenjem 0osnovnog
snopa.

Apsorbancija i transmitancija, kako su prikazane u navedenim jednadzbama, ne mogu
se mjeriti u laboratoriju. Budu¢i da se uzorak nalazi u posudici, treba uzeti u obzir gubitke koji
su posljedica medudjelovanja zracenja i stijenki posudice u kojoj je smjesten uzorak. Zbog
navedenog se usporeduje snaga snopa zraCenja propustenog kroz mjernu posudicu punjenu
otopinom sa snagom zracenja snopa koji prolazi identicnom posudicom punjenom samo
otapalom.

Za kompenzaciju tih uc¢inaka primjenjuje se sljedeca jednadzba:

P
A =1ogM=1og% (1-14)

otopina
odnosno logaritam omjera snage zracenja kroz otapalo i snage zrac¢enja kroz otopinu analita

[13, 18].

1.4.2.1. Odnos izmedu apsorbancije i koncentracije: Beerov zakon
Funkecijski odnos izmedu veli¢ine mjerene apsorpcijskom metodom (4) i veli€ine koja

se odreduje (koncentracije c) poznat je kao Beerov zakon:
F,
A=10g?f=a-b-c (1-15)

gdje je a konstanta proporcionalnosti koja se naziva apsorptivnost (apsorpcijski koeficijent), b
duljina puta zracenja kroz uzorak, a ¢ koncentracija apsorbirajuce vrste [13].

Apsorbancija je veliina bez dimenzija, pa se zato jedinice za apsorpcijski koeficijent
odreduju uz pretpostavku da je lijeva strana jednadzbe bezdimenzijska. Ako je koncentracija
izrazena u mol L™!, a duljina puta zradenja u cm, konstanta proporcionalnosti je izrazena u L
cm ' mol™! te se naziva molarna apsortivnost, €. Tada je:

A=¢&-b-c (1-16)

Molarna apsorptivnost, ¢ iskazuje broj litara u kojima treba otopiti jedan mol neke tvari

da b1 apsorbancija bila 1 uz duljinu optickog puta od 1 cm [13, 18].

14



Beerov zakon moze se primijeniti 1 na otopine koje sadrze vise razlicitih tvari koje
apsorbiraju, uz uvjet da ne postoji medudjelovanje razli¢itih vrsta, ukupna apsorbancija
viSekomponentnog sustava iznosi:

Appno =4+ A, +...+ A, =& b-c,+&,-b-c,+..+¢,-b-c, (1-17)

gdje indeks n oznacuje komponente 1,2,..., n koje apsorbiraju [13, 18].

1.4.2.2. Ogranicenja Beerovog zakona

Beerov zakon vrijedi za monokromatska zradenja u razrijedenim otopinama, ¢ < 1072
mol L™! te predstavlja grani¢ni zakon.

Pri vi§im koncentracijama smanjuju se udaljenosti medu Cesticama vrste koja apsorbira
do stupnja pri kojem svaka Cestica utje¢e na raspodjelu naboja susjedne Cestice. To uzrokuje
odstupanje od linearnog odnosa apsorbancije o koncentraciji.

Ako se urazrijedenim otopinama tvari koja apsorbira nalaze visoke koncentracije drugih
vrsta, pojavljuje se slican ucinak jer blizina stranih iona i tvari koje apsorbiraju mijenja molarnu
apsorptivnost ove druge Sto uzrokuje odstupanje od Beerovog zakona. Kemijska odstupanja
pojavljuju se kada vrste koje apsorbiraju sudjeluju u koncentracijski ovisnim ravnotezama kao

Sto su reakcije disocijacije ili asocijacije [13, 18].

1.4.3. Molekulska apsorpcijska spektroskopija

Molekulska apsorpcijska spektroskopija temeljena na ultraljubicastom 1 vidljivom
zraCenju primjenjuje se za kvantitativnu analizu te je Cesto koriStena instrumentna tehnika u
kemijskim laboratorijima [19].

Ultraljubi¢asto 1 vidljivo zracenje pobuduju elektrone koji prebivaju u molekulskoj
orbitali niske energije u orbitalu viSe energije. Prijelaz elektrona izmedu dviju orbitala je

elektronski prijelaz, dok je apsorpcijski proces elektronska apsorpcija [19].

1.4.3.1. Instrumenti u opti¢koj spektroskopiji
Vecina spektroskopskih uredaja sastavljena je od pet osnovnih dijelova:
1. stabilnog izvora zracenja;
2. selektora valnih duljina koji omogucuje izdvajanje odredenog valnog podrucja;
3. jednog ili viSe spremnika za uzorke;
4. detektora zracenja ili pretvornika energije zraenja u mjerljiv signal;

5. procesora signala i1 uredaja za njegovo ocitanje [18].
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Slika 1.7. Sastavni dijelovi instrumenta za apsorpcijsku spektroskopiju [14]

Apsorpcijska spektroskopija zahtijeva vanjski izvor zracenja konstantnog i1 dovoljno
snaznog zratenja koje omoguéava jednostavnu detekciju i mjerenje. Zarulja s volframovom ili
halogenom niti je izvrstan izbor za podrucje valnih duljina od 350 do 2500 nm, dok se vodikova
i deuterijeva Zarulja koristi za emitiranje ultraljubicastog zracenja u podrucju valnih duljina od
160 do 380 nm [18].

Selektorima valnih duljina suZava se mjerno zracenje do uske vrpce, odnosno skupine
susjednih valnih duljina, budu¢i da ne mogu osigurati izdvajanje zracenja samo jedne valne
duljine. Time utjecu na selektivnost i osjetljivost instrumenta. Osnovni tipovi selektora su
monokromatori 1 filtri. Kod monokromatora se izlazne valne duljine mogu kontinuirano
mijenjati u relativno Sirokom spektralnom podrucju dok filtri apsorbiraju sve valne duljine
kontinuiranog izvora, osim jedne ograni¢ene vrpce [13, 19].

Spremnici za uzorke nazivaju se ¢elijama ili kivetama. Moraju imati stijenke izradene
od materijala propusnog u odredenom podru¢ju spektra. Kvarc se upotrebljava za rad u
ultraljubicastom i vidljivom podrucju, pa sve do 3000 nm u infracrvenom podrucju. Silikatno
staklo se primjenjuje u podrucju 375 — 2000 nm. Plasti¢ne kivete se takoder mogu primijeniti u
vidljivom dijelu spektra. NajceSca unutarnja Sirina kiveta za rad u ultraljubicastom i vidljivom
podrucju iznosi 1 cm. Necistoc¢a, oStecenje 1 otapalo s vanjske strane kivete mogu utjecati na
pogresku u mjerenju. Otapalo ¢e povecati gubitak zracenja refleksijom, a druge ¢e necistoce
uzrokovati apsorpciju zracenja. Takoder, moguca su 1 mehanicka oStec¢enja koja mogu uciniti
kivetu nepogodnom za mjerenje [13, 19].

Detektorima zracenja pokazuje se postojanje neke fizikalne promjene. Kada u njega
udare fotoni, detektor proizvede elektri¢ni signal, a odgovor detektora je funkcija valne duljine
upadnog zracenja. Osnovni tipovi detektora su fotonski i toplinski.

Procesor signala je uredaj koji pojacava elektri¢ni signal iz detektora. Takoder, moze
mijenjati signal iz istosmjernog u izmjenican i obrnuto te ukloniti neZeljene komponente i1z
signala filtriranjem. Procesor moze izvoditi i odredene matematicke operacije na signalu, kao

Sto je diferenciranje, integriranje ili logaritmiranje [13].
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Postoje jednostavni jednosnopni i nesto slozeniji dvosnopni instrumenti (slika 1.8).

Jednosnopni instrumenti nemaju Siroku primjenu jer se sastoje od jednog izvora zracenja te se

kiveta s uzorkom 1 kiveta s referentnom otopinom naizmjence umecu u snop zracenja. Nisu

pogodni za kineticka mjerenja kod kojih se apsorbancija prati kao funkcija proteklog vremena.

Kod slozenijih, dvosnopnih instrumenata, dva snopa nastaju u prostoru pomocu zrcala u obliku

slova V, koje se jo$ naziva i djeljiteljem snopa. Jedan od njih prolazi kroz referentnu otopinu

prema fotodetektoru, a drugi istovremeno prolazi kroz uzorak prema drugome fotodetektoru.

Potom se signali prikupljeni putem pridruzenih fotodetektora racunalno obraduju te se na

uredaju za ocitavanje prikazuje njihov omjer ili logaritam njihovog omjera. Kod dvosnopnih

uredaja s vremenski odijeljenim snopovima, snopovi su odijeljeni u vremenu pomocu

rotirajuceg selektorskog zrcala [13].
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foto-
detektor

D“' R

kiveta za

-
monokromator

. o

(a)
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Slika 1.8. Shematski prikaz (a) jednosnopnog i (b) dvosnopnog spektrofotometra [14]
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Osnovni cilj istrazivanja predstavljenog u ovom diplomskom radu je razvoj i
vrednovanje metode odredivanja N-acetil-L-cisteina slijednom analizom injektiranjem uz

spektrofotometrijski detektor pri valnoj duljini od 483 nm.
Optimizacijom metode obuhvaceni su sljede¢i parametri:

pH-vrijednost

Molarni omjer BCS i Cu?*

Redoslijed injektiranja analita i reagensa
Volumni protok osnovne otopine (Qcs)
Volumen injektiranja reagensa

Volumen injektiranja analita

Volumen petlje zadrzavanja

© N kW D=

Duljina reakcijske uzvojnice

Nadalje, koriStenjem optimiziranih parametara proto¢nog sustava, odredit ¢e se

analiti¢ke karakteristike metode:

a) Linearno dinamicko podrucje (LDP)
b) Jednadzba pravca (nagib i odsjecak)
¢) Koeficijent linearne regresije, R

d) Granica dokazivanja (LOD)

e) Granica odredivanja (LOQ)

Takoder, potrebno je vrednovati metodu odredivanjem:

Utjecaja interferirajucih vrsta
Toc€nosti (iskoristivosti)

Ponovljivosti, ucestalosti analize, prenoSenja signala

b=

Dosega (potpunosti) reakcije

Razvijenu 1 vrednovanu metodu odredivanja NAC-a slijednom analizom injektiranjem
uz spektrofotometrijski detektor potrebno je primijeniti na odredivanje NAC-a kao aktivne tvari
u ispitivanom farmaceutskom pripravku. Rezultati ¢e se potom usporediti s rezultatom

dobivenim standardnom metodom po Farmakopeji.

19



3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Priprava otopina
Za pripravu otopina koristene su kemikalije analitickog stupnja ¢istoce te kao otapalo

deionizirana voda.

3.1.1. Deionizirana voda
Deionizirana voda pripravljena je sljede¢im postupcima: reverzna osmoza, filtracija
kroz membranski filtar s porama 0,22 um, deionizacija kroz kationski i anionski izmjenjivac.

Za pripravu je koristen uredaj Milli Q (Millipore, Saint Quentin, Yvelines, Francuska).

3.1.2. Otopina acetatno-boratno-fosfatnog pufera

Otopina acetatno-boratno-fosfatnog pufera pripremljena je otapanjem 4,9464 g borne
kiseline (H;BOs, Alkaloid, Skopje, Makedonija, M = 61,83 g mol '), 4,7980 g octene kiseline
(CH3COOH, VWR Chemicals, Francuska, M = 60,05 g mol!) i 54580 g fosforne kiseline
(H3POs, Kemika, Zagreb, Hrvatska, M = 98,00 g mol!) uz nadopunjavanje deioniziranom
vodom do oznake u odmjernu tikvicu od 2 L. Dobivena otopina priblizno ima pH-vrijednost 2.
Daljnje podeSavanje visih pH-vrijednosti izvrSeno je dodatkom otopine natrijevog hidroksida

(NaOH, ¢(NaOH) = 2,0 mol L") uz kontrolu pH-vrijednosti pH-metrom.

3.1.3. Otopina natrijevog hidroksida
Otopina natrijevog hidroksida (¢(NaOH) = 2,0 mol L") pripravljena je otapanjem
8,0000 g natrijevog hidroksida (NaOH, GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska, M = 40,00 g

mol ™) u 100 mL deionizirane vode.

3.1.4. Otopine reagensa

Otapanjem 0,1 g bakrovog(Il) sulfat pentahidrata (CuSO4 x 5H>O, Kemika, Zagreb,
Hrvatska, M = 249,68 ¢ mol™') u 50 mL deionizirane vode pripravljena je otopina bakra(II)
(c(Cu*")=1,0 x 103 mol L").

Otopina batokuprion disulfonske kiseline (¢(BCS) = 2,0 x 10 mol L") pripremljena je
otapanjem 0,05825 g dinatrijeve soli batokuproin disulfonat hidrata (Sigma — Aldrich,
Njemacka, M = 564,54 g mol') u 50 mL deionizirane vode.

21



3.1.5. Standardna otopina N-acetil-L-cisteina

Standardna otopina N-acetil-L-cisteina (¢((NAC) = 1,0 x 1072 mol L™!) pripremljena je
otapanjem 0,0816 g N-acetil-L-cisteina (Acros Organics, New Yersey, USA, M = 163,19 g
mol™!) u acetatno-boratno-fosfatnom puferu pH-vrijednosti 2, do oznake 50 mL u odmjernoj
tikvici. Pripravljane otopine su pohranjene u tamnom prostoru pri temperaturi od 4 °C, ¢ime je
osigurana stabilnost otopina najmanje 30 dana. Radne otopine nize koncentracije dnevno su

pripravljane odgovaraju¢im razrjedivanjem standardne otopine deioniziranom vodom.

3.1.6. Otopina realnog uzorka

1) Prema deklaraciji navedenoj na sekundarnoj ambalazi FLUIMUKAN JUNIOR 100 mg
granule za oralnu otopinu (Sandoz d.o.o., Zagreb, Hrvatska), pakiranje sadrzi ukupno
30 vredica, a svaka vre€ica sadrzi 5 g granula Sto odgovara 100 mg NAC-a. Realni
uzorak pripravljen je otapanjem sadrzaja jedne vrecice (5 g granula) u 100 mL acetatno-
boratno-fosfatnog pufera (pH = 2) nakon Cega je odmjerna tikvica dopunjena
deioniziranom vodom do kona¢nog volumena od 500 mL.

2) Prema deklaraciji navedenoj na sekundarnoj ambalazi NAXIL FORTE 600 mg Sumece
tablete (Belupo d.d., Koprivnica, Hrvatska), pakiranje sadrzi ukupno 20 Sumecih
tableta. Realni uzorak pripravljen je otapanjem sadrzaja jedne Sumece tablete u 100 mL
acetatno-boratno-fosfatnog pufera (pH = 2) nakon ¢ega je odmjerna tikvica dopunjena

deioniziranom vodom do kona¢nog volumena od 500 mL.

Razrijedene otopine realnih uzoraka pripravljane su u deioniziranoj vodi neposredno
prije samog odredivanja. Pripravljane otopine nisu stabilne te su se morale analizirati unutar 24

sata.

3.1.7. Priprava otopina za odredivanje N-acetil-L-cisteina metodom koju propisuje
Farmakopeja
e Otopina kalijevog jodida (KI)
Standardna otopina kalijevog jodida (y(KI) = 166 g L™!) pripravlja se otapanjem 16,6 g
KIu 100 mL deionizirane vode [20].

e Otopina joda, c(I2) = 5,0 x 102 mol L!
12,7 g joda, I>1 20 g kalijevog jodida, KI otopljeno je u deioniziranoj vodi i razrijedeno

u odmjernoj tikvici do kona¢nog volumena od 1000 mL. Zbog vece topljivosti joda u otopini

22



jodida prvo je otopljen KI u maloj koli¢ini deionizirane vode te potom dodan I,. Po njegovu
potpunom otapanju dodana je preostala koli¢ina vode. Otopinu je bilo potrebno zastititi od

svjetla.

Standardizacija otopine joda

U 20 mL otopine joda (c(I2) = 5,0 x 1072 mol L") dodan je 1 mL razrijedene octene
kiseline i 30 mL deionizirane vode. Pripravljena se otopina titrira koriste¢i pripravljenu
standardnu otopinu natrijevog tiosulfata (c(Na2S203) = 0,1 mol L™!). Kao indikator se koristi 1

mL otopine Skroba [20]. Redoks-reakcija standardizacije se odvija prema jednadzbi:
L+ I (-1
[ +2S,0; =31 +S,0; (3-2)
Provedene su tri titracije. UtroSak Na>S203 je 19,85 mL. Poznavajuéi stehiometriju

reakcije moguce je odrediti koncentraciju joda u pripravljenoj otopini (eksperimentalna

koncentracija).

n(l,) =n(13)

1 -
n(l,) = 5 xn(S,03")

c(I)x f(I)xV(1,) = %X c(8,057)x f(8,0:)x¥(8,07)

1

5 c(S,057)x f(8,07)%¥(S,07)
Sy =
c(L)xV(1,)
10,1 mol L' x0,9901x19,85 mL
f(1,)=2 =0,9827

0,05 mol L' x20 mL
(L)

Ceksperimental
f(Iz) _ _cksperimentalna
Cteorijska (12 )

Ceksperimentalna (IZ) = f (IZ ) X cteorijska (IZ)

c (1,)=0,9827x0,05 mol L' =0,0491 mol L

eksperimentalna
e Otopina klorovodi¢ne kiseline R

Pripravlja se mijeSanjem 17 mL 35 %-tne otopine klorovodi¢ne kiseline s deioniziranom

vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL [20].
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3.2. Dijelovi SIA sustava

SIA sustav koriSten za analizu sastoji se od sljedecih dijelova:

1. Dvosmjerna crpka (Valco Instruments, Svicarska) — sluzi za usisavanje osnovne
otopine, uzorka i reagensa u petlju zadrzavanja;

2. Visepozicijski selekcijski ventil (Valco Instruments, Svicarska) — omoguéava slijedno
injektiranje nekoliko razlicitih otopina uzorka ili reagensa;

3. Petlja zadrzavanja — u nju se slijedno injektiraju odredeni volumeni otopina reagensa i
uzorka kroz odabrane ulaze viSepozicijskog selekcijskog ventila;

4. Reakcijska uzvojnica — povezana je s petljom zadrzavanja visepozicijskim selekcijskim
ventilom,;

5. Detektor (dvosnopni spektrofotometar Shimadzu UV — 1601, Kyoto, Japan) — mjerenje
se vrsi pri valnoj duljini, 4 = 483 nm, jer pri toj vrijednosti valne duljine kompleks koji
nastaje kao produkt reakcije ima apsorpcijski maksimum;

6. Racunalo — sluzi za programsku kontrolu sustava.

———» OTPAD
REAKCIJSKA

PETLJA L DETEKTOR
REAGENS
PETLJA NAC u DR
ZADRZAVANJA

OSNOVNA
OTOPINA

VISE-POZICIJSKI
VENTIL

DVOSMJERNA
CRPKA

3.2.1. Programiranje protoka

Slika 3.1. Shematski prikaz SIA sustava

Koriste¢i racunalni program MO6LHS daju se upute za sve uvjete pri kojima ¢e se
obavljati analize te se daju naredbe o programskom slijedu. Na poc¢etku rada jako je vazno cijeli
sustav napuniti osnovnom otopinom (deioniziranom vodom) kako bi se uklonili mjehuri¢i

zraka.
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Mjerenja se provode odabirom otvora selekcijskog ventila nakon ¢ega se odreduje smjer
protoka otopine. Postoje dvije moguée naredbe: engl. aspirate — usisavanje (usis), odnosno
protok usmjeren od otvora na selekcijskom ventilu prema crpki te engl. dispense — isisavanje
(isis), odnosno protok usmjeren od crpke prema selekcijskom ventilu. Protokom usmjerenim
od otvora prema crpki napune se cjevcice sustava osnovnom otopinom te se potom suprotnim
smjerom protoka ona gura prema otvoru 8 koji je povezan s proto¢nom kivetom u optickom
putu spektrofotometra te se izlijeva u otpad. Na taj nacin sustav je ispran, osloboden mjehurica

zraka 1 napunjen osnovnom otopinom.

-+ Milhs v-1.0:4b
Method

volumen injektiranja reagensa £.pmf _8 1]

Litility  Help

— Sustern Settings
PumpB25  Gearbow CP-DSMZ  ul/RevB28.000 Backlashiul)1.000

ithod vl b Ready 0 Dizpenze []
ethod: wolumen inhjsktirans I ; ; Edit |
i : Fun Reset Wiait (1 Aspirate [J Evert
Status: Idls ¥ Repest wash L1 e |
Walve [
H Aot ion 1l o ul . frain. TMait [meoy Evr=nt
1 Multi Valve po=_= 7 dir .= Zhort
Z Ampirate Z00 . 0000 2000
2 Multi Valvre po=.= & dir.= Zhort
< A=pirate z250.0000 2000
L=} Multi Valve po=_= 8 dir = Zhort
] Dimpanme 20000000 s000

Slika 3.2. Programski slijed odredivanja NAC-a

Kod optimiziranog programskog slijeda za odredivanje NAC-a prvo se usisa 200 pL
reagensa (pozicija 7 visepozicijskog selekcijskog ventila), a potom 250 uL uzorka (pozicija 6
viSepozicijskog selekcijskog ventila). Zatim se dvosmjernom crpkom injektira 3000 pL
osnovne otopine. Tok osnovne otopine funkcijom isisavanja se usmjerava prema poziciji 8
viSepozicijskog selekcijskog ventila. Na taj se nacin osnovna otopina zajedno s formiranom

zonom reagensa 1 uzorka krec¢e prema detektoru.

Podaci spektrofotometrijskog mjerenja kontinuirano su biljeZeni te pretvarani u oblik
pogodan za obradu u programu GraphPad Prism, verzija 6,0 (GraphPad Software, San Diego,
California, USA). U navedenom programu izradene su krivulje umjeravanja te je provedena

njihova analiza 1 statisticka obrada podataka mjerenja.
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3.3.  Ostali koriSteni uredaji i oprema
Za mjerenje pH-vrijednosti otopina koriSten je milivoltmetar Mettler Toledo
SevenMulti (Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svicarska) sa staklenom elektrodom, Mettler

Toledo InLab®413.

Slika 3.3. Milivoltmetar Mettler Toledo SevenMulti (Mettler Toledo, Schwerzenbach,
Svicarska) sa staklenom elektrodom, Mettler Toledo InLab®413

Za dodavanje mikrolitarskih volumena kod pripravljanja standardnih otopina analita,

reagensa i interferencija koriStene su mikropipete po Eppendorfu (Nichiryo, Tokyo, Japan).

Slika 3.4. Mikropipete
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4. REZULTATI
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Mjerenja se temelje na redoks-reakciji, u kojoj tiolna skupina NAC-a reducira
bis(batokuproindisulfonato)kuprat(Il) kompleks. Pri tome nastaje vrlo stabilan kompleks
naranCaste boje, bis(batokuproindisulfonato)kuprat(I) kompleks, koji ima apsorpcijski

maksimum pri valnoj duljini od 483 nm. Metoda se temelji na sljede¢oj kemijskoj reakciji:

2 RSH+2[Cu(BCS),]” = RSSR +2[Cu(BCS),] +2 H* (4-1)

13-

Slika 4.1. Struktura kompleksa [Cu(BCS)2]>~ [21]

4.1. Optimizacija kemijskih parametara u SIA sustavu
4.1.1. Optimizacija pH-vrijednosti

Utjecaj pH-vrijednosti otopine ispitan je u podrucju od 2,0 do 8,0 pomocu acetatno-
boratno-fosfatnog pufera. Kao analit koristena je otopina NAC-a, ¢(NAC) = 4,0 x 10> mol
L!. Reakcijska otopina sastoji se od 0,4 mL otopine Cu**, ¢c(Cu®")=8,0 x 10 mol L"!, 1,6 mL
otopine BCS-a, ¢(BCS) = 2,0 x 10~ mol L' i 8,0 mL acetatno-boratno-fosfatnog pufera.
Maksimalna visina signala postignuta je pri pH-vrijednosti 3,0. Uz to, NAC pokazuje najvecu
stabilnost pri niZim pH-vrijednostima zbog ¢ega je za daljnja mjerenja odabrana pH-vrijednost

3,0.
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Slika 4.2. Siagram utjecaja pH-vrijednosti na zabiljezeni signal. pH-vrijednost: (a) 2,0; (b)
3,0; (c) 4,0; (d) 5,0; (e) 6,0; (f) 7,0; (g) 8,0. Eksperimentalni uvjeti: ¢(NAC) = 4,0 x 107> mol
L ¢(Cu*") =8,0 x 102 mol L!; ¢(BCS) =2,0 x 107 mol L™!; Ocs = 5000 uL min'; volumen
injektiranja reagensa = 200 pL; volumen injektiranja analita = 200 puL; volumen osnovne
otopine = 3000 pL; volumen petlje zadrzavanja = 1000 pL; duljina reakcijske uzvojnice =
70 cm; volumen protoc¢ne kivete = 80 uL; 4 = 483 nm. Umetak: ovisnost apsorbancije o pH-

vrijednosti za spektrofotometrijsko odredivanje NAC-a.

4.1.2. Optimizacija molarnog omjera BCS i Cu?*

Tijekom eksperimenta optimizacije, koncentracija Cu** odrzavana je konstantnom,
c(Cu*)=3,2 x 10*mol L™!, dok se koncentracija BCS-a mijenjala u rasponu od 3,2 x 10~* mol
L 'do 9,6 x 10* mol L™!. Sukladno tome, molarni omjer BCS i Cu*" mijenjao se u rasponu od
1:1 do 3:1. Da bi se postigao ukupni volumen od 5 mL, volumen pufera se prilagodavao
obzirom na dodavanu koli¢inu BCS-a. Rezultati su pokazali da se pove¢anjem molarnog omjera

i apsorbancija poveéavala te dosegla maksimum kada je molarni omjer BCS-a i Cu?" iznosio

2:1.
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Tablica 4.1. Prikaz omjera koncentracija BCS i Cu

2+

, volumeni 1 koncentracije koriStenih

otopina.
n(BCS):n(Cu*") ¢(BCS), c(Cu*"), V(BCS), mL | W(Cu?*"), | W(pufer), mL
mol L! mol L! mL
1:1 32x10% | 32x10* 0,8 0,2 4,0
2:1 6,4 x 107 3,2x 10 1,6 0,2 3,2
3:1 9,6 x 107 3,2x 107 2,4 0,2 2,4
0.254
b C
E . /\
s
0.30+ 0.05+
025_ D.anﬂ.i 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5
b n(BCS) : n(Cu®*)
C
0.20+
a
" n(BCS): n(Cu?*) = 1:1
S 0.15- — n(BCS): n(Cu?") = 2:1
3 n(BCS): n(Cu®*) = 3:1
0.10-
0.05+ ,' H ' I |
0.004— J
0 100 200 400 500 600 700 800
ts

Slika 4.3. Siagram ovisnosti apsorbancije o proteklom vremenu pri razli¢itim molarnim

omjerima reagensa. Molarni omjer BCS i Cu": (a) 1:1; (b) 2:1; (c) 3:1. Eksperimentalni

uvjeti: ¢((NAC) = 4,0 x 10° mol L™!; pH = 3; Ocs = 5000 uL min~'; volumen injektiranja

reagensa = 200 pL; volumen injektiranja analita = 200 pL; volumen osnovne otopine =

3000 pL; volumen petlje zadrzavanja = 1000 pL; duljina reakcijske uzvojnice = 70 cm;

volumen protocne kivete = 80 pL; 4 = 483 nm. Umetak: ovisnost apsorbancije o omjeru BCS i

Cu?" za spektrofotometrijsko odredivanje NAC-a.
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4.2. Optimizacija parametara SIA sustava
4.2.1. Optimizacija redoslijeda injektiranja

Prilikom optimizacije SIA sustava, ispitan je utjecaj redoslijeda injektiranja otopina
reagensa i analita. Provedena su dva mjerenja. U jednom je u petlju zadrzavanja prvo injektirana
otopina reagensa te potom analit, dok je u drugom redoslijed injektiranja bio obrnut. Veca
vrijednost apsorbancije zabiljezena je kada se prvo injektira otopina reagensa te potom otopina

NAC-a. Taj redoslijed injektiranja koriSten je u daljnjim mjerenjima.
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Slika 4.4. Siagram utjecaja redoslijeda injektiranja otopina analita 1 reagensa na zabiljezeni
signal. Redoslijed: (a) reagens (R), pa analit (A); (b) analit (A), pa reagens (R).
Eksperimentalni uvjeti: ¢(NAC) = 4,0 x 10> mol L!; ¢(Cu*) = 8,0 x 10> mol L!; ¢(BCS) =
2,0 x 102 mol L!; pH = 3; Qs = 5000 uL min"'; volumen injektiranja reagensa = 200 uL;
volumen injektiranja analita = 200 puL; volumen osnovne otopine = 3000 pL; volumen petlje
zadrzavanja = 1000 pL; duljina reakcijske uzvojnice = 70 cm; volumen proto¢ne kivete =

80 uL; 4 =483 nm.
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4.2.2. Optimizacija volumnog protoka osnovne otopine (Qcs)

Odabir optimalnog volumnog protoka odreduje ucestalost mjerenja, tj. broj mjerenja
koja se mogu provesti odredenom metodom u odredenom vremenskom razdoblju.
Podesavanjem volumnog protoka moze se kontrolirati disperzija te poboljsati osjetljivost
metode. S ciljem odabira optimalnog, ispitane su razli¢ite vrijednosti volumnog protoka u
rasponu od 1000 uL min~! do 8000 uL min'. Nakon provedenih mjerenja, odabran je volumni
protok od 6000 uL min!, pri kojem je zabiljezena maksimalna apsorbancija uz istovremeno

prihvatljivu Sirinu pikova i povrat na baznu liniju.
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Slika 4.5. Siagram utjecaja volumnog protoka osnovne otopine na zabiljezeni signal. Volumni
protok osnovne otopine: (a) 1000 uL min™'; (b) 2000 uL min!; (¢) 3000 uL min™'; (d) 4000
pL min~!; (€) 5000 pL min~'; (f) 6000 uL min!; (g) 7000 L min'; (h) 8000 pL min".
Eksperimentalni uvjeti: c((NAC) = 4,0 x 10> mol L!; ¢(Cu?**) = 8,0 x 10> mol L!; ¢(BCS) =
2,0 x 1073 mol L!; pH = 3; volumen injektiranja reagensa = 200 puL; volumen injektiranja
analita = 200 pL; volumen osnovne otopine = 3000 puL; volumen petlje zadrZzavanja =
1000 pL; duljina reakcijske uzvojnice = 70 cm; volumen proto¢ne kivete = 80 pL; 4 =
483 nm. Umetak: ovisnost apsorbancije o volumnom protoku za spektrofotometrijsko

odredivanje NAC-a.
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4.2.3. Optimizacija volumena injektiranja reagensa
Injektiranjem optimalnog volumena reagensa ostvaruje se potpunost reakcije uz visi
signal te povrat na baznu liniju. Injektiranje volumena reagensa veéeg od optimalnog, ne vodi
do povecanja siganala, ve¢ rezultira povecanjem koli¢ine otpada i posljedicno smanjenjem
ekonomicnosti analize. S ciljem odredivanja optimalnog, ispitivani su volumeni injektiranja
reagensa u rasponu od 50 pL. do 450 pL. Nakon provedenih mjerenja, kao kompromis izmedu
iznosa apsorbancije (visine signala) i ponovljivosti rezultata odabran je volumen od 200 pL.
Isti je koriSten u daljnjim mjerenjima.
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Slika 4.6. Siagram optimizacije volumena injektiranja reagensa. Volumen injektiranja
reagensa: (a) 50 puL; (b) 100 uL; (c) 150 uL; (d) 200 pL; (e) 250 uL; (f) 300 uL; (g) 350 uL;
(h) 400 uL; (i) 450 pL. Eksperimentalni uvjeti: c((NAC) = 4,0 x 10~ mol L™!; ¢(Cu®*") = 8,0 x
10 mol L!; ¢(BCS) = 2,0 x 10 mol L™!; pH = 3; Ocs = 6000 pL min'; volumen injektiranja

analita = 200 uL; volumen osnovne otopine = 3000 pL; volumen petlje zadrzavanja =

1000 pL; duljina reakcijske uzvojnice = 70 cm; volumen protoc¢ne kivete = 80 puL; 4 =

483 nm. Umetak: ovisnost apsorbancije o volumenu injektiranja reagensa za

spektrofotometrijsko odredivanje NAC-a.
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4.2.4. Optimizacija volumena injektiranja analita

Porastom volumena injektiranog analita, povecava se i analiticki signal. Volumeni

injektiranja analita koriSteni za optimizaciju bili su u rasponu od 50 uL do 450 pL. Povecanjem

volumena injektiranog analita do 200 pL znacajno se povecavao analiticki signal, dok su

volumeni ve¢i od 200 pL vrlo malo utjecali na daljnje povecanje analitickog signala. Takoder,

veliki volumeni injektiranog analita zahtijevaju dulje vrijeme povratka, Sto smanjuje ucestalost

analiza. Volumen injektiranja analita od 250 puL odabran je kao kompromis izmedu osjetljivosti

metode 1 uéestalosti analiza.
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Slika 4.7. Siagram utjecaja volumena injektiranja analita na analiticki signal. Volumen

injektiranja analita: (a) 50 uL; (b) 100 uL; (c) 150 uL; (d) 200 uL; (e) 250 uL; (f) 300 uL; (g)
350 uL; (h) 400 uL; (i) 450 pL. Eksperimentalni uvjeti: ¢(NAC) = 4,0 x 10> mol L™!; ¢(Cu*")
=8,0 x 102 mol L™!; ¢(BCS) =2,0 x 107 mol L™!; pH = 3; Qcs = 6000 pL min™!; volumen

injektiranja reagensa = 200 pL; volumen osnovne otopine = 3000 pL; volumen petlje
zadrzavanja = 1000 pL; duljina reakcijske uzvojnice = 70 cm; volumen proto¢ne kivete =

80 pL; 4 =483 nm. Umetak: ovisnost apsorbancije o volumenu injektiranja analita za

spektrofotometrijsko odredivanje NAC-a.
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4.2.5. Optimizacija volumena petlje zadrZavanja

Za optimizaciju su koristene petlje zadrzavanja volumena 500 pL i 1000 pL. Budué¢i da
nije bilo znacajne razlike u visini analiti¢kog signala, za daljnja mjerenja odabrana je petlja
zadrzavanja volumena 500 pL. Razlog tomu je manji utroSak struje nosioca te bolja

ponovljivost signala.
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Slika 4.8. Siagram utjecaja volumena petlje zadrzavanja na analiti¢ki signal. Volumen petlje
zadrzavanja: (a) 500 uL; (b) 1000 pL. Eksperimentalni uvjeti: c((NAC) =4,0 x 10 mol L'!;
c(Cu?)=8,0 x 103 mol L!; ¢(BCS) =2,0 x 10 mol L™!; pH = 3; Ocs = 6000 puL min’;
volumen injektiranja reagensa = 200 pL; volumen injektiranja analita = 250 pL; volumen
osnovne otopine = 3000 pL; duljina reakcijske uzvojnice = 70 cm; volumen proto¢ne kivete

=80 puL; 4 =483 nm.
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4.2.6. Optimizacija duljine reakcijske uzvojnice

Duljina reakcijske uzvojnice utjeCe na potpunost kemijske reakcije. Za optimizaciju su
koriStene uzvojnice duljina od 30 cm do 120 cm. Ukoliko je reakcijska uzvojnica prekratka,
postoji rizik od nepotpune reakcije te slabije ponovljivosti dok upotrebom preduge uzvojnice
vrijednosti apsorbancije padaju, zbog povecanog rasprSenja zone uzorka. Najveca vrijednost
apsorbancije, kao i najbolja ponovljivost, zabiljezena je pri duljini reakcijske uzvojnice od 30

cm te je ista odabrana kao optimalna.
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Slika 4.9. Siagram utjecaja duljine reakcijske uzvojnice na analiti¢ki signal. Duljina
reakcijske uzvojnice: (a) 30 cm; (b) 40 cm; (¢) 50 cm; (d) 60 cm; (e) 70 cm; (f) 100 cm; (g)
120 cm. Eksperimentalni uvjeti: c(NAC) = 4,0 x 10 mol L™!; ¢(Cu*") = 8,0 x 10> mol L;
c(BCS)=2,0 x 10 mol L™!; pH = 3; Ocs = 6000 uL min'; volumen injektiranja reagensa =

200 pL; volumen injektiranja analita = 250 pL; volumen osnovne otopine = 3000 uL;
volumen petlje zadrzavanja = 500 pL; volumen proto¢ne kivete = 80 pL; 4 = 483 nm.
Umetak: ovisnost apsorbancije o duljini reakcijske uzvojnice za spektrofotometrijsko

odredivanje NAC-a.
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4.3. Odabrani optimalni parametri

Tablica 4.2. Prikaz odabranih optimalnih parametara

Parametar Ispitivane vrijednosti Optimalna vrijednost
pH-vrijednost 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 3,0
Molarni omjer BCS i Cu?* 1:1;2:1; 3:1 2:1
Redoslijed injektiranja R, A; AR R, A
Volumni protok osnovne otopine, 1000; 2000; 3000; 4000; 6000
pL min™! 5000; 6000; 7000; 8000
Volumen injektiranja reagensa, pL. | 50; 100; 150; 200; 250; 300; 200
350; 400; 450
Volumen injektiranja analita, pL. 50; 100; 150; 200; 250; 300; 250
350; 400; 450
Volumen petlje zadrzavanja, pL 500; 1000 500
Duljina reakcijske uzvojnice, cm 30; 40; 50; 60; 70; 100; 120 30
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4.4. Obrada rezultata SIA mjerenja

4.4.1. Linearno dinamicko podrucje

Linearno dinamicko podrucje (LDP) predstavlja raspon koncentracija unutar kojeg je
signal proporcionalan koncentraciji analita u uzorku. Standardne otopine analita to¢no poznatih
koncentracija (od 4,0 x 10”7 mol L™! do 8,0 x 10> mol L"), injektiraju se uzastopno tri puta za
pojedinu koncentraciju. Za svaku analiziranu koncentraciju analita u triplikatu odredena je
aritmeticka sredina visine signala (apsorbancije). Za ovu metodu odreden je LDP u rasponu od
4,0 x 107 mol L' do 4,0 x 107 mol L!. U ovom koncentracijskom podru¢ju, linearnom
regresijskom analizom odnosa apsorbancije i koncentracije odredena je jednadzba pravca: y =
7134 x + 0,0043, gdje je y vrijednost apsorbancije, a x je koncentracija NAC-a izrazena u mol

L !. Koeficijent linearne regresije (R?) za ovaj pravac iznosi 0,9996.
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Slika 4.10. Siagram spektrofotometrijskog odredivanja N-acetil-L-cisteina. Koncentracijski
raspon NAC-a od 4,0 x 10”7 mol L™! do 8,0 x 10> mol L!; (a) realni uzorak Fluimukan
Junior oralne granule; (b) realni uzorak Naxil Forte Sumece tablete. Eksperimentalni uvjeti:
c(Cu*)=8,0 x 103 mol L!; ¢(BCS) =2,0 x 10 mol L™!; pH = 3; Ocs = 6000 puL min";
volumen injektiranja reagensa = 200 pL; volumen injektiranja analita = 250 pL; volumen
osnovne otopine = 3000 pL; volumen petlje zadrzavanja = 500 pL; duljina reakcijske

uzvojnice = 30 cm; volumen protocne kivete = 80 puL; 4 =483 nm.
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Slika 4.11. Graficki prikaz linearnog dinamickog podrucja spektrofotometrijskog odredivanja

N-acetil-L-cisteina. Koncentracijski raspon NAC-a od 4,0 x 1077 mol L™! do 4,0 x 1073

mol L', Eksperimentalni uvjeti: ¢(Cu?") = 8,0 x 10> mol L™!; ¢(BCS) =2,0 x 10 mol L!;

pH = 3; Ocs = 6000 pL min'; volumen injektiranja reagensa = 200 pL; volumen injektiranja

analita = 250 pL; volumen osnovne otopine = 3000 pL; volumen petlje zadrzavanja = 500 pL;

duljina reakcijske uzvojnice = 30 cm; volumen protocne kivete = 80 uL; A =483 nm.
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4.4.2. Granica dokazivanja i granica odredivanja
Granica dokazivanja (engl. Limit of Detection, LOD) najmanja je koli¢ina analita u
uzorku koja se moze kvalitativno odrediti. Racuna se prema sljede¢em izrazu:
_38

D, (4-2)
m

gdje je sp standardna devijacija slijepe probe, a m nagib krivulje umjeravanja.
Granica odredivanja (engl. Limit of Quantification, LOQ) najmanja je koli¢ina analita u

uzorku koja se moze odrediti uz odgovarajucu preciznost i to¢nost. Ra¢una se prema sljede¢em

1zrazu:

_10-s,

m

O (4-3)

gdje je sp standardna devijacija slijepe probe, a m nagib krivulje umjeravanja.
Standardna devijacija slijepe probe u ovom slu¢aju iznosila je 0,0003, a nagib krivulje
iznosio je 7134. Temeljem jednadzbi izraunata je granica dokazivanja koja iznosi 1,3 x 107

mol L' i granica odredivanja koja iznosi 4,0 x 10~ mol L.
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4.4.3. Utjecaj interferirajucih vrsta

Utjecaj moguéih interferirajuéih vrsta ispitan je pri koncentraciji NAC-a od 4,0 x 107
mol L™!. Pripravljene su otopine tvari koje bi mogle interferirati prilikom odredivanja NAC-a,
a uobicCajeno se nalaze kao pomoc¢ne tvari komercijalnih farmaceutskih pripravaka. Pocetne
koncentracije tvari bile su 500 puta vece od koncentracije analita, s izuzetkom acetilsalicilatne
kiseline koja je pripremljena u jednakoj koncentraciji kao i analit.

Granica tolerancije definirana je kao koncentracija interferirajucih vrsta koje ¢e izazvati

pogresku manju od + 5 %. Relativna pogreska izraunata je prema sljede¢em izrazu:

Relativna pogreska (%) = M -100 (4-4)
NAC
Tablica 4.3. Interferirajuce tvari i relativne pogreske
Interferirajuc¢a tvar Omjer koncentracija Relativna pogreska, %
(NAC : interferirajuca
tvar)
Glukoza 1:500 3,55
Fruktoza 1:500 7,37
KNO:; 1:500 1,70
Laktoza 1:500 7,71
Borna kiselina 1:500 1,70
Limunska kiselina 1:500 47,98
NazS04 1:500 27,03
Natrijev citrat 1:500 0,63
Vinska kiselina 1:500 47,72
Acetilsalicilatna kiselina 1:1 0,06

Za one tvari koje su pokazale pogresku vecu od = 5 % mjerenja su ponovljena dok nisu
utvrdene maksimalne koncentracije interferiraju¢ih vrsta. Potrebno je naglasiti da unato¢
smanjenju koncentracija, one su i dalje bile mnogo vece od onih koje su obi¢no prisutne u

komercijalnim farmaceutskim pripravcima.
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Tablica 4.4. Interferirajuce tvari u nizim koncentracijama i relativne pogreske

Interferirajuéa tvar

Omjer koncentracija

(NAC : interferirajuca

Relativna pogreska, %

tvar)
Fruktoza 1:250 1,76
Laktoza 1:400 0,11
Limunska kiselina 1:5 4,33
NazS04 1:50 0,06
Vinska kiselina 1:5 0,57
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4.4.4. Tocnost (iskoristivost)

Iskoristivost metode ujedno upucuje i na njenu toCnost. Iskoristivost iskazuje
sposobnost metode da izmjeri poznatu koli¢inu tvari. Prilikom vrednovanja metode
iskoristivost je ispitana mjerenjem 6 radnih otopina pripravljenih dodavanjem odredenog
volumena standardne otopine otopini odgovarajuceg realnog uzorka. Koncentracija standardne
otopine iznosila je 1,23 x 10~} mol L™!, a koncentracija otopine uzorka bila je 1,23 x 10* mol

L', Priprava radnih otopina prikazana je u tablici 4.5.

Tablica 4.5. Priprava radnih otopina

Oznaka | F(analita), mL | V(st. otopine, c =1,23 | V(ukupni), mL Ckonaéna, MOl L™

otopine x 10 mol L"), mL
Amix 1,0 - 10 1,23 x 107
Bmix 1,0 0,5 10 1,845 x 107
Chix 1,0 1,0 10 2,46 x 107
Dhmix 1,0 1,5 10 3,075 x 107
Emix 1,0 2,0 10 3,69 x 107
Fmix - 1,0 10 1,23 x 107
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4.12. Siagram odredivanja N-acetil-L-cisteina: ¢(Amix) = 1,23 x 107> mol L!; ¢(Bmix) = 1,845
x 107 mol L™!; ¢(Cmix) = 2,46 x 10~ mol L™!; ¢(Dmix) = 3,075 x 107° mol L™!; ¢(Emix) = 3,69 x
10° mol L!; ¢(Fmix) = 1,23 x 10> mol L™!. Eksperimentalni uvjeti: ¢(Cu*") = 8,0 x 1073
mol L™!; ¢(BCS) =2,0 x 103 mol L™!; pH = 3; Ocs = 6000 pL min™!; volumen injektiranja

reagensa = 200 pL; volumen injektiranja analita = 250 pL; volumen osnovne otopine =

3000 uL; volumen petlje zadrzavanja = 500 uL; duljina reakcijske uzvojnice = 30 cm;

volumen proto¢ne kivete = 80 uL; 4 =483 nm.

Tablica 4.6. Prikaz iskoristivosti za pipremljene otopine uzorka

Uzorak Masa analita Dodana masa Izmjereno, mg Iskoristivost, %
u uzorku, mg analita, mg
Fluimukan 100,0 - 103,90 -
Junior 50 156,00 104,00
100 201,04 100,52
150 244,13 97,65
200 292,23 97,41
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Rezultati ispitivanja iskoristivosti razvijene spektrofotometrijske SIA metode za
odredivanje NAC-a su navedeni u tablici 4.6., a krec¢u se u rasponu od 97,41 % do 104,00 %.
Rezultati pokazuju zadovoljavajucu tocnost razvijene metode ¢ime je potvrdeno da je metoda

pouzdana za odredivanje NAC-a u farmaceutskim pripravcima.
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4.4.5. Ponovljivost

Ponovljivost je slaganje mjerenja izvedenih pri istim uvjetima (jedan laboratorij, isti
analiti¢ar, radni uvjeti) u kratkom vremenskom razdoblju. Ponovljivost metode ispitana je
mjerenjem niza od 15 uzastopnih injektiranja standardne otopine NAC-a, ¢(NAC) =4,0 x 107
mol L', Ponovljivost se matemati¢ki izrazava relativnim standardnim odstupanjem (engl.
Relative Standard Deviation, RSD). RSD je kvocijent standardnog odstupanja s i sredine skupa

podataka ¥, a raCuna se koriStenjem izraza:
RSD (%) = 2-100 (4-5)
X

Koristenjem navedene jednadzbe izraunat je RSD koji iznosi 2,62 %. Dobiveni rezultat

upucuje na zadovoljavajuéu ponovljivost metode.
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Slika 4.13. Siagram ponovljivost optimizirane metode. Eksperimentalni uvjeti: ¢c(NAC) = 4,0
x 103 mol L!; ¢(Cu?) =8,0 x 103 mol L™!; ¢(BCS) =2,0 x 10 mol L™!; pH = 3; Qs =
6000 pL min~'; volumen injektiranja reagensa = 200 pL; volumen injektiranja analita =
250 pL; volumen osnovne otopine = 3000 pL; volumen petlje zadrzavanja = 500 pL; duljina

reakcijske uzvojnice = 30 cm; volumen protoc¢ne kivete = 80 puL; 4 =483 nm.
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4.4.6. Ucdestalost analize

Ucestalost analize predstavlja broj uzoraka koji se moze analizirati unutar vremena od
1 sata. Ovaj parametar je bitan radi utvrdivanja ekonomicnosti analiticke metode kod analize
veceg broja uzoraka. Ucestalost mjerenja je izraCunata analizom siagrama ponovljivosti za
koncentraciju ¢(NAC) = 4,0 x 10 mol L!, na temelju 15 uzastopnih pikova. Tri mjerenja traju
prosje¢no 180 sekundi, odnosno toliko je potrebno vremena za analizu jednog uzorka. S
obzirom da jedan sat ima 3600 sekundi, to je oko 20 analiza po satu, Sto je prosjeCan broj
uzoraka za ovu metodu. Moze se re¢i da je uCestalost mjerenja zadovoljavajuca za koristenu

tehniku.
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4.4.7. Prenosivost

Pojam prenosivost (engl. Carry Over) obi¢no se koristi za opisivanje procesa kojim se
dijelovi uzorka, reagensa ili otapala prenose u reakcijsku mjesavinu kojoj oni ne pripadaju.
Prenosivost pokazuje koliki je utjecaj prethodno injektiranog uzorka na rezultat sljedeceg
mjerenja. Najcesce se radi o utjecaju mjerenja uzorka vise koncentracije na mjerenja uzorka
dosta nize koncentracije analita. Ispitano je prenoSenje signala injektiranjem uzoraka koji su
sadrzavali 3 razli¢ite koncentracije NAC-a. Injektiranje je provedeno naizmjence po 3 puta za
svaku od koncentracija. Pracen je povratak signala na osnovnu liniju te utjecaj naglih promjena
koncentracija na visinu vrha signala. Prilikom izvodenja eksperimenta nije zabiljezen utjecaj
izmjena koncentracija na samu visinu vrha signala te je ostvaren povratak na osnovnu liniju bez
znacajnijeg pomaka. Time je utvrdeno da primjenom optimizirane metode ne dolazi do

prenoSenja signala.

0.30-

0.25+

0.20+

0.154

A483 nm

0.10+

0.05+

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
t,s
Slika 4.14. Siagram odredivanja N-acetil-L-cisteina: (a) ¢c(NAC) = 4,0 x 10°* mol L'; (b)
c¢(NAC) =1,0 x 10 mol L™%; (¢) ¢(NAC) = 4,0 x 1073 mol L™!. Eksperimentalni uvijeti:
c(Cu?)=8,0 x 103 mol L!; ¢(BCS) =2,0 x 10 mol L™!; pH = 3; Ocs = 6000 puL min";
volumen injektiranja reagensa = 200 pL; volumen injektiranja analita = 250 pL; volumen
osnovne otopine = 3000 pL; volumen petlje zadrzavanja = 500 pL; duljina reakcijske

uzvojnice = 30 cm; volumen protocne kivete = 80 puL; 4 =483 nm.
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4.4.8. Doseg reakcije

Doseg reakcije ispituje se zaustavljanjem protoka (engl. Stop Flow). Temeljem

zaustavljenog protoka, u trenutku kada je visina vrha signala dosegla maksimum, reakcija

dostize potpunost u iznosu od 88 % u odnosu na onu koja bi se pri zadanim uvjetima mogla

ostvariti uz zaustavljeni protok.

A483 nm

0.40+

0.35+

0.30+ K:oseg =88,0 %

0.25+

0.20+

0.15+4

0.10+

0.051

0.00+

0 50 100 150 200 250 300 350 400
ts

Slika 4.15. Prikaz zaustavljenog protoka u trenutku maksimalne visine vrha signala
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4.5. Primjena razvijene metode na analizu realnog uzorka
1) Optimizirana metoda primijenjena je za odredivanje N-acetil-L-cisteina u
farmaceutskom pripravku FLUIMUKAN JUNIOR 100 mg granule za oralnu otopinu
(Sandoz d.o.o., Zagreb, Hrvatska).

Tablica 4.7. Rezultati analize realnog uzorka

Uzorak A A
1. 0,0974
2 0,0962
3 0,0962 0,0968
4. 0,0974
5 0,0970
Napravljeno je 5 mjerenja te je prosjeéna vrijednost apsorbancije, 4 = 0,0968,

koriStena za daljnji izracun. UvrStavanjem prosjecne vrijednosti apsorbancije u jednadZbu
pravca (y = 7134 x + 0,0043), izraunata je koncentracija N-acetil-L-cisteina u uzorku, c(NAC)
=1,29x 10° mol L.

1 mL pocetne otopine razrijeden je na 10 mL, a zatim 1 mL te otopine na jos 10 mL, §to

je ukupno razrijedenje od 1 : 100.
c1=1,29 x 10° mol L!

V1 =100 mL

Vo=1mL

_ 1,29x10”mol L' x100 mL
1 mL

2

=129 x 10> mol L™!

1z izraCunate koncentracije raCuna se mnozina », a iz mnozine masa m. IzraCunata masa
usporedena je s teorijskom masom tj. masom koja je navedena na sekundarnoj ambalazi

koristenog farmaceutskog pripravka.
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n=cx V=2
M
m=cxVxM
m=1,29 x 10> mol L' x 163,2 gmol™! x 0,5 L =0,10526 g = 105,26 mg

U analiziranom farmaceutskom pripravku, slijednom analizom injektiranjem odredeno

je 105,26 mg N-acetil-L-cisteina, a na ambalazi je deklarirano 100 mg.

2) Optimizirana metoda primijenjena je za odredivanje N-acetil-L-cisteina u
farmaceutskom pripravku NAXIL FORTE 600 mg Sumece tablete (Belupo d.d.,

Koprivnica, Hrvatska).

Tablica 4.8. Rezultati analize realnog uzorka

Uzorak A A
1. 0,0592
2. 0,0580 0,0588
3. 0,0592

Napravljena su 3 mjerenja te je prosjetna vrijednost apsorbancije, 4 = 0,0588,
koriStena za daljnji izraCun. UvrStavanjem prosjecne vrijednosti apsorbancije u jednadzbu
pravca (y = 7134 x + 0,0043), izraCunata je koncentracija N-acetil-L-cisteina u uzorku, c((NAC)
=7,64x10°mol L.

I mL pocetne otopine razrijeden je na 100 mL, a zatim 1 mL te otopine na jo§ 10 mL,

Sto je ukupno razrijedenje od 1 : 1000.
c1=7,64 x 10°mol L™!
J1=1000 mL

Vo=1mL

~ 7,64x10 mol L' x1000 mL
B 1 mL

2

¢=7,64x103 mol L!

51



Iz izraCunate koncentracije raCuna se mnozina », a iz mnozine masa m. IzraCunata masa
usporedena je s teorijskom masom tj. masom koja je navedena na sekundarnoj ambalazi

koristenog farmaceutskog pripravka.

n=cx V=1
M
m=cxVxM
m="7,64x102mol L' x0,5L x 163,2 gmol! =0,62338 g= 623,38 mg

U analiziranom farmaceutskom pripravku, slijednom analizom injektiranjem odredeno

je 623,38 mg N-acetil-L-cisteina, a na ambalaZi je deklarirano 600 mg.
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4.6. Usporedba razvijene metode odredivanja N-acetil-L-cisteina sa standardnom
metodom koju propisuje Farmakopeja

Europska farmakopeja za odredivanje sadrzaja NAC-a u farmaceutskim pripravcima
preporucuje metodu redoks-titracije standardnom otopinom joda. Prema protokolu koji
propisuje Farmakopeja 0,140 g uzorka se otopi u 60 mL deionizirane vode te se doda 10 mL
razrijedene klorovodic¢ne kiseline. Nakon hladenja u ledenoj vodi doda se 10 mL kalijevog
jodida te se titrira sa 0,05 mol L! otopinom joda do pojave intenzivno modre boje. Kao
indikator koristi se Skrob.

Metoda se temelji na redoks-reakciji u kojoj NAC (RSH spoj) reducira jod u jodid.
2RSH+I;—— RSSR+31 +2 H" (4-6)

Zbog prisutnog Skroba u otopini, odnosno njegove aktivne komponente amiloze, prva
kap titranta u suviSku, u zavrs$noj tocki titracije, oboji otopinu intenzivno modrom bojom. Ovom
metodom utvrdeno je da se za 16,32 mg NAC-a utrosi 1,0183 mL otopine joda (c(I2) = 0,0491
mol L).

Tablica 4.9. Usporedba rezultata razvijene SIA metode i standardne metode prema Farmakopeji

Uzorak Navedeno, mg Koristena metoda, Standardna metoda
mg prema Farmakopeji,
mg
FLUIMUKAN 100 105,26 100,30
JUNIOR granule za

oralnu otopinu

NAXIL FORTE 600 623,38 622,0

Sumece tablete
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5. RASPRAVA
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Prilikom izrade ovog rada razvijena je 1 vrednovana metoda analize slijednim
injektiranjem uz spektrofotometrijski detektor za odredivanje N-acetil-L-cisteina. Razvijena
metoda temelji se na redoks-reakciji u kojoj  N-acetil-L-cistein  reducira
bis(batokuproindisulfonato)kuprat(Il) kompleks do vrlo stabilnog kompleksa narancaste boje,
bis(batokuproindisulfonato)kuprat(I) kompleksa, koji pokazuje apsorpcijski maksimum pri
valnoj duljini od 483 nm.

Budu¢i da se apsorbancija biljezi u kinetickom dijelu reakcije, prilikom razvoja metode
posebna paznja posvecena je optimizaciji parametara koji bi mogli utjecati na redoks-reakciju.
To su pH-vrijednost i utjecaj molarnih omjera BCS i Cu?".

Utjecaj pH-vrijednosti otopine ispitan je u podru¢ju od 2,0 do 8,0 pomocu acetatno-
boratno-fosfatnog pufera. Najveca apsorbancija postignuta je pri pH-vrijednosti 3,0. Budu¢i da
NAC pripada skupini tiolnih spojeva koji pokazuju vecu stabilnost pri nizim pH-vrijednostima,
odabrana pH-vrijednost iznosila je 3,0.

Prilikom optimizacije molarnog omjera BCS i Cu**, omjer se mijenjao u rasponu od 1:1
do 3:1. Molarni omjer BCS i Cu®** od 2:1 pokazao se kao optimalan.

U postupku optimizacije ispitani su 1 parametri SIA sustava: redoslijed injektiranja,
volumni protok osnovne otopine, volumen injektiranja analita, volumen injektiranja reagensa,
volumen petlje zadrzavanje te duljina reakcijske petlje.

Ispitana su dva razli¢ita redoslijeda injektiranja. Visi signal je zabiljezen ukoliko se prvo
injektira otopina reagensa, a zatim otopina analita.

Optimizacijom volumnog protoka osnovne otopine moZe se kontrolirati disperzija te
poboljsati osjetljivost metode. Takoder, odabir optimalnog volumnog protoka odreduje
ucestalost mjerenja. Maksimalna apsorbancija kao 1 dobra ponovljivost rezultata mjerenja
zabiljeZena je pri protoku od 6000 uL min™!, koji je odabran kao optimalan.

Nadalje, optimiziran je volumen injektiranja reagensa. Ispitivani su volumeni u rasponu
od 50 uL do 450 pL. Uzimajuci u obzir vrijednost apsorbancije 1 ponovljivost rezultata, odabran
je volumen injektiranja reagensa od 200 pL kao optimalan.

U sljede¢em koraku optimiziran je volumen injektiranja analita koriStenjem volumena
u rasponu od 50 pL do 450 pL. Volumen injektiranja analita od 250 pL odabran je kao
kompromis izmedu osjetljivosti metode i ucestalosti analiza.

Imajuéi u vidu prethodno optimizirane volumene injektiranja reagensa 1 analita (200 pL
1 250 puL), ispitan je utjecaj volumena petlje zadrzavanja od 500 pL 1 1000 pL. Visina
analitickog signala bila je gotovo jednaka, pa je za daljnja mjerenja odabrana petlja zadrzavanja

volumena 500 pL.
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Utjecaj duljine reakcijske uzvojnice ispitan je koriste¢i uzvojnice duljina od 30 cm do
120 cm. Najvisi signal uz najbolju ponovljivost, zabiljezen je kod reakcijske uzvojnice duljine
30 cm.

Koriste¢i odabrane optimizirane parametre, odredeno je linearno dinamicko podrucje za
ovu metodu. Mjerenjem niza standardnih otopina analita, utvrdeno je linearno dinamicko
podrudje u rasponu koncentracija od 4,0 x 10~ mol L™! do 4,0 x 10> mol L™!. JednadZba pravca
glasi: y = 7134 x + 0,0043, a koeficijent linearne regresije (R?) iznosi 0,9996. Temeljem
vrijednosti standardne devijacije slijepe probe izracunata je granica dokazivanja koja iznosi 1,3
x 1077 mol L™! i granica odredivanja koja iznosi 4,0 x 10~ mol L.

Ispitan je utjecaj 500 puta veéih koncentracija (u odnosu na NAC) odredenih
interferiraju¢ih vrsta, koje se uobifajeno nalaze kao pomocne tvari u komercijalnim
farmaceutskim pripravcima. Jedino je koncentracija acetilsalicilatne kiseline bila jednaka
koncentraciji NAC-a. U tablici 4.3. nalaze se podaci dobiveni mjerenjem apsorbancije. Budu¢i
da se radi o znacajno vecoj koncentraciji navedenih tvari, mjerenja su ponovljena za one tvari
¢ija su odstupanja veca od 5% (fruktoza, laktoza, limunska kislina, Na;SOj4, vinska kiselina). Iz
dobivenih rezultata prikazanih u tablici 4.4. uocljivo je da laktoza ne interferira pri odredivanju
NAC-a, u 400 puta vecim koncentracijama, fruktoza ne interferira pri odredivanju NAC-a, u
250 puta ve¢im koncentracijama, Na>SO4 ne interferira pri odredivanju NAC-a, u 50 puta ve¢im
koncentracijama dok limunska i vinska kiselina ne interferiraju tek pri koncentracijama 5 puta
ve¢im od koncentracije NAC-a. Vazno je napomenuti da su ispitivane koncentracije
interferirajucih vrsta znacajno vece od onih koje se mogu naci u farmaceutskim pripravcima.

Tocnost metode ispitana je mjerenjem 6 radnih otopina pripravljenih dodavanjem
odredenog volumena standardne otopine otopini odgovarajuceg realnog uzorka. 1z izmjerenih
apsorbancija izracunate su koncentracije otopina i usporedene s prethodno izracunatim
teoretskim koncentracijama kako bi na kraju izracunali i iskoristivost za svaku koncentraciju.
Iskoristivost, izrazena u postotcima, kretala se od 97,41 % do 104,00 %, §to ukazuje na to¢nost
metode.

Ponovljivost metode ispitana je mjerenjem niza od 15 uzastopnih injektiranja
standardne otopine NAC-a, ¢(NAC) = 4,0 x 107 mol L', Iz standardne devijacije i srednje
vrijednosti svih pikova, izraunato je relativno standardno odstupanje (RSD) koje iznosi 2,62
%. Dobiveni rezultat upucuje na zadovoljavaju¢u ponovljivost metode.

Jedan od bitnih parametara procjene ekonomicnosti i prikladnosti SIA metode za
odredivanje NAC-a je ucestalost analize, odnosno broj uzoraka koji se moze analizirati unutar

vremena od 1 sata. Analizom siagrama ponovljivosti za koncentraciju ¢(NAC) = 4,0 x 10~ mol
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L', izra¢unata je udestalost od 20 analiza po satu, §to je prosjecan broj uzoraka za ovu metodu.
Moze se reci da je ucestalost mjerenja zadovoljavajuca za ovaj tip metode i svrhu za koju se
koristi.

Ispitano je i prenoSenje signala injektiranjem uzoraka koji su sadrzavali 3 razliCite
koncentracije NAC-a. Injektiranje je provedeno naizmjence po 3 puta za svaku od
koncentracija. Utvrdeno je da primjenom optimizirane metode ne dolazi do prenoSenja signala
te je ostvaren povratak na osnovnu liniju bez znac¢ajnijeg pomaka.

Konacno je razvijena metoda primjenjena na analizu realnog uzorka, odnosno za
odredivanje N-acetil-L-cisteina u farmaceutskim pripravcima: FLUIMUKAN JUNIOR 100 mg
granule za oralnu otopinu (Sandoz d.o.o., Zagreb, Hrvatska) i NAXIL FORTE 600 mg Sumece
tablete (Belupo d.d., Koprivnica, Hrvatska). Kao usporedna metoda koristena je jodometrijska
titracija koju propisuje Farmakopeja. Rezultati prikazani u tablici 4.9. pokazuju jako dobro
slaganje  rezultata mjerenja razvijenom metodom = slijednim injektiranjem uz

spektrofotometrijski detektor s rezultatima standardne metode koju propisuje Farmakopeja.

57



6. ZAKLJUCAK
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Cilj istrazivanja prikazanog u ovom radu bio je optimizacija i vrednovanje metode
odredivanja N-acetil-L-cisteina slijednom analizom injektiranjem uz spektrofotometrijski
detektor. Analiza je zasnovana na redoks-reakciji u kojoj tiolna skupina NAC-a reducira
bis(batokuproindisulfonato)kuprat(Il) kompleks do vrlo stabilnog kompleksa narancaste boje,
bis(batokuproindisulfonato)kuprat(I) kompleks. Nastali kompleks postize apsorpcijski

maksimum pri valnoj duljini od 483 nm.

Optimizirani su kemijski parametri i parametri SIA sustava te odabrane optimalne
vrijednosti: pH-vrijednost (3,0), molarni omjer BCS i Cu?* (2:1), redoslijed injektiranja (R, A),
volumni protok osnovne otopine (6000 uL min'), volumen injektiranja reagensa (200 pL),
volumen injektiranja analita (250 uL), volumen petlje zadrzavanja (500 pL) i duljina reakcijske

uzvojnice (30 cm).

Tako optimizirana metoda koriStena je za mjerenje 13 uzoraka poznate koncentracije s
ciljem odredivanja linearanog dinamickog podrucja (LDP). LDP je utvrden u rasponu
koncentracija od 4,0 x 10”7 mol L' do 4,0 x 10> mol L™!. Odredena je jednadzba pravca (y =
7134 x + 0,0043) te koeficijent linearne regresije (R*> = 0,9996). Granica dokazivanja iznosila

je 1,3 x 10" mol L™! dok je granica odredivanja iznosila 4,0 x 10" mol L.

Ispitivanjem utjecaja raznih interferirajucih tvari u koncentracijama ve¢im od onih koje
se mogu naci u farmaceutskim pripravcima, nije doSlo do znacajnog utjecaja na odredivanje
NAC-a. Iskoristivost metode kretala se od 97,41 % do 104,00 %, Sto ukazuje na to¢nost i

pouzdanost razvijene metode.

Ponovljivost je odredena izratunom relativnog standardnog odstupanja (RSD) koje
1znosi 2,62 %. Ispitan je 1 prijenos signala te je ustanovljeno da uzastopno odredivanje razlicitih

koncentracija NAC-a ne utjeCe na visinu signala i povratak na osnovnu liniju.

Zaklju€no, optimizirana 1 vrednovana metoda slijedne analize injektiranjem uz
spektrofotometrijski detektor primijenjena je za odredivanje NAC-a u realnom uzorku te su
izmjereni rezultati usporedeni s rezultatima dobivenim analizom standardnom metodom po
Farmakopeji, ¢ime je dokazana prikladnost razvijene metode za odredivanje sadrzaja NAC-au

farmaceutskim pripravcima.
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U ovom radu optimizirana je i vrednovana nova metoda odredivanja N-acetil-L-cisteina
analizom slijednim injektiranjem uz spektrofotometrijski detektor. Metoda se temelji na redoks-
reakciji, u kojoj tiolna skupina NAC-a reducira bis(batokuproindisulfonato)kuprat(Il)
kompleks. Pri  tome nastaje vrlo stabilan  kompleks narancaste  boje,
bis(batokuproindisulfonato)kuprat(I) kompleks. Nastali kompleks postize apsorpcijski

maksimum pri 4 =483 nm.

Optimizacijom su obuhvaceni kemijski parametri (pH-vrijednost i molarni omjer BCS
i Cu®"), kao i parametri SIA sustava (redoslijed injektiranja, volumni protok osnovne otopine,
volumen injektiranja reagensa, volumen injektiranja analita, volumen petlje zadrzavanja i

duljina reakcijske uzvojnice).

Za optimiziranu metodu odredeno je linearno dinamic¢ko podrucje u rasponu od 4,0 x
107 mol L™! do 4,0 x 107> mol L', uz pripadajuéu jednadzbu pravca: y = 7134 x + 0,0043 i
koeficijent linearne regresije, R = 0,9996. Odredene su granica dokazivanja (LOD = 1,3 x

107 mol L) i granica odredivanja (LOQ = 4,0 x 10" mol L ™).

U odredivanju analita, ne interferiraju tvari koje se uobifajeno nalaze u sastavu
farmaceutskih pripravaka. Vrednovanje metode uklju¢ivalo je ispitivanje to€nosti
(iskoristivosti), prenoSenja signala te dosega (potpunosti reakcije). Mjerenjem niza od 15
uzastopnih injektiranja standardne otopine analita, utvrdena je ponovljivost metode uz relativno

standardno odstupanje, RSD = 2,62 %, dok je ucestalost mjerenja 20 uzoraka na sat.

Usporedeni su rezultati razvijene metode odredivanja N-acetil-L-cisteina sa

standardnom metodom koju propisuje Farmakopeja.
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In this study, a new method for the determination of N-acetyl-L-cysteine using
sequential injection analysis with spectrophotometric detector had been optimized and
validated. The method is based on a redox reaction in which the thiol group of N-acetyl-L-
cysteine reduces the bis(bathocuproinedisulfonate)cuprate(Il) complex. This produces a very
stable orange complex, the bis(bathocuproinedisulfonate)cuprate(I) complex. The resulting

complex reaches an absorption maximum at A =483 nm.

The optimization included chemical parameters (pH value and molar ratio of BCS and
Cu?"), as well as parameters of the SIA system (sequence of injection of sample and reagent,
volume flow of carrier solution, injection volume of the reagent, injection volume of analyte,

volume of holding coil and reaction coil length).

The method found to be linear over the range from 4.0 x 10" mol L™! to 4.0 x 107> mol
L', the following equation had been determined: y = 7134 x + 0.0043 and the correlation
coefficient, R? = 0.9996. Limit of detection (LOD = 1.3 x 107 mol L!) and the limit of
quantification (LOQ = 4.0 x 107 mol L") were determined.

No interferences were observed from the excipients that are commonly present in the
pharmaceutical formulations. Validation of the method included evaluating accuracy, carry
over and extent of reaction. Repeatability was confirmed based on results of 15 sequential
injections of standard analyte solution with relative standard deviation, RSD = 2.62%, at a

sampling rate of 20 analysis per hour.

Results of the developed method for the determination of N-acetyl-L-cysteine were

compared with results of the standard Pharmacopoeial method.
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