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KRATICE 

PEN – penicilamin 

g/mol –  mjerna jedinica za molarnu masu; gram po molu 

ADME – apsorpcija, distribucija, metabolizam, eliminacija 

t1/2 – poluvrijeme eliminacije 

RA – reumatoidni artritis 

INN – nezabti�eno / generi�ko ime 

ATK – anatomsko terapijsko kemijska klasifikacija 

h – mjerna jedinica za sat 

mL/min – mjerna jedinica koja se koristi za opisivanje klirensa, farmakokineti�ke mjere 

volumena krvne plazme iz koje se tvar potpuno ukloni iz organizma po jedinici vremena 

mg/dan – oznaka za doziranje; miligram po danu 

mg/dan/kg – oznaka za doziranje izra~ena po kilogramu tjelesne mase pacijenta 

FDA – ameri�ka uprava za hranu i lijekove 

SIA – analiza slijednim injektiranjem 

HPLC – teku�inska kromatografija visoke djelotvornosti 

NMR spektroskopija – magnetno-rezonantna spektroskopija 

MBB – monobromobiman 

FL – flureskamin 

λem – valna duljina 

FIA – proto�na injekcijska analiza 

MPV – vibepozicijski ventil (engl. a Multiposition Valve)  

PEEK – polieter eter keton  

PTFE – poli(tetrafluoroetilen) 



LOV – laboratorij na ventilu 

Hv – energija fotona 

UV zra�enje – ultraljubi�asto zra�enje 

M – mol/L 

ºC – mjerna jedinica za temperaturu 

LDP – predstavlja raspon koncentracija unutar kojeg je signal proporcionalan koncentraciji 

analita u uzorku 

RSD – ponovljivost, slaganje mjerenja izvedenih pri istim uvjetima (jedan laboratorij, isti 

analiti�ar, jednaki radni uvjeti) u kratkom vremenskom razdoblju 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. UVOD
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1.1. D-penicilamin 

Penicilamin (C5H11NO2S), lijek iz skupine kelatora, to�nije stereoizomer D-penicilamin, 

njegov farmaceutski aktivni oblik, predmet je interesa ovog istra~ivanja (kasnije se u tekstu 

koristi sinonim penicilamin ili kratica PEN). Drugi stereoizomer, L-penicilamin djeluje toksi�no 

(dovodi do inhibicije djelovanja piridoksina). Osim naziva penicilamin, uz ovaj spoj koriste se 

job sinonimi (S)-2-amino-3-merkapto-3-metilbutanska kiselina (IUPAC), (S)-3,3-

dimetilcistein, 3-merkapto-D-valin, D-β,β-dimetilcistein. Iako je penicilamin α-

aminokiselinski metabolit, on nema antibiotska svojstva niti djelovanja [1].  

U�inkovit je kelator mnogih metala poput bakra, cinka, olova i ~ive te isto tako 

pospjebuje izlu�ivanje ovih metala mokra�om. Terapijska indikacija penicilamina je njegova 

primjena u osoba koje boluju od Wilsonove bolesti (tijelo je optere�eno bakrom zbog njegovog 

smanjenog izlu�ivanja) i koristi se kod drugih stanja intoksikacije tebkim metalima, ali je 

penicilamin toksi�niji, manje potentan i manje selektivan kad se koristi kao kelator tebkih 

metala u odnosu na druge dostupne lijekove koji se upotrebaljavaju za keliranje. Zbog 

navedenog, penicilamin nije lijek prve linije za stanja akutnih trovanja arsenom, olovom ili 

~ivom. Međutim, s obzirom da nije skup i oralno je dobro bioraspolo~iv, �esto se daje u prili�no 

niskim dozama nakon tretmana sa CaNa2EDTA ili dimerkaprolom kako bi se osiguralo da 

koncentracija metala u krvi ostane niska prilikom otpusta pacijenata iz bolnice [2]. 

 

1.1.1. Kemijska svojstva 

Kristalni prah bijele boje, blagog karakteristi�nog mirisa, malo gorkog okusa te dobro 

topljiv u vodi, slabo topljiv u alkoholu i netopljiv u eteru. 1% otopina u vodi ima pH-vrijednost 

od 4,5 do 5,5 [3, 4]. Molekulska masa penicilamina je 149,21 g/mol. Talibte penicilamina je 

202 - 206 °C, a gusto�a je 111g/L pri 20 °C. Zagrijavanjem penicilamina sve do njegovog 

raspadanja (201 °C), dolazi do ispubtanja vrlo otrovnih para dubikovih i sumporovih oksida [4].  

Ovaj spoj pripada klasi organskih spojeva koji su poznati kao valin i njegovi derivati, a 

pod derivatom se misli na spojeve koji nastaju reakcijom valina na amino skupinu ili karboksi 

skupinu ili zamjenom bilo kojeg vodika sa aminokiseline glicina [1]. 
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                                           Slika 1. 2D struktura penicilamina [5]. 

 

1.1.2. Farmakokinetika 

Osim bto �emo kasnije pogledati utjecaj i djelovanje penicilamina na organizam kroz 

farmakodinamiku, bitno je znati kako i sam organizam utje�e i djeluje na penicilamin kroz 

ADME. Apsorpcija penicilamina u gastrointestinalnom traktu je vrlo dobra (40 % - 70 %), brza, 

ali i promjenjiva. Do smanjene apsorpcije penicilamina dolazi ukoliko se neposredno prije ili 

poslije uzimaju hrana, antacidi i ~eljezo. Vrbne koncentracije u krvi su dobivene 1 - 3 sata nakon 

njegove primjene te je penicilamnin relativno stabilan u in vivo u odnosu na njegov nemetilirani 

roditeljski spoj cistein. ato se ti�e bioraspolo~ivosti penicilamina, u literaturi je pronađeno kako 

je vibe od 80 % penicilamina vezan za proteine plazme, bto posljedi�no ostavlja mali postotak 

slobodne frakcije lijeka u krvi. Prilikom biotransformacije koja se događa u jetri, nastaje S-

metilpenicilamin koji se primarno eliminira preko urina uglavnom u obliku disulfida, ali i kao 

S-metilpenicilamin te nebto i u obliku nepromijenjenog lijeka. Mala koli�ina se mo~e izlu�iti i 

preko izmeta. Eliminacija je bifazna sa inicijalnim poluvremenom eliminacije (t1/2) od 1 - 3 

sata, nakon �ega slijedi sporija faza, postupno oslobađanje iz tkiva [2, 6]. 

 

1.1.3. Farmakodinamika 

 

Kod osoba koje boluju od Wilsonove bolesti, penicilamin ispoljava svoje djelovanje kao 

kelator koji uklanja vibak bakra iz organizma [7, 9]. Iz in vitro studija je vidljivo kako se jedan 

atom bakra (Cu) spaja sa dvije molekule penicilamina i prema tome bi jedan gram penicilamina 
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trebao biti pra�en izlu�ivanjem oko 200 miligram Cu, ali međutim, stvarna koli�ina Cu koja se 

izlu�uje je tek oko 1 % od toga [7].  

Penicilamin ima i svoju primjenu kod cistinurije (u sljede�em poglavlju biti �e navedene 

terapijske indikacije penicilamina), gdje se smanjuje prekomjerno izlu�ivanje cistina. To se 

posti~e, barem djelomi�no, izmjenom disulfida između penicilamina i cistina, bto rezultira 

stvaranjem penicilamin-cistein disulfida, spoja koji je puno topljiviji od samog cisteina i na taj 

na�in se lakbe izlu�uje [7]. 

Dugotrajnim lije�enjem visokim dozama penicilamina (kod bolesnika s Wilsonovom 

bolesti ili sa cistinurijom) dolazi do njegovog utjecaja na elastin i proizvodnju kolagena bto 

dovodi do ve�e lomljivosti ko~e, hemoragijskih lezija [6]. Penicilamin ometa stvaranje 

popre�nih veza između molekula tropokolagena te ih cijepa kada se tek formiraju [7]. 

Mehanizam djelovanja (engl. mechanisam of action) penicilamina kod lije�enja 

reumatoidnog artritisa (RA) je job nepoznat, iako se �ini da suzbija samu aktivnost bolesti [7, 

9]. U usporedbi sa drugim citotoksi�nim imunosupresivima koji se koriste za lije�enje RA, 

penicilamin zna�ajno sni~ava IgM reumatoidni faktor, ali ne dovodi do zna�ajne depresije 

apsolutnih razina serumskih imunoglobulina. Isto tako, za razliku od spomenutih citotoksi�nih 

imunosupresiva koji djeluju na obje aktivnosti, penicilamin in vitro deprimira samo aktivnost 

T-stanica, ali ne i aktivnost B-stanica [7]. 

 

1.1.4. Terapijske indikacije 

 

Odobrene terapijske indikacije penicilamina su: 
 

1. Wilsonova bolest;  

2. Cistinurija; 

3. Intoksikacija tebkim metalima; 

4. Refraktorni RA; 

5. Tebki RA [10]. 
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1.1.5. Farmaceutski oblici  
 

U Hrvatskoj se penicilamin (INN) nalazi na bolni�koj listi lijekova. ATK penicilamina 

na spomenutoj listi je M01CC01 161, pripada skupini: Specifi�ni lijekovi s djelovanjem na 

kobtano-mibi�ni sustav. Zabti�eno ime (brand name) je Trolovol u obliku film tableta 

50×300mg, a proizvođa� je Asta Medica, dok se penicilamin u javnim ljekarnama ne mo~e 

kupiti [11]. Farmaceutski oblici penicilamina nalaze se u obliku: 

- Kapsula 125 mg; 

- Kapsula 250 mg; 

- Filmom oblo~ena tableta 125 mg; 

- Filmom oblo~ena tableta 250 mg;  

- }elu�anorezistentna tableta 150 mg; 

- }elu�anorezistentna tableta 300 mg [10, 12]. 

 

1.1.6. Doziranje i na�in primjene 

 

Penicilamin se uzima oralnim putem na prazan ~eludac i to najmanje 1 h prije jela ili 2 

h nakon jela. Neki protokoli preporu�uju uzimanje lijeka najmanje 2 h prije jela u slu�ajevima 

trovanja olovom (Pb). Također uzimanje penicilamina je preporu�ljivo razdvojiti najmanje 1 h 

od uzimanja drugih lijekova ili proizvoda koji sadr~e cink (Zn) te od konzumacije mlijeka ili 

antacida. Pacijentu se strogo preporu�uje uzimanje dodatka prehrani, vitamin B6 tj. piridoksin. 

Osobama koje boluju od Wilsonove bolesti se savjetuje 25 - 50 mg/dan piridoksina. Jedna od 

opcija je i multivitaminski re~im bez bakra. Oni pacijenti, koji pak boluju od RA ili cistinurije 

se preporu�uje uzimanje 25 mg/dan piridoksina. Posljednu dozu piridoksina u danu se treba 

uzeti najmanje 3 h nakon ve�ere. Preporu�a se primjena penicilamina s piridoksinom u dozi od 

25 mg/dan i za odrasle, i za djecu, pogotovo pacijentima koji imaju nutritivni nedostatak [9]. 

Ako pacijent ima operaciju, dozu penicilamina treba smanjiti i odr~avati smanjenu dozu do 

potpunog zacjeljivanja rane. ato se ti�e doziranja kod osoba koje imaju obte�enje bubrega ili 

jetre, za bolesnike s RA je primjena penicilamina kontraindicirana ukoliko bolesnik ima 

obte�enje bubrega. Za ostale indikacije u bolesnika s obte�enjem bubrega, ako je klirens (engl. 

clearance) kreatinina ve�i od 50 mL/min, savjetuje se oprez, ako je klirens kreatinina manji od 

50 mL/min, treba izbjegavati primjenu penicilamina. Lijek se također ne smije uzimati u 

slu�ajevima peritonealne dijalize ili hemodijalize. Doziranje za jetru nije definirano. 
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Odrasli, adolescenti i djeca koji boluju od Wilsonove bolesti uzimaju 10 - 20 mg/dan/kg 

penicilamina [13]. Doza, a to je naj�eb�e ona između 0,75 g i 1,5 g, koja daje po�etno 24-satno 

izlu�ivanje bakra vibe od 2 mg/dan putem mokra�e treba odr~avati konstantnom tijekom 

najmanje tri mjeseca. Doza se prilagođava na temelju 24-satnog izlu�ivanja bakra u urinu i 

razine slobodnog serumskog bakra. Doza odr~avanja kod adekvatno lije�enih pacijenata bi 

trebala dati razinu slobodnog bakra u serumu manju od 10 µg/dL [7, 9]. Rijetko je potrebno 

prekora�iti dozu od 2 g/dan. U slu�aju da pacijent ne podnosi terapiju penicilaminom, 

alternativno lije�enje je sa trientin hidrokloridom. Kod onih pacijenata koji u po�etku ne 

podnose dozu od 1 g/dan, zapo�injanje sa dozom od 250 mg/dan i zatim postupno pove�anje 

do potrebne koli�ine omogu�uje bolju kontrolu u�inka lijeka i tako mo~e pomo�i u smanjenju 

u�estalosti nuspojava [7].  

Kod cistinurije se penicilamin uzima 1200 - 1800 mg/dan razdijeljeno na 4 puta dnevno, 

ovisno o koli�ini izlu�enog cistina [13]. Maksimalna doza i za odrasle, i za djecu je 4000 

mg/dan. Po�etna doza je obi�no 150 - 250 mg/dan te se postupno pove�ava kako bi se smanjio 

rizik od nuspojava [7, 9]. Ako nuspojave zahtijevaju smanjenje doze, va~no je zadr~ati dozu 

prije spavanja [7]. Cilj je ograni�iti brzinu izlu�ivanja cistina na 100 - 200 mg/dan [7, 9]. 

Smanjenjem cistina u mokra�i, smanjuje se kristalurija i stvaranje kamenaca. U nekim je pak 

slu�ajevima zabilje~eno i smanjenje veli�ine pa �ak dolazi i do otapanja ve� formiranih 

kamenaca. Kod uzimanja penicilamina, pacijenti koji boluju od cistinurije trebaju obilno piti. 

Posebno je va~no popiti oko pola litre teku�ine prije spavanja i job jednu litru jednom tijekom 

no�i kada je urin koncentriraniji i kiseliji nego tijekom dana. Razlog le~i u tome bto je ve�i unos 

teku�ine, to je ni~a potrebna doza penicilamina [7]. 

Kod lije�enja RA penicilaminom, glavno pravilo je strpljenje jer je po�etak terapijskog 

odgovora obi�no odgođen i mogu pro�i dva ili tri mjeseca prije nego bto se uo�e prvi klini�ki 

odgovori. Kod po�etne terapije vlada re~im doziranja takav da se ide sa najni~om dozom od 

125 - 250 mg/dan i onda ovisno o odgovoru pacijenta i njegovoj toleranciji se ta doza lagano 

pove�ava kroz interval od jednog do tri mjeseca. Ako se postigla remisija bolesti onda se ta 

doza koristi u terapiji odr~avanja, a ako nema poboljbanja, onda slijedi daljnje povibenje doze 

(paziti na znakove mogu�e pojave ozbiljne toksi�nosti, u tom se slu�aju prekida sa lije�enjem) 

sve do 500 - 750 mg/dan. Ponovno, ako ne dođe do poboljbanja simptoma bolesti, ide se sa 

pove�anjem do 1000 - 1500 mg/dan i ako pacijent ponovo nema vidljivih znakova poboljbanja, 

mo~e se pretpostaviti da pacijent ne�e reagirati na lije�enje i da to isto lije�enje penicilaminom 

treba prekinuti. Tijekom lije�enja se mogu pojaviti egzacerbacije nakon uspjebnog po�etnog 
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odgovora, ali se one mogu povu�i unutar dvanaest tjedana. Optimalno trajanje terapije 

penicilaminom kod RA nije utvrđeno. Ako je pacijent bio u remisiji ve� 6 mjeseci ili mo~da 

vibe, mo~e se tada pokubati postupno smanjivati doza od 125 - 250 mg/dan u ponovno istim 

intervalima od pribli~no tri mjeseca [7]. 

 

1.1.7. Nuspojave 

 

Ne~eljeni u�inci penicilamina su �esti. Utje�e na sve organske sustave pa su tako od 

gastrointestinalnih poreme�aja prisutni anoreksija, mu�nina i mo~e do�i do povra�anja. 

Također, mo~e do�i i do oralnih ulceracija i stomatitisa, a zabilje~ena je i uobi�ajena oslabljena 

osjetljivost okusa. Od ko~nih poreme�aja su �esti ko~ni osipi koji se javljaju na po�etku 

lije�enja, alergijskog tipa u obliku svrbe~a, urtikarije [3]. Penicilamin izaziva ko~ne lezije, 

makularnu ili papularne reakcije, pemfigoidne lezije, eritematozni lupus te isto tako i suho�u i 

ljuskanje [2]. Mo~e se pojaviti i vru�ica koja je obi�no prolazna, privremena i tada dolazi do 

prekida uzimanja lijeka, pacijentu se daju kortikosteroidi, antihistamnici i antipiretici. U 

jednom od prethodnih poglavlja spomenuto je da penicilamin utje�e na kolagen i elastin te da 

dugotrajnom uporabom visokih doza lijeka mo~e do�i do pove�ane lomljivosti ko~e, erupcija 

nalik elastois perforans serpiginosa ili ste�ene bulozne epidermolize (pencilaminska 

dermatopatija) koja pritom mo~e zahtijevati smanjenje doze ili �ak i prekid [2]. Kod 

hematolobkih btetnih u�inaka ubrajamo trombocitopeniju i, rjeđe, leukopeniju koje su obi�no 

reverzibilne, ali kod pojave agranulocitoze i aplasti�ne anemije su zabilje~eni i smrtni slu�ajevi. 

Također, javlja se i hemoliti�ka anemija [2, 3]. Bubre~na toksi�nost izazvana penicilaminom se 

obi�no manifestira kao reverzibilna proteinurija i hematurija, ali mo~e napredovati do 

nefrotskog sindroma sa membranskom glomerulopatijom [2]. Proteinurija se javlja �esto kod 

nekih bolesnika koja zna progresirati u glomerulonefritis ili nefrotski sindrom. Hematurija 

izazvana penicilaminom je rijetka, ali zahtijeva trenutni prekid uzimanja penicilamina. Od 

ostalih nuspojava tu su job Goodpasturov sindrom, bronhiolitis, miastenia gravis, polimiozitis 

(rijetko sa zahva�enim srcem), intrahepati�na kolestaza [3]. 
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1.1.8. Interakcije  
 

Penicilamin dolazi u interakciju s mnogim lijekovima, dodacima prehrani, hranom i 

alkoholom. Neke od tih interakcija su od klini�kog zna�aja pa je potreban poseban oprez i 

njihovo poznavanje. Prema razli�itoj literaturi postoji razli�it broj interakcija penicilamina sa 

drugim aktivnim tvarima, a neki od primjera su: 

Kod lije�enja RA treba izbjegavati istovremenu uporabu penicilamina i azatioprina. 

Istodobna primjena mo~e dovesti do hematolobke toksi�nosti, a budu�i da je azatioprin sporo 

djeluju�i lijek, mo~e do�i do odgođene mijelosupresije [14]. Neki nesteroidni protuupalni 

lijekovi poput indometacina mogu dovesti do povibene razine penicilamina u krvi [15]. Do 

smanjene apsorpcije penicilamina dolazi ukoliko se neposredno prije ili poslije uzimaju hrana, 

antacidi i ~eljezo [2, 6]. Nikako se ne preporu�uje primjena klozapina i penicilamina jer 

klozapin poput penicilamina mo~e utjecati na funkciju kobtane sr~i i tako dolazi do pove�anog 

rizika od granulocitopenije, neutropenije ili agranulocitoze [16]. 

 

1.1.9. Trudno�a i dojenje 

 

Ograni�ene informacije pokazuju kako se penicilamin ne mo~e otkriti u maj�inom 

mlijeku, ali isto tako nisu zabilje~eni nikakvi btetni u�inci kod dojene djece �ije su majke 

uzimale lijek. Primije�eno je jedino da su razine bakra (Cu) i cinka (Zn) u maj�inom mlijeku 

smanjene. Na temelju dostupnih podataka, �ini se kako je penicilamin prihvatljiv tijekom 

dojenja [17]. Trudno�a je kontraindikacija za uzimanje penicilamina. Penicilamin se treba 

koristiti tijekm trudno�e samo ako je korist od penicilamina ve�a od rizika (FDA chategory D). 

Ovaj lijek mo~e uzrokovati cutis laxa-u u fetusu kada se daje trudnici. Kontinuirano lije�enje 

penicilaminom tijekom trudno�e btiti majku od recidiva Wilsonove bolesti, a prekid terapije 

ima btetne u�inke na majku, zato se tim trudnicama preporu�a da se dnevna doza ograni�i na 1 

gram te ako se planira carski rez, onda dnevnu dozu treba ograni�iti na 250 mg tijekom zadnjih 

6 tjedana trudno�e i postoperativno do potpunog zacjeljivanja rane. Ako je mogu�e, penicilamin 

se ne smije davati ~enama koje boluju od cistinurije jer postoje izvjeb�a o ~enama s cistinurijom 

koje su bile na terapiji gdje su se njihova dojen�ad rodila s generaliziranim defektima vezivnog 

tkiva koja su umrla nakon abdominalne operacije [18]. 
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1.1.10. Kontraindikacije i mjere opreza 

 

Penicilamin je kontraindiciran u sljede�im navedenim stanjima: 

- Bolesnici sa povijeb�u aplasti�ne anemije povezane s penicilaminom; 

- Alergija na penicilamin i odmah prekinuti ako dođe do imunolobke reakcije; 

- Insuficijenija bubrega kod RA; 

- Trudno�a (FDA kategorija D); 

- Istodobna primjena s lijekovima protiv malarije, imunosuporesivima [9]. 

 

1.1.11. Analiti�ke metode određivanja penicilamina 

Zbog svoje iznimne medicinske i biolobke va~nosti, određivanje penicilamina u �istom 

obliku, kao i u farmaceutskim pripravcima je od velike javne va~nosti. Nakon pregleda 

dostupne literature, prikupljen je velik broj metoda koje su koribtene za određivanje, 

penicilamina u �istim, a također i u farmaceutskim pripravcima, tkivu i serumu. Koribtene su 

navedene analiti�ke tehnike: 

- Spektrofotometrija [19, 20, 21, 22]; 

- Spektrofluorimetrija [26, 27]; 

- Kineti�ka potenciometrija [28]; 

- Proto�na analiza injektiranjem [19, 24, 29, 30]; 

- Kemiluminiscencija [31]; 

- Voltametrija [19, 23, 24]; 

- HPLC [19, 32, 33]; 

- NMR spektroskopija [34]. 

 

Od velike je va~nosti poznavati kemijsku strukturu penicilamina. Prisutnost ne samo 

tiolne, nego i amino te karboksilne skupine u penicilaminu omogu�uje razli�ite na�ine 

interakcije sa organskim i anorganskim vrstama, u razli�itim kompleksima i redoks reakcijama 

koje pritom daju pojedine spektrofotometrijski aktivne produkte [20]. Glavni nedostaci kod 

navedenih metoda su visoka cijena koribtene instrumentacije, visoki trobkovi analize po uzorku, 

uporaba analiti�kih instrumentnih tehnika koje zahtijevaju educiranog operatera, reagensi koji 

uglavnom nisu dostupni u laboratorijima za kontrolu kvalitete ili imaju ograni�enje zbog svoje 
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toksi�nosti itd. [20, 21]. Upravo zbog tih razloga je velika potreba za brzom, osjetljivom, 

jednostavnom i selektivnom metodom, posebice za rutinskim analizama kontrole kvalitete 

farmaceutskih proizvoda koji sadr~e penicilamin [22].  

Najve�i broj objavljenih metoda određivanja penicilamina su one metode koje uklju�uju 

spektrofotometrijski detektor. Takve se metode uglavnom temelje na redoks reakcijama u 

jednom koraku ili na redoks i kompleksometrijskim reakcijama u dva zdru~ena koraka, a pri 

�emu je uloga analita u reakciji da djeluje kao reducens kako bi nastao obojen produkt koji �e 

biti detektibilan u vidljivom dijelu elektromagnetskog spektra [35, 36].  

Zbog velike u�estalosti analiza koje farmaceutska industrija tijekom proizvodnje 

zahtijeva, potreban je razvoj automatskih metoda analize. Pregledom literature, pronađen je 

manji broj kineti�kih metoda određivanja penicilamina slijednim injektiranjem u protok koji 

umjesto spektrofotometrijskog detektora mogu imati neku drugu vrstu detektora, kao bto je 

fluorescencijski ili kemiluminiscencijski. 

Opisana je slijedna analiza injektiranjem kao metoda za određivanje tiolnih skupina u 

faramaceutskim formulacijama (kaptopril, N-acetil-cistein, penicilamin) pomo�u fluorimetra, a 

temelji se na tiol-specifi�nom derivatizacijskom reagensu monobromobimanu (MBB). 

Predlo~ena analiti�ka metoda prikladna je za fluorimetrijsko određivanje tiola pri brzini 

uzorkovanja od 36 h-1 [37]. 

Opisana je kineti�ka metoda koja se temelji na stvaranju kompleksa kao rezultat reakcije 

penicilamina sa otopinom ~eljeza(III) u kiselom mediju uz prisutnost klorovodi�ne kiseline. 

Nastali kompleks između penicilamina i Fe(III) ima tamnoplavo obojenje, a analiti�ki signal u 

kineti�kom podru�ju reakcije izmjeren je pri 458 nm. U�estalost injektiranja je od 50 h-1 sa 

relativnom standardnom devijacijom manjom od 0,98 % [38]. 

Opisana je metoda slijedne injekcijske analize koja se temelji na stvaranju visoko 

flurescentnog derivata u reakciji penicilamina sa flureskaminom (FL) u boratnom puferu pH-

vijednosti 9,3. Fluorescencija reguliraju�eg kompleksa FL-penicilamina prati se pri λem = 495 

nm. Vrijeme potrebno za analizu jednog uzorka je pribli~no 70 sekundi [39]. 
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1.2. Kineti�ke metode analize 

S obzirom na na�in određivanja koncentracije analita, analiti�ke tehnike i metode 

mo~emo podijeliti u dvije osnovne grupe, a to su: 

- one koje se temelje na ravnote~i kemijske reakcije, i 

- one koje se temelje na kinetici kemijske reakcije/fizikalnog procesa. 

Analiti�ki signal, koji mjerimo kod kineti�kih metoda, je određen brzinom reakcije u 

kojoj sudjeluje analit [40]. Bitna razlika između kineti�kih metoda i ravnote~nih tj. 

termodinami�kih metoda je trenutak uzorkovanja analiti�kog signala. Kod kineti�kih metoda 

se signal uzorkuje u kineti�kom dijelu reakcije, a dok se kod ravnote~nih metoda uzorkuje u 

ravnote~nom tj. stabilnom stanju kemijske reakcije [41].  

 

 

 

 

 

  

 

  

 

          Slika 2. Razdoblja kemijske reakcije: kineti�ki dio, stabilno stanje, ravnote~ni dio [40]. 

 

Kineti�ke metode analize se zasnivaju na �injenici da koncentracija analita određuje 

brzinu navedenih kemijskih reakcija, i to ve�inom porastom koncentracije analita dolazi ujedno 

i do ve�e brzine odvijanja same kemijske reakcije. Budu�i da su spore kemijske reakcije 

neprihvatljive za razvoj ravnote~nih metoda određivanja, onda tu posebnu ulogu imaju 

kineti�ke metode analize radi velike analiti�ke iskoristivosti takvih reakcija. Postoje i drugi 

uvjeti koji se moraju zadovoljiti kako bi se razvila određena kineti�ka metoda analize, osim one 
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nu~ne da koncentracija analita određuje brzinu kemijske reakcije, a to su ostvarivanje brzog 

mijebanja reaktanata kao i pouzdan na�in pra�enja napredovanja reakcije sa vremenom [40]. 

Naj�eb�i izbor postupka pra�enja kinetike kemijske reakcije su naprava za potenciometrijska 

ili spektrofotometrijska mjerenja [40, 41]. Kako bi razvili pouzdanu kineti�ku metodu, 

odabrana kemijska reakcija treba ispunjavati sljede�e uvjete, a to su: 

- brzina reakcije koja ne smije biti niti prespora niti prebrza; 

- zakon brzine reakcije treba biti poznat; 

- na�in kontinuiranog pra�enja koncentracije sudionika (reaktanta, reagensa, 

produkta) iz te odabrane reakcije mora biti poznat [40, 41, 42]. 

Bez prethodne predobrade uzorka i uz odgovaraju�i detektor, kineti�ke metode 

omogu�uju ne samo osjetljivo, ve� i selektivno određivanje u svega nekoliko minuta. 

Selektivnost se ovih metoda posti~e odabirom reagensa i drugih uvjeta koji pove�avaju bitnu 

razliku u brzinama reakcije kojima analit i mogu�e interferencije reagiraju [41]. 

 Po�eci uvođenja kineti�kih metoda u analiti�ke laboratorije se podudaraju sa razvojem 

nove generacije automatske, ra�unalno kontrolirane instrumentacije. Iz svega navedenog se da 

zaklju�iti kako ovakve vrste analiza, koje koriste kineti�ke metode određivanja, zauzimaju sve 

vibe prostora i pozornosti u analiti�koj kemiji te bilje~e zna�ajan razvoj [40]. 

 

1.3. Slijedna analiza injektiranjem (SIA) 

1.3.1. Povijesni pregled 

Zbog poobtravanja zahtijeva vezanih uz kontrolu kvalitete lijekova koja propisuju 

međunarodne farmakopeje, zahtijevaju�i od suvremenih farmaceutskih analiza brzinu, 

pouzdanost i ekonomi�nost, doblo je do automatizacije kemijskih postupaka u analiti�kim 

laboratorija  u drugoj polovici 20. stolje�a. Ru~i�ka i Hansen su u Danskoj 1975. godine, razvili 

i opisali jednu od prvih tehnika za automatizaciju kemijskih postupaka, analizu injektiranjem u 

protok (engl. Flow Injection Analysis, FIA) [43]. Analiti�ka tehnika u kojoj se uzorci injektiraju 

u struju otopine nosioca (koji mo~e biti i reagens) s kojim se mijebaju i prenose do detektora 

[44]. FIA je do~ivjela zna�ajan uspjeh jer je omogu�ila automatizaciju rutinskih postupaka na 

na�in koji je jednostavan te ujedno i pristupa�an laboratorijima koji su oskudni sa ekonomskim 

resursima, uz veliko smanjenje potrobnje uzoraka, pru~aju�i pritom visoku stopu uzorkovanja. 

Ova tehnika je primijenjena i u nekim drugim podru�jima kemijskih analiza, u prou�avanju 
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kineti�kog, kao i mehani�kog koncepta kemijskih reakcija s ciljem poboljbanja selektivnosti 

kod analiti�kog određivanja, ali i kod razvoja novih kemijskih, enzimskih i imunolobkih 

postupaka. Dolazi do eksponencijalnog porasta znanstvenih publikacija, da bi 2004. godine bilo 

zabilje~eno oko 15 000 znanstvenih �lanaka temeljenih na ovoj tehnici [43]. 

Ru~i�ka i Marshall su ve� 1990. godine razvili drugu generaciju analize protoka, imenovana 

analiza slijednim injektiranjem (engl. Sequential Injection Analysis, SIA) [43]. SIA je tehnika 

koja koristi programski kontroliran dvosmjerni diskontinuirani protok koji je precizno 

programiran ra�unalnim upravljanjem [45, 47]. Na taj na�in je SIA obilje~ila jednu novu eru u 

razvoju analiza protoka i eliminirala neka od ograni�enja koja su povezana sa FIA-om [43]. 

Kao nova varijacija FIA-e, SIA ima određene prednosti, a neke od njih su jednostavnija i 

kompaktnija instrumentacija kao i stvaranje manje koli�ine otpada [46]. 

 

       

A                                                                          B 

Slika 3. Usporedba SIA-e i FIA-e a) prikaz SIA sustava b) prikaz dijagrama dvokanalnog FIA 

sustava [46]. 

 

1.3.2. Formiranje zona 

 

Odziv analize slijednim injektiranjem je rezultat nastao od dva procesa, a oba su 

kineti�ke prirode. To je fizi�ki proces disperzije zona uzorka i reagensa te kemijskog procesa 

nastanka produkta na granici zona. Zbog navedenoga je SIA konstruirana tako da radijalna 

disperzija bude maksimalna, a aksijalna disperzija, koja određuje međusobno prodiranje uzorka 

sa zonama reagensa, optimizirana [48]. 
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Prvo se injektira uzorak (A), a zatim reagens (B). Reagens prodire u zonu uzorka zbog 

aksijalne disperzije, dok se kombinirane zone pomi�u dalje uzvodno (C). Zatim zbog izmjene 

toka (D) reakcijska smjesa protje�e prema proto�noj kiveti, uslijed �ega dolazi do nastanka 

turbulentnog toka koji poti�e aksijalnu i radijalnu disperziju. Radijalno mijebanje je zavrbeno 

onog trenutka kada reakcijska smjesa dosegne proto�nu kivetu (E). Cijeli ovaj opisani proces 

prikazuje Slika 4. [49]. 

 

 

 

 

 

 

                              Slika 4. Mijebanje disperzijom [49]. 

 Od posebnog zna�aja je po�etno formiranje paraboli�nog profila zone uzorka jer se na 

taj na�in pove�ava kontaktna povrbina kroz koju se odvija kemijska reakcija između uzorka i 

otopine reagensa, a naknadna izmjena smjera protoka poboljbava njihovo radijalno mijebanje 

[50]. 

 

1.3.3. Instrumentacija SIA sustava 

 

Osnovni dijelovi  SIA sustava su: 

- Vibepozicijski (selekcijski) ventil (engl. a Multiposition Valve, MPV); 

- Crpka (engl. Syringe Pump); 

- Petlja zadr~avanja (engl. Holding Coil);  

- Reaktor (reakcijska uzvojnica); 

- Detektor; 

- Ra�unalo [43, 46, 47, 51]. 

U sljede�im poglavljima su detaljnije opisani pojedini dijelovi instrumentacije SIA 

sustava. 
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1.3.3.1. Vibepozicijski ventil 
 

U odnosu na FIA sustav, SIA sustav ne zahtijeva injekcijski ventil, umjesto toga, SIA 

koristi vibepozicijski ventil [45]. Srce SIA sustava je upravo vibepozicijski selekcijski ventil 

koji je naj�eb�e izrađen od kemijskih otpornih polimera, stator od PEEK-a (polieter eter keton) 

i rotor od PTFE-a (poli(tetrafluoroetilen)). Sredibnji priklju�ak selekcijskog ventila je povezan 

sa dvosmjernom crpkom preko petlje zadr~avanja, dok su periferni priklju�ci MPV-a spojeni 

na kratke cjev�ice/cijevi za slijedno injektiranje uzoraka i razli�itih reagensa, kao i na detektor 

preko glavne sredibnje cijevi. Ostali bo�ni otvori MPV-a se koriste za ispubtanje otpada ili za 

dodatno povezivanje s drugim uređajima, npr. sa mikrovalnom pe�nicom, foto oksidacijskim 

sustavom ili sa komorom za subenje [52]. 

 

 

 

 

     Slika 5. Vibepozicijski selekcijski ventil a) vanjski izgled b) unutarnji dijelovi ventila [52]. 

 

1.3.3.2. Crpka 

 

U usporedbi sa drugim analizama u protoku koje u svojoj instrumentaciji koriste 

peristalti�ke crpke, SIA sustav koristi dvosmjernu klipnu crpku, koja omogu�ava ve�u 

robusnost. Peristalti�ke crpke se br~e i lakbe obte�uju nego klipne jer sadr~e cijevi �iji materijal 

ne podnosi određene teku�ine, tj. kiseline, baze i neka otapala. Dvosmjerna crpka je izgrađena 

od stakla i sadr~i teflonske cijevi (vrlo inertan materijal) koje omogu�uju dulji radni vijek. 

Uzorak, reagensi i druga otapala rijetko dolaze do pogonskog sustava, jer on dr~i najvibe samo 

otopinu nosioca [52]. Funkcija dvosmjerne crpke je aspiracija dobro definiranih volumena 

otopina uzorka i reagensa u petlju zadr~avanja [53]. Potrobnja koli�ine uzorka i reagensa je 

uvelike smanjena jer crpka radi samo za vrijeme aspiracije to�no određenih volumena uzorka i 

reagensa. Ukoliko se radi određivanje vibe od jednog uzorka, onda se prethodni uzorak treba 

potpuno isprati iz aspiracijske cijevi kako bi se izbjeglo prenobenje, te je to jedini slu�aj kada 

se koristi dodatna aspiriraju�a koli�ina novoga uzorka zbog ispiranja starog uzorka [52].  Zone 
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se zatim pomi�u kroz ventil, a onda i u detektor izmjenom smjera protoka radi pra�enja 

napredovanja nastanka produkta kemijske reakcije. Budu�i da se uglavnom koristi deionizirana 

voda kao struja nosioca, sustav se temeljito ispire na kraju svakog ciklusa mjerenja. MiliGAT 

crpka omogu�uje ovakav na�in rada jer mo~e isporu�iti precizne brzine protoka unutar raspona 

od 1 - 1000 µL/s tijekom neograni�enog vremenskog perioda, s obzirom da se crpka 

sinkronizirano puni istom brzinom, dok isporu�uje struju nosioca [53]. Ova crpka sadr~i �etiri 

mikro injektora koja se pomi�u oko kosog diska koji je smjebten na osovini te brzinu rotacije 

kontrolira sama brzina protoka i stupanj rotacije prenesenog volumena [54]. 

 

1.3.3.3. Detektor  
 

Kod proto�nih tehnika naj�eb�e se koriste spektrofotometrijski i elektrokemijski 

detektori. Također, pojavom opti�kih vlakana, doblo je do revolucije u izvedbi instrumenata za 

analizu injektiranjem u protok, pritom olakbavaju�i postavljanje proto�nih kiveta za najbolju 

poziciju putanje protoka. Danas, kod UV-VIS spektrofotometrije osim proto�nih kiveta 

volumena od 80 µL i opti�kog puta dugog 1 cm, dostupne su i proto�ne kivete manjeg volumena 

koje nude raspon opti�kog puta od 0,01 cm do 25 cm. Zbog toga se odziv mo~e prilagoditi 

koncentraciji analita unutar gotovo tri reda veli�ine [55]. 

 

 

 

 

 

                                  Slika 6.  Proto�na kiveta opti�kog puta 1 cm [55]. 

 

Postoje i izvedbe proto�nih sustava sa dva ili vibe razli�ita detektora u istom sustavu. 

Povezani su serijski ili paralelno, ovisno o svrsi analize. Cilj takvog na�ina povezivanja 

detektora je vibekomponentna analiza [56].
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1.3.4. Izvedbe modela SIA sustava 

 

Postoje jednostavne i slo~enije izvedbe SIA sustava s obzirom na vibepozicijski ventil 

koji je sredibte SIA sustava. Jednokanalni sustav (Slika 7. a) i b)) u kojem je sredibnji priklju�ak 

ventila povezan sa dvosmjernom crpkom koja se koristi za aspiraciju određenih volumena 

otopine uzorka i reagensa u petlju zadr~avanja [57].  

Postoje dvije glavne konfiguracije SIA instrumenta. Prva od njih je konvencionalna SIA 

konfiguracija (Slika 7. a)) gdje cijevi malog promjera (0,8 mm I.D.) povezuju vibepozicijski 

ventil sa perifernim cjev�icama koje slu~e za odvajanje otpada ili se povezuju sa detektorom. 

Kod minijaturiziranih SIA sustav-a (Slika 7. b)), vibepozicijski ventil je redizajniran na na�in 

da integrira protok kroz otvor za uzorak s protokom kroz �elije i mikrokolone unutar 

mikrofluidnog razvodnika koji je postavljen na vrhu ventila lab-on-valve izvedbe (LOV, 

laboratorij na ventilu). Ovakva konstrukcija smanjuje unutarnji volumen uzorka potrebnog za 

obradu na manje od 200 µL zbog �ega su volumeni otopine uzorka i reagensa koji se koriste za 

jednu analizu svedeni na svega 20 µL do 200 µL. Druga konfiguracija je nedavno razvijeni 

dvokanalni minijaturizirani SIA-2 sustav (Slika 7. c)) koji umjesto jedne, koristi dvije miliGAT 

crpke koje su spojene na sredibnji priklju�ak lab-on-valve izvedbe. U odnosu na prvu 

konfiguraciju, minijaturizirani SIA-1 sustav, ova druga konfiguracija SIA sustava omogu�uje: 

- Razdvajanje zone uzorka za dvokomponetni test; 

- Neravnomjerno dijeljenje zone uzorka za probirenje raspona umjeravanja; 

- Koribtenje sredibnjeg priklju�ka vibepozicijskog ventila analogno izvedbi 

FIA sustavu  [57]. 

Ispod teksta se nalaze vizualni prikazi navedenih konfiguracija SIA instrumenata gdje 

su opremljeni sa proto�nom kivetom dugog puta svjetlosti za spektrofotometriju, naj�eb�e 

koribtenog detektora za sustave analize protoka [57]. 
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Slika 7. Konfiguracija SIA sustava a) konvencionalna SIA konfiguracija b) miniSIA-1 c) 

miniSIA-2 [57]. 

 

1.4. Spektrofotometrija u farmaceutskoj analizi 
 

Prednosti spektrofotometrijske tehnike poput njene jednostavnosti, dostupnosti i niske 

cijene je rezultiralo time da se rutinski koristi u mnogim farmaceutskim analizama. Također, 

primjenom kineti�kih spektrofotometrijskih metoda u odnosu na klasi�nu spektrofotometriju je 

dovelo do poboljbanja selektivnosti i kra�eg vremena analize [58]. 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 8. Elektromagnetski spektar zra�enja s izdvojenim podru�jem vidljivog spektra 

(350 nm - 800 nm) [59]. 
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1.4.1. Beerov zakon i njegova ograni�enja 

 

Kako bi doblo do apsorpcije zra�enja tj. do apsorpcije elektromagnetskog zra�enja od 

strane analita, potrebno je zadovoljiti dva va~na uvjeta. Prvi među njima je uvjet da postoji 

mehanizam prema kojem elektri�no i magnetsko polje zra�enja ostvaruju međudjelovanje sa 

analitom, a drugi je da energija fotona, hυ, mora biti jednaka razlici energije, ΔE, između dva 

kvantna stanja analita [60]. 

Beerovim zakonom opisujemo odnos između izmjerene apsorbancije , A i koncentracije 

apsorbiraju�e tvari, c [60].  

                                                 
0

log
P

A a b c
P

= =                                                         (1 – 1) 

                              

gdje ÿ ozna�ava konstantu proporcionalnosti (apsorpcijski koeficijent), Ā duljinu puta uzorka 

kroz koji zra�enje prolazi, a c koncentraciju apsorbiraju�e vrste. �0 je snaga upadnog zra�enja 

i P je snaga propubtenog zra�enja kroz uzorak. Kako je apsorbancija bezdimenzijska fizikalna 

veli�ina, onda se mjerna jedinica za apsorpcijski koeficijent određuje iz izraza (1 - 1) [60].                                                                                                                                    

                           Slika 9. Apsorpcija kao rezultat prigubenja snopa zra�enja [61]. 

Ako koncentraciju apsorbiraju�e vrste izrazimo u M (mol/L), a duljinu puta zra�enja u 

cm, tada �e konstanta proporcionalnosti biti izra~ena u L/cm/mol i nazivat �e se molarna 

apsorptivnost, ε [60].    

                                             A = ε · b ·  c                                                                 (1 – 2) 

                                            

Ako otopine koje sadr~e vibe razli�itih tvari zadovoljavaju uvjet gdje ne postoji 

međudjelovanje između njih, tada se Beerov zakon mo~e i na takve sustave primijeniti. Pri istoj 
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valnoj duljini, ukupna apsorbancija navedenog sustava je jednaka zbroju pojedina�nih 

apsorbancija komponenata toga sustava: 

 

                                                  Auk = A1 + A2 + ... + An                                                      (1 – 3) 

                                                                                                

gdje indeksirani brojevi 1,2…n ozna�avaju pojedine komponente sustava koje apsorbiraju 

zra�enje pri određenoj valnoj duljini [60].    

 Međutim, postoje slu�ajevi kada Beerov zakon ne vrijedi jer postoje određena 

odstupanja i tada ne postoji linearan odnos između izmjerene apsorbancije i koncentracije, kao 

npr. kod vibih koncentracija analita (dolazi do međudjelovanja �estica). Posljedi�no, Beerov 

zakon vrijedi za razrijeđene otopine gdje koncentracija ne prelazi 10-2 M. Sli�no odstupanje se 

javlja ukoliko se u sustavu razrijeđene otopine nalaze visoke koncentracije stranih iona i tvari 

[60].    

 

1.4.2. Dijelovi spektrofotometra 

 

Spektrofotometar �ine sljede�i dijelovi: 

1. Izvor zra�enja 

2. Selektor valnih duljina 

3. Spremnik/spremnici za uzorke 

4. Detektor zra�enja ili pretvornik energije zra�enja u mjerljivi signal 

5. Procesor zra�enja [60].    

                                   

 

 

 

  Slika 10. Shematski prikaz spektrofotometra [61].    
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Uloga izvora zra�enja je osigurati izvor kontinuiranog i sna~nog elektromagnetskog 

zra�enja u onom dijelu spektra koji je od interesa pa tako npr. za izvor UV zra�enja se 

upotrebljavaju vodikove i deuterijeve ~arulje (160 nm – 380 nm), dok su za vidljivo i blisko 

infracrveno zra�enje u upotrebi volframove i halogen ~arulje (240 nm – 2500 nm). Selektor 

valnih duljina izdvaja iz snopa zra�enja ~eljenu valnu duljinu koja je potrebna za 

spektrofotometrijsko mjerenje, a pritom razlikujemo apsorpcijske i interferencijske filtre te 

monokromatore. Spremnik za uzorak (kiveta) omogu�uje prolaz svjetlosti određene valne 

duljine kroz otopinu uzorka i referentnu otopinu (sadr~i sve komponente osim analita). U praksi 

se koriste naj�eb�e kivete sa duljinom opti�kog puta (unutarnje birine kivete) od 1 cm. Treba 

pripaziti prilikom rada sa kivetama tijekom spektrofotometrijskih mjerenja na razne ne�isto�e, 

mjehuri�e zraka i ostatke otapala s vanjske strane prozora kivete, kako ne bi interferirali sa 

dobivenim signalom. Detektor zra�enja mjeri intenzitet svjetla koje prolazi kroz kivetu koja 

sadr~i otopinu uzorka. Kako snop svjetlosti pada na detektor, tako dolazi do udara fotona o 

detektor i pretvorbe svjetlosne energije u elektri�ni signal. Zadnji dio spektrofotometra, 

procesor signala, poja�ava elektri�ni signal detektora i pretvara ga u digitalni zapis koji se dalje 

mo~e obrađivati uz razne matemati�ke operacije [62].    

 

1.4.3. Izvedbe spektrofotometra 

 

Dvije su izvedbe spektrofotometra kao instrumenta: jednosnopni i dvosnopni. Razlika 

u njihovoj izvedbi le~i u tome da se kod jednosnopnog spektrofotometra kiveta sa otopinom 

uzorka i kiveta sa referentnom otopinom moraju naizmjence mijenjati, dok se kod dvosnopnog 

spektrofotometra koristi V-zrcalo koje dijeli osnovni snop svjetlosti na dva snopa od kojih jedan 

prolazi kroz kivetu sa otopinom uzorka, a drugi kroz kivetu sa referentnom otopinom, 

naposljetku stvaraju�i dva odvojena signala koja se na izlazu poja�avaju (Slika 11.) [60].    
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             Slika 11. Shematski prikaz izvedbe a) jednosnopnog spektrofotometra  

             b) dvosnopnog spektrofotometra [63].    

 



                                                                                                                                                                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. CILJ ISTRA}IVANJA 
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Cilj istra~ivanja jest razvoj i vrednovanje metode analize slijednim injektiranjem (engl. 

Sequential Injection Analysis, SIA) za određivanje penicilamina u farmaceutskim pripravcima. 

Prilikom razvoja metode, optimizirani su sljede�i parametri: 

1.) kemijski parametri 

1.1. pH-vrijednost 

1.2. molni omjer reagensa, n(Cu2+) : n(BCS) 

2.) parametri SIA sustava 

2.1. redoslijed injektiranja reagensa i analita 

2.2. volumen proto�ne kivete  

2.3. volumni protok osnovne otopine (QCS) 

2.4. volumen injektiranja otopine reagensa (VRS) 

2.5. volumen injektiranja otopine analita (Va) 

2.6. volumen petlje zadr~avanja (VHC) 

2.7. duljina reakcijske uzvojnice (l)  

Naposljetku, koribtenjem optimiziranih parametara SIA sustava, odredit �e se analiti�ke 

karakteristike metode:  

a) Linearno dinami�ko podru�je (LDP) 

b) Jednad~ba pravca (nagib i odsje�ak) 

c) Koeficijent linearne regresije (R2) 

d) Granica dokazivanja (LOD) 

e) Granica određivanja (LOQ) 

Metoda �e biti vrednovana određivanjem sljede�ih parametara: 

• Utjecaja interferencija 

• To�nosti (iskoristivosti) 

• Ponovljivosti (RSD), u�estalosti analize 

• Dosega (potpunosti) reakcije 

Nakon razvoja i vrednovanja metode određivanja D-penicilamina, potrebno je ispitati 

mogu�nost  primijene na određivanje analita u realnim uzorcima, farmaceutskim pripravcima. 

Dobiveni rezultati se trebaju usporediti sa rezultatima dobivenim standardnom metodom koju 

propisuje Farmakopeja.



                                                                                                                                                                                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 3. MATERIJALI I METODE 
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3.1. Priprava otopina  

 Sve otopine koje su koribtene prilikom razvoja i vrednovanja metode su pripravljene od 

kemikalija analiti�kog stupnja �isto�e. Za otopinu nosioca je koribtena deionizirana voda. 

 

3.1.1. Deionizirana voda 

 

 Deionizirana voda je pripravljena pomo�u uređaja Milli Q (Millipore, Saint Quentin, 

Yvelines, Francuska) na sljede�i na�in: reverznu osmozu, filtraciju kroz aktivni ugljen, 

deionizaciju kroz anionski i kationski izmjenjiva�, filtraciju kroz membranski filtar s 

porama 0,22 µm. 

 

3.1.2. Otopina penicilamina  
 

 Standardna otopina PEN-a, koncentracije 1,0 × 10-2 mol/L, pripravljena je otapanjem 

74,6 mg PEN-a (PEN, Fluka Chemie AG CH-9470 Buchs, M = 149, 21 g/mol) u 100 mL 

acetatno – boratno – fosfornog pufera pH-vrijednosti 2. Ova otopina je �uvana u hladnjaku 

pri 4 °C, a za potrebe dnevnih mjerenja su pripravljene, razrjeđivanjem standardne otopine 

deioniziranom vodom, radne otopine ni~e koncentracije (c = 4 × 10-5 mol/L). 

 

 

 

 

 

 

 

          

            Slika 12. PEN, kemijski spoj koribten za pripravu standardne otopine.
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3.1.3. Otopine reagensa 

 Otopina bakrovih(II) iona, Cu2+, c = 8,0 × 10-3 M (mol/L), pripravljena je otapanjem 

99,99 mg bakrovog(II) sulfat pentahidrata CuSO4  · 5 H2O (Kemika, Zagreb, Hrvatska, M 

= 249,68 g/mol) u 50 mL deionizirane vode u odmjernoj tikvici. 

 Otopina batokuproin disulfonske kiseline (BCS), c = 2,0 × 10-3 M, pripravljena je 

otapanjem 56,50 mg batokuproin disulfonske kiseline dinatrijeve soli hidrata (Sigma – 

Aldrich, Njema�ka, M = 564,54 g/mol) u 50 mL deionizirane vode u odmjernoj tikvici. 

 Pripremljene otopine reagensa su �uvane u hladnjaku pri 4 °C. Za dnevno mjerenje je 

pripravljan reagens bis(batokuproindisulfonato)kuprat(II) prema molnom omjeru njihovih 

koncentracija n(Cu2+) : n(BCS) = 1 : 2,0 uz dodatak acetatnog pufera pH-vrijednosti 5. 

 

3.1.4. Otopina acetatno – boratno – fosfornog pufera  
 

 Acetatno – boratno – fosforni pufer, c = 4,0 × 10-2 M, pripravljen je otapanjem 4,95 g 

borne kiseline (H3BO3, Alkaloid, Skopje, Makedonija, M = 61,84 g/mol), 4,80 g octene 

kiseline (CH3COOH , VWR Chemicals, Francuska, M = 60,05 g/mol) i 5,46 g fosforne 

kiseline (H3PO4, Kemika, Zagreb, Hrvatska, M = 97,99 g/mol) i kasnijom nadopunom 

deioniziranom vodom do oznake na odmjernoj tikvici volumena 2000 mL. Ovako 

pripravljena otopina ima pH-vrijednost 2. pH-metrom se regulira pH-vrijednost uz dodatak 

otopine natrijeva hidroksida, c = 2,0 M. 

 

3.1.5. Otopina acetatnog pufera 

 

 Otopina acetatnog pufera, c = 0,05 M, pripravljena je otapanjem i mijebanjem 3,15 g 

natrijevog acetata (C2H3O2Na, Kemika, Zagreb, Hrvatska, M = 82,03 g/mol) i 1,04 mL 

octene kiseline (CH3COOH , VWR Chemicals, Francuska, M = 60,05 g/mol) u odmjernoj 

tikvici volumena 1000 mL. Odmjerna tikvica je nadopunjena deioniziranom vodom. Ovako 

pripravljena otopina pufera, koja je imala pH vrijednost 5, koristila se u pripremi otopine  

reagensa bis(batokuproindisulfonato)kuprata(II) kod određivanja penicilamina SIA 

metodom.
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               Slika 13. Otopina acetatnog pufera pH vrijednosti 5. 

 

3.1.6. Otopina natrijeva hidroksida 

 

 Otopina natrijeva hidroksida, c = 2,0 M, pripravljena je otapanjem 8,00 g natrijeva 

hidroksida (NaOH, GRAM – MOL, Hrvatska, M = 40,00 g/mol) u 100 mL destilirane vode. 

Otopina je koribtena za reguliranje pH-vrijednosti otopine acetatno – boratno – fosfornog 

pufera. 

 

3.1.7. Otopina realnog uzorka 

Otopina realnog uzorka pripremljena je otapanjem tablete iz pakiranja farmaceutskog 

pripravka METALCAPTASE ® tableta (Heyl Chemisch- Pharmazeutische Fabrik GmbH & Co. 

KG, Njema�ka), od kojih svaka prema deklaraciji navedenoj na sekundarnoj ambala~i sadr~i 

300 mg djelatne tvari PEN-a. Izvagana masa jedne tablete od 534,40 mg je potom otopljena u 

100 mL acetatno – boratno – fosforni pufer, �ija je pH-vrijednost 2. Tako pripremljena otopina 

nadopunjena je deioniziranom vodom do oznake na odmjernoj tikvici volumena 500 mL.  
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        Slika 14. METALCAPTASE ® tablete 300 mg za pripremu otopine realnog uzorka. 

Masena koncentracija ovako pripremljene otopine iznosi 0,6 g/L. 

 

                                      
ot

(PEN) 300 mg
= 0,6 g/L

500 mL

m

V
 = =                                               (3 – 1) 

                                               

 Iz navedenog slijedi da je mno~inska koncentracija otopine PEN-a: 

 

                               3

1

(PEN) 0,6 g/L
4,02 10  M

(PEN) 149,2 g/L
c

M

 −= = =                                 (3 – 2) 

             

 U novu odmjernu tikvicu volumena 100 mL se mikropipetira alikvot od 1 mL prethodne 

pripremljene otopine realnog uzorka. Zbog toga je nova mno~inska koncentracija, c2 = 4,02 

× 10-5 M.  
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3.1.8. Priprava otopina za određivanje PEN-a prema metodi koju propisuje   
Farmakopeja 

 Britanska farmakopeja preporu�uje nevodenu titrimetrijsku metodu određivanja 

penicilamina kao �iste djelatne tvari [64]. Nevodena titrimetrijska metoda je potenciometrijska 

titracija gdje se 100 mg djelatne tvari otopi u 30 mL bezvodne octene kiseline i zatim se titrira 

sa 0,1 M perklornom kiselinom. Svaki mL perklorne kiseline, c = 0,1 M, ekvivalentan je 14,92 

mg C6H11NO2S [64, 65].  

Otopina octene kiseline 

 Glacijalna ili ledena octena kiselina, volumena 28,6 mL se pomijeba sa deioniziranom 

vodom do ukupnog volumena od 100 mL [66]. 

Otopina perklorne kiseline  

 Perklorna kiselina (HClO4), c = 0,1 M, se pripravlja dodavanjem 8,5 mL HClO4  

{w(HClO4) = 71,0 – 73,0 % m/m; M = 100,45 g/mol } u odmjernu tikvicu volumena 1000 mL, 

koja sadr~i 900 mL glacijalne octene kiseline {M (C2H4O2) = 60,01 g/mol }. Nakon bto se  

otopina promijeba, doda se job 30 mL acetatnog anhidrida {w(C4H6O3) = 97,0 % m/m; M = 

102,1 g/mol }i razrijedi do oznake sa ledenom octenom kiselinom. Tako pripremljenu otopinu 

je potrebno ostaviti da odstoji minimalno 24 sata [66]. 

3.2. Instrumenti 

SIA sustav koji se koristio za analizu penicilamina, sastojao se od navedenih dijelova: 

1. Crpka (Valco Instruments, avicarska); 

2. Vibepozicijski selekcijski ventil (Valco Instruments, avicarska); 

3. Petlja zadr~avanja; 

4. Reaktor (reakcijska uzvojnica); 

5. Detektor, dvosnopni spektrofotometar (Shimadzu UV – 1601, Kyoto, Japan); 

6. Ra�unalo. 
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      Slika 15.  Laboratorijska oprema i SIA sustav za metodu određivanje PEN-a. 

 

       

      Slika 16.  Laboratorijska oprema i SIA sustav za metodu određivanje PEN-a.   
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3.2.1. Programiranje protoka 

M6LHS, ra�unalni program koribten je za programiranje uvjeta i radnji  tijekom analize. 

Na po�etku samog rada potrebno je cijeli SIA sustav napuniti otopinom nosioca, koji je zapravo 

osnovna otopina sustava (deionizirana voda) kako bi se uklonili svi mjehuri�i zraka u sustavu i 

tako izbjegle mogu�e pogrebke prilikom analize i obrade dobivenih podataka i rezultata. 

 Mjerenje se provodi pravilnim odabirom otvora selekcijskog ventila i smjera protoka 

otopine. Postoje dvije mogu�e radnje, a to su: 

- usis (engl. aspirate) – smjer protoka usmjeren od otvora selekcijskog ventila prema 

dvosmjernoj crpki; 

- isis (engl. dispense) – smjer protoka usmjeren od dvosmjerne crpke prema selekcijskom 

ventilu. 

Usisom se napune cjev�ice sustava otopinom nosioca te se zatim suprotnim smjerom 

protoka ta ista otopina gura prema otvoru 8 na selekcijskom ventilu, koji je povezan sa 

proto�nom kivetom u opti�kom putu spektrofotometra i onda se naposljetku izlijeva u otpad. 

Ovaj opisani na�in osigurava da sustav bude ispran, oslobođen mjehuri�a zraka i napunjen 

otopinom nosioca. 

 

 

                

 

 

Slika 17. M6LHS, primjer programiranja radnji kod SIA sustava. 

 

GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, California, USA), program koribten 

za obradu podataka koji su se kontinuirano bilje~ili tijekom spektrofotometrijskog mjerenja. 

Pomo�u njega su izrađene krivulje umjeravanja i provedena je njihova analiza kao i statisti�ka 

obrada podataka. 
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3.2.2. Ostala instrumentacija i laboratorijska oprema 

1. Milivoltmetar Mettler Toledo SevenMulti (Mettler Toledo, Schwerzenbach, 

avicarska) sa staklenom elektrodom, Mettler Toledo InLab®413. Koribten za 

mjerenje pH-vrijednosti prilikom pripravljanja potrebnih otopina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Slika 18. Milivoltmetar Mettler Toledo SevenMulti u analiti�kom laboratoriju. 

 

2. Mikropipete (Sartorius, Gottingen, Njema�ka). Koribtene za precizno dodavanje 

mikrolitarskih volumena otopina analita i reagensa. 

 

 

 

 

 

 

 

                                     Slika 19. Mikropipete u analiti�kom laboratoriju. 

. 



                                                                                                                                                                                                     

4. REZULTATI 
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4.1. Reakcija na kojoj se temelji metoda 

 

Razvijena metoda analize PEN-a temelji se na redoks reakciji gdje se odvija redukcija 

bis(batokuproin)kuprat(II) kompleksa uz prisutnost PEN-a, pri �emu nastaje naran�asto obojeni 

kompleks bis(batokuproin)kuprat(I) kompleks. Apsorpcijski maksimum nastalog kompleksa se 

posti~e pri valnoj duljini od 483 nm. Redoks reakcija prikazana je sljede�om jednad~bom: 

               2 RSH + 2 [Cu(BCS)2]2-      RSSR + 2 [Cu(BCS)2]3- + 2 H+          (4 – 1) 

 

 

 

 

 

 

                       Slika 20. Strukturni prikaz bis(batokuproindisulfonato)kuprata(I) [67]. 

 

 

4.2. Optimizacija kemijskih parametara u SIA sustavu 

4.2.1. Optimizacija pH-vrijednosti 

Utjecaj pH-vrijednosti pripremljene otopine je ispitan u rasponu od 2,0 do 9,0 pomo�u 

acetatno-boratno-fosfornog pufera. Ukupan volumen pripremljene otopine iznosio je 10 mL, a 

sastojao se od 0,2 mL standardne otopine analita PEN-a, c = 4 × 10-5 M, reagensa koji se 

sastojao od 0,4 mL otopine bakra(II), c = 8 × 10-3 M i 1,6 mL otopine bisbatokuproin 

disulfonske kiseline, c = 2 × 10-3 M i 8,0 mL acetatno-boratno-fosfornog pufera. Kao otopina 

nosioca u svim mjerenjima je koribtena deionizirana voda. 
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Slika 21. Siagram optimizacije pH-vrijednosti. pH-vrijednosti: 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 

9,0. Eksperimentalni uvjeti: c(PEN) = 4,0 × 10-5 M; c(Cu2+) = 3,2 × 10-4 M; c(BCS) = 3,2 × 10-

4 M; n(Cu2+) : n(BCS) = 1 : 1; QCS  = 3000 µL/min; Va = 200 µL; VRS= 200 µL; VHC = 1000 µL; 

l = 70 cm; volumen proto�ne kivete = 80 µL; λ = 483 nm; t = 25 ºC. Umetak: ovisnost 

apsorbancije PEN-a o pH-vrijednosti. 

 

 Pri pH-vrijednosti 2,0 je zabilje~ena jako mala visina signala i zapravo tako jako niska 

pH-vrijednost ne pogoduje nastanku kompleksa. Budu�i da PEN pokazuje najve�u stabilnost 

pri niskim pH-vrijednostima jer pripada skupini tiolnih spojeva, odabrana pH-vrijednost za 

daljnja ispitivanja bila je od 5,0, iako je visina analiti�kih signala sli�na u rasponu ispitivanja 

pH-vrijednosti od 5,0 do 7,0. Maksimalna visina analiti�kog signala pri navedenim uvjetima je 

postignuta pri pH 5,0, a iznosila je A = 0,1807. Za provedbu daljnjih ispitivanja je koribten 

acetatni pufer pH-vrijednosti od 5,0 umjesto acetatno-boratno-fosfornog pufera.
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4.2.2. Optimizacija molnog omjera reagensa 

Prilikom optimizacije molnog omjera reagensa Cu2+ i BCS-a, koribtena je standardna 

otopina PEN-a, c = 4,0 ×10-5 M, kao analit. Otopina reagensa je pripravljena na sljede�i na�in. 

Koncentracija iona bakra(II) (Cu2+) odr~avana je stalnom, dok je koncentracija BCS-a 

mijenjana kao i sami volumen pufera kako bi ukupan volumen otopine pripremljenog reagensa 

iznosio 500 µL (5 mL). Otopine odgovaraju�ih molnih omjera Cu2+ i BCS-a su pripravljene iz 

njihovih polaznih otopina koncentracija, c(Cu2+) = 8,0 × 10-3 M i c(BCS) = 2,0 × 10-3 M. Za 

osiguravanje stabilne pH-vrijednosti reakcijske otopine je koribten acetatni pufer pH = 5,0. 

 

Tablica 1. Optimizacija molnog omjera Cu2+ i BCS-a. Navedeni su volumeni i koncentracije 

koribtenih otopina. 

Dobiveni rezultati su pokazali kako uz stalnu koncentraciju bakrovih(II) iona, 

pove�anjem koncentracije BCS-a apsorbancija posti~e svoj maksimum kao i sama brzina 

reakcije pri njihovom omjeru od 1 : 2,0 te se daljnjim pove�anjem posti~u konstantne 

vrijednosti. 

Omjer c(Cu2+), M c(BCS), M V(Cu2+), mL V(BCS), mL V(pufer), mL 

1 : 1,0 3,2 × 10-4 3,2 × 10-4 0,2 0,8 4,0 

1 : 1,5 3,2 × 10-4 4,8 × 10-4 0,2 1,2 3,6 

1 : 2,0 3,2 × 10-4 6,4 × 10-4 0,2 1,6 3,2 

1 : 3,0 3,2 × 10-4 9,6 × 10-4 0,2 2,4 2,4 
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Slika 22. Siagram optimizacije molnog omjera reagensa Cu2+ i BCS-a. Molni omjeri Cu2+ i 

BCS-a: 1 : 1,0; 1 : 1,5; 1 : 2,0; 1 : 3,0. Eksperimentalni uvjeti: c(PEN) = 4,0 × 10-5 M; c(Cu2+) 

= 3,2 × 10-4 M; c(BCS) = 3,2 × 10-4 M; c(BCS) = 4,8 × 10-4 M; c(BCS) = 6,4 × 10-4 M; c(BCS) 

= 9,6 × 10-4 M; pH = 5; QCS  = 3000 µL/min; Va = 200 µL; VRS= 200 µL; VHC = 1000 µL; l = 

70 cm; volumen proto�ne kivete = 80 µL; λ = 483 nm; t = 25 ºC. Umetak: ovisnost apsorbancije 

o molnom omjeru reagensa Cu2+ i BCS-a za određivanje PEN-a.
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4.3. Optimizacija SIA sustava 

4.3.1. Optimizacija redoslijeda injektiranja 

Kako bi se ispitao utjecaj redoslijeda injektiranja otopine reagensa i otopine analita, 

napravljena su dva mjerenja, gdje se u prvom mjerenju, u petlji zadr~avanja prvo injektirala 

otopina analita (pozicija 5 na selekcijskom ventilu), a potom otopina reagensa (pozicija 6 na 

selekcijskom ventilu). U drugom mjerenju je redoslijed injektiranja bio obrnut. Vrijednosti 

dobivenih analiti�kih signala su bile manje u prvom mjerenju (PEN, RS), u odnosu na 

vrijednosti koje su dobivene u drugom mjerenju (RS, PEN). Za daljnja mjerenja je koribten 

redoslijed injektiranja u kojem se prvo injektira reagens, a potom analit (redoslijed iz drugog 

mjerenja). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 23. Siagram optimizacije redoslijeda injektiranja otopine analita i otopine reagensa. 

Redoslijed injektiranja: 1. analit  (PEN) / reagens (RS); 2. reagens (RS) / analit (PEN). 

Eksperimentalni uvjeti: c(PEN) = 4,0 × 10-5 M; c(Cu2+) = 3,2 × 10-4 M; c(BCS) = 6,4 × 10-4 M; 

pH = 5; QCS  = 3000 µL/min; Va = 200 µL; VRS= 200 µL; VHC = 1000 µL; l = 70 cm; volumen 

proto�ne kivete = 80 µL; λ = 483 nm; t = 25 ºC .
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4.3.2. Optimizacija volumena proto�ne kivete 

Prilikom optimizacije volumena proto�ne kivete u mjerenjima su koribtene kivete 

volumena: 18 µL; 30 µL; 80 µL; 160 µL. Promjena volumena proto�ne kivete nije imala 

zna�ajan utjecaj, ali je zbog bto manje disperzije zone odabrana proto�na kiveta volumena 30 

µL.   

 

Slika 24. Siagram optimizacije volumena proto�ne kivete. Volumen proto�ne kivete: 18 µL; 30 

µL; 80 µL; 160 µL. Eksperimentalni uvjeti: c(PEN) = 4,0 × 10-5 M; c(Cu2+) = 3,2 × 10-4 M; 

c(BCS) = 6,4 × 10-4 M; pH = 5;  QCS  = 5000 µL/min; Va = 200 µL; VRS= 200 µL; VHC = 1000 

µL; l = 70 cm; λ = 483 nm; t = 25 ºC. Umetak: ovisnost apsorbancije o volumenu proto�ne 

kivete.



                                                                                                                                                                                                    41

4.3.3. Optimizacija volumnog protoka osnovne otopine 

Upravo odabirom optimalnog volumena protoka otopine nosioca (osnovne otopine) se 

određuje u�estalost mjerenja. Prilikom mjerenja u razmatranje se uzimaju birine pikova i povrat 

na baznu liniju. Volumen protoka osnovne otopine je ispitan u rasponu od 500 µL/min do 6000 

µL/min. Podebavanjem volumnog protoka se mo~e omogu�iti bolja osjetljivost metode. Nakon 

provedenih mjerenja, odabran je volumni protok od 5000 µL/mL gdje je signal najvibi uz 

zadovoljavaju�u ponovljivost. Iako vibi protok osigurava isto, zbog pritiska u mjernom sustavu 

odabrana je ni~a vrijednost protoka. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 25. Siagram optimizacije volumnog protoka otopine nosioca. Volumni protok  otopine 

nosioca (QCS): a) 500 µL/min; b) 1000 µL/min; c) 2000 µL/min; d) 3000 µL/min; e) 4000 

µL/min; f) 5000 µL/min; g) 6000 µL/min. Eksperimentalni uvjeti: c(PEN) = 4 × 10-5 M; c(Cu2+) 

= 3,2 × 10-4 M; c(BCS) = 6,4 × 10-4 M; pH = 5; Va = 200 µL; VRS= 200 µL; volumen proto�ne 

kivete = 30 µL; VHC = 1000 µL; l = 70 cm; λ = 483 nm; t = 25ºC. Umetak: ovisnost apsorbancije 

o volumnom protoku otopine nosioca za određivanje PEN-a.
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4.3.4. Optimizacija volumena injektiranja reagensa 

Optimizacija volumena injektiranja reagensa se provodi kako bi odredili optimalni 

volumen otopine reagensa s kojim se ostvaruje potpunost reakcije uz vibi signal i brzi povrat na 

baznu liniju. Ve�i volumen otopine reagensa ne zna�i nu~no i vibi signal, a rezultira birom 

zonom, birim signalom i sporijim povratkom na baznu liniju. Nadalje, ve�a brzina protoka struje 

reagensa zna�i i ve�u potrobnju istog, te pove�anje koli�ine otpada bto dovodi do smanjenja 

ekonomi�nosti analize. Volumeni otopine reagensa ispitivani su u rasponu od 50 µL do 450 µL. 

Razmatraju�i ponovljivost rezultata i visinu analiti�kog signala, za optimalni volumen 

injektiranja reagensa je odabran volumen od 150 µL. Odabrani volumen reagensa je koribten u 

sljede�im mjerenjima optimizacije ostalih parametara.

Slika 26. Siagram optimizacije volumena injektiranja otopine reagensa. Volumen injektiranja 

reagensa (VRS): a) 30 µL; b) 100 µL; c) 150 µL; d) 200 µL; e) 250 µL; f) 300 µL; g) 350 µL; 

h) 400 µL; i) 450 µL. Eksperimentalni uvjeti: c(PEN) = 4,0 × 10-5 M; c(Cu2+) = 3,2 × 10-4 M; 

c(BCS) = 6,4 × 10-4 M; pH = 5; QCS  = 5000 µL/min; Va = 200 µL; volumen proto�ne kivete= 

30 µL; VHC = 1000 µL; l = 70 cm; λ = 483 nm; t = 25 ºC. Umetak: ovisnost apsorbancije o 

volumenu injektiranja otopine reagensa za određivanje PEN-a.
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4.3.5. Optimizacija volumena injektiranja analita 

Ve�i volumen injektiranja otopine analita dovodi do pove�anja analiti�kog signala. 

Veliki volumen injektiranja otopine analita također dovodi i do du~eg vremena povratka na 

baznu liniju bto rezultira smanjenjem u�estalosti analize. Ispitivani su volumeni u rasponu od 

50 µL do 450 µL. Rezultati pokazuju kako do zna�ajnijeg pove�anja analiti�kog signala dolazi 

u rasponu od 50 µL do 200 µL, dok daljnje pove�anje volumena injektiranja analita iznad 200 

µL nema zna�ajnijeg utjecaja na visinu analiti�kog signala (plato). Odabran je volumen 

injektiranja analita od 200 µL (zadovoljena osjetljivost i u�estalost metode) te je isti koribten u 

sljede�im mjerenjima optimizacije ostalih parametara. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 27. Siagram optimizacije volumena injektiranja otopine analita. Volumen injektiranja 

analita (Va): a) 30 µL; b) 100 µL; c) 150 µL; d) 200 µL; e) 250 µL; f) 300 µL; g) 350 µL; h) 

400 µL; i) 450 µL. Eksperimentalni uvjeti: c(PEN) = 4,0 × 10-5 M; c(Cu2+) = 3,2 × 10-4 M; 

c(BCS) = 6,4 × 10-4 M; pH = 5; QCS  = 5000 µL/min; VRS = 150 µL; volumen proto�ne kivete = 

30 µL; VHC = 1000 µL; l = 70 cm; λ = 483 nm; t = 25 ºC. Umetak: ovisnost apsorbancije o 

volumenu injektiranja otopine analita za određivanje PEN-a.
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4.3.6. Optimizacija volumena petlje zadr~avanja 

Prilikom optimizacije volumena petlje zadr~avanja su koribtene petlje volumena od 500 

µL i 1000 µL. Obje petlje zadr~avanja su rezultirale sli�nim visinama analiti�kog signala, ali je 

odabrana petlja zadr~avanja volumena od 500 µL kao optimalna zbog ekonomi�nosti analize i 

ponovljivosti signala. 

 

Slika 28. Siagram optimizacije volumena petlje zadr~avanja. Volumen petlje zadr~avanja 

(VHC): a) 500 µL; b) 1000 µL.  Eksperimentalni uvjeti: c(PEN) = 4,0 × 10-5 M; c(Cu2+) = 3,2 × 

10-4 M; c(BCS) = 6,4 ×10-4 M; pH = 5; QCS  = 5000 µL/min; VRS = 150 µL; Va = 200 µL; 

volumen proto�ne kivete = 30 µL; l = 70 cm; λ = 483 nm; t = 25 ºC. Umetak: ovisnost 

apsorbancije o volumenu petlje zadr~avanja za određivanje PEN-a. 



                                                                                                                                                                                                    45

4.3.7. Optimizacija duljine reakcijske uzvojnice (reaktora) 

Za optimizaciju reaktora su koribtene uzvojnice duljina u rasponu od 30 cm do 120 cm. 

Potpunost reakcije ovisi o duljini reaktora. Ukoliko je uzvojnica prekratka, sporije kemijske 

reakcije mogu imati manji doseg, dok koribtenjem predugih uzvojnica, visine analiti�kog 

signala se smanjuju jer dolazi do ve�eg rasprbenja zone uzorka. Prilikom optimizacije je 

uzvojnica duljine od 30 cm odabrana kao optimalna s obzirom na najve�u vrijednost analiti�kog 

signala i ponovljivost mjerenja. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 29. Siagram optimizacije duljine reakcijske uzvojnice (reaktora). Duljina reaktora (l): a) 

30 cm; b) 40 cm; c) 50 cm; d) 60 cm; e) 70 cm; f) 100 cm; g) 120 cm. Eksperimentalni uvjeti: 

c(PEN) = 4,0 × 10-5 M; c(Cu2+) = 3,2 × 10-4 M; c(BCS) = 6,4 × 10-4 M; pH = 5; QCS  = 5000 

µL/min; VRS = 150 µL; Va = 200 µL; volumen proto�ne kivete = 30 µL; VHC = 500 µL; λ = 483 

nm; t = 25 ºC. Umetak: ovisnost apsorbancije o duljini reaktora za određivanje PEN-a.
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4.4. Odabrani optimalni parametri 
 

Tablica 2. Prikaz raspona ispitanih vrijednosti i odabranih optimalnih parametara 

Parametar Ispitane vrijednosti Optimalna vrijednost 

pH-vrijednost 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 
8,0;9,0; 

5,0 

Molni omjer  Cu2+ i BCS-a  1 : 1,0; 1 : 1,5; 1 : 2,0; 1 : 3,0; 1 : 2,0 

Redoslijed injektiranja RS/PEN; PEN/RS; RS/PEN 

Volumen proto�ne kivete,  µL 18; 30; 80; 160; 30 

Volumen protoka otopine 
nosioca,  µL/min 

500; 1000; 2000; 3000; 4000; 
5000; 6000; 

5000 

Volumen injektiranja 
reagensa,  µL 

50; 100; 150; 200; 250; 300; 
350; 400; 450; 

150 

Volumen injektiranja analita,  
µL 

50; 100; 150; 200; 250; 300; 
350; 400; 450; 

200 

Volumen petlje zadr~avanja,  
µL 

500; 1000; 500 

Duljina reakcijske uzvojnice, 
cm 

30; 40; 50; 60; 70; 100; 120; 30 
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4.5. Analiti�ke karakteristike metode  

4.5.1. Krivulja umjeravanja i linearno dinami�ko podru�je (LDP)  

Za potrebu određivanja analiti�kih karakteristika metode, s obzirom na prethodno 

utvrđene i odabrane optimalne parametre, izveden je niz kineti�kih mjerenja za standardne 

otopine PEN-a to�no poznatih raspona koncentracija, gdje je svaki uzorak otopine izmjeren u 

triplikatu. Pripremljene standardne otopine analita u koncentracijskom rasponu od 4,0 × 10-7 M 

do 8,0 × 10-5 M su injektirane uzastopno tri puta za svaku pojedinu koncentraciju. Iz 

pojedina�nih apsorbancija koje su zabilje~ene tijekom mjerenja za svaki triplikat je izra�unana 

srednja vrijednost apsorbancije. Za ovu metodu je ostvaren LDP u koncentracijskom rasponu 

od 2,0 × 10-6 M do 6,0 × 10-5 M (Slika 30.) i pomo�u Microsoft Office Excel-a je izrađena 

krivulja umjeravanja. Linearnom regresijskom analizom odnosa apsorbancije i koncentracije (y 

= apsorbancija; x = koncentracija) je određena jednad~ba pravca: y = 7182x + 0,0073 uz 

koeficijent linearne regresije, R2 = 0,9992. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 30. Siagram spektrofotometrijskog određivanja PEN-a. Koncentracijski raspon PEN-a: 

2,0 × 10-6 M do 8,0 × 10-5 M. Eksperimentalni uvjeti: c(Cu2+) = 3,2 × 10-4 M; c(BCS) = 6,4 × 

10-4 M; pH = 5; QCS  = 5000 µL/min; VRS = 150 µL; Va = 200 µL; volumen proto�ne kivete = 

30 µL; VHC = 500 µL; l = 30 cm; λ = 483 nm; t = 25 ºC. Umetak: Grafi�ki prikaz LDP-a 

određivanja PEN-a. 
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4.5.2. Granica dokazivanja i granica određivanja 

Granica dokazivanja (engl. Limit of detection, LOD) je najni~a koncentracija analita 

koja se uz odgovaraju�u to�nost, kao i preciznost, mo~e dokazati, ali ne i odrediti u nekom 

određenom uzorku [68]. Izra�unava se na sljede�i na�in pomo�u  jednad~be: 

 

                                                   DL = 3 × sb / m                                                                   (4 – 2) 

 

Granica određivanja (engl. Limit of quantification, LOQ) je najni~a koncentracija 

analita koja se mo~e dokazati i odrediti te je ujedno i donja granica linearnog dinami�kog 

podru�ja. Izra�unava se na sljede�i na�in pomo�u  jednad~be: 

 

                                        QL = 10 × sb / m                                                                (4 – 3) 

 

gdje je sb standardna devijacija slijepe probe, a m nagib pravca krivulje umjeravanja 

[68].

U skladu s opisanim, izra�unane su LOD i LOQ ove metode, gdje je LOD = 6,0 × 10-7  

M i LOQ = 2 × 10-6 M. 

 

4.5.3. Interferencije 

S obzirom da se uz PEN redovito nalaze pomo�ne tvari, koje se dodavaju tijekom 

proizvodnje komercijalno dostupnih farmaceutskih pripravaka, ispitan je njihov utjecaj na 

određivanje PEN-a. Uz pomo�ne tvari postoje i druge tvari koje mogu imati interferiraju�i 

utjecaj prilikom određivanja PEN-a pa je ispitan i njihov utjecaj. Tijekom mjerenja je ispitan 

utjecaj spomenutih interferiraju�ih tvari pri koncentraciji PEN-a od 2,0 × 10-5 M, gdje su 

njihove koncentracije pripravljenih otopina bile 500 puta ve�e od same koncentracije analita 

(takve ne nalazimo u farmaceutskim pripravcima), izuzev acetilsalicilne kiseline �ija je 

koncentracija bila jednaka onoj od PEN-a.
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Granica tolerancije se definira kao koncentracija interferencije koja bi tijekom mjerenja 

pokazala pogrebku manju od ± 5%. Izra�unava se na sljede�i na�in: 

 

                           
INT PEN

PEN

Relativna pogrebka (%) =  100           A A

A

−
                               (4 – 4) 

 

Srednja vrijednost apsorbancije PEN-a, c(PEN) = 2,0 × 10-5 M pri λ = 483 nm iznosila 

je 0,1695.  

 

Tablica 3. Utjecaj interferencija na određivanje PEN-a 

Interferiraju�a tvar Omjer koncentracija; 

c(PEN) / c(interferiraju�a 

tvar) 

Relativna 

pogrebka; % 

Glukoza 1 : 500 -4,52 

Fruktoza 1 : 500 -1,49 

KNO3 1 : 500 -3,36 

H3BO3 1 : 250 2,30 

Na2SO4 1 : 100 -3,76 

Natrijev citrat 1 : 100 -0,90 

Saharoza 1 : 50 -1,47 

Laktoza 1 : 10 -4,38 

Tartaratna kiselina 1 : 5 -2,64 

Limunska kiselina 1 : 0,5 4,52 
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Kod interferencija kod kojih je pogrebka ve�a od ± 5%, ponovljena su mjerenja kako bi 

se utvrdile maksimalne koncentracije interferiraju�ih tvari uz koje je mogu�e određivanje PEN-

a. Unato� smanjenim koncentracijama interferiraju�ih tvari, one su i dalje mnogo ve�e u odnosu 

na one koje se nalaze u komercijalnim farmaceutskim pripravcima. 

 

4.5.4. To�nost (iskoristivost) 

To�nost metode se odnosi na slaganje rezultata i prave vrijednosti [69]. To�nost ili 

iskoristivost metode je njena sposobnost da izmjeri poznatu koli�inu tvari, a ispitana je pomo�u 

6 radnih otopina koje su pripremljene na na�in da su se u otopinu realnog uzorka dodavale 

određene koncentracije standardne otopine PEN-a. Za otopinu realnog uzorka su koribtene 

tablete METALCAPTASE ® (vidi poglavlje 3.1.7. Otopina realnog uzorka). Dobivena 

apsorbancija je potom uvrbtena u jednad~bu pravca te je izra�unana stvarna koncentracija, a 

zatim i eksperimentalna masa PEN-a u otopinama, koja je onda uspoređivana sa teorijskom 

masom PEN-a. 

Otopina standarda penicilamina je pripravljena otapanjem 10 mg penicilamina u 10 mL 

acetatno-boratno-fosfornom puferu pH-vrijednosti 2 te je nadopunjena deioniziranom vodom 

do mjerne oznake na odmjernoj tikvici od 50 mL. Masena koncentracija pripremljene otopine 

iznosi 0,2 g/L: 

                                
ot

(PEN) 10 mg
= 0,2 g/L

50 mL

m

V
 = =                                             (4 – 5) 

                                                                                          

 Iz navedenog slijedi da je mno~inska koncentracija otopine PEN-a: 

 

                                    3

1

(PEN) 0,2 g/L
1,34 10  M

(PEN) 149,2 g/L
c

M

 −= = =                            (4 – 6)                       

 Zatim slijedi razrjeđenje pripremljene otopine PEN-a, c = 1,34 × 10-3 M, gdje se prenosi 

alikvot od 1 mL u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i nadopunjuje sa acetatno-boratno-

fosfornim puferom pH-vrijednosti 2 do mjerne oznake. Mno~inska koncentracija dobivene 

otopine iznosi 1,34 × 10-5 M.
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U novu odmjernu tikvicu volumena 10 mL se odpipetira alikvot od 3 mL prethodno 

pripremljene standardne otopine penicilamina. Zbog toga je nova mno~inska koncentracija, c2 

= 4,02 × 10-5 M (Fmix). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 31. Siagram određivanja PEN-a (teorijska koncentracija): c(Amix) = 4,02 × 10-6  M; 

c(Bmix) = 4,69 × 10-6 M; c(Cmix) = 5,36 × 10-6 M; c(Dmix) = 6,03 × 10-6 M; c(Emix) = 6,70 × 10-

2 M; c(Fmix) = 4,02 × 10-6 M. Eksperimentalni uvjeti: c(Cu2+) = 3,2 × 10-4 M; c(BCS) = 6,4 × 

10-4 M; pH = 5; QCS  = 5000 µL/min; VRS = 150 µL; Va = 200 µL; volumen proto�ne kivete = 

30 µL; VHC = 500 µL; l = 30 cm; λ = 483 nm; t = 25 ºC. 

 

Tablica 4. Ispitivanje iskoristivosti 

Radna 
otopina  

Masa analita 
(realni 
uzorak), mg 

Dodana 
masa analita 
(standard), 
mg  

Ukupna 
teorijska 
masa, mg 

Izra�unana 
masa, mg 

Iskoristivost, 
% 

Amix 300 - 300 302,14 - 
Bmix 300 50 350 338,12 96,61 

Cmix 300 100 400 396,27 99,07 

Dmix 300 150 450 409,39 90,98 

Emix 300 200 500 441,22 88,24 

Fmix 300 - 300 288,63 - 
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Iskoristivost (%) je bila u rasponu od 88,24 % do 99,07%. Ovakvi rezultati podr~avaju 

zadovoljavaju�u to�nost razvijene kineti�ke metode kao i odsutnost interferencija u uzorcima. 

Ovakva razvijena metoda, bez prethodne zahtjevne obrade realnog uzorka, mo~e se primijeniti 

za određivanje PEN-a u komercijalnim farmaceutskim pripravcima.     
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4.5.5. Ponovljivost  

Ponovljivost SIA metode je ispitana mjerenjem signala niza od 35 uzastopnih 

injektiranja standardne otopine PEN-a, c = 2,0 × 10-5 M, a izra~ava se reativnim standardnim 

odstupanjem (engl. Relative Standard Deviation, RSD): 

                                            RSD =   × 100                
s

x
                                        (4 – 7)  

gdje s predstavlja standardno odstupanje, a x  predstavlja sredinu skupa podataka. 

Pomo�u ovog matemati�kog izraza (4 – 7) za ovu metodu je izra�unan RSD i iznosila 

je 3,53 %.  

Slika 32. Siagram ponovljivosti optimizirane metode. Eksperimentalni uvjeti: c(PEN)= 2,0 × 

10-5 M; c(Cu2+) = 3,2 × 10-4 M; c(BCS) = 6,4 × 10-4 M; pH = 5; QCS  = 5000 µL/min; VRS = 150 

µL; Va = 200 µL; volumen proto�ne kivete = 30 µL; VHC = 500 µL; l = 30 cm; λ = 483 nm; t = 

25 ºC.
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4.5.6. U�estalost analize 

S obzirom na ponovljivost analiti�kog signala razvijene SIA metode, utvrđena je i 

u�estalost analiza koja predstavlja broj uzoraka koji se mogu analizirati unutar sat vremena. 

Va~nost ovog parametra je u ekonomi�nosti samih analiza kad se radi o analizi ve�eg broja 

uzoraka. Injektiranjem standardne otopine PEN-a, c = 2,0 × 10-5 M, u razli�itim vremenskim 

intervalima pratila se visina analiti�kog signala kao i povratak na baznu liniju. Za analizu 

jednog uzorka (tri mjerenja, triplikata) je potrebno prosje�no 150 sekundi (Δt = 50 s). U skladu 

s navedenim, mogu�e su 24 analize u triplikatu unutar jednog sata (3600 sekundi), odnosno 72 

analiza/h.  

 

4.5.7. Doseg reakcije 

Doseg ili potpunost reakcije se ispituje metodom zaustavljenog protoka (Q) u trenutku 

kad je postignuta maksimalna visina analiti�kog signala (engl. Stop Flow). Kemijska reakcija 

posti~e zna�ajan doseg od 99,30 % u odnosu na onu koja bi se pri zadanim uvjetima mogla 

ostvariti za zaustavljeni protok. 

Slika 33. Prikaz zaustavljenog protoka u trenutku kad je postignuta maksimalna visina 
signala.
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4.6. Primjena razvijene metode na analizu realnog uzorka 

Tablete METALCAPTASE ®  300 mg su koribtene za pripravu otopine realnog uzorka. 

Otopina realnog uzorka je pripravljena (vidi poglavlje 3.1.7. Otopina realnog uzorka ) te su 

izmjerene apsorbancije (triplikat). 

Tablica 5. Izmjerene apsorbancije realnog uzorka 

Uzorak, broj mjerenja Apsorbancija, A 

A1 0,2925 

A2 0,2952 

A3 0,2899 

 

Srednja vrijednost apsorbancije iznosi 0,2925. Ova vrijednost apsorbancije je uvrbtena 

u jednad~bu pravca y = 7182x + 0,0073, pomo�u koje je izra�unana koncentracija PEN-a. 

y = 7182x + 0,0073 

0,2925 = 7182 × c2(PEN) + 0,0073 

c2(PEN) = 3,971 × 10-5 M  

Koncentracija PEN-a u 100 mL iznosi: 

c1(PEN) × 1 mL = 3,971 × 10-5 M × 100 mL 

c1(PEN) = 3,971 × 10-3 M  

  Masa PEN-a jednaka je: 

n = c × V = m / M 

m(PEN) = c1 × M(PEN) 

m(PEN) = 3,971 × 10-3 M × 0,5 L × 149,21 g/mol 

m(PEN) = 0,29626 g = 296,26 mg 

U METALCAPTASE ® tabletama deklarirana masa penicilamina je 300 mg, a pomo�u 

ove optimizirane i vrednovane SIA metode je dobivena vrijednost mase penicilamina realnog 

uzorka METALCAPTASE ® tablete od 296,26 mg.
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4.7. Usporedba razvijene metode određivanja penicilamina sa standardnom 
metodom koju propisuje Farmakopeja 

 

U preporu�enoj metodi određivanja penicilamina kao �iste djelatne tvari, Britanska 

farmakopeja opisuje potenciometrijsku titrimetrijsku metodu u nevodenom mediju (vidi 

poglavlje 3.1.8.). U volumenu od 30 mL bezvodne octene kiseline se otopi 100 mg penicilamina 

i potom se titrira sa 0,1 M perklornom kiselinom. Metodom prve i druge derivacije  se odredila 

zavrbna to�ka titracije, gdje je volumen utrobenog titranta, Vt.e., (perklorne kiseline) u to�ki 

ekvivalencije iznosio  3,84 mL..

Svaki mL utrobenog volumena titranta, c(perklorna kiselina) = 0,1 M, je ekvivalentan 

14,92 mg penicilamina: 

1 mL = 14,92 mg PEN-a 

Prosje�na masa 1 tablete = 0,5344 g = 534,4 mg 

Masa odvage = 0,1002 g = 100,2 mg 

Volumen titranta = 3,84 mL 

m(PEN) = (14,92 mg × 3,84 mL) / 1 mL = 57,3 mg        (u 100,2 mg odvage tablete) 

m(PEN) = (534,4 mg × 57,3 mg) / 100,2 mg = 305,6 mg        (u prosje�noj masi 1 tablete) 

 

Tablica 6. Usporedba rezultata SIA metode i metode koju propisuje Britanska farmakopeja 

Uzorak Deklarirano, mg Koribtena SIA 
metoda, mg 

Standardna metoda 
prema Farmakopeji, 

mg 

METALCAPTASE ® 300 296,26 305,6 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RASPRAVA 
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Cilj eksperimentalnog dijela je  razvoj i vrednovanje metode određivanja penicilamina 

analizom slijednim injektiranjem uz spektofotometrijski detektor. Metoda se temelji na  redoks 

reakciji u kojoj analit, PEN, reducira bis(batokuproin)kuprat(II) kompleks u naran�asto obojeni 

bis(batokuproin)kuprat(I) kompleks. Apsorpcijski maksimum nastalog naran�asto obojenog 

kompleksa uz spektrofotometrijski detektor je zabilje~en pri valnoj duljini od 483 nm. 

         2 RSH + 2 [Cu(BCS)2]2-              RSSR + 2 [Cu(BCS)2]3- + 2 H+               (4 – 1) 

Mjerene apsorbancije su bilje~ene u kineti�kom dijelu odvijanja reakcije, zbog �ega je 

prilikom samog razvoja metode posebna pozornost posve�ena optimizaciji parametara, kako 

kemijskih, tako i parametara SIA sustava, koji bi mogli uvelike utjecati na odvijanje redoks 

reakcije. 

Utjecaj pH-vrijednosti pripremljene otopine je ispitan u rasponu od 2,0 do 9,0 pomo�u 

acetatno-boratno-fosfornog pufera te je maksimalna apsorbancija zabilje~ena pri pH-vrijednosti 

5,0. U daljnjim mjerenjima koribten je acetatni pufer, koji odgovara optimalnoj pH vrijednosti. 

Po visini analiti�kog signala, triplikati mjereni pri pH-vrijednosti 5,0 i 6,0, su bili ponovljivi i 

skoro jednaki, ali je standardna devijacija (rasprbenje) puno manja kod signala pri pH-

vrijednosti 5,0 i budu�i da PEN pripada skupini tiolnih spojeva, ve�a je stabilnost i potpunost 

reakcije pri ni~oj pH-vrijednosti. 

Prilikom optimizacije molnog omjera Cu2+ i BCS-a,  molni omjer je mijenjan u rasponu 

od 1 : 1,0 do 1 : 3,0. Molni omjer 1 : 2,0 se pokazao optimalnim jer se kod tog omjera posti~e 

najve�a brzina reakcije i apsorbancija te daljnjim pove�anjem koncentracije BCS-a ne postoji 

daljnje pove�anje signala nego su ostvarene konstantne vrijednosti. 

Tijekom optimizacije ispitani su slijede�i parametri proto�nog sustava: redoslijed 

injektiranja, volumen proto�ne kivete, volumni protok otopine nosioca (osnovne otopine), 

volumen injektiranja reagensa, volumen injektiranja analita, volumen petlje zadr~avanja i 

duljina reaktora tj. reakcijske uzvojnice.
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Ispitana su dva razli�ita redoslijeda injektiranja, gdje je vibi analiti�ki signal zabilje~en 

ukoliko se prvo injektira reagens, a potom analit.  

U postupku optimizacije volumena proto�ne kivete ispitani su volumeni u rasponu od 

18 µL do 160 µL. Optimalni volumen proto�ne kivete, pri kojoj je zabilje~en najvibi signal, je  

30 µL.  

Kod ispitivanja optimalnog volumena protoka otopine nosioca, ispitani su volumni 

protoci od 500 µL/min do 6000 µL/min. Odabirom 5000 µL/min kao optimalne vrijednosti 

parametra je postignuta najbolja osjetljivost metode, u�estalost mjerenja kao i dobra 

ponovljivost mjerenja. 

Tijekom daljnjih ispitivanja, optimiziran je volumen injektiranja reagensa. Ispitani su 

volumeni u rasponu od 50 µL do 450 µL. Uzimaju�i u obzir ekonomi�nost analize, ponovljivost 

analize kao i vrijednosti zabilje~enih signala, volumen injektiranja reagensa od 150 µL je 

odabran kao optimalan. 

Također, optimiziran je i volumen injektiranja analita. Ispitani su volumeni u rasponu 

od 50 µL do 450 µL. Pove�anjem volumena od 50 µL do 200 µL je primje�eno zna�ajno 

pove�anje analiti�kog signala, gdje daljnjim pove�anjem iznad 200 µL nema razlike u visini 

signala (postignute su konstantne vrijednosti). Zbog zadovoljavaju�e visine signala kao i zbog 

postignute osjetljivosti metode te u�estalosti mjerenja, volumen injektiranja analita od 200 µL 

je odabran kao optimalan. 

Imaju�i u vidu prethodno optimizirane volumene injektiranja, kako reagnesa, tako i 

analita, ispitan je utjecaj volumena petlje zadr~avanja od 500 µL i 1000 µL. Odabrana je petlja 

zadr~avanja od 500 µL zbog zadovoljavaju�e visine signala, potpunosti reakcije, u�estalosti 

mjerenja. 

Naposljetku je ispitan i utjecaj duljine reakcijske uzvojnice koriste�i duljine uzvojnice 

od 30 cm do 120 cm. Pri odabranoj duljini od 30 cm je zabilje~en najvibi signal. 
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Nakon optimizacije svih gore prethodno navedenih parametara, određeno je linearno 

dinami�ko podru�je za ovu razvijenu metodu. Mjerenjem niza pripravljenih standardnih 

otopina analita u koncentracijskom rasponu od 4,0 × 10-7 M do 8,0 × 10-5 M, utvrđeno je 

linearno dinami�ko podru�je u rasponu koncentracija od 2,0 × 10-6 M do 6,0 × 10-5 M. Dobivena 

je krivulja umjeravanja y = 7182x + 0,0073, a koeficijent linearne regresije, R2, iznosi 0,9992. 

Također, izra�unane su granica određivanja, LOD = 6,0 × 10-7 M i granica dokazivanja, LOQ = 

2 × 10-6 M. 

Tijekom mjerenja je provjeren i utjecaj interferiraju�ih tvari koje se nalaze kao pomo�ne 

tvari u komercijalno dostupnim pripravcima. Ispitan je njihov utjecaj u 500 puta ve�oj 

koncentraciji (u odnosu na PEN), puno ve�im koncentracijama i od koncentracija koje se nalaze 

u farmaceutskim pripravcima. Jedino je koncentracija aspirina (acetilsalicilna kiselina) bila 

jednaka koncetraciji PEN-a. Kod interferencija u omjeru od 500:1 (H3BO3, Na2SO4, natrijev 

citrat, saharoza, laktoza, tartaratna kiselina i limunska kiselina) kod kojih je pogrebka bila ve�a 

od ± 5%, su ponovljena mjerenja kod smanjenih koncentracija sve dok nisu utvrđene granice 

tolerancije (Tablica 3.).  

To�nost metode je ispitana mjerenjem apsorbancije 6 radnih otopina koje su pripravljene 

na na�in da se u otopinu realnog uzorka dodavao određeni volumen standardne otopine. Iz 

dobivenih vrijednosti apsorbancije su izra�unane njihove koncentracije (ceksperiment) koje su 

potom uspoređivane sa njihovim teoretskim koncentracijama (cteorijska). Za svaku koncentraciju 

je izra�unana iskoristivost, koja je bila u rasponu od 88,24 % do 99,07%, bto �ini razvijenu 

metodu zadovoljavaju�e to�nom. 

Ponovljivost metode je ispitana za niz od 35 uzastopnih injektiranja otopine PEN-a, 

c(PEN)= 2,0 × 10-5 M. Izra�unano je relativno standardno odstupanje (RSD) koje iznosi 3,53 

%. Iz istih podataka  je utvrđena i u�estalost mjerenja. Unutar sat vremena, mogu se  provesti 

24 analize u triplikatu, odnosno 72 analiza/h. 

Doseg reakcije je ispitan zaustavljanjem protoka u trenutku kada je maksimalna visina 

analiti�kog signala postignuta te je ona iznosila 99,30 %
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Kona�no je razvijena metoda primjenjena za analizu realnog uzorka, tj. za određivanje 

PEN-a u komercijalnim farmaceutskim pripravcima, METALCAPTASE ® 300 mg tableta (Heyl 

Chemisch-Pharmazeutische Fabrik GmbH & Co. KG, Njema�ka). Kao metoda za usporedbu je 

koribtena metoda koju propisuje Britanska farmakopeja, potenciometrijska titrimetrijska 

metoda. Rezultati mjerenja dobiveni razvijenom SIA metodom sla~u se sa rezultatima mjerenja  

standardne metode koju propisuje Farmakopeja.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ZAKLJU
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Cilj istra~ivanja u ovom radu je bila optimizacija i vrednovanje kineti�ke metode analize 

slijednim injektiranjem za određivanje penicilamina. Metoda se temelji na redoks reakciji u 

kojoj tiolna skupina penicilamina reducira bis(batokuproin)kuprat(II) kompleks u 

bis(batokuproin)kuprat(I) kompleks. Takav naran�asto obojeni kompleks posti~e svoj 

apsorpcijski maksimum pri valnoj duljini od 483 nm. 

Optimizacijom kemijskih parametara, kao i parametara SIA sustava, odabrani su sljede�i 

optimalni parametri: pH-vrijednost 5,0; molni omjer Cu2+ i BCS-a = 1 : 2,0; volumen proto�ne 

kivete 30 µL; volumni protok otopine nosioca 5000 µL/min; volumen injektiranja reagensa 150 

µL; volumen injektiranja analita 200 µL; volumen petlje zadr~avanja 500 µL i duljina 

reakcijske uzvojnice 30 cm. 

Zatim su određene analiti�ke karakteristike metode. Linearna ovisnost analiti�kog signala o 

koncentraciji analita (PEN) je utvrđena za koncentracijsko podru�je od 2,0 × 10-6 M do 6,0 × 

10-5 M. Jednad~ba krivulje umjeravanja glasi: y = 7182x + 0,0073, a koeficijent linearne 

regresije, R2, iznosi 0,9992. Izra�unane su LOD i LOQ razvijene metode, gdje je LOD = 6,0 × 

10-7 M i LOQ = 2 × 10-6 M. 

Vrednovanje metode je ustanovljeno određivanjem mogu�ih interferencija, to�nosti 

(iskoristivosti) metode, ponovljivosti (RSD) analiza, u�estalosti analize, dosega (potpunosti) 

reakcije. Ispitan je utjecaj interferencija prate�ih tvari i interferencija kemijskih vrsta koje mogu 

utjecati na ionsku jakost mjerne otopine ili kompleksirati reagense. Utvrđene su minimalne 

koncentracije koje izazivaju relativnu pogrebku manju od ± 5%. Sve utvrđene koncentracije 

zna�ajno su vibe od mogu�e prisutnih u farmaceutskim pripravcima ili mjernoj otopini. 

Iskoristivost razvijene metode je utvrđena u rasponu od 88,24 % do 99,07%. Metoda ima 

zadovoljavaju�u ponovljivost uz RSD koje iznosi 3,53 %. Omogu�ene su 24 analize u triplikatu 

unutar sat vremena, odnosno 72 analize/h. Doseg redoks reakcije iznosi 99,30 %. 

Zaklju�no, razvijena i vrednovana metoda analize slijednog injektiranja za određivanje 

penicilamina je primijenjena za analizu realnog uzorka te su naposljetku uspoređeni rezultati 

koji su izmjereni prethodno navedenom metodom sa rezultatima koji su dobiveni analizom 

metode koju propisuje Britanska farmakopeja. Ovime je dokazana prikladnost razvijene i 

vrednovane metode za određivanje penicilamina u komercijalnim farmaceutskim pripravcima. 
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Koribtenjem analize slijednim injektiranjem (engl. Sequential Injection Analysis, SIA), u 

ovom radu je razvijena i vrednovana nova metoda određivanja penicilamina u komercijalnim 

farmaceutskim pripravcima. Temelj razvijene metode  je redoks reakcija u kojoj penicilamin 

sudjeluje kao reducens. Penicilamin  reducira bis(batokuproindisulfonato)kuprat(II) u naran�asto 

obojeni spoj bis(batokuproindisulfonato)kuprat(I). Nastali spoj posti~e maksimalnu apsorbanciju 

pri valnoj duljini od 483 nm. Pri optimiziranim kemijskim uvjetima i uvjetima SIA sustava je 

ostvareno linearno dinami�ko podru�je u rasponu koncentracija od 2,0 × 10-6 M do 6,0 × 10-5 M. 

Linearnom regresijskom analizom je dobivena krivulja umjeravanja, �ija je jednad~ba pravca  y 

= 7182x + 0,0073. Izra�unane su granica dokazivanja, LOD = 6,0 × 10-7 M i granica određivanja, 

LOQ = 2 × 10-6 M. Vrednovanjem  metode su utvrđene i njene analiti�ke karakteristike: to�nost 

uz iskoristivost u rasponu od 88,24 % do 99,07%, doseg reakcije od 99,30%, u�estalost analize 

od 24 analize u triplikatu unutar jednog sata, tj. 72 analize/h, ponovljivost uz relativno standardno 

odstupanje od 3,53%. Osim acetilsalicilne kiseline, H3BO3, Na2SO4, natrijeva citrata, saharoze, 

laktoze, tartaratne kiseline i limunske kiseline, ostale pomo�ne tvari u 500 puta ve�oj 

koncentraciji ne interferiraju prilikom određivanja penicilamina u realnom uzorku. Vrednovana i 

razvijena metoda je uspoređena sa standardnom metodom koju propisuje Britanska farmakopeja 

te se pokazala kao prikladna metoda za određivanje penicilamina u komercijalnim farmaceutskim 

pripravcima. 
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Using sequential injection analysis (SIA), a new method for the determination of 

penicillamine in commercial pharmaceutical preparations was developed and evaluated. The 

method is based on the redox reaction in which penicillamine participates as a reducing agent. 

Penicillamine reduces bis(bathocuproindisulfonato)cuprate(II) to the orange colored compound 

bis(bathocuproindisulfonato)cuprate(I). This compound achieves maximum absorbance at a 

wavelength of 483 nm. Using optimized chemical parameters and parameters of the SIA system, 

a linear dynamic range was accived in the concentration range from 2.0 × 10-6 M to 6.0 × 10-5 

M. A linear regression analysis was used to obtain a calibration curve, whose equation is the y 

= 7182x + 0.0073. The LOD and LOQ of the developed method were calculated, where LOD 

was 6.0 × 10-7 M and LOQ was 2.0 × 10-6 M. The validation of this method also determined its 

analytical characteristics, such as accuracy with a range of recovery from 88.24 % do 99.07%, 

reach of the reaction 99.30%, analysis frequency of 24 analyses in triplicate within one hour,  

72 analyses/h, reproducibility with a relative standard deviation of 3.53%. Apart from 

acetylsalicylic acid, H3BO3, Na2SO4, sodium citrate, sucrose, lactose, tartaric acid and citric 

acid, other excipients in a more concentrated amount do not interfere whit the determination of 

penicillamine in a real sample of a pharmaceutical preparation. The evaluated and developed 

method was compared with the standard method prescribed by the British Pharmacopoeia and 

proved to be a suitable method for the determination of penicillamine in commercial 

pharmaceutical preparations.
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