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STABILNOST HLOROFILA NA OKSIDACIONI STRES U VODENOM 

MEDIJUMU I U LIPOZOMIMA  

 

REZIME 

 

Stabilnost hlorofila na dejstvo izabranih oksidacionih stresova u homogenom 

neuređenom vodenom medijumu i u uređenim lipozomnim strukturama tema je ove 

doktorske disertacije. Naime, jedinstvena uloga hlorofila zasnovana na njegovoj specifičnoj i 

vrlo raznovrsnoj hemijskoj reaktivnosti opravdava njegovu primenu u industrijskim 

tehnologijama, prehrambenoj i farmaceutsko-kozmetičkoj industriji, ali i u medicini. Pitanje 

stabilnosti hlorofila postavlјa se kao jedan od preduslova njegove potencijalne primene u 

raznim oblastima nauke i tehnologije. Oksidacioni stresovi primenjeni na hlorofil in vitro su: 

hemijska oksidacija Fentonovim reagensom i termalnim inicijatorom, enzimski katalizovana 

oksidacija, kao i fotooksidacija vidljivim i UV-B zračenjem. Stabilnost hlorofila u vodenom 

medijumu nakon oksidacionih stresova, ispitivana je primenom apsorpcione 

spektrofotometrije, dok su odgovarajuće promene u strukturi Chl-molekula praćene elektro-

sprej masenom spektrometrijom kombinovanom sa UHPLC hromatografijom, sa ciljem 

mogućeg uvida u mehanizme tih promena. Fizička stanja unutrašnjosti lipozoma uslovljena 

strukturom lipida, a koja utiču na penetraciju i ponašanje inkorporisanih hlorofila, samim tim 

i na drugačiji stepen njegove degradacije, ispitana su primenom apsorpcione i fluorescentne 

spektoskopije. Sa ciljem procene nekih mogućih mehanizama uključenih u date oksidacione 

stresove, pored već predstavljenih metoda, rađeni su tzv. peroksidni testovi: test 

konjugovanih diena i TBA-MDA test.  

Dobijeni rezultati pokazuju da je stabilnost hlorofila zavisna ne samo od koncentracije 

hlorofila već i prirode primenjenog oksidacionog stresa. Generalno, hlorofil i u lipozomima, a 

posebno u vodenom medijumu pokazuje nizak stepen stabilnosti, što je rezultiralo njegovim 

modifikacijama, stvaranjem oksidacionih-degradacionih produkata. Destruktivnost 

primenjenih oksidacionih stresova na hlorofil mogla bi se gradacijski prikazati na sledeći 

način: dejstvo Fentonovog reagensa < dejstvo termalnog inicijatora < VIS < UV-B 

ozračivanje, pri čemu treba uzeti u obzir da je ovakav redosled dobijen primenom tačno 

definisanih uslova.  



xii 
 

Na osnovu iznetih rezultata može se zaključiti da je poznavanje što tačnijeg 

mehanizma ponašanja hlorofila pod dejstvom oksidacionih stresova, kao i njegove optimalne 

koncentracije i stabilnosti u potencijalnim formulacijama, od krucijalnog značaja za njegovu 

dalju upotrebu. 

 

 
Ključne reči: Hlorofil; Stres; Oksidacija; Stabilnost 

 

Naučna oblast: Tehnološko inženjerstvo 

Uža naučna oblast: Hemija i hemijske tehnologije 

UDK: 547.979.7+547.953:543.422 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xiii 
 

STABILITY OF CHLOROPHYLL ON OXIDATIVE STRESS IN 

WATER MEDIUM AND IN LIPOSOMES 

 

ABSTRACT 

 

The stability of chlorophyll on chosen oxidative stresses in disorganized aqueous 

medium and more organized liposomal structures is a topic of this doctoral thesis. The unique 

role of chlorophyll, based on its specific and very diverse chemical reactivity justifies its 

application in industrial technologies, food processing and pharmaceutical and cosmetic 

industry as well as in medicine. The question about chlorophyll stability is set as one of the 

preconditions for its potential applications in various areas of science and technology. In vitro 

oxidative stresses applied to the chlorophyll are: chemical oxidation by Fenton reagent and 

thermal initiator, enzyme catalyzed oxidation and photo-oxidation by continuous visible and 

UV-B irradiation. The stability of chlorophyll in the aqueous medium after oxidative stress 

was studied using absorption spectroscopy while the corresponding changes in the structure 

of Chl-molecules was followed by electro-spray mass spectrometry combined with UHPLC 

chromatography, in order to get the possible insight into the degradation-oxidation 

mechanisms. Changes in the physical conditions of the liposome interior (organized lipid 

structures), which affect the behavior of incorporated chlorophyll penetration and therefore a 

different degradation degree, were investigated using absorption and fluorescence 

spectroscopy. In addition to the presented methods, in order to evaluate some of the possible 

mechanisms involved in oxidative stress, two peroxide tests were performed: test of 

conjugated dienes and TBA-MDA test.   

The results show that the stability of chlorophyll depends not only on chlorophyll 

concentration but also the nature of the applied oxidative stress. Generally, the chlorophyll in 

liposomes, the same as in the aqueous medium, shows a low stability degree, which resulted 

in its modifications, creating oxidation-degradation products. The destructiveness of the 

applied oxidative stresses on chlorophyll could be ranked as follows: the effect of Fenton 

reagent < effect of the thermal initiator < VIS < UV-B radiation, at precisely defined 

conditions. Chlorophyll is more stable in liposome dispersions, which supports the 

conclusion that it is better to keep it in liposomes than in water. 
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Based on these results it can be concluded that the more accurate knowledge of the 

chlorophyll behavior under the oxidative stress, as well as its optimal concentration and 

stability in the potential formulations, is crucial to its further use. 

 

 

 
Keywords: Chlorophyll; Stress; Oxidation; Stability 

 

Scientific field: Technological engineering 

Scientific Area: Chemistry and chemical technology 
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UVOD 
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1. UVOD 

Po svom značaju, hlorofil spada u jedno od najvažnijih bio-organskih jedinjenja pre 

svega zbog njegove centralne uloge koju ima u procesu fotosinteze, najvažnijem globalnom 

fizičko-hemijskom procesu na našoj planeti. Hlorofil je samo jedno jedinjenje u beskrajnom 

nizu hemijskih jedinjenja slične strukture, koja obavljaju druge izuzetno važne biološke 

funkcije (npr. hem-komponenta nekih krucijalnih proteina kao što su mioglobin ili 

hemoglobin takođe je porfirinske strukture kao i hlorofil). Ipak, do danas nije sintetizovan 

nijedan „surogat” hlorofila koji može obavljati njegovu centralnu ulogu u fotosintezi, čak i 

uprkos tome što se, puno radi na tzv.veštačkim modelima fotosinteze, gde se složena 

struktura fotosintetskog aparata, rekonstruiše na molekularnom nivou. Ova jedinstvena uloga 

hlorofila zasniva se i na njegovoj specifičnoj i vrlo raznovrsnoj hemijskoj reaktivnosti zbog 

koje je hlorofil našao svoje mesto i u nekim industrijskim tehnologijama (npr. u 

prehrambenoj i farmaceutsko-kozmetičkoj industriji), ali i u medicini: tzv.modifikovani 

proteini, koji nastaju zamenom originalnog hema hlorofilom, ili  njegovim derivatima, koji se 

koriste kao lekovi u tzv.foto-dinamičkoj terapiji (PhotoDynamic Therapy, PDT) za lečenje 

pojedinih tipova kancera. Upravo iz ovih razloga pitanje stabilnosti hlorofila predstavlja 

jedan od preduslova njegove potencijalne primene u raznim oblastima nauke i tehnologije. 

Hlorofil se smatra relativno nestabilnim jedinjenjem, posebno u prisustvu svetlosti i 

kiseonika. Takođe je dokazano da kiseline, temperatura, razni zagađivači, način skladištenja, 

ili razni enzimi mogu dovesti do degradacije (destrukcije) hlorofila, pod kojom se 

podrazumeva promena njegove hemijske strukture. Upravo iz ovih razloga kontrola faktora 

koji utiču na stabilnost hlorofila je neophodan preduslov mogućnosti kontrole njegove 

funkcije i aktivnosti, i njegove potencijalne upotrebe. Postoje brojni dokazi da je stabilnost 

hlorofila u vezi sa njegovom molekularnom organizacijom, tj. da zavisi od interakcija sa 

okolnim molekulima. Pri in vitro uslovima na stabilnost hlorofila uglavnom utiču interakcije 

sa molekulima rastvarača ali i međusobne Chl-Chl interakcije (pri većim koncentracijama), 

pa se stanje stabilnosti koje postoji u nekoj formi dinamičke (steady-state) ravnoteže može 

narušiti samo dejstvom eksternih stresova, uglavnom oksidacionog tipa.  

U ovoj tezi je praćena stabilnost hlorofila na oksidacione stresove nastale dejstvom 

vidljive svetlosti, UV-B-zračenja, enzima, hemijskom oksido-redukcionom reakcijom 

(tzv.Fentonov sistem) kao i termalnim inicijatorom, i to kako u vodenom medijumu tako i u 
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lipozomima. Korišćenje tzv. lipidnih membranskih modela, lipozoma, pruža dosta 

potencijalnih prednosti u pogledu prenosa i dostave bioaktivnih komponenti inkorporisanih u 

lipozome do ciljnog mesta. Lipozomi su dosta čest sastojak raznih farmaceutsko-kozmetičkih 

formulacija u kojima igraju uloga tzv.„nosača” (eng.carrier) raznih bioaktivnih supstanci što 

je od posebnog značaja za njihov transport kroz biomembrane do želјene „mete”. 

Proučavanja stabilnosti hlorofila na odabrani oksidacioni stres pored nesumnjivog čisto 

naučnog značaja ima i potencijalni tehnološki značaj u oblasti tehnologije farmaceutsko-

kozmetičkih preparata, u kojima hlorofil može imati važnu ulogu bioaktivnog sastojka.  

Eksperimenti urađeni u ovoj disertaciji su podeljeni na one urađene u (homogenom,  

neuređenom) vodenom medijumu i one urađene u organizovanim formama lipozoma, kako bi 

se dobio uvid o stabilnosti hlorofila na primenjene oksidacione stresove pri različitoj 

molekularnoj organizaciji hlorofila, kao i o eventualnoj zaštitnoj ulozi lipozoma kao nosača 

hlorofila. Stabilnost hlorofila u vodenom medijumu pri različitim koncentracijama hlorofila 

ispitivana je metodama VIS-spektrofotometrije i LC-MS spektrometrije radi detaljnije analize 

formiranih degradacionih produkata hlorofila nakon dejstva različitih oksidacionih stresova. 

Nakon eksperimenata urađenim u vodenom medijumu isti oksidacioni stresovi primenjeni su 

u lipozomima sa inkorporisanim hlorofilom. Hlorofili kao amfifilna jedinjenja, predstavljaju 

poseban izazov za samu inkorporaciju unutar fosfolidnog dvosloja lipozoma, te je stoga 

spektroskopsko dokazivanje njihovog prisustva unutar lipozoma bio izazov sam po sebi. Radi 

toga je metodom VIS-spektrofotometrije i polarizovane fluorescentne spektroskopije praćeno 

ponašanje inkorporisanog hlorofila i njegovog derivata hlorofilida, koji zbog razlike u 

strukturi u odnosu na hlorofil zauzima različitu orijentaciju u lipidnom dvosloju. Detekciji i 

karakterisanju efekata izabranih oksidacionih stresova na inkorporisane hlorofile u 

lipozomima prethodilo je praćenje vremenske stabilnosti hlorofila pri uslovima čuvanja. Radi 

ispitivanja uticaja strukture lipida na stabilnost lipozoma i inkorporisanih hlorofila korišćeni 

su različiti lipidi koji svojim strukturnim razlikama mogu indukovati različite odgovore na 

primenjene oksidacione stresove. Stepen indukovane peroksidacije lipozomnih lipida koji se 

nesumnjivo odvija uz učešće prisutnih ili stvorenih slobodnih radikala, kao rezultat 

primenjenih oksidacionih stresova, praćen je tzv. testom „konjugovanih diena” i TBA-MDA 

testom. 

Na kraju je izvršena evaluacija i komparacija rezultata dobijenih u dva različita 

sistema (vodeni medijum, lipozomi) nakon čega su sistematizovani i diskutovani svi 
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detektovani faktori i parametri koji utiču na stabilnost hlorofila u datim uslovima. Na osnovu 

toga izvedeni su zaključci na tehnološku aplikativnost hlorofila, kao i na potencijalnu 

primenu dobijenih rezultata na već postojeće farmaceutsko-kozmetičke formulacije u kojima 

hlorofil igra ulogu bioaktivne supstance, u smislu njihovog poboljšavanja ili inoviranja. 
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2. OPŠTI DEO 

2.1. HLOROFIL 

Hlorofil (Chl) je glavni fotosintetski pigment prisutan u svim fotosintetskim 

organizmima. Predstavlja jedno od najvažnijih bio-organskih jedinjenja uopšte, pre svega 

zbog centralne uloge koju ima u procesu fotosinteze, najvažnijem globalnom fizičko-

hemijskom procesu na našoj planeti u kome dolazi do pretvaranja svetlosne energije u 

hemijsku energiju u cilju korišćenja za krajnji rezultat - sintezu organskih šećera. 

Godine 1915. Dr Richard Willstatter je dobio Nobelovu nagradu za otkrivanje 

hemijske strukture hlorofila u formi „mreže” atoma ugljenika, vodonika, azota i kiseonika 

koji okružuju jedan atom magnezijuma. Petnaest godina kasnije (1930.) Dr Hans Fisher je 

dobio Nobelovu nagradu za otkriće hemijske strukture hemoglobina, uz zapažanje da je ona u 

jednom svom delu veoma slična strukturi hlorofila. Totalnu sintezu hlorofila izvršio je R.B. 

Woodward 1960. godine (Woodward et al.1960), potvrdivši strukturu porfirinskog tipa: 4- 

pirolna prstena koordinisana centralnim Mg-atomom u sredini (Sl.1). Raspored dvostrukih 

veza po spoljašnjem obodu porfirinske strukture je konjugacioni (naizmenični raspored 

jednostrukih i dvostrukih veza), što je od presudnog značaja za ulogu koju ima u fotosintezi, 

jer pomera apsorpcioni maksimum ka većim talasnim dužinama, u vidljivu oblast sunčevog 

spektra.  

Danas je poznato da postoji više vrsta hlorofila, od kojih je najvažniji i 

najzastupljeniji hlorofil a (Chla). Sve biljke, alge i cijanobakterije koje vrše fotosintezu, 

sadrže hlorofil a. Druga najčešće zastupljena vrsta hlorofila je hlorofil b (Chlb), koji se nalazi 

samo u zelenim algama i biljkama. Ova dva tipa hlorofila se veoma malo razlikuju - u sastavu 

bočnih lanaca, kod Chla u poziciji C-7 vezana je metil (-CH3), a kod Chlb aldehidna (-CHO) 

grupa. Kao i sve ostale forme hlorofila (Scheer, 2007), i Chla i Chlb su vrlo efikasni 

fotoreceptori zbog svoje ciklične, konjugovane strukture porfirinskog tipa. 

Po svojoj hemijskoj strukturi Chla je (kao i Chlb) hlorin, pod-derivat porfirina, sa 

delimično zasićenom strukturom u pirolnom prstenu D – Sl.1 (za razliku od potpuno 

nezasićenih porfirina). Centralni Mg-atom je vezan za azotove atome pirolnih prstenova (A-

D) sa dve kovalentne i dve koordinativne veze. Petočlani izociklični prsten (E) je vezan za 

porfirin u „desnom uglu” porfirinske strukture, u položaju C-(13-15), a ostatak propanske 
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kiseline, esterifikovane fitolom (C20H39OH), vezan je za položaj C-17
3
 hlorinskog prstena 

(Sl.1). 

 

Slika 1. Struktura hlorofila sa numerisanim C-atomima (R: -CH3–hlorofil a; -CHO–hlorofil 

b). 

2.2. Derivati hlorofila 

Najčešće prisutni derivati hlorofila su feofitini, feoforbidi i hlorofilidi. Ovo se tiče 

svih prisutnih formi hlorofila, dakle ne samo Chla i Chlb, nego i ređe zastupljenijih formi 

(Chl c, d, e, f – Scheer, 2007). 

Feofitini (Pheophytins, Pheo) su derivati hlorofila kod kojih je centralni metalni atom 

Mg, supstituisan sa dva atoma vodonika (hlorofili bez centralnog Mg).  

Feoforbidi (Pheophorbides, Pheid) su derivati hlorofila bez Mg atoma i bez fitilnog 

ostatka u položaju C-17
3
 (feofitini bez ostatka fitola) (Walkeret al. 1987). 

Hlorofilidi (Chlorophyllides, Chlid), derivati hlorofila, formiraju se u poslednjim 

koracima biosinteze hlorofila iz protohlorofilida (Rudiger et al. 2006; Scheer, 2003a&b), u 

degradacionim procesima kao što je starenje listova (Brown et al. 1991) ili u toku normalnog 

metabolizma pigmentno-proteinskih kompleksa (Almela et al. 2000). Degradacioni proces 

kojim nastaju obuhvata gubitak fitila (ili tzv. fitolnog „repa”) hlorofila i modifikaciju bočnih 

lanaca na izocikličnom prstenu u reakciji koja je katalizovana uz pomoć nekoliko enzima 

(Yuzo et al. 1996).  



OPŠTI DEO 

 

6 
 

Epimer hlorofila a, Chla’, je još ranije pronađen kao sastojak ekstrakta hlorofila i on 

se reverzibilno može konvertovati u Chla. 

Svi derivati hlorofila vrlo lako nastaju u samim biljkama in vivo, ali i u in vitro 

uslovima, zavisno od načina ekstrakcije i obrade pigmentnog materijala. Strukture gore 

probrojanih ali i ostalih najčešće prisutnih hlorofilnih derivata prikazane su na Slici 2. 

 

 

Slika 2. Derivati hlorofila, reprodukovano iz Kobayashi et al.2013. 

2.2.1. Hlorofilin 

Hlorofilin (Chlorophyllin) je derivat hlorofila koji se od hlorofila razlikuje po tome što 

ne poseduje fitilni lanac (C20H39O- u poziciji C-17
3
) zbog čega je hidrofilan (Sl.3) (Egner et 

al. 2000). 

Hlorofilin se dobija u reakciji saponifikacije hlorofila a, u baznoj sredini, u prisustvu 

Na-metanolata koji „otvara” izociklični prsten, uklanja fitilni lanac i Mg iz porfirinske 

strukture (Itoh et al. 1996). Magnezijum se iz strukture hlorofila može ukloniti i dejstvom 

bakar-sulfata u kiseloj sredini, pri čemu se ujedno povećava hemijska stabilnost formiranog 

hlorofilina (Tumolo & Lanfer-Marquez, 2012). Hemijskim reakcijama koje su uključene u 

sintezu hlorofilina formira se mešavina više jedinjenja, hlorina, koji se u literaturi navode 

kao: Cu-hlorin E4, E6 i često Cu- feoforbid a  (Sl.3). 

http://link.springer.com/search?facet-author=%22T.+Itoh%22
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Slika 3. Struktura hlorofilina (R: -CH3- hlorofilin a; -CHO- hlorofilin b) i njegovih derivata. 

Hlorofilini su jedni od najmoćnijih antioksidanata ikada proučavanih. Dokazano je da 

hlorofilini mogu da neutrališu nekoliko relevantnih oksidanata in vitro, a ograničeni podaci iz 

studija urađenih na životinjama ukazuju na to da suplementacija hlorofilinom može da smanji 

nanešenu štetu od hemijskih kancerogena i radijacije (Dashwood, 1997; Dashwood & Liew, 

1992). 

Dakle, eksperimentalne studije pokazuju da hlorofilin ima i antikancerogeno dejstvo. 

Hlorofilini su pokazali izuzetnu sposobnost da se kompleksiraju sa toksinima i kancerogenim 

policikličnim aromatičnim ugljovodonicima (Egner et al. 2003; Mata et al. 2004; Simonich et 

al. 2008). Oni imaju veoma važnu ulogu u unutrašnjoj detoksikaciji tela; unutrašnja 

detoksikacija podrazumeva skup procesa kojima se toksini iz organizma neutrališu, 

transformišu ili eliminišu. 

Za razliku od hlorofila, hlorofilini su jedinjenja rastvorljiva u vodi, zbog čega se 

koriste kao koloranti u prehrambenoj industriji, aktivne komponente lekova (DerifilTM
®

), 

kao i katalizatori za zarastanje rana (PanafilTM
®
), (Kephart, 1955; Tumolo & Lanfer-

Marquez, 2012).  

2.3. Apsorpcioni i emisioni spektri hlorofila 

Hlorofili i njegovi derivati su obojena organska jedinjenja, pa apsorbuju u vidljivoj, 

VIS oblasti spektra, a sve to zahvaljujući visokoj delokalizaciji π-molekulskih orbitala po 

obodu porfirinske strukture koja im to omogućava. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0027510797002212
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0027510797002212
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Budući da su hlorofili derivati porfirina, mogu se očekivati sličnosti njihovih optičkih 

spektara (Hoff & Amesz, 1991). Realativno jednostavan model koji se pokazao jako 

uspešnim je model Gouterman-a (1978). Po Gouterman-u, spektri porfirina su rezultat 

linearne kombinacije jednoelektronskog prelaza između dve najviše popunjene i dve najniže 

nepopunjene molekulske π-orbitale: HOMO i HOMO-1 odgovaraju a1u i a2u (π) vezujućim 

orbitalama, a LUMO i LUMO+1 odgovaraju egx i egy (π
*
) antivezujućim orbitalama, 

respektivno (Sl.4). U „crvenoj” VIS oblasti se javljaju tzv. Q-trake koje potiču od 

oduzimajuće kombinacije dve orbitale, a u „plavoj” VIS oblasti su tzv. B- ili Soret-ove trake 

koje potiču od sabiranja dve orbitale.  

 

Slika 4. Energetski raspored π-molekulskih orbitala nesupstituisanih porfirina (levo) i 

njegovih derivata, hlorina, gde spada i hlorofil (desno), između kojih postoje elektronski 

prelazi, nastali apsorpcijom fotona u VIS oblasti. π – Vezujuće molekulske orbitale najvišeg 

popunjenog energetskog nivoa porfirinskog i hlorinskog prstena; π
*
 - antivezujuće 

molekulske orbitale najnižeg nepopunjenog energetskog nivoa porfirinskog i hlorinskog 

prstena. 

Apsorpcioni spektar Chla u etru karakteriše jaka „plava” Soret-ova traka sa 

maksimumom apsorpcije (Amax) na λSoret,max ~ 430 nm i relativno jaka „crvena” Qy-traka na 

λQy,max ~ 662 nm (Sl.5 - zeleno). Slaba traka u obliku ramena na kraćim talasnim dužinama u 

odnosu na Qy-traku (615 nm) je verovatno kombinacija viših tonova Oy prelaza. Slaba traka 

na 578 nm je verovatno Qx-prelaz. Apsorpcioni spektri hlorofila a i b prikazani su zajedno na 

Slici 5. Chla je hlorin kod koga je delokalizacija narušena kod pirolnog prstena D, pa se i 

očekuje da a1u(π) i egy(π
*
) molekulskim orbitalama raste energija, dok a2u(π)  i egx(π

*
) ostaju 
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nepromenjene. Zato se i očekuje da Qy-traka bude pomerena „crveno” i slabijeg intenziteta u 

odnosu na nenarušenu porfinsku strukturu. Chla se može naći u dve epimerne forme sa 

različitim hromatografskim ponašanjem, ali identičnim VIS spektrima.  

 

Slika 5. Apsorpcioni spektri hlorofila a i b. 

Apsorpcioni spektar Chlb u etru (Sl.5- crveno), pokazuje značajnije razlike u odnosu 

na Chla. Soret-ova traka je „crveno pomerena”na oko 455 nm (batohromni efekat), a Qy 

prelaz je „plavo” pomeren na oko 644 nm (hipsohromni efekat). Ovo je posledica zamene 

metil-grupe kod Chla na poziciji C-7, aldehidnom grupom kod Chlb, što stvara konjugovani 

sistem dvostrukih veza koji kompenzuje „narušeni” prsten D.  

Presudan uticaj na intenzitet i položaj apsorpcionih traka hlorofila u VIS spektrima 

ima raspodela π-elektronske gustine, na koju utiču faktori kao što su: supstitucija, aksijalni 

ligandi, vodonično vezivanje i naelektrisane grupe, kao i uticaj okoline. Takođe, preklapanja 

π-orbitala u dimerima ili oligomerima Chl, dovode do daljeg batohromnog pomeranja 

apsorpcionih maksimuma za desetak nanometara. Vodonično vezivanje molekula rastvarača 

sa molekulima hlorofila kao i vezivanje aksijalnih liganada imaju malog uticaja na pomeranje 

maksimuma apsorpcije. 

Apsorpcija u VIS oblasti se može koristiti i kao odlična osnova za proučavanje donor-

akceptorskih interakcija Chla. U monomernoj formi, u kojoj molekuli rastvarača okružuju 

Chl molekul, Mg-atom se ponaša kao akceptor elektrona, npr. u slučaju acetona. U 

oligomerima, u kojima se jedan molekul hlorofila povezuje sa drugim molekulom hlorofila, 
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Mg-atom iz jednog molekula hlorofila igra ulogu akceptora i veže se za karbonilnu grupu 

drugog molekula hlorofila (položaj 13
1
, 13

2
, 17

3
- Sl.1), koji tom prilikom ima ulogu elektron-

donora. Sa povećanjem broja agregisanih molekula u Chl-oligomeru, apsorpcioni maksimum 

njegovog VIS spektra se pomera ka dužim talasima kao posledica dodatnog preklapanja π-

orbitala makrocikličnog sistema (Katz et al. 1978). 

Fluorescencija je rezultat relaksacije pobuđenog molekula, jednim od više mogućih 

mehanizama, pri čemu on, vraćajući se na osnovni energetski nivo emituje odgovarajući 

eksciton („fluorescentni foton”). Molekuli koji imaju mogućnost da fluoresciraju se 

konvencionalno nazivaju fluorofore ili fluorohrome ili fluorescentne boje (Lakowicz, 2006). 

 Fluorescirajući molekul može imati dva karakteristična spektra – ekscitacioni i 

emisioni spektar. Ekscitacioni spektar je pokazatelj verovatnoće da fluorohroma bude 

ekscitovana svetlošću određene talasne dužine, pri čemu je veoma sličan apsorpcionom 

spektru. Teoretski, fluorohroma je najefikasnije ekscitovana talasnim dužinama koje 

odgovaraju vrhu pika u ekscitacionom spektru. Međutim, u praksi veoma često hemijska 

okolina fluorohrome, snaga upotrebljenog izvora ekscitacije i niz drugih faktora određuju 

tačnu ekscitacionu talasnu dužinu (Lakowicz, 2006). 

 Maksimum pika u fluorescentnom spektru odgovara energetskoj razlici između 

vibracionog nivoa najnižeg ekscitovanog energetskog stanja, S1, i odgovarajućeg vibracionog 

podnivoa osnovnog (nepobuđenog) energetskog stanja (S0) fluorescentnog molekula, iznad 

nultog (vibracionog) nivoa. Zbog toga je maksimum fluorescentnog spektra (Fmax) uvek 

pomeren prema nešto većim talasnim dužinama (nižoj energiji) u odnosu na ekscitacioni 

spektar (batohromni pomeraj). Razlika između maksimuma emisionog i ekscitacionog pika se 

naziva Štoksovo pomeranje (Stokes shift). Pošto su vrhovi maksimuma u ekscitacionim i 

emisionim spektrima razdvojeni, interferencija ekscitacionih i emisionih fotona može biti 

izbegnuta upotrebom odgovarajuće optike koja umanjuje smetnje i šumove i na taj način 

poboljšava osetljivost fluorescentne tehnike (Lakowicz, 2006). 

Na Slici 6 prikazani su zajedno apsorpcioni i fluorescentni spektar hlorofila kao i 

mehanizmi kojim nastaju nakon ekscitacije.Uzevši u obzir mali batohromni pomeraj u 

položaju fluorescentnog maksimuma (Fmax) u odnosu na apsorpcioni maksimum (Amax), može 

se reći da se fluorescentni i apsorpcioni spektar hlorofila odnose kao predmet i lik u ogledalu 
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(Sl.6, desno). Profil fluorescentnog spektra hlorofila varira zavisno od forme hlorofila i 

njegovog okruženja. 

 

Slika 6. Mehanizmi rasipanja energije (disipacije, dezaktivacije) pobuđenog molekula 

hlorofila (levo); Elektronski prelazi S0→S1, S0→S2 nastaju apsorpcijom (↑) „crvenog”, 

odnosno „plavog” fotona, respektivno. Neradijaciona disipacija: interna konverzija (interval 

conversion, ic), S2→S1, i intersistemski prelaz (isc – intersystemcrossing), S1→T1. Radijaciona 

disipacija (emisija), fluorescencija, S1→S0,  sa odgovarajućim pratećim apsorpcionim 

spektrom (desno).  

Fluorescencija daje informacije ne samo o strukturnim detaljima fluorohromnog 

molekula, već i o dinamici procesa njegove dezaktivacije unutar date okoline (in vitro, in 

vivo, in situ). Ova metoda se danas ubraja u red najpogodnijih, neinvazivnih, visoko 

senzitivnih, brzih, direktnih, jeftinih i kvantitivnih metoda (Maxwell & Johnson, 2000). 

 

 

 

 

 

 

http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=Kate+Maxwell&sortspec=date&submit=Submit
http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=Giles+N.+Johnson&sortspec=date&submit=Submit
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2.4. STABILNOST HLOROFILA 

Za hlorifil se generalno može reći da je nestabilan, i to pre svega na svetlosti 

(Llewellyn, 1990 a&b), ali i u „mraku” (procesi metalacije i de-metalacije, kao i brojne 

reakcije koje se dešavaju po „obodu” skeleta porfirinske strukture: enolizacija, alomerizacija 

itd.(Hynninen, 1991). Upravo iz ovih razloga kontrola faktora koji utiču na stabilnost 

hlorofila je neophodan preduslov mogućnosti kontrole njegove funkcije i aktivnosti. 

Postoje brojni dokazi da je stabilnost hlorofila u vezi sa njegovom molekularnom 

organizacijom, koja direktno zavisi od interakcija sa okolnim molekulima. U rastvoru je 

stabilnost hlorofila pre svega određena interakcijama sa rastvaračem, njegovom polarnošću, 

pH vrednošću itd. Poznato je da u polarnim rastvaračima Chl egzistira u „monomernoj” a u 

nepolarnim rastvaračima u „dimernoj” ili čak „oligomernoj” formi (Katz et al.1978; 

Zvezdanović et al. 2009). Međutim upravo sa tačke gledišta funkcionisanja hlorofila in situ 

(npr. unutar fotosintetskog aparata), ali i njegove upotrebe u raznim tehnologijama, posebno 

je važno pitanje stabilnosti hlorofila u vodenom medijumu koji predstavlјa prirodno 

okruženje u kome se odvijaju najvažniji biohemijski i fiziološki procesi. 

Faktori koji utiču na stabilnost hlorofila mogu biti interni, tj. inherentni samom 

sistemu u kome se nalazi Chl, ali i eksterni. U in vitro uslovima na stabilnost hlorofila 

uglavnom utiču interakcije sa molekulima rastvarača ali i međusobne Chl-Chl interakcije (pri 

većim koncentracijama), pa se stanje stabilnosti koje postoji u nekoj formi dinamičke (steady-

state) ravnoteže može narušiti samo eksternim putem. S druge strane, u in vivo uslovima 

stabilnost hlorofila određena je sinergetičnim dejstvom obe grupe faktora. Tipičan primer za 

to je oksidacija lipidnih komponenata biomembrana (tkiva i organa) - poznata i pod nazivom 

lipidna peroksidacija - koja može biti interno, ali i eksterno indukovana. U prvom slučaju ona 

može biti indukovana raznim endogenim faktorima koji dovode do produkcije tzv. reaktivnih 

kiseoničnih vrsta (Reactive Oxygen Species – ROS), odnosno kiseoničnih radikala koji su 

zapravo glavni inicijatori i propagatori ovog procesa, a u drugom slučaju kao inicijalni faktor 

se često javlјa eksterna radijacija, poput npr. UV-zračenja (Cvetković & Marković, 2008).  

Stabilnost hlorofila na eksterne faktore tj. stresove, poput UV-B iradijacije, vidljivog 

zračenja, dejstva hemijskih agenasa, koji se u manjoj ili većoj meri mogu smatrati 

oksidacionim stresovima, je uslovljena brojnim faktorima, između ostalih i molekularnom 

organizacijom molekula hlorofila u posmatranom medijumu. Efekat agregacije koji zavisi, 
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kako od koncentracije hlorofila tako i od medijuma u kome se hlorofil nalazi, utiče na 

stabilnost hlorofila, odnosno mogućnost njegove eventualne degradacije i formiranje 

degradacionih produkata. 

2.5. Agregacija hlorofila 

Ključno u sposobnosti hlorofila da gradi agregate (in vitro i in vivo) je njegovo 

elektron-donor-akceptorsko svojstvo (Katz et al. 1978). Mada je koordinacioni broj Mg-

atoma 4 (dve veze su kovalentnog, a dve koordinativnog karaktera), većina spektralnih 

podataka ukazuje na to da je u molekulu Chl koordinacioni broj Mg-atoma veći od 4. 

Objašnjenje je u tome što jedna ili obe aksijalne pozicije Mg-atoma mogu biti zauzete 

molekulima koji poseduju slobodan elektronski par, sposoban da učestvuje kao elektron-

donor tetra-koordinisanom atomu Mg. Sudeći po hemijskoj strukturi hlorofila, elektron-donor 

može biti i sam Chl, jer ima karbonilne grupe sa kiseonikom kao donorom elektrona (u Chl: 

jedna C=O grupa u poziciji C-13
1
 i dve estarske C=O grupe u pozicijama C-13

3
 i C-17

3
). 

Tako Chl igra i ulogu akceptora, i ulogu donora elektrona. 

Kada je Chla rastvoren u polarnom rastvaraču (nukleofilni, Luisova baza) kao što je 

aceton, dietiletar, tetrahidrofuran ili piridin, rastvarač je donor elektrona za Mg iz hlorofila, 

pa se Chl tada nalazi u obliku monomera koji može biti penta- ili heksa koordinisan. Postoje 

rastvarači koji su bifunkcionalni, sa dva elektron-donorska mesta, poput pirazina ili dioksana, 

koji poseduju dve funkcionalne grupe. U takvim uslovima, Chl se može naći u agregisanom 

stanju, pri čemu bifunkcionalni ligand služi kao spona između dva molekula hlorofila, sa 

svoja dva elektron-donorska mesta: Chl···ligand···Chl (dva molekula hlorofila vezana za 

molekul rastvarača preko njegovih funkcionalnih grupa). Ovakav tip agregacije naziva se 

egzogamni (gr. exogamous), mada se stvoreni agregati nazivaju i Chl-adukti (Chl-adducts – 

Katz et al. 1978). Zahvaljujući donorsko-akceptorskoj osobini molekula Chl, postoji i 

endogamna interakcija (gr. endogamous), ili tzv. auto-agregacija hlorofila (self-agregation – 

Katz et al. 1978), kada se dva ili više molekula Chl međusobno agregišu i grade dimere, 

(Chl)2 ili oligomere hlorofila, (Chl)n. Slikoviti prikaz agregisanih molekula hlorofila dat je na 

Slici 7. 
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Slika 7. Agregacija hlorofila, adaptirano iz (Мосин, 2006). 

Tada je Mg-atom jednog Chl molekula akceptor elektrona, dok je karbonilna grupa 

drugog Chl-molekula donor elektrona, Mg···O=C≈. Ovakav tip interacije je prisutan u 

nepolarnim rastvaračima kao što su ugljen-tetrahlorid (CCl4), benzen, ciklični i aciklični 

alifatični ugljovodonici (kao n-heksan – Zvezdanović et al. 2009). Kao „konkurenti” za 

koordinaciono mesto centralnog Mg-atoma u Chl-molekulu tokom postupka prerade biljnog 

materijala (ekstrakcije i izolacije frakcija radi dobijanja što čistije Chl-frakcije) mogu da 

učestvuju sledeći elektron-donori (nukleofili): lipidi zaostali prilikom prečišćavanja hlorofila, 

nukleofilni agensi iz acetona, petrol-etra, metanola koji su korišćeni prilikom obrade 

hlorofila, kao i nukleofilne nečistoće iz adsorbenasa kod hromatografisanja hlorofilnih 

uzoraka. Od svih nukleofila, voda je najvažniji i najjači nukleofil (Katz et al.1978).  

U nepolarnim rastvaračima kao što su alifatični ciklični i aciklični ugljovodonici, 

hlorofil egzistira kao oligomer u koncentracijama većim od 0.1 M. Ovakvi rastvarači su 

nepolarizabilni pa se više molekula Chl grupiše tako da se svojim alifatičnim krajevima (kao 

što je fitilni „rep” iz esterifikovanog alkohola fitola u poziciji C-17
3
), orijentiše ka 

molekulima okolnog rastvarača. Malim dodatkom nekog nukleofilnog agensa rastvorima 

agregisanog Chl, agregati se raskidaju. Takođe, sa porastom temperature medijuma 

agregacija se postepeno narušava. Eksperimentalno je utvrđeno da se oblast agregacije 

hlorofila, u rastvaračima poput metanola i vode kreće u opsegu koncentracije 10
-5

-10
-2

 M 

(Ballschmiter & Katz, 1969). 

Najbolji eksperimentalni rezultati koji se tiču degradacionih produkata hlorofila kao 

posledici alomerizacije u rastvoru, mogu se dobiti HPLC-MS analizom (Woolley et al. 1998). 

Eksperimentalno je utvrđeno da u vodenim ili metanolnim rastvorima dolazi do stvaranja 

http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Ballschmiter%2C+Karlheinz&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Katz%2C+Joseph+J.&qsSearchArea=author
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alomerizacionih produkata hlorofila poput hidroksi-hlorofila a (m/z 909), metoksi hlorofila a 

(m/z 923) i metoksilakton hlorofila a (m/z 939) (Woolley et al. 1998).  

S obzirom na nerastvorljivost hlorofila u vodi, njegovo rastvaranje u vodenom 

medijumu uslovljeno je prethodnim rastvaranjem u rastvaračima poput metanola, acetona i 

sličnih (Agostiano et al. 2002). Različita priroda nepolarnih rastvarača u kojima je hlorofil 

najpre rastvoren pre dodavanja vodenog medijuma, utiče na formiranje dva moguća tipa Chl-

agregata, onih koji apsorbuju u oblasti od 740-760 nm (metanol, etanol, acetonitril, aceton), i 

koji apsorbuju u oblasti 667-670 nm (piridin, tetrahidrofuran) (Vladkova, 2000). Dakle, 

organizacija hlorofila zavisi od polarnosti i koordinacione sposobnosti organskih rastvarača.  

Agregacija hlorofila može se sprečiti smanjenjm koncentracije hlorofila ispod granice 

u kojoj nastaju agregati, ali je takođe moguće sprečiti agregaciju molekula njihovom 

inkorporacijom u organizovane strukture poput lipozoma (Hongying et al. 1999). U takvim 

sistemima raspored molekula hlorofila između molekula lipida može omogućiti disagregaciju 

pigmenta čime povećava i njegovu fotoaktivnost (Hongying et al. 1999; Agostianoet al. 

1996). Na osnovu navedenih podataka, može se pretpostaviti da agregacija hlorofila u 

vodenom medijumu (in vitro) može usloviti različit odgovor hlorofila na dejstvo oksidacionih 

stresova. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Agostiano%2C+A&qsSearchArea=author
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2.6. DEGRADACIJA HLOROFILA 

Degradacija hlorofila, pod kojom se podrazumeva promena hemijske strukture 

hlorofila, dešava se u toku svih faza životnog ciklusa biljaka, kao i usled dejstva različitih 

ekoloških faktora (George et al. 1987; Mangosá & Berger, 1997). Nestanak hlorofila se pre 

svega manifestije gubitkom zelene boje u lišću biljaka. Kiseline, temperatura, svetlost, 

kiseonik, zagađenje, fizički stres i enzimi mogu dovesti do destrukcije hlorofila 

(Hortensteiner, 1999). Zbog toga uslove skladištenja (temperatura, svetlo, kiselost) kao i 

procese obrade biljnog materijala treba kontrolisati kako bi se stabilnost hlorofila održala u 

mogućoj meri (Heaton et al. 1996). Dokazano je da temperatura ima veliki uticaj na 

formiranje degradacionih produkata i to tako da na nižim temperaturama u mraku nastaju 

feofitini, feoforbidi, i hidroksi – Chl-derivati, dok na višim nastaju pirofeofitini. Svetlost 

takođe utiče na hlorofil stvarajući pretežno feofitine. Zagađenje sredine inicira degradaciju 

kiseoničnim radikalom; SO2 utiče na stvaranje C-13 radikala koji formiraju hidroksi 

hlorofilne derivate (Kunert et al. 1985). Degradacija zavisi i od pH vrednosti. 

Eksperimentalno je utvrđeno da je najveći procenat degradacije Chla postignut pri niskim 

vrednostima pH, dok se u neutralnj sredini hlorofil pokazao najstabilnijim. Na Slici 8 

šematski je prikazan mogući degradacioni put hlorofila. 

Reakcije degradacije hlorofila mogu se svrstati u dva tipa reakcija. Prvi tip (Tip I), 

podrazumeva gubitak magnezijumovog atoma, fitilnog lanca i modifikaciju izocikličnog 

prstena ali ne i degradaciju samog tetrapirolnog jezgra. Drugi tip degradacionih reakcija (Tip 

II), podrazumeva „cepanje” cikličnog (porfirinsko/hlorinskog) prstena i naknadno kidanje C- 

i N-fragmenata. Oba tipa reakcija su prisutna u biološkim sistemima. Degradacioni produkti 

Tipa II, za razliku od degradacionih produkata Tipa I, nisu potpuno identifikovani, i sa jako 

malo izuzetaka vode formiranju produkata male molekulske mase i neobojenih fragmenata.  

Degradacione reakcije Tipa I 

1. Gubitak magnezijuma 

U kiseloj sredini hlorofil podleže gubitku magnezijuma pri čemu formira degradacioni 

produkt zeleno-braon boje poznatiji kao feofitin, koji se od hlorofila razlikuje po veoma 

promenjenom apsorpcionom spektru. Za razliku od apsorpcionih karakteristika Chla, crveni 

apsorpcioni maksimum feofitina a (Pheoa) u acetonu je pomeren batohromno (λmax=665 nm), 

dok je maksimum plave trake spektra pomeren hipsohromno (λmax=410 nm). Ova reakcija je 
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jako česta čak i za hlorofilide kod kojih tom prilikom dolazi do formiranja feoforbida 

(tj.feofitina hlorofilida). Magnezijum može biti „regenerisan” i vraćen u strukturu hlorofila 

putem Grignardove reakcije ali je za dati postupak neophodno obezbediti inertnu sredinu 

kako bi se sprečila oksidacija (Jackson, 1976). 

2. Otkidanje fitilnog lanca - hidroliza i alkoholiza  

Jedna od najčešćih degradacionih reakcija je otkidanje fitilnog lanca reakcijama hidrolize i 

alkoholize. Tom prilikom nastaju hlorofilidi u obliku kiselina ili njihovih estara.  Hlorofili 

takođe mogu biti hidrolizovani u blago kiselim ili alkalnim uslovima bez istovetne hidrolize 

C-13
2
 metoksikarbonilne grupe, pri čemu će svakako doći do formiranja feoforbida zbog 

gubitka magnezijuma u kiselim uslovima. Ukoliko se hidroliza vrši dejstvom hlorofilaze ili 

kiseline u prisustvu alifatičnih alkohola poput etanola ili metanola, onda je izvesno da dođe 

do alkoholize i produkcije estara hlorofilida (Hendry et al. 1987).  

3. Reakcije na izocikličnom prstenu 

Neki hlorofili i derivati hlorofila sadrže izociklični petočlani prsten bez metoksikarbonilne 

grupe u C-13
2
 položaju (tzv. pirohlorofili

1
). Metoksikarbonilna grupa u C-13

2
 položaju može 

biti uklonjena ili modifikovana na različite načine. Pirohlorofili se mogu dobiti zagrevanjem 

hlorofila u piridinu na 100
o
C u toku 48 h. Reakcije oksidacije hlorofila u položaju C-13 su 

poznatije kao reakcije alomerizacije (Pennington et al. 1963). One se uglavnom dešavaju u 

hlorofilnim rastvorima etanola ili metanola u prisustvu kiseonika. Reakcije koje se tada 

dešavaju smatraju se kompleksnim i formiranje produkata zavisi od uslova pri kojima se 

odvijaju, ali se svakako kao produkti degradacije mogu detektovati C-13
2
 metoksi i hidroksi 

derivati hlorofila (Brown et al. 1991). 

4. Reakcije vinil grupe 

Vinil grupa u C-3 položaju hlorofila može biti lako redukovana do etil grupe ali je mogućnost 

dešavanja te reakcije u biološkim sistemima mala. Mnogo izvesnija reakcija je reverzibilna 

hidratacija vinil grupe pri čemu se formira hidroksietil derivat. Ova reakcija je moguća u 

slabo kiselim sredinama poput razbaženog rastvora hlorovodonične kiseline (Brown et al. 

1991). 

 

                                                           
1
Hlorofili i njegovi derivati koji u svom nazivu sadrže prefiks –piro, u prstenu E nemaju metoksi karbonilnu 

grupu.   
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Slika 8. Model mogućih reakcija degradacije hlorofila, R-fitilni lanac (Hendry et al. 1987). U 

gornjem delu slike preovlađuju reakcije Tipa I, a u donjem delu reakcije Tipa II. 
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Degradacione reakcije Tipa II 

1. Fotohemijska degradacija  

Odavno je poznato da izlaganje svetlosti dovodi do degradacije hlorofila odnosno do 

njegovog obezbojavanja (bleaching). U in vivo sistemima, unutar pigmentno-proteinskih 

kompleksa hlorofili su od „viška svetlosti” zaštićeni pomoćnim pigmentima, karotenoidima 

(Ruban et al. 2002; Ruban, 2010; Scheer, 2003a; Frank et al. 1991). Hlorofili su podložni i 

fotoksidaciji u in vivo sistemima kao npr. u procesu starenja biljaka. Fotooksidacione reakcije 

se dešavaju brzo bez akumulacije obojenih produkata (Hendry et al. 1987). Harbour and 

Bolton (1978) su svojim ESR istraživanjima dokazali da usled degradacije hlorofila in vivo, 

ili u micelarnim vodenim sistemima pri fotooksidaciji na vazduhu, dolazi do formiranja 

hidroksi radikala koji utiču na bleching hlorofila. 

2. Nefotohemijska degradacija aktivnim kiseonikom ili snažnim oksi- agensom 

 

Reaktivne kiseonične (ROS) vrste, kao što su peroksidi, superoksidni-anjon i hidroksilni 

radikali, mogu biti formirani i u nefotohemijskim reakcijama, a hlorofil može reagovati sa 

njima stvarajući brojne degradacione produkte. Takođe, jedan od najreaktivnijih ROS 

agenasa, singletni kiseonik (
1
O2), koji nastaje dejstvom svetlosti u prisustvu tzv. 

fotosenzibilizatora (Girotti, 2001), može bitno uticati na degradaciju hlorofila. Smatra se da 

se ovakav vid reakcija odvija po neenzimskom mehanizmu direktnim delovanjem aktivnih 

kiseoničnih vrsta na strukturu porfirina (Dupont & Siegenthaler, 1986). 

Ostali tipovi degradacija 

Pored gore navedenih tipova hemijskih promena (degradacija) hlorofila, postoji još 

nekoliko tipova degradacija koje se dešavaju i in vivo i in vitro, a koje se ne mogu striktno 

uklopiti u datu podelu. Takve degradacije su:  

Enzimska degradacija hlorofila (in vivo) može voditi ka gubitku magnezijuma ili 

fitilnog lanca što predstavlja Tip I degradacije, ali je moguć i Tip II degradacije. Ovo drugo 

se dešava u prisustvu svetlosti i kiseonika (George, 1987). 

Degradacija hlorofila usled procesa starenja (Senescence). Proces prirodnog starenja 

biljaka dešava se u periodu jeseni, pri čemu u toku 7-15 dana biva degradirano 90-98% 

pigmenta, dolazi do opadanja listova i gubitka boje. S druge strane, degradacija hlorofila koja 
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je posledica zagađenja ili izvesnih oboljenja biljaka je proces koji traje znatno sporije i vrlo 

često ne teče do kraja.  Studije o degradacionim produktima koji su posledica starenja biljaka 

govore o postojanju dva mehanizma Tipa I. Jedan mehanizam vodi formiranju hlorofilida 

koji je često praćen prisustvom feoforbida, dejstvom hlorofilaze (Amir-Shapira et al. 1987; 

Muhlecker et al. 1993). Drugi mehanizam podrazumeva demetalaciju koja vodi formiranju 

feofitina sa ili bez prisustva feoforbida, i pirofeofitina (feofitin koji u položaju C-13
2
 umesto 

–COOCH3 ima –H atom) (Schoch et al. 1981). Sa druge strane identifikovani degradacioni 

produkti Tipa II su najčešće neobojene komponente manjih molekulskih masa. Neki od datih 

identifikovanih produkata su ružičasti i žuti vodorastvorni derivati sa maksimumom 

apsorpcije na oko 526 nm (Matile et al. 1987). 

Jedan od mogućih procesa degradacije hlorofila je i autooksidacija. Oksidacija 

izocikličnog prstena E u strukturi hlorofila u toku ranog stadijuma degradacije Chla je 

reakcija koja se smatra najverovatnijom pri čemu dolazi do formiranja različitih porfirinskih 

derivata (Walker &  Keely, 2004; Walker et al. 2002). Produkte nastale oksidacijom Chla na 

centrima prstena E moguće je identifikovati HPLC i MS analizom (Lim, 2009). Glavni 

uzročnik nastajanja hlorofilnih derivata i autooksidacije je molekularni kiseonik i sa njim 

povezane ROS vrste. 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0146638004001822
http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0146638004001822
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2.7. OKSIDACIONI STRES   

Oksidacioni strеs sе dеfinišе kао „оštеćеnjе” kоје nаstаје uslеd nеrаvnоtеžе izmеđu 

prеvеlike produkcije RОS vrsta i nеdоvоlјnе аktivnоsti antioksidacionih оdbrаmbеnih 

mеhаnizаmа (McKersie, 1990, 1996). Prva publikacija na temu toksičnog efekta slobodnih 

kiseoničnih radikala, u kome je iznešena studija o toksičnosti kiseonika objavljena je pre 60 

godina (Gerschman et al. 1954). Dve godine kasnije Harman i sar. (1956)  izneli su tezu 

prema kojoj oksidacioni stres predstavlja osnovni mehanizam procesa starenja i time 

pokrenuli opsežna istraživanja slobodnih radikala, inspirisana idejama „večite mladosti”. 

RОS vrste rеаguјu sа lipidimа ćеlijskih mеmbrаnа, prоtеinimа tkivа, еnzimimа, uglјеnim 

hidrаtimа i DNK, izаzivајući оštеćеnjа ćеliјskih mеmbrаnа, mоdifikаciјu prоtеinа i еnzimа, 

оksidаciјu uglјеnih hidrаtа i sl. Vеlikа prоdukciја RОS-a je opažena u inflаmаtornim 

procesima (Halliwell & Gutteridge, 2007), kod koronarnih bolesti i malignih oboljenja. 

Potrebno je istaći da je oksidacioni stres univerzalni fenomen, da ne pogađa samo 

metabolizam ljudi već i biljni svet, čak se može konstatovati da su biljke daleko više 

izloženije oksidacionom stresu zbog čestih promena u okruženju. Jedna od posledica datog 

procesa je i degradacija hlorofila. 

2.7.1. Mehanizam nastanka ROS-a 

Proizvodnju slobodnih radikala podstiču egzogeni i endogeni oksidacioni agensi 

čijem dejstvu je organizam konstantno izložen. Egzogeni oksidansi su: ozon, smog, 

jonizujuće zračenje (Stevanović et al. 2005, 2011), joni prelaznih metala – u višku (Pryor, 

1976), toksična jedinjenja i lekovi, ksenobiotici, kiseonik pri povećanoj koncentraciji itd. 

(Pryor, 1976; Halliwell & Gutteridge, 2007). Pretežno nastaju u mitohondrijama, 

mikrozomima, citosolu i endoplazmatičnom retikulumu, mada se mogu naći i u ćelijskim 

membranama (plazma membrana, jedrova membrana, membrana mitohondrija i sl.), zatim u 

peroksizomima, lizozomima i dr. O intenzitetu proizvodnje slobodnih radikala odlično govori 

podatak da se od ukupno oko 250 g kiseonika koga zdrav čovek dnevno udahne 2-5% 

prevede u toksični superoksid-anjon radikal, a gotovo 5% ukupne normalne mitohondrijalne 

potrošnje kiseonika odlazi na singletni kiseonik (Kehrer, 1993).  

Slobodni radikali su nestabilni jer imaju nesparen slobodan elektron što ih čini jakim 

oksidansima i visoko reaktivnim vrstama. Slobodni radikali sa svojim nesparenim 

elektronima u orbitalama lako mogu formirati elektronski par sa elektronima antiparalelnog 
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spina. U reakciji sa dostupnim supstratima stvaraju nove radikale, inicirajući lančane 

slobodno radikalske reakcije (Edreva, 2005). Reaktivne kiseonične vrste u koje spadaju 

slobodni radikali ali i neradikalske vrste prikazani su u Tabeli 1.  

 

Tabela 1. Neke od najčešće prisutnih ROS vrsta. 

Slobodni radikali Neradikalske ROS vrste 

superoksid, O2
· -

 vodonik-peroksid, H2O2 

hidroksilni radikal, OH
·
 hipohlorna kiselina, HClO 

peroksidni radikal, ROO
·
 singletni kiseonik, 

1
O2 

alkoksilni radikal, RO
·
 ozon, O3 

hidroperoksilni radikal, HO2
. 

  

 

Najpoznatiji redukovani oblici kiseonika su superoksid-anjon radikal, hidroksilni 

radikal i peroksidni radikal. 

 

Superoksid anjon radikal (O2
·ˉ
), nastaje redukcijom molekulskog kiseonika, a višak 

negativnog naelektrisanja koje potiče od jednog ekstra-elektrona obeležen je znakom minus. 

Nastaje u katalitičkim reakcijama kiseonika sa prelaznim metalima (kada nastaje i vodonik 

peroksid, H2O2), za vreme enzimskih hidroksilacija, razgradnjom oksihemoglobina i 

dejstvom herbicida. Njegova protonizovana forma HO2
·
 je mnogo reaktivnija i opasnija od 

samog O2
·ˉ
 (Halliwell & Chirico, 1993). U prisustvu H

+
 jona O2

·ˉ 
daje vodonik peroksid 

(H2O2) koji se, uz prisustvo Fe
2+

 jona kao katalizatora, razlaže na veoma reaktivan hidroksilni 

radikal, OH·. Hidroksilni radikal (OH·), je najreaktivniji i najopasniji kiseonični radikal; 

može nastati Haber-Weissovom reakcijom (O2
·ˉ
+H2O2  OH·+ O2+ HO

-
- (Kehrer, 2000)). 
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 Značaj ROS-vrsta ogleda se u njihovom najverovatnijem učešću u UV i VIS - 

indukovanom bleaching-u hlorofila ali i u bleaching-u hlorofila izazvanom hemijskim stresom 

(Alcher et al. 1997; Falleret al. 2001; Halliwell, 1987; Caspi et al. 2000). 

2.7.2. Oksidacioni stres izazvan dejstvom enzima 

 Različite vrste enzima mogu učestvovati u degradaciji hlorofila (lipoksigenaza, 

peroksidaza, hlorofilaza), a u zavisnosti od degradacionog (Tip I i II) puta reakcije su 

svrstane u dve grupe (Yamauchi & Minamide, 1985). Degradacija hlorofila dejstvom enzima, 

uglavnom vodi ka gubitku magnezijuma ili fitilnog lanca (Tip I - nastaju hlorofilid, feofitin, 

feoforbid), a dešava se i Tip II degradacije koji podrazumeva razaranje porfirinskog jezgra do 

manjih fragmenata.  

 Uloga hlorofilaze je u uklanjanju fitilnog „repa” iz strukture hlorofila i formiranje 

hlorofilida. Mg-dehelataza pored toga uklanja i Mg-atom iz centralnog polažaja 

porfirinsko/hlorinske stukture. Chl-oksidaza i -peroksidaza su direktno uključeni u 

degradacioni proces hlorofila, ali je njihovo reagovanje uslovljeno prisustvom nekog 

fenolnog jedinjenja (Petrović et al. 2014). Yamauchi & saradnici (2004) su dokazali da su sva 

fenolna jedinjenja koja imaju grupe u para položaju poput, p-kumarinske kiseline, apigenina, 

apigetrina, naringenina, jako reaktivna jedinjenja u čijem prisustvu je moguće uz pomoć 

enzima degradirati porfirinska jedinjenja poput hlorofila (Mangosa & Berger, 1997; Canjura 

et al. 1991). Oba, peroksidaza i Chl-oksidaza, kao produkt degradacije daju C13
2
-

hidroksihlorofil (Funamoto et al. 2002; Kaewsuksaeng et al. 2007). U nekim biljkama, porast 

aktivnosti peroksidaze ili aktivnosti oksidaze dovode, ali retko, do cepanja makrocikličnog 

prstena hlorofila. 

 Postoji nekoliko izveštaja da degradacija hlorofila u hloroplastima može biti 

indukovana unutrašnjom (per)oksidacijom sa fenolnim jedinjenjem i vodonik peroksidom, što 

rezultira bleaching-om hlorofila (Janave, 1997).  

2.7.3. Oksidacioni stres hlorofila izazvan elektromagnetnim zračenjem 

Elektromagnetno zračenje koje dolazi do zemljine atmosfere sastoji se pre svega od 

vidljive, infracrvene i ultraljubičaste svetlosti. Ipak, najveći deo sunčevog spektra zračenja 

koji dopire do površine Zemlje pripada vidljivoj svetlosti (oko 90%), i ona je odgovorna za 
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zagrevanje zemljine površine i život na njoj. Ostale delove spektra apsorbuje atmosfera, tako 

da ultravioletna svetlost učestvuje sa svega 8% u ukupnoj energiji koja dolazi do zemljine 

površine (Moan, 2001). 

Ultravioletna oblast od 200-400 nm se deli na tri pod-opsega: UV-A (320 – 400 nm), 

UV-B (290 – 320 nm) i UV-C (<290 nm). UV-B i UV-C zračenja mogu negativno da utiču 

na živi svet (biosferu). Energetski najjače i najopasnije UV-C zračenje ne dospeva do 

površine Zemlje jer biva filtrirano od strane atmosfere. UV-B svetlost je delimično 

apsorbovana od strane ozonskog omotača, tako da ona učestvuje sa 1.5% u ukupnom 

sunčevom zračenju koje pada na Zemlju. Stoga, potencijalno najopasnija za biološke 

organizme i njihovu funkciju je UV-A svetlost, koja učestvuje sa oko 6% u ukupnoj raspodeli 

sunčevog spektra, budući da je ozon ne apsorbuje. Raspodela zračenja UV i vidljivog (VIS) 

dela elektromagnetnog spektra, prikazana je na Slici 9. 

 

Slika 9. Elektromagnetni spektar zračenja u UV-VIS i IR oblasti. 

Pri višim intenzitetima VIS svetlosti može doći do oštećenja fotosintetskog aparata 

(Ramirez-Niño et al. 1998) što može dovesti do značajnog smanjenja sadržaja hlorofila u 

biljkama (Garrard et al. 1976; Tevini et al. 1981; Vu et al. 1984). Sa druge strane, uporednim 

studijama uticaja UV-A i UV-B zračenja na hlorofil, došlo se do zaključka da oba zračenja 

deluju sličnim mehanizmima inhibicije (Renger et al. 1989; Turcsányi & Vass, 2000; Vass et 

al. 2002; Larkum et al. 2001). 
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2.7.4. Oksidacioni stres izazvan dejstvom hemijskih agenasa 

2.7.4.1. Oksidacioni stres hlorofila izazvan Fentonovom reakcijom 

Fentonovu  reakciju je prvi put otkrio H. J. Horstman proučavajući oksidaciju 

organskih supstrata. Zbog svog razarajućeg oksidacionog efekta Fentonova reakcija našla je 

brojnu primenu: u tretmanu otpadnih voda, tretmanu pesticida, u tekstilnoj industriji i za 

različite biološke tretmane.  

Fentonova reakcija se u biološkim sistemima prvenstveno odvija u mitohondrijama, 

mikrozomima i peroksizomima. Inicijatori i agensi lipidne peroksidacije biomembrana in 

vivo su najčešće slobodno-radikalske (O2
·ˉ
, OH

.
) ili neradikalske kiseonične vrste (

1
O2, O3), 

koje mogu nastati različitim hemijskim reakcijama (Fentonova i Haber-Weissova reakcija) ili 

kao posledica raznih eksternih stresova.  

Soli prelaznih metala u kombinaciji sa vodonik peroksidom čine Fentonov sistem. 

Direktni uzročnici produkcije slobodnih radikala i oksidacionog stresa su metali sa 

promenljivom valencom: Fe, Cu, Cr. Prelazni metali u prisustvu H2O2 stvaraju veoma 

reaktivne hidroksilne radikale koji započinju lanac lipidne peroksidacije. Od prelaznih metala 

daleko najčešće se koristi Fe
2+

 (Halliwell & Chirico, 1993; Deng et al. 1997; Tang et al. 

2000; Tian et al. 2000), ali se vrlo često koristi i Cu
2+

 (Rengel et al. 2000).  

Elektronska struktura metala omogućava davanje jednog elektrona i čini ga važnom 

komponentom u produkciji i metabolizmu slobodnih radikala u biološkim sistemima. U 

organizmu se gvožđe nalazi u tri oksidaciona stanja: Fe(II), Fe(III) i malim delom kao 

Fe(IV). Pri fiziološkoj pH vrednosti Fe(II) je nestabilno u vodenoj sredini, reaguje sa 

molekulskim kiseonikom i gradi Fe(III) i superoksidni-anjon radikal (Arora, 2002). 

Katalitički aktivno gvožđe katalizuje redoks reakcije između kiseonika i bioloških 

makromolekula. Ispitivanja Halliwell & Gutteridge-a (2007), ukazuju da helatirano gvožđe 

deluje kao katalizator Fentonove reakcije, olakšavajući konverziju superoksid anjona i 

hidrogen peroksida u vrlo reaktivni hidroksilni radikal, koji može da reaguje sa različitim 

biomolekulima, poput lipida, lipozoma, proteina i DNK (McKersie, 1996).  

 

H2O2+Fe
2+

(Cu
2+

)  → Fe
3+

(Cu
3+

)  + OH
-
 + OH

.
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Brojna istraživanja su pokazala da se Fentonova reakcija može odvijati po dva različita 

mehanizma: 

- radikalski mehanizam, 

- ne-radikalski mehanizam.  

Radikalski mehanizam opisan je prvi put 1932. godine po kome su produkovani OH
.
 

radikali mogli dalje da apstrahuju vodonikove atome iz C-H veze otpočinjajući lančane 

reakcije oksidacije. Po ovom klasičnom tumačenju Fentonove reakcije produkcija radikalskih 

vrsta se završava pretežno produkcijom OH
.
 i HO2

.
. Radikalski mehanizam se može 

demonstrirati sledećim jednačinama:  

Fe
2+

 + H2O2 → Fe
3+

 + OH
-
 + OH

.        
(1) 

OH
.
 + H2O2 →HO2

.
 + H2O         (2) 

Fe
3+

 + HO2
.
 →Fe

2+
 + H

+
 + O2         (3) 

Fe
2+

 + HO2
. 
→ Fe

3+
 + HO2

-
         (4) 

Fe
2+

 + OH
. 
→ Fe

3+
 + OH

-
         (5) 

U Fentonovoj reakciji proizvodnja OH
. 
radikala zavisi od nekoliko faktora, kao što su 

vrednost pH, koncentracija H2O2 i Fe
2+ 

jona, temperatura i vreme trajanja reakcije. Povećanje 

koncentracije H2O2 može promovisati inhibitorni efekat hidroksilnih radikala i formiranje 

drugog radikala (HO2
.
), koji ima znatno manji oksidacioni efekat u poređenju sa OH

.
 

(Homem et al. 2010). Povećanje koncentracije Fe
2+ 

jona, takođe utiče na povećan nivo 

oksidacije. Odnos između koncentracije H2O2 i Fe
2+

, takođe može odigrati presudnu ulogu u 

efikasnosti Fentonove reakcije.  

Fentonova reakcija se može odvijati kako u biološkim sistemima (može započeti 

lipidnu oksidaciju ili oksidisati skoro bilo koji molekul razgradnjom peroksida), tako i u 

sistemima poput lipozoma (McKersie, 1996; Artem & Fredric, 2006). Procenat degradacije, 

pored ostalih faktora koji utiču na Fentonovu reakciju, zavisi i od sastava lipida.  

U lipidnim sistemima, u prisustvu H2O2 i Fe
2+

 jona, pored gore navedenih reakcija 

mogu se odigrati i sledeće reakcije (Barbusiński, 2009): 

OH
.
 + H2O2 → H2O + H

+
 + O2

.
       (6)

 OH
.
 + Fe

2+
→ Fe

3+
 + OH

        
(7)

 
LOOH + Fe

2+ 
→ Fe

3+
 + LO

.
+ OH

.
       (8) 
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U jednačini (8), LOOH predstavlja lipidne perokside – glavni proizvod procesa 

lipidne peroksidacije (LP); to su nestabilni proizvodi koji svojim raspadom mogu „nagraditi” 

peroksi- radikale (LO
.
), ali i druge radikale i proizvode. Uticaj Fentonovog reagensa na 

hlorofil ispitan je in vitro, pri čemu je zaključeno da koncentracija Fe
2+

 jona mora biti 

dovoljna kako bi sama reakcija u kojoj se generisu hidroksilni radikali mogla imati 

degradirajući efekat na hlorofil (Shen, 1997).  

2.7.4.2. Oksidacioni stres hlorofila izazvan dejstvom termalnog inicijatora 

 

  2,2'-azobis (2-metilpropionamidin) dihidrohlorid (AAPH) je u vodi rastvoran 

slobodno- radikalski inicijator, koji pokreće oksidacione procese na temperaturama većim od 

37
o
C. U toku njegovog reagovanja dolazi do formiranja brojnih radikala: OH

.
, OOH

.
, kao i 

keto radikala koji dalje nastavljaju lančane oksidacione rekcije. Hidrofilni AAPH inicijator se 

široko koristi za kvantitativna istraživanja kinetike oksidacije (Betigeri et al. 2005). 

Efikasnost inicijatora u velikoj meri zavisi od izbora sistema rastvarača i viskoznosti 

(Laguerre et al. 2007). Sa druge strane, 2,2'-azobis (2,4-dimetilvaleronitril) (AMNV) je 

termalni slobodno-radikalski inicijator rastvoran u lipidima, što je od značaja kod 

proučavanja osidacionog stresa na hlorofil inkorporisan u lipozome.    

Dodatak AAPH u jedan biljni ekstrakt (in vitro) inicira aktivaciju fenolnog jedinjenja 

prisutnog u ekstraktu čime bi se pak u in vivo uslovima, aktivirao sekundarni odbrambeni 

metabolizam biljke (Ohlsson et al. 1995). Diazo inicijatori poput AAPH, proizvode veliki 

broj peroksilnih radikala (Werber et al. 2011). 

 

Slika 10. Hemijska struktura termalnog inicijatora, 2,2-azobis (2-metilpropionamidin) 

dihidrohlorida - (AAPH). 

Azo inicijatori promovišu oksidaciju lipida i minimiziraju dekompoziciju 

hidroperoksida, što je značajno za polinezasićene masne kiseline koje sadrže tri ili više 

dvostrukih veza (Hosseinian, 2006). Struktura AAPH prikazana je na Slici 10. 
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Vodorastvorni AAPH generiše slobodne radikale termalnom dekompozicijom (1-2), 

što je prokazano šemom na Slici 11. Oni brzo reaguju sa kiseonikom stvarajući peroksidne 

radikale (3). Peroksidni radikali se ili gube usled reagovanja sa nekim antioksidantom iz 

rastvarača tj. vodene faze (4), ili reaguje sa drugim slobodnim radikalom stvarajući stabilni 

produkt (5), ili, u prisustvu lipida napada njihove dvostruko-alilne H-atome (6), čime dovodi 

do daljeg širenja (propagacije) mehanizma (7 i 8).  

 

 

Slika 11. Šema mehanizma lipidne peroksidacije, inicirane od strane termalnog azo-

inicijatora. LH – lipid, L
.
 – lipidni radikal; LO2

.
 – peroksi(-lipidni)-radikal; LOOH – lipidni 

peroksidi; IH - antioksidant.  

Upotreba termalnog inicijatora potiče upravo iz potrebe generisanja LOO
. 
radikala, 

čija difuzija in vivo zavisi između ostalog i od dvosloja membrane, tj. njene viskoznosti 

(Laguerre et al. 2007). Kad je reč o lipidnim modelima ima izveštaja da je difuzija 

peroksilnih radikala veća u micelama nego kod lipozoma (Barclay et al. 1984). Takođe je 

utvrđeno da je oksidacija lipida u lipozomima zavisna od pH vrednosti sredine i da je 

generalno manja pri većim vrednostima pH (Hanlon & Seybert, 1997). Termalni inicijator 

AAPH često nalazi primenu i pri ispitivanju stabilnosti lekova na oksidacioni stres (Betigeri 

et al. 2005). 
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2.8. BIOLOŠKI MODELI MEMBRANA 

Biološke membrane su lipo-proteinskog sastava, tj. sastavljene su od dvosloja lipida u 

kojima su smešteni proteini (Sl.12), dok je sam lipidni matriks uglavnom fosfolipidnog 

sastava. Sve biološke membrane imaju sličnu strukturnu organizaciju, kao i veliki broj drugih 

zajedničkih osobina. 

 

Slika 12. Šematski prikaz biološke membrane, 

(http://www.bionetskola.com/w/%C4%86elijska _membrana). 

 

Glavne klase lipida koje ulaze u sastav membrane su fosfolipidi, sfingolipidi i 

holesterol, a u malim količinama se nalaze i glikolipidi i kardiolipini. Različite membrane 

sadrže različite količine pojedinih klasa lipida. Lipidi utiču na fizičke osobine membrane kao 

što su viskoznost i propustljivost. Najčešće korišćeni modeli biomembrana – koji se formiraju 

u vodenom medijumu - su micele, monomolekulski slojevi, dvoslojevi, lipozomi itd. (Sl.13).  

 

Slika 13. Organizovane lipidne strukture. 

http://www.bionetskola.com/w/%C4%86elijska%20_membrana
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Micele su stabilne strukture zahvaljujući interakciji polarnih grupa sa vodom i silama 

atrakcije između ugljovodoničnih lanaca u unutrašnjosti micela. Do formiranja micela dolazi 

tek pri datoj koncentraciji; to je tzv. kritična micelarna koncentracija (critical micelar 

concentration – CMC). S druge strane, veliki molekuli lipida u vodenim rastvorima mogu se 

organizovati i u dvoslojne strukture: polarne „glave” ka spolja, a hidrofobni „repovi” ka 

unutrašnjosti. Ove dvoslojne strukture mogu stvarati i zatvorene sferne oblike, koji potpuno 

razdvajaju spoljašnji od unutrašnjeg prostora, poznatije kao lipozomi. 

2.9. LIPOZOMI I NJIHOVA STRUKTURA 

Lipozomi predstavljaju mikroskopske sferne čestice čije membrane, koje se sastoje od 

jednog ili više lipidnih dvoslojeva (bilayers) „zatvaraju” deo vodene faze u kojoj su lipozomi 

suspendovani. Još je engleski naučnik Alec D. Bangham šezdesetih godina prošlog veka prvi 

napravio formulaciju na bazi lipozoma. Lipidni dvoslojevi lipozoma su sastavljeni od lipida 

čiji se hidrofilni delovi usmeravaju prema vodenoj sredini („glave”), dok se lipofilni delovi 

molekula okreću jedni prema drugima i formiraju hidrofobni unutrašnji prostor lipozoma 

(Vemuri & Rhodes, 1994). Na Slici 14 je dat slikoviti prikaz strukture lipozoma. Lipozomi se 

najčešće koriste kao „nosači” za „dostavu” (delivery) lekovitih supstanci, koje se mogu 

inkorporisati u lipidnom dvosloju (ako su lipofilne), ali i u vodeno „jezgro” (ako su 

hidrofilne) (Vuleta et al. 2003). 

 

Slika 14. Poprečni presek sfera lipozoma, (http://www.myvisiontest.com/newsarchive.php? 

id= 816). 

http://www.myvisiontest.com/newsarchive.php?%20id=%20816
http://www.myvisiontest.com/newsarchive.php?%20id=%20816
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Naime, inkapsulacijom lekovite bioaktivne supstance u lipozome može se povećati njena 

penetracija u dublje slojeve kože, pri čemu može doći do akumulacije i formiranja „depoa” 

lekovite supstance koji obezbeđuje produženo oslobađanje uz istovremeno smanjenje 

sistemske resorpcije i neželjenih efekta. Inkapsulacija lekovitih supstanci u lipozome takođe 

povećava i stabilnost a time produžava i njihov rok upotrebe (Stuchlík & Žák, 2001). 

2.9.1. Lipidi – osnovni sastojci lipozoma 

Fosfolipidi predstavljaju prirodne sastojke ćelijskih membrana što ih čini 

biorazgradivim, netoksičnim i neimunogenim, zbog čega se smatraju idealnim „nosačima” 

bioaktivnih supstanci. Fosfolipidi predstavljaju jednu od glavnih grupa lipida u životinjskim, 

biljnim i bakterijskim membranama. Fosfatni deo strukture predstavlja polarni (hidrofilni) 

deo fosfolipida – polarnu „glavu” molekula. Dugački lanci nezasićenih i/ili zasićenih masnih 

kiselina predstavljaju nepolarne (hidrofobne) delove fosfolipidnog molekula (Sl.15). 

 U zavisnosti od toga da li u sintezi fosfolipidnog molekula učestvuje glicerol ili 

sfingozin, fosfolipidi se dele na glicerofosfolipide ili sfingofosfolipide. 

 

 

Slika 15. Struktura fosfolipida. 

 

Fosfolipidi se rastvaraju u organskim rastvaračima ili njihovim smešama. Zbog svoje 

amfifilne prirode, kada su u vodenom medijumu prisutni iznad kritične micelarne 

koncentracije (CMC je približno 10
-8 

M) tada formiraju agregate. Struktura agregata zavisi od 
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hemijske strukture polarne „glave”, dužine i stepena zasićenosti lanca masnih kiselina, kao i 

pH vrednosti i jonske jačine vodenog rastvora. Agregati najčešće formiraju lamelarne 

strukture, ali pod određenim uslovima mogu da formiraju i kubične i heksagonalne strukture 

(Blume, 1992). Fazno stanje membrana utiče na fizičke osobine lipozoma. Permeabilnost i 

fluidnost tečno kristalnih slojeva lipida je veća od permeabilnosti i fluidnosti slojeva u gel 

stanju. Prelaz iz jedne faze u drugu je reverzibilan i zavistan od temperature. 

Najznačajnija vrsta fosfolipida važna za formiranje lipozoma je fosfatindiholin (PC). 

On se može dobiti iz sirovina biljnog (seme soje, kukuruz, repa), ili životinjskog porekla 

(jetra životinja i žumance jajeta). Esterifikovane masne kiseline se razlikuju po broju 

ugljenikovih atoma i stepenu nezasićenosti. Najčešće masne kiseline koje ulaze u sastav 

fosfolipida su palmitinska (16:0), stearinska (18:0), oleinska (18:1), linoleinska (18:2), 

linolenska (18:3) i arahidonska (20:4). Pored nezasićenih fosfolipida za formiranje lipozoma 

koriste se i zasićeni fosfolipidi dobijeni katalitičkom hidrogenizacijom fosfolipida, kao i oni 

dobijeni izolacijom iz prirodnih izvora. Ovi fosfolipidi poseduju veću stabilnost, jer je 

mogućnost peroksidacije daleko manja pošto nema dvostrukih veza u njihovim strukturama 

(Dragičević et al. 2005). Od zasićenih fosfolipida najčešće prisutni su 

dipalmitoilfosfatindiholin (DPPC), dipalmitoilfosfatidilserin (DPPS), dipalmitoil 

fosfatidiletanolamin (DPPE), dipalmitoil fosfatidna kiselina (DPPA), a od nezasićenih 

fosfolipida, dioleilfosfatidilholin (DOPC) i dioleil-fosfatidilglicerol (DOPG) – sa po jednom 

nezasićenom vezom u masnokiselinskim granama. Zasićeni fosfolipidi sa dugim 

masnokiselinskim lancima se koriste za dobijanje lipozoma rigidnih, nepermeabilnih 

membrana.  

2.9.2. Klasifikacija lipozoma 

Lipozomi se mogu klasifikovani po metodi kojom su dobijeni, po broju slojeva u 

svojoj strukturi ili po veličini, ali se najčešće klasifikuju na osnovu slojevitosti njihove 

strukture i veličine, dok je klasifikacija po metodi kojom su dobijeni vrlo retko u upotrebi. 

Postoje razne pripremne metode za sintezu lipozoma različitih veličina i lamelarnosti. 

Priprema lipozoma upotrebom ultrazvuka ili metoda istiskivanja iz membrana, uobičajene su 

metode za pripremu unilamelarnih vezikula. Visoke energije sonifikacije se obično koriste za 

sintezu malih lipozoma, tzv. malih unilamelarnih vezikula (Small Unilamellar Vesicles, SUV), 

gde je veličina dobijenih lipozoma zavisna od frekvencije i snage ultrazvuka, kao i vremena 

sonifikacije (Cheng & Gang, 2011). Takozvane ekstruzione metode, ili metode istiskivanjem 

http://link.springer.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/search?facet-author=%22Alfred+Blume%22
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(uz upotrebu ekstrudera) mogu se koristiti za generisanje SUV ili velikih unilamelarnih 

vezikula (Large Unilamellar Vesicles, LUV). Po ovim metodama priprema lipozoma počinje od 

suvog lipidnog filma koji je hidratisan u vodenom rastvoru i podvrgnut sukcesivnim 

postupcima zamrzavanja i odmrzavanja sve do formiranja multilamelarnih vezikula 

(MultiLamellar Vesicles, MLV) (Cheng & Gang, 2011). Suspenzija se zatim sonifikuje visoko-

frekventnim ultrazvukom ili ekstrudira kroz polikarbonatne membrane sa nano-porama 

(Cheng& Gang, 2011). Metode za pripremu lipozoma mogu biti i modifikovane na osnovu 

osobina, hidrofobnosti i željene veličine čestica. Kada se lipozomi koriste za transport 

bioaktivnih lekovitih supstanci, tada je njihova veličina važan faktor za farmakokinetiku i 

biodistribuciona svojstva; ovo npr. može da utiče na efikasnost „isporuke” posebne vrste 

bioaktivnih supstanci, tzv. fotosenzibilizatora u okviru metode fotodinamičke, ili PDT 

terapije (Photo Dynamic Therapy, PDT2); jedan od korišćenih fotosenzibilizatora je i hlorofil 

(Moser, 1998; Markovic & Zvezdanovic, 2012). Najčešći način klasifikacije lipozoma 

prikazan je u Tabeli 2. 

Kontrola veličine formiranih lipozoma je važan faktor u formulacijama lekovitih 

preparata i treba da bude optimizovana u cilju poboljšanja farmakoloških svojstava 

medikamenata. SUV-lipozomi se razlikuju od ostalih vrsta lipozoma po velikoj 

zakrivljenosti, što za posledicu ima veliki membranski potencijal, pa prema tome i povećanu 

(unutrašnju) propustljivost i termodinamičku nestabilnost sistema, sa težnjom ka agregaciji i 

fuziji, naročito ispod temperature faznog prelaza. SUV-lipozomi pokazuju i druge nedostatke, 

kao što je neophodnost primene velike energije (visoke frekvencije) za njihovo dobijanje, što 

može dovesti do oksidacije i hidrolize lipida. Karakteristično za SUV je veća permeabilnost 

za hidrofilne molekule. Najmanje SUV, dobijene ultrazvukom, imaju prečnik oko 23 nm i 

karakterišu se zapreminom hidratisanog dvosloja 4.5 puta većom od zapremine unutrašnjeg 

vodenog prostora, inače nepodesnom za efikasnu inkapsulaciju hidrofilnih molekula. Sa 

druge strane, prednost male veličine SUV-a je bolja raspodela u organizmu nakon 

intravenske inkapsulacije (Dragičević, 2005). 

                                                           
2
PDT terapija temelji se na fotosenzibilizaciji (Tip I i II) pri čemu nastaje singletni kiseonik koji izaziva 

oštećenje tretiranih čelija (Allison & Sibat, 2010). Prvi mehanizam fotosenzibiliziranih reakcija (Tip I) je 

slobodno–radikalski mehanizam koji može biti praćen prenosom protona (npr. vodonika) ili transferom 

elektrona. Drugi mehanizam fotooksidativnih reakcija je ne-radikalski mehanizam (Tip II), koji podrazumeva 

prenos energije sa T1 stanja fotosenzibilizatora na osnovno tripletno stanje kiseonika 
3
O2 , dajući visoko 

reaktivni singletni kiseonik, 
1
O2 :

3
Senz. + 

3
O2 →

1
Senz.+ 

1
O2. Obe reakcije su konkurentne i zavise od okruženja 

i prirode molekula supstrata (Markovic & Zvezdanovic, 2012). Svrha fotodinamičke terapije je selektivno uništenje 

abnormalnih ćelija. 
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Tabela 2. Nomenklatura i približna veličina različitih vrsta lipozoma (Vemuri & Rhodes, 

1995). 

 Klasifikacija Skraćenica Približna veličina (μm) 

Po veličini Male jednoslojne vezikule  

(Small Unilamellar Vesicles) 

Velike jednoslojne vezikule  

(Large Unilamellar Vesicles) 

Unilamelarne vezikule izuzetno velikih 

dimenzija 

(Giant Unilamellar Vesicles) 

(SUV) 

 

(LUV) 

 

(GUV) 

0,025-0,05 

 

>0,1 

 

>1 

Po slojevitosti Multilamelarne vezikule  

(Multilamellar Vesicles) 

Unilamelarne vezikule  

(Unilamellar Vesicles) 

Multivezikularne vezikule 

(Multivesicular Vesicles) 

(MLV) 

 

(ULV) 

 

(MVV) 

0,05-10 

 

0,0225-0,1 

 

~ 0,4-10 

 

Slika 16. Prikaz različititih formi lipozoma koji se razlikuju po veličini. 

 LUV-lipozomi imaju zanemarljiv napon membrane, što kao posledicu ima veću 

stabilnost u poređenju sa SUV. S druge strane, zahvaljujući velikom unutrašnjem volumenu 

IUV, koje se po veličini nalaze između SUV i LUV, moguće je postići visoku efikasnost 

inkapsulacije hidrofilne supstance i to posebno primenom metoda reversno-fazne evaporacije 

(isparavanja) i dvostrukog emulgovanja. Ipak, njihovamehanička stabilnost i sposobnost 

zadržavanja inkapsulirane supstance, zbog prisustva samo jednog lipidnog dvosloja, nisu 

velike kao kod multilamelarnih vezikula (MLV) ili multilamelarnih velikih vezikula 

dobijenih reversno-faznom evaporacijom (MLV-REV, Reverse-Evaporation Vesicles).  

Lipozomi kod kojih su dve ili više vezikula, a koje se nalaze jedna pored druge 

inkapsulirane u jednu veću vezikulu su MVV lipozomi. Ovakve strukture se često sreću 
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prilikom izrade MLV lipozoma. Prečnik ovih lipozoma najčešće je veći od 1 µm. 

MLV-lipozomi su veličine u rasponu od 100 nm do nekoliko mikrona i poseduju 

veliki broj koncentričnih dvoslojeva. Strukturu ovih lipozoma objasnili su Bangham i njegovi 

saradnici (1965). Karakteristika ovih lipozoma je usporeno oslobađanje inkapsulirane 

hidrofilne supstance zbog velikog broja lamela, što se može iskoristiti za postizanje „depo 

efekta” (Mravec et al. 2011). Zahvaljajući velikom broju lipidnih membrana, ovi lipozomi 

predstavljaju idealne nosače lipofilnih supstanci, dok je s druge strane efikasnost 

inkapsulacije hidrofilnih supstanci niska ukoliko se koriste konvencionalne metode 

dispergovanja. 

Površinsko naelektrisanje lipozoma, određeno vrstom i osobinama upotrebljenih 

fosfolipida, predstavlja veoma važan parametar koji definiše agregaciju i sedimentaciju 

lipozoma, kao i interakciju lipozoma i ćelija (fuziju ili endocitozu). Površinsko naelektrisanje 

čestica kvantifikuje tzv. zeta-potencijal i koristi se kao merilo odbijanja među česticama. Što 

je zeta-potencijal veći, jače su i sile odbijanja i veća je stabilnost disperzije. Zeta-potencijal 

zavisi od stepena jonizacije molekula fosfolipida, a stepen jonizacije zavisi od pH vrednosti 

disperzije (Dragičević, 2005). 

2.9.3. Inkapsuliranje supstanci u lipozome 

Zahvaljujući svojoj strukturi lipozomi mogu da služe kao „nosači”  hidrofilnih i 

lipofilnih supstanci. U zavisnosti od rastvorljivosti bioaktivne supstance i njenog koeficijenta 

raspodele unutar lipidnog dvosloja lokalizacija supstanci unutar lipozoma je različita, što kao 

posledicu ima i različitu efikasnost inkapsulacije i različitu brzinu oslobađanja bioaktivne 

supstance. Inkapsulacijom aktivne supstance lipozom postaje transportno sredstvo, a za 

hidrofilne bioaktivne supstance i permeaciona barijera, što može da ima kao posledicu „depo 

efekat”. Brzina permeacije, tj. propustljivosti aktivne supstance, sa jedne strane zavisi od 

osobina lipoidalne lipozomske membrane, a sa druge strane od lipofilnosti i veličine 

molekula aktivne supstance.  

Bioaktivne supstance su prema particionim (podeonim) karakteristikama svrstane 

među hidrofilne, lipofilne, amfifilne (dobre bifazne rastvorljivosti između unutrašnje vodene i 

lipidne faze), i one koje su potpuno bifazno nerastvorne (u obe faze - zbog čega predstavljaju 

najproblematičnije kandidate za inkorporisanje u lipozome, i za njihovu primenu sa 
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lipozomima). Od svih, lipofilne supstance predstavljaju najbolje kandidate za inkorporisanje 

u lipozome u pogledu stabilnosti, ekonomičnosti i korisnosti. S toga je veliki broj lekovitih 

supstanci različite rastvorljivosti strukturno izmenjen u cilju dobijanja lipofilnih jedinjenja i 

optimalnih lipozomskih formulacija. Lipofilna unutrašnjost dvoslojnih membrana lipozoma 

omogućava inkorporisanje lipofilnih supstanci, pri čemu će odnos koncentracije fosfolipida i 

lipofilne supstance zavisiti od osobina supstance i fosfolipida, kao i postupka korišćenog za 

dobijanje lipozoma. Efikasnost inkapsulacije za lipofilne supstance često iznosi oko 100% 

pod uslovom da se supstanca ne koristi u koncentraciji većoj od njene rastvorljivosti u 

lipozomskim lipidima. Efikasnost inkapsulacije zavisi i od lamelarnosti lipozoma tj. 

multilamelarni lipozomi imaju znatno veći kapacitet za lipofilne supstance od unilamelarnih. 

Kad je reč o amfifilnim supstancama one teže da se adsorbuju na površini lipozoma. 

2.9.4. Lipidna peroksidacija 

 Oksidacioni stres koji se dešava u ćelijskim membranama, ili se može indukovati u 

biomembranskim modelima (npr.lipozomima) između ostalih, može kao jednu od mogućih 

posledica imati i tzv. lipidnu peroksidaciju (LP), tj. oksidaciju lipidnih komponenti 

biomembrana koja dovodi do stvaranja peroksidnih struktura. Inicijatori i promoteri (agensi) 

lipidne peroksidacije biomembrana i in vivo i in vitro su najčešće slobodno-radikalske (O2
·ˉ
, 

OH·) ili neradikalske kiseonične ROS vrste (
1
O2, O3), koje mogu nastati interno ili eksterno u 

datom sistemu. 

 Za iniciranje procesa lipidne peroksidacije su posebno značajni hidrofobni 

konstituenti lipida, tj. zasićene i (naročito) nezasićene masne kiseline i njihovi dugi 

ugljovodonični lanci, sa antikonjugovanim tipom strukture. Ako su masne kiseline 

polinezasićene (najmanje dve ili više dvostrukih veza) one u svojoj strukturi imaju tri tipa 

vodonikovih atoma – vinilne, alilne i dvostruko alilne (Sl.17). Vinilni H-atomi, vezani za C-

atome koji grade dvostruku vezu, se veoma teško otkidaju. Međutim, prisustvo dvostruke 

veze slabi C–H vezu na susednom C-atomu, kod alilnih H-atoma, odnosno dvostruko alilnih 

H-atoma (ako se nalaze između dve nezasićene veze – Sl.17). Upravo ovi H-atomi su veoma 

podložni otkidanju čime dovode do stvaranja lipidnog radikala (L
·
) . 
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Slika 17. Raspored vinilnih, alilnih (trougao) i dvostruko alilnih (kvadrat) H-atoma u 

antikonjugovanoj strukturi nezasićene masne kiseline. 

Nastajanje ovog radikala je upravo prvi korak, tj. iniciranje lančane slobodno-

radikalske reakcije lipidne peroksidacije. Intramolekulskim premeštanjem dvostruke veze 

ovaj radikal prelazi u konjugovani dien koji lako reaguje sa molekulskim kiseonikom i gradi 

peroksil-radikal (LOO
·
), koji produžuje („širi”) reakciju peroksidacije „oduzimanjem”, tj. 

otkidanjem H-atoma metilenske grupe susedne nezasićene masne kiseline pri čemu nastaje 

hidroperoksid (LOOH) i novi alkil radikal L
· 
koji nastavlja, obnavlja (regeneriše) lančani LP-

mehanizam. Propagacija  (ili „širenje”) lipidne peroksidacije se nastavlja i razgradnjom 

LOOH čime raste broj slobodnih radikala koji deluju na nezasićene lance susednih masno-

kiselinskih komponenti lipida. Dakle, lančani LP-proces ima samoregenerativni mehanizam. 

Šema lančane reakcije lipidne peroksidacije sa fazom inicijacije i propagacije može se 

predstaviti na sledeći način: 

 

Slika 18. Šematski prikaz mehanizma lipidne peroksidacije. 
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Lipidni hidroperoksidi (LOOH) su pri normalnim uslovima relativno (ne)stabilni, ali 

na nešto višim temperaturama ili u prisustvu jona prelaznih metala (gvožđe i bakar), vrlo brzo 

se razgrađuje dajući nove slobodne radikale (Mimica-Dukić, 1997; Wheatley, 2000; 

Sodergren, 2000): 

M
3+

 + LOOH → M
2+

 + LOO
.
 + H

+       
(9) 

M
2+

 + LOOH → M
3+

 + LO
.
 + OH

.
       (10) 

Krajnji rezultati razgradnje LOOH su tzv. sekundarni produkti lipidne peroksidacije 

kao što su aldehidi, ketoni, masne kiseline manjih molekulskih masa itd. Do prekida LP-lanca 

može doći i međusobnim reagovanjem stvorenih slobodnih radikala pri čemu nastaju 

produkti koji su stabilni i neaktivni.
 

 Lipidna peroksidacija se može inicirati i fotohemijski, pomoću fotosenzibilizatora, pri 

čemu neki od njih (poput benzofenona) pokazuju izrazitu selektivnost u odnosu na 

antikonjugovanu strukturu lipida i neku vrstu „strukturne kontrole” kad je u pitanju  mesto i 

pogodnost formiranja lipidnih radikala, i to kako u rastvoru (Marković & Patterson, 1989), 

tako i u organizovanim sistemima, micelama (Marković et al. 1990; Marković & Patterson, 

1993),  ili sabijenim monomolekulskim slojevima (Marković, 2001). S druge strane, i hlorofil 

može funkcionisati kao fotosenzibilizator – i to tipa II (Halliwell & Chirico, 1993; Girotti, 

2001), što može biti iskorišćeno u PDT terapiji za suzbijanje malignih tumora (Moser, 1998).  

Sadržaj lipidne peroksidacije se može kvantitativno ocenjivati putem testova, kao što  

su metoda konjugovanih diena i TBA-MDA test.  

Metoda konjugovanih diena je spektrofotometrijska metoda i zasniva se na apsorpciji 

UV zračenja u oblasti 230–235 nm, u kojoj apsorbuju konjugovane dienske strukture sa 

naizmeničnim rasporedom jednostrukih i dvostrukih veza (–C=C–C=C–) (Halliwell & 

Chirico, 1993; Wheatley, 2000). Neki autori koriste i odnos apsorbancija na 234 nm i 215 

nm, tzv. indeks peroksidacije (Gregoriadis, 1984; Gregoriadis, 2007; Torchilin & Weissig, 

2003). Generalni nedostatak metode je što se pri niskim koncentracijama diena maksimum na 

234 nm slabo ispoljava (Mimica-Dukić, 1997). 

TBA-MDA test. Ova metoda je brza, jednostavna i osetljiva, a koristi se za merenje 

količine malondialdehida (MDA) prisutnog u uzorku. Malondialdehid je sekundarni produkt, 

nastaje kao degradacioni proizvod peroksida masnih kiselina koje sadrže najmanje tri 
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nezasićene dvostruke veze između kojih je metilenska grupa. Osnova TBA-MDA testa leži u 

reakciji malondialdehida sa tiobarbiturnom kiselinom na povišenoj temperaturi i niskim pH 

vrednostima:  

 

Rezultat reakcije je TBA-MDA kompleks ružičaste boje čiji maksimum apsorpcije 

leži u oblasti od 532–535 nm i 245–305 nm. Meri se apsorbancija prvog maksimuma 

(ε(532)=1.56×10
5
dm

3
mol

-1
cm

-1
), a moguće je meriti i fluorescenciju ovog kompleksa na 553 

nm. Brzina reakcije zavisi od koncentracije TBA i temperature (Wheatley, 2000). 

 

Slika 19. Mehanizam formiranja malondialdehida (MDA) slobodno-radikalskom 

peroksidacijom polinezasićene masne kiseline. 



OPŠTI DEO 

 

40 
 

Metoda daje dobre rezultate u rastvorima lipida i u definisanim membranskim 

modelima (mikrozomi i lipozomi). Lipidna peroksidacija u rastvoru i u modelima bioloških 

membrana može biti indukovana različitim mehanizmima, („stresovima”). Lipidna 

peroksidacija se može inicirati solima prelaznih metala u kombinaciji sa vodonik peroksidom 

(Fentonov sistem), ali i UV-zračenjem. Fotoni UV-svetlosti imaju dovoljnu energiju da 

započnu lanac lipidne peroksidacije (Lasch et al. 1997). Mehanizam ovakvog načina 

iniciranja lipidne peroksidacije nije u potpunosti razjašnjen. Neki autori smatraju da i 

singletni kiseonik uzima učešće u ovoj reakciji (Bose et al. 1990; Xia et al. 2006). S obzirom 

na to da Chl može pod nekim okolnostima reagovati kao fotosenzibilizator tipa II (Marković 

& Zvezdanović, 2012) ova se mogućnost ne može u potpunosti isključiti. Međutim, 

nedvosmisleno je dokazano da UV-svetlost može produkovati i superoksid anjon radikal 

(O2
·ˉ
), koji takođe može biti odgovoran za fotoindukovanu lipidnu peroksidaciju (Xia et al. 

2006) tako što inicira slobodno-radikalski lančani mehanizam. UV-zračenje može direktno da 

utiče i na propagaciju i terminaciju lanca lipidne peroksidacije. Naime, sami hidroperoksidi 

(LOOH) apsorbuju UV-svetlost i raspadaju se na alkoksilni radikal (LO
.
) i veoma reaktivan 

hidroksilni radikal (OH
.
) koji odmah „oduzima” atom vodonika od najbližeg lipidnog 

molekula (LH), stvarajući nov alkil radikal (L
.
), i na taj način regeneriše lanac radikalske 

reakcije (Lasch et al. 1997).  
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2.10. PRIMENA HLOROFILA I NJEGOVIH DERIVATA U INDUSTRIJI 

Jedinstvena uloga hlorofila zasniva se na njegovoj specifičnoj i vrlo raznovrsnoj 

hemijskoj reaktivnosti zbog koje je hlorofil našao svoje mesto u nekim industrijskim 

tehnologijama (npr. u prehrambenoj i farmaceutsko-kozmetičkoj industriji), ali i u medicini 

(Moser, 1998; Marković & Zvezdanović, 2012). Upravo iz ovih razloga pitanje stabilnosti 

hlorofila se postavlјa kao jedan od preduslova njegove potencijalne primene u raznim 

oblastima nauke i tehnologije. 

2.10.1. Upotreba hlorofila i njegovih derivata u medicini 

Možda je jedan od najvećih potencijala hlorofila, s obzirom na njegovu nisku 

toksičnost, u prevenciji raka. Biološka aktivnost hlorofila i derivata hlorofila uključuje pre 

svega antioksidantnu i antimutagenu aktivnost, mogućnost modulacije ksenobiotičkog 

metabolizma
3
 i indukcije apoptoze

4
 (Dingley, 2003; Diaz et al. 2003; Chan, 2006; Chiu, 

2005).  

Iako antioksidaciona aktivnost nije jako izražena, Chla je u odnosu na ostale 

hlorofilne derivate pokazao najveću antioksidacionu aktivnost (Lanfer-Marquez et al. 2005). 

Mada je prisustvo prelaznog metala u tetrapirolnoj strukturi uticalo na antimutagenu 

aktivnost (Odin et al. 1997), smanjena mutagena aktivnost bezmetalnih hlorofilnih derivata je 

slična drugim metalporfirinima uključujući Mg
2+

, Zn
2+

 i Cu
2+

 derivate (Ferruzzi & Blakeslee, 

2007).  

Iako je većina istraživanja fokusirana na komercijalni Chl-derivat, hlorofilin 

(C34H31CuN4Na3O6), u velikoj meri se istražuju i prirodni derivati hlorofila kao modela 

biomarkera (Ferruzzi & Blakeslee, 2007; Pub. broj: US 2008/0139524 Al.). Derivati 

hlorofila, kao što su feofitini i feoforbidi su pokazali aktivnost u suzbijanju Salmonella 

tiphimurium i Escherichia coli bakterija (Okai & Higashi-Okai, 1997). Hlorofili i hlorofilin se 

takođe koriste u ljudskoj ishrani i pokazuju in vivo efekte u zaštiti od raka (Dashwood & 

                                                           
3
Ksenobiotik je hemijska supstanca koja je prisutna u organizmu, ali se u njemu ne proizvodi niti se očekuje da 

bude prisutna. U ksenobiotike se mogu svrstati i supstance koje su u organizmu prisutne u mnogo 

većoj koncentraciji od uobičajene. Toksični efekti mogu biti lokalni i opšti nakon apsorpcije i distribucije 

ksenobiotika cirkulacijom do tkiva i ćelija. 

4
Apoptoza je programirana ćelijska smrt koja se odlikuje specifičnim funkcionalnim promenama koje su u 

korelaciji sa morfološkim promenama u jedru i citoplazmi.  

http://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%A5%D0%B5%D0%BC%D0%B8%D1%98%D1%81%D0%BA%D0%B0_%D1%81%D1%83%D0%BF%D1%81%D1%82%D0%B0%D0%BD%D1%86%D0%B0
http://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%9E%D1%80%D0%B3%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%B7%D0%B0%D0%BC
http://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%BE%D0%BD%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%98%D0%B0
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Liew, 1992; Dashwood, 1997; Egner et al. 2000). Studije o efikasnosti hlorofilina kao 

medicinskog sredstva su potvrđene brojnim patentima (Pub.broj: SAD 2008/ 0139524 Al; US 

2011/0273705 Al; US 2010/0255045 Al; US 2010/0247591 Al).  

2.10.2. Upotreba hlorofila i njegovih derivata u kozmetici na bazi lipozomskih 

preparata 

Hlorofil se u kozmetičkoj indistriji upotrebljava za bojenje sapuna, ulja, masti, 

voskova, konfekcije, kože, konzervirane tečnosti i kao dezodorans. Za proizvodnju ovih 

proizvoda hlorofil se najčešće upotrebljava inkorporisan u lipozome. 

Preparati za tretman kože, koji sadrže hlorofil, kao i njegove derivate poput 

hlorofilina, najčešći su hlorofilni preparati u kozmetičkoj industriji. Komercijalni hlorofilin, 

derivat hlorofila, koristi se u lečenju akni, masne kože, uvećanih pora i u olakšavanju upalnih 

procesa na koži (Dragičević et al. 2005; 2009). Prednosti su takođe zapažene i u lečenju 

prevremenog starenja kože (ublažavanjem tankih linija i bora lica), povećanoj čvrstoći kože i 

zaštiti od sunčeve svetlosti smanjenjem nivoa melanina. Terapijski rezultati su poboljšani kod 

preparata kod kojih je hlorofilin inkorporisan u lipozome najmanjih veličina čestica (SUV 

lipozomi). Takođe je dokazano da se preparati na bazi hlorofila i hlorofilina nakon tretiranja 

veštačkim svetlom, uspešno mogu primeniti za lečenje akni i drugih upalnih procesa na koži.  

U tretmanu  akni, hlorofilin se može kombinovati sa jednim ili više drugih jedinjenja 

koja sadrže salicilnu kiselinu, retinoide, benzoil-peroksid, azelainsku kiselinu, tetracikline, 

klindamicin, eritromicin, adapalen, rezorcinol, koloidni sumpor, alfa-hidroksi kiseline ili 

druge komponente koje pomažu u borbi protiv akni. Za „usporavanje starenja”, hlorofilin se 

najčešće kombinuje sa jednim ili više jedinjenja koja uključuju alfa- i beta-hidroksi kiseline, 

peptide, alfa i beta-keto kiseline, linolnu kiselinu, inhibitore enzima i antioksidativne 

komponente (Pub.No.: US 2010/0247591 Al.). 

 Gel na bazi lipozoma, čestica veličina (150-350 nanometara) od Phospholipona 85G 

(American Lecthin Company) sa inkorporisanim hlorofilinom pokazao se delotvornim u 

ublaživanju znakova starenja kao i za regeneraciju kože u slučaju brojnih ispitanika (Pub.No: 

US 2010/0255045 Al; Pub. No: US 2011/ 0273705 Al). Jedna od formulacija na bazi 

lipozoma sa inkoporisanim hlorofilinom prikazana je u Tabeli 3. 
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Tabela 3. Formulacija na bazi lipozoma sa inkorporisanim hlorofilinom. 

Sirovina % w/w 

Karbopol 940, 2% 55 

1,3- Butilen-glikol 4 

Na-laktat, 60% 1.6 

Pentilen-glikol 4.00 

r-r NaOH, 25% 1.5 

Hlorofilin lipozomna disperzija 2.00 

Dejonizovana voda do 100 

*Hlorofilin lipozomna disperzija: 5% hlorofilina u lipozomima (Phospholipon 85G). 
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MOTIV RADA 

 

S obzirom na značaj hlorofila, na njegovu široku upotrebu u farmaceutskoj, 

kozmetičkoj industriji i u medicini, nameće se pitanje njegove stabilnosti generalno, kao i 

stabilnosti preparata na bazi hlorofila. Degradacija u preparatima gde je hlorofil primenjen 

kao rastvor ili inkorporisan u lipozome, svakako smanjuje njegovu potencijalnu upotrebu. U 

kojoj meri nestabilnost hlorofila na brojne faktore i osetljivost na oksidacione stresove može 

negativno uticati na postojeću ali i potencijalnu primenu? Potreba za većim brojem 

informacija vezanih za njegovu (ne)stabilnost posebno u odnosu na oksidacione stresove i u 

periodu njegove izolacije, ali i skladištenja - do upotrebe za dobijanje željenih formulacija, 

kao i tokom (bar) garantovanog roka trajanja datih preparata, direktan je je motiv za rad na 

ovoj disertaciji. 
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CILJ DISERTACIJE 

Bez obzira na široku upotrebu koju hlorofil ima u medicini, farmaceutsko-

kozmetičkoj i prehrambenoj industriji, pitanje njegove (ne)stabilnosti, uticaja različitih formi 

oksidacionih stresova, i dalje je predmet izučavanja, te je na osnovu literaturnog pregleda o 

ovoj studiji definisan cilj disertacije.  

Cilj rada ogleda se u ispitivanju delovanja nekoliko tipova različitih oksidacionih 

stresova na hlorofil, i to u dva slučaja: (I) kada je rastvoren u vodenom medijumu i (II) kada 

je inkorporisan u lipozome. U tu svrhu izabrano je nekoliko tipa stresova koji su inicirani (A) 

hemijskim putem, kroz oksido-redukcionu reakciju, (B) enzimskom reakcijom, (C) 

termalnom inicijacijom, (D) fotohemijskim putem, kontinualnim UV-B i VIS-ozračivanjem. 

Poređenjem dobijenih rezultata trebalo bi proceniti potencijalni efekat molekularne 

organizacije hlorofila na njegovu stabilnost u dva različita sistema (vodeni medijum, 

lipozomi) izložena dejstvu kontinualnog oksidacionog stresa, kao i mogući efekat „zaštite” 

lipozoma. Uticaj hemijskog stresa na degradaciju hlorofila (A) ispitan je posredstvom tzv. 

Fentonove reakcije (katalizovana redukcija vodonik peroksida Fe
2+

 jonima koja dovodi do 

stvaranja OH
.
 radikala), za termalnu inicijaciju (C) korišćen je azo-inicijator,   2,2'-azobis (2-

metilpropionamidin) dihidrohlorid, koji generiše slobodne radikale. Ispitivanje enzimske 

reakcije degradacije hlorofila (B) vršeno je po metodi Yamauchi & Minamide (1985) sa 

manjim korekcijama. Fotooksidacioni stres izazvan je kontinualnim ozračivanjem hlorofila u 

ispitivanim medijumima vidljivim (VIS) i UV-B zračenjem, za različite rastuće periode 

ozračivanja (pojačavanje uslova oksidacionog stresa). Na osnovu komparacije i evaluacije 

rezultata dobijenih u dva različita sistema, biće sistematizovani i diskutovani faktori i 

parametri koji utiču na stabilnost hlorofila u datim uslovima. Na osnovu toga biće izvedene 

odgovarajuće tehnološke implikacije, tj. razmatraće se potencijalna upotreba dobijenih 

rezultata u već postojećim farmaceutsko-kozmetičkim formulacijama u kojima hlorofil igra 

ulogu bioaktivne supstance. Cilj ispitivanja je da se eventualno konstatuju i bliže definišu 

bitne razlike u stabilnosti hlorofila na oksidacioni stres u dva različita medijuma, kako bi one 

bile diskutovane u svetlu činjenice da se lipozomi sa inkorporisanim hlorofilima već koriste 

kao ingredienti u brojnim formulacijama. U tom smislu dobijeni rezultati mogli bi poslužiti 

poboljšanju već postojećih tehnologija.  
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3. EKSPERIMENTALNI DEO 

 

3.1. Ekstrakcija pigmenata iz listova spanaća 

Materijal i pribor: Svež spanać (Spinacia oleracea); Metanol; Petrol-etar (40-75°C); Dietil-

etar; Vodeni rastvor NaCl- 30%; Destilovana voda; Čaše od 100 cm
3
; Staklena menzura; 

Levak za odvajanje; Pribor za filtriranje; Tamna bočica od 100 cm
3 

za ekstrakt. 

Oko 0.03 kg svežih listova spanaća (očišćenih od žila), tretirano je ključalom vodom 

oko 1 minut. Iz listova je voda uklonjena ceđenjem i sušenjem. Spanać se nakon usitnjenja 

podvrgava ekstrakciji prema prihvaćenoj proceduri (Svec, 1978). Za ekstrakciju ove količine 

uzorka, korišćena je smeša rastvarača, 30 cm
3 

metanola i 15 cm
3 

petrol-etra (visokoključajuća 

frakcija, 40-75°C). Ekstrakcija traje 30 minuta. U levak za odvajanje je pored smeše za 

ekstrakciju i ekstrakcionog materijala dodato 60 cm
3 

30% rastvora NaCl. Donja, vodeno-

metanolna faza podvrgnuta je reekstrakciji, a gornja, petrol-etarska faza, je sakupljana. 

Reekstrakcija je vršena dodavanjem smeše od 9 cm
3
 petrol-etra i 9 cm

3
 dietil-etra. Gornja 

faza se spaja sa petrol-etarskom fazom, dok je donja vodeno-metanolna faza odbačena. 

Ostatak spanaća se ponovo podvrgava ekstrakciji i ceo postupak se ponavlja ukupno tri puta. 

Ovim postupkom dobijen je ekstrakt tamnozelene boje, koji je čuvan u tamnim bočicama, na 

temperaturi od oko 4°C.  

3.1.1. Kolonsko razdvajanje pigmentnog ekstrakta  

Nakon ekstrakcije radi oslobađanja hlorofilne frakcije od ostalih pigmenta 

(karotenoida) kao i drugih „primesa” koje su takođe ekstrahovane iz listova spanaća (lipidi, 

proteini itd.) vršeno je kolonsko razdvajanje. Pigmentni ekstrakt dobijen ekstrakcijom iz 

listova spanaća podvrgava se kolonskom hromatografisanju da bi se dobila frakcija koja u 

sebi sadrži samo hlorofile. Pošto su hlorofili podložni promenama hromatografisanje je 

vršeno što je brže moguće. Kao adsorbens korišćen je silika gel i smeša rastvarača, n-

heksan:aceton u odnosu, 1:(0-0.6), kao eluent (Svec, 1978).   
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Materijal i pribor: Pigmentni ekstrakt iz spanaća; Silika gel (Silica gel 60, Merck, 0.063-0.2 

mm); n-heksan; Aceton; Staklena kolona (1.5×12 cm); Špric za ubacivanje uzorka; Staklene 

čaše za eluent; Pipete od 10 cm
3
; Propipeta; Tamne bočice za kolonske frakcije; Sušnica. 

Oko 30 g silika gela najpre je sušeno u sušnici 1.5 h na 150°C. Nakon toga izvršeno je 

punjenje kolone postupkom „mokrog punjenja”, smešom silika gela i n-heksana u obliku 

gela. Tom prilikom vođeno je računa da u koloni ne zaostanu mehurići vazduha koji bi uticali 

na protok u koloni ali i na kompaktnost adsorbensa. Protok u koloni je održavan na oko 1.5 

cm
3
/min. Odnos n-heksan:aceton (v/v) menjan je od početnog 1:0 do konačnog 1:0.6. 

Povećanjem udela acetona u sistemu za eluiranje povećavana je polarnost mobilne faze, čime 

su postepeno eluirane polarnije supstance iz pigmentnog ekstrakta (Sl.20).  

 

Slika 20. Kolonsko razdvajanje pigmentnog ekstrakta iz listova spanaća. Na samom početku 

se eluira karotenska frakcija (β-karoten), zatim hlorofilna frakcija (pri odnosu n-

heksan:aceton=1:0.25), a nakon toga i dve ksantofilske frakcije. 

Za jedno kolonsko razdvajanje uzimano je 0.2 cm
3
 uzorka ekstrakta. Kolonskim 

razdvajanjem najpre je došlo do izdvajanja najnepolarnije komponente, β-karotena (žuta 

frakcija). Druga po redu, pri odnosu n-heksan:aceton=1:0.25, izdvajana je zelena frakcija,  

smeša hlorofila (Chla i Chlb, i eventualno derivata i oksidacionih proizvoda Chla/b, prirodno 
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prisutnih u uzorku, ali i nagrađenih tokom postupka obrade biljnog materijala i 

hromatografisanja). Poslednji razdvojeni pigmenti iz kolone su ksantofili, najpolarniji u 

pigmentnom ekstraktu. Pri jednom kolonskom razdvajanju, dobijano je oko 15 cm
3
 hlorofilne 

frakcije. 

3.2. Ekstrakcija pigmenata iz sušenog spanaća 

Materijal i pribor: Suvi spanać (Spinacia oleracea); Tris- HCl pufer, pH 6;  Aceton; 

Destilovana voda; Čaše od 100 cm
3
; Staklena menzura; Levak za odvajanje; Pribor za 

filtriranje; Tamna bočica od 100 cm
3 

za ekstrakt; Termostatirano vodeno kupatilo. 

Za dobijanje hlorofilida koristi se ekstrakt dobijen iz sušenog spanaća. Tačno 

odmerenih 5 g osušenog spanaća se inkubira sa 100 cm
3 

smeše, aceton:Tris-HCl pufer (pri 

odnosu 1:1v/v). Inkubacija traje 2 h na temperaturi od 40°C, u potpunom mraku. Rastvor je 

potom  proceđen kroz filter papir, uparen do suva i rastvoren u acetonu. Ovako dobijeni 

ekstrakt korišćen je dalje za dobijanje hlorofilida i to metodom kolonskog razdvajanja. 

3.2.1. Kolonsko razdvajanje pigmentnog ekstrakta hlorofilida 

Materijal i pribor: Pigmentni ekstrakt iz suvog spanaća; Silika gel (Silica gel 60, Merck, 

0.063-0.2 mm); n-heksan; Aceton; Staklena kolona (1.5×12 cm); Špric za ubacivanje uzorka; 

Staklene čaše za eluent; Pipete od 10 cm
3
; Propipeta; Tamne bočice za kolonske frakcije; 

Sušnica. 

Oko 30 g silika gela najpre je sušeno u sušnici 1.5 h na 150°C. Nakon toga je 

napunjena kolona postupkom „mokrog punjenja”, smešom silika gela i n-heksana u obliku 

gela. Prilikom punjenja kolone vođeno je računa da ne dođe do stvaranja mehurića vazduha u 

koloni. Odnos u smeši rastvarača za eluiranje (n-heksan:aceton) je menjan je početnog 1:1 do 

konačnog 1:3 v/v (Sl.21). Povećanjem udela acetona u sistemu za eluiranje povećavana je 

polarnost mobilne faze čime su postepeno najpre eluirane polarnije supstance iz pigmentnog 

ekstrakta. Za jedno kolonsko razdvajanje, uziman je uzorak od 0.5 cm
3
 ekstrakta. Kolonskim 

razdvajanjem najpre je eluirana najnepolarnija supstanca, β-karoten (žuta frakcija). Druga, 

tamno zelena frakcija – koja pre svega sadrži hlorofilid a i b - eluirana je iz kolone pri odnosu 

rastvarača za eluiranje 1:2. Pri jednom kolonskom razdvajanju dobijeno je oko 10 cm
3
 

hlorofilidne frakcije. 
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Slika 21. Kolonsko razdvajanje pigmentnog ekstrakta iz listova sušenog spanaća. Na samom 

početku se eluira karotenska frakcija (β-karoten), a zatim hlorofilidna frakcija (pri odnosu n-

heksan:aceton=1:1), smeša hlorofilida a i b.  

3.3.  HPLC hromatografija 

HPLC (High Performance / Pressure Liquid Chromatography– Tečna hromatografija 

visokih mogućnosti / pod visokim pritiskom) je često korišćena hromatografska metoda za 

analizu biljnih fotosintetskih pigmenata, odnosno njihovih smeša. U literaturi se može naći 

veliki broj radova koji se tiču različitih uslova za HPLC razdvajanje biljnih fotosintetskih 

pigmenata (Lim, 2009; Daood et al. 1989; Shioi, 1991; Garrido & Zapata, 1998; Kimura & 

Rodriguez-Amaya, 2002). Za detekciju je korišćen UV-VIS DAD detector (Diode-Array 

Detector, sa sistemom umreženih foto-dioda) sa mogućnošću primene spektralne analize 

razdvojenih komponenti pigmentnih smeša. 

Izdvojene frakcije dobijene kolonskim razdvajanjem podvrgnute su HPLC analizi, po 

modifikovanoj metodi Scholz-a & Ballschmiter-a (1981).  

Materijal i pribor: Uzorak Chl-frakcije, rastvoren u acetonitrilu; Acetonitril (100%); HPLC 

Agilent sistem; Kolona: Lichrosorb RP-18; Mobilna faza: acetonitril/etil-acetat/metanol= 

60/20/20; Protok: 0.5 i 1 cm
3
/min; Detekcija: λ=430 i 660 nm. 
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3.3.1. Ispitivanje čistoće izolovanih pigmetnih frakcija 

Analizom HPLC-hromatograma potvrđena je čistoća Chl frakcije koja u sebi sadrži u 

najvećoj meri Chla. Na Slici 22-A je prikazan HPLC hromatogram Chl frakcije sa koga se 

može uočiti da u hlorofilnoj frakciji ima najviše Chla, uz značajno prisustvo Chlb. Frakcija 

sadrži i druge forme hlorofila, ali u zanemarljivom prinosu. Budući da je Chlb polarniji od 

Chla, to se on javlja na kraćem retencionom vremenu.  

 

Slika 22. HPLC hromatogram hlorofilne frakcije (A), talasna dužina detekcije (λdet) 660 nm. 

Retenciono vreme za hlorofil a – tret. (Chla) ~ 14 min, za hlorofil b – tret.(Chlb) ~ 9 min; 

HPLC hromatogram hlorofilidne frakcije (B), za talasnu dužinu detekcije (λdet) 660 nm. 

Retenciono vreme za hlorofilid a – tret. (Chlida) ~ 3 min. 

 

Dobijeni rezultati ovom HPLC metodom potvrđuju one (Watanabe et al. 1984) koji 

takođe koriste izokratski režim eluiranja za separaciju i identifikaciju derivata hlorofila. 

Apsorpcioni VIS spektri snimani na UV-VIS spektrofotometru kao i sami VIS spektri 

dobijeni sa HPLC-a, pokazuju iste apsorpcione spektre (Jeffrey, 1997), potvrđujući 

identifikaciju hlorofila. Osim slaganja u odgovarajućim položajima maksimuma apsorpcionih 

traka (Soret-ova ili B-traka na ~430.0 nm, Qy-trake na ~662.0 i ~616.5 nm, i Qx-traka na 

~575.0 nm; Jeffrey, 1997), odnos maksimuma apsorbancija pikova ASoret,max/AQy,max koji isto 

kao kod Chla-standarda iznosi ~1.29, odlično se slaže sa literaturnom vrednošću od ~1.31 

(Boucher & Katz, 1967). Kolonskim odvajanjem komponenti iz ekstrakta sušenog spanaća, 

dobijen je gotovo potpuno čist rastvor hlorofilida. Hromatogram rastvora hlorofilida, 

pokazuje da u hlorofilidnoj frakciji dominira hlorofilid a, što potvrđuje intenzivni pik natret ≈ 

3 min (Sl.22-B). S obzirom na čistoću dobijenog ratsvora hlorofilida možemo zaključiti da je 
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postignuta potpuna konverzija ovog derivata hlorofila u toku enzimske reakcije u acetonu (pri 

ekstraktovanju). 

3.4. Određivanje koncentracije Chla i Chlb 

Koncentracije Chla i Chlb (Ca i Cb, respektivno) u hlorofilnoj frakciji određene su 

spektrofotometrijski, u 100% acetonu ili metanolu kao rastvaraču (Lichtenthaler, 1987). U 

acetonu sumerene vrednosti apsorpcionih maksimuma (Amax) na dvema talasnim dužinama 

(A644.8  i A661.6) a zatim su koncentracije Ca i Cb izračunate  upotrebom sledećih jednačina: 

Ca = 11.24 × A661.6 – 2.04 × A644.8       (11) 

Cb = 20.13 × A644.8 – 4.19 × A661.6       (12) 

-----------------------------------------  

Ca+b = 7.05 × A661.6 + 18.9 × A644.8       (13) 

U metanolu su merene vrednosti apsorpcionih maksimuma (Amax) na dvema talasnim 

dužinama (A666  i A653):  

Ca = 15.65 × A666 – 7.34 × A653       (14) 

Cb = 27.05 × A653 – 11.21 × A666       (15) 

-----------------------------------------  

Ca+b = 4.43 × A666 + 19.71 × A653        (16) 

„Ukupna koncentracija” Ca+b = Ca + Cb, data je zbirnim jednačinama. Dobijene koncentracije 

hlorofila računate su u μg/cm
3
. Odnos Chla/Chlb u hlorofilnoj frakciji je približno iznosio 

~3:1. Koncentracija Chla u vodenom medijumu je podešena u opsegu 10
-6

-10
-4

 M. 
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3.5. Sirovine za pripremanje lipozoma 

- Dipalmitoilfosfatidilholin, (DiPalmitoylPhosphatidylCholine, DPPC; Mr=734.05 g/mol, Sigma 

Aldrich (Nemačka)) je korišćen za pripremu lipozoma. Svi rastvori su pripremljeni 

upotrebom supstanci analitičke čistoće i prečišćene vode, provodljivosti ≤ 0.1 µs cm
-1

 

(Millipore Milli K-sistem Billerica, Massachusets, SAD). Temperatura faznog prelaza DPPC 

lipida iznosi 41-42°C. 

- Dimiristoilfosfatidilholin, (1.2-DiMyristoylPhosphatidylCholine, DMPC, Mr=677.93 g/mol, 

Sigma Aldrich (Nemačka)), je korišćen za pripremu lipozoma. Svi uzorci su pripremljeni iz 

supstanci analitičke čistoće i prečišćene vode. Temperatura faznog prelaza DMPC lipida 

iznosi 24°C. 

- Kao uzorak za pripremu lipozoma je korišćen i 1.2-Diacyl-sn-glycero-3-phosphocholine koji 

predstavlja smešu lipida različite zasićenosti  (u daljem tekstu: „PC smeša”). Prema 

deklaraciji proizvođača ova smeša je sledećeg masnokiselinskog sastava: 33% 16:0 

(palmitinske kiseline), 13% 18:0 (stearinske), 31% 18:1(oleinske), i 15% 18:2 (linoleinske) 

(ostale masne kiseline su prisutne u zanemarljivoj količini), sa prosečnom molekulskom 

masom od 768 g/mol.  Temperatura faznog prelaza ove smeše iz gel faze u tečnu fazu iznosi -

15°C za krivu zagrevanja i -7°C za krivu hlađenja. 

- PHOSPHOLIPON 90
®
 (PL-90, Mr = 760 g/mol, Nattermann Phospholipid GMBH, 

Nemačka) je žuto-bela, voskasta supstanca dobijena prečišćavanjem lecitina soje. Predstavlja 

lipidnu smešu sledećeg sastava: fosfatidilholin 98%, lizofosfatidilholin 2.1%, tokoferol 

0.17%. Masnokiselinski sastav lipida je sledeći: palmitinska kiselina 12%, stearinska 3%, 

oleinska 3%, linolenska 5%, linoleinska 66%. Fizičko-hemijske osobine smeše: peroksidni 

broj - 1.3; kiselinski broj - 0.3; sadržaj etanola - 0%; sadržaj vode 0.3%. 

Fosfatni pufer za pripremu lipozoma (hidratacionom metodom) pripremljen je 

mešanjem rastvora Na2KPO4×2H2O i KH2PO4. Ratsvor Na2KPO4×2H2O (5.5×10
-2

 M) i 

rastvor KH2PO4 (6.6×10
-2

 M) su pomešani u odnosu 9:2. Konačna vrednost pH od 7.4 

podešena je konstantnim mešanjem puferskog rastvora na magnetnoj mešalici. 
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3.6. Priprema lipozoma metodom tankog filma sonifikacijom i ekstrudiranjem 

Materijal i pribor: DPPC, DMPC, PC smeša, PL-90 lipidna smeša; Hloroform, p.a.; Fosfatni 

pufer, pH 7.4; Epruvete; Vakuum uparivač Heildolph 94200, Bioblock, Illkirch Cedek, 

Francuska; Vibrak mešalica. 

Lipozomi su pripremljeni po metodi tankog filma (New, 1990), sa malim 

modifikacijama. Izabrani lipidi (DPPC, DMPC, PC, PL-90), su rastvoreni u hloroformu 

zajedno sa Chla (ili Chlida), pri čemu je molarni odnos (pigment/lipid) podešen na 1/100. 

Koncentracija lipida je podešena na 5×10
-4

M. 

Hloroform je uklonjen pomoću rotacionog vakuum uparivača, u periodu od 60-90 

min. Nakon toga izvršena je hidratacija (lipidnog sistema sa pigmentima) fosfatnim puferom.  

Hidratacija lipidnog sistema je vršena 60 min uz konstantno mešanje, na 120 obr/min. 

Dobijeni sistem lipozoma se sastojao uglavnom od multilamelarnih vezikula (MLV). U cilju 

dobijanja malih unilamelarnih vezikula (SUV), vršeno je mehaničko mešanje na Vibrak 

mešalici, pri brzini 500 rpm, ili je korišćen ekstruder sa filterima odgovarajućih promera. 

Metoda sonifikacije 

Materijal i pribor: Ultracentrifuga SIGMA 2-16 K SciKuip doo Merrington, Shrevsburi 

Shropshire, Velika Britanija;  UV-VIS spektrofotometar VARIAN Cary -100 Conc.; 

Titanijuma sonicator Hielscher, UP-100H (Hielscher Ultrasonics GmbH Teltov, Nemačka). 

Nakon pripreme lipozoma suspenzija je najpre centrifugirana a zatim je izvršena 

sonifikacija supernatanta u trajanju od 15 min, pomoću sonde (MS-3) (New, 1990).  

Provera dimenzija i lamernosti dobijenih sistema lipozoma sa hlorofilnim 

pigmentima, izvršena je snimanjem spektara u opsegu 200-800 nm (Patrascu et al. 2008). Sva 

snimanja spektara izvedena su iznad kritične temperature lipida (TC) (lipidi su tada prisutni u 

tečnoj kristalnoj formi).  

Lipozomske suspenzije su u poslednjoj fazi pripreme centrifugirane, 45 min na 20 

000×g, kako bi se uklonili tragovi titanijuma i postigle homogene populacije vezikula, tj. 

lipozoma. Merenja su vršena korišćenjem supernatanata. 
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A      B 

Slika 23. Centrifuga, SIGMA 2-16 K centrifugi, SciKuip doo Merrington, Shrevsburi 

Shropshire, Velika Britanija (A); Sonikator Hielscher, UP-100H (Hielscher Ultrasonics 

GmbH Teltov, Nemačka), (B). 

Metoda ekstrudiranja 

Materijal i pribor: Ekstruder „AVESTIN”- Avestin. Inc. sa membranskim filterima prečnika 

pora 100 i 400 nm; UV-VIS spektrofotometar VARIAN Cary -100 Conc; Tamne bočice. 

Multilamelarni, neuniformni lipozomi, dobijeni na opisan način (3.6.), ekstrudiraju se 

kroz membranske filtere sa definisanim prečnikom pora od 100 i 400 nm, radi dobijanja 

unilamelarnih lipozoma definisanih dimenzija. Ekstrudiranje se vrši tako što se u jedan od 

injektora ekstrudera (Sl.24) ubaci 0.5 cm
3 

uzorka lipozoma, i laganim pritiskom na klip 

celokupna zapremina prebaci u drugi injektor kroz cilindar u čijem se središtu nalazi 

membranski filter određenih dimenzija. Ovaj postupak se ponovi neparan broj puta, najčešće 

15 ili 17 puta, što se smatra dovoljnim da najveći broj lipozoma bude približno istog prečnika 

kao i pore korišćenog filtera. Razlog neparnom broju ponavljanja je da bi se ekstrudirani 

lipozomi sakupili na suprotnom kraju od onoga gde je početna zapremina unešena, čime se 

obezbeđuje da se najvećim agregatima ili eventualnim nečistoćama, ne kontaminira finalna 

zapremina ekstrudiranih lipozoma. Nakon ekstrudiranja lipozomi se sakupljaju u tamnim 

bočicama i čuvaju u frižideru na 10°C. Provera dimenzija i unilamernosti dobijenih sistema 

lipozoma sa hlorofilnim pigmentima, izvršena je snimanjem spektara u opsegu 200-800 nm 

(Patrascu et al. 2008). 
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Slika 24. Ekstruder „AVESTIN”, Avestin, Inc. 

3.6.1. Ekstrakcija hlorofila iz lipozoma 

Materijal i pribor: Lipozomi sa inkorporisanim hlorofilom; Izopropanol; n-heksan; Levak za 

odvajanje; Vorteks. 

Ekstrakcija hlorofila iz lipozoma izvršena je dodavanjem smeše izopropanol:n-

heksan, u odnosu 1:2 v/v. Smeša je dodata u levak za odvajanje zajedno sa lipozomima sa 

inkorporisanim hlorofilom. Nakon mućkanja dvofazni sistem se ostavi da odstoji 5 min radi 

jasnog razdvajanja faza. Izopropanol „rastura” lipozome dok n-heksan vrši ekstraktovanje 

hlorofila iz tako rasturenih lipozoma. Nakon toga je vršeno snimanje spektara ekstraktovanog 

hlorofila. 

3.7. Ozračivanje hlorofila 

3.7.1. UV-B ozračivanje hlorofila 

Materijal i pribor: Izolovana hlorofilna frakcija u vodenom medijumu; Lipozomi sa 

inkorporisanim hlorofilom; Destilovana voda; Metanol; Kvarcne kivete; Fotohemijski 

reaktor. 

 

Ozračivanje pomoću UV-B je vršeno kontinualno u cilindričnom fotohemijskom 

reaktoru „Rayonet” sa 10 simetrično postavljenih lampi. Uzorci (hlorofili u vodenom 

medijumu, ili u lipozomima) su zračeni pod istim uslovima pomoću lampi sa emisionim 

maksimumima na 300 nm (UV-B), za različite vremenske periode. Zračenje uzoraka je 

vršeno u alikvotima od 2.5 cm
3 

u kvarcnim kivetama dimenzija 1×1×4.5 cm, koje su smeštene 

u rotacioni držač za kivete. Za potrebe zračenja korišćene su kvarcne a ne staklene kivete jer i 
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samo staklo apsorbuje u bliskoj UV-oblasti (200-300 nm). Držač je pozicioniran vertikalno u 

osu reaktora, rotira brzinom od 5 obrtaja/min i na taj način obezbeđuje ravnomerno 

ozračivanje svih uzoraka. Ukupni izmereni energetski fluks koji uzorci primaju na ovaj način 

je oko 15 W/m
2
 na 300 nm (30-37.13 μmol fotona/m

2
s). Merenje energetskog fluksa je 

izvršeno pomoću UV-metra SOLARMETER SM 8.0 UVC, „Solartech” Inc. 

3.7.2. Ozračivanje hlorofila vidljivom svetlošću 

Materijal i pribor: Izolovana hlorofilna frakcija u vodenom medijumu; Lipozomi sa 

inkorporisanim hlorofilom; Destilovana voda; Metanol; Kvarcne kivete; Improvizovani 

fotohemijski reaktor. 

Tretman vidljivom svetlošću vršen je kontinualno u improvizovanom cilindričnom 

fotohemijskom reaktoru sa LED lampama (Light Emitted Diodes) koje su simetrično 

postavljene u odnosu na centar reaktora na kome se smešta kiveta sa uzorkom. Zračenje 

uzoraka (hlorofili u vodenom medijumu, ili u lipozomima) vršeno je u alikvotima od 2.5 cm
3 

u kvarcnim kivetama dimenzija 1×1×4.5 cm, koje se smeštaju u držač za kivete. Ukupni 

izmereni energetski fluks koji su uzorci primali na ovaj način je oko 14 W/m
2
. Merenje 

energetskog fluksa je izvršeno pomoću uređaja VICTOR 1010A- Digital Lux Meter. 

3.8. Enzimska oksidacija hlorofila 

Materijal i pribor: Izolovana hlorofilna frakcija; 95% etanol; Peroksidaza iz rena; Fosfatni 

pufer pH=6; Triton X-100; Hidrogen-peroksid; Rezorcinol; n-heksan; Vorteks; Epruvete; 

Levak za ekstrakciju. 

Za izvođenje enzimske reakcije sa hlorofilom korišćena je proksidaza iz rena (298 U/mg
5
). 

Rastvor peroksidaze (2 μM), je pripremljen rastvaranjem 0.34 mg peroksidaze u 10 ml 

hladnog 50 mM fosfatnog pufera, pH 6.0. Koncentracija enzima je proračunata na osnovu 

ekstinkcionog koeficijenta 403 = 102.0 mM
-1

cm
-1

. 

Hlorofilna frakcija koja je prethodno izolovana gore opisanim metodama je uparena 

do suva i rastvorena u 95% etanolu. Konačna koncentracija hlorofila u ukupnoj zapremini 

reakcione smeše iznosila je 5 µM. 

                                                           
5
U/mg- specifična aktivnost enzima; U-ona količina enzima neophodna za katalizu reakcije transformacije 1 

mikromola supstrata po minuti pri standardnim uslovima. 



EKSPERIMENTALNI DEO 

 

57 
 

Reakciona smeša sadržala je 0.2 ml hlorofilne frakcije u etanolu, 50 µl etanolnog 

rastvora rezorcinola, 0.1 ml 1% Triton X-100, 0.1 ml 0.3% hidrogen-peroksida, 40 µl 

rastvora peroksidaze iz rena i 2.0 ml 100 mM forsfatnog pufera (pH 6.0) u konačnoj 

zapremini od 2.5 ml. Reakcija je ostavljena da teče u mraku u periodu od 10 min, pri 

definisanoj temperaturi i pH vrednosti reakcione smeše. Nakon isteka 10 minuta reakcija je 

prekinuta dodavanjem 2.5 ml etanola. Potom je izvršena ekstrakcija svih hlorofilih pigmenata 

iz reakcione smeše dodavanjem 5.0 ml n-heksana. 

3.9. Fentonova reakcija sa hlorofilom 

Oksidacija hlorofila Fentonovim reagensom u vodenom medijumu 

Materijal i pribor: Hlorofilna frakcija u vodi; Vodeni  rastvor FeSO4×7H2O; Vodonik 

peroksid; Destilovana voda; Epruvete; Vorteks. 

Hlorofilna frakcija izolovana nakon kolonskoog razdvajanja je uparena do suva i 

rastvorena u smeši metanola i vode (1/20 v/v). Osnovni rastvor FeSO4×7H2O je dobijen 

rastvaranjem 0.0834 g FeSO4×7H2O u 200 ml destilovane vode. Osnovni rastvor vodonik-

peroksida je dobijen rastvranjem 0.85 cm
3
 30% H2O2 u 100 cm

3
 destolovane vode. Reakciona 

smeša sadržala je 1cm
3
 osnovnog rastvora FeSO4×7H2O, 1 cm

3
 osnovnog rastvora H2O2, kao 

i 1 cm
3
 hlorofilne frakcije određene koncentracije. Konačni odnos molova Fe

2+
 i H2O2 u 

reakcionoj smeši od 3 cm
3
, podešen je na 1:250. Reakcija je praćena u periodu od 0-300 min 

snimanjima na UV-VIS sektrofotometru. 

Lipozomi sa inkorporisanim hlorofilom i Fentonovim reagensom 

Materijal i pribor: Hlorofilna frakcija; Fosfatni pufer pH 7,4; rastvor FeSO4×7H2O;Vodonik-

peroksid; DPPC lipid; PL-90 lipidna smeša; Hloroform, p.a.; Vakuum uparivač; Vorteks; 

Ekstruder sa membranskim filterima prečnika pora 100 nm; UV-VIS spektrofotometar.  

Izabrani lipid (DPPC ili PL-90) je rastvoren u hloroformu zajedno sa pigmentima 

(Chla ili Chlida), pri čemu je molarni odnos Chla ili Chlida prema lipidu podešen na 

vrednost 1/100. Koncentracija lipida je podešena na 5×10
-4

M. Hloroform je uklonjen pomoću 

rotacionog vakuum uparivača u periodu od 60-90 min. Nakon toga izvršena je hidratacija 

lipidnih sistema sa pigmentima fosfatnim puferom. Hidratacija lipidnih sistema je vršena u 

toku 60 min, uz konstantno mešanje na 120 obr/min. Lipozomski uzorak je sadržao uglavnom 
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multilamelarne vezikule (MLV). U cilju dobijanja malih unilamelarnih vezikula (SUV), 

izvršeno je ekstrudiranje kroz filtere od 100 nm opisanim postupkom (poglavlje 3.6.). 

Reakcija Fentonovog reagensa sa Chl-lipozomima je nakon procesuiranja praćena pomoću 

UV-VIS sektrofotometra. 

3.10. Reakcija hlorofila sa termalnim inicijatorom 

Reakcija hlorofila sa termalnim inicijatorom u vodenom medijumu 

Materijal i pribor: Hlorofilna frakcija u vodenom medijumu; Vodeni  rastvor termalnog 

inicijatora 2.2-azobis(2-metilpropionamidin)dihidrohlorid (AAPH); Destilovana voda; 

Epruvete; Vorteks; Termostatirano vodeno kupatilo. 

Hlorofilna frakcija izolovana nakon kolonskog razdvajanja je uparena do suva i 

rastvorena u smeši metanola i vode (1/20 v/v). Osnovni rastvor AAPH dobijen je 

rastvaranjem 0.1 g AAPH u 30 ml destilovane vode. U konačnu zapreminu reakcione smeše, 

3 cm
3
, dodat je vodeni rastvor hlorofilne frakcije precizno podešene koncentracije i vodeni 

rastvor AAPH. Konačna koncentracija termalnog inicijatora u reakcionoj smeši podešena je 

na 1.6×10
-3

 M i 3.2×10
-3

M, respektivno. Nakon mešanja sadržaja na vorteksu, reakciona 

smeša je inkubirana u termostatirano vodeno kupatilo na temperaturi od 40
o
C. Reakcija 

termalnog inicijatora sa hlorofilom praćena je na UV –VIS spektrofotometru za periode 

inkubacije od 0-300 min.  

Lipozomi sa inkorporisanim hlorofilom i termalnim inicijatorom 

Materijal i pribor: Hlorofilna frakcija; DPPC lipid; PL-90 lipidna smeša; Hloroform, p.a.; 

Fosfatni pufer, pH 7.4; 2.2-azobis(2-metilpropionamidin)dihidrohlorid (AAPH); 2.2’-

azobis(2.4-dimetilvaleronitril)-(AMVN); Vakuum uparivač; Vorteks; Ekstruder sa 

membranskim filterima prečnika pora 100 nm; UV-VIS spektrofotometar; Termostatirano 

vodeno kupatilo. 

Izabrani lipid (DPPC ili PL-90), je rastvoren u hloroformu zajedno sa pigmentima 

Chla (ili Chlida), pri čemu je molarni odnos Chla ili Chlida prema lipidu podešen na 1/100. 

Koncentracija lipida je podešena na 5×10
-4

M. Hloroform je uklonjen pomoću rotacionog 

vakuum uparivača u periodu od 60-90 min. Nakon toga izvršena je hidratacija lipidnih 

sistema sa pigmentima dodatkom AAPH u fosfatnom puferu pH 7.4, koncentracije 3.2×10
-
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3
M.  Hidratacija lipidnih sistema je vršena 60 min uz konstantno mešanje, na 120 obr/min, na 

temperaturi većoj od temperature faznog prelaza lipida. Dobijeni sistem lipozoma se sastojao 

od multilamelarnih vezikula (MLV). U cilju dobijanja SUV lipozoma, izvršeno je 

ekstrudiranje kroz filtere od 100 nm. Lipozomski uzorak sa hlorofilom i AAPH je potom 

inkubiran u vodenom kupatilu na temperaturi od 40°C. Reakcija termalnog inicijatora, 

AAPH, sa Chl-lipozomima je praćena na UV-VIS spektrofotometru. Prilikom ispitivanja 

stabilnosti hlorofila na dejstvo lipidnog AMVN termalnog inicijatora, priprema lipozomnih 

disperzija od DPPC i PL-90 lipida je analogno prethodnom postupku ponovljena, s tim što je 

sam termalni inicijator dodat zajedno sa lipidom u postupku izrade. Konačna koncentracija 

AMVN u sistem Chl-lipozoma je podešena na 1×10
-3

M.   

3.11. Određivanje stepena degradacije hlorofila nakon izlaganja hlorofila oksidacionom 

stresu u vodenom medijumu i u lipozomima 

Degradacija ili bleaching Chl (%) predstavlja kvantitativni izraz „izbeljivanja”– 

destrukcije hlorofila izražene procentualno. Vrednost degradacije (D.R.Chl, %) određena je 

jednačinom: 

 

D.R.Chl = (A0-A1)/A0 × 100        (17) 

 

pri čemu je: 

A0 – maksimum apsorpcije Qy-trake pre oksidacionog stresa, 

A1 – maksimum apsorpcije Qy-trake nakon određenog vremena izlaganja oksidacionom 

stresu. 
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3.12. KORIŠĆENE METODE ISPITIVANJA 

3.12.1. VIS apsorpciona spektrofotometrija 

Svi VIS spektri su snimani na spektrofotometru tipa VARIAN Cary-100 Conc. 

Spectrophotometer, u kvarcnim ćelijama. Opseg talasnih dužina merenja apsorcije svih 

uzoraka je 200-800 nm. 

3.12.2. Fluorescentna spektroskopija 

Merenja emisije fluorescentne polarizacije ili anizotropije, kojima su dobijeni spektri 

hlorofila inkorporisanih unutar lipozoma, izvršena su na fluorescentnom spektrometru Perkin 

Elmer LS 55 (Valtham, Massachusetts - Sl.25), koji je opremljen dodatnom opremom za 

kontinuirano praćenje promena temperature u mernim kivetama uz istovremeno mešanje. 

Spektrometar je opremljen R928 fotomultiplikatorom. Veličina proreza, kako za eksitacioni, 

tako i za emisioni zrak iznosila je 5 nm. Tačnost talasne dužine instrumenta je ± 1.0 nm a 

reproduktivnost talasnih dužina je ± 0.5 nm. Termostatiranim vodenim kupatilom, Julabo ED 

5 (Julabo Labortechnik GmbH 77960 Seelbach / Nemačka ), sa tačnošću od ± 0.3 K,  

obezbeđena je konstantna temperatura u kiveti tokom svih merenja fluorescencije.  

Polarizacija ili anizotropija fluorescentne emisije daju podatke o prosečnom ugaonom 

pomeraju fluorofore koja se javlja između apsorpcije i zakasnele emisije fotona. Vrednost 

anizotropije je računata po jednačini: 

r= (III - I┴) / ( III + 2 I┴)        (18) 

gde je : 

r-anizotropija (fluorescentne emisije), 

III -intenzitet emisije fluorescencije paralelan sa pravcem ekcitovanog polarizovanog zraka, 

I┴ - intenzitet emisije fluorescencije normalan na pravac ekcitovanog polarizovanog zraka. 

Fluorescentna anizotropija je pogodna za ispitivanja medijuma kao što su lipozomski 

sistemi. Lipozomi u vodenoj sredini kao heterogeni sistemi pokazuju različite anizotropne 

optičke karakteristike, u svojim različitim delovima („fazama”) te je emisiona fluorescencija, 
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emitovana od strane hlorofilnih molekula direkno zavisna od medijuma u kome se molekuli 

nalaze. 

 

Slika 25. Fluorescentni spektrometar, Perkin Elmer LS 55 (Valtham, Massachusetts, SAD). 

3.12.3. LC-MS spekrometrija 

Masena spektrometrija je fizičko-hemijska metoda koja se zasniva na jonizaciji 

ispitivanog uzorka, kao i razlaganju nastalog jonskog snopa na jone različitiog odnosa masa-

naelektrisanje (m/e). Kao rezultat dobija se grafik zavisnosti relativne količine jona od 

odgovarajućih m/e vrednosti, odnosno – maseni spektar. 

Masena spektrometrija (MS) se razlikuje od ostalih spektralnih metoda analize 

organskih jedinjenja (UV, IC i NMR) po tome što se radi, bar formalno o destruktivnoj 

metodi analize – nakon snimanja masenog spektra nemoguće je nadoknaditi uzorak. Ne sme 

se pri tom zaboraviti da fragmentisanje jona – koje je ključ za rešavanje strukture ispitivanog 

molekula – nije haotičan nego reproduktivan proces, zasnovan na pravilima fragmentacije. Sa 

druge strane, MS kao analitička tehnika je posebno pogodna zbog izvanredne osetljivosti; 

potrebne su količine manje nego kod IC i NMR-a, a najčešće je dovoljno 1 g (10
-6

 g) uzorka 

za analizu.  

Posebna prednost MS-metode je široka dinamička oblast koncentracija, tako da se 

mogu analizirati i uzorci prisutni u ppm količinama. Danas, uobičajeni MS-instrumenti sa 

niskom rezolucijom razdvajaju mase do vrednosti m/e 2000, a MS-instrumenti sa visokom 

rezolucijom mogu da razdvoje jone mase od 10.000 do 15.000 m/e jedinica.  
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Jonizacija, odnosno formiranje jona u jonskom izvoru MS-spektrometra, može se 

ostvariti na više načina: bombardovanjem visokoenergetičnim elektronima (pri čemu ta 

energija uvek nadmašuje energiju jonizacije ispitivanog jedinjenja), u tzv.„spreju” elektrona 

niže energije (Electro Spray Ionization Mass Spectrometry – ESI MS), hemijskom jonizacijom 

(Chemical Ionization – CI) – najčešće na atmosferskom pritisku (Atmospheric Pressure Chemical 

Ionization – APCI), foto-disocijacijom (Photo Dissociation MS). Obrazovani pozitivno 

naelektrisani joni se razdvajaju pod dejstvom kombinovanih elektromagnetnih polja (tzv. 

Kvadropolni – Quadropole - i „viši” analizatori) i registruju proporcionalno svojoj masi, ili 

odnosu m/e. 

Pošto se procesi stvaranja i razdvajanja jona odigravaju u uslovima visokog vakuuma, 

neophodne su pumpe koje ostvaruju visoki vakuum (10
-4

 – 10
-8 

torr-a
6
) unutar MS-sistema, a 

posebno u jonskom izvoru, analizatoru i detektoru.Visoki vakuum je potreban da bi se 

sprečili sudari dva jona, tj. da ne bi dolazilo do reakcija između dva jona, ili jona i neutralnog 

molekula.  

LC-MS metoda za identifikaciju hlorofila  

Identifikacija i analiza hlorofila (u različitim formama, Chla, Chlb,  itd.), njegovih 

derivata, kao i produkata nastalih kao rezultat različitih oksidacionih stresova, korišćen je 

Dionex Ultimate 3000 tečno-hromatografski sistem visokih performansi (Ultra High 

Performance Liquid Chromatography - UHPLC) sastavljen od kvaternarne pumpe sa degaserom, 

termostatirajuće kolone, autosemplera i DAD detektora. UHPLC sistem je povezan sa LCQ 

Fleet Ion Trap masenim spektrometrom (Thermo Fisher Scientific, San Jose, California, 

USA). Softveri Xcalibur (verzija 2.2 SP1.48) i LTQ Fleet (verzija 2.7.0.1103 SP1) su 

korišćeni za kontrolu, obradu i analizu podataka. Razdvajanje hlorofila i nastalih produkata je 

vršeno na Hypersil gold C18 (50×2.1 mm, 1.9 µm) koloni proizvedenoj od strane Thermo 

Fisher Scientific. 

Mobilna faza se sastojala od (A) metanola i (B) acetonitrila. Za hromatografsko 

razdvajanje korišćen je linearni gradijent mobilne faze na način koji je opisan u Tabeli 4. 

Zapremina injektiranja je bila 5 µL, a protok mobilne faze 0.20 ml/min. DAD detekcija je 

praćena na talasnim dužinama od 430 i 660 nm. 

 

                                                           
6
1 torr = 1 mm Hg, i ekvivalentan  je  133.33 Pa. 
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Tabela  4. Gradijentni režim mobilne faze za analizu hlorofila i nastalih produkata. 

Vreme, min Mobilna faza (A) Mobilna faza (B) 

0 90 10 

0.75 60 40 

1.5 50 50 

5.0 60 40 

6.0 80 20 

10 90 10 

 

Korišćena metoda analize bila je zasnovana na elektrosprej jonizaciji (ESI) 

ispitivanog uzorka (hlorofilna frakcija), pri atmosferskom pritisku u pozitivnom modu. 

Parametri ESI-izvora su bili sledeći: napon izvora 4 kV, napon kapilare 37 V, napon tube 110 

V, temperatura kapilare 200°C, protok glavnog (sheath) i pomoćnog (auxiliary) gasa je bio 

18 i 8 au, respektivno. Normalizovana koliziona energija iznosila je 35 eV. Identifikacija 

hlorofila i ostalih derivata izvršena je na osnovu spektralnih karakteristika: PDA spektra, 

masenog spektra (MS) i MS fragmentacije (MS/MS). Svi rastvarači korišćeni pri analizi bili 

su LC-MS stepena čistoće. 

3.12.4. Spektrofotometrija konjugovanih diena 

Konjugovani dieni se prate merenjem apsorbancije na 234 nm (Bittner et al. 2002). 

Hlorofili su inkorporisani u lipozome, različitih veličina i lipidnog sastava. Finalna 

koncentracija hlorofila u lipozomnoj disperziji iznosila je 5×10
-6

 M, a fosfolipida 5×10
-4

 M. 

Peroksidacija fosfolipida je inicirana dejstvom više oksidacionih stresova, počev od  VIS i 

UV-B-ozračivanja, do oksidacionog stresa izazvanog dejstvom hemijskih agenasa, 

Fentonovog reagensa i termalnog inicijatora. Povećanje apsorbancije na 234 nm, što je 

posledica stvaranja konjugovanih diena, praćeno je UV-spektrofotometrijski. Promena 

intenziteta apsorpcije hlorofila na njegovim maksimumima apsorpcije (Amax), praćeno je u 
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funkciji vremena izlaganja oksidacionom stresu, i na taj način je praćena kinetika njihove 

fotodestrukcije, tj. bleaching-a. 

 UV-VIS spektrofotometrijska merenja uzoraka su vršena na UV-VIS 

spektrofotometru VARIAN Cary-100. Svi spektri su snimani od 200 do 800 nm, u kivetama 

sa dužinom optičkog puta od 1 cm. 

3.12.5. TBA-MDA test lipozomske disperzije 

Materijal i pribor: Lipozomi sa inkorporisanim hlorofilom (različitih veličina i lipidnog 

sastava-  smeša fosfolipida PL-90, DPPC); Tiobarbiturna kiselina, TBA, 4.2×10
-2

M rastvoru 

5×10
-2

M NaOH; Butilovani hidroksi toluen, BHT, metanolni rasvor koncentracije 1×10
-3

M; 

Natrijum-hidroksid, vodeni rastvor koncentracije 5×10
-3

M; Trihlorsirćetna kiselina, TCA, 

5.5% vodeni rastvor; Metanol; Epruvete; Kvarcne kivete; Termostatirano vodeno kupatilo sa 

držačem za epruvete; Centrifuga; Vorteks; Ultrazvučno vodeno kupatilo. 

Sadržaj peroksidacije fosfolipida od kojih su dobijeni SUV  lipozomi sa 

inkorporisanim hlorofilima određuje se TBA-MDA testom. Lipozomi su dobijeni po opisanoj 

metodi (3.6). Paralelno sa „uzorkom” (lipozoma) uporedo se pripremaju i prazni, „kontrolni” 

lipozomi po istoj metodi: potrebno je po 15 cm
3
 „uzorka” i „kontrole”. 

TBA-MDA test se izvodi u četiri kivete istovremeno na sledeći način: u kivete 

„uzorak” i „kontrola” stavi se po 0.5 cm
3
 lipozoma sa inkorporisanim hlorofilima. U kivetu 

„blank” stavi se 0.5 cm
3
 „praznih” lipozoma. Iniciranje lipidne peroksidacije se vrši 

izlaganjem oksidacionom stresu: VIS, UV-B zračenje, Fentonova reakcija i oksidacija 

termalnim inicijatorom. Kiveta „uzorak”, se izlaže oksidacionom stresu. Nakon toga se u 

kivete „uzorak”, „blank” i „kontrola” doda po 1 cm
3
 vodenog rastvora TCA (5.5%) i po 0.5 

cm
3
 metanolnog rastvora BHT da bi se prekinula dalja peroksidacija. Zatim se u kivete 

„uzorak” „blank”  i „kontrola” doda po 0.5 cm
3
 rastvora TBA (4.2×10

-2
 mol/dm

3
 rastvor u 

5×10
-2

 mol/dm
3 

 NaOH).  Sve tri kivete se inkubiraju 10 min na 50°C u mraku, a zatim se 

centrifugiraju 5 min na 13 000 obr/min. Apsorpcioni spektri se snimaju u odnosu na „blank” i 

prati se porast apsorbancije na 532 nm za „uzorak” i „kontrolu”, što predstavlja apsorpcioni 

maksimum stvorenog TBA-MDA kompleksa.  
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3.12.6. Odredivanje srednjeg prečnika čestica i indeksa polidisperziteta lipozomske 

disperzije 

Srednji prečnik lipozoma kao i indeks polidisperziteta uzoraka, određivani su 

metodom dinamičkog rasipanja laserske svetlosti korišćenjem Zetamaster S uredaja (Malvern 

Instruments, Velika Britanija). 

Uzorci su pre merenja razblaživani destilovanom vodom (1:10). Srednji prečnik 

lipozoma računat je autokorelacijom intenziteta svetlosti reflektovane od čestica, polazeći od 

toga da su čestice sfernog oblika. Indeks polidisperziteta (PI) predstavlja meru unimodalne 

distribucije veličine lipozoma i kreće se u opsegu vrednosti od 0 (izrazito homogena 

disperzija) do 1 (izrazito nehomogena disperzija). Ovi parametri određivani su u slučaju 

uzoraka inkorporisanog hlorofila u SUV lipozome neposredno nakon pripreme uzorka, kao i 

nakon 9 meseci čuvanja na temperaturi od (4±2°C), u tamnim bočicama kako bi se izbegao 

uticaj svetlosti. 

 

Određivanje Zeta potencijala 

 

Oprema: Zetamaster S (Malvern Instruments, Velika Britanija) 

 

Zeta-potencijal (ZP) je od velikog značaja, budući da predstavlja meru Nernstovog 

potencijala, kao i meru debljine difuzionog sloja, te od njega zavisi fizička stabilnost 

lipozomskih disperzija (tj. elektrostatička stabilizacija disperzije). Postoji pravilo da fizička 

stabilnost disperzija raste sa porastom zeta-potencijala (Műller, 1996). 

Zeta-potencijal lipozomskih disperzija nakon izrade odreden je primenom Zetamaster 

S uredaja (Sl.26). Ovaj uredaj na osnovu rasipanja svetlosti meri elektroforetsku pokretljivost 

naelektrisanih čestica u električnom polju, kao i zeta-potencijal. Kao dodatna metoda 

karakterizacije primenjena je tehnika statičkog rasipanja svetlosti (Static Light Scattering, SLS), 

poznata i kao laserska difrakcija (Laser Difraction, LD). Probe su pre merenja razblaživane 

destilovanom vodom kako bi se izbegao efekat višestrukog rasipanja svetlosti. 
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Slika 26: Zetamaster uređaj, (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, Velika 

Britanija). 
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4. REZULTATI I DISKUSIJA 

 

4.1. Provera agregacije hlorofila pri različitim koncentracijama u vodi 

U cilju utvrđivanja oblasti koncentracije hlorofila u vodi pri kojoj dolazi do 

„asociacije” Chl-molekula (Katz et al. 1978; Kano et al. 2000) ili hlorofilina u agregate, 

predstavljeni su Beer-ovi dijagrami, Amax u funkciji koncentracije hlorofila (Sl.27-A), 

odnosno hlorofilina (Sl.27-B). Beer-ov zakon je osnov kvantitativne analize, jer se merenjem 

apsorpcije na datoj talasnoj dužini može odrediti koncentracija apsorbujuće vrste. Pri tome, 

odnos intenziteta svetlosti koju je rastvor propustio (I) i intenziteta upadne svetlosti (I0), 

zavisi od prirode rastvorene supstance – apsorbujuće vrste (a), njene koncentracije (c) i 

debljine sloja kroz koji svetlost prolazi (b) (log(I0/I)=A=abc). Lambert-Beer-ov (LB) zakon pre 

svega važi za jako razblažene rastvore zbog odsustva jakih međumolekularnih interakcija 

koje sprečava promenu homogenosti medijuma (Baldini & Giannetti, 2005). Pri visokim 

koncentracijama može doći do promena apsorpcionih svojstava medijuma zbog formiranja 

agregata čije su osobine i ponašanje bitno drugačiji u odnosu na individualne molekule u 

razblaženim rastvorima, pa i kad je u pitanju njihovo optičko ponašanje (Baldini & Giannetti, 

2005). U onim oblastima koncentracije u kojima se uočava odsustvo linearnosti na LB-

dijagramima, može se zaključiti da je došlo do formiranja agregata (Baldini & Giannetti, 

2005; Kano et al. 2000).  

 

Slika 27. Provera Lambert–Beer-ovog zakona za vodene rastvore ispitivanih pigmenata pri 

različitim koncentracijama, hlorofila (A), hlorofilina (B). Opseg koncentracije hlorofila u 

vodi kretao se od 1×10
-7

 do 1×10
-4

M, a hlorofilina od 9×10
-7

 do 3×10
-4

M. 
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Sa Slike 27-A, može se uočiti da do mogućeg formiranja Chl-agregata (tj. nekog vida 

asocijata) dolazi pri koncentracijama većim od 6×10
-5

 M. Inače, formiranje agregata hlorofila 

pri koncentracijama većim od 10
-5

 M dokazano je ranijim istraživanjima (Kano et al. 2000; 

Katz et al.1978). Sa druge strane, sa porastom  koncentracije, apsorbancija vodenog rastvora 

hlorofilina linearno raste, što bi značilo da ne dolazi do promena u homogenosti ispitivanog 

vodenog rastvora pigmenta, pri datim koncentracijama (Sl.27-B). Ovo se može objasniti i 

hemijskom prirodom hlorofilina: s obzirom na to da je hlorofilin natrijumova so (Sl.3), 

njegova rastvorljivost u vodi u poređenju sa hlorofilom je znatno bolja. Mogućnost građenja 

agregata hlorofilina u vodenom medijumu nije bila predmet ranijih istraživanja, što ne 

isključuje mogućnost postojanja agregata hlorofilina pri koncentracijama većim od 

ispitivanih (>10
-4

M).  

4.2. Ispitivanje vremenske stabilnosti hlorofila u vodenom medijumu apsorpcionom 

spektroskopijom 

Na Slici 28 prikazan je procenat degradacije hlorofila u toku 9 meseci od momenta 

pripreme uzoraka što reflektuje njihovu vremensku (ne)stabilnost pre primene konkretnih in 

vitro oksidacionih stresova. U inkrementu slike su prikazane promene apsorpcionih spektara 

Chl-a snimanih u VIS oblasti, u zadatim vremenskim intervalima. Vodeni rastvor Chl-a je 

čuvan u frižideru na temperaturi od 4ºC, zaštićen od uticaja svetlosti. Kao što se može videti 

sa Slike 28 u toku vremenskog perioda od 9 meseci, Chla je pokazao visok stepen 

degradacije (~80%).  

Snimljeni VIS spektri pokazuju razliku u organizaciji molekula Chl-a u vodi nakon 

pripreme i tokom čuvanja. Inače, pozicija „crvene” (Qy) i „plave” (Soret) trake spektra Chla u 

vodi je na 670 i 436 nm, respektivno (Vladkova, 2000). Već nakon mesec dana Chl je u 

vodenom rastvoru pokazao batohromno pomeranje „crvenog” apsorpcionog maksimuma 

(Amax – inkrement Sl.28) što može ukazivati na agregaciju Chl molekula (pomeranje Qy 

maksimuma - 6 nm u slučaju Chla) (Katz et al.1978; Ballschmiter & Katz, 1969). 
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Slika 28. Degradacija hlorofila u vodenom medijumu tokom 9 meseci stajanja sa 

odgovarajućim apsorpcionim spektrima datim u inkrementu slike. Koncentracija hlorofila je 

podešena na 5×10
-6 

M, pri kojoj su Chl-molekuli prisutni u vidu „monomera”. 

S obzirom na to da sama voda reaguje kao nukleofil vrlo je verovatno da hlorofiliu 

vodenoj sredini grade adukte koloidnih dimenzija (Ballschmiter & Katz, 1969). Bezobzira na 

to što su eksperimenti rađeni u oblasti koncentracijau kojima agregacija nije detektovana, što 

ranija istraživanja potvrđuju (konc. ispod 10
-5 

M Katz et al. 1978), već nakon mesec dana 

stajanja primećeno je pomeranje apsorpcionog maksimuma Qy trake na vrednosti talasnih 

dužina od 676 nm (inkrement Sl.28), koje mogu biti karakteristika nekog vida agregacionih 

formi (Agostiano et al. 2002). Međutim, agregati Chl-a koji nastaju stvaranjem veza između 

magnezijuma (verovatno jednog „monomera”) i C=O grupe (verovatno drugog „monomera”), 

imaju Amax vrednostina 713 nm i 745 nm (Agostiano et al. 1996; 2002), što u slučaju ovog 

eksperimenta nije zapaženo.  

Stajanjem Chl-frakcije došlo je do promene u spektrima (Sl.28 - inkrement) i to: 

hipohromno uz batohromno pomeranje položaja „crvene” trake („crveno” pomeranje od 670 

nm na 676 nm), ali takođe i hipsohromno pomeranje „plave” trake spektra 

(„plavo”pomeranje od 436 nm na 419 nm), što može biti posledica feofitinizacije. Odnos 

između apsorbancija traka na 436 i 419 nm ujedno može pokazati stepen degradacije uzorka 
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– što je odnos između datih spektralnih traka manji to je degradacija hlorofila veća (Barbinta-

Patrascu et al. 2009). Degradacija hlorofila u vodenom medijumu je zapažena i tokom ranijih 

istraživanja, pri čemu je nakon stajanja Chla u frižideru (24 dana na temperaturi od 4
o
C), 

detektovan feofitin kao glavni produkat degradacije (Lopez-Ayerra et al. 1998). Sa druge 

strane, gubitak magnezijuma iz Chl-molekula smanjuje mogućnost njihovog međusobnog 

vezivanja (Chl-Chl) iz vodene sredine. Vezivanje koje je tada moguće između samih Chl-

molekula može se smatrati agregacijom koja potiče od grupisanja preko fitilnih lanaca na 

bazi hidrofobnog efekta (Agostiano et al. 2002).  

Na osnovu izgleda spektara snimanih nakon pripreme i nakon vremenskog perioda od 

9 meseci, može se zaključiti da Chl-frakcija stajanjem trpi promene koje rezultiraju 

značajnim nepovratnim promenama što potvrđuje veliku nestabilnost hlorofila u vodenom 

medijumu.  

 

4.3. ANALIZA DEJSTAVA OKSIDACIONIH STRESOVA NA HLOROFIL U 

VODENOM MEDIJUMU 

Stabilnost Chla tj. tačnije, Chl-frakcije rastvorene u vodi, prema dejstvu oksidacionih 

stresova, ispitivana je primenom apsorpcione spektroskopije. U cilju poređenja uticaja 

hemijske strukture hlorofila, a pre svega Chla na njegovu stabilnost prema in vitro 

oksidacionim stresovima, ispitana je i stabilnost hlorofilina kao derivata hlorofila, pri istim 

uslovima izlaganja stresu kao u slučaju Chl-frakcije. Odgovarajuće promene u strukturi Chl-

molekula nakon oksidacionih stresova su dalje praćene elektro-sprej masenom 

spektrometrijom kombinovanom sa UHPLC hromatografijom (ESI-MS – UHPLC) sa ciljem 

dobijanja boljeg uvida u mehanizme tih promena. Oksidacioni stresovi primenjeni na Chl-

frakciju i hlorofilin su: hemijska oksidacija Fentonovim reagensom i termalnim inicijatorom 

(AAPH), enzimska oksidacija i fotooksidacija vidljivom svetlošću i UV-B zračenjem. 
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4.3.1. Promene hlorofila u vodi nakon dejstva Fentonovog reagensa. Analiza 

apsorpcionih spektara. UHPLC/MS analiza 

Promene u apsorpcionim spektrima hlorofila (sa dominacijom Chla) nakon dejstva 

Fentonovog reagensa prikazane su na Slici 29. Odgovor hlorofila i hlorofilina na primenjeni 

oksidacioni stres (degradacija u funkciji vremena reakcije) za više različitih koncentracija 

pigmenata prikazan je na Slici 30, pri čemu je na Slici 30-A prikazan procenat degradacije 

hlorofila, a na Slici 30-B procenat degradacije hlorofilina. Koncentracije hlorofila u vodi su u 

opsegu od 3×10
-6 

do 5×10
-5 

M, kako bi se ispitao eventualni uticaj koncentracije pigmenta na 

dejstvo oksidacionog stresa. 

 

Slika 29. Apsorpcioni VIS spektri hlorofila i dejstvo Fentonovog reagensa. Koncentracija 

hlorofila u vodi iznosila je 2.5×10
-5 

M, dok je reakcija praćena u periodu od 0 do 200 min. 

Nakon dejstva Fentonovog reagensa primećene su promene u intenzitetu i položaju 

Qy-trake (Sl.29). Dejstvo Fentonovog reagensa kao oksidacioni stres utiče na opadanje 

intenziteta Qy-trake sa vremenom (0-200 min), tj. hipohromnog efekta; dodatak Fentonovog 

reagensa dovodi i do batohromnog pomeranja (reda veličine 5 nm), što je verovatno posledica 

ne samo degradacije hlorofila pod dejstvom stresa već i promene mikrookruženja pigmenta 

dodatkom sistema Fe
2+

 i H2O2. Takođe se mogu uočiti dve prevojne tačke u oblasti između 

530 i 550 nm –Slika 29. Porast apsorbancije u ovoj oblasti (530-550 nm), implicira moguće 

postojanje nekih degradacionih produkata. Eventualno prisustvo degradacionih produkata 

hlorofila koji apsorbuju u ovoj oblasti moglo bi se objasniti samo kao posledica prekida 
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konjugovanog sistema dvostrukih veza, što može uključiti destrukciju porfirinskog „jezgra” 

(Hendry et al.1987). Ali, u ovom radu, ovi indicirani produkti nisu dokazani drugim 

metodama. 

Fentonova reakcija smatra se jako destruktivnom zbog velike koncentracije 

formiranih ROS vrsta, koje u kratkom vremenskom periodu mogu delovati tj.oksidovati datu 

supstancu, što opravdava upotrebu ove reakcije u procesima prečišćavanja otpadnih voda, 

tretmana pesticida i sl. U Fentonovoj reakciji proizvodnja OH
. 

radikala (jednog od 

najreaktivnijih kiseoničnih radikala i ROS vrsta uopšte) zavisi od nekoliko faktora, kao što su 

vrednost pH, koncentracija H2O2 i Fe
2+ 

jona, temperature i vremena trajanja reakcije 

(Winterbourn, 1995). Na primer, povećanje koncentracije Fe
2+ 

jona u listovima biljaka 

dovodi do linearnog povećanja degradacije hlorofila (Guang et al. 2009; Bode et al. 1995), 

pri čemu sam Fe
2+ 

jon deluje kao katalitički agens razlaganja H2O2 (Homem et al. 2010). Sa 

druge strane, povećanje koncentracije H2O2 može promovisati inhibitorni efekat hidroksilnih 

radikala (2.7.4.1, j-na.(2)), kao i formiranje drugog radikala (HO2
.
), koji ima znatno manji 

oksidacioni efekat u poređenju sa OH
. 
(Homem et al. 2010). Dejstvo Fentonovog reagensa 

zavisi i od medijuma u kome se reakcija odvija, tako je u acetonu reakcija degradacije 

pigmenata intenzivnija u odnosu na istu u etanolu ili metanolu (Comfort et al. 2011). 

Generalno, Fe
2+ 

jon učestvuje u reakcijama prenosa elektrona koje generišu slobodne 

radikale. Jednoelektronski transfer dalje vodi do oksidacije sa H2O2 u prisustvu O2 pri čemu 

se generišu OH
. 
radikali (Michalak, 2006). Oni dalje mogu delovati na molekule tipa hlorofila 

ili hlorofilina, razarajući pigmente i stvarajući pritom degradacione intermedijere i finalne 

produkte. Na osnovu dosadašnjih ispitivanja smatra se da mehanizmi odvijanja Fentonove 

reakcije zavise od reakcionih uslova (Barbusiński, 2009). Odabrane koncentracije u toku 

ovog eksperimentalnog istraživanja, kako Fe
2+ 

jona tako i H2O2, manjih su vrednosti, kako bi 

formirane ROS vrste bile manje koncentracije, što bi pomoglo boljem praćenju dinamike 

promena – degradacije hlorofila tokom vremena od nekoliko sati (200 min).  

Sa Slike 30 se može uočiti da je degradacija hlorofila u poređenju sa degradacijom 

hlorofilina manja, za isto vreme trajanja reakcije i za sve ispitivane vrednosti koncentracija 

pigmenata. Degradacija pigmenata je intenzivnija u toku prvih 80 min izvođenja reakcije (za 

hlorofil – A), odnosno nakon prvih 40 min (za hlorofilin – B), nakon čega se usporava i 

konačno dostiže konstantne vrednosti nakon otprilike 200 min, što je u saglasnosti sa 

citiranim podacima (Allan & Fluhr, 1997). Nakon 200 min reakcija je praktično završena, što 
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se primećuje formiranjem platoa na graficima (Sl.30-A-B), kada dalje povećanje vremena 

inkubacije pigmenata stvorenim ROS-vrstama ne povećava procenat degradacije. Najveći 

stepen degradacije hlorofila uočen je pri najvećoj Chl-koncentraciji što je zapaženo i kod 

hlorofilina pri istim uslovima odvijanja Fentonove reakcije (Sl.30). 

 

Slika 30. Degradacija hlorofila (A) i hlorofilina (B) u vodenom medijumu dejstvom 

Fentonovog reagensa, pri različitim koncentracijama pigmenata. 

U ranijim istraživanjima je nađeno da količina generisanih ROS vrsta, prevashodno 

OH
. 

radikala, raste sa porastom koncentracije, kako Chla tako i hlorofilina (Wang et al. 

2011). U prezentovanim eksperimentima je pri koncentracijama hlorofila većim od 5×10
-5

M i 

istim uslovima izvođenja Fentonove reakcije dolazilo do potpune destrukcije pigmenata u 

prvih 5 minuta reakcije, formiranja nehomogenog sistema uz izdvajanje taloga crvene boje i 

oslobađanja gasova. S obzirom na to da citirane vrednosti koncentracije hlorofila pripadaju 

„agregacionoj” oblasti (Katz et al. 1978), a da sa povećanjem koncentracije i u 

„monomernoj” oblasti njegova degradacija raste (Sl.30-A), izgleda da formiranje agregata tj. 

formi asocijata hlorofila ne inhibira njegovu degradaciju. 

Hromatografskom UHPLC/DAD/MS analizom je ispitivan sadržaj reakcione smeše u 

vodenom medijumu (pigmenti + Fentonov sistem) pre i nakon dejstva Fentonovog reagensa. 

Hromatogrami su snimani na talasnoj dužini detekcije od λdet.=430 nm, pre i za vreme trajanja 

Fentonove reakcije (treak.=0-200 min), i prikazani su na Slici 31. Promene na 

hromatogramima pri retencionim vremenima analize do 3.0 min, od 3.0-4.3 min, i od 4.3-5.3 

min, prikazane su na Slici 31-A,B i C, respektivno. Detektovani pikovi numerisani su 

brojevima od 1 do 7. Prva četiri pika označena brojevima 1, 2, 3 i 3’, na tret.=1.66, 1.93, 2.16 i 

2.33 min, potiču od jedinjenja koja su u Chl-frakciji egzistirala i pre oksidacionog stresa. 

Komponente na 1.66 min (dva nerazdvojena pika) su identifikovane kao hlorofil b i njegov 
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epimer (Chlb i Chlb’), dok su tri preostale komponente identifikovane kao OH-Chla, Chla & 

Chla’, respektivno (Sl.31). Dva pika označena brojevima 7 & 7’ (tret.= 4.4 & 4.84 min), 

takođe su prisutna u Chl-frakciji koja nije izlagana oksidacionom stresu. Date komponente 

pripadaju derivatima Chla koji u svojoj strukturi nemaju magnezijum u centralnoj poziciji 

molekula (Sl.1), poznatijim kao feofitin a (Pheoa) & feofitin a’ (Pheoa’), respektivno. Na 

retencionom vremenu 3.18 min, detektovan je feofitinb (Pheob), koji je takođe prisutan u 

hlorofilnoj frakciji pre primene oksidacionog stresa, daleko manje u poređenju sa Chla. Na 

retencionoj skali od 3.0 do 4.0 min, identifikovano je nekoliko produkata oksidacije dejstvom 

Fentonovog reagensa (tret.= 3.47, 3.66 & 3.86 min), pikovi pod rednim brojem 5, 6 & 6’, 

respektivno. Date komponente su na osnovu karakteristika svojih VIS spektara i načina 

fragmentisanja identifikovane kao piro-Pheob, OH-Pheoa i OH-Pheoa`(šematske reakcije 

formiranja pomenutih degradacionih produkata date su u ANEX-u).  

Prikaz dinamike degradacije hlorofila dejstvom Fentonovog reagensa dobijen je kao 

zavisnost integrisane površine pika date identifikovane komponente u funkciji vremena 

inkubacije Fentonovim reagensom (treak.), (Sl.32-A-J), korišćenjem podataka sa 

odgovarajućih UHPLC/DAD-hromatograma. Grafici Chla i Chla’ degradacije dobijeni su za 

retenciona vremena tret.=2.16 min (Chla), i tret.=2.33 min (Chla’)–(Sl.32-C-D, respektivno). 
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Slika 31. UHPLC/DAD-hromatogrami Chl-frakcije pre i nakon dejstva Fentonovog reagensa; 

talasna dužina detekcije je λdet.=430 nm (AmaxSoret-ove trake). Prikaz potpunog 

hromatograma (na vrhu), saparcijalnim i uvećanim prikazom, do 3.0 min analize (A), od 3.0 

do 4.3 min analize (B) i od 4.3 do 5.3 min analize (C). 
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Slika 32. Dinamika promene površine pikova sa hromatograma prikazanog na Sl.31 (A): 

tret.=1.66 min, Chlb+Chlb’, (B) tret.=1.93 min, OH-Chla, (C) tret.=2.16 min, Chla, (D) tret.=2.33 

min, Chla`, (E) tret.=3.18 min, Pheob, (F) tret.=3.47 min, piro-Pheob, (G) tret.=3.66 min, OH-

Pheoa, (H) tret.=3.86 min, OH-Pheoa`, (I) tret.=4.40 min, Pheoa, (J) tret.=4.84 min, Pheoa`. 
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Trend rasta pod dejstvom Fentonovog reagensa primećen je kod Chl-derivata: OH-

Pheoa, Pheoa i piro-Pheob (korišćenjem integrisanih površina odgovarajućih pikova na 

hromatogramima dobijenim za sledeće apsorpcione maksimume Soret-ove trake koršćene za 

detekciju, λdet.=407, 409 i 434 nm) (Sl.32-G, I, F), respektivno; time su ovi derivati 

istovremeno detektovani i potvrđeni kao degradacioni produkti. Grafici odgovarajućih Chl-

epimera (OH-Pheoa’ i Pheoa’ na tret.=3.86 i 4.84 min, respektivno), pokazuju slično 

ponašanje, tj. takođe trend rasta (Sl.32– J, H).  

Još jedan od derivata hlorofila koji je prisutan u Chl-frakciji i pre primene stresa, a 

koji se smatra produktom alomerizacije (Pennington et al. 1963), je OH-Chla. Za ovaj derivat 

je primećen trend opadanja (Sl.32-B) sličan slučaju Chla i Chla’ (Sl.32-C, D). Za sve 

detektovane derivate hlorofila može se reći da njihove koncentracije linearno opadaju ili rastu 

sa vremenom dejstva Fentonovog sistema.  

Identifikacija hlorofila i njegovih derivata razdvojenih na hromatogromu (Sl.31) 

izvršena je na osnovu dobijenih VIS, MS i MS/MS spektara. Fragmentacioni pikovi hlorofila 

dobijeni u pozitivnom MS/MS modu najčešće nastaju kao posledica fragmentacije 

protonovanog molekula ([M+H]
+
) u pozicijama C-17 i C-13 (Sl.1). Sa C-17 pozicije moguć 

je gubitak fitilnog lanca u vidu fitadiena (C20H38) ili gubitak cele C20H39CO2CH3 grupe, koji 

se javljaju u većini snimljenih MS/MS-spektara, a koji odgovaraju vrednostima m/z [MH-

C20H38]
+
 = [MH-278]

+
 i [ MH-C20H39CO2CH3 ]

+ 
= [MH-338]

+
, respektivno. Za C-13 poziciju 

je takođe karakterističan gubitak CH3OH (u položaju C-13
3
) ili, gubitak estarske grupe 

(COOCH3 u C-13
2
 položaju, Sl.1) – m/z vrednosti [MH-CH3OH]

+
 = [MH-32]

+
 i [MH-

COOCH3]
+
 = [MH-59]

+
, respektivno (Tabela 5). 

U masenom spektru hlorofilne frakcije (nije prikazano), pik na m/z 893.50 predstavlja 

molekularni pik Chla, [M+H]
+
, koji je ujedno i najintenzivniji. Dejstvo oksidacionog stresa 

menja izgled MS-spektra pri čemu se intenzitet molekulskog pika Chla proporcionalno 

smanjuje na račun povećanja intenziteta pikova derivata Chla, produkata dejstva 

oksidacionog stresa, Fentonovog reagensa – Pheoa, OH-Pheoa, piro-Pheob. 

Fragmentacijom pika m/z 893.50 dobijen je MS/MS spektar sa dva najintenzivnija 

pika na m/z 555.28 i 615.39 (Sl.33-A). Pik na m/z 555.28 odgovara fragmentaciji Chla u 

položaju C-17 (Sl.1) i predstavlja gubitak CH3COOC20H39 ([MH-338]
+
). 
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Drugi, izraženiji fragmentacioni pik odgovara m/z 615.39, što je posledica gubitka C20H38 

[MH-278)]
+
.  

Slika 33. ESI-MS/MS spektar Chla (A) i Chlb (B), u pozitivnom jonizacionom modu. 

Derivat Chla koji se smatra produktom alomerizacije, OH-Chla, sa molekulskim 

jonom na m/z 909.31 ([M+H]
+
), daljom fragmentacijom daje pikove na m/z 891 [MH-18]

+
 i 

613 [MH-296]
+ 

(bez prikaza), a koji su rezultat uklanjanja hidroksilne grupe iz položaja C-

13
2 

i H-atoma, [MH-H2O]
+ 

i fitilnog lanca iz položaja C-17
3
 u vidu C20H39OH, [MH-

C20H39OH]
+
. Kompletno uklanjanje magnezijuma iz strukture Chla rezultira formiranjem 

feofitina a, Pheoa, što je u MS-spektru potvrđeno pojavom molekulskog pika, m/z 871.53 

([M+H]
+
. Cepanje molekulskog pika 871.53 dalo je dva najintenzivnija fragmentaciona pika 

na m/z 533.39 (što odgovara [MH-CH3COOC20H39]
+
 = [MH-338]

+
) i 593.15 [MH-C20H38]

+
 = 

[MH-278]
+
-Sl.34-A). Strukture predloženih fragmenata su literaturno potvrđene (Woolley et 

al. 1998, Lim, 2009). Dejstvom oksidacionog stresa pored Pheoa dolazi do formiranja OH-

Pheoa sa pratećim epimerom. Molekulski pik OH-Pheoa u MS spektru na m/z 887.49 

[M+H]
+
, cepanjem formira nekoliko fragmenata u MS/MS spektru  i to: 827.76 [MH-60]

+
, 

609.30 [MH-278]
+ 

i 591.38 [MH-296]
+
 koji odgovaraju [MH-CO2CH3-H]

+
, [MH-C20H38]

+
 i 

[MH-C20H39OH]
+
, respektivno (Sl.34-B). 

Feofitin b se nalazi u Chl-frakciji i pre dejsva oksidacionog stresa. Registrovani jon na 

m/z 907.37 je katjonizovani molekulski jon sa Na
+
-jonom, [M+Na]

+
. Njegovom 

fragmentacijom dobija se MS/MS spektar (Sl.35-A), sa najintenzivnijim fragmentacionim 

jonom na vrednosti m/z 553.11, što može odgovarati jonu [M-C20H39CO2CH3-CH3-H+Na]
+
. 
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Slika 34. ESI-MS/MS spektar Pheoa (A) i OH-Pheoa (B), u pozitivnom jonizacionom modu. 

Jedan od produkata koji nije registrovan u hlorofilnoj frakciji pre dejstva 

oksidacionog stresa je piro-Pheob, sa molekulskim pikom m/z 827.76[M+H]
+
. Njegovom 

fragmentacijom dolazi do formiranja fragmenta m/z 549.48 [MH-278]
+ 

što predstavlja 

gubitak fitilnog lanca, [MH-C20H38]
+
, (Sl.35-B). 

Slika 35.ESI-MS/MS spektar Pheob(A) i piro-Pheob(B), u pozitivnom jonizacionom modu. 

Rezultati dobijeni UHPLC-hromatografskom analizom nakon dejstva Fentonovog 

reagensa, kao i podaci masene detekcije komponenti u uzorcima, zajedno sa karakterističnim 

fragmentacionim pikovima prikazani su u Tabeli 5, dok su reakcione šeme nastanka nekih od 

derivata, prikazane u ANEX-u. 
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Tabela 5. Rezultati hromatografske analize (DAD- u VIS oblasti i MS-detekcijom) 

ispitivanih uzoraka (“čiste” Chl-frakcije u vodi i Chl-frakcije u vodenom rastvoru sa 

Fentonovim reagensom) kao i analize glavnih fragmentacionih jona u MS/MS spektrima. 

a – Strukture predloženih fragmenata su literaturno podržane referencama Woolley et al. 1998,  Lim, 2009; Hendry et al. 1987; Walker 

&  Keely, 2004; Walker et al. 2002; Yoshitaka & Tamiaki, 2012. 

 

  Apsorpcioni 

maksimumi u 

mobilnoj fazi/nm 

  

Glavni fragmentacioni joni u MS/MS spektru 

Komponenta 
tret., 

min 
Soret Qy 

[M+H]
+ 

[M+H]
+
 

m/z m/z 

 

izračunato 
m/z 

a 
Predložene strukture 

fragmentacionih  jona 

1   Chlb+Chlb’ 1.66  466 651   907.40 907.52 875 [MH-32]
+
 

628 [MH-279]
+ 

597 [MH-310]
+
 

555 [MH-352]
+
 

(100%) 

[MH-CH3OH]
+
 

[MH-C20H38]
+
 

[MH-C20H38- CH3OH]
+
 

[MH-C20H38- 

CH3CH2COOH]
+
 

2   OH-hlorofil a 1.92  430 665 909.31 909.53 891 [MH-18]
+
 [MH-H2O]

+
 

 613 [MH-296]
+
 

(100%) 
[MH-C20H39OH]

+
 

3   Hlorofil a  

3’  Hlorofil a’ 

2.16  

2.33 

411 431
 

665 893.50 893.54 615 [MH-278]
+
 

(100%)
 

[MH-C20H38]
+
 

555 [MH-338]
+
 [MH-C20H39CO2CH3]

+
 

4   Feofitinb 

 

3.18  435 654 907.37 

[M+Na]
+
 

907.52 

[M+Na]
+
 

553  

[M-354+Na]
+
 

(100%) 

 

[M-C20H39CO2CH3-CH3-

H+Na]
+ 

5 Piro-Pheob 

 

3.47  434 655 827.76 827.55 549 [MH-278]
+
 

(100%) 

[MH-C20H38]
+ 

6   OH-Feofitin a  

6’ OH-Feofitin a’ 

3.66  

3.86 

 407
 

666 887.49 887.53 827 [MH-60]
+
 [MH-CO2CH3-H]

+
 

609 [MH-278]
+ 

 [MH-C20H38]
+
 

591 [MH-296]
+
 

(100%) 
[MH-C20H39O]

+
 

7 Feofitin a  

7’  Feofitin a’ 

4.40 

4.84 

 408
 

666 871.53 871.57 839 [MH-32]
+
 

811 [MH-60]
+
 

[MH-CH3OH]
+
 

[MH-CO2CH3-H]
+ 

       593 [MH-278]
+
 [MH-C20H38]

+
 

       533 [MH-338]
+
 

(100%) 
 

460 [MH-411]
+
 

[MH-C20H39CO2CH3]
+
 

 

[MH-C20H39CO2CH2CH2-CO-

HOCH3]
+
 

http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0146638004001822
http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0146638004001822
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Nakon izlaganja Chl-frakcije dejstvu Fentonovog reagensa može se reći da dolazi do 

degradacije hlorofila Tipa I („Opšti deo, str.15”), uz formiranje degradacionih produkata, 

piro-feofitina, hidroksi-feofitina i feofitina, zajedno sa epimernim formama istih. Hidroksilni 

(OH
.
) radikali koji se generišu tokom vremena, pre svega napadaju Chl u poziciji C-13, E-

prstena (Sl.1), stvarajući gore pomenute derivate.  

4.3.2. Promene hlorofila u vodi nakon dejstva termalnog inicijatora. Analiza 

apsorpcionih spektara. UHPLC/MS analiza 

Promene u apsorpcionim spektrima Chl-frakcije nakon dejstva vodorastvornog 

termalnog inicijatora (AAPH) pri koncentraciji od 3.2×10
-3

M, i temperaturi inkubacije od 

40°C, prikazane su na Slici 36. Korišćene Chl-koncentracije u vodi su u opsegu od 2.5×10
-6

 

do 2.5×10
-5

M. Odgovor hlorofila i hlorofilina na primenjeni oksidacioni stres (degradacija 

pigmenta, %, u funkciji vremena inkubacije sa AAPH) za više različitih koncentracija 

pigmenata – hlorofila i hlorofilina - prikazan je na Slici 37-A i B, respektivno. 

 

Slika 36. Apsorpcioni spektri hlorofila pre i nakon dejstva termalnog inicijatora-AAPH. 

Koncentracija hlorofila u vodi iznosila je 2.5×10
-5

M, koncentracija AAPH 3.2×10
-3

M, dok je 

reakcija praćena u poriodu od 0 do 100 min.  

Nakon dodavanja AAPH uočeno je pomeranje položaja apsorpcionih maksimuma 

hlorofila (Sl.36). Dejstvo AAPH rezultiralo je batohromnim pomeranjem i hipohromnim 

promenama Qy-trake sa vremenom inkubacije (0-100 min). Degradacija zavisi, kako od 
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vremena inkubacije i koncentracije hlorofila, tako i od koncentracije termalnog inicijatora. 

Pri duplo manjoj koncentraciji AAPH (1.6×10
-3

M), degradacija hlorofila je za sve ispitivane 

vrednosti koncentracija imala manju vrednost (4.3.6.–Tabela 9). 

 

Slika 37. Degradacija hlorofila (A) i hlorofilina (B) u vodenom medijumu dejstvom 

termalnog inicijatora-AAPH, pri različitim koncentracijama pigmenata i konstantnoj 

koncentraciji termalnog inicijatora, na temperaturi od 40°C. 

Sa Slike 37-A,B se može uočiti da je degradacija hlorofilina u poređenju sa 

degradacijom hlorofila slabija, za isto vreme trajanja reakcije i za iste vrednosti ispitivanih 

koncentracija pigmenata. Degradacija je intenzivnija u toku prvih 40 min izvođenja reakcije, 

nakon čega se usporava i konačno dostiže konstantne vrednosti nakon otprilike 100 min 

trajanja reakcije. Najveći stepen degradacije uočen je pri najvećim koncentracijama hlorofila 

što je suprotno od rezultata dobijenih praćenjem dinamike degradacije hlorofilina (Sl.37). Sa 

druge strane, pri najnižoj koncentraciji (2.5×10
-6 

M), degradacija hlorofila je više nego duplo 

manja (≈30%) u odnosu na hlorofilin (≈63%), za isto vreme trajanja reakcije. To bi moglo da 

znači da se količina ROS-vrsta koje se mogu formirati dejstvom AAPH u datim uslovima, 

povećava sa porastom koncentracije hlorofila, a što je takođe uočeno tokom ranijih 

istraživanja (Kamat et al. 2000). Kod hlorofilina takav efekat nije zapažen, već je procenat 

degradacije za sve ispitivane koncentracije nakon 100 min trajanja reakcije (plato – Sl.37-B), 

bio u uskom opsegu (51-62 %), može se reći, nezavistan od koncentracije (videti Tabelu 9). 

Dejstvom AAPH na temperaturama višim od 37°C dolazi do formiranja brojnih 

radikala: OH
.
, OOH

.
, alkil i keto radikala koji dalje nastavljaju lančane oksidacione rekcije 

(Betigeri et al. 2005). Pri tome efikasnost oksidacije u velikoj meri zavisi od izbora sistema 
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rastvarača, pH, i viskoznosti (Laguerre et al. 2007). Termalnom dekompozicijom AAPH u 

vodi formira se R1
. 
radikal: 

 

koji dalje može formirati alkoksilne i peroksidne radikale odgovorne za nastavak lančanih 

reakcija oksidacije. Eksperimentalni podaci dosadašnjih istraživanja su pokazali da u 

reakcijama u kojima učestvuje termalni inicijator AAPH, oksidaciju vrše pretežno alkoksilni 

radikali (Werber et al. 2011, Betigeri et al. 2005), ali da je mogu nastaviti i drugi novonastali 

intermedijeri. 

Hromatografskom UHPLC/MS analizom je ispitan sadržaj reakcione smeše pre i 

nakon dejstva termalnog inicijatora. UHPLC/DAD-hromatogram Chl-frakcije sniman na 

talasnoj dužini detekcije λdet. = 430 nm, pre i za vreme delovanja AAPH-inicijatora (tink.= 0-

240 min), prikazan je na Slici 38; uvećane promene pri retencionim vremenima analize do 3.0 

min, od 3.0 – 4.0 min, i od 4.0 – 6.0 min prikazane su pod (A), (B) i (C), respektivno. 

Detektovani pikovi numerisani su brojevima od 1 do 6.  
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Slika 38. UHPLC/DAD-hromatogrami Chl-frakcije pre i nakon dejstva vodorastvornog 

termalnog inicijatora (AAPH). Prikaz potpunog hromatograma (na vrhu) sa uvećanim 

prikazom do 3.0 min analize (A) od 3.0 do 4.0 min analize (B) i od 4.0 do 6.0 min analize 
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(C). Talasna dužina detekcije je 430 nm u svim prikazima, osim pod B, desni deo prikaza - 

pikovi br. 5 i 5’, λdet.= 407 nm – maksimum Soret-ove trake OH-Pheoa i OH-Pheoa’. 

Analogno rezultatima analize hlorofilne frakcije nakon oksidacionog stresa izazvanog 

dejstvom Fentonovog reagensa, komponente označene bojevima 1, 2, 3 i 3` (tret.=1.67, 1.92, 

2.17 i 2.32 min), kao i komponente 6 & 6’ (tret.= 4.4 & 4.84 min), pripadaju jedinjenjima koja 

su u samoj frakciji i pre početka oksidacionog stresa. Komponente čiji je rast koncentracije sa 

vremenom dejstva AAPH detektovan (tret., 3.65 & 3.85 min, pikovi pod rednim brojem 5 & 

5’, Sl.38-B-desno), identifikovane su na osnovu karakteristika svojih apsorpcionih VIS 

spektara i načina fragmentisanja kao OH-Pheoa i OH-Pheoa`, respektivno. 

Grafici dinamike degradacije Chl-frakcije tokom dejstva AAPH dobijeni kao 

zavisnost integrisane površine odgovarajućih pikova na hromatogramu od vremena 

inkubacije, su prikazani na Slici 39-A&I, dok su rezultati UHPLC-hromatografske analize 

nakon dejstva AAPH, kao i podaci masene detekcije komponenti u uzorcima, zajedno sa 

karakterističnim fragmentacionim pikovima prikazani u Tabeli 6. 

Trend linernog opadanja primećen je kod detektovanih komponenti (Chlb, OH-Chla, 

Pheob i Pheoa` - Sl.39-A,B,E,I, respektivno). Trend rasta do tink=100 min a potom trend 

opadanja primećen je kod produkata OH-Pheoa i OH-Pheoa’, pri čemu je detekcija vršena na 

odgovarajućim Amax. vrednostima Soret-ove trake (Sl.39–Fi G, respektivno). Trend opadanja 

takođe je primećen kod Chla i Chla’ (Sl.39-Ci D). Rezultati hromatografske analize nakon 

dejstva AAPH, kao i MS analiza svih komponenti detektovanih u uzorcima, zajedno sa 

karakterističnim fragmentacionim pikovima, prikazani su u Tabeli 8, dok su reakcione šeme 

nastanka produkata prikazane u ANEX-u.  

Uticaj AAPH radikala na hlorofilnu frakciju očito je rezultirao nepovratnom 

degradacijom Chla i Chlb kao i Chl-derivata, pri čemu se kao jedini produkt dejstva ovog 

stresa može predstaviti OH-Pheoa, zajedno sa svojom epimernom formom i pokazao rast u 

prvih 100 minuta stresa, nakon čega je primećena i njegova degradacija (Sl.39-F,G).   
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Slika 39. Dinamika promene površine pikova sa hromatograma prikazanog na Sl.38: (A) 

tret.=1.67 min, Chlb, (B) tret.=1.92 min, OH-Chla, (C) tret.=2.17 min, Chla, (D) tret.=2.32 min, 

Chla`, (E) tret.=3.19 min, Pheob, (F) tret.=3.65 min, OH-Pheoa, (G) tret.=3.84 min, OH-Pheoa`, 

(H) tret.=4.40 min, Pheoa, (I) tret.=4.84 min, Pheoa`. 
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Tabela 6. Rezultati hromatografske analize (DAD – u VIS oblasti i MS-detekcijom) 

ispitivanih uzoraka: „čiste” Chl-frakcije u vodi Chl-frakcije u vodenom rastvoru sa termalnim 

inicijatorom-AAPH, kao i MS analize glavnih fragmentacionih jona u MS/MS spektrima. 

 

  Apsorpcioni 

maksimumi u 

mobilnoj fazi/nm 

  

Glavni fragmentacioni joni u MS/MS spektru 

Komponenta 
tret., 

min 
Soret Qy 

[M+H]
+
 [M+H]

+
 

m/z 

 

 

m/z 

 

izračunato 
m/z 

a 
Predložena struktura 

fragmentacionog jona 

2   OH-hlorofil a 1.92  430 665 909.31 909.53 891 [MH-18]
+
 [MH-H2O]

+
 

613 [MH-296]
+
 

(100%) 

[MH-C20H39OH]
+
 

3   Hlorofil a  

3’  Hlorofil a’ 

2.17  

2.32 

411 431
 

665 893.47 893.54 615 [MH-278]
+
 

(100%)
 

[MH-C20H38]
+
 

555 [MH-338]
+
 [MH-C20H39CO2CH3]

+
 

4   Feofitinb  

 

3.19  435 654 907.37 

[M+Na]
+
 

907.52 

[M+Na]
+
 

553  

[M-354+Na]
+
 

(100%) 

[M-C20H39CO2CH3-CH3-

H+Na]
+ 

5   OH-Feofitin a  

5’  OH-Feofitin a’ 

3.65  

3.84 

 407
 

666 

 

887.49 887.53 839 [MH-32]
+
 [MH-CH3OH]

+ 

827 [MH-60]
+
 [MH-CO2CH3-H]

+
 

609 [MH-278]
+ 

 [MH-C20H38]
+
 

591[MH-296]
+
 

(100%) 

[MH- C20H39O]
+
 

6   Feofitin a  

6’ Feofitin a’ 

4.40 

4.84 

 408
 

666 871.53 871.57 839 [MH-32]
+
 [MH-CH3OH]

+ 

811 [MH-60]
+
 [MH-CO2CH3-H]

+
 

593 [MH-

278]
+
(100%) 

[MH-C20H38]
+
 

533 [MH-338]
+
 [MH-C20H39CO2CH3]

+
 

460 [MH-411]
+
 [MH-C20H39CO2CH2CH2-CO-

HOCH3]
+
 

a – Strukture predloženih fragmenata su literaturno podržane referencama Woolley et al. 1998, Lim, 2009; Hendry et al. 1987; Walker 
&  Keely, 2004; Walker et al. 2002; Yoshitaka & Tamiaki, 2012. 

 

 

http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0146638004001822
http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0146638004001822
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4.3.3. HPLC analiza hlorofila nakon primene oksidacionog stresa izazvanog dejstvom 

enzima 

Stabilnost Chla prema dejstvu enzima ispitana je na primeru peroksidaze iz rena. 

Degradacija Chla dejstvom peroksidaze uslovljena je prisustvom fenolnog jedinjenja. Način 

delovanja peroksidaze na sam degradacioni mehanizam Chla nije potpuno objašnjen. 

Prethodna istraživanja pokazala su da je prisustvom fenola, 2,4-dihlorofenola ili p-

kumarinske kiseline, degradacija hlorofila učinjena efikasnijom (Yamauchi & Watada, 1994). 

Fenolno jedinjenje rezorcinol (a koje je korišćeno u ovom radu – Eksperimentalni deo, 3.8.), 

takođe se smatra veoma važnim za efikasnost dejstva enzima peroksidaze na hlorofil 

(Yamauchi et al. 2004). 

 

Slika 40. Šematski prikaz konverzije Chla dejstvom enzima u prisustvu fenolnog jedinjenja – 

u njegov OH-derivat; R- fitilni lanac, R1- CH3 grupa. 

Poznato je da u procesu enzimske degradacije Chla, peroksidaza najpre oksiduje 

fenolno jedinjenje koje ima hidroksilnu grupu u p-položaju, stvarajući fenoksi i/ili 

superoksidni anjon radikal (Yamauchi et al. 2004, Funamoto et al. 2003). Dejstvom tako 

stvorenih radikala na Chla formira se  hidroksi hlorofil a (derivat hlorofila sa hidroksilnom 

grupom umesto vodonika u poziciji C-13
2
- Sl.1 – OH-Chla). Aktivnost fenolnog jedinjenja u 

sistemu peroksidaza-vodonik peroksid može poticati od elektrona slobodnih supstituenata u 

para poziciji (Funamoto et al. 2003); fenolna jedinjenja tog tipa, fenoli sa OH-grupom u para 

poziciji su p-kumarinska kiselina, apigenin, naringenin i sl. Postoje i ispitivanja u kojima 

druga fenolna jedinjenja poput katehola, ferulinske, kafeinske i hlorogene kiseline nisu 

pokazala aktivnost u procesu enzimskog delovanja na Chla (Lichtenthaler, 1987).  
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Pored identifikacije produkta dejstva enzima, ispitivan je i uticaj pH vrednosti i 

temperature na ovu reakciju, primenom apsorpcione spektroskopije i HPLC hromatografije.  

HPLC-hromatogrami hlorofila ekstrahovanih iz reakcione smeše nakon dejstva 

enzima peroksidaze, pri različitim temperaturama inkubacije, prikazani su na Slici 41. 

 

Slika 41. HPLC-hromatogrami Chl-frakcije tretirane peroksidazom u prisustvu rezorcinola 

pri različitim temperaturama inkubacije. Talasna dužina detekcije je 660 nm. Glavne 

komponente sa hromatograma su na tret.= 13 min – Chla i tret.= 12 min - OH-Chla. 

HPLC-hromatogrami hlorofila ekstrakovanih iz reakcione smeše nakon dejstva 

enzima pri različitim pH vrednostima reakcione smeše, prikazani su na Slici 42.  

Mogućnost apstrakcije labilnog H-atoma iz fenolnog supstrata dejstvom peroksidaze 

(Yamauchi et al. 2004), ukazuje na to da je detektovana produkcija OH-Chla (tret =12 min- 

Sl.41-42) posledica dejstva enzima. Apsorpcioni spektri izdvojenih komponenti na 

hromatogramu su u saglasnosti sa literaturnim podacima (662 nm - „crvena traka” i 430 nm - 

„plava traka”, u acetonitrilu), i pokazuju jaku sličnost, s obzirom na to da oba jedinjenja - i 

Chla i OH-Chla- pripadaju „hlorinskom” tipu jedinjenja čija je osnovna razlika u supstituentu 

na C-13
2 

poziciji (Sl.1). 
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Slika 42. HPLC-hromatogrami Chl-frakcije tretirane peroksidazom u prisustvu rezorcinola 

pri različitim pH vrednostima reakcione smeše. Talasna dužina detekcije je 660 nm. Glavne 

komponente sa hromatograma su na tret.= 13 min – Chla, tret.= 12 min - OH-Chla. 

  Pošto se za analizu ovakvih tipova jedinjenja najčešće koristi C-18 kolona, retenciona 

vremena analiziranih komponenti uvek opadaju istim redosledom Chla>OH-Chla>Chlb, i 

pretežno zavise od polarnosti kako jedinjenja tako i mobilne faze. HPLC-hromatogrami 

dobijeni pri različitim temperaturama inkubacije pokazuju opadanje sadržaja Chla usled 

porasta temperature od 4°C do 47°C (Sl.43). Takođe, pri konstantnoj temperaturi, a pri 

različitim vrednostima pH, zapaženo je opadanje sadržaja Chla sa porastom vrednosti pH 

(Sl.44). Količina nastalog OH-Chla raste na račun smanjenja količine Chla.  

Degradacija Chla dejstvom peroksidaze u prisustvu rezorcinola usled porasta 

temperature raste, ali ne linearno u odnosu na rastući temperaturni rezim. Porast Chla-

degradacije zapažen je u temperaturnom opsegu 4-17°C, s tim što do naglog porasta 

degradacije dolazi u oblasti 17-20°C nakon čega procenat degradacije sporije raste, u oblasti 

20-37°C (Sl.43). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima degradacije Chla dejstvom 

peroksidaze ali u prisustvu p-kumarinske kiseline (Martínez et al. 2001).  
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Slika 43. Degradacija Chla dejstvom peroksidaze u prisustvu rezorcinola, pri pH 6 za 

različite vrednosti temperature. 

 

 

Slika 44. Degradacija Chla dejstvom peroksidaze u prisustvu rezorcinola, pri konstantnoj 

temperaturi od 25°C i  pri različitim vrednostima pH. 

Rezultati koji se tiču uticaja pH vrednosti na Chla-degradaciju dejstvom peroksidaze 

u prisustvu rezorcinola dati su na Slici 44. Mogu se primetiti dva segmenta sa grafika: prvi u 

oblasti pH 3-6 koji je praćen porastom degradacije Chla i drugi u oblasti pH 6-8 praćen 

blagim padom stepena degradacije Chla. Dobijeni rezultati su takođe u saglasnosti sa 

literaturnim, gde je kao fenolno jedinjenje pri degradaciji Chla posredstvom peroksidaze 
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upotrebljena p-kumarinska kiselina (Martínez et al. 2001). 

Imajući u vidu optimalne vrednosti temperature i pH pri kojima je peroksidaza 

najaktivnija (30-40°C, pH 6-8, zavisno od medijuma), dobijeni rezultati su očekivani 

(Watanabe et al. 1984). Degradacija hlorofila u najvećoj meri zavisi od vrednosti pH i 

temperature, što ukazuje na činjenicu da u tom pogledu presudan uticaj ima peroksidaza, jer 

se sa povećanjem temperature i pH vrednosti istovremeno približavamo optimalnim 

vrednostima koji su inače neophodni za dejstvo peroksidaze iz rena. Ovaj vid degradacije 

može se svrstati u biodegradaciju Tipa I (Uvodni deo 2.7.2.). 

4.3.4. Promene hlorofila u vodi nakon izlaganja vidljivoj svetlosti. Analiza apsorpcionih 

spektara. UHPLC/MS analiza  

U biljkama hlorofil je od jake svetlosti zaštićen, između ostalog i protektivnom 

ulogom karotenoida. Međutim, ta vrsta zaštite je ograničenog karaktera. Pri ekstremnim 

uslovima, tj. visokim intenzitetima svetlosti može doći do fotodestrukcije karotenoida, pa 

Chl-molekuli postaju izloženi oksidativnom stresu i dejstvu pre svega peroksidnih i 

hidroksilnih slobodnih radikala, koji tom prilikom mogu „napadati” kako tetrapirolnu 

strukturu, tako i fitilni lanac (Rontani & Aubert, 1994).   

Efikasnost stresa izazvanog sunčevim zračenjem se generalno povećava sa opadanjem 

talasne dužine svetlosti. Od ukupnog spektra sunčevog zračenja koje dolazi do Zemlje, 

najjači degradirajući efekat ima spektralna oblast od 280-315 nm, što odgovara oblasti tzv. 

UV-B zračenja. Ipak, kako hlorofili kao fotosintetski pigmenti apsorbuju pre svega u vidljivoj 

(VIS) oblasti sunčevog spektra koje čini oko 90% ukupne sunčeve energije koja padne na 

površinu Zemlje, to je njihova struktura značajno ugrožena usled izlaganja ne samo UV 

zračenju (UV-B, ali i UV-A, 315-400 nm), već i vidljivoj svetlosti, posebno u in vitro 

uslovima kada za razliku od in vivo uslova u biljkama, nije pokrenut nijedan od više različitih 

mehanizama zaštite hlorofila od degradacije.  

Promene u apsorpcionim spektrima hlorofila tokom kontinualnog dejstva vidljive 

svetlosti prikazane su na Slici 45, dok je odgovarajući grafik degradacije hlorofila, odnosno 

hlorofilina, u funkciji vremena zračenja i za različite koncentracije pigmenata, dat na Slici 

46-A, odnosno 46-B, respektivno.  
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Sa Slike 45 može se primetiti da vidljiva svetlost utiče na opadanje intenziteta Qy-

trake, tj. hipohromnog efekta. Takođe se mogu uočiti dve prevojne tačke (464 i 575 nm –

Sl.45). Porast apsorpcije u ovoj oblasti (464-575 nm) implicira mogućnost formiranja nekih 

produkata koji u toj oblasti apsorbuju. 

 

 

Slika 45. Apsorpcioni spektri hlorofila nakon oksidacionog stresa izazvanog vidljivom (VIS) 

svetlošću. Koncentracija hlorofila u vodi iznosila je 2.5×10
-5

M, dok je ozračivanje vršeno u 

periodu od 0-230 min.  

 

 

Slika 46. Degradacija hlorofila (A) i hlorofilina (B) u vodenom medijumu izazvana 

kontinualnim dejstvom vidljive svetlosti, pri različitim koncentracijama ispitivanih 

pigmenata. Jačina vidljive svetlosti bila je konstantna sve vreme zračenja i iznosila je 14 

W/m
2
. 
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Sa Slike 46-A se vidi da sa porastom  nivoa molekularne organizacije hlorofila (što je 

pre svega uslovljeno rastućom koncentracijom pigmenta), raste njegova stabilnost prema 

dejstvu VIS–zračenja. Najveća degradacija hlorofila, 40%, zapažena je pri najnižoj 

koncentraciji od 5×10
-6

 M, nakon perioda ozračivanja od 220 min (Sl.46-A). Za istu 

koncentraciju i isto vreme dejstva, degradacija hlorofilina u vodi iznosi 17.2 % (Sl.46-B). Pri 

dvostruko većoj vrednosti koncentracije hlorofila degradacija se neznatno smanjuje. Dalje 

povećanje koncentracije na vrednost od 2.5×10
-5

M, kada hlorofili počinju da pokazuju 

„asocijativno ponašanje”, smanjuje vrednosti degradacije na upola manju vrednost za isto 

vreme izlaganja ovom stresu; to bi mogla biti indikacija za neku vrstu asocijativnog 

ponašanja Chl-molekula. Kod hlorofilina nije uočen isti efekat kao kod hlorofila pa su 

vrednosti degradacije za sve tri koncentracije hlorofilina bile približne. Ispitivanja su 

pokazala da i pri jako malim koncentracijama od 5×10
-6 

M hlorofilin ima „scavenging” efekat, 

dok je povećanje koncentracije hlorofilina na 5×10
-4

M  redukovalo procenat efekta radijacije 

na DNA na 90% (Tumolo et al. 2012). Time je ukazano na to da povećanje koncentracije 

hlorofilina povećava njegovu degradaciju (Tumolo & Marquez, 2012), što je suprotno od 

ponašanja hlorofila uočenog u ovom radu.  

Generalno, vidljiva svetlost bilo u in vivo sistemima ili in vitro vodenim sistemima sa 

hlorofilom, rezultira nastankon pretežno OH
. 

radikala onda kada se ozračivanje odvija u 

prisustvu kiseonika što je slučaj i sa eksperimentima prikazanim u ovom radu. Eksperiment 

ozračivanja Chla crvenim svetlom sproveden u prisustvu vazduha ili kiseonika, zabeležio je 

nastanak OH
. 

radikala pri čemu je takođe primećena veća degradacija Chla u prisustvu 

vazduha, nego samo u prisustvu kiseonika (Harbou & Bolton, 1978). Wang i saradnici (2011) 

takođe ističu ulogu OH
. 
radikala, ali u degradaciji hlorofila izazvanoj VIS svetlošću. Ima i 

drugih istraživanja koja su pokazala da je dejstvo vidljive svetlosti na Chla u vodenom 

medijumu rezultiralo ireverzibilnom degradacijom praćenom nastankom degradacionih 

produkata, intermedijera i finalnim produktima degradacije (Hynninen, 1991). Hemijska 

struktura ovih produkata je mahom nepoznata, pretežno zbog mogućih različitih puteva 

degradacije i labilnosti stvorenih foto-produkata (Hendry, 1987). Foto-degradacija u 

rastvorima može se odvijati i bez procesa feofitinizacije (koji je inače najprisutniji), već 

otvaranjem porfirinskog jezgra (Jen &MacKinney, 1970), ili stvaranjem manjeg broja 

alomerizacionih produkata (Llewellynet al. 1990a). 
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UHPLC/DAD-hromatogrami Chl-frakcije u vodi snimani na talasnoj dužini detekcije 

od λdet.=430 nm, pre i za vreme kontinualnog dejstva vidljive svetlosti (tirr.-0-710 min), 

prikazani su na Slici 47. Neki od detektovanih pikova numerisani su brojevima od 1 do 6.  

Slično kao i pri analizi dejstava Fentonovog reagensa i termalnog inicijatora, 

detektovane komponente u hlorofilnoj frakciji označene brojevima 1, 2 i 2’, na tret.=2.03, 2.28 

i 2.45 min, respektivno, pripadaju jedinjenjima koja su u samoj frakciji egzistirala i pre 

ozračivanja tj. oksidacionog stresa. Identifikovane komponente su: OH-Chla, Chla i Chla’, 

respektivno. Pikovi označeni brojevima 5, 5’,7 i 7’ (tret.= 3.33, 3.60, 4.60 i 5.06 min: feofitin 

b, feofitin b’, feofitin a i feofitin a’, respektivno), odgovaraju jedinjenjima prisutnim u Chl-

frakciji koja nije izlagana oksidacionom stresu. Na retencionoj skali od 2.5 do 4.1 min, 

vidljivo je nekoliko produkata dejstva VIS svetlosti (tret.= 2.86, 2.96, 3.82 i 4.02 min), pikovi 

pod rednim brojem 3, 4, 6 i 6’, respektivno. Promene na hromatogramima pri retencionim 

vremenima do 6.0 min prikazane su na Slici 47- A i B.  

Linearno opadajući grafici degradacije Chla i Chla’ za vreme kontinualnog dejstva 

vidljive svetlosti, dobijeni su za pikove sa retencionim vremenima tret. 2.28 i 2.45 min, sa 

hromatograma snimljenih na λdet.=430 nm (Sl.48-B i C, respektivno).  

Trend rasta usled kontinuiranog dejstva VIS svetlosti primećen je kod OH-Pheoa, 

Pheoa i OH-lakton Pheoa, korišćenjem hromatograma sa λdet. odgovarajućih apsorpcionih 

maksimuma Soret-ovih traka – 407, 409 i 434 nm, respektivno (Sl.48- G, I, E); grafici 

odgovarajućih Chl-epimera (OH-Pheoa’ i Pheoa’ na 4.02 i 5.06 min, respektivno), pokazuju 

slično ponašanje sa istim trendom rasta (Sl.48-H i J). Pik na tret.= 2.86 min (takođe mogući 

degradacioni produkat), nije potpuno identifikovan na osnovu raspoloživih podataka, ali je na 

osnovu apsorpcionih spektara moguće pretpostaviti da je u pitanju derivat feofitina ili 

feoforbida (Sl.48-D). Za OH-Chla (prisutan u frakciji i pre zračenja) potvrđen je neujednačen 

rast za period zračenja do 240 min, i kontinualni pad počev od 330 min (Sl.48-A). 

Rezultati hromatografske analize sa UV-VIS rezultatima, kao i masena detekcija svih 

komponenti detektovanih u uzorcima, zajedno sa karakterističnim fragmentacionim pikovima 

(prikaz većine MS/MS spektara je dat u delu 4.3.1), prikazani su u Tabeli 7.   
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Slika 47. UHPLC/DAD hromatogrami Chl-frakcije pre i nakon kontinualnog dejstva VIS 

svetlosti; talasna dužina detekcije je 430 nm; jačina ozračivanja 14 W/m
2
. Prikaz potpunog 

hromatograma sa uvećanim prikazom do 2.8 min analize (A) i od 2.8 do 6.0 min analize (B). 
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Slika 48. Dinamika promene površine pikova sa hromatograma prikazanog na Sl.47 (A) 

tret.=2.03 OH-Chla, (B) tret.=2.28 min, Chla, (C) tret.=2.45 min, Chla`, (D) tret.=2.87 min, 

nepoznata komponenta, (E) tret.=2.96 min, OH-lakton Pheoa, (F) tret.=3.36 min, Pheob, (G) 

tret.=3.82 min, OH-Pheoa, (H) tret.=4.02 min, OH-Pheoa`, (I) tret.=4.60 min, Pheoa, (J) 

tret.=5.06 min, Pheoa`. 

Dejstvom vidljive svetlosti na Chl-frakciju u vodi došlo je do formiranja produkata 

OH-Pheoa i OH-laktona Pheoa, dok je koncentracija Pheoa i OH-Chla porasla nakon 

ozračivanja, implicirajući promene na E prstenu hlorofila (Sl.1). Datom analizom nisu 

identifikovani produkti degradacije otvorenog porfirinskog jezgra. To može biti u saglasnosti 

sa tvrdnjom da se fotooksidacione reakcije dešavaju brzo bez akumulacije tzv. „obojenih 

produkata”, koji ukazuju na produkte otvaranja porfirinskog jezgra (Hörtensteiner &  



REZULTATI 

 

98 
 

Kräutler, 2011). Na osnovu izvršene analize može se zaključiti da se Chl-degradacija 

dejstvom vidljive svetlosti odvija po mehanizmu Tipa I, ali se ne isključuje mogućnost 

formiranja i drugih produkata manjih molekulskih masa (mehanizam Tipa II) koji ovom 

metodom nisu identifikovani. 

 

Tabela 7. Rezultati hromatografske analize (DAD- u VIS oblasti i MS-detekcijom) 

ispitivanih uzoraka (nezračene i zračene Chl-frakcije u vodenom rastvoru), kao i MS analize 

glavnih fragmentacionih jona u MS/MS spektrima. 

  Apsorpcioni 

maksimumi u 

mobilnoj fazi/nm 

  

Glavni fragmentacioni joni u MS/MS spektru 

Komponenta 
tret., 

min 
Soret Qy 

[M+H]
+
 [M+H]

+
 

m/z m/z 

izračunato 
m/z 

a 
Predložena struktura 

fragmentacionog jona 

1   OH-hlorofil a 2.03  431 665 909.31 909.53 891 [MH-18]
+
 [MH-H2O]

+
 

613 [MH-296]
+
 

(100%) 

[MH-C20H39OH]
+
 

2   Hlorofil a  

2’  Hlorofil a’ 

2.28 

2.45 

411 431
 

665 893.47 893.54 615 [MH-278]
+
 

(100%)
 

[MH-C20H38]
+
 

555 [MH-338]
+
 [MH-C20H39CO2CH3]

+
 

3   Nepoznata 2.86  435 652 615.39 - 303 [MH-312]
+
           - 

359[MH-256]
+
- 

4   OH-

laktonPheoa 

2.96  410 667 903.00 903.00 565 [MH-338]
+
 [MH-C20H39CO2CH3]

+
 

5   Feofitinb 

5’  Feofitinb’ 

3.33  

3.60 

 435 654 907.37 

[M+Na]
+
 

907.52 

[M+Na]
+
 

553  

[M-354+Na]
+
 

(100%) 

[M-C20H39CO2CH3-CH3-H+Na]
+ 

6  OH-Feofitin a  

6’ OH-Feofitin a’ 

3.82  

4.02 

 407
 

666 887.49 887.53 827 [MH-60]
+
  [MH-CO2CH3-H]

+
 

609 [MH-278]
+ 

 [MH-C20H38]
+
 

591 [MH-296]
+
 

100% 

[MH- C20H39O]
+
 

 7   Feofitin a  

7   Feofitin a’ 

4.60 

5.06 

 408
 

666 871.53 871.57 839 [MH-32]
+
 [MH-CH3OH]

+ 

811 [MH-60]
+
 [MH-CO2CH3-H]

+
 

593 [MH-278]
+ 

 [MH-C20H38]
+
 

533 [MH-338]
+
 [MH-C20H39CO2CH3]

+
 

460 [MH-411]
+
 [MH-C20H39CO2CH2CH2-CO-

HOCH3]
+
 

a – Strukture predloženih fragmenata su literaturno podržane referencama Woolley et al. 1998,  Lim, 2009; Hendry et al. 1987; Walker 
&  Keely, 2004; Walker et al. 2002; Yoshitaka & Tamiaki, 2012. 

http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0146638004001822
http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0146638004001822
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4.3.5. Promene hlorofila u vodi nakon izlaganja UV-B zračenju. Analiza apsorpcionih 

spektara. UHPLC/MS analiza  

Analogno prethodnom, fotooksidacionom stresu, ispitan je uticaj kontinualnog UV-B 

ozračivanja na hlorofilnu frakciju u vodenom medijumu, a odgovarajuće promene u 

apsorpcionim spektrima hlorofila prikazane su na Slici 49. Ispitivane Chl-koncentracije su u 

opsegu od 5×10
-6

 do 2.5×10
-5

M. Odgovarajući fotodegradacioni efekat UV-B zračenja za tri 

različite koncentracije pigmenata prikazan je na Slici 50, pri čemu je na Slici 50-A prikazan 

procenat degradacije hlorofila, a na Slici 50-B procenat degradacije hlorofilina.  

 

Slika 49. Apsorpcioni spektri hlorofila nakon kontinualnog UV-B ozračivanja za period od 0-

60 min. Koncentracija hlorofila u vodi iznosila je 2.5×10
-5

M. 

 

Upoređivanjem uticaja vidljive svetlosti i UV-B zračenja na fotosintetske organele ili 

cele organizme (Renger et al. 1989; Turcsányi & Vass 2000; Vass et al. 2002; Larkum et al. 

2001), došlo se do zaključka da oba tretmana deluju sličnim mehanizmima i na sam hlorofil 

in vivo. Rezultati prikazani u ovom radu, u vodenom medijumu – dakle in vitro – ukazuju na 

rast stabilnosti hlorofila prema UV-B zračenju sa porastom uređenosti njegovih molekula. 

Naime, kada je koncentracija hlorofila reda veličine ~ 10
-6

 M, Chl je u „monomernom” 

obliku, što potvrđuje grafik provere Lambert–Beer-ovog zakona (Sl.27-A), i tada je 

degradacija hlorofila imala najveću vrednost. Kada je Chl-koncentracija reda veličine 10
-5

 M, 

apsorpcioni maksimum Qy-trake hlorofila je već neznatno pomeren na 672 nm – što je 
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indikacija asocijativnog ponašanja hlorofila, a vrednosti degradacije su bile manje, tj. njegova 

otpornost prema dejstvu UV-B zračenja je još veća (Sl.50-A). 

 

Slika 50. Degradacija hlorofila (A) i hlorofilina (B) u vodenom medijumu, pri različitim 

koncentracijama. Jačina UV-B zračenja bila je konstantna i iznosila je 15 W/m
2
. 

U prilog tome da su asocijativni Chl-molekuli stabilniji prema dejstvu UV-B-zračenja 

ide već poznata pojava da su „agregisani” hlorofili odlični „quencher”-i (quencher-gasilac) 

destruktivnog pobuđenog tripletnog stanja hlorofila, drastično skraćujući njegovo vreme 

života (Katz et al. 1978), samim tim, smanjujući efikasnost UV-B indukovanog bleaching-a 

hlorofila. Literaturno je potvrđeno da u izolovanim fotosintetskim organelama i 

suborganelama – gde su hlorofili visoko „umreženi”, tj.agregisani u okviru tzv. „antenskih 

kompleksa” – pod dejstvom UV-zračenja (isto kao i pod dejstvom vidljive svetlosti) dolazi 

do formiranja hidroksilnih slobodnih radikala (Hideg & Vass, 1996; Vass et al. 2007). U UV-

B ozračivanim vodenim suspenzijama hlorofila se formiraju visoko reaktivne ROS vrste kao 

što su, pre svega OH
. 
(kao dominirajuća slobodno-radikalska vrsta), 

.
O

2- 
(čiji je protonizovani, 

još reaktivniji oblik HO2
.
); a postoje i indikacije o formiranju vodonik-peroksida (Hideg & 

Vass, 1996; Vass, 2007). Nezavisno od mehanizma formiranja ovih ROS vrsta, one su 

slobodne da „napadaju” molekule hlorofila. 

Na osnovu dobijenih rezultata nakon vidljivog i UV-B ozračivanja ne može se 

isključiti pretpostavka o sličnosti dva mehanizma, kako za Chl molekule tako i za hlorofilin, s 

tim što je pri sličnim vrednostima energetskog fluksa (14 W/m
2
–VIS i 15 W/m

2
–UV-B) 

daleko veći procenat degradacije zapažen u slučaju kontinualnog UV-B ozračivanja. Potpuna 

degradacija hlorofila postignuta je nakon sat vremena UV-B ozračivanja što je potvrđeno i 

ranijim ispitivanjima (Scheepers et al. 2011). Kao i u slučaju dejstva vidljive svetlosti na 
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hlorofilin, promena koncentracije hlorofilina nije bitno uticala na promenu stepena njegove 

degradacije (Sl.50–B). 

UHPLC/DAD-hromatogrami Chl-frakcije u vodi snimani na λdet. = 430 nm i 407 nm, 

pre i za vreme kontinualnog UV-B ozračivanja (tirr.=0-35 min), prikazani su na Slici 51. Prve 

tri detektovane komponente označene bojevima 1, 2 i 2’, na tret.=2.02, 2.22 i 2.44 min, 

pripadaju jedinjenjima koja su u samoj frakciji egzistirala i pre primene UV-B zračenja. 

Identifikovane komponente su: OH-Chla, Chlai Chla’, respektivno. Dva pika označena 

brojevima 4 i 4’ (tret.= 4.67 i 5.14 min), takođe su prisutna u Chl-frakciji koja nije izlagana 

dejstvu zračenja. Komponente koje nisu zapažene u hlorofilnoj frakciji pre izlaganja UV-B 

zračenju natret. 3.86 i 4.09 min su pikovi pod rednim brojem 3 i 3’, respektivno. Promene na 

hromatogramima pri retencionim vremenima do 6.0 min prikazane su na Slici 51-A, B i C. 
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Slika 51. UHPLC/DAD hromatogrami Chl-frakcije pre i nakon primenjenog UV-B zračenja; 

λdet.=430 i 407 nm, snaga zračenja od 14 W/m
2
. Prikaz potpunog hromatograma sa uvećanim 

prikazom do 2.6 min (A), od 3.7 do 4.2 min (B) i od 4.2 do 5.4 min (C). 

 

Trend rasta usled kontinuiranog UV-B ozračivanja primećen je kod OH-Pheoa i 

Pheoa (pri AmaxSoret-ove trake od 409 i 407 nm, respektivno) (Sl.52-B i D). Grafici 

odgovarajućih Chl-epimera (OH-Pheoa’ i Pheoa’ na tret.=4.09 i 5.14 min, respektivno), 

pokazuju slično ponašanje sa trendom rasta (Sl.52-C i E), dok Chla pokazuje očekivani trend 

opadanja usled porasta vremena ozračivanja (Sl.52-A).  



REZULTATI 

 

103 
 

 

Slika 52. Dinamika promene površine pikova sa hromatograma prikazanog na Sl.51 (A) 

tret.=2.22 min Chla, (B) tret.=3.86 min, OH-Pheoa (C) tret.=4.09 min, OH-Pheoa`, (D) tret.=4.67 

min, Pheoa, (E) tret.=5.14 min, Pheoa`. 

 

Dobijeni rezultati veoma su slični sa onima dobijenim nakom izlaganja vidljivoj 

svetlosti, s tim što je u slučaju ovog stresa opseg degradacije znatno veći, što se može videti 

sa Slike 53.  

 
Slika 53. Degradacija Chla u vodi u funkciji perioda izlaganja kontinualnom dejstvu 

približno iste jačine vidljive svetlosti i UV-B zračenja (oko 14 W/m
2
). Podaci su dobijeni sa 

UHPLC/DAD- hromatograma. 
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Rezultati hromatografske analize dobijeni nakon kontinualnog UV-B ozračivanja sa 

DAD-detekcijom, kao i MS-spektrometrijska analiza svih detektovanih komponenti u 

uzorcima, zajedno sa karakterističnim fragmentacionim pikovima (Sl.33-34), prikazani su u 

Tabeli 8. 

Tabela 8. Rezultati hromatografske analize ne- i UV-B ozračivane Chl-frakcije (DAD- u VIS 

oblasti i MS-detekcijom), kao i MS-detekcija ispitivanih uzoraka sa glavnim 

fragmentacionim pikovima u MS/MS spektrima. 

  
Apsorpcioni 

maksimumi u 

mobilnoj fazi/ nm 

  

Glavni fragmentacioni joni u MS/MS spektru 

Komponenta 
tret., 

min 
Soret Qy 

[M+H]
+ 

[M+H]
+
 

m/z m/z 

 

izračunato
 

m/z 
a 
Predložena struktura 

fragmentacionog jona 

2   Hlorofil a  

2’  Hlorofil a’ 

2.26 

2.44 

411 431
 

665 893.47 893.54 615 [MH-278]
+
 

(100%)
 

[MH-C20H38]
+
 

555 [MH-338]
+
 [MH-C20H39CO2CH3]

+
 

3   OH- Feofitin a  

3’  OH- Feofitin a’ 

3.86 

4.09 

 407 666 887.49 887.53 827 [MH-60]
+
 [MH-CO2CH3-H]

+
 

 

609 [MH-278]
+ 

 [MH-C20H38]
+
 

591,38 [MH-296]
+
 

100% 

[MH- C20H39O]
+
 

4   Feofitin a  

4’  Feofitin a’ 

4.67 

5.14 

 408
 

666 871.53 871.57 839 [MH-32]
+
 [MH-CH3OH]

+ 

811 [MH-60]
+
 [MH-CO2CH3-H]

+
 

593 [MH-

278]
+
(100%) 

[MH-C20H38]
+
 

533 [MH-338]
+
 [MH-C20H39CO2CH3]

+
 

460 [MH-411]
+
 [MH-C20H39CO2CH2CH2-CO-

HOCH3]
+
 

a – Strukture predloženih fragmenata su literaturno podržane referencama Woolley et al. 1998, Lim, 2009; Hendry et al. 1987; 

Walker&  Keely, 2004; Walker et al. 2002; Yoshitaka & Tamiaki, 2012. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0146638004001822
http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0146638004001822
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4.3.6. KOMPARATIVNI PREGLED REZULTATA OKSIDACIONIH STRESOVA NA 

HLOROFIL / HLOROFILIN U VODENOM MEDIJUMU 

Rezultati procenta degradacije hlorofila i hlorofilina u vodenom medijumu pri 

različitim koncentracijama i dejstvu primenjenih oksidacionih stresova prikazani su u Tabeli 

9. Promena koncentracije hlorofilina nije bitno uticala na promenu njegove degradacije nakon 

dejstva oksidacionih stresova. Koncentracioni efekat je mnogo izraženiji kod hlorofila, pri 

čemu je pri većim konentracijama (kada je mogućnost asocijativnog ponašanja Chl-molekula 

i formiranja agregata veća) ispoljen veći otpor prema fotooksidaciji (tj. fotodegradaciji i to, i 

u slučaju VIS i u slučaju UV-B kontinualnog ozračivanja); istovremeno je primećen manji 

otpor na hemijski oksidacioni stres (Fentonov sistem) i termalno inicirani stres (AAPH). 

Time se uočava da je mehanizam oksidacije ozračivanjem i delovanjem hemijskih agenasa 

drugačiji.  

Procenat degradacije hlorofila koji se menja sa promenom koncentracije može biti 

dakle posledica asocijacije molekula. Apsorpcioni spektri hlorofila pokazuju „crveno 

pomeranje” u slučaju agregacije, što je fenomen karakterističan tek pri koncentracijama 

većim od 10
-5

M (Kano et al. 2000; Katz et al.1978). Pri ovim koncentracijama može doći do 

manjeg, dodatnog konjugacionog efekta. Kod hlorofilina povećanje koncentracije čak do 10
-4

 

M nije uticalo na promenu položaja „crvene trake” spektra, što može ukazivati na to da do 

same agregacije molekula nije došlo, ili da se bar taj fenomen agregisanja molekula ne odvija 

kao u slučaju hlorofila. Hlorofilin ne poseduje fitilni lanac u svojoj strukturi što je jedan od 

mogućih razloga da do same agregacije ne dolazi s obzirom da je kod hlorofila agregisanje 

molekula npr. u nepolarnim rastvaračima posledica koordinacije između Mg-atoma jednog i 

karboksilne grupe iz položaja C-13
3
 i C-17

3
 drugog Chl-molekula, što je omogućeno 

odgovarajućom orijentacijom fitilnih lanaca ka molekulima rastvarača. Takođe, u slučaju 

hlorofilina ne dolazi do promene homogenosti ispitivanog vodenog medijuma pigmenta, što 

je posledica toga da je hlorofilin natrijumova so (Sl.3), te je njegova rastvorljivost u vodi u 

poređenju sa hlorofilom znatno bolja. 

Najveća degradacija hlorofila nakon primene odabranih oksidacionih stresova u 

vodenom medijumu, primećena je nakon UV-B ozračivanja. Uticaj koncentracije na 

fotooksidacioni stres primećen kod hlorofila, nije primećen u slučaju hlorofilina, ukazujujući 

na to da se hlorofilin ne ponaša asocijativno poput hlorofila u vodenom medijumu, u istom 

opsegu koncentracija. Suprotno fotooksidaciji, stres izazvan Fentonovim reagensom i 
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termalnim inicijatorom pokazao je koncentracioni efekat; bar u prvom slučaju (Fentonov 

sistem) taj efekat podrazumeva verovatno povećanu aktivnost prisutnih ROS vrsta stvorenih 

u Fentonovoj reakciji.  

Tabela 9. Degradacija hlorofila i hlorofilina, (%), pri različitim koncentracijama u vodenoj 

sredini izazvana različitim oksidacionim stresovima. 

Oksidacioni 

stres 
Hlorofil Hlorofilin 

VIS 

zračenje 

Koncentracija 

Chl, M 

Degradacija pigmenta, (%), 

nakon 250 min 

Jačina zračenja, 14 W/m
2
 

 

Koncentracija 

Chlin, M 

Degradacija pigmenta (%), 

nakon 250 min 

Jačina zračenja, 14 W/m
2
 

 

5×10
-6

 40.00 17.56W/m
2
 3×10

-6
 19.00 12.86W/m

2
 

1×10
-5

 36.50 5×10
-6

 17.20 

2.5×10
-5

 25.00 2.5×10
-5

 17.10 

UV-B 

zračenje 

Koncentracija 

Chl, M 

Degradacija pigmenta (%), 

nakon 60 min 

Jačina zračenja, 15W/m
2 

 

Koncentracija 

Chlin, M 

Degradacija pigmenta (%), 

nakon 60 min 

Jačina zračenja, 15 W/m
2
. 

 

5×10
-6

 75.81 5×10
-6

 31.59 

8.5×10
-6

 70.04 8.5×10
-6

 31.23 

2.5×10
-5

 49.33 1×10
-5

 31.10 

AAPH 

Koncentracija 

Chl, M 

Degradacija (%), nakon 100 

min inkubacije 

Koncentracija 

Chlin, M 

Degradacija (%), nakon 100 min 

inkubacije 

Koncentracija 

AAPH 

1.6×10
-3

M 

 

Koncentracija 

AAPH 

3.2×10
-3

M 

Koncentracija 

AAPH 

1.6×10
-3

M 

 

Koncentracija 

AAPH 

3.2×10
-3

M 

2.5×10
-6

 24.30 31.81 3×10
-6

 / 62.62 

8×10
-6

 28.36 37.93 5×10
-6

 60.06 60.49 

1×10
-5

 34.99 51.09 1×10
-5

 55.59 60.16 

2.5×10
-5

 / 67.95 2.5×10
-5

 45.12 51.45 

Fentonova 

reakcija 

Koncentracija Chl, M 

Degradacija 

(%), nakon 60 

min reakcije 

Koncentracija Chlin, M 

Degradacija 

(%), nakon 60 

min reakcije 

3×10
-6

 12.50 3×10
-6

 33.50 

5×10
-6

 18.70 5×10
-6

 42.00 

6×10
-6

 24.00 8×10
-6

 51.40 

5×10
-5

 45.00 1×10
-5

 55.07 
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4.4. OSOBINE I STABILNOST LIPOZOMNIH DISPERZIJA SA INKORPORISA-

NIM HLOROFILOM 

 

4.4.1. Određivanje veličine lipozoma, homogenosti i stabilnosti lipozomnih disperzija 

Na Slici 54 prikazan je raspored veličine čestica lipozoma u svežoj lipozomnoj 

disperziji nakon pripreme, dok je na Slici 55 prikazan raspored veličine čestica lipozoma 

nakon 9 meseci čuvanja. 

 

 

Slika 54. Raspored veličine čestica lipozoma nakon pripreme lipozomne disperzije. 

 

Prosečna vrednost veličine kapi svežih lipozomnih disperzija, dobijena nakon tri 

uzastopna merenja iznosila je 110 nm (Sl.54), a nakon stajanja 213 nm, što ukazuje na efekat 

agregacije lipozoma u krupnije čestice usled stajanja lipozomne disperzije (Sl.55). 

 

Slika 55. Raspored veličine čestica lipozoma nakon 9 meseci čuvanja lipozomne disperzije. 
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Merenja su pokazala da SUV lipozomne disperzije spadaju u monodisperzne. 

Poludisperzni indeks kod tek pripremljenih lipozoma iznosio je 0.11 (velika stabilnost), dok 

je kod istih lipozoma nakon 9 meseci stajanja iznosio 0.34. Niske vrednosti indeksa 

polidisperziteta potvrđuju veliku homogenost uzoraka.  

Vrednosti izmerenog Zeta potencijala (-41,1 mV) za sveže uzorke  svrstavaju  

lipozomne disperzije u stabilne, dok je kod diperzije čuvane 9 meseci (-24,9 mV), izmereni 

Zeta potencijal potvrdio blagu aglomeraciju. 

Metoda ekstrudiranja koja je primenjena za dobijanje lipozoma definisanih veličina na 

osnovu prikazanih merenja može se smatrati efikasnom metodom. 

4.4.2. Metoda normalizacije apsorpcionih spektara lipozomnih disperzija i provera 

njene validnosti 

Korekcija bazne linije je urađena kod svih snimljenih UV-VIS spektara lipozomnih 

disperzija (sa i bez inkorporisanih hlorofila) zbog rasipanja svetlosti koje je karakteristika 

nehomogenih, ili heterogenih sistema. Korekcija vrednosti apsorpcije je izvršena primenom 

jednačine (Dragusin et al. 2010; Moore, 1962): 

 

(ABλ)korigovana = (ABλ) izmerene – (AB325)izmerene × (325/λ )
4
    (19) 

 

Bazna linija je zbog rasipanja svetlosti drugačija u slučaju MLV, LUV  i SUV 

lipozoma i ta razlika je reda veličine od 50-70 nm. Razlike u izgledu bazne linije takođe 

potvrđuju i razlike u veličini obrazovanih lipozoma u toku njihove pripreme (Barbinta-

Patrascu & Tugulea, 2005). Radi provere ispravnosti primenjenih korekcionih jednačina 

izvršeno je ekstrahovanje sadržaja iz lipozoma sa inkorporisanim hlorofilima. Ekstrakcija je 

izvršena sistemom organskih rastarača (n- heksan/izopropanol) nakon razaranja lipozoma. 

Razaranje lipozoma je postignuto izopropanolom dok je ekstrakcija hlorofila vršena n-

heksanom. Spektri lipozoma sa inkorporisanim hlorofilima u slučaju SUV- & LUV-DPPC 

lipozoma bez primenjene korekcije, nakon izvršene korekcije i nakon ekstrakcije hlorofila 

(spektar snimljen u odnosu na blank, tj. n-heksan), su prikazani na Slici 56-A i B, 

respektivno. 
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Slika 56. UV-VIS spektri SUV (A) i LUV (B) -DPPC lipozoma sa inkorporisanim hlorofilom 

bez primenjene korekcije, nakon izvršene korekcije i nakon ekstrakcije hlorofila iz lipozoma. 

Na osnovu snimljenih UV-VIS spektara, uočena je neznatna razlika u intenzitetu 

„crvene trake” spektra (Qy - traka) snimljenog u n-heksanu i u lipozomnom medijumu nakon 

izvršene korekcije, (<10%), što datu korekcionu metodu opravdava u daljem korišćenju.  
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4.4.3. Komparativna spektroskopska ispitivanja na sistemima lipozoma sa 

inkorporisanim hlorofilom i njegovim derivatom hlorofilidom 

Kako bi se utvrdila preciznija pozicija hlorofila u lipozomima, izvršeno je međusobno 

poređenje Chla i Chlida koji su inkorporisani u lipidni dvosloj dva različita tipa lipozoma, 

SUV i MLV. Pri tom treba imati u vidu da ove frakcije pored Chla i Chlida sadrže i druge 

Chl-derivate, ali u manjoj meri. Prisustvo ili odsustvo fitilnog repa koji je prisutan u strukturi 

hlorofila (Sl.1) predstavlja glavni strukturni faktor koji je odgovoran za ponašanje dva 

posmatrana pigmenta u lipozomima. Spekralne karakteristike i inteziteti posmatranih traka 

(apsorpcionih i fluorescentnih), pokazuju varijacije u zavisnosti od tipa lipozoma i 

inkorporisanih pigmenata, Chla i Chlida. Ovo ukazuje na uticaj različitih lokacija 

inkorporisanih pigmenata i njihovih sastavnih delova u lipozomima na njihovo spektralno 

ponašanje. 

Apsorpcioni VIS spektri Chla (A) i Chlida (B), inkorporisanih u DPPC lipozome 

(MLV i SUV lipozome), prikazanisu na Slici 57.  

 

Slika 57. VIS apsorpcioni spektar Chla (A) i Chlida (B), ikorporisanog u DPPC lipozome 

(pigment/lipid=1/100). Spektri su korigovani zbog rasipanja svetlosti upotrebom jednačine iz 

poglavlja 4.4.2.–j-na 19, a vrednosti apsorpcije su normalizovane prema maksimumu 

apsorpcije „crvene trake”. 

Sa Slike 57 može se primetiti da je apsorpcioni maksimum Qy traka Chla i Chlida 

inkorporisanih u SUV i MLV lipozome, pomeren batohromno u odnosu na maksimum Qy 

trake u hloroformu (666-672 nm za Chla, tj. 666-671 nm za Chlida). Dato pomeranje u 

spektrima pigmenata inkoropisanih u lipozome je verovatnije posledica promene okruženja 

pigmenata u kojem su porfirinska jezgra locirana između polarnih glava lipida na površini 
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lipid-voda, pre nego formiranja njihovih agregatnih formi. Koncentracija inkorporisanih 

pigmenata je reda veličine 10
-6

 M, pri kojoj su pigmenti prisutni u „monomernom” obliku, ne 

samo u polarnim rastvaračima poput vode već i u nepolarnim, poput n-heksana (Zvezdanović 

et al. 2009). Apsorpcioni maksimum Qy trake hlorofila je batohromno pomeren u vodenom 

medijumu ili visoko organizovanim strukturama poput pigment-proteinskih kompleksa 

tilakoida gde hlorofili egzistiraju u vidu agregata – 679 nm (Santabarbara, 2006; Cherry et al. 

1971). Tako se može smatrati da je promena Amax vrednosti posledica inkorporacije 

pigmenata unutar lipozoma (Sl.57). 

Fluorescentni spektri Chla i Chlida, inkorporisanih u MLV i SUV-DPPC lipozome su 

prikazani na Slici 58. Fluorescencija Chla i Chlida u lipozomnim disperzijama je merena pri 

istim uslovima. Maksimalna talasna dužina Soret-ove trake je korišćena kao ekscitaciona 

talasna dužina za sve fluorescentne spektre. Chla i Chlida su upotrebljeni kao molekularni 

senzori u svim fluorescentnim eksperimentima. 

 

Slika 58. Fluorescentni spektri Chla (A) i Chlida (B), inkorporisanih u MLV i SUV-DPPC 

lipozome. 

Pomeranje fluorescentnih maksimuma (Fmax.) ka „crvenoj” oblasti spektra primećeno 

jenakon inkorporacije pigmenata u lipozome u poređenju sa spektrima koje dati pigmenti 

imaju u rastvoru (u hloroformu pri koncentraciji 10
-6

M). „Crveno pomerenje” kod 

fluorescentih spektara može biti objašnjeno time da same fluorofore (porfirinska „jezgra” 

Chla i Chlida) „osećaju” polarniju sredinu i time doprinose pomeranjima u spektru ka većim 

talasnim dužinama (Ţugulea & Pascanu, 1996). Poznato je da je Chla u lipozomima prisutan i 

na površini lipozomne strukture, sa vodenom fazom u blizini polarnih glava, kao i u 

hidrofobnom lipidnom regionu sastavljenom od lipidnih lanaca, unutar koga je inkorporisan 

fitilni lanac  (Patrascuet al.2010). „Crveno pomeranje” u fluorescentnom spektru je izraženije 
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u slučaju Chlida, što potvrđuje da Chlida bolje „prepoznaje” polarni deo lipidnog dvosloja u 

poređenju sa Chla koji penetrira dublje u lipidni dvosloj zahvaljujući svom hidrofobnom 

lipoidnom fitilnom lancu. 

Fazni prelazi u Chla-SUV-DPPC i Chlida-SUV-DPPC lipozomima, su prikazani na 

Slici 59, kao odnos fluorescentne anizotropije i fluorescencije prema temperaturi. 

 

Slika 59. Fazni prelazi u Chla-SUV-DPPC (A) i Chlida-SUV-DPPC (B) lipozomima. 

Vrednosti fluorescentne anizotropije za Chla u lipozomima su snimane na λem. = 678 

nm, korišćenjem ekcitacionog zraka od 430 nm (λexc. = 430 nm). Odgovarajuće vrednosti za 

Chlida u lipozomima su: λem. = 680 nm i λexc. = 436 nm.  Za svako pojedinačno merenje je 

računat G-faktor (odnos između senzitivnosti detekcionog sistema za horizontalnu i 

vertikalnu polarizovanu svetlost). 

 

Slika 60. Uporedni prikaz zavisnosti fruorescentne anizotropije u odnosu na promenu 

temperature za Chla/Chlida SUV lipozome. 
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 Uporedni prikaz vrednosti fruorescentne anizotropije u zavisnosti od promene 

temperature za Chla-SUV lipozome i Chlida-SUV lipozome, prikazan je na Slici 60. Hlorofil 

a koji je inkorporisan u lipozome pokazuje manji stepen fluorescentne anizotropije u 

poređenju sa izmerenim podacima dobijenim za Chlida (Sl.60). Ova činjenica ukazuje na to 

da Chla bolje „oseća” fleksibilno mikrookruženje unutar lipidnog dvosloja lipozoma preko 

inkorporisanog fitilnog lanca. Sa druge strane, Chlida koji je pretežno lociran u blizini 

polarnih glava lipozoma, „oseća” rigidnije okruženje.  

 Varijacije fluorescentne anizotropije pigmenata inkorporisanih u DPPC dvoslojeve 

lipozoma mogu se podeliti u tri regiona ili oblasti:  

 region sa višim vrednostima fluorescentne anizotropije pri tempraturama nižim od 

28ºC. Na datim temperaturama ispod navedene su DPPC lipidni dvoslojevi prisutni u 

gel-fazi koja je kompaktnija i rigidnija.   

 region sa opadajućim vrednostima fluorescentne anizotropije u temperaturnom 

intervalu između 28-40ºC, gde pigmenti „osećaju” obe lipidne faze, gel fazu i fazu 

tečnog kristala. Ponašanje u oba slučaja teži ka kooperativnosti u tranziciji iz jedne 

faze u drugu.  

 region sa manjim vrednostima fluorescentne anizotropije, počev od temperature veće 

od 41ºC. Temperatura faznog prelaza DPPC lipida je u intervalu od 41-42ºC 

(Hoshina, 1981). 

Slika 59 takođe pokazuje sličnu zavisnost fluorescencije od temperature u slučaju oba 

pigmenta. Porast fluorescencije pigmenata u temperaturnom opsegu 28-41ºC, može se 

objasniti smanjenjem fluorescentnog „gašenja” (quenching-a): fluorofore, tј. pigmenti mogu 

mnogo lakše promeniti njihov položaj ukoliko su u fleksibilnoj sredini, a posledica toga je 

smanjenje efikasnosti „gašenja” fluorescencije. Koncentracija pigmenata nije dovoljno visoka 

kako bi se mogao objasniti uticaj koncentracije na proces „gašenja” fluorescencije, ali rigidna 

okolina može uticati na transfer energije između molekula Chla, tj. molekula Chlida. Slab 

porast fluorescencije nakon temperature faznog prelaza lipida (41-42ºC), označava novu 

uređenost pigmenata usled pojave nove faze u lipidnom dvosloju. 

 

Efekat kvercetina 

 Fluorescencija Chla u lipozomnim sistemima je merena i u prisustvu kvercetina u 

koncentracionom opsegu 0-100 µmol (Sl.61). Kvercetin, QCT, predstavnik klase flavonoida 
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(3,3',4',5,7-pentrahidroksiflavon) je dobro poznat po svojim antioksidativnim aktivnostima 

(Cvetkovic & Markovic, 2011), ali je za svrhu ovih ispitivanja izabran zbog svoje 

sposobnosti quenching-a fluorescentne emisije hlorofila. Poznato je da se molekul flavonoida 

locira, bilo u hidrofobnoj sredini ili u polarnom regionu lipidnog dvosloja, u zavisnosti od 

vodonične veze hidroksilnih grupa. Podaci o fluorescenciji, anizotropiji i dinamici procesa 

quenching-a daju dublji uvid o lokalizaci QCT u lipidim  membranama, kao i stepenu 

rigidnosti / fluidnosti njegovog okruženja. Generalno, dodatak QCT dovodi do quenching-

efekta pigmentne fluorescencije. U oba slučaja je Stern-Volmer-ov grafik potvrđivao 

linearnost. 

Efekat quenching-a kvercetina (QCT),  na fluorescenciju Chla ili Chlida  se odvija 

prema  Stern-Volmer-ovoj jednačini (Lakowicz et al. 1983): 

Ф0/Ф = I0/I = 1 +Kq τ0[Q] = 1 + KSV[Q]      (20) 

Gde su:  

-I0, vrednost intenziteta fluorescencije u odstustvu quencher-a, 

-I, vrednost intenziteta fluorescencije u prisustvu quencher-a, 

-KSV = Kqτ0, Stern-Volmer-ova konstanta;  

-τ0, vreme života (trajanja) fluorescencije u odsustvu quencher-a (QCT);  

-[Q], koncentracija quencher-a (QCT); 

-Kq, bimolekularna quenching konstanta. 

 

 

Slika 61. Stern-Volmer-ovi grafici za Chla (A) i Chlida (B), inkorporisane u SUV lipozome. 

Fluorescentni spektri hlorofila i hlorofilida u funkciji koncentracije QCT kao quencher-a 

prikazani su u inkrementu slike. 
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Linernost Stern-Volmer-ovog grafika pokazuje da su sve fluorofore podjednako 

dostupne kvercetinu kao quencher-u. Ukoliko su prisutne dve različite fluorofore i jedna nije 

dostupna quencher-u, Stern Volmer-ovi grafici bi odstupali od linearnosti prema x-osi. 

Izdračunate vrednosti Stern-Volmer-ovih konstanti, prikazane su u Tabeli 10. Ukoliko 

uzmemo u obzir vrednost od 5.7 ns za τ0 (Sterpone et al. 2009), izračunate vrednosti 

bimolekularnih quenching-konstanti su:  

Tabela 10. Vrednosti Stern-Volmer-ovih konstanti za Chla i Chlida u SUV lipozomima. 

 Chla-SUV Chlida-SUV 

KSV 3.77×10
3
  M

-1
 9.64×10

3
  M

-1
 

Kq (KSV/τ0) 6.61×10
11 

 M
-1

s
-1

 1.69×10
12

 M
-1

s
-1

 

 

Obe proračunate vrednosti  quenching konstanti su veće za Chlida u poređenju sa 

Chla. Obe Kq su istog reda veličine kao što je literaturom navedeno za porfirine koji su u 

vodenim rastvorima: Kq = (2.3-2.6)×10
11

 M
-1

s
-1

 (Ricchelli, 1991). Ova činjenica govori o 

tome da su pigmenti, dostupni quencher-u (tj. kvercetinu), lokalizovani u spoljašnjem regionu 

lipidnih dvoslojeva. Promene u apsorpcionim i fluorescentnim spektrima Chla ili Chlida nisu 

primećene u lipozomima u odnosu na koncentraciju QCT.  

 

Slika 62. Komparativni prikaz Stern-Volmer-ovih grafika za Chla  i Chlida, inkorporisane u 

SUV lipozome. 

 Uporedni prikaz Stern-Volmer-ovih grafika za Chla i Chlida, u SUV lipozomima je dat 

na Slici 62. 
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Slika 63. Zavisnost fluorescentne anizotropije u Chla/Chlida-SUV lipozomima od 

koncentracije kvercetina. 

Dodatak QCT u oba tipa lipozomnih sistema (SUV-DPPC sa Chla ili Chlida) rezultira 

porastom fluorescentne anizotropije u koncetracionom rasponu 0-50 M. Vrednost od ~50 

M na neki način predstavlja kritičnu koncentraciju QCT za lipidne dvoslojeve u lipozomnim 

sistemima (Dragusin et al. 2010). 

Na osnovu svih rezultata dobijenih za sisteme lipozoma sa Chla, može se predvideti i 

šematski ilustrovati pozicija Chla i kvercetina u lipozomima (Šema 1).  

 

 

 

Šema 1: Inkorporacija Chla i kvercetina u lipidni dvosloj membrana lipozoma. 
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4.4.4. Ispitivanje uticaja strukture lipida na mikrookruženje inkorporisanog 

hlorofila/hlorofilida 

U cilju ispitivanja mogućeg uticaja mikrookruženja lipozoma, koje prvenstveno zavisi 

od hemijskog sastava lipida tj. masnokiselinskih grana lipida (ANEX), praćene su promene u 

spektralnim karakteristikama (apsorpcija i fluorescencija) inkorporisanih Chla i Chlida u 

SUV lipozomima različitog hemijskog sastava. Odabrana dva strukturno različita lipida jesu 

zasićeni DMPC lipid i PC smeša lipida koja u svom sastavu sadrži pored zasićenih i 

nezasićene lipide.  

Apsorpcioni VIS spektri SUV lipozoma napravljenih od DMPC i PC smeše lipida sa 

inkorporisanim Chla odnosno Chlida prikazani su na Slici 64-A i B, respektivno. Na osnovu 

apsorpcionih i fluorecentnih spektara DPPC lipozoma sa inkorporisanim Chla i Chlida 

(Milenkovic et al. 2013), dokazana je lokalizacija porfirinskog jezgra pigmenata na površini 

lipid-voda u blizini polarnih glava. Ovakav zaključak je potvrđen i u slučaju lipozoma 

napravljenih od DMPC i PC smeše lipida za oba pigmentna jedinjenja, s obzirom na to da je 

pomerenje od 4 i 5 nm u odnosu na spektar pigmenata u hloroformu zapaženo u oba slučaja 

(Sl.64, Tabela 11). 

 

Slika 64. VIS apsorpcioni spektar Chla (A) i Chlida (B), inkorporisanih u DMPC i PC 

lipozome (pigment/lipid=1/100). Spektri su korigovani zbog rasipanja svetlosti upotrebom 

jednačine iz poglavlja 4.4.2., j-na 19, a vrednosti apsorbancije su normalizovane prema 

maksimumu apsorpcije „crvene trake”.  

Inkorporacija  Chla i Chlida u DMPC i PC lipozome nije dala značajnije razlike u 

odnosu na one dobijene za DPPC lipozome. Promene u hemijskom sastavu lipida nisu uticale 

na promenu Amax vrednosti za oba pigmenta Chla i Chlida (670 nm i 671 nm – Sl.64-A i B, 
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respektivno). Očito je da je promena molekularnog okruženja od neorganizovanog rastvora 

do organizovanih struktura lipozoma imala veći uticaj u odnosu na promene u hemijskom  

sastavu lipida. Drugim rečima, promene fizičkog stanja unutrašnjosti lipozoma, odnosno 

razlike u fluidnosti uslovljene prisustvom zasićenog DMPC ili delom nezasićene PC lipidne 

smeše, nisu uticale na promene u vrednostima Amax oba inkorporisana pigmenta.   

Fluorescentni spektri Chla i Chlida, inkorporisanih u SUV lipozome napravljene od 

DMPC i PC smeše prikazani su na Slici 65. Može se uočiti mali, ali ipak značajan pomeraj 

Fmax vrednosti u slučaju oba tipa lipozoma – DMPC i PC – dok su intenziteti traka ostali 

gotovo isti (678 / 680 nm za Chla u DMPC i PC – Sl.65-A; 680/681 nm za Chlida u DMPC i 

PC – Sl.65-B).  

Slika 65. Fluorescencija Chla (A) i Chlida (B), inkorporisanih u SUV-DMPC i -PC 

lipozomima. 

Objašnjenje za ovakvo ponašanje je između ostalog i u razlikama hemijskih struktura 

dva inkorporisana pigmenta. Dok su oba porfirinska prstena locirana na površini lipid-voda u 

blizini polarnih glava lipida, fitilni lanac Chla je lociran u hidrofobnom regionu lipidnih 

lanaca što čini bitnu razliku u poređenju sa Chlida koji je lociran jedino u polarnom regionu 

lipidnog sloja. Hlorofil a preko svog fitilnog lanca bolje „oseća” promene u unutrašnjosti 

lipidnog dvosloja lipozoma, a posebno one uslovljene razlikama u hemijskoj strukturi lipida, 

u odnosu na Chlida, koji nema taj „senzor”. S druge strane iako je uticaj molekularnog 

okruženja potvrđen, promena hemijske strukture lipida utiče na izvesne promene koje nisu 

tako izražene. Za razliku od apsorpcionih merenja, jasni pomeraj Fmax vrednosti je zabeležen 

kod oba inkorporisana pigmenta: u slučaju Chla, 678 nm u DMPC i 680 nm u PC-

lipozomima; u slučaju Chlida, 680 nm u DMPC-i 681 nm u PC-lipozomima (Sl.65-A i B, 
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Tabela 11). Postavlja se pitanje da li je ovo pomeranje Fmax posledica promene hemijske 

strukture lipida.  

 

Tabela 11. Vrednosti apsorpcionih i fluorescentnih maksimuma Chla i Chlida u lipozomima. 

Lipid ABS (Amax) 
FL (Fmax) 

Chla Chlida Chla Chlida 

DMPC 670 nm 671 nm 678 nm 680 nm 

PC 670 nm 671 nm 680 nm 681 nm 

 

Generalno je poznato da veći procenat nezasićenih lipida utiče na bolju fluidnost 

lipidnog dvosloja, drugim rečima, promena hemijskog sastava lipida menja fizičko stanje 

lipidne okoline (Borstet al.2000; Rawicz et al. 2000). U slučaju smeše zasićenih i nezasićenih 

lipida, kao što je to slučaj sa smešom PC lipida, situacija je komplikovanija: lipidi u tom 

slučaju mogu biti organizovani u domene na bazi mogućnosti asocijacije (analogno 

domenima prisutnim u pojedinim ćelijskim membranama sfingofosfolipida i holesterola- 

(Lingwood & Simons, 2009; London, 2002). Ovo onda može uticati i na samu distribuciju 

pigmenata inkorporisanih u lipozome datih lipida. Na primer, u slučaju karotenoida (dobro 

poznatih antioksidanata i fotosintetskih pigmenata), polarni ksantofili su parcijalno isključeni 

iz pomenutih domena sastavljenih od zasićenih lipida, a uključeni u domene sastavljene od 

nezasićenih lipida (Wisniewska & Subczynski, 2006 a&b), dok je s druge strane nepolarni β-

karoten distribuiran uniformno među domenima (Subczynski & Widomska, 2010). Tako i u 

slučaju različite strukture zasićenog DMPC u poređenju sa PC smešom kod koje pored 

zasićenih znatan udeo imaju i nezasićeni lipidi, pigmenti mogu biti selektivno raspoređeni u 

domenima PC-lipozoma (za razliku od DMPC-lipozoma).  

Fluorescencija Chla i Chlida  je praćena u DMPC- i PC-lipozomima u prisustvu QCT  

u koncentracionom opsegu 0-100 µM (Sl.66-A i B) na 30ºC, kada su oba lipida u tečnoj fazi. 

Generalno, dodatak QCT dovodi do „quenching”-a pigmentne fluorescencije (Lakowicz, 

1983). Кao sto se može videti na Sl.66, u slučaju oba pigmenta zabeležena je linearnost Stern-

Volmer-ovog grafika. Linearnost Stern-Volmer-ovog grafika ukazuje na to da su obe fluorofore 

(pigmenti) podjednako dostupne quencher-u, tj. kvercetinu. 

http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Lakowicz%2C+Joseph+R.&qsSearchArea=author
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Slika 66. Stern-Volmer-ovi grafici Chla (A) i Chlida (B) inkorporisanih u SUV-DMPC i -PC 

lipozomima. 

Izračunate vrednosti Stern-Volmer-ovih konstanti su prikazane u Tabeli 12. Ukoliko 

uzmemo u obzir vrednost od 5.7 ns za τ0 (Sterponeet al. 2009), izračunate vrednosti 

bimolekularnih quenching-konstanti su:  

Tabela 12.Vrednosti Stern-Volmer-ovih konstanti za Chla i Chlida inkorporisane u lipozome. 

 

Konstante quenching-a, tj. „gašenja” fluorescencije su za nijansu veće za Chlida. 

Konstante Kq su najveće u PC smeši lipozoma, u odnosu na DMPC i DPPC lipozome 

(Milenkovic et al. 2013). Ovakav efekat može biti posledica veće penetracije pigmenata ali i 

kvercetina u dvosloj lipozoma. Ovaj efekat je takođe izraženiji kod DPPC lipozoma sa 

inkorporisanim pigmentima u odnosu na DMPC (Milenkovic et al. 2013) što može biti 

posledica različite dužine lanca lipida; lanci DPPC-lipida su duži u odnosu na DMPC-lipide 

što utiče i na drugačiju zakrivljenost sfere lipozoma. Ostaje nedoumica da li se proces 

quenching-a odvija na spoljašnjoj površini dvosloja, ili se energetski transfer može delimično 

dogoditi i u samom dvosloju lipozoma, što zavisi od fluidnosti dvosloja koja je najveća kod 

lipozoma PC-lipidne smeše. 

30
o
C 

SUV- PC SUV- DMPC 

Chla Chlida Chla Chlida 

KSV 10.61 × 10
3
 M

-1
 11.5 × 10

3
  M

-1
 8.19 × 10

3
  M

-1
 8.40 × 10

3
  M

-1
 

Kq (KSV/τ0) 2.16 × 10
12

 M
-1

sec
-1

 2.35 × 10
12

 M
-1

sec
-1

 1.67 × 10
12

 M
-1

sec
-1

 1.71 × 10
12

M
-1

sec
-1
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4.5. Ispitivanje vremenske stabilnosti hlorofila u lipozomima apsorpcionom VIS 

spektroskopijom 

Na Slici 67 su prikazani apsorpcioni spektri Chl-frakcije inkorporisane u SUV-DPPC 

lipozome, snimani u periodu od 9 meseci, što reflektuje vremensku stabilnost datih uzoraka. 

U toku tog perioda zabeležen je manji procenat degradacije hlorofila u odnosu na degradaciju 

hlorofila u vodenoj sredini (Sl.28). Na osnovu vrednosti apsorpcionih maksimuma „plave” i 

„crvene” trake spektra nije uočen efekat „asocijativnog” ponašanja hlorofila pri koncentraciji 

od 5×10
-6

M. Pojava agregata u sistemima lipozoma detektovana je pri većim koncentracijama 

Chla, tj. pri manjem odnosu lipida prema hlorofilu (Hoshina, 1981). U ovom slučaju Chl-

molekuli se bliže orijentišu jedni prema drugima stvarajući agregate, što se primećuje kroz 

formiranje trake u oblasti od 684–686 nm (Lee, 1975; Murata & Sato, 1978). Stvaranje 

agregata Chla u vidu dihidrata, karatkterističnim za vodene sisteme, takođe nije detektovano 

u Triton-X micelarnim sistemima, onda kada je koncentracija triton-X-a prelazila kritičnu 

micelarnu koncentraciju – CMC koncentraciju (Chibisov et al. 2003). 

 

Slika 67. Degradacija hlorofila inkorporisanog u SUV-lipozome u periodu od 9 meseci sa 

odgovarajućim apsorpcionim spektrima prikazanim u inkrementu slike. 

„Zaštitni efekat” koji lipozomi pružaju inkorporisanim bioaktivnim jedinjenjima 

poput hlorofila (Tollin, 1991) primećen je i u ovoj studiji, čime je dokazana veća stabilnost 

Chla (manji stepen degradacije) kada je inkorporisan u lipozome, u odnosu na vodeni 

medijum. Ova konstatacija je pogotovo od značaja za kozmetičko-farmaceutske preparate sa 

hlorofilom kao bioaktivnim sastojkom, u kojima stabilnost hlorofila kao i njegovih derivata, 
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treba biti očuvana tokom dužeg vremenskog perioda. Degradacija hlorofila koja se tokom 

vremena dešava manifestuje se prvenstveno hipohromnim opadanjem Qy trake, kao i 

smanjenjem odnosa apsorbancija na 437 i 419 nm u „plavom” delu spektra.  
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4.6. ANALIZA DEJSTVA OKSIDACIONIH STRESOVA NA HLOROFIL 

INKORPORISAN U LIPOZOME 

U cilju procene nekih mogućih mehanizama uključenih u dati oksidacioni stres, pored 

već predstavljenih metoda, rađeni su tzv. peroksidni testovi: test konjugovanih diena i TBA-

MDA test. Oba testa zasnivaju se na kvantitativnoj detekciji stvorenih lipidnih peroksida 

(tokom datog oksidacionog stresa). 

4.6.1. Analiza apsorpcionih spektara hlorofila inkorporisanog u lipozome nakon UV-B 

oksidacionog stresa 

Na Slikama 68-A i 69-A prikazane su promene apsorpcionih spektara Chl-frakcije 

inkorporisane u SUV-DPPC lipozome i SUV-PL-90 lipozome, respektivno, prilikom 

kontinualnog UV-B (300 nm) ozračivanja u toku različitih, rastućih vremenskih perioda. 

 

Slika 68. Apsorpcioni spektri SUV lipozoma dobijenih od DPPC fosfolipida sa 

inkorporisanim hlorofilima pri različitim vremenima UV-B ozračivanja (A), i degradacija 

hlorofila u SUV-DPPC lipozomima u odnosu na vreme UV-B ozračivanja (B). Lipozomi 

odgovarajuće veličine su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija 

lipida bila je 5×10
-4

 M. Koncentracija hlorofila u konačnoj zapremini lipozomne disperzije 

bila je 5×10
-6

 M. 

 

Procenat bleaching-a, tj.degradacije hlorofila inkorporisanog u lipozome računat je, 

kao i kod ocene bleaching-a u vodenom medijumu, upotrebom maksimuma apsorpcije Qy-

trake (AQy,max).  
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Slika 69. Apsorpcioni spektri SUV lipozoma dobijenih od PL-90 fosfolipida sa 

inkorporisanim hlorofilima pri različitim vremenima UV-B ozračivanja (A), i rast procenta 

degradacije hlorofila u SUV-PL-90 lipozomima u odnosu na vreme UV-B ozračivanja (B). 

Lipozomi su dobijeni metodom tankog filma (ekstrudiranjem). Koncentracija lipida bila je 

5×10
-4

 M. Koncentracija hlorofila u konačnoj zapremini lipozomne disperzije bila je 5×10
-6

 

M. 

Procenat degradacije je predstavljen u funkciji vremena ozračivanja (tirr.) pri 

konstantnim vrednostima koncentracije hlorofila inkorporisanog u lipozome kao i pri 

konstantnoj koncentraciji lipida. Grafici degradacije hlorofila u SUV-DPPC i SUV-PL-90 

lipozomima, prikazani su na Slikama 68-B i 69-B, respektivno.Na osnovu Slike 68-A može 

se zapaziti da je degradacija hlorofila dejstvom UV-B zračenja veća u lipozomima nego u 

vodenom medijumu (Sl.50-A) za istu koncentraciju pigmenta. Prilikom ispitivanja 

degradacije inkorporisanog hlorofila u LUV-DPPC lipozome (veličine 400 nm), pri istim 

uslovima stresa, dobijeni su slični rezultati (bez prikaza), pri čemu se može konstatovati da 

promena u veličini lipozoma od 100 na 400 nm nije bitno uticala na degradaciju hlorofila 

izazvanu UV-B zračenjem, što indirekto može ukazivati na sličnu lokaciju hlorofila u 

lipozomim vezikulama. Sa Slika 68-A i 69-A, mogu se uočiti promene u izgledu „plave 

trake” spektara, konkretno, odnosa apsorbancija na vrednostima 437/417 nm, koji je primetno 

manji u slučaju PL-90 lipozoma sa inkorporisanim hlorofilima (Sl.69-A), što bi ukazivalo da 

je proces oksidacije smeše lipida tj. nezasićenih lipida možda trajao i tokom pripreme 

lipozomne disperzije; ovaj efekat je manje primetan kod „zasićenih lipozoma”, pripremljenih 

od DPPC lipida (Sl.68-A).  

U cilju poređenja stabilnosti inkorporisanih hlorofila u lipozome, odabrani su različiti 

lipidi, DPPC/PL-90, čija je osnovna razlika u stukturi tj. prisustvu/odsustvu dvostrukih veza. 
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Veći broj dvostrukih veza prisutnih u PL-90 fosfolipidima povećava mogućnost oksidacije 

inkorporisanog hlorofila (Tabela 13); veća degradacija u PL-90 lipozomima u poređenju sa 

DPPC lipozomima je u skladu sa očekivanim. 

 

Tabela 13. Degradacija hlorofila u lipozomima i vodenom medijumu nakon UV-B 

oksidacionog stresa. 

UV-B ozračivanje, CChl=5x10
-6

M, tirr.= 25 min Degradacija hlorofila, % 

Vodeni medijum 31.58  

SUV-DPPC lipozomi 76.00 

SUV-PL-90 lipozomi 89.18  

 

Testom konjugovanih diena utvrđena je produkcija lipidnih peroksida u DPPC i PL-

90 lipozomima sa inkorporisanim hlorofilima pri istim uslovima UV-B ozračivanja: promena 

apsorbancije na 234 nm u funkciji vremena UV-B ozračivanja (Sl.70). Talasna dužina od 234 

nm predstavlja maksimum apsorpcije stvorenih lipidnih peroksida. Apsorbancija na 234 nm 

korigovana je primenom jednačine koja važi za lipozomne sisteme SUV dimenzija (Bittner et 

al. 2002): 

(A234 nm)korigovana = (A234 nm)merena - (A325nm)merena  × 3.72    (21) 

 

Slika 70. Produkcija lipidnih peroksida u SUV-DPPC lipozomima (A) i SUV-PL-90 

lipozomima (B) sa inkorporisanim hlorofilima tokom kontinualnog UV-B ozračivanja. 

Apsorbancija se prati na 234 nm (maksimum apsorpcije stvorenih peroksida) nakon korekcije 

apsorpcionih spektara. 
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Sa Slike 70-A i B može se zapaziti da se vrednost apsorbancije na 234 nm povećava 

sa povećanjem vremena izlaganja UV-B zračenju i da je ta vrednost posle 25 min zračenja 

mnogo veća kod PL-90-Chl-lipozoma nego kod DPPC-Chl-lipozoma. Vrlo je verovatno da su 

razlog tome prisutne dvostruke veze u prvom slučaju koje zbog strukturnih razloga favorizuju 

produkciju slobodnih radikala (Bittner et al. 2002). 

Na Slici 71 su prikazani rezultati TBA-MDA testa, odnosno promena apsorbancije 

„kontrole” i uzorka na 532 nm, koja potiče od nastalog TBA-MDA kompleksa. Iniciranje 

lipidne peroksidacije je vršeno kontinualnim UV-B ozračivanjem SUV-DPPC i SUV-PL-90 

lipozoma, u trajanju od 60 minuta. Za odvijanje lipidne peroksidacije su bitni dugi 

ugljovodonični lanci u molekulima lipida, dok su njihove polarne „glave” potpuno 

irelevantne. S obzirom na to da UV-B zračenje deluje kako na Chl-molekule, tako i na lipide, 

uporedo je merena apsorbancija na 532 nm za lipozome sa hlorofilima koji nisu izlagani 

zračenju (kontrola) i one koji su UV-B ozračivani (uzorak). Na taj način je izvršena procena 

stabilnosti hlorofila isključivo na izabrani oksidacioni stres (UV-B ozračivanje), bez obzira 

na lipidnu (per)oksidaciju koja se može odvijati i u toku same pripreme lipozomnih disperzija 

sa Chl-om autooksidativnim putem. 

 

Slika 71. Razlika apsorbancije „kontrole” i „uzorka” na 532 nm, dobijene TBA-MDA-testom 

za Chla-SUV-lipozome pripremljene od DPPC-(levo) i PL-90-(desno) lipida. Iniciranje 

lipidne peroksidacije je vršeno (UV-B) ozračivanjem uzoraka u periodu od 60 min.  

Velika količina ROS vrsta koje se usled kontinualnog UV-B-ozračivanja formira u 

lipozomima (uključujući i lipidne radikale) u neospornoj je vezi sa povećanjem procenta Chl-
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tirr.= 60 min. 
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degradacije. Degradacija hlorofila u „zasićenim lipozomima” (DPPC) je manja u poređenju 

sa lipozomima izrađenim od PL-90 lipida koji u sastavu sadrži i nezasićene lipide (Sl.68 i 69, 

respektivno); u ovom drugom slučaju manji je i prinos nastalog TBA-MDA kompleksa 

(Sl.71). 

Promena u količini nastalog TBA-MDA kompleksa direktna je posledica promene u 

strukturi lipida korišćenog za izradu lipozoma. Dokazano je da povećanje broja dvostrukih 

veza u masnokiselinskim lancima lipida dovodi do proporcionalnog povećanja lipidnih 

radikala kada se za njihovo formiranje koristi izabrani fotosenzibilizator; ovo pravilo, u 

prisustvu benzofenona kao fotosenzibilizatora, važi u rastvorima (Markovic & Patterson, 

1989; Markovic et al. 1990) ali i u micelama (Markovic et al.1990; Markovic & Patterson 

1993). Mada se u eksperimentima sa UV-B ozračivanim hlorofilima u lipozomima ne koristi 

nikakav fotosenzibilizator, pa je iniciranje peroksidacionog mehanizma (kroz formiranje 

lipidnih radikala) manje selektivno i efikasno, odlučujući doprinos dvostrukih veza (u slučaju 

PL-90 lipidne smeše) svakako ostaje. 

TBA-MDA test kao i test konjugovanih diena direktan su dokaz o oksidaciji koja se 

odvijala u ispitivanim uzorcima. Ukoliko uzmemo u obzir sve dobijene rezultate, zaštitini 

efekat koji je očekivan od strane lipida prema inkorporisanom Chl-u, u pogledu 

fotooksidacionog stresa izazvanog UV-B zračenjem, nije primećen. Nasuprot ovoj tvrdnji, 

Chl inkorporisan u lipozome pokazuje mnogo veći stepen degradacije. 
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4.6.2. Analiza apsorpcionih spektara hlorofila inkorporisanog u lipozome nakon 

izlaganja vidljivoj svetlosti 

Na Slikama 72-A i 73-A su prikazane promene apsorpcionih spektara Chl-frakcije 

inkorporisane u SUV-DPPC i SUV-PL-90lipozome, respektivno, prilikom kontinualnog 

dejstva vidljive svetlosti, u periodu od 0-200 min. Analogno dobijenim rezultatima računat je 

procenat degradacije Chl inkorporisanog u SUV-DPPC i SUV-PL-90 lipozome, pri različitim 

vremenima izlaganja zračenju (Sl.72-B i 73-B, respektivno).  

 

 

Slika 72. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u SUV-lipozome dobijenih od DPPC-

fosfolipida za različita vremena ozračivanja VIS svetlošću (A), Chl-degradacija u SUV-

DPPC- lipozomima u odnosu na vreme dejstva VIS svetlosti (B). Lipozomi odgovarajuće 

veličine su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5×10
-4

 

M. Koncentracija hlorofila u konačnoj zapremini lipozomne disperzije bila je 5×10
-6

 M. 

Analogno dobijenim rezultatima nakon izlaganja lipozomnih disperzija (sa 

inkorporisanim hlorofilima) UV-B zračenju, dobijeni grafici degradacije hlorofila dejstvom 

vidljive svetlosti u DPPC-lipozomima pokazuju veće vrednosti u lipozomima nego u 

vodenom medijumu, za istu koncentraciju hlorofila. Za hlorofile inkorporisane u LUV-

DPPC-lipozome (veličine 400 nm) - pri istim uslovima stresa - dobijeni su slični rezultati 

(bez prikaza), što je identično zapažanjima prilikom ispitivanja stabilnosti na UV-B 

oksidacioni stres. 
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Slika73. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u SUV lipozome dobijenih od PL-90 

smeše fosfolipida pri različitim vremenima ozračivanja VIS svetlošću (A), degradacija Chl u 

SUV-PL-90 lipozomima u odnosu na vreme VIS zračenja (B). Lipozomi odgovarajuće 

veličine su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5×10
-4

 

M. Koncentracija hlorofila u konačnoj zapremini lipozomne disperzije bila je 5×10
-6

 M. 

Takođe se sa Slika 72-A i 73-A mogu uvideti promene u vrednostima odnosa 

apsorbancija na 437 i 419 nm „plave trake” spektra, što ukazuje na moguće odvijanje 

degradacije u samom postupku izrade PL-90 lipozoma. S obzirom na dobijene rezultate može 

se zaključiti da mehanizam degradacije hlorofila u lipozomima dejstvom vidljive svetlosti 

može biti sličan mehanizmu degradacije dejstvom UV-B zračenja na ispitivane uzorke. U 

Tabeli 14 date su vrednosti degradacije hlorofila u SUV-DPPC i SUV-PL-90 lipozomima, 

kao i u vodenom medijumu, pri istim vrednostima koncentracije pigmenta. 

Tabela 14. Degradacija hlorofila u lipozomima i vodenom medijumu nakon oksidacionog 

stresa izazvanog dejstvom vidljive svetlosti. 

 

Na Slici 74 su prikazani rezultati testa konjugovanih diena tj. produkcije lipidnih 

peroksida u SUV-DPPC i SUV-PL-90 lipozomima sa inkorporisanim hlorofilima pri istim 

uslovima ozračivanja vidljivom svetlošću [A234 nm= f (vreme ozračivanja)]. 

VIS ozračivanje, Cchl=5×10
-6

M, tirr.= 200min Degradacija hlorofila, % 

Vodeni medijum 32.00 

SUV-DPPClipozomi 70.90 

SUV-PL-90 lipozomi 79.16  
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Slika 74. Produkcija lipidnih peroksida u SUV-DPPC (A) i SUV-PL-90 lipozomima (B) sa 

inkorporisanim hlorofilima nakon dejstva vidljive svetlosti. Apsorbancija se prati na 234 nm 

(maksimum apsorpcije stvorenih peroksida), nakon korekcije apsorpcionih spektara. 

Na Slici 75 je dat uporedni prikaz rezultata TBA-MDA testa tj. razlike apsorbancije 

„kontrole” i uzorka na 532 nm koja je posledica oksidacionog stresa dejstvom vidljive 

svetosti. Uzorak lipozoma sa hlorofilima koji nisu izlagani zračenju predstavlja „kontrolu”, 

dok onaj koji je izlagan vidljivoj svetlosti predstavlja uzorak. 

 

Slika 75. Promene apsorbancije „kontrole” i uzorka (na 532 nm) dobijene TBA-MDA testom 

za hlorofile inkorporisane unutar SUV-DPPC i SUV-PL-90 lipozoma. Iniciranje lipidne 

peroksidacije je vršeno dejstvom vidljive svetlosti na uzorke, u trajanju od 200 min. 

Rezultati peroksidnih testova nakon VIS ozračivanja hlorofila inkorporisanih u SUV-

DPPC i SUV-PL-90 lipozome, jako su slični onima dobijenim nakon oksidativnog stresa 

izazvanim UV-B ozračivanjem. Kao i kod UV-B ozračivanih hlorofila, može se videti da je 
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kod VIS ozračivanih PL-90 lipozoma peroksidacija veća, i da je i degradacija hlorofila veća, 

u odnosu na hlorofile inkorporisane u DPPC-lipozome (Sl.72-73, Tabela14). Nakon 200 

minuta ozračivanja vidljivom svetlošću postignut je približno isti procenat degradacije 

hlorofila u lipozomima koji je dobijen nakon 25 minuta UV-B ozračivanja. 

Lipozomi veličine 5-25 μm, pripremljeni bez inkorporisanih hlorofila, snimani su 

nakon izlaganja svetlosti talasne dužine od 400-440 nm, nakon čega nisu uočene promene u 

izgledu samih lipozoma tj. njihovoj morfologiji (Liang et al. 2012). Nakon inkorporisanja 

hlorofila došlo je do promene u morfologiji lipozoma, što se objašnjava delovanjem nastalih 

hidroperoksida, pri čemu autori predlažu reakciju sa singletnim kiseonikom kao uzrokom 

peroksidacije (
1
O2+ PC (lipozomi) → PC-OOH ili PC-(OOH)2 - Liang et al. 2012). Ovakav 

vid nestabilnosti lipozomnih disperzija sa inkorporisanim Chla, prema zračenju čak i pri 

malim koncentracijama pigmenata kakve su i u slučaju ove studije, ukazuje na njihovu 

ograničenu mogućnost upotrebe. Reakcije koje se prilikom dejstva vidljive svetlosti dešavaju 

u sistemima lipozoma sa hlorofilima mogu se demonstrirati kroz sledeće jednačine: 

 

U ovako predloženoj šemi hlorofil igra ulogu fotosenzibilizatora preko svog tripletnog 

stanja, 
3
Chl, koje transferom energije senzibiliše normalni, tripletni kiseonik (

3
O2) stvarajući 

vrlo reaktivni singletni kiseonik (
1
O2); onda on u poslednjoj reakciji predložene šeme reaguje 

sa (fosfo)lipidom (PC) gradeći perokside (PC-OOH). Budući da su oni nestabilni lako se 

raspadaju dajući reaktivne peroksi-radikale (
.
OOH) koji povratno  mogu doprineti degradaciji 

hlorofila. Dakle, putem ovog složenog mehanizma hlorofil senzibiliše i svoju destrukciju. 

Ovo je sasvim realna hipoteza, mada prisustvo singletnog kiseonika u ovom radu nije 

dokazivano, ni u vodenom medijumu, ni u lipozomima. Dejstvo vidljive svetlosti u ovakvim i 

sličnim sistemima (emulzija ulje/voda), svakako ima destruktivni uticaj na inkorporisani Chla 

i to na taj način da sadržaj Chla opada srazmerno povećanju vremena zračenja (Kim et al. 

2013). Tako i u slučaju našeg istraživanja dinamika Chl degradacije raste proporcionalno sa 

povećanjem vremena izlaganja zračenju, u slučaju obe fotodegradacije (UV-B i VIS). Nakon 
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200 minuta kontinualnog dejstva vidljive svetlosti postignut je približno isti procenat 

degradacije hlorofila u lipozomima koji je dobijen nakon 25 minuta UV-B ozračivanja. 

4.6.3. Analiza apsorpcionih spektara hlorofila inkorporisanog u lipozome nakon 

oksidacionog stresa izazvanog upotrebom AAPH, vodorastvornog termalnog inicijatora 

Stabilnost hlorofila inkorporisanog u lipozome na oksidacioni stres dejstvom AAPH 

praćena je u SUV-DPPC i PL-90 lipozomima. Odgovarajući apsorpcioni spektri hlorofila u 

lipozomima prikazani su na Slikama 76-A i 77-A, respektivno – očigledno dominira Chla. 

Na osnovu apsorpcionih spektara snimljenih pri različitim vremenima inkubacije dobijeni su 

grafici degradacije (Sl.76-B i 77-B). 

 

Slika 76. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanog u SUV-DPPC lipozome pre i nakon 

inkubacije sa AAPH, vodorastvornim termalnim inicijatorom (A), degradacija hlorofila u 

SUV-DPPC lipozomima u odnosu na vreme inkubacije sa AAPH (B). Lipozomi 

odgovarajuće veličine su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija 

lipida bila je 5×10
-4

 M. Koncentracija hlorofila u konačnoj zapremini lipozomne disperzije 

bila je 5×10
-6

 M. Koncentracija AAPH je 3.2×10
-3

M. 

Generalno, azo-termalni inicijatori stvaraju ugljenikove radikale koji u reakciji sa 

kiseonikom daju peroksidne radikale. Peroksidni radikali dalje oduzimaju („apstrahuju”) 

atom vodonika sa antikonjugovane strukture lipida (naročito su laki za otkidanje tzv. alilni i 

dvostruko-alilni H-atomi – Sl.17) i na taj način iniciraju lančanu reakciju lipidne 

peroksidacije (Woodall& Britton, 1997; Yoshida et al. 2004). Elektron spin rezonantnom 

(ESR) spektroskopijom je potvrđeno da dejstvom AAPH u lipozomima pretežno dolazi do 

formiranja peroksi- i alkoksilnih radikala (Hovorka & Schoneich, 2001). 
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Slika 77. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u SUV-PL-90 lipozome pre i nakon 

inkubacije sa AAPH (A), degradacija hlorofila u SUV-PL-90 lipozomima u odnosu na vreme 

inkubacije sa AAPH (B). Lipozomi odgovarajuće veličine su dobijeni metodom tankog filma 

ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5×10
-4

 M. Koncentracija hlorofila u konačnoj 

zapremini lipozomne disperzije bila je 5×10
-6

 M. Koncentracija AAPH je 3.2×10
-3 

M. 

 

Degradacija hlorofila u lipozomima može biti direktna posledica reakcija sa peroksi-

radikalima tipa 
.
OOR. S obzirom na to da je AAPH hidrofilnog karaktera, njegovo delovanje 

može biti ostvareno samo u vodenom medijumu van lipozoma ili unutar vode zarobljene u 

strukturi lipozoma (tzv. „unutrašnja voda”). Woodall i saradnici sugerišu da se delovanje 

slobodnih radikala AAPH najpre odigrava na površini lipozoma, tj. graničnoj dodirnoj 

površini između hidrofobnih glava lipida i vode (Woodall & Britton, 1997). 

U Tabeli 15 prikazani su rezultati degradacije Chl-a u dva tipa SUV-lipozoma (SUV-

DPPC i PL-90) i u vodi, u prisustvu AAPH. Rezultati dobijeni inkubacijom sa termalnim 

inicijatorom pokazuju da procenat degradacije hlorofila u DPPC-lipozomima ima približno 

istu vrednost sa onom u vodenom medijumu, dok je sa druge strane ta vrednost neznatno veća 

kod lipozoma dobijenih od PL-90 lipida. Izgleda da inkorporacijom Chl u lipozome nije 

postignuta bitnija zaštita tog pigmenta od stresa izazvanog dejtsvom AAPH. Dekompozicija 

AAPH radikala dešava se po kinetici prvog reda (Ioannis et al. 2010), što može biti u vezi sa 

linearnom degradacijom hlorofila u slučaju oba tipa lipozoma; degradacija pigmenta je 

linearno rasla sa porastom vremena inkubacije (Sl.76-B i 77-B).  
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Tabela 15. Degradacija hlorofila u vodi i inkorporisanog u SUV-DPPC i SUV-PL-90 

lipozome, nakon inkubacije sa AAPH na temperaturi od 40
o
C. 

Dejstvo AAPH, CAAPH=3.2×10
-3

 M, Cchl=5×10
-6 

M, tink.= 100 

min 

Degradacija, % 

Vodeni medijum 30.50 

SUV-DPPC lipozomi 29.15  

SUV-PL-90 lipozomi 40.50 

 

Peroksidni testovi, test konjugovanih diena (Sl.78) i TBA-MDA test (Sl.79), dokazuju 

da dejstvo vodorastvornog inicijatora deluje na lipozome, a moguće i na Chl-molekule 

insertovane u lipozome. Prisutnost nezasićenih veza kod PL-90-lipozoma generalno bi 

trebalo da doprinosi povećavanju broja ROS vrsta, a onda moguće i povećanoj degradaciji 

hlorofila. Međutim, dobijeni rezultati to ne potvrđuju u potpunosti. 

Transport AAPH radikala iz vode u lipozome zavisi od transportnog mehanizma, što 

pre svega zavisi od sastava lipida. Pošto fizičke osobine lipozoma zavise od sastava lipida, to 

i  rigidnost lipozoma koja se povećava većim udelom zasićenih lipida utiče na pokretljivost 

AAPH radikala (Soto-Arriaza et al. 2008). Povećan procenat DPPC-lipida nije bitno uticao 

na smanjenje oksidacije dejstvom AAPH, tj. na smanjenje produkcije ROS vrsta u poređenju 

sa lipozomima koji u sastavu imaju manji procenat zasićenih lipida poput PC smeše, što je 

očekivano (Soto-Arriaza et al. 2008).  

 

Slika 78. Produkcija peroksida u SUV-DPPC (A) i SUV-PL-90 lipozomima (B) sa 

inkorporisanim hlorofilima nakon inkubacije sa vodorastvornim termalnim inicijatorom 

(AAPH). Apsorbancija se prati na 234 nm (maksimum apsorpcije stvorenih lipidnih 

peroksida), nakon korekcije apsorpcionih spektara. 
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Na osnovu testa konjugovanih diena (Sl.78-A i B) ne može se tvrditi da je produkcija 

peroksida veća u SUV-PL-90 lipozomima. Produkcija peroksida nakon 180 minuta 

inkubacije sa AAPH u DPPC i PL-90 lipozomima bila je približno ista.  

 

Slika 79. Razlika apsorbancije „kontrole” i uzorka (na 532 nm) dobijene TBA-MDA testom 

za hlorofile inkorporisane unutar SUV-DPPC (levo) i SUV-PL-90 (desno) lipozoma. 

Iniciranje lipidne peroksidacije je vršeno inkubacijom uzoraka na 40
o
C sa vodorastvornim 

termalnim inicijatorom. 
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4.6.4. Analiza apsorpcionih spektara hlorofila inkorporisanog u lipozome nakon 

oksidacionog stresa izazvanog AMVN, lipoidalnim termalnim inicijatrom 

U cilju poređenja stabilnosti hlorofila na oksidacioni stres izazvan termalnim 

inicijatorom lipoidnog karaktera ispitan je uticaj AMVN (2,2’-azobis(2,4-dimetilvaleronitril) 

na hlorofile inkorporisane u SUV-DPPC i SUV-PL-90 lipozome. Pozicija inkorporisanog 

AMVN inicijatora u strukturi lipozoma je različita (svakako drugačija u odnosu na AAPH 

termalni inicijator) pa se očekuje i drugačiji mehanizam njegovog delovanja. Prilikom 

ispitivanja dejstva AMVN pri koncentraciji jednakoj koncentraciji AAPH, zapažen je potpuni 

destrukcioni efekat AMVN na hlorofile u samom procesu izrade lipozoma, tako da je 

odabrana koncentracija AMVN tri puta manje vrednosti u odnosu na koncentraciju 

vodoratsvornog AAPH (CAAPH=3.2×10
-3

M, CAMVN=1×10
-3

M). Ranija istraživanja su takođe 

pokazala da prilikom iniciranja oksidacije lipida dejstvom AMVN treba upotrebljavati niže 

koncentracije jer pri većim koncentracijama jedan deo ostaje neinkorporisan  u lipidni dvosloj 

lipozoma (Noguchi et al. 1998). Odgovarajući apsorpcioni spektri hlorofila u lipozomima pre 

i nakon dejstva AMVN prikazani su na Slikama 80-A i 81-A, respektivno. Na osnovu 

apsorpcionih spektara snimljenih pri različitim vremenima inkubacije sa lipoidnim termalnim 

inicijatorom formirani su grafici zavisnosti procenta degradacije hlorofila u lipozomima 

napravljenim od DPPC- i PL-90-lipida respektivno (Sl.80-B i 81-B). 

 

Slika 80. Apsorpcioni spektri hlorofila inkoropisanog u SUV-DPPC lipozome pre i nakon 

inkubacije sa AMVN, lipoidnim termalnim inicijatorom (A), i degradacija hlorofila u SUV-

DPPC lipozomima u odnosu na vreme inkubacije sa AMVN (B). Lipozomi odgovarajuće 

veličine su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5×10
-4 

M. Koncentracija hlorofila u konačnoj  zapremini lipozomne disperzije bila je 5×10
-6

 M. 
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Slika 81. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u SUV-PL-90 lipozome pre i nakon 

inkubacije sa AMVN (A), i degradacija hlorofila u SUV-PL-90 lipozomima u odnosu na 

vreme inkubacije sa AMVN (B). Lipozomi odgovarajuće veličine su dobijeni metodom 

tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5×10
-4

 M. Koncentracija hlorofila u 

konačnoj zapremini lipozomne disperzije bila je 5×10
-6

. 

Dobijeni rezultati pokazali su približno iste vrednosti degradacije hlorofila (Tabela 

16), pri tri puta manjim vrednostima koncentracije lipoidnog termalnog inicijatora u odnosu 

na hidrofilni AAPH inicijator (Tabela 15).  

Tabela 16. Degradacija hlorofila u lipozomima nakon inkubacije sa AMVN na temperaturi 

od 40
o
C. 

Dejstvo AMVN, CAMVN=1×10
-3

 M,Cchl=5×10
-6

M, tink.= 100 min Degradacija, % 

DPPC lipozomi 27.40 

PL-90 lipozomi 32.00 

Očekivano veća vrednost degradacije zapažena je u lipozomnim sistemima 

nezasićenih PL-90-lipida. Za razliku od AAPH kod koga bi se očekivalo da se dejstvo 

peroksidnih, alkoksilnih i ostalih ROS vrsta događa na površini membrane, izvan samog 

dvosloja lipida, AMVN generiše ROS vrste (peroksidni radikali) u samom lipidnom dvosloju 

(Yamamoto et al. 2001). Samim tim što je pozicija Chl-a u lipozomima takva da fitilnim 

lancem on biva „usisan” u lipidni dvosloj, dejstvo AMVN se manifestuje, ne samo na lipidni 

dvosloj već i na insertovani Chla i ostale derivate Chla i Chlb sa fitilnim „repom”. 

Produkcija peroksidnih vrsta je dokazana preko testa konjugovanih diena (Sl.82-A i 

B) i TBA-MDA testom (Sl.83). Dobijeni rezultati dokazuju da inkubacijom hlorofila 

inkorporisanog u lipozome sa AMVN dolazi do oksidacije lipida koja je svakako veća kod 
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lipozoma nezasićenih lipida, što se može dovesti u vezu i sa povećanom degradacijom 

hlorofila. 

 

Slika 82. Produkcija peroksida sa inkorporisanim hlorofilima u SUV-DPPC (A) i SUV-PL-

90 lipozome (B) nakon inkubacije sa lipoidnim termalnim inicijatorom (AMVN). 

Apsorbancija se prati na 234 nm (maksimum apsorpcije stvorenih peroksida), nakon 

korekcije apsorpcionih spektara. 

 

Slika 83. Razlika apsorbancije „kontrole” i uzorka (na 532 nm) dobijene TBA-MDA-testom 

za hlorofil unutar DPPC-(levo) i PL-90-(desno) SUV lipozoma. Iniciranje lipidne 

peroksidacije je vršeno inkubacijom uzoraka na 40
o
C sa lipoidnim termalnim inicijatorom, 

AMVN. 

Analizom dobijenih rezultata, može se zaključiti da je nestabilnost hlorofila na dejstvo 

lipoidnog termalnog inicijatora (AMVN) veća u odnosu na dejstvo vodoratsvornog lipidnog 
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inicijatora (AAPH), što može biti direktna posledica pozicije koju lipoidni inicijator i 

hlorofili imaju u lipozomima. 

4.6.5. Analiza apsorpcionih spektara hlorofila inkorporisanog u lipozome nakon 

oksidacionog stresa izazvanog Fentonovom reakcijom 

Na Slikama 84-A i 85-A su prikazani apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u 

SUV-DPPC i SUV-PL-90 lipozome, respektivno, pre i nakon dejstva Fentonovog reagensa u 

toku perioda inkubacije od nekoliko sati. Na osnovu apsorpcionih spektara, dobijeni su 

grafici zavisnosti procenta degradacije hlorofila u lipozomima (DPPC i PL-90) sa vremenom 

inkubacije (Sl.84-B i 85-B). 

 

Slika 84. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u SUV-DPPC lipozome pre i nakon 

inkubacije sa Fentonovim reagensom  (A), i degradacija hlorofila u SUV-DPPC lipozomima 

u odnosu na vreme inkubacije sa Fentonovim reagensom (B). Lipozomi odgovarajuće 

veličine su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5×10
-4 

M. Koncentracija hlorofila u konačnoj zapremini lipozomne disperzije bila je 5×10
-6

 M. 

U reakciji Fentonovog reagensa sa Chl-lipozomima, zapažen je zaštitni efekat 

lipozoma, tj. poređenjem degradacije hlorofila u vodenom medijumu sa degradacijom u 

lipozomima (pri istoj koncentraciji Fentonovog reagensa i Chl-a u smeši), može se primetiti 

daleko manji stepen degradacije hlorofila u SUV-DPPC lipozomima (Sl.84-B, Tabela 17). 

Iako mali, procenat degradacije koji je zapažen u lipozomima ukazuje na oksidaciju koja se 

odvija, što se sa spektara može videti na osnovu odnosa apsorbancija u „plavom” delu 

spektra, 436/419 nm (Sl.84-A i 85-A). 
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Slika 85. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u SUV-PL-90 lipozome pre i nakon 

inkubacije sa Fentonovim reagensom (A), i degradacija hlorofila u SUV-PL-90 lipozomima u 

odnosu na vreme inkubacije sa Fentonovim reagensom (B). Lipozomi odgovarajuće veličine 

su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5×10
-4 

M. 

Koncentracija hlorofila u konačnoj zapremini lipozomne disperzije bila je 5×10
-6

 M. 

Generalno, u reakciji Fentonovog reagensa sa lipozomima tj. lipidima, OH
.  

radikali 

formirani u Fentonovoj reakciji, apstrahuju H-atom iz metilen grupe poli(ne)zasićenih masnih 

kiselina formirajući R-C· tj. ugljenikov radikal, koji u reakciji sa kiseonikom može formirati 

peroksidne radikale (Agil et al. 1995). Na taj način bi jednom započeta lančana reakcija 

peroksidacije mogla doprineti degradaciji kako lipozoma tako i hlorofila inkorporisanog u 

lipozome. S druge strane, može se desiti apstrakovanje alilnih H-atoma fitilnog lanca 

hlorofila čime se stvaraju novi radikali (Rontani & Aubert, 1994). Međutim, u svetlu 

dobijenih rezultata može se postaviti pitanje: koliko formirane ROS vrste zaista mogu doći do 

hlorofila inkorporisanih u lipidni dvosloj, a pre svega Chla? Formiranje OH
. 

radikala 

Fentonovom reakcijom se odvija pre svega na graničnoj površini lipozoma sa vodenom 

fazom (i u samoj vodenoj fazi). S obzirom na kratko vreme poluživota formiranih radikala i 

sposobnost difundovanja kroz membranu diskutabilan je proces degradacije inkorporisanih 

hlorofila. Ispitivanja su pokazala da je difuzija OH
.  

radikala kroz membranu lipozoma u 

lipidni dvosloj moguća, kao i da u datom procesu peroksidacije učestvuju jedino OH
.  

radikali, tj. da ne dolazi do formiranja drugih ROS vrsta (Fortier et al. 2009). Mogućnost 

penetracije radikala kroz membranu zavisi od lipofilnosti radikala i po pojedinim 

istraživanjima najdublje mogu doći do neke gornje granice lipidne ploče, odakle je moguće 

otkidanje H atoma iz lipidnih lanaca čime otpočinju proces peroksidacije (Gamliel et al. 
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2008). Hlorofil je međutim inkorporisam dublje u lipozome, gde OH
.  

radikali teže prodiru, te 

ga to delimično štiti od oksidacije.  

Tabela 17. Degradacija hlorofila nakon inkubacije Chl-lipozomnih disperzija sa Fentonovim 

reagensom. 

Dejstvo Fentonovog reagensa, Cchl=5×10
-6 

M, treak.= 180 

min 

Degradacija, % 

Vodeni medijum 39.90 

SUV-DPPC lipozomi 8.10 

SUV-PL-90 lipozomi 17.85  

 

Na Slici 86 je prikazana produkcija lipidnih peroksida u PL-90 lipozomima sa 

inkorporisanim hlorofilima tokom različitih perioda trajanja reakcije sa Fentonovim 

reagensom [Apsorbancija na 234 nm = f (vreme reakcije)].  

 

Slika 86. Produkcija peroksida u SUV-PL-90 lipozomima sa inkorporisanim hlorofilom 

tokom oksidacije Fentonovim reagensom. Apsorpcija se prati na 234 nm (maksimum 

apsorpcije stvorenih peroksida), nakon normalizacije apsorpcionih spektara. 

Inkorporacijom Chla i srodnih „fitilnih” hlorofila u PL-90 lipozome koji u svom 

sastavu sadrže više od 50 % nezasićenih lipida, procenat degradacije hlorofila je povećan u 
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odnosu na degradaciju dobijenu u SUV-DPPC lipozomima. Da u samom sistemu dolazi do 

peroksidacije dejstvom Fentonovog reagensa dokazano je testom konjugovanih diena (Sl.86). 

Uticaj dvostrukih veza iz strukture nezasićenih lipida je pre svega doprineo ovakvom 

rezultatu.  

Za odvijanje lipidne peroksidacije dejstvom Fentonovog sistema moraju biti ispunjeni 

pojedini uslovi. Naime, lipidna peroksidacija u sistemima lipozoma nije zapažena u prisustvu 

samo Fe
2+

 jona. Vodonik peroksid takođe ne reaguje sa fosfolipidima kada je samostalno 

prisutan u smeši. Takođe, lipidna peroksidacija nije zapažena nakon potpunog reagovanja 

Fe
2+

 jona i H2O2 pri čemu dolazi do prelaza u Fe
3+

, ukoliko je takva smeša dodata u 

lipozomnu disperziju po završetku reagovanja (Minotti & Aust, 1987). Ovo bi značilo da je 

za odvijanje lipidne peroksidacije neophodno istovremeno prisustvo Fe
2+

 jona i H2O2 u 

lipozomima. Ispitivanjima je dalje dokazano da je za odvijanje Fentonove reakcije u 

lipozomima potrebno prisustvo Fe
2+

 ali i Fe
3+

 jona u odnosu 1:1 (Minotti & Aust, 1987).  S 

obzirom na to da dobijeni rezultati pokazuju daleko manju degradaciju hlorofila  kada je 

inkorporisan u lipozome u odnosu na degradaciju u vodenom medijumu, može se zaključiti 

da su rezultati u saglasnosti sa literaturnim podacima. 
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4.6.6. Fluorescentna anizotropija u sistemima Chl-SUV-DPPC lipozoma nakon 

oksidacionog stresa izazvanog dejstvom Fentonovog reagensa i dejstvom 

vodorastvornog AAPH 

Nakon merenja fluorescentne anizotropije za Chla u SUV-DPPC lipozomima, na λem. 

= 678 nm, korišćenjem ekcitacionog zraka od 430 nm (λexc. = 430 nm), dobijeni su podaci o 

promeni u vrednostima anizotropije sistema na koji je primenjen oksidacioni stres, u 

poređenju sa onim na kome nije primenjen, pri temperaturi od 25
o
C. Za svako merenje je 

računat G-faktor (odnos između senzitivnosti detekcionog sistema za horizontalnu i 

vertikalnu polarizovanu svetlost). Na temperaturi od 25
o
C, SUV-DPPC lipozomi su prisutni u 

gel fazi koja se smatra rigidnom tj. „kompaktnijom”. Vrednosti fluorescentne anizotropije 

nakon primenjenih stresova prikazane su u Tabeli 18. 

Tabela 18. Vrednosti fluorescentne anizotropije Chl-SUV-DPPC lipozoma nakon hemijskog 

oksidacionog stresa. 

Fluorescentna anizotropija 

Chl-SUV-DPPC lipozomi Chl-SUV-DPPC lipozomi + 

AAPH 

Chl-SUV-DPPC lipozomi + 

Fentonov reagens 

0.01757 0.108267 0.09812 

 

Promene u vrednostima fluorescentne anizotropije ukazuju na promene u sredini koju 

Chl-molekuli osećaju (Lakowicz, 1983). Pri istim vrednostima temperature, anizotropija Chl-

DPPC lipozomnog sistema je nakon primenjenog oksidacionog stresa imala veću vrednost u 

slučaju oba oksidaciona stresa (dejstvo Fentonovog reagensa i termalnog inicijatora – 

AAPH), što se može objasniti smanjenjem fleksibilnosti sredine koju sami Chl-molekuli 

osećaju, tj. sredina postaje rigidnija dejstvom oksidacionog stresa (Niki et al. 1991). Nakon 

primenjenih oksidacionih stresova, nesumnjivo dolazi i do promene tj. degradacije i samih 

lipozoma. Promene u vrednostima anizotropije koje se mogu zabeležiti nakon oksidacionih 

stresova mogu se pripisati promenama samih lipozoma koje mogu biti povezane sa 

promenama hemijske strukture inkorporisanih hlorofila. Npr. porast anizotropije kod Chlida-

DPPC sistema u odnosu na Chla-DPPC-lipozomne sisteme objašnjen je manjom 

penetracijom hlorofilida u lipidni dvosloj lipozoma tj. Chlida oseća rigidniju sredinu u 
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poređenju sa Chla-om (poglavlje 4.4.3.). Ta promena mikrookruženja Chla/Chlida koja utiče 

na same vrednosti anizotropije, indirektno može objasniti i promene anizotropije koje su 

posledica dejstva Fentonovog reagensa ili termalnog inicijatora.  
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KOMPARACIJA DOBIJENIH REZULTATA 

Nakon analiza stabilnosti hlorofila u vodenoj sredini i lipozomima, dobijeni podaci o 

degradaciji hlorofila nakon 100 min delovanja stresa pri koncentraciji pigmenta od 5×10
-6

 M, 

pokazuju da je najdestruktivniji primenjeni oksidacioni stres –UV-B zračenje. Destruktivnost 

stresa mogla bi se klasifikovati na sledeći način: UV-B > VIS > termalni inicijator > 

Fentonov reagens, pri čemu treba uzeti u obzir da su podaci dobijeni primenom tačno 

definisanih uslova kao što su koncentracije hemijskih agenasa i jačine zračenja. 

Tabela 19. Komparativni prikaz degradacije hlorofila nakon 100 min oksidacionog stresa. 

 Degradacija hlorofila, %, nakon 100 min delovanja: 

Cchl=5×10
-6

M 
VIS 

ozračivanja 
UV-B 

ozračivanja 

AAPH 

inicijatora 

AMVN 

inicijatora 

Fentonovog 

reagensa 

U vodenom medijumu 29.50 93.00 30.50 / 

 

27.00 

 

U DPPC  lipozomima 

 
52.00 

 
100.00 29.15 27.40 5.00 

U PL-90 lipozomima 

 
60.00 

 
100.00 40.50 32.00 9.92 
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5. ZAKLJUČCI 

 

 Na osnovu rezultata dobijenih apsorpcionom VIS spektrofotometrijom konstatovana je 

veća vremenska stabilnost hlorofila u lipozomima nego u vodenoj sredini. Takođe je 

primećena razlika u organizaciji Chl-molekula u vodi, kao i lipozomima. Nakon mesec 

dana stajanja, hlorofil je u vodenom rastvoru pokazao batohromno pomeranje 

apsorpcionog maksimuma (Amax od 670 na 676 nm) što ukazuje na asocijativno ponašanje 

i moguću agregaciju, dok u lipozomima taj efekat nije zapažen čak i nakon 9 meseci.  

 Nakon inkorporacije Chla i Chlida u lipozome ispitana je lokacija Chl-molekula 

primenom apsorpcione VIS spektrofotometrije i fluorescencije. Strukturna razlika Chla i 

Chlida utiče na različito inkorporisanje pigmenata u lipidnu membranu. Nedostatak 

fitilnog lanca onemogućava Chlida da dublje penetrira u lipozome. Svojim porfirinskim 

jezgrom Chla i Chlida su locirani između polarnih glava lipida, dok je fitilni lanac Chla 

lociran u hidrofobnoj unutrašnjosti lipozoma.  

 Promene fizičkog stanja unutrašnjosti lipozoma koje su uslovljene strukturom lipida utiču 

na penetraciju i ponašanje inkorporisanih hlorofila. Zasićeni DMPC ili nezasićeni PC 

sastav lipida „definišu” različite fluidnosti lipozoma što se manifestuje kroz promene  

fluorescencije inkorporisanih Chla i Chlida. Poređenjem karakterističnih parametara 

anizotropne fluorescencije inkorporisanih pigmenata u DPPC, DMPC i PC lipozome 

uočena je razlika koja je posledica zasićenosti tj. nezasićenosti lipida ali i dužine lipidnih 

lanaca zasićenih DPPC / DMPC lipida. Polarni kvercetin lociran između glava lipida vrši 

tzv. quenching inkorporisanih hlorofila. U zavisnosti od dužine lipidnih lanaca 

(DMPC/DPPC) ali i (ne)zasićenosti strukture lipida (DMPC, DPPC/PC), quenching 

pigmenata je različito izražen. Najveći quenching je primećen u slučaju Chlida-PC 

lipozoma, zbog bliske pozicije insertovanog pigmenta i quencher-a između polarnih glava 

lipida.  

 Foto(ne)stabilnost hlorofila na VIS i UV-B zračenje uslovljena je jačinom enrgije 

zračenja, medijumom u kome se hlorofili nalaze i koncentracijom pigmenata. Stres 

izazvan UV-B zračenjem, destruktivniji je u odnosu na VIS oksidacionim stres. Rezultati 

su takođe pokazali da osim nepovratne degradacije Chla dolazi do nastajanja 

degradacionih-oksidacionih produkata dejstvom slobodnih radikala pretežno na E prstenu 

Chla. Sistemi lipozoma sa inkorporisanim hlorofilima pokazali su se nestabilnijim prema 



REZULTATI 

 

147 
 

fotooksidaciji u odnosu na vodeni medijum, što bi moglo da znači da je količina 

generisanih ROS vrsta dejstvom zračenja veća u lipozomima nego u vodenom medijumu.    

 Enzimskom degradacijom hlorofila kao glavni produkt identifikovan je OH-Chla, čija se 

koncentracija proporcionalno povećava na račun smanjenja koncentracije hlorofila u 

smeši. Degradacija hlorofila zavisi od vrednosti pH i temperature, što ukazuje na 

činjenicu da je za degradaciju najodgovornija peroksidaza; povećanje temperature i pH 

vrednosti istovremeno dovodi do približavanja optimalnim vrednostima koje su 

neophodne za dejstvo peroksidaze iz rena. 

 Ispitivanjem stabilnosti hlorofila na dejstvo Fentonovog reagensa u vodenom medijumu 

primećen je veći stepen degradacije pri većim koncentracijama pigmenata. U vodenom 

medijumu procenat degradacije hlorofila je veći nego u lipozomima. S obzirom na to da 

su OH
.
 radikali generisani kroz Fentonovu reakciju verovatno odgovorni za oksidaciju 

hlorofila, a da njihovo učešće u lipidnoj peroksidaciji (unutar lipozoma) verovatno nije 

dominantno, manji stepen degradacije hlorofila primećen u lipozomima u slučaju ovog 

hemijskog stresa vodi ka zaključku da su hlorofili inkorporisani u lipozome zaštićeni i 

manje dostupni slobodnim radikalima.  

 Degradacija hlorofila dejstvom termalnog inicijatora u vodi zavisna je od koncentracije 

inicijatora i hlorofila. Sa povećanjem koncentracije hlorofila raste i stepen njegove 

degradacije. U lipozomima nije uočena bitnija razlika u pogledu stepena degradacije 

dejstvom AAPH radikala u odnosu na vodeni medijum. Sa druge strane, za razliku od 

vodorastvornog AAPH, lipoidni termalni inicijator, AMVN, generiše peroksidne radikale 

u samom lipidnom dvosloju što vrednosti degradacije hlorofila znatno povećava. Može se 

reći da lipoidni AMVN delovanjem i na same lipide lipidnog dvosloja, i na Chl-molekule 

inkorporisane u lipidni dvosloj, nesumnjivo doprinosi većoj degradaciji hlorofila.  

 Promene u vrednostima fluorescentne anizotropije nakon izlaganja dejstvu termalnog 

inicijatora i Fentonovog reagensa podržavaju činjenicu da Chla fluorofore bolje „osećaju” 

fleksibilnu unutrašnjost lipozoma zbog mogućnosti penetracije fitilnog lanca u hidrofobni 

dvosloj; nakon primenjenog oksidacionog stresa dolazi do promene sredine, što može biti 

posledica formiranja degradacionih produkata hlorofila čime dolazi i do promena u 

vrednostima anizotropije. 

 Na osnovu urađenih peroksidnih testova, za sisteme lipozoma sa inkorporisanim 

hlorofilom pre i posle dejstva svih oksidacionih stresova primenjenih u ovom radu, može 

se uočiti veći procenat nagrađenih peroksida u lipozomima koji u sastavu sadrže više od 
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50 % nezasićenih lipida (PL-90 smeša lipida) u odnosu na lipozome napravljene od 

zasićenih lipida (DPPC). Dva glavna faktora koja „proizvode” ovaj efekat su ROS vrste – 

i uopšte prisustvo kiseonika u lipozomima – kao i sama struktura lipida, odnosno 

prisustvo dvostrukih veza u njima, jer one presudno doprinose lakšem stvaranju lipidnih 

radikala, tj. iniciranju lančanog mehanizma lipidne peroksidacije. 
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ZAVRŠNI ZAKLJUČAK 

Stabilnost hlorofila u vodenom medijumu i lipozomima ispitana je primenom 

različitih oksidacionih stresova in vitro. Generalno uzevši, vremenska stabilnost hlorofila 

manja je u vodenom medijumu u poređenju sa lipozomnim disperzijama kod kojih su 

hlorofili sa fitilnim lancem (a pre svega Chla) inkorporisani u lipidni dvosloj. Zaštitni efekat 

lipozoma koji je ovde zapažen podržava konstataciju da je za očuvanje stabilnosti hlorofila u 

dužem vremenskom periodu (od bar nekoliko meseci) bolji lipozomni od vodenog medijuma. 

Nakon primene oksidacionih stresova dobijeni rezultati su pokazali da je stabilnost hlorofila 

zavisna od koncentracije ali i prirode stresa. Za svaki od primenjenih oksidacionih stresova 

stabilnost hlorofila je zavisila od više faktora ali se generalno može reći da je hlorofil i u 

lipozomima, a posebno u vodenom medijumu pokazao mali stepen stabilnosti, što je 

rezultiralo stvaranjem degradacionih produkata. Detektovani degradacioni produkti su pre 

svega vezani za raskidanje fitilnog lanca, i uopšte za hemijske promene po donjem obodu 

hlorinske strukture (D i E piroli); destrukcione reakcije otvaranja porfirinsko-hlorinskog 

jezgra nisu zapažene. To bi značilo da se primenjeni oksidacioni stresovi – tj. uslovi pri 

kojima su primenjeni - mogu smatrati „neinvazivnim” u poređenju sa npr. reakcijama 

biodegradacije hlorofila u periodu starenja listova. Ipak, nestabilost hlorofila na primenjene 

oskidacione stresove, kao i sama vremenska nestabilnost („autooksidacija”) nesumnjivo 

ograničava upotrebu hlorofila u farmaceutskim, kozmetičkim i dijetetskim formulacijama. Sa 

druge strane, vremenska nestabilnost hlorofila je veća u vodenom medijumu pa je poželjno 

koristiti lipozome – u različitim formama - kao „nosače” hlorofila. Hlorofil inkorporisan u 

lipozome nije bezuslovno zaštićen od degradacije što je primenom in vitro stresova i 

dokazano, pa je poželjno takve sisteme čuvati u mraku, zaštićene od svetlosti (jer se pokazalo 

da su hlorofili posebno osetljivi na fotooksidaciju, i to i kad je u pitanju ozračivanje vidljivom 

svetlošću i UV-B ozračivanje). Formulacije na bazi lipozoma sa inkorporisanim hlorofilima 

prodiru do dubljih slojeva kože što uz već opisanu veliku reaktivnost opravdava mogućnost 

upotrebe ovakvih sistema u PDT terapiji. Na osnovu iznetih rezultata može se zaključiti da je 

poznavanje što tačnijeg mehanizma ponašanja hlorofila pod dejstvom oksidacionih stresova, 

kao i njegove optimalne koncentracije i stabilnosti u potencijalnim formulacijama, od 

krucijalnog značaja za njegovu dalju upotrebu. 
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ANEX 

Apsorpcioni spektri hlorofila i hlorofilnih derivata. 

 

 

Formiranja degradacionih produkata nakon izlaganja oksidacionim stresovima. 

 

Chla       Chla` 
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Chla       Pheoa 

 

Pheob       piroPheob 

 

 

Chla       OH-Chla 
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Chla       OH-Pheoa 

 

Pheoa       OH-lacton Pheoa 

 

Lipidi i njihove karakteristike 

Naziv lipida-eng. 
Skraće-

nica 

Mol. 

Masa 

(g/mol) 

Tempe-

ratura 

faznog 

prelaza 

(
o
C) 

Hemijska strukturna formula 

DiMyristoylPhosph

atidylCholine 

 

DMPC 678 23 

 

DiPalmitoylPhospha

tidylCholine 

 

DPPC 734 41 

 

1.2-Diacyl-sn-

glycero-3-

phosphocholine 

 

PC 768 -15 / 

PHOSPHOLIPON 

90
®
 

PL-90 760 / / 
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YHli1Bep3li1TeT y Hli1wy

113JABA0 KOPl1illliElbY

Oanaurhvjera YHli1Bep3li1TeTCKY 6li16flli10TeKY " Huxona Tecna" zia, y ,l],li1rli1TaflHli1pen03li1TOpli1jYM
YHli1Bep3li1TeTa y Hli1wy, YHece MOjy AOKTOPCKYAli1CepTau,li1jy, nOA HaCflOBOM:

CTA6V1flHOCT XflOPO<l>V1flA HA OKCV1AAUV10HV1 CTPEC Y BOAEHOM MEAV1JYMY V1 Y
flV1n030MV1MA

,l],li1CepTau,li1jy ca CBli1M npli1fl03li1Ma npeziao/na caM y efleKTpOHCKOM 06flli1KY, norOAHOM aa rpajao
apxaaapa-se.
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YHIiIBep31i1TeTY Hlilwy

1I3JABA 0 IICTOBETHOCTII IIITAMTIAHOr II EJIEKTPOHCKOr OliJIIIKA
,L(OKTOPCKE ,L(IICEPTA~IIJE

~Melilnpe3Ii1MeaYTOpa:~C~a~~~a~M~.~n~e~T~p~O~B~IiI~n _

HaCIlOB Aliicepra uaje: CTA6W1HOCT XflOPO<t>~flA HA OKC~.AAU~OH~ CTPEC Y BO.AEHOM

ME,g~JYMY ~ Y fl~n030M~MA

MeHTOp: AP JelleHa 3Be3AaHoBliln, AoueHT

~3jaBJbyjeM Aa je WTaMnaHIiI061llilK Moje AOKTopcKeAlilcepTau,liIje IiICTOBeTaHenexrpoacxora

061llilKY, KOjlilcaM npenao/na aa vsouie-ee y AHrHTaJlHH pen03HTopHjYM YHHBep3HTeTa y HHWY.

Y /lecxoeuv, 30.11.2015.

Ilornac avropa AlilcepTau,liIje:
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YH 1-1Be p3 I-1TeTV Hl-1wv

1I3JABA 0 AYTOPCTBY

Vl3jaBJbvjeM Aa je AOKTOpcKa AI-1CepTau,l-1ja, nOA HaCIlOBOM:

CTA6V1flHOCT XflOPO<PVlflA HA OKCVlAAUVlOHVI CTPEC Y BOAEHOM MEAVlJYMY VI Y
flVln030MVlMA

xoja je OA6pafbeHa Ha TeXHOIlOWKOM <!>aKVllTery YHI-1Bep31-1TeTa V Hauiv:

• pe3VIlTaT concrseacr I-1CTpa>l<I-1Ba4KOrpaaa:

• Aa OBV AI-1CepTau,l-1jv, HI-1V u,ellI-1HI-1, HI-1TI-1V AellOBI-1Ma, HI-1CaM npajasrsaeao/na Ha APvrl-1M
<!>aKVIlTeTI-1Ma, HI-1TI-1VHI-1Bep3I-1TeTI-1Ma;

• Aa HI-1CaM nOBpeA1-10/ na avropcxa npasa, HI-1TI-1snovnorpefiao/ na I-1HTelleKryallHV CBOjl-1HV
APvrl-1x IlI-1u,a.

A03BOJbaBaM Aa ce ofijase MOjl-1 1l1-14HI-1nOAau,I-1, KOjl-1cV V Be31-1ea aYTopcTBOM 1-1Ao61-1jafbeM
aKaAeMcKor 3Bafba AOKTopa HaVKa, xao WTO cV I-1Me 1-1npe31-1Me, roAI-1Ha 1-1MeCTO pohe-sa 1-1AaryM
oA6paHe pana, 1-1TO V xaranorv 61-161l1-10TeKe,Al-1rl-1TallHOM penosaropajvrav YHI-1Bep31-1TeTa V Hl-1wV,
xao 1-1V nv61ll-1Kau,l-1jaMa YHI-1Bep31-1TeTa V Hl-1wV·

Y/lecxoeuv, 30.11.2015.
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