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ELEKTROHEMIJSKO PROU CAVANJE VARENIKLINA | BRIMONIDINA,
| RAZVOJ ELEKTROANALITI CKIH METODA ZA NJIHOVO
ODREPBIVANJE U RAZLI CITIM MATRIKSIMA

REZIME

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitano je elekterhijsko ponaSanje vareniklina i
brimonidina, razvijene su elektroanalke metode za njihovo odtanje u odrdenim
matriksima, a ispitana je i potencijalna interakaipreniklina i DNK.

Vareniklin i brimonidin predstavljaju farmakoloskktivne derivate hinoksalina.
Vareniklin se primenjuje u terapiji odvikavanja @diSenja, a brimonidin u terapiji
glaukoma. Kako predstavljaju elektroaktivne vrgtgwavani su primenom odtenih
elektrohemijskin metoda - polarografije jednosmerrstruje (irect current
polarography DCP) i cikliéne voltametrije ¢yclic voltammetry CV) i uz upotrebu
razlicitih radnih elektroda — kaplfe Zivine elektrode dropping mercury electrode
DME), elektrode visé zivine kapi kanging mercury electrodeHMDE), borom
dopirane dijamantske elektrodeofon doped diamond electrqd8DDE) i elektrode od
staklastog ugljenikag{assy carbon electrodé&sCE). Okarakterisana je priroda procesa
(difuzija, adsorpcija) na odgovargpj radnoj elektrodi. Takde, dobijen je broj
razmenjenih elektrona i protona tokom procesa padiavljanja odgovarajih redoks
mehanizama vareniklina i brimonidina. Broj razmeitje elektrona i protona u
procesima oksidacije uiden je ne samo na osnovu ciklovoltametrijskih rezaltna
¢vrstim elektrodama, vei na osnovu dodatnih rezultata dobijenih difergico
pulsnom voltametrijom djfferential pulse voltammetry DPV). Meiusobnim
poreienjem elektrohemijskog ponaSanja ova dva lekadehe su séinosti i razlike u
ponasSanju koje  odgovaraju c¢sibstima i razlikama u njihovim molekulskim
strukturama. S#nosti u ponaSanju pripisane su postojanju hinaksabg jezgra u
molekulskoj strukturi oba leka, a razlike uticapupstituenata odnosno konjugovanog
prstena na fizko-hemijske karakteristike celokupnih molekula. €@tyge utvideno da se

proces redukcije odvija lakSe kod vareniklina uaglnna brimonidin.



Na osnovu dobijenih ciklovoltametrijskih rezultataao i dodatnih pratavanja
voltametrijom pravougaonih talassqare wave voltammetrgWV), utviden je stepen
reverzibilnosti procesa.

Utvrdeno je da se redukcija vareniklina odvija na C=NiJsinoksalinskog
jezgra uz ge&e dva elektrona i dva protona u Sirokoj pH obl§2 — 11,0) do 1,4-
dihidro-vareniklina, a stepen reverzibilnosti premeraste sa porastom pH vrednosti
sredine i najvé je u baznoj sredini. U kiseloj sredini, pri pH650; vareniklin podleze
dodatnom stepenu redukcije do 1,2,3,4-tetrahidrenililina, a prvi stepen redukcije
odvija se stupnjevito uz nastajanje radikal-intettij@ga, pri ¢emu najpre dolazi do
adicije jednog protona, a zatim transfera jedndgkteona po svakom stupnju. Nakon
redukcije, odvija se kvazireverzibilni proces oksiile uz @e&e jednog elektrona i
jednog protona, polazeod 1,4-dihidro-vareniklina (nastalog produktaukdiije) do 2-
hidroksi-1,4-dihidrovareniklina.

Redukcijom brimonidina u Sirokom pH intervalu (250 11,0) nastaje 1,4-
dihidro-brimonidin kao posledica dvoelektronskoggesa i teXe dva protona, na
dvostrukoj C=N vezi hinoksalina. Stepen reverzibdi procesa raste sa porastom pH
vrednosti rastvora. Dodatni stepen redukcije odsfjaakde uz we&e dva elektrona i
dva protona do nastajanja 1,2,3,4-tetrahidro-bnidina i prisutan je samo u jako
kiseloj sredini (pH = 2,0 i 3,0). Oksidacija brimdma odvija se putem dva odvojena
nezavisna procesa: 1) proces vezan za prethodmkaigdi 2) proces nezavisan od
prethodne redukcije. Nakon prethodne redukcije (i3stali produkt 1,4-dihidro-
brimonidin podleze kvazireverzibilnom procesu oksife uz gdege jednog elektrona i
jednog protona do nastajanja 2-hidroksi-1,4-dibdimmonidina. Proces ireverzibilne
oksidacije (2) odvija se na sekundarnom aminu naicpo C6 uz we&e jednog
elektrona i jednog protona, giemu nastaj&l-radikal brimonidina.

Rezultati kvantitativne analize vareniklina i bamdina u razlitim matriksima
primenom odgovarafih optimizovanih elektroanalitkin metoda, ukazali su na
odgovarajde metode izbora. Za odiiganje vareniklina u tabletama i optéemoj
plazmi, kao i za odrivanje brimonidina u kapima z&ip predlozena je SWV/BDDE
metoda zasnovana na redukcionom reverzibilnom pitatoda DPV/BDDE zasnovana
na oksidacionom ireverzibilnom piku, uspeSno jemgmjena za oddvanje

brimonidina u opterenoj @noj vodici. Studija stabilnosti brimonidina u uzarkéne



vodice pokazala je da uzorak zamrznut tokom dvaemsgese podleZze zéanoj
promeni, ali se uzorak sa analitom moZe podvrgnsdimo jednom ciklusu
zamrzavanja/odmrzavanja.

Rezultati ispitivanja potencijalne interakcije eaiklina i DNK, primenom
adsorptivne transfestripping tehnike @dsorptive transfer stripping techniquadTS)
na HMDE ukazali su na reverzibilnu interakciju vakdina i DNK, tipa interkalacije.
Ustanovljeno je da se redukovani oblikgavezuje za DNK od oksidovanog oblika

vareniklina.

Klju €ne reci: vareniklin, brimonidin, elektrohemijsko préavanje, voltametrija, redoks

mehanizam, odvanje, stabilnost, interkalacija
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ELECTROCHEMICAL STUDY OF VARENICLINE AND BRIMONIDIN E,
AND DEVELOPMENT OF ELECTROANALYTICAL METHODS FOR TH EIR
DETERMINATION IN DIFFERENT MATRICES

ABSTRACT

The electrochemical behaviour of varenicline aninbnidine was studied in
this doctoral dissertation, electroanalytical mehowere developed for their
determination in certain matrices, and the potéiiiaraction between varenicline and
DNA was investigated.

Varenicline and brimonidine represent pharmacahlty active quionoxaline
derivatives. Varenicline is applied in smoking @& therapy, and brimonidine is
used as antiglaucoma agent. Both of them are elmitve species and they were
examined by applying certain electrochemical mesheddirect current polarography
(DCP) and cyclic voltammetry (CV), and using diéfat working electrodesdropping
mercury electrodédDME), hanging mercury electrod@¢iMDE), boron doped diamond
electrode(BDDE) andglassy carbon electrod@gCE). Consequently, the nature of the
process (diffusion, adsorption) at appropriate waylelectrode was determined. Also,
the number of transferred electrones and protongingl the process to set the
appropriate redox mechanisms for varenicline anichdwidine was obtained. The
number of transferred electrones in the processesidation was deteremined not only
based on the results of cyclic voltammetry at selettrodes, but also on the basis of
the results obtained by the additional differenpalse voltammetry (DPV). Mutual
comparison of electrochemical behaviour of these tikugs have been established
some similarities and differences in their behavimuacccordance to the similarities
and differences in their molecular structures. Behaal similarities heve been
attributed to presence of quinoxaline core in maliec structure of both drugs, and
behavioural differences are explained by the imfbges of substituents or conjugated
ring on the physico-chemical properties of ovenadllecules. Hence, it was found that
the reduction process of varenicline occurs morglye@ompared to the reduction

process of brimonidine.



Based on the obtained cyclovoltammetric resultavels as on the square wave
voltammetric (SWV) results the reversibility degdfehe process was defined.

It was found that the reduction of vareniclinedslplace in the C=N bond of
guinoxaline core with participation of two electesnand two protons in a wide pH
range (2.0 — 11.0) forming 1,4-dihydro-vareniclifdne degree of reversibility of the
process increases with increasing of pH value anthé highest in basic media. In
acidic media at pH < 6.0; additional reduction stéparenicline takes a place forming
1,2,3,4-tetrahydro-varenicline. The first degreerefluction happens gradually with
formation of intermediate radical, with the firstdition of proton and then transfer of
one electrone in each step. After reduction, thasgreversible oxidation process of
1,4-dihydro-varenicline (a product of reduction)uos including transfer of one
electrone and one proton forming 2-hydroxy-1,4-difoyarenicline.

The reduction of brimonidine results in formingl-tihydro-brimonidine in a
wide pH range (2.0 — 11.0) as the consequence ofedlectrones and two protons
reduction process of C=N bond in quinoxaline cdree reversibility degree increases
with increasing of pH value. The additional degmdereduction occurs only in the
strong acid media (pH = 2.0 i 3.0) including twaeatones and two protons and
forming 1,2,3,4-tetrahydro-brimonidine. The oxidatiof brimonidine is carried out
through two separate independent processes: 1l)oees® dependent of previous
reduction and 2) a process independent of previedsction. After reduction (1), a
guasi-reversible oxidation process of 1,4-dihydrioabnidine (product of reduction)
happens with transfer of one electrone and oneoprdorming 2-hydroxy-1,4-
dihydrobrimonidine. The irreversible oxidation pess (2) takes a place on the
secondary amine in position 6 with the participatad one electrone and one proton,
forming N-radical of brimonidine.

The quantitative analysis results of vareniclinel dmimonidine in diferrent
matrices obtained by applied appropiate opitimieégttroanalytical methods, pointed
out methods of choice. Based on reversible redugieak, SWV/BDDE method has
been selected for determination of vareniclineabldéts and spiked blood plasma, as
well as for determination of brimonidine in eye pso Method DPV/BDDE based on
irreversible oxidation peak was successfully appla@ determination of brimonidine in

spiked samples of aqueous humor. Stability studyriohonidine in a sample of spiked



aqueous humor is shown that the sample frozenwiormhonths is not subjected to a
significant change. The sample with analyte magutgected to only a single cycle of
freeze/thawing.

The results obtained by applying adsorptive transtigoping technique (AdTS)
and HMDE indicated reversible interaction betweamenicline and DNA defined as
intercalation. The reduced form of varenicline lsindore strongly to DNA than the

oxidized form of varenicline.

Key words: varenicline,brimonidine, electrochemical behaviour, voltammgetgdox
mechanism, determination, stability, intercalation

Scientific Field: Pharmacy

Narrow Scientific Field: Pharmacutical-medicinal chemistry and structuralysis
UDK number: 544.018:[545.55:615.217.2/.3(043.3)
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LISTA SKRA CENICA:

VAR — Vareniklin
FDA - Food and Drug Administration
EMA - European Medicines Agency
BRIM — Brimonidin
IOP - Intraokularni pritisak
MAO — Monoaminooksidaza
DNK — Dezoksiribonukleinska kiselina
HMDE - Elektroda visée zivine kapiHanging Mercury Drop Electrode
GCE - Elektroda od staklastog ugljien{kalassy Carbon Electrode)
QUI — Hinoksalin
HPLC - Visokoefikasna tma hromatografijaHigh Performance Liquid
Chromatography
LOD - Granica detekcije, limit detekcij&itmit of Detectiof
LOQ - Granica odr#vanija, limit kvantifikacije (Limit of Quantification
ICH —International Conference on Charmonization
HPLC-MS - Visokoefikasna t&a hromatografija spregnuta sa masenom
spektrometrijomKligh Performance Liquid Chromatography — Mass
Spectrometry
HPLC-MS/MS - Visokoefikasna tea hromatografija sa tandem masenom
spektrometrijotdigh Performance Liquid Chromatography —
tandem Mass Spectrometry
HPLC-MS-NMR - Visokoefikasna tma hromatografija spregnuta sa masenom
spektrometrijom iklearnom magnetnom rezonancom
High Performance Liquid Chromatography — Mass $pecetry —
Nuclear Magnetic Resioce Spectromefry
GC-MS - Gasna hromatografija spregnuta sa masepehkiremetrijom Gass
Chromatography — Mass Spectrometry
CE - Kapilarna elektroforezaCépillary Electrophoresis
LC-MS/MS - Te&na hromatografija spregnuta sa tandem masenonmrspektijom

(Liquid Chromatography — tandem Mass Spectrometry



RP-HPLC - Visokoefikasna &daa hromatografija reverznih faz@dversed-Phaddigh
Performance Liquid Chromatography)
LC - Tetna hromatografijaliquid Chromatography)
DME - Kapljuta zivina elektrodal§ropping Mercury Electrode
SMDE - Elektroda stacionarne zivine kapi (kap stglovrSine) $tatic Mercury Drop
Electrode)
BDDE - Borom dopirana dijamantska elektro&ailon Doped Diamond Electrojle
OT - Oksidovana povrsina (elektrod@®xygen Terminatgd
HT — Redukovana povrsSina (elektrodely¢irogen Terminated
DCP - Polarografija sa jednosmernom struj@iréct Current Polarographly
IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry
CPE - Elektroda od ugljeime paste@arbon paste electrogle
CV - Ciklicna voltametrija Cyclic Voltammetry
DPV - Diferencijalno pulsna voltametrij®ifferential Pulse Voltammetyy
SWYV - Voltametrija pravougaonih talasaquare Wave Voltamme}ry
AdSDPV - Diferencijalno pulsna voltametrija sa ag&ionim obogaivanjem i
rastvaranjerAdsorptive Stripping Differential Pulse Voltammétry
AdSSWV - Voltametrija pravougaonih talasa sa agoisionim obogéivanjem i
rastvaranjemAdsorptive Stripping Square Wave Voltammjetry
RSD- relativha standardna devijacija
SD - standardna devijacija
AdTS - Adsorptivna transferstripping tehnika Adsorptive Transfer Stripping
Techniqug
BR — Briton-Robinsonov (pufer)
H,QUI - 1,4-dihidrohinoksalin
H4QUI — 1,2,3,4-tetrahidrohinoksalin
1,4-H,BRIM — 1,4-dihidrobrimonidin
1,2,3,4-HBRIM - 1,2,3,4-tetrahidrobrimonidin
2-OH-1,4-HBRIM - 2-hidroksi-1,4-dihidrobrimonidin
BRIM® - N-radikal brimonidina
1,4-H,VAR - 1,4-dihidrovareniklin
1,2,3,4-HVAR - 1,2,3,4-tetrahidrovareniklin



HVAR - Vareniklin-radikal

HVAR™ - Protonovani oblik vareniklina

2-OH-1,4-HVAR - 2-hidroksi-1,4-dihidrovareniklin

LSV - Voltametrija sa linearnom promenom potenaijilinear Sweep Voltammetry)

AdSLSV - Voltametrija sa linearnom promenom potglai i adsorpcionim
oboga&ivanjem i rastvaranjem Agdsorptive Stripping Linear Sweep

Voltammetry



1. UVOD



1.1. Vareniklin i brimonidin — farmakoloski aktivni

derivati hinoksalina

Vareniklin i brimonidin predstavljaju derivate biksalina (benzopirazina) sa
farmakoloSkim dejstvom. Do sada su deme brojne bioloSke aktivnosti i
biomedicinska primena hinoksalinskih derivata kato $e: antimikrobnd;®
antiinflamatornd, metaboléka — hipoglikemijsk&, antitumorsk&’ u terapiji
neuroloskih oboljenj&? Vareniklin se koristi za odvikavanje od pusenjayianonidin u

terapiji glaukoma.

Vareniklin (VAR,  7,8,9,10-tetrahidro-6,10-metanéHpirazino[2,3h][3]
benzazepin) je sintetisan sa ciliem da se pobefjgasnost u odvikavanju od pusenja, a
2006. godine odobren je od strane FDRogd and Drug Administrationi EMA
(European Medicines Agencya upotrebd?!! Na amertkom trzistu dostupan je
ChantixX’ (Pfizer Inc), a na pojedinim evropskim trzistima Chanfp{®fizer Inc), pri
¢emu oba predstavljaju komercijalno dostupne farmesge oblike (tablete; 0,5 mg ili
1,0 mg vareniklina u obliku vareniklin-tartarats).

Tokom dugog vremenskog perioda pfava se efekat puSenja na celokupno
zdravlje ljudi®® Hroni¢ni bronhitis i kancer pka jesu najteZa oboljenja uzrokovana
puSenjem, ne samo kod aktivnih,évekod pasivnih puS&a. Dodatni problem kod
puSenja jeste postojanje zavisnosti koja je uzrakavaktivnim sastojkom duvana —
nikotinom. Moguénost reSavanja ovog problema je dvojaka: primenotimske
supstitucione terapije ili tzv. nenikotinske tejaghpr. bupropionomy’*

Cilino mesto delovanja vareniklina jesuf, nikotinski holinergtki receptori.
VAR je tokom ispitivanjain vitro postigao 45% maksimalne aktivnosti nikotina, te je
okarakterisan kao selektivan parcijalni agonist poatih receptora. Naime, pol&zed
¢injenica da afinitet predstavlja sposobnost leka@l@eze za receptore, a da efikasnost
odrazava sposobnost aktivacije receptora za kojekevezan, moze se definisati i
parcijalni agonizam. To je karakteristika lekova senerenom efikasnég i
submaksimalnim efektom, uprkos stopostotnoj olarmsti receptora. Antagonist jeste

lek koji se vezuje za receptor, ali ne dovodi degoje aktivacije i ujedno spi@va



vezivanje agoniste za receptor, te je krajnji ishmdtanak farmakologkog odgovdra.
Antagonistéko dejstvo VAR u odnosu na nikotin pofeno je ispitivanjiman vitro i in
vivo koja su pokazala da vareniklin dovodi do smanjenstpbatanja dopamina.
Vareniklin proizvodi subjektivne efekte puSenja vgmstveno os®&j prijatnosti i
zadovoljstva) parcijalnom aktivacijom nikotinskieceptora, a istovremeno sgaea
njihovu potpunu aktivaciju nikotinom. Otuda se vikéin moZe okarakterisati kao
sredstvo speciino za tretman nikotinske zavisnosti i to sa dvojmmehanizmom
dejstva svojstvenim parcijalnim agonistifia’

Vareniklin je relativno mali molekul koji nakon dne@ primene pokazuje dobru
resorpciju. Stepen vezivanja vareniklina za pra&egiazme je relativno nizak (~20%).
Prisustvo metabolita (<10% vareniklina podleZe feliamu) nastalihN-karbamoil
konjugacijom, N-formilacijom i oksidacijom potweno je u cirkulaciji i urinu.
Vareniklin nije supstrat enzima citohroma P-450na tim nije njihov inhibitor, niti
aktivator. VAR se iz organizma eliminiSe uglavnhamepromenjenom obliku (>90%),
i to najv&im delom putem urina (99%) i vrlo malo fecesom (J1%oluvreme
eliminacije vareniklina iznosi 24h, njegova maksin@aakoncentracija u plazmi postize
se nakon 4h, a ravnotezna koncentracija nakand grimené®*®

Brimonidin (BRIM ; 5-BromoN-(4,5-dihidro-H-imidazol-2-il) hinoksalin-6-
amin) predstavlja simpatomimetik, za koje je kagaktican stimuliSdi efekat na nivou
organa inervisanih adrenetgim nervima'® Njegova primena u terapiji glaukoma
odobrena je od strane FDAdod and Drug Administrationi na trziStu je dozirani
oblik prisutan od 1996. godine u vidu kapi 2, @lphagarf (0,2% rastvor brimonidin-
tartarata) i od 1997. godine Alpha§af0,5% rastvor brimonidin-tartaratf) a zatim i
Alphagar? P (0,15% i 0,1% brimonidin-tartarat)(Allergan Pharmaceuticals Ireland
Na naSem trzidtu postoje i druge registrovane plraBrimonal (kapi za @i; 0,2%
rastvor brimonidin-tarataratalJnimed Pharma S.R.Q.Slovaka Republikaﬁ2 i
Brimonidine PharmaSwiSs (kapi za @i; 0,2% rastvor brimonidin-taratarata;
PharmaSwiss d.o.®eograd, Srbijaj®

Glaukom predstavija drugi vodie uzrok nepovratnog gubitka vida®® a
incidenca raste sa sta¢o$tako da je starija populacija najugrozenija ovmtegu 2%’

Glaukom uglavnom nastaje zbog péamog intraokularnog pritiska (IOP) usled porasta



zapremine &ne vodice u oku, mada je pateno postojanje glaukoma i u &ajevima
sa normalnim vrednostima pritiska (IOP < 22 mm Hgha). Prema tome, glaukom se
moZze generalno okarakterisati kao héoai progresivna optka neuropatija koja
dovodi do promena na opkiom nervu i posledno do defekata u vidnom polffiKod
pacijenata sa akutnim glaukomom dolazi do iznengdrzmaajnog povéanja IOP, Sto
vremenom moZe dovesti do potpunog gubitka ida.

Farmakoterapeutici za glaukom, zacsjukada je uslovljen po¢anim IOP,
mogu se aplikovati lokalno ili sistemski. Mehanizteirapijskog dejstva lekova za
tretman glaukoma zasnivaju se na: smanjenju proguiéne vodice u cilijarnom telu,
pove&anju drenaze ame vodice putem trabekularne mreze i @@wgu oticanja ®ne
vodice preko uveoskleralnih putet® Fizioloska uloga éne vodice u oku je
viSestruka: ishrana nevaskularizovanih struktura @oznj&e i s@iva) i odvaienje
metabolita nastalih u njimag¢e&e u refrakciji svetlosnih zraka, a najvaznija ulgegte
odrZzavanje odgovarajag i konstantnog IOP S&to je rezultat uspostavljenaoteze

izmedu brzine formiranja éne vodice i njenog oticanja iz oka®>3(Slika 1.).

Mreznjata

Sudovnj&a

Iris (Sarenica)

Sccivo

Oc¢na vodica
(u prednjoj i zadnjoj
o¢noj komori) _
Beonj&a
Slepa

Staklasto telo mrlja

Slika 1. Grata oka>

Medu vrlo efikasnim lekovima koji se primenjuju u tpija glaukoma jeste

brimonidin, koji predstavljar—adrenerdiki agonist sa lokalnim dejstvom uz izrazenu



visoku selektivnost, a samim tim i manji broj spbnih nezZeljenih efekata. Brimonidin
pokazuje dobru bioraspoloZzivost u retini i ima maine sistemske efekte, pa je u tom
pogledu bezbedan za primenu, a podnosljivost fkaliwj primeni je veoma dobra.
Mehanizam dejstva BRIM sastoji se u smanjenju I@Rdismanjene produkcije&me
vodice i stimulacije njenog oticanja iz oka. Otuddikacije za primenu brimonidina
jesu: poviSeni intraokularni pritisak kod pacijemata glaukomom otvorenog ugla ili
okularnom hipertenzijom; kada primena jednog lelja pokazala zadovoljavaju
efikasnost, te se uvodi polivalentna terapija uklju¢i i brimonidin; i u sl¢ajevima
kada je kontraindikovana terapija lokalnablokatorima®>3®

Brimonidin se aplikuje lokalno, ali je uprkos tome/rdena njegova merljiva
koncentracija u plazmé&me se objaSnjava sporedno sistemsko delovanjedigisano u
literaturi. BRIM prvenstveno podleze metabolizmu jetri (posredstvom aldehid
oksidaze), a najvém delom se u nepromenjenom obliku ili u formi skajnetabolita
eliminiSe iz organizma putem urina. Poluvreme el@aije brimonidina iznosi oko 3h i
jedan je od najbezbednijih lekova za dugotrajnunpriu kod hrorinog glaukoma.
BRIM je lek izbora kod pacijenata sa kardiopulmamar problemima kod kojih se ne
moze primeniti terapijg-blokatorima, dok je primena brimonidina kontrakmliana
kod pacijenata koji koriste inhibitore MAO (monoamoksidaze) ili antidepresive sa

modulatornim dejstvom na nivou noradrengkgi transmisije>3436-38

1.2. Struktura i fizi ¢ko-hemijska svojstva vareniklina i brimonidina

Vareniklin (GsH13N3) (Shema 1) je relativno mali molekul (M= 211,27),
hidrofilan (log P = 1,1) sa svojstvima slabe bazKa = 9,2 koja odgovara
sekundarnom aminu). Sadrzi jedan donor i tri akepvodonine veze. U doziranim
oblicima zastupljen je u obliku vareniklin-tartaagtCisH13N3 - GHgOs) (M, = 361,35),
koji predstavlja belu do bledo Zutu praskastu sarpsi, dobro rastvornu u voti®? S
obzirom da hinoksalinsko jezgro, sadrzano u vatemik predstavlja planarnu
aromaténu strukturu i da je za neke derivate hinoksalie& potvidena antitumorska

aktivnost zasnovana na interakciji sa DRIKgtuda se mogla pretpostaviti adsorpcija



vareniklina na elektrodama sa svojstvom da adsorbuojanske molekule na svojoj
povrsini (HMDE, GCE), kao i potencijalna interalkcijareniklina i DNK.

Brimonidin (GiH10BrNs) (Shema 1) (M, = 292,14) je relativno lipofilan
molekul (log P = 1,37), Sto se moZe pripisati @igu Br na poziciji C5, samim tim
gotovo je nerastvoran u vodi, a ratvoran u etaol8 mg mi). Iz etanolnog rastvora
dobija se u obliku zutih kristala, dee topljenja od 252C. Vrednost pKa = 7,4
odgovara sekundarnom aminu. Sadrzi pet akceptdva idonora vodotine veze. U
doziranom obliku prisutan je u formi brimonidint@mata (G;H10BrNs - GHeOs) (M, =
442,23), dok je u anhidrovanom obliku u formi betesvetlo Zute praSkaste supstance,
dobro rastvorne u vodi. So pokazuje i okti aktivnost. Kristali dobijeni iz rastvora

acetona imaju tku toplienja na 207,8C.%% ***
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Shema 1 Strukturne formule vareniklina (VAR), brimonidigBRIM)
I hinoksalina (QUI).

1.3. Literaturni pregled analiti ¢kih metoda za pratenje vareniklina i

brimonidina u bioloSkim uzorcima i doziranim oblicima

Farmakolo3ka efikasnost i stepen bezbednosti peneka stoje u tesnoj vezi sa
nivoom koncentracije leka u plazmi, urinu, ciljndkivu i u bioloSkim t€nostima na

mestu lokalne primene. Otuda praistpotreba za razvojem novih an&kih metoda za



odredivanje lekova u raztitim vrstama uzoraka: farmaceutskim doziranim abig i
bioloSkim uzorcima. Zahtevi prilikom postavijanjwvake analitke metode, osim
podrazumevane d&aosti, preciznosti i osetljivosti, jesu: Sto é&eavreme izvdenja,
ekonoménost, jednostavnost pripreme uzorka i i@enja analize, i na kraju
ekotoksikoloSka bezbednost.

Literaturni podaci ukazuju da su do sada razvijem@imenjivane raztite
analitcke metode za oddevanje vareniklina u razitim vrstama uzoraka. Kadi i
saradnicl’ postavili su i uspesno primenili visokoefikasntnie hromatografiju High
Performance Liquid ChromatographyHPLC) za odréivanje vareniklin-tartarata u
tabletama i za procenu stabilnosti primenom studiiesirane degradacije. HPLC
metoda je u potpunosti validiranaLgD = 0,11 pg mit i LOQ = 0,38 ug mlY), a
rezultati studije stabilnosti pokazali su da je odet u potpunosti primenljiva
(zadovoljene ICH/FDA smernice) za odreanje vareniklina i pored prisutnih
degradacionih produkata, odakle sledi da se moitaepjivati u rutinskoj kontroli
kvaliteta u industrijskim laboratorijama. Primenermokoefikasne e hromatografije
spregnute sa masenom spektrometrijbiiglf Performance Liquid Chromatography —
Mass SpectrometryilPLC-MS) odrdivan je sadrzaj vareniklina u uzorcima krvne
plazme nakon samo jedne primenjene oralne dozepkpdlacije pus& i nepuséa
kako bi se utvrdila: farmakokinéka svojstva (maksimalna koncentracija u plazmi
(Cmay, Vreme za postizanje maksimalne koncentracijelaznpi (may, minimalna
koncentracija u plazmiQuin), poluvreme eliminacijet{},), uticaj doba dana aplikovanja
i hrane na farmakokinetiku vareniklifid.Visokoefikasna t&na hromatografija sa
tandem masenom spektrometrijoraligh Performance Liquid Chromatography -
tandem Mass SpectrometiPLC-MS/MSY® primenjena je za oddevanje vareniklina
u krvnoj plazmi sa cillem: procene farmakokigkin osobina (maksimalna
koncentracija u plazmiGnay, Vreme za postizanje maksimalne koncentracijéaanpi
(tmnay, mMinimalna koncentracija u plazmiCdi), poluvreme eliminacije -tis),
bezbednosti i podnosljivosti vareniklina nakon sifeke oralne primene kod starije
populacije (65-85 godina) nepu$a Obach i saradnicf, primenom visokoefikasne
tecne hromatografije sa tandem masenom spektrometi(itiph Performance Liquid
Chromatography — tandem Mass Spectroméil.C-MS/MS) i visokoefikasne tee

hromatografije spregnute sa masenom spektrometrijomuklearnom magnetnom



rezonancom High Performance Liquid Chromatography — Mass $pecetry —
Nuclear Magnetic Resonance Spectromeli?LC-MS-NMR), odrdivali su sadrzaj
vareniklina i utvrdili prisustvo odrenih metabolita u uzorcima seruma i krvne plazme
Zivotinja i ljudi nakon oralne primene, kao i darsgvetim delom vareniklin eliminiSe

iz organizma putem urina u nepromenjenom obliku.

Za odreivanje brimonidina u plazmi nakon lokalne primena mku,
Acheampong i saradnici primenili su gasnu hromaiiig spregnutu sa masenom
spektrometrijom (primenjena hemijska jonizacijanastajanje negativnih jonalséss
Chromatography — Mass Spectromet@C-MS)*® Najniza koncentracija koja je
izmerena ovom metodom sa dovoljnom pouzdamadznosiLOQ = 2 pg mt', ¢ime je
pokazano da, iako lokalno aplikovan, brimonidings u sistemsku cirkulaciju i to u
merljivoj koli¢ini. Cilj primenjene kapilarne elektroforeze&Cgpillary Electrophoresis
CE) za odrdivanje brimonidina u &noj vodici i serumf/ bio je da se korelira
efikasnost u smanjenju IOP sa nivoom brimonidDdatle sledi da je optimalni period
lokalne primene 6 h. Primenomctee hromatografije spregnute sa tandem masenom
spektrometrijom liquid Chromatography — tandem Mass SpectrometGMS/MS)
odraifivan je sadrzaj brimonidina u &eostima (u onoj vodici LOQ = 1 ng mt) i
tkivima oka (u staklastom telu najnizDQ = 1,6 ng mf).*® Takamura i saradnici su
primenjenom ténhom hromatografijom spregnutom sa tandem masenom
spektrometrijom liquid Chromatography — tandem Mass SpectrometGMS/MS)
odredivali sadrzaj brimonidina u &moj vodici i staklastom telu nakon dvodnevne
lokalne primene 0,1% kapi zatiou toku sedam dana pre operacije. deni su
stostruko veéi nivoi koncentracija brimonidina uc¢aoj vodici u odnosu na staklasto
telo, otuda je penetracija leka u staklasto telmba| ali dovoljna za ostvarivanje
neuroprotektivnog efekfd. Visokoefikasnom t&om hromatografijom (HPLC
uspesno je oddévan sadrzaj brimonidina u serumudnoj vodici sa ciliem da se odredi
vreme potrebno za postizanje maksimalne koncejgracinjima. Shirke i saradnici
primenili su metodu visokoefikasnec¢tee hromatografije reverznih faz&dversed-
Phase High Performance Liquid ChromatographyRP-HPLC) za odrévanje
brimonidin-tartarata u doziranom obliku - kapimaaa®! Kako bi se utvrdili i poredili
nivoi koncentracija brimonidina uc¢ooj vodici nakon lokalne primene dva dozirana

oblika razltitih koncentracija brimonidina (0,1% i 0,15%), penena je



visokoefikasna tna hromatografija spregnuta sa tandem masenom repeitijom

(High Performance Liquid Chromatography — tandem #&pectrometryHPLC-

MS/MS). Utvideno je da su izmerene koncentracije brimonidinanojvodici direktno
proporcionalne koncentracijama ovog leka u primeinjekapima za &.°? Metoda

tecne hromatografije Liquid Chromatography LC) primenjena je za odiwanje

necistoca brimonidina dobijenih nakon stres-uslova proplsd@H smernicama, a u
prisustvu brimonidin-tartarafa.

Do sada nisu postavljene voltametrijske metode ai@itvanje vareniklina i
brimonidina u bioloSkim uzorcima i doziranim obfita uz upotrebu (komercijalnih)
¢vrstih elektroda, uzimafu u obzir da oba leka sadrze elektroaktivne griqrednosti
voltametrije nad postoj@m instrumentalnim metodama jesu: brzo idenje analize
(od nekoliko sekundi do nekoliko minuta), jednostast izvaienja analize, visoka
osetljivost, komercijalna pristupaost, odnosno ekonotmost i jednostavna priprema
uzorka za analizt">° Uzimajui u obzir gore navedeno, u ovom radu ispitivanjdia
usmerena ka postavljanju nove elektroarikitimetode za oddéesanje vareniklina (u
tabletama i plazmi) i brimonidina (u kapima z& oboc¢noj vodici) upotrebontvrstih
elektroda.

1.4. Voltametrijske metode

1.4.1. Koncentracioni profili i vrste kretanja u stvoru

Razmena elektrona iz elektroaktivne vrste i radne elektrode odvijaamo
u vrlo tankom sloju rastvora uz samu povrSinu etee (0,01 — 0,001 cm) i to je tzv.
Nernstov difuzioni sloj (Slika 2.). Pri odvijanju elektrohemijske reakcije dolazi do
promene oksidacionog stanja elektroaktivhe vr&getpotrebno obnavljanje getne

vrste u ovom sloju radi kontinuiranog toka reakcije



Nernstov Sloj transporta mase
difuzioni  (konvekcijom i migracijom)
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udaljenost od povrSine elektrode

Slika 2. Koncentracioni profili u zavisnosti od udaljenasti povrSine elektrode.

Brzina odvijanja neke elektrohemijske reakcije dédre je dvema brzinama:
transporta mase (pristizanja oksido/reduktibilnestesr na  povrSinu  elektrode) i
transporta elektrona (na koju se slabo moZe utcabizirom da je osim temperaturom,
definisana i prirodom reakcije i karakteristikamavgine elektrode). Transport mase
moze se odvijati na 3 tma:

1. difuzijom — premeStanjem jona/molekula sa mestéevkoncentracije na
mesto manje koncentracije, odnosno prema konceégskam gradijentu
izmedu sloja rastvora u blizini povrSine elektrode i gstale zapremine
rastvora weliji,

2. konvekcijom — prisilnim meSanjem ili vibriranjem rastvora (oémje
smanjenjem difuzionog sloja),

3. migracijom — kretanjem jonskih vrsta pod uticajem elektag polja
(suprimira se koncentracijom osnovnog elektrolgéom 50 do 100 puta od

koncentracije analita).

1C



U zavisnosti od udaljenosti od povrSine elektroaesl iefekta meSanja rastvora,
mogue je sagledati koncentracione profile. Ukoliko éle&ktivni analit oznéimo sa
X, a nakon obavljene elektrolize njegov produkt¥sgX + ne~ — Y); onda su

odgovarajde paetne koncentracije u rastvo@y i Cy, a odgovarajte koncentracije u
tankom sloju uz povrsinu elektrod®, i CY. Postupkom me3anja, dolazi do formiranja

odreienih slojeva rastvora sa odemim tipovima kretanja u rastvoru:

a) Nernstov difuzioni slojuz samu povrSinu elektrode u kojem rastvor
potpuno miruje i u njemu se koncentracije reaki@natproizvoda
menjaju sa promenom udaljenosti od same povrSeidrele;

b) Sloj laminarnog kretanjau rastvoru u kojem se slojevicteosti kr&u u
istom smeru i pravcem paralelnim povrSini elektrode

c) Sloj turbulentnog kretanjau dubini rastvorau kojem je prisutno

kretanje u razéiitim pravcima.

Uzimaji u obzir da je povrSina elektrode veoma mala, nadkatkotrajne elektrolize,
u dubini rastvora ostaje gotovo nepromenjena kanaeifa analita X Cx = cons}, dok
je koncentracija nastalog proizvoda ¥y =~ 0. U Nernstovom difuzionom sloju
koncentracija proizvoda Y opada linearno sa poragtastojanja od povrsine elektrode
do vrednosti priblizno jednake 0. Kame, pri adekvatnoj vrednosti primenjenog
potencijala, svi molekuli/joni analita X koji dosggu na povrSinu elektrode podlezu
elektrolizi dajéi molekule/jone proizvoda Y, koji brzo difunduju da rastvor, te
koncentracija proizvoda u blizini povrSine elekioolstaje konstantn&y ~ const),a
koncentracija analita X jeCx =~ 0. Prethodni zakljtici dovode se u vezu sa

voltametrijskim signalom - intenzitetom struje putsledéeg izraza l):

_ AC,
| = nFADx ( A ) 1)

| — intenzitet struje (A),
n — broj razmenjenih elektrona (molre mol analita X),
F — Faradejeva konstanta (96 485,3 C ol
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A - povr$ina elektrode (¢
Dx— difuzioni koeficijent za analit X (cfrs?),

Cx — koncentracija analita X (mol ¢ty

(AAC;XJ- promena koncentracije analita XC) sa udaljena& (d (cm)) od

povrsine elektrode.

_ 0
Ukoliko se odno{AAC;Xj zameni aproksimacijomcxé—cx, prethodni izraz

(1) dobija sledé&i oblik (2):

nFAD
= *(Cx- C3) = kx(Cx- C3) ()

gde jeo (cm) — debljina Nernstovog difuzionog slojak.a= @ = const.Kako je
po zavr3etku elektroliz€S — 0, toée intenzitet struje predstavljati grani struju (

— 1)), i biti proporcionalan iskljgivo koncentraciji analita u dubini rastvorg):¢®

. = NFAD,
| =

Cx = kx C)( (3)

Dati izraz predstavlja osnovnu relaciju direktn@gorcionalnosti intenziteta struje i
koncentracije analita u rastvoru, i na njoj senias elektroanalitika kvantitativha

analiza elektroaktivnih vrsta u rastvoru.

1.4.2. Nernstov izraz i vrste elektroda

U elektrohemijskoj ¢eliji, potencijal radne elektrode zavisi od akidtd
oksidovanog i redukovanog oblika analita i moZe pedstaviti Nernstovom
jednacinom (4):

a
E:E°+ﬂlni (4)
nF a

red
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odnosno

nF a

E=FE°

red

E — potencijal elektrode

E° - standardni elektrodni potencijal odemog redoks para
R — molarna gasna konstanta (8,31447 ol

T — temperatura (K)

n — broj razmenjenih elektrona

F — Faradejeva konstanta (96485,3 C ol

aoy, ars —aktivitet oksidovane i redukovane vrste

Kako aktivitet predstavlja proizvod koeficijenta taiteta ()) i molarne
(koli¢inske) koncentracijeQ), u sliaju stalne jonske §ine rastvora koja se postize
relativno visokom koncentracijom inertnog painog elektrolita, Nernstov izraz dobija
sledei oblik (6):

C
log—= 6
9o (6)

E=E°+

0059
n

red

Iz jedn&ine () sledi da je potencijal elektrode definisan korzijom

oksidovanog i redukovanog oblika elektroaktivneamsa povrsini elektrod®:>®

Elektrode, koje se primenjuju u voltametriji, moga podeliti nareferentne
(poznatog i konstantnog potencijalapdne elektrode ¢iji se potencijal meri u odnosu
na referentnu elektrodu).

NajceXe primenjivane referentne elektrode jesu: srebebrshloridna i
kalomelova elektroda, a predstavljaju elektrodegdrvrste.

Kaplju ¢a Zivina elektroda Oropping Mercury Electrode, DME koristi se kao
radna elektroda u polarografiji. U upotrebi je ami elektrodacije je kapljanje
regulisano udarimacgkica”. 1z rezervoara, zivu potiskuje igla u kapilama,samo
otkidanje kapi odnosno kontrolacekica” je pneumatska uz porfidkomprimovanog

azota. Ovakav sistem omagwa primenu viSenamenske elektrode odnosno njeno
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funkcionisanje kao DME, HMDE ili SMDESJika 3.). Osnovna prednost DME jeste
stalno obnavljanje kapi, $to omdgwva dobru reproduktivnost merenja zahvaljuju
novoj povrSini kapi. Nedostatak ove elektrode jegoémost primene samo u katodnom
podruju potencijala i to u opsegu +0,3 do -2,0 V, jepbtitivnije vrednosti potencijala
dovele do oksidacije zive i nastanka njenog oksRi@ma tome, kori&njem DME
moguie je analizirati samo reduktibilne vrste?®

-

i

——
g

—
—

Slika 3. Visenamenska elektroda koja moze funkcionisatiRBMDE, DME ili
SME (Metrohm)

Elektroda visete zivine kapi Hanging Mercury Drop Electrode, HMDE
formira se narrhu kapilare pricemu se kap zadrzava tokom jednog snimanja. Naredno
snimanje odvija se na novoformiranoj kapi, ali powote sistem omogtava da se
dobijaju ujedn&ene kapi zive Sto podrazumeva reproduktivnu pour§idnosno masu
kapi Slika 3).

Danas se sv&e&e, umesto zivine elektrode, primenjuuste elektrode te ce
neke od njih biti detaljnije opisane. Generalnohoiz radne elektrode zavisi od
.prozora” radnog potencijalawprking potential window of the electrgd&oji je
uslovljen/ogranien vrednostima potencijala na kojima dolazi do d@&sie odnosno
redukcije rastvakam (npr. u vodenim rastvorima nastajanjem kiseonddnosno
vodonika). Osnovna prednostvrstih elektroda nad Zivinom elektrodom jeste
mogunost primene kako katodnog tako i anodnog poteacijadnosno prgenje
oksidujuih i/ili redukujuéin vrsta. Tanije, redukcija H-jona na zivinoj elektrodi iz

vodenog rastvora odvija se oteZzano i na znatnotivagan vrednostima potencijala u
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odnosu navrste elektrode, ali na njima je opseg radnog poj&ia proSiren u anodnoj
oblasti do vrednosti potencijala na kojoj dolazi d&sidacije vode i nastajanja
kiseonika. Kao Sto je vereteno, na Zivinoj elektrodi u vodenom rastvoru eleli
mogute je primeniti potencijal samo u katodnoj obladtik je na ugljeriinoj elektrodi
mogute primeniti potencijal od priblizno —1,5 V do lpizno +1,5 V. Pri odabiru
¢vrste elektrode treba uzeti u obzir dva najvaZzfajtora: redoks svojstva analizirane
elektroaktivne vrste i nivo kapacitivhe struje uabcanom opsegu radnog potencijala.
Treba istéi da je izuzetan izazov poé&tireproduktivnost povrsinévrste elektrode u
odnosu na obnavljaju povrSinu zive, ali tom izazovwvrste elektrode se
suprotstavljaju svojim dobrim svojstvima meh#a otpornosti i Sire primenljivosti ne
samo za redukuje, ve i za oksidujge vrste®

Elektroda od staklastog uglienika Glassy Carbon Electrode, GQEje
¢vrsta elektroda s@njena od materijala — staklastog ugljenika, kejzn&ajno ¢vrsei i
otporniji od forme grafita. Staklasti ugljenik d@bise izlaganjem polimernih (fenolnih
ili polifurfurilalkoholnih) smola izuzetno visokofemperaturi (1000 — 3000 °C) pod
pritiskom u inertnoj atmosferi¢ime materijal dobija izuzetndvrstinu (skoro kao
dijamant) i dobru elekt¥nu provodijivost. Sto je primenjena visa temperattokom
izrade, to jedvrstina i elekténa provodljivost staklastog ugljenika bofjst* Tehnika
dobijanja staklastog ugljenika podrazumeva izlaganpterijala rastwj temperaturi
tokom nekoliko dana nakontega nastaje visokokonjugovana 2 spglienina

mikrostruktura. Tako nastala forma staklastog umifje (Slika 4.)°%%

predstavljena je u
vidu izuvijanih, gusto pakovanih traka aromiamth polimera koje su n@eisobno
povezane kovalentnim C-C vezama rétih energija. Staklasti ugljenik karakteriSe se:
mogunogu poliranja zahvaljujéi svojoj izuzetnojcvrstini, nepropustljivo&u prema

te¢nostima i gasovima, kao i hemijskom inertfin&

Slika 4. Struktura staklastog ugljenika.
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GCE se moZe primenjivati u Sirokom opsegu potelac{ido nastajanja vodonika
na oko -1,5 V i do nastajanja kiseonika na oko +I)5a izratuje se u razéitim
geometrijskim oblicima u vidu Sipke, diska ili p(Slika 5.).

Organska jedinjenja ispoljavaju izrazenu sklonoat ddsorpciji na povrsini
GCE.

Ploca

Disk

gy

Sipka

Slika 5. GCE razlitih geometrijskih oblik&?

Borom dopirana dijamantska elektroda Boron Doped Diamond Electrode,
BDDE) je ¢vrsta elektroda izieena od materijala koji predstavlja jednu od alosiop
modifikacija ugljenika u kojoj je jedan C-atom odjddu (1:1000) u dijamantskoj
strukturi zamenjen atomom bora. Na ovaginaznaajno je poboljSana elektna
provodljivost materijala i gotovo izjedt@na sa provodljivadi nekog metalnog

provodnika®®

Dijamant predstavija najtér materijal u prirodi Sto se objaSnjava
njegovom kristalnom strukturom u kojoj su®sphibridizovani C-atomi postavljeni u
temenima pravilnog tetraedra. Odlike dijamanta suzetna hemijska inertnost i

nepropustljivost za vodu i organske rasteaf
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Slika 6. Povrsina komercijalno dostupne BDD elektrSde.

Sklonost organskih molekula ka adsorpciji na povr8DDE (Slika 6. je
neznatna, a zahvaljuju svojim karakteristikama moge ju je primeniticak i u
rastvorima jakih kiselina ili baZ4:°° Elektrohemijski odgovor BDDE u velikoj meri
zavisi od elektrohemijske pripreme elektr6dé koja moZe biti anodnaafodic
pretreatment)— primenom visoke pozitivne vrednosti potencijatkom odréenog
vremena, ili katodnacg@thodic pretreatment} primenom potencijala velike negativne
vrednosti. Anodnom pripremom nastaje Qixygen terminatddodnosno oksidovana
povrSina BDD elektrode, a katodnom pripremom nasta] (ydrogen terminatéd
povrSina BDD elektrode. Tale, elektrohemijski odgovor zavisi i od vrste elekta

primenjenog tokom anodne/katodne pripréthe.

1.4.3. Polarografija (sa jednosmernom strujom)
(Direct Current Polarography, DCP)

Polarografija i voltametrija predstavljaju elekinaditicke metode zasnovane na
merenjima zavisnosti struja - potencijal, odakle dwbijaju odgovarajte krive —
polarogrami odnosno voltamogrami. Prema IUPA@efnational Union of Pure and
Applied Chemistry smernicama, polarografija predstavlja metodu jojkee koristi
radna elektroda sa obnavljagum povrSinom Sto prvenstveno podrazumeva upotrebu

DME, a zatim i kasnije razviene SMDE. Terminom taohetrija obuhvéene su sve
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metode u kojima se kao radna elektroda koristiist@rna elektroda konstantne
povrSine, kao Sto su: HMDE, GCE, CPE, BDDE, Au, Btl kojih neke bivaju
podvrgnute i dodatnoj modifikaciji povrSine.

Polarografija predstavlja elektroanalku metodu sa linearnim (jednosmernim)
rastom potencijala tokom vremena i merenjem jedmose struje koja prate kroz
DME. Otuda seie&e naziva polarografija sa jednosmernom struj@irect Current
Polarography DCP). DCP se odvija u uslovima polarizacije i depzacije pri
elektrolizi na elektrodi male povrSine. Radna eledth ima veoma malu povrSinu, te se
promenom spoljasSnjeg napona lako polarizuje (vetikstina struje, uprkos malom
intenzitetu struje). Struja koja pré& kroz radnu elektrodu sastoji se iz dve
komponente: faradejské) i kapacitivne Ic) struje. Faradejska struja predstavlja merni
(korisni) signal koji odgovara redukciji odnosnosalaciji analita. Kapacitivna struja
jeste ometajti signal i nastaje usled praznjenja dvostrukogtel&kog sloja na povrSini
radne elektrode. Grafria difuziona strujalf) dobija se kada sav analit, dospeo
difuzijom do povrSine radne elektrode, biva redu@oksidovan te je po svojoj

vrednosti jednaka maksimalnoj vrednosti faradegtkaje Slika 7.).

A
/
w"(//
4 P
A
le
| 41/2 aseeeeessssnnnnnnsnsssnnnnes geners |
,l’,:‘
et lc
'—ll?."'—“'.’ S — E, oA RAA ; IO
. ? E
E1r |

Slika 7. Polutalasni potencijaE,), faradejskal§), kapacitivnalg) i granina

difuzionalg) struja u polarografiji sa jednosmernom strujonC).
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Iz polarograma, moze se identifikovati (na osnovolopaja talasa) i
kvantifikovati (na osnovu gratme difuzione struje) analit koji se redukovao/oksio.
Polozaj talasa karakteriSe se polutalasnim pot@oai €,/,) koji predstavlja potencijal
pri vrednosti strujeéy/2 tj. struji poluvisine talasa, a odnos gtan@ difuzione strujel() i
koncentracije elektroaktivne vrst€)(dat je llkovievom jedndinom (koja se odnosi na

idealni sl¢aj reverzibilnog redoks sistema)(
lg= 0,607 n O?n?3t¥eC (7)

lq— grantna difuziona struja,

n — broj razmenjenih elektrona tokom elektrodne cgak
D — difuzioni koeficijent,

m — brzina isticanja zive,

t — vreme kapanja zive,

C — koncentracija analita

Odavde sledi da je grama difuziona struja direktno proporcionalna koncacifi

elektroaktivnog analita u rastvoru:
lg = kC (8)

Vezu izmeu potencijala elektrode i odgovarégu j&ine struje u bilo kojoj t@&Kki

polarografskog talasa dali su Heyrovsky i lIkbgledéom jedn&inom:

E=E1/2+Elnld al
nF I

(9)

u kojoj je Ey; polutalasni potencijal, & granina difuziona struja. Linearna zavisnost
41
I

eksperimentalnih rezultata za nagib pomenute zasisndobije ceo broj za (broj

log od E, daje vrednost nagiba pravo,059 (priT = 298 K)%® Ukoliko se iz
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razmenjenih elektrona), onda jeire procesu koji je elektrohemijski reverzibilan. U
suprotnom, radi se o ireverzibilnom procesu tokoogek dolazi do sporog prenosa

elektrona. U tom sktaju, potencijal u bilo kojoj t&ki talasa dat je sledam izrazom:

RT I, =1
E= (E1/2)irev + In -2
an_F |

a

(10)

pri ¢emu a predstavlja koeficijent prenosa,ng broj elektrona u najsporijem stupnju.

Nagib pravca zavisnoslbg I“I_I od E iznosi an, /0,059 i odavde se mozZe odrediti

parametaran, . Posto je kod reverzibilnih procesa = 1, a kod ireverzibilnino < 1;

sledi da je reverzibilni talas strmiji od ireverihimg.
U slaju da se elektrodni proces odvija we&e H'-jona, u toku redukcije
dolazi do pomeranja polutalasnog potencijala kaatiegjjim vrednostima sa porastom

pH, Sto je prikazano jedtimom (11):

_ o
Ei2 = E1/2 +m

pH (11)

u kojoj E;, predstavlja polutalasni potencijal za ¢gjikada H-joni ne westvuju u

elektrodnom procesu, an je broj protona (vodonikovih jona) Kkoji¢astvuju u
elektrodnom procesu. Na osnovu jedina (11) moze se izr&unatim (broj protona) iz

vrednosti nagiba zavisno$i,, od pH, koja iznosi:

AE,, _ 0P59 (12)

nagib=
ApH an

a

Opste prihvaeno pravilo na osnovu préavanja uticaja pH na elektrohemijsko
ponasSanje analita bilo bi: ukoliko prenosu elekéroprethodi kiselinsko-bazna
ravnoteZa, redukcija konjugovane kiseline (prot@me forme) odvija se lakSe, Sto
zn&i na manje negativnim vrednostima potencijala, dekredukcija odgovaraja

konjugovane baze odvija teze i to na negativniymadnostima potencijala. U siaju
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oksidacije, konjugovana kiselina (protonovana forme oksiduje teZze, a konjugovana
baza lak3é?®

Kada je granina difuziona struja polarografskih talasa konstantn vrednosti
polutalasnog potencijala linerano rastu sa poraspdinvrednosti rastvora, postoji
mogunost postojanja viSe pravaca séktma preseka koje odgovaraju pKa vrednosti
odgovarajdeg oblika elektroaktivne vrste prisutne u rastvoru.

1.4.4. Cikl¢na voltametrija
(Cyclic Voltammetry, CV)

Ciklicna voltametrija (Cyclic Voltammetry,CV) zasnovana je na cikhoj
promeni potencijala najpre sa linearnim rastom doetene maksimalne vrednosti, a
zatim linearnim opadanjem do ¢&ine vrednosti§lika 8.). Prilikom primene CV bitan
je radni prozor potencijala, piemu se za p®tni potencijal bira vrednost pri kojoj
nema prolaska struje kroz radnu elektrodu i dageotino udaljen od potencijala na

kom se javlja pik ispitivanog analita.

= clklus 1l —— cklus2 —
] "l
reverzi
smer

E/V

direltan\

0 20 40 G0 80
t/s

Slika 8. Primer potencijal-ekscitacionog signala u ¢ikbj voltametriji (CV)/*

Tipi¢an voltamogram predstavlja strujni odgovor u obligika (Slika 9.).

Osnovni parametri pika su: struja pikg) ( potencijal pika ).
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Anodna (oksidaciona)
-Pozitivna struja

Epo

faradejska

|/ m A struja (analit)

kapacitivha
struja

| oc

E/V

Katodna (redukciona)
Epc -Negativna struja

Slika 9. Tipi¢an ciklovoltamogram (strujni odgovor) za reverzbilproces®

Ciklicna voltametrija je tehnika sa ogréemom mogano&u primene u
kvantitativnoj analizi, jer je taost merenja intenziteta struje mala s obzirom na
nepouzdanost u korekciji kapacitivhe struje. Velimaa) CV jeste u dobijanju
kvalitativnih informacija o elektrohemijskim reajaina: utvdivanje formalnog
potencijala, prirode i stepena reverzibilnosti ey broja razmenjenih
elektrona/protona potrebnih za postavljanje redolehanizma, pojavu adsorpcije na
povrsSini elektrode te iztanavanje njene zaposednutosti (na osnovu cikeli
naelektrisanja dobijenog iz povrSine pika).

Intenzitet struje pikaeverzibilnogprocesa definisan je (polaz®d izraza

3 1/2
lp=0,446n%FA C(%j ) Randles-Satikovom jednainom (13) (T = 298 K)/%7®

3 1

Ipb=2,69-10n2 ACD2 v

1
2

(13)

I, — intenzitet struje pika (A),

n — broj razmenjenih elektrona,

A - povrsina elektrode (cfh

C — koncentracija pgetnog oblika analita u rastvoru koji podleze

oksidaciji/redukciji (mol cfi,

22



D — difuzioni koeficijent (crhs?),

v —brzina promene potencijala (V)

Za reverzibilni proces $lika 9.), odnos intenziteta struje katodnog pikg)(i

intenziteta struje anodnog pikia4] jednak je jedinici:

lpdlpa= 1 (14)

Iz izraza (3) uccava se jedan od kriterjuma koji je svojstven reiugnom

elektrodnom procesu — struja pikig) (direktno je proporcionalna kvadratnom korenu

brzine polarizacije W?. Potencijal pika ne pokazuje zavisnost od prombrene
polarizacije.
Za reverzibilni proces moze se dobiti i broj razmenjenih elektraéokom

elektrodne reakcije iz izraza®):

pri ¢emu su:Eya — potencijal anodnog pika yc — potencijal katodnog pika. Tade,
potencijal pika Ep) i potencijal na poluvisini pikaE1;) stoje u odréenoj relaciji

prikazanoj izrazom (z& = 298 K) (L6):

|Ep—Ep1/2|: 2,215RT _ 5Tmv
nF n

(16)

Kod ireverzibilnog procesa nema reverznog pika, a intenzitet strika p

1
L 1
direktnom smeru (polaze od izrazal, = 0,496n (o n,)? F A C(%)Z, gde n

predstavlja broj elektrona kojicastvuje u ukupnom procesuje koeficijent prenosa, a
n, jeste broj elektrona koji se trosi u najsporijemapsiu) dat je Randles-S&kovom

jednasinom (zaT = 298 K)7%7

1 1

lb=2,99-10n(an)2ACD2 v

1
2

(17)
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1
Odavde sledi da je i kod ireverzibilnih procegasrazmernov?, ali sa

drug&ijom konstantom proporcionalnosti.

Sa desetostrukim porastom brzine promene poteagciptencijal pika pomera
se zadE,= 30 mVin,..

Broj razmenjenih elektronaf.) u ireverzibilnoji kvazireverzibilnoglektrodnoj
reakciji moze se dobiti iz vrednosti razlike patgaia () i potencijala na poluvisini

pika Ep2,”” primenom sledge jednaine:

|E,— Eyup| = 1,857 KT = 477mV

18
on, F an (18)

Sve prethodno date relacije odnose se na temperatLli25°C odnosno 298 K.

Priroda elektrodnog procesa moze se odrediti nawsrsledéih zavisnosti
intenziteta struje pikay) i brzine promene potencijal&)( 1, = f o', lb=f()ilogl,
= f (log v) (Slika 10). Kod difuzijom kontrolisanog procesa prisutne sledeée
zakonitosti: linearna zavisnost intenziteta strpjga od kvadratnog korena brzine
promene potencijala, kao i linerana zavisnost libgar intenziteta struje pika od
logaritma brzine promene potencijala (sa nagibomjmaod 0,5). U sléaju prisutne
adsorpcije, linearne zavisnosti jesu: intenzitaijetpika od brzine promene potencijala
i logaritam intenziteta struje pika od logaritmaibe promene potencijala (nagib > 0,5).
Teorijska vrednost nagiba za zavisniogt |, = f (log v), u slitaju potpune dominacije
adsorpcije, iznosi11,0.®

U slwtaju da je utwtena adsorpcija, moda je iz odgovarajteg izraza 19) za
intenzitet struje CV pika If) adsorbovane elektroaktivne vrste (tj. njenog
oksidovanog/redukovanog oblika) iZtanati povrSinsku zaposednutost elektratden@l

cm?):

vAI' (19)
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Difuzija Adsorpcija

I, A I, A
v1/2 12
I, A I, A
v v
logI,} log I, }
Alog 1,/ Alogv < 0,5 Alog 1,/ Alogv ~ 1,0
Alog 1,
_______ Tav Aog 1 .. Alogy.
log v log v

Slika 10. Zavisnosti intenziteta struje pikg) i brzine promene potencijala)( I, = f
"3, 1, = f (v) i log I, = f (log v) u sluaju difuzijom odnosno adsorpcijom
kontrolisanog procesa.

u komen predstavlja broj razmenjenih elektrofaje Faradejeva konstanta (96 485,3 C
mol?), dok je R molarna gasna konstanta (8,31447 3 kol'), T predstavija

temperaturu (K),v je brzina promene potencijala (V})si A je povrsina elektrode

(quZ)l76
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Ustanovljeni kriterijumi za prirodu procesa predfju osnovu za postavljanje
odgovarajde voltametrijske metode za kvantitativhu analizu.

1.4.5. Diferencijalno pulsna voltametrija

(Differential Pulse Voltammetry, DPV)

Diferencijalno pulsna voltametrija jeste pulsnani&h kojom se moze poéii
detekcija i odréivanje niskih koncentracija analita.

Promena vrednosti potencijala tokom vremena, koja saopStava
elektrohemijskojceliji, predstavlja ekscitacioni signal u voltamgtriz varijabilnosti
potencijala proistie karakteristini strujni odgovor, krivd - E. Intenzitet struje meri se
u odretenim t&kama pred sam getak (t&ka 1) i pred sam kraj (t&a 2) trajanja pulsa
(Slika 11.) te se odavde dobija odgovar@juDP voltamogram koji predstavlja
zavisnostl (=1, —11) =f(E).

AEpulsa
2 A=l

AEstep

Slika 11. Potencijal-ekscitacioni signal, odgovardjuDP voltamogram i tigini
parametri: AEpusa — amplituda pulsa (MV)AEsep, — Stepen pov@nja
potencijala (mV);tusa — Sirina pulsa (tj. vreme trajanja pulsa odnosno
stepena pov@nja potencijala) (ms)sep - trajanje celog perioda (odnosno
trajanje saopstenog pulsa do narednog) (ms), paepika €,/ V), struja
pika (p / A). Struja se meri u thama 1 i 2, a kako se metoda zasniva na
merenju promene intenziteta strug@), to se od struje izmerene wka?2

(1) oduzima struja izmerena wka 1 (I1).”

26



Visina, odnosno intenzitet struje pikalp)( direktno je proporcionalan

koncentraciji analizirane elektroaktivne vrst®,(5to je prikazano jeddaom:

(20)

|- nFADY?C (1—0)
0=

T 1+o

pulsa

FAE pulsa )
2RT

meri, nakortega daljiporast rezultuje loijom rezolucijofft?

n
gde jec = exp( . Veca amplituda pulsadEpuss) pozeljna je u izvesnoj

Potencijal pika ) karakteriSe (identifikuje) analit i stoji u odienoj vezi sa

polutalasnim potencijalorg;,, (dobijenim iz DC polarograma):
Ep = El/Z—AEpulsa[2 (21)

pri cemudEpysapredstavija amplitudu pulsa. Prema tome, Sto jejama@dnostEpuisa
potencijal DPV pika je blizi vrednosti polutalasnpgtencijala k.

Parametri od vaznosti u DPV metodi jesu: amplitydsa AEyusa / MV);
stepen powsmnja potencijala AEsep / MV); Sirina pulsa (tj. vreme trajanja pulsa
odnosno stepena paanja potencijala)tfusa/ Ms); trajanje celog perioda (odnosno
trajanje saopStenog pulsa do naredntg){ ms).

DPV tehnika odlikuje se dobrom selektivdoS odnosno rezolucijom
(razdvojeno&u) pikova bliskih potencijala (dovoljna je razdvogst pikova od 50 mV
za detekciju), Sto omogava njenu primenu u analizi smeSe elektroaktivmhblita.
Svojstva ove tehnike minimizuju vrednost reziduadtreje, otuda proiste i mogi¢nost
postizanja veoma niske osetljivosti €LB1) tokom odrdivanja analita®>%"®
DPV tehnika moZze imati ulogu i u dobijanju infornjac redoks mehanizmu, s

obzirom da je poluSirina pikd\i) (Slika 12) definisana sledem izrazom 22):

W1/2 = 3,52E (22)
nF
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R — molarna gasna konstanta (8,31447 o),
T — temperatura (K),

n — broj razmenjenih elektrona,

F — Faradejeva konstanta (96 485,3 C Hol

Tako u sldaju razmene 1 elektrona tokom reverzibilne elekteodeakcije it = 1),
poluSirina pika jeWs, ~ 90 mV; dok prilikom razmene 2 elektroma< 2), polusirina

pika iznosiWy; ~ 45 mv>%°

AI i/  ssssssssssssEEEESpsEssEEEEEEEEEEEEEEgEEEEEES w
1,/2
05 - I
OGO —=wsTisssssssssssssssssanansnalFrresannannnns Mo n
1 1 1 A
=2 a1 oo L1 0z
E

Slika 12. DP voltamogram i poluSirina pik&\g,).
U sluaju ireverzibilnih redoks procesh, se udaljava ot /,, a pik je nizi i Siri

(manja osetljivost i rezolucija) u odnosu na reighze sisteme?®°

1.4.6. Voltametrija pravougaonih talasa

(Square Wave Voltammetry, SWV)

Pored DPV, voltametrija pravougaonih talasa (SWWVedstavlja joS jednu
izuzetno vaznu pulsnu voltametrijsku tehniku, i 9a izuzetno brzom promenom

potencijala i relativho velikom amplitudom pulsao®ena vrednosti potencijala tokom
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vremena predstavlja ekscitacioni signal koji reazelt odgovarajéim strujnim
odgovorom. Kod SWYV trajanje potencijalnog stepesnako je duzini trajanja pulsa
pravougaonog talasds{, = 5 — 10 ms). Ovo je take diferencijalna tehnika, jer se
struja meri 2 puta tokom svakog ciklusa: na krapeldnog orward) pulsa i na kraju
povratnog everse backward pulsa. Potencijal-ekscitacioni signal prikazamgsSlici
13, kao i odgovarajti SW voltamogram koji predstavlja zavisnat(= It — ) = f(E).
Visoka osetljivost SWV metode (fOM) proistice otuda $to je ukupnal veca od
izmerenih pojedingnih struja (s i Ip koje su razliitih smerova i predznaka odnosno
jedna predstavlja anodnu struju, a druga katodsto)prakitno zn&i da je4l zapravo
lotar KOja po svojoj vrednosti odgovarzbiru apsolutnih vrednostis i Ip). Polozaj,
odnosno potencijal pikéef) odgovara polutalasnom potencijak ), a visina pika4|l

odnosndieta) proporcionalna je koncentraciji analitélika 14, 15).

* | o AEstep 1
AEq,=AE, L. 1 I
f % 20N
i A|:|1—|2:|f-|b Ep

l:step

Slika 13. Potencijal-ekscitacioni signal, odgovardjuSW voltamogram i tigini
parametri:AEsw (= AEp) — amplituda pulsa (mV)AEsep- Stepen pov&nja
potencijala (MmV);tsep - trajanje celog perioda (odnosno trajanje saopsfe
pulsa do narednog) (md}; — potencijal pika (V)I, — struja pika (A). Struja
se meri u tékama 1 i 2, a kako je metoda zasnovana na mereajugme
intenziteta strujeAl), to se od struje izmerene wka 1l (I, odnosnoly)

oduzima struja izmerena wa 2 (I odnosndp).”
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A

A

e

Ep E

Slika 14. SW voltamogram i prikaz merenih struja tokom dinglg forward; I5) i

povratnog (everse backward; }) pulsa i njihova razlikaAl = I; —Ip) u

funkciji

primenjenog potencijala u <glaju reverzibilnog elektrodnog

procesa.

i

A

A

Slika 15. SW voltamogram i prikaz merenih struja u funkgifimenjenog potencijala

tokom:

njihova

direktnog forward; k) i povratnog (everse backward; p) pulsa i

razlika 41 = Il = It — lp) U sliaju ireverzibilnog elektrodnog

procesa’
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Svojstvo ove tehnike da dobijeni pik predstavljaisemeno rezultat redukcije i
oksidacije, a informacije se dobijaju iz jednog mksmenta, predstavlja izuzetnu
prednost nad ostalim voltametrijskim tehnikamaimgnljiva je za ututivanje stepena
reverzibilnosti redukcionog/oksidacionog procesaagRnjivanjem SWV pika,
intenziteta strujely, dobijaju se dve sastavne komponente (direktrfarward i
povratna - backward sa odgovarajim intenzitetima struje,ls i Ip. U sluaju
reverzibilnogelektrodnog procesa dobija keJly, i Epf LJEp ), dok kodireverzibilnog
procesa ne postoji piklnackwardkomponentili je on slabo izraZzen kao &ici 15.,te
je lt [l Za odrdeni proces kod koga nije zabeleZzen odgovérafiV pik u
reverznom smeru, primenom SWV moze biti ustanodljkvazireverzibilnost procesa.
Ovo se naje&e deSava kod transfera jednog elektrona tokom rekdkbg procesa,
samim tim i manjim intenzitetom CV struje, odnosiimasnjava se vem osetljivosu i
sofisticiranijim mogénostima SWV u poréenju sa CV.

Osnovne prednosti SWV metode jesu: brzina devga analize (nekoliko
sekundi potrebno za dobijanje SW voltamograma,jdata DP voltamogram potrebno
do 3 minuta), koja doprinosi i manjem @i#enju radne povrSine elektrode kao i
manjem utrodku samog anallt#® Pored toga, odsustvo nefaradejske (kapacitivne)
struje povéava odnos signal : Sum, te otuda proizilazi i vesolsetljivost. Zbog svoje
brzine izvatenja i visoke osetljivosti, SWV predstavlja tehnikgpogodnu za
kombinovanje sa drugim instrumentalnim metodama, (CE) u cilju elektrohemijske
detekcije i kvantifikacije analit&:®%"67"79.8

Parametri od vaznosti za SWV jesu: amplituda pulsBs, (mV)), stepen
poveanja potencijala AEsep (MV)), Sirina pulsa (tj. vreme trajanja pulsa odmws
stepena pov@nja potencijala) t{ (ms)), trajanje celog perioda (odnosno trajanje
saopstenog pulsa do narednadg)d(ms)) koji seceke izrazava putem frekvencijé £
1hsep= 1/2, (HZz)) odakle se obno izrazava i efektivna brzina promene potencifada
=+ AEsiepnpr. ako jeAEgep=10 mV if = 200 Hz, onda jee= 2 V s1).>00%7679

Prednost pulsnih tehnika DPV i SWV jeste izuzetgka vrednost kapacitivne

struje, a dodatnim podeSavanjem amplitude pulsai(saim i Sirine pika) postize se

bolji odnos signal : Sum tj. bolja osetljivost ileldivnost. Metutim, smanjenje
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osetljivosti, koje se javlja kao posledica irevbitriosti procesa, manje je kod DPV u
odnosu na SWV.

1.4.7. Adsorptivne voltametrijske tehnike:
Diferencijalno pulsna voltametrija sa agigpcionim
obogdivanjem i rastvaranjem
(Adsorptive Stripping Differential Pulsedtammetry AASDPV);
Voltametrija pravougaonih talasa sa adsoignim
obogdivanjem i rastvaranjem
(Adsorptive Stripping Square Wave VoltantrgeAdSSWV)

Kod adsorptivnih tehnika analit se najpre akumiaidaorbuje na povrsini radne
elektrode, a u narednom koraku sledi njegovo vataipsko odréivanje redukcijom ili
oksidacijom. Veoma su pogodne za analizu organgdmjenja, kao i jona metala u
tragovima (koji se adsorbuju u formi kompleksas# prvo adsorbuje kompleksiréju
reagens, a zatim sledi kompleksiranje na samojrSpuvelektrode). Vazni parametri
kod ovih tehnika jesu: vreme akumulacifg.{s) i potencijal akumulacijeE../V).
Intenzitet struje pika raste sa porastom vremensnalkacije do postizanja odtenog
maksimuma, odnosno dok povrSina elektrode ne pesimsiena analitom. Nivo
granice detekcije koji se moze péstivim tehnikama iznosi I8 M. Strujni signal kod
adsorptivnih tehnika ne zavisi od brzine difuzijabta, v& samo od brzine promene
kojoj podleze adsorbovana vrsta na povrSini eleldré&sa porastom brzine polarizacije
raste i intenzitet struje pika, ali samo kod reishzih procesa, te je kod njih pogodnije
primeniti ADSSWYV (upravo zbog moguosti veoma brzih promena potencijala). Kod
ireverzibilnih procesa, prednost se daje ADSDPV.
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1.5. Validacija analiticke metode

Validacija metode za kvantitativhu analizu predgtapostupak tokom kojeg se,
na osnovu eksperimentalno dobijenih rezultata,ciamavaju/dobijaju karakteristi
parametri putem kojih se proverava primenljivostiptanost predlozene metode. Time
se potvduje da je primenjena anatika metoda odgovaraja za namenjenu upotrebu.

Prilikom pristupa validaciji, vrSi se procena Séagd validacionih parametara
potrebno odrediti, odnosno svaka metoda zahtevabpospristup u skladu sa svojom
namenom (npr. oddévanje analita dominantno zastuplijenog u uzorkwdretivanje
analita zastupljenog u tragovima u kompleksnom ik&t). Prema tome, svaka metoda
zahteva individualni pristup validaciji radi utiivanja njene primenljivosti, a dobijene
vrednosti parametara potrebno je da zadovoljavefimisane vrednosti/zahte&2°

Prethodno vé validiranu analitku metodu potrebno je revalidirati u sléae
slutajevima: pre uvdenja analitke procedure u rutinsku upotrebu, ucsliu promene
uslova pod kojima je metoda validirana (promenaeom, uzoraka, matriksa), kada
dode do promene bilo kog parametra metode (pH, konaeifg) koji zn&ajno uttu na
metodu, pri izvdenju merenja od strane razlih osoba, u sléaju transfera metode u
drugu laboratorijd* Treba uzeti u obzir da ukoliko de do promena tokom razvoja
metode, potrebno je azurirati instrukcije za ardit proceduru i podacima o validaciji
obezbediti korisne informacije o metodi.

Najcege odrelivani validacioni parametri propisani su ICH smeama i to su:
specifenost/selektivnost, linearnost i opseg koncentradgénost, preciznost, granica
(limit) detekcije (imit of detection, LO) granica (limit) odrdivanja (imit of
guantification, LOQ i robusnost. Dodatni (prepdteni) parametar jeste stabilnost.

Specifénost  odnosno selektivnost predstavlja moginost metode da
detektuje/odredi analit u prisustvu drugih kompdné&nje se éekuju u analiziranom
uzorku (npr. ekscipijensi). Spedifia/selektivna metoda ima sposobnost razlikovanja
analita i od drugih (potencijalno) prisutnih ineméncija: komponenti matriksa,
necistoca, degradacionih proizvoda. Selektivnost metoderfena je kada se odgovor
analita razlikuje od svih ostalih odgovora u uzgrkdnosno kada je izolovani analit

oslobaten interferencijg*©°82
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Linearnost odrazava mogtnost metode da u odienom opsegu koncentracija
analita daje direktno proporcionalnu/linearnu zaes analitkog signala od
koncentracije analiziranog analita. Kalibracija gs®vlja postupak utdivanja
linearnosti (potrebno najmanje 5 merenja). Linearnge procenjuje vizuelno,
posmatranjem grafkog prikaza zavisnosti anatikog signala od koncentracije
analiziranog jedinjenja. Neophodno je da linearnmstie ponovljiva, dok se opsezi
mogu razlikovati u prisustvu ragiiih matriksa. Metodom standardnog dodatka testira
se metoda na efekte matriksa (neaktivnih sastajattaziranim oblicima ili endogenih
supstanci iz bioloSkih tmosti), pricemu je neophodno da se izvodi u datom opsegu
kalibracije. Opseg linearnostpredstavlja interval koncentracija izdwedonje i gornje
vrednosti koncentracije analita u uzorku u kome liagka procedura ima
zadovoljavajdu tatnost, preciznost i linearnost. Linearnost se peadist jedn&nom
linearne regresijeY = bX + g pri ¢emu jeY izmereni analitiki signal, X je vrednost
koncentracije analitaa predstavlja odsek (naY-osi kada jeX = 0), dok jeb nagib
pravca. Osetljivost metode definisana je vrednaiagiba pravcab(= 4Y/AX).>*+6082

Tacnost predstavlja odraz usaglaSenosti izmeprave (nominalne, usvojene
tacne vrednosti) kotine analita i vrednosti dobijene primenom predl@&amalittke
metode. NajeXe se izrazava putemecovery (%) vrednosti (procentnog prinosa)
dobijene primenom izraza:

recovery (%) = (G/Csy) ¥ 100 (23)

gde Cx predstavljadobijeni/izmereni sadrzaj, @stpredstavljatacni/nominalni sadrzaj
analita.>*%82

Preciznost predstavlja stepen slaganja izine pojedingnih rezultata
odreiivanja primenom uzastopnog viSestrukog uzorkovanjaogenog uzorka, a moze
biti izraZzena putem: ponovljivosti (pod istim usilma u toku kratkog vremenskog
intervala, intra-day preciznogt srednje preciznosti (unutar laboratorijskih jaaija:
analitcara, opreme, dana testiranjantér-day precizno$} i reproduktivnosti
(medulaboratorijska preciznost za standardizaciju metodPreciznost se izrazava

putem relativne standardne devijaciRSD (%)koja se izrgdunava primenom izraza:

RSD (%) = (SDC, ) x100 (24)
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pri ¢emu jeSD - standardna devijacijaa - srednja vrednost dobijenog/izmerenog
sadrzaja>*%082

Granica (limit) detekcije (Limit of Detection,LOD) predstavlja najmanju
koli¢inu analita koja moze biti detektovana predlozeramalittkom metodom, ali ne i
odreiena sa pouzdanas i prihvatljivom ta&no%u. Nage&e se izrazava kdiinskom
koncentracijom@/M) ili masenom koncentracijony(ug mi*) analita.LOD predstavlja
vazan validacioni parametar kod odik@nja leka u tragovima u bioloSkim uzorcima,
nedistoca i degradacionih proizvoda u doziranim obliciméesto je pogresno
poistoveivanje LOD sa osetljivodu metode. Zd OD vazi odnos signal : Sum = 3(2) :
1. Nage&e primenjivani izraz za iztanavanje limita detekcijgeste iz kalibracione
krive LOD = 3SD/hh odnosna3SDy/b; pri ¢emusu: SD —standardna devijacijeéSD, —
standardna devijacija odde, b —vrednost nagiba? %2

Granica (limit) odrefivanja (Limit of Quantification, LOQ) predstavlja
najmanju kokinu analita u uzorku koja se moze odrediti predhme metodom uz
odgovarajdu/zadovoljavajau tatnost i preciznost. Kao LOD, LOQ se izrazava
kolicinskom ili masenom koncentracijon€/M ili y/ug mi*) analita. ZaLOQ vaZi
odnos signal : Sum = 10 : 1. Granica dilvanja izr&unava se n&g&e iz parametara
kalibracione krive i td.OQ = 10SD/h odnosnadl0SDy/b (SD —standardna devijacijd
— vrednost nagibaSD,— standardna devijacija odde).>*°%:828

Robusnosje validacioni parametar koji odrazava kapacitetade da se odupre
malim, namernim promenama parametara metade se istovremeno definiSe i mera
pouzdanosti metode u rutinskoj primeni. Cilj proeembusnosti jeste da se utvrdi i
odredi eksperimentalna slabost metode, kako birggdn faktor kontrolisao i time
obezbedili uslovi zaduvanje definisanog opseg&®

Stabilnostanalita-leka u njegovom doziranom obliku, bioloSkamorku zavisi
od: uslovacuvanja, hemijskih svojstava leka, matriksa, amtml#@nalit se karakteriSe
kao stabilan ukoliko se dobijeni odgovor, nakonegwog vremenauvanja uzorka, ne
razlikuje zng&ajno od signala dobijenog u sveze pripremljenomrkizoProcedure za
utvrdivanje stabilnosti analita trebalo bi da obuhvatgtocenu uticaja postupka
prikupljanja i rukovanja uzorcima, dug@rmg i kratkorénog skladiStenja, kao i
viSestrukog ciklusa zamrzavanja i odmrzavarmagorocnha stabilnost (Long term

stability) podrazumeva zamrzavanje uzorka sa analitom tokaneseca, i nakon toga
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poraienje dobijenih rezultata sa onima iz sveZzeg uzpreazamrzavanj&ratkoroéna
stabilnost (Short term stability proverava se odmrzavanjem uzorka i drzanjem na
sobnoj temperaturi u toku najmanje 4 sata (do Baj\24 sata). Stabilnost nakon
zamrzavanja i odmrzavanjéreeze and thaw stabilityspituje se u 3 uzastopna cikusa
tokom tri dana. Stabilnost se izrazava pute®D (%)vrednosti i preporteno je da
bude u granicama *209%, odnosno +15%’ Stabilnost se moZe izraziti i putem
odstupanja u odnosu na nominalnu vrednost, koleraginava prema formuli:

Cx-Co

Odstuparfps) = x100 (25)

u kojoj je Cx—izmerena koncentracij&o— patetna koncentracija analita.

1.6. Ispitivanje interakcije DNK — lek

Mnoge organske i neorganske supstance, @umgma i neki lekovi, ostvaruju
odreienu vrstu interakcije sa DNK (dezoksiribonukleinsk&iselinom). Svaki lanac
DNK predstavlja polimer nukleotida koji se sastnjiS&era (dezoksiriboze), fosfatnog
ostatka i za Ser vezane odgovaraje purinske (adenin (A) i guanin (G)) ili
pirimidinske (timin (T) i citozin (C)) baze. Kondeacija nukleotida u polimerni lanac
odvija se eliminisanjem dve fosfatne grupe pod lkaten enzima DNK-polimeraze.
Komplementarnost dva lanca odrzava se uspostagijanjodoninih veza izméu
odgovarajdih baza (A-T i G-C). Prema tome, DNK ¢eliji ima formu dvostruko
lancane spirale, a informacija zapisana putem redosled&anja pomenutéetiri baze
predstavlja osnovu kodiranja (prenosa) ge€ket materijala. Prakino, kodon je
triplet nukleotida i ozngava odgovarajtu aminokiselinu u sintezi proteifa® Otuda
DNK ima neizostavnu ulogu u funkcionisargelije, a samim tim i tokom razvoja, rasta
i funkcionisanja celokupnog organizma.

S obzirom da je DNK neizbezna komponenta u struktiunkcionisanju ljudi
odnosno sisara, postala je vazno mesto ispitivadj@elovanja lekova kod oddenih
oboljenja: tumora, bakterijskih i virusnih infeka&ijDirektne interakcije lekova i DNK
mogu biti: kovalentne (ireverzibilne)i nekovalentne (reverzibilne) Formiranje

kovalentnih veza izmi DNK-baza i lekova dovodi do potpune disfunkcij®&K i
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posledéno do odumiranjatelije. Lekovi sa ovakvim dejstvom primenjuju se kod
malignih tumora.lreverzibilno vezuj&i agensi jesu:

a) pozitivno naelektrisani kompleksi metala kojiglaktronima bogata mesta u
DNK (najce&e guaninu) predstavljaju ligande,

b) aktivirane forme nekih antitumorskih antibiotikaje dovode do inter- i intra-
lancanih ukrstenih veza;

c) alkilujui agensi, najeXe primenjivani, koji dovode do adicije odenih

alkil-grupa na molekul DNK.

Reverzibilno(nekovalentno) vezivanje lek&l{(ka 16) podrazumeva :
a) interkalaciju — umetanje izre dva para baza;

b) vezivanje unutar malog Zljebanifor groove;

c) vezivanje unutar velikog Zljebangjor groove;

d) vezivanje na spoljasnjoj strani heliksa.

Reverzibilne interakcije DNK-lek mogu rezultovatikonformacionim
promenama u strukturi DNK ili ometanjem fizioloSketerakcije DNK-protein, Sto
konano moze rezultovati cepanjem DNK-lanca. Stabilmasttalog kompleksa DNK-
lek zavisi od jaine uspostavljenih interakcija (veza): elektrogtdli, vodoninih veza,
dipol-dipol (Van der Vals). Lekovi sa ovakvim melmnmom dejstva su pozeljniji za

primenu u terapiji tumora od ireverzibilno veztijuagenas&>®%%

vezivanje unutar
velikog Zljeba

vezivanje unutar interkalacija
malog Zljeba

Slika 16. Shematski prikaz reverzibilnih (nekovalentnihkirtkcija jedinjenja i DNK?
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Postoje raztite analittke metode za detekciju i kvantifikaciju interakdip& K-
lek, a m@u njima sve aktuelnijja postaje elektrohemijska mato Primena
elektrohemijske metode mogam je zahvaljujdi ¢injenici da DNK predstavija
elektroaktivnu vrstu usled redoks svojstava phipirimidinskih baza. Guanin (G)
podleze oksidacijiE, s 0-0,25 V pri neutralnoj pH) nakon prethodne redjekaieze
N(7)—C(8) sto je zabeleZeno na DME/HMBE® Adenin i citozin (A/C) podleZu
redukciji i ovo je potwteno na radnoj Hg-elektrodEg ac 0-1,45 V pri pHO7,0)2°%8
Timin (T) se redukuje samo u nevodenim rast¥iama i na izuzetno negativhom
potencijalu®

DNK-modifikovana elektroda nastaje hemijskom mib@i¢ijom povrSine radne
elektrode molekulima nukleinske kiseline. U zavsih@d prirode materijala od kojeg
je izradena elektroda, imobilizacija DNK na povrSini elekie moze se posi
elektrohemijskom adsorpcijom, fékom adsorpcijom, kovalentnim vezivanjem,
elektropolimerizacijom oddenih monomera (npr. pirola u polipirol) koji obulea
DNK-molekule i zajedno prionu na povrSinu elektrodvaka redoks promena na
povrsini DNK-modifikovane elektrode belezi se uwidlektrénog signala (intenziteta
struje ili potencijala). N&p&e su primenom DNK-modifikovane elektrode ptavane
reverzibilne (nekovalentne) interakcije DNK i eleddktivnog analita. Na Zivinoj radnoj
elektrodi, pratéi uglavnom katodne procese, uteno je da u skaju hidrofobnih
interakcija (interkalacija) dolazi do pomeranja guatijala pika analita (leka) ka
pozitivnijim vrednostima, dok elektrostéte interakcije uzrokuju pomeranje
potencijala pika ka negativnijim vrednostima, ahasléaja zabeleZzeno je smanjenje
intenziteta struje pika leka u prisustvu DNSlika 17).%21%10) |nterkalatori su
okarakterisani kao planarne aroniaé strukture koje se mogu umetnuti iziagarova
DNK-baza'®
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Lek

Lek-DNK

| (HA)

0.0 K,
E (V)

Slika 17. Prikaz reverzibilne interakcije DNK-lek tipa inkalacije detektovane

voltametrijskom metodom u katodnoj oblasti potealeij*

Detektovana interakcija moze se dodatno okaraktrigimenom izraza za

promenu formalnog potencijalAE°"):

- ﬂ In KRed

AE® =E® -E%

povr rast
nF K,

(26)

u kome E®,_ i EC

povr =< Ppredstavljaju formalne potencijale redoks vrstecadovane na
povrSini elektrode odnosno prisutne u rastvorKrag i Kox predstavljaju konstante
povrsinskog vezivanja/adsorbovanja redukovanog samaksidovanog oblika redoks
vrste Shema 2). Odavde se moze izftanati vrednost odnosa pomenutih konstanti,
KredKox na osnovu eksperimentalno dobijene promene fomwgalpotencijala

(AEO' ).92,103

3¢



XOx,rast ~ — XOx,povr
+ne” tne
K Red _
XRed,rast ~ XRe d.povr
Viste u rastvoru Vrste adsorbovane
0 ats
(EY ust) na pOVSlIll)l' elektrode
(E povr)

Shema 2 Prikaz ravnoteza, konstanti vezivanja, formalrotepcijala prisutnih redoks

vrsta na povrsini elektrode i u rastvoru.

Generalno, procedura pripreme/primene DNK-modifékoe elektrode obuhvata
sledée korake $lika 18):'%

- imobilizaciju DNK na povrSini radne elektrode,

- uranjanje pripremlijene elektrode u analiziranstvar (ili samo osnovni

elektrolit),

- merenje intenziteta strujnog odgovora.

A g 2 3 4 B

m : - XO_&/ N/NH2

Adsorpcija DNK Ispiranje Elektrohemijska
elektrode detekcija

1
dR
dR=deoksiriboze

NH,
NN
N
CiApk XN N
(Citozin/adenin pik) 1
dR

Slika 18. (A: 1-3) Imobilizacija DNK na povrSini radne elektrodé): (4) uranjanje
pripremljene elektrode u osnovni elektroli8) (merenje intenziteta strujnog

odgovora-®®
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Na ovaj ndin mogue je detektovati bilo kakvu DNK promenu: strukture,
konformacije (orijentacija u prostoru), koncenij@c ili kompleksiranja (usled
nekovalentnih interakcija DNK-ligand).

U slwaju VAR iskori¥ena je elektrohemijska aktivnost DNK odnosno
katodno/anodna aktivnost DNK-baza (adenin i citigianin) za ispitivanje mogde

interakcije leka i DNK!®*1

1.6.1. Adsorptivna transfer ,stripping” tehnika
(Adsorptive Transfer Stripping TechniquadTS)

Za ispitivanje potencijalne interakcije jedinjen{eeka) i DNK Kkoristi se
adsorptivna transfestripping tehnika Adsorptive Transfer Stripping TechniquedTS)
koja se zasniva na svojstvu adsorpcije DNK na povelektrode HMDE' i to se moZe
postii iz veoma male zapremine rastvora (5 —4)0 Na ovaj nain formira se DNK-
modifikovana elektroda. Voltamogrami formiranogjal®NK na elektrodi snimaju se
ex situ pazljivim uranjanjem novoformirane elektrode u alenu elektrohemijsku
¢eliju koja sadrzi nekoliko mililitara odgovarageg osnovnog elektrolita. Prema tome,
pod istim uslovima snimaju se zasebni voltamograakon adsorpcije: same DNK,

zatim samog leka i na kraju smeSe DNK i leBlk@a 18).
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2. CILJ RADA
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Postavljeni ciljevi ove doktorske disertacije tsli:

Detaljno prodavanje elektrohemijskog ponasanja vareniklinambnidina radi

postavljanja njihovih redoks-mehanizama, tj. divanje:

> broja razmenjenih elektrona i protona za postajdjaedoks-mehanizama,

» prirode procesa na povrsini elektrode (difuzijass@gcija);

Definisanje sknosti i razlika u elektrohemijskom ponaSanju vakkma i

brimonidina u skladu sa njihovim hemijskim struldoma molekula;

Optimizacija uslova za postavljanje novih voltanjeitth metoda kori&enjem

razlicitih elektroda;

Razvoj i validacija novih elektroanalikih metoda za oddivanje vareniklina i
brimonidina u: laboratorijskim uzorcima, farmaceurts doziranim oblicima i
bioloSkim uzorcima (odidvanje vareniklina ypool uzorku plazme; oddivanje

brimonidina upool uzorku @ne vodice, uz opteéenje pomenutih bioloSkih

uzoraka odgovarafim standardima vareniklina odnosno brimonidina);

Na osnovu uporedne analize postavljenih elektraagidh metoda uz primenu
razli¢itin elektroda putem dobijenih statiih parametara; predloziti metodu
izbora uz odgovaragu elektrodu za oddevanje vareniklina odnosno

brimonidina u odréenom uzorku;

Ispitivanje potencijalne interakcije vareniklinaBaIK.
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3. EKSPERIMENTALNI
DEO
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3.1. Oprema

A. Potenciostat/galvanost@a®UTOLAB (Ecochemie, Utrecht, Holandija)
Metrohm 663 VA Stand, IME 66B{efaceza Metrohm
elektrode) (Herisau,Svajcarska),
| Internaelektrohemijskaelija sa troelektrodnim sistemom:
1. radna:
a) elektroda visée zivine kapi Hanging Mercury Drop Electrode
HMDE),
b) kapljuca zZivina elektrodal¥ropping Mercury ElectrodeDME)
2. referentna: (Ag|AgCI|3M KC
3. pondoa: (GC) elektroda.

Il Eksterneelektrohemijsk&elija sa troelektrodnim sistemom:
1. radna ¢vrsta elektroda):

a) borom dopirana dijamantska elektro@oron Doped Diamond

Electrode BDDE) (Windsor Scientific Ltdd=3 mm)
b) elektroda od staklastog ugljenikalassy Carbon Electrodé&sCE)

(CH Instruments, Inc., SARI=3 mm)

2. referentna: srebro/srebro-klioai elektroda (Ag|AgCl|3M KCI)

3. pondpa: platinska elektroda (Pt).

B. Kompjuterizovani polarograf AMEL 433-A (Amel Ingments, Milano, Italija)
| Internaelektrohemijskaelija sa troelektrodnim sistemom:
1. radna: elektroda viée Zivine kapi Hanging Mercury Drop Electrode
HMDE),
2. referentna: (Ag|AgCI|3M KCI),

3. pomma: (Pt) elektroda.

Il Eksternaelektrohemijsk&elija sa troelektrodnim sistemom:

2. radna {vrsta elektroda):
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a) borom dopirana dijamantska elektroddofon Doped Diamond
Electrode BDDE), (Windsor Scientific Ltdd = 3 mm)
b) elektroda od staklastog ugljenikaléssy Carbon Electrod&CE)
(CH Instruments, Inc., SAR} = 3 mm)
2. referentna: srebro/srebro-klioai elektroda (Ag|AgCl|3M KCI)
3. pondoa: platinska elektroda (Pt)

C. Polarograf PAR 174 (Princeton Applied ResearctpC&AD)
Troelektrodna elektrohemijskalija:
1. radna: kapljéa zivina elektrodal§ropping Mercury Electrode
DME),
2. referentna: (Ag|AgCI|3M KCI),

3. pommna: (Pt) elektroda.

* pH metar Radiometer model PHM 220 (Radiometer, Kbpgen,
Danska)

» Kombinovana pH elektroda model GK2401 (Radiomdfepenhagen,
Danska)

* Analiticka vaga Scaltec SBC 31 (Scaltec Instruments Gmbmaka)

» Tehnika vaga Adventurer TM AR 5120 (OHAUS, Kina)

* Magnetna meSalica (TIM 9000, Radiometer, KopenhaDanska)

» Centrifuga Hettich EBA 8S (Hettich, Nexia)

* Ultrazvweno kupatilo (,Iskra” UZ 4R, Slovenija)

3.2. Ra&unarski programi

. GPES 4.9General Purpose Electrochemical Sys#i®)

. NOVA

. Origin6i7

. OriginPro 8

. Microsoft Office Excell 2003 (Microsoft Corporatip8AD)
. Chemdraw Ultra 11.0 / paket ChemBio Office 2008
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3.3. Hemikalije

= Vareniklin-tartarat, GsHisN3 - GHgOs (M, = 361,35) (Agencija za lekove i
medicinska sredstva, Beograd, Srbija)

+ DNK dvostrukog lanca izolovana iz tétg timusaqsDNK, M = 10 - 16— 15 - 16
g moL?) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Newia)

+ Brimonidin, G1H10BrNs (M, = 292,14) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Netka)

= Brimonidin-tartarat, GH;0BrNs - GHe¢Os (M, = 442,23) (Agencija za lekove i
medicinska sredstva, Beograd, Srbija)

+* Borna kiselina, BBOs; (Merck, Darmstadt, Nent&a)

» Glacijalna siéetna kiselina 100%, GIEOOH (Merck, Darmstadt, Nertlea)

+ Fosforna kiselina 85%, 4#0, (Honeywell Speciality Chemicals Sellze, Hannover,
Nemaka

+ Natrijum-hidroksid, NaOH (Carlo Erba, Milano, Ital)

= Sumporna kiselina, #0, (Fisher Chemicals, Velika Britanija)

+ Natrijum-dihidrogenfosfat monohidrat, NaPO, - HO (Merck, Darmstadt,
Nemaka)

+ Natrijum-hidrogenfosfat heptahidrat, MPO, - 7HO (Merck, Darmstadt,
Nemaka)

+ Amonijum-formiat, HCOONH (Sigma Aldrich, Nemé&ka)

+ Natrijum-hlorid, NaCl (Merck, Darmstadt, Nettha)

+ Standard za kalibraciju elektrode pH = 7,300,010 (Radiometer Analytical S. A.,
Villeurbanne Cedex, Francuska)

+ Standard za kalibraciju elektrode pH = 4,800,010 (Radiometer Analytical S. A.,
Villeurbanne Cedex, Francuska)

+ Hlorovodonina kiselina, HCI (Merck, Darmstadt, Netha)

+ Kalijum-hlorid, KCI (Merck, Darmstadt, Nenika)

+ Natrijum-acetat, CECOONa (Merck, Darmstadt, Nextia)

+* Amonijum-hidroksid, NHOH (Sigma Aldrich, Nemika)

+ Amonijum-hlorid, NHCI (Fisher Chemicals, Velika Britanija)

+ Apsolutni etanol, gHsOH (Sigma Aldrich, Darmstadt, Nerta)
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+ Metanol, CHOH p. a. (Centrohem, Srbija)
Acetonitril (Sigma Aldrich, Nemika)
+ Aluminijum-oksid, ALO;3; (velicina ¢estica 0,05 um), sredstvo za pripremu

i)

suspenzije za poliranjarrste elektrode (Metrohm Autolab, Utreht, Holanylija

L

Aktivni ugalj (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
+» Azot 3,5 (Messer Tehnogas, Beograd, Srbija)

Redestilovana voda

i)

3.4. Laboratorijski materijal

» Mikropipeta 10 — 10Qu (LLG, Meckenheim, Nemika)

+ Mikropipeta 5 — 1Qul (Socorex, Lausanne, Svajcarska)
= Odmerni sudovi 10 ml, 50ml, 100 ml

+ Case 50 ml

+ Stakleni Stai

+ Stakleni levkovi

+ Staklene béice sa Slifovaninéepom 150 ml

+ Pipete 5 ml, 10 ml

+ Kivete za centrifugu

+ Plasteni Spric i igla

+ Tarionik i pistil

+* Magnet za meSanje rastvora

+ Membranski filtri (0,20um)

+ Obicni filtri

+ Papirna vata

+ Podloga za poliranjévrste elektrode (Metrohm Autolab, Utreht, Holanyija

+ Stalak za izvdenje transfer (AdTS) tehnike
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3.5. Procedure

3.5.1. Priprema rastvora i uzorci za analizu

3.5.1.1. Priprema polaznih rastvora i pufera zakirohemijsko

prodavanje vareniklina i brimonidina

Osnovni (polazni) rastvor vareniklina koncentracj® - 10° M pripreman je
tatnim odmeravanjem 0,0072 g vareniklin-tartaratsstvaranjem u redestilovanoj vodi
u normalnom sudu zapremine 10,00 ml, koji je p@delji Eppendoff mikrokivete i
zatim zamrznut. Po potrebi je odmrzavana neophadpeemina rastvora koja je dalje u
toku radnog dana razblaZivana redestilovanom voddon postizanja potrebne
koncentracije.

Polazni rastvor brimonidina koncentracije 6,0 -“*1®8 pripremljen je
rastvaranjem 0,0066 g u smeSi apsolutni etanoldav@ : 1) u odmernom sudu od
25,00 ml. Radi lak8eg rastvaranja, rastvor je mesaaltrazvdnom kupatilu u trajanju
od 30 minuta. Pripremljeni polazni rastwavan je u frizideru/zamrziva i od njega je
po potrebi odmeravana/odmrzavana odgovédeagapremina za pripremu razblazenijih
radnih rastvora odgovardjih koncentracija.

Osnovni (polazni) rastvor DNK dvostrukog lanadogble strandeddsDNK)
teleceg timusa, pripremljen je odmeravanjem priblizn@0lmg DNK (M = 10 - 15 - 0
g morl) i rastvaranjem u 10,00 ml 2,0 o fosfatnog pufera (NagPOy/NapHPO,,
pH = 7,0). Prema tome, kodra koncentracija polaznog rastvora DNK dbma je
spektrofotometrijskom metodom i iznosila je 1,9+ M.

Briton-Robinsonov univerzalni pufer (pH = 2,0 — @R,pripreman je na
uobicajeni n&in.™? Kisela komponenta pripremljena je rastvaranjepd7 2y HBOs;,
2,30 ml 98 % CHCOOH i 2,70 ml 85 % EPO, u 1,00 | redestilovane vode. Bazna
komponenta pripremana je rastvaranjem 4,00 g NaGQHOQ | redestilovane vode u

plastinoj boci.
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Rastvori pufera odgovardjiln pH vrednosti dobijene su meSanjem/titriranjem
kisele komponente baznom komponentom (ili obrnuta) magnetnoj meSalici do
postizanja odgovaraje konstantne pH vrednosti koja je merena uronjenom
kombinovanom pH elektrodom, a vrednositavana pH-metrom.

Rastvori osnovnih elektrolita (puferi) odgovar@jupH vrednosti i jonske {@ne
| = 0,1 M; pripremani su prema standardnoj procétfufTabela 1) i cuvani u frizideru
(t=4-8°C).

Tabela 1.Rastvori osnovnih elektrolita (puferi) odgovat@jupH vrednostil=0,1 M).

pH Sastav osnovnog elektrolita
2,2 HCI + KCI

3,6 CHCOOH + CHCOONa
4,6 CHCOOH + CHCOONa
54 CHCOOH + CHCOONa
6,2 NaHPO, + NaHPO,

7,0 NalPO, + NaaHPO,

8,0 NaHPO, + NaHPO,

8,5 NH3 + NH4CI

9,2 NH3 + NH,CI

10,2 NH3 + NH4CI

Rastvori 0,5 — 0,005 M #$0O, pripremani su t@nim odmeravanjem pipetom
potrebne zapremine koncentrovane sumporne kiselidedavanjem odgovarajqj

zapremini redestilovane vode (ukupna zapreminaOLs(.

3.5.1.2. Priprema doziranog oblika vareniklina - @mpix°tableta za

analizu
Za odrelivanje vareniklina u farmaceutskom doziranom oblkaris&¢en je na

grekom trzidtu komercijalno dostupan oblik varenikiartarata, Champfix(1 tableta
sadrzi 1,00 mg VAR; Pfizer Inc.).

5C



U tarioniku sa pistilom fino je sprageno 10 Charfipableta, a zatim odmerena
masa dobijenog praska koja sadrzi onoliko VAR kolje potrebno da se pripremi
rastvor ekvivalentne koncentracije osnovnom rasty@r0- 10° M. Odmerena masa je
zatim rastvorena u redestilovanoj vodi u normalrsudu, a zatim dobijena suspenzija
centrifugirana i potom supernatant filtriran kroemmbranski filtar kako bi se odvojile
nerastvorne komponente. Ovako dobijeni rastvorsken je u daljim voltametrijskim

ispitivanjima ili skladiSten u frizideru do skoragris¢enja.

3.5.1.3. Dozirani oblik brimonidina — Alphagdhkapi za @i

Dozirani oblik, u kome je oddivan sadrzaj brimonidina, jeste Alphadan
(Allergan, Irska) — kapi za & (0,2 % rastvor brimonidin-tartarata, sadrzi 1,3 m
brimonidina u 1 ml). Komponente pomenutih kapi Za osim farmakoloSki aktivhog
brimonidina, jesu: polivinil-alkohol, natrijum-hli, natrijum-citrat, limunska kiselina,
voda, hlorovodorina kiselina ili natrijum-hidroksid za regulaciju pidednosti rastvora
i benzalkonijum-hlorid. Uprkos kompleksnom sastawije bila potrebna priprema
doziranog oblika u vidu ekstrakcije, filtracije iluparavanja, a zatim dodatnog
rastvaranja, odnosno navedene komponente nisuasptd nikakvu interferenciju sa
analitom - brimonidinom. Prema tome, odgovaéajaapremina komercijalnih kapi za
o¢i direktno je dodata osnovnom elektrolitu odmerana celiji i zatim su

snimani/dobijeni odgovaraguvoltamogrami.

3.5.1.4. Priprema uzorka humane krvne plazme

Uzorak humane plazme zdravih dobrovoljaca (~ 5,00dwbijen je sa Katedre
za biohemiju Farmaceutskog fakulteta UniverzitetBaogradu uz saglasnost d&ipg
komiteta Farmaceutskog fakulteta Univerziteta udgsadu.

Potrebna koliina uzorka plazme za ispitivanje po potrebi je arhmana i
pripremana tako Sto je 0,40 ml plazme i 4,00 mldamrovanog metanola pomesano

kako bi se istalozili proteini, a zatim centrifugno tokom 25 min na 3900 r.p.m.
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(rotation per minute= r.p.m., obrtaja u minuti). Bistar supernatanf(80 ml) paZzljivo
je izvieen uz pomé Sprica sa iglom, a zatim profiltriran kroz memtstarfiltar (0,20
um) i tako pripremljena plazma koégna je u daljim ispitivanjima ili skladiStena u
zamrzivau u Eppendoffmikrokivetama do skorog koxignja.

Krvna plazma predstavlja slozeni bioloSki uzorakr+ bez krvnihéelija, koja
se dobija centrifugiranjem pune krvi. Na ovakav¢inadobijena plazma sadrzi
fibrinogen, za razliku od seruma. Radi sfaneanja koagulacije, u epruvete u kojima se
sakuplja krv, dodaje se antikoagulans (heparin, EDjksalat, citrat).

Uzorci plazme kori&ni su kao matriks u ispitivanjima i optérani
odgovarajdim standardnim rastvorima vareniklina kako bi tspiian eventualni uticaj
matriksa odnosno potencijalnih interferencija naalktgt voltametrijskog signala,

odnosno mogtnost odrdivanja vareniklina u ovoj vrsti uzorka.

3.5.1.5. Priprema uzorka human&ie vodice

Bioloski materijal (éna vodica) prikupljen je od 10 odraslih dobrovega(u
zapremini 0 1,5 ml), sa postof@m bolesu oka — kataraktom, koja je sanirana
operativnim putem. Prilikom same operacije na okdnu vodicu je uzimao
kvalifikovani specijalista oftalmologije. Na samonpoietku operacije, nakon
primenjene lokalne anestezije, punkcija je izvedeagperifernom delu roznja tako
Sto se vrh igle postavi u sredinu prednje komol&gano aspirira 100 - 150 o¢ne
vodice. Aspirirani uzorak je odmah iz &prica prenetplasténu Eppendorph
mikrokivetu i zamrznut najpre na temperaturi od °C5 a nakon 4 sata na temperaturi
dubokog zamrzavanja od -70 °C. Za svaki potrebamsport uzoraka bio je obezden
hladan lanac u vidu prenosivog kontejnera - zarafaycime je bilo spréeno
eventualno odmrzavanije i zatim ponovno zamrzavanjeaka:’

Pre same upotrebe uzorka za ispitivanje, potrelapmemina 6ne vodice je
odmrznuta i napravljen je tzyool uzorak (objedinjeni uzorak u zapremidl,5 ml),
koji je dalje tretiran taloZznim reagensom za pméei(metanolom), a potom je
centrifugiran u cilju uklanjanja istalozenih protaiiz uzorka. Nakon centrifugiranja,

Spricem sa iglom je izvwen supernatant iznad neznatnog taloga proteinaljpadu
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plastine Eppendoff mikrokivete i odloZzen u zamrziva Odretena zapremina tako
pripremljene one vodice je dodavana odgovakauzapremini odabranog pufera koji
je prethodno odmeren u elektrohemijsialiju.

O¢na vodica predstavlja viskoznu, prozirndrtest, po sastavu 8hu plazmi, ali
sa niskim sadrzajem proteina. Najveleo @&ne vodicecini voda (>98%), u kojoj se
nalaze: elektroliti, aminokiseline i proteini (2@dta manje zastupljeni nego u plazmi),
glutation (tripeptid), askorbat, urea, glukoza, mmaglobulini. Do izvesne promene
sastava &ne vodice moZe dousled nastalih patoloskih procesa u oK.

Uzorci ane vodice Koristili su se u ispitivanjima kao miedrkoji je opteréivan
sa odabranim koncentracijama standarda brimonidii@aovaj néin trebalo je ispitati
da li preostale komponentére vodice (nakon uklanjanja proteinaXuti{zna&ajno) na

kvalitet analittkog signala.

3.5.2. Pripremadvrstih elektroda — GCE i BDDE

Tokom ispitivanja vareniklina, pre svakog merenggektroda od staklastog
uglijenika (GCE) pripremana je tako Sto je 5 minjadéau smeSi aktivni ugalj :
acetonitril = 1 : 3 na magnetnoj mesalici, sa niljgto boljeg uklanjanja adsorbovanih
organskih supstanci sa povrSine. Nakon ispirangestiovanom vodom, vrSeno je
poliranje tokom 2 min pastom AD; (O 0,05 um) na odgovarajioj podlozi za
poliranje, i zatim dobro ispirana redestilovanondmam.

Primena borom dopirane dijamantske elektrode (BDDIE) ispitivanju
vareniklina podrazumevala je pripremu pre svakogema tako Sto je nakon poliranja
pastom A}Os (O 0,05um) na odgovarajoj podlozi za poliranje u trajanju od 1 min i
ispiranja redestilovanom vodom, izlagana elektraiskmj pripremi glectrochemical
pretreatment To je podrazumevalo uranjanje BDDE, referentpemane elektrode u
rastvor 0,25 M HSQO, u kome je vrSena katodna priprenwathodic pretreatmeint
elektrode primenom konstantnog potencijla -2,0 V tokom 120 s, odnosno anodna
priprema énodic pretreatmeitelektrode podrazumevala je primenu potencifala

+2,0 V u toku 60 s. Na taj tim je katodnom pripremom dobijeigdrogen terminated
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(HT) povrSina, a anodnom pripremom je dobijemg/gen terminated (QTpovrSina
BDD elektrode'****

U elektrohemijskim protavanjima brimonidina, borom dopirana dijamantska
elektroda pripremana je najpre¢nim poliranjem vodenom suspenzijom.@% na
odgovarajdoj podlozi za tu namenu, potom ispirana redestitova vodom i na kraju,
tokom katodne odnosno anodne pripreme, izlaganatvdejpotencijala od +1,2 V
odnosno -1,5 V tokom 60 s, u rastvoru 0,25 MSE,. Na ovaj n&in povrSine
elektrode su okarakterisane kadydrogen-terminatéd (HT) odnosno bxygen-
terminated (OT).***'*°> Procedura pripreme elektrode ponavijana je prekasya
merenja, jer je ovakvim pristupom eksperimentalmdvigena bolja reproduktivnost
merenja u odnosu na samo jedno poliranje ngetgo radnog dana. Sa cillem da se
postupak pripreme elektrodecini uniformnim, brzim i jednostavnijim, najpre je
preliminarno ispitana, a zatim i primenjena, pogstavljena priprema BDD elektrode u
analizi &ne vodice. Naime, BDDE je polirana samo nagtku radnog dana u trajanju
od 2 min, a zatim je pre svakog merenja primengvamodna pripremaafodic
pretreatmentelektrode Sto je podrazumevalo primenu poterechak +1,2 V u trajanju
60 s u 0,25 M BSQ,, s obzirom da je oddévanje BRIM u @noj vodici zasnovano na
oksidacionom piku.

Za prowavanja brimonidina, GCE pripremana je¢mim poliranjem pastom
Al;0O5 (O 0,05um) na odgovarajioj podlozi za poliranje u trajanju od 2 min, zatim
ispirana redestilovanom vodom i na kraju uranjaepruvetu sa apsolutnim etanolom u
trajanju od 2 min na ultraz¢énom kupatilu. Potpuna priprema zavrSavana je inf@Emnm
redestilovanom vodom uz paZljivo brisanje papirngatom bez dodirivanja radne

povrsine elektrode.

54



3.5.3. Elektrohemijsko ispitivanje vareniklina i bnonidina

3.5.3.1. Uslovi i procedure za ispitivanje uticgéd na elektrohemijsko

ponaSanje vareniklina— CV i DCP

Za ispitivanje elektrohemijskog ponaSanja varengkliprimenjena je cikina
voltametrija (CV) uz HMDE, odnosno polarografijaljpmsmerne struje (DCP) uz DME.
U elektrohemijskuceliju odmeravano je pipetom 15,00 ml osnovnog etdith (BR
pufer) razléitin pH vrednosti (2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5055,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0;
8,5;9,0; 9,5; 10,0; 10,5; 11,0; 11,5 12,0) imativoden gas Ntokom 10 min. Nakon
snimanja odgovarageg voltamograma osnovnog elektrolitalapk proba), dodata je
odgovarajda zapremina osnovnog rastvora vareniklina. Za @itiv&nja osnovnom
elektrolitu u c¢eliji dodato je 0,15 ml prethodno pripremljenog @@mog rastvora
vareniklina, te je konma koncentracija iznosila 1,010° M VAR. DCP ispitivanja
obavljana su eliji u kojoj je koncentracija iznosila 1;00.0* M VAR. Nakon dodatka
standaradnog rastvora radi postizanja zeljenih &otmacija VAR uceliji, rastvoru je
jo§ 3 min dovden gas N nakon ¢ega su snimani odgovargju
voltamogrami/polarogrami. DPV ispitivanje uz prinnierHMDE izvedeno je pri
koncentraciji 1,0 10° M VAR.

Isti postupak primenjivan je i kod CV uz primenu BE@dnosno BDDE, a
ukupna koncentracija VAR ¢eliji iznosila je 2,5 10* M.

Sva ispitivanja vrSena su na sobnoj temperatai25 °C (T = 298 K) i uz
uvodenje gasa Nkako bi se redukovao prisutni kiseonik radi uklajga mogude

interferencije kiseonika u katodnoj oblasti.
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3.5.3.2. Uslovi i procedure za elektrohemijsko pé#avanje brimonidina
-CViDCP

Odgovarajda zapremina osnovnog rastvora dodata je rastvogovadajiéeg
pomainog elektrolita (pufera) u elektrohemijskagliji, tako da je ukupna zapremina
od 10,00 ml imala korsau koncentraciju brimonidina 5,0 - 1M za DCP ispitivanja.
Za CV ispitivanja konéna koncentracija u elektrohemijskaliji iznosila je 1,0 - 18
M BRIM uz upotrebu HMDE, 2,5 - TOM uz upotrebu BDDE, dok je uz upotrebu
GCE iznosila 1,0 - THM.

Pre svakog merenja, u novi rastvor u elektroherjjékliji uvoden je gas Bu
trajanju od 10 minutgime je uklonjena modunost interferencije kiseonika u katodnoj
oblasti. Uvdenje gasa u ispitivani rastvor nastavljano je nakeakog obavljenog
merenja i tokom pripreme elektrode (poliranje yatngu od 1 minuta i elektrohemijska

priprema u trajanju od 1 minuta).

3.5.3.3. Procedura za ADSSWV metodu u ispitivargdsorptivnih

svojstava vareniklina na HMDE

Odgovarajda zapremina (15,00 ml) osnovnog elektrolita BriRobinsonovog
pufera pH = 5,0 i 8,0 preneta je u elektrohemijé&liju i uvodenjem gasagistog N, u
trajanju od 10 minuta izvrSena deaeracija rastvofakom variranja vremena
akumulacije, rastvor je meSan brzinom od 300 r.ffrotation per minute= r.p.m.). Po
isteku izabranog vremena akumulacijg, zaustavljano je meSanje rastvora i nakon
kratkog perioda pauze i smirivanja rastvora, srémljje odgovaraji AdSSW
voltamogram. Tom prilikom, za proces redukcije wakkna uz upotrebu HMDE

primenjen je potencijal u rasponu -0,2 V do -1,2 V.

3.5.3.4. Procedura adsorptivne transfer ,strippingghnike (AdTS)

Adsorpcija DNK iz vrlo male zapremine kapi (5,0 d¢Sava se na povrsini

HMDE tokom izabranog perioda akumulaciig. = 120 s. Nakon Sto je formiran
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adsorbovani sloj DNK na povrSini elektrode, patljse spere elektroda redestilovanom
vodom, zatim uroni u elektrohemijskieliju sa rastvorom osnovnog elektrolita i na
kraju snimi odgovarajti voltamogram DNK (Poglavlje 1.6Slika 18). Na isti n&in
postize se adsorpcija vareniklina na povrSini etel¢, dok je adsorpcija smeSe
vareniklina i DNK ispitivana tokom razitog vremena inkubacijg,. = 2 - 30 minuta.
Elektroda sa adsorbovanim slojem nakon ispiranjestlovanom vodom uranja se u

rastvor osnovnog elektrolita, a zatim se snima wdgguti SW voltamogram.

3.5.3.5. Procedura ispitivanja interakcije vareniflh i DNK

Ispitivanju potencijalne interakcije VAR i DNK, pireodilo je modifikovanje
HMDE najpre vareniklinom zatim sa DNK, tako da sastale HMDE/VAR odnosno
HMDE/DNK modifikovane elektrode. Pomenuta modififacizvrSena je pod istim
uslovima: jonska jgina (5,0- 10° M NacCl), pH vrednost (fosfatni pufer, pH = 7,0),
koncentracija rastvora (20 - 1000° M VAR odnosno dsDNK) i vreme inkubacije (2 -
30 minuta); tako da je postignuta maksimalna adsjarfxako VAR tako i DNK. Na
kraju su uz primenu adsorptivne transfstripping’ tehnike snimljeni odgovaragu SW
voltamogrami.

Za ispitivanje interakcije vareniklina i DNK napigna je njihova smeSa
odgovarajudih istih koncentracija koja je izlagana r&#im vremenima inkubacije (2 -

30 minuta), a zatim su snimani odgovatafs\W voltamogrami.
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4.1. Elektrohemijsko ponasanje brimonidina i varenklina

4.1.1. Prowavanje elektrohemijskog ponasSanja brimonidina i

vareniklina primenom DCP

Elektrohemijsko ponaSanje brimonidina pfawano je u univerzalnom Briton-
Robinsonovom puferu ra#ltih pH vrednosti (2,0 — 12,0) uz primenu polardigea
jednosmerne struje (DCP). DC polarografija primaaj@ uz koridenje kapljde Zivine
elektrode (DME). S obzirom na ogréenje radne Zivine elektrode da se moze koristiti
samo u katodnoj oblasti potencijala, pfavana je prevenstveno redukcija BRIM. Na
Slici 19. prikazane su karakteristie polarografske krive dobijene redukcijom
brimonidina koje ukazuju da je BRIM polarografsktigan u celokupnoj ispitivanoj pH
oblasti. Dobro izrazen polarografski talas (1) &dje se priblizno konstantnim

BRIM pH 2
BRIM pH 3
BRIM pH 4
BRIM pH 5 1
BRIM pH 6
BRIM pH7
BRIM pH2
BRIM pHg
BRIM pH 10
BRIM pH11
BRIM pH 12

E/V
Slika 19. Polarogrami 5,0 10° M brimonidina u rastvorima Briton-Robinsonovih

pufera dobijeni pri raziitim pH vrednostima u oblasti od 2,0 do 12,0.
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vrednostima struja u celokupnoj ispitivanoj pH aladok se vrednosti polutalasnih
potencijala pomeraju od petne ka negativnijim vrednostimg;(, = -0,290 V na pH =
2,0 doEy, =-0,935 V na pH = 12,0). Na odgovarsgm polarogramu pripH =2,0i 3,0
uotava se veoma slabo izrazen drugi katodni talas (II)

Visine prvog polarografskog katodnog talasa (Bnasno intenziteti graémih
struja kréu se u rasponu od -0,21A na pH = 4,0 do -0,24pA na pH = 7,01 8,0
odnosno intenziteti struja u celokupnoj ispitivarmil oblasti su veoma ujed¥eni
(Slika 20).

| / WA

-0.4
-0.3-

_0_2-’ W—O—G

-0.1 1

0.0

Slika 20. Zavisnost intenziteta struje prvog () polarogkafy talasa 5,0 10° M
brimonidina od promene pH vrednosti rastvora (BriRobinsonov pufer pH
=2,0-12,0).

Na Slici 21. uctava se da sa porastom pH vrednosti rastvora ddtapromene

polutalasnog potencijala polarografskog talasa,cemu ovu zavisnost ilustruju dva

linearna segmenta radglih nagiba. Kod prvog segmenta, promena polutalgsn
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potencijala iznosi 60 mV/pH; dok kod drugog segraermnosi 66 mV/pH. T&ki

preseka ova dva pravca odgovara pH vrednost pribIrZ0.

E1/2/V

-1.0 1
-0.8 1
-0.6

0.4

-0.2 1

0.0

pH

Slika 21. Zavisnost polutalasnog potencijala prvog (1) igbg (II) polarografskog
talasa 5,0 10° M brimonidina od promene pH vrednosti rastvorait(Br
Robinsonov pufer pH = 2,0-12,0).

Logaritamska analiza polarografskih talasa brirdimra izvrSena je pri raziitim
pH vrednostima Briton-Robinsonovog pufera. Bbci 22. predstavijena je zavisnost
log l/(I4 — 1) od potencijala u kiseloj oblasti. Na sve tri izal@gpH vrednosti 2,0; 3,0 i
4,0; dobijena je linearna zavisnost sa pribliznmisvrednostima nagiba. Njihove
izratunate vrednosti kao i vrednosti parametarg date su uTabeli 2. Na osnovu
izracunatih vrednosti parametamn, datih u Tabeli 2. i primenom jedné&ne (12

(Poglavlje 1.4.3.) dobijene su eksperimentalne mostl broja razmenjenih proton@an)(
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log 1/(1-1)

1.0 4

0.5+

0.0

-0.5 1
A pH=20
B pH=30
@ pH=40

-1.0 1

T T T T T T T T T T
-0.20 -0.25 -0.30 -0.35 -0.40 -0.45
E/V

Slika 22. Logaritamska analiza polarografskih talasa-3,0° M brimonidina u Briton-
Robinsonovom puferu u kiseloj oblasti pH od 2,04d.

Tabela 2.Nagibi pravih lod/(I4 = 1) = f (E), vrednosti parametaran,i broja protonam

dobijenih logaritamskom analizom polarografskitasa brimonidina.

) | 2803[RT . m**
pH | Nagib (V)| ————V) R | an, : .
an, [F Eksperimentalno| Teorijsk
2,0 29,314 0,0341 0,99951,73 1,76
3,0 30,399 0,0328 0,99861,80 1,84 2
4,0 29,496 0,0339 0,99461,74 1,78

2303[RT _ 1
an, [F  nagib’

*

** m = [(4Ew2/4pH)/0,0591]* a Ny

Izracunate vrednosti parametam@n,na izabranim pH vrednostin{a,0; 3,0 i 4,0) su u
intervalu 1,73 - 1,80; dok su vrednostivece od 1,50 i nalaze se u rasponu 1,76 - 1,84.
Za izr&unavanje parametara prikazanihTabeli 2. primenjena je jedr@na prvog
linearnog segmentg;,, = -0,060- pH - 0,167 R = 0,9993) Hlika 21) odakle je
AE;3)/ApH = 60 mV.
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Primenom polarografije jednosmerne struje (DCPaplkce Zivine elektrode
(DME), prowavano je i elektrohemijsko ponasanje vareniklinaniverzalnom Briton-
Robinsonovom puferu razltih pH vrednosti (2,0 — 12,0).

Na Slici 23. prikazani su reprezentativni polarogrami koji pzkju aktivnost
vareniklina u kiseloj, slabo kiseloj i slabo bazsegdini, a ispoljena je prisustvom: dva
katodna talasa u kiseloj sredini (I i Il); i jedndgatodnog talasa (I) u oblasti neutralne
odnosno bazne sredine. ¢dwa se da su visine polarografskih talasa odnogroaziteti
granine struje prvog i drugog katodnog talasa priblikooastantne i jednake, dok se
odgovarajudi polutalasni potencijali oba talasa pomeraju kgatienijim vrednostima sa
porastom pH vrednosti rastvora. Na polarogramu giH = 2,0 moZe se (il

razdvajanje gplitting) prvog talasa (1).

pH2 pH5 pHS

)] ]
e
/]
-0_2.- I /////////

Slika 23. Reprezentativni DC polarogrami pri koncentracireniklina 1,0 - 76M u
Briton-Robinsonovom puferu na pH = 2,0; 5,00.8

Uticaj pH vrednosti rastvora na elektrohemijsko g&amje vareniklina u
katodnoj oblasti potencijala prikazan je zavisogolutalasnih potencijald&(;,) prvog
i drugog polarografskog talasa (I i Il) od pH vredti rastvora, Sto je prikazano 8&ci

24. Vrednosti polutalasnih potencijala pomeraju sen&gativnijim vrednostima, i to za
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prvi polarografski talas (l) pevsi od -0,38 V do -0,95 V; a za drugi talas (Ibg@vSi

od -0,95 V do -1,18 V. Za prvi polarografski ta{@sdobijena su dva linearna segmenta
razlicitih nagiba sa t&kom preseka kojoj odgovara pH9,0. Promena polutalasnog

potencijala polarografskog talasa kod prvog segenemosi 64 mV/pH; a kod drugog

segmenta iznosi 49 mV/pH.

-1.2 4
Eyp/V | I
-1.04
-0.8 1

-0.6

-0.4

pH

Slika 24. Uticaj pH vrednosti rastvora na polutalasni pot@hcl,0 - 10" M
vareniklina Ej2) prvog () i drugog (Il) polarografskog talasa uitBn-

Robinsonovom puferu (pH = 2,0 — 12,0).

Na Slici 25. predstavljena je zavisnosog[l/(l4I1)] od potencijala, odnosno
logaritamska analiza prvog polarografskog talas&niklina u Briton-Robinsonovom
puferu u kiseloj sredini pri pH = 2,0; 3,0 i 4,00ldjene zavisnosti predstavljene su sa
po dva linearna segmenta na pH = 2,0 i 3,0; dgiHha 4,0 postoji samo jedan linearan
segment. Maniji nagibi prisutni su pri pozitivnijimednostima potencijala i odgovaraju
delu do razdvajanja talasa, aé¢venagibi javljaju se pri negativnijim vrednostima

potencijala i odgovaraju delu talasa nakon razayaja
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log[I/(1g-1)]
1.0-
0.5
0.0
-0.5-
@ pH20
-1.04 (® ) pH 3,0
@ pH40
-1.544 T T T T 1
-0.3 -0.4 0.5 -0.6

E/V

Slika 25. Logaritamska analizaog[l/(14 —I1)] =f(E)) prvog (l) polarografskog talasa

1,0 - 10" M vareniklina u Briton-Robinsonovom puferu pH 23,0 i 4,0.

Rezultati logaritamske analize prvog polarografskalgsa vareniklina pri pH

vrednosti 2,0; 3,0 i 4,0 pokazuju linearnu zavisnog[l/(lq4 —I)] od potencijala, a

izraunate vrednosti nagiba linearnih segmenata, vredpasametaram,i m prikazani

su uTabeli 3.

Tabela 3.Nagibi pravih lod/(l14 =) = f(E), vrednosti parametaran, i broja protonam

dobijenih logaritamskom analizom polarografskitasal 1,0 10* M VAR.

oH SegmeTtl 2303[RT (V) R an. | m* |
Nagib(V") an, [F Eksperimentalno| Teorijski
20 /10,521 0,0950 0,9944 0,62 0,67
I1/16,247 0,0615 0,9996 0,96 1,04 1
2.0 /14,039 0,0712 0,993p 0,83 0,90
I1/22,462 0,0445 0,997 1,32 1,43
4,0 25,190 0,0396 0,98201,49 1,61 2
» 2808RT_ 1 s - (4B ApH)I0,0591] @,
on, [F nagib
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Izratunate vrednosti parametara n, na izabranim pH vrednostingd,0 i 3,0)
nalaze se u intervalu 0,62 — 1,32; dok su vredmostece od 0,50 i nalaze se u rasponu
0,67 — 1,43. Pri pH = 4,0 dobijene su vrednasti= 1,49 im =1,61. Za izr&unavanje
parametara prikazanih Tabeli 3. primenjena je jedd#a prvog linearnog segmenta

E12=-0,064- pH - 0,213 R=9997) Glika 24) odakle jedE;/ApH = 64 mV.
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4.1.1.1. Uticaj pH vrednosti sredine na polarogrkésponasanje

brimonidina i vareniklina (DCP)

Prowavanjem polarografskog ponasSanja brimonidina i Mit@a utvidena je
aktivnost oba leka u celokupnoj ispitivanoj oblapti vrednosti od 2,0 do 12,0.
Rezultati ukazuju da BRIM i VAR podlezu procesu ukcije i da pH vrednost ima
znaajnog uticaja na ovaj proces.

O polarografskom ponaSanju i deSavanjima na pavr&lektrode prve
informacije dobijaju se na osnovu samog oblikagieda polarografskih krivih Slike
19, 23).

U slwtaju brimonidina, na svim ispitivanim vrednostima (40 — 12,0) jasno je
izrazen jedan polarografski talas koji se odlikienstantno& u pogledu visine i
nagiba, Sto uptuje na zakljdak da se radi o jednostepenoj redukciji.

Kod vareniklina §lika 23), jasno je izrazen prvi talas (I) u celokupnoj
ispitivanoj pH oblasti, koji se u kiseloj sredirmzdvaja/cepa, Sto ukazuje na prisustvo
dva talasa veoma bliskih polutalasnih potencijal&;, ~ 0,1 V). Sa porastom pH
vrednosti, ova razlika polutalasnih potencijalasseanjuje Sto se na polarogramima
manifestuje prisustvom samo jednog talasa pri>p#,0. Takde, na polarogramima
vareniklina jasno je izrazen i drugi katodni ta{d¥ u kiseloj sredini, koji je priblizno
iste visine kao prvi katodni talas. Odavde se meketpostaviti da oba talasa
predstavljaju redukciju sata&em istog broja elektrona.

Poredéi polarografsko ponaSanje brimonidina i vareniklinecavaju se izvesne
slicnosti i razlike. Sknost se ogleda u prisustvu prvog katodnog talasalakupnoj
ispitivanoj oblasti pH. Raalitost se odrazava na nivou drugog talasa, kojirjgupan
kod vareniklina u kiseloj sredini, a izostaje kagionidina (prisutan samo pri pH =
2,0, ali nedovoljno izrazen). Ta#te, ud@ava se razdvajanje prvog talasa vareniklina u

kiseloj sredini, dok kod brimonidina nije pridena ova pojava.
Uticaj pH na polozaj polarografskog talasa brimamdpredstavljen je u vidu

dva linearna segment8&lika 24). Jedndinom E;», = -0,060- pH - 0,167 R = 0,9993)
opisan je prvi segment, a jedir@om E;;, = -0,066- pH - 0,148 R = 0,9981) opisan je
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drugi linearni segment. U preseku ovih pravaca jdahi je vrednost pHJ 7,1 Sto
priblizno odgovara vrednosti pKa = 7,4 brimonidff4>*

Na Slici 24. prikazan je uticaj pH vrednosti na polutalasnigmaijal prvog i
drugog polarografskog talasa (I i Il) varenikli@azlika polutalasnih potencijala ova
dva katodna talasa u kiseloj oblasti izno& ~ 0,5 V. Jedn&nom E;, = -0,064- pH -
0,213 R = 0,9997) opisan je prvi segment, a jednam E;;,= -0,049- pH - 0,347 R=
0,9934) opisan je drugi linearni segment prvog pgeafskog talasa (I) vareniklina. Za
drugi polarografski talas (ll) dobijena je jedima Ei» = -0,056- pH - 0,792 R =
0,9982). S obzirom na prisustvo dva linearna seganeazltitih nagiba koja se odnose
na prvi polarografski talas vareniklina (l) deaprisutnog u celokupnoj ispitivanoj pH
oblasti, dobijena je tka preseka pri pH = 9,0 Sto je priblizno jednakoapX 9,2

vrednosti vareniklin&®

Postojanje pravolinijskin zavisnosti sa atfeim nagibima i pomeranje
vrednosti polutalasnih potencijala sa porastom ph&i da je proces redukcije pod
znaajnim uticajem kiselosti sredine. Pozitivnije vredti polutalasnih potencijala u
kiseloj sredini objaSnjavaju se olakSanom redukeijz &ee protona.

Poredéi zavisnostE;, = f(pH) prvog polarografskog talashrimonidina i
vareniklina udavaju se izvesne 8hosti i razlike. Naime, kod oba leka prisutna je
linearna zavisnost polutalasnih potencijala od pétxosti sredine predstavijena u vidu
dva linearna segmenta, kao i pomeranje polutalapoitencijala ka negativnijim
vrednostima sa porastom pH. Razlika se manifestizj&itim vrednostima pH odnosno
pKa koje odgovaraju thkama preseka linearnih segmenata. Eksperimentaltvaipne
pKa vrednosti podrazumevaju da se vareniklin kabigl baza lakSe redukuje od
brimonidina zbog lakSe protonacije, te otuda iysigo drugog polarografskog talasa
kao posledica dodatne redukcijeredukovane forme vareniklina.

U slkaju kada protonacija elektroaktivne grupe prethimainsferu elektrona,
moze se javiti promena nagilate,»/ApH pri pH > pKa. Ukoliko prvi linearni segment
ima vei nagib od drugog, brzina uspostavljanja kiselinblaane ravnoteze je ¢ U
slutaju kada prvi linearni segment ima manji nagib wasl na drugi, ravnoteza se
uspostavlja sporij&® Kako je VAR jaa baza od BRIM, te secekuje brza i lakda

protonacija VAR, na osnovu prethodno izloZzenog megeakljditi da se pri pH> pKa
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(VAR), sporije uspostavlja kiselinsko-bazna ravidatea kao posledica toga javlja se
smanjenje nagiba linearne zavisnoglie{,/4pH), Sto je nasuprot dodanju u sldaju
BRIM.
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4.1.2. Proavanje elektrohemijskog ponasSanja vareniklina i

brimonidina primenom cikli¢cne voltametrije (CV)

4.1.2.1. HMDE

Primenom cikléne voltametrije na elektrodi viée Zivine kapi (HMDE) préena
je redukcija 1,0 10° M vareniklina u Sirokoj oblasti pH vrednosti od2jo 12,0 u
Briton-Robinsonovom puferu. Ciklovoltamogrami ukpzuna postojanje prvog,
glavnog katodnog pika (Ic) u celokupnoj ispitivanmdji oblasti, koji odgovara prvom
polarografskom talasu (1) vareniklina. Samo u lagstedini javlja se drugi katodni pik
(Ilc) na negativnijim vrednostima potencijala, kaggovara drugom polarografskom
talasu (Il) vareniklina. U povrathom (reverznom) esm javlja se anodni
ciklovoltametrijski pik (l1a), koji se u baznoj siedizjednaava sa prvim katodnim

pikom po visini (intenzitetu struje pika) i pribibm polozaju (vrednosti potencijala

Lua 1 A
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Slika 26A. Reprezentativni ciklovoltamogrami dva katodnaapflc, lic) 1,0- 10° M
vareniklina u BR puferu pri pH vrednostima: (2);2(8) 3,0; (4) 4,0; i pri
brzini promene potencijala= 50 mV §' na HMDE.
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Slika 26B. Reprezentativni voltamogrami prvog katodnog (Ic)anodnog (la)
ciklovoltametrijskog pika 1,0 10° M vareniklina u BR puferu pri pH
vrednostima: (5) 5,5; (6) 6,0; (7) 8,0; (8) 9,0;pii brzini promene
potencijalav = 50 mV §' na HMDE.

pika). Snimanja su izvedena pri r&#iim brzinama promene potencijala: 20, 50 i 100
mV s'. Nekoliko reprezentativnih ciklovoltamograma debih pri razléitim pH

vrednostima i pri brzini polarizacije od 50 mV prikazani su naSlikama 26A, 26B

Promena potencijala ciklovoltametrijskih pikovec,(llic i la) vareniklina u
zavisnosti od pH vrednosti sredine prikazana j&ina 27. Sa porastom pH, potencijal
katodnog pika (Ic) vareniklina pomera se ka neg#tm vrednostima, te je ova
linearna zavisnost opisana jedimom E, = -0,061- pH — 0,231 R = 0,9991). Anodni
pik (la) vareniklina takde pokazuje linearnu zavisnost promene potencijdka p
pomerajdi se ka negativnijim vrednostima sa porastom pH,j&topisano sledem
jedn&inom: E, = -0,062- pH — 0,211 R = 0,9976). Vrednosti potencijala drugog
katodnog pika (lic) takie su pod uticajem pH vrednosti sredine, tako déngarna
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zavisnost i pomeraj potencijala pika ka negatimmijyrednostima sa porastom pH
opisana jednanom: E, = -0,071 pH - 0,574 R= 0,9987).

Ep/V

024 Q Ic
0.1 Q la
OO T T T T T T T
2 4 6 8 10 12
pH

Slika 27. Zavisnost potencijala ciklovoltametrijskog prvodrugog katodnog (Ic, lic) i
anodnog (la) pika 1,0 10° M vareniklina od pH pri brzini promene
potencijalav = 50 mV §' na HMDE.

Redukcija brimonidina pt@na je primenom cikine voltametrije na elektrodi
visete Zivine kapi (HMDE) pri koncentraciji 1,0 10° M BRIM u Briton-
Robinsonovom puferu (pH = 2,0 — 11,0). Bhci 28. predstavljeni su reprezentativni
ciklovoltamogrami na razlitim pH vrednostima dobijeni pri brzini promene eotijala
od 50 mV &. Rezultati ukazuju na postojanje glavnog katodpig (Ic) u celokupnoj
ispitivanoj pH oblasti, koji odgovara prvom polaratskom talasu (I). U kiseloj sredini
na negativnijim vrednostima potencijala javlja selatni katodni pik (lic), koji je bolje
uccljiv na voltamogramima prikazanim rislici 28A. (izdvojenim izSlike 28) i koji
odgovara drugom polarografskom talasu (Il). U remem (povratnom) smeru, prisutan

je anodni pik (la) koji u baznoj sredini dostizesiau priblizno jednaku glavnom
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katodnom piku (Ic). Snimanja su izvedena pri katn brzinama promene potencijala:
5, 10, 20, 40, 50, 80, 100 i 200 mV. s

J 11
. nA ] |C ; 8 9 10
i 6
-4101 45
i 2 3
920 ‘ I | -'

-30 . iy ey
1604 ‘
] la
3b0 — T 1 T T T 1 T r T T T T T T
-010 -0.32 -0.b4 -0.76 -0.98
E. YW

Slika 28. Reprezentativni voltamogrami dva katodna (Ic,) lic anodnog (la)
ciklovoltametrijskog pika 1,0 10° M brimonidina u BR puferu pri pH
vrednostima: (2) 2,0; (3) 3,0; (4) 4,0; (5) 5,05 650; (7) 7,0; (8) 8,0; (9) 9,0;
(10) 10,0 i (11) 11,0; i pri brzini promene patgala v = 50 mV §' na
HMDE.
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Slika 28A. Reprezentativni ciklovoltamogrami dva katodna, (Ic) i anodnog (la)
pika 1,0- 10°> M brimonidina u BR puferu u kiseloj sredini pri pH 2,0 i
3,0; i pri brzini promene potencijale= 50 mV §' na HMDE.

Zavisnost potencijala prvog i drugog katodnog gika lic), kao i anodnog pika
(la) brimonidina od pH vrednosti sredine prikazgeana Slici 29. Uocava se da sa
porastom pH dolazi do pomeranja potencijala svaciklovoltametrijska pika ka
negativnijim vrednostima. U siaju prvog katodnog pika (Ic) linearna zavisnost
predstavljena je jeddmom: E, = -0,066- pH — 0,128 R = 0,9995). Anodni pik (la)
ispoljava takde linearnu zavisnost potencijala pika od pH, Stprjkazano jednanom:
Ep, = -0,069- pH — 0,106 R = 0,9996). Drugi katodni pik (lic), prisutan samdiseloj
sredini, takde ukazuje na linearnu zavisn@&stod pH, Sto je opisano jeddmom: E, =
-0,071: pH - 0,611 R = 0,9940).
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Slika 29. Zavisnost potencijala prvog i drugog katodnog (lic) i anodnog (la)
ciklovoltametrijskog pika 1,0 10° M brimonidina od pH pri brzini
promene potencijala= 50 mV §' na HMDE.

4.1.2.2. BDDE

Elektrohemijsko ponasanje 2;510% M vareniklina prodavano je primenom
cikli¢cne voltametrije u rastvorima 0,5 - 0,005 MS®, i Briton-Robinsonovom puferu
pH = 2,0 — 10,0. Na dat@lici 30. prikazani su ciklovoltamogrami na odsnim pH
vrednostima sredine. Wava se prvi glavni katodni pik (Ic) prisutan u delpnoj
ispitivanoj pH oblasti, sa pomeranjem potencijaleapod -0,35 V do -1,25 V sa
porastom pH vrednosti. Njemu odgovakajanodni pik (1a) jedva je primetan i slabo
izrazen samo u uskoj pH oblasti 7,0 — 9,0. Drudodéai pik (lic) prisutan je samo u
slabo kiseloj sredini (pH = 2,0 — 5,0). Anodni gila) prisutan je na svim vrednostima

pH < 8,0; pricemu se potencijal pika pomera od 0,25 V do 0,6 \psastom pH
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vrednosti. Prikazani ciklovoltamogrami dobijeni gt brzini promene potencijala =
20 mV s*.  Zbog bolje preglednosti, anodni pik (Ila) iz§lmje naSlici 30A.

| pA -
7 pH 3,0
7 pHA4,0
-12.44 pH50
1 pHB0
1 pH 8,0
887 pHoo
_5_2_
_'l_ﬁ_
| I ——
e
oogb M O OO O
0.80 0.32 -0.16 -0 64 -112

E.V

Slika 30. Reprezentativni ciklovoltamogrami dva katodna (Ic) i anodnog (lla) pika
2,5+ 10* M vareniklina u Briton-Robinsonovom puferu pri pH2,0; 3,0; 4,0;
5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 i 10,0; i pri brzini polzaicijev = 20 mV §' na BDDE.
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Slika 30A. Reprezentativni ciklovoltamogrami anodnog (llakai2,5 - 10* M
vareniklina u Briton-Robinsonovom puferu pri  otkaim pH
vrednostima: (2) 2,0; (3) 3,0; (4) 4,0; (5) 5,0) 60; (7) 7,0; (8) 8,0; i pri
brzini polarizacijev = 20 mV &' na BDDE.

Na Slici 31. prikazana je zavisnost potencijala prvog i drugatpdnog (Ic, lic)
kao i prvog i drugog anodnog (la, lla) ciklovoltamjskog pika od pH vrednosti
sredine u Sirokom rasponu pH = 0,1 - 10,0. Waglw prvog katodnog pika (Ic) dolazi do
pomeranja potencijala pika ka negativnijim vredimatsa porastom pH, p&emu su
pomeraji véi pocev od blago kisele sredine, a n&to izrazeni u baznoj sredini.
Prisutna linearna zavisnost u kiseloj sredini ptadgena je jednénom: E, = -0,048-
pH - 0,349 R = 0,9420). Nasuprot tome, drugi katodni pik (ll@kazuje priblizno
ujedn@&ene vrednosti potencijala pika, odnosno ne ispaljan&ajne promene
potencijala pika sa promenom pH vrednosti. Kod aogdpika (lla) zabelezen je uticaj
pH vrednosti sredine, tako da sa porastom pH dalaziomeranja potencijala pika ka
manje pozitivnim vrednostima, te je linearna zavnopisana jeddamom: E, = -
0,055 pH + 0,540 R = 0,9625). Prvi anodni pik (Ia) jedva je primetén baznoj
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sredini) i potencijal pika pomera se ka negatimmijvrednostima sa porastom pH
vrednosti sredine. Potencijali odenih pikova (Ic i lla) u rastvorima 430, takaie su
dati na slici, ali nisu dodatno analizirani zbogmuogunosti porgenja sa ostalim

elektrodama.

1.2 o 9
E IV 5
0.8 o
] [
044 000 G@/WQ’
0.0 lla
- O/M Q
0.4 -
0.8 -
0 2 4 6 8 10

pH

Slika 31. Zavisnost potencijala ciklovoltametrijskih piko2s5- 10* M vareniklina od

pH vrednosti pri brzini promene potencijala od 2¥ si': prvog katodnog

pika (Ic) u @) 0,5 M — 0,005 M KHSO, odnosno u €) BR puferu; drugog
katodnog pika (llc) u ¢) BR puferu; prvog anodnog pika (la) v X BR
puferu; drugog anodnog pika (lla) ¢ X 0,5 M — 0,005 M HSO, odnosno u

(®) BR puferu.

Ciklicnom voltametrijom protavano je elektrohemijsko ponasanje 2,5 D
brimonidina u rastvoru 60, (pH = 0,6 — 1,6) i Briton-Robinsonovom puferu (pH

2,0 — 9,0) u oblasti potencijala od -1,4 V do +@,Reprezentativni ciklovoltamogrami
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na izabranim pH vrednostima (1,0; 3,0; 5,0 i 8, 0gzani su n&likama 32A, 32B.na
kojima se udava jedan dobro izrazen katodni pik (Ic) i dva el@raZzena anodna pika
(la'i lla). Katodni pik (Ic) prisutan je u celokugnispitivanoj pH oblasti, dok je anodni
pik (lla) zabelezen samo u oblasti pH5,0. Prvi anodni pik (la) jedva je primetan u
kiseloj sredini, a jasno @hiv postaje u pH oblasti 7,0 — 9,0. Taley ucdava se
pomeranje katodnog pika (Ic) i njemu odgovaéem anodnog pika (la) sa promenom

pH, za razliku od anodnog pika (lla) kod koga jengoanje zn&jno manje.

-10 -

l/ua | A
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Slika 32A. Reprezentativni ciklovoltamogrami katodnog (Ig)rvog odnosno drugog
anodnog (la, l1a) pika 2,5 - T brimonidina na izabranim pH = 1,0 3,0; i
pri brzini promene potencijala= 20 mV §'na BDDE.

79



l/pA {1 B

-2 4 _p/
0- /4/——#\__,

lla la
pH 5,0

L} I L}
0.5 0.0 -0.5 -1.0 -1.5

E/V

Slika 32B. Reprezentativni ciklovoltamogrami katodnog (Igdrivog odnosno drugog
anodnog (la, l1a) pika 2,5 - T brimonidina na izabranim pH = 5,0 i 8,0; i
pri brzini promene potencijala= 20 mV &' na BDDE.

Na Slici 33. prikazana je zavisnost potencijala ciklovoltametng pika
brimonidina od pH vrednosti sredine. Kod katodndglc) jasno se u@va linearna
zavisnostE, od pH koja ukazuje na pomeranje potencijala pika ka negam
vrednostima sa porastom pH, Sto se moze opisatajegtbm: E, = -0,060- pH — 0,292
(R=0,9984). Kod anodnog pika (lla) zapaza se neznpbmeranje potencijala pika u
jako kiseloj sredini, dok u blago kiseloj sredira porastom pH vrednosti dolazi do
izvesnog pomeranja potencijala pika ka manje poum vrednostima Sto je opisano
jedn&inom: E, = -0,030- pH — 0,452 R = 0,9999). Anodni pik (Ia) jedva je primetan u
kiseloj sredini, zatim belezi linearno pomeranja kegativnijim vrednostima

potencijala sa porastom pH Sto je prikazano jéahoan: E, = -0,052- pH — 0,209 R =

8C



0,8472), dok u baznoj sredini pokazuje konstantmopbgledu svog poloZaja uprkos
promeni pH vrednosti sredine.

1.0+
E /V

P 0.8
-0.64
-o.4- ° o
0.2
0.0
0.2

sl 29O M

0 2 4 6 8 10

Slika 33. Zavisnost potencijala katodnog (Ic) i prvog odrmsinugog anodnog pika (la,
lla) ciklovoltametrijskog pika 2,5 - TOM brimonidina pri brzini promene
potencijalav = 20 mV §'na BDDE.

4.1.2.3. GCE

Elektrohemijsko ponasanje 1,0 -“1® vareniklina prodavano je u pH oblasti
2,15 - 9,2; primenom cikine voltametrije na elektrodi od staklastog ugljan{ikcCE).
Odgovarajde pH vrednosti dobijene su upotrebom sédde osnovnih elektrolita:
HCI/KCI pH = 2,15; CHCOOH/CHCOONa pH = 3,58; 4,60 i 5,40;
NaH,POy/NaHPO, pH = 6,20; 7,02 i 8,05; N#NH,Cl pH = 9,2. NaSlikama 34A,
34B. prikazani su reprezentativni ciklovoltamogrami emiklina, koji ukazuju na

prisustvo jednog katodnog pika (Ic) u direkthom mmé prvog odnosno drugog
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anodnog pika (la, lla) u reverznom (povratnom) amercelokupnoj ispitivanoj pH

oblasti pri brzini promene potencijatas 100 mV &

-10 =

1pa ] A

8 T T T T T T T T T T T 1
15 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1.0 -1.5
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Slika 34A. Reprezentativni ciklovoltamogrami katodnog (IQrvog odnosno drugog
anodnog (la, lla) pika 1,0 10* M vareniklina na izabranim pH = 3,58 i

5,40; i pri brzini promene potencijala= 100 mV §.
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Slika 34B. Reprezentativni ciklovoltamogrami katodnog (Ig)rvog odnosno drugog
anodnog (la, lla) pika 1,0 10* M vareniklina na izabranim pH = 7,02 i

9,20; i pri brzini promene potencijala= 100 mV &.

Uticaj pH vrednosti sredine na potencijal katod(iay, prvog i drugog anodnog
(la, l1a) ciklovoltametrijskog pika prikazan je i&dici 35. Linearna zavisnost katodnog
pika (Ic) ukazuje na pomeranje potencijala pika regativnijim vrednostima sa
porastom pH, Sto je opisano jedmom: E, ¢ = -0,052- pH - 0,340 R = 0,9976).
Veoma skno dogdanje zabelezeno je i kod prvog anodnog pika (EB)etdobijena
prava linearne zavisnosti istog nagildg; . = -0,053- pH - 0,274 R = 0,9972).
Pomeranje potencijala drugog anodnog pika (llankaje pozitivnim vrednostima dato
je jedn&inom: E,;. = -0,061- pH + 0,533 R = 0,9750), Sto ukazuje na olakSanu

oksidaciju u baznoj u odnosu na kiselu sredinu.
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Slika 35. Zavisnost potencijala katodnog (Ic) i prvog odmoslirugog anodnog (la, 11a)
ciklovoltametrijskog pika 1,0 10* M vareniklina pri brzini promene
potencijalav = 100 mV §&.

Elektrohemijsko ponasanje 1,0 - 1M brimonidina primenom cikiine
voltametrije na elektrodi od staklastog ugljenikaCE) prodavano je u pH oblasti od
2,2 do 10,2. Odgovaraja pH vrednosti obezldene su upotrebom sledle osnovnih
elektrolita: HCI/KClI pH = 2,2; CHBCOOH/CHCOONa pH = 3,6 i 5,4;
NaH,PO/NaHPO, pH = 6,0; 7,0 i 8,0; NEINH,CI pH = 8,5; 9,2 i 10,2. N&lici 36.
prikazani su reprezentativni ciklovoltamogrami bomdina pri brzini promene
potencijalav = 100 mV &, koji ukazuju na prisustvo jednog katodnog pike) (i
direkthnom smeru i prvog, drugog i &g anodnog pika (la, lla, llla) u reverznom

(povratnom) smeru u celokupnoj ispitivanoj pH oklas
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Slika 36. Reprezentativni ciklovoltamogrami 1,0 -“1M brimonidina pri odabranim
pH vrednostima (acetatni pufer pH = 3,6 i 5,4; &bsf pufer pH = 6,2 i 8,0;
amonijani pufer pH = 10,2) i pri brzini promene potendijal= 100 mV §;

granine vrednosti potencijala -1,2 Vi +1,6 V.

Na Slici 37. prikazan je uticaj pH vrednosti sredine na pofgidiatodnog (Ic),
prvog, drugog i tréeg anodnog (la, lla, Illa) ciklovoltametrijskog pikbrimonidina.
Kod svih pikova udavaju se linearne zavisno&j odpH. U slwaju katodnog pika (Ic),
linearna zavisnost predstavljena je jednam: Ec = - 0,057 V- pH - 0,232 VR =
0,9983) koja ukazuje da sa porastom pH vredno$dizddo pomeranja potencijala pika
ka negativnijim vrednostima. Prvi anodni pik (laktde belezi pomeranje potencijala
pika ka negativnijim vrednostima potencijala, &mpisano jedré@nom: E, , = -0,061
V - pH-0,133 V R =0,9945). Sa porastom pH vrednosti sredine dalagiomeranja
potencijala drugog anodnog pika (lla) ka manje itpegEm vrednostima, Sto ukazuje na

olakSanu oksidaciju u neutralnoj i slabo baznodsieu odnosu na kiselu sredinu.
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Opisana zavisnost predstavljena je jetimam: E, . = - 0,053 V- pH + 0,534 V R =
0,9869). Kod tréeg anodnog pika (Illa) prisutna su dva linearnaremga sa t&kom
preseka na pHI7,8; pricemu je prvi segment odtenog nagiba opisan jedfiaom:
Epia = - 0,059 V- pH + 1,379 V R = 0,9874), dok je drugi segment paralelan sa
apscisom (pH — osom) Sto ukazuje da u oblastb@H0 nema uticaja stepena baznosti

sredine na polozaj pika.

-0.8 -
-0.4 4
la
0.0
0.4 - )/G/O/Tla/a/e/o/
HE!
0.8 - |
|
|
1.2 1 |
1 1 ' 1 ' L 1 ' 1
2 4 6 I's 10

Slika 37. Zavisnost potencijala katodnog (Ic), prvog, drugageéeg anodnog (la, lla,
llla) ciklovoltametrijskog pika 1,0 - TOM brimonidina pri brzini promene
potencijalav = 100 mV & na GCE.

Dodatna ispitivanja voltametrijskog ponaSanja lomimdina na GCE vrSena su
sukcesivnim cikliziranjem uz promenu smera poteaij

Na Slikama 38, 39.predstavljeni su ciklovoltamogrami 1,0 18I brimonidina
u tri sukcesivna ciklusa sa g®&inim potencijalom 0,0 V na izabranoj pH = 3,6 u

acetathnom puferu. N&lici 38. pctetni smer promene potencijala je ka negativnoj
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graninoj vrednosti od -1,2 V; dok je ndlici 39. dat prikaz ciklovoltamograma sa
pocetnim smerom ka pozitivnoj gramioj vrednosti potencijala od +1,6 V. Péemjem
dogataja na datim slikama dava se slede: kr&uci se najpre do negativhe grane
vrednosti potencijala, prisutni su jedan katodhi @¢) i tri anodna pika (la, lla i llla)
tokom sva tri ciklusa Slika 38); dok prilikom promene potencijala najpre prema
pozitivnoj granénoj vrednosti u prvom ciklusu izostaje drugi anogik (lla), a ostali
pikovi (Ic, la, Illa) su prisutni. U drugom i ttem ciklusu prisutna su tri anodna pika
(la, lla, 1lla) i jedan katodni pik (Ic)Slika 39). 1zostanak drugog anodnog pika (lla) u
prvom ciklusu poéev od 0,0 V ka pozitivnoj gra¢moj vrednosti potencijala ukazuje na
odsustvo elektroaktivne vrste koja bi se mogla ddgati. Nasuprot tome, kada je
pocetni smer potencijala od 0,0 V ka negativnoj gtaaj vrednosti, prisutan je drugi
anodni pik (lla) za koji se moze pretpostaviti @agosledica oksidacije prethodno
nastalog redukovanog oblika elektroaktivne vrste.

-15 -
| / pA

-10 4

54

10
1. ciklus

2. ciklus
154

T T T T T
0.5 0.0 -0.5 -1.0 -1.5

E/V

Slika 38. Ciklovoltamogrami 1,0 - ZOM brimonidina u acetatnom puferu pH = 3,6 pri
brzini promene potencijala= 100 mV &; pasetni potencijal 0,0 V; negativni

granini potencijal -1,2 V i pozitivni gragni potencijal +1,6 V.
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Slika 39. Ciklovoltamogrami 1,0 - I®M brimonidina u acetatnom puferu pH = 3,6 pri
brzini promene potencijala = 100 mV §; pcetni potencijal 0,0 V;

pozitivni granéni potencijal +1,6 V i negativni gratni potencijal -1,2 V.

Elektrohemijsko ponaSanje brimonidina ptauvano je i u fosfathnom puferu pH
= 7,0 Blika 40) pod istim uslovima kao n&lici 38, gde se na prikazanim
ciklovoltamogramima javljaju taki® jedan katodni pik (Ic) i tri anodna pika (la,,lla
[lla) tokom sva tri ciklusa. Za razliku od datgmnja u kiseloj sredini gde je intenzitet
struje katodnog pika (Ic) ztajno vei od odgovarajéeg (prvog) anodnog pika (la),
zapaza se izjednavanje visina prvog anodnog (la) i katodnog pike).([Takate,
primetan je porast visine drugog anodnog pika (itkom drugog i tréeg ciklusa u
odnosu na prvi ciklus, na osnoveiga se moZze pretpostaviti da je tokom ova dva siklu
prisutnija véa koli¢cina redukovane forme brimonidina podloZne oksidacgdnosu na
raspolozivu kokinu tokom prvog ciklusa.
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Slika 40. Ciklovoltamogrami 1,0 - M brimonidina u fosfatnom puferu pH = 7,0 pri
brzini promene potencijala= 100 mV §; posetni potencijal 0,0 V; pozitivni

graniéni potencijal +1,6 V i negativni grafmi potencijal -1,2 V.
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4.1.2.4. Uticaj brzine promene potencijala na iniatet struje

ciklovoltametrijskih pikova

Na svakoj od ispitivanih pH vrednosti snimani skl@voltamogrami vareniklina
i brimonidina pri razkitim brzinama promene potencijala= 5 - 100 mV 8. Na Slici
41. prikazane su reprezentativne pravolinijske zassng = f (%) za katodni pik (Ic)
vareniklina i brimonidina pri pH = 2,0. Linearnaavisnost intenziteta struje
ciklovoltametrijskog katodnog pika (Ic) od kvadragnh korena brzine promene
potencijala, dobijena je u kiseloj sredini na HMDBDDE, Sto je predstavijeno u
Tabeli 4.

@ VAR
0254 @ BRIM

0.20 +
0.15
0.10 - 4

0.05 -

pH 2,0

0.00 T T T T
0.1 0.2 0.3
1/2 12 _-1/2

v IV s

Slika 41. Linearna zavisnost struje ciklovoltametrijskogddriog pika (Ic) vareniklina
brimonidina od kvadratnog korena promene brzinangmdcije pri pH = 2,0 na
HMDE.
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Tabela 4. Zavisnost I, = f (Y na odabranim pH vrednostima dobijena

ciklovoltametrijskom analizom VAR [ BRIM primenom
HMDE/BDDE/GCE.
Lek pH | Elektroda Jednéina prave R

HMDE Ip(uA) = 0,593 v (Vs — 0,007 | 0,996
2,0 | BDDE Ip(uA) = 5,902 (V?s%) + 0,766 | 0,991
GCE nelinearno /
HMDE Ip(uA) = 1,271v7 (V¥*s79) - 0,024 | 0,992
40| BDDE Io(uA) = 9,066 v (V¥*s79) — 1,103 | 0,999

VAR

GCE nelinearno /
HMDE

8,0 BDDE nelinearno /
GCE

20| HMDE | I, (uA)=0,8473" (V*?*s7) -0,023| 0,995
BDDE lp (LA) = 4,470 (V?s79) + 0,090 | 0,999
GCE nelinearno /
HMDE I, (LA) = 3,871 (Vs + 0,765 | 0,989
BRIM | 40| BDDE Ip (MA) = 1,359 (V?s%) — 0,069 | 0,995

3,0

GCE nelinearno /
HMDE

8,0 BDDE nelinearno /
GCE

R- koeficijent korelacije

Na Slici 42. date su reprezentativne pravolinijske zavisnaggriziteta struje
ciklovoltametrijskog katodnog pika (Ic) vareniklinabrimonidina od brzine promene
potencijala,l, = f (v), dobijene na HMDE i GCE pri pH = 8,0. tava se da sa
porastom brzine promene potencijala raste i intehztruje pika, Sto je opisano

odgovarajdim jedn&inama pravca datim Tabeli 5.
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Slika 42. Linearna zavisnost intenziteta struje ciklovoltamgkog katodnog pika (Ic)
vareniklina i brimonidinaod promene brzine polarizacije pri pH = &8
HMDE.
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Tabela 5. Zavisnosti I, = f (v) na odabranim pH vrednostima dobijene

ciklovoltametrijskom analizom VAR i BRIM i primenom
HMDE/GCE/BDDE.
Lek pH Elektroda Jednéina prave R
HMDE nelinearno /
2,0 GCE |o(LA) = 284,4 v (V sT) — 4,682 0,999
BDDE nelinearno /
HMDE nelinearno /
VAR 4,0 GCE Io(uA) = 233,0v (V s7) + 6,905 0,994
BDDE nelinearno /
HMDE I,(uA) = 7,218 v (V sT) + 0,0143| 0,997
8,0 GCE lo(uA) = 248,1v (V s™) + 5,207 0,993
BDDE nelinearno
HMDE Ip(uA) = 2,002 v (V s7) + 0,049 0,992
2,0 GCE I,(uA) = 30,200 v (V s7) - 0,283 0,999
BDDE nelinearno /
HMDE Io(nA) = 3,225 v (V s7) + 0,047 0,995
4,0 GCE lo(uA) = 9,205 v (V s™) - 0,399 0,905
BRIM BDDE nelinearno /
HMDE I,(uA) = 5,980 v (V s7) + 0,081 0,994
8,0 GCE I(uA) = 21,349 v (V s) + 0,831 0,999
BDDE nelinearno /

R- koeficijent korelacije
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Reprezentativni primerilinearne zavisnostilog I, = f (log v) katodnog

ciklovoltametrijskog pika (Ic) vareniklina i brimatina na GCE pri pH = 8,0 prikazani

su na Slici 43. Jedndine pravca sa odgovargjm nagibima na izabranim pH

vrednostima date suTabeli 6.

log IIO

Slika 43.

@ VAR
0.0 - @ BRIM
* )
0.4 1
0.8 1
1.24
1.6 pH 8,0
I ' I ' I ' I
-0.8 -1.2 -1.6 -2.0
log v
Linearna logaritamska zavisnost intenziteta strajklovoltametrijskog

katodnog pika (Ic) vareniklina i brimonidire promene brzine polarizacije
na GCE pri pH = 8,0.
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Tabela 6. Reprezentativne zavisnodtg I, = f (log v) u kiseloj i baznoj sredini

dobijene ciklovoltametrijskom analizom VAR i BRIM rimenom
HMDE/GCE/BDDE.
Lek pH Elektroda Jednéina prave R
HMDE log I, (MA) = 0,483 logv (Vs™) — 0,269 0,997
2,0 GCE log I, (UA) = 0,576 logv (Vs™?) + 2,006 0,998
VAR BDDE log I, (UA) = 0,259 logv (Vs™?) + 0,665 0,994
HMDE log I, (MA) = 1,001 logv (Vs?) + 0,882 0,998
8,0 GCE log I, (UA) = 0,634 logv (Vs?) + 2,112 0,995
BDDE log I, (MA) = 0,434 logv (Vs') + 0,213 0,994
2,0 HMDE log I, (MA) = 0,556log v (Vs™) - 0,066 0,997
GCE log I, (UA) = 0,781log v (Vs') + 0,938 0,993
30 BDDE log I, (UA) = 0,458log v (Vs') + 0,689 0,991
BRIM
HMDE log I, (UA) = 0,756log v (Vs?) + 0,580 0,999
8,0 GCE log I, (MA) = 0,676log v (Vs?) + 1,185 0,999
BDDE log I, (MA) = 0,289log v (Vs') + 0,936 0,996

R —koeficijent korelacije
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4.1.3. Karakterizacija elektrodnog procesa za pw§anje redoks

mehanizma brimonidina i vareniklina

Prowavanjem uticaja kvadrata brzine promene potencijalantenzitet struje
ciklovoltametrijskog katodnog pika (Ic) vareniklindrimonidina, dobijene su linearne
zavisnostil, = f (v'/) u kiseloj sredini na HMDE i BDDETabela 4), $to znai da je
elektrodni proces redukcije vareniklina odnosnomiamidina kontrolisan difuzijom
(Poglavlje 1.4.4.Slika 10). U sltaju GCE nije zabelezena linearna zavisnost.

Uticaj brzine polarizacije na intenzitet strujeloioltametrijskog katodnog pika
(Ic) vareniklina i brimonidina prikazan je Tabeli 5., odakle se utava linearna
zavisnostl, = f (v) u sledéim slwajevima: na GCE za oba leka i na HMDE za
brimonidin (kisela i bazna sredina), dok je na HMB& vareniklin prisutna samo u
baznoj sredini. Odavde se moze zakfjuda dobijene linearne zavisnosti ukazuju na
dominaciju adsorpcije tokom redukcionog elektraglpoocesa (Poglavlje 1.4.48)ika
10.). Primenom BDDE nisu dobijene linearne zavisnosti.

Prowavanjem uticaja logaritma brzine polarizacije na@aldtam intenziteta
struje katodnog ciklovoltametrijskog pika (Ic) vaildina i brimonidina, dobijene su
linearne zavisnostlog I, = f (log v) sa odgovarajtim vrednostima nagiba prave
(Tabela 6). Za vareniklin dobijene su vrednosti nagiba mamje0,5 na HMDE (u
kiseloj sredini) i na BDDE (u kiseloj i baznoj smeq. U sluaju brimonidina, samo na
BDDE u kiseloj i baznoj sredini dobijene su vrednosigiba manje od 0,5. S obzirom
da teorijska vrednost nagiba iznosi do 0,5 za gduoz kontrolisani elektrodni proces
(Poglavlje 1.4.4.Slika 10), moze se izvesti zakljak da je elektrodni proces redukcije
vareniklina primenom HMDE (u kiseloj sredini) i BIE difuziono kontrolisan, kao i
da je proces redukcije brimonidina uz upotrebu BDiBEade kontrolisan difuzijom (u
kiseloj i baznoj sredini). Vrednosti nagiba¢eeod 0,5 ukazuju na prisustvo adsorpcije,
odnosno vrednosti bliske teorijskoj vrednosti od0 lpodrazumevaju potpunu
dominaciju adsorpcije tokom elektrodnog procesayl@dje 1.4.4.) Sto je utdeno i za
redukciju vareniklina primenom HMDE (u baznoj srayli U slwaju vareniklina,
zabelezeno je prisustvo adsorpcije u kiseloj i bazanedini uz upotrebu GCE, kao i u

slu¢aju brimonidina uz upotrebu GCE i HMDE u kiseltyaznoj sredini.
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Prethodno izneti pojeditdai zakljuici o prirodi elektrodnog procesa (na
osnovu zavisnostj, = f (), I, =f (v), log I, =f (log v)) medusobno su usaglaSeni, Sto
vodi generalnom zakljiku o prirodi procesa redukcije vareniklina i brinmina na

odgovarajdoj elektrodi koji je predstavljen Tabeli 7.

Tabela 7.Priroda elektrodnog procesa redukcije VAR i BRIM

na odgovarajéoj radnoj elektrodi.

Lek pH sredine Elektroda Priroda procesa
Kisela Difuzija
HMDE
Bazna Adsorpcija
VAR . - ..
Kisela/bazna GCE Prisutna adsorpcija
Kisela/bazna BDDE Difuzija
Kisela Prisutna adsorpcija
HMDE
Bazna Adsorpcija
BRIM _ _ _
Kisela/bazna GCE Prisutna adsorpcija
Kisela/bazna BDDE Difuzija

Analizom dobijenih polarografskih i ciklovoltamiggkih rezultata utwteno je
da postoje odidene sknosti i razlike tokom elektrodnog procesa redukbijenonidina
i vareniklina, Sto je uslovljeno ghostima/razlikama u strukturi i uticajem pH vredmos
sredine.

* Brimonidin

Zavisnost polutalasnog potencijat ) odnosno potencijala pik&gc) od pH
vrednosti sredine dala je vrednosti nagiba[@® mV/pH, Sto zn& da u procesu
redukcije @estvuje jednak broj protona i elektrona. Primenjégaritamska analiza
polarografskih talasa brimonidina u kiseloj srediala je vrednosti parametoan,, gde
a predstavlja koeficijent prenosa katodne reakcipk d, oznaava broj razmenjenih
elektrona. Odavde su iznanate vrednostin (broj protona) koje se nalaze u rasponu od
1,76 do 1,84; Sto zdada u reakciji redukcije destvuju istovremeno dva protona €
2), odakle sledi da tokom elektrodnog procesa dalazrazmene 2 elektrona. Broj
razmenjenih elektrona potign je i na osnovu ciklovoltametrijskih rezultatagbszirom

da je dobijena razlika potencijala pika i poterieijaa poluvisini pika| Ep.ic — Ep1,2,|c| =
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47,7/0ng) ~ 45 mV; izéega je dobijenm, = 1,06/0,5 = 2,12 ~ 2 za= 0,5°*"" Ute&e

2 elektrona potweno je i iz poluSirine redukcionog DPV pika kojaasiW,,,~ 60 mV
(Poglavlje 1.4.5., jedrtna (22)). Polarografska aktivnost brimonidina u Sirokdj p
oblasti (2,0 — 11,0) predstavljena je katodnim gafa (I), kome odgovara katodni
ciklovoltametrijski pik, Ic. Prema tome, brimonidinpodleze jednostepenoj
dvoelektronskoj redukciji uzéee dva protona u Sirokoj pH oblasti (2,0 — 11,0)udpr
polarografski talas brimonidina (ll), kome odgov&edodni ciklovoltametrijski pik llc,
prisutan je samo u jako kiseloj sredini i na osnpwiblizno istih visina talasa (1 i Il),

pretpostavlja se da je ovo dodatni dvoelektronspen redukcije brimonidina.

Ciklovoltametrijski rezultati ukazuju na postojamjdgovarajdeg anodnog pika
brimonidina (la) giji se potencijal priblizava potencijalu katodnoga (Ic) sa porastom
pH, Sto ukazuje na stepen porasta reverzibilnesiibks procesa. Pri pH < 8,0; razlika
potencijala ovih pikova, taije AE = Eyc — Epa~ 120 mV je zn&jno ve&a od 60 mV,
Sto ukazuje na kvazi-reverzibilnost procesa. Spnagorastom pH rastvora (pH 8,0),
vrednosti intenziteta struje ova dva pika postajiblizno jednake,lpic / lpa~ 1, a
razlike potencijala pikova su bliske vrednosti 60/,MAE = E,c — Epja~ 70 mV.
Odavde sledi da u baznoj sredini redoks proceszgosajveéi stepen reverzibilnosti.

Kako bi se dodatno ispitala reverzibilnost procgsamenjena je voltametrija

pravougaonih talasa (SWV) pri ragtim pH vrednostima.
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Slika 44. SW voltamogrami pri koncentraciji 5,0 - 201 BRIM uz upotrebu GCE u
(A) acetatnom puferu pH = 5,4; (B) fosfathom pufgsii = 8,0; (C)
amonija&nom puferu pH = 10,2l; — ukupna fpotal) struja; Iy — struja
direktnog forward) smera;l, — struja povratnogb@ckward smera. f(= 25
Hz, AEsiep= 2 MV, AEg,= 100 mV,ver = 50 mV §).
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Analizirajuti SW voltamograme prikazane &ici 44, jasno se utava razlika
izmedu rezultata dobijenih na pH = 5,8l(ka 44A.) u odnosu na rezultate dobijene pri
pH = 8,0 i 10,2 $lika 44B, 44C). Naime, u acetatnom puferu (pH = 5,4) dobijena su
dva pika, I¢i Ic”"; a raglanjivanjem na dve komponente, u direktndoryard) smeru
dobijen je jedan pikE, = -0,468 V) koji odgovara katodnom piku (Ic) dampm
ciklicnom voltametrijom, dok je u povratnorbackward smeru dobijen pikE, = -
0,568 V) koji odgovara glavnhom anodnom piku (lapigenom primenom CV. Na
osnovu razlike potencijala ova dva pik&,= 100 mV, kao i zn&jne razlike u visini
ovih pikova, moze se zakljii da je r& o kvazi-reverzibilnom procesu. Na SW
voltamogramima pri pH = 8,0 i 10,3l{ka 44B, 44C) jasno je diferenciran samo jedan
pik (Ic). Intenzitet struje odgovardjeg pika dobijenog u direktnonfofward) smeru
gotovo je jednak intenzitetu struje odgovaéam pika dobijenog u povratnom
(backward smeru, dok je razlika potencijala pikova manja B8l mV. Ovim je
potvrdeno da je u baznoj sredini redoks proces BRIM @&lidan.

Ciklovoltametrijski rezultati ukazuju na postojamjérugih anodnih pikova (lla i
llla), od ¢ega je prvi (lla) uslovljen prethodnom redukcijomntonidina, dok drugi
anodni pik (llla) predstavlja potpuno odvojen/zaseproces.

Prisustvo drugog anodnog pika (lla) u kiseloj snedddgovara oksidaciji
produkta redukcije BRIM nastalog na povrSini elelr tokom prvog ciklusa, Sto je
utvrdeno primenom ciktine voltametrije, | njegova pojava predstavlja pdsle kvazi-
reverzibilnosti redoks procesa. Na osnovu ciklevolktrijskih rezultata da je pri pH >
8,0 doslo do naglog smanjenja intenziteta strujgag anodnog pika (lla) brimonidina
i konatno do njegovog potpunog nestanka, moZze se zitkljla je ova pojava posledica
postignute potpune reverzibilnosti redoks procéd#al] u baznoj sredini.

Rezultati ciklene voltametrije i dobijeni nagib od ~59 mV zavisn&s, = f(pH)
pri pH < 8,0 (Poglavlje 4.1.2.) ukazuje ngexe 1 elektrona i 1 protona u nastanku
drugog anodnog pika brimonidina (Ila). Da bi sevpdib broj razmenjenih elektrona
primenjena je DPV metoda. PoluSirina pik&,f) varira sa porastom pH vrednosti u
intervalu 78 - 107 mV; Sto ukazuje na transfer dkebna tokom elektrodne reakcije
(Poglavlje 1.4.5., jedrna 22)).

Za ispitivanje reverzibilnosti oksidacionog procegaedstavljenog anodnim

pikom (lla), primenjena je voltametrija pravougaotalasa (SWV). Dobijen je anodni
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pik Epia = +0,095 V koji odgovara piku dobijenom primenoid.@Raglanjivanjem na
dve sastavne komponent®r(vard i backward, za drugi anodni pik (lla) dobijeni su
pikovi u oba smera préemu je u povratnombéckward smeru pik pomeren po
potencijalu (+0,130 V) i zri@mjno nizi u odnosu na pik u direktnorferfvard) smeru.
Odavde sledi da je oksidacioni proces predstavijemgim anodnim pikom (lla)
kvazireverzibilan $lika 45). Dokazana kvazireverzibilnost oksidacionog praces

predstavljena lla pikom nije mogla biti konstatoaan CV rezultata (Poglavlje 1.4.6.).

Slika 45. SW voltamogrami drugog i téeg anodnog (lla i llla) pika 5,0 - v BRIM
uz upotrebu GCE u fosfathom puferu pH = 8,6- ukupna total) struja;l; —
struja direktnogforward) smera;jl;, — struja povratnogo@ckwardg smera. f(=
25 Hz,AEs = 2 mV,AEg, = 100 mV,ver = 50 mV §).

Tre¢i anodni pik (llla) brimonidina prisutan je na @kbltamogramima u
opsegu potencijala od -1,2 V do +1,4 V, bilo dap@etni smer ka negativnoj ili
pozitivnoj granénoj vrednosti potencijala. Suzavanjem opsega raghodgncijala (+0,5
V do +1,2 V), takde je dobijen pomenuti anodni pik, Sto vodi zadfu da je ovaj

proces oksidacije nezavisan od ostalih redoks peodéako se na ciklovoltamogramu
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dobijenom u fosfatnom puferu pH = 7,0¢a®a samo odgovarajuanodni pik E, =
+0,967 V) bez ikakvog katodnog piké&k i uz promenu smera primenjenog potencijala,
jasno je da je feo ireverzibilnom procesu oksidacije. P¥auanjem uticaja pH na
potencijal pika BRIM primenom CV, dobijena su dvegsenta linearne zavisnosti
razlicitih nagiba Elika 37). Prvi linearni segment (pH < 8,0) predstavljen je
odgovarajgom jedng&inom sa nagibom 59mV/pH, te odgovara procesimac¢e&em
jednakog broja protona i elektrona. Drugi lineasegment dobijen je pri pEt 8,0 i
paralelan je apscisi, Sto vodi zaklkw da pH vrednost nema uticaja na elektrodni
proces u baznoj sredini. dka preseka ova dva linearna segmenta dobijena fEHpr
pKa = 7,4%**'° koja odgovara deprotonaciji sekundarne amino gropmonidina.
Tvrdnja da llla pik odgovara jednoelektronskoj aksiiji u saglasnosti je sa
poluSirinom DPV pika koja iznosWi, = 103 mV, Sto predstavija karakteristiku
elektrodnih reakcija uz transfer jednog elektrdPaglavlje 1.4.5., jedrna (22)).

Za utvdivanje reverzibilnosti oksidacionog procesa komgadra tréi anodni
pik brimonidina (llla), primenjena je voltametriggavougaonih talasa (SWV). Anodni
pik na potencijaluE, s = +0,845 V odgovara piku dobijenom primenom CV.
Raglanjivanjem tréeg anodnog pika (llla) na dve sastavne kompondotevdrd i
backward, nije dobijen pik u povratnombé&ckward smeru, odakle sledi da je
oksidacioni proces potpuno ireverzibilaSlika 45), Sto je u saglasnosti sa CV
rezultatima.

» Vareniklin

Logaritamska analiza polarografskih talasa vateraku kiseloj sredini ukazuje
na postojanje dve razlte elektroaktivne vrste na povrSini elektrodepira osnovu
postojanja dva linearna segmenta rat#i nagiba na svakoj od analiziranih pH
vrednosti u kiseloj sredini. Primenom logaritamskelize prvog polarografskog talasa
vareniklina u kiseloj sredini oddene su vrednosti parametamm, pri cemu a
predstavlja koeficijent prenosa katodne reakcigk g n, broj razmenjenih elektrona.
Koristeti nagib linearne zavisnosti polutalasnih potenaijald pH i dobijene vrednosti
a ng izra&unate su eksperimentalne vrednosti broja protang koji ucestvuje u
elektrodnom procesu ébela 3). Dobijene vrednostin nalaze se u rasponu 0,67 — 1,43
za pH = 2,0 i 3,0; Sto potdmje weXe jednog protonanf~ 1) u elektrodnom procesu

redukcije obe prisutne elektroaktivne vrste. Na=p#,0; dobijen je samo jedan linearni
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segment sa vrednasa n,= 1,49 im= 1,61; Sto zn& da u procesu redukcijeestvuju

2 protonaifn= 2). S obzirom da nagib linearne zavisnosti polutadggpotencijalai; )
prvog polarografskog talasa vareniklina (I), odreogotencijala E,) prvog katodnog
ciklovoltametrijskog pika (Ic) od pH vrednosti sieel iznosil60 mV/pH u Sirokoj pH
oblasti, to zn& da u procesu redukcijecestvuje jednak broj protona i elektrona.
Odavde sledi da se tokom elektrodne reakcije ragmen2 elektrona. Prema tome, u
jako kiseloj sredini odvija se dvostepena dvoelmddka redukcija vareniklina
okarakterisana sa dva polarografska talasa (lIadjosno dva ciklovoltametrijska pika
(Ic i lic), pri ¢emu se prvi stepen redukcije odvija u dva stupzjace&e po jednog
protona i jednog elektrona, Sto se na prvom polafsgom talasu (I) manifestuje
razdvajanjem gplitting-om, sa razlikom polutalasnih potencijala &8, /70,1 V). U
neutralnoj i baznoj sredini vareniklin podleze jedtepenoj dvoelektronskoj redukciji
uz we&e dva protona okarakterisanoj samo jednim polafsiira talasom (I) odnosno
jednim ciklovoltametrijskim pikom (Ic).

Ciklovoltametrijski rezultati ukazuju na postojamgdgovarajdeg anodnog pika
vareniklina (la) ciji se potencijal pika sa porastom pH priblizavagmzijalu katodnog
pika (Ic), Sto ukazuje na stepen porasta revermbti redoks procesa. Nagib linearne
zavisnosti potencijala anodnog pika (la) od pH wesdi sredine koji izno$ib0 mV/pH
ukazuje da u procesu oksidacij€estvuje jednak broj protona i elektrona. Broj
razmenjenih elektrona potien je i na osnovu dobijene razlike potencijala pika
potencijala na poluvisini pikEEp 1a— Bp12,a| = 47,7/(iNg) ~ 49 mV; odakle se dobijan
= 0,973/0,5 = 1,95 ~ 2eza o = 0,5°*7" Odavde sledi da u procesu oksidacije
predstavljenom ciklovoltametrijskim pikom (lagestvuju dva protona i dva elektrona.

Prisustvo drugog anodnog pika (lla) odgovara okgjdarodukta redukcije
VAR nastalog na povrSini elektrode tokom prvoglusia, Sto je utdeno primenom
ciklicne voltametrije. Iz vrednosti nagiba linearne zao&iE, od pH, koji iznosi (60
mV/pH, Sto znaéi da u procesu oksidacije&estvuje jednak broj protona i elektrona. 1z
razlike potencijala pika i potencijala na poluvisgika | Epia — Bz | = 47,7/60,) ~
72 mV zaa = 0,5 dobijen je broj elektrona koji se razmenjuajkom elektrodne reakcije
i iznosin, = 0,66/0,5 = 1,32 ~ 18*’" Kako u Sirokom rasponu pH vrednosti nije

zabeleZzeno prisustvo odgovarggyg katodnog pika (u reverznom smeru i bliskom po
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vrednosti potencijala pika), mozZze se zakljuda se radi o ireverzibilnoj oksidaciji
produkta redukcije vareniklina (dihidro-vareniklnaz we&e 1 elektrona i 1 protona.
Prisustvo tréeg anodnog pika (llla) nije zabelezeno prilikom idksije

vareniklina ni na jednoj koré&noj elektrodi.
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4.1.4. Redoks mehanizam brimonidina i vareniklina

Dosadasnja pr@avanja elektrohemijskog ponasanja hinoksalina (bdnhzo-
pirazina) koji predstavlja osnovu (jezgro) strulettnrimonidina i vareniklina, uglavnom
Su zasnovana na iavanju procesa njegove redukcije uz upotrebu DMHHEVkao
radne elektrod&:”*® Mehanizam redukcije hinoksalina predstavljen jesigpenim
procesom (I i Il talas) sata&em 2 protona i 2 elektrona po jednom stepenu, tika
prvom stepenu redukcije nastaje 1,4-dihidrohinaksét,QUI), a u drugom stepenu
1,2,3,4-tetrahidrohinoksalin @@UI). Drugi stepen redukcije (Il talas) izuzetnoviza
od pH vrednosti sreding! $to je prikazano n&hemi 3. Oba talasa odgovaraju
redukciji C=N veze u okviru pirazinskog prstenadkisalinske strukture. Odavde sledi
da se potpuna redukcija hinoksalina do tetrahishatsalina (HQUI) odvija samo u
kiseloj sredini. U takvim uslovima, katatiko dejstvo pripisano je 1,4-

dihidrohinoksalinijum-jonu usled disocijacije i efftanja protonaShema 4).*
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I talas II talas

N\ N H
+ .
OH 4 2 H™ katalizovana R X +2H" + 2¢”
= hemijska H
N N
H H

ZT
ZT

transformacija

Iz
Iz

QuI H,QUI H,QUI
(hinoksalin) (1,4-dihidrohinoksalin) (1,2,3,4-tetrahidrohinoksalin)

Shema 3.Mehanizam potpune redukcije hinoksalina u kisstegini*’

H H
H N
N N
C[ j = : : i j
N
M H
H,QUI 1,4-dihidrohinoksalinijum jon

(dihidrohinoksalin)

Shema 4 Katalizator-jon drugog stepena redukcije od dibiiiinoksalina do tetrahidrohinoksalif4.



Detaljnim ispitivanjem Murrey i saradnici utvrdifu i predlozili da se prvi
stepen redukcije hinoksalina (I talas) odvija sfapito uz we&e jednog elektrona i
jednog protona po stupnju, kako je prikazanoSt@mi 5.Na polarogramima u jako
kiseloj sredini (pH = 2, 0 i 3,0) ovakva stupnjaviedukcija manifestuje se cepanjem
(splitting-om) talasd?'®

H H
e N\\ e N\ X e N\
’ s j +e +H' | \ J * +e +H" | N J
N N N
H
QUI H,QUI
(hinoksalin) (dihidrohinoksalin)

Shema 5.Postupni mehanizam redukcije hinoksalina predgmayrvim polarografskim

talasom kroz jednoelektronske stupnjétfe.

Literaturni podaci o pratavanju redoks mehanizma hinoksalina primenom
¢vrstih elektroda veoma su oskudni. U skorije vrgmostavljen je redoks mehanizam
hinoksalina uz upotebu GCE® Njime je potvien reverzibilan dvoelektronski redoks
proces (predstavljen prvim katodnim i prvim anodrgiklovoltametrijskim pikom) u
Sirokoj pH oblasti koji se odvija na C=N vezi pimga, Sto je u skladu sa ranijim
zakljuckom dobijenim primenom DME/HMDE. S obzirom na maégasti ¢vrstih
elektroda da se primenjuju i u oblastima pozitivigbtencijala, ovde je ut#eno
postojanje odvojenog jednoelektronskog procesadakge i to prethodno redukovanog
oblika hinoksalind®

Na osnovu polarografskih, ciklovoltametrijskih, kaododatnin DPV/SWV
rezultata, predlozeni su redoks mehanizmi BRIM iR/Roji stoje u saglasnosti sa do
sada postavljenim redoks mehanizmom hinoksalirezgr sadrzanog u oba leka.

Slicnost koja je udena u polarografskom ponaSanju brimonidina i hiabka
ogleda se u prisutvu prvog katodnog talasa u Sjnolooblasti (2,0 — 10,0), ptiemu su
vrednosti polutalasnih potencijalgf,) slicne i kr&u se u rasponu od priblizno -0,3 V

(pH = 2,0) do priblizno -0,8 V (pH = 10,6)° Priblizno iste visine prvog polarografskog



talasa kod BRIM (Poglavlje 4.1.1Slika 19) i QUI*'® sved@i o razmeni istog broja
elektrona u celokupnoj ispitivanoj pH oblasti. Kajeoza hinoksalin utdeno da prvi
polarografski talas odgovara dvoelektronskoj redukcCc=N veze do 1,4-
dihidrohinoksalina, odavde se zakijje da prvi polarografski talas brimonidina
(BRIM) takode odgovara dvoelektronskoj redukciji (hinoksalingkezgra) do 1,4-
dihidrobrimonidina (1,4-kBRIM) (Shema 6). Razlika koja je utena jeste da kod
hinoksalina postoji linearna zavisndst; od pH sa jedinstvenim nagibom, dok su kod
brimonidina dobijena dva linearna segmenta sa mabmiikom u vrednostima nagiba
(60 mV/pH odnosno 66mV/pH, Poglavlje 4.1.Blika 21). Ova razlika moze se
pripisati uticaju supstituenata: Br na polozaju K ispoljava negativni induktivni
efekat €l tj. sposobnost j@g privia&enja elektronskog para od vodonika) koji se
prenosi na ciklinu strukturu hinoksalina, odnosno imidazolinu nairemgrupi u
poloZaju C6. Ipak, vrednosti nagib@d0 mV/pH potvrda su da tokom redukcije
ucestvuje jednak broj protona i elektrona kako kaabksalina tako i kod brimonidina.
Slicnost u ponaSanju hinoksalina i brimonidina ispa@jae i u pojavi |l talasa u kiseloj
sredini (pH = 2,0 i 3,0). Drugi polarografski talagmonidina (ll) javlja se nd;)
priblizno -0,9 V odnosno -1,0 V, siho kao kod hinoksalinaEg, priblizno -0,9 V
odnosno -0,95 V3*® Ovaj talas predstavija drugi stepen dvoelektronskkikcije od
1,4-dihidrobrimonidina (1,4-(BRIM) do 1,2,3,4-tetrahidrobrimonidina (1,2,3,4-
H,BRIM) (Shema 6).

Porelenjem polozaja prvog katodnog (Ic) i prvog anodndgg)
ciklovoltametrijskog pika brimonidina (Poglavlje142.3.,Slika 36) sa polozajem
pikova hinoksalin¥® dobijenih pri istoj brzini polarizacijev(= 100 mV &) i pH
vrednosti (acetatni pufer pH = 5,4), wteno je da se nalaze na priblizno istim
vrednostima potencijaldf,c 0-0,6 V; Ep1a0-0,5 V). Ovim je dodatno pot#eno da se
dvoelektronski reverzibilni redoks proces odvija @aN vezi hinoksalinskog jezgra
(Shema 6).

Prethodno je utdeno da drugi anodni pik brimonidina (lla) odgovara
jednoelektronskoj oksidaciji prethodno redukovarmgnonidina (Poglavlje 4.1.2.3.,
Slika 36) do nastajanja 2-hidroksi-1,4-dihidrobrimonidin&-@QH-1,4-HBRIM)
(Shema 6), §to je u saglasnosti sa literaturnim podatitt?® Poredéi poloZaj drugog

ciklovoltametrijskog anodnog (lla) pika brimonidirfg, (10,20 V) (Poglavlje 4.1.2.3.,
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Slika 36) sa drugim anodnim ciklovoltametrijskim pikom (Jlhinoksalina E, 10,15
V)*?° dobijenih pri istoj pH vrednosti (acetatni pufed g 5,4) i brzini polarizacijey(=
100 mV §Y, utvideno je da se nalaze na vrlo bliskim vrednostimanmuijala, $to

ukazuje na isto poreklo pik&liema 6).

Potpuno odvojen elektrodni proces od prethodno poitog jeste proces
oksidacije predstavljen pikom lll&Ebema 6B). Re je o jednostepenoj ireverzibilnoj
oksidaciji sekundarnog arométiog amina uz ¢e&e 1 elektrona i 1 protona, pfemu
nastajeN-radikal brimonidina (BRIM), sli¢no radikalima pomenutim u literatdf®*?
Moze se dalje pretpostaviti da je pomenuti radikdd nestabilan i kratkokmog
trajanja, te da verovatno dolazi do reakcije saisarastvargem (vodom). Potweno je
da se aromatni amini nakon oksidacije ne vezuju kovalentno aarpinu elektrode, ali
ostaju kao stabilni radikali u rastvoru ili dolazido njihove

dimerizacije/polimerizacijé®’
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H Br
1,2,3,4-H,BRIM
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BRIM (Brimonidin) BRIM'(N-radikal Brlmomdma)

Shema 6.Predlozeni redoks mehanizam brimonidina u Sirplikdjpoblasti od 2,0 do 11,&. Redukcija Ic) (reverzibilna [a)) pracena

oksidacijom [la);B. Oksidacija [lla). A.* Dodatni stepen redukcije prisutan samo u jako &jskdini (pH = 2,0 — 3,0).



Slicnost u polarografskom ponasanju vareniklina i hgadika je joS izraZenija,
nego u sldaju brimonidina i hinoksalina. Prvi polarografskalas vareniklina (1)
prisutan je u Sirokoj pH oblasti (2,0 — 10,0), kadkod hinoksalina sa inim
vrednostima polutalasnih potencijal ) u rasponu od -0,3 V do -0,8 %2 Visina
prvog polarografskog talasa koja je u celokupnoj gitasti priblizno ista (Poglavlje
4.1.1.,Slika 23), kao i kod QUIX'® ukazuje na razmenu istog broja elektrona. Kako je
za hinoksalin utvdeno da prvi polarografski talas odgovara dvoeleigkoj redukciji
C=N veze do nastajanja 1,4-dihidrohinoksalina, to povi polarografski talas
vareniklina odgovarao dvoelektronskoj redukciji gtrake veze hinoksalinskog jezgra
do 1,4-dihidrovareniklina (1,44¥AR) (Shema 8). Razlika postoji u zavisnod,, od
pH, tako Sto je kod hinoksalina prisutan jedan acaxdok su kod vareniklina dobijena
dva linearna segmenta sa malom razlikom u vrednastiagiba (64 mV/pH odnosno 49
mv/pH (Poglavlje 4.1.1Slika 24). Postojanje dva linearna segmenta moze se giipisa
razlici u strukturi (prisustvo kondenzovanog hetétlusa kod vareniklina). Vrednosti
nagiba (60mV/pH kod hinoksalina i vareniklina ukazuju naéeg&e jednakog broja
elektrona i protona.

Slicnost u polarografskom ponasanju vareniklina i hgadika ispoljava se i
prisustvom drugog polarografskog talasa u oblasti< 6,0. Vrednosti polutalasnih
potencijala drugog talasa hinoksalina u kiselojlstie(E;»0d-0,9 V do -1,1 V):*® koje
su priblizne vrednostima dobijenim za vareniklikanuju da se radi o istom poreklu
talasa za hinoksalin i vareniklin. Ovaj talas ptedfa drugi stepen dvoelektronske
redukcije polazéd od 1,4-dihidrovareniklina (1,44VAR) do 1,2,3,4-
tetrahidrovareniklina (1,2,3,4-MAR) (Shema 8). Na osnovu logaritamske analize
prvog talasa u kiseloj sredini, dobijeno je daisedrni segment manjeg nagiba, koji
odgovara protonovanom obliku vareniklina (HVARIlak3e podloznom redukciji,
smanjuje sa povanjem pH vrednosti rastvora. Nasuprot tome, duZinaarnog
segmenta &g nagiba, koji odgovara redukciji vareniklin-raglik (HVAR), raste sa
porastom pH vrednosti rastvor&hema 7). Kao Sto je logaritamskom analizom
cefetamet®® i 1-fenil-1,2-propandiond’ ranije pokazano, promena duZine segmenata
dodatno potwtuje prethodno izneti zaklifiak da u kiseloj sredini transfer elektrona nije
jednostepeni proces i da sa porastom pH vrednladii protonacija vrsta. U staju

VAR ovo se manifestuje time da u baznoj sredintgosamo jedan talas koji odgovara



redukciji vareniklina (oblika VAR u oblik 1,44VAR) uz istovremeno ¢e&e dva
elektrona i dva protona.

He
N N
\ gt \
HN —— HN
Z Z
N N
VAR HVAR"
(Vareniklin) (Protonovani Vareniklin)
l+ 2H" +2¢ l+e'
N ¥
g T +H +¢ = .
HN | ‘ -<«— HN |
\ N \ N A
N\ P N N\ P .
1,4-H,VAR HVAR®
(1,4-dihidro-Vareniklin) (Radikal Vareniklina)

Shema 7 PredloZeni mehanizam redukcije vareniklina (VARJirokom opsegu pH
vrednosti (2,0 — 10,0); koji se u kiseloj sredimH( < 6,0) odvija u
jednoelektronskim stupnjevima preko intermedijernadjkala.

U kiseloj sredini pri pH < 6,0; oblik 1,4-dihidroseniklin (1,4-HVAR)
redukuje se dalje do krajnjeg oblika 1,2,3,4-tattadvareniklina (1,2,3,4-fVAR), sa
intermedijernom FHkatalizovanom hemijskom transformacijom, kako janije
potvideno za sam hinoksaliShema 3).*’

Ciklovoltametrijskom katodnom piku vareniklina (IE, (0,65 V) (Poglavlje
4.1.2.3., Slika 34A), kome odgovara prvi polarografski talas, odgovara
ciklovoltametrijski katodni pik hinoksalina (I&, 0,65 V)% poratenja su mogta
zbog istih eksperimentalnih uslova (acetatni pyfer= 5,4;v = 100 mV §). Otuda,
pojava ovog pika jeste posledica dvoelektronskeikeife C=N veze hinoksalinskog

jezgra. Odgovarajiem prvom anodnom piku (la) varenikling,(CD,55 V) (Poglavlje
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4.1.2.3.Slika 34A), odgovara prvi anodni pik hinoksalina (&, (0,55 V);° tako da
su ovi rezultati u saglasnosti da jec re reverznom redoks procesu s&eiiem 2
elektrona i 2 protonaShema 8).

Drugi anodni pik vareniklina (llak, 0,2 V) (Poglavije 4.1.2.3$lika 34A.))
odgovara drugom anodnom piku hinoksalina (&, (0,15 V)!'* Ovaj pik jeste
posledica nastanka 2-hidroksi-dihidrovareniklinaQB-1,4-HVAR), kao rezultat
jednoelektronske oksidacije redukovanog oblika ndma (1,4-HVAR) (Shema 8).
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prisutna samo u kiseloj sredini pri pH < 6l&).
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4.2. Kvantitativha analiza vareniklina i brimonidin a

4.2.1. Voltametrijsko odrdivanje vareniklina

S obzirom na prethodno utienu adsorpciju na HMDE i GCE, za odiranje
VAR odabrana je voltametrija pravougaonih talasaolBag&ivanjem i rastvaranjem
(Adsorptive Stripping Square Wave VoltammeftgSSWV). Za odrdivanje VAR uz
upotrebu BDDE, na kojoj nije zapaZena adsorpcijzabiana je voltametrija
pravougaonih talasaS{uare Wave VoltammetrySWV). Voltametrijskoj tehnici
pravougaonih talasa (SWV) data je prednost u odmmsudiferencijalnu pulsnu
voltametrijsku (DPV) tehniku zbog niske rezidua(kapacitivne) struje svojstvene ovoj

tehnici, visoke osetljivosti odnosno niskih limidetekcije, kao i brzine izdnja>°°

4.2.1.1. Optimizacija metoda za odireanje vareniklina

Tokom optimizacije parametara sa ciljem postav§agiektroanalitke metode
ispitivani su: amplituda pulsatEsy/mV), Sirina pulsa (trajanje potencijalnog stepena,
ty/s) odnosno period ciklusay/6) koji seceke izrazava putem frekvencije oscilacija
(f/Hz) i same efektivne brzine promene potencijala/fiV s%). U slusaju kori&enja
HMDE kao radne elektrode, optimizivana je i v&la kapi Zive, dok su kod adsorptivne
tehnike neizostavno optimizovani: vremic{s) i potencijal akumulacije Ey.dV).
Kriterijumi za izbor optimalne pH vrednosti kao istalih optimalnih uslova

(parametara) bili su: odgovarajwblik (Sirina) i intenzitet struje (visina) pika.

4.2.1.1.1. Optimizacija AASSWV/HMDE metode za dgiivanje

vareniklina

Radi utvdivanja optimalne vrednosti amplitude pulsalEg,), variranje
parametra obuhvatalo je slédevrednosti: 10, 25, 50, 75i 100 mV.

11¢



Vrednosti Sirine (trajanja) pulsg,) tokom ispitivanja iznosile su: 2, 51 10 ms,
vrednosti frekvencije oscilovanjd):( 250; 100 i 50 Hz, odnosno vrednosti efektivne
brzine promene potencijalaef) (za potencijalski stepen paanja AEse,= 1 mV):
250; 100 i 50 mV'$.

Tokom utvdivanja optimalne vrednosti vélne kapi, vrednosti su varirane i
iznosile su: 5, 10, 20, 30 50 a. u. (a. @rbitrary unitg.

S obzirom da se radi o adsorptivhoj metodi, ispifen uticaj vremena
akumulacije G = 2, 5, 8, 10, 12, 15, 20 s); i potencijal akunsia(Eacc.= -100, -200,
-300, -400, -500, -600, -700 i -800 mV).

Na osnovu odgovarajag oblika (Sirine) i intenziteta struje (visine)k@i za
odreiivanje vareniklina metodom AdSSWV/HMDE izabrani slede&i optimalni
uslovi: amplituda pulsa od 50 mV, Sirina pulsaoths, frekvencija oscilacije od 100
Hz odnosno efektivna brzina promene potencijald @@ mV &', i veliina Zivine kapi
od 20 a.u. Osim pomenutih izabranih parametaradrativanje na pH = 5,0 (Briton-
Robinsonov pufer) optimalno vreme akumulacije g & potencijal akumulacije -0,4 V,
dok za odrdivanje na pH = 8,0 vreme i potencijal akumulacjgedse 10 s i -0,6 V
(Tabela 8).

Tabela 8.0dabrani optimalni uslovi za odiiganje VAR primenom SWV odnosno
AdSSWYV metode uz upotrebu raih radnih elektroda: HMDE, GCE

i BDDE.
Elektroda| pH | Ep AEsy t f Veff tacc | Eacc
ms Hz mV st
V) | mvy | M| HpmVSY TGty
5,0 | -0,53 8 | 0,4
HMDE 50 5 100 100
8,0 | -0,73 10 | -0,6
4.0 |-0,50 50 5 100 100 8 | 0,4
GCE
8,0 | -0,80 25 10 50 50 10 | -0,6
BDDE 3,5 | -0,53 50 5 100 100 / /

E,— potencijal pikadEsy—amplituda pulsa, — Sirina pulsayer— efektivna
brzina promene potencijalg; frekvencija oscilacijatac.c.— vreme akumulacije,

E.cc— potencijal akumulacije
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4.2.1.1.2. Optimizacija ADSSWV/GCE metode za dok@nje vareniklina

Prilikom optimizacije metode AdSSWV/GCE za atlvanje vareniklina
varirani su sled® parametri: amplituda pulsals,) (10, 25, 50, 75 i 100 mV), Sirina
pulsa §,) (2, 5i 10 ms), frekvencijaf)((250, 100 i 50 Hz), odnosno efektivna brzina
promene potencijala:fy) (250; 100 i 50 mV'9).

Vreme akumulacijet{.): 2, 5, 8, 10, 12, 15 s; i potencijal akumula¢hgcy): -
200, -300, -400, -500, -600, -700 i -800 mV; dodasn varirani s obzirom da se radi o
adsorptivnoj metodi.

Za odrglivanje vareniklina metodom AdSSWV/GCE na pH = 4RYitbn-
Robinsonov pufer) izabrani su slédeptimalni uslovi: amplituda pulsa od 50 mV,
Sirina pulsa od 5 ms, frekvencija oscilovanja od Hy, efektivha brzina promene
potencijala od 100 mV’s vreme akumulacije od 8 s i potencijal akumulaoije-0,4 V.
Optimalni uslovi za odidvanje vareniklina na pH = 8,0 (Briton-Robinsonoufer)
metodom AdSSWV/GCE jesu: amplituda pulsa od 25 méi¥ina pulsa od 10 ms,
frekvencija oscilovanja od 50 Hz, efektivha brzimmmene potencijala od 50 mV*,s

vreme akumulacije od 10 s i potencijal akumulaoge-0,6 mV Tabela 8).

4.2.1.1.3. Optimizacija SWV/BDDE metode za afivanje vareniklina

Tokom optimizacije metode SWV/BDDE na izabranoj pH3,5 (Briton-
Robinsonov pufer) varirani su sléidg@arametri: amplituda pulsa (10, 25, 50, 75 i 100
mV), Sirina pulsa (2, 5 i 10 ms), frekvencija (2500 i 50 Hz) odnosno efektivna
brzina promene potencijala (250; 100 i 50 mY.s

Izabrane su slede optimalne vrednosti parametara: amplituda pdBsg = 50
mV, Sirina pulsd, = 5 ms, frekvencija oscilovanfa= 100 Hz, odnosno efektivna brzina

promene potencijalass = 100 mV & (Tabela 8).



4.2.1.2. Validacija metoda za odfiganje vareniklina

4.2.1.2.1. Validacija AASSWV/HMDE metode za odikanje vareniklina

Slika

Koristeti AASSWV na HMDE i primenjujéi odabrane optimalne uslove za
redukcioni pik vareniklinaH, = -0,53 V) na pH = 5,0 i, = -0,73 V) na pH = 8,0;

dobijeni su voltamogrami u odgovaréum opsegu koncentracija koji su prikazani na
Slikama 46, 47.

I pA

-18-

-10

pH 5,0

-0.40

—
-0.46

T T L T 7
-0.62 -0.68 -0.64

E.V

46. Reprezentativni ADSSW voltamogrami dobijeni u @&mitRobinsonovom
puferu pH = 5,0 za koncentracije vareniklina: (1) 110° M; (2) 2,0- 10°
M; (3) 3,0- 10® M; (4) 5,0- 10® M; (5) 7,0- 108 M; (6) 9,0- 108 M; (7) 1,4
- 107 M; (8) 1,5- 10" M. AdSSWV parametri: amplituda pulsa 50 mV;

Sirina pulsa 5 ms; frekvencija 100 Hz, vreme akwoig 8 s i potencijal

akumulacije - 0,4 V.
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-0.60 -0.68 -0.66 -0.74 -0.82
E.V

Slika 47. Reprezentativni ADSSW voltamogrami dobijeni u &mitRobinsonovom
puferu pH = 8,0 za koncentracije vareniklina: 119+ 10% M; (2) 1,8 10° M;
(3) 2,0- 10% M; (4) 2,5- 10% M; (5) 4,0- 108 M; (6) 6,0- 10° M; (7) 8,0- 10°
M; (8) 1,0- 10" M, (9) 1,2 107 M, (10) 1,4- 10" M. AdSSWV parametri:
amplituda pulsa 50 mV; Sirina pulsa 5 ms; frekvencl0O0 Hz, vreme

akumulacije 10 s i potencijal akumulacije -0,6 V.

Dobijena je linearna zavisnoigt=f (C) u opsegu koncentracija 1,0 01,6 -
10°"M VAR pri pH = 5,0 (Briton-Robinsonov pufer); koja predstavljena jedimom
pravely(nA) = 0,0693 + 2,956 - 1a(M) (R = 0,9993). Odgovaragiilimit detekcije i
limit kvantifikacije iznose.OD = 2,71 - 1M i LOQ = 9,10 - 18 M (Tabela 9).

Metodom AdSSWV/HMDE pri pH = 8,0 (Briton-Robinsonpufer) dobijena je
linearna zavisnost intenziteta struje pika od kotreeije u opsegu od 1,5 - 46 1,5 -
10" M VAR. Odavde je dobijena odgovaraguregresiona jeddma lp(pA) = -4,8171 +
3,316 - 1BC(M) (R = 0,9987), kao i limit detekcije i limit kvantifédcije, LOD = 4,00 -
10°M i LOQ=1,30 - 18 M (Tabela 9).



Poraetenjem dobijenih rezultata primenom AdSSWV/HMDE pH 5,0 i 8,0
moze se zakljgiti da je v&a osetljivost postignuta u blago kiseloj sredinbkjena
nesto niza vrednosLOD), te se i niZze koncentracije VAR mogu otikati sa
dovoljnom pouzdana@s (u skladu sa dobijenom nizom vredéwEOQ).

Preliminarna ispitivanja sa uzorcima krvne plaznkazala su na visoki nivo
kapacitivne struje, $to upuje na interferencije komponenti samog uzorka gtedih
nakon uklanjanja proteina, a pre optéranja vareniklinom, i to na potencijalu bliskom
potencijalu pika VAR. Iz tog razloga, HMDE nije k&fena za odidivanje vareniklina

u uzorku plazme.

4.2.1.2.2. Validacija metode SWV/GCE za aflvanje vareniklina u

opter@nom uzorku krvne plazme

Upotrebom GCE 1 primenom voltametrije pravougaonitalasa sa
obogaivanjem i rastvaranjem (AASSWV), za redukcioni (i = -0,50 V) pri pH =
4,0 (Briton-Robinsonov pufer) i pikef = -0,80 V) na pH = 8,0; dobijena je linearna
zavisnost intenziteta struje pika od koncentragijstom opsegu od 2,0 - '16-8,0 - 10
M VAR. Pomenute zavisnosti opisuju odgovataguegresione jeddame: Ip(nA) =
1,5140 + 2,304 - foc(M) (R = 0,9956) u blago kiseloj sredinip(pA) = -14,858 +
2,284 - 16C(M) (R = 0,9970) u blago baznoj sredini. Odavde su dobiedgovarajte
vrednosti limita detekcije i limita kvantifikacij¢,OD = 7,20 - 1M i LOQ = 2,40 -
10°M pri pH = 4,0; a pri pH = 8,0 dobijeno jeOD = 7,32 - 10M i LOQ= 2,40 - 16
M (Tabela 9). S obzirom da su ove vrednosti priblizno isteZmee konstatovati dze
se za odrdivanje primenom AdSSWV/GCE birati ona pH vrednkaga je u skladu sa
vrstom uzorka.

Nakon postavljenih optimizovanih metoda za ddranje VAR u puferskim
rastvorima, primenljivost metoda proverena je urcmsa humane plazme zdravih
dobrovoljaca optetenih standardom VAR. S obzirom na vrstu uzorka (ike),
izvedena su preliminarna ispitivanja koja su podnagvala primenu adsorptivne SWV i
koja su pokazala visok nivo kapacitivne struje,Atai da dolazi do izvesne adsorpcije

komponenata plazme preostalih nakon uklanjanjaemprat a pre opteéevanja
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vareniklinom, i to na potencijalu bliskom potentijapika redukcije VAR. 1z tog
razloga, za odrvanje u uzorku plazme primenjena je SWV bez adsmmacdvrstoj
elektrodi.

Statisttki parametri dobijeni primenom SWV uz upotrebu GZzEodréivanje
VAR u uzorku plazme opteéenom rastéim nivoima koncentracija vareniklina pod
istim uslovima kao i sami puferski rastvori, prikaz su uTabeli 10.

Za odretivanje VAR primenom SWV/GCE pri pH = 4,0; dobijejgajedn&ina
kalibracione krive [p(uA) = -1,395 + 6,104 106€(M) (R = 0,9911) u opsegu
koncentracija 3,30 10° — 1,10 - 10° M. Odgovarajti limit detekcije i limit
kvantifikacije iznose 9,70107 M i 3,20+ 10° M.

Preciznost metode iskazana je pute@BD (%) vrednosti i za GCE iznosi 4,8 %,
a za ponovljivost metode dobijeno je 3,8 %.

Ispitujuéi robusnost metode, analiziran je uticaj malih peoi parametara kao
Sto su: pH vrednost rastvora, amplituda i Sirinssg@uuticaj brzine promene potencijala
na intenzitet struje pika. Rezultati su ukazalinagveée promene intenziteta struje pika
sa promenom pH vrednosti.

Tatnost i primenljivost predlozene SWV/GCE metode zdrativanje
vareniklina, proverena je odiiganjem VAR u pripremljenom uzorku doziranog oblika
ChampixX tableta (Pfizer Inc.) kojim je optefen uzorak krvne plazme.

U Tabeli 11. prikazani su rezultati taosti fecovery ( %) i preciznosti RSD
(%)) predlozene SWV metode uz upotrebu GCE zadbdarje VAR u uzorcima krvne
plazme optergenim (A) rastvorom standarda VAR i (B) pripremljgnirastvorom
ChampixX tableta. Za odabrane koncentracije rastvora stdadtableta, 5,5 10° M i
8,3+ 10° M VAR, kojima su opteré@vani uzorci, dobijene su odgovaragrecovery
(%) vrednosti: za GCE 103,0 % i 101,0 %, ucsju VAR standarda, dok je u shju
tableta dobijeno 101,0 % i 104,0 %. Osiminiasti, utvdena je i preciznosRSD (%)
odreiivanja i to: za standard VAR uz primenu GCE 1,01 #08 %; a za tablete 1,58
% i 1,45 %.
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4.2.1.2.3. Validacija metode SWV/BDDE za odranje vareniklina u

opter@&nom uzorku krvne plazme

Primenom voltametrije pravougaonih talasa (SWV) BBDE, pra&enjem
redukcionog pikaK, = -0,53 V) na pH = 3,5 (Briton-Robinsonov pufesjpistekla je
regresiona jedr#na I,(uA) = 0,0407 + 1,889 - faC(M) (R = 0,9982) u opsegu
koncentracija 5,00 - 10- 5,00 - 1§ M VAR. Za ovo odrdivanje dobijeni stLOD =
1,50 - 10 M i LOQ= 5,00 - 10 M (Tabela 9).

Primenom SWV na BDDE pri pH = 3,5 (Briton-Robinsemmfer) snimljeni su
voltamogrami uzorka plazme optéemog standardom vareniklina rasta nivoima

koncentracija, a reprezentativni voltamogrami predgeni su neSlika 48.

-2 -
11 pA

-4

EIV

Slika 48. Reprezentativni SW voltamogrami dobijeni upotreb®@DDE u uzoku
plazme optergenog rastéim nivoima koncentracija VAR: (Obplank -
neopteréen uzorak; (1) 2,8-10M; (2) 4,0-1¢F M; (3) 5,5-1¢F M; (4) 8,0-10
®M; (5) 1,1-1¢F M; (6) 1,4-1F M; pri pH = 3,5 (Briton-Robinsonov pufer).
SWV parametri: amplituda pulsa 50 mV; Sirina puisens; frekvencija 100
Hz.
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Linearna zavisnost intenziteta struje pika od kotreeije dobijena je u opsegu
2,80- 10°— 1,40 10° M VAR, $to je predstavijeno regresionom jedinam 1,(uA) =
-0,182 + 0,651 - FA(M) (R = 0,9976). Odgovaragulimit detekcije iznosiLOD = 7,20
- 107 M, a limit kvantifikacijeLOQ = 2,40- 10° M (Tabela 10).

Utvrdena je preciznost metode i izrazena puRSD (%) koja iznosi 2,4 %, dok
je za ponovljivost dobijeno 2,2 %. Proverav@jiobusnost metode, ispitivan je uticaj
malih promena parametara kao Sto su: pH vrednosplida i Sirina pulsa, uticaj
brzine promene potencijala na intenzitet strujeapiRobijeni rezultati ukazali su na
najvete promene intenziteta struje sa promenom pH vreédnos

Primenljivost i t&nost predlozene SWV/BDDE metode za diranje
vareniklina, proverena je putem pripremljenog uaodoziranog oblika vareniklina,
ChampixX tableta (Pfizer Inc.) kojim je optetiean uzorak krvne plazme.

Rezultati t&nosti fecovery (%) i preciznosti RSD (%)) predlozene SW
voltametrijske metode uz upotrebu BDDE za ddmnje VAR u uzorcima krvne
plazme optergenim (A) rastvorom standarda VAR i (B) pripremljenirastvorom
ChampiX tableta dati su uTabeli 11. Odabranim koncentracijama rastvora
standarda/tableta, 5,3.0° M i 8,3+ 10° M VAR opter&eni su uzorci plazme. Dobijene
su odgovarajte recovery (%)vrednosti 102,0 % i 100,2 % u 8hju VAR standarda,
dok je u sldaju tableta dobijeno 99,8 % i 101,7 %. Porethésti, utvdena je i
preciznosRSD(%) metode odidvanja i to: za standard VAR dobijeno je 0,49 %83
%:; a za tablete 0,76 % i 0,87 %.
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Tabela 9. Statistéki parametri odréivanja VAR odgovarajéom voltametrijskom metodom SWV/AASSWYV uz primenu
razliitih radnih elektroda: HMDE, GCE i BDDE.

Opseg koncentracija

Metoda/ Ep ) _ | Regresiona jednéina S SD LOD LOQ
pH linearne zavisnosti R

elektroda V) ) lp (UA), C (M) (1A) WA | (M) (M)
50| -0,53 1,00-1¢ - 1,60-10 1,=0,0693+2,956- 1C 0,0268 | 0,9993 | 0,0557 | 2,71-10° 9,10-10C

AdSSWV/

HMDE

8,0| -0,73| 1,50-1¢°-1,50-10 1,=-4,8171+3,316-1C 0,4422 | 0,9987 | 0,5850 | 4,00-10 | 1,30-10

40| -0,50 2,00-1¢° - 8,00-18 1,=1,5140+2,304-10C 0,5533 | 0,9956 | 0,6747 | 7,20-10 2,40-1C°
AdSSWV/
GCE

8,0/ -0,80| 2,00-10-8,00-16 |,=-14,858+2,284-Toc | 05576 | 0,9970 | 4,7250 | 7,32:10 | 2,40-1C°
SWv/
BDDE 3,5| -0,53 5,00-10' - 5,00-18 1,=0,0407+1,889-10C 0,0095 | 0,9982 | 0,0195| 1,50-10 5,00-10

S, — standardna devijacija od$a , R — koeficijent korelacijeSD— standardna devijacijal.OD — limit detekcije,
LOQ- limit kvantifikacije.



Tabela 10.Statistéki parametri validacije oddavanja VAR primenom SWVna GCE ili BDDE u optéemnom uzorku krvne

plazme.
Opseg koncentracija _ .

Metoda/ E, Regresiona jedn&na S SD LOD LOQ

pH linearne zavisnosti R
elektroda V) M lp (UA), C (M) (LA) (LA) (M) (M)
SWV/ 6 5 ; .
GCE 4,0 -0,50 3,300°-1,1010 1,=-1,395+6,10410°C | 1,9736 | 0,9911| 0,7533 9,10 3,2010
SWV/ 6 5 ; .
BDDE 3,5| -0,53 2,800°-1,4010 1,=-0,182+0,6510° C | 0,1562 | 0,9976| 0,057 7,20 2,4010

S — standardna devijacija od&e, R — koeficijent korelacijeSD— standardna devijacija,
LOD- limit detekcije LOQ — limit kvantifikacije.

Tabela 11.Tatnost (ecovery( %) i preciznost RSD(%)) predlozenih voltametrijskih metoda (SWV/GC&WV/BDDE)
za odrdivanje VAR u uzorcima krvne plazme optézaim (A) rastvorom standarda VAR, (B) pripremljenim

rastvorom Champfktableta.

A B

Nadeno Recovery| RSD Nadeno Recovery| RSD

Metoda Uzorak Do%Iato 6 y Uzorak Dggato 6 Y
(10° M) (10° M) (%) (%) (10° M) (10° M) (%) (%)
SWV/ VAR 5,50 5,73;5,70; 5,62 103,0 1,01 Champifcﬁ’ 5,50 5,48; 5,62; 5,52 101,0 1,58
GCE standard 8,30 8,45; 8,25; 8,58 101,0 1,98 tablete 8,30 8,70; 8,57; 8,78 104,0 1,45
SWV/ VAR 5,50 5,65; 5,62; 5,67 102,0 0,49 Champifcﬁ’ 5,50 5,48; 5,50; 5,51 99,8 0,76
BDDE standard 8,30 1,39; 1,40; 1,42 100,2 0,83 tablete 8,30 8,52; 8,39; 8,42 101,7 0,87
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4.2.2. Voltametrijsko odredivanje brimonidina

Za odreivanje BRIM odabrana je diferencijalno pulsna voitdrija
(Differential Pulse VoltammetryDPV) i voltametrija pravougaonih talas&guare
Wave VoltammettySWV) uz upotrebu BDDE. Uz primenu GCE, za ddranje

brimonidina izabrana je diferencijalno pulsna vaitdrijska (DPV) tehnika.

4.2.2.1. Optimizacija metoda za odreanje brimonidina

Postupak optimizacije parametara sa ciliem postajd] elektroanalitke
metode obuhvatao je ispitivanje: amplitude pulg&s(/mV), Sirine pulsa (trajanje
potencijalnog stependy/s), efektivne brzine promene potencijalamV s’ odnosno
frekvencije oscilacija f(Hz), kao i izbor optimalne pH vrednosti u odnosa n

odgovarajudi oblik i intenzitet struje pika.

4.2.2.1.1. Optimizacija DPV/BDDE i SWV/BDDE metoda

odrdivanje brimonidina

Optimizacija DPV/BDDE metode obuhvatala je varieasjedéih parametara:
amplitude pulsagEpusa = 25; 50 ili 100 mV), Sirine pulsdy(isa = 50, 75 ili 100 ms),
trajanja celog perioda (trajanje saopstenog putsaatednog)t{ep, = 0,5; 1 ili 5 s) i
stepena potencijaladEsiep = 5, 10 ili 15 mV) odnosno efektivne brzine proreen
potencijala (et = 1 — 30 mV'3).

Izabrani su optimalni DPV parametri: amplituda pul$00 mV; Sirina pulsa, 75
ms; i efektivha brzina promene potencijala, 30 iV s

Za SWV/BDDE metodu varirani su sledlg@arametri: amplituda pulsalEsy =
25, 50 ili 100 mV), vreme trajanja pulgg £ 25, 50 ili 100 ms) odnosno frekvencifa=(
1/2t, = 20, 10ili 5 Hz), stepen posanja potencijalagEsiep= 5 ili 10 mV) odnosno
efektivna brzina promene potencijalai(= 50 — 400 mV 3).
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Izabrane su slede optimalne vrednosti SWV parametara: amplitudagdio0
mV, Sirina pulsa 100 ms, frekvencija 10 Hz, stegmvetanja potencijala 5 mV
odnosno efektivna brzina promene potencijala= 50 mV &',

Na osnovu odgovarajeg oblika i intenziteta struje katodnog pika doiijg
primenom cikléne voltametrije, odabrana je optimalna pH vredriost M H,SOy) za
odredivanje brimonidina DPV/BDDE odnosno SWV/BDDE metado

S obzirom na specinost uzorka — @a vodica, kao i da je u njemu bilo
adekvatnije zasnovati odfeanje na oksidacionom piku (svojstvenom samo
brimonidinu), metoda DPV/BDDE dodatno je optimizogalzabrani su optimalni DPV
parametri: amplituda pulsa, 50 mV; Sirina pulsa,b§; i efektivna brzina promene

potencijala, 50 mV'§

4.2.2.1.2. Optimizacija DPV/GCE metode za afivanje brimonidina

Tokom optimizacije DPV/GCE metode varirani su stegerametri: amplituda
pulsa AEyusa = 25; 40 ili 50 mV), Sirina pulsay(isa= 10; 50 i 100 ms), trajanje celog
perioda (trajanja saopstenog pulsa do naredrigg)=0,5; 1 ili 5 s) i stepen potencijala
(4Estep= 2; 5 ili 10 mV) odnosno efektivna brzina promgrgencijala e = 1 — 20 mV
sh.

Izabrani optimalni DPV parametri jesu: amplitudaspi 50 mV; Sirina pulsa, 50
ms; i efektivna brzina promene potencijala, 5 iV s

Optimalna pH vrednost (fosfatni pufer pH = 6,0) bmna je na osnovu
odgovarajdeg oblika i intenziteta struje katodnog pika dofbgg primenom cikline

voltametrije.



4.2.2.2. Validacija metoda za odfiganje brimonidina

4.2.2.2.1. Validacija DPV/BDDE i SWV/BDDE metode adraiivanje

brimonidina u doziranom obliku

Za odretivanje brimonidina u puferu i doziranom obliku —pkaa za di,
uspesSno su primenjene dve voltametrijske tehnik&karistenje BDD elektrode kao
radne: diferencijalno pulsna voltametrija (DPV) oltametrija pravougaonih talasa
(SWV). Obe pulsne tehnike odlikuju se izuzetnomiriwm izvadenja i niskim limitom
detekcije.

Detaljno ispitivanje uticaja pH vrednosti rastvotkazalo je na najbolju
diferenciranost katodnog pikd& 0 -0,3 V), kao i na naju@ intenzitet struje pika u
kiseloj oblasti (0,1 M KSQO,). Elektroanalittko odretivanje brimonidina zasnovano je

-60 -
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Slika 49. Reprezentativni DP voltamogrami na BDDH) 0,1 M H,SQy; i
odgovarajdih koncentracija u opsegu od) (2,0- 10° M do (°) 3,0 10° M
BRIM (0,1 M H,SQy).
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upravo na ovom katodnom piku, a reprezentativni DP voltgrami u opsegu
koncentracija od 2,010°— 3,0- 10°M BRIM prikazani su n&lici 49.

U Tabeli 12. prikazani su odgovarajustatisttki parametri za elektroanatito
odreiivanje BRIM primenom DPV i SWV metode (0,1 M&0D,).

Primenom DPV metode dobijena je linearna zavissigstala — intenziteta struje
katodnog pika od koncentracije u opsegu od 2,00° — 3,00- 10° M BRIM, koja je
predstavljena regresionom jedmoom I,(nA) = 0,553 + 1,018 106° C(M) (R = 0,9989).
Odgovarajui statisttki parametri iznose: limit detekcijeOD = 6,31 -107 M i limit
kvantifikacije LOQ = 2,10 10° M (Tabela 12)

Primenom SWV metode na BDDE za atlvanje BRIM, dobijena je linearna
zavisnost intenziteta struje pika od koncentragipsegu od 5,00 - 101,50 - 16 M,
koja je predstavljena regresionom je¢inam I,(nA) = -0,015 + 0,713 - foc (M), sa
koeficijentom korelacijeR = 0,9998. Dobijeni limit detekcije izno&iOD = 1,28 - 10
M, a limit kvantifikacije,LOQ = 4,28 - 10 M (Tabela 12).



Tabela 12.Statistéki parametri DPV/BDDE i SWV/BDDE metoda za odireanje BRIM (0,1 M HSQOy).

Opseg koncentracija . .
Metoda/ } ) _ Regresiona jedn&ina S SD LOD LOQ
pH linearne zavisnosti R
elektroda " lp (UA), C (M) () 77y (M) (M)
DPV/ 6 .
1,0 | 2,0010° - 3,0010° 1,=0,553+1,018-10C 0,2141| 0,9989| 0,4404 6,30’ 2,1010
BDDE
SWV/ 7 5 7 7
BDDE 1,0| 5,0010°-1,5010 1,=-0,015+0,713.0° C 0,0304 | 0,9998| 0,0549 1,28 4,2810

S, — standardna devijacija odge, R — koeficijent korelacijeSD— standardna devijacija,
LOD - limit detekcije LOQ — limit kvantifikacije.

130



Taénost i preciznost oddévanja DPV/BDDE metodom procenjene su na osnovu
uzastopnog petostrukog merenja (n = 5) za dve adabkoncentracije sa kalibracione
krive, 2,00- 10° M i 1,00 - 10° M BRIM. Intra-day preciznost (preciznost tokom
jednog dana) metode izrazena je putem relativnedatane devijacijeRSD i iznosi
0,10 % za véu odabranu koncentraciju, a manja preciznost dohijje za nizu
odabranu koncentraciju i iznosi 3,65 Yter-day preciznost (preciznost tokom tri
uzastopna dana) proverena je t&&kaa dve odabrane koncentracije sa kalibracione
krive, 2,00- 10°i 1,00+ 10° M, i dobijene su vrednosRSD= 2,57 % za nizu RSD=
0,98 % za viSu koncentracijuntra-day tatnost izrazena je procentnim prinosom
odnosno vrednd@s recovery (%)i za nizu koncentraciju iznosi 94,00 %, a za viSu
101,00 %. Proveronnter-day tatnosti dobijeni su slede rezultati: recovery (%) =
95,50 % za nisku koncentracijuacovery (%) = 99,90 % za visoku koncentraciju.

Za SWV/BDDE metodu proverena je preciznost u tanpg danalftra-day
preciznost) za dve izdvojene koncentracije sa kadilone krive (2,00 10° M i 1,00-
10° M BRIM) putem pet uzastopnih merenja € 5) i izrazena kroz relativnu
standardnu devijacijlRSD= 0,78 % za viSu koncentraciju, odnoR8D= 4,55 % za
nizu koncentraciju. Takie, ispitana je preciznost i u toku tri uzastopnaadinter-day
preciznost), te su dobijene relativne standardngjatge, RSD = 0,97 % za nizu
koncentraciju, odnosnBRSD= 2,57 % za viSu koncentracijintra-day tacnost iznosi
recovery (%)= 99,00 % za niZzu koncentraciju, dok je za viSundanmtraciju manja
tatnost i iznosirecovery (%)= 91,00 %.Inter-daytanost iznosi za nizu koncentraciju

recovery (%) 99,50 %, odnosneecovery (%)= 89,70 % za viSu koncentraciju.

Provera primenljivosti metoda DPV/BDDE i SWV/BDDB,1 M HSO,) za
odrelivanje BRIM u doziranom obliku — kapima zai0Alphagarf uradena je
metodom standardnog dodatka. Nglika 50. prikazani su odgovaraju SW

voltamogrami.
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Slika 50. SW voltamogrami na BDDE zdl)(0,1 M HSO,, (2) Alphagarf dozirani
oblik (kapi za @i) (0,1 M H,SQs), (3) nakon dodatka rastvora 2,30° M
BRIM standarda u prethodni rastvay.(

Preciznost odrivanja BRIM u kapima za &, Alphagarf, slicna je kod obe
primenjene metode: za DPV iznd®ED= 3,82 %, a za SWV iznoRSD= 2,14 %, kao
i tacnost koja za prvu metodu iznasicovery(%) = 98,00 %, a za drugacovery(%) =
102,00 % Tabela 13).

Tabela 13.Tatnost (ecovery (%) i preciznost RSD (%)) predlozenih voltametrijskih
metoda (DPV/BDDE i SWV/BDDE) za odtwanje BRIM u doziranom
obliku Alphagaf? (kapima za &) (n = 5).

Uzorak Metoda Dodato Izmereno | Preciznost,| Recovery
(M) (M) RSD (%) (%)
DPV 5,5- 10° 5,34- 10° 3,82 98,00
Alphagar?
SWV 5,5- 10° 5,60- 10° 2,14 102,00
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4.2.2.2.2. Validacija DPV/GCE metode za odireanje brimonidina u

doziranom obliku

Elektroanalittko odretivanje brimonidina, primenom GCE i diferencijalne
pulsne voltametrije (DPV) pri pH = 6,2 u fosfatngmferu, zasnovano je na dobro
diferenciranom katodnom pikief = -0,54 V).

Linearna zavisnodp = f (C) dobijena je u opsegu koncentracija 5,00’ M do
5,00 10° M BRIM, a odgovarajéa regresiona jeddima jeste:l, (UA) = — 0,296 -
0,145- 10° C (M) (R = 0,9983). Odavde su iztanati limit detekcije LOD) i limit
kvantifikacije (OQ) koji iznose:LOD = 1,60- 10’ M i LOQ = 5,30- 10" M (Tabela
14).
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Tabela 14 .Statisttki parametri odréivanja BRIM primenom DPV/GCE pri pH = 6,2 (NaPOW/Na;HPQy).

Opseg koncentracija

Metoda/ ] _ | Regresiona jednéina S LOD LOQ
pH linearne zavisnosti R

elektroda M) I, (LA), C (M) (LA) (M) (M)

DPV/ . 5 . .

GCE 6,2| 5,00-10°-5,00- 10 lp= -0,296-0,1480°C | 0,0077 | 0,9983| 1,6010° | 5,30- 10

S — standardna devijacija odge, R — koeficijent korelacijel-OD — limit detekcije LOQ — limit kvantifikacije.

134



Primenljivost postavljene voltametrijske metode y@rena je u doziranom
obliku — kapima za @& Alphagarf (0,2 % brimonidin-tartarat, Allergan, Irska),
metodom standardnog dodatk8lika 51) (kao i prethodno u staju BDDE). Za
dodatu kolsinu Alphagafl kapi za @i koja odgovara ukupnoj koncentraciji 1,000°
M BRIM u elektrohemijskofeliji, nadeno je 0,97 10° M BRIM (Tabela 15).

0.2pA !

: : — :
09 08 -07 -06 05 04 -03 -0.2
E (V)

Slika 51. DP voltamogrami (—) fosfatnog pufera pH = 6,2;-)-nakon dodatka
Alphagarf kapi za @i; (---) nakon dodatka standardnog rastvora BRIN&ako
odgovara koncentraciji 1,00 - 1 BRIM u prethodni rastvor (:---). DPV
parametri; amplituda pulsa 50 mV; Sirina pulsa 58; fiarzina promene

potencijala 5 mV's.

Preciznost ovog oddévanja proverena je putem 5 ponovljenih merenja 6) i
izrazena relativnom standardnom devijacijoRED = 5,23 %. Dobijena vrednost
potvrduje dobru ponovljivost rezultata odnosno d@ivanja, uzevsi u obzitinjenicu da
poliranje povrSine GCE pre svakog merenja jestezasnoj maloj meri) potencijalni
uzrok, promene radne povrSine elektrode i postedivarijacije u dobijenom
analitckom signalu (intenzitetu struje pika). cFepst odrdivanja izrazena je putem
recovery (%)rednosti i iznosi 97,0 %l@bela 15). Predlozena DPV metoda pokazala
je dobru specitinost i selektivnost zadrzavanjem dobro definisanagika i

konstantno& polozaja pika.
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Tabela 15. Preciznost i ténost odrdivanja BRIM primenom predlozene DPV/GCE

metode pri pH = 6,2 (fosfatni pufer) u doziranomiiku - Alphagarf
kapima za & (broj merenjan = 5).

Uzorak/ Metoda/Elektroda Dodato | Nadeno | Preciznost,| Recovery
analit (M) (M) RSD (%) (%)
Alphagarf/
B:Ng DPV/GCE 1,00 - 18| 0,97 - 10 5,23 97,00

RSD- relativnha standardna devijacija

4.2.2.2.3. Validacija metode DPV/BDDE za odreanje brimonidina u

optei@nom uzorku éne vodice

Za razliku od dosadasnjeg odreanja brimonidina u kiseloj sredini zasnovanog
na redukcionom piku, u skladu sa prirodom (vrstdnoloSkog uzorka, odtivanje
brimonidina u ©¢noj vodici zasnovano je na oksidacionom pilgy (0 +0,95 V) u
baznom podrtju primenom metode DPV/BDDE.

Prethodno je ispitana pH zavisnost intenzitetajestnksidacionog pika DPV
metodom u univerzalnom Briton-Robinsonovom pufepti = 5,0 - 10,0), odakle je
utvrdeno da je oksidacioni pik dobro diferenciran i davssoke vrednosti struje pika
postignute u baznom podiju (Slika 52).
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pH

Slika 52. Zavisnost intenziteta struje anodnog DPV pika 5,00° M brimonidina od
pH (Briton-Robinsonov pufer pH = 5,0 — 10,0).

S obzirom na prirodu uzorka i nastojanje da uzavatane u Sto V®] meri
nepromenjen, ukliguju¢i i jednu od osnovnih prednosti voltametrijske nakgto-
minimalnu pripremu uzorka, celokupno odiranje BRIM u bioloSkoj ténosti (&noj
vodici) vrSeno je u fosfathom puferu (NgOJ/Na,HPQ,, pH = 8,0), in&e prirodnoj
komponenti pojedinih bioloSkih &aosti odgovornoj za regulaciju i odrzavanje
konstantne pH vrednosti.

Na Slici 53. prikazani su reprezentativni DP voltamogrami u egps
koncentracija od 5,0010°- 5,00- 10°M BRIM pri pH = 8,0 (fosfatni pufer).
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Slika 53. Reprezentativni DP voltamogrami anodnog pika BRIM opsegu
koncentracija od1) 5,0- 10°do (5) 5,0- 10°M BRIM u fosfatnom puferu

pH = 8,0.

Primenjuj&i DPV metodu, dobijena je linearna zavisnost inieta struje
anodnog pika brimonidina od koncentracije u opsat)®,00 10°- 5,00- 10°M, &to je
predstavljeno regresionom jedirgom I, (10° A) = -0,388 + 0,854 1¢° C (M) (R =
0,9924). Odgovaraiii statistitki parametri iznose: limit detekcijeOD = 1,94- 10° M
i limit kvantifikacije, LOQ = 6,46: 10° M (Tabela 16).
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Tabela 16.Statisttki parametri validacije DPV/BDDE metode za atlvanje BRIM u opteréenom uzorku

oc¢ne vodice pri pH = 8,0 (fosfatni pufer).

Opseg
Metoda/ oH koncentracija Regresiona jednéina S R LOD LOQ
elektroda linearne zavisnosti I, (10%A), C (M) (108 A) (M) (M)
(M)
DPV/ 5 5 5 5
BDDE 8,0| 5,0010°-5,0010° | 1,=-0,388+0,854-10C | 0,5517 | 0,9924| 1,9410° | 6,46- 10

S, — standardna devijacija od&e, R — koeficijent korelacijel.OD — limit detekcije LOQ — limit kvantifikacije.
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Rezultati t&nosti fecovery (%) i preciznosti RSD (%)) predlozene DPV
metode na BDDE za odtwanje brimonidina u uzorcimacoe vodice optekenim
rastvorom standarda BRIM date sTabeli 17. Intra-day preciznost (preciznost tokom
jednog dana) metode odieanja procenjena je na osnovu uzastopnog petasiruk
merenja (n = 5) za tri odabrane koncentracije (1,30°% 3,00+ 10° i 5,00- 10° M
BRIM) sa kalibracione krive i izrazena putem relaé standardne devijacij&ED i
iznosi 5,38 % za naj¢e odabranu koncentraciju, a najmanja preciznobijeima je za
najnizu odabranu koncentraciju i inosi 6,68 %. Rrom Inter-day preciznosti
(preciznost tokom tri uzastopna dana) na osnovu&enja (n = 9), dobijene su
vrednostiRSD = 8,65 % za nizu RSD= 10,09 % za viSu koncentracijintra-day
tatnost izraZzena je procentnim prinosom odnosno vr&idnaecovery (%)i za najnizu
koncentraciju iznosi 94,73 %, a za najviSu 87,40 Bfoverom Inter-day tacnosti
dobijeni su sled@ rezultati: recovery (%) =107,33 % za nisku koncentraciju i

recovery (%) =94,12 % za visoku koncentraciju.
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Tabela 17.PreciznostRSD (%) i tacnost ¢tecovery (%) primenjene DPV/BDDE metode za

odretivanje BRIM u opteréenom uzorku éne vodice pri pH = 8,0 (fosfatni pufer).

Analit Metoda/ Dodato Izmereno Preciznost Recovery
Elektroda (M) (M) RSD (%) (%)
Intra-day (n = 5)
1,50- 10° 1,42- 10° 6,68 94,73
3,00- 10° 3,18- 10° 4,07 106,20
BRIM 5,00- 10° 4,36 10° 5,38 87,40
DPV/BDDE
standard
Inter-day(n = 9)
1,50- 10° 1,61 10° 8,65 107,33
3,00- 10° 3,30- 10° 11,83 110,00
5,00- 10° 4,71- 10° 10,09 94,12
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Kratkoro ¢na stabilnost Short term stability proverena je putem tri odabrane
koncentracije sa kalibracione krive: 1,500°M; 3,00 10° M i 5,00+ 10° BRIM na
sobnoj temperaturit = 25 °C) nakon stajanja od 4 sata. Na osnovu Znjerh = 3)
dobijene su odgovaraje vrednosti odstupanjé). za koncentraciju 1,50 10° M
BRIM iznosi 15,76%, za koncentraciju 3,0010° M BRIM iznosi 1,86% i za
koncentraciju 5,0010°M BRIM iznosi 6,18% Tabela 18).

Tabela 18: Kratkorazna stabilnost§hort term stability (nakon 4h stajanja) primenjene
DPV/BDDE metode za oddevanje BRIM u opteréenom uzorku éne
vodice pri pH = 8,0 (fosfatni puferip & 3).

_ Koncentracija Odstupanje
Analit Metoda/elektroda
(M) (%)
1,50- 10° 15,76
BRIM

DPV/BDDE 3,00- 10° 1,86

standard
5,00- 10° 6,18

Dugoro¢na stabilnost (ong term stability ispitana je u tokucuvanja
(zamrznuto) u trajanju od dva meseca na osnovu ababrane koncentracije sa
kalibracione krive: 3,00 10° M i 5,00 - 10° BRIM. Na osnovu merenja (3 merenja
svake koncentracije u triplikatup & 3) svake koncentracije, dobijene su odgov&emaju
vrednostiodstupanja (%hna osnovu formule26): za koncentraciju 3,0010° M BRIM
iznosi 1,63% i za koncentraciju 5,000°M BRIM iznosi 3,56% Tabela 19).
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Tabela 19: Dugoraina stabilnost Llong term stability (nakon dva meseca)
primenjene DPV/BDDE metode za odreanje BRIM u opteréenom
uzorku @ne vodice pri pH = 8,0 (fosfatni pufen € 3).

Analit Metoda/elektroda Koncentracija Odstupanje
(M) (%)
3,00- 10° 1,63
BRIM
DPV/BDDE
Standard
5,00- 10° 3,56

Rezultati provere stabilnosti analita (3 merenjakevkoncentracije u triplikatu)
nakon 3 cikluszamrzavanja i odmrzavanja (Freeze and thaw stabilijyprikazani su
u Tabeli 20, odakle se utava porastecovery (%)vrednosti od 106,00% do 127,66%
(tj. odstupanja od 6,00% do 27,66%) za koncentis&;p0- 10° M BRIM, odnosno od
95,34% do 129,32% (tj. odstupanja od -4,66% doZ%)3 za koncentraciju 5,00L0°
M BRIM, polazei od prvog ka tréem ciklusu.

Tabela 20. Stabilnost analita-brimonidina tokom tri ciklusanzrzavanja/odmrzavanja
(izrazena putemecovery (%)vrednosti) primenom DPV/BDDE metode u
opteréenom uzorku &ne vodice pri pH = 8,0 (fosfatni pufer) (broj

merenjan = 3).

Analit Metoda/Elektroda] Ciklus Dodato Izmereno | Recovery
(M) (M) (%)

| 3,18- 10° 106,00
I 3,00-10° [ 358-10° | 119,53
BRIM DPV/BDDE 1l 3,83-10° 127,66
standard | 4,77 10° 95,34
I 5,00- 10° | 6,37 10° 127,52
i 6,46- 10° 129,32
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4.2.2. Diskusija rezultata kvantitativne analize

Tokom razvoja elektroanakikih metoda za odd#vanje vareniklina, u puferu je
primenjena voltametrija pravougaonih talasa sa mdsmim obogéivanjem i
rastvaranjemAdsorptive Stripping Square Wave VoltammefgSSWYV) uz upotrebu
HMDE i GCE, odnosno voltametrija pravougaonih talgsquare Wave Voltammetry
SWV) na BDDE. Izbor adsorptivne tehnike u skladusge potvdéenim prisustvom
adsorpcije na elektrodama HMDE/GCE, koja nije zebeha na BDDE (Poglavlje
4.1.3.). Prilikom odabira odgovar&gi voltamterijske tehnike (LSV, DPV ili SWV),
osnovni kriterijum bio je naju@ intenzitet struje pika na osnovu kojeg je izalaran
SWV. lIzbor metode moze se objasniti visokom osefifu SW voltametrije, s
obzirom da predstavlja pulsnu tehniku u kojoj selehie ukupna struja Al)
(POGLAVLJE UVOD za SWYV). Ovo vazi u slaju kada se radi o reverznom redoks
procesu, koji tokom primene CV daje odgovaéakatodni i anodni pik. S obzirom da
je odretivanje vareniklina zasnovano na reverzibilnom rexiolkom piku nastalog uz
transfer 2 elektrona, ispunjeni su svi uslovi zastzanje visoke osetljivosti SWV
metode. Kako je i visina pikad[ odnosnolia) proporcionalna koncentraciji analita,
sasvim je opravdan izbor SWV metode za kvantitatianalizu vareniklina.

Preliminarna ispitivanja na nivou pufera obuhvetsl upotrebu sve tri elektrode
(HMDE, GCE, BDDE).

Primeni predloZenih metoda u bioloSkom uzorku gplazdravih dobrovoljaca)
prethodila su ispitivanja koja su ukazala na izwesdsorpciju komponenata plazme
preostalih nakon uklanjanja proteina, a pre opteamja vareniklinom, i to na
potencijalu bliskom potencijalu katodnog pika vakéna, nar@ito na HMDE. Prema
tome, s obzirom na vrstu uzorka, za dilranje VAR primenjena je SWV bez
adsorpcije i to samo nérstim elektrodama, dok je HMDE izostavljena kadma
elektroda.

Analizom statistikih parametara T@abela 10) za dve primenjene metode
SWV/GCE i SWV/BDDE u opte@nom uzorku plazme (na priblizno istim pH
vrednostima), dobijene su nesto nize (bolje) vretinoslkaju BDDE:LOD (7,20- 10
M) i LOQ (2,40- 10° M), sa znatno boljim koeficijentom korelacij® & 0,9976 za
BBDE, u odnosu n&® = 0,9911 za GCE) i standardne devijacBd(E 0,0571pA za
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BDDE, u odnosu n&D= 0,7533uA za GCE). Primenljivost ovih metoda proverena je i
u doziranom obliku - Champixtabletama, te su dobijene nesto bolje vrednosti za
tatnost odrdivanja fecovery (%)= 99,8 % i 101,7 %), kao i precizno®3D (%)=
0,76 % i 0,87 %) za BDDE u odnosu na vrednosti j@éoli za GCErécovery (%)=
101,0 % i 104,0 % odnosRSD (%)= 1,58 % i 1,45 %)Tabela 11).

Na osnovu izloZzenog, sledi da se za didamnje VAR u plazmi kao i tabletama,
prednost moze dati SWV/BDDE metodi, uzim@jw obzir dobijene neSto bolje
vrednosti statistkih parametara, kao i jednostavniju i brzu pripremmanju sklonost ka
adsorpciji i lakSeiscenje radne povrSine, a samim tim i bolju reproduidst dobijenih

rezultata na BBDE u odnosu na GCE.

Razvoj metoda za odtiwanje brimonidina, obuhvatao je najpre postavian;
odgovarajdih voltametrijskih metoda u puferu: diferencijalmulsne voltametrije
(Differential Pulse VoltammetyyDPV) i voltametrije pravougaonih talas&g(are
Wave Voltammetry SWV) uz upotrebu BDDE; odnosno diferencijalno smel
voltametrije Differential Pulse VoltammetryDPV) uz primenu GCE. Porefle
dobijene rezultate kroz statidte parametre Tabela 12., 14, sledi da su najbolje
vrednosti dobijene u staju SWV/BDDE metode.

Provera primenljivosti predloZzenih elektroanakih metoda obuhvatila je
odraiivanje brimonidina u doziranom obliku - Alphadakapima za 8. Tathost
odreiivanja i preciznost predlozene SWV/BDDE metode zske kroz vrednosti
recovery (%)= 102,00 % IRSD (%)= 2,14 %, takde izdvaja ovu metodu i na nivou
doziranog oblika u odnosu na preostale dve: DPV/BDDPV/GCE {Tabela 13., 15.

Prema izlozenom, metoda izbora za ddr@nje brimonidina u doziranom
obliku — kapima za ® bila bi SWV/BDDE. Prednosti SWV/BDDE metode ¢veu
izlozene u sltaju vareniklina, s obzirom da je odreanje brimonidina zasnovano na

istom redukcionom reverzibilnom piku.

Za odrdivanje brimonidina u bioloSkom uzorku -€rmj vodici primenjena je
DPV/BDDE metoda. Sama priroda i spetnist uzorka uslovila je drugg pristup u

postavljanju odgovarafe voltametrijske metode za odreanje BRIM u njemu,
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prvenstveno izbor radne pH vrednosti najpriblizrfigoloskoj (pH O 7,4). 1zabrana
optimalna pH (za postignut dobar anakti signal) veoma je sina fizioloSkoj pH
vrednosti éne vodice. Pored toga, u blago baznoj sredini,Salak se odvija oksidacija,
tako da je odréivanje BRIM zasnovano na njemu svojstvenom okswfamin piku Ep
[0+0,95 V). S obzirom da ovaj anodni pik nastajeramsfer samo jednog elektrona i da
je red o ireverzibilnoj oksidaciji (Poglavlje 4.1.3.),iprenjena je DPV metoda (umesto
SWV metode kod koje je zdajno smanjena osetljivost kada se radi o irevdrobi
procesu). Na ovaj @ postignuta je dobra osetljivost i niske vredn@$2D = 1,94-
10° M i LOQ = 6,46 10° M (Tabela 16). Dodatno, unaptna procedura pripreme
elektrode — samo elektrohemijska priprenpae{reatment pre svakog snimka, bez
poliranja, zn&ajno je doprinela brzini izvtenja analize. Time se ztgna prednost
moze dati BDDE u odnosu na GCE.

Tokom validacije metode prema odgovatiu smernicam&? analizirana
tacnost i preciznost oddevanja u okviru jednog danainfra-day) i u okviru tri
uzastopna dananfer-day) ukazala je na e intra-day preciznostRSD (%) = 4,07 —
6,68 %) u odnosu nater-daypreciznostRSD(%) = 8,65 — 11,83 %), dok jatra-day
tacnost fecovery(%) = 87,40 — 106,20 %)imnter-daytacnost (ecovery(%) = 94,12 —
107,33 %) u priblizno sinom intervalu Tabela 17) Ispitivanjem kratkordne
stabilnosti dobijeno je naj¢e odstupanje za najnizu koncentraciju (15,76 %)arjad
ono vrlo blisko prihvatljivom nivou odstupanja (H P6) (Poglavlje 1.5.), dok su za
ostale nivoe koncentracija dobijena znatno manjatupanja (1,86 % i 6,18 %).
Odavde sledi da je pouzdanost ativanja ve&a za viSe nivoe koncentracija, odnosno
da rastvor analita podleze izvesnoj promeni tokdajagja od 4 sataT@bela 18).
Ispitivanje dugordne stabilnosti ukazalo je na veoma mala odstupdnfi8 % i 3,56
%), odakle proizilazi da uzorak zamrznut tokom 2seta ne podleZze zfgnoj
promeni. Tokom zamrzavanja i odmrzavanja uzorkarsaitom u tri ciklusa, za dve
izabrane koncentracije, dobijene su vrednaostovery (%)= 106,0 % i 95,34 % posle
prvog ciklusa zamrzavanja/odmrzavanjaaljela 20). Ve¢ nakon drugog ciklusa
dobijena su znmjno ve&a odstupanja, odakle sledi da se uzorak sa analihwie

podvrgnuti samo jednom ciklusu zamrzavanja.
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Prema izloZzenom, za odieanje brimonidina u &noj vodici uspeSno se moze
primeniti DPV/BDDE metoda, a odlikuje se: minimatngripremom uzorka, brzim

izvodenjem i zadovoljavajtom tanoXu.

4.3. Interakcija DNK—vareniklin

4.3.1. Adsorptivno svojstvo vareniklina

Kako je u Poglavlju 4.1.3. utdena dominacija adsorpcije VAR na HMDE u
baznoj sredini, adsorptivno svojstvo VAR iskod80 je za ispitivanje interakcije sa
DNK.

Uz prethodno potdenu adsorpciju, trebalo je izabrati odgovaéaju
voltametrijsku metodu. Snimljeni voltamogrami poéhzsu da je najui@ intenzitet
struje pika dobijen primenom voltametrije pravougjao talasa sa adsorpcionom
oboga&ivanjem i rastvaranjem Adsorptive Stripping Square Wave Voltammetry
AdSSWV) i to 30 puta w@ nego u sldaju primenjene diferencijalno pulsne
voltamterije sa adsorpcionom obdgeanjem i rastvaranjemAdsorptive Stripping
Differential Pulse Voltammetry AdSDPV), odnosno 600 puta éreu odnosu na
voltametriju sa linearnom promenom potencijala s@@cionim obogédvanjem i
rastvaranjem Adsorptive Stripping Linear Sweep Voltamme&ydSLSV) Slika 54).
Prema tome, metoda izbora tokom daljeg rada ®iRdSSWV.
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Slika 54. Voltamogrami dobijeni pri koncentraciji 1,0 - 1M VAR i razlicitim
adsorptivnim tehnikama: AdSSWVAd{sorptive Stripping Square Wave
Voltammetry, AdSDPV @dsorptive Stripping Differential Pulse
Voltammetryi AASLSV (Adsorptive Stripping Linear Sweep Voltammgtry

4.3.2. Uticaj vremena akumulacije &)

Pri koncentraciji vareniklina 1,0 - 70 u elektrohemijskoieliji, ispitivan je
uticaj vremena akumulacije na intenzitet struje apilSlika 55). Snimljeni su
odgovarajdi AdSSW voltamogrami za razlta vremena akumulacijésec= 1 - 30 s, pri
pH = 5,01 8,0. Utwteno je da su @ intenziteti stuje pika na pH = 8,0; kao i pri duz
vremenima akumulacije. €aije, na obe pH vrednosti pikovi struje bili suadpaeni
zatyc = 10 s. Odavde sledi da je potrebno primeniti \weakumulacije duze od 10 s
kada je cilj postii Sto bolju prekrivenost elektrode vareniklinom,nodno formiranje

sloja VAR na povrsini elektrode.

4.3.3. Uticaj potencijala akumulacije (&)

Pri odabranom vremenu akumulaciig. = 10 s, ispitivan je uticaj potencijala

akumulacije na intenzitet struje pika u rastvoruewéklina koncentracije 1,0 - TOM.
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Snimljeni AASSW voltamogrami pri variranju vredrnogibtencijala akumulacije u
rasponu od -0,1 V do -0,8 V, ukazali su da je pii p 5,0 najvéi intenzitet struje
dobijen zaE,. = -0,4 V; a pri pH = 8,0 z&,.. = -0,6 V Slika 56). Postepeni pad
intenziteta struje pika verovatno je posledica desfe vareniklina pri potencijalima

vecim od potencijala maksimalne adsorpcije.

WA e D

@

n
==
"
W

Slika 55. Uticaj vremena akumulacijéaé) na intenzitet struje AASSWV piké,)
pri koncentraciji 1,0 10° M VAR u BR puferu: &) pH = 5,0; ) pH = 8,0.
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Slika 56. Uticaj potencijala akumulacijéfe) na intenzitet struje AASSWV pikg) pri
odabranom vremenu akumulacitg.{= 10 9 i koncentraciji 1,0 10" M VAR
u BR puferu: @) pH = 5,0; @) pH = 8,0.
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4.3.4. Uticaj koncentracije na stepen adsorpcijegamaiklina na povrsini
HMDE

Primenjuji izabrane optimalne uslove adsorpcijgs = 10 S iEacc = -0,6 V; pri
pH = 8,0 (Briton-Robinsonov pufer); snimljeni sugodarajéi ADSSW voltamogrami
u opsegu koncentracija od 1,4 7'105,0 - 10' M vareniklina. NaSlici 57. uctava se
gotovo konstantna vrednost potencijala pika, doknpksimalna vrednost intenziteta
struje pika postignuta pri koncentraciji 4,0 "1 VAR (Slika 58). Odavde proistie
da ¢e pri koncentracijama vareniklina u elektrohemijsé®liji ve¢im od 4,0 - 10 M,

povrsina elektrode biti potpuno prekrivena mon@siopdsorbovanog vareniklina.

E,/V

o~
0731 _se—e L./

-0.72 — : - :
2 3 4 5

C/10" M

Slika 57. Zavisnost potencijala AASSWV pika od koncentraciy&R (Briton-
Robinsonov pufer pH = 8,0).
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Slika 58. Uticaj koncentraciie VAR na intenzitet struje AdSS8Wpika (Briton-
Robinsonov pufer pH = 8,0).

Iz odgovarajdeg izraza za intenzitet struje pika)(adsorbovane elektroaktivne
vrste (tj. njenog oksidovanog/redukovanog oblikkdpdlavlje 1.4.4., jediana (19)), i
uvr&ivanjem odgovarajtih vrednosti = 2, F= 96 485,3 C mdl, R = 8,31447 J K
molt, T = 298K, v = 0,05V & i A =04 mnf), moZe se izunati povrdinska
zaposednutost elektrodég/ihol cmi®). S obzirom da je dati izraz primenljiv iskdjuo
na reverzibilne procese, i da je prethodno piema reverzibilnost procesa redukcije
vareniklina pod ovim uslovima (Poglavlje 1.4,3iyratunata je eksperimentalno
dobijena povrsinska zaposednutost elektrode vdieaik, /= 1,030 - 18° mol cm
2. Da bi se potvrdila teza da je povrsina elektroalgosednuta monoslojem vareniklina,
izradunata je teorijska povrSinska zaposednutost el@&tro Aproksimativno
posmatrajdi molekul vareniklina kao paralelogram dimenzijg®,nm x 2 nm = 1,5
nm?, pri tome uzimajéi u obzir duZinu svih zastupljenih veza i radijitema prisutnih
u molekulu™****?dobijena je teorijska vrednoste, = 1,107 - 18° mol cmi?, koja je

vrlo bliska eksperimentalno dobijenoj vrednosti Eavske zaposednutostig, = 1,030
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. 10" mol cm?. Time je potvdena postavliena teza da je povrsina elektrode

zaposednuta monoslojem vareniklina pod navedensperknentalnim uslovima.
4.3.5. Utvidena interakcija vareniklina i DNK

Nakon adsorpcije samog VAR, same DNK, i na krajle&nVAR-DNK na
povrSini HMDE, transferom i uranjanjem modifikovanelektrode u pufer u
elektrohemijskoj celiji, snimljeni su odgovarafii SW voltamogrami u opsegu
potencijala od 0,00 V do -1,85 V. Ngici 59. uctavaju se katodni pikovi, a rilici 60.
anodni pikovi koji su posledica reoksidacije pretho redukovanih oblika primenjenim
negativnim potencijalom. Redukcioni pik vareniklifig = -0,654 V Glika 59, kriva 1,

pik V) posledica je dvoelektronske redukcije. Katogik koji odgovara redukciji

-0.4 - y

[
fAIC
F:
D.2 - E 222
A V4 1 f
A d da . f
A% ,,.»)/'\ j
0.0 [iswpaediooee™ S
0.3 0.6 0.9 1.2 15
E/V

Slika 59. AdTSSW voltamogrami:A(- - -) 1,0 - 10 M VAR; (2a =9 1,0 - 1¢ M ds-
DNK; (3a— ) smeSa VAR-DNK. Jedinjenja su adsorbovana i 8/ONacCl
sa 0,002 M NabPOJ/ NaHPO, (pH = 7,0); pritacc = 120 S iEacc = OCP
(potencijal otvorenog kola); vreme inkubadijg = 10 i 30 min. SW parametri:
amplituda pulsa 200 mV, frekvencija 25 Hziat = 0,0 V i Eeng = -1,85 V.

Osnovni elektrolit weliji: 0,3 M amonijum-formiat/natrijum-fosfat pH 6,86.
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purinske/pirimidinske baze odnosno adenina/citorimaolekulu DNK udava se ndc,
= -1,426 V §lika 59, kriva 2a, pik A/C). Nakon prethodne redukcijeagsizlaganja
izuzetno negativnom potencijalu, dobijen je anaqgiki E, = -0,253 V, koji odgovara
DNK molekulu odnosno reoksidaciji guanirfdlika 60, kriva 2b, pik G).

Nakon odgovarajteg inkubacionog periodé,.c = 120 s, smeSa VAR i DNK,
adsorbovana na povrSini elektrode, dala je odgqawareedukcioni pik Slika 59, kriva
3a) odnosno oksidacioni pilSijka 60, kriva 3b). NaSlici 59. jasno se utava da je
doSlo do izvesnih promena: intenzitet struje pik§ e smanjen, a potencijal pika
pomeren ka manje negativnim vrednostima, pafegmeSu VAR-DNK u odnosu na
signal koji odgovara samom molekulu VAR. Promeneyidu smanjenja intenziteta
struje pika, utdavaju se i kod oksidacionog pik&) (poredeéi signal samog molekula
DNK i smeSe VAR-DNK). Smanjenje intenziteta strpja i pomeraj polozaja pika
smeSe VAR-DNK u odnosu na pik samog VAR ka poziiinn vrednostima,

predstavljaju rezultat/posledicu interakcije VARNK 92100101

0.02 G

|,/ pA ., AP
p l'l o. ./
0.011 :'/\°</3b
o.. G.Q .
0.00]
02  -03  -04
E/V

Slika 60. AdTSSW voltamogrami:2b +e¢) 1,0 - 1 M ds-DNK; @b — ) smesa VAR-
DNK. Jedinjenja su adsorbovana iz rastvora 0,05 BICNsa 0,002 M
NaHPOy/ NaHPO, (pH = 7,0); pritacc = 120 s iEsec = OCP (potencijal
otvorenog kola); vreme inkubaciig. = 10 i 30 min. SW parametri: amplituda
pulsa 200 mV, frekvencija 25 HEgat = 0,0 V i Eeng = -1,85 V. Osnovni

elektrolit uceliji: 0,3 M amonijum-formiat/natrijum-fosfat pH €,86.
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Interakcija vareniklina i DNK moZe se izraziti poteizraiunavanja odnosa
normalizovanih struja pika pre i nakon interakcy&R i DNK, Sto je prikazano u
Tabeli 21.

Tabela 21.Interakcija VAR-DNK izrazena putem: odnosa norm@aianih intenziteta
struja pika [/l,0), promena potencijala pikadfp) i odnosa konstanti
povrsinskog vezivanjakiar redKvar.ox), dobijenin sa odgovarajin AASSW
voltamograma.

KVAR,Red

Pik | E,/V (I/1o) - 100 (%) AE, | mV

KVAR,OX

tinc10 min t,c30 min .10 min 1,30 min  tj, 10 min t;,. 30 Min

Vv -0,654 | 74,9 31,1 | 340 15,0 | 14,0 3,0
AIC -1,426 | 31,0 6,95 - - - -
G -0,253 | 72,5 68,7 - - - -

Ip. Ioo— intenzitet struje pika nakon interakcije i preenakcije,
Kvar red Kvar ox— konstanta povrsSinskog vezivanja redukovanog idoksnog oblika VAR

tinc — Vreme inkubacije

Iz date Tabele 21.jasno se utava da vrednosti normalizovanih struja
odgovarajdih pikova za vareniklin, adenin/citozin i guaninne@no: V (%), A/C (%) i
G (%) ukazuju na smanjenje visine pika odnosno niziteta struje pika nakon
inkubacije VAR i DNK. Priméeno je da smanjenje struje pika zavisi od perioda
inkubacije tako da je katodni pik vareniklina poglerioda inkubacijdi,c = 10 min
smanjen za 25,1% (= 100 — 74,9), katodni pik DNKirkge predstavljena redukcija
adenina/citozina, smanjen je za 69,0% (= 100 —)3tidk je anodni pik DNK nastao
reoksidacijom guanina, smanjen za 27,5% (= 100 ;5)72Nakon duZeg perioda
inkubacijeti,c = 30 min, pomenuti katodni pikovi su bili u joS¢ée¢ meri smanjeni, u
slwaju VAR za 68,9% (= 100 — 31,1), a u&ju A/C zacak 93,05% (= 100 — 6,95).
Kod anodnog pika posle duzeg inkubacionog periadangenje visine pika odnosno
intenziteta struje iznosilo je 31,3% (= 100 — 68@Yavde se moze zakdjti da je pri
produzenom vremenu inkubacije od 30 min postigrmnaajno smanjenje intenziteta

struje pika kod katodnih pikova, za razliku od amogl gde je to smanjenje neznatno.
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Takadie, zabelezeno je pomeranje polozaja pika VAR kaitigpogim
vrednostima potencijala i to za 34 mV nakon inkutacg perioda od 10 min, odnosno
za 15 mV nakon inkubacionog perioda od 30 min. @dgwroizilazi potvrda teze da je
doSlo do interakcije VAR i DNK, a promene koje stahtifikovane ukazuju da je tip
interakcije — interkalacij&*°101-103

Koristeti izraz za promenu formalnog potencijala (Poglavj®., jedngéina
(26)) redoks vrste adsorbovane na povrSini elektrodeosno prisutne u rastvoru,
izratunat je odnos konstanti povrSinskog vezivanja Ki@rredKvarox= 3,0 nakon
inkubacionog perioda od 30 min, odnosKQar relKvarox = 14,0 nakon 10 min
(Tabela 21). Odavde sledi da redukovani oblik VAR ostvarujpaajno j&u
interakciju sa DNK u odnosu na oksidovani obliknognho da se za povrSinu DNK-
modifikovane elektrode §& vezuje redukovani od oksidovanog oblika varen&liOvo

je jos jedan pokazatelj da je interakcija VAR-DNBat interkalacije-®
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5. ZAKLJU CAK
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U ovom radu protavano je elektrohemijsko ponaSanje vareniklina i
brimonidina u Sirokoj oblasti pH vrednosti. Primema je polarografija sa
jednosmernom strujom, DCP i voltametrijske tehnikd/, DPV, SWV, AdSDPV i
AdSSWV za ispitivanje njihovog elektrohemijskog p8anja. Polarografski podaci
ukazali su na broj razmenjenih elektrona i protanarocesu redukcije VAR i BRIM,
dok je cikléna voltametrija primenjena radi u@iiwanja prirode, reverzibilnosti i
pojedinih parametara redoks procesa. Pojedine @usitametrijske tehnike (DPV i
SWV) kori¥ene su kako tokom razmatranja parametara redoksamzeha, tako i
tokom kvantitativne analize VAR i BRIM u ragiiim uzorcima. Adsorptivna transfer
,Stripping” tehnika AdTS)primenjena je za ispitivanje interakcije DNK i earklina.
Tokom rada kori&ne su raztite radne elektrode: DME, HMDE, GCE i BDDE.

Na osnovu detaljnog elektrohemijskog pfavanja vareniklina i brimonidina

doSlo se do sledé zakljuaka:

@ Utvrdena jepriroda elektrodnog procesaa odrdenoj radnoj elektrodi u
kiseloj/baznoj sredini:
“» Vareniklina

« Upotrebom HMDE u kiseloj sredini proces redukcije

kontrolisan je difuzijom; dok u baznoj sredinidominira

adsorpcija;

+ NaGCE tokom procesa redukcije u kiseloj i baznoj sredini

utvrdenoprisustvo adsorpcije,
+ Na BDDE odvija sedifuzijom kontrolisani proces redukcije

u kiseloj i baznoj sredini;

“» Brimonidina

+ U kiseloj sredinina HMDE utvrdeno prisustvo adsorpcije

tokom procesa redukcije, dok u baznoj sredirpotpunosti

dominiraadsorpcija;

+ Koris¢enjemGCE u kiseloj i baznoj sredirelektrodni proces

redukcije odvija se ugrisustvo adsorpcije

+« Elektrodni proces redukcije nBDDE u kiseloj i baznoj

sredinikontrolisan jedifuzijom



& Predlozen jaedoks-mehanizarmu Sirokom opsegu pH vrednosti na osnovu
utvrdenog broja razmenjenih elektrond#ana:
2> Vareniklina
+ Redukcija se odvija na C=N vezi hinoksalinskog jezgra uz

uce&e dva elektrona i dva protona u Sirokoj pH obléai) —

11,0) do dihidro-vareniklina i predstavlja proc&g stepen
reverzibilnosti raste sa porastom pH i n&jvge u baznoj

sredini. _U kiseloj sredini(pri pH < 6,0), VAR podleze

dodatnom stepenu redukcije (do tetrahidro-oblika)prvi
stepen redukcije odvija se stupnjevito, g@mu najpre dolazi
do adicije jednog protona, a zatim transfera jedmbdgktrona
po svakom stupnju uz nastajanje radikal-intermedlije

% Oksidacija se odvia nakon redukcije, i predstavlja
kvazireverzibilni proces uz¢ee jednog elektrona i jednog
protona, polaz8 od dihidro-vareniklina (nastalog produkta
redukcije) do hidroksi-dihidro-vareniklina.

“» Brimonidina

+ Redukcija je predstavljena dvoelektronskim procesom uz
uce&e dva protona, na dvostrukoj C=N vezi hinoksalina,
Sirokom pH intervalu (2,0 — 11,0) do nastanka dihd
brimonidina. Stepen reverzibilnosti raste, potazed kisele
sredine, i najvé je u baznoj sredini. Dodatni stepen redukcije
do tetrahidro-brimonidina prisutan je samo u jakiseloj
sredini (pH = 2,0 i 3,0) taki® uz ¥eXe dva elektrona i dva
protona.

+ Oksidacija _se odvija na dva elektroaktivna centra u
molekulu, kao dva odvojena nezavisna procesa: Gyesr
vezan za prethodnu redukciju i 2) proces nezaviedn
prethodne redukcije.

1) Nakon S&to se prethodno odigra redukcija, dihkidro

brimonidin (produkt redukcije) podleze kvazirevéilriom
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procesu oksidacije uzceXe jednog elektrona i jednog
protona do nastajanja hidroksi-dihidro-brimonidina.

2) Oksidacija se odvija na sekundarnom aminu n&poZ6

uz we&e jednog elektrona i jednog protona i predstavlja

ireverzibilan proces, u kome nastdjeadikal brimonidina.

& Uporednom analizom elektrohemijskog ponaSanja VARIM utvrdeno je
sledee:
» Sli¢nostt

% Kod oba leka utvena je ista priroda procesa na

odgovarajdim elektrodama: na_HMDEu baznoj sredini

dominira _adsorpcija na GCE u kiseloj/baznoj sredini

utvrdeno prisustvo adsorpcijjedok je na _BDDE proces

kontrolisan difuzijormkako u kiseloj tako i u baznoj sredini.

®
%

Oba lekapodlezu reverzibilnoj dvoelektronskoj redukciji

hinoksalinskog jezgra do dihidro-oblika u Siroké] pblasti.

«» Produkti redukcije VAR i BRIM podleZu
jednoelektronskom kvazireverzibilnom procesu

oksidacije, pri ¢emu nastaje odgovardju hidroksilovani

dihidro-oblik vareniklina odnosno brimonidina.

+ Prethodno nabrojane &fiosti mogu se pripisaajednitkom
hinoksalinskom jezgrw strukturi VAR i BRIM.

> Razlike:
+ Kod vareniklinana HMDE u kiseloj sredini utvteno da je

proces kontrolisandifuzijom, dok je kod brimonidina

ustanovljenoprisustvo adsorpcije a ove razlike mogu se

pripisati supstituentima: bromu na polozaju C5 (Steeava
liposolubilnost i utie na elektronsku gustinu celokupnog

molekula) i sekundarnom aromatom aminu na poziciji C6;



®
%

te je brimonidin znatno ¥& molekul od vareniklina i wi®
povrsine kojom moZe prionuti na povrSinu elektrode.

Vareniklin lakSe podlozan redukciji od brimoniding Sto se

moze pripisati baznijim svojstvima VAR, samim tiakEem
vezivanju protona. Kod brimonidina prisutan je afic
elektronima bogatog Br na poloZzaju C5, koji dopsino
celokupnoj elektronskoj gustini molekula, te ne&tanjoj
sklonosti ka primanju elektrona u odnosu na vatanik

Kod brimonidina se odvijaproces oksidacije supstituenta

na polozaju C6 — sekundarnog arorfradg amina, pored
glavnog procesa redukcije, dok u &ju vareniklina nije
zabelezena oksidacija s obzirom dadrbosupstituent nije

prisutan.

@ Optimizovane su i postavljene odgovatauelektroanalitke metode za

odredivanje u razkitim matriksima:

= Vareniklina

®
%

SWV/BDDE (zasnovanu na redukcionom reverzibilnom
piku) - predstavlja metodu izbora za ativ@nje utabletama

i opter€enoj plazmi, na osnovu: 1. dobijenih stati&ih
parametara (koji ukazuju na dovoljnucrtiast i preciznost
metode, odnosno neznatan uticaj matriksa na
kvalitet/intenzitet signala analita), 2. jednosti@ni brze
pripreme elektrode (usled lakSefScenja povrSine radne
elektrode s obzirom na manju sklonost da adsonmajekule

na svojoj povrSini), 3. bolje reproduktivnosti dmniih

rezultata u odnosu na GCE.

» Brimonidina

®.
%

SWV/BDDE _(zasnovanu na redukcionom reverzibilnom
piku) jeste metoda izbora za odireanje u doziranom obliku

— kapima za i na osnovu: 1. dobijenih statigktih
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s

parametara, 2. boljih svojstava BDDE u odnosu naEGC
(jednostavnija i brza priprema elektrode, bolja

reproduktivnost rezultata).

®
%

DPV/BDDE (zasnovanu na oksidacionom ireverzibilnom
piku) uspeSno primenjena metoda za dk@Enje u
opteréenoj o¢noj vodici kojom je postignuta visoka
osetljivost, uzimajti u obzir kompleksnost matriksa, a
odlikuje je: minimalna priprema uzorka, brzo i jedtavno
izvodenje. Ispitivana stabilnost brimonidina ukazaladg
uzorak zamrznut tokom dva meseca ne podlez€apma
promeni, ali se uzorak sa analitom moZe podvrgeatho

jednom ciklusu zamrzavanja/odmrzavanja.

Uzimajwi u obzir proverenu primenljivost predloZzengtektroanaliti¢kih
metoda za odrdivanje VAR i BRIM u razl¢itim matriksima uz upotrebu
¢vrstih elektroda,prednosti nad postoj@m instrumentalnim metodama
jesu: ekonomiénost, brzina izvadenja, jednostavnost pripreme uzorka,
ekotoksikoloska prihvatljivost, neagresivnost prema analiziranom
uzorku (naknadna mogtost analiziranja istog uzorka alternativnom
metodom), izvdenje na sobnoj temperaturi (primenljivost i na

termolabilna jedinjenja).

Utvrdena je interakcija DNK i VAR, tipainterkalacije (reverzibilna
interakcija). Na osnovu izéanatih odnosa vrednosti konstanti vezivanja
Kvar relKvar,ox zakljuieno je da seedukovani oblik VAR jace vezujeza
DNK od oksidovanog oblika VAR.
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Obpasauy 5.

MU3jaBa o aytopcTBy

Banentuna Pagymosuh

Mme un npeanme aytopa

Bpoj uHpekca 15/07

Uzjaerbyjem

[a je [OKTOpCKa AucepTalmja nog HacnosoM

"EneKTpoXeMHjCKO NpOyYaBaEe BAPEHHKINHE # OPUMOHKINHEA, U Pa3BOj
ENEKTPOAHANNTHYKKIX METOJA 32 FBbHXOBO oxpehuBame y pasindnTHM MaTpukcHmMa

® pe3ynTaTt COMnCTBEeHOr UCTPpaXKBaYdKor paga;

* [a aucepTauuja y UenuHu Hu y Aenosuma Huje Buna npegnoxexa 3a cTuuame
Apyre gunnome npema CTyAWjCKMM MporpamMuMa  ApYrux BWUCOKOLLIKONCKMX
YCTEHOBE;

e [a Cy pe3ynTaTh KOPEeKTHO HaseaeHu 1

* [a HMCaM KpLuMo/na ayTopcka npasa W KOPUCTMO/Na WHTEMEKTYarHy CBOjUHY
Apyrux niua.

Motnuc ayropa

Y Eegrpap‘y, 07.05.2017.
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O6pa3zay 6.

M3jaBa 0 MCTOBETHOCTYU LITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Banentuna Panynosuh
Mme u npesnme aytopa
_ 15/07
Bpoj nHgekca
CTyavjckv nporpam dapmaneyTcka xemuja

EnexTpoxeMHjCKO IPOyYaBame BAPDEHHUKIHHA U ODHMOHUMINHA, M Pa3Boj

Hacnos papa SASKTPOAHATUTHYKIY METOIA 32 BUX0E0 Onpehiusame v pasnuguTiiM MATPHKCHMA

Mentop [p cu. Bepa Kaneranosuh. penosun npodecop (y neH3uju) 0
Hp cu. lanuna Ar6aba, penossr npogecop

Msjaereyjem ga je wrtamnaHda Bepsuja MOr AOKTOPCKOr pafa WCTOBETHA ENEKTPOHCKO)
BEP3NjU KOjy cam npepao/na pagu noxpakweHa y [MruTanHoM peno3uTopujymy
YHuBep3uTera y beorpaay.

Hos3sorsaBaMm ga ce ofjase MOjM NUYHU noJdauu BesaHu 3a fobujare akaaemcKor
HasvBa AOKTOpa Hayka, Kao WTo Cy UMe W Npesnme, roguHa U Mecto pofewa 1 Aatym
onbpaHe papa.

OBu nuuHM nogauu mMory ce o6jaBUTW Ha MPEXHWM CTpaHMLaMa aOuruTanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHckoMm katanory v y nybnukaumjama YHusepauteTa y beorpaay.

MNotnuc aytopa

C/g \/??:qu/ao & c,r:?{“
<IN
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O6pasay 7.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepauteTcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh“ na y [Qurutantu
penosuTopujym YHuBepauteTa y Beorpaay yHece Mojy AOKTOPCKy AucepTtauujy nog
HECMOBOM:

"EneKkTpoXeMjCKo NpoydaBamke BAPDEHHKINEA i ODUMOHHINHA, M Pa3BOj

ENEKTPOAHATHTIIKAX METO/A 32 BbHXOBO oxpeluBame y pasmHIuTHM MaTpukcrma"

KOja je mMoje ayTopcko Aeno.

HvicepTtaumjy ca ceum npunosvmMa Npeaao/na cam y enekTpoHCKOM hopMaTy NorogHom
3a TPajHO apxXuBMpamse.

Mojy —goKTOpcKy —Auceprauujy noxpareHy Y [urutanHom  penosuTopujymy
YHusepanTeTa y beorpagy v [OCTYNHY y OTBOPEHOM NPUCTYMY MOy Aa KOPUCTe CBU
Koju nowTyjy oapenbe cagpxade y ogabparom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4mno/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
2. AytopcTso — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
@Awopcwo — HekomepLMjanHo — 6es npepapna (CC BY-NC-ND)
4. AYyTOpCTBO — HEKOMEPUMjanHO — AEnUTH NoA UCTUM yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTeo — 6es npepaaa (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — aenuTu noa uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monmmo aa 3aoKpyxuUTe camo jedHy Of LWeCT NoHYHeHNX nUeHLM.
KpaTak onuc nMueHLM je cacTaBHU 4e0 OBe M3jase).

MNotnuc ayTopa

MQKP&Q l/a/LO'gZe?cé
/N




1. AyTopcTBO. [J03BO/bABATE YMHOXaBare, AMCTPMBYLUM)Y M jaBHO caocrllTaBare
Aena, u npepage, ako ce HaBefle UMe ayTopa Ha HaduH ogpefen oa cTpaHe ayTopa
unu daeaoua nuueHUe, Yak 1 y Komepuujande cepxe. OBo je HajcnobogHuja of cBuMx
amueHUm.

2. AyTopcTBO - HeKomepumjanHo. [losBorbaBaTte yMHOXaBarbe, OMCTPUBYLMY u
jaBHO caonwTasare Aena, v npepage, ako ce HaBeae VMe ayTopa Ha HauuH oapehed
0f cTpaHe aytopa unu Aasaoua nuueHue. Osa nuueHla He 403B0rbaBa KOMEBPLMjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOpCTBO — HekomepuMjanHo — 6e3 npepaga. [103BO/baBaTe yMHOXaBarse,
Anctpubyunjy u jaBHO caonwuTaBarwe fena, Des npomeHa, npeobnukoearsa MUK
ynotpebe nena y CBOM [Jery, ako Ce Haselde WMe ayTopa Ha HauuH ogpeReH of
CTpaHe aytopa wnu dasaoua nuueHue. OBa nuueHua He Ac3BOrbaBa KoMepLMjanHy
ynoTpeby gena. Y OAHOCY Ha CBE OCTane NuUeHLEe, OBOM MULEHLIOM Ce orpaHu4asa
Hajsehu obum npasa Kopulwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUMjariHO — AefUTU Mo UCTKM yCrioBuma. [Jo3sorsasaTe
yMHOXaBake, UCTpUbyLMjy U jaBHO caoniTaBamwe Aena, U Npepaje, ako ce Haseae
Ume aytopa Ha HaduH ogpefeH od cTpaHe ayTopa wim A4aBaola JMUEHLE M 2Ko ce
npepaga AucTtpubyupa nog WCTOM wnKM cnuuHoM nuueHuom. OBa nuueHua He
0o3Bos/baBa KomeplujanHy ynotpedy gena mn npepaga.

5. AytopcTteo — 6e3 npepaga. [lo3Borbasate ymHOXaBarse, QUCTpubyumnjy M jaBHo
caorniitaBake aena, 6es npomeHa, npeobnukosawa wnm ynotpebe gena y csom geny,
ako ce HaBefde VMMe ayTopa Ha HauyuH oapefleH o4 CTpaHe aytopa wnu AaBaoua
mueHue. Osa nnueHya 4o3Borbasa komepuvjanHy yrnoTpeby asna.

6. AyTOpCTBO — [enWUTW nog WMCTUM YcnoBuma. [l03BO/baBaTe YMHOXKABAHE,
AncTpubyUMjy 1 jaBHO caonwiTasame Aena, ¥ Npepane, ako Ce HaBede WMe ayTopa Ha
Ha4yMH ofpefeH of cipaHe ayTopa wWnM Aasacla nMUeHUe M ako ce npepana
anmctpubympa noa WCTOM WMAM CcnvyHOM  nvueHuom. OBa nuMUeHUa [03BOSb>aBa
komepuujanHy ynotpeby nena u npepaga. CnudHa je codTBEpPCKMM IMuUeHuama,
OOHOCHO NLEHLI@Ma OTBOPEHOT Koaa.



