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Naslov doktorske disertacije:

SPEKTROSKOPSKO ISPITIVANJE ANTIRADIKALSKE AKTIVNOSTI
HIDROKSI FLAVONA I NJIHOVIH GVOZBE(III) KOMPLEKSA

Rezime:

Flavonoidi se ve¢ duzi niz godina nalaze u vrhu aktuelnosti fundamentalnih i
primenjenih istraZivanja iz razloga velike bioloske i1 fizioloSke aktivnosti, slozenosti
biosinteze 1 metabolizma kao i sve ve¢ih moguénosti primene u raznim oblastima
industrije. Pretpostavlja se da je bioloSka aktivnost flavonoida prvenstveno zasnovana
na njihovom antioksidativnom delovanju koje se ispoljava visestruko, u direktnim
interakcijama sa slobodnim radikalima (antiradikalska aktivnost) kao 1 indirektno u
reakcijama kopigmentacije, inhibicije enzima, eliminaciji singletnog kiseonika,
smanjenju stepena lipidne peroksidacije, zaustavljanju faze propagacije u kojoj nastaju
hidro-peroksi lipidi, detoksifikaciji vodonik peroksida u ne-enzimskim mehanizmima
odbrane ili uklanjanjem oksidacijom oSteCenih  biomolekula i u reakcijama
kompleksiranja sa jonima prelaznih metala. Sa druge strane flavonoidi mogu da deluju i
kao redukcioni agensi ¢ime menjaju redoks svojstva prelaznih metala sa kojima grade
komplekse Sto im, pod odredenim uslovima, daje mogucénost i prooksidativnog
delovanja.

Iako su reakcije komplekisranja flavonoida i metalnih jona do sada bile predmet
mnogih naucnih istrazivanja rezulatati na tom polju, posebno oni koji se odnose na
kompleksiranje u vodenoj sredini, nisu u potpunosti usaglaSeni, a cCesto su i
kontradiktorni po pitanju definisanja mehanizma reakcije, helatnih polozaja molekula
ukljucenih u strukturu nagradenih kompleksa, stehiometrije i stabilnosti kompleksa.

U ovoj doktorskoj disertaciji predstavljeni su rezultati in vitro ispitivanja
reakcije  kompleksiranja  odabranih  hidroksi-flavonskih ~ molekula  razli¢itih
supstitucionih shema (kvercetin, fisetin, morin i1 baikalein) 1 gvozde(IIl) jona. Odredeni
su optimalni uslovi za odigravanje reakcije i razmatran je uticaj strukture molekula na

stabilnost 1 stehiometrijski sastav kompleksa. Takode, istrazivanja u okviru ove



disertacije ukljucila su 1 ispitivanje antiradikalske aktivnosti ¢istih molekula i njihovih
kompleksa ka nekolicini azot- 1 kiseonik-centriranih  radikalskih  vrsta
(difenilpikrilhidrazil radikal- DPPH, 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-N-oksil-4-on - Tempon,
hidroksi - *OH i superoksid anjon radikal 2t O)) sa ciljem uspostavljanja korelacije na

nivou struktura-aktivnost.

U okviru disertacije koris¢eno je viSe eksperimentalnih, uglavnom
spektroskopskih, tehnika. Za pracenje reakcija kompleksiranja, odredivanje konstante
stabilnosti 1 stehiometrije nagradenih kompleksa koriS¢ena je elektronska (ULJ-VID)
spektroskopija. Gradenje kompleksa i njihov stehiometrijski sastav takode su potvrdeni
metodom masene spektrometrije (MS). Uces¢e odredenih helatnih polozaja molekula u
strukturi kompleksa analizirano je primenom ramanske vibracione spektroskopije (RS).
Ispitivanja su takode obuhvatila i primenu teorijskih metoda izracunavanja (DFT) u
modeliranju struktura kompleksa. Antiradikalska aktivnost ispitivanih flavona i njihovih
kompleksa ispitana je primenom vise eksperimentalnih tehnika: elektronske
spektroskopije, elektronske paramagnetne rezonantne (EPR) spektroskopije i cikli¢ne

voltametrije (CV).

Kljucne reci: flavonoidi, hidroksi flavoni, gvozde(Ill) kompleksi, spektroskopska
karakterizacija (ULJ-VID, MS, IC, ramanska, ESR), elektrohemijska karakterizacija
(CV), antiradikalska aktivnost, DFT

Naucna oblast: Fizicka hemija

UZa naucna oblast: Fizicka hemija — spektrohemija

UDK broj: 535.34; 547.972.2; 546.72; 541.13; 541.
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Abstract:

Due to their high biological and physiological activity, biosyntheses and
metabolism complexity, as well as to the growing possibilities of their application in the
various fields of industry, the flavonoids have been for many years extremely popular in
both fundamental and applied research. It is believed that the biological activity of the
flavonoids is primarily based on their antioxidative action which is manifested in
various ways: both in the direct interaction with free radicals (antiradical activity) and
indirectly in the copigmentation reactions, inhibition of the enzymes, the elimination of
singlet oxygen, reduction of lipid peroxidation, stopping the propagation stage in which
hydro-peroxy lipids are generated, detoxification of hydrogen peroxide in non-
enzymatic defense mechanisms or removing damaged biomolecules by oxidation and in
transition metal complexation reactions of flavonoids. On the other hand, flavonoids can
act as reducing agents altering the redox properties of transition metal complexes,
which, under certain conditions, give them an ability of prooxidative activity.

Although the reactions of flavonoids and metal ions complexation has been the
subject of many scientific research, the results in this field, particularly those relating to
the complexation in aqueous media, are not fully harmonized, and are often
contradictory in terms of defining the mechanism of the reaction, the position of
chelating molecules involved in the structure of these complexes, the stoichiometry and
stability of complexes.

Within the scope of this doctorial thesis, in vitro complexation reactions of the
selected hidroxy-flavon molecules, with various substitution variations (quercetin,
fisetin, morin, baicalein), and iron(IIl) ion are investigated. The optimal conditions of
the reactions are determined as well as the influence of the molecular structure on the
complex stoichiometry. Also, the research within this thesis involve the examination of

the activity of pure molecules and their complexes towards a few differently nitrogen-



and oxygen- centered radical species (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl- DPPH, 4-oxo-
2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl - Tempon, hydroxyl radical- *OH and superoxide

anion radical -.O;) with the aim of providing quantitative tools to throughly and

comprehensively characterize their antiradical activity.

Experimental work in the thesis involves several, mainly spectroscopic
techniques. To monitor the complexation reactions, and to determine the stability
constants and stoichiometry of these complexes, electronic (UV-VIS) spectroscopy was
used. The formation of the complexes and their stoichiometric composition are also
confirmed by the method of mass spectrometry (MS). Participation of certain chelating
positions of the molecules in the structure of the complex was analyzed by Raman
vibrational spectroscopy (RS). The analysis also included the application of theoretical
methods of calculation (DFT) in modeling the complex structures. Scavenging activity
of the tested flavones and their complexes were investigated by several experimental
techniques: electron spectroscopy, electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy

and cyclic voltammetry (CV).
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1. TEORIJSKI DEO



1.1. UVOD

Flavonoidi su sekundarni ¢elijski metaboliti koji, pored karotenoida i hlorofila,
predstavljaju najvecu klasu biljnih pigmenata u prirodi. Njihovo ime predlozili su
Gajsman (Geissman) i Hinrajner (Hinreiner)!! 1952. godine da bi objedinili sva

heterocikli¢na jedinjenja sa 15 atoma ugljenika u C6-C3-C6 ugljenikovom skeletu.

[2,3 [4,5]

semenke orasastih

1 zeleni™" i crni ¢aj!

) povrée
[10,11

U bogate izvore flavonoida spadaju voce

(71 14,15]

plodova[é], zitaricel”), za&ini®™, lekovito bilje[9], vina
U biljkama se ova jedinjenja pretezno nalaze u vakuolama, mada mogu biti
zastupljena i1 u cCelijskom zidu, jezgru, hloroplastima i ekstracelularnoj tecnosti u

(16171 Brojna istrazivanja''®** pokazuju da

zavisnosti od vrste 1 perioda razvoja biljke
flavonoidi ispoljavaju veoma vaznu ulogu u fiziologiji biljaka ucestvujuci u procesima
fotosinteze, rasta, reprodukcije, fosforilacije 1 pigmentacije. Kao biljni pigmenti
doprinose nijansama plave, Zute 1 crvene boje. Oni takode doprinose rezistenciji prema
patogenim mikroorganizmima, Stite biljke od negativnog dejstva ultraljubicastog
zradenja i preventivno deluju na razvoj o§te¢enja nastalih oksidacionim stresom!*>>%.

Do danas je identifikovano vise od 8000 flavonoidal®”’. Ova jedinjenja imaju
vaznu ulogu u odzavanju i zastiti vitalnih funkcija biljaka. Sli¢ne uloge pokazuju i u
drugim zivim bi¢ima koji ith u svoj organizam unose putem ishrane namernicama
biljnog porekla.

Pored toga Sto su odgovorni za organolepticka svojstva i nutritivhu vrednost
hrane flavonoidi imaju i izrazitu bioloSku aktivnost koja se ispoljava na viSe nacina,
kao: antimutageno, antibakterijsko, anti-inflamatorno, antialergijsko, antivirusno,

303¢] Ppretpostavlja se da je

antitromboti¢no, vazodilatarno i antikancerogeno dejstvol
njihova bioloska aktivnost zasnovana na antioksidacionoj aktivnosti koja, izmedu
ostalog, zavisi od strukturnih karakteristika molekula, prirode medijuma u kome se
nalaze, redoks statusa medijuma i drugih faktora.

Flavonoidi kao antioksidansi preventivno deluju na razvoj oksidacionog stresa
koji se, kao jedan od uzro¢nika nastajanja slobodnih radikalskih vrsta (prvenstveno
reaktivnih vrsta kiseonika), nalazi u osnovi ve€ine, ako ne i svih, patoloskih stanja

organizama kao i samog procesa starenja. PoSto hemijske reakcije koje ukljucuju

slobodne radikale mogu uticati na vitalne procese u zivim bi¢ima, fizicke, hemijske i



bioloske karakteristike hrane, farmaceutskih 1 kozmetickih preparata, istraZivanja
mogucnosti njihove inhibicije su od velike vaznosti.

Reakcije kompleksiranja flavonoida sa jonima prelaznih metala predstavljaju
jedan vid njihovog antioksidacionog dejstva. Pored toga Sto su ove reakcije veoma
vazan faktor stabilizacije strukture flavonoida u prirodnom medijumu, one su takode i
jedan od mehanizama kojim se postize akumulacija metala u perifernim tkivima ¢ime se
smanjuje njihov &tetni efekat i moguénost njihove mobilizacije u ekosisteme!™. Tako su
reakcije kompleksiranja flavonoida i metalnih jona do sada bile predmet mnogih
naucnih istrazivanja®®! rezulatati na tom polju, posebno oni koji se odnose na
kompleksiranje u vodenoj sredini, nisu u potpunosti usaglaSeni, a cesto su i
kontradiktorni po pitanju definisanja mehanizma reakcije, helatnih polozaja molekula
ukljucenih u strukturu nagradenih kompleksa, stehiometrije i stabilnosti kompleksa.

Gvozde predstavlja esencijalni element za ljude, biljke, Zivotinje i veéinu
bakterijskih vrstal®”. Zahvaljujuéi svojim jedinstvenim hemijskim osobinama, redoks
statusu, koji mu omogucava ucestvovanje u osnovnim metabolickim 1 elektron-
transferskim procesima, kao i sposobnosti da koordiniSe i aktivira kiseonik Zivot bez
gvozda ne bi bio mogu¢. Kontrola njegove toksi¢nosti koja je izrazena kada se nalazi u
»slobodnom® stanju, u kome ima sposobnost da se veoma nespecificno vezuje za
mnoge celijske komponente, predstavlja klju¢ni faktor u ocuvanju ljudskog zdravlja.

Gvozde se u organizmu retko nalazi kao slobodan jon. Uglavnom je vezano za
aktivne proteine kao $to su hemoglobin, mioglobulin, fertin i transferin. Kada je
organizam zdrav bilo koji viSak gvozda se skladisti u jetri unutar proteina feritina ili
hemosiderina. U patoloskim stanjima gvozde moZe imati veoma S$tetno dejstvo na
organizam usled moguénosti stvaranja njegovog produkta dizmutacije-vodonik
peroksida. Tako, in vivo, stvoren vodonik peroksid podleze gvozde(Il)-katalizovanoj
Fentonovoj reakciji u kojoj se stvaraju izrazito reaktivni hidroksil radikali koji imaju
sposobnost inaktivacije enzima, depolimerizacije polisaharida, inicijacije lipidne
peroksidacije kao i delovanja na amino- i nukleinske kiseline (izazivaju¢i mutacije
DNK i oteéenje éelija)®.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti kolika je vaznost flavonoida i gvozda za
normalno funkcionisanje bioloskih sistema. Velike moguénosti njihovog delovanja i

primene opravdavaju aktuelnost istrazivanja na ovom polju.



1.2. HEMIJSKA STRUKTURA I KLASIFIKACIJA FLAVONOIDA

Flavonoidi pripadaju klasi polifenolnih jedinjenja. Osnovnu strukturu flavonoida
¢ini 2-fenilhromon (flavon) koji se sastoji od 15 ugljenikovih atoma rasporedenih u tri

prstena, dva benzenska i jedan prsten y-pirona (slika 1.1.)".

Slika 1.1. Strukturna formula 2-fenilhromona (flavona)

Danas je uobiCajeno da se stehiometrijski sastav flavonoida daje opStom

formulom:

CeHs(A)—C3—CsHs(B)

gde se oznake A i B odnose na benzenske prstenove, a oznaka Cs na prsten y-pirona.

U zavisnosti od polozaja benzenskog prstena koji se vezuje za prsten y-pirona
polifenolna jedinjenja sa opStom formulom CgHs(A)-C;—Ce¢Hs(B) se, po IUPAC
preporukama!®!, dele na: prave flavonoide (u osnovi strukture je 2-fenil-1,4-benzopiron
ili 2-fenilhromon tzv. flavon), izoflavonoide (u osnovi strukture je 3-femil-1,4-
benzopiron ili 3-fenilhromon) 1 neoflavonoide (u osnovi strukturi je 4-fenil-1,2-
benzopiran ili 4-fenilkumarin). Na slici 1.2. prikazane su odgovaraju¢e molekulske

strukture navedenih klasa polifenola.



a) b) C)

Slika 1.2. Osnovne molekulske strukture klasa flavonoida:

pravi flavonoidi (flavoni) (a); izoflavonoidi (b); neoflavonoidi (c)t

U zavisnosti od stepena oksidacije centralnog prstena y-pirona, prstena C, klasa
flavonoida se deli na: katehine, dihidroksihalkone, halkone, flavanone, flavanonole,
flavone, izoflavone, antocijanidole, aurone i flavonole (3-hidroksiflavoni)l®’-®.
Oksidaciono stanje se menja po napred navedenom redosledu kre¢u¢i od izrazito
redukovanih katehina do izrazito oksidovanih flavonola. Molekuli unutar svake grupe
flavonoida razlikuju se po polozaju i broju, uglavnom hidroksilnih i metoksilnih,
funkcionalnih grupa u benzenskim prstenovima A i B.

Na slici 1.3. prikazane su strukturne formule jedinjenja iz klase flavonoida
prema Gajsmanu!®®!,

U uslovima in vivo flavonoidi se nalaze uglavnom u glikozidnim oblicima.
Glikozidifikacija se ostvaruje gradenjem semiacetal veze izmedu hidroksilnih grupa
molekula flavonoida i jednog ili vise molekula Secera. Seceri identifikovani u
glikozidima flavonoida obuhvataju proste heksoze 1 pentoze (monosaharidi), kao i di- 1
tri-saharide (biozidi i triozidi). Ukoliko se radi o monozidima molekuli Secera se
naj¢eS¢e nalaze na polozaju C3. Kod biozida molekuli Secera najceS¢e zauzimaju
polozaje C3 i C5 a rede polozaje C7,C3' iC5'.

Do 60-tih godina proslog veka glikozidinim oblicima flavonoida davana su
trivijalna imena koja su izvodena iz vrste i roda biljke iz kojih su prvi put izolovani.

Danas se imena daju po usvojenoj nomenklaturi aglikonskih oblika molekulal®”.



katehini

OH

OH
HO

OH o

halkoni

HO

flavanonoli
HO 0
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OH O OH
izoflavoni
R
OH o
CH OH
(@)
auroni

Slika 1.3. Strukturne formule jedinjenja iz klase flavonoida

flavonoli
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1.2.1. Flavonoli

Flavonoli (3-hidroksiflavoni) su jedna od najrasprostranjenijih klasa flavonoida
u prirodi. To su pigmenti Zzute boje koji kao izrazito bioloSki aktivna jedinjenja
predstavljaju vazan deo ljudske ishrane. Osnovni predstavnik flavonola je 3-
hidroksiflavon od koga se supstitucijom H atoma, na polozajima C5; C7; C3'; C4'1 C5',
hidroksilnim 1 metoksilnim grupama kao 1 molekulima Secera grade ostali ¢lanovi ove
klase (slika 1.4.). Najces¢i su flavonoli sa hidroksilnim grupama u polozajima C3' i C4'
prstena B, a rede oni sa hidroksilnom grupom samo u polozaju C4'. Predstavnici ove
grupe jedinjenja su: kvercetin, kemferol, kemferid, galangin, azaletin, gosipetin,
mirecitin, izoramnetin, fisetin, morin 1 dr. U biljnom svetu flavonoli su uglavnom
prisutni u glikozidifikovanim oblicima. U biljkama je identifikovano vise od 1400

[29]

glikozidifikovanih flavonola od kojih su najzastupljeniji glikozidi kvercetina,

29,69,70

kvercitrin i rutin! 1. Glikozidifikacija (najées¢e glukozom, a rede galaktozom,

ramnozom i ksilozom) se najéesée dogada u polozaju C3, rede u polozaju C7""a u
[72]

retkim slu¢ajevima na C3', C4' 1 C5 poloZajima

Flavonoli

3 5 7 8 2 3! 4 5
3-hidroksiflavon OH
kvercetin OH OH OH OH OH
kemferol OH OH OH OH
kemferid OH OH OH OCHj;
galangin OH OH OH
azaletin OH OCH; OH OH OH
gosipetin OH OH OH OH OH OH
miricetin OH OH OH OH OH OH
izoramnetin OH OH OH OCH; OH
fisetin OH OH OH OH
morin OH OH OH OH OH

Slika 1.4. Osnovna struktura flavonola i supstitucione sheme nekih flavonola



Kvercetin (3,5,7,3',4'-pentahidroksiflavon, slika 1.5.) je flavon koji se nalazi u
skoro svim viSim biljkama. U ve¢im koncentracijama ga ima u plodu jabuke i luka, listu
zelenog &ajal™! i biljke Ginkgo biloba koja se vekovima koristi kao fitomedikament u
tradicionalnoj kineskoj medicinil’* . U literaturi je molekul kvercetina poznat po svojim

dobrim kopigmetiraju¢im 1 kompleksiraju¢im svojstvima, izuzetnoj bioloskoj 1

-[75,76]

antioksidacionoj aktivnosti Poznato je da preventivho deluje na razvoj

neurodegenerativnih i kardiovaskularnih oboljenjal””-"®!. Takode je poznato da kvercetin

[81] ;

poseduje antiinflamatorno!””’, antibakterijsko'®”, antihipertenziono®" i antikancerogeno

dejstvol®?! .

Slika 1.5. Strukturna formula kvercetina

Eisetin (3,3',4',7-tetrahidroksiflavon, slika 1.6.) je flavonski molekul koji je u
najveé¢im koncentracijama zastupljen u plodu jagode. Dosadasnja istrazivanja ukazuju
na veoma veliku neurolosku i antikancerogenu aktivnost fisetina. Pokazano je da fisetin
ima neurozastitnu uloga, ulogu u diferencijaciji neurona, u dugotrajnom paméenju kao i
ulogu u inhibiciji agregacije amiloid-beta proteina koja je uzrok progresivnog gubitka
neurona u Alzhajmerovoj bolesti. Sve ovo dovelo je do usmeravanja dobijenih rezultata
ispitivanja na potencijalnu primenu fisetina kao medikamenta za leCenje Alchajmerove

bolesti i raka pankreasa!®**¥.

OH

OH
|

0]

OH

Slika 1.6. Strukturna formula fisetina



Morin (3,5,7,2', 4'-pentahidroksiflavon, slika 1.7.) je flavonski molekul izolovan

] :[86]

1 morskih algi
88]

najve¢im delom iz badema'® . U literaturi se navodi njegova

antiinflamatorna®”, antikancerogena™ i antioksidaciona aktivnost™!. Poznato je da
morin inhibira peroksidaciju lipida, da je efikasan helator metalnih jona i modulator

aktivnosti metaboli¢kih enzima ukljudujuéi citrohrom P450% .

OH

| OH

HO O o) O
OH
OH O

Slika 1.7. Strukturna formula morina

1.2.2. Flavoni

Flavoni su, kao i flavonoli, zuti pigmenti koji se uglavnom nalaze u citrusnom
vocu i to u nesto manjim koncentracijama u odnosu na ostale klase flavonoida®" .
Struktura aglikonskog molekula flavona slicna je strukturi flavonola uz izostanak
hidroksilne grupe u polozaju C3 (slika 1.8.). Do danas je u biljnom svetu identifikovano

[29] [92]

oko 700 strukturno razli¢itih flavona*”' medu kojima su najzastupljeniji C7-glikozidi

Strukture predstavnika ovih jedinjenja prikazane su na slici 1.8.

Flavoni
5 6 7 3 4'
luteolin OH OH OH OH
apigenin OH OH OH
krisin OH OH
baikalein OH OH OH

Slika 1.8. Osnovna struktura flavona i supstitucione sheme nekih flavona



Baikalein (5,6,7-trihidroksiflavon, slika 1.9.) je znacajno bioaktivno jedinjenje
izolovano iz suSenog korena biljke Baikal skullcap (Scutellaria baicalensis Georgi)
koja se takode koristi u tradicionalnoj kineskoj medicini za leCenje dermatitisa,
respiratornih infekcija, dijareje, bolesti Zu¢i, hepatitisa i alergija®>*". U literaturi se
navodi da baikalein inhibira peroksidaciju lipida, deluje antikancerogeno, antivirusno i

antioksidaciono> "1,

Slika 1.9. Strukturna formula baikaleina

1.3. SLOBODNI RADIKALI I ANTIOKSIDACIONA
AKTIVNOST MOLEKULA

Slobodni radikali su atomske, jonske ili molekulske vrste koje poseduju jedan ili
vise nesparenih elektrona u atomskoj ili molekulskoj orbitali. Nastaju prostom
oksidacijom ili redukcijom atoma ili molekula, ili homolitickim raskidanjem hemijske
veze izmedu atoma slicne elektronegativnosti, $to je izuzetno endoterman proces koji,
sem u sludajevima enzimske regulacije, zahteva veliku energiju aktivacije®®.

Nespareni elektroni su uzrok visoke i1 neselektivne reaktivnosti i veoma ceste
nestabilnosti slobodnih radikala. Na osnovu relativne stabilnosti slobodni radikali se
dele na nepostojane (kratkozivece) i postojane (dugozivece). Mogu biti organski (npr.
hinoni) i neorganski molekuli, a po naelektrisanju neutralni, pozitivno (radikal katjoni) i
negativno (radikal anjoni) naelektrisani joni. Radikal moze dati elektron neradikalu i
ponasati se kao redukcioni agens stvaraju¢i nove radikale ili moze uzeti elektron
neradikalu i tako biti oksidacioni agens opet stvaraju¢i nove radikalske vrste!””’.

Slobodni radikali se neprekidno stvaraju u ljudskom organizmu kao posledica

metabolickih procesa. Oni se takode mogu proizvesti endogeno (npr. proizvodnja

. . . o .. v . . Y
superoksid anjon radikala, O}, koji se veoma brzo transformiSe u reaktivne kiseoni¢ne

vrste kao §to su hidroksil radikal,” OH , i vodonik peroksid) ili egzogeno (pod dejstvom
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jonizuju¢eg zraCenja, ULJ zraCenja, zagadenja, duvanskog dima, lekova, droga,
herbicida, pesticida, konzervanasa, aditiva itd). Mnogi kaskadni procesi u organizmima,

kao S$to je oksidacija lipida (LH) u ¢elijskim membranama, takode mogu dati mnostvo
radikalskih vrsta kao §to su razli¢iti ugljeni¢no-centrirani radikali (R"i L"), alkoksil

(RO"i LO")ili peroksil (ROO"i LOO") radikalil®®'*!,

U bioloskim sistemima radikali reaguju sa neutralnim biomolekulima oSte¢ujuci
ih 1 stvaraju¢i nove radikale. Jednom nastali slobodni radikal (faza inicijacije) moze u
fazi propagacije da izazove niz lan¢anih reakcija, reagujuci sa drugim manje reaktivnim
vrstama, 1 stvoriti nove slobodne radikale. Susretom dva radikala u fazi terminacije
prekidaju se lan¢ane reakcije pri cemu nastaju neradikalske vrste.

Oksidacija celijskih proteina i membrana moze izazvati oSteCenja tkiva kod
mnogih oboljenja koja su dugi niz godina opisivana kao oboljenja nepoznatih etiologija
(reumatoidni artritis, zapaljenska crevna oboljenja, Parkinsonova bolest i1 druge).
Oksidacija LDL holesterola povecava rizik od arteroskleroze dok oksidaciono oSte¢enje
DNK molekula moze doprineti nastanku karcinoma. Slobodni radikali imaju vaZznu
ulogu i u procesu starenja organizma uzrokujuéi umrezavanje polipeptidnih lanaca
molekula proteina ¢ime se menja njihova funkcionalna i strukturna uloga. Hemijske
reakcije u kojima ucestvuju slobodni radikali takode mogu uticati na fizicke, hemijske 1

biologke osobine prehrambenih, farmaceutskih i kozmetickih proizvodat'®*'%!.

1.3.1. Reaktivne kiseoni¢ne vrste
U glavne opasnosti aerobnog zivota spadaju proizvodnja reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta (ROS — reactive oxygen species) (tabela 1.1.) 1 oksidacioni stres (v. deo 1.3.4.).
Reaktivne kiseoni¢ne vrste se stvaraju konstantno jer su nerazdvojni deo
normalnog aerobnog zivota. One se formiraju u mitohondrijama kada se kiseonik
redukuje duz elektron-transportnog lanca u procesu celijskog disanja (shema 1.1.) ili

. ce ey . . . .. 1106
kao intermedijeri u &itavom nizu enzimskih reakcija''*.

[ o _ € € R €
0,—» "0; » H,0,—» ‘OH - H,0

Shema 1.1. Redukcija molekulskog kiseonika duZ elektron- transportnog lanca u

procesu Celijskog disanja
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Tabela 1.1. Reaktivne vrste kiseonika i drugih atoma!

Slobodni radikali

107]

Neradikali

Reaktivne vrste kiseonika
Superoksid anjon, 'O;
Hidroksil, “OH
Hidroperoksil, HO;

Karbonat, CO;

Peroksil, RO;

Alkoksil, RO"

Ugljendioksid radikal, CO;
Singletski kiseonik, O, 'Z,,

Reaktivne vrste hlora
Atomski hlor, C1°

Reaktivne vrste broma
Atomski brom, Br’

Reaktivne vrste azota
Azotmonoksid, NO*
Azot dioksid, NO;
Nitrat radikal, NO;

Reaktivne vrste kiseonika
Vodonik peroksid, H,O,
Hipobromna kiselina, HOBr
Hipohlorna kiselina, HOCl
Ozon, O,

Singletski kiseonik (O, 'A )
Organski peroksid, ROOH
Peroksinitrit, ONOO
Peroksinitrat, O,NOO
Peroksimonokarbonat, HOOCO,

Reaktivne vrste hlora
Hipohlorna kiselina, HOCl
Nitril hlorid, NO, Cl

Hlor gas (Cl, )

Brom hlorid ( BrCl)
Hlordioksid (CIO, )
Reaktivne vrste broma
Hipobromna kiselina (HOBr)
Brom gas (Br,)

Bromin hlorid ( BrCl)
Reaktivne vrste azota
Azotasta kiselina, HNO,
Nitrozil katjon, NO*
Nitroksil anjon, NO~

Azot tetraoksid, N, O,
Azot trioksid, N, O,
Peroksinitrit, ONOO™
Peroksinitrat, O,NOO

Peroksinitratna kiselina, ONOOH
Nitronijum katjon, NO,

Alkil peroksinitrit, ROONO

Alkil peroksinitrat, RO,

Nitril hlorid, NO, Cl

Peroksiacetil nitrat, CH,C(O)OONO,

12



ROS takode nastaju i kao produkti metal-katalizovanih reakcija, u neutrofilima 1
makrofagama tokom infekcija, kao odgovor na jonizaciono zracenje (ULJ, X, gama),

odgovor na zagadenje okoline ili duvanski dim ili kao rezultat fizioloskih i patoloskih

(108110 U biologkim sistemima ROS pokazuju dvostruku ulogu, deluju kao

[111

procesa
toksi¢na i istovremeno korisna jedinjenja!''"!. Korisno dejstvo ispoljavaju uestvujuéi u
razvoju imunog sistema organizma za odbranu od patogena!''?). Kada su zastupljeni u
veéim koncentracijama mogu da izazovu oSteéenja Celijske strukture, nukleinskih

[108

kiselina, proteina, lipida, hlorofila kod biljaka!'®. Kontrolisanje delikatne ravnoteze

izmedu ova dva antagonisticka dejstva je izuzetno vazan aspekt za funkcionisanje

vitalnih ¢elijskih i biohemijskih procesa.

1.3.1.1. Molekulski kiseonik

Kiseonik koji diSemo, O,  u osnovnom stanju ima dva nesparena elektrona u

antivezivnoj molekulskoj orbitali S$to ga ¢ini tripletskim molekulom, *O, ’(3Zg ), 1

diradikalom (slika 1.10.) "%,

Slika 1.10. MO prikaz molekulskog kiseonika''*!
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Da bi reagovao sa nekim drugim molekulom u osnovnom stanju molekul
kiseonika bi morao da ima sparene elektrone, Sto je proces koji zahteva veliku
aktivacionu energiju (23 kcal mol” ~ 96 kJ mol™). Kada nije katalizovana ova reakcija
je veoma spora na fizioloSkim temperaturama S§to ujedno 1 omogucava Zivot na planeti
jer bi u protivnom deSavanjem ove reakcije bili omoguceni uslovi spontanog
sagorevanja u atmosferi takvog kiseonika.

Kada primi dovoljno energije elektroni tripletskog kiseonika se spare 1 nastaje
singletski kiseonik koji nije radikal (tabela 1.2.)""). Vidljiva svetlost (A > 400 nm)
nema dovoljno energije da direktnim delovanjem “da” slobodne radikale ili eventualno
promeni spinsko stanje kiseonika. Ali, neki bioloski aktivni molekuli kao Sto je hlorofil
(ima ulogu fotosenzibilizatora) imaju sposobnost da “akumuliraju” svetlost malih
energija i pretvore je, u odredenom momentu, u hemijsku energiju (reakcija
fotosenzibilizacije) koja je dovoljna da omoguci promenu spinskog stanja molekulskog
kiseonika. Ova reakcija je tzv. reakcija oksigenacije 1 ona je oko 1500 puta brza od

reakcija “normalnog”- tripletskog kiseonika. Singletski kiseonik postoji u dve

elektronske konfiguracije, kao lAg 0,.i'% o O, (tabela 1.2.). Energetska barijera za

Tabela 1.2. Moguce elektronske konfiguracije molekula kiseonikal''¥

mol. .

orbitale elektronska konfiguracija
°2p O O O O
T 2p

® ® ® O ® @ ® @ ®

o ® ® O ® ® ® ® ®
62p @
6 2s @
628 @
®

o Is

@@@®®@@O

PP DD
PR DD
PRDDD

cls @
osnovno stanje singlet O » singlet O, ( ’ 037) ( O% )
3 . Ksidni
Y,-0 1 1 superoksid  peroksidni
(Fg02) ("Ag 02) (2 0,) anjon anjon
radikal
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formiranje konfiguracije 1Ag O, je manja a time taj proces verovatniji. Formirani

singletski kiseonik, lAg O, , je od 100-300 puta reaktivniji od molekulskog, tripletskog
kiseonika.
Singletski kiseonik, lAg 0, , je elektrofilni molekul koji ima dovoljno energije

da reaguje sa molekulima koji su ,bogati” elektronima (lipidi, amino kiseline,
nukleinske kiseline sa dvostrukim vezama, amino kiseline sa sumporom kao
heteroatomom, ...). On moZze da se adira na dvostruku vezu nezasi¢enih lipida pri cemu
se intermedijerni, nestabilni, produkt reakcije pretvara, izomerizuje, u hidroperoksid
(ROOH) koji se dalje razlaze dajuci slobodne radikale koji ucestvuju u reakciji

oksidacije lipida (shema 1.2.)!'"],

R"+0, > R—0-0°
R—-0-0"+R-H- R—0—-OH+R"’
R-0-0-H- R—-0-0"+H" il
R—-0-0-H- R—0"+HO" il

2R—0—0—-H- R—0—-0"+R—-0"+H,0

Shema 1.2. Stvaranje hidroperoksida iz singletskog kiseonika i oksidacija lipida!'"*’

Kiseonik iz vazduha ,,napada” masti, ulja 1 srodna jedinjenja koja pod njegovim
dejstvom postaju ,,uzegla“. Kiseonik se takode rastvara u tecnoj i lipidnoj fazi hrane
¢ime predstavlja konstantnu opasnost po kvalitet hrane koju uzimamo.

Usled visoke hemijske reaktivnosti 1 male energetske razlike izmedu osnovnih 1
ekscitovanih stanja singletski kiseonik je takode vazan ucesnik u fitohemijskim
procesima. Celije organizama ga koriste da bi u mitohondrijama proizvele energiju, ali
istovremeno sa proizvodnjom molekula ATP (adenozin-trifosfat) nastaju i slobodni

radikali''®".
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1.3.1.2. Superoksid anjon radikal, '02'
Kada se molekulskom kiseoniku doda jedan elektron u antivezivnu n orbitalu
nastaje reaktivniji oblik, superoksid anjon radikal ('O;) (slika 1.11. 1 shema 1.3.) koji

se u bioloskim sistemima proizvodi enzimskim putem uz pomo¢ NADPH oksidaze,

115]

ksantin oksidaze ili peroksidaze!

Slika 1.11. MO prikaz superoksid anjon radikala

o, O,

Shema 1.3. Nastajanje superoksid anjon radikala!'"”’

Ova vrsta radikala poseduje razlicite karakteristike u zavisnosti od prirode i pH
vrednosti medijuma. Vreme poluzivota °O; u vodenoj sredini (pH = 6), kada je
[116]

zastupljen u koncentracijama 10 i 1 uM iznosi 0,2 - 20 ms, respektivno . Na nizim
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pH vrednostima, protonovanjem 'O;, nastaje reaktivniji peroksilni radikal (HO)

(shema 1.4.)!"'7:
o + )
O,+H —HO,
Shema 1.4. Nastajanje peroksilnog radikala

U hidrofilnoj sredini °O; moze delovati kao redukciono sredstvo sposobno da

redukuje gvozde(Ill) do gvozde(Il) jona (shema 1.5.) i na taj nacin inicira Fentonovu

reakciju.
0] +Fe” (Cu™) > Fe (Cu")+0,
Shema 1.5. Dejstvo superoksid anjon radikala u hidrofilnoj sredini

. .- .. o ___ , . . ..
U organskim rastvaracima rastvorljivost O, se povecava a samim time raste i njegova

redukciona sposobnost.

Superoksid anjon radikal takode deluje kao snazni nukleofil, sposoban da
napadne pozitivno naelektrisane centre. Kao oksidaciono sredstvo moze reagovati sa
jedinjenjima koja su sposobna da doniraju H" atom (npr. askorbatom i tokoferolom)!''®.

Superoksid anjon radikal moze da reaguje sam sa sobom u reakciji koja se

naziva dismutacija ili disproporcionisanje (shema 1.6.)!""";

+HT

"0;/HO. + "O_/HO, = H,0,+0,
Shema 1.6. Dismutacija superoksid anjon radikala

Konstanta brzine za ovu spontanu reakciju relativno je niska, i poveéava se u kiseloj
sredini gde se formira peroksil-radikal. Ovom reakcijom smanjuje se njegova

reaktivnost jer nastaju nereaktivni molekulski kiseonik (O,) i vodonik peroksid

(H,0,).
1.3.1.3. Vodonik peroksid, H,0,

Molekul vodonik peroksida pripada neradikalskoj vrsti (slika 1.12.). Nastaje

enzimskim putem ili kao rezultat dismutacije superoksid anjon radikala. U bioloskim
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sistemima, u kojima je zastupljen u relativno niskim koncentracijama (10 pM), moze
izazvati oStecenje celija iako nije radikal po definiciji. Toksicno hemijsko dejstvo
vodonik peroksida ispoljava se u direktnim (uestvuje u degradaciji proteina,
inaktivaciji enzima, oksidaciji molekula DNK, lipida, -SH grupa i karboksilnih kiselina)

i indirektnim (ucesnik je Haber-Weiss-ove i Fenton-ove reakcije u kojima nastaju

119]

visokoreaktivni - OH radikali) reakcijama sa biomolekulimal

Slika 1.12. MO prikaz vodonik peroksida

Reakcijom H,0, sa’O; nastaje visoko reaktivni i toksi¢ni ~OH -hidroksil

1207,

radikal. Reakcija je poznata kao Haber-Wiess-ova reakcija (shema 1.7.)!

H,0,+ O,— OH+OH +0,

2

Shema 1.7. Prikaz Haber-Wiess-ove reakcije

Vodonik peroksid je slabo oksidaciono i slabo redukciono sredstvo koje je

relativno stabilno u odsustvu jona prelaznih metala. U prisustvu jona redoks aktivnih

prelaznih metala, npr. bakar(I) i gvozde(ll), H,O, prelazi u veoma reaktivne "OH

radikale (shema 1.8.)!'°":
HO, + Fe''(Cu')— intermedi jerni kompleksi —Fe (Cu™) + 'OH + OH’

Shema 1.8. Prikaz Fentonove reakcije

Reakcija prikazana na shemi 1.8. se naziva Fentonova reakcija i osnova je za

razumevanje mnogih biohemijskih procesa u organizmu. Fentonova reakcija se
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konstantno odigrava u uslovima in vivo ali je organizmi uspeSno kontroliSu

ogranicavajuci raspolozivost gvozde(Il) jonai H,O, o7,

1.3.1.4. Hidroksil radikal, ‘OH

Hidroksil radikal,” OH, predstavlja neutralan oblik hidroksidnog jona (slika
1.13.). Hidroksil radikal najeSée nastaje visokoenergetskim razlaganjem vode

(radioliza vode), u enzimskim reakcijama, dismutacijom superoksid anjon radikala, u

H *OH O

Slika 1.13. MO prikaz hidroksil radikala

Fentonovoj reakciji, razlaganjem vodonik peroksida (shema 1.9.) i delovanjem ULJ

zradenja na vodonik peroksid!®"-!21+122]

H,0-» "OH+H" +e¢, » H,0,

e+ H" .

H,0,_y 2 °OH

Shema 1.9. Nastajanje hidroksil radikala: radioliza vode (gore) i razlaganje vodonik

peroksida (dole)
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U poredenju sa drugim radikalima hidroksil radikal ima najizraZeniji
citotoksi¢an efekat, visokoreaktivna je vrsta sa izrazito kratkim vremenom poluZivota
(107 s) usled &ega u uslovima in vivo veoma brzo interaguje sa molekulima koji ga
okruzuju '*),

Kao jako oksidaciono sredstvo hidroksil radikal reaguje velikim brzinama sa
organskim i1 neorganskim molekulima u ¢eliji, ukljucuju¢i molekule DNK, proteine,

lipide, aminokiseline, ugljenehidrate i metale. Najznacajnija hemijska reakcija bioloskih

molekula 1 hidroksil radikala je odvajanje vodonika (shema 1.10.):

RH+HO - R +H,0
Shema 1.10. Reakcija bioloSkih molekula i hidroksil radikala
gde RH predstavlja bilo koju vrstu molekula u ¢eliji, npr. DNK, glutation ili amino

kiseline. Na ovaj na¢in  OH radikal raskida vodoni¢ne veze u molekulima DNK

dovodeéi do rasplitanja lanca i odteéenjal™.

1.3.2. Antioksidaciona aktivnost molekula i
antioksidacioni sistemi zaStite

11231

Po opste prihvacenoj definiciji koju je dao Haliwel »antioksidansi su

supstance koje, kada su zastupljene u nizim koncentracijama u odnosu na supstrat koji
se nailazi 1 na definiciju antioksidanasa kao: ,,supstanci koje direkno zahvataju ROS ili
deluju indirektno tako Sto inhibiraju produkciju ROS regulisanjem antioksidacione
odbrane«!'**!,

Pod pojmom antioksidacione aktivnosti redoks para A'/A, u odnosu na redoks
par supstratnog molekula, smatra se sposobnost vrste A da ,reparira® odnosno izvrsi
redukciju oksidovane molekulske vrste i pri tome sama prede u oksidovani oblik. Da bi
redoks par A"/A imao osobine antiksidansa potrebno je da njegov redoks potencijal
bude nizi od redoks potencijala supstratnog molekula.

Antioksidansi posle zahvata radikala prelaze sami u radikalske oblike koji su

stabilniji od radikala koje ,hvataju®. Jedan od nacina stabilizacije radikalskih oblika
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antioksidacionih molekula je gradenje intramolekulskih vodoni¢nih veza usled kojih
molekuli sporije podlezu oksidaciji ['**.

Antioksidansi u bioloskim sistemima: deluju kao inhibitori reakcija oksidacije
(preventivni antioksidansi u npr. inhibiciji gradenja slobodnih lipidnih radikala);
prekidaju lancane reakcije autooksidacije u fazi propagacije (tzv. chain breaking
antioxidants); eliminiSu dejstvo singletskih oblika kiseonika; deluju sinergicki sa
ostalim antioksidansima; deluju kao redukciona sredstva i prevode vodonik peroksid u
stabilna jedinjenja; deluju kao helatori jona prelaznih metala i kao inhibitori
prooksidativnih enzima ['2*"3!,

Da bi se suprostavili toksicnom delovanju ROS-a aerobni organizmi su tokom
evolucije razvili sloZzene antioksidacione sisteme zaStite. U unutraSnje sisteme zastite
spadaju endogeni enzimi (katalaza, glutation peroksidaza ili superoksid dizmutaza),
metaloproteini (na bazi bakra i gvozda) i antioksidansi koji ne ispoljavaju enzimsku
aktivnost (koenzim Q10, retinol (vitamin A) 1 urea). U egzogene sisteme zaStite spadaju
antioksidansi koje se u humani organizam unose putem ishrane ili upotrebom
suplemenata (askorbinska kiselina-vitamin C, tokoferol-vitamin E, fenolne kiseline,

flavonoidi i dr.) [*2!,

1.3.3. Prooksidansi

Prooksidansi se definiSu kao hemijske vrste koje indukuju oksidacioni stres
produkcijom reaktivnih radikalskih vrsta ili inhibicijom antioksidacionog sistema
odbrane!'**],

U bioloskim sistemima ulogu prooksidanasa (oksidujuée sredstvo ili oksidansi)
uglavnom imaju reaktivne vrste kiseonika, ROS, i reaktivne vrste azota, RNS (reactive

nitrogen spiecies-RNS) koje se mogu podeliti na radikalske i neradikalske vrste

(tabela 1.1.)1%7,

1.3.4. Oksidacioni stres
Oksido-redukcione reakcije su u osnovi skoro svih procesa koji se odvijaju u
zivim sistemima. One su vazne 1 za razumevanje spregnutog dejstva na nivou

prooksidansi-antioksidansi.
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Oksidacioni stres predstavlja proces prekomerne proizvodnje slobodnih radikala
koja premasSuje odbrambene kapacitete organizma i koji dovodi do oSteenja vaznih
biomolekula kao $to su nukleinske kiseline, aminokiseline, molekuli DNK, proteini i dr.

Za normalno funkcionisanje bioloskih sistema neophodno je odrzavanje
ravnoteze izmedu nastanka reaktivnih radikalskih vrsta (pro-oksidanasa) i1 delovanja

antioksidacionih sistema odbrane (tzv. redoks ravnoteza ili redoks homeostaza). Uslovi

Oksidacioni i redukcioni stres

Prooksidansi Antioksidansi

Prooksidansi T T Antioksidansi

Oksidacioni stres Redukcioni stres

Slika 1.14. Uticaj promene koli¢ine prooksidansa i antioksidansa na ravnotezu

(velika strelica) - oksidacioni ili redukcioni stres!''”!

ravnoteze specificni su za svaki organ i biolosko ,,mesto”. Promena ravnoteze u bilo
kom pravcu moze Stetiti ¢elijama i organizmu u celini. Pomeranje ravnoteze u pravcu

porasta koliCine prooksidanasa dovodi do oksidacionog stresa dok do redukcionog

stresa dolazi pomeranjem ravnoteze ka porastu koli¢ine antioksidansa (slika 1.14.) (191

Brojna patofizioloska stanja kao Sto su neurodegenerativne bolesti

(Alzhajmerova bolest, amiotrofi¢no lateralna skleroza (ALS), Daunov sindrom, itd.)!"**"

136] [139] [140]

t[137’138], sepse’ ~ ', arteroskleroza

, maligne bolesti, SeCerna boles 1 proces

141.142 . . . . . ..
1421 pastaju  kao posledica oksidacionog stresa. Uzroci nastajanja

starenjal
oksidacionog stresa kod zivih organizama su mnogobrojni i u glavne se ubrajaju
prekomerno izlaganje suncevoj svetlosti, duvanski dim, medikamenti, jonizujuce

zracenje, zagadenje vazduha 1 dr.
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1.4. ANTIOKSIDACIONA AKTIVNOST FLAVONOIDA

Aktuelna istrazivanja poslednjih decenija usmerena su ka ispitivanju
antioksidacionog i1 prooksidacionog dejstva flavonoida i polifenola uopSteno, koje
uslovljava i moguénost primene ovih jedinjenja. Klju¢ni preduslov njihove primene u
medicini (kao medikamenata), farmaciji i prehrambenoj industriji (kao konzervanasa) je
maksimalna bioloska aktivnost uz minimalno Stetno dejstvo po zdravlje ljudi. Kao
potencijalni kandidati iz klase polifenolnih jedinjenja, koji bi trebalo da zadovoljavaju
navedeni uslov, izdvajaju se flavonoidi. Pretpostavlja se da flavonoidi imaju ulogu
potencijalnih  prirodnih  egzogenih antioksidanasa pri ¢emu je mehanizam
antioksidacionog dejstva u sferi daljeg istrazivanja.

Antioksidaciona aktivnost flavonoida, koja se danas smatra njihovom
najznacajnijom osobinom, ostvaruje se na viSe nacina, kako u njihovim direktnim
reakcijama sa slobodnim radikalima tako 1 indirektnim putem, u reakcijama:
kopigmentacije, inhibicije enzima, eliminacije singletnog kiseonika, smanjenja stepena
lipidne peroksidacije, zaustavljanja faze propagacije u kojoj se stvaraju hidroksi-peroksi
lipidi, detoksifikacije vodonik peroksida u neenzimskim mehanizmima odbrane ili
uklanjanja oksidacijom o3teéenih biomolekula ['*3-14%],

U in vivo uslovima odredivanje antioksidacionog dejstva flavonoida prilicno je
slozen postupak zato $to ovi molekuli mogu istovremeno visestruko da deluje na
organizam. Poznato je da svoju antioksidativnu aktivnost flavonoidi takode ispoljavaju
kroz antimutageno, antibakterijsko, antiinflamatorno, antialergijsko, antivirusno,

30-36

antitromboti¢no, vazodilatarno i antikancerogeno dejstvol”>®!. Vazno je napomenuti da

1 reakcije kompleksiranja flavonoida sa metalnim jonima predstavljaju takode jedan vid
njihovog antioksidacionog delovanjal>’ %],

In vitro ispitivanja pokazuju da je dejstvo fitohemijskih antioksidanasa skoro
nepredvidljivo. Oni mogu u direktnim reakcijama zahvatati reaktivne vrste kiseonika ali
1 generisati oksidacioni stres. Koji ¢e efekat ispoljiti zavisi od tipa ¢elije, vrste radikala i
njihove koncentracije!'**!,

Osnovni uslov da bi molekul flavonoida u bioloSkim sistemima pokazao
antioksidaciono dejstvo je da bude zastupljen u nizim koncentracijama u odnosu na

supstrat (da bi sprecio ili prekinuo autooksidaciju ili oksidaciju slobodnih radikala) i da
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nastali flavonoid-radikal (fenoksi radikal) bude stabilan. Strukture fenoksi radikala se

obi¢no stabilizuju delokalizacijom elektrona, stvaranjem intramolekulskih vodoni¢nih

e .. . . . 149
veza ili u reakcijama sa drugim radikalima*”".

1.4.1. Mehanizmi antioksidacione aktivnosti flavonoida

U osnovi mehanizama antioksidacione aktivnosti (AA) flavonoida nalaze se
reakcije prenosa naelektrisanja (elektrona i protona). Usled visoko konjugovane i
elektronima bogate hemijske strukture flavonoidi (ArOH) su (posebno flavoni i
flavonoli) izrazito dobri donori elektrona i protona. U literaturi je predlozeno vise
mehanizama antioksidacionog delovanja flavonoida od kojih su tri naj¢es¢e zastupljena.
To su: HAT (Hydrogen Atom Transfer, shema 1.11.), SET-PT (Single-Electron Transfer

— Proton Transfer, shema 1.12.) i SPLET (Sequential Proton Loss—Electron Transfer,

shema 1.13.) mehanizam !"*1>;

R°+ArOH - ArO° +RH

Shema 1.11. HAT mehanizam antioksidacionog delovanja flavonoida
R +ArOH- R™+ArOH"’

R™+ArOH" " » RH+ArO’

Shema 1.12. SET-PT mehanizam antioksidacionog delovanja flavonoida

ArOH - ArO” +H"
ArO” +R® > ArO"+R~
R"+H" > RH
Shema 1.13. SPLET mehanizam antioksidacionog delovanja flavonoida
U HAT mehanizmu (shema 1.11.) dolazi do ,,prenosa” atoma vodonika (protona
zajedno sa jednim od njegova dva elektrona iz ¢ vezivne orbitale) sa jedne od hidroksi

grupa molekula flavonoida, primarnog antioksidansa, na radikalsku vrstu R "koja tom

prilikom prelazi u molekul RH pri ¢emu molekul flavonoida prelazi u tzv. fenoksi-

radikal (ArO") koji je stabilniji od radikala R "

24



SET-PT mehanizam (shema 1.12.) je dvostepeni proces koji po¢inje prenosom

elektrona sa molekula primarnog antioksidansa, flavonoida (ArOH), na slobodni

radikal (R ") koji tom prilikom prelazi u anjon (R ) dok molekul flavonoida prelazi u

radikal katjon (ArOH“). Potom, proton sa radikal katjona, ArOH'", prelazi na anjon

R pri ¢emu primarni antioksidans prelazi u fenoksi-radikal, ArO", a polazni radikal u

odgovaraju¢i molekul RH .
SPLET mehanizam je reverzan mehanizam u odnosu na HAT. Prvi korak u

SPLET mehanizmu (shema 1.13.) podrazumeva heteroliticko raskidanje OH veze i
formiranje fenoksid anjona (ArO"). U sledeCem koraku sledi prenos elektrona na

radikalsku vrstu (R') i formiranje anjona (R”) pri ¢emu molekul primarnog
antioksidansa prelazi u fenoksi radikal (ArO"). U tre¢em koraku dolazi do protonovanja

anjona (R ") i formiranja molekula RH .

Sva tri navedena mehanizma mogu se istovremeno odigravati razli¢itim
brzinama sa istim krajnjim rezultatom, inaktivacijom radikalskih vrsta brzim prenosom
naelektrisanja. Koji ¢e od navedenih mehanizama biti dominantan zavisi od vrste
radikala, medijuma i strukture antioksidansa. Uticaj strukture antioksidanasa se na neki
nain moze kvantifikovati karakteristicnim termodinamickim parametrima za
odgovarajuc¢i molekul flavonoida koji uslovljavaju svaki od navedenih mehanizama. U
HAT mehanizmu to je entalpija raskidanja veze, odnosno odgovaraju¢a BDE vrednost
(BDE-bond dissociation energy), (5to je vrednost BDE niza to je sposobnost doniranja
H atoma veca a time i antioksidaciona sposobnost posmatranog molekula), u SET-PT
mehanizmu to su jonizacioni potencijal (IP - ionization potential) (Sto je IP vrednost
molekula ArOHniza to je transfer elektrona laksi a time 1 njegova antioksidaciona
sposobnost veca) i entalpija disocijacije protona (PDE - proton dissociation enthalpy).
Kod SPLET mehanizma to su vrednosti afiniteta prema protonu (PA - proton affinity) i

energija transfera elektrona (ETE - electron transfer energy).
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1.4.2. Faktori koji uti¢u na antioksidacionu aktivnost flavonoida

[154-156) 55 kazuju da biologka aktivnost,

Istrazivanja sprovedena poslednjih godina
a samim tim 1 antioksidaciona aktivnost, flavonoida u uslovima in vivo zavisi od vise
faktora kao $to su: heterogenost prirodnog medijuma, pH vrednost sredine, in vivo
redoks status cCelije, stepen razlaganja molekula u organizmu, stepen konjugacije sa
drugim polifenolnim molekulima kao i moguénost interakcija sa drugim molekulima iz
okolne sredine.

U takode veoma vazne faktore spada i struktura samih molekula flavonoida:
stepen hidroksilacije prstenova A, B i C, prisustvo dvostruke veze u polozaju C2-C3,

karbonilna grupa u polozaju C4, hidroksilna grupa u polozaju C3 kao 1 prisustvo o-

dihidroksilne grupe u prstenu B.

1.4.3. Strukturne karakteristike i antioksidaciona aktivnost flavonoida

Usled sloZenog sastava prirodnog medijuma odredivanje zavisnosti struktura-
aktivnost (structure-activity relationships - SAR) flavonoida u uslovima in vivo je
otezano i uglavnom se sprovodi aproksimacijama u uslovima in vitro. Na ovaj nacin,
pored razumevanja antioksidacionog i prooksidacionog delovanja flavonoida, postize se
1 moguénost predvidanja uticaja strukturnih promena na metabolicke procese in vivo.

Istrazivanja u oblasti SAR poslednjih godina su pokazala da postoji veza
izmedu pojedinih strukturnih karakteristika i1 direktnih reakcija zahvata slobodnih
radikala (,,radical scavenging), gradenja kompleksa sa jonima prelaznih metala i

uopsteno antioksidacione aktivnosti.

1.4.3.1. Direktne reakcije zahvata slobodnih radikala

571 da polifenoli

Devedesetih godina proslog veka Bors i saradnici su pokazali
imaju strukturu koja omogucava efikasano ,,hvatanje* reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i da
su bolji antioksidansi od vitamina E 1 C. Sposobnost flavonoida da u direknim
reakcijama zahvate reaktivne vrste prvenstveno zavisi od broja i rasporeda elektron-
donorskih hidroksilnih supstituenata u prstenovima B i C [**173],

Tri strukturne karakteristike odreduju stepen antioksidacione aktivnosti
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flavonoida u direktnim reakcijama zahvata slobodnih radikala (,radical

scavenging®)!"**1>7;

(1)  prisustvo orto C3',C4' dihidroksilnih grupa na prstenu B (kateholna struktura)
(slika 1.15.);

(i) C2-C3-dvostruka veza konjugovana sa C4-karbonilnom grupom na prstenu C
(preko kojih se ostvaruje konjugacija izmedu prstena A 1 B 1 delokalizaciju
elektrona iz B prstena ) (slika 1.16.);

(ii1) prisustvo hidroksilnih grupa na poloZaju C3 prstena C i polozaju CS5 prstena A

preko kojih postoji mogucénost gradenja vodoni¢ne veze s karbonilnom

grupom (slika 1.17.).

)\i(OH

H ¢} X

OH O

OH

Slika 1.15. Orto C3', C4' dihidroksilne grupe na prstenu B!*")

Slika 1.16. C2-C3-dvostruka veza konjugovana sa C4-karbonilnom

grupom na prstenu C!'*%)

OH
OH

Slika 1.17. Hidroksilne grupe na poloZaju C3 prstena C 1

polozaju C5 prstena Al'*"!
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Iz klase flavonoida posebno se izdvajaju flavoni kao veoma efikasni
antioksidansi. Antioksidaciona aktivnost flavona direktna je posledica elektronske
strukture molekula. Prisustvo veceg broja OH grupa u strukturi flavona umanjuju
vrednost redoks potencijala Sto molekule Cini efikasnijim antioksidansima. Takode je
poznato da prsten B, zbog velike elektronske gustine, najlakSe podleze procesu
oksidacije. Orto supstituenti u ovom prstenu uticu na smanjenje vrednosti redoks
potencijala kao i1 na porast brzine reakcije flavonoida sa kiseoni¢no-centriranim
radikalskim vrstama.

Sveobuhvatni prikaz reakcije zahvata ROS sa flavonoidima kateholne strukture

149]

prstena B (ArOH) publikovao je Pietta!'*"], slika 1.18. U prvom koraku reakcije gradi

se stabilni semi-hinon radikal (Ar-O") " koji, u drugom koraku, u susretu sa

slede¢im radikalom otpuSta nespareni elektron 1 prelazi u stabilnu hinonsku

159]
OH ’ RH o
/@/OH \_j /©/OH

Ar-OH Ar-O°*

&gy

Slika 1.18. Zahvat ROS (R’) flavonoidom kateholne strukture pstena B [149]

strukturu!

Stabilnosti fenoksi radikala kateholne strukture, po van Ackeru!'®”, dodatno
doprinosi 1 vodoni¢na veza koja se gradi izmedu C4 karbonilne i OH grupe na polozaju
C3 flavonola. Heijnen 2001'"°! godine potvrduje da su kateholna struktura prstena B i
OH grupa na polozaju C3 dve tzv. farmakofore flavonoida koje su znacajne za njihovo

antioksidaciono dejstvo.
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Opste je prihvaceno da C2-C3 dvostruka veza zajedno s C4-karbonilnom
grupom povecava sposobnost zahvata slobodnih radikala. Konjugovane dvostruke veze
izmedu prstena A 1 B omogucavaju delokalizaciju elektrona i stabilizaciju radikala
efektom rezonancije preko veéeg broja aromatskih jezgara. U prilog tome ide i ¢injenica
da flavanoli i flavanoni, koji u svojoj strukturi poseduju zasi¢en heterocikli¢ni prsten C,
pokazuju niZi antioksidacioni kapacitet u poredenju sa flavonima i flavonolimal' ™.

Na antioksidacionu aktivnost flavonoida uti¢e i geometrija molekula. Proracuni
pokazuju da je visoka vrednost antioksidacionog kapaciteta ustanovljena kod molekula
flavonola sa planarnom geometrijom Sto se objasnjava gradenjem intramolekulske
vodoni¢ne veze izmedu OH grupe na polozaju C3 1 kiseonika na polozaju C3' §to

(73] Vrednost torzionog

doprinosi da prsten B ostane u istoj ravni sa prstenom hromana
ugla izmedu prstenova C i B [t(O1-C2-C1'-C2")] odreduje stepen planarnosti molekula
¢ime se utie na sposobnost zavata slobodnih radikala. Planarna geometrija dopusta
konjugaciju 1 delokalizaciju elektrona 1 povecava stabilnost fenoksi radikala.
Izostankom hidroksilne grupe sa polozaja C3 ukida se koplanarnost prstenova a time i
sposobnost stabilizacije fenoksi radikala.

Kako je u predhodnom izlaganju naglaseno da se antioksidaciona aktivnost
flavonoida povecava sa porastom broja elektron-donorskih hidroksilnih supstituenata,
postoje 1 oprecna stanoviSta koja tvrde da sa porastom broja hidroksilnih grupa, na
osnovnoj strukturi flavonoida, raste 1 moguénost njihovog prooksidacionog delovanja.
Mono- i di-hidroksiflavonoidi skoro i da ne pokazuju prooksidacionu aktivnost, dok
postojanje vise hidroksilnih grupa, kao kod molekula kvercetina, dovodi do povecane
produkcije hidroksil radikala u Fentonovom sistemu ¢ime je omoguceno i njihovo

prooksidaciono dejstvo a time i citotoksican efekat !> 17¢),

1.4.3.2. Reakcije kompleksiranja flavonoida sa metalnim jonima

Reakcije kompleksiranja flavonoida sa metalnim jonima predstavljaju takode
jedan vid njihovog antioksidacionog delovanja. Pored toga S$to ove reakcije
predstavljaju veoma vazan faktor stabilizacije obojenja, strukture, u prirodnom
medijumu one su takode 1 jedan od mehanizama kojim se postize akumulacija metala u
perifernim tkivima C¢ime se smanjuje njihov Stetni efekat i mogucnost njihove

mobilizacije u ekosisteme!'®*">"). Gradenjem kompleksa sa metalnim jonima takode se
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pospesSuje odbrambeni mehanizam biljaka od patogena 1 biljojeda. Sposobnost
kompleksiranja flavonoida sa metalnim jonima sluzi 1 kao kvalitativni test njihovog
prisustva u biljnim ekstraktima, a takode se ova osobina veoma cesto koristi i u
kolorimetrijske svrhe za detekciju metala u tragovima.

Dobra helatna svojstva flavonoida se povezuju sa visokim stepenom
nukleofilnosti aromati¢nih prstenova kao 1 velikim brojem hidroksilnih grupa.
Mogucénost kompleksiranja metalnih jona takode 1 indirektno utiCe na razvoj
oksidacionog stresa. Naime, homolitickim razlagenjem O-O veza metalni joni razlazu
lipidne hidroperokside daju¢i lipidne alkoksi radikale koji ucestvuju u procesima
inicijacije lan¢ane slobodno-radikalske oksidacije lipidnih molekula. Dvojako delovanje
flavonoida ogleda se u moguénosti vezivanja samih metalnih jona koji izazivaju ove
promene ili inhibiciji lipidne peroksidacije direktnim ,hvatanjem® alkoksi radikala.
Ovim procesima flavonoidi ispoljavaju moguénost direktnog delovanja na kinetiku
peroksidacije putem menjanja lipidnog sastava. StabiliSuéi c¢elijske membrane i
povecavaju¢i njihovu fluidnost, uz smanjenje difuzije radikalskih vrsta kroz lipidni
dvosloj, flavonoidi u velikoj meri Cuvaju integritet Celija i éelijskih organela Sto je
preduslov o¢uvanja fiziologke aktivnostil' """,

Usled redukcionih svojstava flavonoida 1 njihove teznje da grade stabilne
komplekse sa jonima prelaznih metala, menjaju se redoks svojstva metala a time

(40451 Prooksidaciona aktivnost

omogucava 1 prooksidaciono dejstvo flavonoida
flavonoida se moze smatrati merom njihovog ,Stetnog* dejstva koje se ostvaruje
indirektnim putem kada molekuli flavonoida redukuju metalne jone (gvozde(Ill),
bakar(Il)) do odgovaraju¢ih nizih oksidacionih stanja (gvozde(Il),bakar(I)) ¢ime se
stvaraju uslovi za njihovo dalje ucestvovanje u npr. Fentonovoj rekciji u kojoj se
generiSu visokoreaktivni hidroksil, *OH, radikali koji imaju sposobnost inaktivacije
enzima, depolimerizacije polisaharida, inicijacije lipidne peroksidacije kao 1 delovanja
na amino- i1 nukleinske kiseline (dovode¢i do mutacija DNK i smrti-apoptoze celija) L66]

Osnovne karakteristike kompleksa (helatni polozaji molekula ukljucenih u
strukturu nagradenih kompleksa, stehiometrija i stabilnost kompleksa) kao i moguénost
odigravanja reakcija kompleksiranja zavisi od strukture molekula flavonoida, vrste

metalnih jona, sastava i pH vrednosti medijuma.
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Pretpostavlja se da u molekulima flavonoida postoje Cetiri helatna polozaja koja
mogu biti ukljucena u strukturu kompleksa (slika 1.19.):
(1) C3'iC4' hidroksi grupe na prstenu B (kateholna struktura prstena B),
(i) C3-hidroksi-C4-karbonilna grupa na prstenu C,
(i11)) C5- hidroksi-C4-karbonilna grupa i
(iv) o-hidroksi grupe (C5-C6 ili C6-C7) na prstenu AlH045- 1491

\\\\\\\ l\ien+

HO vy, =
% "y Men*+
Men*

Q
N

Slika 1.19. Moguéi helatni poloZaji u strukturi metal-flavonol kompleksa''*”’
Kako su flavonoidi slabe polibazne kiseline, pH vrednost medijuma ima
znaCajan uticaj na gradenje kompleksa. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da se
kompleksi sa najve¢im koordinacionim brojem grade u slabo kiseloj 1 neutralnoj sredini
a retko u baznoj. Optimalna pH za gradenje kompleksa zavisi od vrste metalnih jona i
podklase flavonoida. U jako kiseloj sredini, na vrednostima pH < 3, kompleksi se tesko
grade iz razloga Sto su molekuli flavonoida u nedisosovanom obliku. Na visim pH

vrednostima favorizovano je deprotonovanje flavonoida a time i gradenje kompleksa
[154]

lako su reakcije komplekisranja flavonoida 1 metalnih jona do sada bile predmet

[37-63] rezultati na tom polju, posebno oni koji se odnose na

mnogih nauc¢nih istrazivanja
kompleksiranje u vodenoj sredini, nisu u potpunosti usaglaseni, a cesto su i
kontradiktorni po pitanju definisanja mehanizma reakcije, helatnih polozaja molekula

uklju€enih u strukturu nagradenih kompleksa, stehiometrije 1 stabilnosti kompleksa.
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1.5. PREGLED LITERATURSKIH PODATAKA

Antioksidaciona aktivnost flavonoida koja se ispoljava indirektno preko
gradenja kompleksa sa jonima prelaznih metala i u direktnim reakcijama zahvata
slobodnih radikala (,,radical scavenging‘) je aktuelna problematika zastupljena u
istrazivanjima brojnih autora. U literaturi se cCesto nailazi na neusaglaSenosti i
kontradikcije u rezultatima ispitivanja s obzirom na njihovu uslovljenost
eksperimentalnim uslovima rada i metodama za odredivanje antioksidacione aktivnosti.

Povezanost antioksidacione aktivnosti 1 strukturnih karakteristika molekula do

11621} saradnici postavili su hipotezu da na

danas nije u potpunosti jasno definisana. Chen
antioksidacionu aktivnost utice broj 1 polozaj elektron-donorskih hidroksilnih
substituenata. U kasnijim radovima, Foti i saradnici''®! kao i Cai i saradnici!'®" negirali
su uticaj broja hidroksilnih grupa i visoku vrednost antioksidacione aktivnosti ustanovili
za molekule kod kojih je u strukturi zastupljena ortodihidroksi grupa ili na prstenu B ili
na prstenu A (C6,C7 i C7,C8 dihidroksiflavoni). Po Haenen-ul'® katehol grupa na
prstenu B zajedno sa hidroksi grupom na polozaju C3 doprinosi najvecoj vrednosti
antioksidacione aktivnosti, $to su 1 teorijskim izraCunavanjima potvrdili Ami¢ 1

-[166]

saradnici* . Autori su takode ustanovili da C2=C3 ne utiCe, a hidroksi grupa na

polozaju C5 poveéava vrednost antioksidacione aktivnosti. Dugas i saradnicil'”™®
ispitivanjem uticaja hidroksi grupa na antiradikalsku aktivnost prema peroksil radikalu
ustanovili su da polozaj hidroksi grupa nema uticaja na antioksidacionu aktivnost.

S obzirom da univerzalna zavisnost antioksidacione aktivnosti od strukture
molekula nije postavljena, pokazano je da antioksidaciona aktivnost Cistih molekula

flavonoida zavisi i od strukture molekula i od vrste radikala. Baumann''®”

je
odredivanjem vrednosti antiradikalske aktivnosti flavonoida prema superoksid anjon
radikalu ustanovio da antiradikalska aktivnost opada u nizu: flavonoidi sa katehol
grupom na prstenu B > hidroksi grupom na C4' > bez hidroksi grupe na prstenu B. To
ga je navelo na zakljucak da je kateholna grupa na prstenu B upravo i odgovorna za
visoku vrednost antiradikalske aktivnosti flavonoida prema superoksid anjon radikalu.
Iz ovog pravila Huguet!"®® iskljucuje kvercetin i ostale flavonole koji su pokazali manju
antiradikalsku aktivnost u poredenju sa flavonima. Suprotno, veca antiradikalska
aktivnost flavonola u odnosu na flavone proistiCe iz eksperimentalnih rezultata

1169

Sicheal"® i Cos!'™®, koji ukazuju na dominantnan uticaj na antiradikalsku aktivnost
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[167

hidroksi grupe na polozaju C3. Baumann''®” tvrdi da se ne moZe uspostaviti veza

antiradikalske aktivnosti sa hidroksi grupom na polozaju C3. Visoku antiradikalsku
aktivnost flavona Huguet'®® objagnjava uticajem rezorcinol grupe. Takode, neki autori
tvrde da su flavonoidi sa hidroksi grupom na polozaju C5 1 C7 izrazito dobri inhibitori
sistema ksantin/ksantin oksidazal'’""'"*. Cotelle!"™® ukazuje da hidroksi grupa na

polozaju C6 favorizuje antiradikalsku aktivnost flavona. Antiradikalska aktivnost

flavonoida prema hidroksi radikalima ispitivana je od strane brojnih autoral'’> 718

179]

Husain!'"”" je pokazano da se sa porastom broja hidroksilnih grupa na osnovnom skeletu

flavonoida povecava i antiradikalska aktivnost molekula. Uocen je i doprinos

karbonilne grupe na polozaju C4 dok C2=C3 i hidroksi grupa na C3 polozaju nema

179 [180

uticaja na antiradikalsku aktivnost''”®). Opreéni rezultat izneo je Hanasaki'™” koji tvrdi

da kvercetin podstice produkciju ‘OH radikala i deluje kao prooksidans. Veéu

produkciju "OH radikala molekulom kvercetina u poredenju sa morinom ustanovio je i

173]

Puppo! koriste¢i spektrofotometrijski test degradacije 2-deoksiriboze u kome

ispitivani flavoni nisu pokazali merljiv efekat. Prooksidaciono dejstvo kvercetina u

vodenim rastvorima rezultat je autooksidacije ovog molekula, procesa koji zavisi od pH

[181.182] "Ustanovljeno je da na fizioloskoj pH kvercetin ne podleZe

182]

vrednosti medijuma
autooksidaciji i da sa porastom pH raste i moguénost autooksidacije ovog molekulal
Pokazano je i da u procesu ¢elijskog disanja u mitohondrijama kvercetin podleze
autooksidaciji pri ¢emu nastaje superoksid anjon radikal, O, , i vodonik peroksid,
H,0,. Mogu¢énost autooksidacije kvercetina odbacuju elektrohemijska ispitivanjal'®.
Antioksidaciona aktivnost zavisi 1 od prirode medijuma. Kvercetin je bolji ,,hvata¢® OH
u etanolu i 1-butanolu nego u aprotiénom rastvaraéu kao §to je DMSO! ™!,

Neki eksperimentalni podaci pokazuju da su kompleksi flavonoida efikasniji
,.hvatac¢i” slobodnih radikala od slobodnih molekula flavonoida'*¥. Saglasno ovome,
Moridani i saradnici*!! su pokazali da kompleksi flavonoida sa bakar(II), gvozde(Il) ili
gvozde(IIl) jonima, koji se grade u stehiometriji 1:2 (metal:flavonoid), pokazuju vecu
antioksidacionu aktivnost prema superoksid anjon radikalu, generisanom u ksantin-
oksidaza/hipoksantin model sistemu (enzimski superoksid-generisuci sistem), u odnosu
na Ciste ligande. Kompleksi stehiometrijskog sastava 1:2 u kojima ucestvuje gvozde(III)
jon (gvozde(Ill):flavonoid) inhibiraju generisanje superoksid anjon radikala po

slede¢em redosledu: kvercetin > fisetin > 4-¢-butilkatehol > katehin = taksifolin= rutin >
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kempferol > luteolin. Takode je pokazano da kompleksi koje gradi gvozde(IIl) jon
(gvozde(Ill)-flavonoid) imaju vecu antioksidacionu aktivnost u odnosu na komplekse
gvozde(Il) jona, (gvozde(ll)-flavonoid), istog stehiometrijskog sastava. Redosled
inhibicije superoksid anjon radikala kompleksima gvozde(Il)-flavonoid je sledeci: 4-¢-
butilkatehol, katehin > rutin = taksifolin = fisetin = kempferol > kvercetin, luteolin. Pri
kompleksiranju kvercetina, fisetina 1 kempferola sa prelaznim metalima strukturni
parametri molekula, kao Sto su: hidroksi grupe na polozajima C3' i C4', karbonilna
grupa u polozaju C4, hidroksi grupa u polozaju C3 i dvostruka veza na polozaju C2-C3,
se smatraju znacajnim za delimi¢nu oksidaciju ovih molekula. To nije slucaj sa
katehinom, taksifolinom 1 luteolinom usled slede¢ih strukturnih razlika: (1) u strukturi
katehina i taksifolina ne postoji dvostruka veza u polozaju C2-C3; (ii) u strukturi
katehina takode nema karbonilne grupe na polozaju C4 1 (iii) u strukturi luteolina nema
hidroksi grupe u polozaju C3.

Na osnovu rezultata DPPH antiradikalskog testa Panhwar i saradnicil*! kao i de

Souza i de Giovanil*

su potvrdili da je antioksidaciona aktivnost kompleksa morina,
kvercetina, rutina i katehina vec¢a u poredenju sa slobodnim molekulima liganada. Do
istog zakljutka su dosli Anafas’ev i saradnicil™ ispitujuéi antioksidacionu aktivnost
kompleksa rutina sa gvozde(Il) 1 bakar(Il) jonima u uslovima in vitro. Ovi rezultati, koji
se prvenstveno odnose na aktivnost kompleksa rutina, su u neku ruku iznenadujuci s
obzirom na poznatu ¢injenicu da se molekul rutina ne oksiduje toliko efikasno kao
njegov neglikozidifikovani analog, kvercetin, iz razloga supstitucije C3 polozaja
molekulom Secera Sto uslovljava sterne smetnje a time 1 oteZava kompleksiranje.
Kompleksi gvozda i 3-OH flavona, prvenstveno kvercetina, ispitivani su od

[38.3946-55.38-61] 'K ako je ranije naglaseno objavljeni rezultati se

strane velikog broja autora
u dosta slucajeva razlikuju pa su ¢ak i u potpunoj suprotnosti u pogledu helatnih
polozaja, sastava 1 stabilnosti kompleksa, pogotovo onih koji se grade u vodenoj
sredini. Teorijska izradunavanja zasnovana na teoriji funkcionala gustine (DFT)™*!
pokazuju da se najstabilniji kompleksi kvercetina i gvozde(Il) jona grade uceS¢em dve
helatne pozicije: C3-hidroksi-C4-karbonilne grupe i C5-hidroksi-C4-karbonilne grupe.
DFT izradunavanja nekih autora*’) pokazuju da u gradenju kompleksa takode mozZe
ucestvovati 1 kateholna struktura prstena B, koja je naj¢eS¢e odgovorna za gradenje

(48]

kompleksa u alkalnim sredinama. Rezultati Bodini-ja i saradnika™™ se slazu sa
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rezultatima DFT proratuna u pogledu ucesca kateholne grupe flavonoida u strukturi
kompleksa. Oni su elektrohemijskim metodama ispitivali oksidaciju kvercetina 1
kompleksa gvozde(Il)-kvercetin u dimetilsulfoksidu. Pokazano je da se u aproticnom
medijumu kakav je dimetilsulfoksid kompleks gradi u stehiometriji 1:1 u¢es¢em atoma
kiseonika na C3'-C4' kateholnoj grupi prstena B. Ove rezutate su takode potvrdili
Erdogan i saradnicil® kao i Engelmann i saradnici®® koriste¢i potenciometriju kao
metodu ispitivanja.

Razliku u rezultatima dobijenim eksperimentalnim merenjima i teorijskim
proracunima autori uglavnom objasnjavaju sa aspekta strukturnih karakteristika
molekula 1 uslovljenosti u¢es¢a odredenih helatnih poloZzaja 1 stehiometrije kompleksa
od pH vrednosti medijuma. Mladénka i saradnicit®" predlozili su redosled helatnih
polozaja i odredili stabilnost kompleksa gvozde(Il)-flavonoidi, u stehiometriji 1:1, na
razli¢itim pH vrednostima (pH = 4,5; 5,5; 6,8; 7,5). Odredene vrednosti konstante
stabilnosti kompleksa ispitivanih flavonoida sa gvozde(Il) jonima poredili su sa
vrednostima konstante kompleksa gvozde(Il)-deferoksamin, jedinjenja koje je u

klini¢koj praksi poznato kao najefikasniji helator gvozde(II) jona. Autori®"

su zakljucili
da od svih ispitivanih flavonoida samo baikalein (5,6,7-trihidroksiflavon), preko C6-
hidroksi 1 C7-hidroksi grupa, gradi kompleks sa gvozde(Il) na svim ispitivanim pH
vrednostima. Stehiometrija kompleksa kao 1 vrednosti konstante stabilnosti kompleksa
bili su bliski po vrednostima dobijenim u sluaju kompleksiranja gvozda(Il) sa
deferoksaminom. U neutralnoj sredini flavonoidi kao $to su kvercetin i miricetin, koji u
strukturi imaju C3-hidroksi-C4-karbonilnu grupu, dvostruku vezu u polozaju C2-C3 1
kateholnu grupu na polozaju C3' i C4', grade komplekse sa gvozde(Ill) jonima (u
stehiometriji 1:1) priblizno iste stabilnosti kao kompleksi gvozde(Il)-baikalein i
gvozde(Il)-deferoksamin. U slabo kiseloj sredini, na pH = 5,5, vrednost konstante
stabilnosti kompleksa gvozde(Il)-deferoksamin je veca u odnosu na vrednosti konstante
kompleksa gvozde(Il)-kvercetin i gvozde(Il)-miricetin. U kiseloj sredini, na pH = 4,5,
ispitivani flavonoidi (izuzev baikaleina) ne grade komplekse u stehiometriji 1:1.
Komplekse u datoj stehiometriji, i neutralnoj sredini, takode ne grade oni flavonoidi
koji u strukturi imaju samo C3'-C4' kateholnu grupu na prstenu B. Medutim, flavonoidi
koji u strukturi imaju C5-hidroksi-C4-karbonilnu grupu i C3'-C4' kateholnu grupu grade

komplekse, manje stabilnosti, u stehiometriji 1:1.
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Uslovljenost uceS¢a odredenih helatnih polozaja u strukturi kompleksa pH
vrednostima medijuma usko je povezano sa disocijacijom hidroksi grupa zastupljenih u
strukturi flavonoida. Rezultati pokazuju®'~? da u neutralnoj i alkalnoj sredini dolazi do
disocijacije C3' i C4' hidroksi grupa na prstenu B prilikom koje atomi kiseonika ostaju
,»slobodni* za vezivanje metalnih jona. U kiseloj sredini deprotovanje C3' i1 C4' hidroksi
grupa je otezano S$to ukazuje da one manje ucestvuju u reakcijama kompleksiranja na
nizim pH vrednostima. Dobar primer koji ilustruje navedene ¢injenice je molekul
katehina (3,5,7,3',4'-pentahidroksi flavan) koji nema karbonilnu grupu u polozaju C4 i
koji u kiseloj sredini ne gradi komplekse, ni u jednoj stehiometriji, za razliku od nekih
drugih flavonoida (kvercetin, fisetin...). IzloZzene ¢injenice navode na zakljucak da je u
kiselim rastvorima karbonilna grupa, kada je prisutna u molekulu, jedna od klju¢nih
helatnih pozicija za razliku od C3'-C4' kateholne grupe. Pored karbonilne grupe u
kiselim rastvorima vazna helatna pozicija je i pozicija C5. Po nekim autorima®~* ova
grupa manje ucestvuje u strukturi kompleksa Sto se objasnjava gradenjem relativno jake
intramolekulske SH---O4 vodoni¢ne veze.

Kod molekula, kao $to su morin i kvercetin, koji poseduju glavne helatne
pozicije u prstenovima A i1 C, pokazano je da je u kiseloj sredini afinitet C3-hidroksi
grupe ka metalnim jonima ve¢i u odnosu na C5-hidroksi grupu §to se upravo objasnjava
gradenjem jake intramolekulske vodoniéne vezel®*). U slabo kiseloj sredini, na pH 6,
Verdan i saradnici’®® potvrdili su da je kompleksiranje gvozde(II) jona i flavona preko
C3-hidroksi-C4-karbonilne grupe primarni mehanizam njihovog antioksidacionog
dejstva. Sa druge strane neki autori®”! ukazuju na to da C6-hidroksi i C7-hidroksi grupe
imaju vedi afinitet ka metalnim jonima u odnosu na C5-hidroksi-C4-karbonilnu grupu.

Gradenje kompleksa kvercetina 1 gvozde(Ill) jona, u stehiometriji 1:1 1 1:2

(gvozde(IIl):kvercetin) predlozili su Escandar i Salal’.

Ispitivanja su izvrSena
potenciometrijskim titracijama u vodenom rastvoru pH = 7,4. Ustanovljeno je da se
gvozde(Ill) jon vezuje preko kateholne grupe kvercetina u sluc¢aju prvog kompleksa, i
preko kiseonika iz C5-hidroksi-C4-karbonilne grupe u slucaju drugog kompleksa. Sa
druge strane Moridani i saradnici®'! konstatuju da na fizioloskoj pH vrednosti
flavonoidi sa kateholnom strukturom grade termodinamicki stabilne komplekse sa

gvozde(Ill) jonima, u stehiometriji 2:1 (gvozde(Ill):flavonoid), upravo preko kateholne

grupe.
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Analiza masenih spekatara kompleksa flavona i jona prelaznih metala, koju su
uradili Fernandez i saradnici®®®, pokazala je da kvercetin ima sposobnost redukcije
gvozde(Ill) do gvozde(Il) jona. Ustanovljeno je da kvercetin (Q) moze da gradi

komplekse u stehiometriji 1:1 1 1:2 (gvozde:kvercetin). Jon oznacen
[Fe(ID+2(Q,, -H)]" odgovara kompleksu u stehiometriji 1:1 a joni
[Fe(Il) + Q,, +(Q-H)]",[Fe(ID+Q+(Q-H)] i [Fe(Ill)+2(Q-H)] moguéim sastavima
kompleksa u stehiometriji 1:2. Pretpostavljeno je da se kompleksi grade vezivanjem
jona gvozda za atome kiseonika iz deprotonovane C5-hidroksi-C4-karbonilne grupe.

. . . .[39
Mira i saradnici®!

su takode ustanovili moguénost kvercetina da redukuje
gvozde(Ill) do gvozde(Il) jona prilikom kompleksiranja u acetatnim puferskim
rastvorima. U kiseloj sredini kompleks se gradi u stehiometriji 1:2 (gvozde(Ill):
kvercetin). Vezivanje gvozda ostvaruje se preko atoma kiseonika iz C5-hidroksi i C4-
karbonilne grupe. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Chenga®®! i Wanga"®”', a
u suprotnosti sa rezultatima koje su objavili Bodini**), Erdogan!*”! i Ryan(®’.

Ryan i saradnici'®”

su ispitivali kompleksiranje gvozde(IIl) jona sa kvercetinom
1 morinom u smesi metanol-voda (70:30 v/v). Ustanovili su da se morin kompleksira sa
gvozde(Ill) jonom u stehiometriji 1:1 a kvercetin u stehiometriji 2:1 (gvozde(IIl):
kvercetin). Konstatovano je takode da se gvozde vezuje preko C3-hidroksi-C4-
karbonilne grupe flavona u obliku hidrokso dimera formule [Fe, (OH),]*" .

Junbuth!® i saradnici su ispitivali kompleksiranje flavonola (kvercetin,
kemferol, fisetin, morin i miricetin), 3-metoksiflavona (kvercetin-3-metil etar) i flavona
(luteolin) sa gvozde(Ill) jonima u kiseloj sredini i u razli¢itim rastvaraima: etanolu,
metanolu 1 acetonitrilu. UoCeno je da prilikom kompleksiranja flavonola, Sto je
identifikovano batohromnim pomerajem osnovnog apsorpcionog maksimuma molekula
flavona sa ~370 nm na ~ 405 nm (traka kompleksa), dolazi do njihove oksidacije
(identifikovano porastom apsorbancije na 293 nm). S obzirom da se navedeni efekti ne
uocavaju kod luteolina i kvercetin-3-metil etra autori su zakljucili da je prisustvo C3-
hidroksi grupe izrazito znaCajno za sam proces kompleksiranja 1 redoks reakciju.
Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima El-Jammala'®' koji je pokazao da
gvozde(Ill) jon ima visok afinitet vezivanja za ligande koji u strukturi poseduju o-

hidroksi keto grupu S§to upravo odgovara delu strukture koju imaju C3-hidroksi
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flavonski molekuli (flavonoli). Isti rezultati su dobijeni i1 prilikom kompleksiranja
ispitivanih flavonoida 1 gvozde(Il) jona u metanolu i etanolu kao rastvaracima.

. . .[45
Perez 1 saradmcl[ ]

su ispitivali stabilnost kompleksa gvozde(Ill) 1 gvozde(Il)
jona sa baikaleinom i baikalinom (glikozidni oblik baikaleina) u neutralnoj sredini (pH
= 17,2). Rezultati su pokazali da je kompleks u stehiometriji 1:2 znatno stabilniji od 1:1
kompleksa. Izracunate konstante stabilnosti takode ukazuju na to da baikalein vezuje
gvozde(Il) jone jace od ferozina, molekula koji je poznat kao dobar helator gvozde(Il)
jona. Kompleks glikozidnog oblika, baikalina, manje je stabilnosti §to ukazuje na znacaj
C3-hidroksi pozicije koja je u molekulu baikalina supstituisana molekulom Secera.

Hajji i saradnici’® su u kineti¢kim merenjima pratili autooksidaciju kvercetina i
njegovih kompleksa sa gvozde(Ill) 1 gvozde(Il) jonima u kiselim i neutralnim
rastvorima. U odsustvu metalnih jona, u neutralnoj sredini (fosfatni pufer),
autooksidacija kvercetina se pokorava kinetici prvog reda. U slabo kiseloj i neutralnoj
sredini (acetatni puferi) autooksidacija kvercetina se neznatno ubrzava dodatkom
gvozde(Ill) 1 gvozde(Il) jona. U jako kiseloj sredini (pH = 1-2) autooksidacija i
kompleksiranje izostaju. Rezultati istih autora takode pokazuju da u neutralnoj sredini

kvercetin ispoljava veéi afinitet za vezivanje gvozde(II) jona (K =4x10°M") u odnosu
na gvozde(Ill) jon (K= 1,6x104M'1). Isti autori su ustanovili i to da u neutralnom
fosfatnom puferu kinetika kompleksiranja kvercetina sa gvozde(IIl) jonima zavisi od
redosleda dodavanja reagensa: dodavanjem prvo kvercetina rastvoru gvozde(IIl) jona
gradenje kompleksa je relativno sporo usled vece brzine vezivanja gvozde(IIl) jona sa
komponentama fosfatnog pufera. Suprotno, kada se rastvor gvozde(Ill) jona dodaje

rastvoru kvercetina (u fosfatnom puferu) gradenje kompleksa se odvija brze.
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2. CILJRADA
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Cilj ove doktorske disertacije je bio da se primenom spektroskopskih metoda u

in vitro uslovima ispitaju reakcije kompleksiranja odabranih flavonskih molekula

(kvercetin, morin, fisetin, baikalein) 1 gvozde(Ill) jona 1 antiradikalska aktivnost

pojedina¢nih molekula i njihovih kompleksa.

U skladu sa postavljenim ciljem prvi deo istrazivanja obuhvatio je ispitivanje

reakcije kompleksiranja gvozde(Ill) jona sa kvercetinom, fisetinom, morinom i

baikaleinom u acetatnom puferu razli¢itth pH vrednosti. U okviru prvog zadatka

odedeni su:

>

YV V VYV V

stehiometrijski sastav kompleksa

konstante stabilnosti nagradenih kompleksa

helatni polozaji preko kojih se gvozde vezuje u strukturi kompleksa

struktura kompleksa

ispitana je i stabilnost nagradenih kompleksa u prisustvu drugih helatora: EDTA

1 limunske kiseline.

Drugi deo istrazivanja obuhvatio je ispitivanje antiradikalske aktivnosti

odabranih flavonskih molekula i nagradenih kompleksa prema:

>

>

stabilnim azot-centriranim (difenilpikrilhidrazil radikal -DPPH 1  2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-N-oksil-4-on-(Tempon)) i
kiseoni¢no-centriranim (hidroksil - °*OH i superoksid anjon radikal-*0,)

radikalskim vrstama

Strukture flavonskih molekula i njihovih kompleksa ispitane su i oprtimizovane

primenom teorije funkcionala gustine (DFT).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. HEMIKALIJE I RASTVORI

3.1.1. Hemikalije
Rastvara&i koriéeni u radu bili su “spektrohemijskog stepena &istoée , dok su

ostale hemikalije imale p.a. stepen hemijske Cistoce.

Koris¢ene hemikalije:
Kvercetin - Merck, USA
Fisetin - Merck, USA
Baikalein- Merck, USA
Morin - Merck, USA
Metanol - Uvasol, min. 99%, Merck, USA
Etanol - Uvasol, min. 99%, Merck, USA
Natrijum hlorid - Merck, USA
Natrijum hidroksid - Merck, USA
Sir¢etna kiselina - Merck, USA
. Fosforna kiselina - BDH, 85%, Poole, England

—

A A A

—_
o

11. Gvozde(Il)- hlorid - Merck, USA

12. Gvozde(IIl)- hlorid - Merck, USA

13. Gvozde(Il)- sulfat - Merck, USA

14. Limunska kiselina - Merck, USA

15. Etilendiamin-tetrasiréetna kiselina (EDTA) - Merck, USA
16. Hlorovodonicna kiselina - Merck, USA

17. Dimetilformamid (DMF) - Merck, USA

18. 2- dezoksiriboza - Sigma, USA

19. Vodonik peroksid - Sigma, USA

20. Tiobarbiturska kiselina (TBA) - Sigma, USA

21. 5-dietoksifosforil-5-metil-1-pirolin- N- okid (DEPMPO) - Alexis Biochemical,

Lausen, Switzerland

22. Riboflavin - Merck, USA
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23. 2,2,6,6 - tetrametilpiperidin-N-oksil-4-on (Tempon) - Molecular Probes,
Junction City, OR, USA)

24. Tetrabutilamonijum heksafluorofosfat (BusNPFe) - Merck, USA

25. Dimetilsulfoksid (DMSO) - Merck, USA

26. Kalijum biftalat - Zorka, Sabac

3.1.2. Rastvori

Reakcija kompleksiranja pracena je u acetatnim puferskim rastvorima
konstantne jonske jacine i Sirokog opsega pH vrednosti (pH = 3,0-9,0). Podesavanje pH
vrednosti rastvora je vrSeno meSanjem odredenih zapremina siréetne kiseline (50 mM) i
natrijum-hidroksida (1,5 M). Za postizanje konstantne jonske ja¢ine rastvora koris¢en je
natrijum-hlorid (50 mM). Osnovni rastvori kvercetina (338,27 gmol”, 5 mM), fisetina
(286,24 gmol™, 5 mM), morina (338,27 gmol™, 5 mM) i baikaleina (270,24 gmol™,
5 mM) pravljeni su u etanolu. Merni rastvori (50 uM) pripremani su od osnovnih
rastvora volumetrijskim razblazivanjem u odgovaraju¢im puferima. Svez rastvor
gvozde(Ill)-hlorida (5 mM) pripreman je u dejonizovanoj vodi (18 MQ).

Gvozde(Ill)-flavonoid kompleksi dobijani su titracijom rastvora flavonoida

(50 uM) razli¢itim zapreminama rastvora gvozde(III)-hlorida (0,01-0,1 mM).

3.1.3. pH merenja

Merenja pH vrednosti vrSena su na pH-metru "Iskra MA 5730" (Kranj,
Slovenija), sa kombinovanom staklenom elektrodom (Sentek, Esex, England), na sobnoj
temperaturi. Kalibracija instrumenta vrSena je u dve tacke (pH = 4,0 i pH = 7,0) pomoc¢u

standardnih kalibracionih rastvora kalijum-biftalata.

3.2. METODE, UREDAJI I EKSPERIMENTALNI USLOVI RADA

U okviru doktorske disertacije koriS¢ene su sledec¢e eksperimentalne tehnike:
elektronska spektroskopija (ULJ-VID), ramanska spektroskopija (RS), masena
spektrometrija (MS), elektronska paramagnetna rezonantna spektroskopija (EPR) i

cikli¢na voltametrija (CV).
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3.2.1. Elektronska spektroskopija (ULJ-VID)

Elektronski spektri nastaju prelazima elektrona izmedu razli¢itih kvantiranih
elektronskih stanja molekula. Elektronski nivoi u molekulima postoje usled kretanja
elektrona u odgovaraju¢im molekulskim orbitalama analogno kretanju elektrona u
atomskim orbitalama. Elektronska energija molekula je reda veli¢ine eV tako da se
emitovani ili apsorbovani kvanti nalaze u ULJ 1 VID oblasti spektra.

Elektronski spektri molekula koriste se za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu.
Kvalitativna analiza zasnovana je na specificnom polozaju traka odredenih hromofora
koje se identifikuju poredenjem sa spektrom pretpostavljenog jedinjenja ili sa spektrom
iz kataloga pri cemu se mora sagledati 1 oblik i1 intenzitet trake. Kako je polozaj 1
intenzitet trake u elektronskim apsorpcionim spektrima kondenzovanih sistema slabo
osetljiv na male strukturne promene u molekulu na veéem rastojanju od hromofore a
kako i mnoge hromofore (organskih, bioloskih i neorganskih jedinjenja) apsorbuju u
oblasti ispod 200 nm (koja nije dostupna merenju pomocu standardnih aparata)
pouzdana identifikacija jedinjenja postize se samo u kombinaciji ULJ-VID
spektroskopije sa drugim spektroskopskim metodama (IC, NMR, EPR,...)!'8¥.

Za merenje elektronskih spektara koriste se standardni dvozrac¢ni

spektrofotometri koji sadrze sledece elemente (slika 3.1.): izvor svetlosti (volframova

izvor ULJ radijacije

reSetka H

H ogledalo 1
razrez 1
razrez ? —— —— izvor VID radijacije
filter [z
ogledalo 4 referentna kiveta detektor
referentni zrak ( - Io
U socivo 1
ogledalo 5
ogledalo 2
kiveta sa
ogledalo 3 uzorkom detekt
& zrak koji prolazi I N
kroz uzorak J so&ivo 2 i
[184]

Slika 3.1. Opticka shema dvozracnog ULJ-VID spektrofotometra
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lampa za VID oblast, i vodoni¢na lampa za ULJ oblast), monohromator (prizma ili
resSetka), dva nosaca uzorka, sistem za detekciju (fotoelektri¢ni detektor) i registrovanje
spektara (racunar).

U ovom radu ULJ-VID spektroskopija koristila se za pracenje reakcije
kompleksiranja ispitivanih flavona i gvozde(Ill) jona u medijumu Sirokog opsega pH
vrednosti, kao 1 za odredivanje antiradikalske aktivnosti primenom DPPH testa i testa
degradacije 2- deoksiriboze.

Elektronski spektri molekula snimani su na ULJ-VID spektrofotometru marke
“CINTRA 10e” (GBS) sa programskim paketom ,,Spectro®. Spektri rastvora flavona i
nagradenih kompleksa snimani su u kvarcnim kivetama duZzine optickog puta 10 mm 1

opsegu talasnih duzina od 250-700 nm.

3.2.1.1. Karakteristike elektronskih spektara flavonoida

Flavoni su aromati¢ni molekuli konjugovane m-elektronske strukture koja
uslovljava apsorpciju zracenja iz ULJ 1 VID oblasti spektra. U apsorpcionom spektru
flavona pojavljuju se dva karakteristicna apsorpciona maksimuma, maksimum u opsegu
talasnih duzina od 300-400 nm (traka I), koji potice od elektronskih m—n* prelaza
unutar cinamol dela hromofore (prsten B konjugovan sa prstenom C, slika 3.2.), i drugi
maksimum u oblasti od 240-285 nm (traka II) koji je posledica m—n* prelaza unutar

benzoil dela hromofore (prsten A konjugovan s prstenom C, slika 3.2.). Sa porastom

HO

benzoil cinamol

traka II traka [

Slika 3.2. Benzoil 1 cinamoil strukturne jedinice flavonoidnog skeleta

broja hidroksilnih supstituenata na osnovnoj strukturi flavonoida dolazi do batohromnog
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pomeraja traka. U slucaju odsustva C3-OH grupe traka I kod flavona se pomera
hipsohromno i do 20-30 nm u odnosu na trake analoga. Traka I se kod flavona nalazi u
oblasti 304-350 nm a ista traka u spektrima flavonola izmedu 352-385 nm. Flavoni i
flavonoli apsorbuju na vec¢im talasnim duZinama u poredenju sa ostalim grupama

flavonoida sa manjim brojem hidroksilnih grupal'>* ',

3.2.1.2. Spektroskopske metode odredivanja sastava i

konstante stabilnosti kompleksa

Spektrofotometrijske metode zauzimaju posebno mesto u analizi sastava i
odredivanju stabilnosti kompleksa. Zasnivaju se na merenjima promene apsorbancije
komponenata sistema u toku reakcije gradenja kompleksa. Nastale promene je veoma
Cesto lako 1 vizuelno pratiti jer su reakcije kompleksiranja obi¢no tzv. bojene reakcije u
kojima nastaju intenzivno obojeni kompleksi.

Najpoznatije spektrofotometrijske metode su: metoda molskih odnosa, Zobova
(Jobb) metoda kontinualnih varijacija, Adamiceva (Adami¢) metoda, Edmons-
Birnbaumova (Edmons-Birnbaum), Bent-Frenova (Bentt-French), Harvej-Maningova
(Harvey-Manning), Henri-Frenk-Ostvaldova (Henry-Frank-Ostwald), Nesova (Nash) i

metoda Jacimirskog (Slummupckuii).

3.2.1.2.1. Metoda molskih odnosa

Metoda molskih odnosa'®¥

se koristi za odredivanje sastava i konstante
stabilnosti relativno stabilnih kompleksa. Postupak se sastoji u merenju apsorbancije
serije rastvora u kojima se koncentracija jedne komponente odrzava konstantnom a
menja koncentracija druge komponente polaze¢i od nizih ka viS§im koncentracijama u
odnosu na prvu komponentu. Apsorbancija rastvora se meri na odredenoj talasnoj
duzini, u oblasti maksimalne apsorbancije kompleksa, 1 graficki predstavlja u zavisnosti
od odnosa stehiometrijskih koncentracija liganda i metala (slika 3.3.)!"*),

Ako se obrazuje samo jedan stabilan kompleks apsorbancija raste linearno sa
molskim odnosom i postaje, pri odredenoj vrednosti molskih odnosa, konstantna $to
odgovara potpunom vezivanju jona metala u kompleks, tako da dalji dodatak liganda ne

izaziva promenu apsorbancije. Stehiometrijski odnos metala i1 liganda u kompleksu

odgovara tacki preloma krive i dobija se ocitavanjem vrednosti y ose u tacki preseka
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tangente na prvi, linearno rastu¢i, 1 horizontalni deo krive. Kada je disocijacija

kompleksa mala dobija se kriva 2 (slika 3.3.), a broj liganada u kompleksu se odreduje

Slika 3.3. Krive mogucih zavisnosti promena apsorbancija kompleksa

razligitih stabilnosti od stehiometrijskog odnosa komponenata''**

iz preseka tangenti na pocetni i zavrSni deo krive. Medutim, ako je disocijacija
kompleksa jako velika, horizontalni deo krive se ne dostize ¢ak i ako je ligand u
znatnom visku (slika 3.3., kriva 3). Ukoliko se u sistemu obrazuje viSe kompleksa koji
imaju razlicite konstante stabilnosti javlja se vise prevojnih tacaka (slika 3.3., kriva 4).

Reakciju kompleksiranja u vodi je moguce predstaviti jednac¢inom (3.1.):

M(H,0), +L o ML(H,0), , +H,0 (3. 1)

Pri uslovima konstantne koncentracije metala odredivanje konstante stabilnosti
kompleksa se =zasniva na logaritamskoj zavisnosti apsorbancije rastvora od
koncentracije liganda. Ukoliko se obrazuje mononuklearni kompleks, tipa ML,

konstanta stabilnosti se predstavlja jedna¢inom:

[ML, ]
= (3.2)
[M] [L]
¢ijim se logaritmovanjem dobija jednacina (3.3):
| ML ] logB, +nlog[L] (3.3)
og =logf, +nlog 3.
[M]

47



[ML, ]
[M]

Grafik funkcije log = f (nlog[L]) daje pravu sa nagibom koji je jednak broju

vezanih liganada u kompleks, n, 1 odseCakom na ordinati koji je jednak vrednosti

logfB, . Parametre jednacine (3.3) moguce je povezati sa eksperimentalno merenim

[ML, ]

velicinama. Odnos koncentracija nagradenog kompleksa 1 metala, W, jednak je

odnosu apsorbancija (i), pri ¢emu je A, apsorbancija koja odgovara

Ag-A
horizontalnom delu krive na slici 3.3., a A_apsorbancija rastvora za bilo koju vrednost

koncentracije liganda u oblasti linearne zavisnosti na slici 3.3. Za odredivanje broja

A
vezanih liganada u kompleksu crta se grafik zavisnosti log( N XA )= f(nlogc,),
(O X

pri ¢emu se uzima da je ravnotezna koncentracija slobodnog liganda, [L], jednaka

ukupnoj koncentraciji liganda u rastvoru, ¢ L Sto vazi u slucaju obrazovanja slabijih

kompleksa. Ona celobrojna vrednost broja vezanih liganada u kompleksu (n =1,2...) za

koju postoji linearna zavisnost log( )Zf (nlogc, ) predstavlja realni broj

AO - Ax
vezanih liganada u kompleksu.

Ukoliko se eksperiment izvodi pri konstantnoj koncentraciji liganda 1 razli¢itim
koncentracijama metala izvodenje jednacine je nesto drugacije. Konstantu ravnoteze, u

slucaju gradenja polinuklearnog kompleksa M_L , moguce je napisati u obliku:

m-—n?

[ML ] 1
— Lt 3. 4.
P [L]" [M]" G.-4)

Logaritmovanjem jednacine 3.4. dobija se jednaCina oblika:

[ML,] _ RS
log T -mlog M +logB, (3.5)
log [IE/I{I]JHH] = mlog[M] + logf, (3.6.)
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Da bi se odredila prava vrednost konstante broja vezanih liganada n crta se grafik

X

— ]= f(mlogc,,) za razli¢ite celobrojne vrednosti n (n = 1,
(AO - Ax)

zavisnosti log[

2,...)im(m =1, 2, ...), pri ¢emu se uzima da je ravnotezna koncentracija metalnog

jona, [M], jednaka ukupnoj koncentraciji metala u rastvoru, c o Sto vazi, kako je vec¢

napomenuto, u slu¢aju obrazovanja slabijih kompleksa. Ona vrednost koeficijenata n i
m za koju se dobija linearna graficka zavisnost predstavlja pravi broj vezanih liganada i

metalnih jona u kompleksu.

3.2.1.3. Spektrofotometrijski antiradikalski testovi

3.2.1.3.1. Redukcija DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikala

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (slika 3.4.a) je stabilna azot-centrirana
radikalska vrsta i dobro poznati “hvata¢” drugih slobodnh radikala. Uglavnom se koristi
u praéenju hemijskih reakcija u kojima ucestvuju drugi slobodni radikali ili kao
standard polozaja (tzv. g-marker) i intenziteta signala u EPR (ESR) spektrima.

Brzina redukcije DPPH radikala se koristi kao indikator radikalske prirode
ispitivane reakcije i kao jedan od najkomercijalnijih spektrofotometrijskih testova
antioksidativnosti.

Apsorpciona traka DPPH radikala se nalazi na oko 520 nm §to rastvoru ovog
molekula daje intenzivnu ljubicastu boju. Redukcijom u prisustvu elektron-donorskih
molekula (slika 3.4.), koji imaju sposobnost ‘“davanja” svojih labilnih H atoma
molekulu DPPH (slika 3.4.b), dolazi do promene strukture molekula i hipsohromnog
pomeranja apsorpcionog maksimuma u oblast oko 350 nm §to rastvoru redukovanog
oblika daje zutu boju. Ovakve promene omogucavaju i vizuelno pracenje reakcije

redukcije DPPH radikala.
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OZN-Q N—N

a)
NO, NO,
0, N—N_ FIOH —= O, N—N_ + F1O
Ph Ph
NO, NO,
DPPH radikal flavonoid DPPH-H flavonoid
radikal
b)

Slika 3.4. Strukturna formula DPPH.(a), shematski prikaz reakcije DPPH sa
molekulom flavonoida FIOH (b)

Kvantitativni parametri redukcije DPPH radikala

Kvantitativni parametri dobijeni eksperimentalnim merenjima su: antiradikalska
aktivnost, antiradikalska snaga, reakciona stehiometrija i broj molova DPPH
redukovanih jednim molom antioksidansa. Antiradikalska aktivnost predstavlja
koncentraciju antioksidansa potrebnu da se koncentracija DPPH radikala smanji za 50%
(ECsp). Antiradikalska snaga definiSe se kao reciprocna vrednost antiradikalske
aktivnosti (1/ECsp), a reakciona stehiometrija kao teorijska, efektivna, koncentracija
antioksidansa potrebna za redukciju 100% DPPH radikala (2xECs;). Broj molova
DPPH redukovan jednim molom antioksidansa izraCunava se kao recipro¢na vrednost

reakcione stehiometrije.
Postupak rada

U alkoholni rastvor DPPH (u metanolu) (0,05 mM) dodaju se razliCite

koncentracije ispitivanih antioksidanasa (kvercetin, fisetin, morin, baikalein) (0,025-0,2
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mM) 1 spektrofotometrijski, na talasnoj duzini 515 nm, prate promena apsorbancije, A,
u vremenu do dostizanja saturacije. Ukupna zapremina smese je konstantna (3 ml). Ista
procedura ponavlja se i za gvozde-flavonoid komplekse. Svako merenje ponavlja se
nekoliko puta (tri). Merenja nisu mogla biti izvodena pod uslovima pseudo-prvog reda,
bilo u korist viska molekula antioksidanasa ili molekula DPPH, iz razloga veoma
naglog pada apsorbancije na 515 nm.

Tac¢na vrednost apsorbancije koja odgovara pocetnoj koncentraciji DPPH
([DPPH"']) u reakcionom medijumu rafuna se iz kalibracione krive koja je opisana

- «: 186
jedna&inom!"*®!:

A, =12509x[DPPH ]-2,58x10"° (3.7.)
515nm

Snimljene kineticke krive omogucavaju odredivanje % zaostalog (ili % redukovanog
DPPH = 100% - % sa0stalog DPPH) U Stacionarnom stanju-stanju dostignute saturacije,
koriS¢enjem jednacine:

_[DPPH], 3.8)
[DPPH'],,

%DPPH, =

Zao
gde je:
[DPPH']t - koncentracija DPPH u trenutku vremena t ili u uslovima dostizanja

saturacije

[DPPH"] ., - boCetna koncentracija DPPH.

Iz grafika zavisnosti % zaostalog (% redukovanog DPPH) DPPH u stacionarnom stanju
od molarnog odnosa komponenata (antioksidans/DPPH) odreduju se antiradikalska
aktivnost (ECs), antiradikalska snaga, reakciona stehiometrija i broj molova DPPH

redukovanih jednim molom antioksidansa.

3.2.1.3.2. Degradacija 2-deoksiriboze

2-deoksiriboza je monosaharid, tacnije pentoza. U bioloskim sistemima
kovalentno se vezuje za purinske i pirimidinske baze obrazuju¢i nukleotid DNK.
Uglavnom se koristi za in vitro ispitivanja antiradikalske aktivnosti molekula i biljnih

ekstrakata prema hidroksil radikalima.
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Hidroksil radikal (generisan u Fentonovoj reakciji) u reakciji oksidacije 2-
deoksiriboze gradi degradacioni produk, malondialdehid (MDA). U jako kiseloj sredini
1 na viS§im temperaturama malonildialdehid reaguje sa tiobarbiturskom kiselinom (TBA)
pri ¢emu nastaje obojeni adukt tiobarbiturska kiselina—malondialdehid ((TBA),-MDA)

Cija se apsorpciona traka nalazi na 532 nm (slika 3.5.).

HS\[//N OH $Ho SN & OH H \\rSH
2 N J + (IjH2 %’ N| %CH— CH=CIjJi\'(N
OH CHO OH OH
TBA MDA (TBA),-MDA adukt

Slika 3.5. Shematski prikaz reakcije tiobarbiturske kiseline sa malonaldehidom!'®”

Smanjenje koncentracije adukta TBA-MDA u prisustvu antioksidansa koristi se
kao indikator jaCine antiradikalske aktivnosti i kao jedan od spektrofotometrijskih

testova za ispitivanje mehanizma inhibicije Fentonove reakcije.

Postupak rada

Postupak za ovaj test preuzet je iz literature!'®™

. Reakcija degradacije 2-
deoksiriboze prati se u dva koraka, bez i u prisustvu helatora (molekuli ispitivanih
flavona, EDTA) gvozde(II) jona.

U fosfatni pufer vrednosti pH = 7,2 dodavani su rastvori gvozde(II) jona
(pripremljen u 0,1 M HCI, opsega koncentracija 2,5-35 uM), 2-deoksiriboze (konacne
koncentracije 50 mM) i 50 pl vodonikperoksida (4 mM). Ukupna zapremina rastvora
iznosila je Iml. Reakciona smeSa inkubira se 10 minuta na sobnoj temperaturi a zatim
se reakcija inhibira dodatkom 1ml 4% fosforne kiseline (v/v) i 1 ml 1 % TBA
(pripremljen u 50 mM NaOH). Sme$a se zagreva 15 minuta na temperaturi 80 °C i
nakon hladenja se meri apsorbancija nastalog produkta degradacije 2-deoksiriboze na
talasnoj duzini od 532 nm.

Slican postupak primenjuje se i u drugom koraku merenja koji se odvija u

prisustvu helatora gvozde(II) jona (flavonoida i EDTA) (0,01-0,2 mM). Ovi molekuli se
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uvode u reakcioni sistem neposredno po dodatku vodonik peroksida a zatim se reakcija

prati na isti na¢in kao i bez prisustva helatora.

3.2.2. Ramanska spektroskopija

Ramanski spektri su emisioni spektri koji nastaju promenom unutraSnje energije
molekula pod dejstvom upadne monohromatske radijacije iz ULJ ili VID oblasti
elektromagnetskog spektra zracenja.

Po mehanizmu nastajanja ramanski spektri su dvofotonski i Cesto se nazivaju
spektrima kombinacionog rasejanja (KR spektrima) iz razloga $to se upadna frekvencija
zracenja ,kombinuje” sa frekvencijom nekog vida unutrasnjeg kretanja molekula
(rotacije ili vibracije). Ramanski efekat zavisi iskljucivo od polarizabilnosti molekula i
nezavisan je od njegovog permanentnog dipolnog momenta.

Ramanski spektri se koriste primarno u kvalitativnoj analizi koja se zasniva na
specifi¢nosti polozaja traka funkcionalnih grupa (organska jedinjenja i biloski uzorci) ili
poloZzaja traka anjona (neorganska jedinjenja). Ramanski spektri se uspesno primenjuju
1 za ispitivanje strukture metal-flavonoid kompleksa i za pracenje uticaja pH vrednosti
medijuma i koncentracije metala na gradenje kompleksal'®'%%,

Ramanski spektrometri mogu biti disperzioni 1 spektrometri sa Furijeovom
transformacijom. Bez obzira na tip instrumenta oni se svi sastoje od: izvora zraCenja,
dela za smestaj uzorka, monohromatora sa elementom za disperziju zracenja, detektora
1 mernog instrumenta. Na slici 3.6. prikazani su osnovni opticki elementi odeljka za
uzorak u disperzionom ramanskom spektrometru.

Kao izvori zradenja najéesée se koriste kontinualni gasni laseri kao $to su A7,
Kr" , He—Ne ili He—Cd laser. Izbor energije, frekvencije, pobudivackog zradenja
zavisi od viSe faktora. Sa jedne strane pozeljno je da pobudivacka radijacija bude Sto
manje talasne duzine jer tada raste intenzitet rasutog zracenja. Sa druge strane,
kratkotalasno zraenje veoma Cesto moze biti apsorbovano od strane uzorka ili u njemu

pobuditi fluorescenciju €iji je intenzitet viSestruko veci u odnosu na intenzitet rasutog

zracenja.
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ogledalo 1

socivo 2

>| ulazni razrez
| monohromator
X analizator

polarizacije

ogledalo 2

mikroskop objektiv

Iris dijafragma
polutalasna plocica
interferencioni filter

laserski zrak
ogledalo | prozor

Slika 3.6. Raspored optickih komponenata u odeljku za uzorke

standardnog disperzionog ramanskog spektrometral'*¥

Monohromatsko zraCenje iz izvora usmerava se na ogledalo od kojeg se
reflektuje pod uglom od 90° i fokusira na uzorak (slika 3.6.). Fokusirani zrak prvo
prolazi kroz interferencioni filter koji ima ulogu da iz zraka eliminiSe zracenje plazme
koja se u izvoru generise. Interferencioni filter se u nekim instrumentima ne stavlja jer
se rasuto zraCenje plazme koristi za kalibraciju frekvencija monohromatora. Posle
prolaska kroz interferencioni filter zraenje se usmerava na polutalasnu plocicu koja
okrece ravan polarizacije do ugla od 90°. Iris dijafragma priguSuje interferenciju plazma
zracenja i usmerava zrak dalje ka objektivu mikroskopa u kome se zrak pomocu sociva
fokusira u jednu tacku koja pada u centar uzorka. Rasuto zraCenje se potom fokusira
pomocu sociva 2 na ulazni razrez monohromatora. Sferno ogledalo 1 vrac¢a upadni zrak
1 omogucava njegov dvostruki prolaz kroz uzorak. Ogledalo 2 vrsi refleksiju ramanskog
zradenja koje je rasuto pod uglom od 180° i vraéa ga ponovo ka monohromatoru. Pre
ulaska u monohromator zracenje prolazi kroz analizator polarizacije ¢ime se omogucava
merenje depolarizacionog odnosa. U spektrometrima koji su novije proizvodnje

najcesce se koriste tzv. dvostruki monohromatori sa dve difrakcione resetke.
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U doktorskoj disertaciji ramanski spektri snimani su na ramanskom
spektrometaru marke “Thermo Scientific Nicolet Almega XR” koji je opremljen
optickim mikroskopom 1 optickom sondom. Ramanski spektri praskastih uzoraka
flavona snimani su koriS¢enjem lasera talasne duzine 532 nm (diode pumped solid state
high-brightness laser). Snaga lasera bila je 10 mW, objektiv 50x, spektralna rezolucija 5
cm™, vreme akvizicije 30 s a broj snimanja 10. Fluorescencija uzoraka je korigovana
polinomom petog stepena. Spektri rastvora snimani su pomocu opticke sonde i
ozracivani laserom visoke snage (high power laser), talasne duzine 780 nm. Spektri su
snimani u opsegu 3300-500 cm™'. Snaga lasera bila je 140 mW, spektralna rezolucija 5
cm™', vreme akvizicije 30 s a broj snimanja 10. Fluorescencija uzoraka je takode bila
korigovana polinomom petog stepena. Za razlaganje (dekonvoluciju) spektara koris¢en
je program Peak Fit (Version 4). Broj traka za podeSavanje (,,fitovanje) odredenog
dela spektra odredivan je na osnovu broja traka Cistih, praskastih, komponenata koje su
se javljale u istim delovima spektara (u istom opsegu talasnih brojeva). Za akviziciju i

obradu podataka koris¢en je Thermo Scientific OMNIC program.

3.2.3. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija je fizickohemijska metoda zasnovana na prevodenju
analiziranog uzorka u stanje jonizovanog gasa od koga se formira snop ubrzanih jona
razli¢itog odnosa mase i1 naelektrisanja (m/z). Tako nastali joni se potom razdvajaju
prolaskom kroz elektrostaticko i/ili magnetno polje. Kao rezultat se dobija maseni
spektar, koji predstavlja zavisnost koliCine jona od odnosa mase i1 naelektrisanja, m/z.
Neke od oblasti u kojima se primenjuje masena spektroskopija su kontrola hrane i
lekova, reakciona fizika, ispitivanje brzine razli¢itth procesa, odredivanje
termodinamickih parametara reakcija, strukturna i izotopska analiza, a najskorije
primene masene spektroskopije su u biohemiji, analizi proteina (proteomiks), lipida

(lipidomiks) i metabolita (metabolomiks)"*™.

Razlozi sve Sire primene masene
spektrometrije su visoka osetljivost, niska granica detekcije, brza analiza 1 koriS¢enje
male koli¢ine uzorka.

Komponente masenog spektrometra (slika 3.7.) su: sistem za unos uzorka, jonski

izvor, maseni analizator, detektor 1 sistem za registraciju i obradu podataka.
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[ Sistem visokog vakuma ~ 10 bar ]

—

Unos Komora za Analizator | Detek Registracija
uzorka jonizaciju masa st podataka

J

Slika 3.7. Osnovne komponente masenog spektrometra

Uloga jonskog izvora je da jonizuje uzorak, formira jonski snop i ubrza ga
prema masenom analizatoru. Kako nijedan nacin jonizacije nije univerzalno primenljiv
razvijeni su razliCiti tipovi jonskih izvora a najpogodniji se bira na osnovu prirode
uzorka 1 analize. Neke od metoda jonizacije su: elektronski udar, povrSinska i hemijska
jonizacija, bombardovanje brzim atomima, elektrosprej jonizacija (ESI-electro spray
ionization), laserska desorpcija podpomognuta matriksom (MALDI- matrix-assisted
laser desorption/ionization) 1 druge. Osnovna funkcija masenog spektrometra je
razdvajanje jonizovanog snopa na komponente koje se odvija u masenom analizatoru.
Ove funkcije se ostvaruju primenom elektricnog i/ili magnetnog polja. NajceSce
kori$éeni analizatori masa su: magnetni analizator, kvadrupolni analizator, analizator sa
dvostrukim fokusiranjem 1 analizator na bazi vremena preleta (TOF-time of flight). Za
detekciju razdvojenih komponenata jonskog snopa najceSce se koriste fotoploca i
elektronski multiplikatori.

Maseni spektar predstavlja zavisnost prisutnosti jona od njegove m/z vrednosti.
Uobicajeno je da se prisutnost jona u spektru procentualno izrazava u odnosu na
intenzitet najzastupljenijeg jona. Maseni spektar je retko jednostavan 1 sadrzi
informacije o jonima razliCite vrste i intenziteta (molekulski joni, fragmentni joni,
preuredeni joni, metastabilni joni, viSestruko naelektrisani joni, izotopski joni,
negativni joni, adukti, agregati).

Elektrosprej jonizacija je tzv. ,meka* jonizaciona tehnika kojom se
minimaliziraju fragmentacije i u kojoj nastaju uglavnom molekulski joni od molekula
relativno male molekulske mase kao Sto su npr. flavonoidi. Ova tehnika omogucava
detekciju velikih, neisparljivih i termalno nestabilnih molekula kao S§to su proteini,

oligonukleotidi, sinteticki polimeri i veliki neorganski i organski molekuli.
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Kod postupka elektrosprej jonizacije (ESI) uzorak koji se rastvara u polarnom
rastvaracu, pod visokim pritiskom i brzinom od 1-20 pl/min, prolazi kroz kapilaru koja
je pod naponom (3-4 kV). Na izlazu iz kapilare, usled odbijanja istoimenih
naelektrisanja, formira se aerosol naelektrisanih kapljica. Kapljice sadrze molekule
rastvarac¢a i analita koje prolaze kroz struju vruéeg gasa. Tom prilikom rastvarac¢
isparava a kapljica eksplodira u jos sitnije. Proces se ponavlja sve dok se molekul u
potpunosti ne oslobodi rastvaraca i ne dode do formiranja viSestruko naelektrisanih jona
koji se potom analiziraju u TOF (time-of-flight) analizatoru.

TOF analizator se koristi za neograni¢en raspon molekulskih masa. Princip na
kojem je zasnovan TOF analizator je da se jonima, pri prolasku kroz elektricno polje,
daje ista pocetna kineticka energija, pri ¢emu pocetna brzina razlicitih jona zavisi od
njihove mase. Put koji joni prelaze do detektora je konstantan, stoga ¢e vreme potrebno
jonima da predu to rastojanje (tzv. vreme preleta) zavisiti od pocetne brzine odnosno
mase.

Maseni spektrometri, zavisno od primenjenog potencijala za stvaranje jona
odredenog predznaka, mogu da rade u pozitivnom i negativnom jonskom modu.
Primenom pozitivnog moda nastaju joni protonovanih molekula [M+H]" a u
negativnom modu nastaju joni deprotonovanih molekula [M-H] . Takode se detektuju
adukti [M+Na]" itd.

U ovoj doktorskoj disertaciji masena spektrometrija se koristila za potvrdivanje
stehiometrijskog stastava nagradenih kompleksa koji je bio odreden i primenom metode

molskih odnosa.

Postupak rada i uslovi snimanja

Uzorci za masenu spektrometriju pripremani su na slede¢i nacin: pomesane iste
zapremine vodenog rastvora gvozde(Il) hlorida i ispitivanih flavonoida (rastvorenih u
metanolu) razblazivane su rastvorom metanol-voda (1:1) (zakiSeljen sa 0,1% siréetnom
kiselinom) u zapreminskom odnosu 1:10. Kona¢na pH vrednost dobijenog rastvora bila
je 3,3.

Maseni spektri snimani su na masenom spektrometru sa elektrosprej jonizacijom
1 detektorom na bazi vremena preleta marke 6210 Time-of-Flight LC-MS system,
G19694, Agilent Technology, Santa Clara, CA, United States.
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Radni uslovi snimanja bili su sledec¢i:
- mobilna faza - smesa 0,2% vodenog rastvora mravlje kiseline 1 acetonitrila (50 : 50)
- 2 ul uzorka kompleksa gvozde-flavon, u razblazenom metanolu, se uvodilo pomocu
HPLC sistema serije 1200 (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)
- brzina protoka - 0,2 ml min
- pozitivan mod elektrosprej jonizacije (ESI)
- opseg merenja - 100 — 3200 m/z
- kapilarni napon - 4000 V
- temperatura gasa - 350 °C
- pritisak nebulajzera - 45 psig
- napon fragmentora - 140 V.
Za akviziciju 1 obradu podataka koristio se Agilent MassHunter Workstation

softver.

3.2.4. Elektronska paramagnetna rezonantna spektroskopija (EPR)

Elektronska paramagnetna/spinska rezonanca (EPR/ESR) je spektroskopska
metoda zasnovana na rezonantnoj apsorpciji mikrotalasnog zra¢enja od strane
paramagnetnih Cestica koje se nalaze u spoljaSnjem magnetnom polju. Metoda ima
Siroku primenu u skoro svim oblastima nauke, a u prvom redu u hemiji, fizickoj hemiji
(oksido-redukioni procesi, biradikalska i tripletska stanja molekula, hemija slobodnih
radikala), biologiji i medicini (detekcija radikala, ispitivanje enzimskih reakcija,
fotosinteze, kancerogeneze itd).

U analizi antioksidacionog delovanja organskih molekula pa i flavonoida EPR
spektroskopija zauzima veoma vazno mesto jer omogucava pracenje reakcija kako sa
dugozivecim tako i sa kratkozive¢im radikalskim vrstama.

Spektri elektronske paramagnetne ili spinske rezonancije nastaju rezonantnim
prelazima izmedu dozvoljenih nivoa magnetskih momenata spina nesparenih (jednog ili
vise) elektrona u magnetnom polju. Uslov rezonancije postize se kontinualnom
promenom magnetnog polja na konstantnoj mikrotalasnoj frekvenciji kod uredaja sa
kontinualnim ozra¢ivanjem odnosno primenom elektromagnetnog pulsa na konstantnom

magnetnom polju kod uredaja koji rade u pulsnom rezimu. EPR metodom mogu se
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detektovati 1 meriti slobodni radikali 1 paramagnetne vrste (npr. joni prelaznih metala 1

aktinoida). Osnovne komponente EPR spektrometra prikazane su na slici 3.8.

odulator polja
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Slika 3.8. Shematski prikaz konstrukcije EPR spektrometral'®*!

Izvor zrafenja u EPR eksperimentima je klistron ili Ganova dioda kod uredaja
novije generacije koji generiSe mikrotalasno zracenje frekvencije 1-100 GHz, koje se
talasovodom prenosi do rezonatora. Uzorak za merenje postavlja se u rezonantni prostor
izmedu polova magneta na mesto maksimalne gustine linija sila primenjenog
magnetnog polja ¢ime se postize maksimalna apsorpcija elektromagnetnog zracenja.

Kada se promenom spoljasnjeg magnetnog polja uspostavi uslov rezonancije
dolazi do apsorpcije energije mikrotalasa Sto se ogleda u promeni struje koja se
detektuje. Detektori, na bazi poluprovodnika (kristalna dioda), konvertuju mikrotalase u
jednosmernu struju. Signal koji predstavlja meru apsorbovane energije moze se pojacati
primenom modulacionog sistema detekcije ¢ime se znatno smanjuje Sum koji je
superponiran na izlazni signal. Obi¢no se koristi modulacija od 100 kHz jer je termicki
Sum kristalnog detektora na frekvenciji od 100 kHz znatno manji nego pri nizim
frekvencijama. Izlazni signal iz kristalnog detektora dolazi u uskopojasno podrucje koje
pojacava samo visokofrekvencijsku komponentu. Signal se dalje dovodi u fazni detektor
u koji dolazi i referentni signal od 100 kHz iz oscilatora. Na izlazu detektora dobija se
signal koji zavisi od odnosa faza ova dva izvora. Signal se dalje upuéuje na racunar. S
obzirom da modulacija magnetnog polja skenira apsorpcionu liniju EPR spektar je prvi

izvod apsorpcione linije!"*",
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U EPR spektroskopiji primenjuju se i pomoc¢ne tehnike kao Sto su tehnike
spinske probe i1 obelezivaca, oksimetrije 1 spin-trapa (,,sivatac* spina). Tehnika spinske
probe zasnovana je na ubacivanju stabilnih (dugoziveéih) slobodnih radikala tzv.
spinskih proba u ispitivani sistem. Spinska proba se veze na specificnu funkcionalnu
grupu molekula ili se ugraduje u odredeno podrucje koje se ispituje npr. biolosSku
membranu. Kao spinski obelezivaci (spin labels) koriste se nitroksidi koji se vezuju za
druge molekule.

Spin-trap tehnika (slika 3.9.) koristi se za detekciju kratkoziveéih slobodnih
radikala. U navedenoj tehnici ispitivanom sistemu se dodaju supstance koje se nazivaju
spin trapovi (tzv. ,,hvataci* spinova) (npr. DMPO, DEPMPO, CMPOQ,..). Ove hemijske
vrste u direknoj reakciji zahvata slobodnih radikala daju stabilnije paramagnetne

molekule, spin-adukte koji se detektuju standardnom EPR spektroskopijom.

LDre— A e
N

+

OI —Z

Spin — trap KratkoZive¢i ~ Spin — adukt
EPR , neaktivna vrsta* radikal EPR aktivna vrsta

Slika 3.9. Osnovni principi spin-trap tehnike!'”!

3.2.4.1. Kvantitativni parametri antiradikalske aktivnosti ispitivanih molekula
Antiradikalska aktivnost samih flavonskih molekula i njihovih gvozde(IIl)-
kompleksa odredena je u odnosu na nekoliko radikalskih vrsta: 2,2-difenilpikrilhidrazil
radikal (DPPH, slika 3.4.), 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-N-oksil-4-on radikal (tempon,
slika 3.10.), hidroksil (*OH) i superoksid anjon radikal (*O,"). Za in vitro ispitivanja
antiradikalske aktivnosti (AA) flavonoida prema DPPH i temponu u ovom radu
koriS¢ena je standardna EPR spektroskopija. Za odredivanje AA prema hidroksil i
superoksid anjon radikalu primenjena je spin-trap tehnika. Kao spin-trap koris¢en je

DEPMPO (5-dietoksifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oksid, slika 3.11.).
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Slika 3.10. Strukturna formula

2,2,6,6-tetrametilpiperidin-N-oksil-4-on radikala (tempon)

CH,
N

I\|I+ ﬁ O(C;Hy),
O O

Slika 3.11. Strukturna formula
5-dietoksifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oksida (DEPMPO)

Dodatak flavona ispitivanim sistemima dovodi, usled procesa zahvata radikala
ili interakcije sa reaktantima generiSueg sistema, do smanjenja koncentracije
koris¢enog radikala (DPPH, tempon) ili do smanjenja proizvodnje spin-adukta
(DEPMPO/OH i DEPMPO/OOH) koji nastaje u reakciji spin trapa sa hidroksil i
superoksid anjon radikalom. To se manifestuje smanjenjem intenziteta EPR signala
radikala, ili spin adukta, u odnosu na signal kontrolnog sistema (sistem bez
antioksidansa-flavona). Kvantitativna mera antiradikalske aktivnosti (AA) ispitivanih
molekula, koja se izrazava preko relativhog smanjenja intenziteta pika radikala, ili
nagradenog spin-adukta, posle dodatka antioksidansa u ispitivani sistem, izracunava se
po jednacini:

AA:(l—IﬂJ-mo (%) (3.9)

cont
gde je:

Leont - intenzitet (visina) odabranog EPR pika spektra radikala (DPPH, tempon), odnosno
spin-adukta, u kontrolnom sistemu;

L.ox - intenzitet (visina) odabranog EPR pika spektra radikala (DPPH, tempon), odnosno

spin-adukta, u sistemu sa antioksidansom.
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Postupak rada i uslovi snimanja
EPR spektri snimani su na X-band (9,5 GHz) spektrometru marke Varian E104-
A. Spektri su snimani koriS¢enjem 1 EW softvera (Scientific Sofiware, Bloomington, IL,
USA). Uzorci su postavljani u gas-propusne teflonske cevcice duzine 10 cm (debljina
zidova 0,025 mm unutraSnjeg pre¢nika 0,6 mm) (Zeus industries, Raritan, USA).
Merenja su izvrSena koriS¢enjem kvarcne kapilare u koju je postavljena teflonska
cevCica. Koncentracija ispitivanih flavona bila je 10 uM.
Uslovi snimanja spektara DPPH i tempon radikala bili su:
- centar polja na 3395 G
- Sirina polja - 100 G
- modulaciona amplituda - 1G
- modulaciona frekvencija - 100 kHz
- vremenska konstanta - 0,032 s
- mikrotalasna snaga - 10 mW
Uslovi snimanja spektara DEPMPO/OH 1 DEPMPO/OOH adukta bili su:
- centar polja na 3410 G
- §irina polja - 200 G
- modulaciona amplituda - 2 G
- modulaciona frekvencija - 100 kHz
- vremenska konstanta - 0,032 s

- mikrotalasna snaga -10 mW

Priprema uzoraka:

U slucaju ispitivanja antiradikalske aktivnosti flavona i njihovih gvozde(III)
kompleksa prema hidrofobnom DPPH radikalu merni uzorci su pripremani dodatkom
0,2 mgml™ flavonoida (ili njihovih kompleksa) u 0,02 mM DPPH i 0,6 mM metanol.
Spektri su snimani nakon indukcionog perioda od 20 minuta (na sobnoj temperaturi).
Vreme snimanja spektra iznosilo je 4 minuta.

U slucaju ispitivanja antiradikalske aktivnosti flavona i njihovih gvozde(III)
kompleksa prema hidrofilnom radikalu temponu koriS¢en je vodeni rastvor tempona

(0,1 mM) dok je koncentracija flavona i njihovih kompleksa iznosila 0,2 mg ml™”.
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Spektri su takode snimani nakon indukcionog perioda od 20 minuta (na sobnoj

temperaturi).
Fentonov reakcioni sistem koriS¢en je za generisanje hidroksil radikala ( OH).

Sistem je sadrzavao 0,5 mM vodeni rastvor H,O; 1 0,075 mM rastvor gvozde(II)-sulfata
(FeSO4 x 7H,0). Kao spin-trap koris¢en je DEPMPO koji je pre upotrebe preciséen i
ispitan na hidroksiaminske necistoée po postupku opisanom u literaturi'**"*”). U osnovi
ovog postupka je oksidacija necistoca hidroksiamina, koje su prisutne u DEPMPO, do
paramagnetnih nitroksida. Oksidacija se sprovodi dodatkom K;[FellI[(CN)s] (0,5 mM) u
vodeni rastvor DEPMPO. Nakon identifikovanja nitroksida EPR spektroskopijom sledi
njihovo otklanjanje apsorbcijom na aktivhom uglju uz prisustvo jonoizmenjivacke
smole. Kona¢na koncentracija DEPMPO u ispitivanim sistemima bila je 50 mM.

Sistemu su dodati rastvori flavona u etanolu koncentracije 10 pM.

Superoksid anjon radikali (‘O;) generisani su u sistemu riboflavin/EDTA.

Reakciona smesa sadrzavala je 0,3 mM riboflavina, 5 mM EDTA, 100 mM DEPMPO i
rastvor flavonoida u etanolu (10 uM). Smesa je ozraCivana Xe lampom (500 W) na
sobnoj temperaturi u trajanju od 30 sekundi. Spektri su snimani na sobnoj temperaturi u

toku indukcionog perioda od 20 minuta.

3.2.5. Cikli¢na voltametrija

Jedan od efikasnih nacina procene antioksidacionih svojstava jedinjenja fenolne,
polifenolne ili kateholne strukture zasnovan je na njihovoj osobini da mogu pokazivati
elektrohemijsku aktivnost u odredenoj oblasti potencijala. Voltametrijskim metodama
mogu se dosta pouzdano pratiti redoks osobine ovakvih sistema preko njihovog
odgovora na primenjeni elektricni signal. Metodu je razvio i teorijski opisao Randles
1938. godine, a bazirana je na prac¢enju struje u funkciji primenjenog potencijala radne
elektrode "1 .

U cikli¢noj voltametriji (CV) potencijal cikli¢no varira sa vremenom ¢ izmedu

dveju zadatih vrednosti potencijala: pocetnog, E, ikrajnjeg, E, . Potencijal zadat radnoj

elektrodi linearno se menja sa vremenom prema relaciji:

E=E, -vt (3. 10.)
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gde je: E, -pocetni potencijal;

v -brzina promene potencijala sa vriemenom t .

Vrste koje se redukuju i izdvajaju pri katodnoj polarizaciji elektrode oksiduju se
pri promeni smera polarizacije elektrode.

Za merenja ciklicnom voltametrijom se koristi troelektrodni sistem koji se
sastoji od radne (indikatorske), referentne i kontra (pomoc¢ne) elektrode. Potencijal se
dovodi izmedu radne i referentne elektrode, a meri se struja izmedu radne i kontra
elektrode.

U CV merenjima potencijal se zadaje radnoj elektrodi kao linearno rastuca
funkcija vremena po programu polarizacije kako je prikazano na slici 3.12. Izmereni
strujni signal radne elektrode u funkciji primenjenog potencijala predstavlja tzv. I-E
krivu poznatu kao cikli¢ni voltamogram (ciklovoltamogram, ciklovoltametrijska kriva)

(slika 3.13.)!"),

0 t=t e

t

Slika 3.12. Sematski prikaz programa polarizacije radne elektrode!'”!

Potencijal (mV) se menja od pocetne vrednosti - E, do finalnog potencijala E,
(direktna polarizacija odnosno direktan proces, redukcija) 1 po dostizanju E,
polarizacija se nastavlja konstantnom brzinom u suprotnom smeru ka pocetnom
potencijalu (reversna polarizacija, odnosno reversni proces, oksidacija). Brzina promene
potencijala, (v = dE/dt), moze da se podeSava i kre¢e se od 1mVs™', Sto je
karakteristiéno za stacionarnu metodu, pa do nekoliko stotina volti u sekundi. U

zavisnosti od primenjenog potencijala dolazi do oksidacije ili redukcije vrsta prisutnih u
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elektrolitu. Vrste koje se redukuju i izdvajaju pri katodnoj polarizaciji elektrode
oksiduju se pri promeni polarizacije. Vrednost E, je eksperimentalno odabrana
vrednost i1 obi¢no se bira tako da nema strujnog odziva ili je odziv zanemarljivo male
vrednosti. To znaci da se na izabranom pocetnom potencijalu elektroaktivne vrste ne
redukuju, odnosno ne oksiduju. Konaéni potencijal E, se bira tako da u intervalu
potencijala (E, -E,) dolazi do procesa oksidacije 1/ili redukcije elektroaktivnih vrsta

koje su od interesa za zadato ispitivanje ["**.

Cikliéni voltamogram se karakteriSe slede¢im parametrima: struja pika

i, (odnosno struja anodnog i, i katodnog pika i), potencijal pika E (odnosno
potencijal oksidacije E,, i potencijal redukeije E ), polusirina pika (E, -E,, ), razlika

potencijala anodnog i katodnog pika AE i polutalasni potencijal E,, (slika 3.13.).

I (mA)

E (mV)

Ep.

Slika 3.13. Parametri ciklovoltametrijskih krivih: struje anodnog-i ,, i katodnog pika-

i,.; potencijal oksidacije - £, 1potencijal redukeije - £, [199]

Razvoj metode za odredivanje antidikalske aktivnosti flavonoida (odnosno
kapaciteta smeSe flavonoida) ciklicnom voltametrijom se zasniva na utvrdivanju
povezanosti molekulske strukture, karakteristicnih parametara ciklovoltamograma i
antiradikalske aktivnosti (kapaciteta) flavonoida.

U doktorskoj disertaciji ciklicna voltametrija je koriS¢ena za ispitivanje
antiradikalske kinetike flavonoida ka elektrohemijski generisnom superoksid anjon

radikalu (.O;). Do sada su poznata dva osnovna mehanizma reakcije polifenola sa

superoksid anjon radikalom: proton-transfer 1 H-transfer (radikal transfer). Navedeni
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mehanizmi medusobno se razlikuju po ukupnom broju razmenjenih elektrona, dva za

proton-transfer i jedan za radikal transfer!?**2°",

Postupak merenja

Za ciklovoltametrijska merenja (CV) u ovoj disertaciji koris¢ena je
troelektrodna elektrohemijska ¢elija sa pomo¢nom platinskom elektrodom i referentnom
zasi¢enom kalomelovom (SCE-Saturated Calomel Electrode) elektrodom. Kao radna
elektroda korisS¢ena je disk elektroda od staklastog wugljenika (GC-Glassy
Carbon Electrode, povriina popre¢nog presecka 0,196 cm?). Neposredno pre
eksperimenta GC elektroda je polirana dijamantskom pastom, potom isprana acetonom 1
dejonizovanom vodom. Elektrohemijska merenja izvodena su na sobnoj temperaturi uz
koris¢enje Gamry PCI-4/750 potenciostata/galvanostata brzinom skaniranja potencijala
100 mVs™ u opsegu potencijala izmedu -0,3 i -0,95 V SCE u kiseonikom zasi¢enom
rastvoru (5N) sa povecanjem koliCine ispitivanih antioksidanasa. Eksperimenti su
izvodeni u 0,1 M rastvoru tetrabutilamonijumheksafluorofosfata (BusNPF¢) u dimetil
sulfoksidu (DMSO).

Antiradikalska aktivnost odredena je kao nagib krive zavisnosti odnosa povrsine

anodnog talasa posle i pre dodavanja flavonoida od koncentracije flavonoida (mM).

3.3. RACUNARSKE METODE

3.3.1. Teorija funkcionala gustine

Za razliku od svih drugih kvantno mehanickih metoda, koje se zasnivaju na
talasnoj funkciji, metode funkcionala gustine zasnivaju se na veliini koja se moze
eksperimentalno odrediti — gustini elektrona p(r). Gustina elektrona je funkcija samo tri
prostorne promennjive, dok elektronska talasna funkcija zavisi od X, y 1 z koordinata
svih elektrona. Gustinu elektrona definiSe viSestruki integral preko spin koordinata svih

elektrona, 1 preko svih, osim jedne, prostorne promenljive:

? dx,dx,...dx (3.11.)

p(r)znj...j |\y(x1 XyseerX,)
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Verovatnocu da se jedan odredeni elektron proizvoljnog spina nade u elementu
zapremine drl, pri ¢emu svih preostalih n-1 elektrona imaju proizvoljne polozaje 1
spinove, odreduje p(r) stanja predstavljenog talasnom funkcijom W. Posto se elektroni
ne mogu razlikovati, verovatnoca nalazenja bilo kog elektrona u ovom polozaju jednaka
je verovatnoc¢i za taj odredeni elektron pomnozenoj brojem elektrona n. Dakle, p(r) je
nenegativna funkcija prostornih promennjivih, ¢iji integral je jednak ukupnom broju
elektrona. Kada su vrednosti prostornih promenljivih beskonacno velike p(r) postaje
jednaka nuli.

Osnovu teorije funkcionala gustine (DFT - Density Functional Theory) ¢ini
Hoenberg-Konova teorema. Ova teorema glasi: Postoji jedinstveni funkcional za koji

vazi[202-2101.

E[p(r)] =E (3. 12)

gde je E egzaktna elektronska energija. Nedostatak teoreme je taj, Sto ne daje oblik

funkcionala E[p(r)]. Zato u teoriji funkcionala gustine postoje mnogobrojni

aproksimativni funkcionali.

Oblik funkcionala koji su predlozili Kon i Sam dat je slede¢im izrazom:
E[p()]=T.(p) Vi (P+V.. (PE () (3. 13)

gde je T,(p) kineticka energija koja potice od kretanja elektrona izmedu kojih ne

postoje interakcije, a Cija gustina je jednaka gustini stvarnih elektrona, izmedu kojih

postoje interakcije:

o33 0V, (3.14)

1

Vi.(p) je nuklearno-elektronski €lan i predstavlja potencijalnu energiju koja potice iz

privlacenja izmedu jezgara i elektrona:

Ve o= Vip(dr=- 3 [ 2 o ) (3.15)

V.. (p) predstavlja potencijalnu energiju koja potice od odbijanja izmedu elektrona:

67



Imd dr, ZZIH(P( )| \@J(r )| drdr, (3. 16)

E,.(p) se naziva funkcional izmene/korelacije, 1 obuhvata energiju izmene koja nastaje

usled antisimetricnosti talasne funckije, kao i dinamic¢ku korelacionu energiju usled
kretanja individualnih elektrona. Osim doprinosa potencijalnoj energiji sistema,
funkcional izmene/korelacije sadrzi i manji doprinos kinetickoj energiji. U ovom
funkcionalu sadrzano je sve $to ne znamo o ispitivanom sistemu. Svi ovi ¢lanovi iz
jednacine (3.13.) su funkcije gustine elektrona. Mnogobrojne metode funkcionala

gustine razlikuju se samo po nac¢inu na koji je izrazen funkcional izmene korelacije.

3.3.1.1. Funkcionali izmene/korelacije — hibridni funkcionali

Funkcionali izmene/korelacije koji se danas koriste mogu se grupisati u tri klase:
funkcionali zasnovani na aproksimaciji lokalne gustine i lokalne spinske gustine,
funkcionali zasnovani na aproksimaciji generalizovanog gradijenta, 1 hibridni
funkcionali. Funkcionali prvog tipa nazivaju se lokalne metode, dok se funkcionali
preostala dva tipa nazivaju nelokalne ili gradijent-korigovane metode?**?%214 U
danasnje vreme uglavnom se koriste hibridni funkcionali jer je njihova primena na
razli¢ite hemijske probleme dala najbolje rezultate.

Da bi se dobili znac¢ajni rezultati pomocu teorije funkcionala gustine, neophodno
je da imamo tacan izraz za funkcional izmene, jer je doprinos od izmene znacajno veci
od odgovarajuéeg doprinosa od korelacije. Clan izmene figuride u okviru Hartri-Fokove
teorije. Beke je formullisao funkcionale kod kojih se doprinos od izmene zasniva na
mesSavini Hartri-Fokove 1 DFT teorije, a doprinos od korelacije na DFT teoriji, 1 to se

moze predstaviti op§tim izrazom:
hibrid __ HF DFT
EXC - CHFEX +CDFTEXC (3- 17)

gde su ¢ 1 ¢ konstante. Naravno, ovakav pristup uvodi delimi¢an semiempirijski

karakter u DFT Semu. Jedan od primera je troparametarski funkcional B3LYP:

ESNT =B +a,(EF B )+ay (B2 —EP )+a (EET -EY™) (3.18)
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u ¢ijem nazivu B poti¢e od Bekeovog funkcionala izmene, 3 od tri empirijska parametra
(ao, ax 1 ac), a LYP od funkcionala korelacije Lija, Janga i Para. Parametar ay dozvoljava
da se pomesSaju Hartri-Fokov ¢lan izmene i1 funkcional izmene LDA. Bekeova korekcija
na funkcional izmene LDA je skalirana parametrom ax. Funkcional korelacije VWN
korigovan je funkcionalom korelacije LYP. Beke je odredio parametre u B3LYP
funkcionalu tako $to ih je podeSavao u odnosu na energije atomizacije, jonizacione
potencijale, afinitete prema protonu i1 atomske energije odredenog skupa molekula. Ti
parametri imaju slede¢e vrednosti: ap=0,20, ax=0,72 i ac=0,81. Tokom proteklih
decenija ovaj funkcional se pojavio kao efikasna metoda za izraCunavanje elektronskih
osobina (elektronska energija, entalpija disocijacije veze, energija jonizacije, itd.)
razli¢itih molekulskih sistema. B3LYP ima i neke svoje nedostatke: ponekad daje loSe
rezultate u opisu kinetike hemijske reakcije, i nije pogodan za primenu u hemiji
prelaznih metala.

U novije vreme sprovedeno je poboljSanje DFT preformansi parametrizacijom
funkcionala izmene i funkcionala korelacije, S§to je zasnovano na ¢injenici da tanost
DFT proracuna zavisi od kvaliteta funkcionala izmene/korelacije. Tako su nastali
hibridni meta funkcionali®'*. Ovi funkcionali, osim od gustine elektrona i gradijenta
gustine, zavise 1 od gustine kineticke energije. Trular 1 Cao razvili su neke vrlo znacajne
hibridne meta funkcionale, od kojih ¢e se ovde spomenuti par njih: M05-2X, MO06,
MO06-2X i MO6-L. Svi ovi funkcionali pogodni su za termohemijska i kineticka
izraCunavanja na molekulima koji sadrze sve elemente, osim prelaznih metala. M06 i
MO6-L su pogodni za ispitivanje termohemije prelaznih metala. Za istrazivanje
problema u organometalnoj hemiji, gde se vrsi istovremeno raskidanje i stvaranje
hemijskih veza, preporucuje se M06 funkcional.

DFT modeli ne zanemaruju korelaciju elektrona, a kompjuterski su zahtevni kao
i Harti-Fokovi modeli. Na osnovu ovoga proizilazi velika prednost metoda funkcionala
gustine: raCunski su efikasnije u odredivanju korelacije elektrona u odnosu na ab initio

metode. Zbog toga su u izradi ove disertacije koriS¢eni B3LYP i M05-2X funkcionali.
Za istrazivanja sprovedena u okviru ove doktorske disertacije koriS¢eni su

programski paketi Gaussian 09. Simulacija spektara vrSena je pomocu GaussSum 3,

Facio3D i ChemCraft 1.7. programa.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1. ULJ-VID SPEKTROFOTOMETRIJSKO ISPITIVANJE
REAKCIJE KOMPLEKSIRANJA

PoSto reakcija kompleksiranja ima za posledicu znaCajne promene u
elektronskim apsorpcionim spektrima flavona, to su reakcije molekula bile pracene
upravo preko elektronskih apsorpcionih spektara. Acetatni puferski rastvori (pH = 3,0 -
9,0) flavona, konstantne koncentracije (50 uM), titrovane su razli¢itim koncentracijama
gvozde(IlI) jona.

Formiranje kompleksa je bilo moguce pratiti preko viSe ili manje izrazenog
batohromnog pomeraja osnovne apsorpcione trake, trake I, u spektrima ispitivanih
molekula. Promene u ispitivanim sistemima bilo je moguce pratiti i na osnovu promene
obojenja rastvora koja su iz skoro bezbojne prelazila u razliite nijanse zute boje.

Ispitivanje reakcije kompleksiranja gvozde(IIl) jona sa kvercetinom, fisetinom,
morinom i baikaleinom u rastvorima acetatnog pufera podrazumevalo je:

1. pracdenje odvijanja reakcije na razli¢itim pH vrednostima preko batohromnog
pomeraja osnovne apsorpcione trake flavona

2. odredivanje stehiometrijkog sastava kompleksa

3. odredivanje konstante stabilnosti kompleksa

4. odredivanje helatnih poloZaja u strukturi molekula liganda koji su ukljuceni u

gradenje kompleksa.

4.1.1. Kompleksiranje kvercetina i gvozde(III) jona

Na slikama 4.1. - 4.5. prikazani su elektronski apsorpcioni spektri kvercetina, Q,
1 nagradenih kompleksa na razli¢itim pH vrednostima. U apsorpcionom spektru
kvercetina uocavaju se dve trake na 256 1 367 nm (pH = 3) (slika 4.1, kriva 1). Traka na
256 nm karakteristicna je za elektronske prelaze unutar benzoil grupe koja odgovara
prstenovima A 1 B kao celini, (A+B). Dugotalasna traka na 367 nm poti¢e od
elektronskog prelaza unutar cinamoil grupe koja odgovara prstenovima B i C kao celini,
(B+C). Sa porastom pH vrednosti rastvora trake se batohromno pomeraju uz takode
prisutnu promenu Sirine traka S$to je posledica sukcesivne deprotonacije kao i

koegzistiraju¢e smese jonskih 1 neutralnih vrsta u rastvoru.
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U izrazito kiselim sredinama reakcija kompleksiranja se nije odvijala. Na pH

vrednostima pH > 3,0 dolazilo je do obrazovanja kompleksa $to je bilo moguce pratiti
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Slika 4.1. Apsorpcioni spektri kvercetina 1 nagradenih kompleksa pri razliCitim
molskim odnosima kvercetin:gvozde(IIl) na pH = 3: (1) 1:0; (2) 1:0,08; (3) 1:0,20; (4)
1:0,25; (5) 1:0,33; (6) 1:0,42; (7) 1:0,5; (8) 1:0,66; (9) 1:0,83. Gore: apsorbancija

kompleksa na 414 nm u funkciji odnosa koncentracija [Fe]/[Q]
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0.45
1:2
0.40/
0.8 1 ‘ 0.35
‘ E 0.30]
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Slika 4.2. Apsorpcioni spektri kvercetina i nagradenih kompleksa pri razlicitim

molskim odnosima kvercetin:gvozde(IIl) na pH = 4: (1) 1:0; (2) 1:0,08; (3) 1:0,17; (4)
1:0,25; (5) 1:0,33; (6) 1:0,42; (7) 1:0,5; (8) 1:0,58; (9) 1:0,66; (10) 1:0,75. Gore:

apsorbancija kompleksa na 415 nm u funkciji odnosa koncentracija [Fe]/[Q]

[214]
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preko batohromnog pomeraja i1 evidentnih promena intenziteta na osnovnoj
apsorpcionoj traci kvercetina. Batohromni pomeraj AL = 47 nm uocen je u rastvoru
kvercetina pH = 3. Maksimum apsorpcije koji odgovara traci nagradenog kompleksa
nalazi se na 414 nm (slika 4.1.).

Dodatkom vodenog rastvora gvozde(Ill) jona puferskom rastvoru kvercetina na
pH = 4 (slika 4.2.), traka na 367 nm se pomera batohromno (AA = 48 nm) uz
istovremeni nastanak nove apsorpcione trake na 415 nm koja odgovara nagradenom

kompleksu. Izosbestna tacka na Ay, = 393nm potvrda je uspostavljene ravnoteZe

izmedu slobodnog kvercetina i nagradenog kompleksa (slika 4.2.).

Iste promene zadrzavaju se i dodatkom gvozde(IIl) jona puferskim rastvorima
pH=51pH =6 (slike 7.1 17.2. prilog 1).

U neutralnoj (slika 4.3.) 1 baznoj sredini (slika 4.4.) dodatak rastvora gvozde(III)

jona rastvoru kvercetina prouzrokuje sli¢éne promene kao i u kiseloj sredini. U spektrima

1.2 4 0.751

0.70+
0.65+
0.60+
0.554
0.50+
0.45-

1:1

1.0 48

0.8

0.6 1 0.401
00 05 10 15 20
[Fe] /[Q]
0.4 4 )
0.2 4
0.0

3(|)0 ' 4(|)0 ' S(IJO ' 6(I)O

Talasna duzina, nm
Slika 4.3. Apsorpcioni spektri kvercetina i nagradenih kompleksa pri razlicitim
molskim odnosima kvercetin: gvozde(Ill) na pH = 7: (1) 1:0; (2) 1:0,20; (3) 1:0,53; (4)
1:0,10; (5) 1:1,57; (6) 1:1,91. Gore: apsorbancija kompleksa na 416 nm u funkciji
odnosa koncentracija [Fe]/[Q] *'¥
se pojavljuju nove trake, batohromno pomerene u odnosu na trake cistih molekula

(tabela 4.1.), §to je takode indikacija gradenja kompleksa.
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Slika 4.4. Apsorpcioni spektri kvercetina i nagradenih kompleksa pri razli¢itim
molskim odnosima kvercetin:gvozde(IIl) na pH = 8: (1) 1:0; (2) 1:0,17; (3) 1:0,34; (4)
1:0,50; (5) 1:0,66; (6) 1:0,83; (7) 1:0,99; (8) 1:1,15; (9) 1:1,31; (10) 1:1,48. Gore:
apsorbancija kompleksa na 420 nm u funkciji odnosa koncentracija [Fe)/[Q] *'"

Istovremeno gradenje drugog kompleksa, u kiseloj i baznoj sredini, i pri ve¢im
koncentracijama gvozde(Ill) jona, nije primeceno kao Sto je bio slucaj u ranijim
ispitivanjima kompleksiranja kvercetina u etanolu i fosfatnim puferima®>*. Ovi
rezultati pokazuju da se u acetatnim puferskim rastvorima gvozde(Ill) jon veZe samo na
odredenim polozajima u molekulu nezavisno od njegove koncentracije, a zavisno od
eksperimentalnih uslova 1 pH vrednosti sredine. Priblizno bliske vrednosti polozaja
trake kompleksa uocene su i u neutralnoj i baznoj sredini Sto ukazuje da se delimicna
redukcija gvozda(Ill) odvija i na viSim pH.

Konstantna vrednost polozaja apsorpcionih maksimuma kompleksa u kiseloj
sredini ukazuje na sposobnost kvercetina da redukuje gvozde(IIl) do gvozda(Il) §to je u
skladu sa ispitivanjima drugih autoral®®*"). Kao &to je prikazano u nastavku teksta
(v.poglavlje 4.2. 1 4.4.) promena oksidacionog stanja gvozda potvrdena je i rezultatima
masene spektrometrijske analize kompleksa i DFT proracuna.

Vrednosti batohromnog pomeraja i promena intenziteta osnovne apsorpcione
trake kvercetina posle kompleksiranja sa gvozde(Ill) jonom, za odabrane molske odnose

komponenata i pH vrednosti, prikazane su u tabeli 4.1.
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Tabela 4.1. Vrednosti batohromnog pomeraja 1 promena intenziteta osnovne
apsorpcione trake kvercetina posle kompleksiranja sa gvozde(Ill) jonom u acetatnim

puferskim rastvorima (pH = 3,0 - 9,0)

molski odnos

pH Q-gvorde(IID) Ao (MM)  Amax@evoreamy(mm) AL Ay AA
3 1:0,83 367 414 47 399 049
4 1:0,75 367 415 48 393 04l
5 1:0,33 367 415 48 385 0,10
6 1:1,44 367 415 48 388 0,14
7 1:1,91 371 417 44 395 0,25
8 1:1,48 376 420 44 400 0,18
9 1:2,50 378 421 43 403 0,29

Stehiometrijski sastav kompleksa odreden je metodom molskih odnosal"™*# (slike
4.1.-4.4. gore). Ustanovljeno je da je stehiometrijski odnos komponenata u
kompleksima 1:2 (gvozde(Il):kvercetin na pH =3 i pH =4) 1 1:1 (gvozde(Ill):kvercetin
na pH =7 - 9). U slabo kiseloj sredini (pH = 5 1 pH = 6) stehiometriju kompleksa nije
bilo moguce odrediti usled izrazene disocijacije kompleksa $to se na krivama zavisnosti
Axompieks= T (molski odnos komonenata) (slike 7.1. 1 7.2. gore, prilog 1) manifestovalo
ne dostizanjem horizontalniog dela ¢ak i pri ve¢im molskim odnosima komponenata u

sistemu.

4.1.2. Kompleksiranje fisetina i gvozde(III) jona

Na slikama 4.5. - 4.7. prikazani su elektronski apsorpcioni spektri fisetina, F, i
nagradenih kompleksa fisetina sa gvozde(IIl) jonom na razli¢itim pH vrednostima.
Apsorpcioni spektri fisetina u celoj oblasti ispitivanih pH vrednosti pokazivali su dve
karakteristi¢ne apsorpcione trake, tzv. traku I i traku II koje se u puferskom rastvoru pH
= 3 nalaze na 246 nm i 356 nm (slika 4.5. kriva 1). U poredenju sa spektrom molekula
kvercetina trake se nalaze na manjim talasnim duzima §to se moze objasniti postojanjem

[174]

manjeg broja hidroksilnih grupa u strukturi fisetina® ™. Porastom pH vrednosti

medijuma intenzitet trake opada i trake se pomeraju ka ve¢im talasnim duzinama.
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Dobijeni rezultati potvrduju sposobnost fisetina da, kao i molekul kvercetina, u
ispitivanim puferskim rastvorima (pH = 3-9) stupa u reakciju kompleksiranja sa
gvozde(Ill) jonom. Formiranje kompleksa je bilo moguce pratiti preko izrazenog
batohromnog pomeraja osnovne apsorpcione trake, trake I, kao i preko promene
obojenja rastvora od skoro bezbojnih do razli¢itih nijansi zute boje. Vrednosti
batohromnog pomeraja, promene intenziteta osnovne apsorpcione trake fisetina,
polozaji izosbesne tacke kao 1 maksimumi apsorpcije kompleksa gvozde(III)-fisetin na

razli¢itim pH vrednostima prikazani su u tabeli 4.2.
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Slika 4.5. Apsorpcioni spektri fisetina i nagradenih kompleksa pri razli¢itim molskim
odnosima fisetin:gvozde(IIl) na pH = 3: (1) 1:0; (2) 1:0,05; (3) 1:0,10; (4) 1:0,15; (5)
1:0,20; (6) 1:0,33; (7) 1:0,35; (8) 1:0,60; (9) 1:0,75; (10) 1:0,85. Gore: apsorbancija

kompleksa na 412 nm u funkciji odnosa koncentracija [Fe]/[F]

U izrazito kiselim puferskim rastvorima na pH < 3,0 reakcija kompleksiranja se
nije odvijala. Porastom pH vrednosti na pH = 3 u spektrima se pojavljuje nova traka,
batohromno pomerena (A1 =55 nm) u odnosu na traku ¢istog molekula, §to je indikacija
gradenja kompleksa. Maksimum apsorpcije kompleksa nalazi se na 412 nm.

Daljim porastom pH vrednosti batohromni pomeraj, A1 = 56 nm, uocen je u
rastvoru pH = 4 (slika 4.6.). Maksimum apsorpcije kompleksa nalazi se na 413 nm a

izosbestna tacka kao pokazatelj uspostavljene ravnoteze izmedu slobodnih i
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kompleksiranih vrsta u sistemu nalazi se na A, =385nm. NeSto vece vrednosti

batohromnog pomeraja i apsorpcionog maksimuma kompleksa uocene su u rastvorima

pH=51pH =6 (v. tabelu 4.2. i slike 7.3 1 7.4., prilog 2).

A (413 nm)
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Slika 4.6. Apsorpcioni spektri fisetina i nagradenih kompleksa pri razli¢itim molskim
odnosima fisetin:gvozde(Ill) na pH = 4: (1) 1:0; (2) 1:0,05; (3) 1:0,10; (4) 1:0,15; (5)
1:0,30; (6) 1:0,43; (7) 1:0,60; (8) 1:0,80; (9) 1:1,33; (10) 1:1,05. Gore: apsorbancija
kompleksa na 413 nm u funkciji odnosa koncentracija [Fe]/[F][zls].

U neutralnoj (slika 4.7.) 1 baznoj sredini (slika 4.8.) trend promena se nastavlja.
U spektrima se pojavljuju nove trake, batohromno pomerene u odnosu na trake Cistih
molekula (v. tabelu 4.2.), $to je takode indikacija gradenja kompleksa.

Kao i kod molekula kvercetina, istovremeno gradenje drugog kompleksa, u
kiseloj i baznoj sredini, i pri ve¢im koncentracijama gvozde(Ill) jona, nije primeceno.
Ovi rezultati ukazuju da se u acetatnim puferskim rastvorima gvozde(Ill) jon veze samo
na odredenim polozajima u molekulu nezavisno od njegove koncentracije, a zavisno od

eksperimentalnih uslova, strukture flavonoida i pH vrednosti sredine.
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Slika 4.7. Apsorpcioni spektri fisetina i nagradenih kompleksa pri razli¢itim molskim
odnosima fisetin:gvozde(Ill) na pH = 7: (1) 1:0; (2) 1:0,05; (3) 1:0,15; (4) 1:0,25; (5)
1:0,50; (6) 1:0.60; (7) 1:0,80; (8) 1:1,00 (9) 1:1,25; V(10) 1:1,50. Gore: apsorbancija

kompleksa na 416 nm u funkciji odnosa koncentracija [Fel/[F] 2151
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Slika 4.8. Apsorpcioni spektri fisetina 1 nagradenih kompleksa pri razli¢itim molskim
odnosima fisetin:gvozde(Ill) na pH = 9: (1) 1:0; (2) 1:0,05; (3) 1:0,10; (4) 1:0,15; (5)
1:0,20; (6) 1:0,25; (7) 1:0,35; (8) 1:0,40; (9) 1:0,50; (10) 1:0.60; (11) 1:0.65; (12)
1:0,75; (13) 1:0,80; (14) 1:0,9; (15) 1:1,00; (16) 1:1,10; (17) 1:1,25; (18) 1:1,45; (19)
1:1,75; (20) 1:2,00. Gore: apsorbancija kompleksa na 420 nm u funkciji odnosa

koncentracija [Fe]/[F] [213]

78



Tabela 4.2. Vrednosti batohromnih pomeraja 1 promena intenziteta osnovne
apsorpcione trake fisetina posle kompleksiranja sa gvozde(IIl) jonom u acetatnim

puferskim rastvorima (pH = 3,0-9,0)

molski odnos

pH F-gvorde(II) AF (M) Amax(Fgvorceqmy(m) AL A AA
3 1:0,85 356 412 55 377 048
4 1:1,05 357 413 56 385 044
5 1:0,67 357 414 57 387 0,14
6 1:1,05 358 414 56 387 042
7 1:1,45 360 416 53 390 0,38
8 1:2,00 363 416 53 392 033
9 1:2,00 368 420 52 397 0,31

Metodom molskih odnosa!'™® (v. poglavlje 3.2.1.2.1.) (slike 4.4.- 4.6. gore i 7.3
i 7.4. gore, prilog 2) odreden je stehiometrijski sastav kompleksa na ispitivanim pH
vrednostima. Stehiometrijski odnos komponenata kompleksa gvozde(IlI):fisetin je 1:2 u

kiseloj sredini. U neutralnoj i baznoj sredini stehiometrija kompleksa je 1:1.

4.1.3. Komplekisranje morina i gvozde(III) jona

Na slikama 4.9 - 4.10. prikazani su elektronski apsorpcioni spektri morina, M,
posle titracije rastvorom gvozde(IIl) jonima na razli¢itim pH vrednostima. Kao i kod
predhodno ispitivanih molekula u apsorpcionom spektru morina pojavljuju se dve trake
na talasnim duzinama 255 nm i 352 nm (pH = 3) koje potic¢u od elektronskih prelaza
unutar cinamol i benzoil grupa.

Vrednosti batohromnih pomeraja i promena intenziteta osnovne apsorpcione
trake morina pri gradenju kompleksa sa gvozde(IIl) jonom date su u tabeli 4.3.
Dodatkom gvozde(Ill) jona rastvoru morina pH = 4, dugotalasna traka batohromno se
pomera (AA = 46 nm) uz istovremeno nastajanje nove apsorpcione trake na 403 nm koja
odgovara nagradenom kompleksu. Porastom pH vrednosti rastvora apsorpciona traka
kompleksa pomera se ka ve¢im talasnim duzinama uz manji batohromni pomeraj (v.

tabelu 4.3.) Sto je takode indikacija gradenja kompleksa. Stehiometrija kompleksa u
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kiseloj sredini, odredena metodom molskih odnosal'®"!

2:1 (gvozde(I1I):morin (slika 4.9.).

pokazuje obrazovanje kompleksa
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Slika 4.9. Apsorpcioni spektri morina 1 nagradenih kompleksa pri razlic¢itim molskim
odnosima morin:gvozde(IIl) na pH = 4: (1) 1:0; (2) 1:0,40; (3) 1:0,80; (4) 1:1,68; (5)

1:2,50; (6) 1:4,00; (7) 1:5,20; (8) 1:6,40. Gore: apsorbancija kompleksa na 403 nm u
[216]

funkciji odnosa koncentracija [Fe]/[M]
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Slika 4.10. Apsorpcioni spektri morina posle titracija sa gvozde(IIl) jonima pri
razli¢itim molskim odnosima morin:gvozde(Ill) na pH = 9: (1) 1:0; (2) 1:0,40; (3)
1:0,80; (4) 1:1; (5) 1:1,68; (6) 1:2,00; (7) 1:2,50; (8) 1:3,00; (9) 1:4,00; (10) 1:5,20; (11)
1:6,40
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Moze se takode zapaziti da su za obrazovanje kompleksa sa morinom
neophodne vece koncentracije gvozda(Ill) nego u slucaju gradenja kompleksa sa
kvercetinom 1 fisetinom §to pokazuje da morin u ispitivanim rastvorima (pH = 1-6)
gradi komplekse sa gvozde(IlI) jonom manje stabilnosti.

Obrazovanje kompleksa u neutralnoj i baznoj sredini (slika 4.10.) nije uoceno
¢ak 1 pri ve¢im molskim odnosima komponenata u sistemu, Sto dodatno potvrduje uticaj
strukture molekula na proces kompleksiranja odnosno najverovatnije nepogodnost meta

poloZzaja hidroksilnih grupa za gradenje kompleksa.

Tabela 4.3. Vrednosti batohromnih pomeraja 1 promena intenziteta osnovne
apsorpcione trake morina posle kompleksiranja sa gvozde(Ill) jonom, u acetatnim

puferskim rastvorima (pH = 3,0-7,0)

molski odnos

pH M:gvorde(IID A (MM)  Amax Megvordeqmy(nm) AL A AA
3 1:2,00 352 396 44 373 0,23
4 1:6,40 357 403 46 379 0,25
5 1:2,25 377 411 34 398 0,15
6 1:3,00 385 419 34 408 0,32

4.1.4. Komplekisranje baikaleina i gvozde(III) jona

Na slikama 4.11. - 4.13. prikazani su apsorpcioni spektri baikaleina posle
titracija gvozde(Ill) jonima na razli¢itim pH vrednostima. Apsorpcioni spektri
baikaleina u celoj oblasti ispitivanih pH vrednosti pokazivali su dve karakteristicne
apsorpcione trake na 272 nm i 324 nm koje poticu od elektronskih prelaza unutar
benzoil i cinamol grupe.

Za razliku od predhodno ispitivanih flavonola dodatkom gvozda(Ill) jona u
puferski rastvor baikaleina na pH = 4 (slika 4.11.) nisu uocene promene u spektrima
koje bi ukazivale na gradenje kompleksa, $to jasno ukazuje na uticaj strukture molekula

na reakciju kompleksiranja.
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Slika 4.11. Apsorpcioni spektri baikaleina posle titracija sa gvozde(Ill) jonima pri
razli¢itim molskim odnosima baikalein:gvozde(IIl) na pH = 4 (1) 1:0; (2) 1:0,40; (3)
1:0,80; (4) 1:1; (5) 1:1,68; (6) 1:2,001'*,

U slabo kiseloj sredini, na pH = 6 (slika 4.12.), u elektronskim spektrima uoc¢ava

se batohromni pomeraj osnovne trake A1 = 30 nm i nova apsorpciona traka na 356 nm
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Talasna duZina, nm
Slika 4.12. Apsorpcioni spektri baikaleina i1 nagradenih kompleksa pri razlicitim
molskim odnosima baikalein:gvozde(IIl) na pH = 6: (1) 1:0; (2) 1:0,05; (3) 1:0,20; (4)
1:0,35; (5) 1:0,50; (6) 1:0,65; (7) 1:0,75; (8) 1:1,00;(9) 1:1,40. Gore: apsorbancija

kompleksa na 356 nm u funkciji odnosa koncentracija [Fe]/ [B] (214]
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koja odgovara nagradenom kompleksu. Izosbestna tacka na k;f{_}é = 344nm potvrda je

uspostavljene ravnoteze izmedu slobodnog baikaleina i nagradenog kompleksa.
[184]

Stehiometrija kompleksa, odredena metodom molskih odnosa

3.2.1.2.1.), je 1:1 (gvozde(IlI): baikalein) (slika 4.12. gore).

(v. poglavlje
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Slika 4.13. Apsorpcioni spektri baikaleina posle titracija sa gvozde(Ill) jonima pri
razli¢itim molskim odnosima baikalein:gvozde(IIl) na pH = 9: (1) 1:0; (2) 1:0,40; (3)
1:0,80; (4) 1:1.

Daljim porastom pH vrednosti, u neutralnoj i baznoj sredini (slika 4.13.)
promene u elektronskim spektrima koje ukazuju na obrazovanje kompleksa nisu uocene
¢ak ni pri ve¢im koncentracijama gvozda(IIl) Sto se moze obajasniti slabim afinitetom

molekula liganda koji u strukturi nema kateholnu grupu na prstenu B.

4.1.5. Helatni poloZaji u strukturi flavona ukljuceni u gradenje kompleksa

Na osnovu rezultata dobijenih iz elektronskih spektara ispitivanih molekula
moguce je dati osnovne pretpostavke o helatnim polozajima preko kojih se gvozde
vezuje u strukturi kompleksa.

Kvercetin kao pentahidroksiflavon ima tri moguca helatna polozaja: C3-
hidroksi-C4-karbonilnu grupu na prstenu C, C5-hidroksi-C4-karbonilnu grupu na C i A
prstenu i kateholnu grupu na B prstenu. Fisetin kao tetrahidroksiflavon poseduje dva

moguca helatna poloZaja: C3-hidroksi-C4-karbonilnu grupu na prstenu C 1 kateholnu
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grupu na prstenu B. Morin je pentahidroksiflavon sa dva moguca helatna polozaja: C3-
hidroksi-C4-karbonilnom grupom na prstenu C i C5-hidroksi-C4-karbonilnom grupom

na prstenu C. Baikalein kao trihidroksiflavon poseduje tri moguca helatna polozaja: C5-

hidroksi-C4-karbonilna grupa, C5-hidroksi-C6 hidroksi 1 C6-hidroksi-C7-hidroksi

grupa.
Na osnovu literaturskih podataka koji opisuju deprotonaciju flavonoida u

(52331 § strukturnih karakteristika ispitivanih flavona kao i dobijenih

funkeciji pH vrednosti
spektroskopskih rezultata moguce je zakljuciti da se gvozde u kiseloj sredini vezuje za
kvercetin, fisetin i morin preko C3-hidroksi-C4-karbonilne grupe ili C5-hidroksi-C4-
karbonilne grupe. Mogucénost gradenja kompleksa preko C3'-C4' kateholne grupe
prstena B u kiseloj sredini je minimalna s obzirom na ¢injenicu da vezivanje bilo kog
metala preko ovih polozaja podrazumeva njihovu deprotonizaciju ¢ija verovatnoca
odigravanja opada sa smanjenjem pH vrednosti odn. poveéanjem kiselosti rastvorat'>.
U prilog ovom tvrdenju je 1 dodatno izvedena titracija katehina (slika. 4.14.), kao
molekula liganda, u kiseloj sredini. Naime, molekul katehina kao pripadnik podklase
flavana (flavan-3-ol) nema C4-karbonilnu grupu kao ni dvostruku vezu u polozaju C2-

C3 ali ima strukturu prstena B kao i molekul kvercetina (v. sliku 1.5.). Kako

kompleksiranje katehina u kiseloj sredini gvozde(Ill) jonima nije dalo rezultate bilo je

0.3 5

0.2

0.14

0.0

T T T T T 1
250 300 350 400
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Slika 4.14. Apsorpcioni spektri katehina posle titracija gvozde(Ill) jonima na pH = 4,

Gore: strukturna formula molekula katehina
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moguce zakljuCiti da kateholna funkcionalna grupa u prstenu B ne ucestvuje u
kompleksiranju na nizim pH vrednostima, §to je sa druge strane ukazalo na vaznost C4-
karbonilne grupe.

Kako je gradenje kompleksa fisetina (3,3',4',7-tetrahidroksiflavon) i gvozda u
kiseloj sredini potvrdilo uc¢esc¢e C3-hidroksi-C4-karbonilne grupe molekula u strukturi
kompleksa to je navelo takode na zakljucak da iste grupe kvercetina i morina primarno

uéestvuje u strukturi kompleksa. Literaturski podacil®>®

I'su takode pokazali vaznost i
ulogu C3-hidroksilne grupe kao helatnog polozaja flavona u kiseloj sredini, s’obzirom
da kompleksiranje molekula koji nemaju C3-hidroksilnu grupu (luteolin -5,7,3',4'-
tetrahidroksiflavon) ili kod kojih je taj polozaj supstituisan nekom drugom grupom
(flavonol-3-metil etar, kvercetin-3-metil etar) nije dalo nikakve rezultate.

U alkalnoj sredini moguc¢a helatna pozicija kvercetina i fisetina je kateholna
grupa na prstenu B. U prilog ovom tvrdenju idu i rezultati titracija morina i baikaleina,
koji nemaju kateholnu strukturu prstena B, 1 posledi¢no tome ne grade komplekse sa
jonima gvozda u alkalnoj sredini.

Spektroskopski nije bilo moguée odrediti koji od polozaja primarno ucestvuje u
strukturi gvozde(Il)-baikalein kompleksa ali ¢e prikaz teorijskih, DFT, proracuna

pokazati skoro podjednaku stabilnost kompleksa koji se grade preko C5-hidroksi-C6
hidroksi 1 C6-hidroksi-C7-hidroksi helatnih poloZaja baikaleina.

4.1.6. Konstanta stabilnosti kompleksa

Konstante stabilnosti nagradenih kompleksa u vodenim puferskim rastvorima
izraCunate su primenom metode molskih odnosa (v. poglavlje 3.2.1.2.1.).

Reakcija kompleksiranja gvozde(IlI) jona (Fe’") i flavonoida (H¢F) moZe se
predstaviti opstom jednac¢inom:

o3

mFe>" +nHGF = [Fep (HgyF)y P Y0 +nyH ™" 4.1)

gde su: m i n broj gvozde(Ill) jona i molekula flavonoida vezanih u kompleks, y je broj

H" jona koji bivaju otpuseni sa jednog molekula flavonoida pri gradenju kompleksa.
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Konstanta ravnoteze je:

[Fem (Hg_yF)p3m-¥0j(H " "

4.2.)
v (
Konstanta stabilnosti B mozZe se predstaviti jednacinom:
3m-yn
b= v [Fem (Hs-yF)n ] (4.3))

[H+]ny [Fe3+]m[HSF]n

Poznato je da gvozde(Ill) jon u vodenom rastvoru hidrolizuje gradeéi hidroksid

po jednacdini:
Fe3* +qH,0 - Fe(OH) fl'q +qH ™" (4.4.)
Konstanta hidrolize gvozda je:

3-q + q

[Fe> T J[H,0]4

Zamenom koncentracije gvozde(III) jona, [Fe''], iz jednaéine (4.5.) u jednadinu

(4.3.), dolazi se do krajnjeg izraza za konstanta stabilnosti kompleksa:

3m-yn
y _[Fem(Hs—yF)n JH,0]9K (4.6.)

MY P 110 [Fe(OH) s m e

U slucaju kada su vrednosti konstante hidrolize gvozda i konstante disocijacije
liganda nepoznate jednaCina 4.6 predstavlja relativnu konstantu stabilnosti koja vazi za
odredene eksperimentalne uslove.

U tabeli 4.4. predstavljene su vrednosti relativne konstante stabilnosti
kompleksa gvozda i ispitivanih flavona. Iz tabele se vidi da su kvercetin i fisetin, u
kompleksima 1:1 stehiometrije, ja¢i ligandi od baikaleina S§to potvrduje uticaj

strukturnih karakteristika molekula, onih koje su u literaturi poznate kao tzv. “gvozde-
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Tabela 4. 4. Vrednosti relativne konstante stabilnosti ispitivanih kompleksa

stehiometrija
kompleks pH logf3
kompleksa

1:1 gvozde(IlI) — kvercetin*'™¥ 8 5,50
1:1 gvozde(III) — fisetin*'"”] 9 4,95
1:1 gvozde(IIl) — fisetin'?'”! 7 4,78
1:1 gvozde(Ill) — baikalein*'*! 6 4,43
122 gvozde(III) — fisetin'*"”! 4 9,85
1:2 gvozde(Il) — kvercetin*'¥! 4 9,56
2:1 gvozde(IIl) — morin?'® 4 8,22

vezujuéi motivi” (“iron-binding motifs”)>>). Vrednosti konstante stabilnosti u tabeli 4.4.
su manje u poredenju sa vrednostima konstante stabilnosti kompleksa gvozda(Ill) i
kvercetina kao i drugih flavonoida koji su ispitivani u fosfatnom puferu®” 3to ukazuje

na uticaj medijuma.

4.1.7. Ispitivanje stabilnosti nagradenih kompleksa u prisustvu drugih helatora
gvozZda

Stabilnost kompleksa ispitivana je u tzv. ,.konkurentskim“ merenjima (engl.
,,competition measurements ‘) u kojima je pracen uticaj poznatih helatora gvozda,
molekula EDTA i limunske kiseline, u puferskom rastvoru pH = 4.

Kako kvercetin, fisetin i morin grade komplekse na pH = 4 sa najve¢om
konstantom stabilnosti (tabela 4.4.) odluc¢eno je da se na istoj pH vrednosti ispita uticaj
drugih jakih helatora. PoSto molekul baikaleina na ispitivanoj pH ne obrazuje
komplekse sa gvozde(III) jonom on nije ispitivan u ovim merenjima.

Naime, poznato je da dodavanjem u sistem jaceg helatora, od onog prisutnog u
kompleksu, dolazi do ,,zamene* postojeceg liganda jacim S$to se spektralno manifestuje
opadanjem intenziteta trake kompleksa i postepenim porastom intenziteta trake Cistog
liganda.

Na slikama 4.15.- 4.17. prikazani spektri kompleksa ispitivanih flavona sa EDTA.
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300 400 500 600
Talasna duzina, nm
Slika 4.15. Uticaj EDTA na stabilnost gvozde(II)-kvercetin kompleksa u puferskom
rastvoru pH = 4 (1) kvercetin; (2) gvozde(Il)-kvercetin kompleks bez EDTA; (3)
kompleks + 0,3 mM EDTA; (4) kompleks + 1 mM EDTA; (5) kompleks + 1,8 mM
EDTA; (6) kompleks + 3,0 mM EDTA; (7) kompleks + 4,5 mM EDTA; (8) kompleks +
6,5 mM EDTA; (9) kompleks +7,5 mM EDTA

0.0

3(|)0 ' 4(|)0 ' 5(IJO ' 6(|)0

Talasna duzina, nm
Slika 4.16. Uticaj EDTA na stabilnost gvozde(IIl)-fisetin kompleksa u puferskom
rastvoru pH = 4 (1) fisetin; (2) gvozde(Ill)-fisetin kompleks bez EDTA; (3) kompleks +
1,0 mM EDTA; (4) kompleks + 1,9 mM EDTA; (5) kompleks + 3,0 mM EDTA; (6)
kompleks + 4,5 mM EDTA; (7) kompleks + 5,8 mM EDTA; (8) kompleks + 8,2 mM
EDTA
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Slika 4.17. Uticaj EDTA na stabilnost gvozde(IlI)-morin kompleksa u puferskom
rastvoru pH = 4 (1) morin; (2) gvozde(Ill)-morin kompleks bez EDTA; (3) kompleks +
1,0 mM EDTA; (4) kompleks + 1,5 mM EDTA; (5) kompleks + 3,1 mM EDTA; (6)
kompleks + 4,8 mM EDTA; (7) kompleks + 6,5 mM EDTA?'®

Iz prikazanih spektara jasno se vidi da se trake nagradenih kompleksa kvercetin-
gvozde(IIl) (slika 4.15.) fisetin-gvozde(III) (slika 4.16.) 1 morin-gvozde(III) (slika 4.17.)
pod dejstvom razli¢itih koncentacija EDTA smanjuju po intenzitetu uz konstantan
hipsohromni pomak ka polozaju koji odgovara polozaju apsorpcionih traka cistih
flavona, kvercetina (367 nm), fisetina (357 nm) 1 morina (357 nm). Do skoro potpunog
oslobadanja molekula flavona dolazi pri koncentracijama EDTA od 7,5 mM za
kvercetin, 8,2 mM za fisetin 1 6,5 mM za morin.

Ako se ovi rezultati povezu sa vrednostima konstanti stabilnosti kompleksa
ispitivanih flavona (v. tabelu 4.4.) jasno je da je za njihovo oslobadanje iz najstabilnijeg
kompleksa u ovom slucaju fisetina, neophodna najveéa koncentarcija helatnog agensa
(EDTA), sledi kvercetin, i na kraju morin koji gradi kompleks najmanje stabilnosti ali i
razli¢itog molskog odnosa komponenti. Ovom tvrdenju idu u prilog i rezultati
,konkurentskih* merenja sa limunskom kiselinom, kao helatorom (v. slike 7.5.-7.7.
prilog 3 i 4). lako se na spektrima kompleksa primecuje isti trend promena kao pod

dejstvom EDTA njen ucinak je bio jaci, ukazuju¢i na njeno jace helatno dejstvo. Do
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oslobadanja molekula flavona dolazilo je pri koncentracijama limunske kiseline od 2,9
mM za kvercetin, 3,4 mM za fisetin 1 2,5 mM za morin §to su u proseku do dva i vise
puta manje koncentracije od koncentracije EDTA. Takode se moze uociti da limunska
kiselina oslobada kvercetin i fisetin skoro potpuno a morin ne.

Rezultati ,,konkurenskih* merenja jo$ jedan su dokaz uticaja strukture molekula
flavona na proces kompleksiranja, §to se najverovatnije i odrazilo na uocene razlike u
koncentracijama helatora koje su neophodne za oslobadanje pojedinacnih flavona iz

kompleksa sa gvozde(III) jonom.

4.2. ANALIZA MASENIH SPEKTARA KOMPLEKSA

Stehiometrijski odnosi komponenata u kompleksima, koji su izraCunati
metodom molskih odnosa, potvrdeni su i masenom spektrometrijom.

Maseni spektri kompleksa mogli su biti snimani samo u smes$i voda-metanol
(1:1) u koju je bila dodata 0,1% sirc¢etna kiselina (kona¢na pH vrednost rastvora bila je
3,3). Pokusaji da se maseni spektri kompleksa snime pod istim uslovima pri kojima se
odigravalo kompleksiranje odnosno u puferskim rastvorima odredenih pH vrednosti
nisu davali reprezentativne masene spektre iz razloga prisustva veoma velikog broja

jako intenzivnih traka u spektrima pufera koje su potpuno prekrivale trake kompleksa.

4.2.1. Maseni spektar kompleksa kvercetina

Na slici 4.18. prikazan je maseni spektar kompleksa kvercetina. Linija na
vrednosti m/z=303,05 poti¢e od jona protonovanog kvercetina [Q+H]" dok se liniija na
m/z=658 moze pripisati kompleksu gvozde(Ill)-kvercetin u stehiometriji 1:2,
[Fe(III)+(Q-H),)]", §to je u saglasnosti sa stehiometrijom odredenom metodom molskih
odnosa. Medutim, izotopski sastav linije na m/z=658, prikazan na slici 4.18. gore,

ukazuje na prisustvo sme$e dva kompleksna jona, [Fe(III)+(Q-H),]" (m/z=658) i
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Slika 4.18. Maseni spektri kompleksa gvozde(Ill)-kvercetin u smesi voda-metanol

(1:1). Gore: izotopski sastav linije na m/z = 658 14!

[(Fe(IN)+Q+(Q-H)]" (m/z=659), u ¢&iji sastav ulazi gvozde u razligitim oksidacionim
stanjima. Prisustvo jona ove vrste je potvrda redukcione sposobnosti kvercetina koja,
uopSteno kod svih flavonoida, zavisi od vrste, broja i1 polozaja supstituenata u

prstenovima A-CP**),

4.2.2. Maseni spektar kompleksa fisetina

U masenom spektru kompleksa gvozde(Ill)-fisetin (slika 4.19.) je pored
intenzivne linije na vrednosti m/z=287,06, koja potice od protonovanog molekula
fisetina [Fis+H]", detektovana i linija na vrednosti m/z=626 koja poti¢e od gvozde(III)-
fisetin kompleksa stehiometrije 1:2, [Fe(IIT) + (Fis-H),]". Dobijeni stehiometrijski sastav
kompleksa potvrduje sastav koji je odreden metodom molskih odnosa. Sa druge strane,
teorijski izraCunat izotopski sastav linije na m/z = 626, koja odgovara gvozde(III)-fisetin
kompleksu u stehiometriji 1:2 (slika 4.19. gore), ne odgovara eksperimentalno
izraCunatom izotopskom sastavu linije na m/z = 626. Odnosno, linije na m/z=626 i m/z

= 627 (slika 4.19. gore) mogu se pripisati smesi kompleksnih jona [Fe(IIT) + (Fis-H),)]"
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Slika 4.19. Maseni spektri kompleksa gvozde(IlI)-fisetin u smesi voda-metanol (1:1).

Gore: izotopski sastav linije na m/z = 626 *'!

i [(Fe(IT) + Fis + (Fis-H)]" u kojima je gvozde u razli¢itim oksidacionim stanjima. Linija
malog intenziteta na vrednosti m/z = 625 moze se pripisati jonu [(Fe(Il) + Fisox + (Fis-
H)'T" u kome je jedan molekul fisetina u oksidovanom obliku. Postojanje jona ove vrste
dokaz je oksidacije flavonoida u prisustvu metalnih jona, odnosno redukcije gvozda.
Linije detektovane na vrednostima m/z = 625,5 i m/z = 627,5 potvrda su gradenja
dvostruko naelektrisanih dimera. Linija jona kompleksa gvozde(Ill)-fisetin u
stehiometriji 1:1, koja bi se ocekivala na vrednosti m/z = 341, nije identifikovana pod
datim eksperimentalnim uslovima. To se i o¢ekivalo s'obzirom da je pokazano da se
kompleks stehiometrije 1:1 gradi u alkalnoj sredini a ne u kiseloj u kojoj su snimani
maseni spektri. Linija koja se u spektru nalazi na m/z = 912,06 moze se pripisati
kompleksu stehiometrije 1:3 (gvozde(Ill)-fisetin). Gradenje kompleksa u ovoj

stehiometriji nije potvrdeno metodom molskih odnosa.
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4.2.3. Maseni spektar kompleksa morina

Maseni spektar kompleksa gvozde(Ill)-morin, koji je prikazan na slici 4.20.,
takode potvrduje stehiometriju kompleksa izracunatu metodom molskih odnosa. Linija
najveceg intenziteta na vrednosti m/z = 303 potice od jona protonovanog molekula
morina [Mor+H]". U spektru je detektovana i linija na m/z = 476 koja odgovara
nagradenom aduktu kompleksa gvozde(Ill)-morin, u stehiometriji 2:1, i metanola,
[2Fe(TIT)+(Mor-2H)+2MeOH)]". Izotopski sastav linije m/z = 476 koji je prikazan gore
na slici 4.20. pokazuje prisustvo sme$e dva kompleksna jona, [(2Fe(III) + (Mor-2H)" +
2MeOH]" i [(2Fe(Il) + (Mor-H) + 2MeOH]", u kojima je gvozde ponovo prisutno u dva
razli¢ita oksidaciona stanja. Ovakva struktura spektra je dokaz da se morin, kao i fisetin
i kvercetin, oksiduje u prisustvu metalnih jona odnosno da se gvozde redukuje. Linije
detektovane na m/z = 274, m/z = 409, m/z = 425 1 m/z = 716 poticu od signala

rastvaraca (slika. 4.21).
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Slika 4.20. Maseni spektri kompleksa gvozde(Ill)-morin u smesi voda-metanol (1:1).

Gore: izotopski sastav linije na m/z = 476,28 219!
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Slika 4.21. Maseni spektri smese MeOH-H,O (1: 1)216l

4.2.4. Maseni spektar kompleksa baikaleina

U masenom spektru baikaleina nije identifikovana ni jedna linija koja bi mogla
biti pripisana nagradenom kompleksu $to je najverovatnije posledica uslova snimanja,
odnosno pH vrednosti rastvaraca u kojem su snimani maseni spektri, a koja je bila
znatno ispod pH = 6, vrednosti na kojoj je konstatovano gradenje gvozde(III)-baikalein

kompleksa.

Stehiometrijski sastav kompleksa 3-OH flavona u kiseloj sredini koji je odreden
metodom molskih odnosa (1:2, gvozde-flavon), potvrden je 1 analizom masenih spektara
kompleksa. Razlika je uocena samo u spektru fisetina koji pored kompleksa
stehiometrije 1:2 obrazuje 1 kompleks stehiometrije 1:3. U strukturu kompleksa ulaze 1
gvozde(Il) 1 gvozde(Ill) joni Sto je dodatna potvrda redukcione sposobnosti 3-OH

flavona koji u kiseloj sredini delimi¢no redukuju gvozde(IIl) jone.
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43. ANALIZA RAMANSKIH SPEKTARA ISPITIVANIH FLAVONA I
NJIHOVIH GVOZPE(II)-KOMPLEKSA

Uces¢e odredenih helatnih polozaja flavona pa time i sama struktura nagradenih
kompleksa odredeni su analizom ramanskih spektara ¢istih i kompleksiranih flavonskih
molekula.

Vibracioni spektri polihidroksi flavona su uopsSteno gledano veoma slozeni sa
mnostom traka koje se u visokofrekventnoj oblasti (4000-2000 cm™) asigniraju
razli¢itim oblicima OH 1 CH vibracija.

Za ispitivanja strukture kompleksa i uceSca odredenih helatnih polozaja
aglikonskih oblika molekula posebno je bila vazna analiza spektara u oblasti talasnih
brojeva od 1700-1400 cm™ u kojoj se javljaju trake koje poti¢u od skeletnih vibracija
(vibracija u ravni aromati¢nih prstenova), vibracija y-pironskog prstena i1 same
karbonilne grupe. Taénije, trake u intervalu od 1650-1550 cm™ poti¢u od C=0 i C2=C3
istezucih oblika vibracija dok se trake C-C-H savijaju¢ih (u ravni), C-C-H ljuljajucih i
C-O-H savijajucih vibracionih oblika nalaze u intervalu talasnih brojeva od 1500-1300
cm’. Trake u oblasti ispod 1300 cm™ poticu od C-O istezuéih (B prsten), C-C-H
ljuljaju¢ih, C-C-C deformacionih (prstenovi A i B) i C-O-H deformacionih oblika

vibracija.

4.3.1. Ramanski spektri kompleksa kvercetina

Na ramanskom spektru kvercetina snimljenog u acetatnom puferu pH = 4 (slika
4.22.a) uolava se traka na talasnom broju 1640 cm™ koja poti¢e od kombinacije C=0 i
C2=C3 istezu¢ih oblika vibracija a §to je posledica smanjenog dvostrukog karaktera
veze u C4-karbonilnoj grupi i aromaticnog karaktera pironskog prstena. U spektru
&istog kvercetina se takode, u intervalu od 1500 cm™ do 1000 cm™, javljaju trake koje
se pripisuju C-C 1 O-C istezu¢im i C-C-H, C-O-H, C-C-O i C-C-C C-H savijaju¢im
oblicima vibracija (u ravni prstena). Na spektru kompleksa gvozde(IlI)-kvercetin na pH
= 4 (slika 4.22.a) uocavaju se jasne promene u broju i intenzitetu traka u odnosu na
spektar slobodnog liganda. Trake u spektru kompleksa su znatno proSirene, preklopljene
1 slabo definisane. 1z tog razloga spektri su razlozeni a profili traka opisani Vojtovom

(Voigh) funkcijom.
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Slika 4.22. Ramanski spektar kvercetina i kompleksa gvozde(Ill)-kvercetin na pH = 4
(a); razlozeni spektar kvercetina na pH = 4 (b); razlozen spektar kompleksa gvozde(III)-

kvercetin (1:2) na pH =4 (c) *'¥!

Trake koje se u spektru rastvora slobodnog kvercetina (slika 4.22.b) nalaze na
1639 cm™ i 1588 cm™ se u razlozenom spektru kompleksa ire i pomeraju ka manjim
talasnim brojevima (1619 cm™ i 1560 cm™, slika 4.22.c) §to je indikacija promena
(vezivanja gvozda) na karbonilnoj grupi prstena C molekula kvercetina. Pomeraji se
uocavaju i na trakama na polozaju 1485 cm™ (deformaciona vibracija prstena A), 1456
cm’ (3, 5, 7-OH savijajuéi oblici u ravni prstenova A i C) i 1420 cm™ (3, 5, 7-OH
savijaju¢i oblici u ravni prstenova A i C; C-C istezuci oblici prstena A 1 C-C istezuci

oblici prstena C). Promene u polozajima traka se takode vide i na spektrima kvercetina i
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Slika 4.23. Ramanski spektar kvercetina i kompleksa gvozde(IlI)-kvercetin na pH = 8
(a); razlozen spektar kvercetina na pH = 8 (b); razlozen spektar kompleksa gvozde(III)-

kvercetin (1:1) na pH = 8 (c) *'¥

kompleksa gvozde(Ill)-kvercetin u alkalnoj sredini, na pH = 8 (slika 4.23.a). Traka na
1318 cm™ u spektru &istog kvercetina (slika 4.23.b), koja je asignirana vibracijama
kateholne grupe prstena B, pomera se na 1298 cm™ (slika 4.23.c) $to ukazuje na
slabljenje veze odnosno promenu na prstenu B izazvanu kompleksiranjem. Trake koje
se u spektru &istog kvercetina nalaze na 1640 i 1558 cm™ kao i trake na 1452 i
1392 cm™, koje su asignirane vibracijama prstenova A i C, u razlozenom spektru
kompleksa ne menjaju polozaj §to jasno potvrduje da nema promena u strukturi ovih

prstenova i da hidroksilne grupe na njima ne ucestvuju u vezivanju gvozda.
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4.3.2. Ramanski spektri kompleksa fisetina

Ramanski spektar slobodnog fisetina na pH = 4 (slika 4.24.a) po polozaju, broju
i obliku traka sli¢an je spektru kvercetina. Trake na 1643cm™ i 1562cm™ u razlozenom
spektru fisetina (slika 4.24.b), koje se asigniraju kombinaciji C=0 1 C2-C3 istezuc¢ih
oblika vibracija, se u spektru kompleksa pomeraju na nize talasne brojeve
(1630 cm™'i 1555 cm™, slika 4.24.¢) §to je, kao i u slutaju kvercetina, dokaz da u kiseloj

sredini karbonilna grupa ucestvuje u strukturi kompleksa. Ramanski spektri fisetina u

2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 2000 1800 1600 1400 1200 1000

Talasni broj, cm’' Talasni broj, cm’

a) b)

2200 © 2000 1800 1600 1400 1200
Talasni broj, cm™
c)
Slika 4.24. Ramanski spektar fisetina i kompleksa gvozde(Ill)-fisetin na pH = 4 (a);
razloZen spektar fisetina na pH = 4 (b); razloZen spektar kompleksa gvozde(Ill)-fisetin

(1:2) na pH = 4 (c)
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neutralnoj 1 alkalnoj sredini (slika 4.25.) takode su spektri slabe definicije, sa dosta
intenzivnim i §irokim trakama. Traka na 1466 cm™ (slika 4.25.b), koja potie od
vibracija B prstena, nedostaje u spektru kompleksa Sto je dokaz da u baznoj sredini
flavoni grade kompleks sa gvozdem preko kateholne grupe na prstenu B. Vezivanje

gvozda preko prstena B u skladu je sa pretpostavkom da sa porastom pH dolazi do

o

a

=
.
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Slika 4.25. Ramanski spektar fisetina i kompleksa gvozde(Ill)-fisetin na pH = 9 (a);
razlozen spektar fisetina na pH=9 (b); razlozen spektar kompleksa gvozde(III)-fisetin

(1:1)napH=9 (c) [215]

povecanja afiniteta kateholne grupe ka gvozde(Ill) jonima. Trake u spektru slobodnog

fisetina na 1637 cm™ i 1552 cm™ (slika 4.25.b) koje se asigniraju C=0 i C2=C3
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istezu¢im oblicima vibracija prstena C, ne menjaju polozaj Sto je dokaz da karbonilna

grupa u alkalnoj sredini ne ucestvuje u kompleksiranju gvozda(IlII) jona.

4.3.3. Ramanski spektri kompleksa morina

Na ramanskom spektru morina snimljenog u acetatnom puferu pH = 4 (slika
4.26.b) uotava se traka na talasnom broju 1633 cm™ koja poti¢e od kombinacije C=0 i
C2=C3 istezu¢ih oblika vibracija. Polozaj date trake je takode posledica smanjenog

dvostrukog karaktera veze u C4-karbonilnoj grupi i aromati¢nog karaktera pironskog

2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 2000 1800 1600 1400 1200 1000
Talasni broj, cm” Talasni broj, cm

a) b)

DION

12200 2000 1800 1600 1400 1200 1000

Talasni broj, cm™
c)
Slika 4.26. Ramanski spektar morina i kompleksa gvozde(IIl)-morin na pH = 4 (a);
razloZen spektar fisetina na pH = 4 (b); razlozen spektar kompleksa gvozde(III)-morin

(1:1) napH=4 (c) (216]
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prstena. U spektru ¢istog morina se, kao 1 u spektrima kvercetina 1 fisetina, u intervalu
od 1500 cm™ do 1000 cm™ javljaju trake koje se asigniraju C-C i O-C istezuéim i C-C-
H, C-O-H, C-C-0O i C-C-C C-H savijaju¢im oblicima vibracija (u ravni prstena).
Ramanski spektar gvozde(III)-morin kompleksa (slika 4.26.a) je spektar slabe
definicije kojim dominiraju dve Siroke i intenzivne trake koje su posledica superpozicije
viSe vibracionih traka. Trake koje se u spektru ¢istog morina (slika 4.26.b) nalaze na
1633 cm™ i 1543 cm™, koje se asigniraju kombinaciji C=0 i C2-C3 istezuéih oblika
prstena C, se u razloZenom spektru kompleksa pomeraju ka manjim talasnim brojevima
(1616 cm™ i 1538 cm™, slika 4.26.c) §to je indikacija promena na prstenu C odnosno
vezivanja gvozda(Ill) jona za karbonilnu grupu prstena C. U spektru kompleksa
pomeraj se uolava i na traci na polozaju 145lcm™ koja se asignira 3, 5, 7-OH

savijaju¢im oblicima koji se javljaju u ravni prstenova A i C.

4.3.4. Ramanski spektri kompleksa baikaleina

Na ramanskim spektrima cCistog baikaleina 1 gvozde(Ill)-baikalein kompleksa
(slika 4.27.), na pH = 4, ne mogu se uociti promene ni u obliku ni intenzitetu traka Sto
povrduje rezultate koji su dobijeni u elektronskim spektrima a po kojima se

kompleksiranje baikaleina u kiseloj sredini ne deSava. U razlozenom spektru

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Talasni broj, cm’

Slika 4.27. Ramanski spektar baikaleina i kompleksa gvozde(IlI)-baikalein(1:1)
na pH = 4214]
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rastvora baikaleina na pH = 6 (slika 4.28.b) uocavaju se dve Siroke trake velikog
intenziteta, na 1628 cm™ i 1553 cm™, koje u skladu sa teorijskim izra¢unavanjimal®'”
poticu od C=0 i1 C2=C3 istezucih oblika vibracija prstena C. U razloZenom spektru
kompleksa ove trake se ne pomeraju zna¢ajnije (1632 cm™ i 1551 cm™) $to je dokaz da
funkcionalne grupe prstena C ne uéestvuju u vezivanju gvozda. Traka na 1455 cm’,
karakteristi¢na za vibracije prstena A, pomera se na 1431 cm™ pokazujuéi da u strukturi

kompleksa ucestvuje prsten A Sto su pokazala i teorijska izraCunavanja.

1800 1600 1400 1200 1800 1600 1400 1200

Talasni broj, cm’ Talasni broj, cm’”
a) b)

1800 1600 1400 1200
Talasni broj, cm’'
c)
Slika 4.28. Ramanski spektar baikaleina i kompleksa gvozde(Ill)-baikalein na pH = 6
(a); razloZen spektar baikaleina na pH = 6 (b); razloZen spektar kompleksa gvozde(III)-

baikalein (1:1) na pH = 6 (c)*""

102



Intenzivno Sirenje vibracionih traka, uo¢eno u spektrima kvercetina, morina,
fisetina 1 baikaleina u kiseloj 1 baznoj sredini, nije samo posledica gradenja kompleksa
vec 1 solvatohromnog efekta kao i procesa autoksidacije koji se deSava u alkalnoj, a po
nekim literaturskim navodima, i u kiseloj sredini®”.

Analizom ramanskih spektara molekula flavona i njihovih kompleksa povrdeni
su rezultati koji su dobijeni elektronskom spektroskopijom. Promene uocene u
ramanskim spektrima kompleksa flavona u odnosu na spektre Cistih molekula, posledica
su uticaja strukture molekula i pH vrednosti medijuma na proces obrazovanja
kompleksa sa gvozde(IIl) jonom. U kiseloj sredini (pH = 4) promene su uocene samo u
ramanskim spektrima kompleksa kvercetina, fisetina i morina Sto je 1 dokaz da u
strukturi kompleksa ucestvuje karbonilna grupa na prstenu C. U baznoj sredini uocene
su promene na trakama koje poticu od vibracija prstena B samo na ramanskim
spektrima kompleksa flavona sa katehol grupom na prstenu B (kvercetin, fisetin) preko
kojih se gvozde(Ill) 1 vezuje u strukturi kompleksa. Promene u ramanskim spektrima
baikaleina u slabo kiseloj sredini (pH = 6) uocene su na trakama koje poti¢u od vibracija

prstena A Sto ukazuje da se ligand vezuje za A prsten.

4.4. REZULTATI STRUKTURNE ANALIZE FLAVONA 1 NJIHOVIH
GVOZPE(III) KOMPLEKSA DOBIJENI PRIMENOM TEORIJE
FUNKCIONALA GUSTINE (DFT)

Strukturne karakteristike flavonskih molekula i njihovih kompleksa ispitane su i

primenom teorije funkcionala gustine (DFT).

4.4.1. Strukturni parametri kvercetina i nagradenih kompleksa

Najvazniji geometrijski parametri kvercetina i gvozde(Ill)-kvercetin kompleksa
dobijeni posle minimalizacije energije, predstavljeni su u tabelama 4.5 1 4.6. Rezultati
pokazuju da molekul kvercetina u izolovanom stanju zauzima planarnu konfiguraciju sa
vrednoSc¢u diedarskog ugla ©(O1-C2—C1'-C2') od 0°. Struktura izolovanog kvercetina je
stabilizovana sa tri intramolekulske vodoni¢ne veze: O3—-H—04 = 2,005 A, O5-H-04 =
1,733 A i O3'-H-04'=2,125 A od kojih su prva i druga jage veze koje omogucuju
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Tabela 4.1. Uglovi veza i diedarski uglovi (°) u strukturi molekula kvercetina i

kompleksa izradunati primenom modela B3LYP/6-31G2'¥

gvozde(Il)-kvercetin-

gvozde(IlI)-kvercetin

veza kvercetin
kompleks (1:2, trans) kompleks (1:1)

A (01-C2-C3) 119,0 119,3 118.8
A (C2-C3-C4) 121,4 119,2 121,6
A (C2-C3-03) 123,7 126,0 123,6
A (C3-03-H3) 104,0 103,8
A (C3-C4-04) 118,7 116,5 118,8
A (C3-C4-C10) 117,0 120,0 117,0
A (C4-C10-C9) 122.0 117,9 122.0
A (C10-C9-01) 120,3 120,1 120,3
A (C10-C5-05) 119,9 120.4 119,9
A (C5-05-H5) 106,7 107,7 106,5
A (C10-C5-C6) 120,0 119,9 119,9
A (C5-C6-C7) 119,5 119,7 119,5
A (C6-C7-C8) 122,0 121,9 122.0
A (C6-C7-07) 121,5 1214 121,5
A (C7-C8-C9) 117,8 117,8 117,8
A (C8-C9-C10) 1222 1222 122,2
A (C1'-C2'-C3") 120,5 120,7 120,1
A (C3'-C4'-C5" 119,2 119,8 120.4
A (C4'-C5'-C6") 120,6 120.4 120,0
A (C5'-Ce6'-C1" 120,6 120.4 121,0
A (C6'-C1'-C2" 118,5 118,8 119,0
A (C6'-C1'-C2) 1222 121,4 121,5
A (C4'-04'-H4" 107,9 110,7

A (C3'-03'-H3") 110,5 107,8

A (C7-O7-H7) 109,9 110,0 110,0
A (C3-03-Fe)l 112,3 110,7
A (C4-0O4-Fe) 1 110,6 110,3
A (0O3-Fe-04) 1 85,8 87,00
A (0O3(1)- Fe-03(2)) 180,0 139,8
A (04(1)- Fe-04(2)) 180,0 133,1
A (04(1)- Fe-03(2)) 94,2 170.4
A (03(1)- Fe-04(2)) 94,2 -8,857
A (0O3-Fe-04)2 85,83

A (C3-03-Fe)2 112,3

A (C4-O4- Fe) 2 110,6

T (01-C2-C1'-C2")1 180,0 -180,0

7 (01-C2-C1'-C2")2 -180,0
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Tabela 4.2. Duzine veza (A) u molekulu kvercetina i kompleksa izradunate primenom

modela B3LYP/6-31G?!¥

gvozde(I)-kvercetin gvozde(IIl)-kvercetin

veza kvercetin

kompleks (1:2, trans) kompleks (1:1)
D(01-C2) 1,375 1,374 1,376
D(C2-C3) 1,372 1,384 1,374
D(C3-C4) 1,449 1,436 1,447
D(C4-C10) 1,432 1,420 1,432
D(C5-C10) 1,424 1,425 1,423
D(C5-Co) 1,389 1,387 1,389
D(C6-C7) 1,407 1,408 1,407
D(C7-C8) 1,399 1,398 1,399
D(C8-C9) 1,390 1,390 1,390
D(C9-01) 1,360 1,357 1,360
D(C9-C10) 1,407 1,411 1,407
D(C1'-C2") 1,414 1,413 1,416
D(C2'-C3") 1,385 1,386 1,388
D(C3'-C4") 1,410 1,410 1,426
D(C4'-C5") 1,393 1,393 1,397
D(C5'-C6") 1,393 1,393 1,394
D(C6'-C1") 1,409 1,409 1,412
D(C2-C1") 1,464 1,460 1,462
D(03-C3) 1,358 1,339 1,360
D(04-C4) 1,266 1,293 1,270
D(05-C5) 1,345 1,347 1,345
D(07-C7) 1,355 1,355 0,968
D(04'- C4") 1,359 1,365 1,340
D(C3'-03") 1,370 1,365 1,350
D(Fe-03) 1 1,851
D(Fe-0O4) 1 1,929
D(Fe-03) 2 1,851
D(Fe-0O4) 2 1,929
D(Fe-03") 1,883
D(Fe-04") 1,900
D(Fe-OH) 1,811
D (O3-H) 0,980 0,993
D (O5-H) 0,993 0,985 0,968
D(O7-H) 0,968 0,968
D(0O3'-H) 0,967 0,970
D(O4'-H) 0,971 0,968
DH(O5-H-04) 1,733 1,796 1,727
DH(0O3-H-04) 2,005 2,003
DH(O3'-H-04") 2,125 2,132
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formiranje petoclanog prstena koplanarnog sa hromonskim delom molekula, T (C2—-C3—
O3-H) = 180,0°.
Kompleksiranje gvozda utic¢e na strukturu kvercetina, i imajuci u vidu vrednosti

entalpije disocijacije veze!®'®

, jasno je da polozaji O3', O4' i O3 mogu biti reaktivna
mesta. Pored raskidanja vodoni¢nih veza veze C3—-C4, C4—C10, i C3'-O3 postaju krace
dok veze C2-C3 1 C4-0O4 postaju duze u poredenju sa izolovanim molekulom
kvercetina (tabela 4.6.).

Reakcija kompleksiranja se deSava gubitkom protona sa neke od OH grupa
molekula. Izra¢unavanja primenom B3LYP modela pokazuju da se strukture kompleksa
stehiometrija 1:2 1 1:1 mogu optimizovati ukljucujuci i gvozde(Il) 1 gvozde(IIl) jone.
Medutim, slaganje eksperimentalno dobijenih rezultata i teorijski izracunatih
elektronskih spektara kompleksa u stehiometriji 1:2, ¢ija je struktura optimizovana sa
gvozde(Il) jonom, bilo je bolje u odnosu na slaganje sa strukturom koja je optimizovana
sa gvozde(Ill) jonom. U slucaju kompleksa 1:1 stehiometrije bolje slaganje
eksperimentalnih 1 teorijskih rezultata dobijeno je optimizacijom strukture sa
gvozde(III) jonom.

Kompleks stehiometrije 1:2 (gvozde:kvercetin) moze se nagraditi preko C3-
hidroksi-C4-karbonilne grupe 1 biti u cis 1 trans konfiguraciji a kompleks u 1:1
stehiometriji preko kateholne grupe prstena B. Trans oblik kompleksa stehiometrije 1:2
je za 10,64 kcalmol™ stabilniji od cis izomernog oblika. Iz ovog razloga trans izomerni
oblik kompleksa je koriS¢en za sva dalja ispitivanja.

Izracunati elektronski spektar kompleksa stehiometrije 1:2 (gvozde(Il)-
kvercetin) 1 optimizovane strukture kompleksa su prikazani na slici 4.29. Korelacija
izmedu dobijenih i predvidenih poloZaja apsorpcionih maksimuma i intenziteta traka je
veoma dobra. Maksimum trake kompleksa u eksperimentalno dobijenom spektru je na
415 nm a u teorijski izracunatom na 412 nm. Prelaz koji odgovara ovom maksimumu je
HOMO-3-LUMO (HOMO - highest occupied molecular orbital, LUMO - lowest
unoccupied molecular orbital) prelaz (50 %) kome se pridruzuje HOMO-2-LUMO+1
prelaz (41 %). Prelaz koji odgovara ovom maksimumu predstavlja tzv. metal-ligand
prelaz sa prenosom naelektrisanja (MLCT - metal-ligand change transfer transition).
Oblik odgovarajucih orbitala, prikazan na slici 4.30., potvrduje da su prelazi praceni

znacajnim prenosom naelektrisanja od metala ka ligandu.
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Slika 4.29. Geometrijski optimizovana struktura trans gvozde(Il)-kvercetin kompleksa

(1:2) i izratunati elektronski spektar!*'¥l

HOMO-3 LUMO

HOMO-2 LUMO+1

Slika 4.30. Oblik odgovaraju¢ih HOMO i LUMO orbitala uklju¢enih u osnovni

elektronski prelaz gvozde(Il)-kvercetin kompleksa stehiometrije 1:22'¥
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Teorijski izracunata struktura gvozde(Ill)-kvercetin kompleksa u stehiometriji
I:1 je u boljem slaganju sa eksperimentalno dobijenim vrednostima nego Sto je to
struktura gvozde(II)-kvercetin kompleksa u istoj stehiometriji. Gradenjem gvozde(III)-
kvercetin kompleksa u stehiometriji 1:1 dolazi do gubitka oba protona kateholne grupe i
raskidanja vodoni¢nih veza. Koordinacija gvozde(Ill) jona neznatno menja strukturu B
prstena kvercetina. Veze C3'- O3' i C4'— O4' postaju krace, dok samo veza C3'-C4'
postaje duza u poredenju sa duzinom u izolovanom molekulu kvercetina. Kako se
kompleks u stehiometriji 1:1 gradi u alkalnoj sredini druga OH grupa iz rastvora se
vezuje za gvozde(III) jon radi popunjavanje koordinacione sfere (slika 4.31.).

Diedarski ugao izmedu prstenova B 1 C koji iznosi oko 9° ukazuje da je
kompleks skoro planaran (tabela 4.5.). Slaganje izmedu eksperimentalno dobijenih 1
teorijski izracunatih poloZaja apsorpcionih maksimuma 1 intenziteta traka je
zadovoljavaju¢e. Maksimum trake kompleksa, ¢ija je eksperimentalna vrednost na 420
nm, se u teorijski izraCunatom spektru nalazi na 397,4 1 404,7 nm. Traka na 397,4 nm
odgovara prelazima HOMO-LUMO (17 %), HOMO-1-LUMO (18 %) i HOMO-
LUMO+5(40 %), a traka na 404,7 nm prelazima HOMO-LUMO (25 %), HOMO-1-
LUMO+5 (23 %) 1 HOMO-1-LUMO (27 %) (slika 4.31.).

LUMO

HOMO-1 LUMO+5

Slika 4.31. Oblik odgovaraju¢ih HOMO i LUMO orbitala uklju¢enih u osnovni

elektronski prelaz gvozde(IlI)- kvercetin kompleksa stehiometrije 1:1%2'
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Nepotpuna korelacija izmedu eksperimentalnog i teorijskog spektra je verovatno
posledica ¢injenica da u alkalnoj sredini u gradenju kompleksa ucestvuje gvozde
hidroksid kao i moguénosti da u strukturi kompleksa ucestvuje gvozde u obliku

gvozde(Il) 1 gvozde(III) jona.

4.4.2. Strukturni parametri fisetina i nagradenih kompleksa

Najvazniji geometrijski parametri fisetina 1 gvozde(Ill)-fisetin kompleksa
dobijeni posle minimalizacije energije, predstavljeni su u tabelama 4.7. i 4.8. Rezultati
pokazuju da molekul fisetina u izolovanom stanju zauzima planarnu konfiguraciju sa
vrednoS¢u diedarskog ugla 1(O1-C2—C1'-C2'") od 0°. Struktura izolovanog fisetina je
stabilizovana sa dve intramolekulske vodoni¢ne veze: O3-H-04 = 1,944 A i O3'-H-
04' = 2,133 A. Prva intramolekulska veza je jaca i omoguéuje formiranje petoclanog
prstena koplanarnog sa hromonskim delom molekula, t (C2—-C3-0O3-H) = 179,9°.

Vrednosti entalpije disocijacije veze"***" za fisetin ukazuju da polozaji O3', O4'
1 O3 mogu biti reaktivna mesta fisetina. IzraCunavanja primenom B3LYP modela
pokazuju, kao i u slucaju kvercetina, da se strukture kompleksa stehiometrija 1:2 1 1:1
slaganje eksperimentalno dobijenih rezultata i teorijski izracunatih elektronskih spektara
kompleksa u stehiometriji 1:2, ¢ija je struktura optimizovana sa gvozde(Il) jonom, bilo
je bolje u odnosu na slaganje sa strukturom optimizovanom sa gvozde(IIl) jonom. Kod
kompleksa 1:1 stehiometrije bolje slaganje eksperimentalnih 1 teorijskih rezultata
dobijeno je optimizacijom strukture sa gvozde(IIl) jonom.

Kompleks stehiometrije 1:2 (gvozde:fisetin) gradi se preko C3-hidroksi-C4-
karbonilne grupe i moze biti u cis 1 trans konfiguraciji. U strukturu kompleksa
stehiometrije 1:2 dodata su dva molekula vode da bi se zadovoljila tetracdarska
koordinacija kompleksa na kome je izvrSena minimalizacija energije. Primenjeni
B3LYP model pokazuje da je trans oblik 1:2 kompleksa stabilniji (0,25 kcalmol™) od

cis oblika (0.46 kcalmol™). Iz razloga male energetske razlike izmedu frans i cis
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Tabela 4.1. Uglovi veza i diedarski uglovi (°) u strukturi molekula fisetina i kompleksa

izradunati primenom modela B3LYP/6-311+G(d,p)>"!

gvozactn-
gvozde(Il) -fisetin ~ gvozde(Il) -fisetin fisetin
veza fisetin
kompleks (1:2, cis) kompleks (1:2, trans)  kompleks
(1:1)

A(01-C2-C3) 118,91 120,25 120,27 118,79
A(C2-C3-C4) 122,37 118,95 118,80 122,21
A(C3-C4-C10) 115,82 118,80 118,91 116,16
A(C4-C10-C5) 122,82 123,46 123,54 123,19
A(C10-C5-C6) 120,73 120,70 120,73 120,86
A(C5-C6-C7) 119,71 119,79 119,82 119,66
A(C6—-CT7-C8) 120,87 120,88 120,85 120,85
A(C7-C8-C9) 118,59 118,67 118,69 118,56
A(C8-C9—C10) 121,72 121,62 121,66 121,88
A(C9-01-C2) 122,23 122,45 122,50 122,56
A(C1'-C2'-C3") 120,93 120,96 120,94 120,65
A(C2'-C3-C4") 119,73 119,80 119,80 119,72
A(C3-C4-C5") 119,94 119,91 119,93 118,62
A(C4'-C5'-C6") 120,52 120,61 120,60 120,36
A(C5-Co6-C1") 120,19 120,15 120,14 121,52
A(C6'-C1'-C2") 118,68 118,57 118,58 119,13
A(C6'—C1'-C2) 121,91 121,41 121,31 121,36
A(C2-C3-03) 123,58 125,38 125,30 123,57
A(C3-C4-04) 118,57 117,97 117,90 118,12
A(C2'-C3-0) 119,59 119,63 119,66 123,82
A(C3'-C4-0) 115,39 115,46 115,45 117,04
A(C6-C7-07) 121,92 121,74 121,75 121,95
A(C3-03-Fe) 111,14 111,24
A(C4-04-Fe) 112,24 111,80
A(C3-03'-Fe) 112,15
A(C4'-04'-Fe) 111,42
A(O3'-Fe-OH) 135,81
A(O4'-Fe-OH) 131,86
A(O3-Fe-04) 82,37 82,30
A(O3-Fe- -OH2) 89,69 94,28
A(O4-Fe- -OH2) 88,71 89,34
A(03(-Fe-03(») 178,60 179,97
A(O4(1)-Fe-04(2)) 177,99 179,97
A(O4(-Fe-03(») 97,15 97,70
1 (01-C2-C1'-C2") 179,97 178,09 178,44 179,77
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Tabela 4.2. DuZine veza (A) u molekulu fisetina i kompleksa izradunate primenom

modela B3LYP/6-31G(d,p)>'*!

gvozact.
gvozde(II)-fisetin gvozde(II) —fisetin fisetin
veza fisetin
kompleks (1:2, cis)  kompleks (1:2, trans)  kompleks
(1:1)

D(01-C2) 1,375 1,381 1,380 1,371
D(C2-C3) 1,366 1,388 1,391 1,372
D(C3-C4) 1,459 1,454 1,454 1,460
D(C4-C10) 1,451 1,438 1,437 1,445
D(C5—C10) 1,406 1,409 1,410 1,409
D(C5-C6) 1,379 1,377 1,377 1,377
D(C6—-C7) 1,410 1,412 1,412 1,412
D(C7-C8) 1,387 1,385 1,384 1,388
D(C8-C9) 1,395 1,397 1,397 1,393
D(C9-01) 1,357 1,348 1,347 1,357
D(C9-C10) 1,403 1,405 1,406 1,404
D(C1'-C2") 1,408 1,410 1,411 1,397
D(C2-C3") 1,384 1,384 1,384 1,404
D(C3'-C4") 1,402 1,402 1,402 1,459
D(C4-C5") 1,388 1,388 1,388 1,416
D(C5'-C6") 1,391 1,392 1,392 1,416
D(C6-C1") 1,391 1,408 1,409 1,375
D(C2-C1") 1,465 1,410 1,458 1,434
D(03-C3) 1,354 1,315 1,311 1,353
D(04-C4) 1,239 1,264 1,268 1,245
D(O7-C7) 1,362 1,364 1,364 1,357
D(04'- C4") 1,374 1,378 1,377 1,293
D(C3-03") 1,364 1,366 1,366 1,302
D(Fe-03") 2,010
D(Fe-0O4') 2,032
D(Fe-OH) 1,861
D(Fe-0O3) 1,993 1,991
D(Fe-0O4) 1,982 1,991
D(Fe-OH2) 2,067 2,054
D(O7-H) 0,963 0,963 0,963 0,965
D(03'-H) 0,966 0,966 0,966
D(0O4'-H) 0,962 0,962 0,962
DH(O3'-H-O4") 2,133 2,158 2,157
DH(O3-H-OH)1
DH(O4-H-OH)1
DH(O3-H-OH)2 2,124
DH(O4-H-OH)2
DH(O4-H-O3) 1,944 1,981
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konfiguracije, oba izomerna oblika su koriS¢ena za dalja ispitivanja.

Gradenjem kompleksa fisetina sa gvoZzdem dolazi do gubitka protona
hidroksilnih grupa, raskidanja vodoni¢nih veza i promena njihove duzine. U planarnoj
strukturi 1:2 kompleksa (tabela 4.7.) gvozde(II) vezuje dva molekula fisetina (preko O3
1 O4 atoma) 1 dva molekula vode. Primenjeni model, pokazuje da gradenjem kompleksa
veze C3—C4, C4-C10 1 C3— O3 postaju krace, dok veze C2-C3 i C4-0O4 postaju duze
u poredenju sa duzinom u izolovanom molekulu fisetina (tabela 4.8.).

IzraCunati elektronski spektri 1:2 gvozde(Il)-fisetin kompleksa i optimizovane
strukture izomernih oblika kompleksa su prikazani na slici 4.32. Korelacija izmedu

dobijenih i1 predvidenih polozaja apsorpcionih maksimuma i intenziteta traka je dobra.
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Slika 4.32. Geometrijski optimizovana struktura frans 1 cis gvozde(Il)-fisetin

kompleksa (1:2) i izra¢unati elektronski spektri®"!

Polozaj apsorpcionog maksimuma kompleksa, ¢ija je eksperimentalna vrednost na 413

nm, se u teorijski izracunatom spektru (primenom B3LYP modela) nalazi na 405,9
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(trans oblik) 1 402,3 nm (cis oblik). Prelaz koji odgovara maksimumu frans oblika
kompleksa je HOMO-4—LUMO prelaz (55 %) pridruzen sa HOMO-3—LUMO+1
prelazom (35 %). Maksimum cis oblika kompleksa odgovara prelazu HOMO-
3—-LUMO+1 (78 %) kome je pridruzen i HOMO-4—LUMO prelaz (14 %).
Apsorpcioni maksimum na 400 nm odgovara tzv. metal-ligand prelazu sa prenosom
naelektrisanja. Oblik odgovarajucih orbitala ukljuc¢enih u prelaz, prikazan na slici 4.33,
potvrduje da su prelazi pradeni znacajnim prenosom naelektrisanja od metala ka
ligandu.

Gradenjem gvozde(Ill)-fisetin kompleksa u stehiometriji 1:1, kao i u slucaju
gradenja gvozde(Ill)-kvercetin kompleksa iste stehimetrije, dolazi do gubitka protona
kateholne grupe i raskidanja vodoni¢nih veza. Koordinacija gvozde(Ill) jona neznatno
menja strukturu fisetina. Veze C3'- O3'1 C4'— O4' postaju krace, dok samo veza C3'-
C4' postaje duza u poredenju sa duzinom u izolovanom molekulu fisetina. Da bi se
popunila koordinaciona sfera gvozda u strukturu ovog kompleksa dodata je jedna
hidroksilna grupa. Geometrijski optimizovane strukture 1:1 gvozde(Ill) kompleksa i
izraCunati elektronski spektri prikazani su na slici 7.8. u prilogu 5. Korelacija
eksperimentalno dobijenih i teorijski izracunatih poloZaja apsorpcionih maksimuma i
intenziteta traka nije zadovoljavaju¢a. Maksimum trake kompleksa, Ccija je
eksperimentalna vrednost na 420 nm, se u teorijski izracunatom (koris¢enjem B3LYP -
model) spektru nalazi na 387,9; 396,8; 398,1 1 411,6 nm. Trake uglavnom odgovaraju
slede¢im prelazima: na 411,6 nm HOMOa—LUMOua (23 %), HOMO-1o—LUMOu«
(16 %), HOMOB—LUMO+1B (19 %), HOMO-13—LUMO+1B (15 %) i HOMO
4—LUMOB (14 %), na 398,1 nm HOMO-7—LUMO (23 %), HOMO-6—LUMOR
(15 %) i HOMO-4p—LUMOB (43 %), na 396,8 nm HOMO-7—LUMOB (32 %),
HOMO-63—LUMOS (22 %), HOMO-5—LUMOg (10 %) i HOMO-4—LUMOS (20
%), na 387,9 nm HOMO-10—LUMOa (16 %), HOMO-13—LUMO+1B (15 %) i
HOMOB—LUMO+IB (48 %) (slika 7.9. prilog 6). Takode treba napomenuti da
218

uzimanje u obzir uticaja rastvaraca u izracunavanjima parametara ovih sistema®® nije

dalo zadovoljavajuce rezultate.
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Najverovatniji razlog neslaganja eksperimentalnih 1 teorijskih rezultata
predstavlja zaostali paramagnetizam kompleksa koji je izrazito velik za nisko-spinske

,.dijamagnetne* centre gvozda. U literaturi postoje brojni primeri ovog fenomena'®'**%,

4.4.3. Strukturni parametri morina i nagradenih kompleksa

Najvazniji geometrijski parametri morina 1 2:1 gvozde(Il)-morin kompleksa
dobijeni posle minimalizacije energije, su prikazani su u tabelama 4.9. i 4.10. Rezultati
pokazuju da, za razliku od kvercetina i fisetina, molekul morina u izolovanom stanju ne
zauzima planarnu konfiguraciju Sto potvrduje vrednost diedarskog ugla t1(O1-C2-C1'-
C2') od 38,2° (tabela 4.9.). Manja odstupanja od planarnosti ukazuju na spreenu
delokalizaciju $to je 1 uzrok manje stabilizacije radikalskih vrsta koje eventualno mogu
nastati izdvajanjem vodonika sa hidroksilnih grupa molekula morina'®!, Struktura
izolovanog molekula morina je stabilizovana sa tri intramolekulske vodoni¢ne veze:
03-H-04=2,031 A, O5-H-04 = 1,782 A i 02'-H-03'= 1,735 A od kojih je prva jaca
u odnosu na preostale dve veze, i omogucuje formiranje Setoclanog prstena.

Na osnovu literaturskih podataka o vrednostima entalpije disocijacije veze

morina[223, 224]

polozaj C3-OH moze se izdvojiti kao prva reaktivna pozicija u reakciji
kompleksiranja. Za teorijska izraCunavanja koriS€eni su rezultati stehiometrije
kompleksa i oksidacionog stanje gvozda koji su dobijeni analizom masenih spektara (v.
poglavlje 4.2.). lako je data analiza pokazala da i gvozde(Il) i gvozde(IlI) mogu uéi u
strukturu kompleksa bolje slaganje, teorijski izraCunatog (slika 4.34.) i eksperimentalno
dobijenog spektra kompleksa, se dobija optimizacijom strukture kompleksa sa
gvozde(II) jonom.

Kompleks gvozde(Il)-morin stehiometrije 2:1 moze se nagraditi preko C3-
hidroksi-C4-karbonilne grupe 1 C5-hidroksi-C4-karbonilne grupe. U neplanarnoj
strukturi 2:1 kompleksa (slika 4.34.) gvozde(Il) vezuje jedan molekul morina i dva
molekula metanola koji se dodaju radi optimizovanja tetraedarske strukture kompleksa.
Vezivanjem gvozde(Il) jona menja se struktura molekula morina tako da veze C2-Ol1,
C3-C4, C4-C10, C7-07, C4-04' i C2-C1' postaju krace, dok C2—-C3, C4-04 i C1'-C6'

veze postaju duze u poredenju sa duzinom u izolovanom molekulu morina (tabela 4.10.)
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Tabela 4. 3. Uglovi veza i diedarski uglovi (°) u strukturi molekula morina i kompleksa

izraCunati primenom modela M052X/6-31G(d,p)

gvozﬂei 1 ;—1’1’101‘11’1

veza morin MO052X/6-31G(d,p)

kompleks (2:1)
A(OI-C2-C3) 120,40 119,431 116,169
A(OI-C2-C1") 111,20 112,117 113,319
A(C3-C2-CI") 128,30 128,432 130,488
A(C2-C3-C4) 121,90 122,285 121,470
A(C2-C3-03) 120,20 122,875 122,162
A(C4-C3-03) 117,70 114,834 116,208
A(C3-03-Fe) 113,746
A(O3-Fe-OH-Me) 99,057
A(C3-C4-C10) 115,60 115,956 120,804
A(C3-C4-04) 120,10 118,887 115,026
A(C10-C4-04) 124,30 125,142 124,134
A(C4-C10-C5) 122,30 121,744 126,822
A(C4-C10-C9) 119,90 119,424 116,032
A(C5-C10-C9) 117,80 118,824 117,136
A(C10-C5-C6) 120,30 119,747 119,976
A(C10-C5-05) 120,00 120,543 121,605
A(C6-C5-05) 119,60 119,710 118,418
A(C5-05-Fe) 127,266
A(O5-Fe-OH-Me) 93,982
A(C5-C6-C7) 119,90 119,426 120,649
A(C6-C7-CB) 121,60 122,279 120,989
A(C6-C7-07) 121,30 121,151 122,406
A(C8-C7-07) 117,10 116,570 116,605
A(C7-C8-C9) 117,10 117,521 117,728
A(OI-C9-C10) 121,20 120,673 120,299
A(OI-C9-CB) 115,50 117,122 116,178
A(C10-C9-C8) 123,30 122,203 123,520
A(C2-CI'-C2") 123,90 123,740 125,657
A(C2-CI'-C6") 118,50 118,043 117,006
A(CI'-C2'-C3") 120,60 119,696 120,167
A(CI'-C2'-02") 122,50 124,396 124,090
A(C3'-C2'-02") 116,80 115,824 115,648
A(C2'-C3'-C4") 120,10 120,698 120,672
A(C3'-C4'-C5") 120,60 120,470 120,465
A(C3'-C4'-04") 122,00 122,246 123,120
A(C5'-C4'-04") 117,30 117,283 116,413
A(C4'-C5'-Co") 119,00 118,719 119,021
A(CI'-C6'-C5") 122,10 122,312 122,512
A(C2-01-C9) 120,80 122,176 125,181
1(C3-C2-C1'-C2") 43,4 38,20 26,45
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Tabela 4.4. DuZine veza (A) u molekulu morina i kompleksa izradunate primenom

modela M052X/6-31G(d,p)

gVOZAc(11)-morin

veza morin M052X/6-31G(d,p)
kompleks (2:1)

D(C2-01) 1,375 1,367 1,342
D(C2-C3) 1,355 1,356 1,404
D(C2-C1") 1,464 1,463 1,432
D(C3-C4) 1,455 1,446 1,391
D(C3-03) 1,372 1,366 1,363
D(O3-Fe) 1,779
D(Fe-OH-Me) 1,925
D(C4-C10) 1,438 1,433 1,413
D(C4-04) 1,258 1,250 1,360
D(C10-C5) 1,425 1,417 1,425
D(C10-C9) 1,396 1,403 1,415
D(C5-C6) 1,368 1,385 1,379
D(C5-05) 1,348 1,335 1,340
D(O5—Fe) 1,763
D(Fe—OH-Me) 1,942
D(C6-C7) 1,410 1,400 1,407
D(C7-C8) 1,396 1,393 1,395
D(C7-07) 1,349 1,351 1,331
D(C8-C9) 1,386 1,385 1,377
D(C9-01) 1,369 1,357 1,358
D(CI'-C2") 1,404 1,410 1,429
D(C2'-C3") 1,394 1,396 1,389
D(C2'-02") 1,370 1,348 1,341
D(C3'-C4") 1,376 1,386 1,391
D(C4'-C5") 1,394 1,399 1,412
D(C4'-04") 1,372 1,356 1,330
D(C5'-C6") 1,378 1,378 1,363
D(CI'-C6") 1,403 1,407 1,428
D(02'-H2'") 1,000 0,973 0,976
D(04'-H4") 0,913 0,962 0,964
D(0O3-H3) 0,845 0,976

D(O5-HS) 0,912 0,982

D(O7-H7) 0,877 0,962 0,964
DH(02'-H2'-03) 1,739 1,735 1,610
DH(03-H3-04) 2,287 2,031

DH(0O5-H5-04) 1,832 1,782
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Slika 4.34. Geometrijski optimizovana struktura gvozde(Il)-morin kompleksa (2:1) i
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izraunati elektronski spektar!

Slika 4.35. Oblik odgovaraju¢ih HOMO i LUMO orbitala uklju¢enih u osnovni

elektronski prelaz gvozde(Il)-morin kompleksa stehiometrije 2:12'°
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Korelacija eksperimentalno dobijenih 1 teorijski izraCunatih polozaja
apsorpcionih maksimuma je odli¢na. PoloZaj apsorpcionog maksimuma kompleksa, ¢ija
je eksperimentalna vrednost na 403 nm, se u teorijski izraCunatom spektru, primenom
MO052X, modela nalazi na 406 nm. Prelaz koji odgovara maksimumu kompleksa je
HOMO—LUMO (97 %). Traka na 400 nm odgovara metal-ligand prelazu sa prenosom
naelektrisanja. Oblik odgovarajuc¢ih orbitala, prikazan na slici 4.35., potvrduje da su

prelazi prac¢eni znac¢ajnim prenosom naelektrisanja od metala ka ligandu.

4.4.4. Strukturni parametri baikaleina i nagradenih kompleksa

Rezultati teorijskih izraCunavanja pokazuju da molekul baikaleina, kao i
kvercetin 1 fisetin, u izolovanom stanju zauzima planarnu konfiguraciju sa vrednos¢u
diedarskog ugla 1(O1-C2—-C1'—C2') od 0° (tabela 4.11.). Struktura izolovanog molekula
baikaleina je stabilizovana sa tri intramolekulske vodoni¢ne veze: O5-H-04 = 1.696 A,
06-H-05 = 2.285 A i O7-H-06 = 2.170 A (tabela 4.11.) Najniza BDE vrednost za
O6-H vezu pokazuje da je ova hidroksilna grupa prvo moguée reaktivno mesto u
reakciji kompleksiranja.

Koordinacija gvozde(Il) jona neznatno menja strukturu prstenova A i C. Veze
C2-C3, C6-C7, 04-C4 1 O5-CS5 postaju krace, dok veze C3—-C4, C4-C10, C5-CI10,
C5-C6, C9-01 i C9—CI10 postaju duze u poredenju sa duzinom u izolovanom molekulu
baikaleina. Gradenjem kompleksa gvozde(Il)-baikalein dolazi do gubitka jednog ili dva
protona hidroksilne grupe 1 raskidanja vodonic¢nih veza.

Kao 1 u slucaju kvercetina 1 fisetina struktura kompleksa baikaleina u
stehiometriji 1:1 optimizovana je sa gvozde(Il) jonom. Reakcija baikaleina i gvozde(II)
pracena je raskidanjem intamolekulskih vodoni¢nih veza. Optimizacija pretpostavljene
tri moguce strukture kompleksa pokazala je da se najbolja korelacija, izmedu
eksperimentalno dobijenog 1 teorijski izraCunatog elektronskog spektra, postize
vezivanjem gvozde(Il) za O6 1 OS5 atome prstena A molekula baikaleina (slika 4.36.).
Korelacija rezultata za preostala dva kompleksa, koja se grade preko O4-O5 i 06-O7

kiseonikovih atoma, se pokazala kao nezadovoljavajuca.
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Tabela 4.5. Uglovi veza i1 diedarski uglovi (°) u strukturi molekula baikaleina i

kompleksa izracunati primenom modela B3LYP/6-31G?'

CVOZACtI)- CVOZACUI)- ovozaet
baikalein baikalein baikalein
veza baikalein

kompleks kompleks kompleks

(04-05) (05-06) (06-07)
A (01-C2-C3) 121,4 120,5 120,9 121,1
A (C2-C3-C4) 121,6 121,3 122,9 121,7
A (C3-C4-C10) 115,3 117,6 114,8 115,8
A (C4-C10-C5) 121,0 123,6 124,4 121,4
A (C10-C5-C6) 119,8 118,9 119,2 119,3
A (C5-C6-C7) 122,8 121,3 121,9 120,4
A (C6-C7-C8) 121,2 120,6 120,2 121,0
A (C7-C8-C9) 118,0 118,2 117,9 117,7
A (C8-C9-C10) 122,3 122,8 124,2 122,9
A (C9-01-C2) 121,1 121,6 121,1 121,2
A (C1'-C2'-C3)) 120,5 120,4 120,7 120,6
A (C2-C3-C4) 120,3 120,3 120,3 120,3
A (C3-C4-C5Y) 119,6 119,7 119,5 119,5
A (C4-C5'-C6") 120,3 120,3 120,4 120,3
A (C5-C6'-C1Y) 120,5 120,4 120,6 120,6
A (C6'-C1'-C2") 118,7 118,9 118,6 118,6
A (C6'-C1'-C2) 121,0 120,8 121,2 121,0
A (C3-C4-04) 123,1 118,9 120,5 121,8
A (C10-C5-05) 121,6 124,3 125,8 120,0
A (C5-C6-06) 122,8 121,5 117,7 123,7
A (C6-C7-07) 119,6 119,9 119,2 115,6
A (C4-0O4-Fe) 123,5
A (C5-05-Fe) 138,0 109,2
A (C6-06-Fe) 107,9 109,2
A (C7-O7-Fe) 109,1
A (O4-Fe-05) 99,68
A (O5-Fe-06) 90,3
A (06-Fe-O7) 90,2
7 (01-C2-C1'-C6") -180,0 -180 -179,9 -179,9
T (C4-04-Fe-05) 0,036
T (C5-05-Fe-06)
T (C6-06-Fe-O7)
7 (01-C2-C1'-C2") 0,053 0,042 0,107 0,132
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Tabela 4.6. DuZine veza (A) u molekulu baikaleina i kompleksa izradunati primenom

modela B3LYP/6-31GP¥

CVOZAC(I)- CVOZACUI)- ovozaet-

baikalein baikalein baikalein
veza baikalein

kompleks kompleks kompleks

(04-05) (05-06) (06-07)
D(01-C2) 1,359 1,352 1,358 1,358
D(C2-C3) 1,365 1,368 1,357 1,362
D(C3-C4) 1,442 1,424 1,461 1,446
D(C4-C10) 1,450 1,435 1,465 1,443
D(C5-C10) 1,415 1,425 1,428 1,429
D(C5-C6) 1,390 1,394 1,407 1,389
D(C6-C7) 1,407 1,408 1,395 1,426
D(C7-CR8) 1,397 1,395 1,398 1,406
D(C8-C9) 1,390 1,388 1,391 1,388
D(C9-01) 1,371 1,369 1,378 1,377
D(C9-C10) 1,405 1,415 1,419 1,411
D(C1-C2" 1,407 1,407 1,406 1,407
D(C2'-C3") 1,393 1,393 1,394 1,394
D(C3-C4") 1,396 1,396 1,396 1,396
D(C4'-C5") 1,398 1,398 1,398 1,398
D(C5-C6") 1,392 1,391 1,392 1,392
D(C6-C1") 1,407 1,408 1,407 1,407
D(C2-C1") 1,475 1,470 1,478 1,476
D(04-C4) 1,260 1,286 1,243 1,264
D(05-C5) 1,350 1,339 1,331 1,354
D(06-C6) 1,370 1,363 1,367 1,364
D(O7-C7) 1,355 1,351 1,361 1,327
D(C4- Fe) 1,837
D(0O5-Fe) 1,807 1,861
D(O6-Fe) 1,811 1,803
D(O7-Fe) 1,860
DH(0O5-H-04) 1,696 1,665
DH(O6-H-05) 2,281 2,178
DH(O7-H-06) 2,166 2,170 2,176
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Slika 4.36. Geometrijski optimizovana struktura 1:1 gvozde(Il)-baikalein (O05-06)

kompleksa i izraGunati elektronski spektar®'¥

Polozaj apsorpcionog maksimuma kompleksa, ¢ija je eksperimentalna vrednost
na 356 nm, se u teorijski izraunatom spektru nalazi na 367 nm (slika 4.36.) §to je
zadovoljavajué¢i stepen slaganja. Prelaz koji odgovara maksimumu kompleksa je u
osnovi HOMO-2—LUMO+1 (33 %) prelaz kome se pridruzuju HOMO-2—LUMO (25
%) 1 HOMO-1-LUMO+3 (14 %) prelazi. Oblik orbitala molekula baikaleina

ukljucenih u prelaz prikazan je na slici 4.37.
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HOMO-2

LUMO+3
Slika 4.37. Oblik odgovarajuéih HOMO i LUMO orbitala uklju¢enih u osnovni

214]

elektronski prelaz gvozde(Il)-baikalein (O5-O6) kompleksa stehiometrije 1:1!

Teorijska izraCunavanja potvrdila su rezultate koji su dobijeni elektronskom
spektroskopijom 1 analizom maseni spektara kompleksa. Pokazano je da kvercetin 1
fisetin obrazuju komplekse stehiometrija 1:2 i 1:1 sa gvozde(Il) i gvozde(Ill) jonima.
Najbolje slaganje eksperimentalno dobijenih rezultata i teorijski izracunatih
elektronskih spektara postignuto je kod kompleksa gvozde(Il)-kvercetin i gvozde(II)-
fisetin u stehiometriji 1:2. U oba slucaja kompleks se obrazuje preko C3-hidroksi-C4-
karbonilne grupe. U slu¢aju kompleksa 1:1 stehiometrije, koji se gradi preko kateholne
grupe prstena B, najbolje slaganje eksperimentalnih i teorijskih rezultata dobijeno je
optimizacijom strukture sa gvozde(Ill) jonima. Kod morina najbolji rezultati su

postignuti optimizacijom strukture kompleksa stehiometrije 2:1 sa gvozde(II) jonom.
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Kompleks se moze nagraditi preko C3-hidroksi-C4-karbonilne grupe i C5-hidroksi-C4-
karbonilne grupe. U slucaju baikaleina najbolja korelacija, izmedu eksperimentalno
dobijenog 1 teorijski izraCunatog elektronskog spektra, postignuta je kod gvozde(II)-
baikalein kompleksa, u stehiometriji 1:1, koji se obrazuje vezivanjem gvozde(Il) za O6

1 O5 atome prstena A molekula baikaleina.

4.5. ANTIRADIKALSKA AKTIVNOST ISPITIVANIH FLAVONA
I NJIHOVIH GVOZPE(II) KOMPLEKSA

U drugom delu istrazivanja ispitivana je antiradikalska aktivnost odabranih
flavonskih molekula i nagradenih kompleksa prema stabilnim azot-centriranim (DPPH,

tempon) i kiseoni¢no-centriranim (hidroksil i superoksid) radikalskim vrstama.

4.5.1. Redukcija DPPH radikala

Antiradikalska aktivnost ispitivanih flavonoida 1 njihovih kompleksa sa
gvozdem ka stabilnom, azot centriranom, DPPH radikalu (v. sliku 3.4.) izrazava se
njihovom sposobnoséu da redukuju DPPH radikal prenosom protona sa neke od
hidroksilnih grupa molekula. Prenos protona od antioksidansa-flavonoida prati se
snimanjem promena apsorbancije DPPH u vremenu posle dodatka molekula flavona i
njihovih kompleksa. Kineti¢ke krive koje se dobijaju opisuju dva karakteristi¢na stupnja
redukcije. Prvi, pocetni deo krive, opisuje tzv. brzi stupanj reakcije u kojoj dolazi do
prenosa najlabilnijeg protona sa antioksidansa na DPPH radikal. Drugi stupanj odgovara
sporoj promeni apsorbancije rastvora sa povecanjem molskog udela komponenata i

predstavlja zaostalu aktivnost proizvoda degradacije.

4.5.1.1. Redukcija DPPH radikala molekulom kvercetina i

gvoZde(Ill)-kvercetin kompleksom

Na slici 4.38. predstavljene su zavisnosti apsorbancije rastvora kvercetina i
DPPH radikala u funkciji vremena pri razli¢itim molskim odnosima komponenata. Sa
slike se vidi da transfer najlabilnijeg protona kod kvercetina traje oko 350 s za niske

koncentracije kvercetina u rastvoru (molski odnos (kvercetin/DPPH) = 0,5; slika 4.38.).
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Slika 4.38. Zavisnost apsorbancije rastvora DPPH (50 uM) od vremena pri razli¢itim

molskim odnosima kvercetin/DPPH (molski odnosi prikazani na slici)™'¥
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Slika 4.39. Zavisnost apsorbancije rastvora DPPH (50 uM) od vremena pri razli¢itim

molskim odnosima (gvozde(Ill)-kvercetin)/DPPH (molski odnosi prikazani na slici)
Kako se povecava koncentracija kvercetina u rastvoru, vreme prenosa se

smanjuje, za molski odnos komponenata kvercetin/DPPH = 1 vreme je oko 150 s, a za

molski odnos kvercetin/DPPH = 2, vreme je oko 100 s. Plato koji se dostize posle
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odredenog vremena za sve koncentracije kvercetina ukazuje na to da proizvodi
degradacije kvercetina nemaju dalju sposobnost prenosa labilnih H atoma i redukovanja
DPPH radikala.

Kompleks gvozde(Ill)-kvercetin ne pokazuje isti trend promena kao Cist
molekul kvercetina u celom opsegu ispitivanih molskih odnosa. Pri manjim molskim
odnosima komponenata pad apsorbancije rastvora DPPH dostize plato za manje od 100
s (slika 4.39.). Za molske odnose (gvozde(Ill)-kvercetin)/DPPH > 2, apsorbancija
rastvora opada sporije bez dostizanja platoa ¢ak i posle pracenja kinetike u duzem
vremenskom intervalu (slika 4.39.). Manja brzina redukcije DPPH radikala moze biti
posledica sternih smetnji usled voluminoznosti kompleksa.

Maksimalni procenat redukovanog DPPH je priblizno 94 % (slika 4.40.) Sto
ukazuje na veliku efikasnost cistog kvercetina u redukciji DPPH radikala. Kako
koncentracija kvercetina raste to raste i procenat redukovanog DPPH do uspostavljanja
platoa kada dalje povecanje koncentracije kvercetina ne uti¢e na dalju redukciju DPPH.
Koncentracija kvercetina pri kojoj se dostize maksimum redukcije je 17,5 pM. Vrednost
parametra ECs, izrazenog u koncentraciji kvercetina iznosi 5,5 uM (tabela 4.13.) Sto

je mala vrednost i ukazuje na dobru antiradikalsku aktivnost kvercetina.
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% redukovanog DPPH
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Slika 4.40. Zavisnost procenta redukovanog DPPH u funkciji molskog odnosa
kvercetin-DPPH ([DPPH] = 50 uM). Umetnuta slika: Zavisnost procenta redukovanog
DPPH u funkciji molskog odnosa (gvozde(IlI)-kvercetin)/DPPH ([DPPH] = 50 uM)
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Kriva zavisnosti procenta redukovanog DPPH u funkciji molskog odnosa
komponenata kompleksa (umetnuta slika na slici 4.40.) pokazuje suprotan trend,
eksponencijalni pad sa porastom molskog odnosa komponenata. Maksimalni procenat
redukovanog DPPH kompleksom kvercetina (stehiometrije 1:1) je oko 80% i to je
vrednost koja se dostize pri niskim koncentracijama kompleksa (9,5 pM). Kako
koncentracija kompleksa raste u odnosu na koncentraciju DPPH procenat redukovanog
DPPH se smanjuje §to je verovatno posledica sternih smetnji. Vrednost parametra ECs,
izrazenog u koncentraciji gvozde(Ill)-kvercetin kompleksa iznosi 65,5 uM (tabela
4.13.) sto je oko deset puta visa koncentracija od koncentracije Cistog kvercetina. Ovaj
rezultat ukazuje na slabu antiradikalsku aktivnost kompleksa kvercetina.

Broj DPPH molekula redukovanih jednim molekulom kvercetina je ~ 4,54 §to je
vrednost karakteristicna za hinonske oblike fenoksi radikala antioksidanasa koji se
najverovatnije formiraju u reakcijama disproporcionisanja®*! i koji su i dalje u
mogucnosti da podlezu oksidaciji DPPH molekulima. Ovako velika vrednost broja
DPPH molekula redukovanih jednim molekulom kvercetina je takode potvrda njegove
izuzetno velike aktivnosti. Ista vrednost za gvozde(Ill)-kvercetin kompleks
(stehiometrije 1:1) je veoma mala i iznosi 0,38 §to moze da ukaze na: i) nemogucénost
regeneracije kateholne funnkcionalne grupe adicijom molekula rastvaraca®! ii)
formiranje inertnih dimera izmedu fenoksi radikala i1 preostalih roditeljskih molekula
kompleksa 1ili iii)) moguénost gradenja intermolekulskih vodoni¢nih veza izmedu
molekula kompleksa, pri ve¢im koncentracijama, Sto dovodi do inertnosti sistema.

Sposobnost prenosa protona, koja se u slucaju kompleksa kvercetina znacajno
smanjuje, dodatno potvrduje da su zajednicke strukturne karakteristike molekula, kao
Sto su C3-hidroksi, C4-karbonilna i C3'-C4' kateholna grupe znacajne za kompleksiranje

i ujedno antiradikalsku aktivnost flavonola.

4.5.1.2. Redukcija DPPH radikala molekulom fisetina i
gvozde(Ill)-fisetin kompleksom
Prelazak najlabilnijeg protona sa molekula fisetina na molekul DPPH, pri
molskim odnosima (fisetin/DPPH) = 0,2 1 0,5, traje i viSe od 900 s (slika 4.41.). Kako se
koncentracija fisetina u rastvoru povecava vreme prenosa se smanjuje i iznosi oko 250

1150 s za molske odnose 1 1 2 respektivno. Za molske odnose 3 1 4 vreme je oko 100 s.
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Slika 4.41. Zavisnost apsorbancije rastvora DPPH (50 uM) od vremena pri razliitim

molskim odnosima fisetin/DPPH (molski odnosi prikazani na slici)
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Slika 4.42. Zavisnost apsorbancije rastvora DPPH (50 uM) od vremena pri manjim i

veéim (umetnuta slika) molskim odnosima (gvozde(IlI)-fisetin)/DPPH (molski odnosi

prikazani na slici).
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Kompleks gvozde(Ill)-fisetin (stehiometrije 1:1) pokazuje isti trend promena
kao ¢ist molekul fisetina u celom opsegu ispitivanith molskih odnosa. Pri manjim
molskim odnosima komponenata plato se dostize za oko 100 s (slika 4.42.). Porastom
molskog odnosa vremenski interval se skracuje.

Maksimalni procenat redukovanog DPPH, koji odgovara vrednosti na platou

krive na slici 4.43. je priblizno 98 % $to je neSto veca vrednost u odnosu na vrednosti
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Slika 4.43. Zavisnost procenta redukovanog DPPH u funkciji molskog odnosa
fisetin/DPPH ([DPPH] = 50 uM). Umetnuta slika: Zavisnost procenta redukovanog

DPPH u funkciji molskog odnosa (gvozde(Ill)-fisetin)/DPPH ([DPPH] = 50 uM)

koju dostize kvercetin. Maksimalni procenat redukcije fisetina se medutim postize pri
koncentraciji fisetina od 65 uM S§to je oko Cetiri puta visa koncetracija u odnosu na
kvercetin. Trend porasta procenta redukcije DPPH gvozde(Il)-fisetin kompleksom je
isti kao i kod cistog fisetina (umetnuta slika na slici 4.43.). Maksimalni procenat
redukovanog DPPH kompleksom gvozde(IlI)-fisetin (stehiometrije 1:1) je oko 88% i to
je vrednost koja se dostiZe pri koncentraciji kompleksa od 17,5 uM §to je oko Cetiri puta
niza koncentracija od koncentracije ¢istog fisetina potrebnog za dostizanje platoa i Sto

ukazuje na vec¢u antiradikalsku aktivnost kompleksa u odnosu na ¢ist fisetin.
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Iako u svojoj strukturi fisetin poseduje hidroksi grupe na polozajima C3, C3' i
C4' (v. sliku 1.6.), koje doprinose stabilizaciji strukture fenoksi radikala, on pokazuje
vecu ECsy vrednost kao 1 manju vrednost broja redukovanih DPPH molekula u odnosu
na kvercetin i morin (tabela 4.13.). Broj redukovanih DPPH molekula jednim
molekulom fisetina je ~ 1,7 Sto je karakteristicna vrednost za formiranje fenoksi radikla
semihinonske i1 hinonske strukture tokom prvog, tzv. brzog, perioda redukcije DPPH
molekula. Mogucée objasSnjenje ovakog ponaSanja fisetina najverovatnije lezi u
nedostatku hidroksi grupe na polozaju C5 (v. sliku 1.6.) koja doprinosi antiradiklaskoj
aktivnosti. Broj redukovanih DPPH molekula jednim molekulom kompleksa je znatno
veci 1 iznosi 3,85 Sto je vrednost priblizna vrednosti ¢istog kvercetina (tabela 4.13.) 1
moze da ukaZze na moguénost regeneracije kateholne funkcionalne grupe koja znatno

doprinosi antiradikalskoj aktivnosti molekula.

4.5.1.3. Redukcija DPPH radikala molekulom morina i

gvoZde(Ill)-morin kompleksom

Prelazak najlabilnijeg protona sa molekula morina traje dva puta duze nego u
slucaju kvercetina (slika 4.44.), oko 900 s za niske koncentracije morina u rastvoru (pri

molskom odnosu (morin/DPPH = 0,5). Kako se koncentracija morina u rastvoru

0.20-
0.18-
0.16,
0.144%,

0.127

A (515 nm)

0.107 %

.
Oy e
\ 00
. 00
- ©-0-0.0.0.
0. . -0-0-0.6.0-0-0-
e | DoP000000000 -0-0-0-0-0:0-0-0:0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-000 ),
'® 000000
] o000 - veesee

0.067

0.04 T T 1 T T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

t(s)

Slika 4.44. Zavisnost apsorbancije rastvora DPPH (50 uM) od vremena pri razli¢itim

molskim odnosima morin/DPPH (molski odnosi prikazani na slici)®*'*
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Slika 4.45. Zavisnost apsorbancije rastvora DPPH (50 uM) od vremena pri manjim i

ve¢im (umetnuta slika) molskim odnosima (gvozde(IIl)-morin)/DPPH (molski odnosi

prikazani na slici)

povecava vreme prenosa se smanjuje i za molski odnos (morin/DPPH) = 2 iznosi oko
400 s, a za molski odnos (morin/DPPH) = 4 oko 250 s.

U slucaju kompleksa gvozde(Ill)-morin plato se dostize samo za male molske
odnose (kompleks/DPPH < 1). Sli¢no kao i kod kvercetina i gvozde(Ill)-kvercetin
kompleksa, pri molskim odnosima kompleks/DPPH > 1 (slika 4.45.) pad apsorbancije je
sporiji 1 plato se ne dostiZe ni pri duzim vremenskim intervalima.

Maksimalni procenat redukovanog DPPH radikala je 55 % (slika 4.46.) Sto
iznosi 65% aktivnosti kvercetina i ukazuje na smanjenu antiradikalsku aktivnost morina.
Ova vrednost se postize pri koncentraciji morina od 25,5 puM. Maksimalni procenat
redukovanog DPPH kompleksom gvozde(IlI)-morin je oko 11 % Sto ¢ini 14 % od
aktivnosti kompleksa gvozde(Ill)-kvercetin za isti molski odnos komponenata (0,5).
Kriva zavisnosti procenta redukovanog DPPH od molskog odnosa komponenata
(umetnuta slika na slici 4.46.) pokazuje, za razliku od drugih sistema, maksimum pri

koncentraciji kompleksa od oko 25 uM.
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Slika 4.46. Zavisnost procenta redukovanog DPPH u funkciji molskog odnosa
morin/DPPH ([DPPH] = 50 uM). Umetnuta slika: Zavisnost procenta redukovanog
DPPH u funkciji molskog odnosa (gvozde-morin)/DPPH ([DPPH] = 50 uM)

Iako su u pitanju dva izomerna molekula, koja imaju hidroksi grupu u polozaju
C3 (koja je poznata da favorizuje prenos H atoma, $to dovodi do stabilizacije strukture
radikala), razlika u antiradikalskoj aktivnosti kvercetina 1 morina se svakako moze
objasniti rasporedom hidroksi grupa u B prstenu molekula (v. slike 1.5. 1 1.7.).
Analizom rezultata prikazanih u tabeli 4.13. evidentno je da je morin slabiji
antioksidans u poredenju sa kvercetinom ali u rangu sa fisetinom uzimaju¢i u uvid ne
samo ECs, vrednosti ve¢ 1 vrednosti ostalih parametara. Broj DPPH molekula
redukovanih jednim molekulom morina iznosi 2 §to je vrednost karakteristicna za
hinonske oblike fenoksi radikala antioksidanasa koji ne podlezu daljoj oksidaciji
molekulima DPPH. Vrednosti ECs, i broj DPPH molekula redukovanih jednim
molekulom kompleksa morina nije bilo moguce odrediti iz razloga Sto redukcija DPPH

pod primenjenim eksperimentalnim uslovima nije dostigla 50 %.
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4.5.1.4. Redukcija DPPH radikala molekulom baikaleina i

gvoZde(Ill)-baikalein kompleksom

Prelaz najlabilnijeg protona sa baikaleina na molekul DPPH traje oko 350 s za
molski odnos baikalein/DPPH = 0,5. Kako se koncentracija baikaleina u rastvoru
povecava vreme prenosa se postepeno smanjuje i dostize 200 s za molski odnos

komponenata 1, 150 s za molski odnos komponenata 2 i oko 100 s za molske odnose 3 i
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Slika 4.47. Zavisnost apsorbancije rastvora DPPH (50 uM) od vremena pri razli¢itim

molskim odnosima baikalein/DPPH (molski odnosi prikazani na slici)

4 (slika 4.47.). Prelaz najlabilnijeg protona sa kompleksa gvozde(Ill)-baikalein
(stehiometrije 1:1) na DPPH (slika 4.48.) traje, u poredenju sa svim ostalim flavonima i
njihovim kompleksima, najkra¢e i iznosi oko 100 s za molski odnos (gvozde-
baikalein)/DPPH = 0,5, oko 50 s za molski odnos 1 i oko 30 s za molski odnos
komponenata 2.

Maksimalni procenat redukovanog DPPH je 89 % (slika 4.49.) i dostize se pri
koncentraciji baikaleina od 45 pM. Ponasanje gvozde(Ill)-baikalein kompleksa
(stehiometrije 1:1) je sasvim drugacije (umetnuta slika na slici 4.49.). Maksimalni
procenat redukovanog DPPH kompleksom gvozde(IlI)-baikalein (stehiometrije 1:1) je,

kao 1 u slu€aju kompleksa gvozde(Ill)-kvercetin, oko 80 % i to je vrednost koja se
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dostize pri niskim koncentracijama kompleksa (10 uM) Sto je priblizno vrednosti
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Slika 4.48. Zavisnost apsorbancije rastvora DPPH (50 uM) od vremena pri razli¢itim

molskim odnosima (gvozde(IIl)-baikalein)/DPPH (molski odnosi prikazani na slici)
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Slika 4.49. Zavisnost procenta redukovanog DPPH u funkciji molskog odnosa
baikalein/DPPH ([DPPH] = 50uM). Umetnuta slika: Zavisnost procenta redukovanog
DPPH u funkciji molskog odnosa (gvozde- baikalein)/DPPH ([DPPH] = 50uM)
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koncentracije gvozde(Ill)-kvercetin kompleksa (9,5 pM). Kako koncentracija
kompleksa raste u odnosu na koncentraciju DPPH procenat redukovanog DPPH se
smanjuje Sto je verovatno posledica sternih smetnji.

Vrednost parametra ECso, izrazenog u koncentraciji baikaleina iznosi 7 pM
(tabela 4.13.) S§to je priblizno jednako vrednosti za kvercetin i ukazuje na dobru
antiradikalsku aktivnost ¢istog baikaleina. S obzirom da prsten B u strukturi baikaleina
(vsliku 1.9.), koji se smatra odgovornim za antioksidativnu efikasnost flavona, nije
supstituisan, izracunati parametri u tabeli 4.13. ukazuju na vaznost i drugih strukturnih
parametara u ispoljavanju antioksidativnosti molekula Sto bi u sluc¢aju baikaleina
svakako bila pirogalol struktura prstena A. Vrednost parametra ECs, za kompleks
baikaleina je oko osam puta ve¢i i iznosi 52,5 uM.

Broj DPPH molekula redukovanih jednim molekulom baikaleina je ~ 3,6 §to je
vrednost karakteristicna za hinonske oblike fenoksi radikala antioksidanasa, koji se

najverovatnije formiraju u reakcijama disproporcionisanja/**”!

, 1 koji su i dalje u
mogucnosti da podlezu oksidaciji DPPH molekulima. Ista vrednost za kompleks
gvozde(Ill)-baikalein (stehiometrije 1:1) je veoma mala i iznosi 0,48 §to najverovatnije
ukazuje na uticaj sternih smetnji na stabilizaciju fenoksi radikala. Uzrok ovako male
vrednosti broja redukovanih DPPH molekula od strane kompleksa moze biti i
formiranje inertnih dimera izmedu fenoksi radikala i preostalih roditeljskih molekula

kompleksa ili moguénost gradenja intermolekulskih vodoni¢nih veza izmedu molekula

kompleksa pri ve¢im koncentracijama Sto takode uzrokuje inertnost sistema.

Tabela 4.1. ECs, vrednosti, antiradikalska snaga, stehiometrija i broj redukovanih

molekula DPPH molekulima flavona i njihovih kompleksa

BroTeT
flavon / kompleks ECso ECso antirad. stechiom.  molekula
(M) snaga DPPH
kvercetin/kompleks® 0,11/1,31  5,5/65,5 9,09/0,76  0,22/2,61 4,54/0,38
fisetin/kompleks” 0,29/0,13  14,5/6,5 3,44/7,69 0,58/0,26  1,72/3,85
morin/kompleks® 0,25/- 12,5/- 4,02/- 0,50/- 2,00/-

baikalein/kompleks* 0,14/1,05 7,0/52,5 7,14/0,95 0,28/2,10 3,57/0,48

a - gvozde(III)-kvercetin (stehiometrije 1:2)

b - gvozde(IIl)-fisetin (stehiometrije 1:2)
¢ - gvozde(IIT)-morin (stehiometrije 2:1)

d - gvozde(Ill)-baikalein (stehiometrije 1:1)
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Na osnovu strukture molekula flavona i kvantitativnih parametara antiradikalske
aktivnosti datih u tabeli 4.13. moze se potvrditi direktni uticaj strukture molekula na
antiradikalsku aktivnost. Rezultati su pokazali da je najefikasniji antioksidans prema
DPPH radikalu kvercetin, sledi kompleks gvozde(III)-fisetin, baikalein, morin, fisetin,
kompleksi  gvozde(Ill)-baikalein 1 gvozde(Ill)-kvercetin. Doprinos povecanju
antiradikalske aktivnosti veceg broja elektron donorskih substituenata, prvenstveno C3-
hidroksi, C4-karbonilne i C3'-C4' kateholne grupe, objasnjava najvecu antiradikalsku
snagu molekula kvercetina u odnosu na ostala ispitivana jedinjenja. Morin, iako je
strukturni izomer kvercetina pokazao je nizu antiradikalsku snagu u odnosu na
kvercetin, ali u rangu sa fisetinom, Sto dodatno potvrduje doprinos kateholne grupe
prstena B antiradikalskoj aktivnosti. Fisetin je, iako u strukturi poseduje C3-hidroksi,
C4-karbonilnu kao i C3'-C4' kateholnu grupu, pokazao nizu antiradikalsku aktivnost od
ostalih molekula §to se moze objasniti manjim brojem hidroksilnih grupa kao i uticajem
C5-hidroksi na antiradikalsku aktivnost. Baikalein je pokazao nizu antiradikalsku snagu
od kvercetina a veéu u odnosu na ostale ispitivane molekule $to ukazuje na vaznost
pirogalol struktura prstena A u ispoljavanju antiradikalske aktivnosti. Antiradikalska
snaga kompleksa ispitivanih molekula manja je u poredenju sa slobodnim molekulima

(42441 zuzetak je

liganada, S§to je u suprotnosti sa nekim literaturskim podacima
kompleks gvozde(IlI)-fisetin koji je pokazao vecu antiradikalsku aktivnost u odnosu na

slobodne molekule baikaleina, morina i fisetina.

4.5.2. Degradacija 2-deoksiriboze molekulima flavona

4.5.2.1. Degradacija 2-deoksiriboze molekulom kvercetina

Oksidativna degradacija 2-deoksiriboze indukovana Fentonovim reagensom
prikazana je na slici 4.50. Niza koncentracija kvercetina (0,05 mM) smanjuje
koncentraciju malonaldehid-TBA kompleksa oko 27 % u prisustvu maksimalne
koncentracije gvozda(Il) jona (35 uM). Pri koncentraciji kvercetina od 0,1 mM

koncentracija malonaldehid-TBA kompleksa se smanjuje za oko 87 %.
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Slika 4.50. Zavisnost absorbancije malonaldehid-TBA kompleksa na 532 nm u funkciji
razliCitih koncentracija gvozde(Il) jona u odsustvu i prisustvu kvercetina razlicitih

koncentracija (koncentracije kvercetina navedene na slici)™'®
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Slika 4.51. Grafik zavisnosti absorbancije malonaldehid-TBA kompleksa na 532 nm u
funkciji razli¢itih koncentracija gvozde(Il) jona u odsustvu 1 prisustvu ekvimolarnih

koncentracija EDTAR'
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Slika 4.52. Grafik zavisnosti absorbancije malonaldehid-TBA kompleksa na 532 nm u
funkciji razli¢itih koncentracija gvozde(Il) jona u odsustvu i prisustvu EDTA i

kvercetina razli¢itih koncentracija (koncentracije navedene na slici)

Mehanizam po kojem kvercetin umanjuje efekat Fentonove reakcije ispitivan je
u prisustvu 1 odsustvu EDTA, molekula koji je poznati helator gvozde(Il) jona.
Postepenim dodatkom ekvimolarnih kolicina EDTA u reakcioni sistem (slika 4.51.),
Fentonova reakcija se skoro u potpunosti gasi (do 88 %) ukazujuéi da je kompleksiranje
gvozde(Il) jona 1 molekula EDTA klju¢ni faktor eliminisanja gvozda iz sistema a time 1
zaustavljanja Fentonove reakcije.

U slucaju kada se u sistem ne dodaju ekvimolarne koncentracije EDTA slika se
menja, hidroksil radikal se generiSe u Fentonovoj reakciji ali ne istom brzinom kao kada
je u sistemu prisutan samo gvozde(Il) jon (slika 4.52., kriva m). Kada se u sistem
dodaju zajedno kvercetin i EDTA generisanje hidroksil radikala je na nizem nivou (slika
4.52, kriva A) u odnosu na to kada je prisutan samo EDTA (slika, 4.52, kriva ®) Sto
ukazuje na to da je u prisustvu jaceg helatora glavni mehanizam antioksidativne
aktivnosti kvercetina kompleksiranje gvozde(Il) jona a ne zahvat hidroksil radikala. Ova
¢injenica je takode potvrdena i tzv. merenjima konkurentnosti EDTA 1 kvercetina (v.

poglavlje 4.1.7., slika 4.15.).
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4.5.2.3. Degradacija 2-deoksiriboze molekulom fisetina

Na slici 4.53. prikazano je delovanje fisetina na degradaciju 2-deoksiriboze

izazvanu dejstvom Fentonovog reagensa. Niza koncentracija fisetina (0,2 mM) smanjuje
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Slika 4.53. Grafik zavisnosti absorbancije malonaldehid-TBA kompleksa na 532 nm u

funkciji razli¢itih koncentracija gvozde(II) jona u odsustvu i prisustvu fisetina razli¢itih

koncentracija (koncentracije navedene na grafiku).

koncentraciju malonaldehid-TBA kompleksa oko 27 % u prisustvu maksimalne
koncentracije gvozda(Il) jona (35 uM). Pri koncentraciji fisetina od 0,3 mM
koncentracija se smanjuje za 48 % a pri koncentraciji od 0,5 mM za 78 %.

Mehanizam po kojem fisetin umanjuje efekat Fentonove reakcije ispitivan je
takode u prisustvu 1 odsustvu molekula EDTA. U slucaju kada se u sistem ne dodaju
ekvimolarne koncentracije EDTA slika se menja u odnosu na sliku koja se dobija u
prisustvu ekvimolarnih koncentracija fisetina (slika 4.54.). Prilikom istovremenog
dodavanja fisetina i EDTA generisanje hidroksil radikala je na nizem nivou (slika 4.54.,

kriva ®) u odnosu na to kada je prisutan samo EDTA (slika 4.54., kriva o) §to
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Slika 4.54. Grafik zavisnosti absorbancije malonaldehid-TBA kompleksa na 532 nm u
funkciji razlicitih koncentracija gvozde(II) jona u odsustvu i prisustvu EDTA 1 fisetina

razli¢itih koncentracija (koncentracije navedene na grafiku)

ukazuje da je u prisustvu jakog helatora glavni mehanizam antiradikalske aktivnosti
fisetina, kao i1 kod kvercetina, kompleksiranje gvozda(Il) jona a ne zahvat hidroksil

radikala.

4.5.2.4. Degradacija 2-deoksiriboze molekulom morina

Na slici 4.55. prikazano je delovanje morina na degradaciju 2-dezoksiriboze
izazvanu dejstvom Fentonovog reagensa. Koncentracija morina od 0,15 mM smanjuje
koncentraciju malonaldehid-TBA kompleksa oko 47 % u prisustvu maksimalne
koncentracije gvozda(Il) jona (35 uM). Pri koncentraciji morina od 0,2 mM

koncentracija se smanjuje za 92 % .
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Slika 4.55. Grafik zavisnosti absorbancije malonaldehid-TBA kompleksa na 532 nm u

funkeciji razli¢itih koncentracija gvozda(Il) jona u odsustvu i prisustvu morina razli¢itih

koncentracija (koncentracije morina navedene na grafiku)
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Slika 4.56. Grafik zavisnosti absorbancije malonaldehid-TBA kompleksa na 532 nm u

funkeciji razlicitih koncentracija gvozda(Il) jona u odsustvu i prisustvu EDTA i morina

razli¢itih koncentracija (koncentracije navedene na grafiku)!
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Morin (u odsustvu EDTA) inhibira degradaciju dezoksiriboze do 92 % (slika.
4.56., kriva A) ali sa koncentracijama koje su za dva reda veli¢ine vece od
koncentracije EDTA. Rezultati pokazuju da je i kompleksiranje gvozda(Il) sa morinom
takode kljucan faktor inhibicije Fentonove reakcije morinom. Dodatkom molekula
EDTA (slika 4.56., kriva o), gradi se hidroksil radikal ali ne istom brzinom kao u
slucaju kada je u sistemu prisutno samo gvozde(Il) jon (slika 4.56, kriva m). Kada se u
sistem dodaju zajedno morin i EDTA (slika 4.56, kriva ) pad absorbancije
malonaldehid-TBA kompleksa je manje u odnosu kada je u sistemu prisutan samo
EDTA (slika 4.56., kriva o) Sto ukazuje da je u prisustvu jaCeg helatora glavni

mehanizam antiradikalske aktivnosti morina zahvat hidroksil radikala.

4.5.2.5. Degradacija 2-deoksiriboze molekulom baikaleina

Delovanje baikaleina na degradaciju 2-deoksiriboze izazvanu dejstvom

Fentonovog reagensa prikazano je na slici 4.57. Koncentracija baikeleina od 0,1 mM
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Slika 4.57. Grafik zavisnosti absorbancije malonaldehid-TBA kompleksa na 532 nm u
funkciji razli¢itih koncentracija gvozda(Il) jona u odsustvu i1 prisustvu baikaleina

razli¢itih koncentracija (koncentracije baikaleina navedene na grafiku)
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smanjuje koncentraciju malonaldehid-TBA kompleksa oko 42 % wu prisustvu
maksimalne koncentracije gvozda(Il) jona (35 uM). Pri koncentraciji baikaleina od 0,15

mM koncentracija se smanjuje za 53 % a pri koncentraciji od 0,2 mM za 91 %.
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Slika 4.58. Grafik zavisnosti absorbancije malonaldehid-TBA kompleksa na 532 nm u
funkciji razlic¢itih koncentracija gvozda(Il) jona u odsustvu i prisustvu EDTA i

baikaleina razli¢itih koncentracija (koncentracije navedene na grafiku)

Mehanizam po kojem baikalein umanjuje efekat Fentonove reakcije ispitivan je
takode u prisustvu 1 odsustvu EDTA. Prilikom istovremenog dodavanja baikaleina i
EDTA (slika 4.58., kriva @) pad absorbancije malonaldehid-TBA kompleksa je veci
nego kada je u sistemu prisutan samo EDTA (slika 4.58., kriva o) $to ukazuje da je
glavni mehanizam antiradikalske aktivnosti baikaleina, kao 1 kod fisetina 1 kvercetina,

kompleksiranje gvozda(Il) jona a ne zahvat hidroksil radikala.

Rezultati degradacije 2-deoksiriboze molekulima flavona potvrduju rezultate
,konkurentnih merenja“ (v. poglavlje 4.1.7) koji pokazuju da je u prisustvu jaceg
helatora glavni mehanizam antiradikalske aktivnosti kvercetina, fisetina i baikaleina
prema hidroksil radikalu, kompleksiranje gvozde(Il) jona. Za razliku od ostalih flavona,
dominantan mehanizam antiradikalske aktivnosti morina je zahvat hidroksil radikala.

Razlog u odstupanju morina od mehanizma koji je utvrden kod ostalih ispitivanih
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molekula moze se objasniti ne planarnom konfiguracijom ovog molekula u izolovanom
stanju koja otezava obrazovanje kompleksa sa gvozde(Il) jonom a favorizuje

mehanizam zahvata radikala.

45.3. EPR spektroskopska merenja redukcije DPPH, tempona, hidroksil i
superoksid anjon radikala molekulima flavona

Antiradikalska aktivnost ispitivanih molekula i njihovih kompleksa sa gvozdem,
prema stabilnim azot centriranim (DPPH i tempon) i kiseoni¢no centriranim radikalima
(hidroksil 1 superoksid anjon radikalu) odredena je i primenom EPR spektroskopije.

Na slikama 4.59. 1 4.60. prikazani su EPR spektri DPPH radikala i tempona pre i
posle dodavanja flavonoida i1 njihovih kompleksa, respektivno. Posle dodatka flavona
posmatrani signali se gase u razli¢itom stepenu ukazujuci na razli¢ite antiradikalske
aktivnosti (AA) ispitivanih jedinjenja. AA je odredena u odnosu na relativnu visinu pika
oznacenog tackom na slikama 4.59. 1 4.60. Izracunata AA prema DPPH u saglasnosti je
sa rezultatima spektrofotometrijskog DPPH testa.

Hidroksil radikali koji su generisani u Fentonovom reakcionom sistemu (v.
poglavlje 3.2.4.), sa DEPMPO molekulom kao spin trapom, grade stabilne spin adukte
DEPMPO/OH karakteristicnog EPR signala prikazanog na slici 4.61. Rezultati
pokazuju da dodatak flavona u Fentonov reakcioni sistem smanjuje koli¢inu
DEPMPO/OH adukta. AA je izra¢unata u odnosu na relativnu visinu tre¢eg pika u EPR
spektru spin adukta (oznacen sa tackom na slici 4.62.).

Superoksid anjon radikal, generisan u ozratenom riboflavin-EDTA sistemu
(v. poglavlje 3.2.4.), daje karakteristican EPR signal DEPMPO/OOH adukta (slika
4.62.). Dodatak flavona riboflavin-EDTA sistemu takode smanjuje koli¢inu formiranog
DEPMPO/OOH adukta u razli¢itom stepenu. AA je izracunata u odnosu relativnu visinu
Cetvrtog pika EPR spektra adukta (oznacenog sa taCkom na slici 4.63.).

Pouzdane rezultate za AA kompleksa flavonoida sa gvozdem prema hidroksil i
superoksid anjon radikalu nije bilo moguce dobiti iz razloga $to je reakcioni sistem
sadrzavao gvozde u slucaju hidroksil radikala, odnosno jak helator EDTA u slucaju
superoksid anjon radikala.

AA aktivnost ispitivanih flavonoida i njihovih kompleksa prema razlicitim

radikalima prikazana u tabeli 4.14.
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a) DPPH

b) DPPH + kvercetin wwwwwwwwwm

C) DPPH + (gVOide(II)-kVerCetin)kompleks MM
10G
d) DPPH + fisetin ’"“N\/\/\/\W

¢) DPPH + (gvozde(IIT)-fisetin)ompicks WWW

f) DPPH + morin W"/\/\/\W»q:x

10G

g) DPPH + (gvozde(IIl)-morin)iompicks

10G

h) DPPH + baikalein

10G

1) DPPH + (gvozde(II)-baikalein)xompicks

Slika 4.59. EPR spektri DPPH radikala pre i posle dodavanja flavonoida i njihovih
gvozde(IIl)-kompleksa
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10G

a) tempon

106

b) tempon + kvercetin

¢) tempon + (gvozde(II)-kvercetin)iomplcks o

%

10G

d) tempon + fisetin

e) tempon + (gvozde(II)-fisetin)kompleks ==

=
Q

f) tempon + morin

g) tempon + (gvozde(III)-morin)kompicks g

h) tempon + baikalein 106

1) tempon + (gvozde(II)-baikalein)iompleks -

%

Slika 4.60. EPR spektri tempona pre i posle dodavanja flavonoida i njihovih
gvozde(III)-kompleksa
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a) DEPMPO/OH adukt WWWWMW
b) DEPMPO/OH adukt+ kvercetin st b s g

d) DEPMPO/OH adukt + fisetin WWWWWWMW
° 20G

f) DEPMPO/OH adukt+ morin el L P e

h) DEPMPO/OH adukt+ baikalein WWWWMNWWWOT?W

Slika 4.61. EPR spektri DEPMPO/OH adukta pre i posle dodavanja flavonoida

a) DEPMPO/OOH adukt 20G

b) DEPMPO/OOH adukt + kvercetin WWW

d) DEPMPO/OOH adukt + fisetin WMWM

206

f) DEPMPO/OOH adukt + morin

20G
h) DEPMPO/OOH adukt + baikalein WJMWWW

Slika 4.62. EPR spektri DEPMPO/OOH adukta pre i posle dodavanja flavonoida
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Tabela 4.1. Antiradikalska aktivnost flavonoida i gvozde-flavonoid kompleksa

Antiradikalska aktivnost (% redukcije)

£ =
I3} £ .E =
Jedinjenje E t% g §
s Sz = 2 Ez g Eu
5 84 = R85 = S35 = =S+=
5 B©E B S g g 8 g X S g
> > 5 7] > S s S = > S
i Eo 2 =) Eo 2 g Eo 2 © Eo 2
DPPH 88+16 46+8 49+8 76+22 56+10 31+5 68+8 48+16
Tempon 23+2  20+1 22+2 25+3 40+4 161 3343 15+1
DEPMPO-OH a a a a
(hidroksil radikal) 3720 n.o. 30+£13 n.o. 36+16 n.o. 35+16 n.o.
DEPMPO-OOH
(superoksid anjon  55+12 n.o.* 49+10 n.0." 3446 n.0." 42+8 n.o.
radikal)
O, radikal 67+5 n.0* 572 n.o. 3442 n.o? 56+8 n.0.?

(elekrohem. test)

“n.o. nije odreden

Na osnovu rezultata antiradikalske aktivnosti koji su dati na tabeli 4.14. moZze se
potvrditi da antiradikalska aktivnost zavisi od tipa radikala i strukture antioksidansa.
Najvecu antiradikalsku aktivnost flavoni i njihovi kompleksi su pokazali prema
hidrofobnom DPPH radikalu, a najmanju prema temponu $to ukazuje da flavoni nisu
toliko efikasni antioksidansi prema hidrofilnim radikalima. Takode, i po vrednosti AA
prema hidroksil radikalu flavoni se mogu svrstati u red slabijih antioksidanasa. AA prati
redosled promena koji je uoc¢en u spektrometrijskom DPPH testu Sto je dodatna potvrda
uticaja strukture molekula na antiradikalsku aktivnost (v. poglavlje 4.5.1). Za razliku od
rezultata AA prema DPPH radikalu, antiradikalska aktivnost molekula koji nemaju
katehol grupu na prstenu B (morin i1 baikalein) prema temponu je ve¢a u odnosu na
ostala ispitivana jedinjenja. Takode, kompleksiranjem morina 1 baikaleina sa
gvozde(IIl) jonima smanjuje se aktivnost ovih molekula Sto ukazuje da je dominantan

mehanizam AA zahvat hidrofilnih radikala.
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Vrednosti antiradikalske aktivnosti flavona prema superoksid anjon radikalu
prate slede¢i redosled kvercetin > fisetin > baikalein > morin. Sli¢ne rezultate AA

prema superoksid anjon radikalu dala je cikli¢na voltametrija (v. poglavlje 4.5.4.).

45.4. Ciklovoltametrijsko ispitivanje antiradikalske aktivnosti ispitivanih

flavona ka superoksid anjon radikalu

Antiradikalska aktivnost 1 kinetika molekula flavonoida ka elektrohemijski
generisanom superoksid anjon radikalu ispitana je primenom cikli¢ne voltametrije (CV).
Na slikama 4.63. - 4.66. prikazani su ciklovoltamogrami zasi¢enog rastvora O, u
DMSO pre i posle dodavanja kvercetina, fisetina, morina i baikaleina. Evidentna je
pojava katodnog pred-pika Sto ukazuje na to da se reakcija ispitivanih flavona sa

superoksid anjon radikalom odvija po radikal-transfer mehanizmu:

0,+e = °0; (4. 1)
kf
"0;+AH—> HO+A" 4.2)

1 ukupnom reakcijom:

O,+e +2AH-> H,0+A" + ne radikalski produkti 4.3)

gde je AH molekul flavonoida.

Na ciklovoltamogramima se moze uociti smanjenje struje anodnog pika pod
dejstvom razli¢itih koncentacija flavonoida. Ova promena oznacava da se u reakciji sa
flavonom superoksid anjon radikal, koji je nastao u reversnom procesu (katodnom
redukcijom kiseonika), oksiduje do molekulskog kiseonika (reakcija prikazana na
slikama). Na taj nacin flavonoidi ispoljavaju svoje antiradikalsko dejstvo. Uporednom

analizom anodnog dela ciklovoltamograma (slike 4.63 — 4.66) moze se uociti smanjenje
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Slika 4.63. Ciklovoltamogrami zasi¢enog rastvora O, u DMSO i 0,1M BusNPF, pre (1)
i posle dodavanja kvercetina koncentracija: 0,196 mM (2); 0,385 mM (3); 0,566 mM

(4); 0,740 mM (5). Cikli¢ni voltamogrami su normalizovani strujom katodnog pika (ipc).

Katodna (generisanje ;) i anodna (oksidacija ~O;) reakcija navedena je na slici.

Gore: zavisnost Q,/Qana 0od koncentracije kvercetina
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Slika 4.64. Ciklovoltamogrami zasi¢enog rastvora O, u DMSO i 0,1M BusNPF, pre (1)
1 posle dodavanja fisetina koncentracija: 0,196 mM (2); 0,385 mM (3); 0,566 mM (4);

0,740 mM (5). Cikli€ni voltamogrami su normalizovani strujom katodnog pika (ipc).

Katodna (generisanje 'O;) i anodna (oksidacija 'O;) reakcija navedena je na slici.

Gore: zavisnost Q,/Qana 0d koncentracije fisetina
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Slika 4.65. Ciklovoltamogrami zasi¢enog rastvora O, u DMSO i 0,1M BusNPF, pre (1)
1 posle dodavanja morina koncentracija: 0,196 mM (2); 0,385 mM (3); 0,566 mM (4).

Cikli¢ni voltamogrami su normalizovani strujom katodnog pika (i,). Katodna
(generisanje 'O;) 1 anodna (oksidacija 'O;) reakcija navedena je na slici. Gore:

zavisnost Q,o/Q,na 0d koncentracije morina
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Slika 4.66. Ciklovoltamogrami zasi¢enog rastvora O, u DMSO i 0,1M BusNPF, pre (1)
i posle dodavanja baikaleina koncentracija: 0,196 mM (2); 0,385 mM (3); 0,566 mM

(4). Cikliéni voltamogrami su normalizovani strujom katodnog pika (ip.). Katodna
(generisanje "O;) i anodna (oksidacija ~O;) reakcija navedena je na slici. Gore:

zavisnost Q,,0/Qa.na 0d koncentracije baikaleina
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struje anodnog pika u razli¢itom stepenu Sto ukazuje na razliite vrednosti
antiradikalske aktivnosti ispitivanih jedinjenja. Antiradikalska aktivnost odredena je kao
nagib krive zavisnosti odnosa povrSine anodnog talasa posle (Qa,HA) i pre dodavanja
flavona (Qa,0) od koncentracije flavona (mM) (slike 4.63 — 4.66. gore). Utvrdena je
inverzna zavisnost Q,pa/Qa,0 od koncentracije dodatog polifenola, sa R > 0,99.
Antiradikalske aktivnosti ispitivanih flavonoida prema superoksid anjon radikalu
prikazane su u tabeli 4.14. zajedno sa rezultatima EPR merenja. Izracunate vrednosti su
u saglasnosti sa rezultatima EPR spektrometrije.

Ciklovoltametrijska ispitivanja potvrduju da je radikal- transfer (HAT) osnovni

mehanizam reakcije ispitivanih molekula sa °O;. To je u skladu sa literaturnim

[201

podacima Renea i saradnika™" koji su poredenjem eksperimentalnih i simuliranih

ciklovoltamograma, ispitivali kinetiku reakcije polifenola sa elektrohemijski

generisanim O, (u potenciodinamickim uslovima) i dokazali da polifenoli, koji radikal

transfer mehanizmom reaguju sa °O; , usled diortofenolne strukture pokazuju najvecu

antiradikalsku aktivnost. Delokalizacija elektrona koja je omogucena pogodnom
molekulskom strukturom kvercetina, prvenstveno postojanje konjugovane C2-C3-
dvostruke veze 1 C4-karbonilne grupe doprinosi najvecoj vrednosti antiradikalske
aktivnosti kvercetina. Sa druge strane, ne-planarna konformacija molekula morina,
potvrdena konformacionom analizom (v. poglavlje 4.4.3), sprecava delokalizaciju
elektrona Sto je i uzrok nize antiradikalske aktivnosti ovog molekula u poredenju sa
kvercetinom. Razlog utvrdene niZe antiradikalske aktivnosti fisetina u odnosu na
kvercetin najverovatnije lezi u nedostatku hidroksi grupe na polozaju C5 (v. sliku 1.6.)
koja doprinosi antiradikalskoj aktivnosti. Baikalein pokazuje najnizu vrednost
antiradikalske aktivnosti u poredenju sa flavonolima jer u svojoj strukturi nema hidroksi

grupu na polozaju C3 i kateholnu grupu prstena B (v. sliku 1.9.)

152



5. ZAKLJUCAK
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Na osnovu postavljenog zadatka i1 izlozenih rezultata, mogu se formulisati sledeci

zakljucci:

» Analiza elektronskih spektara kompleksa gvozda(Ill) i ispitivanih molekula
flavona razlicitih supstitucionih shema pokazala je da do komplekisiranja dolazi
u Sirokom opsegu pH vrednosti. Kvercetin 1 fisetin obrazuju komplekse sa
gvozde(IIl) jonom u celom opsegu ispitivanih pH vrednosti (pH = 3-9), morin u

kiseloj a baikalein samo u slabo kiseloj sredini (pH = 6).

» Vezivanje gvozde(Ill) jona u strukturu kompleksa uslovljeno je strukturom

flavonoida i pH vrednostima sredine a nezavisno od njegove koncentracije.

» Stehiometrija nagradenih kompleksa uslovljena je pH vrednoscu sredine.

» U kiseloj sredini (pH = 4) kvercetin i fisetin grade kompleks u stehiometriji 1:2
(gvozde(Ill)-flavon). Morin u kiseloj sredini (pH = 4) gradi kompleks
stehiometrije 2:1 (fvozde(Ill)-morin). U neutralnoj i baznoj sredini kvercetin i
fisetin grade kompleks u stehiometriji 1:1. Baikalein gradi kompleks, u

stehiometriji 1:1, samo u slabo kiseloj sredini (pH = 6).

» Rezultati analize masenih spektara kompleksa potvrduju stehiometrijski sastav
kompleksa u kiseloj sredini koji je odreden metodom molskih odnosa. Analiza
masenih spektara kompleksa fisetina pokazala je takode da se gradi i kompleks u
stehiometriji 1:3 $to nije potvrdeno analizom elektronskih spektara i primenom

metode molskih odnosa.

» Analiza masenih spektara je takode pokazala da u strukturu kompleksa ulaze i
gvozde(Il) 1 gvozde(II) joni Sto je dokaz redukcione sposobnosti 3-OH flavona.

Delimic¢na redukcija gvozda zapazena je i na viS§im pH vrednostima.

» Stabilnost kompleksa nagradenih u stehiometriji 1:1, opada u nizu: kvercetin >
fisetin > baikalein. Stabilnost kompleksa, u stehiometriji 1:2, opada u nizu:

fisetin > kvercetin. Morin kao strukturni izomer kvercetina u kiseloj sredini
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gradi kompleks manje stabilnosti ali 1 razli¢ite stehiometrije (2:1) Sto ne daje

mogucnost direktnog poredenja rezultata.

Vece vrednosti konstanti stabilnosti kompleksa gvozde(Ill)-kvercetin i
gvozde(Ill)-fisetin, stehiometrije 1:1 (logP = 4,95, logp = 5,50), u odnosu na
kompleks gvozde(Ill)-baikalein (logf = 4,43) iste stehiometrije, dodatno
potvrduje uticaj strukturnih karakteristika molekula na proces kompleksiranja,
onih koje su u literaturi poznate kao tzv. “gvozde-vezujué¢i motivi” (“iron-

binding motifs”)

Helatne sposobnosti molekula flavona, ispitivane u tzv. konkurentskim
merenjima (,,competition experiments‘) potvrdila su da se ispitivani molekuli
mogu svrstati u red jakih helatora gvozda koji se mogu porediti sa molekulima

EDTA i limunske kiseline koji su poznati helatori .

Analiza ramanskih spektara cistih molekula flavona i1 njihovih kompleksa
potvrdila je da su helatni poloZaji molekula, preko kojih dolazi do vezivanja jona
gvozda, uslovljeni strukturom molekula i pH vrednostima sredine. Kvercetin i
fisetin grade najstabilnije komplekse, u stehiometriji 1:2 (gvozde(I1l)-flavon) i u
kiseloj sredini, preko C3-hidroksi-C4-karbonilne grupe. U neutralnoj i baznoj
sredini kompleksi kvercetina i1 fisetina, u stehiometriji 1:1, se grade uces¢em
kateholne grupe prstena B. Kompleks morina, u kiseloj sredini (pH = 4) i u
stehiometriji 2:1, gradi se takode uces¢em C3-hidroksi-C4-karbonilne grupe. U
strukturi kompleksa baikaleina 1 gvozda, u stehiometriji 1:1, ucestvuju C6-

hidroksi i C5-hidroksi grupe prstena A.

Strukturne karakteristike flavonskih molekula i njihovih kompleksa ispitane
primenom teorije funkcionala gustine (DFT) pokazuju da su aglikonski oblici
kvercetina, fisetina i baikaleina u izolovanom stanju planarni sa diedarskim
uglom 1(O1-C2-C1'-C2") od 0°. Molekul morina u izolovanom stanju nema
planarnu strukturu §to potvrduje diedarski ugao ©(O1-C2-C1'-C2') od 38,2°.
Strukture izolovanih molekula stabilizovane su intramolekulskim vodoni¢nim

vezama. Strukture kompleksa stehiometrija 1:2 i 1:1 mogu se optimizovati

......
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kompleksa kvercetina i fisetina, u stehiometriji 1:2, gvozde(Il) jonom slaganje
eksperimentalnih i teorijskih rezultata bilo je bolje. Kod kompleksa kvercetina 1
fisetina, u 1:1 stehiometriji, bolje slaganje eksperimentalnih i teorijskih rezultata
dobijeno je optimizacijom strukture sa gvozde(Ill) jonom. Struktura kompleksa
morina u stehiometriji 2:1 optimizovana je gvozde(Il) jonom kao i struktura

kompleksa baikaleina u stehiometriji 1:1.

Imajuci u vidu vrednosti entalpije disocijacije veze rezultati teorije funkcionala
gustine potvrduju uceSce onih helatnih polozaja molekula flavona koje su

konstatovani analizom ramanskih spektara.

Analiza rezultata antiradikalske aktivnosti ispitivanih molekula ukazala je na

selektivnu aktivnost molekula u zavisnosti od vrste radikala.

Rezultati spektrofotometrjskog antiradikalskog testa ka DPPH radikalu ukazuju
da svi ispitivani molekuli flavona ispoljavaju antiradikalsku aktivnost. Na
osnovu vrednosti faktora ECsy, antiradikalske snage, stehiometrije i broja
redukovanih molekula DPPH moguce je zakljuciti da kvercetin pokazuje
najbolja antiradikalska svojstva. Antiradikalska snaga ispitivanih molekula
opada u nizu kvercetin > baikalein > morin > fisetin. Uzimaju¢i u obzir
strukturne karakteristike ispitivanih molekula najveca aktivnost molekula
kvercetina se moze objasniti prisustvom svih relevantnih strukturnih parametara
kao Sto su: (C3-hidroksi, C4-karbonilna, C5-hidroksi, C3'-hidroksi 1 C4'-
hidroksi grupa. Kako je prsten B molekula fisetina supstituisan hidroksi grupom
bilo je za ocekivati da ¢e njegova aktivnost biti veca od aktivnosti baikaleina.
Takode se moglo ocekivati da ¢e aktivnost morina, usled izostanta o-supstitucije
prstena B hidroksi grupama, biti manja od aktivnosti fisetina. Uz dodatak C3—
hidroksi grupe, koja je izuzetno vazna za postizanje stabilizacije strukture
fenoksi radikala, a koja je karakteristicna i za molekule kvercetina, fisetina 1
morina, moguée je zaklju¢iti da C4'- hidroksi grupa predstavlja strukturni
preduslov za efikasnu redukciju molekula DPPH radikala. Prisustvo C4'-hidroksi
1 C5- hidroksi grupa u strukturi ispitivanih flavona svakako objasnjava dobijeni

raspored aktivnosti dok prisustvo C3— hidroksi grupe svakako ukazuje na to da
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ona ima sposobnost da modifikuje tu istu aktivnost. U sluaju molekula
baikaleina, koji u strukturi nema C3— hidroksi grupu kao ni susptituisan prsten
B, izrazena antiradikalska aktivnost moze se objasniti pirogalol strukturom
prstena A. Antiradikalska snaga kompleksa ispitivanih molekula manja je u
poredenju sa slobodnim molekulima liganada, §to je u suprotnosti sa nekim
literaturskim podacima. Izuzetak je kompleks gvozde(I1I)-fisetin koji se pokazao

kao efikasniji u odnosu na slobodni molekul fisetina.

Rezultati degradacije 2-deoksiriboze, koja je indukovana Fentonovom
reakcijom, potvrduju rezultate tzv. ,konkurentnih merenja“ i pokazuju da je u
prisustvu jaceg helatora glavni mehanizam antioksidacione aktivnosti
kvercetina, fisetina i baikaleina prema hidroksil radikalima kompleksiranje
gvozde(Il) jona. Za razliku od ostalih flavona, dominantan mehanizam
antiradikalske aktivnosti morina je zahvat hidroksil radikala. Razlog u
odstupanju morina od mehanizma koji je utvrden kod ostalih ispitivanih
molekula moze se objasniti ne planarnom konfiguracijom ovog molekula u
izolovanom stanju koja otezava obrazovanje kompleksa sa gvozde(Il) jonom

¢ime se favorizuje mehanizam zahvata radikala.

EPR spektroskopska merenja antiradikalske aktivnosti potvrdila su visoku
selektivnost ispitivanih molekula ka razli¢itim radikalskim vrstama. Najvecu
antiradikalsku aktivnost flavoni i njihovi kompleksi su pokazali prema
hidrofobnom DPPH radikalu, a najmanju prema temponu §to ukazuje da flavoni

nisu toliko efikasni antioksidansi prema hidrofilnim radikalima.

Redukciona sposobnost ispitivanih molekula ka DPPH radikalu opada u nizu:
kvercetin > baikalein > morin > fisetin §to je u potpunoj saglasnosti sa
rezultatima spektrofotometrijskog testa redukcije DPPH radikala. Uzimajuéi u
obzir strukturne parametre molekula moguce je zakljuciti da pored C5- hidroksi
grupe dominantan uticaj u redukciji DPPH radikala ima kateholna struktura
prstena B (kvercetin) a potom pirogalol struktura prstena A (baikalein).
Redukciona sposobnost kompleksa flavona, koja opada u nizu fisetin > kvercetin

> morin ~ baikalein, takode potvrduje vaznost kateholne strukture prstena B.
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Najmanja aktivnost baikaleina posledica je helacije gvozda preko polozaja C5-
hidroksi 1 C6- hidroksi i ,,zauzimanja* slobodnih hidroksilnih grupa preko kojih
bi mogla da ide redukcija DPPH radikala.

Redukciona sposobnost ispitivanih molekula ka tempon radikalu opada u nizu:
morin > baikalein > kvercetin > fisetin $to ukazuje da dominantan uticaj u
redukciji ima CS5- hidroksi grupa a potom pirogalol struktura prstena A.
Kateholna grupa prstena B nema dominantan uticaj. Obrnuti redosled aktivnosti
kompleksa flavona ka temponu ukazuje na aktivnost kateholne grupe prstena B

u slu¢aju kada funkcionalne grupe prstenova A 1 C ucestvuju u helaciji gvoda.

Redukciona sposobnost ispitivanih molekula ka kiseoni¢nim radikalima,
hidroksil i superoksid anjon radikalu, je manja od aktivnosti ka DPPH radikalu i
veéa od aktivnosti ka tempon radikalu. Redukciona sposobnost ispitivanih
molekula ka hidroksil radikalu opada u nizu: kvercetin = morin = baikalein >
fisetin a ka superoksid anjon radikalu u nizu: kvercetin > fisetin > baikalein >
morin. Dobijeni rezultati takode ukazuju na vaznost strukturnih parametara,
posebno strukture prstena B u aktivnosti ka razliCitim radikalima. MozZe se
uopsteno zakljuciti da C4'- hidroksi grupa uslovljava aktivnost molekula ka
kiseoni¢no-centriranim radikalima a da C3'-hidroksi grupa tu aktivnost
modifikuje. Takode se moZe zakljuciti da C5- hidroksi grupa, u redukciji
hidroksil radikala, ima dominantniji uticaj u odnosu na kateholnu grupu prstena
B. Nasuprot tome, u redukciji superoksid anjon radikala, dominantniji je uticaj

kateholne grupe prstena B kao i pirogalol strukture prstena A.

Rezultati elektrohemijskog ispitivanja redukcione sposobnosti ispitivanih
molekula ka superoksid anjon radikalu su u potpunoj saglasnosti sa rezultatima
EPR spektroskopskih ispitivanja. Nesto vece vrednosti procenata redukcije koje
su dobijene u CV merenjima mogu se smatrati posledicom razliitih
eksperimentalnih uslova generisanja superoksid anjon radikala. CV merenja su
takode ukazala i na mehanizam redukcije superoksid anjon radikala, na tzv.

radikal-transfer mehanizam.
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Slika 7.1. Apsorpcioni spektri kvercetina i nagradenih kompleksa pri razlicitim
molskim odnosima kvercetin:gvozde na pH = 5 (1) 1:0; (2) 1:0,08; (3) 1:0,17; (4)
1:0,25; (5) 1:0.33. Gore: apsorbancija kompleksa na 415 nm u funkciji odnosa
koncentracija [Fe]/[Q] (b);

1.0-
0.65+
1 0.60 ./'
0.8 4A _oss]
| l 1 E 0.501 ././
< 045 /
0.6 /‘ ol
< - l”/l s | “ 00 02 04 06 08 10 12 14
/ 4 [Fe]l/[Q]
0.4- Z
0.2
0.0

300 400 500 600
Talasna duzina, nm

Slika 7.2. Apsorpcioni spektri kvercetina i nagradenih kompleksa pri razlicitim
molskim odnosima kvercetin:gvozde na pH = 6 (1) 1:0; (2) 1:0,17; (3) 1:0,33; (4)
1:0,50; (5) 1:0,66; (6) 1:1,17; (7) 1:1,44. Gore: apsorbancija kompleksa na 415 nm u

funkciji odnosa koncentracija [Fe]/[Q]
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Prilog 2
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Slika 7.3. Apsorpcioni spektri fisetina i nagradenih kompleksa pri razli¢itim molskim
odnosima fisetin:gvozde na pH = 5 (b) (1) 1:0; (2) 1:0,10; (3) 1:0,15; (4) 1:0,20; (5)
1:0,25; (6) 1:0,30; (7) 1:0,35; (8) 1:0,41; (9) 1:0,50; (10) 1:0,67. Gore: apsorbancija

kompleksa na 414 nm u funkciji odnosa koncentracija [Fe]/[F].
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Slika 7.4. Apsorpcioni spektri fisetina 1 nagradenih kompleksa pri razli¢itim molskim
odnosima fisetin:gvozde na pH = 6 (1) 1:0; (2) 1:0,05; (3) 1:0,10; (4) 1:0,15; (5) 1:0,20;
(6) 1:0,25; (7) 1:0,30; (8) 1:0,40; (9) 1:0,50; (10) 1:0.60; (11) 1:0.65; (12) 1:0,75; (13)
1:0,80; (14) 1:0,9; (15) 1:1,00; (16) 1:1,05. Gore: apsorbancija kompleksa na 414 nm u

funkciji odnosa koncentracija [Fe]/[F].
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Prilog 3
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Slika 7.5. Uticaj limunske kiseline na stabilnost gvozde(Il)-kvercetin kompleksa u
puferskom rastvoru pH = 4 (1) kvercetin; (2) gvozde(Il)-kvercetin kompleks bez
limunske kiseline; (3) kompleks + 0,3 mM limunska kiselina; (4) kompleks + 1,0 mM
limunska kiselina; (5) kompleks + 1,6 mM limunska kiselina; (6) kompleks + 1,9 mM

limunska kiselina; (7) kompleks + 2,9 mM limunska kiselina
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Slika 7.6. Uticaj limunske kiseline na stabilnost gvozde(Ill)-fisetin kompleksa u
puferskom rastvoru pH = 4 (1) fisetin; (2) gvozde(IIl)-fisetin kompleks bez limunske
kiseline; (3) kompleks + 0,3 mM Limunska kiselina; (4) kompleks + 1,0 mM limunska
kiselina; (5) kompleks + 1,6 mM limunska kiselina; (6) kompleks + 1,9 mM limunska
kiselina; (7) kompleks + 2,4 mM limunska kiselina; (8) kompleks + 2,9 mM limunska

kiselina; (9) kompleks + 3,4 mM limunska kiselina
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Prilog 4

1.2+

0.0

300 400 500 600

Talasna duzina, nm
Slika 7.7. Uticaj limunske kiseline na stabilnost gvozde(Ill)-morin kompleksa u
puferskom rastvoru pH = 4 (1) morin; (2) gvozde(Ill)-morin kompleks bez limunske
kiseline; (3) kompleks + 0,3 mM limunska kiselina; (4) kompleks + 1,0 mM limunska
kiselina; (5) kompleks + 1,6 mM limunska kiselina; (6) kompleks + 1,3 mM limunska
kiselina; (7) kompleks + 2,0 mM limunska kiselina; (8) kompleks + 2,3 mM limunska

kiselina; (9) kompleks + 2,5 mM limunska kiselina
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Prilog 5

Slika 7.8. Geometrijski optimizovana struktura gvozde(III)-fisetin kompleksa (1:1) i

izraCunati elektronski spektri
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Prilog 6
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Slika 7.9. Oblik odgovaraju¢éih HOMO i1 LUMO orbitala ukljuéenih u osnovni

elektronski prelaz gvozde(I1I)-fisetin kompleksa stehiometrije 1:1
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	1.1. UVOD
	 Flavonoidi su sekundarni ćelijski metaboliti koji, pored karotenoida i hlorofila, predstavljaju najveću klasu biljnih pigmenata u prirodi. Njihovo ime predložili su Gajsman (Geissman) i Hinrajner (Hinreiner)[1] 1952. godine da bi objedinili sva heterociklična jedinjenja sa 15 atoma ugljenika u C6-C3-C6 ugljenikovom skeletu.
	 U bogate izvore flavonoida spadaju voće[2,3], povrće[4,5] semenke orašastih plodova[6], žitarice[7], začini[8], lekovito bilje[9], vina[10,11], zeleni[12,13] i crni čaj[14,15].   U biljkama se ova jedinjenja pretežno nalaze u vakuolama, mada mogu biti zastupljena i u ćelijskom zidu, jezgru, hloroplastima i ekstracelularnoj tečnosti u zavisnosti od vrste i perioda razvoja biljke[16,17]. Brojna istraživanja[18-24] pokazuju da flavonoidi  ispoljavaju veoma važnu ulogu u fiziologiji biljaka učestvujući u procesima fotosinteze, rasta, reprodukcije, fosforilacije i pigmentacije. Kao biljni pigmenti doprinose nijansama plave, žute i crvene boje. Oni takođe doprinose rezistenciji prema patogenim mikroorganizmima, štite biljke od negativnog dejstva ultraljubičastog zračenja i preventivno deluju na razvoj oštećenja nastalih oksidacionim stresom[25-28].
	 Do danas je identifikovano više od 8000 flavonoida[29]. Ova jedinjenja imaju važnu ulogu u odžavanju i zaštiti vitalnih funkcija biljaka. Slične uloge pokazuju i u drugim živim bićima koji ih u svoj organizam unose putem ishrane namernicama biljnog porekla. 
	 Pored toga što su odgovorni za organoleptička svojstva i nutritivnu vrednost hrane flavonoidi imaju i izrazitu biološku aktivnost koja se ispoljava na više načina, kao: antimutageno, antibakterijsko, anti-inflamatorno, antialergijsko, antivirusno, antitrombotično, vazodilatarno i antikancerogeno dejstvo[30-36]. Pretpostavlja se da je njihova biološka aktivnost zasnovana na antioksidacionoj aktivnosti koja, između ostalog, zavisi od strukturnih karakteristika molekula, prirode medijuma u kome se nalaze, redoks statusa medijuma i drugih faktora.
	 Flavonoidi kao antioksidansi preventivno deluju na razvoj oksidacionog stresa koji se, kao jedan od uzročnika nastajanja slobodnih radikalskih vrsta (prvenstveno reaktivnih vrsta kiseonika), nalazi u osnovi većine, ako ne i svih, patoloških stanja organizama kao i samog procesa starenja. Pošto hemijske reakcije koje uključuju slobodne radikale mogu uticati na vitalne procese u živim bićima, fizičke, hemijske i 
	biološke karakteristike hrane, farmaceutskih i kozmetičkih preparata, istraživanja mogućnosti njihove inhibicije su od velike važnosti.
	 Reakcije kompleksiranja flavonoida sa jonima prelaznih metala predstavljaju jedan vid njihovog antioksidacionog dejstva. Pored toga što su ove reakcije veoma važan faktor stabilizacije strukture flavonoida u prirodnom medijumu, one su takođe i jedan od mehanizama kojim se postiže akumulacija metala u perifernim tkivima čime se smanjuje njihov štetni efekat i mogućnost njihove mobilizacije u ekosisteme[18]. Iako su reakcije kompleksiranja flavonoida i metalnih jona do sada bile predmet mnogih naučnih istraživanja[37-63] rezulatati na tom polju, posebno oni koji se odnose na kompleksiranje u vodenoj sredini, nisu u potpunosti usaglašeni, a često su i kontradiktorni po pitanju definisanja mehanizma reakcije, helatnih položaja molekula uključenih u strukturu nagrađenih kompleksa, stehiometrije i stabilnosti kompleksa.
	 Gvožđe predstavlja esencijalni element za ljude, biljke, životinje i većinu bakterijskih vrsta[64]. Zahvaljujući svojim jedinstvenim hemijskim osobinama, redoks statusu, koji mu omogućava učestvovanje u osnovnim metaboličkim i elektron-transferskim procesima, kao i sposobnosti da  koordiniše i aktivira kiseonik život  bez gvožđa ne bi bio moguć. Kontrola njegove toksičnosti koja je izražena kada se nalazi u „slobodnom“ stanju,  u kome ima sposobnost da se veoma nespecifično vezuje za mnoge ćelijske komponente, predstavlja ključni faktor u očuvanju ljudskog zdravlja. 
	 Gvožđe se u organizmu retko nalazi kao slobodan jon. Uglavnom je vezano za aktivne proteine kao što su hemoglobin, mioglobulin, fertin i transferin. Kada je organizam zdrav bilo koji višak gvožđa se skladišti u jetri unutar proteina feritina ili hemosiderina. U patološkim stanjima gvožđe može imati veoma štetno dejstvo na organizam usled mogućnosti stvaranja njegovog produkta dizmutacije-vodonik peroksida. Tako, in vivo, stvoren vodonik peroksid podleže gvožđe(II)-katalizovanoj Fentonovoj reakciji u kojoj se stvaraju izrazito reaktivni hidroksil radikali koji imaju sposobnost inaktivacije enzima, depolimerizacije polisaharida, inicijacije lipidne peroksidacije kao i delovanja na amino- i nukleinske kiseline (izazivajući mutacije DNK i oštećenje ćelija)[65].
	 Iz svega navedenog može se zaključiti kolika je važnost flavonoida i gvožđa za normalno funkcionisanje bioloških sistema. Velike mogućnosti njihovog delovanja i primene opravdavaju aktuelnost istraživanja na ovom polju.
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	 Flavonoli (3-hidroksiflavoni) su jedna od najrasprostranjenijih klasa flavonoida u prirodi. To su pigmenti žute boje koji kao izrazito biološki aktivna jedinjenja  predstavljaju važan deo ljudske ishrane. Osnovni predstavnik flavonola je 3-hidroksiflavon od koga se supstitucijom H atoma, na položajima C5; C7; C3'; C4' i C5', hidroksilnim i metoksilnim grupama kao i molekulima šećera grade ostali članovi ove klase (slika 1.4.). Najčešći su flavonoli sa hidroksilnim grupama u položajima C3' i C4' prstena B, a ređe oni sa hidroksilnom grupom samo u položaju C4'. Predstavnici ove grupe jedinjenja su: kvercetin, kemferol, kemferid, galangin, azaletin, gosipetin, mirecitin, izoramnetin, fisetin, morin i dr. U biljnom svetu flavonoli su uglavnom prisutni u glikozidifikovanim oblicima. U biljkama je identifikovano više od 1400 glikozidifikovanih flavonola[29] od kojih su najzastupljeniji glikozidi kvercetina, kvercitrin i rutin[29,69,70]. Glikozidifikacija (najčešće glukozom, a ređe galaktozom, ramnozom i ksilozom) se najčešće događa u položaju C3, ređe u položaju C7[71] a u retkim slučajevima na C3', C4' i C5 položajima[72].
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	1.5. PREGLED LITERATURSKIH PODATAKA
	 Antioksidaciona aktivnost flavonoida koja se ispoljava indirektno preko građenja kompleksa sa jonima prelaznih metala i u direktnim reakcijama zahvata slobodnih radikala („radical scavenging“) je aktuelna problematika zastupljena u istraživanjima brojnih autora. U literaturi se često nailazi na neusaglašenosti i kontradikcije u rezultatima ispitivanja s obzirom na njihovu uslovljenost eksperimentalnim uslovima rada i metodama za određivanje antioksidacione aktivnosti. 
	 Neki eksperimentalni podaci pokazuju da su kompleksi flavonoida efikasniji „hvatači“ slobodnih radikala od slobodnih molekula flavonoida[41-44]. Saglasno ovome, Moridani i saradnici[41] su pokazali da kompleksi flavonoida sa bakar(II), gvožđe(II) ili gvožđe(III) jonima, koji se grade u stehiometriji 1:2 (metal:flavonoid), pokazuju veću antioksidacionu aktivnost prema superoksid anjon radikalu, generisanom u ksantin-oksidaza/hipoksantin model sistemu (enzimski superoksid-generišući sistem), u odnosu na čiste ligande. Kompleksi stehiometrijskog sastava 1:2 u kojima učestvuje gvožđe(III) jon (gvožđe(III):flavonoid) inhibiraju generisanje superoksid anjon radikala po sledećem redosledu: kvercetin > fisetin > 4-t-butilkatehol > katehin = taksifolin= rutin > kempferol > luteolin. Takođe je pokazano da kompleksi koje gradi gvožđe(III) jon (gvožđe(III)-flavonoid) imaju veću antioksidacionu aktivnost u odnosu na komplekse gvožđe(II) jona, (gvožđe(II)-flavonoid), istog stehiometrijskog sastava. Redosled inhibicije superoksid anjon radikala kompleksima gvožđe(II)-flavonoid je sledeći: 4-t-butilkatehol, katehin > rutin = taksifolin = fisetin = kempferol > kvercetin, luteolin. Pri kompleksiranju kvercetina, fisetina i kempferola sa prelaznim metalima strukturni parametri molekula, kao što su: hidroksi grupe na položajima C3' i C4', karbonilna grupa u položaju C4, hidroksi grupa u položaju C3 i dvostruka veza na položaju C2-C3, se smatraju značajnim za delimičnu oksidaciju ovih molekula. To nije slučaj sa katehinom, taksifolinom i luteolinom usled sledećih strukturnih razlika: (i) u strukturi katehina i taksifolina ne postoji dvostruka veza u položaju C2-C3; (ii) u strukturi katehina takođe nema karbonilne grupe na položaju C4 i (iii) u strukturi luteolina nema hidroksi grupe u položaju C3. 
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