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UVOD

Kvantitativna analiza lekova i ostalih farmaceutskih preparata je sastavni deo kontrole ovih
proizvoda obzirom na cCinjenicu da delotvorne koncentracije nisu uvek i bezbedne. Njihova
primena je ograni¢ena rokom trajanja, jer se tokom vremena mogu hemijski promeniti, pri ¢emu
dolazi do gubitka njihovog aktivnog dejstva, a u nekim slucajevima i do pojave toksic¢nih efekata.

Terapijska kontrola lekova je od najvece koristi onda kada ozbiljnost klinicke situacije
zahteva ,,agresivnu® primenu leka. Cesto se javljaju i slu¢ajna trovanja lekovima, npr. aspirin je
odgovoran za veci broj slucajnog trovanja kod dece nego bilo koja druga supstanca. Kod osoba
osetljivih na aspirin kao zamena primenjuje se natrijum salicilat, koji takode moze da izazove
toksi¢ne efekte usled prekomerne administracije i/ili akumulacije u organizmu. Rasprostranjena
primena antibiotika vodi ka povecanju faktora rezistencije itd. Laboratorijski nalazi daju osnovu
za blagovremeno 1 racionalno prilagodavanje doze leka. Metabolizam lekova se odvija u jetri,
dok je renalna ekskrecija glavni nacin za eliminaciju lekova i1 njihovih metabolita, kao i
proizvoda metabolizma proteina, npr. uree. Smanjena bubrezna funkcija, uzrokovana razlicitim
bolestima 1/ili lekovima, dovodi do pove¢anja koncentracije lekova i metabolita u krvi.

Pored kontrole lekova vazna je i kontrola pojedinih aminokiselina kao komponenata
farmaceutskih preparata. Npr. kod osoba koje boluju od reumatoidnog artritisa ili katarakte treba
davati histidin kao dodatak ishrani. Dok povecane vrednosti ove aminokiseline smanjuju nivo
cinka u organizmu i dovode do alergijskih, ¢ak i asmati¢nih reakcija.

Iz ovih razloga postoji stalna potreba za razvojem novih i osetljivih analitickih metoda za
analizu 1 pra¢enje koncentracije navedenih supstanci u razli¢itim vrstama uzoraka. Kineti¢ko—
spektrofotometrijske metode hemijske analize su relativno brze i1 dovoljno selektivne za
odredivanje niskih koncentracija razliCitih supstanci u rastvoru. Pored toga, one ne zahtevaju
skupu opremu i uglavnom koriste lako dostupne reagense, Sto ih ¢ini pogodnim za primenu u
laboratorijskim uslovima.

Cilj ove disertacije bio je:
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- proucavanje uticaja streptomicina i neomicina na odredivanje uree primenom
modifikovane Berthelot-ove metode, kao 1 razrada 1 primena kineticko—
spektrofotometrijskih metoda za odredivanje uree i navedenih antibiotika,

- razvoj i1 primena kineticko—spektrofotometrijskih metoda za odredivanje ampicilina i
histidina 1

- razvoj 1 primena kineticko—spektrofotometrijske metode za odredivanje salicilata
primenom Fenton-ove reakcije.

Rad se sastoji iz sledec¢ih delova: Teorijski deo, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, 1zvod,
Summary 1 Literatura.

U Teorijskom delu opisane su osobine, primena i literaturni pregled metoda za odredivanje
gore navedenih supstanci. Posebno su opisane metode korisS¢ene u eksperimentalnom radu i
obradi rezultata: modifikovana Berthelot-ova i UV metoda za odredivanje uree, mikrobioloska
metoda difuzije za odredivanje antibiotika, osnovi Fenton-ove hemije, hemijska kinetika,
regresiona i korelaciona analiza, UV/Vis spektrofotometrija i HPLC.

U Eksperimentalnom delu dat je program i metodika eksperimenta, pregled primenjenenih
reagenasa, aparature i eksperimentalne tehnike, kao i postupci pripreme uzoraka za odredivanje
navedenih supstanci primenom kineti¢ko—spektrofotometrijskih i uporednih (referentnih) metoda.

Posebna paznja je posvecena poglavlju Rezultati i diskusija u kome su, u okviru Sest
delova, prezentovani obradeni i analizirani eksperimentalno dobijeni rezultati za kineticko—
spektrofotometrijsko odredivanje uree, streptomicina, neomicina, ampicilina, histidina i salicilata.
Naime, prikazani su:

- apsorpcioni spektri reaktanata i ispitivanih sistema,

- rezultati odredivanja optimalnih uslova odigravanja reakcija, odnosno zavisnosti brzine
reakcija od koncentracije svakog ucesnika i red reakcija u odnosu na svaki reaktant
pojedinacno,

- kineticke jednacine za ispitivane procese,

- radne krive i jednacine za odredivanje navedenih supstanci,

- termodinamicke karakteristike reakcionih sistema,

- rezultati granice odredivanja i granice detekcija,

- rezultati ta¢nosti 1 preciznosti odredivanja,

- rezultati ispitivanja selektivnosti i

- rezultati primene kreiranih kineticko—spektrofotometrijskih metoda na farmaceutske
preparate.
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U Izvodu su sumirani rezultati do kojih se doslo u ovom radu. Isti tekst je u engleskoj
varijanti prezentovan u delu Summary.

Spisak koriS¢ene literature je naveden u Sestom delu i1 na kraju je data biografija i spisak
objavljenih radova.
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, Kolicina aktivnog sastojka je glavno merilo u

kategorizaciji farmaceutskih proizvoda. *

prof. dr Nada Kovacevié¢






1. TEORIJSKI DEO

1.1. Farmaceutski preparati

Farmaceutski preparati (gr. @opuokeic = nauka o spravljanju i davanju leka; lat.
praeparatum = nesto pripremljeno, npr. lek 1 dr.) (Vujaklija, 1961, str. 762 i 997) su lekovite
aktivne supstance, pomoc¢ne supstance i ostali proizvodi, koji se koriste za humanu i veterinarsku
upotrebu. Farmaceutski oblik leka predstavlja kombinaciju aktivne supstance (remedium) i
pomo¢nih supstanci (excipientia) koja je prikladna za primenu. Izbor oblika za aplikaciju neke
aktivne supstance zavisi od brojnih faktora kao $to su: karakteristika same aktivne supstance i
njene stabilnosti, terapijskog cilja, nac¢ina doziranja, mesta primene i stanja pacijenta. Jedna
aktivna supstanca moze biti formulisana u vise razli¢itih farmaceutskih oblika.

Farmakopejske monografije o lekovitim preparatima primenjuju se na sve preparate koji su
obuhvaceni tom definicijom. Farmaceutski preparat mora da odgovara zahtevima iste u toku
celog perioda roka trajanja, a o naznaCenom roku odlucuje ovlaséena ustanova na osnovu
eksperimentalnih rezultata dobijenih u studijama stabilnosti.

Lekoviti preparati koje propisuju monografije, podeljeni su u tri grupe prema nacinu
primene, a ove na vrste i kategorije (Jugoslovenska farmakopeja 2000, 2001, str. 331):

1. preparati za oralnu upotrebu:

- kapsule (tvrde, meke, gastro-rezistentne i kapsule sa modifikovanim oslobadanjem
lekovite supstance),

- granule (Sumece, obloZene, gastro-rezistente i granule sa modifikovanim oslobadanjem
lekovite supstance),

- teCni preparati za oralnu upotrebu (rastvori, emulzije i suspenzije),

- prasSkovi za oralnu upotrebu i

- tablete (neobloZene, oblozene, Sumece, rastvorljive, disperzibilne, gastro—rezistentne,
tablete sa modifikovanim oslobadanjem lekovite supstance i tablete za primenu u
ustima);
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2. preparati za koZu/spoljasnju upotrebu:

lekovite pene,

tecni preparati za primenu na koZi (Samponi i pene—losioni),

Stapici—stikovi (uretralni i Stapi¢i za unoSenje u rane),

praskovi za spoljasnju upotrebu,

polucvrsti preparati za spoljasnju upotrebu (paste 1 hidrofilni i hidrofobni kremovi, geli
1 masti) i

transdermalni flasteri i

3. preparati za specificna mesta aplikacije:

preparati za usi (kapi, sprej, praskovi, tamponi, polu¢vrsti preparati i preparati za
ispiranje),

preparati za oci (kapi, losioni, oftalmoloski inserti i poluc¢vrsti preparati),

preparati za nos (kapi, tecni sprej, praskovi, Stapi¢i, polucvrsti preparati i preparati za
ispiranje),

parenteralni preparati (implanti, injekcije, intravenske infuzije, koncentrati i praskovi
za injekcije 1 intravenske infuzije),

preparati pakovani pod pritiskom—aerosoli,

preparati za inhalaciju (teCnosti, praskovi, preparati za rasprSivanje i preparati za
inhalaciju u inhalatorima pod pritiskom i sa dozatorom),

preparati za irigaciju,

rektalni preparati (supozitorije, kapsule, rastvori, suspenzije, praskovi, tablete, masti,
gelovi, pene 1 tamponi),

lekoviti tamponi,

vaginalni preparati (pesari, tablete, kapsule, pene i tamponi) i

ekstrakti (teni, meki 1 suvi).

Posebno su navedene i obradene sledece grupe preparata:

AR S

radiofarmaceutici,

droge,

zavojni i hirurski materijali 1
vakcine, serumi i derivati krvi.

Posebna grupa proizvoda na farmaceutskom trzistu su dijetetski suplementi. To su preparati

koji dopunjuju normalnu ishranu i predstavljaju koncentrovane izvore vitamina, minerala ili

drugih supstanci sa hranljivim ili fizioloSkim efektom pojedinacno ili u kombinaciji, a u prometu

su u dizajniranim oblicima, tako da se mogu uzimati u doziranim koli¢inama (kapsule, pastile,
tablete, pilule, praskovi, kapi i sl.) (Jugoslovenska farmakopeja 2000, 2001, str. 1085).
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Kvantitativna analiza aktivnih supstanci u farmaceutskim preparatima predstavlja sastavni
deo njihove kontrole kvaliteta i veoma je znacajna, s obzirom na ¢injenicu da, pri odredenim
okolnostima, ovi preparati mogu, ne samo izgubiti aktivho dejstvo i pokazivati smanjenu
efikasnost, ve¢ mogu pokazivati i toksi¢ne efekte.

Mehanizam delovanja aktivne komponente farmaceutskog preparata odnosi se na odredene
biohemijske ili fizioloSke procese, koji izazivaju biolosku reakciju. Lekovi uglavnom deluju
preko receptora koji se nalaze na povrsini ¢elije ili unutar nje. Vazni receptori lekova su celularni
proteini, kao §to su enzimi, strukturni ili transportni proteini. Brzina odvijanja enzimskih procesa
koji metaboliSu vecinu lekova obi¢no slede kinetiku reakcije prvog reda. Drugim recima brzina
metabolizma srazmerna je koncentraciji leka.

Jetra je glavni organ odgovoran za metabolizam leka. Njena uloga se sastoji u tome da
lipofilne nepolarne molekule pretvara u polarnije oblike koji se rastvaraju u vodi. Molekul leka
moze da se promeni reakcijama koje menjaju njegovu hemijsku strukturu (oksidacija, redukcija
ili hidroliza), ili reakcijama koje konjuguju lek (glukuronidacija, sulfatacija), ili i jednim 1
drugim. Bioloskom transformacijom lekova mogu nastati farmakoloski aktivni i neaktivni
metaboliti. Renalna ekskrecija predstavlja glavni put eliminacije lekova i njihovih metabolita
(Moyer, 1997, str. 891).
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1.1.1. Urea

Urea (karbamid, karbonil diamid) je jedinjenje azota (slika 1) prvi put otkriveno u urinu
1773. godine i prva je organska supstanca koja je vestacki sintetisana iz neorganskog meterijala
1828. godine. To je netoksi¢na supstanca u obliku belog kristalnog praha ili transparentnih
kristala, veoma rastvorna u vodi (51,8 g/100 cm’, 20 °C) i etanolu, prakticno nerastvorna u
hloroformu 1 etru. Topi se na temperaturi od 133 °C do 135 °C.

O
|

H2N/C\N Hy
Slika 1. Hemijska struktura uree.

Zahvaljuju¢i svojim karakteristicnim svojstvima, urea se koristi u mnogim industrijskim
granama za izradu adheziva, vezivnih proizvoda, zaptivnih smesa, smola, lepkova, punioca,
katalizatora, humektanata i dehidratacionih sredstava. Takode se koristi kao dubrivo, zatim kao
dodatak zivotinjskoj hrani 1 kao analiticki reagens. Zbog znatne rastvorljivosti u stratum
corneum-u, urea je vazna za njegovu hidrataciju. Bolesti, kao Sto su, atopi¢ni dermatitis ili
klini¢ki suva koza su posledica smanjenog sadrzaja uree. Za negu i leCenje takve koze koriste se
razli¢iti kozmeticki proizvodi 1 dermatoloski preparati sa sadrzajem uree od 1-10 %
(dezodoransi, Samponi, farbe za kosu, skidaci boja, te¢ni sapuni i deterdzenti, kreme, losioni itd.)
radi pospesivanja rehidratacije. Kao keratoliticki agens, urea (20 %) se koristi u preparatima za
lecenje bolesti kao Sto su ihtioza vulgaris, hiperkeratoza dlanova i stopala, kseroza i keratozis
pilaris (Robertson i Maibach, 1995, str. 932).

Urea je znacajan endogeni proizvod metabolizma belancevina kod sisara. U Celijama se
neprekidno vrse procesi razgradnje hranom unetih proteina do peptida i amino kiselina i procesi
sinteze proteina iz amino kiselina unetih u sklopu proteina. Glutamat je klju¢ni molekul u
¢elijskom metabolizmu proteina pri kome u telu nastaju amino kiseline kao metabolicko gorivo
za druge funkcionalne procese. Klju¢ni proces u degradaciji amino kiselina je reverzibilna
reakcija transaminacije, pri ¢emu se NHj-grupa amino kiseline donora prenosi na akceptor,
odgovaraju¢u o-keto kiselinu. Kao akceptori amino grupe obi¢no sluze tri o—keto kiseline:
pirogrozdana, koja prelazi u alanin, oksalsiréetna, koja prelazi u asparaginsku i a—ketoglutarna,
koja prelazi u glutaminsku. Iz alanina i asparaginske kiseline moZe nastati glutaminska kiselina
dodatnim premeStanjem amino grupa. Ovo je vazno jer se na taj nain amino azot iz svih amino
kiselina, koje podlezu procesu transaminacije, moze prevesti u glutaminsku kiselinu, iz koje se
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procesom oksidativne dezaminacije osloboda u obliku toksi¢nog amonijaka. Mehanizmi
detoksikacije amonijaka u organizmu Coveka su: sinteza uree, stvaranje amida (glutamina i
asparagina), reduktivna aminacija a-ketoglutarne kiseline i produkcija amonijumovih soli. U
ovim procesima se oslobada glutaminska kiselina, koja se putem krvi vra¢a do perifernih tkiva
gde ponovo moze da veze amonijak i da ga iz ¢elija eksportuje u obliku glutamina.

Biosinteza uree uz pomo¢ enzima jetre predstavlja glavni put u detoksikaciji oraganizma od
amonijaka. Kao rezultat ovog bioloskog procesa produkuju se enormne koliine uree: organizam
svake odrasle osobe izluc¢i u toku godine priblizno 10 kg uree, uglavnom urinom (> 90 %), a
preko gastrointestinalnog trakta i koze vec¢i deo preostale koli¢ine. Normalna koza sadrzi
priblizno 1 % uree. Poluvreme spontantanog razlaganja uree je priblizno 3,6 godina, ali u
prisustvu ureaze, hidroliza uree je 10* puta brza. Proizvodi ove rekcije su amonijak i karbaminska
kiselina, koja potom spontano hidrolizuje u amonijak i ugljenu kiselinu:

H,N-CO-NH, +H,0—=_5 NH, + H,N - COOH (1)
H,N - COOH+H,0—— NH, +H,CO, )

Molekuli amonijaka se pri fizioloskoj vrednosti pH protonuju molekulima vode, a ugljena
kiselina disosuje:

2 NH, +2H,0 ——> 2NH; +20H 3)
H,CO, —— H' +HCO; (4)

Ciklus sinteze uree je od vitalnog znac¢aja za organizam, jer nemoguénost njenog formiranja
dovodi do intoksikacije amonijakom koja se prati odredenom klinickom simptomatologijom
(povracanje, pospanost i mentalna retardacija), a potpuno odsustvo nekog od hepati¢nih enzima
dovodi do smrti.

Klini¢ki znacaj odredivanja uree u plazmi ili serumu koristi se kao indikator funkcije
bubrega i jetre, jer razliCita oboljenja ovih organa dovode do porasta koncentracije uree u krvi
(Nikolic, 2000, str. 444 i 448, Amtul et al.,2002).

1.1.1.1. Metode za odredivanje uree

Za odredivanje uree koriS¢ene su razlicite metode kao S§to su kolorimetrija, UV/Vis
spektrofotometrija, potenciometrija, fluorimetrija, amperometrija, enzimske metode, HPLC
hromatografija sa hidrofilnim interakcijama (HILIC), infracrvena spektrometrija sa Furijeovom
transformacijom (FTIR), flow-injection analiza (FIA, proto¢na analiza injektovanjem),
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hemiluminiscencija itd. Pregled nekih od ovih metoda dat je u tabeli 1. Navedene metode se ¢esto
dele na direktne 1 indirektne. Direktne procedure su zasnovane na kondenzacionim reakcijama
uree sa razli¢itim jedinjenjima (reaktantima ili meduproizvodima) pri ¢emu nastaju proizvodi koji
menjaju karakteristike sistema (boja, pH, apsorbanca, provodljivost itd.). Sve enzimske metode
su indirektne procedure. One su degradivne jer pocinju sa hidrolizom uree pomocu ureaze (urea
amidohidrolaza, EC 3.5.1.5), pri ¢emu nastaje amonijum jon, koji se moZze odredivati na razlicite
nacine. Npr. Berthelot-ova metoda i njena modifikovana verzija, kao i odredivanje uree sa
glutamat-dehidrogenazom (GLDH ili L-glutamat:NAD(P)" oksidoreduktaza, EC 1.4.1.3) koriste
spektrofotometrijski pristup u kvantitativnom merenju amonijaka i danas se primenjuju za
rutinsko odredivanje uree u klini¢kim laboratorijama (Fransis et al., 2002; Fawcett i Scott, 1960;

Patton i Crouch, 1977; Majkic-Singh et al., 1995, str. 497; Kavari¢ i Raki¢, 1987, str.89).
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Tabela 1. Metode za odredivanje uree.

. . Granica RSD .
Metoda Opseg linearnosti detekcije (%) Uzorak Literatura
3 3 kozmeticki Dallet et
HILIC 60 — 140 pg-cm 7,5 pg-em 6,70 preparati al.. 2000
0,125-0,375 3 krema i Otte et al.,
FTIR mg-cm” 0.4 pgrem <3,03 vazelin 2002
dermatoloski Boiic et al
6—90 pg-cm” 0,34 ng-cm™ 2,10 | ikozmeticki | °%¥ N
. . 2008
Spektrofotometrija preparati
do 2 g‘dm'3 0,009 g'dm'3 <2,34 | serum, urin bloi\gi;leux
Gonzalez-
FIA 0—25pg-em” 0,9 pg-em™ / vina Rodriguez
. etal, 2002
spektrofotometrija —— ——
3 zivotinjska | Luca i Reis,
2 — 12 mmol-dm / 1,40
plazma 2001
FIA 3 alkoholna Lida et al.,
fluorimetrija 1 =100 pmol-dm / 3,00 pica 2004
50 -500
Enzimska mmol-dm™ 2,2 mmol-dm™ | <6,62 urin Orsonneau
spektrofotometrija 0-100 0,047 mmol-dm™ | < 5,10 serum etal, 1992
mmol-dm™
o 0-7143
I?r?zei;csi(: mmol-dm™ 0.066 mmol-dm= | < 1,15 urin Morishita
. 0-1429 ’ <0,58 serum etal., 1997
spektrofotometrija mmol-drm
Sista Villaserior i
80 —20 mg / <0,40 Limpert,
supstanca 1008
Potenciometrija -
s 3 Sehitogulla
8,9-10°-1,1-10 .
mol-dm / <3,50 serum rietal,
2002




0,1-1,0 Correia et
mmol-dm” / <560 serum al,, 2005
0 - 30 mg-dm™ 03 mg-dm® | <4,50 vina L;l”%git
Diferencijalna 7 = -
pH—metrija 3 uzzana
0—5000 mg-dm / <1,50 mleko Giardino,
1999
Amperometrija 2:10°-2:10% 5-10° mol-dm™ | < 5,60 dubriva Guilbault i
P ) mol-dm™ : by Seo, 1994
Thavarung
Konduktometrija | 5— 70 mmol-dm™ / / serum kul et al.,
1999
HPTLC 3 3 farm.
denzitometrija 1050 pgrem 187 pgrem 3,84 preparati Knorst et
.. 3 3 farm. al., 1997
Spektrofotometrija | 8 — 128 pg-cm 5,18 pg-cm 2,72 preparati

(*) High Performance Thin Layer Chromatography (tankoslojna hromatografija visoke efikasnosti)

Britanska 1 Jugoslovenska farmakopeja propisuju Kjeldahl-ovu metodu kao zvanic¢nu
metodu za odredivanje uree u dermatoloSkim 1 kozmetiCkim preparatima (British
Pharmacopoeia, 2005, str. 1480, Jugoslovenska farmakopeja 2000, 2001, str. 1053).

1.1.1.1.1. Kineti¢cko—spektrofotometrijska (enzimska) metoda

Ova metoda se zasniva na dvostrukoj enzimskoj katalizi i primeni Warburg-Christianovog
optickog testa. Koristi sistem koji sadrzi ureazu i glutamat dehidrogenazu (GLDH) koja sadrzi
NAD ili NADP kao koenzim. Opticki test se bazira na osobini redukovanih oblika piridin-
koenzima (NADH, ili NADPH;) da apsorbuju svetlost talasnih duzina 340-360 nm, dok njihovi
oksidovani oblici (NAD ili NADP) ne apsorbuju svetlost u ovom podruc¢ju. Promena intenziteta
apsorpcije svetlosti na 340 nm odrazava brzinu katalizovane reakcije, a metode u kojima se
primenjuje ovaj test spadaju u kineti¢ke procedure.

Dakle, oslobodeni amonijak, koji nastaje u reakciji razlaganja uree pomocu ureaze
(jednacina 1), odreduje se prema reakciji (jednaina 5) sa 2-ketoglutaratom i redukovanim
koenzimom NADH (nikotinamid-adenin-dinukleotid), koju katalizuje enzim GLDH i pri ¢emu
nastaje glutaminska kiselina i oksidovani oblik koenzima NAD":

NH4+ + HOOC—(CHz)z—CO—COOf + NADH GLDH, ADP
MNAD++H2O+HOOC—(CH2)2—CH N H;-COO (5)

Adenozindifosfat (ADP) se dodaje da aktivira i stabilizuje GLDH. Meru za koli¢inu prisutnog
amonijaka nastalog razlaganjem uree predstavlja opadanje apsorbance, koja je proporcionalna
koli¢ini utroSenog NADH. U ovoj reakciji ne interferiraju druga azotna jedinjenja, bilirubin,
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hemoglobin 1 lipemija. Preciznost metode je odlicna, a primenjljiva je 1 za rad na automatskim
analizatorima, $to je ¢ini metodom izbora za odredivanje uree (Hallet i Cook, 1971; Gutman i
Bergmeyer, 1974, str. 1794).

Ureaza

Ureaza je znacajna u istoriji enzimologije kao prvi enzim koji je izolovan i prekristalisan
(James Sumner, 1926.). Pripada grupi metaloenzima 1 sastoji se iz dve polujedinice koje su ¢vrsto
povezane kovalentnim vezama i ima dva aktivna centra (slika 2).

1\|'1Lys
Now: 070 Nhis
l-hsa\ $ \ /
i ____...oNiaO/ Bl Dl
His l H O Asp
wo  mo |

Slika 2. Aktivni centar ureaze.

Svaki aktivni centar sadrzi dva atoma nikla povezana preko karboksilatne grupe
karboksilatnog ostatka lizina (Lys) i hidroksidnog jona. Jedan atom nikla (Nil) organizovan je u
kvadratno piramidalnoj geometriji sa koordinacionim brojem pet, a drugi atom nikla (Ni2) u
pseudooktaedarnoj geometriji sa koordinacionim brojem 6. Nil vezuje dva molekula histidina
preko atoma azota iz svakog od imidazolovih prstena, a preko kiseonikovih atoma vezuje
molekule lizina i vode, kao 1 hidroksidnu grupu. Ni2 vezuje dva molekula histidina preko atoma
azota iz svakog od imidazolovih prstena, a preko kiseonikovih atoma vezuje molekule Lys, vode,
asparagina i hidroksidnu grupu. Aktivni centar je visoko specifican i vezuje samo ureu ili
hidroksiureu, a optimalna pH vrednost za aktivnost ureaze je 7,3 u fosfatnom puferu (slika 3).
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Slika 3. Kriva aktivnosti ureaze u zavisnosti od pH sredine (Moss et al., 1997, str. 366).

Prema jednom od moguc¢ih mehanizama razgradnje uree pomocu ureaze, Nil reaguje kao Lewis-
ova kiselina. Metalni jon polarizuje karbonilnu grupu uree i aktivira je prema nukleofilnom
napadu. U ovom procesu su dva molekula vode zamenjena jednim molekulom uree. Drugi atom
nikla (Ni2) vezuje OH™ jon, koji napada parcijalno pozitivno naelektrisan ugljenik iz karbonilne
grupe molekula uree. Jedna od dve amino grupe uree se protonuje. Histidin ima ulogu kiseline.
Rezultat reakcije je formiranje amonijaka i karbaminske kiseline, koja se spontano razgraduje na
amonijak i ugljen-dioksid (slika 4) 1 (jednacine 1-4).
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Slika 4. Mehanizam razgradnje uree pomocu ureaze.
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1.1.2. Streptomicin

Streptomicin sulfat (SMS) je prvi otkriveni aminoglikozidni anitbiotik 1 prvi antibiotik
dobijen iz bakterije. Izolovan je iz soja Streptomyces griseus 1944. godine. Streptomicin se,
prema hemijskoj strukturi, sastoji od streptidina i streptobiozamina (slika 5). Streptidin je aglikon
1 derivat je inozitola sa dve guanidinske grupe (1,3-diguanidino-2,4,5,6-tetrahidroksi-
cikloheksan). Streptobiozamin je disaharid izgraden od dve SeCerne komponente: furanoidne
streptoze 1 N-metil-2-glukozamina, koji su povezani a-glikozidnom vezom. Veza izmedu
streptidina 1 streptobiozamina je takode a-glikozidna. Streptoza sadrzi slobodnu aldehidnu grupu
na C-3 polozaju. SMS je beli prah, bez mirisa, higroskopan, ali stabilan na uticaj svetlosti i
vazduha. Dobro je rastvoran u vodi, vrlo slabo rastvoran u alkoholu i prakti¢no nerastvoran u
vecini ostalih organskih rastvaraca. Proizvodi se u obliku sulfatne soli zbog vecée rastvorljivosti.
Vodeni rastvori SMS pokazuju slabo kiselu ili skoro neutralnu reakciju i mogu biti ¢uvani na
sobnoj temperaturi nedelju dana bez gubitka dejstva. Zagrevanjem rastvora dolazi do razlaganja
streptomicina. Takode, jake kiseline i alkalije mogu da izvrSe inaktivaciju streptomicina.

1
C=NH
| CH,
- HO NH o CHO CH,OH
Il OH 0
H,N —C—NH O 0O OH
HO OH I‘\liH OH
\ a AN - J \.(-"H 3 - J
Streptidin Streptoza N-metil-L-
glukozamin
\ A

'

Streptobioziamin

Slika 5. Hemijska struktura streptomicina.:dif O-2-deoksi-2-metilamino-a-L-glukopiranozil-(1—2)-O-5-
deoksi-3-C-formil- a-L-liksofuranozil-(1—4)-N, N’-diamidino-D-streptamin].

SMS se koristi u lecenju infekcija u humanoj i veterinarskoj medicini, kao i u oblasti
agrikulture. Klinicka primena se sastoji u tretiranju mikobakterijskih infekcija (tuberkuloze,
meningitisa 1 dr.) u dnevnoj dozi od 0,5-1 g (30 mg/kg/d). Takode se koristi u lecenju
netuberkuloznih uzro¢nika kao §to su: kuga, tularemija, bruceloza i dr. u dnevnoj dozi od 1g. U
kombinaciji sa penicilinom primenjuje se kod leCenja infektivnog endokarditisa izazvanog
enterokokama. SMS se slabo apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta, a nakon intramuskularnog
davanja njegova koncentracija u krvi se postize izuzetno brzo (nakon 1-2 sata). Ona je
proporcionalna dozi i u toku 5 ¢asova opada ~ 50 %. SMS se vezuje za proteine plazme priblizno
20-30 %, metaboliSe u bubrezima i izlu€uje se nepromenjen u mokraci 30-90 % od parenteralne
doze u toku 24 sata. Najozbiljniji toksicni efekat koji uzrokuje SMS je narusavanje vestibularne
funkcije (vertigo 1 gubitak ravnoteze). Frekventnost i ozbiljnost ovog disbalansa proporcionalni
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su duzini administracije leka, nakon prestanaka terapije dolazi do delimi¢nog oporavka narusenih
funkcija. Istovremenu ili sekvencijalnu upotrebu drugih aminoglikozida sa streptomicinom treba
izbegavati, da bi se smanjila moguénost ototoksi¢nog delovanja (Jawetz, 1995, str. 699, Moffat,
1986, str. 976).

1.1.2.1. Metode za odredivanje streptomicina

Streptomicin je odredivan razli¢itim metodama kao Sto su spektrofotometrija,
spektrofluorimetrija, hemiluminiscencija, HPLC sa razliitim detektorima, imunohemijska

detekcija, kapilarna elektroforeza i dr. Pregled nekih od ovih metoda dat je u tabeli 2.

Tabela 2. Metode za odredivanje streptomicina.

Granica RSD
Metoda Opseg linearnosti detekcije o Uzorak Literatura
(LOD) (%)
Kineticko- 0,15-1,94 3 C Miti¢ et al.,
spektrofotometrijska | 1,94 — 15,48 pg-cm™ 0,02 pg-em <9,30 | injekcija 2006
3 o3 farm. Lii Gao,
1,87 -279,8 pg-cm 0,96 pg-cm 2,40 preparati 2008
0,8 — 4,0 pg-cm™ / / lekovi SaStg 96 é al.
Spektrofotometrija 7 ) ”
. 3 . 3 arm. man et al.,
0,005 - 0,4 pg-cm 0,1 pg-cm / preparati 1995
3 farm. Zakhari et
880 ugrem / / preparati al., 1990
Derivativna 3 3 . Morelli et
spektrofotometrija do 30 pg-cm 0.42 pgrem / injekeija al., 1994
5-1000 pg-cm” 1,4 pg-em™ 2,10 plazma Hua;goe]t al.
Hemiluminiscencija =g e 6917210 | 5,16-107 104 | mlekg | Waneral.
mol-dm™ mol-dm™ ’ 2006
. Suhren i
LC Szﬂtugescenm‘m 0-2000 pg-kg! 8ugkg! | 1560 | micko | Knappstein,
etektorom 1098
HPLC sa 10-400 pgkg' | 0,005 pgkg! [ <350 | med | fr‘jfelr 999
fluorimetrijskim Kub - al
detektorom 5—40 pg-em” 1 pg-em™ 2,75 serum “ ]09§7a v
farm. Rizk et al.,
>~ 60 ppm / / preparati 1995
Spektrofluorimetrija farm.
0,025 - 0,4 pg-em™ | 0,006 pg-cm™ / preparati, Belal et al,
2001
plazma
3 3 Granados i
HPLC 10 — 80 pg-cm 0,5 pg-cm <6,40 serum Meza, 2007
5—-50 pg-em” 2 ug-em” 2,07 serum Kurosawa et
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al., 1985
24 — 240 pg-cm™ 2 ugrem” 1,10 / Whall, 1981
Enzimska imuno 0.1 — 30 ne-cm” 5,1 ng'cm'3 / mleko, Haasnoot et
analiza : & (mleko) tkiva al., 1999
3 3 0,21-
Kapilarna 0,05 -1 mg-cm 10 ug-cm 0.44 / Flurer, 1995
elektroforeza 20— 200 ug-cm’3 6 ug-cm’3 0.22 bakteir1c1d MazZaO St7 al.,

Britanska i1 Jugoslovenska farmakopeja propisuju mikrobiolosku difuzionu metodu za
odredivanje streptomicina (British Pharmacopoeia, 2005, str. 1356, Jugoslovenska farmakopeja
2000, 2001, str. 959).
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1.1.3. Neomicin

Neomicin sulfat (NMS), izolovan rastom odredenih sojeva Streptomyces fradiae 1949.
godine, predstavlja smeSu dva izomera, neomicina B i neomicina C, ¢iji je glavni sastojak
neomicin B (slika 6). Neomicini B i C su glikozidi neamina (neomicin A) i neobiozamina B ili C.
Centralni deo molekula neomicina je 2-dezoksistreptamin, aglikon koji je vezan za jedan
monosaharidni i jedan disaharidni deo. Neomicin B se razlikuje od neomicina C po stereohemiji
Secera vezanog terminalno za D-ribozu (Hanko i Rohrer, 2007; Adams et al., 1998) . NMS je
bela ili bledo zuta kristalna supstanca, higroskopna i fotosenzitivna, ali stabilna u Sirem intervalu
pH. Vrlo lako je rastvorljiva u vodi, teSko rastvorna u alkoholu, a gotovo nerastvorljiva u acetonu

1 etru.

CHNH,

HOCH, o O

O
CH,NH,
OH
HO
0

NH, OH

neomycin B

Slika 6. Hemijska struktura neomicina B: 4-O-(2,6-diamino-2,6-dideoksi-a-D-glukopiranozil)-
5-0-[3-0(2,6-diamino-2,6-dideoksi-f-L-idopiranozil)--D-ribofuranozil] - 2-deoksi-D-streptamin.

Parenteralna primena neomicina je napusStena zbog njegove izrazite toksicnosti i njegova
upotreba je ograni¢ena na povrsSinsku aplikaciju (inficirane povrSine, apscesi i dr.) i oralnu (kod
hepaticne kome, hiperlipidemije i dr.). Ukupan sadrzaj leka u prvom slucaju je ogranien na 15
mg/kg/d, jer moze dovesti do sistemske toksi¢nosti zbog njegove apsorpcije. Ukupan sadrzaj leka
u drugom slucaju je 1 g na svakih 6-8 sati u toku 1-2 dana. Lek se neznatno apsorbuje iz
gastrointestinalnog trakta i ekskretuje se fecesom. Eventualno apsorbovane koli¢ine se izbacuju
preko bubrega u urin (Jawetz, 1995, str. 699; Brody et al., 1998, str. 288).
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1.1.3.1. Metode za odredivanje neomicina

Neomicin je odredivan razli¢itim metodama kao S§to su spektrofotometrija,

spektrofluorimetrija, hemiluminiscencija, HPLC sa razliitim detektorima, imunohemijska

detekcija, gasna hromatografija, kapilarna elektroforeza (CE), kapilarna izotahoforeza (cITP) i dr.
Pregled nekih od ovih metoda dat je u literaturi (Stead, 2000) 1 u tabeli 3.

Tabela 3. Metode za odredivanje neomicina.

Granica RSD
Metoda Opseg linearnosti detekcije o Uzorak Literatura
(LOD) (%)
Potenciometrija— 3 3 Simpson i
mikrobiologija 0,17-3,33 pg-cm 0,05 pg-cm / krv, plazma Kobos, 1983
. | Gupta etal,
/ / 2,10 | farm. preparati 1083
104 10.103 Confino i
17 L(I)Ol' d:l’l% 10 / 1,00 farm. preparati Bontchev,
. 1990
Spekirofotometrija 0,828 pg-em” / 0,89 | farm. preparati | Amin, 1996
3 . | Marques et
10 — 55 pg-cm / / farm. preparati al., 1989
3 3 . Sunarié et
6,15 — 28,68 pg-cm 1,22 ug-em <1,71 | farm. preparati al. 2007
* . Hanko i
HPAEC-IPAD 4 —200 pmol 0,21 pmol / farm. preparati Rohrer, 2007
0,45 — 4,0 mg-cm™ / < 1,00 | farm. preparat Tsu§19e7t9al.,
0,25—1 pg-em™ / 4.40 plazma, Shaikh et al.,
HPLC 1-10 pg-em” ’ urin 1991
mast (farm.
75 - 125 % / <1.00 preparat) Binns i Tsuji,
’ veterinarske 1984
formulacije
2-50 pg-em” Megoulas i
HPLC-ESLD** (logaritamska 0,6 ug-dm™ 1,70 | farm. preparati | Koupparis,
kalibraciona) 2004
. . 5-160 % . | Adams et al.,
Tecna hromatografija (0d 0,5 pg-cm?) / < 1,30 | farm. preparati 1097
. B mast (farm. Van Giessen
GLC 3,0-4,6 mg / <2,0 preparat) i Tsuji 1971
. . . Van
( d?giggﬁ;;?jgga) 0,5—2,5 ug-em™ / / serum Soestbergen
1969
0,07 -1 ug-cm’3 3 . Gala et al.,
Spektrofluorimetrija— 1-70 pg-cm™ 0,02 pg-em = 1,80 | farm. preparati 1995
kinetika 0,05 —20 pg-cm™ 3 .| Galaetal.
20— 70 ug-cm’3 0,03 pg-cm < 1,30 | farm. preparati 1095
Kolorimetrija 0,4 — 58 pg-em™ 0,04 pg-em” | <1,19 | farm. preparati | Amin i Issa,
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2003
0,5—5 mg-cm” / / farm. preparati Agra]v;l7e6t al.,
CE-UV 0,76 — 1,26 mg-cm™ / <2,70 masti HZ;?‘;%”;;’
o dﬁfg)ﬂ:;‘ijom 10— 100 mg-dm® | 5,69 mg-dm™ | <2,10 | farm. preparati Ker Z‘%g ;f
Hllzi(él\lf/lssf)MS 0.1-5 ug-cm’3 / <7.90 serum Oergeoloe; al.,
LC 02— 1mgkg' | 0,1 mgkg’ | <790 tkiva P O%’g"]“k’

(*) High Performance Anion Exchange Chromatography with Integrated Pulsed Amperometric Detection
(hromatografija anjonske izmene visoke efikasnosti sa integrisanom pulsnom amperometrijskom detekcijom),
(**) Evaporative Light Scattering Detection (detekcija rasutog zracenja),

(***) Gas Liquid Chromatography (gasno — te¢na hromatograija).

Britanska i1 Jugoslovenska farmakopeja propisuju mikrobiolosku difuzionu metodu za
odredivanje neomicina (British Pharmacopoeia, 2005, str. 957; Jugoslovenska farmakopeja
2000, 2001, str. 751).

1.1.3.1.1. Mikrobiolo§ka metoda

Aktivnost antibiotika se procenjuje poredenjem inhibicije rasta osetljivih mikroorganizama
pod dejstvom poznatih koncentracija ispitivanog antibiotika i standardnog preparata. Standardni
preparati su supstance Cija je aktivnost precizno odredena u odnosu na odgovarajuci
internacionalni standard ili internacionalni referentni preparat.

Odredivanje mora biti planirano na nacin koji omogucava validaciju matematickog modela,
na kome se zasniva jednacina za izraCunavanje aktivnosti. Ukoliko se izabere paralelno linijski
model, dve log doza-odgovor (ili transformisan odgovor) linije ispitivanog i standardnog
preparata moraju biti paralelne, linearne i izvan opsega doza koriS¢enih u obracunu. Ovi uslovi
moraju biti verifikovani testovima validacije za datu verovatno¢u, obi¢no P = 0,05. Drugi
matematicki modeli, kao model odnosa nagiba, mogu da se koriste pod uslovom da je pruzen
dokaz o validnosti. Ukoliko u monografiji nije drugacije propisano, granice pouzdanosti tj.
granice greske (P = 0,95) su od 95-105 % od izraCunate aktivnosti. Jedan od nacina izvodenja
ogleda je metoda difuzije.

Metoda difuzije

Potrebna koli¢ina odgovarajuc¢e podloge se rastopi i zaseje na pogodnoj temperaturi, na
primer 48-50 °C za vegetativne oblike, poznatom koli¢inom suspenzije mikroorganizama,
osetljivih na ispitivani antibiotik. Pod dejstvom antibiotika koris¢enih u odredivanju, treba da se
formiraju dovoljno velike i jasno definisane zone inhibicije. Podloga se promesa i odmah razlije u
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Petrijeve Solje ili velike Cetvrtaste posude. Tom prilikom se obrazuje sloj podloge debljine 25
mm. Druga moguénost je upotreba dvoslojnih podloga. U tom slucaju zasejava se samo gornji
sloj podloge. PovrsSina podloge, u momentu upotrebe, treba da bude suva i bez primetnog rasta ili
odumiranja mikroorganizama.

Koriste¢i odgovaraju¢i rastvara¢ ili rastvor pufera pripreme se rastvori standardnih
preparata i ispitivanog antibiotika u poznatim koncentracijama pod pretpostavkom da su istih
aktivnosti. Rastvori se nanose na povrSinu podloge pomocu sterilnih cilindara od porcelana,
nerdajuceg Celika ili nekog drugog pogodnog materijala. Mogu da se nanose u otvore napravljene
na podlozi. U svaki cilindar ili otvor nanosi se ista koli¢ina rastvora. Alternativho se mogu
koristiti papirnati diskovi od sterilnog apsorbujuceg papira odgovarajuceg kvaliteta, tako Sto se
impregniraju rastvorima standardnog preparata ili ispitivanog antibiotika i redaju na povrSinu
zasejane hranljive podloge.

U cilju procene validnosti odredivanja, koriste se najmanje tri doze standardnog preparata i
tri doze ispitivanog antibiotika. Pretpostavljene aktivnosti doza ispitivanog antibiotika i
standardnog preparata su iste. Daje se prednost koris¢enju serije doza u geometrijskoj progresiji.
Kada se linearnost sistema potvrdi odgovaraju¢im brojem eksperimenata kroz ogled tri-tacke, u
rutinskim analizama moze se primeniti ogled dve tacke, ukoliko odobre ovlas¢ena lica ili
ustanova. U svim spornim slucajevima mora se primeniti ogled tri-tacke.

Pripremljeni rastvori se nanose u Petri Solje ili Cetvrtaste posude prema statisticki
pogodnom dizajnu. Rastvori ispitivanog antibiotika i1 standardnog preparata se rasporeduju tako
da se izbegne interakcija koncentrovanijih rastvora. Vreme inkubacije na propisanoj temperaturi
traje oko 18 h. Predifuzija traje obi¢no 1-4 h na sobnoj temperaturi ili na oko 4 °C, kako bi se
smanjio uticaj vremena potrebnog za nanosenje rastvora i pobolj$ao nagib regresionog pravca.

Precnici zona inhibicija se mere sa precizno$¢u od najmanje 0,1 mm. Mogu se meriti i
povrSine zona inhibicija sa odgovaraju¢om preciznos¢u. Aktivnost se izraCunava pogodnom
statistickom metodom. U cilju obezbedenja zahtevane preciznosti odredivanja, mora se koristiti
dovoljan broj ponavljanja za svaku dozu. Odredivanje se moze ponoviti, a rezultati statisticki
kombinovati. Tako se dobija garancija da aktivnost ispitivanog antibiotika nije ispod zahtevanog
minimuma (Jugoslovenska farmakopeja 2000, 2001, str. 100).
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1.1.4. Natrijum salicilat

Natrijum salicilat (NaS), natrijumov estar salicilne kiseline (slika 10), pripada grupi
nesteroidnih anti-inflamatornih lekova. NaS je jedan od nekoliko analoga acetilsalicilne kiseline
(aspirina) koji se klinicki koristi. Zbog metaboliziranja acetilsalicilata do salicilata, ovo
neacetilovano jedinjenje ima sli¢ne farmakoloSke efekte kao aspirin u tretiranju inflamatornih
bolesti kao Sto su osteoartritis i reumatoidni artritis. Ovaj lek predstavlja potencijalnu zamenu za
aspirin kod ljudu alergi¢nih na njega (Baranovskii i Bolotin, 2007; Brody et al., 1998, str. 415).
NaS se oralno daje u dozi do 10 g/d. Vezuje se za proteine plazme 50-90 %. IzluCuje se u
nepromenjenom obliku kroz urin (Moffat, 1986, str. 966). Uprkos koriS¢enju salicilata kao
antipiretika 1 analgetika, oni mogu biti prilicno toksi¢ni ukoliko se koriste u velikim dozama.
Kada je koncentracija salicilata u krvi ve¢a od 2,2 mmol-dm™ (300 mg-dm™), on postaje toksian,
Sto zahteva pracenje koncentracije u serumu. Efikasan terapeutski opseg se krece od 1,1 do 2,2
mmol-dm™ (150-300 mg-dm?), §to je veoma blizu granice toksi¢nosti, dok se preporudena
terapeutska doza ukupnih salicilata u plazmi kre¢e od 0,15 do 2,1 mmol-dm™. Koncentracija
salicilata veéa od 4,3 mmol-dm™ (600 mg/l) se smatra smrtonosnom (Junior et al., 2000; Smith i
Smith, 1966; Stewart i Watson, 1987). Salicilat se takode koristi kao konzervans u proizvodnji
hrane 1 pica, ali je njegovo koriS¢enje u ove svrhe u nekim zemljama zbog toksi¢nosti zabranjeno
(Swain et al, 1985). Aspirin spada u najvece uzrocnike slucajnog trovanja kod dece (Proudfoot,
1983). Americka asocijacija za kontrolu otrova je objavila da je u 2000. godini 1 % svih trovanja
15,6 % svih smrtnih slucajeva bilo uzrokovano salicilatima (Litovitz et al., 2001).

@ECOONa
OH

Slika 10. Hemijska struktura natrijum salicilata:
natrijum-2-hidroksibenzenkarboksilat.

NaS je supstanca u obliku belog kristalnog praha ili sitnih bezbojnih kristala ili sjajnih
pahuljica. Sadrzi karboksilni anjon u polozaju 1 i hidroksilnu grupu u polozaju 2 benzenovog
prstena, Sto ga Cini potpuno rastvornim u vodi. Slabo se rastvara u alkoholu, a prakti¢no je
nerastvoran u etru i hloroformu (Jugoslovenska farmakopeja 2000, 2001, str.774).

1.1.4.1. Metode za odredivanje natrijum salicilata

Najcesce koriS¢ena metoda za odredivanje salicilata zasnovana je na Trinderovoj reakciji:
salicilati iz rastvora reaguju sa feri jonima i grade purpurni kompleks u kiseloj sredini (7rinder,

37



1954). U ovoj reakciji se koristi 1 merkuri hlorid, koji je veoma toksican (Stojanovic et al., 1984,
str. 650—651). Za odredivanje natrijum salicilata koriS¢ene su razliCite metode kao Sto su
kolorimetrijske, spektrofotometrijske, spektrofluorimetrijske, enzimske, amperometrijske,
potenciometrijske, polarografske, HPLC. Pregled nekih od ovih metoda dat je u tabeli 5.

Britanska Farmakopeja daje potenciometrijsku metodu za odredivanje NaS titracijom
perhlornom kiselinom (British Pharmacopoeia, 2005, str. 1313).

Tabela 5. Metode za odredivanje natrijum salicilata.

Granica RSD
Metoda Opseg linearnosti detekcije (%) Uzorak | Literatura
(LOD)

. .. 3 Chubb et
Kolorimetrija do 5 mmol-dm / / serum al.. 1986
Derivativna 3 farm. Tobias,

spektrofotometrija 0-36 pgrem / <2,00 preparati 1983
. Bouvrette i
Spektrofotometrija do 1,4 umol-dm’3 6,5 nmol-dm™ / urin, Luong,
plazma
1996
3 3 Damiani et
0,1 -0,3 pg-cm 0,05 pg-cm / serum al., 2002
Spektrofluorimetrija Gupta i
0,1 — 8 mmol-dm™ / 5,90 plazma | Zamkanei,
1990
Youi
Enzimska do 700 pg-cm™ 15,7 pg-em™ | <4,50 serum Bitikofer,
1984
do 7 mmol-dm™ / / puna krv ;;re]wggg
Amperometrija 3G 27107 / 00 Junior et
mol-dm’ : S| at, 2000
1-10° — 1-10" 5-10° / farm. Ardakani
Potenciometriia mol-dm” mol-dm” preparati | et al, 2007
! 610°—1-10" 2:10° } farm. | Xuetal,
mol-dm™ mol-dm” preparati 2005
Polarografija do 620 pg-cm™ / < 6,50 serum You, 1985
0 —400 pg-cm™ .
HPLC 0,2 — 4 mg-cm” / 7,90 plazma B?SI?Z;;
(ukupni salicilati) s
HPLC sa R R pijaca Tuidema et
fluorescentnom 1- 500 pg-dm 1 pg-dm / voda za al. 2006
detekcijom zivotinje v
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1.1.4.1.1. Osnovi Fenton-ove reakcije

Fenton-ova hemija obuhvata reakcije peroksida (uglavnom H,0O,) u prisustvu gvozda i
dobijanje visoko reaktivnih vrsta kao S§to su hidroksi radikali koji oksiduju organska ili
neorganska jedinjenja prisutna u sistemu. Istorija Fenton-ove hemije pocinje 1894. godine kada
Henry J. Fenton saopsStava da H,O, moze da se aktivira prisustvom soli Fe(Il) i da pri tome
oksiduje tartarnu kiselinu. Nakon toga, Fenton-ova i srodne reakcije postale su veoma znacajne u
sintezi, bioloSkoj hemiji, hemiji prirodnih 1 tretmanu otpadnih voda. Mehanizam ove reakcije je
veoma slozen, 1 jo§ nedovoljno ispitan, a najceSce se prikazuje slede¢im reakcijama (Pignatello et
al., 2006):

Fe*" +H,0, ->Fe” + HO™ + HO' (6)
HO +H,0, - HO, +H,0 (7)
HO +Fe” —Fe™ +OH" (8)

. 3+ .. . . . .. ..

Nagradeni Fe”" joni mogu dalje reagovati sa H,O; u tzv. “Fenton-like” reakcijama u kojima se
.y + “ o . v

regeneride Fe*", podrzavajuéi na taj na¢in Fenton-ov proces:

Fe’* +H,0, - Fe** +HO, +H" )

Reakcija (9) je za nekoliko redova velicine sporija od reakcije (6). Medutim, postoje drugi nacini
za redukciju Fe’" do Fe*":

Fe’* + HO, — Fe** + O,H" (10)
Fe* +0;, »Fe* +0, (11)
Fe’ +R —>Fe™ +R* (12)

Hidroksi radikali, prisutni u veoma malim koncentracijama, reaguju na dobro poznat nacin sa
organskim jedinjenjima, oduzimanjem vodonika iz C-H, N-H ili O-H veza, dodavanjem
vodonika na C=C veze, ili adicijom na aromati¢ne prstenove:

HO +R- H—->H,0+R’ (13)
HO +C=C—>HO-C-C (14)

Kada je prisutan veliki visak H,0,, ukupno Fe*" dodato na po&etku reakcije bi¢e brzo oksidovano
do Fe’" i nakon toga sistem ¢e se ponasati nezavisno od po&etnog oksidacionog stanja gvozda.
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1.1.5. Ampicilin

Ampicilin (Amp) je semisintetski penicilinski antibiotik Sirokog spektra delovanja na
gram—pozitivne mikroorganizme, osetljive i na druge peniciline, dok je aktivniji od drugih
penicilina na neke gram-—negativne bakterije 1 enterokokne infekcije. Ampicilin je u
komercijalnoj upotrebi od 1961. godine u obliku farmaceutskih preparata kao Sto su kapsule,
tablete, prasak za oralnu suspenziju, prasak za injekcije i intravenozne infuzije. Amino grupa u
strukturi ovog leka (slika 7) omogucava njegovo prodiranje u spoljaSnju membranu gram-—
negativne bakterije Sto ga razlikuje od ostalih penicilina.

Slika 7. Hemijska struktura ampicilin trihidrata:
(2S, 5R, 6R)- [(R)-2-amino-2-fenilacetamido]-3,3-dimetil-
7-okso-4-tia-1azabiciklo[3.2.0] heptan-2-karboksilna kiselina.

Ampicilin trihidrat je beli kristalni prah rastvoran u vodi, a prakti¢no nerastvoran u etanolu,
acetonu, ugljen tetrahloridu, hloroformu i etru. Rastvara se u razblazenim rastvorima kiselina i
alkalnih hidroksida. Moze da izazove alergijske reakcije u vidu svraba do visokog intenziteta u
vidu anafilaktickog Soka.

Terapeutska koncentracija ampicilina u plazmi dostize vrednost od 2,65 do 4 pg-em™
nakon 2 h od oralne primene 500 mg leka. Priblizno 20 % se vezuje za proteine plazme, a ~ 30 %
se ekskretuje u urin u nepromenjenom obliku tokom prvih 6 sati, dok se nakon parenteralne
administracije ekskretuje cak 75 % u nepromenjenom obliku (Moffat, 1986, str. 351).

Prisustvo bazne amino i kisele karboksilne grupe omogucava ampicilinu da u neutralnoj
sredini postoji u obliku zwitter-jona HX" (slika 8 i 9). Upravo ova amfoterna priroda mu
ogranicava oralnu apsorpciju. U baznoj sredini je u obliku anjona X, a u kiseloj sredini je u
obliku katjona H,X". Ima dve konstante disocijacije. Konstanta K; odgovara disocijaciji katjona
koji gubi proton iz COOH grupe pri ¢emu nastaje zwitter-jon, a K, odgovara disocijaciji zwitter-
jona koji gubi proton iz amino grupe i nastaje anjon X .
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Slika 8. Ampicilin: jonizacija zwitter-jona.
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Slika 9. Raspodela joniazovanih oblika ampicilina u zavisnosti od pH vrednosti rastvora.

1.1.5.1.

Metode za odredivanje ampicilina

Amp je odredivan razli¢itim metodama kao Sto su kolorimetrija, spektrofotometrija,
spektrofluorimetrija, FIA, HPLC, polarografija, NMR i druge. Pregled nekih od ovih metoda dat

je u tabeli 4.

Britanska 1 Jugoslovenska farmakopeja propisuju te¢nu hromatografiju za odredivanje
ampicilina (British Pharmacopoeia, 2005, str. 85; Jugoslovenska farmakopeja 2000, 2001, str.

42).
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Tabela 4. Metode za odredivanje ampicilina.

Granica RSD
Metoda Opseg linearnosti detekcije (%) Uzorak Literatura
(LOD) °
8 _ 140 ye-cm™ / 0.70 farm. Devani et
He ’ preparati al., 1992
3 farm. Smith et al.,
> =30 pgrem / / preparati 1967
.. 3 farm. Sastry et al.,
Spektrofotometrija 0,8—4 ng-cm / / preparati 1008
3 farm. Mahgoub i
20100 pgrem / 0,44 preparati Ali, 1998
3 farm. Amin et al.,
0,521 pgrem / 1,30 preparati 1994
. . 3 farm. El-Shafie et
Kolorimetrija 6 —30 ug-cm / <2,00 preparati al. 1996
Kineticka 3 3 farm. Belal et al.,
spektrofotometrija §-40pg-em 0,73 pg-em / preparati 2000
Tecna 3 3 Nelis et al.,
hromatografija 0,5 -8 pg-em 0,01 pg-cm <3,20 plazma 1092
3 3 . El-Sebai et
10 -100 pg-cm 5 pg-em <4,68 urin al.. 1988
0,2 —4 pug-cm™ Akhtar et
5_25 pg-cm® / <3,57 | plazma al., 1993
3 Ishida et al,
HPLC 0,19 -9,41 ng-ecm / / serum 1099
3 3 farm. Tsou et al.,
5—-600 pg-cm 1,8 pg-cm <0,70 preparati 2007
| L - . Luo et al.,
1-50ngg 0,6 ng-g < 5,00 tkiva 1997
0,01 - 15 pgrem™ | 0,003 pgrem® | <1,10 mleko G"lfgggal"
Spektrofluorimetrija 4-10" mol-dm™ farm Fernandez-
2—10 pmol-dm™ 5,2-107 4,60 — Gonzdlez et
mol-dm™ (FIA) prep al,, 2003
2:10°-6-10 P farm. Garcia et
mol-dm” 8:107 mol-dm 0,16 preparati al., 1994
70 - 450 mg-dm® | S0mg-dm® | 4,20 farm.. | Al-Momani,
FIA preparati 2004
0,26:10° - 2-10" 0,26:10° Fernand
mol-dm’ mol-dm’ 0,60 farm. G
2,1:10° - 210 2,110 0,30 preparati ;’l’”g Oeg;
mol-dm™ (FIA) mol-dm™ FIA i
0,04 - 3,5 mg-cm’ / <0.86 farm. | El Sayed et
. preparati al., 1994
Polarografija
8 200 we-cm’ / / farm. Belal et al.,
HE preparati 1998
3 farm. Shin et al.,
NMR 30 — 50 mg/0,5 cm / 1,74 preparati 1081
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1.1.6. Histidin

Histidin (His) je prvi put izolovan od strane nemackog fizi¢ara Albrehta Kossela 1896.
Prvobitno se smatralo da je His esencijalna amino kiselina samo za decu, medutim dugoro¢na
proucavanja su pokazala da je esencijalna i za odrasle (Kopple i Swendseid, 1975). To je
supstanca u obliku belog kristalnog praha ili bezbojnih kristala rastvorna u vodi, vrlo slabo
rastvorna u alkoholu, prakticno nerastvorna u etru (Jugoslovenska farmakopeja 2000, 2001, str.
432).

Histidin sadrzi imidazolovu grupu (slika 11) koja je najznacajnija u puferskoj ulozi proteina
za odrazvanje pH sredine u fizioloskim granicama. Pri pH = 7 histidin je u katjonskom obliku <
10 % (Grant et al., 1997, str. 304). Imidazolov bo¢ni lanac ima pKa vrednost priblizno 6, dok
pKa cele aminokiseline iznosi oko 6,5. Ovo znaci da pri fizioloSkom pH mala pomeranja pH
vrednosti rastvora mogu da dovedu do promene ukupnog naelektrisanja kiseline. Ispod pH = 6
imidazolov prsten ¢e biti uglavnom protonovan, §to znaci da ¢e imati dve NH veze i imace
pozitivno naelektrisanje koje ¢e biti podjednako rasporedeno izmedu dva azotova atoma (slika
12). Imidazolov prsten histidina zadrzava aromati¢na svojstva na svim pH vrednostima. Cesto je
ligand u metaloproteinima i deo je katalitickih mesta nekih enzima (npr. ureaza).

Slika 11. Hemijska struktura histidina:
(S)-2-amino-3(imidazol-4-il)propionska kiselina.

Znacaj histidina u organizmu je u: izgradnji belancevina, formiranju dipeptida karnozina i
anserina u miSi¢ima 1 nastanku histamina. Glavni put u razgradnji histidina je preko urokaninske
kiseline do kona¢nih metabolita: glutaminske kiseline, formijata i amonijaka. U inicijalnoj fazi
razgradnje vr$i se dezaminacija histidina u urokaninsku kiselinu pod dejstvom enzima histidaze.
Dekarboksilacijom histidina dejstvom histidin dekarboksilaze nastaje bioloSki vazno jedinjenje
histamin. Histamin se ubraja u tkivne hormone. Iz ¢elija se oslobada pri alergijskim i1 upalnim
procesima. Deluje vazodilatatorno, a istovremeno povecava permeabilitet krvnih sudova zbog
¢ega dolazi do pojave edema i pada krvnog pritiska. Razgradnja histamina vrsi se oksidativnom
dezaminacijom pod dejstvom  histaminaze (diaminooksidaze) pri ¢emu nastaje
imidazolacetaldehid, koji pod dejstvom aldehid oksidaze prelazi u imidazol siréetnu kiselinu koja
se izlucuje urinom.
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Slika 12. Protonizacija i deprotonizacija imidazolove grupe histidina (pH = 6-7).

Posledica deficita enzima histidaze je poremecaj u katabolizmu histidina u urokaninsku
kiselinu. Bolest se naziva histidinemija, a simptomi su mentalna retardacija, epilepsija i
poteskoce u govoru. Zbog poremecaja u razgradnji histidina u glavnom metabolickom putu, on se
gomila u krvi 1 pojacano izlucuje urinom. Ovaj poremecaj favorizuje sporedni put razgradnje
procesom transaminacije, zbog Cega se u urinu nalaze povecane koncentracije imidazol-
pirogrozdane, imidazol-mle¢ne i imidazol-siréetne kiseline (Nikoli¢, 2000, str 497).

1.1.6.1. Metode za odredivanje histidina

His je odredivan razli¢itim metodama kao S§to su kolorimetrija, spektrofotometrija,
kineticka spektrofotometrija, spektrofluorimetrija, hemiluminiscencija, HPLC, voltametrija,
kapilarna elektroforeza i druge. Pregled nekih od ovih metoda dat je u tabeli 6.

Farmakopeje daju potenciometrijsku metodu za odredivanje His titracijom

hlorovodoni¢nom kiselinom (Jugoslovenska farmakopeja 2000, 2001, str. 433; British
Pharmacopoeia, 2005, str. 713).
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Tabela 6. Metode za odredivanje histidina.

Granica RSD
Metoda Opseg linearnosti | detekcije (%) Uzorak Literatura
(LOD) °
Kolorimetrija 1 - 60 pg-cm™ / 3,00 / Tu]rvlfbft ’7]‘”} 9’ 50
Kapilarna 1-10° —1-107 10° / Koz Hermann i
elektroforeza mol-dm™ mol-dm™ Abeck, 2000
5-7,5pg-cm” / / serum Gerber, 1970
Spektrofluorimetrija 100 — 500 pg-em” / / serum Ambrose et al.,
1969
Spektrofotometrija | 2,2 — 5,13 ug-cm™ / <1,00 prfeag:;e.lti Patgég;al.,
Kineticka 0,15-1,56 0,03 / farm. Miti¢ et al.,
spektrofotometrija U % cm” . ng-em” preparati 2004
o -0 00 | 160 | B | Zhueral, 2002
Hemiluminiscencija 1300 5 ins = m(c)) Olm preparatl Kiba ot dl
mmol-dm® | mmol-dm?® | %93 | 1iba 2006
Mikrobioloska 3 proteini, Horn et al.,
metoda 2-20 pgrem / / hrana 1948
HPLC sa 0,002 — 100 0,0015 serum, | Tateda et al.,
fluorescentnom 3 3 0,58 . 9
. nmol-cm nmol-cm urin, koza 2001
derivatizacijom
50— 150 pg-em® | 2.2 pgrem® | <2,00 | M- | Shichetal,
preparati 2007
HPLC 3,7-1000 1,1
’ 3 o3| <323 tkiva Wadud, 2002
umol-dm pmol-dm
i 4 A, -3
610" -2 _130 / / model Jaselskis, 1958
. mol-dm sistem
Voltametrija 510" —1-10° Moreira i
mol-dm” / 3,20 / Fogg, 1991
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1.2. Kineticke metode analize

1.2.1. Kinetika hemijskih reakcija

Hemijska kinetika (gr. kiveticog = pokretan) (Vujaklija, 1961, str. 428) je nauka o brzini
hemijskih reakcija. Hemijska reakcija je proces u kome iz jednih hemijskih vrsta (reaktanata)
nastaju druge hemijske vrste (produkti). Svi hemijski procesi, bez obzira na prirodu, odvijaju se
kona¢nim brzinama, teze¢i ravnoteznom stanju, ukljucujuéi pri tome dve oblasti: kineticku
(dinamicku), u kojoj se sistem priblizava ravnotezi, i ravnoteznu (staticku), kada svi procesi u
sistemu dostignu ravnotezu (slika 13).

A

kineticka
oblast —
Signal
1 ravnotezna
oblast
2
—

v

vreme

Slika 13. Kineticka i ravnotezna oblast hemijske reakcije.
Promena analitickog signala sa vremenom za reaktante (1) i produkte (2).

Sve rekacije nisu pogodne za ravnoteZzna merenja, jer se u mnogima javljaju sporedni
procesi, ili se ravnoteza dostize veoma sporo, ili prinos proizvoda reakcije nije kvantitativan. U
ovakvim slucajevima se primenjuju kineticke metode, koje se zasnivaju na merenju brzine
hemijskih reakcija dovoljno stabilnih reakcionih sistema. Brzina reakcije se definiSe kao broj
molova supstance, koja se trosi ili nastaje po jedinici zapremine i u jedinici vremena. Za reakciju
opsteg tipa:

A+B —>P (15)

brzina reakcije u vremenu ¢ jednaka je promeni koncentracije bilo kog ucesnika reakcije sa
vremenom:
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p=—d= (16)

Takode, brzina reakcije moze da se predstavi kao veliCina proporcionalna koncentracijama
reaktanata:

v =k[A][B] (17)
gde je k konstanta brzine i predstavlja reakcinu brzinu po jedinici koncentracije reaktanata.

Ako je jedan od reaktanta iz jednacine (17) u znatnom visku, npr. B, promena njegove
koncentracije u toku reakcije je zanemarljiva. Zato se koncentracija tog reaktanta moze objediniti
sa konstantom brzine k u novu konstantu k£’. Tada je reakcija pseudo nultog reda u odnosu na
reaktant B i pseudo prvog reda u odnosu na reaktant A:

AL A

o =k'[A] (18)

const

Koncentracija supstance A u ovom izrazu moze biti zamenjena bilo kojom merljivom velicinom
(opticka rotacija, apsorbanca, dielektricna konstanta, provodljivost, pritisak, indeks prelamanja
itd.), koja je direktno proporcionalna koncentraciji, Sto omogucava primenu razli¢itih analitickih
tehnika u cilju pracenja i odredivanja brzine reakcije.

Suma eksponenata u izrazu (17) definiSe red reakcije. Ovi eksponenti cCesto nisu jednaki
stehiometrijskim koeficijentima. Zbog toga se u opstem slucaju iz jednacine (17) ne moze
zakljuciti o redu reakcije u odnosu na dati reaktant. Red reakcije je empirijski parametar i, kako
ukupni, tako 1 pojedina¢ni, ne mora biti uvek ceo broj. U takvim slu¢ajevima mehanizam reakcije
je slozeniji. Dobija se jedino eksperimentalnim odredivanjem za datu hemijsku reakciju pri
odabranim uslovima.

Da bi se postavila kineticka jednac¢ina odabranog reakcionog sistema potrebno je odrediti
parcijalne redove posmatrane reakcije u odnosu na razli¢ite promenljive koje uti¢u na proces.
Parcijalni redovi reakcije mogu se dobiti na dva naCina zavisno od toga da li se Kkoristi
diferencijalni ili integralni oblik kineticke jednacine. Diferencijalna metoda je zasnovana na
merenju inicijalne brzine reakcije (tg a) 1 uglavnom se koristi za odredivanje parcijalnih redova.
Parcijalni red reakcije n povezan je sa koncentracijom preko jednadine za inicijalnu brzinu
reakcije:

RV LY PN
v=tga=-="_ = k,[A] (19)
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gde je:
A — vrsta za koju se odreduje parcijalni red,
ka — konstanta brzine pseudo n—tog reda.

Logaritmovanjem ovog izraza dobija se jednacina prave:

log (tg @) =logk, +nlog[A] (20)

¢iji je nagib n, a odsecak log ka.

U praksi, odredivanje parcijalnog reda po svakom reaktantu koji uti¢e na sistem vrsi se tako $to
se koncentracija tog reaktanta menja, dok se koncentracije ostalih odrzavaju konstantnim ili u
velikom visku. Kada je na taj nacin odreden uticaj svake promenljive i njene koncentracije na
reakciju, moze se postaviti kineticka jednacina. Jednadine brzine reakcije mogu sadrzati i
koncentraciju katalizatora i H;O" jona.

1.2.2.  Faktori koji uticu na brzinu hemijske reakcije

Generalno, postoje dva tipa reakcija koje se vezuju za kineticke metode: spore reakcije (Cije
je polu-vreme 10 s ili duze) i brze reakcije (koje dostizu tacku polureakcije za manje od 10 s).
Odredivanje kinetike sporih reakcija zahteva neko vreme i smatra se neprakti¢nim za reakcije sa
polu-vremenom duzim od 2 h. Ukoliko je reakciji potrebno vise od 2 h ili manje od 10 s da se
razvije, njena brzina moze biti podeSena tako da polu-vreme bude u nekom prihvatljivom
prakticnom opsegu sporih reakcija biranjem pogodnije temperature reakcionog sistema,
promenom koncentracija reaktanata, koriS¢enjem drugog rastvaraca, podeSavanjem pogodne
vrednosti jonske sile reakcione sredine itd.

1.2.2.1. Uticaj temperature

U opstem slucaju brzina hemijske reakcije povecava se sa povecanjem temperature, jer
konstanta brzine reakcije zavisi od temperature. Jos je Van’t Hoff ustanovio 1884. godine da se
pri povecanju temperature za 10 °C brzina reakcije povecava dva do tri puta. Kvantitativno ovu
zavisnost mozemo izraziti Arrhenius-ovom jednacinom:

Ea
logk = log A — — & 21
B OB T S03RT @h

ili u eksponencijalnom obliku:
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Ea

k=A-e kT (22)

gde je:
k — konstanta brzine hemijske reakcije,
A — faktor ucestanosti sudara (Arrhenius-ova integralna konstanta),
T — apsolutna temperatura,
Ea — energija aktivacije 1
R — univerzalna gasna konstanta (8,31441 J-K™'-mol™).

Jednacina (21) koristi se za odredivanje energije aktivacije i faktora ucestanosti (A), ako je
konstanta brzine izmerena na razli¢itim temperaturama. Grafi¢ki se to postize prikazivanjem
zavisnosti:

log k= f(1/T) (23)

gde je nagib prave jednak:

Ea
tga=— 24
8 2,303R @9

a energija aktivacije:
Ea=-23030Rtgar (25)
U kineticko-katalitickim istrazivanjima Cesto se odreduje Ea (u nekim sluc¢ajevima i entropija

aktivacije), jer njena vrednost doprinosi odredivanju mehanizma reakcije (Miiller et al., 1983, str.
26).

1.2.2.2. Uticaj koncentracije reaktanata
Uticaj koncentracije reaktanata na brzinu hemijske reakcije dat je osnovnim zakonom

hemijske kinetike, zakonom o dejstvu masa (C. M. Guldberg i P. Vage), prema kome se reakcije
sa malim konstantama brzina mogu ubrzati kori§¢enjem reaktanata velikih koncentracija.

1.2.2.3. Uticaj rastvaraca

Uticaj rastvarata na brzinu reakcije izmedu reaktanata A 1 B, koja se odvija preko
nastajanja aktiviranog kompleksa AB*, moze se prikazati Kirkwood-ovom jedna¢inom (Laidler,
1965, str. 227):
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e’ 1

3 1-¢
Ink=Ink - )M - —(—3)N 26
°2kT( g) 8kT(1+g) (26)
gde je:
rAB* l"A FB
My My Mg
N= £ A S
}"A I"B rAB*

ko— konstanta brzine reakcije u rastvoru rastvarac¢a beskonac¢ne relativne permitivnosti,
€ — relativna permitivnost rastvaraca,

Hy» My gl . —dipolni momenat reaktanata A, B i njihovog aktiviranog kompleksa,
Za 1 Zp— naelektrisanje vrsta A i B,
Fus T, 1 7, —jonski radijusi reaktanata A, B i njihovog aktiviranog kompleksa i

e — naelektrisanje protona (1,602:10™" C).

Limitiraju¢i faktor hemijske reakcije sa uceS¢em rastvaraa jeste entalpija solvatacije
reaktanata i aktiviranog kompleksa. Vecina katalitickih reakcija, koje se primenjuju u kinetickim
metodama, odigravaju se u vodenoj sredini. Medutim, ukoliko je jedan od reaktanata nerastvoran
u vodi, ili kada je potrebno odvojiti katalizator od matriksa ekstrakcijom, potrebni su vodeno-
organski sistemi. Tada obavezno treba razmatrati promenu brzine reakcije od sastava rastvaraca.
Prema uticaju, rastvaraci se dele u sledece grupe (Hauptmann et al., 1977):

- nepolarne aproticne,
- polarne aproticne i
- protogenic¢ne (sadrze —OH 1ili -NH grupe).

Kod jonskih reakcija, povecanje dielektricne konstante rastvaraca povecava brzinu reakcije
jona istog naelektrisanja i smanjuje brzinu reakcije jona razli¢itog naelektrisanja. Brzina reakcije
izmedu neutralnih molekula, koji grade izrazito polaran aktiviran kompeks, povecava se sa
povecanjem polarnosti rastvaraca. Kod reakcija jon-molekul gde nastaje slabo polaran aktiviran
kompleks, brzina se neznatno menja.

1.2.2.4. Uticaj katalizatora

Katalizator je supstanca koja menja brzinu hemijske reakcije bez uticaja na poloZaj
ravnoteze. Ucestvuje u reakciji menjajuci njen mehanizam, kontinualno se regeneriSe u nekom od
stupnjeva i na kraju reakcije izlazi hemijski nepromenjen. Male koli¢ine su ¢esto dovoljne da
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prouzrokuju odigravanje reakcije u znatnoj meri, tako S§to smanjuju energiju aktivacije. Reakcije
koje se odigravaju u prisustvu katalizatora zovu se kataliticke. Ukoliko se reakcija odvija u jednoj
fazi radi se o homogenoj katalizi, a ako se reakcija odigrava na granici faza onda govorimo o
heterogenoj katalizi. Homogeno kataliticke reakcije se naj¢es¢e primenjuju kod katalitickih
metoda analize.

Reakcije koje se primenjuju za odredivanje koncentracije katalizatora nazivaju se
indikatorske reakcije, a supstanca ¢ija promena koncentracije sluzi kao mera za brzinu proticanja
reakcije naziva se indikatorska supstanca (Jacimirskii, 1967).

1.2.2.4.1. Biokatalizatori (enzimi)

Enzimi (gr. évlopo = u kvascu) ili fermenti (lat. fermentatio = vrenje) (Koracevic, 2000,
str. 3) su prvi katalizatori bioloSkog porekla. Njihova funkcija se sastoji u ubrzavanju hemijskih
procesa pretvaranja organske materije (supstrata) u proizvod hemijskih reakcija. Biokatalizatori
su proteinske prirode, a nemaju ni energetsku, niti gradivnu ulogu. Njihova aktivnost je
neophodna za odvijanje procesa bitnih za zivot ¢elija i funkcionisanje organizma kao celine. Kao
1 neorganski, i ovi katalizatori su aktivni u minimalnim koli¢inama, ne nalaze se u kona¢nim
produktima i ne menjaju konstantu ravnoteze reakcija koje katalizuju. Enzimi imaju i odredena
svojstva po kojima se razlikuju od neorganskih katalizatora:

- mnogo su efikasniji,

- pokazuju manje ili viSe izrazenu specificnost prema supstratu i prema vrsti hemijske
reakcije koju katalizuju,

- podlezu procesima denaturacije pod uticajem visoke temperature, soli teSkih metala,
jakih baza i kiselina,

- podlezu procesima razgradnje i resinteze njihovih molekula jer im je vreme trajanja u
¢elijama ograniceno,

- njihova aktivnost podleze kontrolnim mehanizmima, tj. regulaciji pod uticajem razli¢itih
faktora: alosterijskih efektora, koncentracije supstrata, kofaktora, aktivatora, inhibitora,
kovalentne modifikacije itd.,

- 1ispoljavaju kataliticku aktivnost pri relativno niskim temperaturama, pri skoro
neutralnim pH vrednostima i uz nizak atmosferski pritisak,

- omogucavaju ekonomican tok slozenih metabolickih procesa,

- veoma su bitni u odrzavanju homeostaze, tj. u ocuvanju normalnih koncentracija
sastojaka vaznih za bioloske funkcije ¢elija, tkiva i organizma kao celine i

- odlikuju se specificnom strukturom molekula i poseduju aktivni centar.
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Prema hemijskoj gradi molekula, enzimi su proteini, §to znaci da se sastoje iz jednog ili
viSe peptidnih lanaca. U zavisnosti od toga da li u svojim molekulima, pored aminokiselina,
sadrze i1 neku neproteinsku materiju, izvrSena je njihova podela na dve osnovne grupe:

- proetein-enzime u Ciju strukturu ulaze samo aminokiseline i
- proteid-enzime, koji pored aminokiselina imaju i nebelancevinsku komponentu
(koenzim).

Kod proteid-enzima proteinska komponenta (apoenzim) i neproteinski deo (koenzim) zajedno
grade kompletan ferment (holoenzim). Apofermenti su nosioci specificnosti enzima prema
supstratu. Kofermenti, po hemijskoj prirodi obi¢no organske materije slozene strukture (npr. B-
vitamini ili njihovi derivati), odreduju tip hemijske reakcije koju enzim katalizuje. Predstavljaju
delove aktivnih centara slozenih fermenata, direktno ucestvuju u stvaranju kompleksa sa
supstratom i termostabilniji su od apoenzima. Veca grupa enzima moze da ima isti koenzim (na
primer, mnoge dehidrogenaze sadrze NAD 1 zbog toga katalizuju procese oksidacije—
dehidrogenacije), ali koji ¢e supstrat biti oksidovan zavisi od apoenzima. Koenzimi su, prema
hemijskoj gradi, svrstani u dve grupe:

- koenzimi vitaminske i
- koenzimi nevitaminske strukture.

Koenzimi vitaminske prirode su na primer koenzimi piridin-dehidrogenaza (NAD i NADP), koji
u svom sastavu sadrze amid nikotinske kiseline ili vitamin PP. Vezuju¢i H-atome preuzete od
supstrata direktno ucestvuju u katalitiCkom procesu jer su veoma slabo vezani za proteinsku
komponentu enzima. Pri tome je jedan atom vodonika vezan za koenzim, a drugi se nalazi u
rastvoru u obliku jona vodonika. Otuda se redukovani oblici ozna¢avaju kao NADH + H', tj.
NADPH + H'. Predavanjem vodonika drugim akceptorima, oni se reoksidisu i tada imaju
pozitivan naboj (NAD" i NADP"). Glutamat dehidrogenaza je jedan od najvaznijih
dehidrogenaza koja sadrzi NAD kao koenzim.

Neki od enzima, bez obzira na grupu, sadrze odredeni metal kao strukturni sastojak
molekula (slika 2), i oznaCavaju se kao metaloenzimi (npr. katalaza sadrzi gvozde,
karboanhidraza sadrzi cink, ureaza sadrzi nikal itd.). Za razliku od onih jona metala koji igraju
ulogu enzimskih aktivatora ili inhibitora, ovde je metal ¢vrsto vezan sa apoenzimom. Ovi enzimi
obi¢no sadrze po jedan ili dva atoma metala na svaku subjedinicu molekula. Funkcija jona metala
moze biti razli¢ita zavisno od prirode metala i prirode apoenzima. Tako metal moze imati jednu
ili vise sledecih uloga:

- ucestvuje u izgradnji aktivnog centra fermenta,
- pomaze odrzavanje tercijarne strukture enzimskog molekula koja je adekvatna za
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interakciju sa supstratom,

- aktivira enzim-supstrat kompleks ¢ime direktno uzima ucesée u katalitickoj promeni
supstrata,

- ucestvuje u prenosenju elektrona u toku enzimske reakcije,

- vrsi povezivanje enzima sa supstratom i

- omogucava spajanje koenzima sa apoenzimom i tako stabiliSe strukturu proteid-enzima.

Ukoliko prisustvo metala odreduje kataliticku aktivnost enzima, ferment gubi kataliticka svojstva
uklanjanjem metala iz njegovog molekula. Ali, kada joni metala imaju ulogu aktivatora, njihovo
odvajanje od enzima izaziva pad aktivnosti, a ne i gubitak katalitiCke sposobnosti fermenta.

Aktivni centar i specifiénost enzima

Aktivni centar je deo molekula enzima koji neposredno ucestvuje u vezivanju supstrata pri
njegovoj katalitickoj transformaciji. Struktura i prostorna organizacija aktivnog centra predstavlja
osnovu znacajne karakteristike enzima, specificnost. Ovaj centar je sastavljen iz malog broja
funkcionalnih grupa i1 predstavlja samo minimalni deo peptidnog lanca. Ukoliko je enzim iz
grupe proteid-fermenta, u sastav aktivnog centra ulazi i koenzim (i jon metala kod
metaloenzima). Naj¢e$¢e u sastav aktivnih centara ulaze neke od slede¢ih funkcionalnih grupa
aminokiselina: imidazolov prsten histidina, epsilon amino grupa lizina, karbokslina grupa
glutaminske kiseline, gvanidino grupa arginina, indolovo jezgro triptofana, karbokslina grupa
asparaginske kiseline, sulthidrilna grupa cisteina, hidroksilna grupa serina i treonina. Ove grupe
imaju sposobnost da formiraju vodoni¢ne mostove, $to je vazno za odrzavanje tercijarne strukture
enzima. Takode, one mogu da grade komplekse sa jonima razli¢itih metala. Karakteristicna
sposobnost aktivnog centra uslovljena je ne samo hemijskom prirodom aminokiselinskih ostataka
koji ga izgraduju, ve¢ i prirodom okolnih aminokiselina. Poznato je da izvesni enzimi mogu da
imaju iste aktivne centre, a da ispoljavaju razli¢ito delovanje. Pri razaranju aktivnog centra ili
njegovim blokiranjem hemijskim agensima, ferment gubi svoju kataliticku mo¢.

Specifi¢nost delovanja enzima je vazan bioloSki fenomen jer obezbeduje celishodnost
procesa u zivoj Celiji. Ukoliko ona ne bi bila izrazena, svaki ferment bi delovao na svaku
organsku materiju, hemijske reakcije bi se odvijale haoti¢no, §to bi vodilo u nekontrolisanu
razgradnju organskih supstanci, a time i do prestanka Zivota.

Faktori koji uti¢u na aktivnost enzima

Aktivnost enzima je adekvatna brzini katalizovane reakcije, a oznacava koli¢inu supstrata
koja se pod uticajem enzimskih molekula u jedinici vremena transformiSe u produkt reakcije.
Najvazniji faktori koji uticu na aktivnost enzima su:
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- koncentracija enzima, broj molekula enzima u jedinici zapremine, ili na jedinicu tezZine. Brzina
reakcije je pri optimalnim uslovima (temperatura, pH, visak supstrata, prisustvo aktivatora i
koenzima) direktno proporcionalna koncentraciji enzima:

v =k [E] 27)

gde je v brzina katalizovane reakcije, tj. aktivnost enzima, [E] je koncentracija enzima i k je
konstanta brzine reakcije. Graficki prikaz odnosa koncentracije enzima i brzine rekcije je prava
linijja, a svako odstupanje od pravolinijskog oblika ukazuje na prisustvo inhibitora ili na
istovremeno odigravanje neke sporedne reakcije supstrata. Ova zakonitost je od velikog
praktiénog znacaja u dijagnostici i naucno-istrazivackom radu, jer omogucava odredivanje
enzimske aktivnosti umesto koncentracije enzima;

- koncentracija jona vodonika je vrlo manifestna kod svih fermenata. Enzimi su maksimalno
aktivni u uskom intervalu pH vrednosti. Smatra se da je uticaj pH najbitniji na enzimske
molekule, mada je koncentracija jona vodonika vazna i za stepen jonizacije supstrata ukoliko
njegovi molekuli podlezu disocijaciji. Uticaj pH na proteinsku prirodu enzima kao polielektrolita
povezuje se sa njegovim raznovrsnim jonskim oblicima koji nastaju od velikog broja grupa koje
mogu da disosuju razli¢ito zavisno od pH vrednosti sredine. Optimalna vrednost ove konstante je
ona pri kojoj molekuli enzima imaju onu jonsku formu koja je najadekvatnija za kontakt supstrata
sa njegovim aktivnim centrom. Zavisno od pH moze da se promeni jonizacija hemijskih grupa
koje izgraduju aktivni centar, kao i grupa koje ucestvuju u vezivanju jona metala, ili omogucuju
spajanje apoenzima sa koenzimom;

- koncentracija supstrata na enzimsku aktivnost je specifi¢na, jer bioloski katalizatori pokazuju
fenomen zasicenja supstratom. Kod svih enzima je karakteristicno zasi¢enje supstratom, samo je
za razlicite fermente potrebna razli¢ita kocentracija supstrata da se zasi¢enje postigne. Zavisnost
brzine reakcije, v, od koncentracije supstrata, [S], ilustruje grafik na slici 14.

\/m:n //—’/‘ C 7

Vo2

max =

K, IS

Slika 14. Uticaj koncentracije supstrata na enzimsku aktivnost (Koracevi¢, 2000, str. 21).
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Sa grafika se vidi da se pri niskim koncentracijama supstrata brzina reakcije povecava srazmerno
porastu koncentracije supstrata, segment (A) je linearan. Pri daljem povecanju koncentracije
supstrata brzina reakcije raste sporije i nije proporcionalna koncentraciji supstrata, segment (B).
Pri daljem povecanju koncentracije supstrata brzina reakcije dostize najvecu vrednost i na tom
nivou se dalje odrzava, segment (C). Dostignuta brzina na ovom segmentu se naziva maksimalna
ili granicna brzina (V..). U ovim uslovima brzinu katalizovane reakcije ograni¢ava
koncentracija enzima, a ne koncentracija supstrata. Ona koncentracija supstrata, pri kojoj se
dostigne polovina maksimalne brzine, oznacava se kao K, vrednost, ili Michaelis-Menten-ova
konstanta, koja se izrazava brojem mola (ili mmola) na litar. Ovaj parametar je uvek stalna
vrednost za odredeni enzim i odredeni supstrat, a njegove vrednosti takode zavise od temperature,
pH 1 prisustva efektora (aktivatora ili inhibitora). Recipro¢na vrednost K., konstante u praksi se
definiSe kao afinitet enzima prema supstratu. Ukoliko enzim ima manju K,, konstantu za
odredeni supstrat, utoliko ¢e se efikasnije vrSiti pretvaranje supstrata u produkt reakcije (veci je
njegov afinitet za dati supstrat), i obrnuto.

Specifican uticaj koncentracije supstrata na brzinu enzimske reakcije ispoljava se zbog toga
Sto se u toku katalize gradi intermedijarno jedinjenje (kompleks enzim-supstrat, [ES]), koje se
potom razlaze na produkt reakcije i enzim. Kad je [S] vrlo veliko u poredenju sa Ky, sav enzim je
zasicen supstratom i prakticno je u obliku [ES] kompleksa, §to omogucuje maksimalnu brzinu
reakcije. Dalje povecanje [S] ne povecava brzinu reakcije jer nema slobodnih molekula enzima
za vezivanje supstrata.

U fizioloskim uslovima u c¢elijama i tkivima [S] je najCes¢e bliska K,, vrednosti za dati
enzim i enzimi nisu zasi¢eni supstratom. Zato su brzine biohemijskih reakcija in vivo pod
uticajem [S], ali pri odredivanju aktivnosti enzima in vitro, neophodno je da je [S] viSestruko
vece od K, kako bi se postiglo da reakciona brzina zavisi samo od koncentracije enzima, a ne od
koncentracije supstrata;

- temperatura. Od 30 °C do 40 °C vecina enzima ima svoj optimum, pri kome je enzimska
aktivnost najveca, a enzimski molekuli najstabilniji. Karakteristicno je da se pri povecanju
temperature za svakih 10 °C (izmedu 10 °C 1 40 °C), aktivnost enzma povecava 1,5-2 puta. Na
temperaturama ve¢im od 50 °C mnogi enzimi se denaturisu, a iznad 80 °C inaktivi$u se skoro svi
enzimi (slika 15). Izuzetno mali broj enzima je stabilan pri kratkotrajnom zagrevanju pri visokim
temperaturama (npr. ribonukleaza je postojana na 100 °C tokom nekoliko minuta). Inaktivacija
enzima visokim temperaturama je ireverzibilan proces, dok je inaktivacija enzima na niskim
temperaturama (— 25 °C 1 nize) reverzibilne prirode, §to omogucéava ¢uvanje enzimskih uzoraka.
Na optimalnoj temperaturi aktivnost enzima (brzina reakcije) se linearno povecava u odredenom
vremenskom intervalu, jer se toplota pretvara u kineticku energiju i povecava se broj sudara
reagujucih Cestica u jedinici vremena, a time i brzina reakcije (slika 16);
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Slika 15. Sematski dijagram uticaja temperature na brzinu
enzimski i neenzimski katalizovane reakcije (Moss et al., 1997, str. 367).
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Slika 16. Uticaj temperature na aktivnost enzima (Koracevi¢, 2000, str. 18).

- efektori enzima su aktivatori 1 inhibitori. Prvi su supstance koje povecavaju aktivnost enzima, a
drugi su supstance koje smanjuju kataliticki uticaj fermenata. Da bi izvrSili svoj uticaj, efektori
treba prethodno da se vezu za specificna mesta na povrSini enzimskog molekula. Zato se
svrstavaju u tzv. ligande. Aktivatori enzima su naj¢esce joni pojedinih elemenata (K, Mg, Ca, Zn,
Mn, Fe, Cu, Cl, Br, I i dr.). Neki joni u odredenim koncentracijama deluju kao aktivatori, a u
drugim kao inhibitori istog fermenta. Pored jona, kao aktivatori nekih enzima mogu da deluju
druga jedinjenja, a i neki fermenti mogu da transformisu neke neaktivne u druge aktivne vrste
enzima. Postoji bitna razlika u stvaranju kompleksa enzim-supstrat i enzim-inhibitor. U prvom
slucaju se kompleks ES pretvara u produkt, a enzim se oslobada i moze ponovo da deluje na nove
molekule supstrata. U drugom slucaju ne dolazi do transformacije inhibitora. Enzim ostaje
blokiran inhibitorom i ne moze da vrsi svoju kataliticku funkciju.
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Ulogu inhibitora ¢esto imaju normalni metaboliti, koji se stvaraju pri katabolizmu ili biosintezi
organskih materija, kao i neki katjoni ili anjoni, mnogi lekovi i druge materije koje iz spoljasnje
sredine dospevaju u organizam. Inhibitorno delovanje moze da bude povratnog ili nepovratnog
karaktera. Pri odstranjivanju inhibitora, kod nepovratnog oblika delovanja, enzim ostaje
neaktivan, dok kod povratne inhibicije dolazi do uspostavljanja enzimske aktivnosti nakon
odvajanja inhibitora. Povratna inhibicija moZe da se ispolji na Cetiri nacina: kao konkurentna
(kompetitivna), nekonkurentna (nekompetitivna), bezkonkurentna (akonkurentna) i meSovita.
Osim konkurente, ostali tipovi inhibicije mogu ¢esto da budu nepovratnog karaktera.

Nazivi i klasifikacija enzima

Do sada je otkriveno i prouceno oko 2000 razli¢itih enzima. U ranijem periodu je za
oznaCavanje enzima koriS¢ena takozvana trivijalna (radna) nomenklatura, po kojoj su nazivi
fermenata formirani ili prema prirodi njihove funkcije, ili prema imenu supstrata na koji deluju.
Tako je npr. veliki broj enzima dobio naziv tako Sto je na koren latinskog imena supstrata dodat
nastavak —aza: ureaza (enzim koji hidrolizuje ureu), amilaza (enzim koji deluje na skrob), itd.
Mnogi od tih radnih naziva su zadrzani i danas u svakodnevnoj upotrebi. Ali se javila sasvim
logi¢na potreba da se izvrsi njihova adekvatna sistematizacija i nomenklatura, $to je i uradeno
prema preporuci Komisije za enzimologiju Internacionalne unije za biohemiju. Principi
savremene nomenklature obezbeduju da se u naziv enzima ukljuci i ime supstrata i tip hemijske
reakcije koju ferment katalizuje.

Prema vrsti reakcije na koju deluju, svi enzimi su podeljeni u Sest osnovnih klasa:

EC 1. oksidoreduktaze,
EC 2. transferaze,

EC 3. hidrolaze,

EC 4. liaze,

EC 5. izomeraze i

EC 6. ligaze,

gde EC skracenica dolazi od engleskih re¢i Enzyme Commission.

Prema vrsti hemijske veze koja se transformiSe, odnosno prema prirodi hemijskog ostatka koji
sluzi kao donor, svaka klasa je podeljena na odredeni broj grupa (podklasa) i svaka od ovih je
podeljena na podgrupe prema prirodi akceptora hemijskih grupa ili na bazi preciznijeg
utvrdivanja hemijskog ostatka koji u€estvuje u reakciji.

U cilju identifikacije enzima uz njihov naziv se stavlja specifi¢an sistemski (klasifikacioni) broj
koji je uvek sastavljen iz Cetiri cifre medusobno odvojene tackama. Prva cifra, od 1 do 6,
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oznacava osnovnu klasu kojoj taj enzim pripada. Drugi broj oznac¢ava grupu u datoj klasi, a treci
podgrupu u odgovarajucoj grupi. Cetvrti broj je individualni broj svakog fermenta u
odgovarajucoj podgrupi kojoj pripada, npr. klasifikacioni broj enzima ureaze je EC 3.5.1.5.

1.2.2.5. Uticaj aktivatora

Aktivator je supstanca koja sama ne katalizuje datu homogeno-kataliticku reakciju, ali bitno
povecava njenu brzinu u prisustvu katalizatora. Univerzalni aktivatori ne postoje, jer supstanca
koja je u jednoj reakciji aktivator, u drugoj moze biti inhibitor, ili ne¢e pokazivati uticaj na brzinu
reakcije. U zavisnosti od mehanizma dejstva, koncentracija aktivatora moze, ali ne mora da se
promeni za vreme odvijanja reakcije (Boncev, 1972). Prema mehanizmu delovanja, aktivatori se
dele u tri grupe:

1. aktivatori koji olakSavaju kontakt katalizator-supstrat:

- smanjenjem elektrostatiCkog odbijanja medu njima,

- stvaranjem prelaznog kompleksa sa katalizatorom ili s nekim od liganada u njegovoj
koordinacionoj sferi i

- putem velikog trans ili cis uticaja;

2. aktivatori koji povoljno uti¢u na uzajamno dejstvo izmedu katalizatora i supstrata:

- povecanjem polarizujuceg uticaja katalizatora ili pove¢anjem mogucénosti supstrata da
bude polarizator,

- stabilizovanjem odredenog aktivnog oblika katalizatora, reaktanata ili produkata
(intermedijarni ili krajnji) i

- favorizovanjem odredene prostorne orjentacije katalizatora i supstrata;

3. aktivatori koji ne uti¢u direktno na reakciju katalizator—supstrat, ve¢ indirektno ubrzavaju
dobijanje proizvoda reakcije:

- dejstvom na vise razli¢itih etapa istog katalitiCkog procesa i
- kombinovanjem dejstva s drugim aktivatorima prisutnim u rastvoru.

Ispitivanja su pokazala da je dejstvo aktivatora najjace kod reakcija sa slobodno-
radikalskim mehanizmom ili mehanizmom sa prenosom naelektrisanja. Procesi koordiniranja,
koji igraju sustinsku ulogu pri nastanku efekta aktiviranja, mogu biti uzrok i jedne nepozeljne
pojave kod homogeno—katalitickih reakcija, a to je inhibiranje reakcije. Prisustvo koordiniranog
aktivatora moze ubrzati reakciju samo ako u koordinacionoj sferi katalizatora ima dovoljno
slobodnih mesta, koja moze zauzeti supstrat ili neko intermedijarno jedinjenje. Medutim, ako
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aktivator-ligand gradi takav kompleks sa katalizatorom, da zauzima sva mesta u njegovoj
koordinacionoj sferi, do¢i ¢e do smanjenja brzine reakcije, o ¢emu treba voditi racuna pri izboru
aktivatora.

1.2.3. Klasifikacija kinetickih metoda analize

Kineticke metode analize mogu se klasifikovati prema razli¢itim kriterijumima (primenjena
metodologija, instrumentacija i tehnika rada), ali najbolja je podela na kataliticke 1 nekataliticke
metode (tabela 7).

Tabela 7. Opsta podela kinetickih metoda analize.

Kataliticke metode redoks

hemiluminiscencija

vrste reakcija \
kompleksiranje

- neenzimske
aktivacija
efekat analita inhibicija
katalitiCke titracije
homogene
-enzimske heterogene aktivacija
efekat analita <
inhibicija
-elektrohemijske

Nekataliticke metode
- odredivanje pojedinacnih vrsta

-odredivanje komponenata smesSe
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Kineticke metode analize, uprkos tesko¢ama koje uklju¢uju merenja u jednom dinami¢kom
sistemu, imaju neke prednosti u odnosu na ravnotezne metode i mogu se primeniti na:

- Sirok spektar hemijskih reakcija kod kojih se ravnoteZzna merenja ne mogu primeniti
zbog njihove sporosti,

- spore reakcione sisteme, koji generalno dovode do povecanja broja sporednih reakcija,

- nekvantitativne reakcije,

- analizu tragova analita zbog vece osetljivosti, naro¢ito kod analitickih reakcija i

- analizu sli¢nih komponenata smese reakcijom sa zajedniCkim reagensom pri razli¢itim
brzinama.

Kontinualni razvoj kinetickih metoda analize pripisuje se:

- konstantnoj potrebi za analiziranjem veoma malih koli¢ina analita u materijalima visoke
¢istoce, u bioloskim i u uzorcima iz Zivotne sredine,

- potrebi za boljim poznavanjem reakcionih mehanizama i

- progresivnom razvoju instrumentalne tehnike.

1.2.4. Primena kinetickih metoda analize za odredivanje katalizatora

Primena bilo koje kineticke metode za odredivanje koncentracije katalizatora podrazumeva
graficku zavisnost promene merene osobine sa vremenom. Takve krive, kao §to se moze videti na
slici 12, mogu biti rastuce ili opadajuce u zavisnosti od toga da li su posmatrane vrste produkti ili
reaktanti. Katalizator se odreduje sa kalibracione prave dobijene primenjenom metodom, za svaki
pojedinacni sluca;.

Kineticke metode se mogu klasifikovati prema kinetickom redu indikatorske reakcije na:

- diferencijalne ili metode pseudo nultog-reda i
- integralne ili metode prvog, pseudo-prvog ili metode drugog reda.

Za obe vrste metoda mogu se koristiti: metoda tangensa, fiksnog vremena i fiksne koncentracije.
Kao posebne metode navode se metode zasnovane na merenju indukcionog perioda kod Landolt-
ovih reakcija, kao 1 metode koje se primenjuju kod nekatalitickih reakcija. Diferencijalne i
integralne metode se najCesce koriste za kataliticke reakcije. Diferencijalna varijanta tangensne
metode je poznata kao ,,metoda inicijalne brzine*.

Ako posmatramo reakciju:
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A+B 5P (28)

njena brzina je:

o= S AL il @)
ili
o=kl - [PDicl, + £, (a1 - P) a0)

gde je [A]o inicijalna koncentracija reaktanta A, a [P] je koncentracija obrazovanog proizvoda,
dok k 1 k; predstavljaju konstante brzina kataliticke i nekataliticke reakcije. U oba slucaja,
reakcija mora biti pseudo-prvog reda u odnosu na posmatrani reaktant, jer se koncentracija
katalizatora, po definiciji, ne menja tokom reakcije.

1.2.4.1. Diferencijalne metode

Diferencijalne metode uklju¢uju reakcije pseudo-nultog reda, jer one koriste merenja
napravljena na pocetku procesa, kada su promene koncentracije reaktanata ili produkata
prakti¢no zanemarljive.

Metoda inicijalne brzine. Kod ove metode [P] moze biti zanemareno u poredenju sa [A]y u
jednacini (30) i integralni oblik jednacine za interval vremena od 0 do t je:

[P]=(k[AL[Cl, + & [A] ) =K [Clyt + kit 31)

Graficka zavisnost [P], odnosno neke merene njoj proporcionalne osobine, u funkciji od vremena
za razli¢ite koncentracije katalizatora daje prave linije. Metoda se jo§ zove tangensna metoda,
zato $to je nagib prave funkcija samo koncentracije katalizatora:

v, =@=tana;@=k'[c]o+k; (32)
dr At

Zato, nanoSenje vo u funkciji koncentracije katalizatora, [C]o, za seriju uzoraka koji sadrze
poznate koncentacije katalizatora, da¢e pravu liniju, sa odseckom koji se razlikuje od nule ili je
nula, u zavisnosti da li se nekatalizovana reakcija odvija do zanemarljivog ili merljivog stepena
(krive A 1 B, slika 17). Takva linija se koristi kao kalibraciona prava.
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Slika 17. Metoda inicijalne brzine.

Inicijalna brzina je linearno povezana sa koncentracijom katalizatora, bilo da je pocetni deo
kineticke krive linearan ili ne, Sto omogucava da, ukoliko je ovaj deo nelinearan, sva merenja vy
budu izvrSena nakon istog vremenskog intervala za razli¢ite koncentracije katalizatora kako bi se
obezbedila konstantnost faktora proporcionalnosti. Prednosti ove metode su:

vrlo male promene koncentracije reaktanata i pokoravanje reakcije kinetici pseudo—

nultog reda,

- zanemarljiv stepen odvijanja povratne reakcije, jer je koli¢ina formiranog proizvoda
veoma mala, tako da sveukupna brzina nije modifikovana,

- zanemarljivo mali broj komplikacija koje poticu od mogucih sporednih reakcija,

- preciznija merenja inicijalne brzine od merenja u kasnijim fazama reakcije, jer veca
brzina na pocetku reakcije daje bolje signale i

- primenljivost na reakcije sa isuviSe malim konstantama brzina, koje ne bi bile pogodne

za merenje ravnoteZnim metodama.

Metoda fiksnog vremena. Metoda obuhvata merenje koncentracije reaktanta ili produkta u
odredenom odabranom momentu od pocetka odigravanja reakcije. Jednacina (32) moze se
napisati u obliku:

AP]=(k[C], + &, At =k [C], At + K, At (33)

Ako je At = const. (npr. ako se meri [P] pri fiksnom vremenu), koncentracija katalizatora bice
direktno proporcionalna promeni koncentracije proizvoda indikatorske reakcije, P. Graficka
zavisnost A[P] = £ ([C]o) daje pravu liniju sa nagibom k A¢ i odsekom k; Az. Dalje, ako je ki = 0,
tada je A[P] =k At [Clo=k [C]o i kriva ée imati odse¢ak nula (slika 18).
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Slika 18. Metoda fiksnog vremena.
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Do sada, At je uzimano od pocetka reakcije, npr. 1, =0 (£, - ¢, = ;) 1 samim tim Az = t,. Zato, u
primeru na slici 18, ovo vreme pada u okviru pravog dela kineticke krive. Ova metoda je
podjednako vazeca za merenja napravljena tokom bilo kog vremenskog intervala A¢, za koji je
= 0, pod uslovom da nisu napravljena suvise daleko od pocetka reakcije. Dokazano je da su A[P]
i [C]o proporcionalni ¢ak 1 u slucaju reverzibilnih reakcija, 1 da je postupak fiksnog vremena i
teorijski 1 prakticno superiorniji za reakcije pseudo—prvog reda ili za procese koji ukljucuju
merenja koncentracije enzimskih supstrata.

Metoda fiksne koncentracije (metoda varijabilnog vremena). Ova metoda obuhvata merenje
vremena potrebnog za dostizanje prethodno zadate promene merene osobine rastvora, koja je
inace proporcionalna koncentraciji npr. proizvoda reakcije. ReSavanjem jednacine (33) po 1/At
dobija se:

1 _KIChthk (34)

Kako je A[P] = const., grafitka zavisnost 1/At = 1 ([C]o) biée prava linija sa nagibom k /A[P] i
odsetkom k,/A[P]. Ako je nekataliticka reakcija isuviSe spora, tada se jednacina (34) svodi na
oblik:

1/At = k’[Clo (35)

gdeje k" =k /A[P] i kriva ima odse¢ak nula (slika 19).
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Slika 19. Metoda fiksne koncentracije.

U praksi, ova metoda zahteva fiksiranje granice za mereni parametar (npr. apsorbancu) i merenje
vremena potrebnog da serija uzoraka sa poznatim koncentracijama katalizatora postigne zadatu
vrednost. Dobijanje validnih rezultata zahteva odigravanje reakcije do izvesnog stepena
proporcionalnog vremenu u toku intervala A¢ (¢, # 0).

1.2.4.2. Integralne metode

Kada nije moguce zanemariti [P] u poredenju sa [A]o, jednacina (30) se integrali u
odredenom vremenskom intervalu At =1, —t:

in([A] /[A],) = (K[C], + &) (5, - 1,) (36)

koja se, pod pretpostavkom da je #; = 0 (poCetak reakcije) svodi na:

mriﬂL—=@KL+hﬁ (37)

A}, - [P]

Kada se reakcija prati preko jednog od reaktanata ($to nije uvek moguce), #; moze biti razli¢ito od
nule, a ako se prati preko proizvoda, pogodno je uzeti #; = 0 tako da se moze upotrebiti
pojednostavljen izraz (37). Ova jednacina je osnova svih integralnih metoda.

Tangensna metoda. [z jedancine (37) moze se izvesti sledeci izraz:

log ([A], - [P =1og[A], - (1/2,303)(k[C], + &)1 (38)

Kriva zavisnosti log ([A]o — [P]) od vremena je prava linija, sa nagibom koji je funkcija
koncentracije katalizatora, i odse¢kom koji je konstantan ako je inicijalna koncentracija A, [A]o,
fiksna za svaku analizu (slika 20).
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Slika 20. Tangensna metoda.

Nagibi ovih pravih u funkciji koncentracije katalizatora daju kalibracionu pravu.

Metoda fiksnog vremena. 1z jednacine (36) i pod pretpostavkom da je At = £, - ¢, = const. sledi:
(A . ,
Ineet= Alln[A])=K[C], + K, (39)

gde je k’= kAt 1 k;’= kAt. Graficka zavisnost A(In [A]) u funkciji od [C]p za fiksnu koncentraciju
A, [A]o, daje kalibracionu pravu. Ukoliko su svi reakcioni uslovi konstantni, odnos [A]i/[A], bice
takode konstantan za bilo koju koncentraciju katalizatora tokom unapred izabranog vremenskog
intervala, tada se moze izracunati ukupna konstanta brzine rakcije pseudo-prvog reda, kr:

ky = A(IZ—EA]) =k[C], +, (40)

koja, predstavljena kao zavisnost od koncentacije katalizatora daje kalibracionu pravu.

Ako se reakcija prati preko formiranja proizvoda, P, pre nego preko utroska reaktanta, A, i
ako je ;= 0, tada je [A]; = [A]o i [A].= [A]o— [P], tako da sledi:

1nﬁ=k'[c]0 +k (41)

A, -[P]

i nanosenje In{[A]o/([A]o— [P])} kao funkcije koncentracije katalizatora daje takode kalibracionu
pravu.

Metoda fiksne koncentracije (metoda varijabilnog vremena). 1z jednacine (36) ako je A[A] =
const. sledi:

65



—=k"[C], +k, (42)

gde je:
k' =k/A(In[A]) i k,'= ki/A (In [A)).

Izraz (42) je podjednako validan bilo da se reakcija prati preko reaktanata ili preko proizvoda.
Graficka zavisnost 1/At od koncentracije serije standarda katalizatora daje trazeni kalibracioni
grafik. U stvari, A moZe biti bilo koji vremenski interval tokom pracenja kineticke krive, mada
se najbolji rezultati dobijuju kada se izabere linearni deo krive. Vreme, ¢, uglavnom odgovara
pocetku reakcije.

Integralne metode se primenjuju u uslovima odigravanja reakcije u ve¢em stepenu. Takvi
uslovi mogu da dovedu do gubitka linearnosti pri promeni [P] sa vremenom, tako da je primena
metode fiksne koncentracije viSe ograni¢ena od njene diferencijalne forme. Medutim, metoda
fiksnog vremena je uopstenija, jer se primenjuje i vazi €ak i kad se koristi na nelinearni deo krive
merene osobine kao funkcije vremena.

Reakcioni tok se moze pratiti hemijskim ili fizicko—hemijskim metodama. Hemijske metode
su prakti¢no primenljive samo kod metode fiksnog vremena. Nakon odabranog vremena reakcija
se zaustavlja, a koncentracija nastalog proizvoda ili koncentracija neutroSene indikatorske
supstance najcesce se odreduje volumetrijski. Glavna prednost hemijskih metoda je mogucnost
merenja apsolutnih koncentracija reaktanata ili proizvoda reakcije. Fizicko—hemijske metode
zasnivaju se na merenju promena neke fizicko—hemijske veli¢ine koja je proporcionalna promeni
koncentracije indikatorske supstance, kao S$to su: apsorbanca, elektroprovodljivost, indeks
prelamanja, zapremina oslobodenog gasa, jacCina difuzione struje, potencijal indikatorske
elektrode, intenzitet fluorescencije, itd. Njihova prednost je Sto su brze od hemijskih 1 ne
narusavaju ravnotezu u sistemu.
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1.2.5. Karakteristike Kkinetickih metoda analize

Kineticke metode se ne primenjuju samo za odredivanje mikrokoli¢ina, ve¢ i1 za
odredivanje relativno velikih koli¢ina elemenata i jedinjenja u vrlo malim koli¢inama uzoraka
(mikro uzorci, tanke prevlake, uzorci toksi¢nih supstanci). Posebna oblast primene kinetickih
metoda analize je u odredivanju niskih koncentracija organskih supstanci, kao §to su amino
kiseline, pesticidi, antibiotici, alkaloidi, itd. Postoje Siroke mogucnosti za nova istrazivanja u ovoj
oblasti. Posebno veliki izazov predstavlja povecanje osetljivosti 1 selektivnosti kineti¢kih metoda
za odredivanje organskih jedinjenja i biomolekula.

Osetljivost

Pojam osetljivosti jo§ uvek je jedan od najkontraverznijih pojmova u analitickoj hemiji.
Iako se jasno razlikuje od limita detekcije i dalje se u nekim radovima ovi pojmovi koriste kao
sinonimi. Koncept osetljivosti se identifikuje sa nagibom kalibracione krive, tj. sa [IUPAC-ovom
analitickom osetljivos¢u. Osetljivost treba racunati kao odnos nagiba i1 njegove standardne
devijacije. Prema tome, osetljivost raste sa porastom nagiba i smanjenjem standardne devijacije.
Ovo je dobar kriterijum za poredenje analitickih metoda i tehnika, jer Sto je veca osetljivost, uzi
je interval pouzdanosti i veca je preciznost. Primenom kalibracione krive definiSu se neke
velicine koje sluze za poredenje razli¢itih metoda (slika 21).

A .
s st
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~ |Ax
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cL koncentracija

Slika 21. Kalibraciona kriva i velicine koje se definisu preko nje: X, - srednja vrednost

slepe probe, x; — granicni signal merenja, S — nagib kalibracione prave = osetljivost.

Osetljivost, S, je svojstvo instrumenta, a u instrumentalnoj analizi izrazava se kao nagib
kalibracione krive y = f'(x):

67



=22 (43)

Linearni deo kalibracione krive naziva se dinami¢kim opsegom za datu metodu, a nagib ovog
dela krive daje osetljivost metode. Sto je veéa osetljivost i veéi odnos signal/Ssum, merenje je
preciznije i tacnije.

Prema IUPAC-ovoj definiciji, /imit detekcije, c;, je najmanja koncentracija ili koli¢ina
analita za koju se moze tvrditi da se statisticki razlikuje od slepe probe. Izrazava se u jedinicama
koncentracije ili koli¢ine za datu analiticku metodu, a iskazuje se jednac¢inom:

o =—% (44)

gde je: xp — grani¢ni analiticki signal koji odgovara kocentraciji ¢;,

x,, — srednja vrednost slepe probe za n ispitivanja (obi¢no n > 20) i

m — analiticka osetljivost.

Detekcioni limit se moze izraziti preko standardne devijaciije slepe probe, standardne devijacije
fitovanja kalibracione prave ili standardne devijacije odsecka (S):

k-S

xS (45)
m

CL =

gde je k numericki faktor izabran prema zeljenom nivou pouzdanosti. Obicno se uzima da je k =
3,3, Sto bi trebalo da odgovara verovatno¢i od 99,86 % , tj. verovatno¢i da ¢e se 99,86 % xp
nalaziti u datom intervalu pouzdanosti. Medutim, u vecini slu¢ajeva ova vrednost za k odgovara
verovatnoc¢i od 95 %, jer se Gausova kriva ne primenjuje striktno.

Kvantifikacioni limit (granica odredivanja) je najmanja koncentracija ispitivane supstance u
uzorku koja moze biti odredena sa prihvatljivom preciznoséu i ta¢noséu, pod datim
eksperimentalnim uslovima i izraCunava sa na osnovu jednacine:

Co = 10-5 (46)

Postoje tri glavna analiti¢ka regiona (slika 22) povezana sa odredivanjem supstance:

- region u kome se analit ne moze pouzdano odrediti, za koncentracije manje od ¢y,
- detekcioni region, za koncentracije izmedu ¢, 1 ¢ i
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- kvantifikacioni region, za koncentracije vece ili jednake cq.

v

signal analita
XL XQ

analit nije region kvantifikacioni
detektovan detekcije region

CL Cq
koncentracija analita ———»

Slika 22. Regioni analitickog odredivanja.

Poznato je da su visoka osetljivost i nizak limit detekcije, koji se pripisuju kinetickim metodama,
rezultat katalitickih reakcija. Jacimirskii razmatra pojam minimalne koncentracije supstance koja
se moze odrediti ovim metodama. Ona je ograni¢ena na merenje inicijalne brzine reakcije A + B
—< 5 P, koja je katalizovana katalizatorom, C:

LN ) @)

gde je mc faktor koji ukljucuje koncentracije reaktanata (npr. [A]o [B]o), a doprinos nekatalitiC¢ke
reakcije uzima se da je jednak nuli. Koncentracija katalizatora je:

d[P]  AlP]
__at _ _At
o= = (48)

Iz jednacine (48) sledi da minimalna koncentracija katalizatora koja se moze odrediti zavisi od
minimalne promene koncentracije proizvoda koja se moze izmeriti odredenom instrumentalnom
tehnikom. Duze vreme At, veéa koncentracija reaktanata i veca konstanta brzine smanjuju
koncentraciju katalizatora koja se moze odrediti.

Teorijski 1 prakti¢ni detekcioni limit se najeS¢e ne slazu za nekoliko redova veli¢ine.
Postoje razliciti razlozi za ovo neslaganje, od kojih je najznacajniji efekat pozadine koji potice od
nekatalizovane reakcije. Ako se njen doprinos uzme u obzir, ukupna brzina reakcije je v = v, +
V,, 0dnosno

d[p]

. k-z.[C], + k7. (49)
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Sto je manja brzina nekatalizovane reakcije, niza ¢e biti [Clomn. Doprinos nekatalizovane
reakcije kroz efekat pozadine moze se izraziti preko faktora o, koji varira izmedu 0 (odsustvo
nekataliticke reakcije) 1 1 (odsustvo kataliticke reakcije). Takav doprinos se moze izraziti
slede¢om jednacinom:

A[P] ; a-v
C L = min o 50
[ ]o,mm Atmaxk . 7Z'C + k X 7Z'C ( )

koja za v, = k 7z¢ [Clomin ima vrednost:

A[P]min + (ZE (51)
At k-7 k

[C]o,min =
gde je:

% = exp[-(E, - E,,)/ RT|

kat
E, 1 Exat — energija aktivacije nekataliticke i kataliticke reakcije, respektivno.
Najnizi detekcioni limit dobija se kada se k/k zanemari (jednagina 51).

Mottola je dao izraz za izraCunavanje osetljivosti i detekcionog limita katalitickih metoda
inicijalne brzine, fiksnog i varijabilnog vremena:

—%] =[A]k +K[C],) (52

i detekcioni limit identifikovao sa odseckom ([A] -&°) krive — A[A]/ Ar =7 ([C],).

U tabeli 8 dati su izrazi koji definiSu osetljivost i limit detekcije u kinetickim metodama
primenjenim na kataliticke reakcije.

Tabela 8. Osetljivost i detekcioni limit u kinetickim metodama odredivanja.

Metoda Kalibraciona prava Osetljivost Detekcioni limit
inicijalne brzine A[P]/ At = kr, [C]O k. 38, /kx,
fiksnog vremena A[P] = kﬂcAt[C]o km At 38,/ kr At

varijabilnog vremena 1/At = krz,[C],/ A[P] k. ! A[P] 38,A[P]/ kz At

Zbog jednostavnosti, izrazi u tabeli ne ukljucuju doprinos nekatalitiCke reakcije. Ako je udeo
nekatalitiCke reakcije znacajan, izrazi za detekcioni limit se modifikuju delom koji je
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proporcionalan odnosu konstanti brzine nekatalizovane 1 katalizovane reakcije (jednacina 51),
dok izraz za osetljivost ne treba menjati. Moze se zakljuciti da:

- osetljivost raste, a detekcioni limit opada sa povecanjem konstante brzine i koncentracije
reaktanata,

- u metodi fiksnog vremena At utice na isti nacin na ove parametre, i pozeljno je koristiti
integralni oblik i

- u metodi varijabilnog vremena A[P] treba da bude Sto manje, i preporucuje se primena
diferencijalnog oblika.

Visoka osetljivost i nizak detekcioni limit katalitickih reakcija zahtevaju posebnu brigu u
pripremi, cuvanju i prenosu rastvora niske koncentracije koji se koriste, kako bi se izbegle greske
usled gubitaka ili kontaminacije uzorka. Posebno pazljivo treba prati stakleno laboratorijsko
posude, jer moze izazvati kontaminaciju metalima u tragovima. Tragovi metala u reagensima,
mineralnim kiselinama i vodi koji se koriste u pripremi rastvora i standarda ogranicavaju
detekcioni limit. Najbolji nacin za dobijanje vode visoke Cistoce je kombinacija destilacije i
jonske izmene. Plastika ima prednost u odnosu na staklo, mada skladistenje u polietilenskim
bocama moze dovesti do kontaminacije plastifikatorima koji apsorbuju UV zracenje i mogu biti
potencijalni reduktori. Drugi problem kod razblazenih rastvora je moguénost adsorpcije jona na
zidove suda, §to se moZze izbeci upotrebom politetrafluoroetilenskih boca i cuvanjem rastvora na
niskom pH i u frizideru, a ukoliko je moguce, dodati i maskiraju¢i agens koji ne smeta prilikom
kineti¢kih odredivanja.

Osetljivost 1 detekcioni limit kinetickih metoda se mogu poboljSati optimizacijom
eksperimentalnih uslova (temperatura, pH vrednost, koncentracija reaktanata, jonska jacina,
dielektricna konstanta rastvara¢a) primenom separacionih tehnika i1 pre svega upotrebom
aktivatora. Primenom razli¢itih aktivatora moze se povecati osetljivost kinetickih metoda za
nekoliko redova veli¢ine, a da se pri tome reproduktivnost i selektivnost bitno ne menjaju. U
odnosu na spektrofotometrijske metode, kineticke metode su za jedan do pet redova veliCine
osetljivije (Houston, 2001, Perez-Bendito i Silva, 1988).

Selektivnost

Krajnji stepen selektivnosti je odsustvo interferencija. Prema IUPAC-u, selektivnost je
stepen interferiranja drugih supstanci na odredivanje analita datom metodom. Interferent je
supstanca koja dovodi do sistematske greSke u odredivanju analita, i moze biti aktivan (direktno
interaguje sa analitom, nekom komponentom indikatorske reakcije ili rastvaratem) i inertan
(doprinosi pozitivno ili negativno analitickom signalu bez interakcije sa komponentama
reakcionog sistema).

71



Kineticke metode su selektivnije od ravnoteznih, jer se zasnivaju na diferencijalnim, a ne
apsolutnim merenjima. Zato izostaje interferencija signala od drugih komponenti uzorka sve dok
one ne interaguju sa nekom komponentom sistema. Njihova veca selektivnost proizilazi iz
dinamike procesa. Kratko vreme meSanja uzorka i reagenasa i Cinjenica da merenje pocinje
odmah nakon meSanja smanjuje efekat interferenata. Uticaj interferenata kod ravnoteznih metoda
je znatno veci, $to je posledica dugog vremena potrebnog za postizanje ravnoteze, u toku kog
aktivni interferenti mogu reagovati sa jednom ili viSe komponenti sistema, ukljucujuéi i analit.

Postoje kataliticki selektivne i analiticki selektivne indikatorske reakcije. Postoji veliki broj
indikatorskih reakcija koje su katalizovane samo jednim ili manjim brojem elemenata. Na primer,
reakciju izmedu tiosulfata i Fe(Ill) katalizuju samo joni Cu(Il), u tom slucaju je reakcija
kataliticki selektivna. Medutim na brzinu nekog kataliticki selektivnog procesa mogu da utiCu
druga jedinjenja koja pokazuju inhibitorno, oksidaciono ili redukciono dejstvo. U prisustvu ovih
supstanci kineticka metoda nije selektivna u analitickom smislu. Zato se moze reéi da
indikatorska reakcija moze biti kataliticki veoma selektivna, ali analiticka metoda koja
primenjuje ovu reakciju ne mora biti analitiCki selektivna. Za povecanje selektivnosti
indikatorskih reakcija postoje razlic¢ite mogucénosti. Jedan od nacina je simultano odredivanje
pojedinih katalizatora u smesi na osnovu njihove razliite aktivnosti pri razli¢itim pH
vrednostima sredine. Drugi nacin je maskiranje ometaju¢ih supstanci u kataliticki-neaktivna
jedinjenja.

Tacnost i preciznost

Tacnost nekog rezultata oznacava blizinu tog rezultata njegovoj pravoj vrednosti i vezana je
za odstupanja primenjene metode odredivanja. Opisuje se kao apsolutna ili relativna greska.
Tacnost se moze odrediti poznavajuéi pravu vrednost merene velicine ili srednju vrednost velikog
broja merenja iste. Kod kvantitativnih odredivanja dobija se neka vrednost x; optere¢ena greSkom
x; — u. Veli¢ina greske odreduje ta¢nost ili ispravnost dobijenog rezultata. Sto je numericka
vrednost rezultata x; bliza pravoj vrednosti u, rezultat je tacniji i obratno. Ta¢nost kod kinetickih
metoda zavisi od pouzdanosti analiticke tehnike upotrebljene za merenje promene koncentracije u
funkciji vremena i1 konstantnosti eksperimentalnih uslova.

Recovery je mera mogucénosti analiticke metode da ta¢no izmeri Cistu supstancu kada se
njena poznata koli¢ina (spike) doda u uzorak koji se rutinski analizira, pri ¢emu se uzima u obzir
uticaj svih supstanci realno prisutnih u matriksu tog uzorka. Zbog toga je recovery u direktnoj
vezi sa tacnoS¢u metode i moze da se koristi za procenu njene primenljivosti, naro¢ito u
situacijama kada nema odgovaraju¢e referentne metode ili referentnog materijala. Vrednosti
rezultata oporavka izmedu 95 i1 105 % predstavljaju dokaz odsustva interferencija u odredivanju
analita. Kada se proverava recovery, problem predstavljaju ¢esto osobine same supstance (fizicko
stanje u kome se nalazi, rastvorljivost itd.), a nekad i nemogucnost da se odgovarajuca supstanca
dobije.
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Preciznost je mera usaglasenosti rezultata dobijenih iz vise paralelnih odredivanja iz istog
uzorka pod istim uslovima. Termin preciznost danas je zamenjen terminom nepreciznost koja se
izrazava standardnom devijacijom ili koeficijentom varijacije izraCunatim iz grupe ponovljenih
merenja, a predstavlja meru za slucajnu gresku. Na veli¢inu slucajne greske, odnosno na
nepreciznost metode odredivanja u jednoj/viSe serija uzoraka koje se rade u jednom danu uticu
razliciti faktori: nestabilnost instrumenta, promena temperature, promena sastava reagenasa i
standarda, promena zapremine pipetiranjem, nejednako meSanje u svim uzorcima, slozenost
procedure rada, promena u uslovima rada u laboratoriji tokom dana, zamor operatera itd.
Slucajna greska se povecava kada se metoda primenjuje iz dana u dan, jer se pojavljuju novi
faktori uticaja: promene u reagensima i standardima, narocito ako se svakog dana priprema svez
reagens, promene u radu aparata, smena osoblja koje radi itd. Zbog toga je za svaku metodu
potrebno odrediti ponovljivost tj. nepreciznost u seriji (u jednom danu) i srednju preciznost tj.
nepreciznost iz-dana-u-dan. Preciznost merenja brzine reakcije zavisi od:

- Suma pracenog signala,

- reproduktivnosti eksperimentalnih uslova i

- veli¢ine greske uzrokovane sistemima za prikupljanje podataka u vremenu merenja (ovaj
izvor greske se moze zanemariti zahvaljujuci dobroj instrumentaciji).

Razvoj instrumentalne i kompjuterske tehnologije priblizava kineticke metode ravnoteznim u
pogledu brzine, preciznosti 1 jednostavnosti. Metode zasnovane na reakcijama prvog reda su
preciznije, pa se preciznost metode moze znatno povecati podeSavanjem eksperimentalnih
rezultata modelu prvog reda pomocu linearne regresije.
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1.3. Hromatografija visoke efikasnosti (HPLC)

Hromatografija visoke efikasnosti je vrsta tecne hromatografije (Liquid Chromatography,
LC) koja je znatno poboljSana u pogledu selektivnosti i rezolucije komponenata smese. To je
postignuto primenom kolone punjene stacionarnom fazom sastavljenom od sfernih mikro-Cestica
precnika 2—-5 um, ili poroznih monolitnih materijala koji znacajno dovode do pada pritiska u
koloni (Rouessac i Rouessac, 2007, str. 63). U cilju dobijanja kontinualnog protoka mobilne faze
1 uspostavljanja dinamicke ravnoteZze sa stacionarnom fazom, potrebno je na mobilnu fazu
delovati visokim ulaznim pritiskom. Otuda se HPLC skra¢enica prvobitno odnosila na tecnu
hromatografiju pod visokim pritiskom (High Pressure Liquid Chromatography). Nazivana je i
te¢nom hromatografijom visoke rezolucije (high-resolution) kao i tecnom hromatografijom velike
brzine (high-speed). Danas se skracenica HPLC odnosi na kolonsku hromatografiju visoke
efikasnosti (High Performance Liquid Chromatography).

HPLC koristi izabranu strukturnu osobinu supstanci i tokom analize ne menja njihovu
hemijsku prirodu. U zavisnosti od hemijske strukture, sastojci smeSe provode razliito vreme u
koloni jer imaju razli¢ite afinitete zadrzavanja na nepokretnoj fazi. Nakon razdvajanja
konstituenata smesSe sledi njihovo odredivanje preko elektricnog signala primenom
odgovarajuc¢eg detektora pri cemu se dobija hromatogram—kriva zavisnosti jacine signala od
vremena (slika 23). PovrSinu zavisnosti direktno odreduje koncentracija jedinjenja, a fizi¢ko-
hemijske osobine jedinjenja odreduju njegov polozaj na hromatogramu, vreme zadrZavanja
(retenciono vreme, tg). Ovaj parametar se meri od trenutka kada se uzorak/standard ubace u
kolonu do njithovog izlaska iz kolone.

T
W

bazna linija

A
C

v

¢ tr 't t, min
to

Slika 23. Hromatogram
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Hromatogram daje informacije o:

- broju komponenata koje sadrzi analizirana smeSa na osnovu broja signala,

- koncentracijama pojedinih sastojaka na osnovu relevantnih povrSina signala
(kvantitativna analiza) i

- jedinjenju koje je prisutno (na osnovu retencionih vremena — kvalitativna analiza).

Karakteristike HPLC analize su: velika osetljivost detektora (10 do 10™'* g), jednostavnost
rukovanja 1 jednostavna interpretacija hromatograma zbog €ega je ona jedna od najmo¢nijih
metoda u analitickoj hemiji. Ima veliku primenu u farmaceutskoj, prehrambenoj, kozmetickoj
industriji, u forenzici, ekologiji, medicini itd. Najveca primena je u odredivanju lekova i droga.
Negativne odlike ove tehnike su visoka cena uredaja, kolona, organskih rastvaraca, supstanci i
standarda.

Kvalitativna HPLC analiza

Dobijen hromatogram sa pikovima koji predstavljaju izdvojene komponente ukazuje samo
na broj komponenti u nekom uzorku (smesi), ali ne i na vrstu supstance. Identifikacija supstanci
se odreduje poredenjem retencionih vremena hromatograma standarda i hromatograma izdvojene
nepoznate komponente ispitivanog uzorka.

Kvantitativna HPLC analiza

Visina pika, ili tac¢nije povrSina pika izdvojene komponente direktno je proporcionalna
koncentraciji. Kada se radi o simetricnom piku tada se najces¢e koristi metoda poluvisine.
Naime, kada se visina pika (4) pomnoZi sa njegovom S§irinom (a) na poluvisini (4/2) dobija se
vrednost koja priblizno iznosi 94 % povrSine pika. Ako se ista metoda koristi i za standard i1 za
uzorak, greska od 6 % se ponistava, a dobijeni rezultati su potpuno zadovoljavajué¢i. Na ovaj
nacin izracunate povrSine predstavljaju meru relativnih koncentracija komponenti u smesi. Za
dobijanje njihovih apsolutnih koncentracija potrebno je napraviti kalibracioni dijagram, A = f(S)
(slika 24), za seriju standardnih rastvora supstanci koje se analiziraju, a koji ¢e povezati povrsine
pikova sa apsorbancama odgovarajuc¢ih komponenti (Gill R., 1986, str. 201).
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Slika 24. Kalibracioni dijagram (a) i hromatogram (b) za tri komponente date smese: A — apsorbancija,
S — povrsina pika, tg — retenciono vreme.
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1.4. Regresiona i korelaciona analiza

Primenom metoda regresione i korelacione analize povezuju se dve ili viSe statistickih
promenljivih.

1.4.1. Regresiona analiza

Regresiona analiza govori u kakvom odnosu stoji jedna promenljiva prema drugoj. Ona se
izrazava jednacinom u kojoj se poznata vrednost jedne ili viSe promenljivih Kkoristi za
izraCunavanje nepoznatih vrednosti ostalih promeljivih. Najjednostavniji postupak regresione
analize naziva se metoda najmanjih kvadrata (Skoog et al., 1998, str. 195). Regresiona analiza
najc¢esc¢e obuhvata dve promenljive, ako je u pitanju vise promenljivih tada se naziva multipnom
regresijom. Regresiona analiza dobija se primenom regresione jednacine:

y=mx+b (53)
gde je:

b — odsecak na ordinati (odgovara vrednosti za y kada je x jednako nuli),
m — nagib regresione linije i
y —nepoznata promenljiva, koja se izraCunava na osnovu vrednosti poznate promenljive x.

Odnos promenljive y prema promenljivoj x moze da bude razlicit. Ako se vrednost y povecava za
svaku uvecanu vrednost x, onda je y direktno zavisna veli¢ina u odnosu na x. U ovom slucaju je
nagib regresione linije pozitivan, tako da je m > 0. Suprotno ovome, nagib regresione linije moze
da bude negativan kada je m < 0. U tom slucaju se vrednost y smanjuje za svaku uvecanu
vrednost x. Ukoliko promenljiva y ne zavisi od promenljive x, regresiona linija je paralelna sa x-
0som.

Pravac koji se dobije metodom najmanjih kvadrata minimizuje zbir kvadrata svih
pojedinacnih merenja od tog pravca. Kako bi se dobio pravac koji najbolje odgovara
eksperimentalnim tackama, ovom se metodom odreduju standardna odstupanja za m 1 b.

Za izraCunavanje regresione jednaCine potreban je izvestan broj parova vrednosti za

promenljive x i y. Odstupanje zbira kvadrata pojedinac¢nih vrednosti x i y od srednje vrednosti
definiSe se preko veli€ina Sy, Syy i Sy

77



S zz(xl. —)?)2 =Zx,.2 —M

N

S, =X (-7 =2 —%

Sy =2l %y, -5 =D %, _ZX—NZJ/

gde su:
x; 1 y,— pojedinacni parovi vrednostiza x 1 y,
N — broj parova koji se koriste za izradu regresione linije, a
X 1y —srednje vrednosti promenljivih x 1 y, odnosno,

)?=2xi/N ,a )7=Zyi/N
Na osnovu Sy, S,y 1Sy, moZe se 1zvesti Sest upotrebljivih veli¢ina:
1) nagib pravca, m:

m=S_/S,

2) odsecak na ordinati, b:
b=y—-mx

3) standardna greSka odstupanja od regresione linije, s,:

2
. S, —mS,,
' N-2

4) standardna greska nagiba, s,,:

[ 2
S, =AlS. /s,

5) standardna greska odsecka na ordinati, s:

S s\/ fo =S ! i
v Nfo—(in)z 'A\/N—( x,.)z/Z)ci2

6) standardna gresSka odstupanja rezultata dobijenih iz regresione linije, s.:

78

(54)

(55)

(56)

(57)

(58)

(59)

(60)

(61)



s :i\/L+l+—(j}C—)—/)2 (62)

Jednacina (62) omogucuje izraunavanje standardnog odstupanja od sredine y, skupa M
istovetnih analiza kada se koristi regresiona analiza koja sadrzi N tacaka. ) je aritmeticka
sredina vrednosti y za N tacaka. Standardna greska odstupanja od regresione linije, s, (jednacina
59) je standardno odstupanje od y kada se odstupanja ne mere od aritmeticke sredine y (kao Sto

je to uobicajno), nego od izvedenog pravca:

2

[y, — b+ mx, )]

= 63
5 5 (63)

Broj stepena slobode je N -2, jer se jedan stepen izgubi za izraCunavanje m, a jedan za
odredivanje b .

Tacnija vrednost promenljive moze se izraCunati primenom kompjuterskih programa za linearnu
regresiju kao $to su MS Excel i Micro Cal Origin.

1.4.2. Korelaciona analiza

Kao S§to je ve¢ receno, regresionom analizom se dobija jednacina pomocu koje se jedna
promenljiva izracunava iz druge promenljive, a korelaciona analiza pokazuje stepen zavisnosti
izmedu te dve promenljive. Korelaciona analiza moze da se koristi da bi se pokazalo na koji
nacin regresiona linija objaSnjava varijaciju u vrednosti zavisno promenljive, a ako je potrebno da
se odredi samo stepen zavisnosti izmedu promenljivih, a nije potrebno da se prouci i priroda te
zavisnosti, moguce je koristiti samo korelacionu analizu bez regresione. Stepen zavisnosti izmedu
promenljivih odreduje veliina odstupanja podataka oko regresione linije, a izrazava se
korelacionim koeficijentom (r), koji se izraCunava iz izraza:

ND =2 XDy 64)
IV % = VS ()

1 to direktno iz posmatranih vrednosti promenljivih bez prethodnog odredivanja regresione prave.
Ako izmedu dve promenljive postoji apsolutno slaganje, odnosno ako svi podaci leze na

=

regresionoj liniji, korelacioni koeficijent je jednak 1; nasuprot ovome je slucaj kada izmedu
promenljivih nema zavisnosti, odnosno kada je korelacioni koeficijent jednak nuli. Pri tome,
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potrebno je imati u vidu ¢injenicu da vrednost korelacionog koeficijenta zavisi od broja merenja
(sa porastom broja eksperimentalnih tacaka raste njegova vrednost) i preciznosti merenja (kod
nekih merenja dolazi do izrazaja veliko odstupanje pojedinih tacaka od srednje vrednosti). Zbog
toga je tesko definisati njegovu vrednost koja bi se smatrala zadovoljavaju¢om. Pozeljno je da ta
vrednost bude vec¢a od 0,90.

Korelacioni koeficijent moze biti pozitivnog ili negativnog znaka. Ako je korelacioni
koeficijent pozitivan, zna¢i da izmedu promenljivih x 1 y postoji direktna zavisnost, a ako je
negativan, zavisnost je inverzna. Prema tome vrednosti za korelacioni koeficijent se krec¢u od —1
do +1. Znak korelacionog koeficijenta i nagib regresione linije moraju da se slazu.

U sustinskom pogledu za korelaciju sa kaze da je: vrlo visoka, visoka, znatna, neznatna i
niska. Ne postoje jedinstvena glediSta o tome koje numericke vrednosti odgovaraju ovakvoj

gradaciji. Sledeca skala ima, uglavnom, karakter preporuke:

- vrlo visokom, akoje 0,9 <|r|<1

- visokom, ako je 0,7<]r|<0)9
- znatnom, ako je 0,5<|r|<0,7
- neznatnom, ako je 02<|r|[<0,5
- niskom, ako je 0,0<|r[<0,2
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2. EKSPERIMENTALNI DEO

2.1. Program i metodika rada

Predmet disertacije je razrada kineticko—spektrofotometrijskih metoda za odredivanje
mikrokoli¢ina pojedinih komponenata (uree, streptomicina, neomicina, Na-salicilata, ampicilina i
histidina) u rastvoru i primena istih za odredivanje navedenih supstanci u farmaceutskim
preparatima.

Brzina reakcije pracena je spektrofotometrijski preko promene apsorbance rastvora u
funkciji vremena odigravanja reakcije na izabranoj talasnoj duzini.

Za obradu kinetickih parametara primenjena je diferencijalna varijanta tangensne metode
na osnovu linearne zavisnosti apsorbance rastvora od vremena u odredenim intervalima

odigravanja reakcije.

Validacija metoda izvrSena je odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije, tacnosti,
preciznosti i selektivnosti.

Aplikativnost metoda je proverena pri odredivanju gore navedenih supstanci u

farmaceutskim preparatima. Rezultati analiza su uporedeni sa rezultatima dobijenim primenom
uporednih (referentnih) metoda.

2.2. Eksperimentalni postupak

2.2.1. Aparati

Prilikom razrade metoda koriS¢ena je slede¢a oprema:
1. UV/Vis spektrofotometar Perkin-Elmer Lambda 15 sa proto¢nim kivetama duzine optickog

puta 10 i 2 cm za snimanje apsorpcionih spekatara i pra¢enje promena apsorbance sa
vremenom kod odredivanja uree, streptomicina, neomicina i Na-salicilata;
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2. UV/Vis spektrofotometar Agilent 8453 sa kivetom duzine optickog puta 1 cm za snimanje
apsorpcionih spekatara i pracenje promena apsorbance sa vremenom kod odredivanja
ampicilina i histidina;

3. HPLC sistem Agilent Technologies 1200 za uporedno odredivanje streptomicina, Na-
salicilata i ampicilina;

4. Biohemijski automatski analizator Global 300 BPC BioSed za odredivanje uree u urinu UV
enzimatskom metodom;

5. Univerzalni termostat-tip 10 za termostatiranje rastvora u kivetama kod ureadaja (1);
6. Termostat Julabo MP 5A Open Bath Circulations za termostatiranje rastvora;

7. Analiticka vaga Mettler Toledo AB-204-S za odmeravanje ¢vrstih supstanci;

8. pH metar Hanna Instruments za merenje pH vrednosti rastvora;

9. Autoklav, za sterilizaciju podloga u mikrobioloskoj metodi, Sutjeska, Beograd;
10. Termostat, Incuterm, Raypa;

11. MicroMed high purity water system, TKA Wasseraufbereitungssysteme GmbH za dobijanje
demineralizovane vode;

12. Varijabilne automatske pipete Lab Mate" za pipetiranje rastvora i

13. Hronometar za merenje vremena.

2.2.2. Reagensi

Sudovi koji su koriS¢eni prani su etanolnim rastvorom KOH, zatim rastvorom HCI (1:1),
ispirani ¢esmenskom, destilovanom 1 dejonizovanom vodom. Rastvori su pripremani sa
dejonizovanom vodom specifi¢ne provodljivosti 0,05 pS-cm™. U radu su koriséeni sledeéi
reagensi:

e rastvor uree koncentracije 8,33-10” mol-dm™ pripreman je rastvaranjem odgovarajuée
mase uree, Merck, p.a.;

.. 3 . . v
e rastvor ureaze koncentracije 3500 U-dm™ pripreman je neposredno pre pocetka rada
razblaZivanjem rastvora bioMerieux” ;
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rastvor R3 je pripreman odmeravanjem supstanci tako da su njihove koncentracije u
rastvoru bile:

0 Na-salicilat (¢ = 6,2:10% mol-dm™), J. T. Baker, p. a.
0 Na-nitroprusid (¢ = 3,35-10” mol-dm™), Merck, p.a.
0 EDTA (c¢= 110" mol-dm™), Merck, p.a.

Ovaj rastvor napravljen je prema sastavu R; kolor reagensa Urea-Kit S 180 bioMerieux®SA,
Francuska, ref. 61913, ali bez fosfatnog pufera, koji je pripremljen kao poseban rastvor;

rastvor R4 [Na-hidroksid, ¢ = 510" mol-dm™ i Na-hipohlorit, ¢ = 2,48-10'2 mol-dm'3]
kori$¢en je iz originalnog pakovanja reagensa Urea-Kit S 180 bioMerieux"SA, Francuska,
ref. 61913;

fosfatni puferi su pripremani meSanjem rastvora Na,HPOyq, ¢ = 0,0667 mol-dm’3, 1 KH,POy,
¢ = 0,0667 mol-dm™, u odredenom zapreminskim odnosima radi dobijanja potrebnih pH
vrednosti pufera;

radni rastvor SMS, ¢ = 1:10° mol-dm™, pripreman je odmeravanjem tatne mase
streptomicin-trisulfata, Sigma Aldrich, i rastvaranjem u dejonizovanoj vodi;

originalni set reagenasa Pointe Scientific, Inc. USA, koriS¢en je za UV enzimatsko
odredivanje uree na automatskom analizatoru;

radni rastvor neomicina, ¢ = 1107 mol-dm™, pripreman je odmeravanjem tadne mase
neomicin-trisulfata, Sigma Aldrich, i rastvaranjem u dejonizovanoj vodi;

radni rastvor Na-salicilata, ¢ = 6,2-10~ mol-dm™, pripreman je odmeravanjem taéne mase
Na-salicilata, (J. T. Baker, p.a) i rastvaranjem u dejonizovanoj vodi;

radni rastvor H,O; pravljen je neposredno pre pocCetka rada razblazivanjem 30 % rastvora
H,0,, Merck p.a.;

osnovni rastvor Fe(Il), ¢ = 1-10" mol-dm™, pravljen je rastvaranjem odredene mase
FeSO4-7H,0 (J. T. Baker, p.a.) u 0,1 mol-dm™ H,SOy4 (J. T. Baker, p.a.). Radni rastvor
Fe(II), ¢ = 1-10~ mol-dm™, pravljen je pre podetka rada razblazivanjem osnovnog;

rastvori acetatnih pufera pripremani su me$anjem rastvora Na-acetata, ¢ = 1 mol-dm>, i
siréetne kiseline, ¢ = 1 mol-dm™, (J. T. Baker, p.a.) u odredenim zapreminskim odnosima i
dopunjavanjem dejonizovanom vodom do iste zapremine (100 cm’) radi dobijanja
potrebnih pH vrednosti pufera;
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e radni rastvor ampicilina, ¢ = 1-10” mol-dm™, pripreman je odmeravanjem odredene mase
ampicilin-trihidrata (Dolber, Svajcarska, Ph.) i rastvaranjem u dejonizovanoj vodi;

e radni rastvor histidina, ¢ = 1-10~ mol-dm™, pripreman je odmeravanjem odredene mase L-
histidina (Merck, za biohemiju) i rastvaranjem u dejonizovanoj vodi;

e osnovni rastvor Ni(Il), ¢ = 1-10"" mol-dm™, pripreman je odmeravanjem odredene mase
nikl-hlorida (Merck p.a.) i rastvaranjem u dejonizovanoj vodi. Radni rastvor pravljen je pre
pocetka rada razblazivanjem osnovnog;

e osnovni rastvor Na-hidroksida, ¢ = 1 mol-dm™, pripreman je odmeravanjem odredene mase
Na-hidroksida (Merck p.a.) i rastvaranjem u dejonizovanoj vodi. Radni rastvor, ¢ = 0,1
mol-dm™, pravljen je pre po&etka rada razblazivanjem osnovnog;

e radni rastvor KCI, ¢ = 1,5 mol-dm™, pripreman je odmeravanjem odredene mase kalijum-
hlorida (Merck p.a.) i rastvaranjem u dejonizovanoj vodi;

¢ koncentrovana fosforna kiselina, Merck, p.a.;

e glacijalna siréetna kiselina, Merck, za tecnu hromatografiju;

e acetonitril, Merck, za tecnu hromatografiju,

¢ natrijum-dihidrogenfosfat, Merck, p.a;

e sterilni fizioloski rastvor (0,9 % NaCl) za infuziju, Hemofarm, VrSac.

Svi standardni rastvori, koji se nisu mogli pripremati kao primarni standardni rastvori,
standardizovani su poznatim metodama u cilju odredivanja ta¢ne koncentracije.

2.3. Eksperimentalni postupak

2.3.1. Kineticko—spektrofotometrijska metoda za odredivanje brzine
indikatorske reakcije

Selektovane zapremine svih reaktanata su odmeravane pipetiranjem u epruvetu ili, kada je
trebalo izbe¢i njihovo sukcesivno mesSanje, u odvojene delove Cetvorokrake posude. Trenutak
meSanja rastvora oznacen je kao pocetak reakcije evidentiran hronometrom. Rastvor je zatim
prenet u mernu kivetu spektrofotometra. Ocitavanje apsorbance je vrSeno na odabranim talasnim
duzinama na svakih 30 s u trajanju od 5 minuta, a startovalo se nakon prvog ili drugog minuta,
zavisno od sistema. Grafik A = f (t) predstavljao je kineticku krivu. Na taj nacin je, umesto
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veli¢ine dc/d¢ odredivana njoj proporcionalna veli¢ina dA/d¢ koja je proporcionalna brzini
reakcije prema jednacini:

dA/dt=¢ - 1- de/ dt = tga (65)

gde je:
dc — promena koncentracije indikatorske supstance,
& —molarni koeficijent apsorpcije,
1 — debljina apsorpcionog sloja i
tga — tangens ugla nagiba linearnog dela kineticke krive prema apscisnoj osi u
koordinatnom sistemu A = f'(t).

Radi odabiranja optimalnih talasnih duzina snimljeni su apsorpcioni spektri reaktanata, proizvoda
ili meduproizvoda reakcija, tj. indikatorske supstance.

Za obradu kinetickih parametara primenjena je diferencijalna varijanta tangensne metode
na osnovu linearne zavisnosti apsorbance rastvora od vremena odigravanja reakcije.

2.3.2. Procedura za reakcioni sistem Rj;-urea-ureaza-R,

Postupak za kalibracionu pravu

Odabrane zapremine reagenasa odmeravane su u epruvetu slede¢im redom: 0,5 cm’
rastvora Ry, razliGite zapremine rastvora uree (¢ = 8,33-10™* mol-dm™), 0,5 cm’ rastvora fosfatnog
pufera pH = 7.5 i vode do ukupno sracunate krajnje zapremine probe (4 cm’). Nakon 5-minutnog
termostatiranja (25,0 + 0,1 °C) dodato je 0,2 cm’ rastvora enzima ureaze (¢ = 3500 U-dm™), a
potom i 0,2 cm’ rastvora Ry po isteku prve minute od dodavanja enzima. Rastvor je posle mesanja
prebacen u cilindri¢nu kvarcnu kivetu sa duplim zidovima, opti¢kog puta 2 cm. Za podeSavanje
»hule® uredaja koriS¢ena je dejonizovana voda. Brzina hidrolize uree pracena je
spektrofotometrijski merenjem porasta apsorbance u toku 5 min na 700 nm pocev od druge
minute od dodavanja Ra.

Postupak za odredivanje uree u farmaceutskom preparatu
Atopik, krema, 5 % uree, Medical cosmetics, Crystal derma, d.o.o., Beograd.
Odmereno je 0,0802 g kreme i rastvoreno dejonizovanom vodom u normalnom sudu od

100 cm’. Alikvoti ovog rastvora ekstrahovani su 5 puta po 10 min sa po 10 cm’ n-heksana.
Vodene frakcije su nakon zavrSene ekstrakcije profiltrirane kroz plavu traku (Whatman No. 42) i
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sakupljane u normalni sud od 100 cm®. Od ovog rastvora je odmeravana odgovarajuéa zapremina
za kineticko-spektrofotometrijska merenja (tabela 11).

2.3.3. Procedura za reakcioni sistem R;-urea-streptomicin-ureaza-R,

Postupak za kalibracionu pravu

Odabrane zapremine reagenasa odmeravane su u epruvetu slede¢im redom: 1 cm’ rastvora
Rs, 0,1 cm’ rastvora uree (c= 8,33-10™ mol-dm’3), 0,5 cm’ rastvora fosfatnog pufera pH = 7,5,
razli¢ite zapremine rastvora SMS (¢ = 1,0-10° mol-dm™) i vode do ukupno sratunate krajnje
zapremine probe (4 cm’). Nakon 5-minutnog termostatiranja (25,0 = 0,1 °C) dodato je 0,2 cm’
rastvora enzima ureaze (¢ = 3500 U-dm™), a potom i 0,2 cm’ rastvora R4 po isteku prve minute
od dodavanja enzima. Rastvor je posle meSanja prebacen u cilindri¢nu kvarcnu kivetu sa duplim
zidovima, optickog puta 2 cm. Za podesavanje ,,nule” uredaja koriS¢ena je dejonizovana voda.
Brzina degradacije SMS pracena je spektrofotometrijski merenjem promene apsorbance u toku 5
min na 700 nm pocev od druge minute od dodavanja Ry.

Postupak za odredivanje streptomicina u farmaceutskom preparatu

Streptomicin, praSak za injekcije, 1 g streptomicina u obliku sulfata (SMS), Galenika a.d.,
Beograd.

Sadrzaj bocice praska za injekcije rastvoren je u dejonizovanoj vodi i kvantitativno prenet u
normalni sud zapremine 1 dm? i rastvoren. Za kineti¢ko—spektrofotometrijsko odredivanje SMS
alikvoti ovog rastvora su otpipetirani saglasno koncentracijama datim u tabeli 14.

Postupak za odredivanje streptomicina u humanom urinu

Za analizu koriS¢en je uzorak jutarnjeg humanog urina. Sadrzaj uree u uzorku odreden je
modifikovanom Berthelot-ovom metodom. Nakon toga je u 0,5 cm’ urina dodata odgovarajuéa
zapremina rastvora SMS (¢ = 10 mg-em™) i 15 cm® dejonizovane vode. Posle mesanja, uzorak je
centrifugiran 5 min na 3000 o/min da bi se istalozio sediment. Supernatant je aspiriran i prenet u
normalni sud od 50 ¢cm’ i razblaen vodom do crte. Sadrzaj uree u supernatantu uzorka je
proveren UV enzimatskom metodom. Za kinetiCko—spektrofotometrijsko odredivanje SMS
alikvoti supernatanta su otpipetirani saglasno koncentracijama datim u tabeli 15 primenom
metode standardnog dodatka.
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Uporedna HPLC metoda za odredivanje streptomicina

Odredene zapremine radnog rastvora SMS su odmeravane i dopunjavane mobilnom fazom
[(0,025 mol-dm™ NaH,PO4 + 0,01 mol-dm™ Na-heksansulfonat, pH = 2,6) : acetonitril = 90:100]
radi formiranja kalibracione krive. Odmeravane su i odgovarajuée zapremine pripremljenih
uzoraka praska za injekcije 1 urina da bi se dobile koncentracije SMS iz tabela 14 1 15. Zapremina
injektovanog uzorka bila je 50 ul, brzina protoka mobilne faze 1cm’/min, temperatura 40 °C.
Detekcija eluata izvrSena je na 195 nm. Koris¢ena je analiticka kolona Spherisorb SSODS (5 pum)
dimenzija 250 x 4,6 mm.

2.3.4. Procedura za reakcioni sistem Rz-urea-neomicin-ureaza-R,

Postupak za kalibracionu pravu

Odabrane zapremine reagenasa odmeravane su u epruvetu sledeé¢im redom: 1 cm’ rastvora
Rs, 0,2 cm’ rastvora uree (c= 8,33-10™ mol-dm'3), 0,5 cm’ rastvora fosfatnog pufera pH = 7,5,
razli¢ite zapremine rastvora neomicina (¢ = 1,0-10° mol-dm™) i vode do ukupno sradunate
krajnje zapremine probe (4 cm®). Nakon 5-minutnog termostatiranja (25,0 + 0,1 °C) dodato je 0,2
cm’ rastvora enzima ureaze (¢ = 3500 U-dm™), a potom i 0,2 cm’ rastvora Ry po isteku prve
minute od dodavanja enzima. Rastvor je posle meSanja prebacen u cilindri¢nu kvarcnu kivetu sa
duplim zidovima, optickog puta 2 cm. Za podesavanje ,,nule” uredaja koris¢ena je dejonizovana
voda. Brzina degradacije neomicina pracena je spektrofotometrijski merenjem promena
apsorbance u toku 5 min na 700 nm pocev od druge minute od dodavanja R.

Postupak za odredivanje neomicina u farmaceutskim preparatima

Deksametazon Neomicin, kapi za oci, 5 mg/cm3 neomicinsulfata, Galenska laboratorija,
Apotekarska ustanova Nis;

Dexamethason Neomycin, kapi za o¢i, 3,5 mg/cm3 neomicina, Galenika a.d., Beograd;
Neodeksacin, kapi za o¢i, 3,5 mg/cm3 neomicina, Hemofarm, a.d., VrS$ac.

Za kineticko—spektrofotometrijsko odredivanje neomicina alikvoti ovih preparata direktno
su odmeravani prema koncentracijama radnih kriva, a na osnovu deklarisanh vrednosti, tabela 19.

Uporedna disk-difuziona mikrobioloska metoda za odredivanje neomicina

Antimikrobna aktivnost ispitivanih uzoraka neomicin kapi, testirana je na gram pozitivhu
bakteriju Bacillus subtilis ATCC 6633 (American Type Culture Collection).
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Od prekonoéne kulture ispitivanog mikroorganizma uzgajanog na hranljivom agaru,
napravljena je suspenzija turbiditeta 0,5 McFarlanda u sterilnom fizioloSkom rastvoru, koja sadrzi
1,5-10° CFU/cm® (NCCLS — National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003).
Nakon toga je, prema priloZzenom uputstvu, napravljena odgovarajuc¢a podloga od Miiller-Hinton
agara. Podloge su sterilisane u autoklavu (u trajanju od 20 minuta, na temperaturi od 121 °C),
zatim inokulisane sa po 0,1 cm’ pripremljene test suspenzije mikroorganizma i razlivene u
sterilne petri-kutije pre¢nika 90 mm u porcijama od po 15 cm’. Nakon hladenja podloga, na
inokulisanu povr$inu plo¢astog agara postavljeni su sterilni celulozni diskovi pre¢nika 9 mm i na
njih naneseno po 20 ul antimikrobnog agensa standarda i navedenih farmaceutskih preparata
neomicina. Standardni rastvor neomicin-sulfata nanosen je u koncentracijama: 5, 25, 50 i 100
ng-em™. Kao pozitivna kontrola koridéen je disk sa odgovarajué¢im antibiotikom (hloramfenikol
30 pg i tetraciklin 30 pg). Ceo postupak i svaka kontrola izvedena je u tri ponavljanja. Rezultati
su prikazani u tabeli 19.

2.3.5. Procedura za reakcioni sistem Na-salicilat-vodonik peroksid-Fe(II)
Postupak za kalibracionu pravu

U odvojene delove cetvorokrake posude odmeravane su odabrane zapremine sledecih
rastvora: 0,7 cm’ fero-sulfata (¢ = 110~ mol-dm™), 1,0 cm’® vodonik-peroksida (¢ = 0,1 mol-dm™
%), razli¢ite zapremine Na-salicilata (¢ = 6,23-10” mol-dm™), 0,3 cm’ acetatnog pufera pH = 3,9 i
vode do ukupne zapremine probe od 15 cm’. Sud je termostatiran (26,0 + 0,1 °C) 5 min. Nakon
meSanja sadrzaj je odmah prebacen u cilindricnu kvarcnu kivetu sa dvostrukim zidom, optickog
puta duzine 10 cm. Za podeSavanje ,nule” uredaja koriS¢ena je dejonizovana voda. Brzina
degradacije Na-salicilata pra¢ena je spektrofotometrijski merenjem opadanja apsorbance
reakcione smese na 265 nm nakon 60 s od meSanja reakcionih komponenti svakih 30 s tokom 5
min.

Postupak za odredivanje Na-salicilata u humanom serumu
Lyotrol N, humani kontrolni serum, bioMerieux® SA, Francuska.

Humani liofilizovani serum rekonstituisan je sa 5 cm’ dejonizovane vode. U 0,5 cm’
seruma je dodat osnovni rastvor Na-salicilata, ¢ = 10 mg-em™, i 10 cm’ acetonitrila. Nakon
mesanja sadrzaj je centrifugiran 5 min na 2400 o/min u cilju taloZenja proteina. Supernatant je
otpipetiran u normalni sud od 25 cm’. Talog je tretiran sa novih 10 cm® acetonitrila i jo§ jednom
centrifugiran pri istim uslovima. Supernatant je sakupljen u isti normalni sud i dopunjen do crte
acetonitrilom. Uzorak seruma pripremljen na ovaj na¢in sadrzi 1000 pg-cm™ Na-salicilata. Za
kineticko—spektrofotometrijsko odredivanje alikvot ovog rastvora je uparen do suva na vakuum
uparivacu 1 rastvoren dejonizovanom vodom do polazne zapremine. Od ovog rastvora su
odmeravane odgovarajuce zapremine da bi se dobile koncentracije navedene u tabeli 25.
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Postupak za odredivanje Na-salicilata u vinu
Grasevina, belo vino, A. D. KruSevac.

Uzorak vina od 1 cm’ je spajkovan standardnim rastvorom Na-salicilata, ¢ = 10 mg-cm™, i
razblazen dejonizovanom vodom u normalnom sudu od 100 cm’. Hromatografija na koloni
radena je na sefadeksu LH-20, koji je pripremljen u sistemu rastvara¢a metanol-voda (1:1).
Sakupljene frakcije su analizirane na osnovu snimljenih UV/Vis spektara uporedivanjem sa
spektrom standarda. One koje su sadrzavale Na-salicilat izabrane su za dalju analizu kineticko-
spektrofotometrijskom i referentnom HPLC metodom, pri ¢emu je bilo neophodno eliminisati
sistem rastvaraca metanol-voda uparavanjem do suva na vakuum uparivacu. Potom je suvi
ostatak rastvoren odgovaraju¢om zapreminom vode. Od ovog rastvora su odmeravani alikvoti u
skladu sa koncentracijama navedenim u tabeli 24 za kineticko—spektrofotometrijska odredivanja.

Uporedna HPLC metoda za odredivanje Na-salicilata

Za odredivanje Na-salicilata ovom metodom alikvoti pripremljenih uzoraka seruma i vina
razblaZeni su mobilnom fazom. Koncentracije su odgovarale vrednostima iz tabela 25 i 24.

Mobilna faza se sastojala iz: fosforne kiseline, acetonitrila 1 vode (2:400:600, v:v:v). Eluat
je pracen na talasnoj duzini od 237 nm. Kori$¢ena je analiticka kolona Zorbax Eclipse Plus C18
(5 pm), dimenzija 250 x 4,6 mm. Zapremina injektovanih uzoraka bila je 10 pl, a brzina protoka
mobilne faze bila je 1cm’/min na temperaturi od 25 °C.

2.3.6. Procedura za reakcioni sistem ampicilin-Ni(II)
Postupak za kalibracionu pravu

U odvojene delove Cetvorokrake posude odmeravane su odabrane zapremine rastvora: 0,3
cm’ nikl-hlorida (¢ = 110 mol-dm™), razli¢ite zapremine ampicilina (¢ = 110~ mol-dm™), 0,4
cm’ natrijum-hidroksida (¢ = 1 mol-dm™), 0,1 cm’ kalijum-hlorida (¢ = 1,5 mol-dm™) i vode do
ukupne zapremine probe od 10 cm’. Sud je termostatiran (25,0 + 0,1 °C) 5 min. Nakon meSanja
reaktanata sadrzaj je odmah prebaten u kvarcnu kivetu optickog puta duzine 1 cm. Za
podesavanje ,,nule” uredaja koriS¢ena je dejonizovana voda. Brzina degradacije ampicilina
pracena je spektrofotometrijski merenjem povecanja apsorbance reakcione smese na 265 nm
nakon 60 s od mesanja reakcionih komponenti svakih 30 s tokom 5 min.

Postupak za odredivanje ampicilina u farmaceutskim preparatima

Pentrexyl®, kapsule, 500 mg ampicilina u obliku ampicilin-trihidrata, Galenika a.d., Beograd;
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Ampicilin, kapsule, 500 mg ampicilina u obliku ampicilin-trihidrata, Panfarma d.o.o., Beograd.

Masa praskastog sadrzaja jedne kapsule odredena je iz razlike masa pune i prazne kapsule.
Sadrzaj jedne ,table (8 kapsula) izruCen je u porculanski avan i homogenizovan. Masa koja
odgovara masi sadrzaja jedne kapsule odmerena je i rastvorena u 500 cm® vode. Alikvot rastvora
je filtriran kroz plavu traku, Whatman No. 42. Odredene zapremine filtrata koriS§¢ene su direktno
za kineticko-spektrofotometrijsko odredivanje ampicilina (tabela 30).

Pentrexyl®, prasak za oralnu suspenziju, 250 mg ampicilina/5 cm’ suspenzije, Galenika a.d.,
Beograd.

Prasak je rastvoren dejonizovanom vodom prema uputstvu proizvodaca. Rastvor koncentracije
ampicilina 50 pg/cm’ pripremljen je dodatnim razblazivanjem suspenzije i filtriranjem kroz plavu
traku, Whatman No. 42. Odredene zapremine filtrata koriS¢ene su direktno za kineticko-
spektrofotometrijsko odredivanje ampicilina (tabela 30).

Postupak za odredivanje ampicilina u humanom urinu

Za analizu koriséen je uzorak jutarnjeg humanog urina. U 10 cm® uzorka dodato je 0,0153 g
ampicilin-trihidrata. U cilju odredivanja ampicilina kineticko-spektrofotometrijskom metodom
odmeravane su odabrane zapremine spajkovanog uzorka koje odgovaraju koncentracijama datim
u tabeli 31.

Uporedna HPLC metoda odredivanja ampicilina

Mobilna faza se sastojala iz dve faze:

- mobilna faza A: 025 cm’ glacijalne siréetne kiseline, 25 cm’® natrijum-
dihidrogenfosfata, ¢ = 0,2 mol-dm™, 25 cm’ acetonitrila i vode do ukupne zapremine
od 500 cm’ i

- mobilna faza B: 025 cm’ glacijalne siréetne kiseline, 25 cm’ natrijum-
dihidrogenfosfata, ¢ = 0,2 mol-dm™, 200 ¢cm® acetonitrila i vode do ukupne zapremine
od 500 cm’.

Za uravnotezenje kolone i eluiranje ampicilina kori$¢en je odnos mobilinih faza A:B = 85:15 u
izokratskom protoku. Zapremina injektovanih uzoraka bila je 10 pl, a brzina protoka lcm’/min
na temperaturi od 25 °C. Eluat je prac¢en na talasnoj duzini od 254 nm. Koris¢ena je analiticka
kolona Zorbax Eclipse Plus C18 (5 um), dimenzija 250 % 4,6 mm.
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Za odredivanje ampicilina alikvoti pripremljenih uzoraka kapsula, sirupa i urina razblazeni
su mobilnom fazom. Koncentracije su odgovarale vrednostima iz tabela 30 i 31.

2.3.7. Procedura za reakcioni sistem ampicilin-histidin-Ni(II)
Postupak za kalibracionu pravu

U odvojene delove Cetvorokrake posude odmeravane su odabrane zapremine rastvora: 0,1
cm’ nikl-hlorida (¢ = 1:107 mol-dm™), 0,8 cm’ ampicilina (¢ = 1107 mol-dm™), razli¢ite
zapremine rastvora histidina (¢ = 1-10 mol-dm™) dodavane su pre mesanja reaktanata, 0,35 cm’
natrijum-hidroksida (¢ = 1 mol-dm™), 0,5 cm’ kalijum-hlorida (¢ = 1,5 mol-dm™) i vode do
ukupne zapremine probe od 10 cm’. Sud je termostatiran (25,0 + 0,1 °C) 5 min. Nakon mesanja
reaktanata sadrzaj je odmah prebacen u kvarcnu kivetu optickog puta duzine 1 cm. Za
podesavanje ,,nule” uredaja koriS¢ena je dejonizovana voda. Brzina degradacije ampicilina u
prisustvu histidina pracena je spektrofotometrijski merenjem povecanja apsorbance reakcione
smese na 265 nm nakon 60 s od mesanja reakcionih komponenti svakih 30 s tokom 5 min.
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3. REZULTATI I DISKUSIJA

3.1. Kineticko—spektrofotometrijsko odredivanje uree

Prema biohemijsko-klini¢kim protokolima, jedna od kolorimetrijskih metoda za rutinsko

odredivanje uree je modifikovana Berthelot-ova metoda koja se zasniva na dvostrukoj katalizi (I i
II):

I  kataliza se sastoji u hidrolizi uree pomocu ureaze pri ¢emu nastaje amonijum jon:

(NH3),C=0 + H,0 —¥% 5 2 NH; + CO,—22 5 2NH," + CO5* (66)

Nastali amonijumov jon reaguje sa hipohloritom i daje hloramin:

NH; + OCl- —2* 5 H,0+ H,NClI (67)

292 nm 243 nm

Reakcija tece u alkalnoj sredini u prisustvu nitroprusida, koji prelazi u nitrito-

pentacijanoferat (NF):
[ Fe(CN);NO " +20H & [Fe(CN);NO, 1" +H,0 (68)
398 nm 398 nm

Nakon toga se uspostavlja ravnoteza izmedu NF i akvapentacijanoferata (AqF):

[Fe(CN)sNO,]* + H,0 «» [Fe(CN),H,0 1" +NO, (69)

AqF, 415 nm

IT  AgF katalizuje vezivanje hloramina i salicilata pri ¢emu nastaje zeleno obojeni kompleks
2,2'-dikarboksiindofenola:

AFF +HNCI —2% 5 (AqF-H,NCl) (70)

392 nm

salicilat + (AgF - H,NCI ) —*2 2 2’-dikarboksiindofenol “(prekursor) (71)

392 nm

2,2’-dikarboksiindofenol * + salicilat — 2,2’-dikarboksiindofenol (72)
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Intenzitet apsorbance 2,2’-dikarboksiindofenola se, prema razli¢itim preporukama meri na
talasnim duZinama: 580 (bioMerieux®sa), 600 (Randox Lab. Ltd.) ili 630 nm (Majkic-Singh i dr,
1995, str. 499). Nedostaci ove metode su interferencija nekih antibiotika 1 nepogodnost za
primenu na automatskim analizatorima (Sunderman i Derman, 1970).

U cilju adaptacije ove kolorimetrijske u kineti¢ko-spektrofotometrijsku metodu za
odredivanje uree najpre su snimljeni apsorpcioni spektri reaktanata, kao i spektri streptomicina (u
obliku streptomicin sulfata, SMS) i neomicina (u obliku neomicin sulfata, NMS), €iji ¢e se uticaj
naknadno analizirati (slika 25). Maksimum u vidljivoj oblasti na 392 nm pripada reaktantu Rj
(kriva 1), a potice od hidratisanog oblika Na-nitroprusida. Ostali reaktanti pokazuju jaku

apsorpciju u UV oblasti. Apsorpcioni maksimum na 294 nm (kriva 5) odgovara apsorpciji
hipohloritnog jona R4 rastvora.

A4d
1.0 4/ |

0.8 1, |
I\

0.6 1 \ |

ta

\ [
0.4 1 [ 4 |

024\ l\

e — . ' ' >
190.00 332.00 474.00 616.00 758.00 900.00 ), [nm]
Slika 25. Apsorpcioni spektri reaktanata. Krive: 1 — 0,5 cm® R;[c(Na-salicilat) = 7,75-107° mol-dm™, ¢(Na-
nitroprusid) = 4,19-107" mol-dm™, ¢(EDTA) = 1,25-10" mol-dm™]; 2 - fosfatni pufer pH= 7,5; 3 — urea, c
= 1,25 ug-em™; 4 — ureaza, ¢ = 175 U-dm™; 5 — 0,2 cm’ R,[c(NaOCI) = 1,24-10° mol-dm™, ¢c(NaOH) =
2,5-107 mol-dm™]; 6 — SMS, ¢ = 182,12 ug-cm™; 7 — neomicin, ¢ = 30,75 ug-em™; t = 25,0 £ 0,1 °C.

Potom su snimljeni apsorpcioni spektri ispitivanih reakcionih sistema bez uree (osnovna
reakcija, slika 26) i sa ureom (ispitivana reakcija, slika 27). Snimanje apsorpcionog spektra oba
sistema vrSeno je u trajanju od 7,2 min, 60 s nakon dodavanja poslednjeg reagensa (R4).

Na apsorpcionom spektru osnovne reakcije javlja se blago povecanje apsorpcije sa
vremenom u opsegu talasnih duzina od 530 do 780 nm sa maksimumom na 700 nm. U intervalu
talasnih duzina od 386 do 405 nm javlja se intenzivno rastu¢i preklapajuéi apsorpcioni
maksimum, koji potice od maksimuma apsorpcije nitritopentacijanoferata (NF) i
akvapentacijanoferata (AqF) koji su u ravnotezi (jednacine 68 i 69), Sto se moze videti i u
snimljenom apsorpcionom spektru proizvoda reakcije izmedu Na-nitroprusida i R4 (slika 28).
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Sam Na-nitroprusid u fosfatnom puferu uopste ne pokazuje maksimum u pomenutom intervalu,
kao ni sistem Na-salicilat-R4-fosfatni pufer.

A A
1.0 1

C

0.8 1

0.6 1

0.4 1

0.2 1

0.0 T - = —— . -
190.00 332.00 474.00 616.00 758.00 900.00 A [nm)]

Slika 26. Promena apsorpcionog spektra osnovne reakcije sa vremenom, po dodatku R,, nakon: a) 1 min;
b) 4,6 min i ¢) 8,2 min. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru: 0,5 cm® Rs[c(Na-salicilat) = 7,75-10°
I mol-dm?, c(Na-nitroprusid) = 4,19-107 mol-dm™, ¢(EDTA) = 1,25-10" mol-dm™]; c(ureaza) = 175 U-dm’
70,2 em’ Ry[c(NaOCI) = 1,24-10° mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; fosfatni pufer (pH = 7,5); t =
25,0+0,1 °C.

A A
1.0 1

0.8 1
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Slika 27. Promena apsorpcionog spektra ispitivane reakcije sa vremenom, po dodatku R, nakon: a) 1
min; b) 4,6 min i ¢) 8,2 min. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru: 0,5 cm’ Rs[c(Na-salicilat) =
7,75-107 mol-dm™, ¢(Na-nitroprusid) = 4,19-10" mol-dm™, ¢(EDTA) = 1,25-10" mol-dm™]; c(urea) = 1,25
ugem™; c(ureaza) = 175 Udm™; 0,2 em® Ry[c(NaOCl) = 1,24:107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm
7]; fosfatni pufer (pH = 7,5); t = 25,0 £ 0,1 °C.

U ispitivanom reakcionom sistemu javljaju se, pored jakih apsorpcionih traka u UV oblasti, i dva
apsorpciona pika u vidljivoj oblasti (slika 27). Povecanje apsorpcionog maksimuma na 700 nm,
koji pripada 2,2 -dikarboksiindofenolu, je znatno brze u prisustvu uree. U opsegu od 386 do 405
nm javlja se preklapanje apsorpcionih maksimuma koji poticu od: NF, AqF i kompleksa
nagradenog izmedu AgF i hloramina (jednacine 68—70).
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Slika 28. Promena apsorpcionog spektra nagradenog proizvoda izmedu Na-nitroprusida i reagensa Ry sa
vremenom, nakon: a) 1 min; b) 4,6 min i c) 8,2 min. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru: c(Na-
nitroprusid) = 4,19-107 mol-dm™: 0,2 cm’ R,[¢(NaOCI) = 1,24-10° mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™
3]; fosfatni pufer (pH = 7,5); t = 25,0 £ 0,1 °C.

Na osnovu svega prethodno izlozenog, za razradu kineti¢ko—spektrofotometrijske metode
za odredivanje uree odabran je apsorpcioni maksimum na 700 nm za pracenje brzine odigravanja
obe reakcije. Na slikama 26 i 27 moze se videti da u prisustvu uree apsorpcioni maksimum u
intervalu od 386 do 405 nm raste u mnogo manjoj meri nego §to dolazi do istovremenog porasta
apsorbance na 700 nm. Promena apsorbance sa vremenom pracena je tokom 5 min, 60 s nakon
dodatka reagensa R4 (slika 29). Dobijene zavisnosti A = f(t) su linearne u celom ispitivanom

A 0.20-
0.15 4
0.10 -

0.05

Slika 29. Promene apsorbance rastvora sa vremenom za razlicite koncentracije uree: 1) bez uree, 2) 0,5
ugem™, 3) 1,00 ug-em™, 4) 1,25 ugem™ 5) 1,75 ugem™ i 6) 2,25 ug-em™. Pocetne koncentracije u
rastvoru: 0,5 c¢m’ Rs[c(Na-salicilat) = 7,75-107 mol-dm™, c(Na-nitroprusid) = 4,19-10" mol-dm>,
¢(EDTA) = 1,25:10" mol-dm™]; c(ureaza) = 175 U-dm™; 0,2 cm’ R,[c(NaOCI) = 1,24-10° mol-dm™,
¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; pH = 7,5, t = 25,0 £ 0,1 °C.

96



intervalu, ali su razlike u brzinama reakcija za razli¢ite koncentracije uree veoma male u pocetku
odigravanja reakcije, do kraja druge minute. Najpogodniji vremenski interval za kineticko
ispitivanje 1 odredivanje brzine reakcije je od 2 do 5 min, jer su promene apsorbance sa
vremenom vece, Sto obezbeduje vecu tacnost i preciznost kineticke metode.

U cilju odredivanja Sto nizih koncentracija uree, ispitani su optimalni uslovi odigravanja
reakcija, u prisustvu i bez prisustva uree, u pogledu koncentracija svih ucesnika u reakcionom
sistemu.

3.1.1. Odredivanje optimalnih uslova odigravanja reakcije

Uticaj pH vrednosti fosfatnog pufera na brzine obe reakcije ispitivan je u intervalu od 6,8
do 8,0 (slika 30), odnosno u intervalu koncentracije H;0" jona od 1,0- 10®%do 1,58 10”7 mol-dm™.
Kako je najveca razlika u brzinama ispitivane i osnovne reakcije pri pH = 7,5, ova vrednost je
odabrana za dalja merenja. Brzina osnovne reakcije je priblizno konstantna u ispitivanom
intervalu i nultog je reda u odnosu na koncentraciju H;O" jona. Zavisnost brzine ispitivane
reakcije od pH nije linearna. Za odredivanje reda ove reakcije u odnosu na koncentraciju H;O"
jona prikazana je zavisnost negativnog logaritma brzine reakcije (iskazane kao tangens ugla
nagiba kineti¢ke krive prema apscisnoj osi) i negativnog logaritma koncentracije H;O" jona (slika
31). Red reakcije je odreden i iznosi —0,1 i +0,06 za interval pH od 6,8 do 7,5 i od 7,5 do 8,0,
respektivno.

TE 7.0 1
£ )
‘S 65
én ]
=) 6.0 4
5.5 4
5.0
4.5
4.0
3.5 4 2
3.0 L) e L L - g
T T T T T T T T T T T T T
6.8 7.0 7.2 7.4 7.6 7.8 8.0
pH

Slika 30. Zavisnost brzine ispitivane (1) i osnovne reakcije (2) od pH vrednosti. Pocetne koncentracije
reaktanata u rastvoru: 1,5 cm® R;[c(Na-salicilat) = 2,33-107° mol-dm™, c¢(Na-nitroprusid) = 1,26:107
mol-dm™, ¢(EDTA) = 3,75-107" mol-dm™]; c(urea) = 1,25 ug-em”; c(ureaza) = 175 U-dm™; 0,2 cm’
R.[¢(NaOCl) = 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; t = 25,0 + 0,1 °C.
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Slika 31. Zavisnost —log tgo ispitivane reakcije od —log c¢(H;0"). Pocetne koncentracije reaktanata u
rastvoru: 1,5 cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 2,33-107 mol-dm™, ¢(Na-nitroprusid) = 1,26:10° mol-dm?,
c(EDTA) = 3,75:10" mol-dm™]; c(urea) = 1,25 ug-cm™; c(ureaza) = 175 U-dm™; 0,2 cm’ R,[¢(NaOCl) =
1,24-10° mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-10” mol-dm™]; t = 25,0+ 0,1 °C.

Brzine ispitivane i osnovne reakcije su linearno zavisne od koncentracije (iskazane preko
zapremine) reagensa Rs u ispitivanom intervalu (slika 32) i obe su prvog reda u odnosu na
koncentraciju ovog reagensa. Na osnovu dobijenih zavisnosti, zapremina od 0,5 cm® reagensa Rs
izabrana je kao optimalna, jer pri ve¢im vrednostima dolazi do skracenja intervala linearnosti
kinetickih krivih zbog Cega se tangens ugla nagiba tih pravih odreduje sa manjom ta¢noscu.

- 7.04 [ ]
6.5+
6.0+

tgo 102, min’

5.5—-
5.0
45
40
35
30
25
20
15
104

0.5

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 16
3
V(R)), cm

Slika 32. Zavisnost brzine ispitivane (1) i osnovne reakcije (2) od zapremine reagensa R; Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: c(urea) = 1,25 ug-em™; c(ureaza) = 175 U-dm™; 0,2 cm’
Ry[¢(NaOCl) = 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5:107 mol-dm™]; pH =75, t =250+ 0,1 °C.

Rezultati ispitivanja brzine reakcija u odnosu na koncentraciju enzima ureaze prikazani su
na slici 33. Brzina ispitivane reakcije je linearna funkcija koncentracije enzima u opsegu od 87,5
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do 262,5 U-dm™ i prvog je reda u odnosu na koncentraciju enzima. Brzina osnovne reakcije je
prakti¢no nezavisna od koncentracije ureaze i nultog je reda u odnosu na koncentraciju ureaze. Za
dalji rad je odabrana koncentracija enzima od 175 U-dm™, jer pri veéim koncentracijama dolazi
do skracenja linearnog dela kinetickih krivih zbog cega se tangens ugla nagiba tih pravih
nepouzdanije odreduje.

4.0

-1

3.5 ]

tgo 10°, min

3.04
2.5
2.0
154 2

1.04 [ ®
U * *

T T T T T T T 1T T T T T T 1
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

c(ureaza), U-dm”

Slika 33. Zavisnost brzine ispitivane (1) i osnovne reakcije (2) od koncentracije ureaze. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: 0,5 cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 7,75:107 mol-dm™, ¢(Na-nitroprusid) =
4,19-10" mol-dm™, ¢(EDTA) = 1,25-10" mol-dm™]; c(urea) = 1,25 ug-em™; 0,2 cm’ R,[c(NaOCl) =
1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; pH = 7,5; t = 25,0+ 0,1 °C.

Efekat koncentracije (iskazane preko zapremine) reagensa R4 na brzinu reakcija graficki je
prikazan na slici 34. Ispitivana reakcija ima maksimalnu brzinu pri zapremini reagensa R4 od 0,2
cm’ i prvog je reda u odnosu na zapreminu ovog reagensa u intervalu od 0,1 do 0,2 cm®. Nakon
toga brzina reakcije naglo opada. Brzina osnovne reakcije linearno raste u zavisnosti od
zapremine ovog reagensa i prvog je reda u odnosu na koncentraciju ovog reagensa u celom
ispitivanom intervalu. Najveca razlika u brzinama ovih reakcija je pri zapremini od 0,2 cm® Ry i
zato je ova vrednost izabrana kao optimalna.
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Slika 34. Zavisnost brzine ispitivane (1) i osnovne reakcije (2) od zapremine reagensa R, Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: 0,5 cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 7,75-107 mol-dm”, ¢(Na-nitroprusid) =
4,19-107 mol-dm”, c(EDTA) = 1,25-10™ mol-dm'jj; c(ureaza) = 175 Udm>; c(urea) = 1,25 ,ug-cm'3; pH =
7,5:t=250=x0,1"°C.

Na osnovu prethodno prikazanih zavisnosti brzina ispitivane i1 osnovne reakcije od
koncentracije svakog reaktanta pojedinacno, kao i odredivanja reda reakcije u odnosu na
koncentraciju svakog reaktanta, mogu se postaviti kineticke jednacine za ispitivane sisteme:

osnovna reakcija

dc
- = kl.cR3 .CR

% (73)

4
za interval koncentracija:

H;0" =1-10"-1,58-10" mol-dm™ (pH = 6,8-8)
R;=0,2-0,9 cm’

ureaze = 87,5 — 262,5 U-dm™

R;=0,1-0,5cm’

ispitivana reakcija

dc
— =k, ¢ e, -c “Cp " C 74
dt 2 R ureaza R ( )

H,0" 3 4 urea

za interval koncentracija:

H;0"=1-3,16-10" mol-dm™ (pH=7.5-38)
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R;=0,2-0,9 cm’
ureaze = 87,5 — 262,5 U-dm™
Rs=0,1-0,2 cm’

gde je:
dc e
= promena koncentracije indikatorske supstance,
t

ki — uslovna konstanta brzine osnovne reakcije,
k> — uslovna konstanta brzine ispitivane reakcije.

3.1.2. Validacija kineticko—spektrofotometrijske metode za odredivanje uree

Validacija metode izvrSena je odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije, tacnosti,
preciznosti i selektivnosti.

Linearnost

Uticaj uree na brzinu ispitivane reakcije pracen je pri prethodno odabranim optimalnim
uslovima odigravanja reakcije: 0,5 cm’ R3fc(Na-salicilat) = 7,75-107 mol-dm™, c(Na-nitroprusid)
= 4,19-10" mol-dm™ c¢(EDTA) = 125107 mol-dm™]; c(ureaza) = 175 U-dm?: 0,2 cm’
Ry[c(NaOCI) = 1,24:107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5:107 mol-dm™]; pH = 7,5; t = 25,0 + 0,1 °C.
Dobijena kalibraciona prava (slika 35) je linearna u intervalu koncentracije uree od 0,25 do 2,5
g-cm™ i moZe se primeniti za odredivanje uree u rastvoru u tom opsegu koncentracija.

-1

tgo 10°, min
[9)]
1

T T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25

c(urea), ug~cm’3

Slika 35. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije uree. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru:
0,5 ¢cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 7,75-107° mol-dm”, c(Na-nitroprusid) = 4,19-10% mol-dm™, c¢(EDTA) =
1,25:107 mol-dm™]; c(ureaza) = 175 U-dm™; 0,2 ecm’ R [c(NaOCI) = 1,24:10° mol-dm™, ¢(NaOH) =
2,5:107 mol-dm™]; pH=7,5it=250+0,1 °C.
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Ova zavisnost se moze predstaviti jednac¢inom:

tga 10° = (1,2682 + 0,0392) + (1,7055 £ 0,0265)-c(urea); (75)
r=0,9989; Sy =0,0695; n =10

gde je:
tga — nagib linearnog dela kineticke krive u koordinatnom sistemu A = f'(t)
c(urea) — koncentracija uree izrazena u pg-cm”,
Sy — standardna devijacija fitovanja.

Limit detekcije

Limit detekcije (LOD) odreden je koriS¢enjem jednacine (Perez-Bendito i Silva, 1988, str.
252; Ermer, 2001):

LOD =33 - Sy/b, (76)
kao i1 primenom jednacine (Rahman et al. 2005; Morelli, 1983):
LOD =t/b [S¢* - (n—2)/(n—1)] * (77)
gde je:
Sy — standardna devijacija fitovanja kalibracione prave,
b — nagib kalibracione prave,
t — Studentov koeficijent za broj stepena slobode v =n— 2, pri 95 % stepenu poverenja i
n — broj tacaka kalibracione prave.
Dobijene vrednosti su 0,13 i 0,09 pg-cm™, respektivno.
Tacnost i reproduktivnost

Tacnost i1 reproduktivnost metode odredene su za tri koncentracije sa kalibracione prave na
osnovu rezultata iz pet merenja za svaku od izabranih koncentracija. Rezultati dobijeni
statistickom obradom podataka prikazani su u tabeli 9.
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Tabela 9. Tacnost i reproduktivnost odredivanja uree.

Koncentracija uree (ug-cm™)

RSD Y= 100
H
(o)
odmerena nadena (%)
n X £SD
0,25 0,24+ 0,02 8,33 —4,00
1,25 1,28 + 0,06 4,69 +2,40
2,50 2,48 £0,05 2,02 —0,80
X — srednja aritmeticka vrednost zan =15,
> (- %)
SD = ’:1—1 , standardna devijacija pojedinacnog merenja,
n -
SD . N
RSD = —-100% , relativna standardna devijacija i
X
X~ H _ tagnost metode.
U

Iz prikazanih rezultata se vidi da se relativna greska odredivanja uree ovom metodom krece od
8,33 do 2,02 % za interval koncentracije uree od 0,25 do 25 pg-cm™.

Selektivnost

Selektivnost ove metode odredena je ispitivanjem uticaja veceg broja katjona i anjona,
nekih antibiotika i organskih kiselina. Granica tolerancije posmatrana je pod optimalnim
uslovima i konstantnom koncentracijom uree od 1,25-10° mol-dm™ (0,75 pgem?), a
koncentracija ispitivanih supstanci je varirana u odnosu na zadatu koncentraciju uree sve dok nije
nadena ona koncentracija koja ometa njeno odredivanje (tabela 10). Granica tolerancije je ona
koncentracija strane supstance koja daje odstupanje u koncentraciji manje od dve standardne
devijacije koncentracije za sistem bez strane supstance (2s kriterijum) (Kirkbright, 1966) pri
odredivanju navedene koncentracije uree. Granica tolerancije data je kao odnos molarnih
koncentracija strane komponente i uree u ispitivanom rastvoru.

Tabela 10. Selektivnost odredivanja uree.
Granica

.. Jon/molekul
tolerancije
Cx [Curea )
10 Ni*", Fe’*, Mg**, CH;COO™, CO;™", CI”
10 Se**, Cd*, Mn*", Pb**, Cu*’, Br', SO,", glukoza,

askorbinska i limunska kiselina
Interferiraju kod

] F~, streptomicin, neomicin, doksiciklin
odnosa 1:1
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Rezultati ispitivanja selektivnosti metode pokazuju da joni Ni*, Fe*", Mg*", CH;COO™, CO5™",
CI” ne ometaju odredivanje uree ¢ak i kada su prisutni u koncentracijama do 100 puta ve¢im od
koncentracije uree. Prisustvo jona se*', cd*, Mn*", Pb*", Cu®’, Br, SO4 u koncentracijama
ve¢im 10 puta od koncentracije uree ne ometaju njeno odredivanje. Isti efekat imaju glukoza,
askorbinska i1 limunska kiselina. Znacajan uticaj na brzinu reakcije pokazuju jon F~ kao i
antibiotici streptomicin, neomicin i doksiciklin kada su prisutni u istoj koncentraciji kao i urea.

3.1.3. Primena kineticko—spektrofotometrijske metode za odredivanje uree

Aplikativnost predlozene metode je ispitana odredivanjem sadrzaja uree u kremi (tabela
11). Uzorak je pripreman po proceduri opisanoj u Eksperimentalnom delu.

Tabela 11. Tacnost i reproduktivnost odredivanja™ uree u kremi**.

Koncentracija uree (ug-cm™)

RSD X=H 100 Recovery
(%) # (%)
odmerena nadena (%)
n X £ SD
1,19 0,91 £0,06 6,59 -23,53 76,47

(*) Legenda velicina i odgovarajuci izrazi dati su uz tabelu 9 u poglaviju 3.1.2.
(**) Atopic, krema, 5 % uree, Medical Cosmetics, Crystal derma d.o.o, Beograd.
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3.2. Kineticko—spektrofotometrijsko odredivanje streptomicina

Na osnovu rezultata ispitivanja selektivnosti metode za odredivanje uree zapazen je
inhibitorni efekat streptomicina u obliku streptomicin-sulfata (SMS) na brzinu odigravanja
reakcije. U cilju izucavanja efekta interferencije SMS na dvostruko katalizovani operativni
mehanizam modifikovane Berthelot-ove reakcije (tabela 10 i jednaCine 66—72) snimljen je
apsorpcioni spektar sistema u prisustvu SMS (slika 36) u toku 7,2 min i1 uporeden je sa spektrom
na slici 27.

A A C
1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

190.00 332.00 474.00 616.00 758.00 900.00 A [nm]

Slika 36. Promena apsorpcionog spektra proizvoda modifikovane Berthelot-ove reakcije sa vremenom u
prisustvu SMS po dodatku R, nakon : a) 1 min, b) 4,6 min i c) 8,2 min. Pocetne koncentracije reaktanata
u rastvoru: 0,5 cm’® Rsfc(Na-salicilat) = 7,75-107  mol-dm™, c¢(Na-nitroprusid) = 4,19-107 mol-dm™,
c¢(EDTA) = 1,25:10" mol-dm™]; c(urea) = 2,0810° mol-dm?; c(ureaza) = 175 Udm?™; 0,2 cm’
Ry[¢(NaOCl) = 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; ¢(SMS)= 182,00 ug-cm™; fosfatni pufer
(pH=75);,t=250+0,1°C.

Na snimljenom spektru na slici 36 vidi se da se u prisustvu SMS na talasnoj duzini od 700 nm
maksimum apsorpcije mnogo sporije povecava u odnosu na isti maksimum na slici 27. Dakle,
SMS pokazuje jak inhibitorni efekat na brzinu formiranja kompleksa koji apsorbuje na 700 nm,
ali s druge strane, pokazuje kataliticki uticaj na razgradnju kompleksa koji apsorbuju u intervalu
talasnih duzina od 386 do 405 nm.

Radi razumevanja dvostruke uloge streptomicina, najpre su snimljeni apsorpcioni spektri:
1) Na-nitroprusida u fosfathom puferu i 2) Na-salicilata i R4 u istom puferu. Oba spektra nisu
pokazala Vis-apsorpcione maksimume. Potom je posmatrana interakcija izmedu NH;" (umesto
uree 1 ureaze) i reagensa Rs4. Promene u UV oblasti ovog sistema (slika 37a) odnose se na
simultano opadanje apsorpcionog maksimuma na 290 nm i pojavu apsorpcije na 243 nm, koja
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Slika 37. Promena apsorpcionih spektara reakcionih proizvoda sa vremenom: a) NH; i Ry b) NH;, SMS i
Ry ¢) SMS i R,. Pocetne koncentracije reaktanata: ¢(NH;OH) = 1,0-10” mol-dm™; 0,2 cm’ R,[¢(NaOCI)
= 1,24 -10° mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5:107 mol-dm™] i ¢(SMS) = 182,00 ug-cm™; fosfatni pufer (pH =
7,5);t=250x0,1°C.

106



potice od proizvoda reakcije, hloramina. Dodavanje SMS u ovu smeSu dovodi do trenutnog
gubljenja pika na 290 nm, koji se tokom praéenja brzine ove reakcije ponovo pojavljuje (slika
37b). Ovo se moze objasniti pojavom konkurentske reakcije izmedu SMS i hipohloritnih jona i
formiranja organskog hloramina (slika 37c). Zbog toga se umanjuje produkcija neorganskog
hloramina (H,NCl, jednacina 67), primarnog intermedijernog proizvoda, neophodnog za
dobijanje kompleksa AqF-H,NCI (jednacina 70), Sto ima za posledicu smanjene prinosa krajnjeg
proizvoda reakcije i opadanje apsorbance na 700 nm.

Inhibitorni efekat SMS na produkciju proizvoda modifikovane Berthelot-ove reakcije, koji
apsorbuje na 700 nm, iskoriS¢en je za razradu kinetiCko-spektrofotometrijske metode za
odredivanje SMS pra¢enjem brzine odigravanja reakcije na talasnoj duzini od 700 nm. Promena
apsorbance sa vremenom pracena je tokom 5 min, 60 s nakon dodatka reagensa R4 (slika 38).
Dobijene zavisnosti A = f'(t) su linearne u celom ispitivanom intervalu, ali su razlike u brzinama
reakcija za razliCite koncentracije SMS veoma male u pocetku odigravanja reakcije, do kraja
druge minute. Najpogodniji vremenski interval za kineticko ispitivanje i odredivanje brzine
reakcije je od 2 do 5 min, jer su promene apsorbance sa vremenom vece, Sto obezbeduje vec¢u
taCnost 1 preciznost kineticke metode.

A 0.20
0.15 1
0.101

0.05

0.00

Slika 38. Promene apsorbance rastvora sa vremenom za razlicite koncentracije SMS: 1) 0 ug-cm™, 2)
36,43 ugrem™, 3) 91,00 ug-cm™, 4) 145,72 ug-em™i 5) 182,00 ug-cm™ . Pocetne koncentracije u rastvoru:
1,0 cm’ R;[c(Na-salicilat) = 1,55:10° mol-dm?, ¢(Na-nitroprusid) = 8,38-10" mol-dm™, c¢(EDTA) =
2,50-10" mol-dm™]; c(urea) = 2,08:10° mol-dm™; c(ureaza) = 175 U-dm?; 0,2 ecm’ R,[c(NaOCl) =
1,24-10° mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; pH =7,5; t = 25,0 + 0,1 °C.

Da bi odredili $to nize koncentracije SMS ispitan je uticaj koncentracije svih reagujucih
komponenata na brzinu osnovne (bez SMS) i ispitivane (u prisustvu SMS) reakcije.
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3.2.1. Odredivanje optimalnih uslova odigravanja reakcije

Efekat pH vrednosti fosfatnog pufera na brzine obe reakcije ispitan je u intervalu od 6,8 do
8,0 (slika 39), odnosno u intervalu koncentracije H;O" jona od 1,0'10'8 do 1,58-107 mol-dm>.
Kako je najveca razlika u brzinama osnovne i ispitivane reakcije pri pH = 7,5, ova vrednost je
odabrana za dalja merenja. Brzina ispitivane reakcije je priblizno konstantna u ispitivanom
intervalu i nultog je reda u odnosu na koncentraciju H;O" jona. Zavisnost brzine osnovne reakcije

od pH nije linearna.
3.5—- 1
3'0_- ./\-\-

254

-1

tgorr10°, min

2.04

1.5

1.0

0.5+

L] [J
0.0 —— 1
6.8 7.0 7.2 7.4 7.6 7.8 8.0
pH

Slika 39. Zavisnost brzine osnovne (1) i ispitivane (2) reakcije od pH vrednosti fosfatnog pufera. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: 0,5 cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 7,75:107 mol-dm™, ¢(Na-nitroprusid) =
4,19-10" mol-dm™, ¢(EDTA) = 1,25-10” mol-dm™]; c(urea) = 2,08-10° mol-dm™; c(ureaza) = 175 U-dm™;
0,2 cm® Ry[c¢(NaOCl) = 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5:107 mol-dm™]; ¢(SMS) = 182,00 ug-cm™; t =
25,0£0,1 °C.

Za odredivanje reda ove reakcije prikazana je zavisnost negativnog logaritma brzine reakcije od
negativnog logaritma koncentracije H;O" jona (slika 40). Vrednosti redova reakcije su —0,13 i
+0,12 za interval pH od 6,8 do 7,5 1 od 7,5 do 8,0, respektivno.
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Slika 40. Zavisnost —log tgo. osnovne reakcije od —log c(H;0"). Pocetne koncentracije reaktanata u
rastvoru: 0,5 c¢m’ Rsfc(Na-salicilat) = 7,75-10° mol-dm™, c(Na-nitroprusid) = 4,19-107% mol-dm™,
c¢(EDTA) = 1,25:10" mol-dm™]; c(urea) = 2,0810° mol-dm”; c(ureaza) = 175 Udm?; 0,2 cm’
R,[¢(NaOCl) = 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5:107 mol-dm™]; t = 25,0 + 0,1 °C.

Brzine reakcija, osnovne i ispitivane, su linearno zavisne od koncentracije (iskazane preko
zapremine) reagensa R; (slika 41) i obe su prvog reda u odnosu na koncentraciju ovog reagensa
u intervalu od 0,2 do 1,5 cm’. Na osnovu dobijenih zavisnosti, zapremina od 1 cm’ je odabrana
kao optimalna, jer pri ve¢im vrednostima dolazi do skracenja intervala linearnosti kinetickih
krivih zbog ¢ega se tangens ugla nagiba tih pravih odreduje sa manjom ta¢noscu.

-1

tg o 10°, min

. T —
00 02 04 06 08 10 12 14 16

3
V(R)), cm

Slika 41. Zavisnost brzine osnovne (1) i ispitivane (2) reakcije od zapremine reagensa R; Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: c(urea) = 2,08-107° mol-dm™; c(ureaza) = 175 U-dm™; 0,2 cm’
R,[¢(NaOCl) = 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; ¢(SMS) = 182,00 ug-cm™; pH = 7,5; t
=250+0,1°C.

109



Uticaj koncentracije uree na brzine reakcija ispitivan je u intervalu (1,04 — 3,13)-107
mol-dm”, a eksperimentalni rezultati su prikazani na slici 42.

1
~
1

2

tg o- 107, min’
(2]
1

2

14 /
. . . . . . . .
1.0 15 2.0 2.5 3.0 35
c(urea) 10°, mol-dm”

Slika 42. Zavisnost brzine osnovne (1) i ispitivane (2) reakcije od koncentracije uree. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: 1,0 cm® Rs[c(Na-salicilat) = 1,55-107 mol-dm™, c(Na-nitroprusid) =
8,38:10" mol-dm™, ¢(EDTA) = 2,50-10" mol-dm™]; c(ureaza) = 175 Udm™; 0,2 cm® R,[c(NaOCl) =
1,24-10° mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,510 mol-dm™]; ¢(SMS) = 182,00 ug-cm™; pH = 7,5:t = 25,0+ 0,1 °C.

Brzina ispitivane reakcije se zanemarljivo menja sa porastom koncentracije uree i stoga je ova
reakcija nultog reda u odnosu na koncentraciju uree. Zavisnost brzine osnovne reakcije od
koncentracije uree je linearna u celom ispitivanom intervalu i ova reakcija je +1 reda u odnosu na
koncentraciju uree. Kao optimalna koncentracija uree odabrana je 2,08-10° mol-dm>, jer pri
vec¢im vrednostima dolazi do skracenja linearnog dela kinetickih krivih zbog Cega se tangens ugla
nagiba tih pravih odreduje sa manjom pouzdanoscu.

Rezultati ispitivanja brzine osnovne 1 ispitivane reakcije u zavisnosti od koncentracije
enzima prikazani su na slici 43.
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Slika 43. Zavisnost brzine osnovne (1) i ispitivane (2) reakcije od koncentracije ureaze. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: 1,0 cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 1,55-107 mol-dm™, ¢(Na-nitroprusid) =
8,38:10" mol-dm™, ¢c(EDTA) = 2,50-10* mol-dm™]; c(urea) = 2,08-10° mol-dm™; 0,2 cm’ R,[c(NaOCI) =
1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107° mol-dm™]; ¢(SMS) = 182,00 ug-cm™; pH = 7,5; t = 25,0 £ 0,1 °C.

Brzina ispitivane reakcije se neznatno menja sa povecanjem koncentracije ureaze, tako da je ova
reakcija nultog reda. Brzina osnovne reakcije je linearna funkcija koncentracije ureaze u opsegu
koncentracija od 87,5 do 262,5 U-dm™ i prvog je reda. Koncentracija od 175 U-dm™ je kor§¢ena
za dalji rad, jer pri ve¢im vrednostima dolazi do skrac¢enja linearnog dela kinetickih krivih zbog
Cega se tangens ugla nagiba tih pravih odreduje sa manjom pouzdanoscu.

Ispitan je i uticaj koncentracije, iskazane preko zapremine, reagensa R4 na brzinu osnovne i
ispitivane reakcije (slika 44).
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Slika 44. Zavisnost brzine osnovne (1) i ispitivane (2) reakcije od zapremine reagensa R, Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: 1,0 cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 1,55-107 mol-dm™, c¢(Na-nitroprusid) =
8,38:10" mol-dm™, ¢(EDTA) = 2,50-10” mol-dm™]; c(urea) = 2,08-107 mol-dm™; c(ureaza) = 175 U-dm™;
c(SMS) = 182,00 ug-em™; pH = 7,5; t = 25,0+ 0,1 °C.

Brzina osnovne reakcije pokazuje maksimum za 0,2 cm’ R4 reagensa i prvog je reda u odnosu na
koncentraciju ovog reagensa u opsegu od 0,1 do 0,2 cm’. Nakon toga brzina reakcije se naglo
smanjuje. Ispitivana reakcija pokazuje kontinualni porast brzine sa pove¢anjem koncentracije tj.
zapremine R4 reagensa i prvog je reda u odnosu na koncentraciju ovog reagensa u opsegu od 0,1
do 0,4 cm’. Zapremina od 0,2 cm’ ovog reagensa je odabrana kao optimalna, jer je na toj
vrednosti zapremine razlika u brzinama reakcija najveca.

Na osnovu prethodno datih zavisnosti brzina osnovne i ispitivane reakcije od koncentracije
svakog reaktanta pojedinacno, kao 1 odredivanja reda reakcije u odnosu na koncentraciju svakog
reaktanta pojedinacno, mogu se postaviti kineticke jednacine za ispitivane procese:

osnovna reakcija

de _ o Lon
dt

1 H;0*" 'Curca 'curcaza 'CR

(78)

-CR

3 4

za interval koncentracija:

H;0" = (1-3,16)-10® mol-dm™; pH= 7,5 - 8,0
R;=02-15cm’

uree = (1,04 —3,13)-10” mol-dm™

ureaze = 87,5 — 262,5 U-dm™

Rs=0,1- 02 cm’
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ispitivana reakcija

dc _
zz k, "Cr, " Cg, 'Cs1\14s (79)

za interval koncentracija:

H;0"=1:10® - 1,58:107 mol-dm™; pH = 6,8 — 8,0
R;=02-15cm’

uree = (1,04 — 3,13)-10” mol-dm™

ureaze = 87,5 — 262,5 U-dm™

R4s=0,1 — 0,4 cm’

gde je:
dc o
i promena koncentracije indikatorske supstance,
ki — uslovna konstanta brzine osnovne reakcije,
k> — uslovna konstanta brzine ispitivane reakcije.

3.2.2. Validacija Kkineticko—spektrofotometrijske metode za odredivanje
streptomicina

Validacija metode izvrSena je odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije, tacnosti,
preciznosti i selektivnosti.

Linearnost

Uticaj SMS na brzinu reakcije pracen je pri prethodno odabranim optimalnim uslovima
odigravanja reakcije: 1,0 cm’ Ri[c(Na-salicilat) = 1,55:107 mol-dm™, c(Na-nitroprusid) =
8,38:10* mol-dm>, c(EDTA) = 2,50-10" mol-dm'3],' c(urea) = 208107 mol-dm™: c(ureaza) =
175 Udm?; 0,2 em® Ryfc(NaOCI) = 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,510 mol-dm™]; pH =
7,5;t=25,0+0,1 °C. Dobijena kalibraciona prava (slika 45) je linearna u intervalu koncentracije
SMS od 18,20 do 182,00 pug-cm™ i moZe se koristiti za odredivanje SMS u rastvoru primenom
sledece jednacine:

tga-10° = (5,7780 £ 0,0836)— (0,0311 + 7,4023-10*)-¢(SMS); (80)
r=-0,9978; Sg=0,1224; n = 10

gde je:
tga — nagib linearnog dela kineti¢ke krive u koordinatnom sistemu A = f(t),
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¢(SMS) — koncentracija streptomicin-sulfata izraZena u pg-cm™,
Sy — standardna devijacija fitovanja.

6 -

tg (1-102, min
(92
1

0 ' 50 ' 1(‘)0 ' 1;0 ' 2(‘)0

¢(SMS), pg-em”
Slika 45. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije SMS. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru:
1,0 cm® Rsfc(Na-salicilat) = 1,55-107 mol-dm™, c(Na-nitroprusid) = 838107 mol-dm™, c¢(EDTA) =

2,50-10" mol-dm™]; c(urea) = 2,08:10° mol-dm™; c(ureaza) = 175 Udm?; 0,2 ecm’ R,[c(NaOCl) =
1,24-10° mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; pH =7,5; t = 25,0 £ 0,1 °C.

Limit detekcije

Limit detekcije (LOD) odreden je koris¢enjem jednacina (76) i (77). Dobijene vrednosti su
12,99 i 8,54 pg-cm™, respektivno.

Tacnost i reproduktivnost

Tacnost i reproduktivnost metode odredene su za tri koncentracije sa kalibracione prave na
osnovu rezultata iz pet merenja za svaku od izabranih koncentracija. Rezultati dobijeni
statistickom obradom podataka prikazani su u tabeli 12.

Tabela 12. Tacnost i reproduktivnost odredivanja” SMS.

Koncentracija SMS (ug-cm™)

RSD X4 100
odmerena nadena %) #(%)
n X =SD
18,20 19,81+ 1,75 8,83 +8,85
91,00 99,42 + 5,27 5,30 +9,25
182,00 175,4 + 0,97 0,55 —3,63

(*) Legenda velicina i odgovarajuci izrazi dati su uz tabelu 9 u poglaviju 3.1.2.
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Iz prikazanih rezultata se vidi da se relativna greska odredivanja SMS ovom metodom krec¢e od
8,83 do 0,55 % za interval koncentracije SMS od 18,2 do 182 pg-cm™.

Selektivnost

Selektivnost ove metode je odredena ispitivanjem uticaja veceg broja katjona i1 anjona,
proteina i1 sastojaka praskastih lekova. Granica tolerancije posmatrana je pod optimalnim
uslovima i konstantnom koncentracijom SMS od 6,25-10° mol-dm™ (91 pg-em™), a
koncentracija ispitivanih supstanci je varirana u odnosu na zadatu koncentraciju SMS sve dok
nije nadena ona koncentracija koja ometa njegovo odredivanje (tabela 13). Granica tolerancije je
ona koncentracija strane supstance koja daje odstupanje u koncentraciji manje od dve standardne
devijacije koncentracije za sistem bez strane supstance (2s kriterijum) (Kirkbright, 1966) pri
odredivanju navedene koncentracije SMS. Granica tolerancije data je kao odnos molarnih
koncentracija strane komponente i SMS u ispitivanom rastvoru.

Tabela 13. Selektivnost odredivanja SMS.
Granica

.. Jon/molekul
tolerancije
¢x /esms )
10 Ca’", Mg”", CI", laktoza, fruktoza, glukoza, skrob
10 NO;~, SO
1 Co™, Cd*", Zn*™, Pb*", COs*", HCO;~

Interferiraju kod

odnosa 1:1 F,Br, C;04, SCN, proteini

Rezultati ispitivanja selektivnosti metode pokazuju da laktoza, fruktoza, glukoza i skrob, koji su
najéedé¢i ekscipienti praskastih lekova, kao i zemnoalkalni metali Ca®” i Mg”" ne ometaju
odredivanje SMS cak i kada su prisutni u koncentracijama do 100 puta ve¢im od koncentracije
SMS. Slican efekat pokazuje i Cl™ jon. Prisustvo nitratnih i sulfatnih jona u koncentracijama 10
puta ve¢im od koncentracije SMS ne ometaju njegovo odredivanje. Odredivanje SMS se takode
moze neometano vrsiti u prisustvu jona Co*", cd*, zn*", Pb*", CO5*", HCO; . Znacajan uticaj na
brzinu reakcije pokazuju anjoni F~, Br, C,0,>, SCN", kao i proteini kada su prisutni u
koncentraciji jednakoj koncentraciji SMS u rastvoru.

3.2.3. Primena Kineticko—spektrofotometrijske metode za odredivanje
streptomicina

Aplikativnost predloZzene metode ispitana je odredivanjem sadrzaja streptomicina u
komercijalnom farmaceutskom preparatu streptomicin-sulfata (prasak za injekcije) (tabela 14) i
humanom urinu (tabela 15). Uzorci su pripremani po procedurama opisanim u Eksperimentalnom
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delu. Dobijeni rezultati su validirani uporedivanjem sa HPLC (Kurosawa et al. 1985) rezultatima
primenom testa nulte hipoteze za obe vrste uzoraka. Hromatogrami odredivanja SMS u praSku za
injekcije 1 humanom urinu dati su na slici 46. Dobijeni hromatogrami standarda i uzoraka
pokazali su poklapanje retencionih vremena za analiziranu aktivohu komponentu, SMS. U cilju
kvantitativne analize, odredena je integrisana povrsSina za dati pik i sa kalibracionog dijagrama za
dobijene vrednosti povrSina pikova izracunate su koncentracije streptomicina, odnosno SMS u
ispitivanim uzorcima. Vrednosti F-testa i Studentovog t-testa pokazale su da nema znacajnije
razlike u rezultatima dobijenim kineticko-spektrofotometrijskom i HPLC metodom za obe vrste
uzoraka (Feksp. < Fiab. 1 teksp. < tiab.). Rezultat dobijen za sadrZaj streptomicina u prasku za injekcije
je takode u saglasnosti sa vrednos¢u datom od strane proizvodaca.

Tabela 14. Tacnost i reproduktivnost odredivanja streptomicina u prasku za injekcije*.

Vrednosti mase streptomicina (mg)

-y Recovery
odredena odredena RSD ——100 (Kineti¢ka Fotest  ttest
deklarisana  Kineti¢kom HPLC (%) ”0/ metoda)
u metodom metodom (%) (%)
(X % SD) (X = SD)
1000,00 1091,00 £46,23 1052,00+£ 1891 4,24 +9,1 109,10 5,97 1,75

x —srednja vrednost i SD — standardna devijacija za n = 5 merenja i za stepen poverenja od 95 %;

Recovery (%) = nadeno/odmereno - 100;
Teorijske vrednosti za F-test (v =4, v, =4) i t-test (v = 8) za stepen poverenja od 95 % su 6,39 i 2,306, respektivno.
(*) Streptomicin, prasak za injekcije,1 g streptomicina u obliku streptomicin-sulfata, Galenika®, a.d. Beograd.

Tabela 15. Tacnost i reproduktivnost odredivanja™ SMS u humanom urinu metodom standardnih
dodataka.

Vrednosti koncentracije SMS (ug-cm™) Recovery

X—p
. 100 . o w
?dre‘(‘Eena odredena HPLC RSD Y7 (kinetiCka F-test t-test
dodata kinetickom (%) metoda)
metodom (%) o
n metodom (X +SD) (%)
(X +SD) x
72,85 65,00 £+ 5,00 70,60 £+ 2,56 7,69 -10,78 89,22 3,81 2,23
91,00 83,59 £5,99 85,68 £2,58 7,17 -8,14 91,86 539 0,72
127,48 119,07 £4,22 123,47 +£2,33 3,54 —-6,60 93,40 328 2,04

(*) Legenda velicina i odgovarajuci izrazi dati su uz tabelu 14.
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Slika 46. HPLC hromatogrami: a) prasak za injekcije SMS (91 ug-cm™) i b) spajkovan humani urin (91
ug-em™). Kolona: Spherisorb S50DS (5 um), dimenzija 250 x 4,6 mm; A = 195 nm. Mobilna faza: (0,025
mol-dm™ NaH. LPO, + 0,01 mol -dm’ Na-heksansulfonat, pH = 2,6) : acetonitril = 90:100.
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3.3. Kineticko—spektrofotometrijsko odredivanje neomicina

U cilju izucavanja efekta interferencije neomicina u obliku neomicin sulfata (NMS) na
sloZzeni mehanizam modifikovane Berthelot-ove reakcije (tabela 10 i jednacine 66-72) snimljeni
su apsorpcioni spektri sistema sa i bez NMS, 60 s nakon dodavanja R4 u trajanju od 7,2 min.
Uocena su dva efekta NMS na osnovni sistem. Na slici 47 prikazane su promene apsorpcionih
spektara sistema bez (krive 1) i u prisustvu malih koncentracija neomicina (krive 2) sa
vremenom.

Aik

0.8

0.6 1

0.4

0.2

0.0

190.00 332.00 474.00 616.00 758.00 900.00 ) [nm]

Slika 47. Promene apsorpcionih spektara reakcionih proizvoda sa vremenom po dodatku R,, nakon: a,a’)
1 min; b,b') 4,6 min i ¢,c') 8,2 min. Krive: 1 — osnovna reakcija i 2 — ispitivana reakcija. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: 1,0 cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 1,55-107 mol-dm”, ¢(Na-nitroprusid) =
8,38-10" mol-dm>, c(EDTA) = 25107 mol-dm'3],' c(urea) = 4,16-10° mol-dm>; c(ureaza) = 175 U-dm?;
0,2 cm® Ry[¢(NaOCI) = 1,24-10° mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5:107 mol-dm™]; c(neomicin) = 30,75 ug-cm™;
fosfatni pufer (pH = 7.5); t = 25,0 £ 0,1 °C.

Sa prikazanih spektara se uocava da je stvaranje proizvoda reakcije koji apsorbuje na 700 nm
mnogo brze u prisustvu neomicina (30,75 pg-em™), §to ukazuje na aktivatorni efekat neomicina
pri ovoj koncentraciji, jer je u posmatranom vremenskom intervalu brzina ove reakcije veca u
odnosu na brzinu osnovne reakcije. Kada je koncentracija neomicina pove¢ana na 123 pg-cm™
zapazen je inhibitorni efekat ovog antibiotika pri navedenoj koncentraciji, Sto se moze videti na
osnovu promena apsorpcionih spektara sa vremenom, prikazanih na slici 48. Stoga, sistem sa
neomicinom u posmatranom vremenskom intervalu karakteriSe smanjenje brzine reakcije u
odnosu na osnovni sistem. Neomicin, pri ovoj koncentraciji, pokazuje inhibitorni uticaj na
formiranje kompleksa koji apsorbuju u intervalu talasnih duzina od 386 do 405 nm. Manje
vrednosti maksimuma svih apsorbanci su posledica ometanja reakcije izmedu Na-nitroprusida i
reagensa Ry (slika 28).
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Slika 48. Promene apsorpcionih spektara reakcionih proizvoda sa vremenom po dodatku R,, nakon: a,a’)
1 min; b,b’) 4,6 min i c¢,c’) 8,2 min. Krive: 1 — osnovna reakcija i 2 — ispitivana reakcija. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: 1,0 cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 1,55-107 mol-dm™, ¢(Na-nitroprusid) =
8,38:10" mol-dm™, c(EDTA) = 2,5:10* mol-dm™]; c(urea) = 4,16:10° mol-dm™; c(ureaza) = 175 U-dm™;
0,2 em® Ry[¢(NaOCI) = 1,24-10° mol-dm™; ¢(NaOH) = 2,5:107° mol-dm™]; c(neomicin) = 123 ug-cm™;
fosfatni pufer (pH = 7,5), t = 25,0£0,1 °C.

U cilju analize navedenih efekata neomicina, snimljeni su pojedinac¢ni spektri ovog
antibiotika sa reagensima Rj; i R4 u fosfatnom puferu. Neomicin i reagens R; ne reaguju u
fosfatnom puferu. Neomicin, u zavisnosti od koncentracije, reaguje sa reagensom Ry i daje
razli¢ite spektre. Pri nizim koncentracijama neomicina, uocava se opadanje apsorbance
hipohlorita koji apsorbuje na 292 nm (slika 49a), dok pri veéim koncentracijama neomicina,
stvara se proizvod koji apsorbuje na 252 nm, a sa vremenom se razgraduje (slika 49b). Ovaj pik
verovatno predstavlja organski hloramin nastao izmedu neomicina i hipohlorita iz reagensa Ry.

Rezultati analize spektara reakcionog sistema neomicin-R4-NH;" (amonijak umesto uree i
ureaze) potvrduju da neomicin, prisutan u ve¢im koncentracijama, inhibira formiranje hloramina
(jednacina 67), slika 50b. Pri nizim koncentracijama neomicina zapaza se opadanje apsorbance
na 292 nm, ali i pojava maksimuma na 252 nm, slika 50a.
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Slika 49. Promene apsorpcionih spektara reakcionih proizvoda sa vremenom. Pocetne koncentracije
reaktanata u rastvoru: 0,2 cm’ R,[¢c(NaOCl) = 1,24:107 mol-dm™; ¢(NaOH) = 2,5-10° mol-dm™]; a)
c(neomicin) = 23,06 ug-cm™; b) c(neomicin) = 123 ug-cm™; fosfatni pufer (pH = 7,5); t = 25,0 £ 0,1 °C.
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Slika 50. Promene apsorpcionih spektara reakcionih proizvoda sa vremenom. Pocetne koncentracije
reaktanata u rastvoru: c(NH,OH) =1,0-107 mol-dm>: 02 cm’ R,[c(NaOCI) = 1,24-10° mol-dm™;
¢(NaOH) = 2,5:107° mol-dm™]; a) c(neomicin) = 23,06 ug-cm™; b) c(neomicin) = 123 ug-cm™; fosfatni
pufer (pH =7,5); t=25,0+0,1 °C.

Inhibitorni efekat neomicina na produkciju proizvoda modifikovane Berthelot-ove
reakcije, koji apsorbuje na 700 nm, iskoriS¢en je za razradu kinetiCko-spektrofotometrijske
metode za njegovo odredivanje pracenjem brzine odigravanja reakcije na talasnoj duzini od 700
nm. Promena apsorbance sa vremenom pracena je tokom 5 min, 60 s nakon dodatka reagensa R4
(slika 51). Dobijene zavisnosti A = f'(t) su linearne u celom ispitivanom intervalu, ali su razlike u
brzinama reakcija za razli¢ite koncentracije neomicina veoma male u pocetku odigravanja
reakcije, do kraja druge minute. Najpogodniji vremenski interval za kinetiCko ispitivanje i
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odredivanje brzine reakcije je od 2 do 5 min, jer su promene apsorbance sa vremenom vece, §to
obezbeduje vecu ta¢nost i preciznost primenjene diferencijalne varijante tangensne metode.

A 0254
0.20
0.15+4
0.10 4

0.05 4

0.00

Slika 51. Promene apsorbance rastvora sa vremenom za razlicite koncentracije neomicina: 1) 153,70
ugem™, 2) 123 ugem™, 3) 107,62 ug-em™, 4) 92,25 ug-em™, 5) 76,88 ug-em™ i 6) 0 ug-em™. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: 1,0 cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 1,55-107 mol-dm™, ¢(Na-nitroprusid) =
8,38-10" mol-dm”, c(EDTA) = 2,50-10" mol'dm'3]; c(urea) = 4,16-10° mol-dm™; c(ureaza) = 175 U-dm™;
0,2 em’ Ry[¢(NaOCl) = 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; pH = 7,5; t = 25,0 £ 0,1 °C.

Obzirom na to da je uoceni inhibitorni efekat izrazeniji od aktivatornog, odredivanje
optimalnih uslova reakcije je vreno sa veéom koncentracijom neomicina, 153,70 pg-em™. U
cilju razrade metode za odredivanje Sto nizih koncentracija neomicina na osnovu njegovog
inhibitornog dejstva na brzinu osnovne reakcije, ispitan je uticaj koncentracije reaguju¢ih
komponenata na brzine osnovne i ispitivane reakcije koje su prac¢ene na 700 nm.

3.3.1. Odredivanje optimalnih uslova odigravanja reakcije

Efekat pH vrednosti fosfatnog pufera na brzine obe reakcije ispitan je u intervalu od 6,8 do
8,0 (slika 52), odnosno u intervalu koncentracije H;0" jona od 1,0-10® do 1,58:107 mol-dm™.
Kako je najvecéa razlika u brzinama osnovne i ispitivane reakcije pri pH = 7,5, ova vrednost je
odabrana za dalja merenja. Brzina ispitivane reakcije je priblizno konstantna u ispitivanom
intervalu i nultog je reda. Zavisnost brzine osnovne reakcije od pH nije linearna.
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Slika 52. Zavisnost brzine osnovne (1) i ispitivane (2) reakcije od pH vrednosti. Pocetne koncentracije
reaktanata u rastvoru: 1,0 cm’ R;[c(Na-salicilat) = 1,55-10° mol-dm™, c¢(Na-nitroprusid) = 8,38:10"
mol-dm™, c¢(EDTA) = 2,5-10™ mol'dm'3]; c(urea) = 4,16-10° mol-dm™; c(ureaza) = 175 Udm?; 0,2 e’
R,[c(NaOCl) = 1,24-10° mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-10° mol-dm™]; c(neomicin) = 153,70 ug-cm™; t =
25,0+0,1 °C.

Za odredivanje vrednosti reda ove reakcije prikazana je zavisnost negativnog logaritma brzine
reakcije od negativnog logaritma koncentracije H;O" jona (slika 53). Vrednosti redova reakcije
su—0,31+0,1 za interval pH od 6,8 do 7,5 1 od 7,5 do 8,0, respektivno.

1.40

-log tga
L}

1.35
1.30 [ ]
1.25

1 [ ] [ ]
]
1.20

1.15 —Y—7——7—
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M

-log ¢(H,0')

Slika 53. Zavisnost —log tgo. osnovne reakcije od —log c(H;0"). Pocetne koncentracije reaktanata u
rastvoru: 1,0 cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 1,55-10° mol-dm”, c(Na-nitroprusid) = 838107 mol-dm™,
c(EDTA4) = 25107 mol-dm'3]; c(urea) = 4,16-10° mol-dm™; c(ureaza) = 175 Udm?>: 0,2 cm’
Ry[¢(NaOCl)= 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™].

Brzine reakcija, osnovne i ispitivane, su u posmatranom intervalu linearno zavisne od
koncentracije (iskazane preko zapremine) reagensa Rj (slika 54) i obe su prvog reda u odnosu na
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koncentraciju ovog reagensa. Na osnovu dobijenih zavisnosti, zapremina od 1 c¢m® je odabrana
kao optimalna, jer pri ve¢im vrednostima dolazi do skrac¢enja linearnog dela kinetickih krivih
zbog Cega se tangens ugla nagiba tih pravih odreduje sa manjom pouzdanoséu.

-1
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T T T T T T T T T T T 1
0.4 0.6 0.8 1.0 12 1.4 16

VR), cm’

Slika 54. Zavisnost brzine osnovne (1) i ispitivane (2) reakcije od zapremine reagensa R; Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: c(urea) = 4,16:10° mol-dm™; c(ureaza) = 175 U-dm™; 0,2 cm’
Ry[¢(NaOCI) = 1,24-107° mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; c(neomicin) = 153,70 ug-cm™; pH =
7,5, t=250+0,1°C.

Uticaj koncentracije uree na brzine reakcija ispitivan je u intervalu (2,08-8,32)-107
mol-dm>, a eksperimentalni rezultati su prikazani na slici 55.
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Slika 55. Zavisnost brzine osnovne (1) i ispitivane (2) reakcije od koncentracije uree. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: 1,0 cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 1,55-107 mol-dm™, ¢(Na-nitroprusid) =
8,38:10" mol-dm™, c(EDTA) = 2,50-107 mol-dm™]; c(ureaza) = 175 U-dm?; 0,2 em’ R,[c(NaOCI) =
1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; c(neomicin) = 153,70 ug-cm™; pH = 7,5; t = 25,0 £ 0,1
°C.
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Zavisnosti brzina ispitivane i osnovne reakcije od koncentracije uree su linearne u celom
ispitivanom intervalu, stoga su one prvog reda u odnosu na koncentraciju uree. Kao optimalna
koncentracija uree odabrana je 4,16-10” mol-dm™.

Rezultati ispitivanja brzine osnovne i ispitivane reakcije u odnosu na koncentraciju enzima
prikazani su na slici 56.

94
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Slika 56. Zavisnost brzine osnovmne (1) i ispitivane (2) reakcije od koncentracije ureaze. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: 1,0 cm’ Rs[c(Na-salicilat) = 1,55-107 mol-dm™, ¢(Na-nitroprusid) =
8,38:10 mol-dm™, ¢c(EDTA) = 2,50-107" mol-dm™]; c(urea) = 4,1610° mol-dm™; 0,2 em’ R,[c(NaOCI) =
1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; c(neomicin) = 153,70 ug-cm™; pH = 7,5; t = 25,0 £ 0,1
°C.

Brzina ispitivane reakcije se neznatno menja sa povecanjem koncentracije ureaze, tako da je ova
reakcija nultog reda u odnosu na koncentraciju enzima. Brzina osnovne reakcije je linearna
funkcija koncentracije ureaze u opsegu koncentracija od 87,5 do 262,5 U-dm™ i prvog je reda u
odnosu na koncentraciju enzima. Koncentracija od 175 U-dm™ je kori$¢ena za dalji rad, jer se pri
ve¢im vrednostima skracuje interval linearnosti kinetickih krivih zbog Cega se tangens ugla
nagiba tih pravih odreduje sa manjom tacnoscu.

Ispitan je i1 uticaj koncentracije (iskazane preko zapremine) reagensa R4 na brzinu obe
reakcije (slika 57).
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Slika 57. Zavisnost brzine osnovne (1) i ispitivane (2) reakcije od zapremine R, Pocetne koncentracije
reaktanata u rastvoru: 1,0 cm’ R;[c(Na-salicilat) = 1,55-10° mol-dm™, c(Na-nitroprusid) = 8,38-10°"
mol-dm™, ¢(EDTA) = 2,50-107 mol-dm™]; c(urea) = 4,16:10° mol-dm™; c(ureaza) = 175 U-dm™;
c(neomicin) = 153,70 ,ug-cm'j; pH=75t=250+01 °C.

Brzina osnovne reakcije pokazuje maksimum za 0,2 cm® R4 reagensa. Nakon toga brzina reakcije
se naglo smanjuje. Ispitivana reakcija pokazuje porast brzine sa povecanjem koncentracije tj.
zapremine Ry reagensa. Zapremina od 0,2 cm® ovog reagensa je odabrana kao optimalna, jer je na
toj vrednosti zapremine reagensa R4 najveca razlika u brzinama reakcija. Obe reakcije su +1 reda
u odnosu na koncentraciju ovog reagensa u intervalu od 0,1 do 0,2 cm’.

Na osnovu prethodno datih zavisnosti brzina osnovne 1 ispitivane reakcije od svakog
reaktanta pojedinacno, kao i odredivanja reda reakcije u odnosu na svaki reaktant pojedinac¢no,
mogu se postaviti kineticke jednacine za ispitivane procese:

osnovna reakcija

dc PR

et - C - c “Cg, cCg, (81)

H,0" urea ureaza

za interval koncentracija:

H;0"= (1,0 - 3,16)-10™ mol-dm™; pH = 7,5 — 8,0
R;=02-15cm’

uree = (2,08 — 8,32)-10”° mol-dm™

ureaze = 87,5 — 262,5 U-dm™

R;=0,1-02cm’
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ispitivana reakcija

dc -1

;Zkz'c *Cqr (82)

4 neomicin

za interval koncentracija:

H;0"=1-10® - 1,58:107 mol-dm™; pH = 6,8 — 8,0
R;=02-15cm’

uree = (2,08 — 8,32)-10° mol-dm™

ureaze = 87,5 - 262,5 U-dm™

R4=0,1-0,2cm’

gde je:
dc e
= promena koncentracije indikatorske supstance,
t

ki — uslovna konstanta brzine osnovne reakcije,
k> — uslovna konstanta brzine ispitivane reakcije.

3.3.2. Validacija kineticko—spektrofotometrijske metode za odredivanje
neomicina

Validacija metode izvrSena je odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije, tacnosti,
preciznosti i selektivnosti.

Linearnost

Uticaj neomicina na brzinu reakcije pracen je pri prethodno odabranim optimalnim
uslovima odigravanja reakcije: 1,0 em’ Rs[c(Na-salicilat) = 1,55-107 mol-dm™, c¢(Na-nitroprusid)
= 838107 mol-dm™, c(EDTA) = 2,50-10" mol-dm'3],' c(urea) = 4,16-10° mol-dm™; c(ureaza) =
175 Udm?; 0,2 em® Ryfc(NaOCl) = 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107° mol-dm™]; pH =
7.5, t=250+0,1 °C.

Neomicin pokazuje aktivatorni efekat u opsegu koncentracija od 15,37 do 46,12 pg-em™ i
brzina reakcije linearno raste. Kalibraciona prava (slika 58) moze se prikazati slede¢om

jednacinom:
tgo- 10° = (7,1000 = 0,2174) + (0,1522 + 0,0067)-c(neomicin); (83)
r=0,9971; Sp=0,1620; n=>5

gde je:
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tga — nagib linearnog dela kineticke krive u koordinatnom sistemu A = f(t) i
c(neomicin) — koncentracija neomicina izrazena u pg-cm>,
So — standardna devijacija fitovanja.

1
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Slika 58. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije neomicina. Pocetne koncentracije reaktanata u
rastvoru: 1,0 ¢cm’ Rs[c¢(Na-salicilat) = 1,55-107 mol-dm™, c(Na-nitroprusid) = 838107 mol-dm”,
c¢(EDTA4) = 2.50-107 m01-dm'3]; c(urea) = 4,16-10° mol-dm™: c(ureaza) = 175 Udm?>; 0,2 cm’
R,[¢(NaOCl) = 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; pH =75, t = 25,0+ 0,1 °C.

Neomicin pokazuje inhibitorni efekat u intervalu koncentracije 76,88—153,70 pg-cm™ i
brzina reakcije linearno opada (slika 59).

tgo 10°,min’

70 ' 8‘0 ' 9‘0 'l(I)O'liO’léO’léO’léIlO'lgO'l(ISO

¢ (neomicina), ug~cm'3
Slika 59. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije neomicina. Pocetne koncentracije reaktanata u
rastvoru: 1,0 ¢cm’ Rifc(Na-salicilat) = 1,55-10° mol-dm™, c(Na-nitroprusid) = 838107 mol-dm™,

c¢(EDTA) = 2,50-10" mol-dm™]; c(urea) = 4,16:10° mol-dm™; c(ureaza) = 175 Udm?; 0,2 cm’
Ry[¢(NaOCl) = 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; pH =75, t =250+ 0,1 °C.
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Jednacina prave za odredivanje neomicina u navedenom intervalu je:

tga-10% = (8,6676 + 0,2557) — (0,0524 + 0,0022)-c(neomicin); (84)
r =-0,9966; So=0,1390; n=6

Limit detekcije

Limit detekcije (LOD) odreden je koris¢enjem jednacina (76) i (77). Dobijene vrednosti su
3,5112,93 ug-cm’3, respektivno.

Tacnost i reproduktivnost

Tacnost i reproduktivnost metode odredene su za tri koncentracije sa kalibracionih pravih
na osnovu rezultata iz pet merenja za svaku od izabranih koncentracija. Rezultati dobijeni
statistickom obradom podataka prikazani su u tabeli 16.

Tabela 16. Tacnost i reproduktivnost odredivanja” neomicina.

Koncentracija neomicina (ug-cm™)

RSD T 100
odmereno nadeno (%) ﬂ(% )
n X £SD
15,37 14,99 + 0,52 3,47 —2,47
30,75 31,74 + 1,32 4,16 +3,22
46,12 44,02 +£1,23 2,79 —4,55
76,88 73,61 £ 1,46 1,99 —4.,25
123,00 124,86 + 1,23 0,98 +1,51
153,70 152,55+ 1,03 0,68 —0,75

(*) Legenda velicina i odgovarajuci izrazi dati su uz tabelu 9 u poglaviju 3.1.2.

Iz prikazanih rezultata vidi se da se vrednost relativne greske odredivanja neomicina ovom
metodom krece od 3,47 do 2,79 % (za interval koncentracije neomicina od 15,37 do 46,12
pg-em™) i od 1,99 do 0,68 % (za interval koncentracije neomicina od 76,88 do 153,7 pg-cm™).

Selektivnost

U cilju utvrdivanja selektivnosti ove metode ispitan je uticaj nekih jona i organskih
molekula na brzinu ispitivane reakcije sa inhibitornim efektom koju daje koncentracija neomicina
od 2:10* mol-dm™ (123 pg-cm™) i na brzinu ispitivane reakcije sa aktivatornim efektom koju
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daje koncentracija neomicina od 3,75-10” mol-dm™ (23,06 pg-cm™). Koncentracija ispitivanih
supstanci varirana je u odnosu na zadate koncentracije neomicina sve dok nije nadena ona
koncentracija koja ometa njegovo odredivanje (tabele 17 1 18). Granica tolerancije data je kao

odnos molarnih koncentracija strane komponente i neomicina u ispitivanom rastvoru. Pri tome je
uzeto da je granica tolerancije ona koncentracija strane supstance koja daje odstupanje do dve
standardne devijacije koncentracije prilikom odredivanja neomicina (2s kriterijum) (Kirkbright,

1966).

Tabela 17. Granica tolerancije stranh jona i molekula pri odredivanju
neomicina (inhibitorni efekat).
Granica
tolerancije

Jon/molekul

(69)

Cx /cneomicin

1

Ccd*, cu*, Pb*", CI', COs™

Interferiraju kod Zn*", Co™, AI’", Ca®", Ba®", Mg”", Mn*",
odnosa 1:1 NOs~, SO5%, Br~, CH;COO™

Tabela 18. Granica tolerancije stranh jona i molekula pri odredivanju
neomicina (aktivatorni efekat).

Granica

. Jon/molekul
tolerancije
Cx /cneomicin (X)
10 Mn*", Mg*, Cd**, CH;COO", SO, SO;*
1 Cu®, AI*, CI', COs™, glukoza, limunska, askorbinska,

salicilna, nikotinska kiselina, Br~

Interferiraju kod

3+ 2+
odnosa 1:1 Fe™, Pb

Rezultati ispitivanja selektivnosti metode pokazuju da joni Fe** i Pb*" kod odnosa 1:1 interferiraju

u reakeiji odredivanja neomicina koncentracije 23,06 pg-cm™. U istom odnosu joni Zn*", Co*’,
A", Ca**, Ba®, Mg2+, Mn?*, NO5~, SO;*, Br -, CH;COO~ ometaju odredivanje neomicina
koncentracije 123 pg-cm™.
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3.3.3. Primena kineticko-spektrofotometrijske metode za odredivanje
neomicina

Aplikativnost predlozene metode ispitana je odredivanjem sadrzaja neomicina u kapima za
oCi tri razlicita proizvodaca i rezultati su uporedeni sa rezultatima dobijenim mikrobioloskom
disk-difuzionom metodom (Jugoslovenska Farmakopeja 2000, 20001, str 781), tabela 19.
Kalibraciona prava (slika 60a) za disk-difuzionu metodu predstavlja zavisnost zone inhibicije
rasta mikroorganizama u funkciji logaritma nanete doze antibiotika (neomicina). Na slici 60b
prikazan je izgled zone inhibicije u triplikatu nakon delovanja jednog od uzoraka testiranih
farmaceutskih preparata.

Tabela 19. Tacnost i reproduktivnost odredivanja neomicina u kapima za oci.

Koncentracija neomicina (mg-cm'3)

T—u Recovery
odredena odredena RSD ——100 (Kkineti¢ka Fotest  t-test

deklarisana  Kkinetickom  mikrobioloSkom (%) # o metoda)

n metodom metodom (%) (%)
(x £SD) (x = SD)

5,00 4,94 +0,11 4,67 £ 0,45 2,23 -1,2 98,80 16,73 1,00
3,50” 3,78 £0,10 3,93 +£0,35 2,65 +8,0 108,00 12,25 0,70
3,50¢ 3,81 +0,15 4,05+ 0,40 3,94 +8.8 108,88 7,11 0,98

X —srednja vrednost i SD — standardna devijacija za n = 3 merenja i za stepen poverenja od 95 %;

Recovery (%) = nadeno/odmereno - 100;

Teorijske vrednosti za F-test (vi= 2, v,=2) i t-test (v = 4) za stepen poverenja od 95 % su 19,00 i 2,776, respektivno,
Deksametazon Neomicin kapi za o&i, 5 mg/cm’® neomicinsulfata, Galenska laboratorija, Apotekarska ustanova Nis,
YDexamethason Neomycin kapi za oci, 3,5 mg/cm3 neomicina, Galenika a.d., Beograd,

“Neodeksacin kapi za o¢i, 3,5 mg/cm3 neomicina, Hemofarm, a.d., VrSac.

Vrednosti F-testa 1 Studentovog t-testa pokazale su da nema znacajnije razlike u rezultatima
dobijenim kineticko-spektrofotometrijskom i1 mikrobioloSkom metodom za ispitivane uzorke
(Feksp. < Frab. 1 teksp. < tip.). Rezultati dobijeni za sadrzaj neomicina u kapima za oci su takode u
saglasnosti sa vrednostima deklarisanim od strane proizvodaca.
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Slika 60. a) Kalibraciona prava za disk-difuzionu mikrobiolosku metodu i b) Izgled zone inhibicije u
triplikatu nakon delovanja 1 ug neomicina iz farmaceutskog preparata Deksametazon Neomicin kapi za
oci, Galenska laboratorija, Apotekarska ustanova Nis na gram pozitivau bakteriju Bacillus subtilis.
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3.4. KinetiCcko—spektrofotometrijsko odredivanje Na-salicilata

.......

je mehanizam opisan u poglavlju 1.1.4.1.1. U ovom oksidacionom procesu, dejstvom vodonik-
peroksida u prisustvu fero jona nastaju feri joni i slobodni radikali. Ovi jaki, nespecifi¢ni
oksidansi brzo razgraduju purpurno obojeni kompleks nagraden izmedu feri jona i prisutnog
salicilatnog anjona (slika 61).

1.0 4
0.8 4

0.6

UU U 1 I 1 - 1
190.00 332.00 474.00 616.00 758.00 900.00 A (nNm)

Slika 61. Promena apsorpcionog spektra pri degradaciji kompleksa Fe(lll)-salicilat sa viemenom, nakon:
a) 1 min; b) 4,6 min i ¢) 8,2 min. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru: ¢(Fe’*) = 2,7-107 mol-dm™
3 ¢(H,05) = 2,67-107 mol-dm™; ¢(NaS) = 8,27 ug-em™; c(pufera)= 7,1-10° mol-dm™. pH = 3,4; t = 26,0
+0,1°C.

Brzina reakcije degradacije kompleksa u acetatnom puferu pracena je spektrofotometrijski
na osnovu opadanja apsorbance na 525 nm tokom 5 min, po isteku prve minute od inciranja
reakcije. Dobijene zavisnosti A = f (t) su za razliCite koncentracije NaS linearne u celom
ispitivanom vremenskom intervalu (slika 62) Sto je omogucilo primenu diferencijalne varijante
tangensne metode.
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Slika 62. Promene apsorbance rastvora sa vremenom za razlicite koncentracije NaS: 1)1,65 ug-cm™ 2)
3,31 ugrem™3) 4,97 ugem® 4) 6,61 ug-em>, 5) 8,27 ugem® i 6) 9,30 ugem™. Pocetne koncentracije
reaktanata u rastvoru: c(Fe’*) = 4,67-10° mol-dm™; ¢(H,0,) = 6,67-107° mol-dm™; c(pufer) = 8,6:10”
mol-dm™; pH = 3,9; t = 26,0 = 0,1°C.

U cilju optimizacije uslova odigravanja reakcije i razrade kineticko—spektrofotometrijske
metode za odredivanje Sto nizih koncentracija NaS, ispitan je uticaj pH, temperature i promene
koncentracije reaguju¢ih komponenti (Fe,SO4 1 H>O,) na brzinu reakcije.

3.4.1. Odredivanje optimalnih uslova odigravanja reakcije

Uticaj pH sredine na brzinu ispitivane reakcije pracen je u intervalu od 3,4 do 4,7
koris¢enjem acetatnih pufera (slika 63). Vrednost pH rastvora od 3,9 izabrana je kao optimalna za
dalji rad, jer je na ovoj vrednosti brzina reakcije najve¢a. Kako ova zavisnost nije linearna, za
odredivanje reda ove reakcije u odnosu na pH, prikazana je zavisnost negativnog logaritma
brzine reakcije od negativnog logaritma koncentracije H;O" jona (slika 64).
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tga-10°, min
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3.4 36 3.8 4.0 4.2 4.4 46 4.8
pH

Slika 63. Zavisnost brzine reakcije od pH vrednosti. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru: c(Fe’")
=4,0-10° mol-dm™; c¢(H,0,) = 2,67-107 mol-dm™; c(NaS)= 4,97 ug-cm™; c(pufer) = 5,73-107 mol-dm™; t
=26,0+0,1°C.

2.8+

-log tgau

2.6
2.4
2.2
2.0

e

1.64

T T T T T T T T T T 1
34 3.6 3.8 4.0 4.2 4.4

-log c(H")

Slika 64. Zavisnost —log tgo reakcije od —log c(H;0") jona . Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru:
c(Fe™) = 4,0-10° mol-dm™; ¢(H,0,) = 2,67-107 mol-dm™; ¢(NaS) = 4,97 ug-cm™; c(pufer) = 5,73-107
mol-dm™, t=26+0,1°C.

Reakcija je +0,22 reda u odnosu na koncentraciju vodonikovih jona u intervalu od 6,31:10” do
1,25-10" mol-dm™ (pH = 3,9 — 4,2).

Zavisnost brzine reakcije pracena je sa promenom koncentracije pufera (slika 65) odakle se
vidi da brzina reakcije opada sa poveéanjem koncentracije pufera od 5,75-10° mol-dm™ do
1,72-10 mol-dm™. Za dalji rad je, kao optimalna, odabrana koncentracija od 8,6:10~ mol-dm"™.
Reakcija je —0,9 reda u odnosu na koncentraciju pufera u intervalu koncentracije od 5,75-10~ do
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1,72-10 mol-dm™, zato 3to negativni logaritam brzine od negativnog logaritma koncentracije
pufera pokazuje linearnu zavisnost (slika 66).

2

tgo- 107, min

2.0
1.8
16
1.4 \
12

1.0 \-

0.8

4 ' 6 ' 8 ' 10 ' 12 ' 14 ' 1‘6 ' 1‘8
c(pufer)-1 0’, mol-dm"
Slika 65. Uticaj koncentracije acetatnog pufera (pH = 3,9) na brzinu reakcije. Pocetne koncentracije

reaktanata u rastvoru: c(Fe’" )= 4,0-10° mol-dm™; c¢(H,0,) = 2,67-107 mol-dm™; c(NaS) = 4,97 ug-cm™; t
=26,0+0,1°C.

-log tga

2.0 L)

194

1.8+

1.7

1.6 —
17 18 19 2.0 2.1 2.2 23
-log c(pufer)

Slika 66. Zavisnost —log tga od —log c(pufera). Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru: c(Fe’*) =
4,0-10° mol-dm™; ¢(H,0,) = 2,67-107 mol-dm™; ¢(NaS) = 4,97 ug-em™; pH = 3,9; t = 26,0 + 0,1°C.

Uticaj koncentracije Fe(I) jona na brzinu reakcije je posmatran u intervalu (2,0-6,0)-10”
mol-dm™ (slika 67). Brzina reakcije raste sa poveéanjem koncentracije ovog reaktanta do 4,0-10”
mol-dm™, odakle nastavlja da raste, ali znatno manjom brzinom. Koncentracija Fe(Il) od 4,67-10
> mol-dm™ je odabrana za dalji rad. Reakcija je +1 reda u odnosu na Fe(Il) u intervalu
koncentracije od (4—6)-10” mol-dm™.
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Slika 67. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije Fe(Il). Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru:
c(H>0,) = 2,67-107° mol-dm™; ¢(NaS) = 4,97 ug-em™; c(pufer) = 8,6:10° mol-dm™; pH = 3,9; t = 26,0 +
0,1°C.

Zavisnost brzine reakcije od koncentracije vodonik-peroksida u intervalu (1,33-8,0)-10°
mol-dm™ prikazana je na slici 68. Brzina reakcije linearno raste do 6,67-10” mol-dm™ H,0,, dok
pri veéim koncentracijama brzina reakcije naglo opada. Zato je ova koncentracija uzeta za
optimalnu. Reakcija je +1 reda u odnosu na H,0, u intervalu koncentracije (1,33-6,67)107
mol-dm”.

1.90 -
1 | |
1.85 \
4 n
1.80 \
h n
175 /

)

tg o107, min

1.70 4 "

1A65- /

1.60—. [

1.55- /

150- "

1.45 T - T T 1 T T T T T T T 1T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9

¢(H,05) -10°, mol-dm

Slika 68. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije vodonik-peroksida. Pocetne koncentracije reaktanata
u rastvoru: c(Fe’”) = 4,67-107 mol-dm™; ¢(NaS) = 4,97 ug-cm™; c(pufer) = 8,6-107 mol-dm™; pH = 3,9; t
=26,0+0,1°C

Na osnovu prethodno dobijenih zavisnosti brzine reakcije od koncentracije svakog
reaktanta pojedinac¢no, kao i odredivanog reda reakcije u odnosu na koncentraciju svakog
reaktanta pojedinac¢no, moze se postaviti kineticka jednacina za ispitivani proces:
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de k-2 . -0,9 (85)

dt H,0" Fe 2* .cpufer .CHZOZ " CNas

za interval koncentracija:

H;0" = (0,63~ 1,25)-10* mol-dm™; pH = 3,9 — 4,2
Fe*" = (4,0 — 6,0):10”° mol-dm™

H,0, =(1,33 — 6,67):10~ mol-dm™

pufera = (5,73 — 17,2)-10” mol-dm™.

gde je:

dc o
T promena koncentracije indikatorske supstance,
t

k — uslovna konstanta brzine reakcije.

3.4.2. Validacija kineticko-spektrofotometrijske metode za odredivanje Na-
salicilata

Validacija metode izvrSena je odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije, tacnosti,
preciznosti i selektivnosti.

Linearnost

Uticaj NaS na brzinu reakcije pracen je pri prethodno odabranim optimalnim uslovima
odigravanja reakcije: c(Fe’") = 4,67-107 mol-dm™; ¢(H,03) = 6,67-10° mol-dm™; c(pufer) =
8,6:107° mol-dm>; pH = 3,9, t = 26,0 = 0,1°C. Dobijena je linearna zavisnost u intervalu
koncentracija NaS od 0,93 do 9,30 pg-cm™ (slika 69) i moZe se koristiti za njegovo odredivanje u
rastvoru.
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Slika 69. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije NaS. PocCetne koncentracije reaktanata u rastvoru:
c(Fe’') = 4,67:10° mol-dm™; ¢(H,0,) = 6,67-107 mol-dm™; c(pufer) = 8,6:107 mol-dm™; pH = 3,9; t =
26,0+ 0,1°.

Kalibraciona prava za odredivanje NaS na t = 26,0 = 0,1 °C moze se prikazati slede¢om
jednacinom:

tga- 10> = (0,2530 £ 0,0534) + (0,3553 + 0,0092) -¢(NaS); (86)
r=0,9983; So=0,0793; n=7
gde je:
tga — nagib linearnog dela kineticke krive u koordinatnom sistemu A = f(t) i

¢(NaS) — koncentracija natrijum-salicilata izraena u pg-cm>,
Sy — standardna devijacija fitovanja.

Limit detekcije

Limit detekcije (LOD) odreden je koris¢enjem jednacina (76) i (77). Dobijene vrednosti su
0,7410,48 ug-cm’3, respektivno.

Tacnost i reproduktivnost

Tacnost i1 reproduktivnost metode odredene su za tri koncentracije sa kalibracione prave na
osnovu rezultata iz pet merenja za svaku od izabranih koncentracija. Rezultati dobijeni
statistickom obradom podataka prikazani su u tabeli 20.
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Tabela 20. Tacnost i reproduktivnost odredivanja’ NasS.

Koncentracija NaS (ug-cm™)

RSD X 100
odmereno odredeno () ﬂ(%)
n X £SD
0,93 0,88 0,06 6,82 —5,38
3,31 3,39+ 0,09 2,65 +2,42
9,30 9,36 £0,16 1,71 +0,65

(*) Legenda velicina i odgovarajuci izrazi dati su uz tabeli 9 u poglaviju 3.1.2.

Iz prikazanih rezultata se vidi da se relativna greska odredivanja NaS ovom metodom krec¢e od
6,82 do 1,71 % za interval koncentracije NaS od 0,93 do 9,30 ug-cm'3.

Selektivnost

Selektivnost ove metode je odredena ispitivanjem uticaja veceg broja katjona i1 anjona i
nekih Secera. Granica tolerancije posmatrana je pod optimalnim uslovima i konstantnom
koncentracijom Na$S od 4,13-10 mol-dm™ (6,61 pg-cm™), a koncentracija ispitivanih supstanci
je varirana u odnosu na zadatu koncentraciju NaS sve dok nije nadena ona koncentracija koja
ometa njegovo odredivanje (tabela 21). Granica tolerancije je ona koncentracija strane supstance
koja daje odstupanje u koncentraciji manje od dve standardne devijacije koncentracije za sistem
bez strane komponente (2s kriterijum) (Kirkbright, 1966) pri odredivanju navedene koncentracije
NaS. Granica tolerancije data je kao odnos molarnih koncentracija strane komponente i NaS u
ispitivanom rastvoru.

Tabela 21. Selektivnost odredivanja NasS.
Granica

. Jon/molekul
tolerancije )
Cx /cNaS
10° NO;~
107 Li’, Ca**, Mg*", Co*", Cd*'
10 Ni*", Cu**
1 AP, Zn**, F, fruktoza, glukoza, tiamin

Interferiraju kod

+ 2+ 2
odnosa 1:1 laktoza, K', Mn™, HPO,

Rezultati ispitivanja selektivnosti metode pokazuju da metalni joni Li’, Ca*", Mg®", Co*", Cd*",
kada su prisutni u visku 100:1, ne uticu na ta¢nost odredivanja NaS. Metalni joni Ni*" i Cu*"
takode ne ometaju odredivanje NaS kada su prisutni u koncentracijama do 10 puta veéim od
koncentracije NaS. Joni AI’" i Zn*", kao i fruktoza, glukoza i tiamin ne interferiraju u odnosu 1:1,
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dok laktoza i joni K™ i Mn*", HPO,* u istom odnosu ometaju odredivanje NaS. Reakcija je
najtolerantnija na prisustvo NO;™ jona.

3.4.3. Termodinamicke karakteristike sistema

Brzina ispitivane reakcije pracena je pri odabranim optimalnim uslovima na tri
temperature: 23, 26 i 29 °C. Graficke zavisnosti brzine reakcije od koncentracije NaS na
temperaturama 23 i 29 °C prikazani su na slici 70, dok je zavisnost na 26 °C data na slici 69.

tg o 10°, min”
w s
vl o
1 ]

w .
o
-

254

204

1.5

1.0+

0.5

w4H———
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9

c(NaS), pg~cm’3

Slika 70. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije NaS. Krive: 1) t = 23,0 °C i 2) t = 29,0 °C. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: c(FeZ+) = 4,67-10° mol-dm™: c(H,0,) = 6,67-10° mol-dm>;
c(pufera) = 8,6:10° mol-dm™. pH = 3,9.

Kalibraciona prava za odredivanje NaS na T = 296 K moze se prikazati jednacinom:

te o-10% = (0,1669 + 0,0539) + (0,3311 £ 0,0108)-c (NaS); (87)
=10,9979; So = 0,0687;n =6

Kalibraciona prava za odredivanje NaS na T = 302 K moze se prikazati jednacinom:

teq, - 10> = (0,2766 £ 0,0639) + (0,3897 = 0,0127)- ¢(NaS); (88)
r=0,9978; S = 0,0815; n=6

Interval linearnosti se skracuje i na t = 23 1 29 °C 1 svodi se na opseg koncentracija 0,93-8,27
3
pg-em”.

Na osnovu rezultata zavisnosti brzina reakcije od temperature za koncentraciju NaS od 4,97
png-cm™ dobijen je grafik prikazan na slici 71.
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Slika 71. Zavisnost brzine reakcije od temperature. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru: c(Fe’")
=4,67-10° mol-dm™, c(H,0,) = 6,67-107 mol-dm™, ¢(NaS) = 4,97 ug-cm?, c(pufera) = 8,6:10° mol-dm™.
pH =39

Na osnovu kineticke jednacine (85) izracunata je uslovna konstanta brzine reakcije na tri razlicite
temperature (tabela 22):

Tabela 22. Uslovna konstanta brzine reakcije na razlicitim temperaturama.

k-10° (mol-dm™)'"s™ T (K)
1,71 296
2,12 299
2,53 302

n — red reakcije

Termodinamicki parametri reakcije degradacije kompleksa odredeni su na osnovu vrednosti
nagiba prave prikazane na slici 72.

o 6441
2 642
6.40
6.38 -
6.36 -
6.34
6.32
6.30
6.28-
6.26 -
6.24-

6.22 -

T T T T T T —T
331 3.32 3.33 3.34 3.35 3.36 3.37 3.38 3.39

1/T10°, K"
Slika 72. Zavisnost log uslovne konstante brzine od reciprocne vrednosti apsolutne temperature.

142



Iz nagiba ove prave izraCunata je energija aktivacije primenom jednacine:

*

_d(ogk) = Ea

89
dT 19,14 (89)

tga

Ostali termodinami&ki parametri, promena entalpije (AH'), promena entropije (AS),
promena slobodne energije (AG") i pK~ vrednost gradenja aktiviranog kompleksa, izra¢unati su
primenom slede¢ih jednacina:

AH" =Ea’ - nRT (90)

gde je n — molekularnost,

odnosno,
AH™ = Ea" — RT zareakcije u rastvorima i reakcije prvog reda u gasnom stanju
AS" =19,14 (log k —log T —10,3178 +AH"/19,14T) 91)
AG" =AH™ - TAS’ (92)
pK" =AG" /19,14T (93)

Vrednost izracunatih termodinamickih parametara reakcije degradacije aktiviranog
kompleksa, primenom gore navedenih jednacina, date su u tabeli 23.

Tabela 23. Termodinamicke karakteristike degradacije kompleksa na 299 K.

Ea’ AH' AS’ AG’ pK’
(kJ-mol™) (kJ-mol™) (J-K'mol™) (kJ-mol™)
51,68 49.19 40,70 37,02 6,47

Za veliki broj hemijskih reakcija (Ciji poluzivot traje desetak minuta ili nekoliko sati)
energija aktiviranja se kre¢e u granicama od 50 do 100 kJ-mol™. Presek prave sa ordinatom daje
vrednost log k. Kako se log ky dobija ekstrapolacijom prave na nultu vrednost promenljive 1/T,
ko ima izuzetno visoku vrednost i ona se kreée uglavnom u granicama od 10°® do 10". Kod nekih
reakcija ta vrednost moze biti znatno niza. Sa slike 72 moze se videti da ko iznosi 2,7-106. Iz
prikazanih rezultata (tabela 23) vidi se da je i dobijena vrednost energije aktivacije u skladu sa
literaturnim podacima. Za reakcije kod kojih gradenju aktiviranog kompleksa prethodi raskidanje
veza u molekulu polaznih supstanci (reaktanata), karakteristi¢na je pozitivna vrednost entropije, a
mehanizam koji opisuje takve reakcije naziva se disocijativni (Mili¢ i Sovilj, 2000, str. 36, 43).
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3.4.4. Primena kineticko—spektrofotometrijske metode za odredivanje Na-
salicilata

Aplikativnost predloZzene metode ispitana je odredivanjem sadrzaja NaS u belom vinu
(tabela 24) i humanom serumu (tabela 25). Uzorci su pripremani po procedurama opisanim u
Eksperimentalnom delu. Dobijeni rezultati su validirani uporedivanjem sa HPLC (British
Pharmacopoeia, 2005, str 103) rezultatima primenom testa nulte hipoteze za obe vrste uzoraka.
Dobijeni hromatogrami standarda i uzorka seruma (slika 73) pokazali su poklapanje retencionog
vremena za analiziranu aktivnu komponentu, NaS. U cilju kvantitativne analize, odredena je
integrisana povrSina za dati pik i sa kalibracionog dijagrama za dobijene vrednosti povrSine
pikova izraCunate su koncentracije NaS u ispitivanim uzorcima. Vrednosti F-testa i Studentovog
t-testa pokazale su da nema znacajnije razlike u rezultatima dobijenim kineticko-
spektrofotometrijskom 1 HPLC metodom za obe vrste uzoraka (Feksp. < Fiap. 1 teksp. < tiap.)-

Tabela 24. Tacnost i reproduktivnost odredivanja* NaS u belom vinu** metodom standardnih dodataka.

Koncentracija NaS (ug-cm™)

-y Recovery
=100 inetid
(.)dre.(?}ena odredena HPLC ROSD Y7 (kineticka F-test t-test
dodata kinetickom (%) metoda)
metodom (%) o
n metodom _ (%)
(% % SD) (x £5D)
4,97 4,05+ 0,24 4,37+0,22 5,6 -18,51 81,50 1,20 2,2
3,20 2,70 £ 0,22 2,91+ 0,20 8,1 —-15,62 84,38 1,21 1,58

(*) Legenda velicina i odgovarajuci izrazi dati su uz tabelu 14 u poglaviju 3.2.3.
(**) Grasevina, belo vino, A. D. Krusevac.

Tabela 25. Tacnost i reproduktivnost odredivanja* NaS u humanom serumu** metodom standardnih
dodataka.

Koncentracija NaS (ug-cm™)

¥—u Recovery
=—£.100  (kineti¢
(.)dre.CEena odredena HPLC ROSD U (kineticka F-test t-test
dodata kinetickom (%) metoda)
metodom (%) o
n metodom (X £SD) (%)
(X +SD) X
4,97 4,46 + 0,09 4,55 +0,07 2,02 -10,26 89,74 1,65 1,78
3,20 2,80+ 0,20 3,00+ 0,09 7,14 -12,50 87,50 494 2,14

(*) Legenda velicina i odgovarajuci izrazi dati su uz tabelu 14 u poglaviju 3.2.3.
(**) Lyotrol N, humani kontrolni serum, bioMerieux“SA, Francuska.
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Slike 73. HPLC hromatogrami: a) standardni rastvor NaS, ¢ = 4,97 ug-cm™ i b) spajkovan humani serum,
c(NaS) = 4,97 ug-em™. Kolona: Zorbax Eclipse Plus C18 (5 um), dimenzija 250 % 4,6 mm; A = 237 nm.
Mobilna faza: fosforna kiselina, acetonitril i voda (2:400:600, v:v:v).
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3.5. Kineti¢ko—spektrofotometrijsko odredivanje ampicilina

Metoda za odredivanje ampicilina (Amp) zasnovana je na reakciji gradenja kompleksa
izmedu nikla i ampicilina u baznoj sredini i u prisustvu kalijum-hlorida, kao elektrolita za
podesavanje jonske sile rastvora. Promena apsorpcionog spektra kompleksa Amp-Ni(Il) sa
vremenom prikazana je na slici 74.

A A

1,0-!_‘

0.8 1

0.6 1

0.4 1

0.2 4

0.0 — y - . : >
190.00 332.00 474.00 616.00 758.00 900.00 A [nm]

Slika 74. Promena apsorpcionog spektra kompleksa Amp-Ni(Il) sa vremenom, nakon: a) I min; b) 5,8 min
i ¢) 11,8 min. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru: ¢(Ni’') = 1-10* mol-dm™; c(Amp) = 34,9
ug-em™; ¢(NaOH) = 1-107 mol-dm™; ¢(KCl) = 1,5-107 mol-dm™; t = 25,0 £ 0,1 °C.

Brzina reakcije gradenja kompleksa u baznoj sredini pracena je spektrofotometrijski
promenom apsorbance na 265 nm tokom 5 min, po isteku prve minute od inciranja reakcije.
Dobijene zavisnosti A = f (t) su za razli¢ite koncentracije Amp linearne u celom ispitivanom
vremenskom intervalu (slika 75) $to je omogucilo primenu diferencijalne varijante tangensne
metode.
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Slika 75. Promene apsorbance rastvora sa vremenom za razlicite koncentracije Amp: 1) 3,49 ug-cm™, 2)
6,98 ugem™ 3)13,96 ugem® 4) 20,94 ugem” 5) 34,90 ugem i 6) 48,86 ugem™. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: ¢(Ni'*) = 3,0-10” mol-dm™: ¢(NaOH) = 4,0-107 mol-dm™; ¢ (KCI) =
1,5:107 mol-dm™; t = 25,0 = 0,1°C.

Da bi se nasli optimalni uslovi odigravanja reakcije stvaranja kompleksa u cilju odredivanja
Sto nizih koncentracija ampicilina, praena je brzina reakcije u zavisnosti od koncentracije
svakog od ucesnika u reakciji.

3.5.1. Odredivanje optimalnih uslova odigravanja reakcije

Uticaj promene koncentracije NaOH na brzinu ispitivane reakcije pra¢en je u intervalu
(0,1-5)-10" mol-dm™ (slika 76).

4.5+

TE 1
4.0
| Bl Bl Bl B B B |
Noh 1 ./
— 35 _/
3
&0 3.0 /I/
.0 - N
<4 ./
2.5 /
2.04 [ |
1.5
1.0
054"
0.0 . . . . . . . . .
0 1 2 3 4 5

¢(NaOH)- 10", mol-dm™

Slika 76. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije NaOH. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru:
c(Ni’*) = 1107 mol-dm™; c(Amp) = 34,90 ug-cm™; ¢(KCl) = 1,5-107 mol-dm™; t = 25,0 + 0,1 °C.
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Iz prikazane zavisnosti vidi se da brzina reakcije naglo raste sa povec¢anjem koncentracije NaOH
do 1-10” mol-dm™. Sa daljim povec¢anjem koncentracije hidroksida do 3,5-10% mol-dm™, brzina
reakcije nastavlja da raste umereno. Nakon ove vrednosti brzina reakcije postaje nezavisna od
daljeg povecanja koncentracije NaOH. Kao optimalna koncentracija NaOH, za dalji rad odabrana
je vrednost od 4,0-10% mol-dm™. Reakcija je nultog reda u odnosu na koncentraciju hidroksida u
intervalu (3,5-5)-10 mol-dm"™.

Uticaj jonske sile na brzinu reakcije pracen je promenom koncentracije KCl u intervalu
(0,15-15)-10% mol-dm™ (slika 77).

>
IS
1

tg o107, min’
»
N
1

4‘0-.
3.8
346—-
3‘4-.
3.2—-

3.0

28 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
c(KC1)-10°, mol-dm”

Slika 77. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije KCI. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru:
c(Ni**) = 1107 mol-dm™; c(Amp) = 34,90 ug-cm™; ¢(NaOH) = 4-107 mol-dm™: t = 25,0 + 0,1 °C.

Brzina reakcije opada sa pove¢anjem koncentracije KCI u celom ispitivanom intervalu. Za dalji
rad odabrana je koncentracija KCI od 1,5-10% mol-dm™ kao optimalna vrednost. Reakcija je —1
reda u odnosu na koncentraciju KCl u celom ispitivanom intervalu.

Zavisnost brzine reakcije od koncentracije Ni(Il) jona ispitivana je u intervalu (0,1-4,0)-10
* mol-dm™ (slika 78).
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Slika 78. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije Ni(Il). Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru:
c(KCI) = 1,5-107 mol-dm™; c(Amp) = 34,90 ug-cm™; ¢(NaOH) = 4,0-10° mol-dm™; t = 25,0 £ 0,1 °C.

Brzina reakcije raste sa pove¢anjem koncentracije jona nikla do vrednosti od 2,5-10* mol-dm™.
U intervalu koncentracije Ni(Il) jona (2,5-4,0)-10* mol-dm™, brzina reakcije je konstantna i
reakcija je nultog reda u odnosu na ovaj reaktant. Za dalji rad je odabrana koncentracija Ni(Il) od

3,0-107 mol-dm™.

Na osnovu prethodno dobijenih zavisnosti brzine reakcije od svakog reaktanta pojedinacno,
kao 1 odredivanog reda reakcije u odnosu na svaki reaktant pojedinacno, moze se postaviti

kineticka jednacina za ispitivani proces:

za interval koncentracija:
Ni(II) = (2,5-4,0)- 10" mol-dm™
NaOH = (3,5-5)-10 mol-dm™
KCl=(0,15-3,0)-102 mol-dm™
gde je:
dc e e
E — promena koncentracije indikatorske supstance,

k — uslovna konstanta brzine reakcije.

(94)
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3.5.2. Validacija analiticke metode za odredivanje ampicilina

Validacija metode izvrSena je odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije, tacnosti,
preciznosti i selektivnosti.

Linearnost

Uticaj ampicilina na brzinu reakcije pracen je pri prethodno odabranim optimalnim
uslovima odigravanja reakcije: ¢(Ni’") = 3,0:-10% mol-dm™; ¢(NaOH) = 4,0-107° mol-dm™; ¢
(KCIl) = 1,5:10° mol-dm™; t = 250 + 0,1°C. Dobijena je linearna zavisnost u intervalu
koncentracija ampicilina od 3,49 do 55,84 pg-cm™ (slika 79), koja se moze koristiti za njegovo
odredivanje u rastvoru.

104

-1

tgo 10°, min
©
1

0 10 20 30 40 50 60
-3
c(Amp), ug-cm

Slika 79. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije ampicilina. Pocetne koncentracije reaktanata u
rastvoru: ¢(Ni**) = 3-10" mol-dm™; ¢(NaOH) = 4-107 mol-dm™; ¢(KCI) = 1,5-107° mol-dm™; t = 25,0 +
0,1 °C.

Kalibraciona prava moze se prikazati sledeCom jednacinom:

tea- 107 = (0,3789 % 0,0765) + (0,1616 + 0,0025)-c(Amp); (95)
r=0,9989; So = 0,1388; n = 11

gde je:
tga — nagib linearnog dela kineticke krive u koordinatnom sistemu A = f(t),

c(Amp) — koncentracija ampicilina izrazena u pg-cm,
Sy — standardna devijacija fitovanja.
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Limit detekcije

Limit detekcije (LOD) odreden je koriS¢enjem jednacina (76) i (77). Dobijene vrednosti su
2,831 1,84 pug-cm™, respektivno.

Tacnost i reproduktivnost

Tacnost i reproduktivnost metode odredene su za tri koncentracije sa kalibracione prave na
osnovu rezultata iz pet merenja za svaku od izabranih koncentracija. Rezultati dobijeni
statistiCkom obradom podataka prikazani su u tabeli 26.

Tabela 26. Tacnost i reproduktivnost odredivanja” Amp.

Koncentracija Amp (ug-cm™)

RSD X=H 100
odmerena odredena (%) ﬂ(%)
n X £SD
3,49 3,08 £ 0,24 7,79 -11,75
27,92 28,42 +0.95 3,34 +1,79
55,84 55,03 £1,76 3,20 —1,45

(*) Legenda velicina i odgovarajuci izrazi dati su uz tabelu 9 u poglaviju 3.1.2.

Iz prikazanih rezultata vidi se da se relativna greska odredivanja Amp ovom metodom krece od
7,79 do 3,20 % za interval koncentracije Amp od 3,49 do 55,84 pg-cm™.

Selektivnost

U cilju utvrdivanja selektivnosti ove metode ispitan je uticaj nekih jona i1 organskih
molekula na brzinu reakcije pri koncentraciji Amp od 8:10° mol-dm® (27,92 pg-em™).
Koncentracija ispitivanih supstanci je varirana u odnosu na zadatu koncentraciju Amp sve dok
nije nadena ona koncentracija koja ometa njegovo odredivanje (tabela 27). Granica tolerancije
data je kao odnos molarnih koncentracija strane komponente i Amp u ispitivanom rastvoru. Pri
tome je uzeto da je granica tolerancije ona koncentracija strane supstance koja daje odstupanje do
dve standardne devijacije koncentracije prilikom odredivanja Amp (2s kriterijum) (Kirkbright,
1960).
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Tabela 27. Granica tolerancije stranh jona i molekula pri odredivanju Amp.

Gramc?. Jon/molekul
tolerancije
Cx /Camp (x)
10° Li", Ca*', F~
10 CH;COO,NO;, T
10 alanin, metionin, lizin, arginin, fenilalanin, urea

manitol, glukoza, limunska kis., nikotinska kis., asparagin,
Mg®", Sn**, Pb**, Cd*", Sr**, SO4*, SO;:*
Interferiraju kod  sorbitol, fruktoza, laktoza, askorbinska kis., citrat, tiamin,
odnosa 1:1 histidin, serin, A, Zn®", Mn®", Cu*', C,0,%", HPO,*

1

Joni Li, Ca®" i F~ u hiljadu puta vecoj koncentraciji, kao i joni CH3;COO~, NO;™ i I u sto puta
vecoj koncentraciji od ampicilina, ne uti¢u na njegovo odredivanje. Od ispitanih aminokiselina,
alanin, metionin, lizin, arginin i fenilalanin, u desetostrukom visku, ne ometaju odredivanje
ampicilina. Asparagin, prisutan u odnosu 1:1 ne ometa odredivanje Amp, kao i pojedini
uobiCajeni sastojci i eventualno prisutne primese tabletiranih i kapsuliranih lekova (glukoza,
manitol, limunska kiselina). Isti efekat pokazuju i joni Mg2+, Sn®’, Pb*", Cd*", Sr**, S04, SO;*.
Ometajuci efekat histidina na brzinu reakcije iskoriS¢en je za razradu kineticke metode za
njegovo odredivanje.

3.5.3. Termodinamicke karakteristike sistema

Brzina ispitivane reakcije pracena je pri odabranim optimalnim uslovima na Cetiri
temperature: 19, 22, 25 i 28 °C. Graficke zavisnosti brzine reakcije od koncentracije Amp na
temperaturama 19, 22 i 28 °C prikazane su na slici 80, dok je ista zavisnost na temperaturi od 25
°C prikazana na slici 79.

2

tgor 107, min

0 T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

c(Amp), pg-em”

Slika 80. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije ampicilina. Krive: 1) t = 19,0 °C, 2) t = 22,0 °Ci 3) ¢
= 28,0 °C. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru: ¢(Ni**) = 3-107 mol-dm™; ¢(NaOH) = 4-107
mol-dm™; c(KCl) = 1,51 07 mol-dm’.
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Kalibraciona prava na 19,0 °C moze se prikazati sledeCom jednacinom:

tea 102 = (0,5022 + 0,1035) + (0,1180 + 0,003 1)-c(Amp); (96)
r=0,9983; So=0,1552; n="7

Kalibraciona prava na 22,0 °C moze se prikazati sledeCom jednacinom:

tea 102 = (0,54456 + 0,10841) + (0,12966 % 0,00326)-c(Amp); (97)
r=0,9984; So=0,1630; n =7

Kalibraciona prava na 28,0 °C moze se prikazati sledeCcom jednac¢inom:

tga-10* = (0,5120 £ 0,1632) + (0,1634 + 0,0045)-c(Amp); (98)
r=10,9985;S0=0,1941;n=6

Na osnovu dobijenih rezultata predstavljen je grafik zavisnosti tga u funkciji od

temperature (slika 81).
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Slika 81. Zavisnost brzine reakcije od temperature. Pocetne koncentracije u rastvoru: ¢(Ni’") = 3-10™
mol-dm™; c(Amp) = 27,92 ug-em”; ¢(NaOH) = 4-107 mol-dm™; ¢(KCl) = 1,5:107 mol-dm™.

Uslovna konstanta brzine reakcije izraunata je na osnovu kineticke jednacine (94) za Cetiri
razliCite temperature (tabela 28).

Tabela 28. Uslovna konstanta brzine reakcije na razlicitim temperaturama.

k (mol-dm™)"™"s™ T (K)
0,13 292
0,14 295
0,16 298
0,17 301

n — red reakcije
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Termodinamicki parametri reakcije odredeni su na osnovu vrednosti nagiba prave
prikazane na slici 82.
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Slika 82. Zavisnost logaritma uslovne konstante brzine reakcije od reciprocne vrednosti apsolutne
temperature.

Iz nagiba ove prave izraCunata je energija aktivacije primenom jednacine (89). Ostali
termodinamicki parametri: promena entalpije (AH"), promena entropije (AS"), promena slobodne
energije (AG") i pK" vrednost gradenja kompleksa izracunati su primenom jednacina (90-93),
tabela 29.

Tabela 29. Termodinamicke karakteristike stvaranja kompleksa na 298 K.

Ea’ AH' AS AG’ pK’
(kJ-mol™) (kJ-mol™) (J-K'mol™) (kJ-mol™)
21,05 18,57 —197,94 77,56 13,60

-EaRT . . y :
¥™7, 1 obrnuto. Posto se faktor ucestanosti

kod mnogih reakcija znatno ne menja, zna¢i da Ea” &esto odreduje brzinu hemijskih reakcija na
odredenoj temperaturi: ukoliko je Ea" veéa, utoliko je, uglavnom, visa temperatura na kojoj
brzina reakcije postaje znatna (Gleston, 1970, str. 842). Dobijena vrednost za energiju aktivacije
je dosta niza u odnosu na literaturni podatak (50-100 kJ-mol™) §to zna¢i da bi brzina reakcije bila
znatna i na nizim temperaturama.

Ukoliko je vrednost Ea” manja, veéi je faktor e

Dobijena vrednost za promenu entalpije potvrduje da je reakcija endotermna, ali se
formiranje aktiviranog kompleksa odvija uz minimalnu apsorpciju toplote po molu supstance
koja uéestvuje u reakciji. Odgovor za dosta niske vrednosti Ea i AH™ leZi u prirodi i reaktivnosti
molekula Amp i jona nikla.
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Velika negativna vrednost promene entropije aktivacije potvrduje da se radi o
asocijativnom mehanizmu reakcije i o vecoj uredenosti aktiviranog kompleksa. I pored male
promene entalpije aktiviranja, reakcija ne teCe suviSe brzo i moze se koristiti za kineticko
odredivanje.

3.5.4. Primena kineticko—spektrofotometrijske metode za odredivanje
ampicilina

Aplikativnost predloZzene metode ispitana je odredivanjem sadrzaja Amp u farmaceutskim
preparatima (tabela 30) i humanom urinu (tabela 31). Uzorci su pripremani po procedurama
opisanim u Eksperimentalnom delu. Dobijeni rezultati su validirani uporedivanjem sa HPLC
(Jugoslovenska farmakopeja 2000, str. 42) rezultatima primenom testa nulte hipoteze za obe
vrste uzoraka. Hromatogrami odredivanja Amp u farmaceutskim preparatima dati su na slici 83.
Dobijeni hromatogrami standarda i uzoraka pokazali su poklapanje retencionih vremena za
analiziranu aktivhu komponentu, Amp. U cilju kvantitativne analize, odredena je integrisana
povr§ina za dati pik i sa kalibracionog dijagrama za dobijene vrednosti povrSine pikova
izracunate su koncentracije Amp u ispitivanim uzorcima. Vrednosti F-testa i Studentovog t-testa
pokazale su da nema znacajnije razlike u rezultatima dobijenim kineticko—spektrofotometrijskom
1 HPLC metodom za sve uzorke (Feksp. < Fiap. 1 teksp. < tiab.)-

Tabela 30. Tacnost i reproduktivnost odredivanja* Amp u farmaceutskim preparatima.

Koncentracija Amp (ug-cm™)

T—p Recovery
odredena odredena RSD ——-100 (kineti¢ka F- t-test
odmerena kinetickom HPLC (%) # Y metoda) test
n metodom metodom (%) (%)

(X £SD) (X = SD)
20,94 22,09 +1,10 20,83 £0,59 498 +5,49 105,49 3,47 2,26
20,94b/ 21,42 +1,14 20,75 £ 0,65 5,32 +2,29 102,29 3,08 1,14
10,47 9,66 + 0,58 10,13 £0,25 6,00 =7,74 92,26 5,38 1,65

(*) Legenda velicina i odgovarajuci izrazi dati su uz tabelu 14 u poglaviju 3.2.3.

a/Pentrexyl®, capsule, 500 mg ampicilina, Galenika, a. d., Beograd, Srbija,

o Ampicilin, capsule, 500 mg ampicilina, Panfarma, d. o. 0., Beograd, Srbija,

o Pentrexyl®, prasak za oralnu suspenziju, 250 mg ampicilina/5 cm’, Galenika, a. d., Beograd, Srbija.
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Tabela 31. Tacnost i reproduktivnost odredivanja™* Amp u urinu metodom standardnog dodatka.

Koncentracija Amp (ug-cm™)

z_ Recovery
H o iex
odredena odredena RSD ——100 (kineti¢ka F- t-test
dodata kinetickom HPLC (%) Y metoda) test
n metodom metodom (%o) (%)
(X £SD) (X £SD)
10,47 9,02 + 0,85 9,97 + 0,43 9,42 —-13,85 86,15 3,91 2,24
27,92 26,12 +£1,23 27,45+0,71 4,71 —-6,44 93,56 3,00 2,10
(*) Legenda velicina i odgovarajuci izrazi dati su uz tabelu 14 u poglaviju 3.2.3.
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Slika 83. HPLC Hromatogrami: a) ampicilin kapsula (20,94 ug-cm™); b) pentrexyl capsula (20,94 ug-cm’
’) i ¢) pentrexyl sirup (20,94 ug-cm™). Kolona: Zorbax Eclipse Plus C18 (5 um), dimenzija 250 x 4,6 mm;
A =254 nm. Mobilna faza: A(0,25 cm’ glacijalne sircéetne kiseline, 25 cm’ natrijum-dihidrogenfosfata, ¢ =
0,2 mol-dm™, 25 cm’ acetonitrila i vode do ukupne zapremine od 500 cm’) i B(0,25 cm’ glacijalne
siréetne kiseline, 25 cm’ natrijum-dihidrogenfosfata, ¢ = 0,2 mol-dm>, 200 cm’ acetonitrila i vode do
ukupne zapremine od 500 cnr’).
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3.6. Kineticko—spektrofotometrijsko odredivanje histidina

Metoda za odredivanje histidina (His) zasnovana je na njegovom uticaju da povecava
brzinu reakcije gradenja kompleksa izmedu nikla i ampicilina u baznoj sredini 1 u prisustvu
kalijum-hlorida, kao elektrolita za podeSavanje jonske sile rastvora. Promena apsorpcionog
spektra kompleksa Amp-Ni(II) u prisustvu His sa vremenom prikazana je na slici 84.

A A
1,0-[_\

0.8 1

0.6

0.4 1

0.2

S y ’ v ' >
332.00 474.00 616.00 758.00 900.00 3, [nm]

0.0
190.00

Slika 84. Promena apsorpcionog spektra kompleksa Amp-Ni(Il) u prisustvu His sa vremenom, nakon: a) 1
min; b) 5,8 min i ¢) 11,8 min. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru: c(Ni2+) = 1,0-10" mol-dm>;
c(Amp) = 1,0-10" mol-dm™; c¢(His) = 15,52 ug-em™; ¢(NaOH) = 1,0-107° mol-dm™; ¢(KCl) = 1,5-107
mol-dm™; 25,0 0,1 °C.

Sa prikazanih spektara (slike 74 1 84) se vidi da prisustvo histidina pri datoj koncentraciji
znatno povecava brzinu reakcije izmedu Ni(II) i Amp u baznoj sredini, $to je dalo moguénost za
razradu kineticko—spektrofotometrijske metode za odredivanje histidina. Brzina reakcije pracena
je spektrofotometrijski merenjem promene apsorbance na 265 nm u toku 5 min, 60 s nakon
iniciranja reakcije. Dobijene zavisnosti A = f(t) su za razliCite koncentracije His linearne u celom
ispitivanom vremenskom intervalu (slika 85) §to je omogucilo primenu diferencijalne varijante
tangensne metode.
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Slika 85. Promena apsorbance rastvora sa vremenom za razlicite koncentracije His: 1) 1,55 ug-cem™, 2)
3,10 ugem™, 3) 6,20 ugem™, 4) 7,75 ug-em™ i 5) 10,85 ug-em™. Pocetne koncentracije reaktanata u
rastvoru: ¢(Ni**) = 1,0-107 mol-dm™; ¢c(NaOH) = 3,5-107 mol-dm™; ¢ (KCI) = 7,5:107 mol-dm™; c(Amp)
= 8107 mol-dm™; t = 25,0 % 0,1°C.

Da bi se odredile §to nize koncentracije His, pracene su promene brzine osnovne (bez His) 1

ispitivane (sa His) reakcije u zavisnosti od koncentracije svih ucesnika u reakciji.

3.6.1. Odredivanje optimalnih uslova odigravanja reakcije

Uticaj NaOH na brzine reakcija praéen je u intervalu koncentracije (0,1-5,0)- 10 mol-dm™
(slika 86).

3.0 4

g 1
€
s /./-/'r"'
- 254 ]
E) -
2.0 /-/ 2
n e— 0o o ZLo—® 0o
1.5 /o/
] ./.
1.0 - (]
0.5 /
18
0.0 T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

¢(NaOH)-10%, mol-dm™
Slika 86. Zavisnost brzine ispitivane (1) i osnovne (2) reakcije od koncentracije NaOH. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: ¢(Ni’") = 1,0-10™* mol-dm™: c(Amp) = 5-10° mol-dm™; ¢(KCl) =
1,5:107 mol-dm™; ¢(His) = 1,55 ug-em™; t = 25,0 £ 0,1 °C.
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Sa slike se vidi da NaOH u intervalu koncentracije (0,1-2,0)-10? mol-dm™ znagajno povecava
brzine reakcija, dok u opsegu (2,0-5,0)-10% mol-dm™ nema uticaja na brzinu osnovne reakcije, te
je nultog reda u odnosu na koncentraciju NaOH u tom opsegu koncentracija. Brzina ispitivane
reakcije se prakti¢no ne menja u opsegu koncentracija hidroksida od (3,0-5,0)-10” mol-dm™ i ona
je za taj opseg koncentracija NaOH nultog reda u odnosu na NaOH. Dalja merenja su vrSena pri
koncentraciji NaOH od 3,5-10 mol-dm™.

Zavisnost brzine reakcija od koncentracije KCl prikazana je na slici 87. Povecanje
koncentracije ovog reaktanta jace uti¢e na povecanje brzine ispitivane reakije. Najveca razlika u
brzinama ovih reakcija je pri koncentraciji KCI od 7,5-10” mol-dm™ i ona je kori§éena u daljem
radu. I ispitivana i osnovna reakcija su prvog reda u odnosu na koncentraciju KCI u intervalu
koncentracije KCI (1,5-7,5)- 102 mol-dm™.

Uticaj koncentracije Ni(II) jona na brzinu osnovne i ispitivane reakcije prikazan je na slici
88. Sa slike se vidi da brzine reakcija rastu sa povecanjem koncentracije ovog jona od (0,1-
1,0)-10* mol-dm™. Dalje poveéanje koncentracije metalnog jona do 1,5-10* mol-dm™ nema
efekta na brzine odigravanja reakcija. Vrednosti koncentracija ve¢e od ove iznova povecavaju
brzine reakcija, ali ne u istoj meri, tako da razlika u brzinama postaje neznatna. Za dalji rad je
odabrana konentracija Ni(II) jona od 1,0-10™ mol-dm™. U opsegu koncentracije Ni(II) jona (0,1—
1,0)-10* mol-dm™ obe reakcije su prvog reda u odnosu na koncentraciju Ni(II).

3.24

S

2.6

-1

2

tga 107, min

2.4 4

2.24

2.0

1.8+ . /

o/ \

1.6 ]

0 2 4 6 8 10 12 1‘4 16
¢(KC1)-10°, mol-dm”

Slika 87. Zavisnost brzine ispitivane (1) i osnovne (2) reakcije od koncentracije KCI. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: ¢(Ni") = 1,0-107 mol-dm™; ¢(NaOH) = 3,510 mol-dm™; c(Amp) =
5-10° mol-dm™; c(His) = 1,55 ug-em™; t = 25,0+ 0,1 °C.
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Slika 88. Zavisnost brzine ispitivane (1) i osnovne (2) reakcije od koncentracije Ni(ll). Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: ¢(NaOH) = 3,5:107 mol-dm™; c(Amp) = 5:10° mol-dm™; ¢(KCl) =
7,5-107 mol-dm™; ¢(His) = 1,55 ug-em™; t = 25,0+ 0,1 °C.

Na slici 89 prikazana je zavisnost brzine ispitivane i osnovne reakcije od koncentracije
ampicilina. Brzine reakcija su priblizno linearne funkcije koncentracije ampicilina i obe su prvog
reda u odnosu na koncentraciju ampicilina. Koncentracija ampicilina od 8:10° mol-dm™
odabrana je kao optimalna, jer se pri toj vrednosti javlja najveca razlika u brzinama reakcija.
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Slika 89. Zavisnost brzine ispitivane (1) i osnovne (2) reakcije od koncentracije Amp. Pocetne
koncentracije reaktanata u rastvoru: ¢(Ni'') = 1-10™* mol-dm™; ¢(NaOH) = 3,5:107° mol-dm™; ¢(KCl) =
7,5-107 mol-dm™; ¢(His) = 1,55 ug-em™; t = 25,0+ 0,1 °C.

Na osnovu prethodno dobijenih zavisnosti brzine reakcije od koncentracije svakog
reaktanta pojedinac¢no, kao i odredivanja reda reakcije u odnosu na svaki reaktant pojedinacno,
mogu se postaviti kineticke jednacine:
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osnovna reakcija

de.
dt

= kl 'CN12+ .cKCl 'CAmp

za interval koncentracija:

Ni(II) = (0,1-1,0)-10"* mol-dm™
NaOH = (2,0-5)-10 mol-dm™
KCl = (1,5-7,5)-10 mol-dm™
Amp = (0,1-0,8)-10” mol-dm™

ispitivana reakcija

dc
dt

za interval koncentracija:

Ni(II) = (0,1-1,0)-10"* mol-dm™
NaOH = (3,0-5,0)- 102 mol-dm™
KCl = (1,5-7,5)-10 mol-dm™
Amp = (0,1-0,8)-10” mol-dm™

gde je:

dc o
— — promena koncentracije indikatorske supstance,
t

ki —uslovna konstanta brzine osnovne reakcije,
k> - uslovna konstanta brzine ispitivane reakcije.

3.6.2. Validacija analitiCke metode za odredivanje histidina

=k, "Chizr " Cxal " Camp  ChHis

(99)

(100)

Validacija metode izvrSena je odredivanjem intervala linearnosti, limita detekcije, tacnosti,

preciznosti i selektivnosti.

Linearnost

Uticaj histidina u intervalu od 0,31 do 10,85 pg-cm™ na brzinu reakcije (slika 90) praéen je
pri prethodno odabranim optimalnim uslovima odigravanja reakcije: ¢(Ni’*) = 1,0-10™ mol-dm™;
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¢(NaOH) = 3,5:107 mol-dm™; ¢ (KCI) = 7,5:107 mol-dm™; c(Amp) = 8-10° mol-dm™; t = 25,0 +
0,1°C.

6.5+

6.04

tgar 10%, min

554

5.0 1

4.5+

4.0

354

3.0+

25 —
0 2 4 6 8 10 12
c(His), ug'em”

Slika 90. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije His. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru:
c(Ni’*) = 1107 mol-dm™; ¢(NaOH) = 3,5-10° mol-dm™; ¢(KCl) = 7,5-107° mol-dm™; c¢(Amp) = 8:10”
mol-dm™; t = 25,0+ 0,1 °C.

Sa prikazane slike se vidi da se kalibraciona prava sastoji iz dva linearna dela 1 da je tacka
preloma pri koncentraciji histidina od 1,55 pg-cm™. Kalibraciona prava za opseg koncentracije
His u intervalu od 0,31 do 1,55 pg-cm™ (slika 91) moze se prikazati jednac¢inom:

tga- 107 = (2,6260 + 0,0110) + (0,7624 + 0,0011)-c(His); (101)
r=0,9993; So=0,0131;n=9

-1

3.8
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tgor 10°, min

3.4
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3.0 1
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0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 12 14 16

c(His), ug-cm3
Slika 91. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije His. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru:

c(Ni’*) = 1,0-107 mol-dm™; ¢(NaOH) = 3,5:-10° mol-dm™; ¢(KCl) = 7,5-107 mol-dm™; c(Amp) = 8107
mol-dm™; t =250+ 0,1 °C.
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Kalibraciona prava za koncentraciju His u intervalu od 1,55 do 10,85 pg-cm” (slika 92) data je
jednacinom:

tega-10% = (3,3908 + 0,0245) + (0,2676 + 0,0036)-c(His); (102)
r=0,9990; So=0,0373; n = 13

gde je:
tga — nagib linearnog dela kineticke krive u koordinatnom sistemu A = f(t),

c(His) — koncentracija histidina izraZena u pg-cm™ i
Sy — standardna devijacija fitovanja.
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Slika 92. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije His. Pocetne koncentracije reaktanata u rastvoru:
c(Ni**) = 1,0-10" mol-dm™; ¢(NaOH) = 3,5:107° mol-dm™; ¢(KCl) = 7,5-107 mol-dm™; c(Amp) = 8107
mol-dm?; t = 25,0+ 0,1 °C.

Limit detekcije

Limit detekcije (LOD) odreden je koris¢enjem jednacina (76) i (77). Dobijene vrednosti su
0,05 pg-em™ 10,04 pg-cm™, respektivno.

Tacnost i reproduktivnost
Tacnost i1 reproduktivnost metode odredene su za tri koncentracije sa kalibracione prave sa

slike 92 na osnovu rezultata iz pet merenja za svaku od izabranih koncentracija. Rezultati
dobijeni statistickom obradom podataka prikazani su u tabeli 32.
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Tabela 32. Tacnost i reproduktivnost odredivanja’ His.

Koncentracija His (ug-cm™)

RSD Y=/ 100
odmerena odredena (%) ﬂ(%)
n X £SD
1,55 1,49 +£ 0,12 8,05 —3,87
6,20 6,19+£0.20 3,23 -0,16
10,85 10,42 £ 0,21 2,02 —3,96

(*) Legenda velicina i odgovarajuci izvazi dati su uz tabelu 9 u poglaviju 3.1.2.

Iz prikazanih rezultata vidi se da je relativna greska odredivanja His ovom metodom od 8,05 do
2,02 % za interval koncentracije His od 1,55 do 10,85 pg-cm™.

Selektivnost

U cilju utvrdivanja selektivnosti ove metode ispitan je uticaj nekih jona i organskih
molekula na brzinu katalitike reakcije koju daje koncentracija His od 3-10” mol-dm™ (4,65
ng-cm™). Koncentracija ispitivanih supstanci je varirana u odnosu na zadatu koncentraciju His
sve dok nije nadena ona koncentracija koja ometa njegovo odredivanje (tabela 33). Granica
tolerancije data je kao odnos molarnih koncentracija strane komponente i His u ispitivanom
rastvoru. Pri tome je uzeto da je granica tolerancije ona koncentracija strane supstance koja daje
odstupanje do dve standardne devijacije koncentracije prilikom odredivanja His (2s kriterijum)
(Kirkbright, 1966).

Tabela 33. Granica tolerancije stranh jona i molekula pri odredivanju His.

Gramca Jon/molekul
tolerancije x)
Cx /cHis
10° Li’, urea
107 glukoza
10 Ba®’, Pb*", Sn*’, As*', nikotinska kis., CH;COO™

salicilna kis., sorbitol, manitol, arginin, metionin, serin,
lizin, Mg**, Zn**, Ca®', Cd*', F, C,04*, SO*
Interferiraju kod laktoza, limunska kis., alanin, fenilalanin, triptofan,
odnosa 1:1 asparagin, AI’", Hg™', As’", Fe’", Co®", Cu®’, NO;~, HPO,>

1

Jon Li" i molekul uree u hiljadu puta ve¢oj koncentraciji, kao i molekul glukoze u sto puta veéoj
koncentraciji od histidina, ne utiCu na njegovo odredivanje. Joni Ba?*, Sn*', Pb*’, As’",
CH3COQO7, kao i nikotinska kiselina, ne uti¢u na brzinu reakcije kada su prisutni u desetostrukom
visku. Od ispitanih aminokiselina, metionin, serin, lizin i arginin u koncentraciji 3-10”° mol-dm™
ne ometaju odredivanje histidina, kao i salicilna kiselina i pojedini uobicajeni sastojci i
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eventualno prisutne primese tabletiranih i kapsuliranih preparata (sorbitol, manitol). Isti efekat
pokazuju i joni Mg*", Ca®, Zn*", Cd*, F-, C,04>, SO4*. Ostali ispitivani molekuli i joni
interferiraju u odnosu 1:1.

3.6.3. Termodinamicke karakteristike sistema

Brzina ispitivane reakcije pracena je pri odabranim optimalnim uslovima na tri
temperature: 20, 25 i 30 °C. Graficke zavisnosti brzine reakcije od koncentracije His na
temperaturama 20 i 30 °C prikazane su na slici 93, dok je ista zavisnost na temperaturi od 25 °C
prikazana na slici 92.

Kalibraciona prava na 20,0 °C moze se prikazati slede¢om jednacinom:

tga-10% = (2,7214 + 0,0558) + (0,2419 + 0,0081)-c(His); (103)
r=0,9972; So = 0,0660, n = 7

i vazi za interval koncentracija His od 1,55 do 10,85 pg-cm™.

Kalibraciona prava na 30,0 °C moze se prikazati sledeCom jednacinom:

tea-10% = (4,0567 + 0,0893) + (0,3143 + 0,0148)-c(His); (104)
r=0,9956; Sy = 0,0960, n = 6

i vazi za interval koncentracija His od 1,55 do 9,30 pg-cm™.
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c(His), pg-cm’3
Slika 93. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije His. Krive: 1) t = 20,0 °C i 2) t = 30,0 °C. Pocetne

koncentracije reaktanata u rastvoru: ¢(Ni**) = 1,0-10” mol-dm™; ¢(NaOH) = 3,5-107 mol-dm™; ¢(KCl) =
7,5-107 mol-dm™; c(Amp) = 8-10° mol-dm™.
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Uslovna konstanta brzine reakcije izraCunata je na osnovu kineticke jednacine (100) za tri
razliCite temperature (tabela 34).

Tabela 34. Uslovna konstanta brzine reakcije na razlicitim temperaturama.

k10" (mol-dm™)'"s™ T (K)
3,61 293
4,35 298
5,20 303

n — red reakcije

Na osnovu dobijenih rezultata predstavljen je grafik zavisnosti tga u funkciji od
temperature (slika 94).

5.8

5.6 -

5.4

tgo: 107, min’

52
50
48]
46
4]
42
40

3.8

20 ' 22 ' 24 ' 26 ' 28 ' 3‘0
t,°C
Slika 94. Zavisnost brzine reakcije od temperature. Pocete koncentracije u rastvoru: ¢(Ni*") = 3-10™
mol-dm™; c(Amp) = 8:10° mol-dm™; ¢(NaOH) = 4,0-107 mol-dm™; ¢(KCl) = 1,5-107 mol-dm™; ¢(His) =
4,65 ,ug-cm'3.

Termodinamicki parametri reakcije odredeni su na osnovu vrednosti nagiba prave
prikazane na slici 95.
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Slika 95. Zavisnost logaritma uslovne konstante brzine reakcije od reciprocne vrednosti apsolutne
temperature.

Iz nagiba ove prave izraCunata je energija aktivacije primenom jednacine (89). Ostali
termodinamicki parametri: promena entalpije (AH"), promena entropije (AS’), promena slobodne
energije (AG") i pK" vrednost gradenja kompleksa izracunati su primenom jednacina (90-93).
Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 35.

Tabela 35. Termodinamicke karakteristike stvaranja kompleksa na 298 K.

Ea’ AH' AS’ AG’ pK’
(kJ-mol™) (kJ-mol™) (J-K'mol™") (kJ-mol™)
27,75 2527 43,57 12,29 2,15

Energija aktivacije je Cesto koristan podatak u aproksimaciji brzine hemijske reakcije, medutim
brzinu hemijske reakcije definiSe promena slobodne energije aktivacije i delimi¢no promena
entropije aktiviranja. Katalizator je supstanca koja smanjuje energiju aktivacije neke promene
koja se deSava uz smanjenje slobodne energije, ali prema teoriji apsolutnih brzina reakcije,
taCnije je ako se kaze da katalizator smanjuje slobodnu energiju aktivacije. Kod nekih katalitickih
reakcija dolazi do povecanja promene entalpije aktivacije, ali odgovarajuce povecanje proizvoda
temperature i promene entropije aktivacije potpuno kompenzuje tu promenu (Gleston, 1970, str.
872; Obradovié et al., 1987, str. 169).

Uporedivanjem termodinamickih karakteristika prikazanih u tabelama 29 i1 35 moze se

pretpostaviti da His ima ulogu katalizatora u reakciji izmedu Amp i Ni(Il) u baznoj sredini na
osnovu povecanja promene entropije i smanjenja slobodne energije aktivacije.
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IZVOD

Na osnovu prikazanih rezultata proucavanja kinetike ispitivanih reakcionih sistema, a u
cilju odredivanja mikrokoli¢ina uree, streptomicina, neomicina, natrijum-salicilata, ampicilina i
histidina, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Dobijeni eksperimentalni rezultati opisuju karakteristike predlozenih  kineticko-
spektrofotometrijskih metoda za odredivanje navedenih supstanci (tabela 36).

Tabela 36. Karakteristike razradenih kineticko-spektrofotometrijskih metoda za odredivanje ispitivanih
supstanci.

Interval
+ ¥ _
Supstanca t (oé);l (i::) linearnosti ( I;(Zz_S) YA 100(%) Uzorak
. : U
(ng-cm™) H
Urea 25,0 700 0,25-2,5 0,12 —4,00 do —0,80 Krema
Prasak za
Streptomicin- o
25,0 700 18,2 -182 11,75 8,85 do -3,63 injekcije,
sulfat
urin
15,37 — 46,12 -2,47 do 4,55
Neomicin 25,0 700 3,19 Kapi za oci
76,88 — 153,7 -4,25 do 0,75
Na-salicilat 26,0 525 0,93-93 0,67 -5,38 do 0,65 Serum, vino
Kapsule,
Ampicilin 25,0 265 3,49 — 55,84 2,58 -11,75 do -1,45 _ )
sirup, urin
0,31 -1,55 /
Histidin 25,0 265 0,05 /
1,55-10,85 -3,87 do -3,96

Metode za odredivanje uree, streptomicin-sulfata i neomicina zasnovane su na uticaju
navedenih antibiotika na kolorimetrijsko odredivanje uree u rastvoru i na rezultatima analize
kinetike reakcionog sistema modifikovane Berthelot-ove metode u prisustvu i bez prisustva
navedenih supstanci. Dobijeni rezultati su iskoriS¢eni za razradu kineti¢ko-spektrofotometrijskih
metoda za odredivanje navedenih komponenti.
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Kineti¢ko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje natrijum-salicilata zasnovana je na

pracenju brzine degradacije kompleksa Fe(Ill)-salicilat slobodnim radikalima u acetatnom
puferu.

Kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje ampicilina bazira se na njegovoj

reakciji sa jonima Ni(Il) u baznoj sredini i u prisustvu kalijum-hlorida kao elektrolita za

pod

eSavanje jonske sile rastvora. Ovu reakciju katalizuju mikrokoli¢ine aminokiseline histidina,

Sto je iskoriS¢eno za razradu kineticke metode za njegovo odredivanje.

2.

170

Razradena je kinetiCko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje mikrokoli¢ina uree u
rastvoru na osnovu adaptacije kolorimetrijske modifikovane Berthelot-ove procedure. Ova
procedura je slozeni, dvostruko katalizovani sistem reakcija, koje vode do formiranja zeleno
obojenog kompleksa, 2,2'-dikarboksiindofenola. Brzina gradenja ovog kompleksa (reakcija u
prisustvu uree) pracena je na 700 nm, u odnosu na osnovnu reakciju, jer je na toj talasnoj
duzini evidentiran maksimum apsorbance kompleksa zelene boje. Ravnomerne promene
apsorbance su se deSavale optimalnom brzinom u vremenskom intervalu pogodnom za
odredivanja diferencijalnom varijantom tangensne metode. Ispitivanjem uticaja svakog
reaktanta pojedinacno na brzine reakcije odredeni su optimalni uslovi odigravanja reakcije za
kineticko odredivanje uree u rastvoru na 25 °C: 0,5 ecm’ Rsfc(Na-salicilat) = 7,75-107
mol-dm™, ¢(Na-nitroprusid) = 4,19-10* mol-dm™, ¢(EDTA) = 1,25-10" mol-dm™]; c(ureaza)
=175 Udm™; 0,2 cm’ Ryfc(NaOCI) = 1,24-107 mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-107 mol-dm™]; pH
= 7,5. Relativna standardna devijacija izracunata za interval koncentracije uree od 0,25 do 2,5
ng-em” krece se od 8,33 do 2,02 %. Na osnovu zavisnosti tgo od koncentracije reagujuéih
komponenata postavljene su kineticke jednaine za osnovnu i ispitivanu reakciju. Rezultati
ispitivanja selektivnosti metode pokazali su da streptomicin i neomicin imaju znacajan uticaj
na brzinu reakcije gradenja 2,2'-dikarboksiindofenola, Sto je posluzilo za razradu kineti¢ko-
spektrofotometrijskih metoda za njihovo odredivanje. Metoda je primenjena za odredivanje
uree u kremi (tabela 37).

. Razradena je kinetiCko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje mikrokoli¢ina

streptomicin-sulfata (SMS) u rastvoru, a na osnovu njegovog inhibitornog efekta na reakciju
gradenja 2,2'-dikarboksiindofenola primenom kineti¢ko-spektrofotometrijske metode za
odredivanje mikrokoli¢ina uree u rastvoru. Brzina odigravanja ispitivane reakcije pracena je
na 700 nm na temperaturi od 25 °C u odnosu na osnovnu reakciju. Diferencijalna varijanta
tangensne metode koriS¢ena je za obradu kinetickih podataka. Ispitivanjem uticaja svakog
reaktanta pojedina¢no na brzinu osnovne i ispitivane reakcije odredeni su optimalni uslovi
odigravanja reakcije za kineti¢ko odredivanje SMS u rastvoru: 1,0 cm’ Rs[c(Na-salicilat) =
1,55-107 mol-dm?, c(Na-nitroprusid) = 838107 mol-dm™, ¢(EDTA) = 2,50-107 mol-dm™];
c(urea) = 2,08:107 mol-dm™; c(ureaza) = 175 U-dm™; 0,2 em’ R,[c(NaOCI) = 1,24:107
mol-dm™, ¢(NaOH) = 2,5-10° mol-dm™]; pH = 7,5. Relativna standardna devijacija
izradunata za interval koncentracije SMS od 18,2 do 182 pg-cm™ kreée se od 8,83 do 0,55 %.



Na osnovu zavisnosti tga od koncentracije reaguju¢ih komponenata postavljene su kineticke
jednacine za osnovnu i ispitivanu reakciju. Rezultati ispitivanja selektivnosti metode pokazali
su da nema znacajne interferencije sa stanovista aplikativnosti metode, jer je ona direktno
primenjena za odredivanje SMS u farmaceutskom preparatu (prasak za injekcije, tabela 37) i
humanom urinu (tabela 38). Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima odredivanja HPLC
metodom u navedenim uzorcima.

Razradena je kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje mikrokoli¢ina neomicina
u rastvoru, a na osnovu njegovog inhibitornog efekta na reakciju gradenja 2,2'-
dikarboksiindofenola primenom kineticko-spektrofotometrijske metode za odredivanje
mikrokoli¢ina uree u rastvoru. Brzina ispitivane reakcije pracena je na 700 nm na temperaturi
od 25 °C u odnosu na osnovnu reakciju. Diferencijalna varijanta tangensne metode koris¢ena
je za obradu kinetickih podataka. Ispitivanjem uticaja svakog reaktanta pojedinacno na brzinu
osnovne i ispitivane reakcije odredeni su optimalni uslovi odigravanja reakcije za kineticko
odredivanje neomicina u rastvoru: 1,0 ¢cm’ Rifc(Na-salicilat) = 1,55-107 mol-dm™, c¢(Na-
nitroprusid) = 8,38:10% mol-dm™, ¢(EDTA) = 2,50-10" mol-dm™]; c(urea) = 4,16-107
mol-dm™; c(ureaza) = 175 Udm™: 0,2 ecm® Ryfc(NaOCl) = 1,24:10° mol-dm™, ¢(NaOH) =
2,5:10° mol-dm™]; pH = 7,5. Relativna standardna devijacija izraunata za interval
koncentracije neomicina od 76,88 do 153,7 pg-em™ kreée se od 1,99 do 0,68 %. U opsegu
nizih koncentracija od 15,37 do 46,12 pg-cm™ neomicin je pokazivao aktivatorni efekat.
Relativna standardna devijacija za taj opseg krece se od 3,47 do 2,79 %. Na osnovu zavisnosti
tga od koncentracije reaguju¢ih komponenata postavljene su kineticke jednacine za osnovnu i
ispitivanu reakciju. Rezultati ispitivanja selektivnosti metode pokazali su da nema znacajne
interferencije sa stanoviSta aplikativnosti metode, jer je direktno primenjena za odredivanje
neomicina u farmaceutskim preparatima (kapi za oci, tabela 37). Dobijeni rezultati su u
skladu sa rezultatima mikrobioloSkog odredivanja disk difuzionom metodom u navedenim
uzorcima.

Razradena je kineti¢ko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje mikrokoli¢ina natrijum-
salicilata (NaS) u rastvoru, na osnovu degradacije njegovog kompleksa sa Fe(III) jonima, koji
je formiran kao proizvod Fenton-ovog reagensa i NaS u acetatnom puferu. Brzina reakcije
pracena je na 525 nm na temperaturi od 26 °C. Diferencijalna varijanta tangensne metode
koris¢ena je za obradu kinetickih podataka. Ispitivanjem uticaja svakog reaktanta pojedinacno
na brzinu reakcije degradacije odredeni su optimalni uslovi za kineticko odredivanje NaS u
rastvoru: ¢(Fe’’) = 4,67-107 mol-dm™; ¢(H,03) = 6,67-10° mol-dm™; c(pufer) = 8,6:107
mol-dm™; pH = 3,9. Relativna standardna devijacija izra¢unata za interval koncentracije NaS
od 0,93 do 9,30 ug‘cm'3 kre¢e se od 6,82 do 1,71 %. Na osnovu zavisnosti tgo od
koncentracije reaguju¢ih komponenata postavljena je kineticka jednacina reakcije. Uslovna
konstanta brzine reakcije izraunata je za temperature 23, 26 i 29 °C. Iz dobijenih vrednosti
uslovne konstante brzine na tri temperature izracunati su termodinamicki parametri za
predlozenu metodu: energija aktivacije (Ea* = 51,68 kJ-mol™), aktivaciona entalpija (AH* =
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49,19 kJ-mol™), aktivaciona entropija (AS* = 40,70 J-K'-mol™) i Gibbs-ova slobodna
energija aktivacije (AG* = 37,02 kJ-mol™). Selektivnost metode je ispitana na neke metalne
jone, anjone i organske molekule. Metoda je primenjena za odredivanje mikrokoli¢ina NaS u
serumu (tabela 37) i u vinu (tabela 39). Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima
odredivanja HPLC metodom.

6. Razradena je kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje mikrokoli¢ina ampicilina
(Amp) u rastvoru na osnovu njegove reakcije sa jonima Ni(Il) u baznoj sredini i u prisustvu
KCl. Brzina reakcije prac¢ena je na 265 nm na 25 °C. Diferencijalna varijanta tangensne
metode koriS¢ena je za obradu kinetickih podataka. Ispitivanjem uticaja svakog reaktanta
pojedina¢no na brzinu reakcije odredeni su optimalni uslovi za kineticko odredivanje Amp u
rastvoru: ¢(Ni*') = 3,0-107 mol-dm™; ¢(NaOH) = 4,0-107 mol-dm™; ¢ (KCI) = 1,5107
mol-dm™. Relativna standardna devijacija izradunata za interval koncentracije Amp od 3,49
do 55,84 pg-em™ kreée se od 7,79 do 3,20 %. Na osnovu zavisnosti tga od koncentracije
reaguju¢ih komponenata postavljena je kineticka jednacina reakcije. Uslovna konstanta
brzine reakcije izraCunata je za Cetiri temperature: 19, 22, 25 i 28 °C. Iz dobijenih vrednosti
uslovne konstante brzine na ovim temperaturama izracunati su termodinamicki parametri za
predlozenu metodu: energija aktivacije (Ea* = 21,05 kJ-mol™), aktivaciona entalpija (AH* =
18,57 kJ-mol™), aktivaciona entropija (AS* = —197,94 J-K'-mol™) i Gibbs-ova slobodna
energija aktivacije (AG* = 77,56 kJ-mol™). Selektivnost metode je ispitana na neke metalne
jone, anjone, amino kiseline i dr. organske molekule, koji se mogu naci, kao ekscipijenti u
farmaceutskim preparatima. Kataliticki efekat histidina iskoriS¢en je za razradu kineticke
metode za njegovo odredivanje. Metoda je primenjena za odredivanje mikrokolicina Amp u
kapsulama, sirupu (tabela 37) i urinu (tabela 38). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima odredivanja HPLC metodom.

7. Razradena je kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje mikrokoli¢ina histidina
(His) u rastvoru na osnovu njegovog katalitickog efekta na reakciju ampicilina sa jonima
Ni(IT) u baznoj sredini 1 u prisustvu KCI. Brzina reakcije prac¢ena je na 265 nm na 25 °C.
Diferencijalna varijanta tangensne metode koriS¢ena je za obradu kinetickih podataka.
Ispitivanjem uticaja svakog reaktanta pojedina¢no na brzinu reakcije odredeni su optimalni
uslovi odigravanja reakcije za kineticko odredivanje His u rastvoru: ¢(Ni*") = 1,0-107
mol-dm™; ¢(NaOH) = 3,5:10° mol-dm™; ¢ (KCl) = 7,5-10° mol-dm™; c¢(Amp) = 8107
mol-dm™. Relativna standardna devijacija izra¢unata za interval koncentracije His od 1,55 do
10,85 pg-em™ kreée se od 8,05 do 2,02 %. Na osnovu zavisnosti tga od koncentracije
reaguju¢ih komponenata postavljene su kineticke jednacCine osnovne i ispitivane reakcije.
Uslovna konstanta brzine reakcije izracunata je za ispitivanu reakciju na tri temperature: 20,
25130 °C. 1z dobijenih vrednosti uslovne konstante brzine na ovim temperaturama izracunati
su termodinamicki parametri za predlozenu metodu: energija aktivacije (Ea* = 27,75 kJ-mol
", aktivaciona entalpija (AH* = 25,27 kJ-mol™), aktivaciona entropija (AS* = 43,57 J-K'
"mol™) i Gibbs-ova slobodna energija aktivacije (AG* = 12,29 kJ-mol™). Selektivnost
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metode je ispitana na neke metalne jone, anjone, amino kiseline i dr. organske molekule, koji
se mogu naci kao ekscipijenti u farmaceutskim preparatima.

Tabela 37. Tacnost i reproduktivnost odredivanja ispitivanih komponenata u farmaceutskim preparatima.

Koncentracija ispitivane supstance (ng-cm™)

-y Recovery
% odredena odredena RSD —— 100 (Kkineti¢ka F-
Odmerena DAY o u t-test
Deklarisana”” kinetickom uporednom (%) Y metoda) test
metodom metodom (%) (%)
2 (X +SD) (X % SD)
Urea
1,19" 0,91 + 0,06 / 6,59 -23,53 76,47 / /
Streptomicin—-sulfat (mg)
1000,00”°  1091,00 46,23 1052,00+ 1891 4,24 +9.1 109,10 5,97 1,75
Neomicin (mg-cm'3)
5,007 4,94+ 0,11 4,67 + 0,45 2,23 -1,2 98,80 16,73 1,00
3,507 3,78 £ 0,10 3,93 0,35 2,65 +8,0 108,00 12,25 0,70
3,50 3,81 +£0,15 4,05+ 0.4 3,94 +8.8 108,88 7,11 0,98
Na-salicilat (ug-em™)
497" 4,46 + 0,09 4,55 +0,07 2,02 +10,26 89,74 1,65 1,78
3,207" 2,80 + 0,20 3,00 + 0,09 7,14 +12,50 87,50 4,94 2,14
Ampicilin (ug-em?)
20,947 22,09+ 1,10 20,83 +0,59 4,98 +5,49 105,49 3,47 2,26

20,94 21,42+ 1,14 20,75 + 0,65 5,32 +2,29 102,29 3,08 1,14
10,477 9,66 + 0,58 10,13 0,25 6,00 -7,74 92,26 5,38 1,65

a/Atopic, krema, 5 % uree, Medical Cosmetics, Crystal derma d.o.o, Beograd;

Y Streptomicin, prasak za injekcije,1 g streptomicina u obliku streptomicin-sulfata, Galenika®, a.d. Beograd;

* Deksametazon Neomicin kapi za oci, 5 mg/cm3 neomicinsulfata, Galenska laboratorija, Apotekarska ustanova Nis;
Y Dexamethason Neomycin kapi za o¢i, 3,5 mg/crn3 neomicina, Galenika a.d., Beograd;

¢ Neodeksacin kapi za o¢i, 3,5 mg/cm3 neomicina, Hemofarm, a.d., Vrsac;

f/Lyotrol N, humani kontrolni serum, bioMerieux®SA, Francuska;

¢ Pentrexyl®, capsule, 500 mg ampicilina, Galenika, a. d., Beograd, Srbija;

h/ Ampicilin, capsule, 500 mg ampicilina, Panfarma, d. o. 0., Beograd, Srbija;

¥ Pentrexyl®, prasak za oralnu suspenziju, 250 mg ampicilina/5 cm’, Galenika, a. d., Beograd, Srbija.
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Tabela 38. Tacnost i reproduktivnost odredivanja ispitivanih komponenata u humanom urinu metodom

standardnih dodataka.

Koncentracija ispitivane supstance (ng-cm™)

T—u Recovery

odredena odredena RSD —— 100 (kineti¢ka Fotest  t-test

dodata kinetickom uporednom (%) o metoda)
n metodom metodom (%) (%)
(X £SD) (x £SD)
Streptomicin-sulfat (p,g-cm'S)
72,85 65,00 + 5,00 70,60 + 2,56 7,69 -10,78 89,22 3,81 2,23
91,00 83,59+ 5,99 85,68 2,58 7,17 -8,14 91,86 5,39 0,72
127,48 119,07 £4,22 123,47 +2,33 3,54 —-6,60 93,40 3,28 2,04
Ampicilin (ug-em™)

10,47 9,02 £0,85 9,97 £0,43 9,42 —-13,85 86,15 3,91 2,24
27,92 26,12 +£1,23 27,45+ 0,71 4,71 —6,44 93,56 3,00 2,10

Tabela 39. Tacnost i reproduktivnost odredivanja Na-salicilata u vinu™ metodom standardnih dodataka.

Koncentracija Na-salicilata (ug-cm™)

T—u Recovery
. 100 . o w
?dre‘(‘Eena odredena HPLC R,,SD u (kineticka F-test  t-test
dodata kinetickom (%) metoda)
metodom (%) o
n metodom (X £ SD) (%)
(X £SD) *
4,97 4,05+0,24 4,37+ 0,22 5,6 —-18,51 81,50 1,20 2,2
3,20 2,70 £ 0,22 2,91 +£0,20 8,1 —-15,62 84,38 1,21 1,58

(*) Grasevina, belo vino, A. D. KruSevac.
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SUMMARY

Next conclusions can be deduced on the basis of presented results of examining the kinetics of
the studied reaction systems, and in order to determine micro quantities of urea, streptomycin,

neomycin, sodium-salicylate, ampicillin and histidine:

1. Displayed

experimental

results

describe

characteristics

of the proposed kinetic-

spectrophotometric methods for the determination of mentioned substances (Table 36).

Table 36. Characteristics of the proposed kinetic-spectrophotometric methods for the determination

of studied supstances.
Linearity o
Substance t(:I;((:);l (};l“;:l") interval ( Zgﬁ_3) ﬂﬂ 1100 (%) Sample
(ngem®)
Urea 25.0 700 0.25-2.5 0.12 —4.00 do —0.80 Cream
) Powder for
Streptomyein- 55 909 182182 11.75 8.85 do —3.63 injection,
sulfat -
Urine
. 15.37 - 46.12 —2.47 do —-4.55 Eve drops
Neomycin = 25.0 700 7508 1537 319 425d0-075 ye aop
Na-salicyilate ~ 26.0 525 0.93-9.3 0.67 —5.38 do 0.65 Serum, Wine
o Capsules,
Ampicillin 25.0 265 3.49-55.84 2.58 —11.75do-1.45 .
Syrup, Urine
o 031155 /
Histidine 25.0 265 1551085 0.05 387 do-3.96

Methods for the determination of urea, streptomycin-sulfate and neomycin are based on the
results of analysis of reaction system kinetics of modified Berthelot method and effect of
these substances on the colorimetric determination of urea. Obtained results are used for the
development of kinetic—spectrophotometric methods for the determination of these

compounds.
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The kinetic—spectrophotometric method for the determination of sodium-salicylate is based
on monitoring the degradation rate of the Fe(Ill)—salicylate complex by free radicals, formed
via Fenton mechanism, in acetate buffer.

The kinetic—spectrophotometric method for the ampicillin determination is based on its
reaction with Ni(II) ions in alkaline medium in the presence of potassium-chloride as the
electrolyte regulating ionic strength of the solution. The fact that this reaction is catalyzed by
micro quantities of amino acid histidine is used for the development of the kinetic method for
the histidine determination.

2. The kinetic—spectrophotometric method for the determination of micro quantities of urea in
solution, based on adaptation of colorimetric modified Berthelot procedure, has been
developed. This procedure is a complex, double catalyzed reaction system, that leads to the
formation of green colored complex of 2,2’-dicarboxyindophenol. The complex formation
rate (reaction in the presence of urea) at 700 nm was monitored, with respect to the blank
reaction, because the greater increment of the absorption maximum at this wavelength
appeared. The equal absorbance changes occurred with the optimal rate during time interval
appropriate for using differential variant of the tangent method. Examining the impact of each
reactant on both monitored reactions’ rate, optimal working conditions for kinetic
determination of urea in solution at 25 °C were determined as follows: 0.5 cm’ Rsfc(Na-
salicylate) = 7.75:107 mol-dm™, c(Na-nitroprusside) = 4.19-10* mol-dm™ c¢(EDTA) =
1.25-10" mol-dm™]; c(urease) = 175 U-dm?; 0.2 em’ Ry[c(NaOCI) = 1.24:107 mol-dm™,
¢(NaOH) = 2.5:107 mol-dm™]; pH = 7.5. Relative standard deviation for the urea
concentration interval from 0.25 to 2.5 pg-cm™ ranges from 8.33 to 2.02 %. On the basis of
tga dependance on reaction components concentration, the kinetics equations for reaction
with and without urea were given. The method selectivity in the presence of some metal ions,
aions and molecules was examined. Streptomycin and neomycin showed significant
interferences on the reaction rate. The effects were used for the development of kinetic—
spectrophotometric methods for the determination of these antibiotics. The method was
applied to determining urea in cream (Table 37).

3. The kinetic—spectrophotometric method for the determination of micro quantities of
streptomycin-sulfate (SMS) in solution was developed. It was based on SMS inhibitory effect
on reaction of formation of 2,2’-dicarboxyindophenol using the proposed kinetic—
spectrophotometric method for the determination of micro quantities of urea. The reaction
rate was monitored at 700 nm at the temperature of 25 °C with respect to the blank reaction.
A differential variation of the tangent method was used to process the kinetic data. Examining
the impact of each reactant on both monitored reactions’ rate, optimal working conditions for
kinetic determination of SMS in solution at 25 °C were determined as follows: 1.0 cm’
Rs[c(Na-salicyilate) = 1.55-107 mol-dm™, c(Na-nitroprusside) = 8.38-10" mol-dm™, ¢(EDTA)
= 2.50-10" mol-dm™]; c(urea) = 2.08:10° mol-dm™; c(urease) = 175 U-dm™; 0.2 cm’

176



Ry[¢(NaOCl) = 1.24:10° mol-dm™, ¢(NaOH) = 2.5-107° mol-dm™]; pH = 7.5. Relative
standard deviation for the SMS concentration interval from 18.2 to 182 pg-cm™ ranges from
8.83 to 0.55 %. The kinetics equations for both reactions were given on the basis of tga
dependance on the reaction components concentration. The obtained results for the method
selectivity showed that there are no interferences regarding method applicability, since it was
directly applied to the determination of SMS in pharmaceutical (injection powder, Table 37)
and urine (Table 38). The obtained results are in accordance with the HPLC determination
results in mentioned samples.

The kinetic—spectrophotometric method for the determination of micro quantities of
neomycin in solution has been developed, based on neomycin inhibitory effect on reaction of
formation of 2,2’-dicarboxyindophenol using the proposed kinetic-spectrophotometric
method for determination of micro quantities of urea. The reaction rate was monitored at 700
nm at the temperature of 25 °C with respect to the blank reaction. A differential variation of
the tangent method was used to process the kinetic data. Examining the impact of each
reactant on both monitored reactions’ rate, optimal working conditions for Kkinetic
determination of neomycin at 25 °C were determined as follows: pH = 7.5; 1.0 cm’® R3[c(Na-
salicyilate) = 1.55-107 mol-dm™, c(Na-nitroprusside) = 8.3810* mol-dm™, c(EDTA) =
2.50-10* mol-dm™]; c(urea) = 4.16:10° mol-dm™; c(urease) = 175 Udm™; 0.2 cm’
Ry[c(NaOCl) = 1.24:10° mol-dm™, ¢(NaOH) = 2.5:10° mol-dm™]. Relative standard
deviation for the neomycin concentration interval from 76.88 to 153.7 pg-cm™ ranges from
1.99 to 0.68 %. On the basis of tga dependance on reaction components concentration, the
kinetics equations for both reactions were given. The results of the method selectivity showed
no significant interferences regarding method applicability, since it was directly applied to
determining of neomycin in pharmaceuticals (ophthalmic drops, Table 37). The obtained
results are in accordance with disc-diffusion microbiological method results in mentioned
samples.

The kinetic—spectrophotometric method for the determination of micro quantities of sodium-
salicylate (NaS) in solution has been developed. It was based on the degradation of the
complex between Fe(Ill) and salicylate ions, formed as the product of reaction between
Fenton’s reagent and NaS in acetic buffer. The reaction rate was monitored at 525 nm at the
temperature of 26 °C. A differential variation of the tangent method was used to process the
kinetic data. Examining the impact of each reactant on the reaction rate, optimal working
conditions for kinetic determination of NaS in solution at 26 °C were determined as follows:
pH = 3.9; c¢(F&’) = 4.67-10° mol-dm™; ¢(H,0,) = 6.67-107 mol-dm™; c(pufer) = 8.6:107
mol-dm™. Relative standard deviation for the NaS concentration interval from 0.93 to 9.30
ng-cm™ ranges from 6.82 to 1.71 %. The kinetics equation for reaction was given on the basis
of tga dependance on reaction components concentration. The relative reaction rate constant
was calculated for temperatures 23, 26 and 29 °C. According to the relative reaction rate
constant values for three temperatures, the thermodynamic parameters were obtained for the
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proposed method: activation energy (Ea* = 51.68 kJ-mol™), activation enthalpy (AH* = 49.19
kJ-mol™), activation entropy (AS* = 40.70 J-K'-mol™") and Gibb's energy (AG* = 37.02
kJ-mol™). The effects of some metal ions, aions and organic molecules were investigated in
order to assess the method selectivity. The method was applied to determining micro
qunatities of NaS in serum (Table 37) and wine (Table 39). The obtained results were in
accordance with the HPLC method results.

The kinetic—spectrophotometric method for the determination of micro quantities of
ampicilline (Amp) in solution has been developed. It was based on its reaction with Ni(II)
ions in alkaline medium in the presence of KCIl. The reaction rate was monitored at 265 nm at
the temperature of 25 °C. A differential variation of the tangent method was used to process
the kinetic data. Examining the impact of each reactant on the reaction rate, optimal working
conditions for kinetic determination of Amp at 25 °C in solution were determined: ¢(Ni*") =
3.0-10* mol-dm™; ¢(NaOH) = 4.0-10° mol-dm™; ¢ (KCI) = 1.5-107 mol-dm™. Relative
standard deviation for the Amp concentration interval from 3.49 to 55.84 pg-cm™ ranges
from 7.79 to 3.20 %. The kinetics equation for reaction was given on the basis of tga
dependance on reaction components concentration. The relative reaction rate constant was
calculated for temperatures 19, 22, 25 and 28 °C. According to the relative reaction rate
constant values for four temperatures, the thermodynamic parameters were obtained for the
proposed method: activation energy (Ea* = 21.05 kJ-mol™), activation enthalpy (AH* = 18.57
kJ-mol™), activation entropy (AS* = — 197.94 J-K'-mol™) and Gibb's energy (AG* = 77.56
kJ 'mol'l). The effects of some metal ions, aions, amino acids and other molecules which can
be found as excipients in pharmaceuticals were investigated in order to assess the method
selectivity. The catalytic effect of the amino acid histidine was used for the development of
the kinetic method for its determination. The method was applied to determining micro
qunatities of Amp in capsules, syrup (Table 37) and urine (Table 38). The obtained results are
in accordance with the HPLC method results.

The kinetic—spectrophotometric method for the determination of micro quantities of histidine
(His) in solution has been developed. It was based on the catalytic effect of His on the
reaction between ampicillin and Ni(Il) ions in alkaline medium in the presence of KCI. The
reaction rate was monitored at 265 nm at the temperature of 25 °C with respect to the blank
reaction rate. A differential variation of the tangent method was used to process the kinetic
data. Examining the impact of each reactant on the reaction rate, optimal working conditions
for kinetic determination of His in solution at 25 °C were determined: ¢(Ni**) = 1.0-10™
mol-dm™: ¢(NaOH) = 3.5-107 mol-dm™; ¢ (KCl) = 7.5-10° mol-dm™; c(Amp) = 8107
mol-dm™. Relative standard deviation for the His concentration interval from 1.55 to 10.85
ng-cm™ ranges from 8.05 to 2.02 %. The kinetics equations for both reactions were given on
the basis of tga dependance on reaction components concentration. The relative reaction rate
constant was calculated for temperatures 20, 25 and 30 °C. According to the relative reaction
rate constant values for these temperatures, the thermodynamic parameters were obtained for



the proposed method: activation energy (Ea* = 27.75 kJ-mol™), activation enthalpy (AH*
25.27 kI-mol™), activation entropy (AS* = 43.57 J-K'-mol™) and Gibb's energy (AG*
12.29 kJ 'mol'l). The effects of some metal ions, aions, amino acids and other molecules
which can be found as excipients in pharmaceuticals were investigated in order to assess the
method selectivity.

Table 37. Accuracy and reproducibility of determination of studied components in pharmaceutical
preparations.

Concentration of the studied component

(ng-em™) ¥y Recovery
«  Determined  Determined RSD ——-100 (Kinetic F-
Measured o o y2i t-test
Declared”” by kinetic by referent (%) %) method) test
method method (%)
B (X +SD) (X % SD)
Urea
1.197 0.91 +0.06 / 6.59 -23.53 76.47 / /
Streptomycin-sulfat (mg)
1000.00”°  1091.00 £46.23 1052.00+ 1891  4.24 9.1 109.10  5.97 1.75
Neomycin (mg-cm™)
5.0077 494 +0,11 4.67 +0.45 2.23 -12 98.80 16.73 1.00
3.50" 3.78 £0.10 3.93 +£0.35 2.65 +8.0 108.00 1225 0.70
3.5077 3.81 £0.15 4.05+0.4 3.94 +8.8 108.88 7.11 0.98
Na-salicylate (ugem™)
497" 4.46 +0.09 4.55+0.07 2.02 +10.26 89.74 1.65 1.78
3.207" 2.80+0.20 3.00 + 0.09 7.14 +12.50 87.50 4.94 2.14
Ampicillin (ug-em™)
20.94"¢ 22.09+1.10 20.83 +0.59 4,98 +5.49 105.49 3.47 2.26
20.94" 21.42+1.14 20.75 + 0.65 5.32 +2.29 102.29 3.08 1.14
10.47" 9.66 + 0.58 10.13 £0.25 6.00 -7.74 92.26 5.38 1.65
a/Atopic, cream, 5 % uree, Medical Cosmetics, Crystal derma d.o.o, Beograd, Srbija; -
Y Streptomicin, injection powder,1 g of streptomycin in the form of streptomycin-sulfat, Galenika®, a.d. Beograd,

Srbija;

“ Deksametazon Neomicin, ophthalmic drops, 5 mg/cm’ of neomycin -sulfat, Galenska laboratorija, Pharmacy Ni§;
Y Dexamethason Neomycin, ophthalmic drops, 3,5 mg/cm’ neomycin, Galenika a.d., Beograd; Srbija;

¥ Neodeksacin, ophthalmic drops, 3,5 mg/cm3 neomycin, Hemofarm, a.d., Vr$ac, Srbija;

f/Lyotrol N, human control serum, bioMerieux®SA, France;

¢ Pentrexyl®, capsules, 500 mg ampicillin, Galenika, a. d., Beograd, Srbija;

W Ampicilin, capsules, 500 mg ampicillin, Panfarma, d. o. 0., Beograd, Srbija;

v Pentrexyl®, powder for oral suspension, 250 mg ampicillin/5 cm’, Galenika, a. d., Beograd, Srbija.
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Table 38. Accuracy and reproducibility of determination of SMS and Amp in human urine by standard
addition method.

Concentration of the studied component

(ng-cm™) F—u Recovery
Determined  Determined RSD 100 (Kinetic Fotest  t-test
Added by kinetic by HPLC (%) ” method)
n method method (%) (%)
(X % SD) (X £ SD)

Streptomycinsulfat (ug-em™)

72.85 65.00 £ 5.00 70.60 +2.56 7.69 -10.78 89.22 3.81 2.23
91.00 83.59+5.99 85.68 +2.58 7.17 -8.14 91.86 5.39 0.72
127.48 119.07+4.22  123.47+2.33 3.54 —-6.60 93.40 3.28 2.04

Ampicillin (ug-em™)

10.47 9.02 +£0.85 9.97+0.43 9.42 -13.85 86.15 391 2.24
27.92 26.12 +£1.23 27.45+0.71 4.71 —6.44 93.56 3.00 2.10

Table 39. Accuracy and reproducibility of determination of NaS in wine* by standard addition method.

Concentration of Na-salicylate (p,g-cm‘3) _ Recovery
RSD 7100  (kinetic
Added Determined by Determined by (%) 7 method) F-test t-test
kinetic method HPLC method ’ (%) (%)
(X =SD) (X = SD) 0
4.97 4.05+0.24 4.37+0.22 5.6 -18.51 81.50 1.20 220
3.20 2.70 £ 0.22 2.91+0.20 8.1 -15.62 84.38 1.21 1.58

(*) Grasevina, white wine, A. D. KruSevac.
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