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Uvod

Fenolna jedinjenja predstavljaju klasu jedinjenja koja su Siroko rasprostranjena u prirodi i
imaju znacajnu primenu u mnogim oblastima [Bravo, 1998]. Po svom bioloskom znacaju (pre
svega antioksidativnoj aktivnosti) narocito se istiCu fenolna jedinjenja koja imaju dve ili tri
hidroksilne grupe na susednim (vicinalnim) ugljenikovim atomima benzenovog prstena
[Heim et al., 2002; Rice-Evans et al., 1996, 1997]. Jedna od najznacajnijih karakteristika
navedenih grupa fenolnih jedinjenja je relativna lakoca oksidacije, odnosno autooksidacije,
Sto je od neposrednog znacaja za njihovu bioloSku aktivnost [Gupta et al., 2002; Miyazaki et
al., 2004; Nicolis et al., 2008].

Poslednjih godina mnoga istraZzivanja su se bavila ispitivanjem antioksidativne aktivnosti
polihidroksilnih fenola. Rezultati pokazuju da postoji uska povezanost izmedu ove njihove
aktivnosti i struktura odgovornih za potencijalnu zastitu organizma od malignih i
kardiovaskularnih oboljenja [Nijveldt et al., 2001; Ren et al., 2003; Upadhyay et al., 2010;
Yang et al., 2001]. Veliki broj in vitro studija potvrduju pozitivan efekat polifenola i njihov
antioksidativni efekat na procese unutar celija sisara, npr. zgruSavanje Kkrvi, oksidaciju
lipoproteina male gustine (LDL), dilataciju krvnih sudova, ekspresiju gena, signalizaciju
izmedu c¢elija, modulaciju enzimskih aktivnosti, deaktivaciju kancerogenih supstanci i
detoksikaciju. Tako da na osnovu nevedenog mogu dodatno ispoljiti i antikancerogeno
dejstvo in vivo [Inoue et al., 2000; Sakagami et al., 1997; Sakaguchi et al., 1998; Serrano et
al., 1998].

Slobodni radikali predstavljaju reaktivne vrste koji u organizmu mogu nastati spontano ili
prilikom transformacije endogenih i egzogenih biomolekula i ksenobiotika. Pretpostavka je
da promene fizicko-hemijskih parametara uti¢u na proces autooksidacije, na njenu brzinu i
finalne proizvode [Guresir et al., 2005]. Antioksidativna sposobnost polifenola rezultat je
njihove sposobnosti da reaguju sa slobodnim radikalima i da ih na taj nacin neutraliSu njihovo
Stetno delovanje. Postoji nekoliko mehanizama preko kojih se ovo moze odigrati. Jedan od
njih uklucuje transfer vodonikoviog atoma sa polifenola na slobodni radikal. Drugi ukljucuje

transfer elektrona [Di Meo et al., 2013].

Polifenolna jedinjenja sa tri susedne (vicinalne) hidrokislne grupe predstavljaju jedinjenja
koja su Siroko rasprostranjena u prirodi, pre svega u voéu i povréu kao i u drugim
prehrambenim proizvodima [Kahkonen et al., 1999; Mili¢ et al., 1998; The Merck Index,
12th ed.; Saeki et al., 2000]. Njihova Siroka rasprostranjenost u ishrani omogucava

kontinuiran unos ovih supstanci u ljudski organizam [Scalbert et al., 2005].
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Pirogalol je osnovni vicinalni trihidroksilni fenol koji u organizmu, u zavisnosti od uslova
sredine, pokazuje prooksidativne ili antioksidativne efekte. U zavisnosti od ispoljenog efekta

potencira toksi¢ne ili zastitne mehanizme u organizmu [Yamada et al., 2003].

Galna kiselina je po hemijskoj stukturi sli¢na pirogalolu i na polozaju C; benzenovog prstena

poseduje karboksilnu grupu i predstavlja poznati antioksidans [Yilmaz & Toledo, 2004].

Etil-galat je antioksidans koji se nalazi u razliitim koncentracijama u mnogobrojnim
prehrambrenim proizvodima kao aditiv E313, ¢ija je uloga zasStita namirnica od oksidacionih
procesa. U novije vreme vrsena su ispitivanja bioloske aktivnosti i biomedicinske primene
etil-galata [Gotes et al., 2012; Kime et al., 2012; Mehla et al., 2011].

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivana je autooksidacija navedenih jedinjenja u zavisnosti od
strukture i spoljasnjih uslova kao Sto je pH vodenog rastvora i prisustvo M(I1) dijamagnetnih

metalnih jona.

Dvovalentni dijamagnetni joni u bioloskim sistemima imaju gradivnu ulogu ili ulaze u sastav
metaloenzima neophodnih za vazne biohemijske procese. Pored navedenog neki M(I1) joni su
znacajni zbog toksikoloSkog efekta na Zive organizme. Poznata je Cinjenica da na proces
autoksidacije orto hidroksilnih fenola mogu uticati dvovalentni dijamagnetni joni, zbog
stabilizacije orto hidroksilni radikala [Eaton, 1964; Felix & Sealy, 1982]. Iz tog razloga
predmet ove disertacije bilo je ispitivanje uticaja prisustva dvovalentnih dijamagnetnih jona

na autoksidaciju vicinalnih trihidroksilnih fenola.

U literaturi se mogu naci podatci koji se odnose na transformacije vicinalnih dihidroksilnih
(orto-dihidroksi) i trihidroksilnih fenolnih jedinjenja u razli¢itim uslovima [Barclay et al.,
1999]. Istrazivanja pokazuju da promena pH ima uticaja na autooksidaciju vicinalnih
dihidroksilnih polifenola [Roginsky & Alegria, 2005; Schisler-Van Hees et al., 1985]. U
radovima su publikovani rezultati ispitivanja uticaja jona metala na oksidaciju i
autooksidaciju vicinalnih dihidroksilnih fenolnih jedinjenja [Kalyanaraman et al., 1984,
Kamau i Jordan, 2002; Lebedev et al., 2008, 2011], dok su ispitivanja uticaja na
autooksidaciju vicinalnih trihidroksilnih fenolnih jedinjenja manje zastupljena [Nikoli¢ G.M
etal., 2010, 2011a,b]. Imajuci u vidu zastupljenost dijamagnetnih dvovalentnih jona metala u
bioloskim sistemima (Ca(ll), Mg(ll) i Zn(ll) joni se nalaze u svim Zzivim organizmima) i
njihov toksikoloski znacaj (npr. Sr(II), Ba(Il), Cd(II) i Pb(II) joni) i dokumentovanu

mogucénost njihove interakcije sa polihidroksilnim fenolnim jedinjenjima u toku njihove
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transformacije pod razli¢itim uslovima, ocigledan je znacaj detaljnog ispitivanja uticaja
dijamagnetnih dvovalentnih jona metala na autooksidaciju vicinalnih trihidoksilnih fenolnih

jedinjenja.

Na osnovu ranijih istraZivanja koja pokazuju promene u procesu autookisdacije u zavisnosti
od pH sredine i prisustva dvovalentnih metalnih jona [Abrash et al., 1989; Friedman &
Jurgens, 2000; Lebedev et al., 2007; Tulyathan et al., 1989; Park et al., 2007], ispitivana je
mogucnost promene kinetike sa povecanjem pH sredine, uz moguénost da se nagrade razliciti
proizvodi autoksidacije. Takode ispitivana je mogucnost promene kinetike procesa u
prisustvu metalnih jona, zbog stabilizacije hinonskih radikala. Veli¢ina jona, polarizabilnost,
elektronegativnost i energija hidratacije su fizicko-hemijski parametri koji mogu da odrede na

koji nacin i u kojoj meri ¢e metalini joni pokazati efekat na procese autooksidacije.

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivan je uticaj jona zemnoalkalnih metala (Ca(ll) i Mg(ll)
zbog neposrednog bioloskog znacaja, a Sr(Il) 1 Ba(Il) zbog toksikoloskog znacaja) kao i jos
nekih dijamagnetnih dvovalentnih jona metala (Zn(II) zbog neposrednog bioloskog znacaja, a
Cd(II) 1 Pb(I) zbog toksikoloSkog znacaja) na autooksidaciju nekih znacajnih vicinalnih
trihidroksilnih  fenolnih jedinjenja. Istrazivanja su obuhvatila procese autooksidacije
pirogalola  (1,2,3-trihidroksibenzen),  najjednostavnije  jedinjenje sa  vicinalnom
trihidroksilnom strukturom, galne Kkiseline (3,4,5-trihidroksibenzoeva kiselina) koja je
zastupljena u mnogim biljkama i ima znacajno bioloSko delovanje i etil-galata (etil-3,4,5-
trihidroksibenzoat) koji se u svojstvu antioksidanta koristi kao dodatak prehrambenim
proizvodima (aditiv sa komercijalnom oznakom E313).

Ispitivanja su realizovana koris¢enjem sledecih tehnika i metoda:

Ultraljubicasta i vidljiva (UV/Vis) spektrofotometrija — omogudila je pracenje toka reakcije u
ispitivanim model sistemima. Obrada spektrofotometrijskih podataka matricnom metodom po
Coleman-u omogucila je odredivanje broja apsorbujucih vrsta u toku procesa autooksidacije,
a primena MCR-ALS (Multivariate Curve Resolution — Alternating Least Squares) metode
omogucila je dobijanje spektara individualnih komponenti kao i odredivanje kinetickog

profila reakcije.

Elektron spin rezonantnom (ESR) spektroskopijom izvrSeno je odredivanje strukture

prelaznih slobodno-radikalskih vrsti koje nastaju u procesu autooksidacije.



Uvod

Tec¢na hromatografija visokih performansi (HPLC) — omogudila je razdvajanje proizvoda
reakcije autooksidacije, dok je DAD (Diode Array Detector) detektor omogucio delimi¢nu

karakterizaciju razdvojenih komponenti.

Masena spektrometrija (MS) — omogucéila je utvrdivanje strukture stabilnih proizvoda

autooksidacije.

Ovim ispitivanjima utvrdena je potencijalna struktura prelaznih (slobodno-radikalskih) vrsta
koje nastaju u toku autooksidacije kao i stabilnih proizvoda autooksidacije fenolnih jedinjenja
u prisustvu dijamagnetnih dvovalentnih jona biometala (Mg(Il), Ca(Il), Zn(Il)) i toksi¢nih
metala (Sr(I1), Ba(ll), Cd(Il), Pb(I)). Na ovaj na¢in dobijeni su podaci koji su omogucili
detaljniji uvid u mehanizme kojima se ostvaruje antioksidativna aktivnost ispitivanih
jedinjenja, Sto je od znacaja za potpunije sagledavanje njihove bioloske aktivnosti kao i dalje

humane primene.
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2.1. Oksidativni procesi i slobodni radikali

Redoks reakcije (reakcije redukcije i oksidacije) ukljuuju sve hemijske reakcije u kojima
atomi menjaju svoje oksidaciono stanje odnosno na reakcije u kojima dolazi do transfera
elektrona. Ove reakcije mogu biti jednostavne kao Sto je oksidacija ugljenika i stvaranje
ugljen-dioksida, ali i slozene kao Sto je oksidacija glukoze u ljudskom organizmu koja se
odigrava preko niza kompleksnih procesa transfera elektrona. Cesto se oksidacione reakcije
povezuju sa formiranjem oksida pomoc¢u molekulskog kiseonika, iako su te reakcije samo

specifi¢ni primeri uopstenih reakcija transfera elektrona.

Autooksidacija je svaka oksidacija koja se odigrava u prisustvu molekulskog kiseonika sa ili
bez UV zracenja i pri ¢emu dolazi do formiranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Iako svi tipovi
organskih molekula mogu da se oksiduju pomocu kiseonika, neki molekuli su posebno skloni
autooksidaciji, a medu kojima se izdvaju nezasi¢ena jedinjenja koja imaju hidroksilne grupe
na benzenovom pristenu [Burton et al., 1985]. Reakcija autooksidacije odvija se po slobodno-

radikalskom mehanizmu.

Slobodni radikali predstavljaju atome, jone i molekule koji imaju jedan ili vise nesparenih
elektrona u svojoj strukturi. Slobodni radikali mogu biti neutralni, pozitivno (katjon radikal) i
negativno naelektrisani (anjon radikal). Nespareni elektroni su uzrok njihove visoke i
neselektivne reaktivnosti i nestabilnosti. U organskim radikalima nespareni elektron moZze
biti lokalizovan na atomima razliitih elemenata, pa se po tome slobodni radikali mogu

podeliti na slobodne radikale (reaktivne slobodno-radikalske vrste) kiseonika, hlora, azota itd.

Reaktivne vrste se dele na reaktivne slobodno-radikalske i neradikalske (oksidaciona sredstva
koja lako prelaze u slobodne radikale). Najvaznije reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS — od engl.

Reactive Oxygen Species) predstavljene su u tabeli 2.1.

Tabela 2.1. Najvaznije reaktivne slobodno-radikalske i kiseoni¢ne neradikalske vrste.

Slobodnoradikalske vrste Neradikalske vrste
Superoksid anjon radikal, O," Vodonik peroksid, H,0,
Hidroksil radikal, ‘OH Hipobromasta kiselina, HOBr
Hidroperoksil radikal, HO, Hipohlorasta kiselina, HOCI
Peroksil radikal, RO, Ozon, O3

Alkoksil radikal, RO’ Singletni kiseonik, 'O,
Karbonatni radikal, CO3” Organski peroksid, ROOH
Ugljenoksidni radikal, CO,” Peroksinitrit, ONOO
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Slobodni radikali spadaju u najreaktivnije hemijske vrste. Zbog svoje visoke hemijske
reaktivnosti oni lako stupaju u rekcije, medusobno ili sa drugim molekulima. Reakcije se
odigravaju ka gradenju novih hemijskih veza od nesparenih elektrona, Sto dovodi sistem u

stanje niZe energije.

U biolodkim sistemima slobodni radikali se mogu stvarati u mnogim procesima kao $to su:
apsorpcija radijacije, fagocitoza, biotransformacija egzogenih i endogenih supstrata u
endoplazmaticnom retikulumu, enzimske reakcije koje katalizuju oksidaze, itd. Koli¢ina
slobodnih radikala u zZivim ¢elijama se znacajno povecava usled aerozagadenja, pusenja,
izlaganja suncevoj svetlosti, izlaganja stresu, hroni¢nih bolesti, infekcija 1 genetskih

predispozicija prema bolesti [Blokhina et al., 2003].

Slobodni radikali nastaju i u toku normalnih metaboli¢kih procesa. Preko 90% kiseonika iz
vazduha u organizmu sisara redukuje se do vode primanjem cetiri elektrona od transportnog

sistema elektrona u respiratornom lancu mitihondrija [Acworth, 2003].

Pri standardnoj temperaturi i pritisku kiseonik je gas prisutan sa 20,9% zapreminskog udela u
atmosferi. To je diatomni molekul formule O, sa molekulskom elektronskom konfiguracijom

25 2,2 4 * 2
O2: 106°20°30° 1wy 1 %"

Triplet 0, predstavlja najstabilniji oblik kiseonika. Tripletni kiseonik je biradikal sa dva
nesparena elektrona, koji imaju isti spinski kvantni broj i locirani su u suprotno orijentisanim

antivezivnim 7* orbitalama. Na Semi 2.1. prikazano je nastajanje ROS-a iz tripletnog

kiseonika.
- — e . H . H hv
30, € » 0, —=—> 02 = HO, =T H,0, —= -OH

tripletni superoksidni peroksidni
kiseonik anjon radikal anjon -—
O,
lE pKa=4.BiH+
[Cu?*, Fe?*]

- +
0, HOO- 10, + OH + OH- 2H,0p) ————»+OH + OH + O, + 2H
singlentni Haber-\.’qjsova Fenmn_c_)va
kiseonik reakcija reakcija

Sema 2.1. Reakcije stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.

Iz osnovnog stanja, triplet 20,(°%), kiseonik moze da prede u reaktivnije stanje, singlet
'0,(*A), dovodenjem energije. Energija omoguéava da se ukloni spinska restrikcija i samim

tim poveca oksidaciona sposobnost molekula kiseonika.
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Na slici 2.1. prikazani su dijagrami molekulskih orbitala za tripletni i singletni kiseonik,

superokid anjon i peroksidni anjon i1 prelazi medu navedenim reaktivnim kiseoni¢nim

vrstama.
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Slika 2.1. Dijagrami molekulskih orbitala za *0,, *0,, 0, i 0,%.

Superoksid anjon radikal (O,™) odnosno njegov protonovani oblik, peroksilni radikal (HO"),
nastaje redukcijom jednim elektronom molekulskog kiseonika, a moZe se dobiti i oksidacijom
vodonik peroksida. Znacajne koli¢ine stvaraju se u reakcijama katalizovanim nekim

oksidazama (npr. ksantin oksidazom) [Ohara et al., 1993].
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Superoksidni anjon radikal (O,™) se moze i oksidovati i redukovati. Pri nizim pH vrednostima
postoji kao protonovani hidroperoksil radikal (HOO"). Hidroperoksil radikal nastaje u reakciji
vodonik peroksida i hidroksil radikala (HO"):

HO' + H,0, — HOO'(H* + 0,") + H,0 (2.1)

Hidroperoksil radikal (HOO") moZe nastati i reakcijom tripletnog kiseonika i atoma vodonika
koji nastaje iz vode. Ekscitovano stanje molekula vode (H.O") se postize adsorpcijom
energije koja molekul vode hidroliti¢ki razlaZze na atom vodonika (H’) i hidroksil radikal
(HO") za 10"-10"*%s [Halliwell & Gutteridge, 2001]:

2 H,0 — H,0" + Hy,0" + €7 (2.2)
H,O0" — H" + HO' (2.3)
H'+ 0, — HOO" — H' + O," (2.4)

Hidroksil radikal ("OH) je najreaktivniji od svih ROS-a i najodgovorniji je za toksi¢ne efekte
kiseonika. Kratak poluzivot hidroksil radikala moze se povezati sa velikom brzinom reakcije
sa biomolekulima. Haber-Vajsova ili Fentonova reakcija, ako postoji moguénost odigravanja
u c¢elijama, takode mogu generisati hidroksil radikal. Dejstvo y-zracenja na molekul vode,
proces fagocitoze, troelektronska redukcija molekulskog kiseonika u respiratornom lancu

unutar mitihondrija, takode mogu generisati hidroksil radikal.

Hidroksil radikal moze nastati 1 iz vode 1 iz vodonik peroksida. Dejstvo zrac¢enja visoke

energije, y - zraci, na vodu, dovodi do sledeéih reakcija [Jacobien et al., 1996]:

2 H,0 — H,0" + Hy,0" + €7 (2.5)
H,O0" — H" + HO' (2.6)
H,0* + H,0 — H30" + HO' (2.7)

Hidroksil radikali mogu nastati i dejstvom UV zrac¢enja na vodonik peroksid u vodi, gde
dolazi do raskidanja veze kiseonik-kiseonik. Takode prisustvo prelaznih metala u vodi moze
da dovede do raskidanja veza kiseonik-kiseonik u vodonik peroksidu i do stvaranja hidroksil
radikala [Salem et al., 2000].

H,O;, + hv — 2 HO’ (2.8)

10
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Fe?* + H,0,— Fe®" + HO  + HO® (2.9)

Reakcija vodonik-peroksida i superoksidnog anjona, Haber-Vajsovova reakcija, takode stvara
hidroksilne radikale [Hu & Jiang, 1996]:

H,O, + Oz.-—> 0, + HO + HO’ (2.10)
Dismutacijom HOO" moZe nastati vodonik peroksid:
HOO'+ HOO" — H,0; + O; (2.11)

Kako nema nesparene elektrone singletni kiseonik ne moZemo da okarakteriSemo kao
slobodni radikal. Medutim singletni kiseonik sadrzi veliku koli¢inu energije 93,6 kJ/mol §to
ga svrstava u ROS. U vodenom rastvoru singletni kiseonik prelazi u triplet i predaje energiju

vodenom sistemu.

Vodonik peroksid (H20,) se ubraja u ROS iako nije slobodni radikal. Najstabilniji je, odnosno
najmanje reaktivan intermedijer redukcije kiseonika. MoZe nastati direktno dvoelektronskom
redukcijom molekulskog kiseonika, jednoelektronskom redukcijom superoksid anjon radikala

ili dejstvom superoksid dismutaze u vodenom rastvoru:
202‘- +2H" — H,0, + O, (212)

Proces stvaranja vodonik peroksida odvija se na nivou peroksizoma, mitohondrija,

mikrozoma i ¢elijske membrane.

Singletni kiseonik (*0,) je izrazito reaktivan, nastaje enzimskim putem u prisustvu

mieloperoksidaza i laktoperoksidaza.

Reaktivnost kiseoni¢nih vrsta moze se prikazati nizom gde reaktivnost reaktivnih kiseoni¢nih

vrsta opada [Karbowiak et al., 2010]:

Tripletni kiseonik < superoksidni anjon < hidroperoksidni radikal < peroksidni anjon <
hidroksil radikal

Na osnovu prikazanog niza moze se videti da je najmo¢niji oksidans ili najreaktivniji ROS
hidroksil radikal. Njegovo vreme poluZivota u vodenom rastvoru iznosi 10 i hidroksil

radikal je sposoban da brzo oksiduje vec¢inu organskih molekula [Choe & Min, 2005].

11
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2.1.1. Antioksidansi

Antioksidansi su “supstance koje prisutne u malim koncentracijama u odnosu na supstrat
(biomolekul) koji se oksiduje, znacajno usporavaju ili sprecavaju oksidaciju tog supstrata”,
po najprihvaéenjijoj definiciji koju je dao Halliwell [Halliwell, 1990]. Tokom reakcija
oksidacije mogu nastati slobodni radikali koji dalje zapoCinju lancane reakcije. Kada se
slobodnoradikalske lancane reakcije odigravaju u ¢eliji mogu da izazovu osteéenje Celije ili
njenu smrt. Antioksidansi zaustavljaju slobodno radikalske reakcije tako Sto uklanjaju
intermedijere i spreavaju dalje reakcije oksidacije. Kako se oni sami oksiduju, antioksidansi
su redukcioni agensi kao Sto su tioli, askrobinska kiselina i polifenolna jedinjenja. Mehanizmi
po kojima supstance ispoljavaju svoje antioksidativne osobine su razli¢iti i zavise kako od
supstance tako i od samog supstrata. U reakcijama sa hidroksil radikalima antioksidansi

pokazju sposobnost da:

e deluju kao “hvataci” (skevindzeri) slodobnih radikala
e deluju kao donori elektrona ili

e donori H-atoma

dok u reakcijama sa ugljeni¢nim slobodnim radikalima pokazuju sposobnost da:

e deluju kao akceptori elektrona

e deluju kao akceptori H-atoma

Paradoks metabolizma je da je vecini zivih bi¢a neophodan kiseonik koji je veoma reaktivan
molekul i koji oSteéuje organizme preko ROS-a. 1z tog razloga organizmi imaju slozene
antioksidativne sisteme, endogene antioksidanse, koji se sastoje od metabolita i enzima koji
zajedno sprecavaju oksidativno oStecenje celijskih komponenti kao Sto su DNK, proteini i
lipidi. Antioksidativni sistemi ili sprecavaju da se formiraju reaktivne vrste ili ih uklanjaju pre
nego Sto oStete vitalne ¢elijske komponente. Ponekad se u organizmu formira vise ROS-a
nego Sto antioksidativni sistemi mogu da ih uklone i tada dolazi do stanja u ¢eliji poznatog
kao oksidativni stres. Oksidativni stres je uzrok mnogih oboljenja kao Sto je kancer,
kardiovaskularna i neurodegerativna oboljenja. Da bi se spre€io nastanak oksidativnog stresa

neophodno je prisustvo egzogenih antioksidansa koji se unose kao dijetetski suplementi.

12
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Antioksidansi se prema rastvorljivosti u vodi dele na hidrofilne i hidrofobne. Hidrofilnim
antioksidansima primarno mesto delovanja je celijski citosol i krvna plazma, dok je

hidrofobnim to ¢elijska membrana gde sprecavaju lipidnu peroksidaciju.

Prema nivou 1 nacinu delovanja u ljudskom organizmu antioksidansi su klasifikovani na:
preventivne antioksidante, “skevindzer” antioksidante i “reparacione” antioksidante [Shi et
al., 2001]. Sprecavanje nastanka slobodnih radikala osnovna je karakteristika preventivnih
antioksidansa. Sposobnost da “hvataju” slobodne radikale osnovna je karakteristika
“skevindzer” antioksidansa, a “reparacioni” antioksidanti deluju posebnim mehanizmima,
obnavljajuc¢i ili uklanjajuci oSte¢ene vitalne biomolekule koji nastaju u uslovima oksidativnog
stresa. U “reparacione” antioksidante ubrajaju se fosfolipaze, proteaze, enzimi koji obnavljaju
DNK, transferaze, itd.

Antioksidansi znacajni za ljudski organizam se prema mestu nastajanja dele na endogene i
egzogene. Endogeni antioksidanti predstavljaju antioksidante koji nastaju u ljudskom
organizmu, dok se egzogeni unose putem hrane ili lekova. Polifenolna jedinjenja su jedna od
najvaznijih grupa prirodnih egzogenih antioksidanata, ¢ija je aktivnost uslovljena strukturnim

karakteristikama [Rice-Evans et al., 1996].

Neka jedinjenja doprinose antioksidativnoj odbrani tako $to imaju funkciju helatiziraju¢ih
agenasa prema jonima teSkih i prelaznih metalia. Na ovaj nacin oni spre¢avaju metalne jone

da katalizuju proizvodnju slobodnih radikala u ¢eliji.

Pored antioksidativnih osobina veliki broj antioksidanasa moze da se pokaze i prooksidantno
delovanje, povecavajuci produkciju slobodnih radikala i samim tim povecavaju¢i oksidativni
stres u Celiji. Da 1i neki molekul da ispoljava prooksidativne osobine zavisi od njegovih

strukturnih karakteristika i uslova u kojima ispoljava svoje dejstvo (pH, koncentracija).
2.1.2. Autooksidacija vicinalnih polihidroksilnih fenola

Fenolna jedinjenja predstavljaju Siroko rasprostranjenu grupu biljnih metabolita. Oni mogu
imati jednostavnu strukturu kao S$to fenolne kiseline ili mogu imati sloZzene polikondezovane
strukture nastale od jednostavnih fenola (proantocijanidoli). Do danas je u biloskim
sistemima identifikovano vise od hiljadu fenolnih jedinjenja, kako u slobodnom obliku tako i
u obliku glikozida [Leucuta et al., 2005]. Zajedni¢ka karakteristika fenolnih jedinjenja je da

sadrze aromati¢ni prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa. Po bioloskom znacaju
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izdvajaju se jedinjenja sa dve ili vise vicinalnih (susednih) hidroksilnih grupa na benzenovom

prstenu.

Vicinalni trihidroksilni fenoli predstavljaju jedinjenja koja sadrze kao osnovnu grupu molekul
pirogalola gde se atomi vodonika iz benzenovog prstena supstituiu hidroksilnim grupama.
Jedan od zastupljenijih molekula u prirodi koji se moZe okarakterisati kao vicinalni

trihidroksilni fenol je galna kiselina; ista se Cesto se nalazi u obliku estra (slika 2.2.).

COOH COOCH,CHj
HO OH HO OH HO OH

OH OH OH

(a) (b) (c)

Slika 2.2. Hemijske strukture a) pirogalola, b) galne kiseline i c) etil-galata

U tabeli 2.2 prikazani su neki karakteristi¢ni fizicko-hemijski parametri pirogalola, galne

kiseline i etil-galata.

Tabela 2.2. Karakteristi¢ni fizicko-hemijski parametri pirogalola, galne kiseline i etil-galata.

Mw pKay pKa; pKas Rastvor. logP
Pirogalol 126,11 8,94 11,3 14,7 400,0 1,06
Galna kiselina 170,12 3,94 9,04 11,17 10,0 0,72
Etil-galat 198,17 8,11 11,29 13,77 13,2 1,42

Mw — molekulska masa (g mol™)

pKa — konstante kiselosti.

Rastvor. — rastvorljivost na 25 °C (g dm™)

log P — logaritamska vrednost koeficijenta raspodele u sistemu voda/ n-oktanol.

Na slici 2.3. prikazane su strukture nekih znacajnih polifenolnih jedinjenja koja u molekulu

sadrze tri vicinalne hidroksilne grupe na benzenovom prstenu.
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Epigalokatehin-galat Galokatehin Miricetin
Slika 2.3. Hemijske strukture epigalokatehin-galata, galokatehina i miricetina

Jedinjenja prikazana na slici 2.3. imaju znacajne bioloSke aktivnosti. Epigalokatehin-galat je
polifenol koji se nalazi u zelenom c¢aju i gde je najprisutniji katehin. U crnom c¢aju nije
identifikovan jer najverovatnije tokom oksidacije prelazi u teaflavine 1 tearubine.
Epigalokatehin-galat je antioksidans sa dokazanim povoljnim dejstvom na bioloSke sisteme
(tretman HIV-a, kancera, hroni¢nog umora, neurodegenerativnih oboljena). Galokatehin,
jedinjenje Kkoje je prisutno u ¢aju ima dejstvo na kanaboidne receptore. Miricetin je prirodni
polifenol koji takode ima dejstvo na kancerogene celije |1 istraZzivanja su pokazala da
delovanje miricetina moZe da dovede do smanjenja broja Celija kancera prostate za 23%

[Knekt et al., 2002].

Fenolna jedinjenja su sposobna da reaguju sa slobodnim radikalima gde su donori
vodonikovih atoma. U reakciji dolazi do eliminacije slobodnog radikala i gradenja manje

reaktivnog fenoksi radikala:
Ar-OH + ROO- — Ar-O- + ROOH (2.13)
Ar-OH + -OH — H,0 + ArO- (2.14)

Moguénost delokalizacije nesparenog elektrona $to se moze prikazati preko viSe rezonantnih
struktura omogucéava relativnu stabilnost fenoksi radikala (Sema 2.2.). To omogucava
fenolnim jedinjenjima da ulaze u reakcije autooksidacije na kojima se i bazira njihova

antioksidativna sposobnost.

Sefbendedds

Sema 2.2. Rezonantne strukture fenoksi radikala.
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Dokazano je da su vicinalne fenolne funkcionalne grupe znacajne za kapacitet hvatanja
radikala i da takva jedninjenja lakSe ulaze u reakcije autooksidacije. Sa druge strane
metoksilacija ili glikozilacija o-hidroksi grupa i esterifikacija fenolnih kiselina smanjuju

sposobnost autooksidacije i njihovu antioksidativnu sposobnost [Burton et al., 1985].

PoboljSana sposobnost vicinalnih di- i trihidroksilnih fenola da ulaze u reakcije
autooksidacije u odnosu na druge fenole moze se objasniti preko viSe mehanizama
uzimanjem u obzir fizicko-hemijske parametare medu kojim su od posebnog znacaja: ukupna
energija m-orbitala, orbitalna elektronegativnost, parcijalno naelektrisanje, polarizabilnost,

rastvorljivost, konstante kiselosti.

Reakcija 2.15 prikazuje pocetnu fazu autooksidacije katehola, najjednostavnijeg polifenola sa

vicinalnim hidroksilnim grupama

OH o) _
O, o Lo
OH ol

Nagradeni superokid anjon radikal takode moze da oksiduje katehol. Posto je on bolji

(2.15)

oksidans u odnosu na kiseonik reakcija oksidacije je brza (reakcija 2.16). U kontekstu
navedene reakcije katehol se ponaSa kao skavendzer superoksida. U reakciji se gradi vodinik

peroksid koji dalje reaguje relativno sporo sa kateholom.

OH o}
O o — L e
OH 0"

Visoka koncentracija H* jona moZe da zaustavi reakciju autooksidacije jer se H* joni

(2.16)

ponaSaju kao skavendzeri O, i dovodi do reakcije disproporcije.
202._ +2H > O, + H,0, (217)

Semihinon koji moZe nastati u predhodno navedenim rekacijama se ponasa kao bolji elektron
donor u odnosu na katehol i reaguje sa molekulskim kiseonikom u daljem procesu

autooksidacije.

o o .
Coe — O
o (@)

(2.18)
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Nagradeni hinon moze da reaguje sa kateholom i da nagradi semihinon.

O OH o)
L O, — X
0] OH o

Slican pristup se moZe primeniti i na razmatranje autooksidacije vicinalnih trihidroksilnih

(2.19)

fenola (pirogalol, galna kiselina, etil-galat i dr.). Navedeni molekuli ulaze u proces
autooksidacije gde se kao prvi proizvod gradi odgovarajuci hinon. Reakcija je prikazana na
Semi 2.3. Nagradeni semihinonski radikal u zavisnosti od toga da li je nastao iz pirogalola,
galne kiseline ili etil-galata ulazi u dalje procese autooksidcije, koji se odigravaju po razli¢im

mehanizmima za svaki navedeni molekul uz nastajanje razli¢itih proizvoda.

R R R R R
+—OZ'" e E— &.—
HO OH HO” Y ™0 HO o) HO -0 HO (0
OH o) 0 o 0

Sema 2.3. Reakcije autooksidicije vicinalnih trihidroksilnih fenolnih jedinjena (pirogalol
R=H, galna kiselina R=COOH i etil-galat R=COOCH,CH3) do hinonskih molekula.

Kao i druge slobodnoradikalske reakcije tako i autooksidacija vicinalnih trihidroksilnih
fenolnih (PP) molekula prati opsti mehanizam koga karakteriSu faze inicijacije, propagacije i
terminacije. Reakcije su pracene gradenjem razliitih semihinonskih radikala (SQ) 1

hinonskih molekula (QQ) u zavistosti od polaznog vicinalnogtrihidroksilnog molekula.

PP + 0, — SQ™ + O, + 2H" (inicijacija) (2.20)
PP+ 0," — SQ™ + H,0, (2.21)
SQ™ + 0O, — QQ + O, (propagacija) (2.22)
SQ" + 0," + + 2H" — QQ + H,0, (2.23)
2SQ”" +2H" - PP+ QQ (2.24)
2 0" 2H" — H,0, + O, (terminacija) (2.25)
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2.2. Dijamagnetni joni metala i njithov bioloski znacaj

Metali su sveprisutni u razli¢itim bioloskim sistemima, od najjednostvanijih organizama do
coveka. Koli¢ina biometala u razli¢itim organizmima varira od tragova do nekoliko grama.
Biometali u biloSkim sistemima stupaju u interakciju sa molekulima koji mogu biti veoma
mali organski i neorganski molekuli kao i makromolekuli kao Sto su npr. proteini ili DNK.
Nacin na koji interaguju odlucuje kakva je uloga biometala u bioloskim sistemima, te ona
moze biti gradivna, funkcionalna, kataliticka itd. Pored paramagnetnih biometalnih jona kao
Sto su joni gvozda, mangana i bakra, poseban znac¢aj imaju i dijamagnetni joni kao $to su joni
kalcijuma, magnezijuma i cinka. Joni sli¢nih fizicko-hemijskih karakteristika (veli¢ina jona,
naelektrisanje, polarizabilnost, jonski potencijal) mogu da zamene navedene biometale.

Jednom uneSeni u organizam oni pokazuju toksi¢ne efekte.

Unos biometala je najces¢e preko hrane i vode, mada se mogu unositi i preko dijetetskih

suplemenata i farmaceutskih proizvoda.

Najznacajnije fizicko-hemijske karakteristike jona koji su ispitivani u ovoj disertaciji

predstavljene su u tabeli 2.3.

Tabela 2.3. Atomski broj elementa (Z), jonski radijus (Ir), elektronegativnost (En) i entalpija

hidratacije ispitivanih metalnih M(11) jona ¢iji je uticaj na autooksidaciju fenolnih jedinjenja

ispitivan.
Ir AHy°
Simbol Z (pm) En (kJ/mol)
Magneziijum Mg 12 66 1,31 -1926
Kalcijum Ca 20 99 1 -1579
Stroncijum Sr 38 112 0,95 -1446
Barijum Ba 56 134 0,89 -1309
Cink Zn 30 74 1,65 -2047
Olovo Pb 82 120 1,8 -1485
Kadmijum Cd 48 97 1,69 -1809
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2.2.1. Zemnoalkalni metali

U grupu zemnoalkalnih metala spadaju berilijum (Be), magnezijum (Mg), kalcijum (Ca),
stroncijum (Sr), barijum (Ba) i radijum (Ra). Ova grupa se nalazi u S bloku preriodnog
sistema. Po savremenoj IUPAC nomenklaturi oni se nazivaju elementi 2 grupe, a nekadasnji

naziv im je bio i elementi grupa Il A.

Ova grupa dobila je naziv po svojstvu svojih oksida da daju bazne vodene rastvore. Ovi
oksidi imaju visoku temperaturu topljenja tako da ostaju u ¢vrstom stanju ("earths") u vatri.
Zemnoalkalni metali su dobar primer kako se hemijske i fizicke osobine pravilno menjanju

unutar grupe sa porastom atomskog broja.

Svi zemnoalkalni metali u osnovnom stanju imaju dva elektrona u valentnom nivou, a
otpustanjem dva elektrona formiraju dijamagnetne jone sa stabilnom konfiguracijom

najblizeg plemenitog gasa.
Bioloski znacaj zemnoalkalnih metala se ogleda u slede¢em:

Berilijumova slaba rastvorljivost u vodi dovodi do toga da je slabo dostupan bioloSkim

sistemima. Kada dospe u organizam berilijum je veoma toksican.

Magnezijum i kalcijum su sveprisutni i esencijalni za sve Zive organizme u kojima imaju

razlicite uloge.

Stroncijum 1 barijum imaju manju dostupnost u biosferi. Ovi joni su toksi¢ni, mada neka

jedinjenja imaju primenu u medicini.

Radijum je vrlo malo zastupljen u biosferi i veoma radioaktivan, $to ga Cini toksi¢nim za zivi

svet.
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2.2.1.1. Magnezijum

Magnezijum je relativno rasprostranjen biometal i u Zemljinoj kori nalazi se na sedmom
mestu, gde doprinosi sa 7% mase. Zahvaljujuéi rastvorljivosti magnezijumovog jona, on se
nalazi na treéem mestu u morskoj vodi, iza jona natrijjuma i hlora. U biljnom svetu
magnezijum ima znacajnu ulogu jer je centralni jon hlorofila. U organizam se unosi preko
hrane. Znacajnije namirnice biljnog porekla koje sadrze magnezijum su (mg/100g
namirnice): banane 29, kupine 19, maline 22, jagode i kivi 13, ananas 17, grejp, pomorandZa
i bundeva 10, kukuruz 45, avokado 29, articoke 22, brokoli 18, masline 22, krompir 22,

spanac 48 [www.fnic.nal.usda.gov].

Magnezijum je jedanaesti element po sadrzaju u ljudskom telu; njegovi joni su esencijali za
sve zive Celije, gde imaju vazne uloge u upravljanju vaznim bioloskim fosfatnim
jedinjenjima, kao $to su ATP, DNK i RNK. Magnezijum ulazi u sastav velikog broja enzima i
omogucava njihovu funkciju. U medicini magnezijumova jedinjenja se koriste kao uobicajni
laksativi, antacidi (magnezijumovo mleko) i u velikom broju slucajeva kada je neophodna
stabilizacija abnormalne nervne pobudenosti i spazma krvnih sudova. Oko 50% ukupnog
magnezijuma skladisti se u kostima dok ostatak se nalazi uglavnom unutar celija; 50%
magnezijuma iz citosoli vezano je za ATP, dok je ostatak zajedno sa kalijumom vezan za
ribozome. Intracelularna koncentracija slobodnog magnezijuma je oko 0,5 mM. Manje od

0,5% magnezijuma se nalazu u krvnoj plazmi.

Magnezijum poseduje karakteristike koje ga Cine jedinstvenim medu bioloSki znacajnim
katjonima. Mg(Il) jon ima najmanji jonski radijus od svih, dok je njegov hidratisani oblik
najveéi. Odnos nehidratisanog 1 hidratisanog oblika je 400 puta, dok je taj odnos kod
natrijuma 25, a kod kalijuma 5.

Bitni faktori koji imaju znac¢ajnu ulogu u bioloSkom znaaju magnezijuma su njegov
koordinacioni broj i koordinaciona geometrija. Magnezijum je islju¢ivo heksa koordinisan,
dok npr. kalcijum i kalijum mogu da menjaju koordinacioni broj do 6, 7 i 8 koordinacije. Iz
ovog razloga kalcijum moZe da zauzme fleksibilniju geometriju, ako se uporedi sa katjonima
koji moraju da zauzmu oktaedarsku geometriju obaveznu za heksa koordinisanje. Takode,

duZina veze sa oksi ligandima moZe da varira i do 0,5 - 10™ m za kalcijum, dok je kod
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magnezijuma ta varijacija 0,2 - 10™® m. Magnezijum znatno sporije izmenjuje vodu iz svoje

hidratacione sfere u poredenju sa drugim katjonima.

On cesto ucestvuje u strukturi proteina, npr. u ATP vezujuéoj kinazi i kod drugih fosforil-
transferaza magnezijum se u nalazi u katalitiCkom centru, gde je povezan sa Cetri od pet
liganda iz proteina i ATP-a. Ovo ostavlja jedno ili dva koordinaciona mesta slobodna za
povezivanje sa molekulima vode. Za razliku od ostalih zemnoalkalnih i alkalnih metala,
magnezijum radije vezuje molekule vode nego velike ligande u svoju unutrasnju
koordinacionu sferu. Mnoga mesta u proteinima gde je vezan magnezijum imaju samo 3, 4,
pa Cak i manje direktnih veza sa proteinom, Sto ostavlja nekoliko slobodnih mesta za
vezivanje molekula vode. Zbog odnosa naelektrisanja i polupreénika magnezijum se ponasa
kao “tvrda” Lewisova kiselina u reakcijama, posebno gde su ukljucene fosforil transferaze i
hidroliza fosfosestara. Tipi¢no, magnezijum funkcioniSe kao Lewisova kiselina preko
aktiviranja nukleofilne veze do reaktivnije anjonske forme (npr. voda do hidroksidnog

anjona) ili preko stabilizovanja intermedijera [Crichton, 2008].

Magnezijum je kofaktor u preko 300 reakcija regulisanih enzimima. Enzime koji sadrze
magnezijum mozemo da podelimo u dve klase. Prva klasa su oni enzimi kod kojih enzim
vezuje Mg-supstrat kompleks i uobi¢ajno enzim ima slabu ili nema uopSe interakciju sa
magnezijum, posto se vezuje za supstrat. Druga klasa su enzimi kod kojih se magnezijum
vezuje direktno, menjajuci strukturu enzima 1 igra kataliti€¢ku ulogu. Od 10 enzima ukljucenih

u glikoliticki put, pet sadrzi magnezijum.

2.2.1.2. Kalcijum

Kalcijum je jedan od najzastupljenijih elementa u Zemljinoj kori. Od svih biometala kalcijum
je najzastupljeniji u ljudskom organizmu, 1,5-2% ukupne mase odrasle osobe, gde je
najzastupljeniji u kostima u formi hidroksiapatita. Kalcijum je esencijalan za Zzivi svet,
posebno u Celijskoj fiziologiji, gde kretanje jona kalcijuma u i iz citoplazme funkcioniSe kao
signal za veliki broj celijskih procesa. Danas kalcijum prepoznajemo kao interceliskog
signalnog glasnika, koji kako je Ernesto Carafoli poetski rekao "prati ¢elije tokom njihovog
Citavog Zivota, od oplodnje, do njihove konacne propasti...kao transporter propasti u trenutku
smrti ¢elija". U ljudski organizam kalcijum se unosi putem hrane. Znacajnije namirnice
biljnog porekla koje sadrze kalcijum su (mg/100g namirnice): kajsije 20, kupine 30, visnje
21, grejp 20, kivi 29, pomorandza 37, paradajz 37, articoke 53, brokoli 100, kupus 75,

masline 61, spana¢ 125 [www.fnic.nal.usda.gov].
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Kalcijum, zajedno sa natrijumom, kalijumom i magnezijumom, je jedan od metala neophodan
za 7ive sisteme u makro koli¢ini. Biominerali koji sacinjavaju zube i kosti sadrze vecinu
telesnog kalcijuma (~99%). Ipak 1% koji ostaje unutar ¢elija i tkiva ima ogroman znacaj u
1883. engleski fiziolog Sidney Ringer izvodio je eksperiment u kome je potapao srce pacova
u slani rastvor napravljen od londonske ¢esmovace (veoma tvrde zbog sadrzaja kalcijuma) i
posmatrao da je nastavljalo da kuca u dugom vremenskom periodu. Kada je ponovio
eksperiment sa destilovanom vodom, srca su prestajala da kucaju nakon ~20 minuta. On je
zatim pronasao da dodatak kalcijuma u slani rastvor napravljen od destilovane vode
omogucava produzenu sréanu kontrakciju, nedvosmisleno pokazuju¢i da kalcijum ima i

ulogu u tkivima koje nisu ni kosti ni zubi.
Fizioloske uloge kalcijuma u organizmu su sledece:

e hormonska — kalcijum kao intracelularni sekundarni glasnik.

e neuromuskularna - kontrolise ekscitabilnost, oslobadanje neurotransmitera i
inicijacija kontrakcije misica,

e enzimska — kalcijum kao koenzim faktora koagulacije krvi i

e strukturna — kalcijum ulazi u sastav kosti, hrskavica i zuba,

1. Razlika intra- i1 ekstracelularne koncnetracije kalcijuma daje ¢eliji moguénost da koristi
kalcijum kao okida¢ — naglo povecanje citosolne koncentracije kalcijuma moze se koristiti

kao signalizirajuéi proces.

Ca'. gansor PrOAN

T Cat (10

\\
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aparat
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Slika 2.4. Uloga kalcijuma u ¢eliji i ¢elijskoj signalizaciji

22



Opésti deo

Intracelularna koncentracija kalcijuma se povecava ulaskom kalcijuma iz ekstracelularnog

prostora preko membranskih kalcijumovih kanala.

2. Sinapse su funkcionalne veze izmedu neurona ili neurona i efektornih celija. Uloga

kalcijuma u oslobadanju neurotransmitera se odvija u slede¢im etapama:

3. ZgruSavanje krvi se moze aktivirati spoljasnjim i unutrasnjim sistemom koagulacije.
Spoljasnji put aktivacije zgrusavanja krvi zapocinje povredom zida krvnog suda usled ¢ega se
oslobada tkvini tromboplastin (faktor IIT) koji se vezuje sa faktorom VII aktivira ga i u

njegovom prisustvu zajedno sa jonima kalcijuma (faktor 1V) aktivira faktor X.

4. Kosti i zubi kod sisara i kosljoriba se baziraju na kalcijumfosfatu u formi hidroksiapatita
[Cas(PO4)30H]s, obi¢no udruzenog sa oko 5% karbonata. Kosti endoskeleta, dentin i enamel
zuba imaju visok sasatav minerala karbonatnog apatita. Mineralanu fazu kostiju ¢ini ~43%
zapremine i uglavnom se sastoji od kalcijuma i fosfata sa malim dodatkom karbonata.
Mineral kostiju nije hidroksiapatit, ve¢ se moze nazvati karbonizovani apatit. Unutar skeleta
sisara, mineralizacija kostiju zavisi od organizacije umrezenih kolagena. Na pocetku, voda
ispunjava prazan prostor organskog okvira kolagenskog matriksa. Kristalna nukleacija
odigrava se na pocetku na viSe nezavisnih mesta unutar kolagenskih vlakana kao i na povrsini
fibrila. Mineralizacija nastavlja dalje do zona izmedu kolagenskih molekula, zamenjujuci
molekule vode, da bi zavrsila sa bezvodnom kosti. Ova rezidualna voda moze da stabilizuje
kolagen preko gradenja inter i intra molekulskih veza sa hidrofilnim ostatcima, kao §to je
hidroksilna grupa hidroksiprolina i sl. Enamel kod zuba sisara je viSe mineralizovan nego

kosti, §to ga €ini ¢vrséim.

Poredenje kalcijuma i magnezijuma. Razlike u strukturi, termodinami¢koj stabilnosti i brzini
reakcija poti¢u od razlike u njihovom jonskom polupre¢niku (Mg 0,6 - 10" m; Ca 0,95 - 10™°
m) izmerenog u oktaedarskom kiseonik donorskom okruZenju. Mg?* jon je isklju&ivo
oktaedaski koordinisan sa duZinom veze Mg-O od oko 2,05 - 10™ m, dok ve¢i Ca®* jon,
sliéno Na* i K" moze imati iregularnu koordinacionu geometriju; uglovi veza, duzina veze i
koordinacioni broj variraju (7-10) sa duzinom veze Ca-O izmedu 2,3-2,8 - 10" m. U slu¢aju
manjeg Mg centralno polje katjona dominira koordinacionom sferom, dok kod veceg katjona
druga 1 moguce cak i treca koordinaciona sfera imaju veci uticaj na iregularnost struktura.
Ovo takode omogucava kalcijumu, za razliku od magnezijuma, da vezuje veci broj centara

odjednom. Dalje, kinetike vezivanja molekula vode se dosta razlikuju, kod kalcijuma je
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brzina razmene gotovo jednaka brzini sudara, za razliku od magnezijuma gde je brzina veoma
spora [Crichton, 2008].

2.2.1.3. Stroncijum

Stroncijum je relativno rasprostranjen element i nalazi se na petnestom mestu po prisutnosti u
Zemljinoj kori. Najée$c¢e prisutan mineral je celestit — stroncijum sulfat SrSO, i stroncijum
karbonat SrCOs. Stoncium i stroncianit su dobili ime po selu Strontian u Skotskoj, pored
koga je mineral prvi put otktiven. *°Sr izotop je prisutan u proizvodima radioaktivnog

raspada.

U ljudskom organizmu se normalno ne nalaze znacajne koli¢ine stroncijuma, a ljudsko telo
apsorbuje stroncijum kao da je kalcijum. Zbog hemijske slicnosti, stabilna jedinjenja
stroncijuma ne predstavljaju znacajnu opasnost po zdravlje — ¢ak nivo stoncijuma koji se
nalazi u prirodi mozZe imati i korisne efekte po zdravlje. Lek stroncijum ranelat, napravljen
kombinacijom stroncijuma sa ranelicnom kiselinom, poboljSava rast kostiju i povecava
gustinu kostiju. Polovina poveéanja gustine (merene X-ray densitometrom) je povezana sa
ve¢om atomskom masom stroncijuma u poredenju sa kalcijum, a druga polovina je zaista
povecana masa kostiju. Problem je u radioaktivnom 0gy koji dovodi do razli¢itih koStanih
poremecaja 1 oboljenja, ukljuujuéi i rak kostiju. Vece koli¢ine stroncijuma su toksi¢ne za
ljudski organizam. U istrazivanjima je utvrden LDsy za bele miSeve i on iznosi 147,6 mg/kg
[Syed & Hosain, 1972].

U nau¢nim istrazivanjima stroncijum se koristi u ispitivanju oslobadanja neurotransimetera u
mozgu. Kao kalcijum, stroncijum olakSava fuziju sinaptickih vezikula sa sinaptickom
membranom. Medutim, za razliku od kalcijuma, stroncijum izaziva asinhrono vezivanje
vezikula. 1z tog razloga, zamena stroncijuma kalcijumom omogucéava nau¢nicima da izmere
efekat fuzije jedne vezikule, npr. wveli¢ina postsinaptickog odgovora dobijenog

neurotransmiternim sadrZzajem jedne vezikule.
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2.2.1.4. Barijum

Barijuma ima 0,0425% u Zemljinoj kori i 13 pg dm™ u morskoj vodi. Najuobi&ajniji minerali
u prirodi su ona jedinjenja koja su najnerastvornija u vodi, a to su barit- barijum sulfat BaSO,4
I viterit- barijum karbonat BaCOj3. Barijum je ime dobio od gréke re¢i barys (Bapvc), Sto

Znaci tezak, $to je u vezi sa velikom gustinom uobicajnih barijumovih ruda.

Zbog vrlo slabe rastvorljivosti u vodi 1 zeludac¢noj kiselini, barijum sulfat se moze uzimati
oralno. On se kompletno eliminiSe iz digestivnog trakta. Na tome se bazira njegova primena u
rentgenografiji u kojoj se koristi kao kontrasni agens jer bolje apsorbuje rentgenske zrake od
mekih tkiva (slika 2.6.). Za razliku od drugih teskih metala, on se ne bioakumulira. Medutim,
inhalirana praSina koja sadrZi jedinjenja barijuma moZe da se akumulira u plu¢ima i da

izazove benigno stanje pod imenom baritoza.

Slika 2.6. Radiografski snimak kolona popunjenog barijumsulfatom.

Rastvorna jedinjenja barijuma su otrovna. Pri malim dozama, barijum deluje kao miSiéni
stimulans, dok pri ve¢im dozama deluje na nervni sistem izazivajuci sr¢ane smetnje, tremor,
slabost, anksioznost, otezano disanje i paralizu. Ovi efekti mogu biti povezani sa njegovom
sposobnoS¢u da blokira kanale jona kalijuma koji su kriticni za pravilno funkcionisanje
nervnog sistema [Nordberg et al., 2007]. U istraZivanjima je utvrden LDs za bele miSeve i on
iznosi 19,2 mg kg™ [Syed & Hosain, 1972].

25



Opésti deo
2.2.2. Cink

Cink je znatno manje prisutan od magnezijuma i kalcijuma u Zemljinoj kori i nalazi se na 24.
mestu. Najée$c¢a ruda cinka je sfalerit, mineral cink sulfid. U mnogim aspektima cink je po
hemijskim karakteristikama sli¢an magnezijumu, iz razloga zato $to su im joni sli¢ne veli¢ine
i oba elementa se u jedinjenjima nalaze u +2 oksidacionom stanju. Znacajnije namirnice
biljnog porekla koje sadrze zink su (mg kg™): kukuruz 30, pasulj 35, kupus 22, paradajz 20,
krompir 18, zelena salata 55, Sargarepa 24, repa 35, luk 25 [Kobata-Pendias & Mukherjee,
2007].

Cink je esencijalni mikro element, neophodan za biljke, Zivotinje i mikroorganizme. Cink se
nalazi u preko 100 enzima. Joni cinka imaju strukturnu ulogu u transkripcionim faktorima i
skladiste se i prenose preko matalotioneina. Posle gvozda, cink je najprisutniji prelazni metal
u u organizmu i jedini metal koji se javlja u svim klasama enzima. U proteinima, Zn(ll) joni
su Cesto koordinisani sa amino kiselinama: asparaginska Kiselina, glutaminska Kkiselina,

cistein i histidin.

U ljudskom organizmu se nalazi izmedu 2 1 4 g cinka. Najveci deo cinka se nalazi u mozgu,
misi¢ima, kostima, bubrezima i jetri. Najveca koncentracija Zn(II) jona je u prostati i u
delovima oka. U ljudskom organizmu je sveprisutan element. On interaguje sa velikim
brojem razliCitih po strukturi organskih liganda, ima ulogu u metabolizmu RNK i DNK, u

provodenju signala i ekspresiji gena. Takode, Zn(II) jon reguliSe apoptozu.

U mozgu, cink se skladisti u specificnim sinaptickim vezikulama preko glutamateri¢nog
neurona. Cink kontroliSe mozdanu razdrazljivost. On ima glavnu ulogu u sinaptickoj
plasti¢nosti i u procesu u¢enja. Sa druge strane cink moze biti i neurotoksin, Sto nagovesStava
da homeostaza cinka ima znacajnu ulogu u normalnom funkcionisanju mozga i centralnog

nervnog sistema.

Jon cinka je efikasna Luisova kiselina, Sto ga Cini korisnim katalitickim agensom u
hidroksilaciji i sliénim enzimskim reakcijama. Cinkov jon takode ima fleksibilnu
koordinacionu geometriju, koja omogucava proteinu da brzo menja konformaciju u toku
bioloskih reakcija. Dva primera su ugljena anhidraza i karboksi peptidaza, koje su od vitalnog

znacaja u procesu regulacije nivoa CO; u Krvi i u procesima varenje proteina.
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Slika 2.7. Ugljena anhidraza II ¢oveka, jon cinka je prikazan u centru.

U krvi ki¢menjaka ugljena anhidraza pretvara CO, u bikarbonat i isti enzim pretvara
bikarbonat u CO, prilikom izdisanja vazduha preko pluc¢a. Bez ovog enzima transformacija bi
se odigravala milion puta sporije i normalna pH vrednost krvi bi od 7 morala da poraste na
10. Karboksipeptidaze razgraduju peptide u procesu varenja proteina. Koordinatno
kovalentna veza se formira izmedu krajnjeg peptida i C=0, grupa se vezuje sa cinkom na taj
nacin ¢ine¢i ugljenik pozitivno naeletrisanim. Ovo pomaze da se formira hidrofobni dzep u

enzimu u blizini cinka koji povezuje nepolarne delove proteina.

Cink ima cisto gradivnu ulogu u *“cinkovim prstima”, gde uvija i klasteruje protein. “Cinkovi
prsti” formiraju delove nekih transkripcionih faktora, proteina koji prepoznaju sekvence
DNK prilikom procesa replikacije i transkripcije DNK. Svaki od devet ili deset Zn(ll) jona
omoguc¢ava da se odrzi struktura prsta preko koordinisanja sa cetri amino kiseline u
transkripcionom faktoru. Transkripcioni faktor se obmotava oko DNA heliksa i koristi svoje

“prste” da se precizno veze sa DNA sekvencom [Crichton, 2008].
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2.2.3. Olovo

U prirodi se olovo pretezno nalazi u obliku sulfida, karbonata i minerala galenita (PbS),
cerusita i anglezita. Cesto se javlja u rudama zajedno sa cinkom. Proseéne koncentracije
olova u zemljistu su izmedu 15 i 25 mg kg™. Olovo se kao zagadiva¢ moze detektovati u

svim delovima zivotne sredine i biolosSkim sistemima.

Proizvodi sagorevanja u metalurgiji i hemijskoj industriji, saobrac¢aj, industrijske otpadne
vode i1 deponije su glavni izvori zagadenja olovom. Radnici u topionicama i livnicama olova,
industriji boja, keramickoj i industriji proizvodnje i obrade stakla, u industriji baterija i
akumulatora, fabrikama oruzja i municije su najviSe izloZeni olovu. 1z atmosfere, zemljista,
voda (povrSinskih i podzemnih), olovo se unosi i zadrzava u biljkama, a dalje preko lanca
ishrane i vode za pi¢e dospeva i1 u ljudski organizam. Putevi unosa olova su vrlo razliciti.
Osim preko hrane 1 vode za pice, olovo se moze uneti i preko vazduha zagadenog produktima
sagorevanja fosilnih goriva, ambalaZe za hranu koja je u nekoj fazi izrade bila u kontaktu sa

ovim metalom [Goyer & Clasen, 1995].

Olovo je otrovna susptanca za zivotinje, ukljucujuéi i ljude. Ono oSte¢uje nervni sistem 1
izaziva mozdane poremecaje. Povecano izaganje olovu izaziva poremecaje znacajnih
biohemijskih parametara krvi kod sisara [Nikoli¢ R.S. et al., 2013]. Kao i ziva, olovo se lako
akumulira u mekim tkivima i kostima. Utvrdena vrednost za LDsg kod miSeva za tetrametil

olovo iznosi 105 mg/kg [http://www.inchem.org].

Trovanje olovom (poznato i kao plumbizam, colica Pictonum, saturnizam) je medicinsko
stanje kod ljudi i ostalih kicmenjaka izazvano povecanjem nivoa olova unutar organizma.
Olovo uti¢e na veliki broj razli¢itih procesa u telu i toksi¢no je za vecinu organa i tkiva koje
ukljuuju srce, kosti, creva, bubrege, reproduktivne organe i centralni nervni sistem.
Simptomi trovanja olovom uklju¢uju bol u trbuhu, zbunjenost, glavobolju, anemiju,

razdrazljivost i u ozbiljnim slu¢ajevima napade, komu i smrt [Nikoli¢ R.S. et al., 2011].

Simptomi akutnog trovanja olovom su bolovi u abdomenu, mu¢nina, gubitak apetita, zamor,
nedostatak koncentracije, nesanica, halucinacije, vrtoglavica, glavobolja, promene
raspolozenja, artritis. Smrt kod akutnog trovanja ljudi moze nastupiti pri unosu od 25 do 30 g
rastvorljivih soli olova. Hroni¢na izloZenost ovom teSkom metalu dovodi do mentalne
retardacije, psihoze, hiperaktivnosti, gubitak teZine i miSi¢ne slabosti i paralize. Povecano

prisustvo ovog metala pripisuje se, u nekim sluc¢ajevima, i pojavi hipertenzije, sr€ane aritmije,
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malignim promenama u digestivhom traktu, plu¢ima, bubrezima [Counis & Torriglia, 1998].
Neurotropno delovanje olova se ispoljava i na centralni nervni sistem, Sto je poznato kao
olovna encefalopatija ili olovna neuropatija. Dugotrajno izlaganje olovu dovodi i do
reverzibilnih nefrotoksi¢nih efekata kao Sto je hroni¢na bubrezna insuficijencija koja kasnije

moze dovesti i do gihta.

2.2.4. Kadmijum

Prosec¢na koncentracija kadmijuma u Zemljinoj kori je izmedu 0,1 i 0,5 ppm. Kadmijum se
javlja kao manje prisutna komponenta u veéini cinkovih ruda i samim tim se dobija njihovom
preradom. Kod visih organizama kadmijum nema nijednu korisnu ulogu. Naprotiv, kadmijum
se smatra veoma toksicnim metalom. Kod miSeva akutna doza iznosi LDsg = 890 mg kg'l

[ATSDR, 1999].

Kadmijum je jedna od Sest supstanci koja je zabranjena direktivom Evropske unije
(Restriction on Hazardous Substances - RoHS), koja zabranjuje otrovne supstance u
elektricnim uredajima. Izlaganje ljudi kadmijumu iz okoline mozZe biti posledica sagorevanja
fosilnih goriva, upotrebe fosfatnih dubriva, proizvodnje gvozda i ¢elika, proizvodnje cementa
1 putem otpadnih voda. Namirnice koje su uzgajane na zemljistu koje sadrzi povecanu

koli¢inu kadmijuma takode mogu biti izvor izlaganja kadmijuma.

Od svih nadina izlaganja kadmijumu najopasnija je inhalacija fine praSine i isparenja
kadmijuma, kao i oralno unoSenje u vodi veoma rastvornih kadmijmovih jedinjenja.
Inhalacija isparenja koja sadrze jedinjenja kadmijuma u klinic¢koj slici rezultuje groznicom,

pneumonitisom, pluénim edemom i smr¢u.

Pusenje predstavlja najveci izvor inhalacione intoksikacije kadmijumu [Nikoli¢ R.S. et al.,
2011]. Preko duvanskog dima 50% kadmijuma se apsorbuje iz pluca u sistemsku cirkulaciju
u toku aktivnog puSenja [Satarug et al., 2003]. U proseku pusa¢i imaju 4-5 puta visu
koncentraciju kadmijuma u Kkrvi i 2-3 puta visu koncenentraciju u bubrezima u odnosu na

nepusace.

Akutno 1 hroni¢no ostecenje tkiva i organa je posledica izlozenosti kadmijumu [Sarkar et al.,
1995]. Nakon unoSenja u organizam kadmijum se trasportuje preko krvi vezjujuci se za
albumin i u organizmu se akumulira u bubrezima i jetri. Visoki toksi¢ni efekat kadmijuma je
rezultat njegove interakcije sa mikro i makroelementima, kao $to su gvozde, kalcijum, bakar i

cink [Brzoska & Moniuszko-Jakoniuk, 1997]. Trovanje kadmijumom moze biti akutno i
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hroni¢no. Akutno trovanje kadmijumom nastaje inhalacijom para ili Cestica soli kadmijuma
(oksida, hlorida, sulfide, sulfata, karbonata i acetata). Simptomi akutnog izlaganja kadmijumu

su mucnina, povracanje, gubitak mirisa, ukusa 1 apetita, abdominalni bol [Wentz, 2000].

Dugotrajno izlaganje kadmijumu inhalacijom ili oralnim putem moze dovesti do hroni¢nog
trovanja. Za razliku od akutne, hroni¢na intoksikacija dovodi do razvoja nekih bolesti kao
npr. hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a, bolesti bubrega (nefrotoksic¢nost) 1 kostiju (artritis,

osteoporoze), anemije, poremecaj rasta i drugih [ATSDR, 1999].

Akutno trovanje kadmijumom kod laboratorijskih zivotinja dovodi do oStecenja jetre i testisa,
dok hroni¢no izlaganje dovodi do oSteéenja bubrega, anemije, poremecaja imuniteta i

oStecenja kostiju [Waalkes, 2000].

lako kadmijum nije redoks-aktivan metal i ne mozZe direktno ucestvovati u Fentonovoj
reakciji i u stvaranju kiseoni¢nih rektivnih vrsta, indirektnim mehanizmima dovodi do
oksidativnog stresa i do daljih oSte¢enja struktura organizma. In vivo i in vitro ispitivanja su
ukazala na indirektno dejstvo kadmijuma koje dovodi do produkcije slobodnih radikala i
oksidativnog stresa svojim inhibitornim dejstvom na antioksidativni zastitni sistem. Novijim
ispitivanjima je pokazano da je kadmijum uzroc¢nik oksidativnih oSte¢enja DNK, proteina i
lipida, Sto je wverovatno uticaj kadmijuma na enzimske i neenzimske komponente

antioksidativnog sistema odbrane organizama [Jovanovi¢ et al., 2013; Videla et al., 2003].

2.3. Uticaj dvovalentnih dijamagnetnih metalnih jona na autooksidaciju

polifenolnih jedinjenja

Dvovalentni dijamagnetni katjoni metala interaguju sa polifenolima pre svega gradeci
odgovaraju¢a kompleksna jedinjenja i menjaju¢i na taj nacin reaktivnost polifenola sa
slobodnim radikalima i u kvalitatitvnom i kvantitativnom smilsu [Eaton, 1964]. Metalni joni
koji imaju osobine Lewis-ovih kiselina uti¢u na brzinu reakcija transfera elektrona, najéesce
je ubrzavajuci, kada se metalni jon veze za radikal anjon. Aktivacija transfera elektrona igra
vitalnu ulogu u bioloskim redoks reakcijama, koje su neophodne za zivot, kao Sto je disanje.
Procesi transfera elektrona u mnogim bioloskim i hemijskim reakcijama su aktivirani preko
nekovalentnih intereakcija. U ovom slucaju nacin vezivanja metalnog jona igra vaznu ulogu u
aktivaciji transfera elektrona, jer nacin vezivanja metalnog jona ima direktni uticaj na redoks
potencijal supstrata i reorganizacionu energiju transfera elektrona, oba klju¢na parametra za

brzinu reakcije. PoSto je bioloska aktivnost metaloenizma obi¢no povezana sa
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koordinacionim okruzenjem aktivnog mesta sa metalnim jonom, nain vezivanja metalnog
jona u kompleksu ima esencijalnu ulogu u redoks funkciji metaloenzima. Sa druge strane
vezujudi se za ligand metalni jon uti¢e direktno na redoks osobine liganda ukljucujuéi i uticaj

na slobodno radiklaske reakcije u kojima slobodni ligand ucestvuje.

Pri fizioloskim uslovima, vec¢ina polifenola se lako oksiduje pomoc¢u molekulskog kiseonika.
Reakcije autooksidacije uklju¢uju semihinone (SQ), hinone (QQ) i reaktivne kiseonicne vrste
(ROS). Sposobnost specifi¢nih interakcija sa metalnim jonima, M"™, u metastabilnom redoks
stanju je vazna karakteristika polihidroksilnih fenolnih jedinjenja. Navedena interakcija se
bazira na gradenju kompleksa i karakteriSe se intramolekuskim transferom elektrona, preko
valencionog tautomerizma izmedu metalnog jona i polihidroksilne osnove. Reakcija
autooksidacije katehola, bez i u prisustvu dvovalentnog metalnog jona prikazana je na Semi
2.4.

0 0O, 0, 0 0, 0, 0
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Sema 2.4. Reakcija autooksidacije katehola, bez i u prisustvu dvovalentnog metalnog jona.

Za proucavanje strukture slobodnih radikala i njihovih interakcija sa metalnim jonima veoma
je pogodna ESR spektroskopija. Slika 2.8. prikazuje ESR spektre semihinonskog radikala
nastalog tokom autooksidacije katehola, bez i u prisustvu Ca(ll) i Zn(ll) jona. U rastvoru bez
metalnih jona autooksidacija katehola daje slab ESR signal. Prisustvo Ca(ll) i Zn(lIl) jona

dovodi do povecanja amplitude signala i do pomeranja u g- vrednosti [Felix & Sealy, 1982].

31



Opésti deo

EPR signal

325.5 326.0 326.5 327.0 9er.0
magnetno polje /mT —

Slika 2.8. ESR spektar snimljen tokom autooksidacije katehola, bez metalnog jona -M**, u

prisustvu Ca®* i Zn®* jona na sobnoj temperaturi [Lebedev et al., 2007].

Istrazivanja pokazuju da je povecanje koncentracije radikala rezultat povecanja kineticke
stabilnosti kompleksiranog radikala. Sa druge strane pokazano je da je reverzna disproporcija
semihinoskog radikala znacajnija u prisustvu kompleksiraju¢ih katjona. Studije vremenskog
pracenja su pokazale da je spinska stabilizacija izrazenija u prisustvu Zn(II) jona. Prisustvo
kalcijumovih jona (kao i prisustvo ostalih dvovalentnih jona zemnoalkalnih metala) izaziva

izraZeno kratkotrajno povecanje amplitude ESR signala [Lebedev et al., 2007].

Kalcijumovi joni imaju sposobnost da znacajno povecavaju slabo kisele osobine katehola, Sto
se manifestuje smanjenjem vrednosti pKa. Ovaj efekat doprinosi poboljSanoj deprotonizaciji
katehola na nizim pH vrednostima. Dvostruko deprotonizovan katehol sadrzi viSak

elektronske gustine §to ga ¢ini pogodnijim za autooksidaciju.

Literaturni podaci pokazuju da Zn(Il) i Ca(Il) joni imaju razli¢it efekat na proces
autooksidacije katehola [Lebedev et al., 2007]. Objasnjenje lezi u ¢injenici da se ovi joni
razlikuju po broju elektrona, konfiguraciji, stepenu polarizabilnosti, Sto dovodi to toga da se
Zn(I1) joni vezuju za ligand katehin (Cat) mnogo jace u odnosu na Ca(Il) jone, Sto dalje ¢ini
[Ca?*-Cat*] kompleks mnogo dostupnijim za oksidaciju u odnosu na [Zn?*-Cat*] kompleks.

Konstante stabilnosti kompleksa cinka sa fenolnim jedinjenjima su znatno vise u odnosu na

32



Opésti deo

odgovarajuce kalcijumove komplekse. Ovo povecanje u energiji interakcije unutar Zn(II)
kompleksa ¢ini da postoji delimi¢na blokada kiseoni¢nih liganda i smanjenja moguénost
interakcije sa molekulskim kiseonikom. Kako Zn(Il) jon inhibira potosnju kiseonika, u

njegovom prisustvu ravnotezna koncentracija SQ je povecana.

Svi dvovalentni metalni joni imaju sposobnost da povecavaju koncentraciju semihinona i
ovaj efekat se naziva spinska stabilizacija [Eaton, 1964]. Ovaj efekat je u najvecoj meri
ispitivan kod razlic¢itih jedinjenja koje imaju dve vicinalne hidroksilne grupe na benzenovom
prstenu (kateholna struktura u molekulu) kao Sto su sam katehol [Eaton, 1964], L-dopa
[Lebedev et al., 2007], katehol estrogeni [Kalyanaraman et al., 1984], flavonoidi [van Acker
et al, 1996] i drugi sliéni molekuli koji imaju bioloski ili farmakoloski znacaj
[Kalyanaraman, 1990]. Efekat spinske stabilizacije je uocen i kod nekih trihidroksilnih
fenolnih jedinjenja [Nikoli¢ G.M et al., 2011a,b] ali je u mnogo manjoj meri ispitivan.

2.4. Metode i tehnike ispitivanja procesa autooksidacije

Za ispitivanje procesa autooksidacije mogu se Koristiti razli¢ite metode i tehnike a kao
posebno pogodne su se pokazale UV/Vis spektrofotometrija i ESR spektroskopija. U ovoj
disertaciji su osim ovih tehnika koris¢ene i HPLC i masena spektrometrija. Radi dobijanja
podataka o broju razli¢itih hemijskih vrsta u ispitivanim sistemima, kinetickog profila

reakcija primenjivane su razli¢ite hemometrijske metode obrade spektralnih podataka.
2.4.1. UV/Vis spektrofotometrija

Ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija ili ultraljubicasta-vidljiva spektrofotometrija (UV-Vis
ili UV/Vis) predstavlja apsorpcionu spektroskopiju u elektromagnetnom delu spektra izmedu
200 i 800 nm. U UV/Vis delu elektromagnetnog spektra nalazi se energija koja izaziva
elektronske prelaze unutar molekula i ovom tehnikom se moZze detektovati prelaz iz osnovnog

u pobudeno stanje.

Na slici 2.9. prikazani su razliciti elektronski prelazi iz osnovnog u pobudeno stanje koji se
mogu odigrati u organskom molekulu. Samo dva prelaza sa najnizom enegrijom su moguca u

delu spektra od 200 do 800 nm (n—7* i t—7w*).

33



Opésti deo

O (protiv-
i b 4 4 vezujuéa)
* -
3 . 1 T (protiv-
L n-» o vezujuca)
*
N -7 * =
Rt ) OpC
N (ne-vezujuca)
*
T
T (vezujuca)
o (vezujuca)

Slika 2.9. Energetski dijagram elektronskih prelaza u organskim molekulima.

Po pravilu, energetski favorizovan prelaz elektrona bi¢e sa najviSe popunjene molekulske
orbitale (highest occupied molecular orbital - HOMO) na najnizu nepopunjenu molekulsku

orbitalu (lowest unoccupied molecular orbital - LUMO).

Hemijske vrste koje apsorbuju u oblasti od 200 do 800 nm daju karakteristicne UV/Vis
spektre sa jednom ili viSe apsorpcionih traka. Osnovne karakteristike svake apsorpcione trake
su apsorpcioni maksimum (Amax) sa odgovaraju¢im molarnim apsorpcionim koeficijentom (g),
Sirina i intezitet apsorpcione trake. Ovi parametri daju informacije o grupi atoma (hromofora)
koje apsorbuju foton i navedene informacije se mogu upotrebiti za karakterizaciju molekula.
Takode dobijene informacije se mogu upotrebiti za kvantitativnu karakterizaciju sistema
[Perkampus, 1992]. UV/Vis spektroskopija se rutinski koristi u analiti¢koj hemiji za
kvantitativno odredivanje razlicitih analita, kao §to su joni prelaznih metala, organski
molekuli i bioloski makromolekuli [Giinzler & Williams, 2001]. Polifenolna jedinjenja i
vec¢ina autooksidacionih proizvoda apsorbuje u UV/Vis oblasti, Sto ih ¢ini pogodnim za

ispitivanje UV/Vis ovom tehnikom [Beltran et al., 2003].

2.4.1.1. Graficka metoda za odredivanje broja Cestica u rastvoru koriS¢enjem

spektrofotometrijskih podataka

Spektrofotometrija se Cesto koristi radi utvrdivanja interakcija izmedu supstanci u rastvoru
kada je neophodno da se utvrdi broj Cestica koje apsorbuju. U tu svrhu se ¢esto Kkoriste
jednostavne ali efikasne metode graficke analize spektrofotometrijskih podataka. Podaci o
broju Cestica u sistemu imaju vaznu ulogu u kinetickim studijama ili prilikom odredivanja

konstanti formiranja kompleksnih jedinjenja. Jedan od jednostavnijih nacina obrade
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spektrofotometrijskih podataka je matricna analiza sa grafickim prikazom [Coleman et al.,

1970].

Rang matrice (R) se definiSe kao red najvece ne nulte determinante koja se moze dobiti iz
elemenata matrice. PosSto je vrednost determinante nula ako su redovi ili kolone linearno
zavinsi, rang matrice daje broj linearno nezavisnih elemenata matrice; za matricu apsorbance
ovo je broj aposorbujucih Cestica u rastvoru. Ako matrica ||Ajj|| poseduje rang R, gde je R broj
nezavisnih aposrbujucih Cestica, onda svaka determinanta |A;j| koja ima rang R+1 mora da
nestane. Kada je R = 1 onda vazi jednacina 2.26.1., ne samo za prikazane elemente ve¢ i kada
se u drugoj koloni vrednosti A3 i Azz zamene apsorbancom na istoj talasnoj duZini (A4 i
Ay4) za bilo koji drugi rastvor u seriji.

‘411 ‘412

P (2.26.1.)

Jednacina 2.24.1. se moze interpetirati kao serija tacaka sa (X, y) koordinatama (A11, Az1),
(A12, Az) ili generalno prikazano (A, Azj) gde se indeksi 1 i 2 odnose na talasne duzine
apsorbanci A, a i ij se odnose na odredeni rastvor. Uslov da je determinanta jednaka nuli
ispunjen je ako se ove tacke (x, y) nalaze na pravoj liniji koja prolazi kroz koordinatni
pocetak. Drugim recima, kada se apsorbanca na jednoj talasnoj duzini graficki prikaze u
odnosu na apsorbancu na drugoj talasnoj duzini, dobija se set linija koje polaze iz jedne tacke

kada u rastvoru postoji samo jedna apsorbujuca vrsta.

Kada je R =2, onda za svaku 3x3 detreminatu vazi jednacina 2.26.2. u kojoj je svaka kolona
podeljena sa svojim prvim elementom.
1 1 1

Ay /Ay ApfAy; ApfAp| =0 (2.26.2.)
"'4'31-"‘."4'11 ‘4‘32-"‘."4'12 AEE-"JIA:LE

Ako je ispunjen uslov dat jednac¢inom 2.26.2. onda ¢e se tri tacke sa (X, y) koordinatama
(A21/A11, AzilA11), (A2lAxz, Azl Aro) T (AzslArs, AsslAgs) nalaziti na jednoj pravoj liniji. Na
istoj liniji ¢e se naci i tacke (Agj/Aqj, Asj/Asj) koje odgovaraju apsorbancama za bilo koji
drugi rastvor iz iste serije Prema tome, graficki prikaz odnosa apsorbanci koje ukljucuju tri
razliite talasne duzine predstavlja test za identifikaciju sepektara koji poticu od dve

apsorbujuce Cestice.

Kada je R = 3 onda za svaku 4 x4 determinatu vazi jednacina 2.26.3.

35



Opésti deo

1 1 1 1
Ap1/Ayy Agp [A13 Ay [Ar3Ags [Ay,
Agy /A1y Ay /A1 Ags [AraAss [Aq,
Ay A1 Agy [A1 Agg [AraAys [Aq,

=0 (2.26.3.)

Determinanta tre¢eg reda rezultuje iz oduzimanja prve kolone sa svakom drugom i nakon
toga Sirenjem duz prvog reda (koji sada sadrzi tri nule). Deljenjem svakog reda determinante

tre¢eg reda sa poslednjim elementom dobija se:

%]
3]
s
5]
e
[4]
I
s
I
i
.
L
L
]
e
I

A.. 4 w Zia A.. 4 1 Loyl g

Asy Agy—Ay g Ay Az Ay Ap,—AyyAny A

Asg Agg —Ayg Ags W 1‘1__4 Ass Agg —Aag Azg W A__4 il=0 (2 26.4 )
AggAgy—Ag g gy Az Agg Agy—Aygdgy Az . o
Ags Ay —Auig Ay 4 A__A- Ay Ay —Aup Ay 5 A__A 1

Agg Agy—Asgdyy g Agg Agy Ay dy Az

Tacke sa koordinatama (x, y) dobijene od prvog i drugog elementa u svakom redu se nalaze
na jednoj pravoj liniji. Posto sve vrednosti x sadrze ¢lan A14/Aj2 a sve vrednosti y imaju ¢lan
Ai4/A13 pojednostavljeni elementi prikazani su determinantom u jednacini 2.26.4. Graficki
prikaz odgovarajucih vredonsti predstavlja skup linija koje se razlikuju samo po nagibu i
odgovara sistemu sa tri apsorbujuce Cestice.

(4,4, -4, .4, ) (4,4, -4,.4..)

- - 1
(Agdng —Aigdny ) (Augdpy—digdny)

(Assdgg—AigAs,)  (Ausdgs—4i45,) 1l =0 (2 26.5 )
(Aysdz, —Aygdsy ) (Agdgy—dAy 4y, ) R
(Aaiadgn —dapdgs)  (Aaadgz—dypdgs) 1

(Ay5dg,—Aygds ) (A d,—4,,4,,)

Uslov za koriS¢enje ovih testova je da se rastvori pokoravaju Lambert-Beerovim zakonu.
Postoje dva uobicajna razloga za odstupanje od ovog zakona: 1) koncentracija rastvorene
supstance prevazilazi solvatacionu sposobnost rastvaraca, 2) formiranje kompleksnih

jedinjanja sa prenosom naelektrisanja.

Posto postoji veliki broj kombinacja talasnih duzina iz seta podataka, broj kombinacija koji se
uzima u obzir je takav da se maksimizira promena u apsorbanci: (a) za jednu cesticu
vrednosti Ay u odnosu na Ajj, i#m ili n, (b) za dve Cestice vredosti Amj/Anj VS. Aij/Anj i#m, (c)
za tri Cestice (Amx/Aiy - AmyAix)I( Amx/Aiz - AmdAix) VS. (AmdAij - Amil Ai)/( AmxlAiz -
AmdAix), i#m, j#X, y, ili z.

Kada se stehiometrijska ograni¢enja odnose na sastav serije rastvora tumacenje podataka u

vezi apsorbance se odvija preko definisanih ogranic¢enja. Postoje dva tipa ogranicenja koja se
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uzimaju u obzir-jedna podrazumeva da je suma svih koncentracija apsorbujucih Cestica
konstantna, a druga da je suma koncentracija reagujucih Cestica konstantna (Jobova metoda)

[Coleman et al., 1970].

2.4.1.2. MCR-ALS

Analiza multikomponetnog dinamickog sistema radi analize eksperimentalnih podataka koji
sadrze vise promenjljivih Cesto zahteva primenu metoda koje se baziraju na razdvajanju
nezavisnih komponenti. Da bi okaraterisali visekomponentni sistem neophodno je da se
analiticki signali snime na nacin pogodan za dalju hemometrijsku analizu. Ovo se postize
tako Sto svi podaci formiraju tabelu ili matricu gde se jedan smer (“elution” ili smer procesa)
odnosi na promene komponentnosti sistema, a drugi smer se odnosi na varijaciju snimljenog
analitickog odgovora (signala) (slika 2.10.). Postojanje ova dva pravca varijacija omogucéava

da se odredi doprinos pojedina¢nih komponenti [Tauler, 1995].

Komponenta se moze okarakterisati kao entitet koji je sposoban da daje jasan i realan
analiticki odgovor — odziv. Kao najznacajniji primeri multikomponetnih sistema mogu se
izdvojiti procesi i miksture (smeSe). Termin proces se odnosi na sve Cestice koje ucestvuju u
odredenoj hemijskoj reakciji. Promene u sastavu sistema mogu se pripisati definisanim
promenama i ako je moguce i fizicko-hemijskom modelu na kome se reakcija bazira.
MeSavine mogu imati u potpunosti slucajne promene u smeru komponentnog pravca u
odnosu na zastupljenost pojedinih komponenti. Kao primer mogu se uzeti spektari snimljeni
za nezavisne multikomponentne uzorake. U nekim slucajevima setovi podataka se mogu naci

izmedu ova dva ekstrema.

Talasne duzine (varijable)

e i
t | A Aw Aj
¢ Spektar
;)

Vreme reakcije (objekti)
o

3"*. .

37



Opésti deo

Slika 2.10. Primer multivarijantnog seta podataka za spektrometrijsko pracenje kinetickog

procesa. Aij je apsorbanca snimljena za i-to vreme reakcije i za j-tu talasnu duzinu.

Prilikom analize multikomponentnih sistema glavni cilj je transformacija prikupljenih
eksperimentalnih podataka u korisne informacije o samom sistemu. Celokupna promena
merenih varijacija hemijskih podataka se transformiSe u jasan opis doprinosa svake
komponente unutar meSavine ili procesa. Bez obzira na razliCitost prirode
multikomponentnih sistema, varijacije u njihovim odgovarajuéim eksperimentalim
parametrima u vedini sluajeva se mogu predstaviti kao jednostavni Cisti linearni modeli
zavisni od sastava, pri ¢emu doprinosu jedne komponente odgvovara jedan c¢lan. lako se
ovakav model Cesto prati, zbog prirode instrumentalnih merenja informacije o doprinosu
pojedina¢nih komponenti ne mogu se odrediti na jednostavan nacin iz prikupljenih podataka.
Zajednicki cilj svih multivarijantnih rezolucionih metoda je prevazilazenje ovog problema
odredivanjem linearnog modela individualnog doprinosa svake komponente koriS¢enjem
samo eksperimentalnih podataka bez potrebe da se unapred poznaju pojedinacne
komponente. Jedini neophodan uslov je unutrasnja linearnost podataka. Bilo koja informacija
koja se tice sistema ako postoji moze se koristiti, ali nije neophodna. Mala zahtevnost u
pogledu detaljnog poznavanja sistema omogucava primenu multivarijantnih metoda za
reSavanje mnogih hemijskih problema bez potrebe da se vrSe dodatna merenja ili primenjuju

druge metode za analizu sistema [Beebe et al., 1998]

Sve rezolucione metode vr$e matematicko razlaganje jedinstvenog instrumentalnog odziva na
doprinose pojedina¢nih komponenti u sistemu. Jedinstveni odziv je organizovan u matricu D
koja sadrzi odgovaraju¢i set podataka i koja sadrZi dobijene informacije o svim
komponentama. Rezolucione metode omogucavaju da se razlaganjem inicijalnog skupa
podataka unutar matrice D, stvori dve matrice podataka C i S™ gde svaka od njih predstavlja
Cist odziv pojedinacnih n profila komponenti u mesavini ili procesu, a koji se povezuje sa
redom i kolonom direktno u polaznoj matrici D [Garrido et al., 2008; Nia et al., 2011; Tauler,

1995]. Matematicki, preko matricne notacije, opSta jednacina za sve rezolucione metode je:
D=CS'+E (2.27.1)

Kod primene ovih metoda na spektroskopska merenja eksperimentalni spektri snimeljeni u
razli¢itim vremenskim intervalima su organizovani kao kolone unutar matrice D. Kolone
unutar matrice C i redovi unutar matrice ST se povezuju sa koncentracionim profilima i

spektrima Cistih komponenti. Superskript T znaci da je matrica S transponovana. E je matrica
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ostatka, deo podataka koje model nije uspeo da objasni i najceS¢e se povezuje sa
eksperimentalnom greskom. Jednacina 2.27.1. je ekstenzija Lambert—-Beer-ovog zakona za

vise talasnih duZina, definisanog u matri¢noj formi.

Polazne informacije sistema —» Informacije Cistih komponenti
A
r ™
S 4
ST
C1

Apsorbanca

~--

'

Vreme reakcije Talasna duZina

Vreme reakcije Talasna duzina

Cisti koncentracioni profili Cisti signali

Slika 2.11. Sematski i grafi¢ki prikaz polaznog seta podataka, primena dekompozicionih

metoda i prikaz dobijenih informacija.

Jedna od atraktivnih karakteristika rezolucionih metoda je da nije neophodno predznanje,
kako hemijsko tako ni matematicko, da bi se analizirao set podataka. Medutim, preliminarne
informacije o ispitivanom sistemu mogu pozitivno da doprinesu odredivanju ucesca

pojedina¢nih komponenti.

Mnoge preliminarne procedure i metode proizilaze iz analize osnovnih komponenti (eng.
Principal Component Analysis, PCA), jedne od osnovnih i najkoriS¢enjijih hemometrijskih
metoda primenljivanih za odredivanje broja i smera relevantnih izvora varijacije u
bilinearnom setu podataka. Informacije dobijene primenom PCA na ceo skup podataka mogu
se iskoristiti u cilju daljeg definisanja pocetnih parametara. Iz tog razloga, prvi korak u vec¢ini
rezolucionih metoda je odredivanje ukupnog broja komponenti u setu podataka primenom
razdvajanja po jedinstvenim vredostima (eng. Singular VValue Decomposition, SVD) [Golub
& Van Loan, 1989]. Nedvosmislenost zavisi od distribucije i preklapanja doprinosa
komponenti unutar seta podataka. Pored SVD za polazne procene moze se Koristiti
iselektovanje Cistih varijabli [Sanchez et al., 1996; Windig & Guliment, 1991]. Takode,

primenljiva metoda je i analiza nastajucih faktora (eng. Evolving Factor Analysis, EFA)
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[Gampp et al., 1987]. Ova analiza se obavlja konstuisanjem grafika od pocetka do kraja
procesa (analiza unapred EFA, “forward” EFA) ili u suprotnom pravcu (analiza unazad EFA,
“backward” EFA). EFA metoda proracunava svojstvene vrednosti (eigenvalue) dobijene iz
PCA za submatricu koja postepeno raste, a koja je dobijena iz osnovnog seta podataka
D(mxn). PCA se izvrSava sukcesivno viSe puta u submatricama koje se stvaraju preko
povecanja veli¢ine predhodne matrice za jedan red. Povecaje veli¢ine matrice se koristi i kod

EFA analize unapred i unazad.

Ovo se vrsi tako Sto se kod analize unapred EFA prvo izvrSi PCA analiza redova 1 i 2, nakon
toga redova 1, 2 i 3 i tako do finalne PCA analize m redova celokupnog seta podataka. EFA
analiza unazad pocinje od redova m i m-1, nakon toga im se dodaje red m-2 i tako do samog
kraja kada se u obzir uzima celokupan set podataka. EFA graficki prikaz pokazuje evoluciju
svojstvenih vrednosti kako analizirana submatrica raste, evolutivni proces u matrici podataka
od pocetka do kraja (forward EFA) ili orbnuto (backward EFA). Grafi¢i prikaz se bazira na
prikazu logaritamske vrednosti (svojstvene vrednosti) u odnosu na broj reda koji je poslednji
koris¢en u PCA analizi ili bolje u odnosu na varijablu odgovornu za evolucioni proces koji se

odnosi na dat red (vreme reakcije, retenciono vreme itd.) (slika 2.12.).

Forward EFA

S

1st Backward EV 1}t Forward EV

o Cfen o PR &
2 and Forward BV |1
[ 4
= 1.4
ard rorW§ aE
oo --/ - 2nd Backward EV""
; 3.00 4 -—.-_—__I.Srd Backward E
g i ;
.}

~<— Nivo Suma

’A\s 4 B & 7/![10
Vreme (min)

Backward EFA

Slika 2.12. Konstruisanje EFA grafickog prikaza. Kontinuirane linije povezuju svojstvene

vrednosti (krugovi) dobijene u svakom koraku PCA forward EFA a prekinute linije povezuju
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“eigenvalues” (kvadrati) dobijene u PCA backward EFA. Oznaka EV se odnosi na

eigenvalues (svojstvene vrednosti).

EFA graficki prikaz pokazuje ukupni broj komponenti u setu podataka. Svojstvene vrednosti
koji se odnose na pojedine komponente su jasno vece u odnosu na vrednosti koje mozemo
pripisati Sumu. Na dnu grafika javlja se veliki broj preklapajuéih krivih koje se mogu pripisati
svojstvenim vrednostima Suma. Iznad definisanog nivoa sve vrednosti svojstvenih vrednosti
su znacajne. Ukupan broj pojedinacnih komponenti se moze odrediti iz broja svojstvenih
vrednosti dobijenih iz poslednjeg koraka PCA koji se izvodi u obe varijante EFA analize.
Broj znacajnih faktora koji sadrze informacije o spektralonoj promeni snimljenoj za vreme
procesa jednak je broju nezavisnih reakcija +1 ili broju hemijskih vrsta koje doprinose

analiziranim spektrima [Amrheinet al., 1996].

Za razliku od PCA, EFA graficki prikaz pokazuje zone (vremenske intervale) gde se pojedine
komponente pojavljuju ili nestaju. Pojava novih komponenti se detektuje u EFA analizi
unapred preko pojave novih znacajnih svojstvenih vrednosti. Obrnuta situacija je kod EFA
analize unazad koji prati proces od kraja do pocetka. U ovom slucaju pojava novih zna€ajnih

svojstvenih vrednosti ukazuje da u odgovaraju¢em redu odredena komponenta nestaje.

Kada se u toku procesa sukcesivno javljaju ili nestaju pojedine hemijske vrste najpogodniji za
analizu je uporedni graficki prikaz EFA analize unapred i unazad. Tako za sistem sa n
komponenti, profil prve komponente koja se pojavljuje je odreden povezivanjem linije prve
svojstvene vrednosti EFA analize unapred prikazan sa n-tom linijom znaéajne svojstvene
vrednosti EFA analize unazad grafickog prikaza (odnosi se na nestajanje prve komponente),
itd. Zona matrice (redovi) gde koncentracioni profil jedne komponente pokazuje vrednosti
razli¢ite od nule je vremenski interval pojave odgovaraju¢e komponente. Prikaz profila se

cesto koristi kao pocCetna tacka u iterativnim rezolucionim metodama (slika 2.13.).
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Slika 2.13. Prikaz koncentracionih profila dobijenih koris¢enjem EFA, u odgovaraju¢im

vremenskim intervalima.

Druga pogodna metoda za odredivanje ukupnog broja komponenti u sistemu je “Scree test”,
RPV(k) [Meloun et al., 2003; 2005]. Scree test se koristi za identifikaciju tac¢ne
dimenzionalnosti seta podataka i bazira se na pojavi da se rezidulane varijanse usrednjuju pre
onih varijansi koje se odnose na slucajne greske koje su ukljucene u sam set podataka. Kada
se rezidualni procenat varijance graficki prikaze u odnosu na broj k dimenzija koris¢enih u
obradi podataka, kriva RPV(k)=f(k) naglo pada i dobija konstantnu vrednost na nekoj tacki.
U odnosu na prvi kriterijum, tacka gde kriva pocinje da se ravna ili gde se javlja

diskontinuitet se uzima kao dimenzionalnost skupa podataka.

lako razdvajanje ne zahteva prethodno poznavanje hemijskog sistema koji se proucava,
dodatne informacije o komponentama, kada postoje, mogu se iskorisiti radi poboljsanja
dobijenih rezultata 1 prilagodavanja dobijenih cistih profila u skladu sa poznatim
karakteristikama. Ovo se postize uvodenjem ograni¢enja. Ogranic¢enja se mogu definisati kao
bilo koja matematicka ili hemijska karakteristika i se odnose se na sistem u celini ili neke
njegove delove. Ogranienja se mogu prevesti u matematicki jezik i navesti iterativni

optimizacioni proces da modeluje profile u skladu sa zadatim uslovima.
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Najcesc¢a ograni¢enja povezana sa hemijskim karakteristikama profila su:

Selektivnost (Selectivity). Najznacajnije ogranienje u rezolucionom procesu je
selektivnost. Selektivne zone u matrici podataka su one oblasti gde je samo jedna
Cestica prisutna, tj. to su matrice sa rangom jedan, Sto je matematicki opis ove
karakteristike sistema. Prisustvo selektivnih zona za sve Cestice u matrici podataka
eliminiSe rotacionu dvosmislenost i osigurava dobijanje pravih profila odziva
hemijskog sistema. EFA je najpogodnija tehnika za detekciju i lociranje selektivnih
zona u skupu sistema. Selektivnost za jedn hemijsku vrstu (komponentu) se moze
podesiti preko podesavanja odziva ostalih ¢inioca sistema u selektivnoj zoni za dato
jedinjenje na nulu.

Ne-negativnost (Non-negativity). Ovo ograni¢enje odreduje da vrednosti profila budu
jednake ili veée od nule 1 primenjuje se na sve koncentracione profile i neke
eksperimentalne odzive (responses), kao Sto je UV/Vis apsorbanca.

Jednoznacnost (Unimodality). Ovo ogranienje odreduje prisustvo samo jednog
maksimuma po profilu. Primenjuje se kod hromatografskih pikova, koncentracionih
profila nekih hemijskih reakcija i nekih ostrih pikova eksperimantalnog odziva kao
Sto je kod voltamograma.

Zatvorenost (Closure). Ovo ogranicenje se primenjuje kod paralelnih ili konsekutivnih
reakcija u sistemu za koje je suma koncentacija svih vrsta ukljucenih u reakcije ili
suma nekih od njih odredena da bude konstantna u svakoj fazi reakcije. Closure je

prema tome ogranicenje vezano za bilans masa.
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(a) Sel. zona 1 Sel. zona 2

(b) ()

ct

(d)

Slika 2.14. Dejstvo ograni¢enja u MCR-ALS metodi. (a) Selektivnost. Puna i isprekidana
linija pokazuju selektivne zone za jedinjenja 1 i 2. Desno je prikazana ograniCavajuca
matrica. (b) Ne-negativnost. (c) jednoznac¢nost i (d) zatvorenost: normalna i tanka linija
prikazuju profil odgovora pre i1 posle primene ogranicenja. Uz sliku (d) prikazana je

ogranicavajucu koncentraciona matrica.

MCR-ALS metoda reSava jednacinu 2.27.1. iterativno pomocu algoritma najznacajnijih
najmanjih kvadrata (Alternating Least Squares) koji proracunava koncentracionu matricu C i
matricu &istih spektara ST fitujuéi optimalno eksperimentalne podatke iz matrice podataka D.
Ova optimizacija se izvrSava za broj komponenti koji je preliminarno procenjen bilo za C bilo
za S'. Polazne procene se mogu dobiti koris¢enjem bilo EFA bilo Scree plot metoda. U ALS
optimizaciji mogu se primeniti ve¢ navedena ograni¢enja. ALS iterativni proces se moze

prikazati preko sledec¢ih jednacina:
s'=C'D (2.27.2)

C=D(S")" (2.27.3)
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gde su C*(=CTC)*CTi (SN)" (=S(S"S)™) pseudo-inverzne matrice Ci S', aelementiuS'i C
moraju biti veéi ili jednake nuli [Tauler, 1995; Navea et al., 2001]. Spektralna matrica STi
koncentraciona matrica C se mogu dobiti kontinualnom iteracijom dok se ne postigne

konvergencija.

Konvergencija je postignuta kada u dva uzastopna iterativna ciklusa relativna razlika u
standardnoj devijaciji ostataka izmedu eksperimenta i podataka dobijenih ALS proratunom

manja od predhodno definisane vredonsti (nacesée 0,1%).

Brojne vrednosti koje pokazuju kvalitet optimizacione procedure su nedostatak slaganja (eng.
Lack of fit, LOF), procenat objasnjene varijance i standardna devijacija ostataka u odnosu na
eksperimentalne podatke. LOF se definiSe kao razlika izmedu uneSenih podataka i podataka
dobijenih MCR-ALS procedurom [Fernandez et al., 2011; Jaumot et al., 2005]. Ova vrednost

se moze izraCunati preko jednacine:

E'-‘E-:.-
Lack of fit % = 100 ||E,I:—d (2.27.4)
N

gde se dj odnosi na elemente uneSenih podataka matrice D dok se ej odnosi na ostatke

dobijene iz razlike unesenih elemenata i podataka dobijenih MCR-ALS metodom.

Procenat objaSnjene varijance i standardna devijacija ostataka se mogu izraCunati preko

jednacdina:
- i -'d?'.-—zl: H :.
R? = ZHIUTILA) (2.275)
Lijdi;

T e
[ (2.27.6.)

o= o
N Mredovi Mkolone

gde su djj i &j; su ve¢ definisani, dok se Nredovi | Nkolone 00N0SE Na broj redova i kolona u matrici
D.
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2.4.2. Elektron spin rezonantna spektroskopija

Elektron spin rezonantna spektroskopija (ESR), poznata i kao elektron paramagnetna
rezonanca (EPR), je spektroskopska metoda koja se zasniva na rezonantnoj apsorpciji
elektromagnetnog zrac¢enja od strane nesparenih elektrona u homogenom magnetnom polju.
ESR spektroskopijom mogu se ispitivati samo paramagnetne supstance, odnosno supstance
koje sadrze atome, jone ili molekule sa nesparenim elektronima [Rieger, 2007].

Ms=+1/2 :) //
N it
K| L MI \K L M
1 \
Ms=-1.f2/ Y 0 :\;\V
N IS
Ho H H,
A B H

Slika 2.15. Elektronski spinski prelazi sa kuplovanjem

ESR spektar slobodnog radikala ili koordinacionog kompleksa sa jednim nesparenim
elektronom je nejjednostavniji od svih spektara. Degeneracija spinskih stanja elektrona
okarakterisanih kvantnim brojem ms = -1/2; +1/2, uklanja se primenom spoljasnjeg
magnetnog polja, a prelazi izmedu dva razli¢ita spinska nivoa mogu se posti¢i apsorpcijom
zracenja odgovarajuce frekvence (slika 2.15.). Ako bi nespareni elektroni bili nezavisni od
svog okruzenja, tj. ako bi se ponasSali kao slobodni elektroni, jedina informacija koju bi mogli
da dobijemo iz ESR spektra bila bi integralna vrednost inteziteta, proporcionalna
koncentraciji nesparenih elektrona. Medutim, nespareni elektron interaguje sa svojom

okolinom i detalji ESR spektra zavise od prirode tih interakcija.

Postoje dva osnovna tipa interakcija koji su znaajni za izgled ESR spektra slobodnih

radikala.

U zavisnosti da li ostatak molekula za koji je vezan atom na kome se nalazi nespareni

elektron ima orbitalni magnetni moment, totalni magnetni moment je razli¢it od spinskog
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magnetnog momenta (moze biti veéi ili manji u zavisnosti od toga kako se kupluju vektori
magnetnih momenata). Orbitalni i spinski uglovni moment se povezuju (kupluju) u efektivni
spin Sto se u ESR spektru manifestuje promenom poloZaja linija u odnosu na slobodan

elektron i izrazava se preko g vredonsti.

Svako jezgro koje ima spin | cepa elektronske spinske nivoe na 21+1 podnivoa. Posto se
dozvoljeni spinski prelazi deSavaju samo izmedu podnivoa koji imaju istu vrednost m,,
cepanje energetskih nivoa pod dejstvom nuklearnog spina se ogleda kao cepanje rezonantne

linije i to dovodi do pojave vecéeg broja linija u ESR spektru.

Ako se na nesparene elektrone u homogenom magnetnom polju, koji su podeljeni u dve
grupe po energijama, deluje elektromagnetnim zraenjem Ccija je oscilujua magnetna
komponenta normalna na pravac magnetnog polja i ¢ija frekvenca v zadovoljava rezonantni
uslov hv = gugB javlja se mogucnost apsorpcije zracenja pri ¢emu dolazi do reorijentacije
spina elektrona (B—a) i njegovog prelaska iz nizeg u visi enegretski nivo. Rezonantni uslov
moguce je posti¢i na dva nacina jer su u jednacini samo dve eksperimentalno promenjljive
veli¢ine, frekvencija upadnog zracenja i jacina magnetnog polja. U praktiénom radu se ESR
spektri skoro iskljuc¢ivo snimaju tako da se pri konstatnoj vrednosti v upadnog zra¢enja menja

jacina spoljas$njeg magnetnog polja.

Sam prelaz koji se detektuje prilikom snimanja ESR spektra daje normalnu apsorpcionu krivu
¢ija Sirina i oblik zavise od vise faktora. Medutim, u prakti¢nom radu se zbog instrumentalnih
razloga ESR spektri najcesce registruju u obliku prvog izvoda apsorpcionih krivih §to im daje
karakteristi¢an izgled, a ujedno doprinosi boljoj rezoluciji u odnosu na klasi¢ne apsorpcione

spektre (slika 2.16.).

apsorpcija

ja¢ina magnetnog polja

Slika 2.16. Kriva apsorpcije i njen prvi izvod za sistem sa jednim nesparenim elektronom
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Prisustvo nuklearnih hiperfinih interakcija u sistemima sa nesparenim elektronima dovodi do
pojave veceg broja linija u odgovaraju¢im ESR spektrima $to zavisi od jacine interakcija
izmedu nesparenog elektrona 1 okolinim jezgrima. Dva najceS¢a mehanizma preko kojih
elektroni interaguju sa okolnim jezgrima su Fermijeva kontaktna interakcija i dipolarna
interakcija. Tre¢i mehanizam koji se naziva spinska polarizacija je od posebnog znacaja za n

elektrone organskih radikala.

Kod izotropnih sistema (npr. slobodni radikali koji se slobodno krec¢u u rastvoru) broj linija
koje se u ESR spektru javljaju usled hiperfinog cepanja se moze jednostavno izracunati. Za
radikale koji imaju M ekvivalentnih jezgara sa spinom I, broj ESR linija bi¢e 2MI + 1. Za
radikale koji sadrze M; ekvivalentnih jezgara sa spinom I i grupu M, ekvivalentnih jezgara,

svaki sa spinom Iy, broj oc¢ekivanih linija je (2M1l; + 1) (2M2l; + 1).

ESR spektri sistema u kojima nespareni elektron stupa u interakciju sa n ekvivalentnih

protona (ili nekih drugih atoma kod kojih je I=1/2) se sastoje iz n+1 linija ¢iji je odnos

inteziteta proporcionalan koeficijentima binarnog izraza (1+x)".

U realnim sistemima elektroni nisu slobodni ve¢ su pridruzeni jednom ili ve¢em broju atoma

Sto na razli¢ite nac¢ine moze da utiCe na izgled ESR spektara.

Nespareni elektron moze da ima vecu ili manju vrednost uglovnog momenta §to ima za
posledicu promenu g faktora. To je najizraZzenije kod sistema koje sadrZe paramagnetne jone

prelaznih metala.

Kao posledica hiperfine nuklearne interakcije u ESR spektrima se javlja veci broj linija ¢iji se
broj i odnos intetiteta mogu odrediti na gore navedeni nacin. Kao jedan od karakteristi¢nih
parametara se iz takvih ESR spektara mogu odrediti konstante hiperfinog cepanja za pojedina

atomska jezgra.

Interakcija nesparenog elektrona sa okolinom uti¢e 1 na oblik ESR spektralnih linija. Oblik
linija moZe dati informacije o npr. brzini kretanja Cestica sa nesparenim elektronom. Kod
slobodnih radikala u te¢nom stanju se uobicajno javlja Lorencov oblik linija u ESR spektru, a

kod slobodnih radikala u ¢vrstom stanju tipi¢no se javlja Gausov oblik.

Interakcije Cestica koje poseduju nespareni elektron sa okolinom, u ¢vrstom stanju, imaju
anizotropni karakter i ESR spektri takvih sistema imaju karakteristi¢an izgled pri ¢emu se

mogu javiti dve razli¢ite g vrednosti (za sisteme sa aksijalnom simetrijom) ili tri razli¢ite g
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vrednosti (za sisteme koji ne poseduju aksijalnu simetriju). Ukoliko u tim sistemima postoji
nuklearna hiperfina interakcija takode se mogu javiti dve odnosno tri razli¢ite vrednosti za

konstante hiperfinog cepanja.

Iz ESR spektara se mogu odrediti g vrednosti i konstante hiperfinog cepanja $to zajedno sa
podacima o broju i intezitetu linija moze da posluzi za odredivanje strukture Cestica koje
poseduju nespareni elektron [Rieger, 2007]. Kako je proces autooksidacije polifenolnih
jedinjenja slobodno-radikalska reakcija metoda ESR je veoma pogodna za praéenje ovog
procesa i odredivanje struktura prelaznih slobodno-radikalskih vrsta [Yoshioka et al., 2003].

2.4.3. Te¢na hromatografija visokih performansi

Tecna hromatografija visokih performansi (tecna hromatografija pri visokim pritiscima) ili
HPLC (eng. High Performance Liquid Chromatography ili High Pressure Liquid
Chromatography) je hromatografska tehnika koja se primenjuje radi razdvajanja
individualnih komponenti iz sloZenih sistema u cilju njihove identifikacije, kvantifikacije ili

izdvajanja ¢istih komponenti.

Hromatografija se moze opisati kao proces transfera mase koji ukljucuje vise fenomena kao
Sto su adsorpcija, ekstrakcija itd. Kod HPLC-a se te¢na mobilna faza zajedno sa uzorkom
uvodi u kolonu napunjenu sorbentom (stacionarna faza). Komponente iz smeSe se razdvajaju
na osnovu razli¢itog stepena interakcije sa Cesticama stacionarne faze. Mobilna faza moze
biti stalnog (izokratsko eluiranje) ili promenljivog (eluiranje sa gradijentom) sastava. Njen
Sastav i temperatura imaju vaznu ulogu u procesu razdvajanja. Osim toga vrlo znacajan faktor
je 1 priroda stacionarne faze pri ¢emu vazi opste pravilo da se dobro razdvajanje polarnih
supstanci postize na polarnim stacionarnim fazama a nepolarnih na nepolarnim. Visok
pritisak koji se koristi za iniciranje protoka mobilne faze kroz kolonu takode doprinosi
efikasnosti razdvajanja. Pogodan izbor navedenih parametara omoguéava da se HPLC

tehnikom razdvoje pojedinacne komponente veoma slozenih smesa [Corradiniet al., 1998].

Za detekciju razdvojenih komponenti mogu se koristiti razliCite vrste detektora, a narocito su
pogodni oni koji mogu da izvrSe i dodatnu karakterizaciju razdvojenih komponenti. Kod
savremenih HPLC uredaja najéesce se koriste detektori koji mogu da snimaju UV/Vis spektre
(Diode Array Detector-DAD), fluorescentne spektre (FL detektori) ili masene spektre (MS

detektori) pojedina¢nih komponenti.
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Znacajan parametar koji se moze dobiti HPLC analizom je retenciono vreme za pojedine
komponente uzorka Sto se moze primeniti za kvalitativnu analizu ukoliko postoje standardi

ispitivanih supstanci [Kazakevich & Lobrutto, 2007].

Primena HPLC tehnike u kombinaciji sa DAD i FL detekcijom se pokazala kao vrlo efikasna

za analizu razli¢itih sistema i smesa polifenolnih jedinjenja [Merken & Beecher, 2000].
2.4.4. Elektron-sprej jonizaciona masena spektrometrija (ESI-MS)

ESI-MS je metoda masene spektrometrija koja je veoma pogodna i Cesto se koristi za
detekciju kod HPLCa. Osnovni princip ESI-MS je stvaranje finog aerosola ispitivanog
rastvora koga ¢ine visoko naelektrisane kapljice u jakom elektricnom polju. Ispitivani rastvor
prolazi malim protokom kroz kapilarnu cev (najées¢e 1-10, max. 200 puL min™) u jakom
elektricnom polju pod atmosferskim pritiskom. Interval potencijala izmedu kapilare i
spregnute elektrode je od 3 do 6 kV. Navedeno polje stvara akumulaciju naelektrisanja na
povrsini teCnosti koja izlazi iz kapilare, Sto dovodi do formiranja visko naelektrisanih
kapljica. Ogranic¢avanje disperzije nastalog spreja unutar granica definisanog prostora postize
se koaksijalnom injekcijom inertong gasa, naj¢e$¢e azota. Uklanjanje molekula rastvaraca
postize se daljim prolaskom formiranih kapljica kroz zonu zagrejanog inertnog gasa ili kroz
zagrejanu kapilaru. Rastvara¢ koji se nalazi u kapljicama brzo isparava, $to dalje dovodi do
samanjenja zapremine 1 povecanja naelektrisanja po jedinici zapremine. Ove naelektrisane
kapi nastavljaju dalje da gube molekule rastvaraca i kad elekti¢no polje na njihovoj povrsini
postane dovoljno jako, desorpcijom sa povrsSine nastaju slobodni (desolvatisani) joni [Lee,
2012].

Kod ESI-MS analize pozitivni joni (positive mode, ESI+) nastaju vezivanjem protona sa

supstrata na ispitivani molekul:
[B] + [SH] — [BH]" + [S] (2.28.1)

Obrnutim procesom (otpuStanem protona) nastaje negativan jon koji ima ulogu kiseline

(negative mode, ESI-):
[AH] + [S] — [A] + [SH]" (2.28.2)

Joni makromolekula mogu da sadrze viSestruko naelektrisanje, istog ili suprotnog znaka, Sto
je posledica prisustva vise jonizuju¢ih mesta. Manji organski molekuli obi¢no daju

jednostruko naelektrisane jone, mada u nekim slu¢ajevima mogu da se formiraju dvostruko ili
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trostruko naelektrisani joni, ako molekul ima mogucnosti za to. ESI-MS se moze primeniti i
kod molekula koji nemaju jonizujuéa mesta formiranjem adukta sa jonima Na*, K, NH,", CI

isl

ESI-MS se moze primenjivati i za direktno snimanje masenih spektara iz teCnog uzorka. ESI-
MS Kkoristi relativno blage uslove jonizacije, $to ostavlja prisutne molekulske i jonske vrste
mahom u nepromenjenim obliku. Struktura molekula se moze razmatrati na osnovu m/z
odnosa karakteristi¢nih pikova u MS spektru. ESI-MS ima nisku granicu detekcije (10°

moldm %) §to omogucava da se analize vrie sa malom koli¢inom uzorka.

ESI-MS analiza se moze uspesno primeniti i na analizu smeSe polifenenola iz prirodnih
proizvoda [Sanz et al., 2012] ili proizvoda oksidacije polifenolnih jedinjenja [Antolovich et
al., 2004; Choueiri et al., 2012].
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Procesi autooksidacije vicinalnih trihidroksilnih polifenola pirogalola, galne kiseline i etil-
galata u vodenim rastvorima bez prisustva metalnih jona pri razli¢itim pH vrednostima
vodenih rastvora i uticaj dvovalentnih dijamagnetnih metalnih jona (Mg(I1), Ca(ll), Sr(ll),
Ba(II), Zn(II), Cd(IT) i Pb(II)) na procese autooksidacije navedenih polifenola proucavani su
u odgovaraju¢im model sistemima. Karakterizacija procesa autooksidacije polifenolinih
jedinjenja pod razli¢itim uslovima vrSena je primenom UV/Vis, ESR, HPLC-DAD, HPLC-
FL, ESI-MS tehnikam uz primenu hemometrijskih metoda za obradu spektralnih podataka

(graficka matri¢na analiza i MCR-ALS) i kompjuterske simulacije ESR spektara (slika 3.1).
3.1. Supstance koriS¢ene za eksperimentalni rad

Sve koris¢ene supstance su bile analiticke Cistoce (p.a). Pirogalol (Fluka, Nemacka), galna
kiselina (Sigma, Nemacka) i etil-galat (Sigma, Nemacka) su kori§¢eni bez precis¢avanja jer je
njihova Cisto¢a potvrdena koris¢enjem HPLC analize. Za pripremu svih rastvora koris¢ena je
dejonizovana voda zasi¢ena vazduhom. Soli metala MgCl,, CaCl,, SrCl,x 6H,0, BaCl,,
Zn(CH3CO0),, Cd(CH3CO0), x 2H,0, Pb(CH3COO0); % 3H,0 proizvodaca Sigma, Nemacka
su koriS¢ene bez dodatnog preciS¢avanja. Za odrzavanje konstantne pH vrednosti u model
sistemima kori$¢eni su acetatni pufer (pH 5,5; 6,0; 6,5), Tris pufer (pH 7,4; 8,0) i karbonatni
pufer (pH 9,0; 9,5; 10,0; 10,5).

3.2. Modelovanje sistema za UV/Vis spektrofotometriju

Osnovni rastvori pirogalola, galne kiseline i etil-galata koncentracije 0.6 mmol dm™
priremani su pre svakog eksperimenta rastvaranjem odgovaraju¢e mase supstance u vodi.
Puferski rastvori koriS¢eni za odrzavanje konstantne pH vrednost u toku procesa
autooksidacije su bili: acetatni pufer (0,2 mol dm™, pH 5,5; 6,0; 6.5), Tris pufer (0,2 mol
dm™, pH 7,4; 8,0; 8,5) i karbonatni pufer (0,2 mol dm™, pH 9,0; 9,5; 10,0; 10,5) i pripremani
su rastvaranjem odgovarajuc¢ih supstanci u vodi. Potrebna masa supstanci je odredena
koris¢enjemo online kalkulatora: http://www.biomol.net/en/tools/buffercalculator.htm. pH
vrednost pufera je precizno podeSavana titracijom pomocu rastvora NaOH ili HCI
koncentracija 0,1, odnosno 0,01 mol dm™. Za ispitivanje uticaja dvovalentnih dijamagnetnih
metalnih jona na procese autooksidacije ispitivanih jedinjenja pripremani su rastvori
odgovarajué¢ih pufera (acetatni pufer (0,2 mol dm™, pH 5,5; 6,0; 6.5), Tris pufer (0,2 mol
dm=, pH 7,4; 8,0; 8,5) i karbonatni pufer (0,2 mol dm?, pH 9,0; 9,5; 10,0; 10,5)) koji su
sadrzali MgCl,, CaCl,, SrCl,, BaCl,, Zn(CH3COOQ),, Cd(CH3;COO),, Pb(CH3COO), u
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koncentraciji od 0,2 mol dm™. Navedena koncentracija je postignuta rastvaranjem ta&no

odmerene mase navedene soli u pripremljeni rastvor pufera. Nakon rastvaranja je po potrebi

ponovo podeSavana pH vrednost za svaki od rastvora. Autooksidacija pirogalola, galne

kiseline i etil-galata je inicirana meSanjem jednakih zapremina osnovnog rastvora fenolog

jedinjenja i odgovarajuéeg pufera sa ili bez metalog jona.

e Pirogalol

e Etil - galat

Vodeni rastvori fenolnih
jedinjenja

e Galna kiselina

Rastvor pufera
ili
rastvor pufera
sa dodatkom
M(Il) jona

Mesanje
rastvora

Uzorkovanje u definisanom vremenskom intervalu

e Matricna analiza
e MCR-ALS

simulacija

UV/Vis HPLC ESR ESI-MS
Matematicka
obrada spektara Kompjuterska

Slika 3.1. Sematski prikaz eksperimentalnog rada
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Za snimanje UV/Vis spektara je koris¢en Evolution 60 UV/Vis spektrofotometar (Thermo
Scientific, USA) sa kvarcnom ¢elijom (kivetom) debljine 1,0 cm. Prvi spektar za sve
ispitivane sisteme sniman je odmah nakon meSanja vodenog rastvora ispitivanog jedinjenja i
pufera (t=0). Vremenski intervali izmedu snimanja UV/Vis spektara u toku procesa
autooksidacije su iznosli: pirogalol bez metalnih jona na pH vrednosti 7,4 - 5 minuta,
pirogalol bez metalnih jona na pH vrednosti 8,0 — 1 minut, pirogalol u prisustvu metalnih
jona (Mg(1l), Ca(ll), Sr (1), Ba(ll) i) na pH vrednosti 7,4 - 1 minut, u prisustvu Zn(ll) jona na
pH vrednosti 5,5 i 6,5 — 5 minuta, a u prisustvu Cd(lIl) i Pb(Il) na pH vrednosti 5.5 - 5 h,
galna kiselina bez metalnih jona na svim vrednostima pH - 1 minut, galna kiselina u prisustvu
metalnih jona (Mg(ll), Ca(ll), Sr (1), Ba(ll)) na pH vrednosti 7,4 - 5 minuta, a u prisustvu
Zn(1l), Cd(I1) i Pb(I) na pH vrednosti 55 - 5 h, etil-galat bez metalnih jona na svim
vrednostima pH - 1 minut, etil-galat u prisustvu metalnih jona na pH vrednosti 7,4 - 1 minut
(Mg(I1), Ca(lt), Sr (1), Ba(ll)), a u prisustvu Zn(l1), Cd(ll) i Pb(I1) na pH vrednosti 5,5 - 5 h.

3.3. Hemometrijska 1 statisticka obrada podataka dobijenih UV/Vis

spektrofotometrijom

Sve podaci dobijeni UV/Vis spektrofotometrijskim merenjima naknadno su obradivani
primenom dve hemometrijske metode. Graficka matricna analiza UV/Vis spektara za
pojedine ispitivane sisteme vrSena je koris¢enjem Excel tabele u kojoj su primenjene
jednacine navedene u poglavlju 2.4.1.1. Svi ostali kompjuterski proracuni i hemometrijska
obrada podataka dobijenih UV/Vis spektralnom analizom vrSeni su koris¢enjem MATLAB
programa (Mathwork Inc., version 7.12) uz primenu MCR-ALS metode. Kod primene MCR-
ALS metode za hemometrijsku obradu podataka korisc¢en je user-friendly korisnicki interfejs
[Jaumot et al., 2005] (slike 3.2. i 3.3). Vrednost za LOF (jednacina 2.27.4.) je podeSena na

manje od 1%.

Svi statisti¢ki proracuni vezani za scree plot su uradeni koriS¢enjem programa Statistica 8.0

(StatSoft, Tulsa, Oklahoma, USA).
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Slika 3.2. Prikaz prozora korisni¢kog interfejsa: za izbor polaznih faktora za MCR analizu

(levo), preliminarni rezu
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Slika 3.3. Prikaz prozora korisnickog interfejsa za izbor ALS ogranicenja.
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3.4. Modelovanje sistema za ESR spektroskopiju

Priprema rastvora za snimanje ESR spektara bila je identi¢na kao i kod pripreme rastvora za

UV/Vis spektrofotometrijsku karakterizaciju ispitivanih sistema (Poglavlje 3.2.).

ESR spektri snimani su na X-band Bruker ESR-300E spektrometru (Bruker, Germany)
koris¢enjem tankoslojne kvarcne ¢éelije ER-160FC. Parametri za snimanje spektara su bili
sledec¢i: mikrotalasna frekvencija 9,64 GHz, mikrotalasna snaga 2,0 mW, centar polja 344,0
mT (3440 G), Sirina polja 2,0 mT (20 G), modulaciona frekvencija 100 kHz, modulaciona
amplituda 0,01 mT (0,1 G), vremenska konstanta 10,24 ms, vreme konverzije 327,68 ms.
ESR spektralni parametri detektovanih slobodnoradikalskih vrsta dobijeni su kompjuterskom
simulacijon ESR spektara kori¢enjem SimFonia programa (verzija 1.25, Bruker, Germany) i
EPR-WinSIM:NIEHS programa (verzija 0.98, Public EPR Software Tool, USA).

3.5. Modelovanje sistema za HPLC-DAD i HPLC-FL analizu

Priprema rasvora za HPLC-DAD i HPLC-FL analizu bila je identi¢na kao i priprema rastvora

za UV/Vis spektrofotometrijsku karakterizaciju ispitivanih sistema (Poglavlje 3.2.).

Za HPLC analizu koriS¢en je Agilent Technologies 1200 series sistem sa autosemplerom i
DAD i FL detektorima. Za razdvajanje komponenti koris¢ena je C-18 kolona, Zorbax SB-18
(4,6x150 mm, veli¢ina Cestica 3,5 um). Eluiranje je vrSeno izokratski mobilnom fazom
metanol/voda/ortofosforna kiselina u odnosu 20 : 79,9 : 0.1. Protok mobilne faze iznosio je

1,0 mL min™. Temperatura kolone iznosila je 30 °C, a zapremina injektovanog uzorka 5 pL.

Pri koris¢enju DAD detektora detekcija razdvojenih komponenti vrSena je na talasnoj duzini
od 350 nm. Pri kori$¢enju fluorescentnog detektora talasna duzina ekscitacije iznosila je 250,

a emisije 450 nm.
3.6. Modelovanje sistema za ESI-MS analizu

ESI-MS analiza kori$¢ena je samo za ispitivanje uticaja pH vrednosti vodenog rastvora na
procese autooksidacije. Priprema rastvora ispitivanih jedinjenja za ESI-MS analizu bila je
analogna pripremi rastvora za UV/Vis spektrofotometrijsku analizu (Poglavlje 3.2.). Za
puferovanje rastvora kori¢en je amonijum acetat koncentracije 0,2 mol/dm®, a precizno
podeSavanje pH vrednosti na 7,0 i 8,5 vrSeno je titracijom pomocu rastvora siréetne kiseline

ili amonijaka.
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Za ESI-MS analizu koris¢en je Shimadzu Liquid Chromatograph Mass Spectrometer LCMS
8030 sa kvadropolnim detektorom. Primenjivana je tehnika direktnog injektovanja (DIMS)
tako Sto je uzorak injektovan u LC-MS mobilnu fazu (50% vodeni rastvor metanola) sa
protokom od 200 ul min™ direktno u ESI izvor. ESI-MS spektri su snimani u opsegu m/z
vrednosti od 100 do 500 i analizirani su spektri dobijeni u negativnom modu. Pre analize
svakog pojedinacnog uzorka sistem je tri puta ispiran ¢istom mobilnom fazom da bi se
osiguralo da nema prenosa predhodnog uzorka u slede¢i. Pri snimanju ESI-MS spektara su
kori¢eni su sledeé¢i parametri: temperatura grejnog bloka — 500 °C, protok azota za susenje —
15 | min™, protok azota za raspriivanje 3 I/min, napon na kapilari — 4,5 kV, temperatura

desolvatacije — 230°C.
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Rezultati i diskusija

4.1. Pirogalol
4.1.1. Autooksidacija pirogalola u slabo baznim vodenim rastvorima

4.1.1.1. UV/Vis spektralna analiza

Na slici 4.1. prikazani su UV/Vis spektri snimljeni u toku autooksidacije pirogalola (PG) na
pH 7,4 (rastvor A) i na pH 8,0 (rastvor B). Razli¢iti spektralni profili koji se mogu uociti u
ova dva slucaja potvrduju da mehanizam autooksidacije pirogalola zavisi od pH sredine.
Takode, proces na pH 8,0 je kompleksniji u odnosu na proces na pH 7,4 sa mogucim

formiranjem viSe autooksidacionih proizvoda.
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Slika 4.1. UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije pirogalola u slabo baznim
vodenim rastvorima: a) C(PG) = 300 pmol dm™, vremenski interval snimanja na 5 minuta,

pH 7,4; b) C(PG) =300 umol dm™, vremenski interval snimanja na 1 minut, pH 8,0.

Vizuelno poredenje dobijenih spektara pokazuje pojavu apsorpcionog maksimuma na oko
320 nm kod oba procesa. Spektri sa slike 4.1. za rastvor a) pokazuju pojavu vise maksimuma.
Tri se javljaju u UV delu spektra oko 235, 285 i 320 nm, a jedan u oblasti oko 440 nm. Za
vreme trajanja procesa apsorbancija se konstantno povecava u svim delovima spektra. Nakon
120 minuta nije bilo znacajnih promena izmedu uzastopno snimanih UV/Vis spektara u
razmaku od 5 minuta. Proces na pH 8,0 u pocetnoj fazi ima sli¢ne karakteristike kao proces
na pH 7,4 ukazujuéi na isti mehanizam reakcije jer snimljeni spektri imaju sli¢an izgled kao
spektri snimljeni u toku autookisdacije na pH 7,4. Nakon 20 minuta dolazi do znacajnih

promena u spektralnim karakteristikama ispitivanog sistema Sto ukazuje na promenu

60



Rezultati i diskusija

mehanizma autooksidacije. Apsorpcioni maksimum na oko 320 nm pocinje da opada, dok
maksimumi na oko 235 i 285 nastavljaju da rastu, a uz to se pojavljuje novi pregib na oko
360 nm. Apsorpcioni maksimum u vidljivom delu spektra nastavlja da raste. Nakon 40
minuta apsorpcioni maksimum na oko 285 nm pocinje da opada uz dalje opadanje
maksimuma na oko 320 nm koji u daljem toku reakcije potpuno nestaje. Pregib na oko 360
nm pri kraju reakcije postaje jasno definisani maksimum. Apsorpcioni maksimum u
vidljivom delu spektra konstanto raste u celokupnom vremenskom intervalu snimanja
spektara. Uocava se 1 pojava izobesti¢ke tacke na 270 nm, a nakon 70 minuta trajanja reakcije

spektralne promene izmedu uzastopno snimljenih spektara postaju zanemarljive.

Slika 4.2. prikazuje graficku analizu spektara sa slike 4.1. za proces autooksidacije na pH 7,4
uz primenu testa za dve apsorbujuce Cestice. Dobijeni rezultati pokazuju dobru linearnost sa
zadovoljavaju¢éim korelacionim koeficijentima, §to pokazuje da su za sve vreme

autooksidacije pirogalola na pH 7,4 prisutne dve apsorbujuce Cestice.
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Slika 4.2. Grafi¢ka analiza preko matri¢ne metode spektara sa slike 4.1. Primenjen je test za
dve apsorbujuce Cestice, 1’ = 240 nm i j° = prvi spektar (¢ = 280 nm, m = 320 nm, A = 360

nm, x =400 nm, * = 440 nm).

Na slici 4.3. su prikazani spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije pirogalola na pH 8,0

do 12 minuta.
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Slika 4.3. UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije pirogalola na pH 8,0 do 12

minuta (prvi snimak je sam pocetak reakcije, a poslednji na 12 minuta od pocetka reakcije,

spektri su snimani u intervalu od 2 minuta).
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Slika 4.4. Graficka analiza prikazanih spektara na slici 4.3. preko matricne metode.
Primenjen je test za dve apsorbujuce Cestice, i’ =240 nm i j° = prvi spektar (¢ = 280 nm, m =

320 nm, A =360 nm, x =400 nm, * =440 nm).

Rezultati graficke analize pokazuju da su do 12 minuta i u ovom sistemu prisutne dve

apsorbujuce Cestice kao 1 kod procesa na pH 7,4.
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Vizuelno poredenje spektara prikazanih na slici 4.5. pokazuje da nakon 14 minuta reakcija
autooksidacije pocinje da se ponasa po drugacijem mehanizmu. Graficka analiza pokazuje da

u sistemu ima viSe od dve Cestice, jer test za dve Cestice ne daje zadovoljavajuéi rezultat

(slika 4.6.).
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Slika 4.5. UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije pirogalola na pH 8,0 do 28

minuta (prvi snimak je na 14 minuta, poslednji na 26 minuta od pocetka reakcije, spektri su

snimani u intervalu od 2 minuta).
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Slika 4.6. Graficka analiza prikazanih spektara na slici 4.5. preko matricne metode.
Primenjen je test za dve apsorbujuce Cestice, i’ = 240 nm i j” = prvi spektar (¢ = 280 nm, m =

320 nm, A =360 nm, x =400 nm, * =440 nm).
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UV/Vis spektri snimljeni nakon 30 minuta odvijanja reakcije i njihova analiza matricnom
metodom pokazuje da se u ovom sistemu ponovo uspostavlja ravnoteza izmedu dve

apsorbujuce Cestice (Slike 4.7.14.8.).
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Slika 4.7. UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije pirogalola na pH 8,0 do 44
minuta (prvi snimak je na 30 minuta, poslednji na 42 minuta od pocetka reakcije, spektri su

snimani u intervalu od 2 minuta).
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Slika 4.8. Graficka analiza prikazanih spektara na slici 4.7. preko matricne metode.
Primenjen je test za dve apsorbujuce Cestice, i’ =240 nm 1 )’ = prvi scan (¢ = 280 nm, m =

320 nm, A =360 nm, x =400 nm, * =440 nm).
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Detaljna analiza UV/Vis spektralnih podataka izvrSena je primenom MCR-ALS metode. Prvi
korak bilo je konstruisanje matrica D po principima definisanim u poglavlju 2.4.1.2. Slede¢i
korak je bilo odredivanje jedinstvenih vrednosti (singular values) primenom SVD. Tabela
4.1. prikazuje jedinstvene vrednosti dobijene primenom SVD za procese autooksidacije
pirogalola na obe pH vrednosti. Podaci za jedinstvene vrednosti za proces na pH 7,4 pokazuju
da proces na ovoj pH vrednosti prati jednostavan mehanizam sa dve apsorbujuce Cestice. 1z
toga sledi da su u matrici Da znacajne dve svojstvene vrednosti (eigenvalue). Takode, podaci
iz tabele 4.1. pokazuju da za Dg matricu koja odgovara procesu na pH vrednosti od 8,0
znacajne tri svojstvene vrednosti. Ovo se moZe objasniti moguéim intermedijerom koji se

javlja pri autooksidaciji na pH 8,0.

Tabela 4.1. Rang analiza matrica Da 1 Dg (prikazano je prvih pet jedinstvenih vredosti).

Faktori pH 7,4 pH 8,0
1 36,088 96,270
2 5,420 18,634
3 0,121 10,615
4 0,034 0,368
5 0,029 0,124

Za procenu ranga matrice apsorbanci primenjen je scree plot u faktorskoj analizi (FA). Rang
matrice apsorbancija je jednak broju UV/Vis apsorbujucih ¢estica u smeSi za vreme reakcije.

Slika 4.9. prikazuje scree plot FA za proces autooksidacije pirogalola na obe pH vrednosti.
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Slika 4.9. Scree plot u faktorskoj analizi (FA) za proces autooksidacije pirogalola (rastvor A -
pH 7,4; rastvor B - pH 8,0).
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Rezultati prikazani na slici 4.9. pokazuju da je za proces autooksidacije pirogalola na pH 7,4
rang apsorpcione matrice dva, a za proces na pH 8,0 vrednost je tri. U skladu sa dobijenim

rezultatima broj svojstvenih vrednosti je dva za proces na pH 7,4 i tri za proces na pH 8,0.

Slika 4.10. predstavlja EFA graficki prikaz za proces autooksidacije pirogalola na obe pH
vrednosti. Analiza unapred procesa objasnjava promene u spektrima pomocu znacajnih
faktora. Broj znacajnih faktora sadrzi informacije o evoluciji spektara za vreme procesa
autooksidacije i taj broj je jednak broju nezavisnih reakcija +1 ili broju apsorbujuéih cestica
koje doprinose analiziranim spektrima. Analiza unapred i unazad procesa na pH 7,4 pokazuje
da je na pocetku 1 kraju procesa prisutna jedna apsorbujuca Cestica, a za ostalo vreme dve

apsorbujuce Cestice.

EVOLVING FACTOR ANALYSIS

log(eigenyalues)
L]

4
0
Row number
EVOLVING FACTOR AMNALYSIS
4 T 1] T
2 L .
o
£
= 0f 1
z
=
® 21 1
{=)]
=)
4+ i
_E 1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Row number

Slika 4.10. EFA graficki prikaz matrica spektralnih podaka (Da iznad, Dg ispod). Pravci

analize unapred (crne linije) i unazad (crvene linije) analize.

Analiza unapred podataka procesa autooksidacije na pH 7,4 pokazuje da se promene
spektralnih podataka na samom pocetku procesa autooksidacije mogu objasniti preko dva
faktora. Prisustvo dva faktora od samog pocetka reakcije moze se povezati sa prisustvom dva
jedinjenja u reakciji u kojoj dolazi do autooksidacije pirogalola, a to su pirogalol i prvi

proizvod njegove autooksidacije. Nakon 35-40 minuta reakcije novi faktor postaje relevantan,
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ukazujuéi da se pojavila jos jedna Cestica koja apsorbuje u UV/Vis oblasti. Nakon 45 minuta
broj znacajnih faktora ima istu vrednost kao i na pocetku reakcije. Iste informacije se dobijaju

1 pomocu analize unazad matrice Dg.

Vrednosti dobijene iz scree grafickog prikaza svojstvenih vrednosti u FA analizi i EFA
graficki prikaz su identi¢ni (log of eigenvalues koriséen u ALS) i iznose dva i tri za matrice
Da i Dg. Dodatne informacije o jedinjenjima koja su uklju¢ena u proces autooksidacije se

mogu dobiti primenom MCR-ALS analize matrica Da i Dg.

Eksperimentalni podaci su obradeni koris¢enjem soft MCR-ALS metode primenom uslova
ne-negativnosti (za koncentraciju i apsorbancu) i jednoznacénosti (za koncentracijone profile).
Primena MCR-ALS metode je izdvojila dve Cestice za rastvor A i tri za rastvor B. Vrednost
LOF% za oba procesa je bila niza od 1%. Kvalitet razdvajanja se moZe proceniti koris¢enjem
standardne devijacije ostataka u odnosu na eksperimentalne podatke (0,0135 za rastvor A,
0,0042 za rastvor B), greSke fitovanja (0,681% za rastvor A; 0,019% za rastvor B) i

objasnjene varijanse (99,934% za rastvor A; 99,998% za rastvor B).

Slika 4.11. prikazuje izracunate koncentracione profile (C) i odgovarajuce izdvojene spektre

pojedinagnih komponenti (S") za dva procesa autooksidacije na razli¢itim pH vrednostima.
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Slika 4.11. MCR-ALS metodom dobijeni kineticki profili (C) i odgovarajuci spektri
pojedinagnih komponenti (S'): A (C(PG) = 300 umol dm™, pH 7,4) i rastvor B (C(PG) =
300 umol dm, pH 8,0).

U rastvoru A je detektovan samo jedan autooksidacioni proizvod. Spektar za supstancu b) iz
rastvora A sa slike 4.11. je veoma sli¢an spektrima purpurogalina koji su prikazani u literaturi
[Miyazaki et al., 2004; Tauber, 1953]. Purpurogalin ima dva apsorpciona maksimuma u UV
oblasi, na oko 270 i 320 nm, i apsorpcioni maksimum u vidljivom delu spektra na oko 425
nm. Primenom MCR-ALS metode dobijeni su koncentracioni profili za jedinjenja koja se
javljaju u procesu autooksidacije pirogalola na pH 7,4. U toku ovog procesa dolazi do
konstantnog opadanja koncentracije pirogalola i1 povecanja koncentracije proizvoda
autooksidacije, najverovatnije purpurogalina. Dobijeni koncentracioni profili prikazani na
slici 4.11. za rastvor A ukazuju da proces autooksidacije pirogalola na pH 7,4 prati
jednostavnu kinetiku prvog reda. Medutim, tatna vrednost konstante brzine reakcije se ne

moze dobiti primenom soft MCR-ALS metode.
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Primena MCR-ALS metode pokazuje da se povecanjem pH na 8,0 menja nacin odvijanja
procesa autooksidacije pirogalola jer su koncentracioni profili i spektri pojedinacnih
komponenti koje ucestvuju u procesu autooksidacije razli¢iti u odnosu na proces
autooksidacije pirogalola na pH 7,4. Rezultati MCR-ALS analize za rastvor B su prikazani na
slici 4.8 1 ukazuju na prisustvo tri apsorbujuce Cestice u toku procesa. Supstanca a) je
pirogalol Cija koncentracija konstantno opada za vreme trajanja procesa. Supstanca b) je
najverovatnije purpurogalin posto je UV/Vis spektar te supstance gotovo identi¢an spektrima
purpurogalina navedenim u literaturi [Miyazakiet al., 2004; Tauber, 1953]. Koncentracija ove
supstance postize maksimalnu vrednost na oko 35 minuta od pocetka procesa autooksidacije,
a nakon toga pocinje da opada i posle 70 minuta je priblizno jednaka nuli. Nova komponenta
(supstanca c) se pojavljuje oko 30 minuta nakon pocetka procesa autooksidacije i njena
koncentracija se konstantno poveéava u celokupnom vremenskom intervalu pracenja procesa.
Prikazani koncentracioni profili ukazuju da se u rastvoru A odigrava jedna reakcija prvog
reda, a u rastvoru B dve konsenkutivne reakcije prvog reda. Ova analiza medutim ne
iskljucuje moguénost pojave smese meduproizvoda koje MCR-ALS metoda identifikuje kao

jednu komponentu.

Smanjenje koncentracije purpurogalina u rastvoru B i pojava novih jedinjenja moZe se
pripisati daljoj autooksidaciji purpurogalina. Neki od reakcionih mehanizama Kkoji su
navedeni u literaturi su prikazani na Semi 4.1. [Abrash et al., 1989; Collier, 1966]. Pocetna
autooksidacija pirogalola (1) se odvija preko hinona do purpurogalina (2). Jedan od puteva
daljeg toka autooksidacije je formiranje para-hinona (4) preko dianjona purpurogalohinona
(). Drugi put (Il) predlaze dalju oksidaciju do tropolon-af-anhidrida (5). Oksidacija do
tropolon-af-anhidrida (5) moze iéi i preko para-hinona ali prate¢i drugaciji mehanizam (III).
Dalji tok procesa autooksidacije ukljuuje mogucénost reakcije izmedu pirogalola i
semihinonskog radikala purpurogalina ili polimerizaciju purpurogailna [Abrash et al., 1989;
Collier, 1966].

Gy o o = D
\%A
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Sema 4.1. PredloZeni tok reakcije autooksidacije pirogalola u baznim vodenim rastvorima.

Jedan od dokaza formiranja semihinona je pojava plave boje [Collier, 1966] §to nije uoceno u
toku procesa autooksidacije pirogalola na pH 8,0. 1z tog razloga su pri razmatranju procesa
autooksidacije na pH 8,0 isklju¢eni svi mehanizmi u kojim dolazi do formiranja semihinona.
Koncentracioni profili prikazani na slici 4.8 za rastvor B ukazuju da je nakon 45 minuta od
pocetka reakcije sav pirogalol izreagovao, a da koncentracija supstance c¢) konstantno raste u
celokupnom ispitivanom vremenskom intervalu. Ove ¢injenice ukazuju da se reakcija izmedu
pirogalola i semihinoskog radikala ne odigrava pod ovim uslovima u navedenom
vremenskom intervalu. Reakcioni mehanizam Il sa Seme 4.1., oksidacija do tropolon-af-
anhidrida, predvida formiranje oksalne kiseline kao nusproizvoda. Literaturni podaci
pokazuju da oksalna kiselina ima sposobnost apsorpcije u UV oblasi [Back, 1984; Lund
Myhre & Nielsen, 2004], tako da bi je MCR-ALS metoda morala identifikovati kao
nezavisnu ¢esticu. Medutim, prikazani rezultati pokazuju prisustvo dve Cestice od 60 minuta,
purpurogalina 1 supstance c). Ove reakcije nisu elementarne, ve¢ niz reakcija u kojima se
jedna supstanca pretvara u drugu i njihov mehanizam se ne moze potpuno objasniti na osnovu
raspolozivih podataka. Koncentracioni profili sa slike 4.8. za rastvore A i B pokazuju da sa se
povecanjem pH prvi korak u procesu autooksidacije pirogalola, formiranje purpurogalina,
ubrzava. MCR-ALS metoda ne moZe da pruzi potpuni odgovor ali autooksidacija pirogalola
na pH 8,0 najverovatnije teCe bez formiranja tropolon-af-anhidrida uz moguce formiranje

polimera [Veselinovi¢ et al., 2012].

Pored gradenja hinona kao prvog autooksidacionog proizvoda i purpurogalina, pirogalol je

sposoban da ulazi u reakcije dimerizacije (polimerizacije) (reakcije 4.1.14.2.).

OH

OH OH
HO OH
2 @f _..Qo{ ;—OH

OH OH (4.1)
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HO. :J: OH
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Pored mogucénosti da medusobno nagrade C-O dimer, molekuli pirogalola mogu da grade i C-
C dimere. Na Semi 4.2. prikazane su reakcije gradenja C-C dimera i dalja autooksidacija do

dimera sa hinonskom strukturom.

o] HO OH
HO OH
T e oA
HO OH
HO OH o) HO OH OH
HO. OH HO OH
HO OH

HO OH
Sema 4.2. Reakcije gradenja C-C dimera pirogalola i odgovarajuéeg hinona
4.1.1.2. HPLC-DAD i HPLC-FL analiza

Na slici 4.12. prikazan je hromatogram rastvora pirogalola na pH 7,0 snimiljen odmah nakon
pripreme. Prikazani hromatogram se moze tretirati i kao hromatogram ¢istog pirogalola zato
Sto proces autooksidacije nije zapoCeo i moze se uociti samo jedan hromatografski pik na

retencionom vremenu (RT) od 10,447 minuta.

3

>
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 foasT

2 4 min

o
[==]
=

Slika 4.12. HPLC hromatogram vodenog rastvora pirogalola na pH 7,0 (detekciona talasna

duzina iznosi 350 nm)
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Slika 4.13. prikazuje hromatograme vodenog rastvora pirogalola na pH 8,0 nakon vremena
autooksidacije od 24 h.
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Slika 4.13. HPLC hromatogram proizvoda autooksidacije pirogalola na pH 8,0: gore) DAD
detektor - detekciona talasna duzina 350 nm; dole) FL detektor - ekscitaciona talasna duzina

250 nm, a emisiona 450 nm.

Hromatogram dobijen koris¢enjem DAD detektora pokazuje prisustvo 5 pikova koji
odgovaraju razliitim autooksidacionim proizvodima koji se javljaju na RT: 3,856; 4,027,
5,534; 6,760 i 7,788 min. Hromatogram dobijen koris¢enjem FL detektora pokazuje tri
jedinjenja sa RT od 4,092; 4,341 1 5,648 min. Uporedujuéi ova dva hromatograma uocava se
da su dva jedinjenja uocena kod oba tipa detekcije, jedinjenja sa RT od 4,027 i 5,534 min.
Jedinjenje sa RT od 4,341 min u FL detekciji se ne javlja kao poseban pik u DAD detekciji,
mada se ne moze iskljuciti sposobnost navedenog jedinjenja da apsorbuje na 350 nm jer se u

tom delu hromatograma nalazi "rep” (tail) koji ga prekriva.

Tri jedinjenja koja su registrovana DAD detektorom sa TR vrednostima od 5,534; 6,760 i
7,788 minuta nemaju mogucénost fluorscencije. Ovo se moze objasniti eventualnim
nastajanjem proizvoda autooksidacije pirogalola kod kojih je doSlo do raskidanja veza u
prstenu ¢ime bi se formirali manji molekuli koji apsorbuju u UV oblasti ali nemaju

mogucnost fluorescencije.

MCR-ALS metodom je isklju¢eno formiranje purpurogalina kao jedinog autooksidacionog
proizvoda pirogalola na pH 8,0 §to upucuje na pretpostavku o dimerizaciji 1 eventualnoj

polimerizaciji pirogalola. Rezultati prikazani na Slici 4.10. daju dalju potvrdu ove tvrdnje.
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Nakon 24 h trajanja procesa autooksidacije dobijaju se jedinjenja koja su polarnija u odnosu
na pirogalol i koja imaju manja retenciona vremena. Manje vrednosti RT proizvoda
autooksidacije ukazuju da su nastala jedinjenja koja su polarnija u odnosu na pirogalol jer je
koriS¢en sistem reverznih faza. Ova Cinjenica takode ide u prilog pretpostavci da su moguci
proizvodi autooksidacije pri navedenim uslovima neki od polimera. Medutim, HPLC
analizom uz primenu DAD i fluorescentne detekcije se ne moze dobiti odgovor koji polimeri

i u kojoj meri su zastupljeni.
4.1.1.3. ESI-MS analiza

Na Slici 4.14. prikazan je maseni spektar pirogalola u vodenom rastvoru na pH 7,0 odmah

nakon pripreme.
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Slika 4.14. MS spektar rastvora pirogalola na pH 7,0. Vreme autooksidacije 0 min.

U ESI-MS spektru pirogalola pre pocetka autooksidacije pojavljuje se veéi broj jona, a dva
najkarakteristi¢nija su joni sa m/z vrednostima 125 i 251. Jon na m/z vrednosti 125 je
molekulski [PG - H] jon pirogalola nastao odlaskom H* jona iz molekula pirogalola dok je
jon na m/z vrednosti 251 najverovatnije [2PG - H] jon u kome su dva molekula pirogalola
povezana sa dve vodoni¢ne veze. Zbog relativno visoke koncentracije pirogalola u rastvoru
moze se ocekivati gradenje adukata (asocijata) izmedu molekula pirogalola medusobno ili sa
molekulima rastvaraca u ve¢em obimu. Tako bi, na primer, jon na m/z vrednosti 161 mogao
da bude dvostruko hidratisani [PG+2H,0 - H] jon. Osim toga, moze se ocekivati i pojava
dvostruko naelektrisanih jona, adukata koji sadrze veci broj molekula pirogalola medusobno
povezanih vodoni¢nim vezama, pa bi se prisustvo jona na m/z vrednosti 188 mogla pripisati
gradenju [3PG - 2H]% jona, a prisustvo jona na m/z vrednosti 312 gradenju [5PG - 2H]* jona.
U prikazanom spektru se moze uoCiti 1 prisustvo jona na m/z vrednosti 219 koji

najverovatnije poti¢e od purpurogalina ([PUR - H] jon) koji se kao necistoca nalazi u
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pirogalolu koji je koris¢en za pripremanje rastvora. Neki od navedenih jona prikazani su na
slici 4.15.

O-H H-0O
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Slika 4.15. Struktura nekih karakteristi¢nih jona detektovanih pomoc¢u ESI-MS: a) [PG - H]
(m/z = 125), b) [PG+2H,0 - H] (m/z = 161) i c) [2PG - H] (m/z = 251).

Na slici 4.16. prikazan je maseni spektar proizvoda autooksidacije pirogalola u vodenom

rastvoru na pH 8,5 snimljen nakon 4 Casa stajanja rastvora.
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Slika 4.16. ESI-MS spektar proizvoda autooksidacije pirogalola u vodenom rastvoru na pH

8,5. Vreme autooksidacije 4 Casa.

U prikazanom spektru se uocava nekoliko pikova od kojih je najintezivniji onaj sa m/z
odnosom 119. Najuocljivija karakteristika ovog spektra je potpuno odsustvo [PG - H] jona
na m/z vrednosti 125 $to ukazuje da je u toku autooksidacije doslo do potpune transformacije
pirogalola u druga jedinjenja. Pikovi koji poti¢u od jona sa m/z vrednostima manjim od 125
ocigledno predstavljaju proizvode degradacije pirogalola pri ¢emu se moze pretpostaviti da je
u toku procesa autooksidacije pirogalola najpre doslo do nastajanja odgovaraju¢eg hinona, a
zatim do njegove razgradnje. Moguéi mehanizmi ovih transformacija prikazani su na Semi

4.3.
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Dsx. OH
OH O OH c(120 Da)
[M-H] = 119
HO OH _+ HO o/ 5
-2e
\ Os_OH
a (126 Da) b
[M-H] = 125 d (106 D
OH [M-(H1-=1%)5
OH

Sema 4.3. Moguéi mehanizmi razgradnje pirogalola.

Prisustvo signala koji poti¢e od jona sa m/z vrednos¢u 141 moze se objasniti uz pretpostavku
da je u toku autooksidacije pirogalola doSlo do vezivanja joS jedne hidroksilne grupe za
benzenov prsten Sto je u literaturi prikazano kao pocetna faza kataliticke degradacije fenola u
vodenom rastvoru [Moura et al., 2006]. Kako je u toku injektovanja vodenog rastvora
pirogalola kao solvent koris¢en metanol, moguce je da je u jonizacionoj komori doslo do
vezivanja metoksi grupe za pirogalol ¢ime bi se moglo objasniti prisustvo signala koji potice

od jona sa m/z vredno$¢u 155. Nastajanje ovih proizvoda prikazano je na Semi 4.4.

OH
HO OH a (142 Da)
[M-H] = 141

OH OH
HO OH OH

CH3OH OH
\ HO OH b (156 Da)
CH [M-H] = 155

o

Sema 4.4. Mogucée transformacije pirogalola.

Za prisustvo signala koji potice od jona sa m/z vrednos¢u 261 za sada nema zadovoljavajuceg

objasnjenja.
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4.1.2. Autooksidacija pirogalola u prisustvu dvovalentnih dijamagnetnih jona

zemnoalkalnih metala

4.1.2.1. UV/Vis spektralna analiza

Na slici 4.17. su prikazani UV/Vis spektri snimljeni tokom autooksidacije pirogalola u
vodenom rastvoru na pH 7,4 (fizioloSka pH vrednost) u prisustvu dvovalentnih dijamagnetnih
metalnih jona: a) Mg(ll), b) Ca(Il), ¢) Sr(Il) i d) Ba(Il). Razli¢iti spektralni profili koji se
mogu uoCiti u ova Cetri slucaja potvrduju zavisnost autooksidacije pirogalola od vrste
metalnog jona. Spektralni profil procesa autooksidacije pirogalola u prisustvu Mg(ll) jona je
kompleksniji u odnosu na ostale procese sa moguc¢im formiranjem vi$e autooksidacionih
proizvoda. Vizuelno poredenje spektara dobijenih prilikom autooksidacije u prisustvu Mg(II)
jona pokazuje da je proces veoma slican procesu autooksidacije pirogalola na pH 8,0 bez
prisustva metalnih jona. Spektri dobijeni prilikom autooksidacije pirogalola u prisustvu
Ca(Il), Sr(Il) i Ba(Il) jona pokazuju medusobnu slicnost i dosta se razlikuju u odnosu na
spektre dobijene prilikom autooksidacije pirogalola u prisustvu Mg(ll) jona i spektre dobijene
prilikom autooksidacije pirogalola na pH 7,4 i 8,0 bez prisustva metalnih jona §to upucuje na

postojanje drugacijeg mehanizma autooksidacije.

76



Rezultati i diskusija

b)

T T T T — :Hiﬂ.
250 300 400 450 500
2 (nm)

0.0

0.0

2;0 3:)0 3I50 AEI)O 4!I50 SEI)O 5%0 G(IJO 2.%0 3IIJO 3%0 4;)0 4.%0 500
A (nm) 2 (nm)

Slika 4.17. UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije pirogalola (C(PG) = 300

umol dm™, pH 7,4, C(M(11)) = 0,1 mol dm™: a) u prisustvu Mg(l1) jona (vremenski interval

snimanja 1 minut); b) u prisustvu Ca(ll) jona, c¢) u prisustvu Sr(ll) jona i d) u prisustvu Ba(ll)

jona (vremenski interval snimanja 5 minuta).

Moze se pretpostaviti da Mg(ll) joni usled kompleksiranja sa polihidroksilnim fenolima
povecavaju kiselost hidroksilnih grupa i olakSavaju odlazak hidronijum jona. Zbog toga je
moguce da autooksidacija pirogalola na pH 7,4 u prisustvu Mg(Il) jona ima analogan
mehanizam kao autooksidacija pirogalola na pH 8,0 bez prisustva metalnih jona. Joni Ca(ll),
Sr(Il) i Ba(Il) zbog znacajno veceg jonskog radijusa nemaju izrazenu tu osobinu pa se zato

autooksidacija odvija prema drugac¢ijem mehanizmu.

Graficka analiza snimljenih spektara matricnom metodom pokazala je da se u sistemima u
kojima su prisutni Ca(ll), Sr(1l) i Ba (II) joni u toku procesa autooksidacije pirogalola na pH

7,4 javljaju dve Cestice u ravnotezi, dok se u sistemu sa Mg(Il) jonima javlja veci broj Cestica.
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Radi detaljnije analize procesa primenjena je MCR-ALS metoda. Prvi korak bilo je
konstruisanje matrica D po principima definisanim u Poglavlju 2.4.1.2. Slede¢i korak bio je
odredivanje jedinstvenih vrednosti primenom SVD. Tabela 4.2. prikazuje jedinstvene
vrednosti dobijene primenom SVD za procese autooksidacije pirogalola u prisustvu Mg(ll),
Ca(ll), Sr(I1) i Ba(ll) jona. Podaci za jedinstvene vrednosti za procese u prisustvu Ca(ll),
Sr(I1) i Ba(ll) jona na pH 7,4 pokazuju da ovi procesi prate jednostavan mehanizam sa dve
apsorbujuce Cestice, u matricama Dca, Dsr, Dga znacCajne su po dve svojstvene vrednosti.
Podaci iz tabele 4.2. pokazuju da su u matrici Dyg znacajne tri svojstvene vrednosti. Ovo se
moze objasniti prisustvom intermedijera, koji se javlja kao i pri autooksidaciji pirogalola bez
prisustva metalnih jona na pH 8,0.

Tabela 4.2. Analiza ranga matrica Dmg, Dca, Dsr, Dga, (prikazano je prvih pet jedinstvenih

vrednosti).
Faktori Mg Ca Sr Ba
1 44,9618 20,1942 23,6023 17,7735
2 6,66959 2,56738 3,47471 3,09506
3 3,40955 0,288941 0,276437 0,249765
4 0,117474 0,060403 0,045347 0,027268
5 0,039552 0,025371 0,02807 0,023968

Za procenu ranga matrica apsorbancija primenjen je scree graficki prikaz u faktorskoj analizi
(FA). Slika 4.14. prikazuje scree graficki prikaz za FA za procese autooksidacije pirogalola u
prisustvu Mg(Il), Ca(ll), Sr(I1) i Ba(ll) jona.
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Slika 4.18. Scree graficki prikaz za procese autooksidacije pirogalola na pH 7,4 u prisustvu:
a) Mg(ll), b) Ca(ll), c) Sr(ll) i d) Ba(ll) jona.

Rezultati prikazani na slici 4.18. pokazuju da je za proces autooksidacije pirogalola na pH 7,4
u prisustvu Mg(Il) jona rang matrice apsorbancija 3, a za proces na pH 7,4 u prisustvu Ca(ll),
Sr(I1) i Ba(ll) jona 2. U skladu sa dobijenim rezultatima broj jedinstvenih vrednosti je tri za
proces na pH 7,4 u prisustvu Mg(ll) jona i dva za procese u prisustvu Ca(ll), Sr(ll) i Ba(ll)

jona.

Slika 4.15. prikazuje EFA graficki prikaz za procese autooksidacije pirogalola u prisustvu
Mg(ll), Ca(ll), Sr(ll) i Ba(ll) jona na pH 7,4. Analiza unapred podataka za procese
autooksidacije na pH 7,4 u prisustvu Ca(ll), Sr(Il) i Ba(ll) jona pokazuje da se promene
spektralnih podataka od samog pocetka autooksidacije mogu objasniti preko dva faktora.
Prisustvo dva faktora od samog pocetka reakcije moZe se povezati sa prisustvom dve
apsorbujuce Cestice u reakciji u kojoj dolazi do autooksidacije pirogalola. U sluc¢aju matrice
Dwmg nakon 10-15 minuta od pocetka reakcije novi faktor postaje relevantan, ukazujuéi da se
pojavila nova Cestica aktivna u UV/Vis oblasti. Nakon 45 minuta broj znacajnih faktora je
identi¢an kao 1 na pocetku reakcije. Iste informacije se dobijaju i pomocu analize unazad

matrica Dmg, Dca, Dsr, Dga.
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Slika 4.19. EFA graficki prikaz matrica spektralnih podataka (Dwugy gore levo, Dca gore desno,

Ds, dole levo, Dg, dole desno). Pravci analize: unapred (crne linije) i unazad (crvene linije).

Analiza unapred i unazad Dyg matrice pokazuje prisustvo tri znac¢ajna faktora kao i u slucaju

EFA matrice za proces autooksidacije pirogalola na pH 8,0 bez prisustva metalnih jona.

Rezultati dobijeni iz scree grafickog prikaza (eigenvalues) u FA analizi i rezultati EFA
graficke analize (log of eigenvalues koris¢en u ALS) su identi¢ni. Informacije o jedinjenjima
koja su ukljucena u proces autooksidacije se mogu dobiti primenom MCR-ALS analize

Eksperimentalni podaci su obradeni koris¢enjem soft MCR-ALS metode uz primenu uslova
ne-negativnosti (za koncentraciju i spektre) i jednoznac¢nosti (za koncentracione profile).
Primena MCR-ALS metode je ukazala na postojanje tri Cestice za proces autooksidacije
pirogalola u prisustvu Mg(Il) jona i dve Cestice za proces autooksidacije pirogalola u
prisustvu Ca(II), Sr(II) i Ba(II) jona. Procenat LOF% za sva Cetri procesa je bio nizi od 1%.
Tabela 4.3. prikazuje procenu kvaliteta razdvajanja komponenti; koris¢enjem standardne
devijacije ostataka u odnosu na eksperimentalne podatke, greSke fitovanja i objaSnjene

varijance.
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Tabela 4.3. Kvalitet razdvajanja komponenti procenjen koris¢enjem standardne devijacije
ostataka u odnosu na eksperimentalne podatke, LOF% i objasnjene varijance.

Mg Ca Sr Ba
SdRex 0,001841 0,00547 0,00686 0,0048338
LOF% (PCA) 0,057425 1,848x10* 1,9x10% 1,1215x10°
LOF% (exp) 0,43234 1,4852 1,1921 1,434
r? 99,9981 99,9779 99,986 99,9794

SdRex — standardna devijacija ostataka u odnosu na eksperimentalne podatke
LOF% — lack-of-fit za PCA i eksperiment
r? — procenat objadnjene varijance

Slika 4.20. prikazuje odgovarajuée spektre pojedinaénih komponenti (S') za procese
autooksidacije na pH vrednosti od 7,4 u prisustvu jona a) Mg(ll), b) Ca(ll), c) Ba(ll) i Sr(ll),

dok slika 4.21. prikazuje izraunate koncentracione profile (C) razdvojenih komponenti.

MCR-ALS analizom autooksidacije pirogalola u prisustvu Mg(ll) jona dobijaju se vrlo sli¢ni
rezultati za matricu spektara cCistih ucestvuju¢ih komponenti u procesu kao kod
autooksidacije pirogalola bez prisustva metalnih jona na pH 8,0. Proces autooksidacije odvija
se najverovatnije preko formiranja purpurogalina (supstanca b na Slikama 4.20. a) i 4.21. a))
koji se dalje transformiSe u novo jedinjenje. MCR-ALS metoda je omogucila i odredivanje
koncentracionih profila za sva jedinjenja u procesu autooksidacije. Koncentracija supstance b
(najverovatnije purpurogalin) povecava se u toku prvih 10-15 minuta trajanja procesa, a
zatim opada. Ubrzo nakon pocetka autooksidacije (nakon ~ 5 minuta) pojavljuje se i treca
komponenta cija koncentracija raste i postaje priblizno konstantna kada se koncentracije
supstance a i b smanje na minimalnu vrednost. U slu¢aju autooksidacije u prisustvu Mg(II)
jona navedeni vremenski intervali su kra¢i u odnosu na vremenske intervale u toku procesa
autooksidacije na pH 8,0 bez prisustva metalnih jona. Ovo ukazuje da prisustvo Mg(ll) jona
olakSava disocijaciju pirogalola jer ima isti efekat kao i povecanje pH vrednosti (proces

autooksidacije se ubrzava uz skoro identican mehanizam).
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Slika 4.20. Spektri &istih komponenti (S') dobijeni MCR-ALS metodom za procese
autooksidacije pirogalola u prisustvu: a) Mg(ll), b) Ca(ll), ¢) Sr(ll) jona i d) Ba(ll) jona.

U toku procesa autooksidacije na pH 7,4 u prisustvu jona Ca(ll), Sr(ll) i Ba(ll) identifikovan
je jedan proizvod autooksidacije za sva tri procesa (slika 4.16). Spektralne karakteristike

proizvoda autooksidacije u prisustvu Sr(II) i Ba(II) jona su skoro identi¢ne dok se spektralne

karakteristike proizvoda u prisustvu Ca(ll) jona malo razlikuju. Krive promene koncentracija

uCestvujucih komponenti za ova tri procesa su prikazane na slici 4.17. Dobijeni

koncentracioni profili ukazuju da se u ova tri sluaja osnovna razlika ispoljava u brzini

procesa autooksidacije koja je najveca u prisustvu Ca(Il) jona, a najmanja u prisustvu Ba(II)

jona. Ovaj rezultat se moZe objasniti ako se ima u vidu porast jonskog polupreénika u nizu

r(Ca) < r(Sr) < r(Ba) Sto dovodi do smanjenja jonskog potencija (1/z) odgovarajucih jona i

samim tim smanjenja uticaja na fizi¢ko-hemijsko ponasanje pirogalola.
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Slika 4.21. Koncentracioni profili (C) apsorbujucih Cestica u toku procesa autooksidacije
pirogalola na pH 7,4 u prisustvu: a) Mg(II), b) Ca(Il), c) Sr(Il) 1 d) Ba(Il) jona odredeni
metodom MCR-ALS.

4.1.2.2. ESR analiza

Elektron spin rezonantna spektroskopija (ESR) (alternativno se naziva i elektron
paramagnetna rezonantna spektroskopija ili EPR) je tehnika koja se Cesto primenjuje za
proucavanje oksidativnih procesa u bioloskim sistemima i antioksidativnih karakteristika
razli¢itih jedinjenja [Spasojevi¢ et al., 2011; Yu et al., 2011]. ESR spektroskopija se moze
koristiti za detekciju i karakterizaciju semihinonskih slobodnih radikala koji se formirju u

toku autooksidacije mnogih fenolnih jedinjenja [Adams et al., 1958].

U zavisnosti od pH vrednosti sredine pirogalol moze da nagradi razlicite slobodne radikale 1
dalji tok autooksidacije je zavistan od strukture pocetnih radikala. Na slici 4.22. prikazane su

strukture slobodnih radikala koje pirogalol moze da nagradi pri razli¢itim pH vrednostima 1
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odgovarajuci ESR spektri [Carrington & Smith, 1964; Smith & Carrington, 1967]. Uticaj pH
vrednosti sistema se ogleda pre svega u broju disosovanih hidroksilnih grupa. Sto je broj
nedisosovanih hidroksilnih grupa ve¢i, veci je i broj intramolekulskih vodoni¢nih veza. Ova
interakcija se moze uociti 1 na odgovaraju¢im ESR spektrima, jer gradenje intramolekulskih
vodoni¢noh veza otezava izmenu protona hidroksilnih grupa sa vodom kako rastvaratem pa
njihove konstante hiperfinog cepanja imaju vrednosti znatno veée od Sirine spektralnih linija
Sto se manifestuje pojavom veceg broja linija u ESR spektrima. Najmanji broj linija (dva
tripleta) se moze uociti kod radikala dobijenog autooksidacijom na pH~14, kada su sve
hidroksilne grupe disosovane. Veci broj linija moze se uoc€iti u ESR spektrima radikala
dobijenih u slabo kiseloj (pH < 6,5) i priblizno neutralnoj sredini (pH 6,5-8,0) oksidacijom

pirogalola pomocu Ti** - H,0,.

H<65

Slika 4.22. Slobodni radikali pirogalola dobijeni pri razli¢itim pH vrednostima i njihovi

odgovarajuci ESR spektri [Carrington & Smith, 1964; Smith & Carrington, 1967].

U ovom radu metodom ESR nije detektovano formiranje slobodnih radikala u toku
autooksidacije pirogalola u baznim vodenim rastvorima bez prisustva metalnih jona pri pH
vrednostima manjim od 10. Primenom tehnike spinske stabilizacije [Kalyanaraman, 1990]
ispitivan je proces autooksidacije pirogalola u slabo baznim vodenim rastvorima na sobnoj
temperaturi u prisustvu Mg(II) jona. Ova tehnika je prvi put primenjena kod proucavanja
kompleksiranja dijamagnetnih metalnih jona sa orto-benzosemihinonskim anjon radikalom

[Eaton, 1964] i posebno je pogodna za proucavanje orto-benzosemihinonskih radikala zbog

84



Rezultati i diskusija

toga Sto omogucéava njihovu detekciju i karakterizaciju u neutralnim i ¢ak slabo kiselim
vodenim rastvorima. Tehnika spinske stabilizacije je dosta kori§¢ena za ESR studije redoks
reakcija mnogih bioloski aktivnih jedinjenja koja imaju u sebi kateholnu strukturu, kao Sto su
kateholamini [Kalyanaraman, 1990] i flavonoidi [van Acker et al., 1996], ali je retko
primenjivana za jedinjenja koja imaju pirogalolsku strukuru [Bors et al., 2000; Nikoli¢ G.M.
et al., 1998b; Perron et al., 2011].

Na slici 4.23. prikazani su eksperimentalni ESR spektar pirogalola (¢ = 0,3 mmol/dm®)
snimljen 20 minuta nakon meSanja rastvora pirogalola sa Tris puferom (pH 8,5) koji sadrzi
Mg(Il) jone i njegova kompjuterska simulacija. Asimetri¢ni izgled ESR spektra prikazanog
na slici 4.23, jasno ukazuje da u pocetnoj fazi autooksidacije pirogalola u prisustvu Mg(Il)
jona na pH od 8,5 nastaje vise od jedne vrste slobodnog radikala. Zadovoljavajuca
kompjuterska simulacija eksperimentalnog ESR spektra dobijena je koris¢enjem pretpostavke

da postoje dve slobodnoradikalske vrste u rastvoru.
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Slika 4.23. Eksperimentalni ESR spektar pirogalola na pH 8,5 u vodenom rastvoru u

prisustvu Mg(Il) jona (gore), kompjuterski simuliran spektar (dole).

Individualne komponente kompjuterski simuliranog ESR spektra prikazanog na slici 4.24.
odgovaraju jednom slobodnom radikalu sa dva ekvivalentna i jednim neekvivalentnim
protonom (dva tripleta sa odnosom inteziteta signala 1 : 2 : 1) i jednom slobodnom radikalu
sa tri neekvivalentna protona (dva kvarteta sa odnosom inteziteta signala 1 : 1 : 1 : 1). Prvi

radikal je najverovatnije osnovni radikal pirogalola nastao homolitickim raskidanjem veze
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kiseonik-vodonik jedne hidroksilne grupe, jer se pri ovoj pH vrednosti ne moze ocekivati
disocijacija vise od jedne hidroksilne grupe imajuci u vidu da pKa pirogalola iznosi 8,94
[Kim et al., 2001]. Uticaj vodonikovih atoma iz nedisosovanih hidroksilnih grupa na
hiperfino cepanje; eliminisan je vezivanjem Mg(II) jona §to ih ¢ini lako odlaze¢im pa se ne
mogu registrovati u ESR spektru. Drugi radikal je najverovatnije semihinonski radikal nastao
tokom autooksidacije. I u ovom slu¢aju vezani Mg(II) joni sprecavaju formiranje vodoni¢nih
veza Sto se manifestuje u ESR spektru odsustvom hiperfinog cepanja od strane vodonikovog
atoma hidroksilne grupe. PredoloZena struktura spinski stabilisanih radikala predstavljena je
na slici 4.25.
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Slika 4.24. Individualne komponente kompjuterski simuliranog ESR spektra: komponenta a
(gore), b (dole).
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Mg?. .- Mg™" Mg**
S A, !

Slika 4.25. PredloZene strukture primarnog (a) i sekundarnog (b) slobodnog radikala koji se
formiraju tokom autooksidacije pirogalola u vodenim rastvorima na pH 8,5 u prisustvu

Mg(ll) jona.

Smanjenje vrednosti konstanti hiperfinog cepanja koje poticu od vodonikovih atoma
benzenovog prstena kod spinski stabilisanog primarnog radikala (a(1H) = 5,12 G i a(2H) =
0,53 G) u odnosu na vrednosti za slobodan radikal u vodenom rastvoru (a(1H) = 5,66 G i
a(2H) = 0,99 G, [Carrington & Smith, 1964]) ukazuje na smanjenje ukupne elektronske
gustine na benzenovom prstenu kod spinski stabilisanog primarnog radikala usled uticaja
Mg(Il) jona. Ove promene sliéne su promenama kod Mg(Il) spinski stabilisanog orto-
benzosemihinonskog radikala [Eaton, 1964]. Povecéanje g-vrednostti sekundarnog radikala u
odnosu na primarni radikal, koje se vidi iz pomeranja signala u ESR spektru ka nizim
vrednostima jacine magnetnog polja, takode ukazuje da je kod ovog radikala povecana

lokalizacija spina nesparenog elektrona na tezim, kiseonikovim, atomima.
4.1.2.3. HPLC-DAD i HPLC-FL analiza

Slika 4.26. prikazuje hromatogram vodenog rastvora pirogalola na pH 7,4 u prisustvu Mg(Il)

jona nakon vremena autooksidacije od 15 min.
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Slika 4.26. HPLC-DAD hromatogram proizvoda autooksidacije pirogalola na pH 7,4 u
prisustvu Mg(II) jona nakon 15 minuta od pocetka reakcije autooksidacije (detekciona talasna

duzina 350 nm).
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Hromatogram sa slike 4.26. pokazuje tri izrazena pika sa retencionim vremenima (RT) od
3,871; 3,970 i 10,653 minuta. Javlja se i veoma slabo izrazeni pik sa RT od 4,739 min. Pik sa
RT od 10,563 min odgovara pirogalolu, dok jedinjenja sa RT od 3,871 i 3,970 min
predstavljaju proizvode autooksidacije. Prema predlozenom mehanizmu autooksidacija
pirogalola u prisustvu Mg(Il) jona ide preko purpurogalina koji podleze daljoj transformaciji
tako da prisustvo dva, po hemijskim karakteristikama bliska jedinjenja, ide u prilog

navedenom mehanizmu autooksidacije.

Slika 4.27. prikazuje hromatogram vodenog rastvora pirogalola na pH 7,4 u prisustvu Mg(Il)

jona nakon vremena autooksidacije od 24 Casa.

Hromatogram prikazan na slici 4.27. (gore) ukazuje da je pirogalol u potpunosti izreagovao
jer se hromatografski pik na RT od 10,563 min izgubio. U HPLC-DAD hormatogramu
javljaju se dva intezivna, veoma bliska pika na RT od 3,856 i 4,034 min i jedan manje
intezivan pik na RT od 4.338 min. Pored navedena tri javljaju se joS dva veoma slabo
izraZzena pika na RT od 5,708 i 7,979. U HPLC-FL hromatogramu javljaju se dva izrazena
pika na RT od 4,034 (pik jakog inteziteta koji se javlja i u HPLC-DAD hromatogramu) i
5,143 (pik slabog inteziteta).

Kako su vrednosti za RT proizvoda autooksidacije u oba hromatograma manja od vrednosti
za pirogalol moze se pretpostaviti da se radi o jedinjenjima vece polarnosti jer je

hromatografija radena u sistemu reverznih faza.
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Slika 4.27. HPLC hromatogrami proizvoda autooksidacije pirogalola nakon 24 h na pH 7,4 u
prisustvu Mg(Il) jona: gore) DAD detektor - detekciona talasna duzina 350 nm, dole) FL

detektor - ekscitaciona talasna duzina 250 nm, a emisiona 450 nm.

4.1.3. Autooksidacija pirogalola u prisustvu Zn(ll) jona

4.1.3.1. UV/Vis spektralna analiza

Na slici 4.28. su prikazani UV/Vis spektri snimljeni tokom autooksidacije pirogalola u
vodenom rastvoru na pH 5,5 i 6,5 u prisustvu Zn(II) jona. Razli¢iti spektralni profili koji se
mogu uociti u ova dva slucaja potvrduju zavisnost autooksidacije pirogalola od prisustva
Zn(Il) jona i pH vodenog rastvora. Vizuelno poredenje spektara dobijenih prilikom
autooksidacije na pH 5,5 pokazuje da se proces odvija na veoma sli¢an nacin kao pocetna
faza procesa autooksidacije pirogalola na pH 7,4 bez prisustva metalnih jona. Spektri snimljni
tokom autooksidacije pirogalola na pH 6,5 u prisustvu Zn(ll) jona ukazuju na moguénost

postojanja drugacijeg mehanizma autooksidacije.

Analiza snimljenih UV/Vis spektara pokazuje kontinualno povecanje apsorbancije u opsegu
od 220 do 600 nm. Uocava se takode pojava slabo izrazenog maksimuma na oko 410 nm. Ne

uocava se ni jedna izobesticka tacka.

Graficka analiza matricnom metodom pokazala je da se u oba autooksidaciona procesa

javljaju dve apsorbujuce Cestice u ravnotezi.
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Radi dalje analize procesa primenjena je MCR-ALS metoda. Prvi korak bilo je konstruisanje
matrica D po principima definisanim u Poglavlju 2.4.1.2. Slede¢i korak bio je odredivanje
jedinstvenih vrednosti primenom SVD. Tabela 4.4. prikazuje jedinstvene vrednosti dobijene
primenom SVD za autooksidacione procese na obe pH vrednosti. Podaci za jedinstvene
vrednosti za navedene procese pokazuju da proces prati jednostavan mehanizam sa dve
apsorbujuce Cestice. Iz tog razloga su u matricama Dpg.zns55 Dpg-znes znacajne dve

svojstvene vrednosti.
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Slika 4.28. UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije pirogalola u prisustvu

Zn(l1) jona (koncentracija pirogalola = 300 umol/dm?®, interval snimanja na 5 minuta) a) pH
5,5; b) pH 6,5.

Tabela 4.4. Analiza ranga matrica Dpg.zn56, Dpc-zn-65 (prikazano je prvih pet jedinstvenih

vrednosti).
Faktori pH 5,5 pH 6,5
1 32,2334 25,9414
2 5,29112 3,42239
3 0,505954 0,38108
4 0,30671 0,303772
5 0,166221 0,184692

Za procenu ranga matrica apsorbancija primenjen je scree grafic¢ki prikaz u faktorskoj analizi
(FA). Slika 4.29. prikazuje scree graficki prikaz za FA procesa autooksidacije pirogalola na
pH vrednostima 5,5 i 6,5 u prisustvu Zn(ll) jona. Rezultati prikazani na slici 4.29. pokazuju
da je za navedene procese autooksidacije rang matrica apsorpcija dva. U skladu sa dobijenim

rezultatima broj svojstvenih vrednosti je dva za oba procesa.
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Slika 4.30. prikazuje EFA graficki prikaz za procese autooksidacije pirogalola na pH 5.51 6.5
u prisustvu Zn(Il) jona. Analiza unapred podataka za sve procese pokazuje da se promene
spektralnih podataka od samog pocetka autooksidacije mogu objasniti preko dva faktora.
Prisustvo dva faktora od samog pocetka reakcije moZe se povezati sa prisustvom dve
apsorbujuce Cestice u procesu autooksidacije pirogalola. Iste informacije se dobijaju i

pomoc¢u EFA analize unazad matrica Dpg.-zn-5.5, Dpg-zn-6.5-

Rezultati dobijeni iz scree grafickog prikaza (svojstvene vrednosti) u FA 1 EFA grafickog
prikaza su identi¢ni (log of eigenvalues koris¢en u ALS) i iznose dva. Detaljnije informacije
o jedinjenjima koja su ukljuena u proces autooksidacije se mogu dobiti primenom MCR-

ALS analize matrica Dpg-zn55, Dpg-zn-65.

a) | .l b)

Number of £ igenvakues Number of Eigenvalues

Slika 4.29. Scree graficki prikaz u faktorskoj analizi (FA) za proces autooksidacije pirogalola
napHa) 5,51 b) 6,5 u prisustvu Zn(ll) jona.
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Slika 4.30. EFA graficki prikaz matrica spektralnih podaka (Dpirzn-55 1evo, Dpirzn-65 desno).

Pravci analize: unapred (crne linije) i unazad (crvene linije).

Eksperimentalni podaci su obradeni koris¢enjem soft MCR-ALS metode uz primenu uslova
ne-negativnosti (za koncentraciju i spektre) i jednoznacnost (za koncentracione profile).

Primena MCR-ALS metode je ukazala na postojanje dve apsorbujuce Cestice za
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autooksidacione procese na navedenim pH vredostima. Procenat LOF% za sva oba procesa je
bio nizi od 1%. Tabela 4.5. prikazuje procenu kvaliteta razdvajanja koris¢enjem standardne
devijacije ostataka u odnosu na eksperimentalne podatke, greSke fitovanja i objaSnjene

variance.

Tabela 4.5. Kvalitet rezolucije procenjen koriS¢enjem standardne devijacije ostataka u odnosu

na eksperimentalne podatke, LOF% i objasnjene variance.

pH 5,5 pH 6,5
SdRex 0,011476 0,012237
LOF% (PCA) 0,1924 1,2886x10°®
LOF% (exp) 1,9418 2,0434

r? 99,9623 99,9582

SdRex - standardna devijacija ostataka u odnosu na
eksperimentalne podatke

LOF% — lack-of-fit za PCA i eksperiment

r? — procenat objasnjene varijance

Slika 4.31. prikazuje koncentracione profile (C) dobijene primenom MCR-ALS metode i

odgovarajuée spektre (S") &istih komponenti za oba procesa.
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Slika 4.31. Spektri &istih komponenti (S') i koncentracioni profili (C) dobijeni MCR-ALS
metodom za proces autooksidacije pirogalola: rastvor A (pH 5,5; C(Zn(11)) = 0,1 mol dm™; a)
pirogalol, b) purpurogalin) i rastvor B (pH 6,5; C(Zn(11)) = 0,1 mol dm™ ; a) pirogalol, b)

proizvod autooksidacije).

U rastvoru A detektovan je jedan autooksidacioni proizvod. UV/Vis spektar dobijen
primenom MCR-ALS metode za supstancu b) iz rastvora A sa slike 4.31. pokazuje sli¢nost sa
spektrima purpurogalina koji su prikazani u literaturi [Miyazaki et al., 2004; Tauber, 1953].
Purpurogalin ima dva UV apsorpciona maksimuma oko 270 i 320 nm i maksimum u
vidljivom delu spektra na oko 425 nm. MCR-ALS metodom dobijeni su koncentracioni
profili za sva jedinjenja u procesu autooksidacije pirogalola u prisustvu Zn(ll) jona na pH 5,5
i 6,5. U vremenskom intervalu pra¢enja procesa dolazi do konstantnog opadanja
koncentracije pirogalola (jedinjenje a) 1 povecanje koncentracije proizvoda autooksidacije
(najverovatnije purpurogalina, supstanca b). Dobijeni koncentracioni profili prikazani na slici
4.31. za rastvor A ukazuju da proces autooksidacije pirogalola na pH 5,5 u prisustvu Zn(ll)

jona prati jednostavanu kinetiku prvog reda. Ponasanje pirogalola u prisustvu Zn(ll) jona
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moze se objasniti vezivanjem jona cinka za hidroksilne grupe pirogalola, ¢ime se
onemogucava gradenje intramolekulskih vodoni¢nih veza. To povecava kiselost hidroksilnih

grupa i samim tim olakSava autooksidaciju na nizim pH vrednostima.

Na pH 6,5 je takode utvrdeno prisustvo jednog autooksidacionog proizvoda. Dobijeni
koncentracioni profili za navedeni proces takode ukazuju da reakcija prati kinetiku prvog
reda. Spektar autooksidacionog proizvoda dobijen MACR-ALS metodom se znacajno
razlikuje u odnosu na dobijei spektar proizvoda autooksidacije na pH 5.5 u prisustvu Zn(ll)
jona. Dobijeni spektar proizvoda autooksidacije pirogalola na pH 6.5 u prisustvu Zn(Il) jona
ne pokazuje izazene maksimume pa se moze pretpostaviti da se kod njega javlja izraZzena
delokalizacija © elektrona. Ovaj spektar je slican spektrima huminskih kiselina [Veselinovi¢
et. al., 2010] sto ukazuje na mogucnost polimerizacije pirogalola kao reakcioni mehanizam

autooksidacije pri ovim uslovima.
4.1.3.2. ESR analiza

Na slici 4.32. je prikazan ESR spektar snimljen 20 minuta nakon meSanja rastvora pirogalola
u acetatnom puferu koji sadrzi Zn(11) jone (pH 6,5; C(Zn(I1)) = 0,2 mol dm).

800 F
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s | s

-200 —

-400
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-800 | ] | I 1 | 1 1 | 18 i)
3430 3434 3438 3442 3446

Magnetno polje (G)

Slika 4.32. Eksperimentalni ESR spektar pirogalola na pH 6,5 u vodenom rastvoru u

prisustvu Zn(I1) jona.
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ESR spektar prikazan na slici 4.32 odgovara jednom slobodnom radikalu u kome postoji
interakcija nesparenog elektrona sa dva ekvivalentna i jednim nekvivalentnim protonom (dva
tripleta sa odnosom inteziteta signala 1 : 2 : 1). Ovakav spektar odgovara strukturi spinski
stabilisanog radikala ¢ije je nastajanje prikazano na Semi 4.5,
oH :an.’f,__lc'|) _____ an‘: :_zn?f___c-)___.. Zn**

HO OH HC; 6H O O

-~ ~

Zn Q] H H

]

Sema 4.5. Reakcija vezivanja Zn(IT) jona za pirogalol i gradenje spinski stabilisanog radikala.

Konstante hiperfinog cepanja za protone na benzenovom prstenu kod spinski stabilisanog
radikala (a(1H) = 5,18 G i a(2H) = 0,51 G) su znatno manje u odnosu na slobodni radikal
pirogalola u vodenom rastvoru (a(1H) = 5,66 G i a(2H) = 0,99 G; [Carrington & Smith,
1964]) Sto je direktna posledica smanjenja elektronske gustine na benzenovom prstenu
uzrokovane interakcijom sa Zn(ll) jonima. Ova promena vrednosti konstanti hiperfinog
cepanja sli¢na je promeni odgovarajucih konstanti kod orto-benzosemihinonskog radikala u
prisustvu Zn(Il) jona [Eaton, 1964].

4.1.4. Autooksidacija pirogalola u prisustvu Pb(ll) i Cd(ll) jona

4.1.4.1. UV/Vis spektralna analiza

Proces autooksidacije pirogalola u vodenom rastvoru u prisustvu Pb(11) i Cd(ll) jona (C = 0,1
mol dm™) pracen je spektrofotometrijski na pH 5,5 u vremenskom intervalu do 2 dana. Pri
navedenim uslovima nije doSlo do izrazenih promena u UV/Vis spektrima ispitivanih sistema
sa vremenom §to je prikazano na slikama 4.33. i 4.34. i to ukazuje da prisustvo ovih jona u

rastvoru ne favorizuje proces autooksidacije pirogalola u slabo kiseloj sredini.
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Slika 4.33. UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije pirogalola u vodenom
rastvoru u prisustvu Pb(I1) jona (C(PG) = 300 pmol dm™, vremenski interval snimanja 5 h,
pH 5,5; c(Pb(11)) = 0,1 mol dm™).

UV/Vis spektar pirogalola u prisustvu Pb(ll) jona se veoma razlikuje od UV/Vis spektra
pirogalola u vodenom rastvoru u odsustvu M(II) jona, ali se sa vremenom prakticno ne
menja. Ovo se moZe objasniti znacajno razli¢itim fiziCkohemijskim karakteristikama Pb(II)
jona u odnosu na druge M(I1) jone ispitivane u ovom radu (veliki jonski radijus uz relativno
veliku elektronegativnost) §to omoguéava gradenje stabilnog kompleksa sa pirogalolom (uz
verovatno znacajno uceS¢e kovalentne veze) koji pod navedenim uslovima ne podleze

autooksidaciji.
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Slika 4.34. UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije pirogalola u vodenom
rastvoru u prisustvu Cd(I1) jona (C(PG) = 300 pmol dm™, vremenski interval snimanja 12 h,
pH 5,5; ¢(Cd(11)) = 0,1 mol dm™®).

Prikazani UV/Vis spektri su veoma sli¢ni UV/Vis spektrima pirogalola u prisustvu Zn(II)
jona u pocetnoj fazi autooksidacije pod istim uslovima. Veoma male promene u UV/Vis
spektrima sa vremenom ukazuju da prisustvo Cd(Il) jona ne favorizuje autooksidaciju
pirogalola u vodenom rastvoru pri navedenim uslovima za razliku od Zn(ll) jona koji ima
slicnu elektronegativnost ali znaajno manji jonski radijus. I u ovom slucaju se moze
pretpostaviti da dolazi do gradenja neke vrste stabilnog kompleksa koji ne podleze
autooksidaciji u slabo kiseloj sredini ali sa manjim uc¢eS¢em kovalentne veze nego u slucaju

Pb(1l) jona.

Ovi rezultati mogu da se dovedu u vezu sa mogucnoscu akumulacije Pb(Il) i Cd(II) jona u
organskim sedimentima sa visokim sadrzajem huminskih kiselina Sto je od velikog ekoloskog

znacaja [Kinniburgh et al., 1999].
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4.2. Galna kiselina
4.2.1. Autooksidacija galne kiseline u baznim vodenim rastvorima

4.2.1.1. UV/Vis spektralna analiza

Na slici 4.35. su prikazani UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije galne
kiseline (GA) u vodenom rastvoru na pH: a) 9,5; b) 10,0 i ¢) 10,5. Razliciti spektralni profili
koji se mogu uoditi u ova tri slucaja potvrduju zavisnost autooksidacije galne kiseline od pH
vrednosti sredine. Razlika se ogleda pre svega u brzini procesa, dok su izgled spektara, kao i
spektralne promene veoma sli¢ni za sve autooksidacione procese na navedenim pH

vrednostima.

Uocava se povecanje aposorbance za sva tri procesa u opsegu od 350-800 nm uz pojavu
apsorpcionog maksimuma na oko 630 nm. Intenzitet apsorpcionog maksimuma galne kiseline
na oko 300 nm se smanjuje i dolazi do hipsohromnog pomeranja na 275 nm. Takode se
uocava pojava dve jasno definisane izobesticke tacke na 240 nm i 315 nm, dok izobesticka

tacka na oko 270 nm nije jasno definisana.

Graficka analiza spektralnih podataka matricnom metodom pokazala je da se kod
autooksidacionih procesa galne kiseline na pH vrednostima od 9,5, 10,0 i 10,5 javljaju dve

éestice u ravnotezi.
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Slika 4.35. UV/Vis spektri snimljenu u toku procesa autooksidacije GA (C(GA) = 300 pumol
dm, vremenski interval snimanja 1 minut) na: a) pH 9,5; b) pH 10,0 i ¢) pH 10,5.

Radi dalje analize procesa primenjena je MCR-ALS metoda. Prvi korak bilo je konstruisanje

matrica D po principima definisanim u Poglavlju 2.4.1.2. Slede¢i korak bio je odredivanje

jedinstvenih vrednosti primenom SVD. Tabela 4.6. prikazuje jedinstvene vrednosti dobijene

primenom SVD za autooksidacione procese na pH vredonstima od 9,5; 10,0 i 10,5. Podaci za

jedinstvene vrednosti za navedene procese pokazuju da proces prati jednostavan mehanizam

sa dve apsorbujuce Cestice, jer su dve jedinstvene vrednosti znacajne u matricama Dgags,

Dga10.0 1 Deatos.

Tabela 4.6. Rang analiza matrica Dgags, Deato.o | Deatos (prikazano je prvih pet jedinstvenih

vredosti).
Faktori pH 9,5 pH 10,0 pH 10.5
1 39,4357 34,4134 29,6728
2 5,61972 4,59572 2,86335
3 0,400234 0,338668 0,26
4 0,178512 0,119561 0,0751004
5 0,08088 0,07555 0,068086
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Za procenu ranga matrica apsorbancija primenjen je scree grafic¢ki prikaz u faktorskoj analizi
(FA). Slika 4.36. prikazuje scree graficki prikaz za FA za proces autooksidacije galne

kiseline u vodenom rastvoru na pH vredonstima 9,5; 10,0 i 10,5.

Rezultati prikazani na slici 4.36. pokazuju da je za procese autooksidacije galne kiseline na
pH vredonstima 9,5; 10,0 i 10,5 rang matrica apsorbancija dva. U skladu sa dobijenim

rezultatima broj jedinstvenih vrednosti je dva za sva tri procesa.

Slika 4.37. prikazuje EFA graficki prikaz za proces autooksidacije galne kiseline na pH
vrednostima 9,5; 10,0 i 10,5. Analiza unapred podataka za sve procese pokazuje da se
promene spektralnih podataka od samog pocetka procesa autooksidacije mogu objasniti preko
dva faktora. Prisustvo dva faktora od samog pocetka reakcije moze se povezati sa prisustvom
dve apsorbuju¢e vrste u reakciji u kojoj dolazi do autooksidacije galne kiseline. Iste

informacije Se dOleaJu 1 pOI’IlOéU analize unazad matrica Dgaos, Dceatoo i Dga1os.

Vrednosti dobijene iz scree grafickog prikaza svojstvenih vrednosti u FA analizi i EFA
grafickog prikaza su identi¢ni (log of eigenvalues koris¢en u ALS), i iznose dva. Dodatne
informacije o jedinjenjima koja su ukljucena u proces autooksidacije galne kiseline na pH

9,5; 10,0 10,5 se mogu dobiti primenom MCR-ALS analize matrica Dgags, Dea1oo | Dea1os.

Eksperimentalni podaci su obradeni koris¢enjem soft MCR-ALS metode primenom uslova
ne-negativnosti (za koncentraciju i spektre) i jednoznacnosti (za koncentracione profile).
Primena MCR-ALS metode je izdvojila dve Ccestice za autooksidacione procese na
navedenim pH vredostima. Procenat LOF% za sva tri procesa je bio nizi od 1%. Tabela 4.7.
prikazuje procenu kvaliteta razdvajanja koriS¢enem standardne devijacije ostataka u odnosu

na eksperimentalne podatke, greSke fitovanja i objaSnjene varijance.
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Slika 4.37. EFA graficki prikaz matrica
spektralnin  podaka (Dgags gore, Dgai00
sredina, Dga105 dole). Pravci analize: unapred

(crne linije) i unazad (crvene linije).

Tabela 4.7. Kvalitet razdvajanja komponenti procenjen koris¢enjem standardne devijacije

ostataka u odnosu na eksperimentalne podatke, LOF% i objasnjene varijance.

pH 9,5 pH 10,0 pH 10,5
SdRex 0,0055162 0,0052441 0,004903
LOF% (PCA) 0,04995 0,0010032 0,20627
LOF% (exp) 1,3151 1,2622 1,1222

% 99,9827 99,9841 99,9874

SdRex — standardna devijacija ostataka u odnosu na eksperimentalne podatke

LOF% — lack-of-fit za PCA i eksperiment
r? — procenat obja$hjene varijance
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Slika 4.38. prikazuje odgovarajuée spektre pojedina¢nih komponenti (S') za sva tri procesa,

dok slika 4.39. prikazuje izraCunate koncentracione profile (C) svih uéestvujucih jedinjenja.
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Slika 4.38. Spektri istih komponenti (ST)
dobijeni primenom MCR-ALS metode: gore
pH 9,5; sredina pH 10,0; dole pH 10,5; a)

galna kiselina, b) proizvod autooksidacije
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Slika 4.39. Kineti¢ki profili (C) dobijeni
primenom MCR-ALS metode: gore pH 9,5;
sredina pH 10,0; dole pH 10,5; a) galna

kiselina, b) proizvod autooksidacije
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U svim procesima autooksidacije galne kiseline na pH vrednostima od 9,5, 10,0 i 10,5
detektovan je samo jedan autooksidacioni proizvod koji je identi¢an za sva tri procesa.
Literaturni podaci pokazuju da pri oksidaciji ili autooksidaciji GA u baznoj sredini postoji
mogucnost gradenja C-C i C-O dimera [Oniki i Takahama, 2004; Friedman i Jurgens, 2000].

Gradenje C-O dimera prikazano je u reakciji 4.3.

OH
HO.

OH
HO OH HO COOH
2 . 0

OH
COOH
HOOC OH (4.3)

Mogucénost gradenja C-O dimera uocena je pri reakciji autooksidacije u jako baznoj sredini
[Friedman 1 Jurgens, 2000]. Nagradeni dimer moZe intramolekulskom esterifikacijom da
prede u elaginsku kiselinu ili da se dalje oksiduje u dimer hinonske strukture. Jedna od
moguéih reakcija u procesu autooksidacije GA u jako baznoj sredini je i gradenje

odgovarajuceg hinona (Sema 4.6.).

+ H,0,

COC-H COCH
0

ODCHO 0. 0O OH

—‘..

Sema 4.6. Prikaz moguéih reakcija u toku procesa autooksidacije GA u jako baznoj sredini. |

- galna kiselina, Il - elaginska kiselina.
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Dobijeni spektri ¢istth komponenti ukazuju na postojanje samo jednog proizvoda
autooksidacije Sto dovodi do pretpostavke da je nacin odvijanja procesa autooksidacije
nezavistan od pH vrednosti u opsegu od 9,5 do 10,5. Ovo se moze objasniti ¢injenicom da je
u ovom opsegu pH vrednosti osim disocijacije karboksilne grupe moguca disocijacija samo
jedne od hidroksilnih grupa GA (pKa; = 3,94, pKa; = 9,04, pKas =11,17). Razlika izmedu
ovih procesa je samo u brzini autooksidacije. Ako se analiziraju koncentracioni profili C
dobijeni metodom MCR-ALS moze se uociti da koncentracija galne kiseline (supstanca a)
konstantno opada dok koncentracija proizvoda autooksidacije (supstanca b) konstantno raste
u celokupnom vremenskom intervalu. Vremenska tacka kada se ove dve krive preseku moze
biti iskoriS¢ena kao gruba procena brzine procesa. Za proces na pH 9,5 to je oko 10 minuta, a
za procese na pH 10,0 i 10,5 ta vrednost je priblizno ista i nalazi se na oko 6 minuta.
Zavisnost brzine procesa autooksidacije od pH rastvora moZe se objasniti koncentracijom
hidroksilnih jona koji mogu imati uticaja na koli¢inu nagradenih hidroksilnih radikala.
Naime, reakcija autooksidacije galne kiseline je po dobijenim matricama S’ i C reakcija
prvog reda, $to podrazmeva da proizvod i brzina reakcije zavisi od koncentracije galne
kiseline i njenog odgovarajuceg radikala. Koli¢ina nastalog radikala je u direknoj vezi sa
koli¢inom hidroksilih radikala koja se povecava sa pove¢anjem pH. Ta¢na vrednost konstante
reakcije se ne moze dobiti primenom soft MCR-ALS metode, pri ¢emu se, takode, ne moze se

iskljuciti postojanje smese proizvoda koji se identifikuje kao jedna komponenta.

4.2.1.2. HPLC-DAD ispitivanje autooksidacije galne kiseline u baznim vodenim

rastvorima

Na Slici 4.40. prikazan je hromatogram proizvoda autooksidacije galne kiseline na pH 10 u
karbonatnom puferu. Literaturni podaci navode da je autooksidacija galne kiseline u baznoj
sredini relativno brz proces. Takode, predloZeno je nekoliko mehanizama po kojima se proces
autooksidacije odigrava [Friedman & Jurgens, 2000; Oniki & Takahama, 2004; Tulyathan et
al., 1989]. Hemijske strukture predlozenih proizvoda su prikazane na slici 4.42.
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Slika 4.40. HPLC-DAD hromatogram proizvoda autooksidacije galne kiseline na pH 10

nakon vremena od 45 minuta (detekciona talasna duZina iznosi 258 nm).

Na hromatogramu sa slike 4.40. mogu se uociti dva glavna pika sa retencionim vremenima
(RT) od 1,266 i 1,450 min i dva manja pika koja se javljaju na RT od 1,693 i 2,142 min. Pik
¢ija je vrednost za RT 1,450 min odgovara galnoj kiselini, $to je potvrdeno poredenjem sa RT
vredno$¢u neokisdovane Ciste galne kiseline. Odredene pretpostavke u vezi strukture
proizvoda autooksidacije mogu se izvesti na osnovu njihovih RT vrednosti i UV/Vis spektara

prikazanih na slici 4.41.
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Slika 4.41. UV/Vis spektri jedinjenja sa HPLC hromatograma prikazanog na slici 4.42. na RT
vredonstima: a) 1,226; b) 1,450 i ¢) 2,142 min.

Dobro definisani pik sa RT od 1,266 min odgovara jednoj komponenti koja je polarnija od
galne kiseline, jer je koriS¢en sistem obrnutih faza, i ovo jedinjenje moze da predstavlja jedan
od dimera posto sadrzi dve karboksilne grupe. Medutim, UV/Vis spektar ovog jedinjenja ne
moze da da definitivni odgovor u vezi strukture poSto oba dimera imaju produzenu =«
elektronsku delokalizaciju (slika 4.42.) koja rezultuje u pojavi novih apsorpcionih traka na

viSim talasnim duzinama u poredenju sa galnom kiselinom.

COOH

HOOC

COOH

Slika 4.42. Hemijske strukture: a) galne kiseline; b) elaginske kiseline; c) C-C dimera i d) C-

O dimera galne kiseline.
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Na osnovu RT vrednosti i UV/Vis spektra moze se samo pretpostaviti da je ovaj proizvod
autooksidacije najverovatnije dimer galne kiseline. Za jedinjenje ¢iji se hromatografski pik
javlja na RT vrednosti od 2,142 min se moZe pretpostaviti da predstavlja elaginsku kiselinu
(EA) jer odgovaraju¢i UV/Vis spektar ima dovoljno sli¢nosti sa spektrom ovog jedinjenja
koji je prikazan u literaturi [Gil et al., 2000], a elaginska kiselina je ve¢ identifikovana kao
jedan od proizvoda autooksidacije galne kiseline u baznim vodenim rastvorima [Tulyathan et
al., 1989]. Osim toga, odnos RT vrednosti ovog jedinjenja i galne kiseline je skoro identican
odnosu koji je naveden u literaturi za hromatogram snimljen pod vrlo sli¢nim uslovima [He
& Xia, 2007]. Jedinjenje €iji se veoma slabo izrazen hromatografski pik javlja na RT

vrednosti od 1,693 min nije okarakterisano, a mogucée je i da predstavlja necistocu.
4.2.1.3. ESI-MS analiza

Na Slici 4.43. je prikazan maseni spektar vodenog rastvora galne kiseline (pH 7,0) odmah

nakon pripreme.

2.0
1.5 205
1.0

] 232
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0.0 . . i
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Slika 4.43. ESI-MS spektar vodenog rastvora galne kiseline na pH 7,0. Vreme autooksidacije

0 min.

Dva najkarakteristi¢nija signala u ESI-MS spektru galne kiseline pre pocetka autooksidacije
odgovaraju jonima sa m/z vrednostima 169 i 339. Jon na m/z vrednosti 169 je molekulski
[GA - H] jon galne kiseline nastao odlaskom H* jona iz molekula galne kiseline, dok je jon
na m/z vrednosti 339 najverovatnije [2GA - H] jon u kome su dva molekula galne kiseline
povezana sa dve vodoni¢ne veze. U ESI-MS spektru vodenog rastvora galne kiseline na pH 4
koji je prikazan u literaturi [Melo et al., 2009] uocava se prisustvo samo ova dva jona pri
¢emu je intenzitet signala jona na m/z vrednosti 169 vise od 4 puta veéi od signala jona na
m/z vrednosti 339. U spektru prikazanom na slici 4.43. prisutni su i drugi joni, a narocito su
intenzivni signali jona na m/z vrednostima 205 i 232. Jon na m/z vrednosti 205 mogao bi da

bude dvostruko hidratisani [GA + 2H,0 - H] jon. Jon na m/z vrednosti 232 bi mogao da
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bude dvostruko negativno naelektrisani jon sloZene strukture [2GA + PG - 2H]* ukoliko se
pretpostavi da u jonizacionoj komori dolazi do dekarboksilacije galne kiseline i formiranja
pirogalola koji bi gradio adukt sa dva molekula galne kiseline. Na ovu moguénost ukazuje i
prisustvo signala slabog intenziteta na m/z vrednosti 125 koji odgovara molekulskom [PG -

H] jonu pirogalola.

Na slici 4.44. je prikazan maseni spektar vodenog rastvora galne kiseline na pH 8,5 nakon 4

sata autooksidacije.

209 ---137
1.5
1.0 169
] 185
4 339
D'S;L 141
7 205 232 239
0o -I & Ii ik, i_ ‘I- Li | | | ‘ | 1
100 150 200 250 300 350 400 450 miz

Slika 4.44. ESI-MS spektar vodenog rastvora galne kiseline na pH 8,5. Vreme autooksidacije
4 h.

U spektru prikazanom na slici 4.44. javljaju se signali jona sa m/z vrednostima 169, 205, 232
i 339 kao i u spektru same galne kiseline pre pocetka autooksidacije (slika 4.43.), ali je
¢ija je m/z vrednost 105 uoceno je i u ESI-MS spektru pirogalola nakon autooksidacije i
moze se objasniti raskidanjem veza u prstenu i formiranjem istih degradacionih proizvoda
kao i kod pirogalola, Sto je prikazano na Semi 4.3. Signali koji poticu od jona sa m/z
vrednostima 141 i 155 se takode javljaju i u ESI-MS spektru pirogalola nakon autooksidacije
i njihovo nastajanje se moze objasniti na analogan nacin (Sema 4.4.) uz pretpostavnu da je u

jonizacionoj komori doslo do dekarboksilacije galne kiseline i formiranja pirogalola.
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4.2.2. Autooksidacija galne kiseline u prisustvu dvovalentnih dijamagnetnih

jona zemnoalkalnih metala

4.2.2.1. UV/Vis spektralna analiza

Na Slici 4.45. su prikazani UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije galne
kiseline (GA) u vodenom rastvoru na pH 7,4 (fizioloSka pH vrednost) u prisustvu jona
zemnoalkalnih metala: a) Mg(Il), b) Ca(Il), c) Sr(Il) i d) Ba(Il). Razli¢iti spektralni profili
koji se mogu uociti u ova cetiri slucaja potvrduju zavisnost autooksidacije galne kiseline od
vrste prisutnog zemnoalkalnog M(Il) jona. Spektralni profil za proces autooksidacije u
prisustvu Mg(II) jona je kompleksniji u odnosu na ostale procese sa mogu¢im formiranjem
viSe autooksidacionih proizvoda. Analiza spektara dobijenih prilikom autooksidacije galne
kiseline u prisustvu Mg(ll) jona ukazuje na kontinualno smanjenje inteziteta apsorpcionog
maksimuma na oko 260 nm. Intenzitet apsorpcije na oko 240 nm (apsorpcioni minimum u
spektru galne kiseline pre pocetka autooksidacije) se kontinuirano povecéava tako da dolazi do
pojave pregiba na oko 250 nm. Pored navedenog javljaju se jo$ dva pregiba na oko 300 nm i
350 nm. Uocava se 1 pojava Sirokih apsorpcionih maksimuma u vidljivoj oblasti na oko 425

nm i 600 nm, kao i pojava dve izobesti¢ke tacke na oko 230 nm i 275 nm.
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Slika 4.45. UV/Vis spektri snimljenu u toku procesa autooksidacije GA (C(GA) = 300 pumol
dm=, pH 7,4; C(M(11)) = 0,1 mol dm™, vremenski interval snimanja 5 minuta) u prisustvu: )
Mg(ll), b) Ca(ll), c¢) Sr(I1) i d) Ba(ll) jona.

Vizuelno poredenje spektara snimljenih u toku autooksidacije galne Kiseline u prisustvu
Ca(II), Sr(II) i Ba(Il) jona pokazuje da su ovi procesi medusobno veoma sli¢ni. Intezitet
apsorpcionog maksimuma na oko 260 nm se konstantno smanjuje, dok intenzitet apsorpcije
na oko 240 nm (apsorpcioni minimum u spektru galne Kiseline pre pocetka autooksidacije)
konstantno raste. Javljaju se dva nova apsorpciona maksimuma, jedan u UV oblasti na oko
325 nm, a drugi u vidljivoj oblasti na oko 640 nm. Takode, uocava se pojava tri izobesticke

tacke, na oko 230 nm, 250 nm i 275 nm.

Graficka analiza snimljenih spektara matricnom metodom pokazala je da se u ovim

sistemima nalaze dve apsorbujuce Cestice u ravnotezi.

Radi dalje analize procesa primenjena je MCR-ALS metoda. Prvi korak bio je konstruisanje

matrica D po principima definisanim u Poglavlju 2.4.1.2. Slede¢i korak bio je odredivanje
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jedinstvenih vrednosti primenom SVD. Tabela 4.8. prikazuje jedinstvene vrednosti dobijene
primenom SVD za procese autooksidacije galne kiseline u prisustvu Mg(ll), Ca(ll), Sr(ll) i
Ba(ll) jona. Podaci za jedinstvene vrednosti za procese u prisustvu Mg(ll), Ca(ll), Sr(ll) i
Ba(II) jona na pH 7,4 pokazuju da proces prati jednostavan mehanizam sa dve apsorbujuce
Cestice. 1z tog razloga su u matricama Dga-mg, Dea-ca, Dea-sr | Dea-sa znacajne dve svojstvene

vrednosti.

Tabela 4.8. Rang analiza matrica Dga-mg, Dca-cas Dea-sr, Dea-ga (prikazano je prvih pet

jedinstvenih vrednosti).

Faktori Mg Ca Sr Ba
1 18,8734 30,963 29,0316 26,3895
2 3,22768 5,97476 4,87468 5,36868
3 0,216747 0,455888 0,442285 0,272735
4 0,0889344 0,376994 0,18585 0,213196
5 0,0792996 0,223226 0,161875 0,108409

Za procenu ranga matrica apsorbancija primenjen je scree graficki prikaz u faktorskoj analizi
(FA). Slika 4.46. prikazuje scree graficki prikaz FA za proces autooksidacije galne kiseline u
prisustvu Mg(Il), Ca(ll), Sr(I1) i Ba(ll) jona na pH 7,4.
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Slika 4.46. Scree graficki prikaz u faktorskoj analizi (FA) za proces autooksidacije galne
kiseline na pH 7,4 u prisustvu a) Mg(ll), b) Ca(ll), c) Sr(ll) i d) Ba(ll) jona.

Rezultati prikazani na slici 4.35. pokazuju da je za proces autooksidacije galne kiseline na pH
7,4 u prisustvu Mg(ll), Ca(l1), Sr(ll) i Ba(ll) jona broj svojstvenih vrednosti dva za sve

procese.

Slika 4.47. predstavlja EFA graficki prikaz za procese autooksidacije galne kiseline na pH 7,4
u prisustvu Mg(ll), Ca(ll), Sr(ll) i Ba(ll) jona. Analiza unapred podataka za sve procese
pokazuje da se promene spektralnih podataka od samog pocetka autooksidacije mogu
objasniti preko dva faktora. Prisustvo dva faktora od samog pocetka reakcije moze se
povezati sa prisustvom dva jedinjenja u reakciji u kojoj dolazi do autooksidacije galne
kiseline. Iste informacije se dobijaju 1 pomoc¢u analize unazad matrica Dga-mg, Dea-ca, Doa-sr

I Dga-Ba-
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Slika 4.36. EFA graficki prikaz matrica spektralnih podaka (Dga-mg gore levo, Dga.ca gore
desno, Dga-sr dole levo i Dga-ga dole desno). Pravci analize: unapred (crne linije) i unazad

(crvene linije).

Vrednosti dobijene iz scree grafickog prikaza (eigenvalues) u FA analizi i EFA graficke
analize (log of eigenvalues koris¢en u ALS) su identi¢ne i iznose dva. Informacije o
jedinjenjima koja su uklucena u proces autooksidacije se mogu dobiti primenom MCR-ALS

analize matrica Dga-mg, Doa-ca, Dea-sr | Dea-ga-

Eksperimentalni podaci su obradeni koris¢enjem soft MCR-ALS metode primenom uslova
ne-negativnosti (za koncentraciju i spektre) i jednozna¢nosti (za koncentracijone profile).
Primena MCR-ALS analize je izdvojila dve Cestice za procese autooksidacije galne kiseline u
prisustvu Mg(I1), Ca(ll), Sr(ll) i Ba(Il) jona. LOF% za sva Cetri procesa je bio nizi od 1%.
Tabela 4.9. prikazuje procenu kvaliteta razdvajanja koriS¢enjem standardne devijacije

ostataka u odnosu na eksperimentalne podatke, greSke fitovanja i objasnjene varijance.

Tabela 4.9. Kvalitet razdvajanja procenjen koriS¢enjem standardne devijacije ostataka u

odnosu na eksperimentalne podatke, LOF% i objasnjene varijance.

Mg Ca Sr Ba
SdRex 0,0046013 0,0098059 0,0082399 0,0062242
LOF% (PCA) 0,34395 0,12634 0,11969 0,11028
LOF% (exp) 1,7184 2,1637 1,8769 1,5499
r? 99,9705 99,9532 99,9648 99,976

SdRex — standardna devijacija ostataka u odnosu na eksperimentalne podatke
LOF% — lack-of-fit za PCA i eksperiment
r’ — procenat obja$njene varijance
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Slika 4.48. prikazuje odgovarajuce spektre &istih komponenti (ST) za sva &etri procesa, dok

slika 4.49. prikazuje izraCunate koncentracione profile (C) komponenti koje se javljaju u

procesu autooksidacije galne Kiseline.
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Slika 4.48. Spektri ¢istih komponenti (ST) dobijeni MCR-ALS metodom za procese

autooksidacije galne kiselina u prisustvu: a) Mg(ll), b) Ca(ll), c) Sr(ll) jona i d) Ba(ll) jona.
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Slika 4.49. Kineticki profili (C) odredeni MCR-ALS metodom za procese autooksidacije
galne kiseline na pH 7,4 u prisustvu: a) Mg(ll), b) Ca(ll), ¢) Sr(I1) i d) Ba(ll) jona.

Kod procesa autooksidacije galne kiseline u prisustvu Mg(Il), Ca(ll), Sr(Il) i Ba(ll) jona
MCR-ALS metodom identifikovan je samo po jedan proizvod reakcije. U autooksidacionim
procesima galne Kiseline u prisustvu jona Ca(ll), Sr(ll) i Ba(ll) identifikovani proizvodi
autooksidacije imaju praktiéno identi¢ne spektralne karakteristike dok se proizvod
autooksidacije dobijen u prisustvu Mg(Il) jona znacajno razlikuje. U toku celokupnog
vremenskog intervala u kome su snimani UV/Vis spektri dolazi do konstantnog opadanja
koncentracije galne kiseline (jedinjenje a)) 1 povecanja koncentracije proizvoda
autooksidacije (jedinjenja b)). Ako se uporede koncentracioni profili supstanci a) i b) moze se
uociti da postoji razlika u brzini opadanja koncentracije supstance a) i povecanja
koncentracije supstance b) u zavisnosti od toga koji je od M(Il) jona zemnoalkalnih metala
prisutan u rastvoru. Vreme kada se koncentracione krive supstanci a) i b) seku moze da
posluzi za procenu brzine samog procesa U slucaju kada je u rastvoru prisutan Ca(ll) jon to je
oko 20 minuta, kod Sr(II) jona to je takode oko 20, a kod Ba(Il) jona oko 15 minuta. I u

pogledu ove karakteristike se proces autooksidacije galne kiseline u prisustvu Mg(Il) jona
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znacajno razlikuje jer, osim Sto se koncentracione krive supstanci a) i b) seku posle najduzeg
vremena (oko 30 minuta) Sto ukazuje na najsporije odvijanje procesa, postoji i odredena

"zadrska"” (oko 5-10 minuta) do pocetka procesa.
4.2.2.2. ESR analiza

Slobodni radikali koji se dobijaju tokom procesa autooksidacije galne kiseline u vodenim
rastvorima su detaljno proucavani primenom ESR spektroskopije [Yoshioka et al., 2003;
Eslami et al., 2010]. Na pH > 10 u ESR spektrima se javlja karakteristican triplet sa odnosom
inteziteta 1 : 2 : 1 izmedu tri linije. Ovakav izgled spektra dokaz je postojanja interakcije
nesparenog elektrona sa dva ekvivalenta protona u strukturi slobodnog radikala, a vrednost
konstante hiperfinog cepanja iznosi 1,07 G. Medutim, ESR spektar galne kiseline u puferu
na pH 9, iako sa loSim odnosom signal/Sum, pokazuje prisustvo slobodnog radikala sa tri
neekvivalentna protona u svojoj strukturi [Eslami et al., 2010]. U literaturi nema podataka da
je detektovano fromiranje slobodnih radikala galne kiseline u vodenim rastvorima na pH

vrednosti niZzoj od 9.

ESR spektroskopija je takode koriS¢ena za direktnu detekciju karakteristicnih slobodnih
radikala galne kiseline u kompleksnim sistema kao Sto su peroksidacija lipidnih sistema
[Mili¢ et al., 1998], ili u nekim mediciskim biljkama [Mouhajir et al., 2001] kao i u meSavini
polifenola iz zelenog ¢aja [Severino et al., 2009]; za proucavanje interakcija galne kiseline sa
drugim antioksidansima [Nogaki et al., 1998; Sakagami i Satoh, 1996] ili sa paramagnetnim
metlnim jonima [Severino et al., 2011]; za karakterizaciju sekundarnih radikala koji se
dobijaju oksidacijom galne kiseline sa K4[Fe(CN)g] na visokim pH vrednostima [Oniki &
Takahama, 2004], ali 1 za proucavanje karakteristika 1 interakcija drugih antioksidansa koje
imaju u osnovi strukturu pirogalola [Pasanphan et al., 2010; Perron et al., 2011]. U nekim
ESR studijama proantocijanidina i estara galne kiseline koriS¢ena je tehnika spinske

stabilizacije [Bors et al., 2000].

Radi ispitivanja procesa autooksidacije galne kiseline u slabo baznim vodenim rastvorima na
sobnoj temperaturi u prisutvu Mg(Il) jona primenjenja je tehnika spinske stabilizacije
[Nikoli¢ G.M. et al., 2011b]. Na slici 4.50. su prikazani ESR spektari dobijeni za dve razlicite
koncentracije galne kiseline snimljeni u intervalu manjem od 3 minuta nakon mesanja

rastvora galne kiseline sa Tris puferom (pH 8,5) koji sadrzi Mg(Il) jone.
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Slika 4.50. ESR spektri slobodnih radikala dobijenih za vreme autooksidacije galne kiseline u
vodenim rastvorima na pH 8,5 u prisustvu Mg(ll) jona, koncentracija galne kiseline 5 mmol
dm™ (gornji spektar) i 20 mmol dm™ (donji spektar).

Asimetri¢ni izgled ESR spektara prikazanih na slici 4.50. jasno ukazuje da se u pocetnoj fazi
autooksidacije galne kiseline u prisustvu Mg(ll) jona na pH 8,5 formiraju bar dve ili vise
razli¢itih slobodnoradikalskih vrsta. Nakon produzenog vremena autooksidacije (do 2 sata)
opsti izgled ESR spektra se nije promenio, ali se ukupni intezitet signala smanjio uz znac¢ajno
pogorsanje odnosa signal/Sum. Pokusaji da se dobiju zadovoljavaju¢i ESR spektri na nizim

vredonstima pH i bez prisustva Mg(II) jona nisu dali zadovoljavajuée reziltate.

Struktura slobodnih radikala koji se formiraju za vreme autooksidacije galne kiseline u
vodenim rastvorima na pH 8,5 u prisustvu Mg(Il) jona je odredena kompjuterskom
simulacijom ESR spektara. Zadovoljavaju¢a kompjuterska simulacija prikazanih ESR
spektara je dobijena koriS¢enjem pretpostavke da postoje dve razlicite radikalske vrste u
rastvoru. Na slici 4.51. su prikazani eksperimentalni ESR spektri snimljeni u toku
autooksidacije galne kisleline na pH 8,5 u prisustvu Mg(Il) jona (C(GA) = 5 mmol dm?),
kompjuterski simuliran ESR spektar i individualne komponente kompjuterski simuliranog

spektra.
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Slika 4.51. Eksperimentalni ESR spektar galne kiseline na pH 8,5 u vodenom rastvoru sa
Mg(ll) jonima (1), kompjuterski simuliran spektar (2), i individualne komponente

kompjuterski simuliranog spektra (3 i 4).

Individualne komponente kompjuterski simuliranog spektra odgovaraju jednom slobodnom
radikalu sa dva ekvivalentna protona (triplet sa odnosom inteziteta signala 1 : 2 :1) i jednom
slobodnom radikalu sa dva neekvivalentna protona (donekle preklapajuéi kvartet sa odnosom
inteziteta signala 1 : 1 : 1 : 1). Prvi radikal o¢igledno predstavlja spinski stabilizovan primarni
radikal galne kiseline (slika 4.51). Mnogo manja vrednost konstante hiperfinog cepanja (0,60
G) u poredenju sa vrednos¢u koja se u literaturi navodi za anjonski radikal galne kiseline
dobijen tokom autooksidacije na pH 11 (1,07 G [Eslami et al., 2010]) je u skladu sa sli¢nim
promenama vrednosti konstante hiperfinog cepanja za orto-benzosemihinonski anjon radikal
koji je spinski stabilizovan Mg(Il) jonima [Eaton, 1964]. Sekundarni radikal ima strukturu sa
dva neekvivalentna protona ¢ije konstante hiperfinog cepanja iznose 0,94 G i 0,67 G. Ova
struktura je dosta razliita od strukture sekundarnog radikala koji se dobija prilikom
oksidacije galne kiseline sa K4[Fe(CN)s] na visokim pH vrednostima i koji je pomo¢u ESR
spektra nedvosmisleno identifikovan kao C-O-C dimer galne kiseline [Oniki & Takahama,

2004]. Predlozene strukture pimarnog i sekundarnog radikala su prikazane na slici 4.52.
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Slika 4.52. PredloZene strukture primarnog (levo) i sekundarnog (desno) slobodnog radikala
koji se formiraju tokom autooksidacije galne kiseline u vodenim rastvorima na pH 8,5 u

prisustvu Mg(Il) jona.

Kompjuterska simulacija eksperimentalno dobijenog ESR spektra za autooksidaciju galne
kiseline u vodenom rastvoru na pH 8,5 u prisustvu Mg(ll) jona pri koncentraciji od 20 mM je
takode dala zadovoljavajuce rezultate sa istim slobodnim radikalima i glavna razlika je
relativna zastupljenost slobodnih radikala pri razli¢itim koncentracijama galne kiseline. Sa
povecanjem koncentracije galne kiseline zastupljenost primarnog radikala se povecava od

oko 25% (na 5 mmol dm™®) do oko 50% (na 20 mmol dm).

4.2.2.3. HPLC-DAD ispitivanje uticaja Mg(ll) jona na proces autooksidacije

galne kiseline u baznim vodenim rastvorima

Na slici 4.53. prikazan je hromatogram koji pokazuje razdvajanje proizvoda dobijenih u toku
autooksidacije galne kiseline na pH 8,5 u prisustvu Mg(ll) jona. Dobro definisani glavni pik
na retencinonom vremenu (RT) od 1,418 min potice od neoksidovane galne kiseline. U
prikazanom hromatogramu javlja se jos jedan, salbo razdvojen, pik na RT od 1,315 min. Ako
se uporede hromatogrami dobijeni nakon autooksidacije galne kiseline pri razli¢itim
uslovima, moze se zakljuciti da je brzina autooksidacije u prisustvu Mg(Il) jona na pH 8,5
sporiji proces u odnosu na autooksidaciju galne kiseline u vodenom rastvoru bez prisustva
Mg(Il) jona na pH 10.
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Slika 4.53. HPLC hromatogram proizvoda autooksidacije galne kiseline na pH 8,5 nakon 45

minuta vreme u prisustvu Mg(ll) jona (detekciona talasna duZina iznosi 258 nm).

Ova cinjenica se moze objasniti ne samo uticajem manje vredonsti pH, Sto generalno
smanjuje brzinu autooksidacije polifenolnih jedinjenja [Friedman & Jurgens, 2000], ve¢ i
spinskom stabilizacijom prelaznog slobodnog od strane Mg(ll) jona [Lebedev et al., 2007;
Nikoli¢ et al., 1998; 2011]. JosS vaznije, izgled manjeg hromatografskog pika na RT od 1,315
min sa pregibom na nizoj RT vrednosti pokazuje da ovaj pik potice od najmanje dva
jedinjenja. Navedene ¢injenice dovode do pretpostavke da prisustvo Mg(ll) jona ne samo da

utice na brzinu autooksidacije galne kiseline, ve¢ menja i mehanizam reakcije.
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4.2.3. Autooksidacija galne kiseline u prisustvu Zn(l1), Cd(Il) i Pb(ll) jona

Proces autooksidacije galne Kkiseline je pra¢en spektrofotometrijski na pH 5,5 pri
koncentraciji Zn(11), Cd(I1) i Pb(I1) jona od 0.1 mol/dm® i u vremenu do 2 dana (slika 4.54).

Pod navedenim uslovima nisu uo¢ene znacajne promene u UV/Vis spektrima sa vremenom

Sto ukazuje da nije doslo do autooksidacije galne kiseline.
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Slika 4.54. UV/Vis spektri vodenog rastvora galne kiseline u prisustvu Zn(ll) jona (C(GA) =
300 pmol dm™, interval snimanja 5 h; pH 5,5; C(Zn(11)) = 0,1 mol dm™®).

Pod navedenim uslovima autooksidacije galne kiseline u prisustvu Pb(Il) i Cd(ll) jona nisu

dobijeni UV/Vis spektri pogodni za dalju analizu.
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4.3. Etil-galat

Rezultati i diskusija

4.3.1. Autooksidacija etil-galata u slabo baznim vodenim rastvorima

4.3.1.1. UV/Vis spektralna analiza

Na slici 4.55. su prikazani UV/Vis spektri snimljeni u toku autooksidacije etil-galata (EG) u

vodenom rastvoru na pH a) 9,0; b) 9,5 i c¢) 10,0. Izmedu prikazanih spektralnih profila postoji

izvesna razlika Sto ukazuje na zavisnost procesa autooksidacije etil-galata od pH vrednosti

rastvora. Razlika se ogleda, pre svega, u brzini samog procesa, dok su izgled spektara, kao i

spektralne promene gotovo identi¢ni za sve autooksidacione procese na navedenim pH

vrednostima.
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Slika 4.55. UV-Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije etil-galata (C(EG) = 300

umol dm™®): a) pH 9,0; vremenski interval snimanja 5 minuta; b) pH 9,5; vremenski interval

snimanja 1 minut; ¢) pH 10,0; vremenski interval snimanja 1 minut.
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Analiza spektara pokazuje konstatno smanjenje apsorpcionin maksimuma etil-galata na oko
235 nm i 320 nm. U oblasti od 350 nm do 450 nm dolazi do konstantnog porasta apsorbance
sa formiranjem pregiba na oko 370 nm. Tokom pocesa pojavljuju se novi maksimumi na oko
250 nm 1 oko 275 nm. Uocava se pojava dve jasno definisane izobesti¢ke tacke na talasnim
duzinama od 295 nm i 340 nm. Treca izobesticka tacka nije jasno definisana kao predhodno

navedene dve i nalazi se na oko 240 nm.

Graficka analiza matricnom metodom pokazala je da se u toku autooksidacije etil-galata na

pH vredonstima od 9,0; 9,5 i 10,0 nalaze dve Cestice u ravnotezi.

Radi detaljnije analize procesa primenjena je MCR-ALS metoda. Prvi korak bilo je
konstruisanje matrica D po principima navedenim u Poglavlju 2.4.1.2. Tabela 4.10. prikazuje
jedinstvene vrednosti dobijene primenom SVD za autooksidacione procese na pH
vredonstima od 9,0; 9,51 10,0. Podaci za jedinstvene vrednosti za navedene procese pokazuju
da ovi procesi prate jednostavan mehanizam sa dve apsorbujuce Cestice i zbog toga su u

matricama Dggo.0, Deco.s, Dec10.0 znacajne tri svojstvene vrednosti.

Tabela 4.10. Analiza ranga matrica Dego.o, Deco.s, Decio.o (prikazano je prvih pet jedinstvenih

vrednosti).
Faktori pH 9,5 pH 10,0 pH 10,5
1 33,6048 41,1455 18,9801
2 7,20936 8,27008 3,47568
3 0,375607 0,245411 0,0418612
4 0,031634 0,127428 0,0287449
5 0,0285727 0,0326068 0,0272911

Za procenu ranga matrica apsorbancija primenjen je scree graficki prikaz u faktorskoj analizi
(FA). Slika 4.56. prikazuje FA scree graficki prikaz za proces autooksidacije etil-galata u

vodenom rastvoru na pH vredonstima 9,0; 9,51 10,0.

Rezultati prikazani na Slici 4.56. pokazuju da je za procese autooksidacije etil-galata na pH
vrednostima 9,0; 9,5 i 10,0 rang apsorpcione matrice dva. U skladu sa dobijenim rezultatima

broj jedinstvenih vrednosti je dva za sva tri procesa.

Slika 4.57. prikazuje EFA graficki prikaz za proces autooksidacije etil-galata na pH
vredonstima 9,0; 9,51 10,0. Analiza unapred podataka za sve procese pokazuje da se promene

spektralnih podataka od samog pocetka autooksidacije mogu objasniti preko dva faktora.
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Prisustvo dva faktora od samog pocetka reakcije moZe se povezati sa prisustvom dve
komponente u reakciji u kojoj dolazi do autooksidacije etil-galata. Iste informacije se

dobijaju i pomocu analize unazad matrica Deggo, Decos | Degio.o.

Rezultati dobijeni iz scree grafickog prikaza (eigenvalues) u FA analizi i EFA graficke
analize (log of eigenvalues koris¢en u ALS) su identi¢ni i iznose dva. Informacije o
jedinjenjima koja su uklucena u proces autooksidacije se mogu dobiti primenom MCR-ALS

analize matrica DEGQ.O, DEGQ_5 i DEGlO.O-
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Slika 4.56. Scree graficki prikaz u Slika 4.57. EFA graficki prikaz matrica spektralnih
faktorskoj analizi (FA) za proces podaka (Dgggo gore, Decos sredina, Dgaioo dole).
autooksidacije etil-galata na pH a) 9,0; Pravci analize: unapred (crne linije) i unazad
b) 9,51 c) 10,0. (crvene linije).
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Eksperimentalni podaci su obradeni koris¢enjem soft MCR-ALS metode uz primenu uslova
ne-negativnosti (za koncentraciju 1 spektre) 1 jednoznaCnosti (za koncentracione
profile).Primena MCR-ALS metode je ukazala na prisustvo dve apsorbujuce Cestice za
autooksidacione procese na navedenim pH vredostima. LOF% za sva tri procesa je bio nizi
od 1%. Tabela 4.11. prikazuje procenu kvaliteta razdvajanja koriS¢enem standardne
devijacije ostataka u odnosu na eksperimentalne podatke, greSke fitovanja i objaSnjene

varijance.

Tabela 4.11. Kvalitet razdvajanja procenjen koriS¢enjem standardne devijacije ostataka u

odnosu na eksperimentalne podatke, LOF% i objasnjene varijanse

pH 9,0 pH 9,5 pH 10,0
SdRex 0,0059641 0,0038687 0,001523
LOF% (PCA) 9,9588x107 0,0026824 3,4307 x 10”
LOF% (exp) 1,1248 0,70929 0,49987
r? 99,9873 99,995 99,9975

SdRex — standardna devijacija ostataka u odnosu na eksperimentalne podatke
LOF% — lack-of-fit za PCA i eksperiment
r? — procenat obja$njene varijance

Slika 4.58. prikazuje odgovarajuée spektre pojedina¢nih komponenti (S') za sva tri procesa,
dok slika 4.59. prikazuje izraunate koncentracione profile (C) jedinjenja koja ucestvuju u

procesu autooksidacije.
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Slika 4.58. Spektri ¢istih komponenti (ST) (a) etil-galat, b) proizvod autooksidacije) dobijeni

MCR-ALS metodom: a) pH 9,0; b) pH 9,5; ¢) pH 10,0.
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Slika 4.59. Koncentracioni profili (C) apsorbujuc¢ih cestica (a) etil-galat, b) proizvod
autooksidacije) u toku procesa autooksidacije etil-galata: a) pH 9,0; b) pH 9,5; ¢) pH 10,0.

U sva tri analizirana procesa autooksidacije etil-galata detektovan je samo jedan
autooksidacioni proizvod, a prema spektralnim karakteristikama moZe se pretpostaviti da je
taj proizvod identi¢an za sva tri procesa. Moguc¢i mehanizmi autooksidacije etil-galata su

prikazani u Semi 4.7.
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Sema 4.7. Moguéi mehanizmi autooksidacije etil-galata.

Mehanizam pod brojem 1 je najjednostavnija autooksidacija etil-galata (a) do odgovarajuceg
hinona (b). Reakcija pod brojem 2 je proces koji prikazuje gradenje C-O dimera (c).
Mehanizam pod brojem 3 prikazuje reakciju gradenja C-C dimera (d) i dalju oksidaciju
dimera do odgovaraju¢eg hinonskog molekula (e). Za razlku od pirogalola kod koga je
mogucée gradenje C-O i C-C dimera vezivanjem dva molekula pirogalola u orto i para
poloZajima u odnosu na krajnju hidroksiksilnu grupu, kod etil-galata, kao i kod galne kiseline
para polozaj je blokiran, S$to ostavlja moguénost gradenja samo orto dimera. Takode, za
razliku od galne kiseline gde je postojala moguénost gradenja intramolekulske estarske veze
(kao kod elaginske kiseline), kod etil-galata to nije moguce jer je ve¢ nagraden etil estar.
Spektri ¢istih komponenti dobijeni MCR-ALS metodom pokazuju postojanje samo jednog
proizvoda autooksidacije $to dovodi do pretpostavke da u opsegu pH vredonsti 9,0-10,0,
autooksidacioni proizvod ne zavisi od pH sredine. Ovo se moze povezati sa ¢injenicom da je

u datom opsegu pH vrednosti disosovana samo jedna od hidroksilnih grupa.

Razlika izmedu procesa je u brzini autooksidacije etil-galata pri razli¢itim pH vrednostima.
Ako se analiziraju koncentracioni profili C dobijeni primenom MCR-ALS metode moZe se
uociti da koncentracija etil-galata (supstanca a) konstantno opada tokom celog procesa, dok
koncentracija proizvoda autooksidacije (supstanca b) konstantno raste. Vremenska tacka kada
se ove dve krive seku moze biti iskoriS¢ena kao gruba procena brzine procesa. Za proces na

pH 9,0 to je oko 45 minuta, za pH 9,5 oko 10 minuta, a za pH 10,5 oko 5 minuta. I u slucaju
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etil-galata, kao i kod galne kiseline, procesi autooksidacije su reakcije prvog reda, ali ako se
uporede razlike u brzini procesa sa povecanjem pH kod galne kiseline i etil-galata moze se
uociti da je kod etil-galata ta razlika znatno veca u odnosu na procese kod galne kiseline.
Razlog najverovatnije lezi u Cinjenici da je kod galne kiseline disosovana i karboksilna i
jedna hidroksilna grupa, a kod etil-galata samo jedna hidroksilna grupa. Karboksilna grupa je
znatno kiselija u odnosu na hidroksilnu i najverovatnije njeno negativno naelektrisanje
dodatno stabilizuje nastali radikal iz galne kiseline. Povecanjem pH povecava se i broj
hidroksilnih grupa koje disosuju i koje mogu da ucestvuju u slobodno radikalskim
reakcijama. Medutim, njihov ukupni doprinos je manji nego doprinos karboksilne grupe, pa
se samim tim sa povecanjem pH vrednosti brzina autooksidacije galne kiseline malo
povecava. U slucaju etil-galata samo naelektrisanje na hidroksilnoj grupi doprinosi stabinosti
radikala i zato je reaktivnost radikala koji nastaje iz etil-galata veca. Kako je broj disosovanih
hidroksilnih grupa u direktnoj zavisnosti od pH, tako se i sa povecanjem pH vrednosti
sredine, znatno povecéava i brzina autooksidacije. Tacna vrednost konstante brzine reakcije se
ne moze dobiti primenom soft MCR-ALS metode. Takode se ne moze iskljuciti postojanje

smeSe proizvoda koja se ovom metodom identifikuje kao jedna komponenta.
4.3.1.2. ESI-MS analiza

Na slici 4.60. prikazan je maseni spektar etil-galata u vodenom rastvoru na pH 7,0 odmah

nakon pripreme.
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Slika 4.60. ESI-MS spektar vodenog rastvora etil-galata na pH 7,0. Vreme autooksidacije 0

min.

U ESI-MS spektru etil-galata pre pocetka autooksidacije pojavljuje se veci broj jona, a dva
najkarakteristi¢nija su joni sa m/z vrednostima 197 1 395. Jon na m/z vrednosti 197 je
molekulski [EG - H] jon etil-galata nastao odlaskom H* jona iz molekula etil-galata, dok je

jon na m/z vrednosti 395 najverovatnije [2EG - H] jon u kome su dva molekula etil-galata
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povezana sa dve vodoni¢ne veze. Zbog relativno visoke koncentracije etil-galata u rastvoru
moze se ocekivati gradenje adukata (asocijata) izmedu molekula etil-galata medusobno ili sa
molekulima rastvara¢a u ve¢em obimu. Tako bi, na primer, jon ha m/z vrednosti 233 mogao
bi da bude dvostruko hidratisani [EG+2H,0 - H] jon. Jon na m/z vrednosti 260 bi mogao da
bude dvostruko negativno naelektrisani jon sloZene strukture [2EG+PG - 2H]* ukoliko se
pretpostavi da u jonizacionoj komori dolazi do fragmentacije etil-galata i formiranja

pirogalola koji bi gradio adukt sa dva molekula etil-galata.

Na slici 4.61. prikazan je maseni spektar etil-galata u vodenom rastvoru na pH 8,5 nakon ¢etri

sata autooksidacije.
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Slika 4.61. ESI-MS spektar vodenog rastvora etil-galata na pH 8,5. Vreme autooksidacije 4 h.

U spektru prikazanom na slici 4.61. javljaju se signali jona sa m/z vrednostima 197, 233, 260
i 395 kao i u spektru samog etil-galata pre pocetka autooksidacije (slika 4.60.), ali je
¢ija je m/z vrednost 105 uoceno je i u ESI-MS spektru pirogalola nakon autooksidacije i
moze se objasniti raskidanjem veza u prstenu i formiranjem istih degradacionih proizvoda
kao i kod pirogalola, Sto je prikazano na Semi 4.3. Signali koji poticu od jona sa m/z
vrednostima 141 i 155 se takode javljaju i u ESI-MS spektru pirogalola nakon autooksidacije
i njihovo nastajanje se moze objasniti na analogan nacin (Sema 4.4.) uz pretpostavku da je u

jonizacionoj komori do$lo do fragmentacije etil-galata i formiranja pirogalola.
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4.3.2. Autooksidacija etil-galata u prisustvu d

zemnoalkalnih metala

4.3.2.1. UV/Vis spektralna analiza

Na Slici 4.62. su prikazani UV/Vis spektri snimljen

vodenom rastvoru na pH 7,4 (fizioloSka pH vrednost) u

Rezultati i diskusija

vovalentnih dijamagnetnih jona

I u toku autooksidacije etil-galata u

prisustvu dvovalentnih dijamagnetnih

metalnih jona: a) Mg(Il), b) Ca(Il), c¢) Sr(I) i d) Ba(Il). Razli¢iti spektralni profili koji se

mogu uoditi u ova Cetri sluaja potvrduju zavisnost autooksidacije etil-galata od vrste

metalnog jona.
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Slika 4.62. UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa au
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tooksidacije etil-galata (C(EG) = 300

pmol dm™, pH 7,4; C(M(11)) = 0,1 mol dm™) u prisustvu a) Mg(ll) jona, vremenski interval

snimanja 1 minut, b) Ca(ll), ¢) Sr(I1) i d) Ba(ll) jona, vremenski interval snimanja 5 minuta.

131



Rezultati i diskusija

Vizuelno poredenje dobijenih spektara pokazuje da intenziteti apsorpcionih maksimuma etil-
galata na oko 240 i 320 nm (odnosno 330 nm u prisustvu Mg(ll) jona) konstantno opadaju
tokom procesa autooksidacije. U toku procesa se javlja novi apsorpcioni maksimum na oko
280 nm ¢iji intezitet zavisi od toga koji jon je prisutan u sistemu. U sistemima gde su prisutni
Mg(II) 1 Ca(II) joni uocava se pojava novog Sirokog apsorpcionog maksimuma na oko 410
nm. U prisutvu Sr(I) i Ba(Il) navedeni maksimum se ne uocava vec se javlja povecanje
apsopcije u celoj vidljivoj oblasti, ali se javlja izrazen porast apsorpcije na oko 255 nm (u
sistemu sa Sr(II) jonima se ¢ak mozZe okarakterisati kao novi apsorpcioni maksimum).

Uocava se pojava jasno definisane izobesticke tacke na oko 350 nm.

Radi dalje analize procesa primenjena je MCR-ALS metoda. Prvi korak bilo je konstruisanje
matrica D po principima definisanim u Poglavlju 2.4.1.2. Slede¢i korak bilo je odredivanje
jedinstvenih vrednosti primenom SVD. Tabela 4.12. prikazuje jedinstvene vrednosti dobijene
primenom SVD za procese autooksidacije etil-galata u prisustvu Mg(Il), Ca(ll), Sr(I1) i Ba(ll)
jona. Podaci za jedinstvene vrednosti za procese u prisustvu Ca(ll), Sr(I1) i Ba(ll) jona na pH
7,4 pokazuju da ovi procesi prate jednostavan mehanizam sa dve apsorbujuce Cestice. 1z tog
razloga su dve svojstvene vrednosti znacajne u matricama Dgg.ca, Deg-sr | Dec-sa. POdaci iz
Tabele 4.12. pokazuju da su kod procesa autooksidacije etil-galata na pH 7,4 u prisustvu

Mg(I1) jona za matricu Dgg-mg znacajne tri svojstvene vrednosti.

Tabela 4.12. Analiza ranga matrica Deg-mg, Dec-ca, Dec-sr | Dec-sa (prikazano je prvih pet

jedinstvenih vrednosti).

Faktori Mg Ca Sr Ba

1 35,441 32,5507 26,8183 21,371

2 3,7211 2,9655 4,84126 3,06789
3 1,53177 0,618064 0,46184 0,391299
4 0,712343 0,352886 0,20794 0,21842
5 0,529392 0,323013 0,3958 0,03468

Za procenu ranga matrica apsorbancija primenjen je scree grafic¢ki prikaz u faktorskoj analizi
(FA). Slika 4.63. prikazuje scree graficki prikaz za FA procesa autooksidacije etil-galata u
prisustvu Mg(I1), Ca(ll), Sr(1l) i Ba (1) jona.
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Slika 4.63. Scree graficki prikaz u faktorskoj analizi (FA) za procese autooksidacije etil-
galata na pH 7,4 u prisustvu a) Mg(ll), b) Ca(ll), ¢) Sr(I1) i d) Ba(ll) jona.

Rezultati prikazani na Slici 4.63. pokazuju da je za proces autooksidacije etil-galata na pH
7,4 u prisustvu Mg(ll) jona rang apsorpcione matrice 3, a za procese na pH 7,4 u prisustvu
Ca(ll), Sr(I1) i Ba(ll) jona rang apsorpcione matrice je 2. U skladu sa dobijenim rezultatima

broj svojstvenih vrednosti je tri za proces na pH 7,4 u prisustvu Mg(ll) jona i dva za procese
u prisustvu Ca(ll), Sr(I1) i Ba(ll) jona.

Slika 4.64. prikazuje EFA graficki prikaz za procese autooksidacije etil-galata u prisustvu
Mg(Il), Ca(ll), Sr(1l) i Ba(ll) jona. Analiza unapred podataka za procese autooksidacije na
pH 7,4 u prisustvu Ca(ll), Sr(ll) i Ba(ll) jona pokazuje da se promene spektralnih podataka
od samog pocetka autooksidacije mogu objasniti preko dva faktora. Prisustvo dva faktora od
samog pocetka reakcije moze se povezati sa prisustvom dva jedinjenja u reakciji u kojoj
dolazi do autooksidacije etil-galata. U slucaju matrice Dgg-mg hakon 15-20 minuta od pocetka
reakcije novi faktor postaje relevantan, ukazuju¢i da se pojavila nova komponetna koja

apsorbuje u UV/Vis oblasti. Nakon 45 minuta od pocetka reakcije broj znacajnih faktora je
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identi¢an kao i na pocetku reakcije. Iste informacije se dobijaju i pomocu analize unazad

matrica Deg-mg, Dec-ca, Dec-sr | Dec-ga.

EVOLVING FACTOR ANALYSIS EVOLVING FACTOR ANALYSIS

log(eigenvalues)
L
log(eigenvalues)

Row number Row number
EVOLVING FACTOR ANALYSIS EVOLVING FACTOR ANALYSIS
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log(eigeny alues)

O R O S CR )

Row number Row number

Slika 4.64. EFA graficki prikaz matrica spektralnih podaka (Dgg-mg gore levo, Deg-ca gore
desno, Degg.sr dole levo, Deg.ga dole desno). Pravci analize: unapred (crne linije) i unazad

(crvene linije).
EFA analiza unapred i unazad matrice Deg-mg pokazuje prisustvo tri znacajna faktora.

Rezultati dobijeni iz scree grafikog prikaza (eigenvalues) u FA analizi i EFA grafickog
prikaza (log of eigenvalues koris¢en u ALS) su identi¢ni i iznose dva, odnosno tri. Detaljnije
informacije o jedinjenjima koja su uklju¢ena u proces autooksidacije etil-galata se mogu

dobiti primenom MCR-ALS analize matrica Deg-mg, Dec-ca, Dec-sr | Dec-ga-

Eksperimentalni podaci su obradeni koris¢enjem soft MCR-ALS metode uz primenu uslova
ne-negativnosti (za koncentraciju i spektre) i jednoznacnosti (za koncentracione profile).
Primenom MCR-ALS metode utvrdeno je prisustvo tri Cestice za autooksidacioni proces u
prisustvu Mg(IT) jona i dve Cestice za autooksidacione procese u prisustvu Ca(Il), Sr(Il) i
Ba(II) jona. LOF% za sva cCetri procesa je bio nizi od 1%. Tabela 4.13. prikazuje procenu
kvaliteta razdvajanja koriS¢enjem standardne devijacije ostataka u odnosu na eksperimentalne

podatke, greSke fitovanja i objasnjene varijance.
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Tabela 4.13. Procena kvaliteta razdvajanja koris¢enjem standardne devijacije ostataka u

odnosu na eksperimentalne podatke, LOF% i objaSnjene varijance.

Ca Sr Ba
SdRex 0,0161 0,01485 0.0081368 0,008229
LOF% (PCA) 0,0019914 9,9341x103 2,2265x10°° 9,5811x10™"
LOF% (exp)  2,6046 2,5435 1,8906 2,1066
r? 99,9322 99,9353 99,964 99,9556

SdRex — standardna devijacija ostataka u odnosu na eksperimentalne podatke
LOF% — lack-of-fit za PCA i eksperiment

r? — procenat obja$hjene varijance

Slika 4.65. prikazuje odgovarajuée spektre pojedinadnih komponenti (S') za sva &etiri

procesa, dok slika 4.66. prikazuje izraCunate koncentracione profile (C) pojedinaénih

komponenti u procesima autooksidacije etil-galata u prisustvu Mg(ll), Ca(ll), Sr(Il) i Ba(ll)
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Slika 4.65. Spektri pojedina¢nih komponenti (S") dobijeni MCR-ALS metodom za procese

autooksidacije etil-galata u prisustvu: a) Mg(l1), b) Ca(ll), c) Sr(ll) i d) Ba(ll) jona.
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Slika 4.66. Kineticki profili (C) dobijeni MCR-ALS metodom za autooksidaciju etil-galata na
pH 7,4 u prisustvu: a) Mg(ll), b) Ca(ll), c) Sr(lI1) i d) Ba(ll) jona.

U autooksidacionim procesima etil-galata u prisustvu jona Ca(ll), Sr(ll) i Ba(ll)
identifikovani proizvodi autooksidacije imaju prakti¢no identi¢ne spektralne karakteristike. U
toku celokupnog vremenskog intervala u kome su snimani UV/Vis spektri dolazi do
konstantnog opadanja koncentracije etil-galata (jedinjenje a)) i povecanja koncentracije
proizvoda autooksidacije (jedinjenja b)). Ako se uporede koncentracioni profili supstanci a) i
b) moze se uociti da postoji razlika u brzini opadanja koncentracije supstance a) i povecanja
koncentracije supstance b) u zavisnosti od toga koji je od M(Il) jona zemnoalkalnih metala
prisutan u rastvoru. Vreme kada se koncentracione krive supstanci a) i b) seku moze da
posluzi za procenu brzine samog procesa U sluc¢aju kada je u rastvoru prisutan Ca(Il) jon to je
oko 2,5 minuta, kod Sr(II) jona to je takode oko 5,5, a kod Ba(II) jona oko 4 minuta. Kada je

u sistemu prisutan Mg(Il) jon proces autooksidacije se odigrava prema drugacijem
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mehanizmu u kome je prisutan intermedijer. U toku procesa autooksidacije koncentracija etil-
galata konstantno opada i za razliku od procesa autooksidacije u prisustvu Ca(ll), Sr(ll) i
Ba(ll) jona ne padne na nulu. Koncentracija proizvoda autooksidacije b) raste do 30 minuta i
nakon toga pocinje da opada. Proizvod c) se pojavljuje oko 5 minuta i njegova koncentracija

raste do 70 minuta kada kriva zavisnosti koncentracije od vremena dobija plato.
4.3.3. Autooksidacija etil-galata u prisustvu Zn(l1), Pb(I1) i Cd(Il) jona

Proces autooksidacije etil-galata u prisustvu Zn(Il), Pb(ll) i Cd(ll) jona (C(M(Il) = 0,1
mol dm™) pracen je spektrofotometrijski na pH 5,5 u vremenu do 2 dana. UV/Vis spektri
prikazani na slikama 4.67.; 4.68. i 4.69. ukazuju da pod navedenim uslovima nije do$lo do
autooksidacije etil-galata jer se prakticno ne uocavaju nikakve promene spektara sa
vremenom. Ovo je posledica, pre svega, niske pH vrednosti rastvora (pri visim pH
vrednostima je jako izaZzena hidroliza ovih jona). Sami spektri etil-galata u prisustvu
navedenih jona se ipak donekle razlikuju zbog razlika u fizicko-hemijskim karakteristikama

ovih jona.
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Slika 4.67. UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije etil-galata (C(EG) = 300
pmol dm™, pH 5,5; interval snimanja 5 h) u prisustvu Zn(I1) jona (C(Zn(11)) = 0,1 mol dm).
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Slika 4.68. UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije etil-galata (C(EG) = 300
umol dm™, pH 5,5; interval snimanja 5 h) u prisustvu Pb(11) jona (C(Pb(11)) = 0,1 mol dm™).
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Slika 4.69. UV/Vis spektri snimljeni u toku procesa autooksidacije etil-galata (C(EG) = 300
umol dm™, pH 5,5; interval snimanja 5 h) u prisustvu Cd(l1) jona (C(Cd(I1)) = 0,1 mol dm™).
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Zakljucak

U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSeno je ispitivanje uticaja dijamagnetnih metalnih jona
(Mg(l1), Ca(ll), Sr(l1), Ba(ll), Zn(11), Cd(I1) i Pb(Il)) na procese autooksidacije vicinalnih
trihidroksilnih fenolnih jedinjenja u vodenim rastvorima. Procesi autooksidacije pirogalola
(najjednostavnije jedinjenje sa odogvaraju¢om strukturom), galne kiseline i etil-galata
prouCavani su primenom UV/Vis spektrofotometrije sa naknadnom hemometrijskom
obradom podataka, tecne hromatografije visokog ucéinka (HPLC), masene spektrometrije
(ESI-MS) i ESR spektroskopije.

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

e Utvrdeno je da pH vrednost rastvora i prisustvo 1 vrsta dijamagnetnih metalnih jona
imaju veliki uticaj na brzinu i naéin odvijanja procesa autooksidacije ispitivanih
jedinjenja.

e Snimanjem UV/Vis spektara ispitivanih sistema u toku procesa autooksidacije
dobijeni su spektrofotometrijski podaci koji su naknadno obradivani hemometrijskim
tehnikama. Grafi¢ka matri¢na analiza kori$éena je kao jednostavan test za utvrdivanje
broja apsorbuju¢ih Cestica u toku procesa autooksidacije. Metoda MCR-ALS je
koriS¢ena za detaljniju analizu spektrofotometrijskih podataka i, osim §to su njenom
primenom potvrdeni rezultati u pogledu broja apsorbujucih cestica koji su dobijeni
grafickom matricnom metodom, pomocu nje su dobijeni spektri pojedinacnih
komponenti koje se javljaju u procesu autooksidacije i njihovi koncentracioni profili.
Analiza UV/Vis spektara pojedina¢nih komponenti koji su dobijeni metodom MCR-
ALS 1 njihovo poredenje sa literaturnim podacima za slicne sisteme omogucdilo je
donoSenje zakljucaka o strukturi proizvoda autooksidacije ispitivanih jedinjenja.

e Spektrofotometrijsko ispitivanje procesa autooksidacije vicinalnih trihidroksilnih
fenolnih jedinjenja u baznim vodenim rastvorima bez prisustva metalnih jona
pokazalo je da se u toku autooksidacije formiraju proizvodi slozZenije strukture,
najverovatnije tipa dimera ili polimera, jer se u njihovim UV/Vis spektrima dobijenim
metodom MCR-ALS javlja izrazena apsorpcija u oblasti vec¢ih talasnih duzina.
Spektrofotometrijski podaci takode pokazuju da se proces autooksidacije pirogalola
odvija po mehanizmu koji je slozeniji u odnosu na galnu kiselinu i etil-galat i u ovom
sistemu je kao prelazni proizvod autooksidacije identifikovan purpurogalin.

e Kod sva tri jedinjenja koja su ispitivana u ovom radu povecanje pH vrednosti

rastvora, ¢ak i u malom intervalu, dovodi do ubrzavanja procesa autooksidacije. Pri
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tome se kod pirogalola sa pove¢anjem pH vrednosti od 7,4 na 8,0 menja i mehanizam
reakcije, dok je efekat ubrzavanja procesa autooksidacije bez promene mehanizma
reakcije pri povecanju pH vrednosti rastvora za jednu jedinicu (od 9,5 na 10,5 kod
galne kiseline i od 9,0 na 10,0 kod etil-galata) znatno izraZeniji kod etil-galata nego
kod galne kiseline

Ispitivanje procesa autooksidacije pirogalola i galne kiseline u baznim vodenim
rastvorima bez prisustva metalnih jona primenom metode HPLC dalo je rezultate koji
su u velikoj meri saglasni sa rezultatima spektrofotometriskih ispitivanja, ali su
dobijeni i dodatni podaci. U hromatogramu proizvoda produzene autooksidacije
pirogalola koji je dobijen HPLC-DAD tehnikom detektovan je ve¢i broj komponenti u
odnosu na hromatogram dobijen primenom HPLC sa fluorescentnom detekcijom Sto
ukazuje da u toku produzene autooksidacije pirogalola dolazi i do njegove razgradnje.
U HPLC-DAD hromatogramu proizvoda autooksidacije galne kiseline na pH 10,0 je,
osim jednog glavnog proizvoda autooksidacije koji po retencionom vremenu i UV/Vis
spektru odgovara nekoj vrsti dimera galne kiseline, detektovana i vrlo niska
koncentracija komponente koja po retencionom vremenu i UV/Vis spektru odgovara
elaginskoj kiselini za koju postoje literaturni podaci da nastaje pri autooksidaciji galne
kiseline u jako baznim vodenim rastvorima.

Ispitivanje procesa autooksidacije vicinalnih trihidroksilnih fenolnih jedinjenja u
baznim vodenim rastvorima bez prisustva metalnih jona primenom metode ESI-MS
omogucilo je identifikaciju proizvoda koji nastaju produzenom autooksidacijom ovih
jedinjenja. Kod sva tri jedinjenja koja su ispitivana u ovom radu detektovani su isti
degradacioni proizvodi koji po strukturi odgovaraju oksikiselinama koje nastaju
raskidanjem veza u benzenovom prstenu uz simultanu reakciju formiranih fragmenata
sa jonima i slobodnim radikalima koji su prisutni u rastvoru.

Spektrofotometrijsko ispitivanje procesa autooksidacije vicinalnih trihidroksilnih
fenolnih jedinjenja u slabo baznim vodenim rastvorima u prisustvu jona
zemnoalkalnih metala (Mg(II), Ca(Il), Sr(I) 1 Ba(Il)) pokazalo je znacajnu razliku u
pogledu spektralnih karakteristika proizvoda autooksidacije dobijenih u prisustvu
Mg(Il) jona u odnosu na spektralne karakteristike proizvoda dobijenih u prisustvu
Ca(Il), Sr(IT) i Ba(Il) jona koji su medusobno veoma sli¢ni. Karakteristike procesa
autooksidacije ispitivanih jedinjenja (spektri pojedina¢nih komponenti i njihovi

koncentracioni profili dobijeni MCR-ALS metodom) u prisustvu Mg(ll) jona na pH
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7,4 su sli¢nije procesima autooksidacije u vodenim rastvorima bez prisustva metalnih
jona na visim pH vrednostima nego procesima autooksidacije u prisustvu ostalih jona
zemnoalkalnih metala. Ovakav specifican uticaj Mg(Il) jona moze se objasniti
zna¢ajno manjim jonskim radijusom (i uz to znacajno vecim vrednostima
elektronegativnosti i entalpije hidratacije) ovog jona u odnosu na ostale jone
zemnoalkalnih metala. Uticaj razlike u fizicko-hemijskim karakteristikama Ca(ll),
Sr(I) i Ba(ll) jona na procese autooksidacije ispitivanih fenolnih jedinjenja
manifestuje se jedino preko razlike u brzini procesa u prisustvu razlicitih jona.
Poredenjem koncentracionih profila apsorbuju¢ih cestica dobijenth MCR-ALS
metodom za proces autooksidacije pirogalola na pH 7,4 u rastvoru bez prisustva
metalnih jona i za procese autooksidacije pirogalola na pH 7,4 u prisustvu jona
zemnoalkalnih metala uocava se da prisustvo ovih jona u rastvoru znacajno ubrzava
proces autooksidacije pirogalola.

Spektrofotometrijsko ispitivanje procesa autooksidacije vicinalnih trihidroksilnih
fenolnih jedinjenja u slabo kiselim vodenim rastvorima u prisustvu Zn(ll) jona
pokazalo je da samo u slucaju pirogalola dolazi do autooksidacije dok se kod galne
kiseline i etil-galata UV/Vis spektri ispitivanih sistema praktiéno ne menjaju sa
vremenom. UV/Vis spektri proizvoda autooksidacije pirogalola u prisustvu Zn(Il)
jona na pH 5,5 i 6,5 slicni su spektrima proizvoda autooksidacije pirogalola u
prisustvu Ca(ll), Sr(I1) i Ba(ll) jona na pH 7,4.

Spektrofotometrijsko ispitivanje vicinalnih trihidroksilnih fenolnih jedinjenja u slabo
kiselim vodenim rastvorima u prisustvu Cd(Il) i Pb(ll) jona pokazalo je da ovi joni
pod datim uslovima ne favorizuju procese autooksidacije ispitivanih jedinjenja jer se
UV/Vis spektri ovih rastvora prakticno ne menjaju sa vremenom. Na osnovu razlike u
izgledu UV/Vis spektara rastvora pirogalola i etil-galata u prisustvu Pb(ll) jona i
spektara rastvora ovih jedinjenja bez prisustva metalnih jona moZe se pretpostaviti da
Pb(Il) jon sa ovim jedinjenjima gradi pod datim uslovima neku vrstu stabilnog
kompleksa sa znacajnim uces¢em kovalentne veze.

Ispitivanje procesa autooksidacije pirogalola i galne kiseline u slabo baznim vodenim
rastvorima u prisustvu Mg(l1) jona primenom metode HPLC dalo je rezultate koji su u
saglasnosti sa rezultatima spektrofotometrijskih ispitivanja. Kao i kod autooksidacije
pirogalola u baznoj sredini bez prisustva metalnih jona i u hromatogramu proizvoda

produzene autooksidacije pirogalola u prisustvu Mg(ll) jona koji je dobijen HPLC-
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DAD tehnikom detektovan je veci broj komponenti u odnosu na hromatogram dobijen
primenom HPLC sa fluorescentnom detekcijom Sto ukazuje da u toku produzene
autooksidacije pirogalola u prisustvu Mg(II) jona takode dolazi do njegove
razgradnje.

ESR spektroskopijom su detektovani slobodni radikali u rastvorima u kojima je
vriena autooksidacija pirogalola i galne kiseline u prisustvu Mg(ll) jonanapH 8,5i u
rastvoru u kome je vrdena autooksidacija pirogalola u prisustvu Zn(ll) jona na pH 6,5.
Kompjuterskom simulacijom ESR spektara proizvoda autooksidacije pirogalola i
galne kiseline u prisustvu Mg(II) jona na pH 8,5 u oba sistema je utvrdeno prisustvo
dva stabilna radikala od kojih je jedan spinski stabilisani primarni radikal, a drugi je
spinski stabilisan radikal semihinona koji je nastao oksidacijom odgovarajuceg
polaznog jedinjenja. U rastvoru u kome je vrSena autooksidacija pirogalola u
prisustvu Zn(1l) jona na pH 6,5 detektovan je samo spinski stabilisan primarni radikal
pirogalola. Promena vrednosti konstanti hiperfinog cepanja kod spinski stabilisanih
primarnih radikala usled preraspodele elektronske gustine pod uticajem dijamagnetnih
M(I) jona u odnosu na vrednosti iz literature za odgovaraju¢e primarne radikale u
vodenim rastvorima bez prisustva dijamagnetnih M(Il) jona analogna je kao kod
slobodnih radikala dobijenih autooksidacijom vicinalnih dihidroksilnih fenolnih
jedinjenja.

Redosled reaktivnosti vicinalnih trihidroksilnih fenolnih jedinjenja ispitivanih u ovom
radu pod istim ili priblizno istim uslovima uvek je bio pirogalol > etil-galat > galna
kiselina. Najveca reaktivnost pirogalola se moze objasniti jednostavnijom strukturom
molekula, odnosno nepostojanjem drugih supstituenata na benzenovom prstenu osim
tri fenolne hidroksilne grupe. Manja reaktivnost galne kiseline u odnosu na etil-galat
moZe se objasniti disocijacijom karboksilne grupe jer je galna kiselina u svim
sistemima koji su ispitivani u ovom radu zbog relativno niske vrednosti pK; bila

najve¢im delom u obliku anjona.

Dobijeni rezultati omogucavaju bolje razumevanje mehanizama procesa autooksidacije

ispitivanih jedinjenja $to je posebno znacajno jer se galna kiselina nalazi u mnogim biljkama

koje pokazuju izrazeno farmakolosko delovanje, dok se etil-galat koristi kao antioksidant u

prehrambenim proizvodima, a u novije vreme su vrSena ispitivanja mogucnosti njegove

primene u terapijske svrhe. Osim toga, ovi rezultati se mogu koristiti i za tumacenje

antioksidativnog delovanja prirodnih vicinalnih trihidroksilnih fenolnih jedinjenja kao Sto su
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neki flavonoidi i estri galne kiseline koji se mogu naci u mnogim biljnim vrstama koje se

koriste u ishrani ili imaju primenu u tradicionalnoj medicini.
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Summary

In this doctoral dissertation the examination of divalent diamagnetic biometal ions (Mg(ll),
Ca(ll), Sr(I), Ba(ll), zZn(l1), Cd(ll) and Pb(I1)) influence on vicinal trihydroxy phenolic

compounds autoxidation in aqueous solutions was performed. Autoxidation processes of

pyrogallol (the simplest compound with appropriate structure), gallic acid and ethyl gallate

were studied with the application of UV/Vis spectrophotometry with chemometric data

processing, High-performance liquid chromatography (HPLC), Mass spectrometry (ESI-MS)

and ESR spectroscopy.

Based on the obtained results, the following conclusions are derived:

It has been found that the pH value of the solution and the presence and type of
diamagnetic metal ions have a great influence on the investigated compounds

autoxidation process rate and mechanism.

By recording UV/Vis spectra of the studied systems during the autoxidation process
spectrophotometric data are obtained which were subsequently processed by
chemometric techniques. Graphic matrix analysis was used as a simple test to
determine the number of absorbing species in the process of autoxidation. MCR-ALS
method was used for detailed analysis of the spectrophotometric data and, in addition
to its application for confirmation of the number of absorbing species which were
obtained by the graphic matrix method, by means of it the spectra of the individual
components occurring in the autoxidation process and their concentration profiles
were obtained. Analysis of the UV / Vis spectra of the individual components
obtained using MCR-ALS method and their comparison with literature data for
similar systems has allowed to draw conclusions about the structure of the

investigated compounds autoxidation products.

Spectrophotometric study of vicinal trinydroxy phenolic compounds autoxidation
processes in alkaline aqueous solutions without the presence of metal ions has proved
that during autoxidation process products with more complex structures were formed,
possibly dimer or a polymer type, since in their UV/Vis spectra obtained by the
method of MCR-ALS pronounced absorption at longer wavelengths occurs.
Spectrophotometric data also show that the autoxidation process of pyrogallol is

carried out by the mechanism which is more complicated in comparison to gallic acid
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and ethyl gallate, and in this system purpurogallin, as an intermediate product of the
autoxidation, was identified.

For all three compounds examined in this study the increase of pH value of the
solution, even in a small range, resulted in autoxidation process acceleration. In doing
so, a pH value increase from 7.4 to 8.0 changed the mechanism of the pyrogallol
reaction, while the effect of the acceleration of autoxidation process without changing
the mechanism of reactions with increase the pH value of the solution for one unit
(from 9.5 to 10.5 with the gallic acid and from 9.0 to 10.0 in ethyl gallate) was
considerably more pronounced for ethyl gallate than gallic acid.

Investigation of autoxidation of pyrogallol and gallic acid in alkaline aqueous
solutions in the absence of metal ions using the HPLC method yielded results that
were largely consistent with the results of spectrophotometric studies, but additional
information were obtained. In the chromatogram of the products of prolonged
autoxidation of pyrogallol obtained by HPLC - DAD technique a larger number of
components were detected in comparison to the chromatogram obtained by HPLC
with fluorescence detection, which indicates that during prolonged autoxidation of
pyrogallol its degradation took place. The HPLC-DAD chromatogram of the products
of gallic acid autoxidation at pH 10.0 showed not only one (the main) product of
autoxidation which corresponds to a kind of gallic acid dimer, considering its
retention time and UV/Vis spectrum, but also very low concentration of the
compound which corresponds to ellagic acid, considering its retention time and
UV/Vis spectrum, for which there are published data that it is formed during

autoxidation of gallic acid in strongly alkaline aqueous solutions.

Investigation of trihydroxy vicinal phenolic compounds autoxidation in alkaline
aqueous solutions without the presence of metal ions based on the ESI-MS method
has allowed the identification of the products resulting from prolonged autoxidation
of these compounds. For all three compounds examined in this study the same
degradation products were detected which correspond to the structure of the hydroxy
acids formed by breaking the bonds in the benzene ring with the simultaneous
reaction of the formed fragments with the ions and free radicals present in the

solution.
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Spectrophotometric study of vicinal trihydroxy phenolic compounds autoxidation
processes in a weakly alkaline aqueous solutions in the presence of alkaline earth
metal ions ((Mg(ll) , Ca(ll) , Sr(I1) , Ba(ll)) showed a significant difference in terms
of the spectral characteristics of the autoxidation products obtained in the presence of
Mg(Il) ions as compared to the spectral characteristics of the products obtained in the
presence of Ca(ll), Sr(Il), Ba(ll) ions that are very similar. Autoxidation process
characteristics of studied compounds (spectra of the individual components and their
concentration profiles obtained by the MCR-ALS method) in the presence of Mg(ll)
ions at pH 7.4 are more similar to autoxidation processes in aqueous solutions without
the presence of metal ions at a higher pH than to autoxidation processes in the
presence of other alkaline earth metal ions. Such a specific effect of Mg (I1) ion can
be explained by significantly smaller the ionic radius ( in addition to a significantly
higher electronegativity and values of the enthalpy of hydration) of this ion in
comparison to the other alkaline earth metal ions. The impact of the differences in
physico-chemical characteristics of Ca(ll) , Sr(ll) , and Ba(ll) ions to the studied
phenolic compounds autoxidation process is manifested by the difference in the rate

of the process in the presence of different ions.

The comparison of concentration profiles of the of absorbing species obtained using
MCR-ALS method for pyrogallol autoxidation process at pH 7.4 in the solution
without the presence of metal ions, and for pyrogallol autoxidation processes at pH
7.4 in the presence of alkaline earth metal ions revealed that the presence of these ions

in solution greatly accelerates pyrogallol autoxidation process.

Spectrophotometric study of vicinal trinydroxy phenolic compounds autoxidation
processes in weakly acidic aqueous solutions in the presence of Zn(ll) ions has shown
that only in the case of pyrogallol autoxidation took place, while gallic acid and ethyl
gallate UV/Vis spectra of the studied system practically did not change with time.
UV/Vis spectra of the pyrogallol autoxidation product in the presence of Zn (11) ions
at a pH of 5.5 and 6.5 were similar to the pyrogallol autoxidation product spectra in
the presence of Ca (Il), Sr (11) and Ba (Il) ions at pH 7.4.

Spectrophotometric study of vicinal trihydroxy phenolic compounds autoxidation
processes in weakly acidic aqueous solutions in the presence of Cd(ll) and Pb(ll) ions

proved that these ions under the given process conditions do not favor the
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autoxidation of studied compounds since UV/Vis spectra of these solutions practically
did not change with time. Based on differences in the appearance of UV/Vis spectra
between pyrogallol solution and ethyl gallate solution, in the presence of Pb(ll) ions
and the spectra of these compounds solution in the absence of metal ions, it can be
assumed that the Pb(Il) ion under given conditions formed some kind of stable
complex with studied compounds with a significant participation of the covalent
bond.

Study of pyrogallol and gallic acid autoxidation in weakly alkaline aqueous solutions
in the presence of Mg (I1) ions with the application of HPLC method gave results that
were consistent with the results of spectroscopic studies. As with the autoxidation of
pyrogallol in alkaline aqueous solutions without the presence of metal ions,
chromatogram for prolonged pyrogallol autoxidation in the presence of Mg(ll) ions
which was obtained by HPLC-DAD technique detected a larger number of
components in comparison to the chromatogram obtained by HPLC with fluorescence
detection, indicating that prolonged autoxidation of pyrogallol in the presence of Mg

(1) ions also leads to its degradation.

With ESR spectroscopy free radicals were detected in the solutions in which the
autoxidation of pyrogallol and gallic acid in the presence of Mg (Il) ions was carried
out at pH 8.5 and in a solution in which the autoxidation of pyrogallol in the presence
of Zn (1) ions was carried out at pH 6.5. Computer simulation of the ESR spectra of
the pyrogallol and gallic acid autoxidation products in the presence of Mg (1) ions at
pH 8.5 in both systems determined the presence of two defined stable radicals, one of
which is spin-stabilized primary radical, and the other one being a spin-stabilized
semiquinone radical formed by the oxidation of corresponding compound. In the
solution in which the autoxidation of pyrogallol is carried out in the presence of Zn
(1) ions at pH 6.5 only primary spin-stabilized radical of pyrogallol was detected.
Changes of the hyperfine splitting constant values of spin-stabilized primary radicals
caused by the redistribution of electron density under the influence of diamagnetic
M(I1) ions in comparison to values from the literature for the corresponding primary
radicals in aqueous solutions without the presence of diamagnetic M(Il) ions were
analogous as for free radicals derived from the autoxidation of vicinal dihydroxy

phenolic compounds.
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e The order of reactivity of vicinal trihydroxy phenolic compounds examined in this
study under the same or similar conditions was always pyrogallol > ethyl gallate >
gallic acid. The highest reactivity of pyrogallol can be explained by a simpler
structure of the molecule and the absence of substituents on the benzene ring other
than three phenolic hydroxyl groups. Gallic acid lower reactivity as compared to the
ethyl gallate may be explained by the dissociation of the carboxyl group in gallic acid,
because gallic acid was mostly in the form of anion in all the investigated systems in
this study due to it’s relatively low pKjvalue.

The obtained results provide a better understanding of investigated compounds autoxidation
process mechanisms which is especially important since the gallic acid is present in many
plants having significant pharmacological activity, while ethyl gallate is used as an
antioxidant in food and more recently tests about it’s possible therapeutic application have
been carried out. Furthermore, these results can be used for the interpretation of the
antioxidant action of natural vicinal trihydroxy phenolic compounds such as flavonoids, and
gallic acid esters, which can be found in many plant species which are used in nutrition or

have application in traditional medicine.
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Mpwunor 1.

N3JABA O AYTOPCTBY

MN3jaBrbyjeM aa je AokTopcka AucepTauuja, noa Hac/loBOM
YTutiaj iujaMaraeTHUX JIBOB/ICHTHNX jOHA MeTajla Ha ayTOOKCUIALMjy BULIMHIHUX

TPUXUIPOKCUITHIX (PEHONTHUX jeIUEberba Y BOJIEHUM PacTBOPUMA

pe3ysiTaT CONCTBEHOI UCTPa)XuBaykor paja,

Aa npeajsioxeHa aucepTtaunja, HW Yy LESIMHU, HWU Y AenoBUMa, Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujarbe 6uno Kkoje aurnsioMe, MpeMa  CTYAMJCKUM  MporpaMuMa  Apyrux
BMCOKOLUKOJICKMX YCTAHOBA,

Aa Cy pe3ynTaTh KOPEKTHO HaBeeHU U
Aa HUCaM Kpuwuo/na ayTopcka npasa, HUTU 310yNoTpebuo/na UHTENEeKTYasHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

Y Huuwy, 15.05.2014

AyTop aucepTtauuje:

Anexcanpiap M. Becenmnosuh
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Mpwunor 2.

N3JABA O NICTOBETHOCTU LULTAMNAHE U EJIEKTPOHCKE BEP3WJE AJOKTOPCKE
OVNCEPTALMNIE

Mme n npesnme ayTopa:
Anexcangap M. Becennnosuh

Cryaujcku nporpam: Xemuja
Hacnos paga: YTunaj ujaMardeTHuX JJBOBa/IEHTHUX jOHA MeTa/Ia Ha ayTOOKCUJIAINjy
BULMHATHUX TPUXMJPOKCUTHIX (PEHOTHNX jeINiberba y BOJECHUM PacTBOPUMA

MenTop: l'opan M. Hukomih

M3jaB/byjeM pa je wTamnaHa Bep3uja MOje [AOKTOpCKe AucepTauuje MCTOBETHa
e/IeKTPOHCKO] Bep3uju, Kojy caM npegao/na 3a yHowewe y OUruTasHu peno3utopujyMm
YHuBep3urteta y Huwy.

[Jo3Bo/baBaM fa ce ob6jaBe MOjuM AIMYHM Mojdauum, Koju cy y Be3n ca nobujarem
aKazeMCcKor 3Batba [OKTOpa HayKa, Kao WTO CYy MMe U npe3uMme, rogmHa nm mMecto poherba u
Aatym oabpaHe paga, v To Yy kaTanory bubnuoteke, [AurutanHoM peno3uTopujyMy
YHuBep3uTeTta y Huwy, kao n y nybnukaumjama YHuBep3uTeTa y Huwy.

Y Huuwy, 15.05.2014.

AyTop aucepTtauuje:

Anexcangap M. Becenunosuh

[MoTnunc agokTopaHaa:
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Mpwunor 3.
MN3JABA O KOPULUREKY

OsnawhyjeM Y HuBep3utTeTcky 6 nbnuoteky , Hukona T ecna“ ga, y [ wvrutanuum

gJIeHOB_MTopijM YHuBep3uTeTa y Huwy, yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTauunjy, noa HacJIOBOM:
TI/II_La) ,I[I/I]aMaI‘HeTHI/IX IBOBAJIEHTHUX )OHa Me€Ta/Ia Ha ayTOOKCHUALN]Y BUIIMHA/THUX TpI/IXI/I)J;pOKCI/IHHI/IX

deHONMHUX jeniberba y BOJIEHUM PacTBOPIMA

KOja je Moje ayTopcKo Aeno.

Ovceptaumjy ca cBMM npuno3mma npegao/na caMm y enekTpoHckoMm dopmaTy,
NOroHOM 3a TpajHO apxXuBupame.

Mojy AoKTopcKy AucepTtauwnjy, yHeTy y [OurntanHu peno3uTtopujym YHuBepauTeTa y
Huwy, Mory KopucTuTM CBM KOju nowTyjy oapenbe caapxaHe y oAabpaHoM Tumy nuueHue
KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons), 3a Kojy cam ce oanyyno/na.

1. AyTtopcTBo

2. AyTOpCTBO — HEKOMepUuujasHo

3. AyTopCcTBO — HekoMepuujanHo — 6e3 npepaje

4. AyTOpCTBO — HekoMepLUujasHo — AefnTu noa UCTUM yCJloBMMa
5. AytopctBo - 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AennTun nojd UCTUM yCloBMMa
(MonuMo aa noasy4veTe camo jeAHy oA LecT MoHyheHux NuueHUmM; KpaTak onuc auueHuu je
y HacTaBKy TeKcTa).

Y Huwy, 15.05.2014.

AyTop aucepTtauuje:

Anexcanyiap M. Becemmuosuh

[MoTnuc gokTopaHaa:
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