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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Pregledati literaturu razvoja spektrofotometrijskog odredivanja bioloski aktivnih tvari u
farmaceuticima.



SAZETAK
Ultraljubicasta i vidljiva apsorpcijska spektroskopija primjenjuje se za kvantitativnu, ali
i kvalitativnu analizu. To je najée$¢e primjenjivana metoda u kemijskim i klini¢kim

laboratorijima. Temelji se na ovisnosti energije zracenja i kemijskog sastava tvari.

Farmaceutici su proizvodi koji se primjenjuju u korist primatelja radi istrazivanja ili
modificiranja fizioloskih sustava ili lijeenja patoloskih stanja. Primjenjuju se kako bi se

sprijecila ili lijecila bolest ili simptom bolesti.

U ovom radu vidljiv je pregled dostupne literature o odredivanju bioloski aktivnih tvari

u farmaceutskim pripravcima.

Kljuéne rije¢i: spektrometrija, spektrofotometar i farmaceutski pripravci



SUMMARY

Ultraviolet and visible absorption spectroscopy is used for quantitative as well as
qualitative analysis. It is the most commonly used method in chemical and clinical
laboratories. It is based on dependence of radiation energy and chemical composition of
matter.

Pharmaceutical preparations are substances used in favor of primary radiological
researches, modification of physiological systems or treatment of pathological
conditions. They are used to prevent or to treat diseases and its symptoms.

This bachelor thesis provides an overview of the available literature on the
determination of biologically active substances in pharmaceutical preparations.

Keywords: spectrometry, spectrophotometer and pharmaceutical preparations
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Jo§ sredinom devetnaestog stolje¢a, Kirchhoff i Bunsen prvi su radili rana
spektroskopska istrazivanja na spektrometru koji je sadrzavao vise od jedne prizme.
Istrazivanjem su dokazali da svaki element emitira karakteristiCan spektar zracenja koji
spektrima elemenata to¢no podudaraju s tamnim linijama u Sunéevom spektru.
Zakljucili su da isti elementi koji emitiraju na Zemlji apsorbiraju svjetlost na Suncu.
Kao posljedica toga postavljena je opcenita teorija emisije i zraCenja poznata kao
Kirchhoffov zakon koji govori da je sposobnost tvari za emisiju svjetla ekvivalentna
njezinoj sposobnosti za apsorpciju pri istoj temperaturi. Kirchhovovim zakonima
rastumacena je spektralna analiza pa danas poznajemo kontinuirani, emisijski i
apsorpcijski  spektar. Danas Kirchhoffa i Bunsena smatramo utemeljiteljima

spektrometrije kao instrumentalne analiticke metode.



1. OPCI DIO



1.1. Farmaceutici

Farmaceutici su proizvodi koji se primjenjuju u korist primatelja radi istrazivanja ili
modificiranja fizioloSkih sustava ili lijecenja patoloskih stanja. Primjenjuju se kako bi se

sprijecila ili lijecila bolest ili simptom bolesti.

U farmakopeji kao sluzbenoj drzavnoj literaturi nalaze se upute za izradu lijekova,
njihovo prepoznavanje, ispitivanje kvalitete, upute za doziranje i Cuvanje te popis svih

sluzbeno odobrenih ljekovitih supstanci.

S obzirom na podrijetlo, farmaceutici se dijele na prirodne koji mogu biti biljnog,

zivotinjskog i mineralnog podrijetla te na umjetno dobivene farmaceutike.

Osnovni sastojak svakog lijeka je aktivna supstancija koja odreduje vrstu farmakoloske
aktivnosti. Aktivna supstancija je organski spoj razli¢ite strukture Kkoji odreduje
interakciju s proteinima i drugim molekulama u organizmu. Svaka aktivna supstancija
dobiva se kemijskom sintezom koja se, ovisno o sloZzenosti molekule, moze sastojati od
jednog do nekoliko desetaka stupnjeva. Jedna od temeljnih postavki farmakologije je da
molekule lijeka moraju imati nekakav kemijski ucinak na jednu ili viSe sastavnica

stanice kako bi dovele do farmakoloskog odgovora.1

Potrebna je neravnomjerna raspodjela molekula lijeka po tijelu ili tkivima kako bi doslo
do farmakoloskog ucinka jer molekule u organizmu svojim brojem uvelike nadmasuju
broj molekula lijeka. Molekule lijeka moraju se "vezati" za odgovarajucu sastavnicu
stanica ili tkiva kako bi bilo ucinka. Za ve¢inu lijekova dolazi do uc¢inka nakon vezanja,

uglavnom za molekule proteina.



Molekule lijeka mogu se gibati po tijelu volumskim prijenosom, tj. krvotokom ili
prijenosom difuzijom. Medutim, kako bi doslo do apsorpcije, molekule moraju proci

kroz stani¢ne membrane na Cetiri glavna nacina :

e difuzijom izravno kroz lipide

e difuzijom kroz vodene pore od posebnih proteina (akvaporini) koji presijecaju
lipidni sloj

e pomocu transmembranskih proteina prijenosnika koji vezu molekule na jednoj
strani membrane, nakon ¢ega promijene konformaciju i otpuste molekulu na
drugoj strani membrane

e pinocitozom (umetanje dijela staniéne membrane i stvaranje u stanici malih

vezikula koje su ispunjene izvanstani¢nim sadrzajem)

Farmakokinetika prati promjene koncentracije lijeka u razli¢itim djelovima tijela kao
funkciju vremena i to u tijeku i nakon primjene lijeka time se razlikuje od
farmakodinamike. Na koncentraciju lijeka imaju utjecaj procesi apsorpcije, raspodjele,
metamobilizma i izlu¢ivanja. U mnogim lijekovima opadanje koncentracije u plazmi je
eksponencijalno i odredeno je poluvijekom lijeka u plazmi. Poluvijek u plazmi, u

jednostavnim slu€ajevima je upravo proporcionalan s volumenom raspodj ele.?

Mnogi klinicki vazni lijekovi su mjeSavine stereoizomera koji se razlikuju, ne samo u
famakoloskoj aktivnosti, nego i u svom metabolizmu koji moze i¢i potpuno razli¢itim
putevima. Nekoliko vaznih interakcija lijekova ukljuCuje stereospecificnu inhibiciju
metabolizma jednog lijeka drugim lijekom. U nekim slu¢ajevima ¢ini se kako je
toksi¢nost lijeka uglavnom povezana s jednim Stereoizomerom koji i ne mora biti

farmakologki aktivan.?

Pri koriStenju farmaceutskih pripravaka treba imati na umu da se ucinak jednog
pripravka moze smanjiti ili potpuno ponistiti u prisutnosti drugog, $to predstavlja
antagonizam. Primjerice kemijski antagonizam javlja se pri kombinaciji tvari u

otopinama, a rezultat je gubitak aktivnosti lijeka.*



Osnovni princip svih farmaceutskih pripravaka je da budu neskodljivi i djelotvorni, da
imaju propisanu kvalitetu i da se zdravstvenim radnicima i javnosti daju informacije o
njihovom djelovanju. Neskodljivost i djelotvornost lijekova provjerava se prvo
farmakoloskim ispitivanjima, a zatim klinickim ispitivanjima na volonterima ili
bolesnicima. Propisana kvaliteta lijeka se ispituje laboratorijski, odredivanjem
kvalitativnog 1 kantitativnog sastava lijeka, specificnog i1 osnovnog oneciscenja,

sterilnosti i apirogenosti.

Proizvoda¢ je duzan provesti detaljna ispitivanja stabilnosti preparata jer problemi
mogu biti razli¢iti zbog ovisnosti 0 klimatskim promjenama (temperatura, vlaznost).
Klimatski uvjeti ujeCu ne samo na aktivne sastojke ve¢ i na farmakoloSka svojstva.
Takoder, nuzna je detaljna informacija o na¢inu skladistenja lijeka. Sva dokumentacija
mora sadrzavati podatke o promjenama koje je moguce ocekivati na aktivnoj supstanci.
Sve analiticke metode koje se koriste za ispitivanje stabilnosti moraju biti opisane te

metode moraju biti dovoljno selektivne da bi se uocile promjene.

Laboratorijska ispitivanja lijekova vrse se u zavodima za ispitivanje i kontrolu lijekova,
odgovaraju¢im laboratorijima medicinskih, farmaceutskih i veterinarskih fakulteta i

drugim znanstvenim institutima koji imaju odobrenje za takva ispitivanja.?



1.2. Spektrometrija

Spektrometrija kao grana analiticke kemije daje informacije o kemijskom sastavu i
strukturi tvari na temelju odjeljivanja izazvanih energetskim promjenama u atomskim
jezgrama. Energija moze biti kemijska, toplinska ili energija elektromagnetskog
zraCenja. Interakcija energije s uzorkom moze se odvijati na razini atoma ili molekule
pa govorimo o atomskoj odnosno molekulskoj spektrometriji. Spektrometrijom se mjeri
intenzitet izdvojenih dijelova nekog zracenja u ovisnosti o nekom njegovom svojstvu
(energiji, valnoj duljini, frekvenciji). Postoje razlicite vrste zracenja koje mogu stupiti u
interakciju s uzorkom kao $to su fotoni, elektroni, protoni, ioni i neutroni. Prema vrsti
mehanizama u spektrometriji se mogu odvijati apsorpcija, inducirana apsorpcija,
rasprienje, odbijanje i refleksija. U spektrometrijskoj analizi dominantne su emisijske i

apsorpcijske tehnike.

Atomska spektrometrija koja objedinjuje apsorpcijsku i emisijsku spektrometriju,
temelj je odredivanja kemijskih elemenata. U atomskoj emisijskoj spektrometriji
polozaj linije u spektru karakteristiCan je za atome odredenog elementa, a intenzitet
linije za njegovu koncentraciju. Tako se karakteristiéne emisijske linije alkalijskih 1
zemnoalkalijskih elemenata pojavljuju u vidljivom dijelu. Elementi se analiziraju i
drugim spektrometrijskim tehnikama, kao S§to je rendgenska fluorescencijska
spektrometrija. Kemijski spojevi analiziraju se uglavnom tehnikama molekularne
spektrometrije. Tako se ultraljubicastom i vidljivom spektrometrijom odreduju
funkcijske skupine, dok infracrvena i spektrometrija nuklearne magnetske rezonancije
daje podatke o strukturi molekule.*



Vecina spektrometrijskih tehnika odvija se elektromagnetskim zracenjem koje se kroz
prostor prenosi najve¢om moguc¢om brzinom, a njegova svojstva opisana su valnom i

korpuskularnom prirodom kao Cestica, tj. foton.

Prvi prijedlog kvantne teorije postavio je Planck i time objasnjava svojstva zracenja
koje emitira ugrijano tijelo. Postavio je kvantnu teoriju diskontinuiranosti energije $to
znaCi da uzareno tijelo moze emitirati ili apsorbirati samo viSekratnik od odredenog
najmanjeg kvantuma energije zraenja, koji je za svaki broj titraja u sekundi (v) razli¢it

I njemu proporcionalan, ato je kvant energije.
E=h-v
h=6,6 x 10734 Js

Elektromagnetski valovi su drugaciji od drugih valova. Putuju kao Cestice odredene
valne duljine i imaju energiju ¢ija snaga ovisi o frekvenciji. Dualne su prirode te se pri

.- . . - . .. . .. . . 5
Sirenju kroz prostor ponasaju kao valovi, a pri interakciji s materijom kao Cestice.



1.3. Elektromagnetski spektar

Sami spektar elektromagnetskog zracenja dijeli se na vise dijelova. Opéenito se dijeli na
gama zraCenje, rendgensko zraCenje, ultraljubi¢asto zracenje, vidljivu svjetlost,

infracrveno zracenje, mikrovalno zracenje 1 radiovalove.®

x-zrake ultraljubicasti spektar vidljiva svjetlost
infracrveni
spektar

100 200 [280315400 780 (nm)
UV svjetlosno duljina vala
254 nm zradenje

duljina vala

Slika 1 Prikaz spektra elektromagnetnog zracenja

Sami princip se odvija tako da vidljivi dio elektromagnetskog zracenja prolazi kroz
neku obojenu supstancu te se dio zraCenja apsorbira. Preostali dio koji prode kroz
supstancu predstavlja komplementarnu boju apsorbiranom podrucju valnih duljina i to
je boja koju vidimo. Dok kod neprozirnih supstanci boja koju vidimo predstavlja

reflektirani dio upadnog zracenja. °



1.4. Apsorpcijske spektrometrije

Intenzitet elektromagnetskog zraenja se smanjuje prolaskom kroz otopinu koja moze

apsorbirati zracenje.

Smanjenje intenziteta ovisi o koncentraciji tvari (c) koja apsorbira zracenje, debljini
sloja (b), molarnom apsorpcijskom koeficijentu (g) koji je specifican za svaku odredenu

tvar i pritom se mijenja valnom duljinom.

Odnos intenziteta prije i poslije prolaza kroz uzorak definiran je Lambert-Beerovim

zakonom koji vrijedi samo za zragenje odredene valne duljine i niske koncentracije.
logly/I=A=¢exbxc
& = molarna apsorptivnost ili molarni apsorpcijski koficijent (mol=tdm3cm™1)

Ako je vise komponenti (1, 2,....n) koje apsorbiraju zra¢enje na odredenoj valnoj duljini

prisutno u uzorku, tada je ukupna apsorbancija:
A:(Sl'b‘ Cl) +(82 b Cz) + ...

Eksperimentalna ispitivanja izvode se mjerenjem transmitancije (T) koja predstavlja dio

upadnog zracenja koji je prosao kroz otopinu, izrazenu u postocima. !



C,E

¢

Slika 2 Prikaz upadne zrake svjetlosti kroz kivetu

I = intenzitet propustenog zracenja kroz uzorak
I, = intenzitet ulaznog zracenja

Odnos apsorbancije i transmintacije :
A=-log (T)=-1log (i) =log (17")

Ogranicenja Beerova zakona

Medutim treba pripaziti da su moguéa i ograniCenja Beerova zakona pri relativno

koncentriranim otopinama uzoraka. Pri visokim koncentracijama ve¢im od 1072 mol

L~ dolazi do odstupanija od lineranog odnosa apsorbancije o koncentraciji.®
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1.5. Osnovni princip rada spektrofotometra

Za tocno odredivanje spektra elektromagnetskog zracenja koristi se spektrofotometar
koji mjeri apsorbanciju. Kada svjetlo prode kroz otopinu, dio zracenja se apsorbira, a
dio prolazi kroz otopinu. Cilj spektrofotometra je izmjeriti neapsorbirano zracenje koje
je proslo kroz analizirani uzorak i usporediti ga sa intenzitetom ulazne svjetlosti.
Mjerenjem apsorbancije, transmintancije i odredivanjem koncentracije mozemo odrediti
koncentraciju analita u ispitivanoj otopini pomoc¢u Lambert-Beerovog zakona.
Pripremljene otopine uzoraka uvijek se stavljaju u staklenu ili plasti¢nu Kivetu, ako se
mjerenje vrsi u vidljivom dijelu spektra. Dok se kvarcne kivete koriste za mjerenje u
UV dijelu spektra. UV/VIS spektrofotometar koristi svjetlost u ultraljubi¢astom dijelu
(185 nm - 400 nm) i vidljivom dijelu (400 nm - 700 nm) spektra elektromagnetskog

w7
zracenja.

Monokromatska Monokromatska
Bijela svjetlost svjetlost svjetlost
intenziteta & intenziteta &4

L I

I Sttty
J | /“-\
\—

[—]

au
Y

Apsorbancija
lzvor Monokromator Detektor
‘ Apsorbiran:a— Otopina uzarka
svjetlost {5) u kiveti

Slika 3 Osnovni dijelovi spektrofotometra
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Izvor elektromagnetskog zracenja

Postoje dva osnovna tipa izvora elektromagnetskog zraCenja, a to su kontinuirani 1

linijski izvori. Za kontinuirane izvore je karakteristicno $iroko podrué¢je valne duljine,

dok su za linijske izvore odreduju pojedina¢ne valne duljine.®

Halogen lamp
Red -
— | Laser pointer =
— )
m S—
e Z
<
g £
550 600 650 700 750 400 500 600 700 800
Wavelength (nm) Wavelength (nm)
Slika 4 Ispis linijskih izvora Slika 5 Ispis kontinuiranih izvora
Tablica 1 Popis izvora zracenja s pripadaju¢im valnim duljinama
IZVOR ZRACENJA VALNO PODRUCJE, nm
Ksenonova lampa 250 - 600
KONTINUIRANI Halogena i deuterijeva lampa 160 - 380
IZVORI
Volfram / halogen Zarulja 240 - 2500
Nerstov Stapié 400 - 20 000
Lampa sa Supljom katodom UV / VIS
LINISKI
Lampa s metalnim parama UV /VIS
IZVORI
UV / VIS

Laser
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Selektori valnih duljina i monokromatori ¢ine sklop za odabir uskog raspona valnih
duljina. Postoje apsorpcijski filtri koji apsorbiraju veci dio spektra, a ostatak propustaju.
Za razliku od interferencijskih fltera koji propustaju aktualni dio spektra i ostatak

reflektiraju. Kao disperzni element tj. monokromator Koristi se prizma ili opticka

reSetka.
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2. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE
NEKIH 1,4 - DIHIDROPIRIDINSKIH LIJEKOVA U
NJIHOVIM FARMACEUTSKIM PRIPRAVCIMA
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Razvijena je selektivna spektrofotometrijska metoda za odredivanje 1,4 - dihidropiridina
(1,4 - DHP) nifedipina, nikardipina i nimodipina u ¢istom obliku i farmaceutskim
pripravcima. Predlozena metoda temelji se na reakciji kondenzacije 1,4 - DHP s kiselim
sredstvom p - anisaldehidina i mjerenju apsorpcije na 460 nm. Raspon analiziranih

koncentracija je od 5 do 60 pg.?

CH m i :r@nrﬂ-
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T
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H R

ROOC

Slika 6 Mehanizam djelovanja 1,4 — DHP-a

Lijekovi 1, 4 - dihidropiridina (1,4 - DHP) koriste se za lijjeCenje nekih
kardiovaskularnih bolesti poput hipertenzije, angine i nekih oblika sréanih aritmija.
Terapeutski znacaj i uspjeSna kliniCka upotreba ovih lijekova potaknula je razvoj
mnogih analitickih metoda za njihovo odredivanje u njihovim farmaceutskim

formulacijama i u biologkim tekuéinama.®
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2.1. FARMAKOLOSKI PRIPRAVCI KOJI SADRZE 1, 4-
DIHIDROPIRIDINSKU STRUKTURU

2.1.1. Cordipin retard 20 mg tablete s produljenim oslobadanjem

Svaka tableta s produljenim oslobadnjem sadrzi 20
mg nifedipina. Lijek se koristi za ljeenje arterijske

hipertenzije te Angine pectoris.’

Slika 7 Struktura nifedipina

Nifedipin je antagonist kalcija 1,4 - dihidropiridinskog tipa. Antagonisti kalcija
smanjuju transmembranski tok kalcijevih iona kroz spore kanale kalcija u stanicu. Kao
specifican 1 potentan antagonist kalcija, nifedipin djeluje osobito na stanice miokarda 1
glatke miSiéne stanice koronarnih arterija i perifernih krvnih zila. Glavni ucinak
nifedipina je opustanje glatkih miSi¢a arterija, kako koronarne tako i periferne

cirkulacije.?

2.1.2. Nimotop s 10 mg/50 ml otopina za infuziju

Svaka boca lijeka Nimotop S 10 mg/50 ml otopine za infuziju sadrzi 10 mg nimodipina

u 50 ml alkoholnog otapala.

Nimodipin je blokator kalcijevih kanala koji spada u 1,4 - dihidropiridinsku skupinu.
Kontrakcija stanica glatkih miSi¢a ovisi o kalcijevim ionima koji ulaze u te stanice
tijekom depolarizacije kao sporo ionsko transmembransko strujanje. Nimodipin koci
prijenos kalcijevih iona u te stanice, a tako inhibira kontrakciju glatkih misi¢a krvnih
zila. U istrazivanjima na Zivotinjama nimodipin je bolje djelovao na mozdane arterije

nego na druge arterije u tijelu.’
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NO,
Slika 8 Struktura nimodipina

2.1.3. Nimotop s 30 mg filmom obloZene tablete

Koristi se kod prevencije neuroloskih deficita kemijske naravi uzrokovanih cerebralnim
vazospazmom nakon subarahnoidalnog krvarenja uzrokovanog puknu¢em aneurizme.
Uporaba Nimotop s filmom oblozZenim tabletama indicirana je nakon primjene Nimotop

S otopine za infuziju.’

Jednostavnost spektrofotometrijskih metoda, ekonomske prednosti i dostupnost njihovih
instrumenata u vecini laboratorija za kontrolu kvalitete omogucuju razvoj jednostavne 1

selektivne metode za odredivanje ovih lijekova.
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Koristeni su sljedeéi analiticki reagensi :

aldehidni reagens p - anisaldehid (0, 5%), klorovodi¢na kiselina (35, 5 %) te referentni
standardi Cistih lijekova koji sadrze nifedipin, nikardipin i nimodipin. Njihove
standardne otopine (0, 5 mg/ mL) pripremljene su otapanjem 50 mg NIF, NIC i NIM —-a
u 3,0 mL metanola, a zatim je otopina razrijedena do 100 mL klorovodi¢nom
kiselinom. Radne standardne otopine pripremljene su daljnjim razrjedivanjem s
razrijedenom  klorovodi¢nom kiselinom (17,75%) kako bi se dobili rasponi

koncentracija vii od 60 pg / mL.2

Priprema uzoraka farmaceutskog oblika

Koristi se dvadeset tableta ili kapsula te se one moraju dovesti do praSkaste
konzistencije te se temeljito promijesaju. Koli¢ina praha ekvivalentna je 25 mg aktivnih
sastojaka lijekova otopljenih u 3 mL metanola. Takav sadrzaj se vrtlozi i obraduje
ultrazvukom 5 minuta, a zatim filtrira kroz filterni papir Whitman br. 42 prethodno
nalazen metanolom. Prikupljeni filtrat prenesen je kvantitativno u 50 mL kalibriranu
tikvicu te se nadopuni do oznake s klorovodi¢nom kiselinom (35,5 %) kako bi se dobila

osnovna otopina od 0,5 mg /mL. Kasnije se otopina podvrgne dodatnom razrijedivanju.®
Postupak za dobivanje kalibracijske krivulje

Uzima se alikvot od 1 mL uzorka ili standardne otopine te se prenese u kalibriranu
tikvicu od 10 mL. Doda se 1 mL p — anisaldehidnog reagensa i ostavi se 20 minuta u
vodenoj kupelji prethodno podeSenu na 80°C. Nakon zavrSetka reakcije, apsorbancija je
izmjerena na 460 nm nakon razrjedivanja s vodenom otopinom klorovodi¢ne kiseline
(17,75 %). Mjerenja apsorpcije odradena su na Shimadzu spektrofotometru modelu

1601PC s dvije podudarne kvarcne éelije od 1 cm.®
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Slika 9 Graficki prikaz spektra apsorpcije p- anisaldehidnog reagensa (A)
i spektri apsorbancije reakcijskog produkta izmedu njega i NIF- a

(30 pg/mL) kao reprezentativni primjer (B)

PredloZzena metoda obuhvacala je istrazivanje lijekova izravno S p-anisaldehidnim
reagensom u prisutnosti klorovodi¢ne kiseline. Obojeni proizvodi koji su izmjereni na
460 nm za sve ispitivane lijekove nastali su nakon povisenja reakcijske temperature na
80 °C tijekom 20 minuta. Crtanjem kalibracijskih krivulja otkriveno je da je razvoj boje
produkata ovisio o koncentraciji reagensa, a vrijednosti apsorpcije su poveéane kako se

koncentracija p- anisaldehidnog reagensa povecavala.®
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Koncentracija p — anisaldehidnog reagensa, mg / mL

Slika 10 Ucinak koncentracije p-anisaldehida u 19
spektru apsorbancije NIF, NIC i NIM



U usporedbi s drugim metodama,  predlozena metoda ima prednosti zbog
jednostavnosti, selektivnosti, ponovljivosti i zadovoljava potrebu za brzim postupkom
odredivanja svih ¢lanova 1,4 — dihidropiridinskih lijekova koji sadrze aktivnu metilnu

skupinu koja koristi razli¢ite reagense i sadrzi aldehidne skupine.
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3. SPEKTROFOTOMETRIJSKO
ODREDIVANJE VITAMINA By
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Vitamini su bioloski aktivni organski materijali razliite kemijske prirode koji se
apsorbiraju  u ljudskom tijelu u maloj koli¢ini hranom imaju veliku ulogu
biokatalizatora u razli¢itim metabolickim procesima. Svaki nedostatak ili viSak
vitamina moze biti razlog mnogih poremecaja u ¢itavom organizmu. Vitamini skupine

By su vrste koje sadrze piridinski prsten i topivi su u vodi. '

Piridoksin hidroklorid je kristalni bijeli prah koji je topljiv u vodi i malo topljiv u
alkoholu. Topi se i raspada na 205 °C, a ima molekularnu strukturu CgH,; NO5. Djeluje
kao koenzim u metabolizmu 1 zastiti tjelesnih stanica. KoriStene su mnoge
spektrofotometrijske metode za procjenu piridoksin hidroklorida u kombinaciji s drugim
ljekovima u tabletama. U mjerenju vrijednosti apsorpcije uzorka koristen je Shimadzu
160A UV-Vis spektrometar s kvarcnom kivetom duljine puta 1 cm. Kiselost je

izmjerena pomocu referentnog pH metra.™

Postupak

Otopini koja sadrzi 50 mg/L vitamina skupine Bg (2 mL) dodano je 10 mL 0, 216 M
Cu(ll), a kao rezultat dobije se bezbojan kompleks, potom se dodaje 5 mL crne otopine
klorazola 3x10™* M da bi se dobila otopina zelene boje koja ima Sirok spektar u UV
Vis spektru, a kada se doda 4% SDS—a (povrSinska aktivna tvar i prikladan analiticki

reagens) dobije se izrazito zelena boja te se formiraju micele.*
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Materijali

e Osnovna otopina (7.2 x 1073 M) Cu?* pripremljena je otapanjem 9 g Cu SO,
5H,0 (249,6 g/ mol) u 5 mL destilirane vode.

e Osnovna 4% - tna otopina natrijevog dodecil sulfata (SDS —a) pripremljena je
otapanjem 1 000 g SDS —a u 25 mL destilirane vode.

e Osnovna 1,00 M otopina klorovodic¢ne kiseline.

e Osnovna 1,00 M otopina natrijevog hidroksida priprema se vaganjem 4,00 g

NaOH, a zatim otapanjem destilirane vode (100 mL).*

Ovaj postupak je usvojen za komercijalno dostupne ampule koje sadrze vitamin By
odabirom tri vrste razliCitih proizvodaca. ZabiljeZena su imena razlicitih dobavljaca i
doza vitamina. Otopine uzoraka razrijedene su u deioniziranoj vodi, nakon cega je
slijedi filtracija kako bi se uklonio svaki neotopljeni ostatak koji utjeCe na daljnju

analizu.°

Apsorpcijski spektri dobivaju se reakcijom vitamina B s Cu(ll) i klorazlnom crnom
otopinom u prisustvu SDS-a. Bez pripadajuceg reagensa pokazuje se najveca apsorpcija
na 477 nm. Dok organski reagens klorazol crna otopina s Cu(ll) u postojanju SDS-a

pokazuje maksimalnu apsorbanciju pri maksimalno 570 nm.*
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Utjecaj koncentracije otopine bakra(ll)

Ispitan je wucinak koncentracije bakrenih iona na apsorpciju kompleksa (radi
maksimalnog intenziteta boje), koji se kretao od 0,072 do 0,720 mM, a taj raspon se
prilagodio koli¢ini vitamina By koja se dodaje. Maksimum je postignut pri 0,216 mM
otopine bakarnih iona. Sukladno tome, u sljede¢im eksperimentima koristena je otopina
bakrenih iona od 0,216 mM.*°

Tablica 2 Utjecaj koncentracije bakrenih iona na apsorpciju

Koncentracija Cu(ll) Apsorbancija
0,072 0,075
0,216 0,082
0,360 0,074
0,504 0,067
0,720 0,056

Utjecaj koncentracije reagensa klorazol crne otopine

Istrazeni su ucinci koncentracije reagensa klorazol crne boje na maksimalno stvaranje
obojenog kompleksa. Iz rezultata je utvrdeno da je 0,015 mM klorozol crna otopina
reagensa rezultirala najve¢om apsorpcijom, pa je stoga ta koncentracija odabrana za

daljnje pokuse.™

Tablica 3 Utjecaj koncentracije reagensa klorazol crne otopine

Koncentracija klorazol crne otopine (mM) Apsorbancija
0,003 0,0523
0,009 0,0747
0,015 0,0840
0,021 0,0837
0,030 0,0837
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Apsorbanciia

Utjecaj SDS-a

Dodatkom SDS-a kao povrsinski aktivnog sredstva, smanjuje se povrsinska napetost
povecavajuci time svojstva Sirenja i vlazenja tekucina. SDS je odabran zbog svoje
dostupnosti u trgovini u homogenom obliku visoke ¢istoce, niske temperature tocke

L. . .. .. 10
zamucenja, male toksicnosti 1 niske cijene.

Tablica 4 Utjecaj koncentracije SDS-a na apsorbanciju

Koncentracija SDS-a Apsorbancija
0,04 0,0473
0,08 0,0687
0,12 0,078
0,2 0,0927
0,28 0,0903
0,4 0,0827

Ucinak koncentracije SDS - a na apsorbanciju kompleksne otopine ispitivan je u
rasponu koncentracija od 0,04 do 0,4%. Apsorbancija se poveéava s porastom
koncentracije povrSinski aktivnog sredstva, a zatim se smanjuje kada je koncentracija
SDS-a bila ve¢a od 0,2% SDS-a. Stoga se ova koncentracija koristi za postizanje

e . 10
najvise vrijednosti odredivanja.
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Slika 11 Utjecaj koncentracije SDS na mjerenje apsorbancije
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Apsorbancija

Utjecaj pH vrijednosti

U stvaranju metalnih kompleksa pH ima presudnu ulogu. Koriste¢i razliite otopine
(0,2 M HCI i 0,1 M NaOH) ispituje se pH u rasponu od 2 do 12. Apsorpcija se prvo
naglo povecala s porastom pH, a pri pH 7 dostize se maksimalna ucinkovitost
ekstrakcije. Vrijednosti apsorbancije postupno su se smanjivale pri visim pH zbog
djelomi¢ne disocijacije kompleksa S$to je rezultiralo njegovim nepotpunim
odredivanjem. Stoga je pH 7 odabran kao optimalni pH za potpuno stvaranje

kompleksa. *°

0,25 -
02
0,15
01
0,05 - I I
m A0 EEN
2 4 7 8 10 12

pH

Slika 12 Utjecaj pH vrijednosti na mjerenje apsorbancije

Ovo je jednostavna, brza, to¢na i precizna spektrofotometrijska metoda za odredivanje

koncentracije piridoksina (vitamin Bgu ¢istim i farmaceutskim formulacijama).
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4. RASPRAVA
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Spektrofotometrija se zasnhiva na mjerenju apsorbancije odnosno transmintancije

temeljem Cega se moze odrediti koncentracija analita u ispitivanoj otopini.

Pregledavaju¢i literaturu moze se re¢i da su spektrofotometrijske metode Siroko
primjenjivane metode kod odredivanja kemijskog sastava. Medutim, da bi se analit
mogao odredivati spektrofotometrijski potrebno je da gradi obojeni kompleks ili da je
sam obojen. Kako spektrofotometrija nije specificna analiticka metoda  postoji
mogucénost interferencije razlicitih dodataka kao $to su pomoc¢ne tvari u farmaceutskim

pripravcima. Zbog navedenog potrebno je iste ukloniti ili maskirati.

Radi bolje selektivnosti u novije vrijeme koristi se i protocna injekcijska analiza (FIA)
pri kojoj se moze odredivati u Sirem koncentracijskom podrucju. FIA-a omoguduje

uvodenje vrlo to¢nih volumena uzoraka u nesegmentiranu struju.

Injektiranje u protok vazan je nacin za brzo i ucinkovito izvodenje automatske kemijske
analize otopina. Za uspjesnu analizu bitno je da se otopina uzorka injektira brzo kao
hitac ili udarac tekuéine. Injektiranje ne smije ometati protok struje osnovne otopine. U
odredenim vremenskim intervalima injektira se uzorak u osnovnu otopinu te se
spajanjem  sa strujom reagensa razvija kompleks, ¢iju apsorbanciju ocitava

spektrofotometar. °

Ova metoda se primjenjuje i za detekciju Fe3* iona u vodenom mediju, a dozvoljena

koncentracija u vodi za piée iznosi 88 ppb-a. *?
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5. ZAKLJUCAK
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Spektrofotometrija je jednostavna metoda koja omoguéava odredivanje koncentracije
bioloskih aktivnih tvari u farmaceutskim pripravcima. Prednosti ove metode su to¢nost,
niska cijena i kratko vrijeme analize $to se moze dokazati statistickim parametrima.
Zajedno s upotrebom lako dostupnih kemikalija i jednostavnim instrumentima primjena
je prikladna u laboratorijima za kontrolu kvalitete i u nerazvijenim zemljama, koje si ne

mogu priustiti skupe tehnike poput HPLC-a.

Svi provedeni postupci ne ukljucuju kriticne reakcijske uvjete i zamorne korake
pripreme uzorka. Dakle, ova metoda je usvojena za ispitivanje kvalitete brojnih
proizvoda, ali na dobivene rezultate mogu utjecati prisutne pomocne tvari, aditivi i

druge primjese.
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