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Izvod

U poslednjih dvadesetak godina razvijene su brojne analiticke primene oscilatornih he-
mijskih reakcija realizovanih u otvorenom reaktoru. PredloZene kineticke metode se zasni-
vaju na sposobnosti analiziranih supstancija da menjaju kineticke parametre hemijskih
reakcija, pri cemu eksperimentalno dobijeni signal odrazava reakcionu brzinu koja zavisi od
koncentracije ispitivanog analita. Razvoju ovih metoda poklanja se sve veéa painja zbog
jednostavne eksperimentalne procedure, velikog linearnog opsega regresione jednacine
(107-10"* mol LY i niskog limita detekcije (10°-10"% mol L™, u nekim slu¢ajevima,
< 107 mol L’l), a njihovo korisc¢enje je vrlo pogodno za rutinske analize razli¢itih neor-
ganskih i organskih jedinjenja, kao i gasova. Ovaj rad ima za cilj da da kratki pregled pri-
mene takozvane pulsne perturbacione tehnike za kvantitativna odredivanja nekih farma-
ceutski i bioloski vaznih jedinjenja u periodu od druge polovine 2005. godine do prve polo-
vine 2011. godine.
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Sve do 20-tih godina dvadesetog veka, smatrano je
da se kod slozenih hemijskih reakcija koje se odvijaju
preko niza intermedijernih vrsta, koncentracije reakta-
nata, produkata i intermedijera, osim eksplozivnih reak-
cija, jedino mogu u vremenu menjati monotono [1-5].
T. Fecher je 1828. godine opisao elektrohemijsku celiju
u kojoj je nastajala periodi¢na struja [6], a W. Ostwald
je 1899. godine zapazio da brzina rastvaranja hroma u
kiseloj sredini, spontano naizmenicno raste i opada [7].
Kako su navedeni reakcioni sistemi heterogeni, dugo je
smatrano da uocene periodi¢nosti poti¢u upravo od he-
terogenosti sistema i da periodicni, ili oscilatorni pro-
cesi, odnosno reakcije, nisu moguce u homogenim re-
akcionim sistemima. Medutim, Bray je uotio nemono-
tono nastajanje gasovitog kiseonika pri homogenom*
razlaganju vodonik-peroksida u kiseloj sredini u pri-
sustvu jodata (slika 1) [8], odnosno otkrio prvu oscila-
tornu hemijsku reakciju**. Promena koncentracija re-
akcionih vrsta pomenute reakcije razlaganja vodonik-
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*Reakcija je samo ,prividno” homogena, jer u toku ove reakcije do-
lazi do izdvajanja elementarnog kiseonika i joda, koji u pojedinim mo-
mentima reakcije formiraju zasebne faze u sistemu.

**Opisana reakcija je u literaturi poznata kao Bray-Liebhafsky (BL)
oscilatorna reakcija.

-peroksida moze se opisati slede¢om jednacinom uku-
pne reakcije [8]:

2H,0, # 2H,0+0, (1)
3,

koja je zbir dve reakcije, reakcije redukcije jodata do joda:
210, + 2H" + 5H,0, —%5 I, + 6H,0 + 50, (2)
i oksidacije joda do jodata [8]:

l, + 5H,0, —9— 210; + 2H" + 4H,0 (3)

Kao i prethodno pomenuta BL oscilatorna reakcija,
sve oscilatorne hemijske reakcije predstavljaju kom-
pleksne dinamicke sisteme u kojima se koncentracije
reaktanata i produkata menjaju kaskadno (slika 1), a
koncentracije intermedijera oscilatorno (slika 1), Sto
dovodi do periodicne promene njihovih brzina
[2,4,5,9,10]. Slicne pojave se javljaju i u biohemijskim
sistemima. U sustini, ve¢ina procesa u Zivim organiz-
mima mogu pri odredenim uslovima ispoljiti neku vrstu
periodi¢nosti [11-15]. Takode, oscilatorni procesi su
mogudi i u drugim sloZenim sistemima kao Sto su eko-
loski, socijalni, ekonomski, pravni poredak [9,16—-18],
itd.

Najpoznatije oscilatorne reakcije su Bray-Liebhafsky
(BL) [8,19], Belousov—Zhabotinskii (BZ)* [20,21] i Briggs-

*Reakcija razlaganja malonske kiseline u prisustvu bromata u kiseloj
sredini i u prisustvu metalnog katalizatora (jona cerijuma, mangana ili
gvozida).
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Slika 1. Evolucija koncentracije vodonikperoksida, joda i kiseo-
nika u BL reakciji u uslovima izotermskog dobromesajuceg re-
aktora. R i O oznacavaju periode dominacija reakcija (2) i (3)
koje se naizmeni¢no smenjuju tokom reakcije (1) razlaganja
vodonikperoksida. Slika je preuzeta iz reference [10].

Figure 1. Evolution of hydrogen peroxide, iodine and oxigen
concentrations in the BL reaction under isothermal conditions
of the well stirred closed reactor. R and O denote the domi-
nation period of both reaction (2) and (3), which alternately
turns during hydrogen peroxide decomposition in reaction (1).
The figure is taken from the reference [10].

-Rausher (BR) reakcija* [22], koje pripadaju grupi oksi-
halogenidnih oscilatora [23], bakarni oscilatori** (Cu(ll)
katalizovani oscilatori) [24], kao i peroksidaza-oksidaza
(PO) biohemijski oscilatori*** [25]. Pored ovih, poznate
su i razli¢ite varijante i modifikacije drugih oscilatornih
reakcija [26—36].

Sta je zajednitko za pomenute sloZene hemijske sis-
teme (oscilatore) koje ih cini oscilatornim? U uslovima
daleko od termodinamicke ravnoteZe, ovi nelinearni
sistemi4*, u zavisnosti od pocetnih eksperimentalnih
uslova, mogu se nalaziti u razli¢itim dinamickim sta-
njima, kao Sto su stabilna neravnoteZna stacionarna

*Reakcija razlaganja malonske kiseline u prisustvu vodonik-peroksida
i jodata u kiseloj sredini, i u prisustvu Mn*" kao katalizatora (kombi-
nacija BL i BZ oscilatorne reakcije).

**Npr., reakcija izmedu vodonik-peroksida i kalijum-tiocijanata u
alkalanoj sredini katalizovana Cu(ll) jonima.

***0Oksidacija razli¢itih organskih jedinjenja molekularnim kiseoni-
kom katalizovane peroksidazom.

**Nelinearnost je izvedena iz nelinearnosti analiti¢kih izraza za brzine
intermedijera za uslov reakcije u ustaljenom, stacionarnom stanju.
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stanja (slika 2A(a)), oscilatorna stanja (slike 2A(b)-—
—2A(d)) [37], itd., koja se ostvaruju u uslovima otvo-
renog reakcionog sistema’* (eng. continuosly fed well
stirred tank reactor — CSTR) [38]. Otvoren sistem se
realizuje u protocnom reaktoru u kome je omogucen
protok mase (uticanje reaktanata i oticanje reaktanata,
intermedijera i produkata reakcije). Pri konstantnoj br-
zini protoka, koncentracija reaktanata se, u prvoj apro-
ksimaciji, moZe smatrati konstantnom tokom posmat-
rane reakcije. U zavisnosti od zadatih eksperimentalnih
uslova nastaju razli¢ite dinamicke strukture koje se
mogu odrzavati nepromenjenim sve dotle dok se dati
eksperimentalni uslovi ne promene, ili se kontrolisano
menjati promenom nekog kontrolnog parametra (tem-
perature, specificne brzine protoka, ili koncentracije
reaktanta) [39].

Posto su izuzetno osetljivi na spoljasnje perturba-
cije, hemijski oscilatori mogu se koristiti kao matrice za
kineticka odredivanja onih supstancija koje hemijski
reaguju sa intermedijernim vrstama. Pojam ,perturba-
cija sistema“ podrazumeva sve namerno izazvane pore-
mecaje u sistemu do kojih dolazi kada se na sistem
deluje nekim spoljasnjim faktorom (najcesce je pobudi-
vanje sistema trenutnim unoSenjem analita u sistem
(koncentracione perturbacije)).

Od 1978. godine kada su Tihonova i autori [40] pri-
menili BZ reakciju [20,21] u reZimu prostih periodi¢nih
oscilacija za kvantitativno odredivanje rutenijuma(lll)
do danas, razvijene su brojne analiticke primene hemij-
skih oscilatora; radovi publikovani iz ove oblasti sumar-
no su prikazani u dva revijalna rada i obuhvataju period
od 1986. god. do 1998. god. [41], kao i period od 1999.
god. do prve polovine 2005. god [42], pri ¢emu su u
ovim radovima prikazani rezultati kori$¢enja BZ matrice
i njenih varijanti [41,42], Cu(ll) katalizovanih oscilatora
[41,42], kao i PO biohemijskog oscilatora [41] u anali-
ticke svrhe. U spomenutim radovima se daju podaci o
analitickim odredivanjima preko trideset razli¢itih anali-
ta. Rezultati primene Bray-Liebhafsky (BL) matrice nase
istrazivacke grupe, koji obuhvataju period od 1999. do
2009. godine sumarno su prikazani u radu [43] i odnose
se na kvantitativnu analizu ¢etrnaest analita.

Prava mera znacaja neke analiticke tehnike, pa i ov-
de navedenih, moze se iskljucivo sagledati tek nakon
provere njenih analitickih osobina u analizi realnih uzo-
raka, a potom, njenoj validaciji u skladu sa postoje¢im
testovima standardizacije. Pokazalo se da je primena
oscilatornih reakcija svrsishodna, kao i da je pogodna za

>*Ove reakcije se mogu generisati i ispitivati i u uslovima zatvorenog
reakcionog sistema. Tada se sistem ne moze naci u ustaljenom, veé u
nizu periodi¢no promenljivih pseudoustaljenih stanja koja su poznata
pod nazivom tranzijenta stanja. Ova stanja su konac¢nog trajanja zbog
potrosnje rekatanata koji se jednokratno uvode u reakciionu ¢eliju, za
razliku od slu¢aja protocnog reaktora kada se reaktanti uvode u celiju
Zeljeno dugo.
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rutinske kvantitativne analize razli¢itih jona [41-43, 58,
76—79], neorganskih i organskih jedinjenja [41-43], kao
i gasova [80].
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Slika 2. A) Stabilne dinamicke strukture dobijene pri eksperi-
mentalnim uslovima: [H,SO, Jp = 5,50)(10_2 mol L_l, [KIOs ]y =
5,90x10~ mol L™, [H,0,], =2,00x10™ mol L™, specifi¢noj br-
zini protoka, j, = 2,96x1072 min, brzini mesanja reakcionog
rastvora, 900 rpm i temperaturama: a) 35,0, b) 44,6, c) 50,0 i
d) 59,2 <C. B) Bifurkacioni dijagram prikazuje prelaz iz stabil-
nog stacionarnog stanja (kruZici) u oscilatorno stanje (otvore-
ni kruZi¢i) sa porastom temperature. Slika je preuzeta iz rada
37]
Figure 2. A) Stable dynamic structures obtained for the experi-
mental conditions: [H,SO4Jp = 5.50x107% mol L_l, [KIOs ], =
5.90x107 mol L™, [H,0,], =2.00x10~" mol L™, specific flow
rate, jo = 2.96x107 min’l, stirring rate, 900 rpm and tempe-
ratures: a) 35.0, b) 44.6, c) 50.0 and d) 59.2 <. B) Bifurcation
diagram showing transition from the stable stationary state
(solid circles) to the oscillatory states (open circles) for in-
creasing temperature. The figure is taken from the
reference [37].

Ovaj rad se odnosi na primenu pulsne perturba-
cione metode za kvantitativno odredivanje farmaceut-
ski i bioloski vaznih jedinjenja, kao i Co™, kako u &istom
obliku, tako i razli¢itim kompleksnim uzorcima, uz pri-
menu razli¢itih matrica: BL oscilatora, BZ oscilatora i
njegovih varijanti, Cu(ll) katalizovanih oscilatora, kao i
PO biohemijskog oscilatora.

Pulsna perturbaciona tehnika

Primene hemijskih oscilatora i perturbacione tehni-
ke za kvantitaivna odredivanja analita zasnivaju se na
postojanju funkcionalne veze izmedu koli¢ine analita i
odziva matri¢nog sistema. Tako, iz kalibracione krive
dobijene za niz standardnih rastvora, koja pokazuje za-
visnost odgovarajuce veli¢ine (koja odrazava pobudu
sistema) u funkciji koncentracije analita moze se odre-
diti njegova nepoznata koncentracija. Opisani postupak
je generalan i uobicajen u kvantitativnoj analizi.

U tom smislu, predloZena su dva razli¢ita metoda.
Perez-Bendito istrazivacka grupa je prva koja je razvila i
primenila metodoloski pristup pod nazivom “analitna
pulsna perturbaciona” tehnika (eng. analyte pulse per-
turbation (APP) technique) [44], koriséenjem Cu(ll) osci-
latora kao matrice. Ovaj metod se bazira na praéenju
efekata izazvanih brzim pulsnim perturbacijama matric¢-
nog sistema koji se nalazi u rezimu prostih regularnih
oscilacija (slika 3); injektiranje analita u matricu dovodi
do promena u amplitudi, ili periodu regularnih oscila-
cija koje su proporcionalne injektiranoj koncentraciji
perturbatora. Koriséenje otvorenog sistema realizova-
nog u proto¢nom reaktoru (CSTR), za primenu APP teh-
nike, otvorilo je nove perspektive za koris¢enje oscila-
tornih hemijskih reakcija u rutinskim kvantitativnim
analizama.

Sa druge strane, Vukojevi¢, i Peji¢ u saradnji sa dru-
gim autorima su razvili novi pristup u primeni nelinear-
nih hemijskih sistema u uslovima daleko od termodina-
micke ravnoteze [45]. U ovom pristupu iskoris¢ena su
neravnotezna stabilna stacionarna stanja i njihova izu-
zetna osetljivost na perturbacije koje se izvode u blizini
bifurkacione tacke*. PredloZeni kineticki metod (pulsna
perturbacija oscilatornog reakcionog sistema koji se na-
lazi u neravnoteZznom stabilnom stacionarnom stanju,
PPOSSS) za kvantitativno odredivanje razlicitih analita,
zasniva se na potenciometrijskom pracenju odgovora
BL oscilatorne reakcije kao matrice, koja se nalazi u sta-
bilnom stacionarnom stanju u blizini bifurkacione tacke,
na perturbacije izvrSene razli¢itim koli¢inama analita.

Eksperimentalna postavka za implementaciju pulsne
perturbacione tehnike je vrlo jednostavna. Ona se sas-
toji iz dobro mesajuceg protoc¢nog reaktora (CSTR), ter-

*Bifurkaciona tacka odgovara kriti¢noj vrednosti kontrolnog paramet-
ra (temperatura, specificna brzina protoka ili koncentracija reaktanta)
pri kojoj dolazi do prelaza iz jedne dinamicke strukture u drugu (npr.
stabilnog neravnoteznog stacionarnog stanja u oscilatorno stanje).
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mostata, indikatorske elektrode (obi¢no Pt elektrode)*
i referentne elektrode (obi¢no Ag/AgCl elektrode ili Hg/
/Hg,S0,/K,S0, elektrode) koje su povezane sa rauna-
rom preko analognog interfejsa** (za potenciometrij-
sko praéenje dinamickih stanja matrice, kao i odgovora
matrice nakon izvrSenih perturbacija)***, peristalticke
pumpe (obezbeduje kontinualan protok reaktanata i
podesavanje specificne brzine protoka) i autobirete ili
mikropipete (za injektiranje mikrozapremina ispitiva-
nog analita). Perturbacije sistema se izvode injektira-
njem mikrozapremina ispitivanog analita direktno u
reakcioni sistem. Shematski prikazi aparature i detaljne
procedure za izvodenje APP tehnike date su u radovima
[43-48,51-67,69—71,73-79].

potencijallv

0.54 r ,|\ ,I\ ,T

100 200 300 400 500 a00

tis

Slika 3. Tipican oscilatorni profil dobijen u odsustvu i prisutsvu
perturbatora (sulfanilamida), pri eksperimentalnim uslovima
datim u radu /51 /. Strelice oznacavaju trenutak injektiranja
analita. Slika je preuzeta iz rada [51].

Figure 3. Typical oscillation profile obtained in the absence
and presence of perturbator (sulfanilamide) obtained for the
experimental conditions given in reference [51]. Arrows indi-
cate the moment at which analyte was injected. The figure is
taken from the reference [51].

Izbor analita za perturbacionu analizu je veliki i za-
visi od rezultata koji se Zele posti¢i. Tako, analizirana
jedinjenja mogu biti ona koja su esencijalna za dobija-
nje oscilacija i postoje kao reaktanti, intermedijeri, ili
produkti u matrici, ali se na ovaj na¢in mogu analizirati i
supstancije koje nisu direktni ucesnici reakcija koje ¢ine
mehanizam oscilatorne reakcije, ali isti moraju reago-
vati sa nekom od reakcionih vrsta matrice.

ANALITICKA PRIMENA OSCILATORNIH REAKCIJA

Koriséenje oscilatornih reakcija kao matrica za odre-
divanje analita, pretpostavlja definisanje strukture i

*U nekim slucajevima se kao indikatorska elektroda koristila kiseoni¢-
na elektroda [46], odnosno jon-osetljiva membranska elektroda [47].

**Potencijal merne elektrode moze se beleZiti i milivotskim pisacem.

***pored potenciometrijske detekcije, koris¢éena je i hemiluminis-
centna detekcija [48], tehnika rezonantnog rasejavanja svetlosti [49],
konduktometrija [50] i druge.
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osobina faznog prostora (ili dela faznog prostora) ko-
jem matrica pripada (slika 2). Zbog toga je potrebno
ispitati uticaj razli¢itih parametara, odnosno nezavisnih
promenljivih (temperature, specificna brzina protoka,
koncentracije reaktanata, itd.) na dinamiku matri¢nog
sistema. Ispitivanje uticaja parametara na dinamiku ne-
ke oscilatorne reakcije naziva se bifurkaciona analiza.
Ovakvom analizom se utvrduju i uslovi tj. vrednosti
parametara pri kojima dolazi do prelaza sistema iz
jedne dinamicke strukture u drugu (bifurkaciona tacka).
Poznavanje polozaja bifurkacionih tac¢aka je vazno s ob-
zirom na to da je matricni sistem u njihovoj okolini eks-
tremno osetljiv na perturbacije, Sto sa prakti¢nog sta-
novista znaci da se radom u okolini ovih ta¢aka moze
poboljsati osetljivost metode, tj. poboljsati limit detek-
cije za ispitivani analit.

Optimizacija reakcionih uslova, koja prethodi pri-
meni PPOSSS metode je detaljno opisana u radovima
[37,43,45,60—65]. Ona obuhvata bifurkacionu analizu™*
(izbor odgovarajucih dinamickih stanja matrice koje ce
biti perturbovana) i perturbacionu analizu (ispitivanje
uticaja izabranih dinamickih stanja na osetljivost mat-
ricnog sistema i perturbaciju izabranog dinamickog sta-
nja razli¢itim koncentracijama ispitivanog analita).

Tako, u sluc¢aju BL matrice realizovane u proto¢nom
reaktoru, se za [KIOs]y = 5,9><1O_2 mol L™, [H,S0.]p =
= 5,5x107> mol L™, [H,0,], = 0,20 mol L™, pri specifi¢-
noj brzini protoka, j, = 2,96x107 min~' i variranjem
temperatures* u intervalu od 35,0 do 59,2 °C [37]), do-
bijaju stabilne dinamicke strukture (neke od dobijenih
su prikazane na slici 2A). Odgovarajuci bifurkacioni dija-
grame* prikazan je na slici 2B, gde su tackama oznaceni
potencijali koji odgovaraju stabilnim stacionarnim sta-
njima, dok su kruZi¢ima predstavljene ekstremne vred-
nosti potencijala koje se ostvaruju tokom prostih perio-
di¢nih oscilacija. Na osnovu bifurkacionog dijagrama od-
reduju se bifurkacione tacke, i nakon toga, matrica per-
turbuje analitom u okolini nadenih bifurkacionih tacaka.

Sa druge strane, optimizacija reakcionih uslova, koja
prethodi primeni APP tehnike je detaljno opisana u
radovima [44,47,48,50-59,66,67,69—71,73—79] i ona
obuhvata:

**Jednom dobijeni bifurkacioni dijagram moze se koristiti za svako
sledece analiticko odredivanje. Tako, za kvantitativho odredivanje
nekog analita pri eksperimentalnim uslovima za koje je dobijen dati
bifurkacioni dijagram, vrsi se samo perturbaciona analiza. Ipak, zbog
sistematskih odstupanja detekcionog sistema, koris¢enih hemikalija,
rastvora, itd., s vremena na vreme treba ponoviti eksperimente u
kojima se ispituju uticaji parametara na dinamiku matrice (bifurka-
ciona analiza) i ispitati repetabilnost dobijenih rezultata.
5*Temperatura je bila kontrolni parametar u radovima [45] i [61-64],
specifi¢na brzina protoka u radu [64], a koncentracija protoka sum-
porne kiseline u radu [60].

®*Bifurkacioni dijagram predstavlja grafik koji prikazuje skup stabilnih
stanja sistema u funkciji kontrolnog parametra.
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1. eksperimenate koji se izvode bez prisustva ispi-
tivanog analita (slika 3) radi dobijanja stabilnih i ponov-
ljivih oscilacija u vremenu (sustinski vazan uslov za do-
bijanje repetabilnih, odnosno ponovljivih rezultata) i

2. eksperimente u kojima se analit dodaje u matric-
ni sistem (slika 3) koji se nalazi u stanju regularnih
oscilacija u cilju obezbedivanja najvece osetljivosti i tac-
nosti metode, kao i uslova za izvodenja velikog broja
odredivanja. U vezi sa tim testiraju se razli¢iti trenutci
(faze) tokom oscilatorne evolucije matrice, odnosno in-
jekcione tacke tokom oscilatornog ciklusa [55], sa ci-
ljem dobijanja maksimalnog inteziteta odgovora matri-
ce na perturbacije.

Na primer, u slu¢aju BZ matrice realizovane u pro-
to¢nom reaktoru, pri odredenim eksperimentalnim us-
lovima ([malonska kiselina], = 0,260 mol L [H,S04]o =
1,000 mol L™, [Mn*"], = 0,060 mol L™, [BrO73], =
0,195 mol L™) i variranjem temperature (od 25,0 do
40,0 °C), kao i brzine protoka, nalaze se uslovi za do-
bijanje stabilnih i ponovljivih oscilacija (slika 3) [51].
Nakon toga se matrica perturbuje sulfanilamidom u da-
tim injekcionim tackama posmatranih oscilacija (slika
3). Ispitane injekcione tacke, generalno, odgovaraju
maksimumu, ili minimumu amplitude dobijenog regu-
larnog oscilatornog profila, a repetabilno dodavanje
analita uvek u istoj tacki (slika 3) omogucava dobijanje
tacnih i preciznih rezultata. Ispitivanje razlicitih injek-
cionih tackaka na tacnost i ponovljivost odredivanja
analita (a~naftola) detaljno je opisano u radu [55]. Na-
kon izbora optimalne injecione tacke, matri¢ni sistem
se perturbuje ispitivanim analitom odredene koncen-
tracije. Njegovo injektiranje u matricu dovodi do pro-
mene neke karakteristicne osobine oscilatorne evolu-
cije matrice, npr. amplitude oscilovanja (AA = A — A,,
slika 4 [57]), ili perioda oscilovanja (AT = T — Ty, slika 4
[57]); ove promene se mogu korelirati sa injektiranom
koli¢inom analita. Nakon toga se ispituje i uticaj svih
drugih parametara (koncentracije svakog od reaktana-
ta) na ove veli¢ine.

Kod koriséenja matrica koje se nalaze u oscilator-
nom rezimu, pored ispitivanja uticaja koncentracije sva-
kog od reaktanata [47,50-59,69-71,73—-79] na oset-
ljivost odredivanja ispitivanih analita, analizirani su i
uticaj specificne brzine protoka [52,54,55,70,74], tem-
perature [47,52-58,70,71,73,74,76—78], brzine mesa-
nja [73,75,77], jonske jacine [55,59,74], kao i izbor in-
dikatorske elektrode [47] na njihovo odredivanje.

Od nedavno, optimizacija reakcionih uslova se vrsi
pomocu statistickog eksperimentalnog dizajna (Box-
-Behnken dizajn) [68,72]. Pokazano je da se primenom
ovog statistickog programa, brzo i jednostavno utvr-
duju optimalni eksperimentalni uslovi za izvodenje per-
turbacione analize. Tako, u radu [68] se ispituje i proce-
njuje uticaj razli¢itih promenljivih (koncentracije KBr,
KBrOs, Ce(lV), sumporne kiseline i malonske kiseline) na

analiticki signal (promena perioda oscilovanja), odnos-
no optimizuju eksperimentalni uslovi za kvantitativno
odredivanje L-penicilamina, kori$éenjem BZ oscilatorne
reakcije koja se nalazi u oscilatornom rezimu. Nakon iz-
bora optimalnih reakcionih uslova, matricni sistem se
perturbuje razli¢itim koli¢inama ispitivanog analita. Eks-
perimentalno dobijeni rezultati odredivanja L-penicil-
amina pri optimalnim eksperimentalnim uslovima (do-
bijenim koris¢enjem Box-Behnken dizajna), dati su u ta-
beli 1.

S|

40 mV
L=l
potencijal

T T T T ) T U L T T T 1
02 46 81012141618202224
t/min
Slika 4. Tipicni odgovor matricnog sistema dobijen injektira-
njem 5,0x1 07° mol L™ Alizarin Red S, pri eksperimentalnim
uslovima datim u radu [57]. Period i amplituda oscilovanja
pre injektiranja analita su oznaceni sa Tyi Ao, doksusa TiA
oznaceni period i amplituda oscilovanja nakon njegovog injek-
tiranja u matricu; | oznacava momenat (minimum potencijala)
perturbovanja matrice. Slika je preuzeta iz rada [57].
Figure 4. Typical signal profile of matrix system provided by
addition of 5,0X10£ mol L™ Alizarin Red S, obtained for the
experimental conditions given in reference /57 . Period and
amplitude of oscillation before injection of analyte are de-
noted as T, and A, while period and amplitude of oscillation
after its injection in matrix are denoted as T and A; | denotes
the moment (minimum of potential) at which matrix was per-
turbed. The figure is taken from the reference [57].

Slicno, u radu [72] se prethodno pomenuti statis-
ticki postupak koristi za optimizaciju eksperimentalnih
uslova za kvantitativno odredivanjem L-cisteina. Box-
-Behnken dizajn se pokazao kao koristan metod za ispi-
tivanje uticaja razlicitih faktora na analiticki signal. S
obzirom na to da se na ovaj nacin dobijaju optimalni
eksperimentalni uslovi pri kojima je efekat analita na
matricni sistem najveci (najveca osetljivost metode), ne
moraju se testirati razlicite injekcione tacke za dobi-
janje najboljeg odgovora, $to znacajno skracuje vreme
ukupne analize. U spomenutim radovima [68,72] ispi-
tana je i specificnost (selektivnost) primenjene metode,
ali nisu analizirani realni uzorci, tj. nije sagledana realna
primenljivost predloZene tehnike. Na kraju, najznacaj-
nija prednost primene ovog metoda je pojednostavlji-
vanje primenjene tehnike i postavke eksperimenta. Eks-
perimentalno dobijeni rezultati kvantitativnog odredi-
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Tabela 1. Statisticki parametri odredivanja ispitivanih jedinjenja
Table 1. Statistic parameters of determinations of different compounds.

. Litera- . ) . R b RSD°  RCV*
Analit tura Linearni opseg Regresiona jednacina R LOD % %
Peroksinitrit [46] 2,5x10°—1,56x107° 1 (%)% =26,71+4,58 ¢ 0,9946 - - -
Dopamin [47]  2,4x107—4,9x10™° AA= 0,00585 +1729 ¢ 0,9987 9,80x107° 3,26 101,3
L-Cistein [50] 3,25x10°—2,35x107* P =1,0204 + 2268 c 0,9859 2,55x10°  — -
Metionin [50]  2,6x107°—1,1x10™ P =0,9893 + 521,24 ¢ 0,9846 8,90x10°  — -
Sulfanilamid [51] 9,33x107°—3,02x10°° AA =151 +20,9 log ¢ 0,9978 6,03x10° 1,1 -

4,27x10°—7,41x10°° AP =81,7+10,9 log ¢ 0,9981 2,69x10° 0,85 101,2
Penicilin [52] 2,97x10°—5,50x10"°  AAr®= 0,492 —0,071 (-logc)  0,9985 - - -
2,97x107—5,50x10"  APf£=2,030-0,301 (-logc)  0,9981 5,94x10° - -

Ribavirin [53]  1,5%x107—6,3x10™ AA=0,00826-928,3652¢c  0,9964 3,20x10° 234 991

Furfural [54]  3,1x10°—1,0x10°  AA=121,6094+16,2051logc 0,9930 3,0x10° 42 99,7
3,1x10—1,0x10 AP =491,12566 + 64, 8900 log ¢ 0,9991 - -

o-Naftol [55]  3,4x10°—5,3x107" AA=2,91+5275¢ 0,9991 - 0,87 96,5
Katehol [56]  2,1x107°—2,1x107* AA = 873,91 +148,54 log ¢ 0,9976 1,37x10° 3,8 -
Alizarin Red [57]  1,5x107—1,0x10"° AA =659 +184,2 log ¢ + 0,9989 1,00x107 4,4 -

+12,9 (log c)2

2+ 8

Co [58] 5,37x107—5,27x10" AP =170,3 — 14,23 (—log ¢) 0,9995 5,2x10™ 3,70 100,1
L-Asparaginska kiselina  [59]  7,10x107°—1,17x10™ AP =27,6 +2,94 log ¢ 0,9990 5,58x10° 2,75 100,45
Vitamin B, [60] 0,01—1,0 AE=17,6+8,4 log ¢ 0,9986 0,01 44 1020
Vitamin Bs [60] 5,0—50,0 AE=-0,91-0,43 ¢ 0,9988 2,60 1,2 101,9
p-Fenilendiamin [66] 4,68x107—1,95x10"°  AE,"=311,85-47,92 (-logc) 0,9981 9,5x10° 2,35 99,7
p-Nitroanilin [67] 2,5x107—3,75x10°  AE"=353,585-52,918 (—logc) 0,9995 2,5x10° - 99,6
L-Penicilamin [68]  9,0x107—9,0x10™° AP =59,84-9,0291 ¢ 0,9947 8,7x107 4,0 -
Ampicilin [69]  5,0x107°—1,0x10~ AA=-103+2,42¢C 0,9995 3,30x10°" 0,8 -
Kalcijum-pantotenat [70]  5,0x10°—2,5x107 AA = 3,09 — 23680,65 ¢ 0,9982 2,50x10° 2,6 1005
1,5%10°—2,5x10° AP =-0,24—520 c +71687,97 ¢ 0,9966 0,3
Triptofan [71] 6,44x107"—5,50x10"* AA = 0,295 —0,046 (—log c) 0,9980 6,50x10° - -
2,55x10°—2,55x10™ AP =0,973 0,170 (- log c) 0,9987
4,97x10°—8,24x10™" AP =48,057-10,192 (- logc)  0,9994
L-Cistein [72]  4,0x107—3,0x10™° AP =45,811—2,6762 In c 0,9965 4,0x107 3,4 -
Pirogalol [73]  1,5x10°—1,0x107" AA=830,153 + 141,017 logc  0,9959 1,34x10° 16 -
1-Naftilamin [74] 1,0x10°—7,08x10™° AA =504,02 + 83,39 log ¢ 0,9955 5,64x10° - 11,9

7,08x10°—7,08x10™
5,2x107'—3,3x107°

AP =763,67 + 145,35 log c 0,9922

AA=1,87141+7,22114 c 0,9998 0,45 - -
AP =9,64723 +20,83665 ¢ 0,9995 0,48

aKoncentracija je data u mol L™, osim u radu [60], gde je data u wmol; Blimit detekcije definisan kao koncentracija analita za koju je odnos

p-Nitrobenzenazonaftol  [75]

signal-Sum = 3; ‘relativna standardna devijacija; ,,Recovery” (odnos nadene i stvarne koncentracije analita izrazen u procentima); €l je procentni
odnos amplituda (A/Ao); fPr je bezdimenzioni odnos perioda (P/Po). U ovom slu&aju je koriééena konduktometrijska detekcija; 8AA, i AP, je relativna
promena amplituda ((A—Aq)/Ao) i perioda oscilovanja ((P—P,)/Py), respektivno; hAEmje maksimalna promena potencijala (E, — E;)

vanja L-cisteina pri optimalnim eksperimentalnim uslo-
vima (dobijenim koriséenjem Box-Behnken dizajna), da-
ti su u tabeli 1.

Analiticki signal
Nakon optimizovanja reakcionih uslova, izabrano di-
namicko stanje se perturbuje analiziranim analitom i

potenciometrijski prate odgovori matricnog sistema na
pobudu. Indukovani odgovori (potenciometrijski, kon-
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duktometrijski ili hemiluminiscentni analiticki signali*)
mogu se kvantifikovati na razli¢ite nacine.

Kod APP tehnike, koja se primenjuje na oscilatorne
reakcije koje se nalaze u rezimu prostih regularnih osci-
lacija (slika 3), analiticki signal moZe biti promena am-
plitude oscilacija (AA) [47,51, 53-57,69-71,73—75]:

AA=Ay—A )

*QOdgovori matrice na pobudu izazvanu ispitivanim analitom mogu se
pratiti razli¢itim metodama [48,50].
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gde su Ag i A amplitude oscilacija* pre i nakon dodatka
analita u matricu (slika 3).

Takode, analiticki signal moZe biti promena perioda
oscilovanja, (AP) [51,54,58,59, 68,70-72,74,75]:
AP =P, —P (5)

gde su Py i P periodi** oscilovanja pre i nakon dodatka
analita u matricu.

Iz navedenih signala su, kao kvantitativna karakte-
ristika matrica, izvedeni bezdimenzioni parametri, kao
S$to su relativna promena amplitude oscilovanja,

780

a)
E/mV
Ep Ep

Ep
760453

l | I
780 :

3000

bilnom stacionarnom stanju pre izvrSene perturbacije
(slika 5) [60].

Osim primene PPOSS tehnike koris¢enjem BL matri-
ce, istu tehniku su nedavno primenili Gao i drugi autori
za odredivanje mikrokoli¢ina p-fenilendiamina i p-nitro-
anilina, kori$¢enjem BZ matrica, realizovanih u otvore-
nom [66] i zatvorenom reaktoru*** [67]. Promenom
bifurkacionog parametra, specificne brzine protoka (u
radu [66]) i temperature (u radu [67]), utvrdeni su po-
lozaji bifurkacionih tacaka, a perturbacije su izvodene u
okolini bifurkacionih tacaka. Tako, injektiranje analita u

b)
Es | | |
7601
Y Ep
Ep
12000 13000

t/s

Slika 5. Tipi¢ni odgovori BL matrice dobijeni nakon perturbacije sistema (koji se nalazi u stabilnom stacionarnom stanju) razli¢itim
koncentracijama vitamina B-grupe, pri eksperimentalnim uslovima datim u radu [60 /. Ukupne injektirane koli¢ine analita u alikvo-
tima od 50 ul standardnih uzoraka su (sa leva na desno): (a) [Bs/= 10, 17 i 20 umol (b) dva uzastopna injektiranja [Bg/= 0,07 umol i
[Bs/= 0,50 umol. Strelice oznacavaju momenat perturbovanja stacionarnog stanja. Slika je preuzeta iz rada [60].

Figure 5. Typical potentiometric responses of the BL matrix obtained after perturbations of the system being in the stable stationary
state with different concentrations of vitamins B-group, under experimental conditions given in reference [60/. The total amounts of
analyte injected in the 50 ulL aliquots of standard samples are (from left to right): (a) /Bs/= 10, 17 and 20 umol (b) two successive
injection of [Bs/=0.07 umol and [Bs/= 0.50 umol. Arrows indicate the moments at which stationary states were perturbed. The

figure is taken from the reference [60].

i perioda oscilovanja,

PR 151 F;=Pi (501,

0 0

APR =

kao i odnos oscilatornih amplituda izrazen u % [46].

Kod PPOSSS tehnike, koja je razvijena koriséenjem
BL matrice u stabilnom neravnoteinom stacionarnom
stanju (slika 5), analiti¢ki signal je indukovana maksi-
malna promena potencijala (AE,,) [43,60—65]:

AE,, =E, —E; (6)

gde je E, ekstremna vrednost potencijala nakon izvr-
Sene perturbacije, a E, je potencijal koji odgovara sta-

*Amplituda oscilacija je jednaka razlici potencijala u minimumu i ma-
ksimumu oscilacija (A = Emax—Emin)-

**Period oscilovanja predstavlja vremenski interval izmedu dve uzas-
topne oscilacije.

matricu koja se nalazi u stabilnom neravnoteZznom sta-
cionarnom stanju, dovodi do promene potencijala (jed-
nacina (3)) koja je linearno zavisna od logaritma kon-
centracije analita. Pokazano je da se predlozenim me-
todom mogu odredivati vrlo niske koncentracije** na-
vedenih analita (LOD reda veli¢ine 10 mol L’l, Tabela
1) u Sirokom opsegu koncentracija (dva reda veliCine,
tabela 1). Ova metoda, zbog svoje jednostavnosti i
niske cene, moze biti alternativa drugim istrumental-
nim metodama za rutinsko odredivanje p-fenilendi-
amina i p-nitroanilina u uzorcima otpadnih voda. Ge-
neralno, APP tehnika primenjena koris¢enjem vrlo oset-
ljivih matrica, koji se nalaze bilo u oscilatornom, bilo u
stabilnom stacionarnom stanju u okolini bifurkacione

***U uslovima zatvorenog reakcionog sistema gde nema protoka
mase, svako uspostavljeno stanje (stacionarno stanje, periodi¢ne os-
cilacije, itd.) je tranzijentno, dok se u uslovima otvorenog sistema
moze, stalnim dotokom reaktanata, odrzavati Zeljeno dugo.
“*[spitivane koncentracije su koncentracije analita koje su injektirane
u matricu; injektirana zapremina analita je 200 uL [66], odnosno 100
uL[e7].

159



N.D. PEJIC, S.R. ANIC, LJ.Z. KOLAR-ANIC: ANALITICKE PRIMENE OSCILATORNIH HEMISKIH REAKCIJA

Hem. ind. 66 (2) 153-164 (2012)

tacke, je korisni analiticki pristup, s obzirom na to da
koristi vrlo jednostavnu aparaturu i kao takva moze biti
deo bilo koje analiticke laboratorije; pokazalo se da je
njeno koris¢enje vrlo pogodno u rutinskim analizama
razlicitih jedinjenja koja mogu biti od znacaja za prirod-
ne nauke u buducénosti. U tabeli 2 je dat pregled (od
druge polovine 2005. god. do prve polovine 2011. god.)
ispitivanih analita, kori$¢enih matrica i analiziranih real-
nih uzoraka koji ocigledno ilustruje primenljivost raz-
matrane perturbacione tehnike.

Odredivanje niskih koncentracija analita primenom
pulsne perturbacione tehnike

U slucaju koris¢enja oscilatornih reakcija kao matri-
ca za analiticka odredivanja, postoji stroga kauzalnost
izmedu kvantitativnih (i kvalitativnih) karakteristika iza-
zvane perturbacije i koli¢ine perturbatora. Tako, anali-
ticki signal (izrazi (4)—(6)) je proporcionalan koli¢ini do-
datog analita, pri ¢emu dobijena zavisnost moze biti li-
nearna [46,47,50-56,58—60,66—75], ili polinomijalna
[57,70]. Validacija predloZenih metoda vrsi se u skladu
sa ICH (International Conference on Harmonization Gui-

Tabela 2. Analizirana jedinjenja, realni uzorci i koris¢ene matrice za primenu pulsne perturbacione tehnike
Table 2. Compounds analyzed, the real samples and matrices used for the application of pulse perturbation technique

Ispitivano jedinjenje Realni uzorak Koriséeni hemijski oscilator (matrica) Literatura
Peroksinitrit - NADH-0,-H"-HRP (PO oscilator) [46]
Dopamin Injekcije dopamin hidrohlorida Malonska kiselina -BrO3’-Ce4+-HZSO4 (BZ oscilator) [47]
Cistein - H,0,-KSCN-CuSO,-NaOH (Cu(ll) oscilator) [50]
Metionin - H,0,-KSCN-CuSO,-NaOH (Cu(ll) oscilator) [50]
Sulfanilamid Tablete Malonska kiselina-BrO;-Mn?*-H,S0, (BZ reakcija) [51]
Penicilin - Mlecna kiselina-aceton-BrO{-Mn2+-HZSO4 [52]
Ribavirin Injekcije Malonska kiselina-BrOs™-Mn?*-H,S0, (BZ reakcija) [53]
Furfural Uzorci vode Malonska kiselina-BrO{-Mn2+-HZSO4 (BZ oscilator) [54]
o-Naftol Karbaril H,0,-KSCN-CuSO,-NaOH (Cu(ll) oscilator) [55]
Katehol - Jabuéna kiselina-BrO;™-H,S0,-[CuL] (ClO,4), (hemijski [56]
oscilator sa makrociklicnim kompleksom)
Alizarin Red S - Jabuéna kiselina-BrO;™-H,SO,-[CuL] (ClO,4), (hemijski [57]
oscilator sa makrociklicnim kompleksom)
Co** Injekcije vitamina B, Jabucéna kiselina-malonska kiselina —Br03_—Ce4+—HZSO4 [58]

L-Asparaginska kiselina

Vitamin B; (niacin)
Paracetamol
Askorbinska kiselina
Morfin

Vitamin B, (tiamin)

p-Fenilendiamin
p-Nitoanilin
L-Penicilamin
Ampicilin

Kalcijum pantotenat
Triptofan

L-Cistein

Pirogalol

1-Naftilamin
p-Nitrobenzenazonaftol

Injekcije kalijum i magnezijum aspar-
tata; rastvori kalijum i magnezijum
aspartata za oralnu upotrebu

Tablete
Tablete
Tablete i urin
Injekcije
Vitaminske tablete (kompleks
B vitamina)
Uzorci vode

Otpadne vode

Uzorci vode

Uzorci vode

(jabuéna kiselina + BZ oscilator)

H,0,-KSCN-CuS0,-NaOH (Cu(ll) oscilator) [59]
H,0,-10;7-H" (BL oscilator) [60]
H,0,-10;7-H" (BL oscilator) [62]
H,0,-105"-H" (BL oscilator) [63]
H,0,-10;™-H" (BL oscilator) [64]
H,0,-10;™-H" (BL oscilator) [65]

Malonska kiselina -BrO{-[Fe(phen)3]2+-HZSO4 [66]
(BZ oscilator)
Vinska kiselina-Aceton- Mn2+-BrO3_-HZSO4 [67]

Malonska kiselina-BrO;-Br - Ce4+-HZSO4 (BZ oscilator) [68]

Malonska kiselina-BrOs™-Ce**-H,50,-hinon [69]
(BZ oscilator + hinon)

Jabucna kiselina-BrO; -H,SO,4-[Cul] (ClO,), (hemijski [70]

oscilator sa makrociklicnim kompleksom)
Malonska kiselina -BrO;’-Ce4+-HZSO4 (BZ oscilator) [71]

Malonska kiselina-BrO3; -Br - Ce4+-HZSO4 (BZ oscilator) [72]
Jabucna kiselina-BrO; -H,SO,-[Cul] (ClO,), (hemijski [73]

oscilator sa makrocikli¢nim kompleksom)
Malonska kiselina -BrO;™-Ce**-H,50, (BZ oscilator) [74]
H,0,-KSCN-CuSO,-NaOH (Cu(ll) oscilator) [75]
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delines). U vezi sa tim odreduju se analiticki parametri
validacije, kao $to su: linearnost, koncentracioni opseg,
granica detekcije, granica kvantifikacije, tacnost, preciz-
nost i specificnost (selektivnost)*. Detaljna procedura
za ispitivanje specificnosti PPOSSS metode je data u ra-
dovima [43,62—65]. Kod PPOSSS tehnike, posebno va-
Zan aspekt ispitivanja jeste analiza oblika odgovora ma-
trice u prisutvu interferenta (supstancija koje uticu na
signal). Ovo je veoma znacajno jer se moze iskoristiti za
identifikaciju ispitivanih analita u analizi kontrole kvali-
teta nekog kompleksnog uzorka.

Metoda kalibracione krive primenjena je za odredi-
vanje dvadeset pet razli¢itih analita. U tabeli 1 sumarno
su prikazani parametri odredivanja koji obuhvataju ob-
lasti koncentracija i statisticke podatke dobijene regre-
sionom analizom**. Dobri korelacioni koeficijenti (r =
> 0,99) ukazuju na linearnost kalibracionih dijagrama u
Sirokom opsegu koncentracija (dva [46,47,51,53,56,60,
66—69,71-73] i tri reda veli¢ine [52,54,57,59,70], a u
nekim slucajevima i Cetiri [55,58,75]). Moze se videti da
je metoda izuzetno osetljiva*** (LOD vrednosti su od
~10"° mol L™ do 107° mol L™, ali i 5x107** mol L™* [58]),
precizna’* (RSD <5 %) i taéna™* (RCV < 102 %).

Vazno je istaci da za prakti¢nu analiticku primenu
predloZzene metode, nije potrebno poznavati mehani-
zam reagovanja analita i matrice. Ipak, kao $to je gore
ve¢ pomenuto, poznavanje mehanizma moze bitno do-
prineti obimu eksperimentalnih istrazivanja za razvoj
razmatrane perturbacione analize. Sa druge strane,
uporedna analiza simuliranih i eksperimentalni rezul-
tata je put validacije modela reakcije koja se odigrava u
matrici, odnosno dubljeg razumevanja perturbacione
analize. Naime, vrlo Cesto se pretpostavljeni modeli
mehanizma interakcije analita i matrice testiraju u nu-
meric¢kim simulacijama, a dobijeni rezultati porede sa
eksperimentalno dobijenim, kao Sto je detaljno objas-
njeno u radovima [63,64]. To je razlog Sto se u nekim
od navedenih radova analiziraju moguc¢i mehanizmi
reagovanja ispitivanog analita i matrice®* na osnovu

*S obzirom na to da su oscilatorne reakcije izuzetno osetljive na pri-
sustvo eksternih supstancija (perturbacije), izuzetno je vazno ispitati
uticaj drugih supstancija (interferenata) koji mogu biti prisutni u slo-
Zenim uzorcima koji se analiziraju predloZzenom tehnikom.

**Qvi parametri za uzorke koje je analizirala nasa istraZivacka grupa u
periodu od 1999. do 2009. god. su prikazani u radu [43].
***QOsetljivost metode je izraZzena preko limita detekcije (LOD) koji
predstavlja koncentraciju analita za koju je odnos signal-Sum = 3.
**Preciznost metode se obigno izrazava kao relativna standardna de-
vijacija (RSD).

**Tagnost analititke metode se izrazava kao ,recovery” (RCV), od-
nosno kao odnos nadene i poznate koncentracije analita izrazen u
procentima.

6*Rasvetljavanje mehanizma njihovog reagovanja, moze biti vrlo ko-
risno istraZivac¢ima koji se bave matematickim modeliranjem reakcija,
kao vodi¢ u sistematskom nalaZenju uslova pri kojima se, primenom

pretpostavljenih modela mehanizama reakcija u koris-
éenim matricama7*, kao i dodatnih eksperimentalnih
istrazivanja (npr. koris¢enjem stop-flow tehnike [46],
ciklicne voltametrije [52,56,57,69,73], ili potenciomet-
rije [47,53,54,59,60,70]).

ZAKLJUCAK

Rezultati istraZivanja primene oscilatornih reakcija u
analiticke svrhe, pokazuju da takozvana pulsna pertur-
baciona tehnika i koris¢enje vrlo osetljivih oscilatornih
hemijskih sistema, kao matrica, dovodi do analitickih
metoda koje imaju o€igledno dobre osobine: linearnost
u Sirokom opsegu koncentracija (dva i tri reda veliCine,
a u nekim slucajevima i Cetiri), veoma veliku osetljivost
(LOD vrednosti od =10~° mol L™ do =107° mol L™, ali i
5%x10~" mol L"), zadovoljavajucéu preciznost (RSD < 5 %)
i taCnost (RCV <105 %).

Objavljeni rezultati iz ove oblasti u poslednjih Sest
godina, kao i ranijih, nedvosmisleno pokazuju svrsi-
shodnost koris¢enja oscilatornih reakcija za analiticka
odredivanja razlicitih jedinjenja, kako u Cistim, tako i u
sloZenim uzorcima od znacaja za farmaciju, ali i Sire, za
razlicite oblasti istrazivanja. Ono Sto predstavlja pose-
ban doprinos opisanih metoda su njihova jednostav-
nost primene i niska cena, kao i €injenica da za analizu
analita ¢esto nije potreban nikakav predtretman uzor-
ka, osim njegovog rastvaranja. Poboljsanja postignuta
primenom APP tehnike su posebno znacajna s obzirom
na Siroku rasprostranjenost primene potenciometrijskih
merenja u svakodnevnim rutinskim analizama, kao na
primer u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji, labo-
ratorijama za kontrolu kvaliteta, istrazivackim laborato-
rijama, itd.
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(Review paper)

Novel analytical methods for quantitive determination of analytes based on
perturbations of oscillatory chemical reactions realized under open reactor con-
ditions (continuosly fed well stirred tank reactor, CSTR), have been developed in
the past twenty years. The proposed kinetic methods are generally based on the
ability of the analyzed substances to change the kinetics of the chemical reactions
matrix. The unambiguous correlation of quantitative characteristics of perturba-
tions, and the amount (concentration) of analyte expressed as a regression equa-
tion, or its graphics (calibration curve), enable the determination of the unknown
analyte concentration. Attention is given to the development of these methods
because of their simple experimental procedures, broad range of linear regression
(107-10"* mol L™) and low limits of detection of analytes (10°~10"% mol L™, in
some cases even lower than 1072 mol L"l). Therefore, their application is very
convenient for routine analysis of various inorganic and organic compounds as
well as gases. This review summarizes progress made in the past 5 years on
guantitative determination of pharmaceutically and biologically important com-

pounds.
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