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np Henan C. Kpcruh, Banpennu npodecop, YHupep3uter y Humry,
[TpupoaHO-MaTeMaTHIKu HaKyITeT

Yrumaj Mg(ll), Ca(ll) u Cu(ll) jona Ha hopmuparme U KApaKTEPUCTHKE
[POM3BOJa MPOIY)KCHE ayTOOKCHAAlje omabpaHuX (EHOIHUX
jenvmbea y 0a3HUM BOJICHMM PacTBOpUMA

Y 0BOj TOKTOPCKO] IUcepTaInju je oapehuBan yTuiaj jona bmomerana
Mg(ll), Ca(ll) u Cu(ll) na dhopmuparme u KapaKTePHCTHKE IIPOU3BOIA
MPOIYKEHE ayTOOKCHIAIHje IIeCT oga0dpaHux (DEHOTHUX jeAubCHba:
KaTexoJia, 4-MeTHIIKaTeXoJIa, XHIPOXHUHOHA, UPOTaNoIa,
IIPOTOKATEXUHCKE KUCEINHE U raiHe kucennHe. CBako o1 n3adpaHux
(eHOTHUX jeNbCHha TMPEICTaBhba CYNCTAHIly KOja je 3acTYyIJbeHAa Y
KUBOTHO] CPEIWHU, M KAO TaKBO j€ IIO/JIOKHO HHTEPAKIUjU ca
WCIUTHBAaHUM jOHHMa OMOMeTaja KOjH Cy CBEINPHUCYTHU U Y KHUBUM
OpraHu3MuMa M y XHBOTHO]j cpeauHH. Peakiuje ayTookcuaanuje cy
u3BeneHe y 0a3HUM BOJEHUM pacTBOpHMa ojrosapajyher ¢deHomHor
jenumema, 0e3 MpUCyCcTBa jOHAa MeTajla U 'y MPUCYCTBY IMOjeAMHAYHUX
jona. Ilpahemem Toka peakiuje UV-Vis cnekrpodoromMeTpujoM u
MehycoOHuM ymopehuBameM KOIWYHMHE IOOHMjeHHX TNPOU3BOJA je
NO0MjeH yBUJ y YTHIA] MOjeIUHHUX joHAa Ha Op3WHY M eQHUKacCHOCT
mporeca ayTOOKCHIAlMje OBUX PA3HOBPCHHUX (DEHOIHUX jeIHIbCHHA.
Jlo6ujenu IPOU3BOIU cy OKapaKTepuCaHU IPUMEHOM
uHctpyMmeHTanHux TexHuka ATR-FTIR, MALDI-TOF wmacene
cnektpometpuje u ESR cnekTpockomnuje, unme cy yrBpheHe mosnapHe
Mace, CTeleH NOoJMMepH3allije U apaMarHeTHa CBOJCTBA J00MjEHUX
NPOU3BO/a, Ka0 M TNpHUCyTHe (QyHKUMOHanHe rpyne. [IpukynbeHe
uHpopmMalvje O OuUrpaBamy Mpoleca M KapaKTepUCTHKama
no0UjeHNX TIPOM3BO/Ia YKa3yjy Ha TO Jia jé OBaKBa METOJIa BaluHA U
€KOHOMHUYHA  aJITepHAaTUBAa  Jgo0Wjamy  (PEeHOTHUX  ToJUMepa
kopunthemeMm eH3uma. Takohe, oBe wuHbopmaluje aajy YBUI Y
MoryhHocTH 3a ynotpedy A00MjeHIX MTPOU3BOJa.
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ayTOOKCH/IallMja, JOHU OroMeTaia, KaTexoll, 4-MeTUIKaTeXo,
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KHCENHHA, PEeHOIHH MOJTUMEPH
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1. Uvod



Magnezijum 1 kalcijum su u obliku svojih stabilnih M(II) jona medu najzastupljenijim
elemenatima u prirodi i predstavljaju esencijalne makronutrijente neophodne za pravilan rast i
razvoj ljudi, zZivotinja 1 biljaka. Njihov sadrzaj varira u zavisnosti od tipa zemljista, ali je

njihova prose¢na zastupljenost u Zemljinoj kori oko 2 % za magnezijum i 3 % za kalcijum.

Osim kao sporedni gradivni element u kostima, Mg(ll) jon ima nezamenljivu ulogu kao
kofaktor u vise od 300 enzimskih reakcija i ucestvuje u regulisanju raznovrsnih celularnih
procesa u ljudskom organizmu. Oko 20 % magnezijuma prisutnog u biljkama vezano je u
obliku hlorofila, dok je ostatak mobilan u ribozomima i ¢elijskom matriksu i sluzi kao aktivator

razli¢itih enzima.

Cak 98 % kalcijuma prisutnog u ljudskom organizmu nalazi se vezano u kostima, dok je
dostupni Ca(Il) jon ukljucen u veliki broj telesnih funkcija, poput ekscitabilnosti nerava i
kontraktilnosti miSi¢a. Jon kalcijuma je u biljkama manje mobilan u odnosu na jon
magnezijuma i ima veoma vaznu ulogu u gradenju ¢elijskog zida i ¢elijskih membrana, kao i

u procesima elongacije i deobe Celije.

Bakar je sa 55 ppm element koji je mnogo manje zastupljen u Zemljinoj kori u odnosu na
magnezijum i kalcijum, ali predstavlja esencijalni mikronutrijent za ljude, Zivotinje i biljke.
Ima veoma bitnu ulogu u pravilnom funkcionisanju organizama, jer je u obliku Cu(ll) jona
prisutan kao sastavni deo enzima ukljucenih u aerobni metabolizam. Kod biljaka je on takode
prisutan u formi Cu(ll) jona i predstavlja deo citohroma, a takode je odgovoran i za enzimsku
aktivaciju. Zbog povecanog koriS¢enja pesticida koji u svom sastavu sadrZze bakar kao
posledica se javlja lokalni porast koncentracije jona ovog metala u zemljistu. Zbog ovoga se
moze ocekivati povecanje unosa ovog mikronutrijenta od strane Zivih organizama, §to
potencijalno moZze rezultovati ispoljavanjem njegove toksi¢nosti. ZemljiSta sa visokim
sadrzajem Cu(Il) jona se smatraju neplodnim, pa je u cilju smanjenja njegove koncentracije
bitno ispitivanje mogucéih interakcija Cu(II) jona sa helatiraju¢im supstancama koje su u njemu

prisutne (Oess et al. 1999b; Thornton, 1981).

Fenolna jedinjenja, koja se Cesto u literaturi objedinjeno nazivaju polifenoli, predstavljaju
najveéu 1 najSire rasprostranjenu grupu sekundarnih metabolita biljaka, koja obuhvata
strukturno veoma raznovrsna i hemijski kompleksna jedinjenja. Osim molekula velike mase sa
viSe benzenovih jezgara u strukturi, u ovu grupu sekundarnih metabolita takode spadaju i
jedinjenja sa jednim benzenovim prstenom i viSe hidroksilnih grupa, poput fenolnih kiselina.

Polihidroksilni aromati¢ni alkoholi, kao $to su katehol, 4-metilkatehol, hidrohinon i pirogalol,



se po zvani¢noj [UPAC nomenklaturi 1 dalje definiSu kao fenoli, iako poseduju veci broj
hidroksilnih grupa (McNaught & Wilkinson, 1997). Uprkos tome, fenolni alkoholi, kao i
jednostavne fenolne kiseline, se i u popularnoj i u nau¢noj literaturi najcesce klasifikuju kao
polifenoli jer dele mnoge njihove osobine (Quideau et al. 2011). Ispitivanja hemijskih,
bioloskih i organoleptickih osobina ovih monofenola svkakako imaju znacajno mesto u
proucavanju polifenola, s obzirom na to da oni mogu biti biogeneticki prekursori za njithovu
sintezu , kao i produkti njihovih metaboli¢kih puteva (Applova et al. 2019), zbog ¢ega je mozda
najispravnije da se o njima govori kao o ,,funkcionalnim polifenolima*“ (Pereira et. al, 2009).
Pri kraju vegetativnog perioda biljaka dolazi do pojacanog izlu¢ivanja fenolnih jedinjenja u
zemljiSte 1 vodu, a njihovo povecano prisustvo je takode i posledica industrijskog zagadenja
(Matijevi¢ et al. 2020). Pod direktnim dejstvom atmosferskog kiseonika dolazi do
autooksidacije fenolnih jedinjenja u zemljistu, ¢ime doprinose njegovoj humifikaciji (Oess et
al. 1999a).

Autooksidacija fenolnih jedinjenja je proces koji je prvenstveno zavistan od pH vrednosti u
sistemu u kome se odigravaju, i veoma je osetljiv na prisustvo jona metala. Oligomeri i polimeri
fenolnih jedinjenja dobijeni autooksidacijom imaju dosta prednosti u odnosu na svoje
monomerne gradivne jedinice, pre svega zbog niZe nezeljene bioaktivnosti i manje potencijalne
toksic¢nosti, kao 1 zbog svoje vecée stabilnosti, koja u velikoj meri olakSava njihovo ispitivanje,
procesuiranje 1 inkorporiranje u postojece polimerne materijale radi poboljSavanja njihovih
svojstava. Oni su takode veoma privlani za ispitivanje zbog svoje biokompatibilnosti,
bioraspoloZivosti, kao i moguénosti da se koriS¢enjem specificnih monomera, kao 1 njihovim
kombinovanjem, postignu Zeljene osobine kod nastalog proizvoda. Izbor monomerne gradivne
jedinice ima klju¢nu ulogu u karakteristikama dobijenog materijala, jer, izmedu ostalog, diktira
1 to kakve ¢e privlacne 1 stabilizujuce interakcije, poput elektrostaticke interakcije, vodoni¢ne
veze ili mogucnosti helatiranja, mo¢i da ostvari nastali polimer. Povecani interes za prirodne 1
sinteticke huminske supstance uzrokovan je, pre svega, njihovim pozitivnim efektom na rast i
razvoj biljaka (Cha et al. 2017), sposobnos¢u za vezivanje nezeljenih teSkih metala 1
radionuklida u zemljiStu (Polyakov et al. 2020) kao i dokazima o njihovoj visokoj
antioksidativnoj (Nagarajan et al. 2020), antiviralnoj (Helbig et al.1997) i imunomodulatornoj
aktivnosti (Vetvicka et al. 2010). Danas je poznat veliki broj materijala superiornih svojstava
koji se baziraju na fenolnim polimerima, kao $to su adhezivi (Zhan et al. 2017), gelovi (Holten-
Anderson et al. 2011), elastomeri (Filippidi et al. 2017) i zastitne prevlake (Csékiné Tombacz
et al. 2014; Rahim et al. 2019).



Dosadasnja ispitivanja sintetskih fenolnih polimera bila su u najvecoj meri fokusirana na
proizvode enzimske oksidacije jednostavnih fenolnih jedinjenja, dok su proizvodi dobijeni
autooksidacijom ispitivani u mnogo manjoj meri. Ispitivanja autooksidacije fenolnih jedinjenja
su uglavnom isla u pravcu utvrdivanja uticaja pH vrednosti, dok se veoma mali broj studija

bavio uticajem jona metala na formiranje i karakteristike nastalih proizvoda.

Cilj ove doktorske disertacije je odredivanje uticaja jona biometala Mg(II), Ca(Il) i Cu(II) na
formiranje 1 karakteristike proizvoda produzene autooksidacije Sest odabranih fenolnih
jedinjenja: katehola (1,2-dihidroksibenzen), 4-metilkatehola (1,2-dihidroksi-4-metilbenzen),
hidrohinona (1,4-dihidroksibenzen), pirogalola (1,2,3-trihidroksibenzen), protokatehinske
kiseline (3,4-dihidroksibenzoeva kiselina) i galne kiseline (3,4,5-trihidroksibenzoeva kiselina).
Svako od izabranih jedinjenja je supstanca koja je zastupljena u Zivotnoj sredini i kao takva je
podlozna interakciji sa prethodno navedenim jonima biometala, koji su sveprisutni u Zivim
organizmima i zivotnoj sredini. Reakcije autooksidacije su izvedene u baznim vodenim
rastvorima odgovarajuceg fenolnog jedinjenja, bez prisustva jona metala i u prisustvu
pojedinacnih jona. Tok reakcije je pracen UV-Vis spektrofotometrijom kako bi se dobio uvid
u uticaj pojedinac¢nih jona na brzinu reakcije i brzinu formiranja proizvoda. Dobijeni proizvodi
okarakterisani su tehnikama ATR-FTIR (Attenuated total reflectance - Fourier transformation
infrared spectroscopy), MALDI-TOF masenom spektrometrijom (Matrix-assisted laser
desorption/ionization - Time of flight mass spectrometry) i ESR spektroskopijom (Electron
spin resonance spectroscopy). Spektralnom analizom prikupljene su informacije o molarnoj
masi, stepenu polimerizacije i paramagnetnim svojstvima dobijenih proizvoda, kao i o

prisutnim funkcionalnim grupama



2. Teorijske osnove



2.1. Znacaj jona biometala i njihova uloga u bioloSkim sistemima

Vise od tri ¢etvrtine poznatih elemenata poseduju osobine koje ih klasifikuju kao metale. Jedna
od najznacajnijih osobina metala je njihov nizak jonizacioni potencijal, zbog ¢ega su oni u
pedosferi 1 biosferi prisutni skoro isklju¢ivo u formi svojih jona. Pod biometalima se
podrazumevaju oni metali ¢ije je prisustvo u bioloS§kim sistemima neophodno za pravilan rast
i razvoj zivih organizama ili osetno poboljSava funkcionalnost organizama, pri ¢emu
pojedinacna optimalna koli¢ina varira kod razliitih organizama. Njihova normalna
koncentracija se nalazi u uskom opsegu, a kako 1 manjak i1 viSak mogu izazvati patoloske
promene, svi viSecelijski organizmi imaju razvijene specijalizovane ¢elije 1 mehanizme za

njihovo skladistenje i transport.

Po dosadaS$njim saznanjima, deset biometala su esencijalni za ljudski organizam 1 mogu se
podeliti na makronutrijente - kalcijum, kalijum, natrijum i magnezijum, i mikronutrijente -

gvozde, cink, bakar, mangan, molibden i kobalt (Zoroddu et al. 2019).

Kod biljaka se ukupno devet biometala smatra esencijalnim: makronutrijenti kalijum, kalcijum
i magnezijum i mikronutrijenti bakar, gvozde, nikl, mangan, cink i molibden (DalCorso et al.
2014).

Biometali se unose ishranom i u zZivim organizmima su uvek prisutni u obliku jona, pri ¢emu
oksidaciono stanje nekih prelaznih metala moZze da varira u zavisnosti od specifi¢nih bioloskih
potreba. Joni biometala se mogu naci slobodni u bioloSkim te¢nostima, direktno vezani za
proteine (metaloproteini) i kao kofaktori u metaloenzimima, gde su uglavnom vezani sa O-, N-
, S- ili C-donor ligandima (Bertini et al. 1994).

Osim $to su magnezijum 1 kalcijum univerzalno prisutni kao makronutrijenti u Zivim
organizmima, oni su i medu najzastupljenijim metalima u Zemljinoj kori, tako da ne opada
interesovanje za proucavanje interakcija njihovih jona sa prirodno prisutnim bioloski vaznim
jedinjenjima.

Bakar je jedan od najbitnijih mikronutrijenata zivih organizama iz grupe prelaznih metala.
Proucavanje interakcija njegovog najprisutnijeg i najstabilnijeg jona Cu(Il) sa prirodno
prisutnim bioloski znac¢ajnim jedinjenjima je danas od posebne vaznosti, uzevsi u obzir lokalno

povecanje koncentracije ovog jona u zemljiStu usled antropogenih faktora.



2.1.1. Magnezijum

Magnezijum (Mg) je element atomskog broja 12 koji prema valentnoj elektronskoj
konfiguraciji pripada grupi zemnoalkalnih metala. Sa molarnom masom od 24,3 g/mol
predstavlja jedan od najlaksih metala, koji se zbog svoje velike reaktivnosti u prirodi nalazi
samo u obliku svog jedinog stabilnog katjona Mg(l1). Po svojoj zastupljenosti u Zemljinoj kori
magnezijum se nalazi na osmom mestu sa 2,1x10% ppm, dok je u okeanskim vodama na treéem
mestu sa 1,35x10° ppm (Ochiai, 1977).

Magnezijum je konstituent velikog broja minerala koji su sastavni deo Zemljine kore i
zemljista, kao Sto su amfiboli, hloriti, biotit, dolomit, montmorilonit, olivin, pirokseni,
serpentini i vermikulit. Uprkos tome §to ¢ini oko 2% Zemljine kore, preko 90% je vezano u
kristalnoj strukturi minerala, zbog ¢ega nije direktno dostupan biljkama, pa sadrzaj dostupnog
magnezijuma varira izmedu 0,05 1 0,5%. Koncentracija dostupnog nutrijenta ne zavisi samo od
mineralnog sastava zemljista, ve¢ 1 od faktora kao $to su vremenski uslovi, vlaga, pH zemljista
i njegova mikrobioloSka aktivnost. Pove¢ana koncentracija katjona koji utiCu na njegovo
otpustanje, pre svega K" i Ca?", ali i NH4*, negativno uti¢e na optimalan unos jona
magnezijuma, ¢ak i onda kada je prisutan u odgovarajucoj koncentraciji u zemljistu. Koli¢ina
Mg(1II) koji se otpusta iz minerala u zemljistu je generalno nedovoljna za kontinuirano visoke
prinose kvalitetnih useva, narocito zato §to se njegova koli¢ina konstantno smanjuje njihovim
odnoSenjem. Takode, zbog njegove velike mobilnosti, u periodu kada su povecane padavine
lako dolazi do njegovog spiranja, i to najviSe iz poroznih 1 peskovitih zemljiSta. Zbog toga se
danas posebna paznja posvecuje razvijanju magnezijumovih dubriva, kako bi se optimizovali
uslovi za proizvodnju Sto vecih koli¢ina hrane u cilju dostizanja rastu¢e globalne potraznje
(Senbayram et al. 2015). Najcesce se koristi kiserit kao ¢vrsto dubrivo koje sadrzi 27% MgO 1
Epsomova so u formi te¢nog dubriva sa 17% MgO (Elvers, 2002).

Jon magnezijuma poseduje jedinstvene karakteristike koje ga po osobinama odvajaju od ostalih
jona biometala. Osim malog jonskog radijusa, velike pokretljivosti i gustine naelektrisanja, on
je jaka Luisova kiselina i ima visok afinitet prema O-donor ligandima, kao §to su voda,
karbonati, sulfati i narocito fosfati, sa kojima gradi kompleksne jone sa koordinacionim brojem
6 u oktaedarskom okruzenju. Magnezijumov jon ima veliku energiju hidratacije (1907,9
kJ/mol) 1 gradi dve hidratacione sfere, zbog ¢ega je njegov hidratisani jon ve¢i u odnosu na
druge visokozastupljene jone u biologkim sistemima (Na*, K* i Ca?") i najée3ée se ponasa kao

transporter za molekule vode (Dudev & Lim, 2013).



Svakako najpoznatija uloga koju magnezijumov jon ima u biljkama je to $to je sastavni deo
molekula hlorofila, pigmenata smeStenih u hloroplastima, koji igraju klju¢nu ulogu u fiksiranju
ugljen-dioksida u procesu fotosinteze. U zavisnosti od biljne vrste, od 20 do 35 % magnezijuma
prisutnog u biljci se nalazi u hloroplastima, dok se ostatak nalazi u mobilnijim formama i
veoma lako se krece kroz floem, noseci produkte fotosinteze u delove biljke gde su neophodni
za njen dalji rast i razvoj (Senbayram et al. 2015). Mg(Il) je esencijalni jon u ribozomima i
¢elijskom matriksu, sintezi proteina, i aktivator je u mnogim enzimskim reakcijama koje
ukljucuju transfer fosfatne grupe. Pretpostavlja se da je njegova uloga takva da se ponasa kao
most izmedu fosfatne grupe, za koju, kao jak elektrofil, ima veliki afinitet, i enzima ili supstrata
(Clarkson & Hanson, 1980).

Deficit magnezijuma kod biljaka dovodi do nagomilavanja ugljenih hidrata u lis¢u bez
mogucnosti da se efikasno transportuju do delova biljke koji se razvijaju, narocito korena, koji
onda nije u stanju da apsorbuje dovoljnu koli¢inu vode i nutrijenata iz zemljiSta. Zbog
nagomilavanja ugljenih hidrata se smanjuje fiksacija ugljen-dioksida iz vazduha, pa pod
dejstvom svetlosti dolazi do formiranja reaktivih kiseoni¢nih vrsta koje izazivaju nepovratno
ostecenje hlorofila, Sto se manifestuje hlorozom 1 dovodi do odumiranja biljke (Senbayram et

al. 2015).

Ljudski organizam sadrzi izmedu 21 1 28 grama magnezijuma, a njegova ukupna koncentracija
u serumu normalno se krece u opsegu od 0,75 do 0,96 mmol/L i odrzava se pomocu bubrega i
tankog creva. Posle kalijuma, to je najzastupljeniji intracelularni katjon i ¢etvrti najzastupljeniji
katjon ukupno u ljudskom telu. Unosi se konzumiranjem hrane koja je bogata ovim
biometalom, kao §to su mahunarke, orasasti plodovi, morski plodovi, semenke i povrce

(Glasdam et al. 2016).

Oko 65% magnezijuma se nalazi vezano u skeletu, 34% se nalazi unutar ¢elija, dok se 1%
nalazi u telesnim te¢nostima u koordinaciji sa vodom, ili vezan sa proteinima, slobodnim

masnim kiselinama i nukleotidima (Barbagallo & Dominguez, 2007).

Najvec¢i deo Mg(Il) jona u skeletu je integralni deo hidroksiapatita, dok se priblizno jedna
tre¢ina nalazi na spoljasnjoj povrsini kostiju na hidroksiapatitu ili u hidratacionoj sferi Kristala,
gde sluzi kao rezervoar izmenjivog magnezijuma za odrZzavanje njegove normalne
ekstracelularne koncentracije (Castiglioni et al. 2013). Sam jon magnezijuma ima ulogu

stabilizatora proteina, nukleinskih kiselina 1 bioloskih membrana, ucestvuje u intracelularnoj



signalizaciji regulacijom jonskih kanala i stimuliSe influks i efluks jona natrijuma 1 kalijuma

unutar ¢elija (Glasdam et al. 2016).

Magnezijum ima klju¢nu ulogu u preko 300 enzimskih reakcija koje se odigravaju u ljudskom
organizmu. On se jako vezuje za molekul ATP-a formiraju¢i kompleks neophodan za pravilno
fukncionisanje mnogih enzima, narocito kinaza, koje su klju¢ne za transfer fosforil grupe sa
ATP-a na molekul akceptor (Barbagallo et al. 2014). Ovaj jon takode ima bitnu ulogu kao
kofaktor u enzimima uklju¢enim u metabolizam ugljenih hidrata i masti, kao i u sintezi proteina

i nukleinskih kiselina (Dudev & Lim, 2013; Evangelopoulos et al. 2008).

Kako je magnezijum prisutan u skoro svim namirnicama, njegov nedostatak se, pre svega,
povezivao sa joS nekim skrivenom uzrokom. Medutim, u mnogim razvijenim zemljama
utvrdeno je da veliki deo populacije ishranom ne zadovoljava dnevne potrebe za ovim
nutrijentom, dok to nije slu¢aj u siromasnijim i manje razvijenim zemljama. Zbog toga se danas
smatra da se gubitak magnezijuma u toku procesuiranja hrane moze smatrati jednim od vodecih

uzroka njegovog nedovoljnog unosa kod ljudi (Guo et al. 2016).

Imaju¢i u vidu veliki broj znacajnih metabolickih procesa koji uklju¢uju magnezijum,
patoloska stanja koja su posledica njegovog nedostatka su predmet velikog broja studija.
Ukoliko dode do smanjenja normalne koncentracije ovog jona u serumu, njegova koli¢ina se u
odredenom stepenu nadoknaduje iz kostiju, §to za posledicu ima opadanje kostane mase i
gustine kostiju (Al-Ghamdi et al. 1994). Nedostatak ovog biometala je doveden u vezu sa
oboljenjima nervnog, kardiovaskularnog i reproduktivnog sistema, dijabetesom i stanjima kao

Sto je opsesivno-kompulsivni sindrom, anksioznost i depresija (Glasdam et al. 2016).

2.1.2. Kalcijum

Kalcijum (Ca) je laki metal atomskog broja 20 i molarne mase 40,08 g/mol, koji, kao i
magnezijum, pripada grupi zemnoalkalnih metala. Cist metal je veoma reaktivan i nije prisutan
u prirodi, ve¢ se moze dobiti elektrolizom, a sav kalcijum je u prirodi prisutan u formi katjona
Ca(I). U morskim i okeanskim vodama spada u veoma zastupljene jone sa prose¢no 400 ppm.
Sa u proseku 3,6 x 10* ppm on je peti najzastupljeniji element u Zemljinoj kori i treéi
najzastupljeniji metal nakon gvozda i aluminijuma. Cini oko 3% kore, uglavnom u formi
sedimentnih stena 1 svojih minerala kre¢njaka, gipsa, fluorita, apatita i dolomita, a njegov jon

nalazi se i u teze rastvornim fosfatima i silikatima (Ochiai, 1977).



Deficit kalcijuma u zemljistu je veoma redak, s obzirom na to da su njegovi minerali visoko
zastupljeni 1 dobro rastvorni, mada se moze desiti da njegova dostupnost bude ogranic¢ena na
zemljiStima visoke kiselosti, $to je uglavnom posledica antropogenih faktora. Koncentracija od
1 do 5 mM Ca(Il) jona u zemljistu je dovoljna da zastiti koren biljke od Stetnih efekata niske
pH, velikog saliniteta 1 apsorpcije toksicnih jona ili viska drugih dvovalentnih katjona (White
& Broadley, 2003). Kre¢na dubriva se rede koriste da nadomeste kalcijum, najcesce je njihova
uloga da optimizuju pH zemljista. Uglavnom sadrze kalcijum-karbonat, koji sporo deluje, ili
dolomit, koji je naroCito dobar za ispoStena zemljiSta koja su deficitarna magnezijumom

(Elvers, 2002).

Uprkos sliénom hemijskom ponasanju, Ca(I) jon ima znacajno drugaciju biolosku aktivnost u
odnosu na jon magnezijuma. Kalcijum ima veci jonski radijus (99 pm u odnosu na 65 pm za
magnezijum), zbog ¢ega je njegova fizioloSka mobilnost manja (Crichton & Louro, 2013).
Kalcijumov jon takode ima znatno vecu brzinu supstitucije vode prilikom formiranja
kompleksa, koju lako izmenjuje sa drugim, uglavnom O-donor ligandima, pri ¢emu gradi
komplekse nespecifi¢ne i nestalne strukture. Joni magnezijuma se uvek vezuju sa karboksilnom
grupom i karboksilatima kao monodentatnim ligandima, dok se za jon kalcijuma vezuju i kao
bidentatni ligandi, pa se moze ocekivati da ova dva jona drugadije interaguju sa jedinjenjima
koja sadrze ovakve grupe (Katz et al. 1996). Drugacija i promenljiva struktura prve
koordinacione sfere kompleksa se smatra mogucim razlogom zbog koga je Ca(Il) jon Cesto
inhibitor enzima koji sadrZze magnezijum 1 retko ima ulogu kao kofaktor u enzimima. Ova
osobina ga takode ¢ini unikatnim, s obzirom na to da moze da gradi intra- i intermolekulske
mostove sa raznovrsnim O-donor ligandima iz biomolekula, $to vrlo verovatno doprinosi
niskoj mobilnosti Ca(Il) jona (Clarkson & Hanson, 1980). Osim razliitog ponaSanja u
bioloskim sistemima, navedene razlike u osobinama ova dva jona takode imaju za posledicu
njihov razliciti uticaj na procese koji se odigravaju u zemljiStu (Chen et al. 2011; Fujii et al.
2015).

Sadrzaj kalcijuma u suvom biljnom materijalu iznosi izmedu 0,1 1 5 % u zavisnosti od dela
biljke i biljne vrste. To je makronutrijent koji se unosi iz zemljista preko korena i krece se kroz
floem, tako da je deficit kod biljaka posledica njegove male mobilnosti i nemoguénosti da se
prebaci iz starih delova biljke u nove, pa se uglavnom ispoljava u plodovima i viSim delovima
biljke (White & Broadley 2003). Kalcijum predstavlja element celijskog zida, apoplasta i
bioloSkih membrana i odgovoran je za odrzavanje ¢vrstoce biljke. Male koli¢ine se nalaze u

mitohondrijama i hloroplastima, a u citoplazmi je njegova koli¢ina veoma niska i iznosi 107’
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do 10 M, a odrzavanje njegove koncentracije niskom je esencijalno za pravilno funkcionisanje
biljnih celija. U citoplazmi on formira kompleks sa kalmodulinom, polipeptidom od 148
aminokiselina, i ovaj kompleks se ponaSa kao univerzalni aktivator enzima. Povecana
koncentracija kalcijuma u citoplazmi interferira sa enzimskim reakcijama, i moze ¢ak dovesti
do talozenja neorganskih fosfata (Tinker & Lauchli, 1984). U ¢elijskim membranama, Ca(II)
jon se koordiniSe sa fosfatnim 1 karboksilatnim grupama fosfolipida i proteina, Sto za posledicu
ima povecanu hidrofobnost membrana, povecanu stabilnost i smanjenu permeabilnost za vodu

(Caldwell & Haug, 1982).

Visak kalcijuma u rizosferi dovodi do ispoljavanja njegovih toksi¢nih efekata. To se
manifestuje nagomilavanjem kristala kalcijum-oksalata oko celijskog zida i dovodi do
usporenog rasta biljke i nemogucénosti klijanja semena. U citosolu postoje mehanizmi koji uti¢u
na to da se aktivnost jona kalcijuma odrzava na niskom nivou kada je prisutan njihov visak, jer
bi u suprotnom doslo do ometene funkcije Mg(II) jona, §to bi za posledicu imalo smanjene
aktivnosti koje ukljucuju fosfate, kao i smanjenje fotosinteze kod biljaka (Clarkson & Hanson,

1980).

U ljudskom telu, kalcijum predstavlja najzastupljeniji metal i peti element po zastupljenosti
ukupno. U proseku se u telu nalazi 1,2 do 1,4 kg kalcijuma, pri ¢emu je 99% vezano u skeletu

i zubima u obliku minerala hidroksiapatita, dok se samo 1% nalazi serumu.

Kalcijum se unosi ishranom, prevashodno namirnicama Zivotinjskog porekla kao $to su mleko
i sir, $to obezbeduje oko 200 mg na 100 g od ukupno 700-800 mg koliko je dnevna potreba za
ovim nutrijentom. Ukoliko se uzima kao suplement, utvrdeno je da se u telu apsorbuje samo
oko 30% od unete koli¢ine, a da bi se pravilno metabolisao, neophodno je prisustvo dovoljne
koli¢ine vitamina D (Beto, 2015). Ukoliko se ishranom ne unosi dovoljna kli¢ina ovog
nutrijenta, organizam mobiliSe kalcijum koji se nalazi u kostima mehanizmom koji ukljucuje
povecanu koncentraciju paratiroidnog hormona. Nivo kalcijuma u plazmi se normalno nalazi
u veoma uskom opsegu od 2,2 do 2,6 mmol /L i oko 50% je vezano za albumin, tj. nije u formi
slobodnog jona (Zoroddu et al. 2019). Uoceno je da denaturacija proteina dovodi do veoma
ubrzanog uklanjanja kalcijumovog jona, $to je dovelo do zakljucka da se on ponasa kao vezivni
faktor za preko 60 proteina i grupa proteina i da ih S§titi od proteolize i1 uticaja toplote.
Proucavanje ovih kompleksa kalcijuma sa proteinima je ukazalo na to da je u takvim
strukturama on prisutan sa koordinacionim brojem 6 i da je okruzenje u prvoj koordinacionoj

sferi priblizno oktaedarsko. Kiseonik iz karboksilata uglavnom ¢ini vise od polovine liganada,
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dok ostala mesta u koordinacionoj sferi zauzimaju molekuli vode. Kod vecine enzima Koji
zahtevaju kalcijum za pravilno fukcionisanje je ovaj jon uglavhom vezan daleko od

katalitiCkog mesta, i ¢ini enzime strukturno stabilnim (Kretsinger, 1976).

Apsorpcija kalcijuma se uglavnom odigrava u gastrointestinalnom traktu, pri ¢emu se 0ko 65%
apsorbuje u onim delovima sistema gde je pH od 6,5 do 7,5. Osim kao konstituent ljudskih
kostiju, kalcijum u ljudskom organizmu ima ulogu u nekolicini veoma bitnih intracelularnih
procesa kao signalni jon, ucestvuje u kontrakciji krvnih sudova, funkcionisanju misica i
prenosenju nervnih signala kao 1 u kontroli sekrecije hormona. On takode ima bitnu ulogu u

odrzavanju stabilne pH vrednosti krvi.

Ukoliko nije posledica nedovoljnog unosa hranom, hipokalcijemija je vezana za
hipoparatiroidizam, bolesti bubrega ili genetske anomalije, a vrlo Cesto je posledica niskog
unosa vitamina D. Hipokalcijemija je poremecaj koji je tesko dijagnostifikovati, poSto se
nedostatak serumskog kalcijuma nadoknaduje iz kostiju, pa se primeéuje tek kada se pojave

znaci gubitka koStane mase i smanjenje gustine kostiju.

Hiperkalcijemija  izaziva  poremecaje  nervnog, misiénog,  gastrointestinalnog,
kardiovaskularnog i koStanog sistema 1 obi¢no je veoma ozbiljno stanje izazvano
hiperparatiroidizmom 1 malignitetima. Povecani unos vitamina D takode moze dovesti do

veoma povecanog nivoa serumskog kalcijuma (Pravina et al. 2013).

2.1.3. Bakar

Bakar je prelazni metal atomskog broja 29 i latinsko ime ovog elementa Cuprum potice iz
rimskog doba od naziva ostrva Kipar, gde se u to doba ovaj element iskopavao. Spada u retke
elemente i u Zemljinoj kori je zastupljen sa oko 55 ppm, dok je u morskoj vodi prisutan sa
samo 3x10° ppm u obliku Cu(I) jona (Ochiai, 1977). Osim $to se javlja kao samorodni
mineral, bakar se u Zemljinoj kori nalazi i u mineralima kao Cu(l) i Cu(Il) jon. Najzastupljeniji
minerali su sulfidni - halkopirit, halkocit, bornit, digenit i kovelit, karbonati - azurit i malahit i
oksidi - kuprit i tenorit. Najveca lezista bakarnih ruda danas su tzv. porfirska lezista bakra, koja
nastaju od hidrotermalnih te¢nosti iz magmatske komore koja se nalazi nekoliko kilometara

ispod samog leZiSta (Hammond, 2000).

Osim u kristalnoj reSetci primarnih i1 sekundarnih minerala, u zemljiStu je bakar prisutan u

obliku svojih stabilnijih Cu(Il) jona i uglavnom je vezan za organsku frakciju zemljista. U
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rastvoru zemljista je prirodno malo zastupljen sa 1x10° do 6x10 M i njegova koncentracija
naglo opada sa porastom pH, dok je koncentracija jona bakra kompleksiranih sa organskom
materijom manje zavisna od pH, ¢ak se koncentracija slobodnih jona u tom slu¢aju moze
povecati. Bakar ima najve¢i afinitet za koordinaciju sa sumporom, azotom i kiseonikom
opadaju¢im redosledom, ali kako je azot mnogo prisutniji u zemljistu, njegova uloga u
helatiranju jona bakra je dominantna, dok se u huminskim i fulvinskim supstancama uglavnom

kovalentno vezuje za karboksilne grupe (Mengel et al. 2001).

Bakar je u zemlji$tu prisutan u obliku dva izotopa, **Cu (69,5 %) i ®*Cu (30,85 %), i utvrdeno
je da su biljke generalno bogatije lak§im izotopom, narocito u vis$im delovima biljke gde se
ovaj jon doprema iz korena. Zbog toga horizonti zemljiSta bogati organskom materijom

uglavnom imaju vecu zastupljenost lakSeg izotopa (Bigalke et al. 2011)

Joni bakra su veoma malo mobilni u zemljistu i skoro se uopste ne otpustaju u dublje slojeve
zemljista. To je razlog zbog koga kontinuirana upotreba pesticida, narocito fungicida, na bazi
soli ovog metala moZe dovesti do akumulacije prevelikih koli¢ina u povrSinskim slojevima
zemlji$ta. Osim §to moZe do¢i do poveéanog unosa bakra i fitotoksi¢nosti, usevi sa takvih
zemljiSta takode mogu biti Stetni i po zivotinje 1 ljude koji ih konzumiraju. Poveéana
koncentracija njegovih jona takode negativno utice i na kvalitet vode, kao i na aktivnost, zivotni
ciklus i razmnoZavanje edafona. ViSak bakra se moze iz zemljiSta ukloniti ispiranjem
pogodnim agensima, $to je skup i tehnicki zahtevan postupak, zbog €ega se istraZivanje danas
u najvecoj meri fokusira na bioremedijaciju i fitoremedijaciju, koje su obe pokazale
obecavajuce rezultate 1 trajno reSenje za ovakav problem (Apori et al. 2018). Deficit bakra je
obicno prisutan u zemljiStima bogatim humusom, pri ¢emu je utvrdeno da je bakar mnogo
dostupniji iz kompleksa huminskih supstanci molarne mase ispod 1000 g/mol u odnosu na

komplekse ve¢ih molekulskih masa (Thornton, 1981).

Biljkama je za pravilno funkcionisanje neophodna mala koli¢ina bakra koji apsorbuju korenom
iz dostupnih koli¢ina u zemljistu i kod vecine je koncentracija u suvom biljnom materijalu od
5 do 20 pg/g. lako svoju aktivnost u biljkama ostvaruje u obliku Cu(II) jona, mehanizam unosa
bakra u biljke nije u potpunosti razjasnjen, pa je nepoznato da li se ovi joni moraju redukovati
pre unosa, kao $to je slucaj kod gljivica. Njegova mobilnost u biljkama je niska i u velikoj meri
zavisna od toga koliko je ovog jona dostupno biljkama. On je vezan sa N-donor ligandima, kao
Sto su aminokiseline 1 proteini, 1 ovakvi kompleksi transportuju bakar kroz ksilem 1 floem, a do

njegovog otpustanja dolazi onda kada se stvore uslovi za hidrolizu nastalih kompleksa.
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Deficit bakra kod biljaka uti¢e na nepravilan rast i1 razvoj biljke, dok visak ovog biometala
izaziva toksic¢ne efekte, koji se kod najveceg broja biljnih vrsta mogu povezati sa moguc¢noscu
da jon bakra zameni druge neopodne jone, kao $to je gvozde, pa se kao simptom cesto moze

uoditi hloroza.

Najveci broj proteina koji u svojoj strukturi imaju bakar svoju biohemijsku funkciju ostvaruju
zahvaljujuéi redoks procesima u kojima ucestvuju joni ovog metala, tako Sto bakar sluzi kao

intermedijer za elektronski transfer u redoks reakcijama:
Cu*+e¢ = Cu* +0.15 eV (2.1)

U tom smislu je bakar donekle slican gvozdu, mada je Cu(l) jon zna¢ajno manje stabilan u
odnosu na odgovarajuci Fe(II) jon, i u proteinskim kompleksima bakar ima dosta visok redoks

potencijal.

Kod biljaka bakar ima esencijalnu ulogu u metabolizmima ugljenih hidrata i azota. Jedan od
najznacajnijih metaloproteina bakra u biljkama je plavi kompleks plastocijanin, kiseli protein
koji u svojoj strukturi ima dva jona bakra, i ima klju¢nu ulogu u transportu elektrona u procesu
fotosinteze, zbog Cega je njegova koncentracija najveca u hloroplastima (Mengel et al. 2001).
U vecini plavih proteina, bakar je koordinisan sa tri liganada, sumporom iz cisteina i dva azota
iz dva ostatka histidina, gradeéi trigonalno-planarnu strukturu (Gray & Winkler, 1996). Osim
u plastocijaninu, bakar je u biljkama prisutan u raznovrsnim enzimima. Fenolaza (poznata i
kao tirozinaza ili polifenol-oksidaza) u¢estvuje u hidroksilaciji fenola i indirektno ucestvuje u
sintezi melanina, a zajedno sa Cu-proteinom lakazom, koji takode ima ulogu u katalizovanju
oksidacije fenolnih jedinjenja i ucestvuje u sintezi lignina. Oksidaza askorbinske Kiseline
katalizuje oksidaciju ovog molekula do dehidroaskorbata, i ovaj redoks sistem predstavlja

kljucni korak u eliminaciji Stetnih radikala (Bowler et al. 1992).

Najpoznatiji i najbolje prou¢avani enzimi bakra, koji su prisutni u svim eukariotskim ¢éelijama

su superoksid-dismutaza i citohrom c-oksidaza.

Superoksid-dismutaza pored dva atoma bakra, u molekulu sadrzi i dva atoma cinka, i
predstavlja enzim koji je neophodan za prezivljavanje svih aerobnih organizama u atmosferi
koja sadrzi kiseonik. Ovaj enzim vrsi svoju funkciju tako $to §titi organizam od Stetnih efekata
koje izazivaju superoksidni anjon radikali, koji se formiraju transferom jednog elektrona na

molekul kiseonika u procesima kao Sto su fotosinteza i disanje. Kao produkat njihovog
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delovanja se dobija vodonik-peroksid, koji se dalje u najvecoj meri dejstvom Kkatalaze

disproporcionise u vodu 1 kiseonik (Bowler et al. 1992).

Citohrom c-oksidaza predstavlja terminalnu oksidazu u mitohondrijskom lancu transporta
elektrona i kljucan je enzim u pravilnom funkcionisanju svih organizama koji generiSu ATP
respiracijom. Ovaj enzim transportuje Cetiri elektrona kiseoniku, pri ¢emu u ljudskom
organizmu dva poti¢u od gvozde(Il) jona iz hema, a po jedan iz dva bakar(I) jona iz enzima.
Treci jon bakra koji je prisutan u ovom enzimu se nalazi u posebnom delu molekula i ima ulogu
u redukciji kiseonika. Jo$ neki bitni enzimi sa bakrom u ljudskom organizmu su katehol
oksidaza, koja ucestvuje u sintezi melanina, ceruloplazmin, koji ucestvuje u metabolizmu
gvozda 1 sadrzi vise od 65% bakra koji se nalazi u serumu, protein-lizin-6-oksidaza, koji ima
ulogu u povezivanju kolagena i pravilnom formiranju vezivnog tkiva, dopamin-f-
monooksigenaza, koja katalizuje konverziju dopamina u norepinefrin i peptiglicin-

monooksigenaza koji vrsi alfa-amidovanje neuropeptida.

Osim uloge koju ostvaruje kao kofaktor, jon bakra takode predstavlja i alostericnu komponentu
u nekim kuproenzimima, poput amin-oksidaza, a takode (kao i ostali metali) ima ulogu u
regulaciji ekspresije gena time Sto ucestvuje kao aktivator i represor u procesu njihove

transkripcije (Uauy et al. 1998).

Bakar je tre¢i najzastupljeniji prelazni metal u organizmu, posle gvozda i cinka, i u prosecnom
ljudskom organizmu ga ima od 75 do 100 miligrama (Styczen et al. 2016). Najveci deo se
skladisti u kostima 1 miSi¢ima, pa se njegov deficit Cesto vezuje sa abnormalnostima kostiju.
Posto ucestvuje u metabolizmu gvozda, deficit bakra dovodi do anemije, kao i do smanjenog
broja neutrofila, mada je deficit ovog biometala relativno redak, jer se dovoljne koli¢ine obi¢no

unose pravilnom ishranom.

Visak bakra u organizmu je uglavnom posledica preteranog unosa hrane bogate njegovim
jonima, kao 1 kiselih pi¢a koja su dugo stajala u bakarnim sudovima. Takode moZe biti 1
posledica retkog genetskog poremecaja, Vilsonove bolesti, koju karakteriSe nemogucnost da
se toleriSe bakar u normalnim koncentracijama. To za posledicu ima nisku koncentraciju
ceruloplazmina, glavnog proteina za skladiStenje bakra u organizmu, dok se viSak ovog
biometala nagomlava u nervnom sistemu i jetri. Terapija obi¢no ukljucuje pogodne helatirajuce
agense, pri cemu se vodi ra¢una da takva terapija ne dovede do deficita drugih esencijalnih
biometala, kao i povecan unos cinka, koji smanjuje apsorpciju bakra u organizmu (Uauy et al.

1998).
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2.2. Autooksidacija

Kiseonik je u elementarnoj formi kao homonuklearni dvoatomski molekul O prisutan u
atmosferi sa oko 21% (u odnosu na zapreminu suvog vazduha) i predstavlja najdostupniji i
sveprisutan oksiduju¢i agens. Molekulska elektronska konfiguracija kiseonika je
(015)%(01s )2(025)%(02s ) (map)*(m2p”)?, 0dakle se vidi da je posledniji energetski nivo polupunjen,
Sto ga Cini diradikalom koji moze postojati u tri razlicita stanja u zavisnosti od spina nesparenih
elektrona. NajniZe po energiji je tripletno stanje X} sa dva nesparena elektrona istog spina,
zatim singletno Aq, sa dva sparena elektrona, a najmanje stabilno je singletno stanje 125, gde
su dva elektrona suprotnih spinova nespareni u w2, molekulskoj orbitali. Kako je osnovno
stanje kiseonika tripletno, reakcije sa organskim supstancama koje imaju singletno osnovno
stanje (nemaju nesparene elektrone) ne mogu da se odigravaju u jednom koraku, jer bi takav
mehanizam bio u suprotnosti sa pravilom konverzije spina. Rezultat toga je da se mnoge
reakcije sa kiseonikom odigravaju relativno sporo, ¢ak i onda kada su takve reakcije
termodinamicki favorizovane. Reaktivnost kiseonika se moze povecati njegovom konverzijom
u pobudeno singletno stanje, Sto uklanja spinsko ogranicenje i ne uvodi velike promene u
njegovu strukturu, osim neznatnog produzenja veze (Hubert & Herzberg, 1979). Vreme Zivota
kiseonika u stanju 'Aq je relativno dugo, s obzirom na to da je njegova konverzija nazad u
stabilnije tripletno stanje takode spinski zabranjena. Uprkos svim pomenutim ograni¢enjima u
reaktivnosti molekulskog kiseonika u njegovom najstabilnijem stanju, on sa raznovrsnim
organskim substratima reaguje primetnom brzinom, kako u prirodi, tako i u laboratorijskim

uslovima.

Na sobnoj temperaturi kiseonik je bezbojan gas koji se, uprkos svojoj nepolarnosti, relativno
dobro rastvara u vodi. Na sobnoj temperaturi pri standardnom pritisku njegova koncentracija u
¢istoj vodi (pH 7) iznosi priblizno 2,6x10™* mol/dm? i njegova rastvorljivost opada sa porastom
koncentracije elektrolita (Xing et al. 2014). U vodenim rastvorima je on relativho dobar
oksidujuci agens sa standardnim redukcionim potencijalom od +0,815 V (u odnosu na

standardnu vodonikovu elektrodu) za ¢etvoroelektronsku redukciju do vode na pH 7:
O2 + 4H" + 4e° — 2H,0 +0,815V (2.2)

lako deluje da je termodinamicki povoljna, ¢etvoroelektronska redukcija se retko odigrava u
jednom koraku, ve¢ se uglavnom odigrava u nekoliko jedno- ili dvoelektronskih procesa
(Sawyer, 1991):

16



O2+6 — Oy 0,33V (2.3)

Oy +e +2H" — Hy0; +0,89 V (2.4)
H202 + e + H* — H,0 + OH +0,38 V (2.5)
OH+e +H" — H0 +2,31V (2.6)

Prvi proces (2.3), koji ukljucuje transfer samo jednog elektrona i formiranje superoksidnog
anjon radikala nije favorizovan, dok se najveéi oksidacioni potencijal ostvaruje transferom
ukupno tri elektrona (2.3-2.5), pri ¢emu dolazi do formiranja hidroksil radikala, koji predstavlja

veoma jak oksidans.

Uprkos termodinami¢kom potencijalu da bude dobar oksidans, kiseonik podleze restrikcijama
kineti¢ke prirode (neophodnosti konverzije spina) koje ograni¢avaju njegovu oksidativnu mo¢,
ali se ova kineticka restrikcija izbegava reakcionim putevima kao Sto su radikalska
autooksidacija i koriS¢enje metala ili metalnih jona kao katalizatora. U bioloSkim sistemima se
transport elektrona u mitohondrijskom lancu moze posmatrati i kao kataliticki proces, jer
omogucuje da se olakSa spinska restrikcija prilikom reakcija molekulskog kiseonika. Parovi
elektrona sa koenzima, poput NADH se prenose na oksidovane molekule kao §to je npr.
ubihinon, pri ¢emu dolazi do njegove redukcije u ubihinol. U formi ubisemihinona, njegovog
radikalskog semihinonskog intermedijera, elektroni se dalje Salju jedan po jedan, prvo
citohromima 1 na kraju i molekulskom kiseoniku, u ¢emu fundamentalnu ulogu imaju joni

gvozda iz hem grupa. Na ovaj na¢in se ukupni spin reakcije ne menja (Mateus et al. 2018).

Na sobnoj temperaturi, elementarni kiseonik spontano reaguje sa brojnim organskim
supstancama u procesu koji se naziva autooksidacija i u najve¢em broju slucajeva se odigrava
radikalskim mehanizmom. Brzina autooksidacije organskih molekula meri se koli¢inom
potrosenog kiseonika, pri ¢emu je klju¢no da tecnosti, tj. rastvori ovih supstanci budu dobro
mesani kako brzina ne bi zavisila samo od koli€ine inicijalno rastvorenog kiseonika. Osetljivost
organskin molekula na autooksidaciju je direktno povezana sa njihovom osetljivoéu na
oksidaciju i moZe se u nekoj meri proceniti merenjem anodnog potencijala, i smatra se da $to

je anodni potencijal nizi supstrat je skloniji autooksidaciji (Mateus et al. 2018).

Relativna reaktivnost C—H veza u radikalskim reakcijama se moze delimi¢no odrediti detaljnim
ispitivanjem proizvoda autooksidacije molekula koji sadrzi C—H veze sa razli¢itim rasporedom
elektronske gustine oko njih ili se moze u nekoj meri predvideti uzimanjem u obzir polarnog

efekta, tj. uticaja heteroatoma (pre svega O i N) u blizini reakcionog mesta, zato $to ¢e elektron-
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deficitarni radikali efikasnije reagovati sa elektron-bogatim substratima i obrnuto (Walling,
1995).

lako je autooksidacija korisna za dobijanje mnogih komercijalno neophodnih supstanci, poput
fenola 1 acetona, neophodno je kontrolisati je i spreciti u nekim slucajevima da bi se ocuvali
materijali poput plastike, gume i ulja. Prisustvo ¢ak i tragova kiseonika moze znacajno da
uspori, ili ¢ak prekine druge radikalske reakcije, jer se tom prilikom R° radikali mogu
konvertovati u ROO" radikale koji sporo u¢estvuju u propagaciji lanca, ali podlezu brzim
bimolekularnim reakcijama terminacije sa drugim radikalima prisutnim u sistemu.
Autooksidacija je takode proces koji nepovoljno utice na kvalitet i nutritivnu vrednost
prehrambenih proizvoda, jer su mnoga prirodno prisutna jedinjenja u hrani veoma podlozna

ovom procesu.

Ovaj proces je veoma bitan u bioloskim sistemima, gde se kao proizvodi i intermedijeri u
metabolickim reakcijama mogu dobiti i radikalske i neradikalske vrste kojima je zajednicka
visoka reaktivnost, pa se jednim imenom nazivaju reaktivne kiseoni¢ne vrste. Oko 2% od
ukupne koli¢ine molekulskog kiseonika koji se koristi u respiraciji se konvertuje u takve
hemijske vrste u organizmima gde nema patoloskih stanja, u ¢emu najvecu ulogu imaju
elektroni iz mitohondrijskog lanca transporta elektrona, ali i razliiti enzimi, pre svega oksidaze
(Mateus et al. 2018). Reaktivne kiseonicne vrste predstavljaju najbitnije 1 najprisutnije
reaktivne vrste u bioloSkim sistemima, i u niskim koncentracijama imaju svoju ulogu u
organizmu u odbrani od patogena, regulaciji redoks procesa i kao signalni molekuli u
celularnim procesima. Medutim, ve¢ dugo je poznato da njihovo prisustvo u poviSenim
koncentracijama, onda kada bioloski odbrambeni metabolizam nema kapacitet da ih na vreme
eliminiSe, ima znacajno Stetno dejstvo koje se manifestuje time $to uti¢u na pojavu i ubrzani

razvoj razli¢itih bolesti, i takvo stanje poznato je kao oksidativni stres (Phaniendra et al. 2015).

Osim uopstene podele na radikalske i neradikalske, reaktivne kiseoni¢ne vrste se mogu podeliti
1 na male Cestice koji se sastoje samo od kiseonika i vodonika, takozvane slobodne reaktivne
kiseoni¢ne vrste, 1 na inkorporirane reaktivne kiseoni¢ne vrste, gde kiseonik vezivanjem za
druge molekule formira reaktivne kiseoni¢ne derivate. Najvaznije reaktivne kiseoni¢ne vrste

date su u tabeli 2.1.
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Tabela 2.1. Najvaznije reaktivne kiseoni¢ne vrste

Radikalske Neradikalske
Slobodne reaktivne kiseoni¢ne vrste
Superoksid anjon radikal Oz Singletni kiseonik 1O
Hidroperoksil radikal HO2 Vodonik-peroksid H20>
Hidroksil radikal OH' Ozon O3
Inkorporirane reaktivne kiseoni¢ne vrste
Alkil-peroksi radikal ROO Organski peroksidi ROOH
Alkoksi radikal RO’ Peroksinitritni jon ONOO"

Bioloska uloga najvaznijih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta je selektivna, poSto se njihova
reaktivnost medusobno razlikuje i zavisi od specifi¢nih reakcionih uslova, kao i od substrata
sa kojim reaguju, ali generalno opada u redosledu HO > 0, > H,0, > O, . Jedna od klju¢nih
osobina reaktivnih kiseoni¢nih vrsta je da se one reakcijama mogu konvertovati jedne u druge,

pri ¢emu u tim procesima mogu nastati vrste koje su mnogo reaktivnije od inicijalne.

Jednoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika nastaje superoksid anjon radikal (2.3),
koji ima unikatno svojstvo za reaktivne kiseonicne vrste da se moze ponasati i kao oksidujuci
i kao redukujuci agens, dok su ostale uvek oksidujuéi agensi. Kada reaguje kao oksidans kao
proizvod daje vodonik-peroksid, dok prilikom reakcija u kojima deluje kao redukujuci agens
daje molekulski kiseonik. Njegovim protonovanjem nastaje mnogo reaktivniji hidroperoksil
radikal, ali kako u vodnim rastvorima O;" ima veoma malu mo¢ deprotonovanja, i

koncentracija hidroperoksil radikala u vodenim rastvorima je veoma mala.

Reakcija dismutacije superoksidnog anjon radikala odreduje njegovo vreme zivota, samim tim
1 potencijalnu ulogu u bioloskim sistemima. Dismutacija moze biti enzimski katalizovana, pre
svega superoksid-dismutazom, gde se kao proizvod dobija vodonik-peroksid, ¢ija je
reaktivnost takode veca u odnosu na superoksidni anjon radikal. Neenzimska dismutacija
odigrava se u vodenim rastvorima u dvostepenom procesu. Prvi stepen je protonovanje do
hidroperoksil radikala (2.7), a drugi je reakcija nastalog hidroperoksil radikala ili sa drugim

superoksidnim anjon radikalom (2.8) ili sa jo$ jednim hidroperoksil radikalom (2.9):

Oz "+ H*= HOz (2.7)
HO2 + Oy "+ H" — H202 + O2 (2.8)
HO» + HOz — H,0; + O, 2.9)
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Reakcija dismutacije je veoma spora u alkalnim vodenim rastvorima zato $to se ovaj radikal u
takvim sistemima nalazi uglavhom u deprotonovanoj formi (Mattila et al. 2015). lako ovaj
radikal sam po sebi ima ulogu u toksi¢nosti kiseonika, njegova klju¢na uloga je u proizvodnji
reaktivnijih vrsta, najces¢e u prisustvu metalnih jona, od kojih je svakako najdestruktivniji
hidroksil radikal.

U vodenim rastvorima, vodonik-peroksid nastaje dvoelektronskom redukcijom molekulskog

kiseonika (2.4) ili od primarno formiranog superoksidnog anjon radikala.

Reakcije organskih substrata koje ukljucuju peroksidne radikale se mogu najjednostavnije

predstaviti kao:
R +0; — R-0OO (2.10)
R-O0 + R-H - R-OOH + R (2.12)

Priroda substrata znacajno uti¢e na brzinu autooksidacije u prisustvu peroksi radikala.
Vodonikovi atomi alkana su najmanje podlozni ovakvim reakcijama, kod benzilnih vodonika
reaktivnost raste u nizu 1° < 2° < 3°, dok su alilni vodonici najreaktivniji (Korcek et al. 1972).
Kako su kiseonikovi atomi peroksi radikala jako elektronegativni, uglavhom se vezuju na
mesta velike elektronske gustine na substratu, pa su reakcije koje ih ukljucuju ubrzane onda
kada su u molekulu prisutne elektron-donorske grupe. Priroda substrata takode uti¢e i na
reaktivnost ROO:, i kako su promene reaktivnosti uglavnom posledica polarnog efekta, njihova
reaktivnost raste u nizu 3°-RO0" < 2°-R0O0" < 1°-R0O0" < HOO' << R(0)OO' (Howard &
Ingold, 1967). S obzirom na to da struktura supstrata menja i reaktivnost veze R—H i osobine
nastalog peroksi radikala, teSko je sa velikom sigurno$c¢u predvideti reaktivnosti konkretnih
molekula, narocito ukoliko postoji viSe reaktivnih mesta, zbog cega je tesko unapred

diskutovati i o prirodi nastalih proizvoda.

Redukcijom vodonik-peroksida pod dejstvom metalnih jona redukovanih u nize oksidaciono
stanje nastaje veoma reaktivni hidroksil radikal. Najpoznatije reakcije ovog tipa su Fentonova

reakcija:

MO-D* + H,0, — M™ + OH + OH' (2.12)
i Haber-Vajsova reakcija kod koje se propagacija odigrava u dva stepena:

OH' + H202 — H20 + HOy (2.13)
HO2 + H202 — O2 + H20 + OH' (2.14)
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Haber-Vajsova reakcija je mnogo manje efikasna u pravljenju hidroksil radikala i uglavnom je

inicirana proizvodima Fentonove reakcije.

Prisustvo metalnih jona, poput Fe(IIl) i Cu(Il), znaajno povecava proizvodnju hidroksilnih
radikala jer prisutni Oz " relativno brzo redukuje ove metale koji dalje u¢estvuju u pravljenju
OH', pa se ovakvi sistemi Cesto nazivaju reakcije Fentonovog tipa vodene superoksidnim anjon
radikalom. Kasnije je utvrdeno da redukcioni agensi koji iniciraju ove reakcije mogu biti 1
mnoga druga jedinjenja osim superoksidnog anjon radikala, i ove reakcije se preciznije

nazivaju reakcije Fentonovog tipa vodene reduktantom (Walling, 1995).

Vodonik-peroksid predstavlja umereno jak oksidans koji je u bioloskim sistemima prisutan u
neutralnoj formi zbog visoke vrednosti pKa i moze oksidovati tiolne grupe. Kao mali, neutralni
molekul, on relativno lako moze da difunfuje kroz ¢elijske membrane, a posto je njegovo vreme
zivota u Celijama sisara od 1 do 3 minuta, u bioloskim sistemima ¢ak oko 5% vodonik-

peroksida moze biti prisutno na 0,2-1 mm od mesta gde je generisan (Mattila et al. 2015).

Najjaci oksidans od svih kiseoni¢nih radikala u vodenim rastvorima je hidroksi radikal koji
ima jedan nespareni elektron i moze da apsorbuje elektron od skoro svakog molekula koji se
nade u njegovoj neposrednoj blizini. Njegova izuzetno velika reaktivnost za posledicu ima to
Sto ne moze da opstane duze od nekoliko sudara, tako da reaguje uvek sa molekulima koji se
nalaze u njegovoj neposrednoj okolini i ima veoma kratko vreme Zivota od tek 30 pikosekundi,
kako su pokazale simulacije u vodnim rastvorima, dok u bioloSkim sistemima zbog pomenute

reaktivnosti nikada nije uspesno odredeno (Codorniu-Hernandez & Kusalik, 2012).

Kako je veoma jak oksidans, i u in vitro reakcionim sistemima i u bioloskim uslovima hidroksi
radikal moze dovesti do formiranja nekih veoma netipi¢nih oksidacionih stanja metala sa
kojima reaguje (Walling, 1995). Osim oduzimanja vodonika, pri ¢emu formira vodu 1 radikal
substrata, hidroksi radikal uobicajeno ucestvuje u formiranju aromatiénih OH-adukata i
reakcijama adicije na dvogubu vezu, ¢ime formira hidroksilovane radikale, reakcijama
transfera elektrona 1 formiranja neutralnih ili katjonskih radikala, a takode inicira 1

peroksidaciju lipida.

Biljke nemaju specificne hvatace (,,skevendzere®) za OH’, ve¢ je njegovo formiranje
ograniceno limitiranjem Fentonove reakcije, tj. ograni¢avanjem koli¢ine prisutnog vodonik-
peroksida 1 superoksidnog anjon radikala. Pretpostavlja se da se formiranje vecih koli¢ina ovog

destruktivnog radikala kontroliS§e odrzavanjem niskih nivoa prisutnih jona prelaznih metala i
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dovoljne koli¢ine antioksidanasa u delovima ¢elije gde se on moze formirati (Mattila et al.

2015).

Uzevsi u obzir Stetno dejstvo radikala koji uti¢u na kvarenje mnogih korisnih organskih
supstanci usled autooksidacije pod dejstvom atmosferskog kiseonika, mnogo truda je uloZzeno
u proucavanje i razvijanje supstanci koje bi mogle da uspore ili eventualno zaustave ovakve
procese. Supstance koje prisutne u malim koncentracijama u odnosu na supstrat podloZzan

oksidaciji znacajno usporavaju ili spreavaju takvu reakciju nazivaju se antioksidansi.

Jedan od nacina koji se mogu koristiti kako bi se sprecila nezeljena polimerizacija prilikom
skladiStenja reaktivnih hemikalija, je da se kroz rezervoar za skladiStenje produvava mala
koli¢ina vazduha, kako bi se ukoliko dode do polimerizacije ona preusmerila u pravecu mnogo
sporije kopolimerizacije sa kiseonikom. Medutim, problem sa ovakvim na¢inom prevencije je
S$to u nekoj meri vodi do proizvodnje odgovarajucih peroksida, koji mogu kasnije da iniciraju
veoma brzu i nepredvidivu polimerizaciju, naroCito ako se dotok vazduha prekine. Zbog toga
se ovakva metoda retko koristi, i uglavnom se dodaju male koli¢ine fenolnih antioksidanasa,
poput hidrohinona ili p-metoksifenola. Njihovo prisusto znacajno stabilizuje monomere time
Sto spreCava monomer-kiseonik kopolimerizaciju i smanjuje koli¢inu nastalih peroksida. Sa
druge strane, fenolni antioksidansi su efikasni samo sa kiseoni¢nim radikalima i imaju malo

efekta na neZeljenu polimerizaciju onda kada nema prisutnog kiseonika (Walling, 1995).

Zivi organizmi su razvili razli¢ite odbrambene sisteme za neutralisanje slobodnih radikala, u
kojima centralno mesto imaju antioksidansi, koji mogu biti endogeni i egzogeni. Po svojoj
rastvorljivosti antioksidansi se dele na hidrosolubilne, koji deluju u krvnoj plazmi i ¢elijskim
tecnostima, 1 liposolubilne, koji pre svega spreavaju peroksidaciju lipida ¢elijske membrane.
Antioksidansi mogu delovati tako S$to spreCavaju formiranje radikala helatiranjem jona
prelaznih metala koji kataliSu njihovo formiranje, zatim mogu biti hvataci slobodnih radikala,
pri ¢emu sami formiraju radikalske vrste koje se na predvidljiv nacin raspadaju daju¢i manje
reaktivne proizvode, a takode mogu imati i takvu sposobnost da obnavljaju molekule oste¢ene

dejstvom slobodnih radikala ili da regeneriSu druge antioksidanse.

Po mehanizmu delovanja, antioksidansi mogu biti enzimski i neenzimski. Enzimski
antioksidansi deluju tako Sto dejstvom kofaktora poput bakra, cinka, gvozda i mangana
neutraliSu 1 uklanjaju slobodne radikale time $to u viSe koraka konvertuju reaktivne kiseoni¢ne
vrste prvo u vodonik-peroksid, a nakon toga u vodu. Najznacajniji enzimski antioksidansi u

bioloskim sistemima su superoksid-dismutaza, katalaza, glutation-peroksidaza, glutation-
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reduktaza, o-dioksigenaza, askorbat-peroksidaza, dehidroaskorbat-reduktaze, glutation-S-
transferaze, NADPH-oksidaze i peroksiredoksin. Neenzimski antioksidansi deluju tako Sto
prekidaju lancane reakcije slobodnih radikala, u nekim slucajevima i inicijaciju, i neki od
najvaznijih su askorbat, glutation, melatonin, mikotiol, tokoferol, serum albumin, karotenoidi

i fenolna jedinjenja (Irato & Santovito, 2021).

U nekim slucajevima, antioksidansi deluju sinergetski, tj. zajedni¢kim delovanjem vrSe
funkciju sprecavanja Stetnog delovanja slobodnih radikala u bioloskim sistemima. Jedan takav
znacCajan primer je kod autooksidacije lipoproteina niske gustine (LDL), koja je povezana sa
ranim fazama razvoja arteroskleroze. Ova lancana reakcija se nastavlja cak i u prisustvu visokih
koli¢ina a-tokoferola (vitamina E), koji vazi za veoma jak antioksidans. U prisustvu
askorbinske kiseline, koja je sama po sebi manje efikasan antioksidans, dolazi do znatnog
povecanja efikasnosti a-tokoferola, a prisutan ubihinol, ¢ija je efikasnost oko deset puta manja
u odnosu na vitamin E, se u ovakvom sistemu ponaSa kao mnogo jaci antioksidans, i trosi se
mnogo brze ¢uvajudi vitamin E. Ingold i1 njegovi saradnici su objasnili ovakvo ponaSanje kao
posledicu fizickog stanja tog sistema, koji se sastoji od vodene suspenzije kapljica LDL, od
kojih svaka sadrzi oko 1200 molekula polinezasi¢enih masnih kiselina, 6 molekula a-
tokoferola i tragove ubihinola. Utvrdeno je da svaka Cestica u proseku sadrzi manje od jednog
fenoksi radikala a-tokoferola, koji je kao hidrosolubilan zarobljen i izolovan u takvom sistemu,
zbog Cega ima dugo vreme Zivota. Ubihinol prekida reakciju tako Sto preuzima elektron sa a-
tokoferol radikala, formiraju¢i protonovani semihinon, koji veoma brzo i lako reaguje sa
kiseonikom formirajuci hinon i hidroperoksil radikal, koji takode odlazi u vodenu fazu i
podleze terminaciji. Askorbinska kiselina takode moze prekinuti autooksidaciju tako S$to
redukuje feonski radikal nazad u fenol, i nastali hidrosolubilni askorbat radikal prelazi u

vodenu fazu gde podleZe terminaciji (Ingold et al. 1993).

2.3. Fenolna jedinjenja

2.3.1. Vrste i podela fenolnih jedinjenja

Fenolna jedinjenja, koja se ¢esto u literaturi objedinjeno nazivaju polifenoli, predstavljaju
najveéu 1 najSire rasprostranjenu grupu sekundarnih metabolita biljaka koja obuhvata
strukturno veoma raznovrsna i hemijski kompleksna jedinjenja. U biljnim organizmima

fenolna jedinjenja nastaju kao produkti biohemijskog puta Sikiminske kiseline, gde su glavni
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proizvodi fenilpropanoidi, i puta sir¢etne kiseline, gde su glavni proizvodi jednostavna fenolna
jedinjenja. Kombinacija oba ova biohemijska puta vodi ka formiranju flavonoida, koji
predstavljaju najobimniju grupu fenolnih jedinjenja u prirodi. Procenjeno je da postoji od 100
000 do 200 000 sekundarnih metabolita i da se oko 20% ugljenika koji se fiksira fotosintezom

preusmerava na fenilpropanoidni put (Pereira et al. 2009).

Pre nego $to se sam termin polifenoli ustalio u naucnoj literaturi, jedinjenja za koja je danas
poznato da pripadaju polifenolima su nazivana ,biljni tanini®, zbog toga Sto su se biljni
ekstrakti koji ih sadrze koristili prilikom Stavljenja Zivotinjskih koza za dalju funkcionalnu
upotrebu. Cak i nakon nekoliko decenija ispitivanja ovih jedinjenja, sam termin polifenoli nije
strogo definisan, i naroCito se starije definicije baziraju na njihovim strukturnim
karakteristikama i mogucnosti taloZenju proteina. Preko 8000 sekundarnih metabolita je
svrstano u polifenole, pri ¢emu najveéi broj njih ¢ine mali molekuli sa dve mono-, di- ili
trihidroksifenil gradivne jedinice koji nemaju moguénost Stavljenja koze, ali mogu dalje da
reaguju i proizvedu kompleksnije supstance koje poseduju ovakve osobine (Quideau et al.
2011).

Raznovrstnost i Siroka rasprostranjenost fenolnih jedinjenja dovela je do toga da se ovi
molekuli mogu grupisati po razli¢itim kriterijumima, kao §to je poreklo, rasprostranjenost,
bioloSka funkcija, rastvorljivost ili deo biljke iz koga su izolovani (Bel$¢ak-Cvitanovi¢ et al.
2018). Najcesca i najkorisnija podela je po njihovoj hemijskoj strukturi, ali ¢ak se i po tom
kriterijumu mogu podeliti na nekoliko nac¢ina. Jedna od prvih podela je bila po duzini 1 strukturi

ugljeni¢nog lanca, po ¢emu se mogu podeliti u 16 velikih grupa (Harborne, 1989):

1. Jednostavni fenoli (Ce skelet) 9. Hromoni (Cs—Cs skelet)

2. Benzohinoni (Cs skelet) 10. Naftohinoni (Ce—Cs skelet)

3. Fenolne kiseline (Cs—C1 skelet) 11. Ksantoni (Cs—C1—Ce Skelet)

4. Acetofenoni (Cs—C; skelet) 12. Stilbeni (Cs—C2—Cs skelet)

5. Fenilacetatne kiseline (Cs—C> skelet) 13. Antrahinoni (Ce—C2—Cs skelet)

6. Hidroksicimetne kiseline (Cs—Cs3 skelet) 14. Flavonoidi (Ce—Cs—Cs skelet)

7. Fenilpropeni (Ce—Cs3 skelet) 15. Lignini ((Ce—C3)n skelet)

8. Kumarini i izokumarini (Ce—Cs skelet) 16. Lignani i neolignani ((Ce—Cz)2 skelet)
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Mnogo cesce se koristi podela koja je zasnovana na broju fenolnih jedinica koje polifenol
sadrzi 1 strukturnim elementima koji vezuju ove jedinice. Na taj nacin polifenoli se dele na
lignane, stilbene, flavonoide, fenolne kiseline i ostale, koji se ne mogu strogo svrstati ni u jedno
od ovih kategorija (Grosso et al. 2014).

Lignani se formiraju oksidativnim kuplovanjem dve fenilpropanske jedinice preko centralnog
atoma u njihovim bo¢nim lancima (C-8) i predstavljaju hidrosolubilne polifenole male molarne

mase. U biljkama se uglavnom nalaze u tragovima i njihovim kondenzovanjem nastaju lignini.

Stilbeni su polifeonlna jedinjenja ¢iji se osnovni skelet sastoji od dvogube veze izmedu dva
ugljenika od kojih je svaki vezan sa po jednom fenolnom jedinicom i veoma su skloni
oligomerizaciji. U ljudskoj ishrani su uglavhom zastupljeni veoma malo. Verovatno
najpoznatiji  predstavnik ove vrste polifenola je trans-resveratrol (5-[(E)-2-(4-
hidroksifenil)etan-1-il]Jbenzen-1,3-diol) koji ¢ini veoma mali udeo polifenola prisutnih u
crvenom vinu, i za koji je utvrdeno da u veoma malim koncentracijama moze spreciti
peroksidaciju lipoproteina niske gustine, §to pozitivno uti¢e na prevenciju kardiovaskularnih

bolesti (Soleas et al. 1997).

Flavonoidi predstavljaju najrasprostranjeniju i najvise proucavanu grupu fenolnih jedinjenja u
hrani biljnog porekla. Njihov osnovni skelet se sastoji od Ce—C3—Cs strukture i sadrzi dva
aromaticna prstena (A i B) izmedu kojih se nalazi Sesto€lani heterociklicni fragment sa

kiseonikom (slika 2.1).

Slika 2.1. Osnovni skelet flavonoida sa odgovaraju¢om numeracijom atoma

U zavisnosti od stepena hidroksilacije i prisustva dvogube veze u prstenu C, flavonoidi se mogu
podeliti u ukupno 13 kategorija, od kojih su najvaznije flavonoli, flavanoli, flavoni, izoflavoni,
antocijanidini i flavanoni (Scalbert & Williamson, 2000). Cak i izmedu ¢lanova ovih podgrupa
flavonoida postoje strukturne varijacije koje su posledica hidroksilacije i dehidrogenizacije
prstenova, ali takode i prisustva sumpornih i metil grupa. Ovi molekuli se retko nalaze u
slobodnom stanju u biljkama, ve¢ su uglavnom konjugovani sa razli¢itim mono- i disaharidima,

najcesce u polozaju 3, a mogu formirati i komplekse sa oligosaharidima, lipidima, aminima 1
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karboksilnim kiselinama (Rice-Evans et al. 1996). Uprkos tome Sto su flavonoidi zastupljeni u
velikom broju namirnica u znacajnim koli¢inama, njihova bioraspolozivost u organizmu je
veoma mala, ali ih bakterije u crevima metaboliSu u male fenolne molekule koji onda

ispoljavaju svoju aktivnost (Applova et al. 2019).

Fenolne kiseline su jedinjenja koja u svom osnovnom skeletu imaju jedan benzenov prsten,
karboksilnu grupu i jednu ili vise hidroksil ili metoksi grupa. Mogu se podeliti na benzoeve

kiseline i cimetne kiseline i njene derivate.

Cimetne kiseline imaju osnovni skelet Ce—C3 od ukupno devet ugljenikovih atoma. U biljkama
se retko nalaze u slobodnom stanju, ve¢ su obi¢no u formi estara, Cesto sa ciklicnim
hidroksilovanim kiselinama, poput hinske kiseline, ¢ime formiraju vazne prirodne proizvode.

Njihovi alkoholi ¢ine osnovne gradivne jedinice lignina.

U benzoeve kiseline spadaju najjednostavnija jedinjenja koja veliki deo nau¢ne javnosti smatra
polifenolima i imaju osnovni skelet Ce—C1. Neke od najvaznijih fenolnih kiselina predstavljene
su naslici 2.2. Kao i kod flavonoida, njihova biosinteza po¢inje od aminokiseline fenilalanina,
krajnjeg produkta biohemijskog puta Sikiminske kiseline, a raznovrsnost u strukturi je
posledica naknadnih reakcija hidroksilacije i metosilakcije na benzenovom prstenu. Procenjeno
je da fenolne kiseline ¢ine oko jedne tre¢ine fenolnih jedinjenja u ljudskoj ishrani. Jedna od
njihovih osnovnih karakteristika koja ih ¢ini veoma poZeljnim za ispitivanje je njihova izuzetna
antioksidativna aktivnost, i ona se direktno moze povezati sa brojem hidroksilnih grupa

prisutnih u molekulu (Yang et al. 2001).

HO. _O  HO. _O HO. _O HO. _O
é/OH
OH HO OH o~
OH OH OH

salicilna  protokatehinska galna vanilinska
kiselina kiselina kiselina kiselina

Slika 2.2. Najznacajnijih predstavnici benzoevih kiselina

Uprkos tome Sto se fenolne kiseline u velikom delu naucne literature svrstavaju u polifenole,
strogo hemijski gledano, kako se pod fenolima podrazumevaju jedinjenja sa benzenovim
prstenom 1 hidroksilnim grupama kao supstituentima, logi¢no bi sledilo da se pod polifenolima

u tom smislu podrazumevaju jedinjenja sa bar dva ovakva supstituenta. Polihidroksilni
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aromati¢ni alkoholi, poput katehola, pirogalola, hidrohinona i 4-metilkatehola se po zvani¢noj
IUPAC nomenklaturi i dalje definiSu kao fenoli, iako poseduju veci broja hidroksilnih grupa
(McNaught & Wilkinson, 1997). Uprkos tome, fenolne kiseline i fenolni alkoholi, nazvani i
monofenoli zbog prisustva samo jednog aromati¢nog prstena u svojoj strukturi, se i u
popularnoj 1 u nauc¢noj literaturi najcesce klasifikuju kao polifenoli jer dele mnoge njihove
osobine (Quideau et al. 2011). Ispitivanja hemijskih, bioloskih i organoleptickih osobina
monofenola svkakako imaju znac¢ajno mesto u proucavanju polifenola, pre svega s obzirom na
to da oni mogu biti biogeneticki prekursoru za njihovu sintezu, kao i produkti njihovih
metabolickih puteva, zbog Cega je mozda najispravnije da se o njima govori kao o
,funkcionalnim polifenolima“ (Pereira et al. 2009). Strukture najbitnijih predstavnika

monofenolnih alkohola predstavljene su na slici 2.3.

OH OH OH
OH i O
: :OH OH
OH
H” o

katehol rezorcinol hidrohinon vanilin
OH OH
HO OH O\ OH
HO OH
OH OH 2
OH
pirogalol floroglucin eugenol hidroksitirozol

Slika 2.3. NajvaZzniji fenolni alkoholi

Poslednjih godina, uloZen je napor kako bi se pojam polifenola najzad uze definisao, pa je
Quideau sa saradnicima predlozio sledecu definiciju: ,,Pojam polifenol bi trebalo da se koristi
kako bi se definisali sekundarni metaboliti biljaka koji su derivati isklju¢ivo Sikiminskog
fenilpropanoidnog i/ili poliketidnog puta, koji u svojoj strukturi imaju vise od jednog fenolnog
prstena 1 u svojoj osnovnoj strukturi nemaju nikakvu funkcionalnu grupu koja sadrzi azot*

(Quideau et al. 2011).
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2.3.2. Reaktivnost fenolnih jedinjenja

Monofenoli predstavljaju molekule sa veoma raznovrsnim mogucnostima da reaguju, kao $to

je prikazano naslici 2.4.
hidrofilni deo
(vodonicna veza)

donor protona ~

akceptor  --»0.

protona

hidrofobni deo {

helatiranje

Y 5 .
-7 M } p()ltﬁﬂt}l_]lli Za

(Van der Valsova

interakcija) -«— apsorperja UV svetlosti

(270-320 nm)
Slika 2.4. Reaktivna mesta u monofenolima i fenolnim strukturnim fragmentima u

polifenolima (Quideau et al. 2011).

Sam fenol predstavlja amfifilni molekul, ¢iji je planarni benzenov prsten hidrofoban, a polarna
hidroksilna grupa hidrofilna i ona se mozZe ponasati i kao donor i kao akceptor protona.
Hidrofobni deo molekula u polifenolima moZe ostvariti interakcije Van der Valsovog tipa, dok
hidroksilna grupa moze formirati vodoni¢nu vezu sa drugim biomolekulima. Prisustvo bar jo$
jedne hidroksilne grupe pored postojece u monofenolu ili monofenolnoj jedinici (kao npr. na
prstenu B flavonoida) omogucava helatiranje jona metala, ¢ime takva jedinjenja u zemljistu
uticu na smanjenje ispiranja katjonskih nutrijenata i uticu na akumulaciju organske frakcije
koja ima kapacitet za izmenu nutrijenata. Ovo njihovo svojstvo takode moze smanjiti toksi¢no

dejstvo jona poput aluminijuma u zemljistu (Northup et al. 1998).

Absorpcioni maksimum samog fenola je na 270 nm, ali prisustvo dodatnih hidroksilnih i/ili
elektron-akceptorskih grupa u orto- ili para- polozaju pomera maksimum apsorpcije u opseg
od 280 do 320 nm (Harborne & Williams, 2000). Mogu¢nost zastite od delovanja UV-B
sunéevih zraka predstavlja jo§ jednu znacajnu osobinu koju prisustvo monofenolne jedinice
uvodi u sloZenije molekule, ¢ime ih §titi od oSte¢enja koja nastaju kao posledica izloZenosti

takvom zraCenju.

Dodatna hidroksilna grupa pored postojece u monofenolu ili ovakvom strukturnom fragmentu
takode drasticno menja i1 diverzifikuje hemijsko ponaSanje u odnosu na sam fenol.
Deprotonovanje jedne od hidroksilnih grupa, koje je omoguceno umerenom kiselos¢u O-H
veze, znacajno je olakSano prisustvom dodatnih hidroksilnih grupa na benzenovom jezgru koje

stabilizuju nastali anjon. Ovo rezultuje formiranjem fenolatnog anjona koji se ponasa kao jak
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nukleofil i omogucava dalju reakciju ovako nastale hemijske vrste bilo kao ugljeni¢nog ili
kiseoni¢nog nukleofila u raznovrsnim jonskim reakcijama. Fenolatni anjoni se mogu lako
oksidovati otpuStanjem jednog elektrona, pri ¢emu formiraju radikale stabilizovane
delokalizacijom, koji predstavljaju kljuéne intermedijere u biosintezi kompleksnijih oligo- i
polimernih polifenola formiranjem ugljenik-kiseonik i ugljenik-ugljenik veza ili radikalskim

kuplovanjem.

I sami monofenoli su veoma osetljivi na oksidaciju i zbog relativno male energije disocijacije
O-H veze mogu otpustati vodonik i formirati fenoksi radikal (Mulder et al. 2005). Prisustvo
hidroksi-, alkil- ili alkoksi- supstituenata u orto- i/ili para- poloZaju znacajno smanjuje energiju
disocijacije pomenute veze (de Heer et al. 1999). Formiranje fenoksi radikala takode moze biti
i posledica homoliti¢kog kidanja O—H veze. Ovako formirani radikali u nedostatku pogodnog
Supstrata lako podlezu oligo- 1 polimerizaciji fomiraju¢i supstance koje su po svojim

karakteristikama veoma sli¢ne prirodnim huminskim kiselinama.

Dvoelektronska oksidacija prac¢ena dehidrogenizacijom katehola, pirogalola i drugih fenolnih
jedinjanja tog tipa moze voditi ka formiranju 0-hinona i a-hidroksi-o-hinona. Oni se mogu
ponasati kao elektrofilni i nukleofilni supstrati, a takode se mogu ponasati i kao dieni i dienofili
u cikloadicionim reakcijama Dils-Alderovog tipa. Ovako nastale reaktivne vrste u
periciklicnim reakcijama mogu biti prekursori kompleksnih polifenola, poput teatanina,

elagitanina i dehidroelagitanina (Quideau & Feldman, 1997).

Pod neutralnim 1 blago kiselim uslovima, dvoelektronskom oksidacijom pra¢enom
dehidrogenacijom fenolna jedinjenja mogu da formiraju i fenoksenijum katjone, koji se
ponasaju kao ugljeni¢ni elektrofili i mogu lako reagovati sa raznovrsnim nukleofilima preko

ugljenika u orto- i para- polozaju (Quideau et al. 2004).

2.3.3.Antioksidativna svojstva fenolnih jedinjenja

Jedna od najznacajnijih osobina fenolnih jedinjenja je njihova izuzetna antioksidativna
aktivnost 1 ovakvo njihovo ponaSanje posledica je njihove karakteristi¢ne strukture i
reaktivnosti, koja im omogucéava da helatiraju jone prelaznih metala i da se ponasaju kao
hvataci radikalskih 1 neradikalskih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. lako u Zivim organizmima
postoje zastitni mehanizmi za spreavanje Stetnog delovanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, unos

fenolnih jedinjenja putem hrane doprinosi ljudskom zdravlju time S§to deluju kao

29



kardioprotektivni 1 antimikrobni agensi, a takode imaju i1 ulogu kod prevencije mutacija i

proliferacije ¢elija kancera (Andjelkovi¢ et al. 2006).

Joni prelaznih metala, narocito gvozda i bakra, u bioloSkim sistemima takode imaju ulogu i u
proizvodnji reaktivnih kiseoni¢nih vrsta na taj nacin Sto konvertuju superoksidni anjon radikal
I vodonik-peroksid u veoma Stetni hidroksil radikal u reakcijama Haber-Vajsovog i
Fentonovog tipa (2.12, 2.13 i 2.14). Fenolna jedinjenja koja poseduju odgovarajuce O-
dihidroksi grupe mogu helatirati jone prelaznih metala, ¢ime deluju preventivno, tj. u nekoj
meri spreCavaju formiranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Prisustvo druge o-hidroksi grupe u
fenolnoj jedinici omoguéava efektivnije helatiranje zbog svojih elektron-donorskih osobina, ali
I veoma male sterne zaklonjenosti, dok prisustvo nekog drugog elektron-donorskog
supstituenta, poput metoksi grupe, znacajno ometa moguénost za helatiranje zbog svoje
voluminoznosti. U slu€aju fenolnih kiselina, prisustvo karboksilne grupe moZe delimi¢no
smanjiti njthovu moguénost helatiranja. Helatiranje jona prelaznih metala moze spreciti
njihovo prooksidativno dejstvo prevencijom redoks ciklusa, okupiranjem mesta u
koordinacionoj sferi metalnog jona, formiranjem nerastvornih metalnih kompleksa,
dodavanjem sterne zaklonjenosti metalnom centru ¢ime se onemogucuje njegova interakcija sa
substratima, kao i blokiranjem aktivnih centara u nekim enzimima koji mogu generisti
superoksid anjon radikal, poput ksantin-oksidaze i protein-kinaze (Andjelkovi¢ et al. 2006).
Iako se ne zna ta¢no u kojoj meri je helatiranje jona metala odgovorno za antioksidativno
delovanje fenolnih jedinjenja, pretpostavlja se da je znacajno manje u odnosu na njihovu

sposobnost da se ponasaju kao hvataci reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Rice-Evans et al. 1996).

U procesu deaktivacije slobodnih radikala glavna uloga antioksidanasa je da sprece nastalu
reaktivnu vrstu od daljeg delovanja time $to sami postaju radikali, ¢cime prekidaju njihovu
lan¢anu reakciju. U bioloskim sistemima je naro€ito vazno da se nastali radikali premeste dalje
od senzitivnih substrata u delove celije gde radikal ne moze da nanese toliku Stetu, Sto
uglavnom podrazumeva transfer iz hidrofobne u vodenu fazu, tj. citosol ili plazmu, kao §to je
prethodno opisano na primeru ubihinola (poglavlje 2.2). U bioloskim membranama koje imaju
veoma efikasan mehanizam odbrane, 1-3 molekula antioksidansa na 1000 potencijalnih meta
osetljivih na oksidaciju je dovoljno da se spreci Stetno dejstvo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta

(Sies, 1993).
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Opisana reaktivnost fenolnih jedinjenja omogucuje njihovu antioksidativnu aktivnost, koja se
uglavnom odigrava jednim od dva mehanizma:

1) doniranjem vodonika formiranom slobodnom radikalu homolitickim kidanjem O-H veze,

pri ¢emu sama fenolna jedinjenja postaju radikali:

PhOH + R"— PhO" + RH (2.15)
2) doniranjem jednog elektrona, pri ¢emu oni sami formiraju stabilne radikal katjone:

R +PhOH — PhOH"" + R (2.16)

Kod prvog mehanizma, energija disocijacije O-H veze diktira lako¢u sa kojom moze do¢i do
formiranja fenoksi radikala. Najznacajniji faktori koji uticu na snizavanje energije disocijacije
pomenute veze je prisustvo i broj hidroksilnih grupa u orto- i/ili para- polozaju, koje svojim
elektron-donorskim efektom stabilizuju nastali radikal, kao i potencijal za gradenje
intramolekulske vodoni¢ne veze, koja takode stabilizuje nastali fenoksi radikal (Leopoldini et
al. 2004).

Drugi mehanizam je verovatniji kod onih fenolnih jedinjenja koja nemaju mogucnost za
stabilizaciju radikala intramolekulskom vodoni¢nom vezom, ali imaju takve supstituente Koji
omogucavaju planarnost sistema i delokalizaciju n-elektrona. Ovo omogucuje da nastali
radikal katjon bude stabilan 1 da ne podleze daljoj radikalskoj reakciji sa prisutnim substratom.
Ovakvi molekuli imaju nizak jonizacioni potencijal, $to je dominantan faktor koji odreduje

lakoc¢u sa kojom mogu donirati jedan elektron (Leopoldini et al. 2004).

2.3.4. Autooksidacija fenolnih jedinjenja

Fenolna jedinjenja su po svojoj multipletnosti singletna, $to ¢ini njihove reakcije sa
molekulskim kisonikom kineticki nepovoljnim zbog spinske restrikcije. Medutim, osim
osobina poput rastvorljivosti, energije disocijacije veze i jonizacionog potencijala, njihova
reaktivnost zavisi i od medijuma u kome se reakcija odigrava, kao i uslova reakcije, pre svega
pH, prisustva jona metala i temperature, kao i od odnosa redoks potencijala fenolnog jedinjenja
i prisutnih supstrata. Onda kada nema pogodnog supstrata sa kojima bi nastali fenolni radikali
mogli da reaguju, oni u procesu autooksidacije podlezu dimerizaciji, oligomerizaciji i
polimerizaciji.

Oligomeri 1 polimeri dobijeni na ovaj nacin opisuju se kao vestacke huminske supstance, zbog

slicnosti fizickih, hemijskih i spektroskopskih karakteristika sa huminskim supstancama koje
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se mogu izolovati alkalnom ekstrakcijom organske frakcije zemljiSta, zbog Cega se
pretpostavlja da je njihovo nastajanje posledica, pre svega, autooksidacije prirodno prisutnih
fenolnih jedinjenja (Drosos et al. 2011; Smejkalova et al. 2006). Treba naglasiti da je prisutna
opravdana sumnja da huminske supstance koje su na ovaj nacin izolovane iz zemljista u istoj
formi postoje 1 u zemljistu, kako neki autori smatraju da imaju drugacije fizicke i hemijske
osobine koje su posledica nacina na koji se izoluju. Alkalnom ekstrakcijom se iz zemljista
mogu ekstrahovati i neke supstance koje jos nisu podlegle degradaciji, mogu se indukovati
hemijske modifikacije poput hidrolize i kondenzacije, kao i da se dozvoli oksidacija organske
materije u prisustvu ve¢e koli¢ine kiseonika nego S$to je prirodno prisutna u organskim
slojevima zemljiSta. Zbog toga ponasanje huminskih supstanci u izolovanom sistemu ne treba
uzimati kao definitivni pokazatelj ponaSanja supstanci tog tipa u zemljistu koje predstavlja
veoma kompeksnu smesu (Kleber & Johnson, 2010). Uprkos tome, utvrdeno je da i prirodne i
vesStacke huminske supstance mogu znacajno da poboljSaju kvalitet zemljista kome se dodaju
time S§to povecavaju sadrzaj dostupnih nutrijenata i poboljSavaju aktivnost enzima i
mikroorganizama u zemljistu (Li et al. 2019), a takode doprinose i dostupnosti izmenljivih
nutrijenata, kao i imobilizaciji $tetnih jona, poput Al(III) i radionuklida (Northurp et al. 1998;
Polyakov et al. 2020). Zbog toga se danas intenzivno prouéava potencijalna upotreba polimera
dobijenih autooksidacijom fenolnih jedinjenja kao nacina za dobijanje huminskih dubriva (Cha
etal. 2017; Ma et al. 2013; Yang et al. 2021). Koli€ina fenolnih jedinjenja izlu€enih u zemljiste
se povecava pred kraj Zivotnog ciklusa biljaka 1 utvrdeno je da se metaboliti sa prisutnim 0-
dihidroksifenolnim fragmentima narocito jako vezuju za jone bakra u zemljiStu, pa se ova
njihova osobina ispituje u vezi sa smanjenjem zagadenosti zemljiSta ovim jonom, koje je
posledica prekomerne upotrebe pesticida (naro€ito fungicida) sa bakrom (Oess at al. 1999a;
Oess et al. 1999b). Osim kao posledica agrikulturalnih aktivnosti, sadrzaj fenolnih jedinjenja u
zemljiStu 1 vodi je posledica industrijskog zagadenja, pa se proces autooksidacije pod dejstvom
jona ispituje i sa aspekta pre€iS¢avanja zagadenih voda (Matijevi¢ et al. 2020). Ovakvo njihovo
dejstvo ima dvostruku Korist, jer se prilikom takvih interakcija fenolna jedinjenja autooksiduju,

pa nastali produkti doprinose humifikaciji zemljista.

Autooksidacija fenolnih jedinjenja samo u prisustvu vazdusnog kiseonika je proces koji je
relativno spor i1 vodi ka maloj koli¢ini nastalih proizvoda, tako da uprkos tome $to je veoma
povoljan zbog izbegavanja upotrebe skupih i/ili Stetnih reagenasa, ne koristi se Cesto za
dobijanje njihovih polimera (Dogan et al. 2013; Giannakopoulos et al. 2009; Li & Trush, 1993;

Nikoli¢ et al. 2021). Ovakav proces je veoma zavistan od pH rastvora u kome se odigrava i
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naroCito je ubrzan u alkalnijim rastvorima jer se tako omogucava deprotonacija prisutnih —
COOH i —OH grupa, $to inicira dalju reakciju polimerizacije (Maier et al. 2019; Rinaldi et al.
1995; Zhao et al. 2020). Razli¢ite pH vrednosti sistema utic¢u i na to koji ¢e biti odnos fenolnog
jedinjenja i nastalih anjona, kao i na to koji ¢e se anjoni formirati, $to je narocito bitno kod onih
jedinja koja imaju veéi broj —OH i dodatne — COOH grupe, pa na taj na¢in pH sistema do neke
mere diktira i strukturu nastalog proizvoda. U baznijim rastvorima je absorpcija kiseonika iz
vazduha povecana, a utvrdeno je da tip baze koji se koristi za postizanje zeljene pH sredine,
izmedu ostalog, ima uticaj i na to koliko se maksimalno kiseonika moze apsorbovati (Pant et
al. 2019). Povecana temperatura generalno uti¢e na povecanje brzine inicijacije, ali takode
moze uticati i na stabilnost nastalih polimera, pa iznad odredenih vrednosti moze dovesti do
degradacije nazad u monomerne gradivne blokove (Dogan et al. 2013; Réblova, 2012). Ovakav
tip autooksidacije se generalno ne javlja u bioloskim sistemima, posto je neophodna drugacija
pH vrednost sistema u odnosu na fiziolosku. U bioloskim sistemima postoje specifiéni enzimi
koji interaguju sa fenolnim jedinjenjima prilikom njihovog metabolisanja, a takode je uvek

prisutna makar i veoma mala koli¢ina jona metala koji mogu katalizovati ovakav proces.

Jedan od nacina da se proces autooksidacije fenolnih jedinjenja ubrza je dodatak oksidujuceg
agensa na pocetku reakcije, ¢ime se formira oksidovana i reaktivnija forma odgovarajuceg
monomera, $to rezultuje brzom inicijacijom, brzim odigravanjem reakcije i efikasnijom
apsorpcijom kiseonika iz vazduha. Jedan od najceSce koriS¢enih oksidacionih agenasa je
perjodatni jon, a dobri rezultati su takode postignuti koris¢enjem vodonik-peroksida i natrijum-
hipohlorita. Kod ovakvog tipa reakcija je prinos dobijenih proizvoda znatno veci nego u
odsustvu oksiduju¢eg agensa (Cabanes et al. 1987; Dogan et al. 2013; Helbig et al. 1997;
Munoz et al. 2006). Osim veceg prinosa polimera, jedna od prednosti ovakvih metoda je to Sto
su najcesce korisc¢eni oksidansi lako dostupni i relativno jeftini, ali treba voditi ra¢una prilikom
njihovog odabira, zato $to u nekim sluc¢ajevima moze do¢i do formiranja neZeljenih i cak

toksi¢nih intermedijera u tom procesu (Michatowicz et al. 2007).

Medu metodama chaza pripremu fenolnih polimera, autooksidacija pod dejstom enzima
predstavlja ekoloski prihvatljivu alternativu koja vodi ka ve¢em prinosu proizvoda. Obicno je
neophodna kataliticka koliina enzima 1 reakcije se odigravaju pri blagim reakcionim uslovima
u blago kiselim ili neutralnim rastvorima. Najc¢esce koriS¢eni enzimi su lakaze izolovane iz
gljiva (Cha et al. 2017; Gamov et al. 2020), tirozinaza (Hollmann & Arends, 2012), polifenol-
oksidaza (Richard-Forget et al. 1992) i peroksidaze sa dodatkom male koli¢ine vodonik-

peroksida (Alfieri et al. 2020). Ovakvi procesi se mogu optimizovati time §to se prinos
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proizvoda povecava primenom ultrazvuka ili visokog pritiska (Su et al. 2018a) ili
modifikacijama samog enzima (Su et al. 2018b). Enzimski katalizovana autooksidacija
strukturno razlic¢itih fenolnih jedinjenja bifunkcionalnom katalazom-fenoloksidazom
izolovanom iz gljive Scytalidium thermophilum ukazala je na to da neki enzimi mogu

pokazivati stereoselektivnost, kao i selektivnost ka odredenim supstratima (Avci et al. 2013).

Upotreba enzima, iako ekoloska, jeste relativno skupa, zbog Cega se priprema fenolnih
polimera autooksidacijom moze vrSiti 1 u prisustvu jona metala. Utvrdeno je da oni u vrlo
malim koncentracijama u odnosu na fenolno jedinjenje deluju kataliticki time Sto ukidaju
spinsku restrikciju, $to osim do ubrzavanja reakcije sa molekulskim kiseonikom, vodi i do
boljeg prinosa proizvoda (Mateus et al. 2018). Najc¢esce proucavani i koris¢eni joni prelaznih
metala su Fe(IIT) i Cu(Il), jer su oni najprisutniji u bioloskim sistemima. Ovakve reakcije se
obi¢no mogu odigravati u blagim reakcionim uslovima, pri pH vrednostima koje su blizu
fizioloske (Fullenkamp et al, 2014; Kamau & Jordan, 2002; Oess et al. 1999a; Rinaldi et al.
1995). Koris¢enje jona bakra je u literaturi visSe navodeno, jer je on skloniji ovakvoj vrsti
aktvnosti u odnosu na jone gvozda zbog nizeg redoks potencijala para Cu?*/Cu* u odnosu na
par Fe%*/Fe?*, ali i zbog njegove veée zastupljenosti u organskoj frakciji zemljista (Cheshire et
al. 1977). Takode, u fosfatnom puferu, koji se najcesce koristi za ispitivanje autooksidacije
fenolnih jedinjenja pod dejstvom jona metala, joni bakra se u mnogo vecoj meri vezuju za
fenole, dok se jedan deo jona Fe(III) jace vezuje za prisutne fosfatne ligande (L i& Trush, 1993;
Nkhili et al. 2014). Proucavanja autooksidacije pod dejstvom drugih bioloski vaznih jona
prelaznih metala, poput Mn(ll), Co(ll) i Zn(ll) pokazala su da njihovo dejstvo zavisi od tipa
fenolnog jedinjenja koje se koristi, kao i od uslova reakcije. Dok su neki autori nasli da oni
nemaju znacajan uticaj na brzinu odvijanja procesa 1 koli¢inu nastalog proizvoda, kao i da
ispoljavaju svoju aktivnost samo u uskom opsegu pH vrednosti (Li & Trush 1993; Rinaldi et
al. 1995; Ukrainczyk & McBride, 1992; Zeng et al. 2019), drugi autori su utvrdili da oni mogu
imati i znacajno kataliti¢ko dejstvo (Garcia et al. 1996).

Katehol i pirogalol, kao fenolna jedinjenja koja u svojoj strukturi sadrZze ovakve strukturne
jedinice, prilikom helatiranja jona prelaznih metala lako mogu dovesti do njihove redukcije.
Redukovani joni metala, koji nastaju u ovakvom procesu, doprinose stvaranju reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta time Sto ucestvuju u reakcijama Fentonovog tipa koje kao proizvod daju
hidroksi radikale, sto je jedan od nacina na koji fenolna jedinjenja mogu imati i prooksidativno
dejstvo u bioloskim organizmima. Hidroksilne grupe same po sebi ne predstavljaju narocito

dobar ligand, medutim deprotonovanje ih ¢ini znacajno povoljnijim, a ono je veoma olakSano
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prisustvom metalnog jona. Najces¢i reakcioni put ukljucuje transfer jednog elektrona, koji
dovodi do formiranja radikala i redukcije jona metala, pa nastali kompleks moze jos lakSe da
se deprotonuje. Time nastaje o-hidroksifenoksi radikal, tj. a—hidroksi-o-hidroksifenoksi
radikal, tripletna hemijska vrsta, koja sada lako moze reagovati sa molekulskim kiseonikom
produkujuci 0-hinon/o—hidroksi-o-hinon i superoksid anjon radikal. Nastali superoksid anjon
radikal moze dalje da reaguje sa supstratima, pa i u tom smislu fenolna jedinjenja mogu imati

prooksidativno dejstvo.

o-Hinoni i a—hidroksi-o-hinoni koji nastaju u reakcijama autooksidacije fenolnih jedinjenja su
vrste koje su veoma reaktivne i imaju veliku oksidacionu mo¢, zbog cega njihovo prisustvo u
bioloskim sistemima moze naneti veliku Stetu. Utvrdeno je da u organizmu pod dejstvom jona
bakra na hidrohinon moze nastati znacajna koli¢ina p-benzohinona, koji ima citotoksi¢no
dejstvo, ali se pretpostavlja da je u ovo ukljuéen nesto drugaciji mehanizam, jer p-hidroksi
grupe ne predstavljaju efikasan helator za prisutne jone (Li & Trush, 1993; Fu et al. 2015).
Zbog svega navedenog za fenolna jedinjenja generalno vazi da mogu biti i antioksidativni i

prooksidativni agensi, §to ima smisla uzevsi u obzir da su oni sami redoks aktivne vrste.

Autooksidacija fenolnih jedinjenja pod dejstvom jona metala koji ne spadaju u prelazne, poput
Mg(II), Ca(Il) i Al(II), je ispitivana u manjoj meri iako su oni u Zivotnoj sredini prisutni u
daleko ve¢im koncentracijama (McBride et al. 1988; Nikoli¢ et al. 2019; Zeng et al. 2019;
Zivanovi¢ et al 2018;). U odnosu na jone prelaznih metala, joni zemnoalkalnih metala
ispoljavaju svoj efekat onda kada su prisutni u ve¢oj koncentraciji, a njihovo dejstvo je takode
pojacano u baznoj sredini, onda kada je pH > pKa fenolnog jedinjenja. Joni zemnoalkalnih
metala uticu na proces njihove autooksidacije time Sto omogucavaju dodatnu deprotonaciju
hidroksilnih grupa prilikom formiranja fenolatnog kompleksa, koji je onda mnogo skloniji
reakciji sa molekulskim kiseonikom, ali i time §to omogucuju formiranje relativno stabilnih
slobodnoradikalskih intermedijera koji onda dalje ucestvuju u propagaciji (Lebedev et al.
2007). Proucavanje uticaja jona zemnoalkalnih metala Mg(II) 1 Ca(II) je od posebne vaznosti,
zato §to su oni, osim u zivotnoj sredini, medu najzastupljenijim jonima u bioloskim sistemima
u kojima igraju ulogu u velikom broju esencijalnih procesa, kao §to je opisano u poglavljima
2.1.1 1 2.1.2. Razlike u fizi¢ckim i hemijskim osobinama ova dva jona za posledicu imaju i
drugacije ponasanje i uticaj prilikom interakcije sa fenolnim jedinjenjima, kako u izolovanim
sistemima (Lebedev et al. 2007; Zivanovi¢ et al. 2016; Zivanovi¢ et al. 2017), tako i u

bioloskim sistemima (Monteiro et al. 2016).
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Interesantno je napomenuti i da su neki istrazivaci predlozili autooksidaciju fenolnih jedinjenja
u baznoj sredini kao metodu za aktivaciju kiseonika u cilju dobijanja ekoloskog i jeftinog
oksidujuéeg agensa. Ovo je narocito interesantno uzevsi u obzir da bi se za takav proces mogao
koristiti bioloski otpad bogat fenolnim jedinjenjima, ¢ime bi se otvorile nove moguénosti za
korisno recikliranje (Scoccia et al. 2016). Kao nusproizvod u ovakvom procesu bi se dobio i
fenolni polimer, pa bi on i na taj nacin bio koristan, jer je poznato da fenolni polimeri imaju

viSestruku i veoma raznovrsnu upotrebu

2.3.5. Upotreba i potencijal za primenu polimera dobijenih autooksidacijom fenolnih
jedinjenja

Oligomeri i polimeri fenolnih jedinjenja imaju dosta prednosti u odnosu na svoje monomerne
gradivne jedinice, pre svega zbog nize neZeljene bioaktivnosti i manje potencijalne toksi¢nosti,
kao i zbog svoje vece stabilnosti, koja u velikoj meri olakSava njihovo ispitivanje, procesuiranje
1 inkorporiranje u postojece polimerne materijale kako bi se poboljsala njihova svojstva. Oni
su takode veoma privlacni za ispitivanje zbog svoje biokompatibilnosti, bioraspolozivosti, kao
1 moguénosti da se koriS¢enjem specificnth monomera, kao i njihovim kombinovanjem
postignu Zeljene osobine kod nastalog proizvoda. l1zbor monomerne gradivne jedinice ima
klju¢nu ulogu u karakteristikama dobijenog materijala jer, izmedu ostalog, diktira i kakve ¢e
privlacne 1 stabilizuju¢e interakcije, poput elektrostaticke interakcije, vodoni¢ne veze ili

mogucénosti helatiranja, mo¢i da ostvari nastali polimer.

Jedna od najcesSce ispitivanih osobina sintetickih fenolnih polimera je njihova antioksidativna
sposobnost, koja po do sada sprovedenim in vivo istrazivanjima, ponekad i nadmasuje aktivnost
njihovih gradivnih blokova, pre svega zahvaljuju¢i njihovoj vecoj stabilnosti u vodenim
rastvorima, manjem broju nezeljenih reakcija, i samim tim manjoj koli¢ini koja je neophodna
da bi se postigla zeljena aktivnost (Nagarajan et al. 2020). Antioksidativne osobine fenolnih
polimera se mogu naknadnim procesima, kao $to je ispiranje kiselinom, unaprediti do te mere
da su jednake sa jedinjenjima koji se koriste kao referentni antioksidansi (Alfieri et al. 2020).
Osim prethodno pomenute uloge koju prirodne i1 veStacke huminske supstance imaju U
poboljsanju kvaliteta zemljiSta, nadeno je da polimer sintetisan autooksidacijom galne kiseline
zbog svoje izrazene antioksidativne sposobnosti moZe na¢i primenu u zastiti zemljiSnih 1
vodenih ekosistema od oksidativnog stresa izazvanog UV zracenjem, kiselim kiSama,

singletnim kiseonikom i NxOy vrstama (Slawinska et al. 2007).
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Karakteristicnih pojava za hranu 1 pi¢a bogata fenolnim jedinjenjima je tamnjenje usled
izlozenosti atmosferskom kiseoniku, koje je posledica autooksidacije fenolnih jedinjenja. Ovaj
proces nije nuzno Stetan, kako se reaktivni i Stetni intermedijeri uglavnom brzo polimerizuju
pod dejstvom enzima, ali moze dovesti do toga da hrana bude neprivlacna za konzumiranje,
Sto onda dovodi do povecanja koli¢ine otpada. Osim ispitivanja uticaja koji neka prirodno
prisutna fenolna jedinjenja kao antioksidansi mogu imati na procese autooksidacije u hrani
(Arsad et al. 2020; Zainudin et al. 2021), takode se ispituje i potencijalna primena ovih
jedinjenja i njihovih polimera u pakovanjima za hranu, kako bi se sprecila nezeljena oksidacija
(Pant et al. 2017; Panzella et al. 2016).

Jedno od otkric¢a koje je u velikoj meri doprinelo velikom povecanju interesovanja za primenu
fenolnih polimera u industriji materijala je da je protein koji sadrzi veliki udeo 3.4-
dihidroksifenil-L-alanina (L-dopa), molekula sa kateholnom strukturom, odgovoran za
izvanredne adhezivne osobine skoljki (Waite & Tanzer, 1981). Nakon tog otkri¢a, razvijen je
veliki broj raznovrsnih sintetskih puteva razli¢ite kompleksnosti za pravljenje funkcionalnih
materijala od fenolnih polimera kombinovanjem gradivnih monomera odgovarajucih fizicko-
hemijskih osobina i ponekad sa drugim polimernim materijalima. Promena polarnost osnovnog
skeleta polimera koji sadrzi kateholne strukturne jedinice moze promeniti specifi€na svojstva
materijala, pa zamena galolnim strukturnim fragmentom predstavlja jedan od prvih koraka
prilikom pokuSaja unapredenja osobina sintetisanog materijala. Tako je, na primer, mogu¢nost
kateholnog polimera za adheziju pod vodom, mnogostruko poveé¢ana ovakvom vrstom zamene
(Zhan et al. 2017), dok je izmena kombinacije kateholnog monomera i komonomera dovela do
razvi¢a materijala koji ima mogucénost elektrohemijskog skladiStenja energije (Patil et al.
2017). Priprema 1 proucavanje osobina kateholnih 1 galolnih polimera je oblast koja se 1 dalje
intenzivno proucava i razvija i, osim adheziva, do sada su razvijeni sintetiticki materijali koji
mogu da se koriste kao gelovi sa samoisceljuju¢im osobinama (Holten-Andersen et al. 2011),

izdrzljivi elastomeri (Filippidi et al. 2017) i zastitne prevlake.

Priprema supramolekulskih koordinativnih struktura koje se sastoje od metalnih jona i
polifenola (,,metal-phenolic network*) koristi osobinu prijanjanja fenolnih jedinjenja kako bi
se pod uticajem jona metala u brzom i jednostavnom procesu deponovala prevlaka na povrSinu
najraznovrsnijih materijala, poput silikatnih 1 metalnih nanocestica, kolagena, ali 1 bakterija,
¢elija sisara i crvenih krvnih zrnaca (Rahim et al. 2019). Izbor fenolnog jedinjenja veoma utice
na stabilnost nastale prevlake i koriS¢enjem malih molekula katehola, pirogalola i galne

kiseline potvrdeno je da je neophodno prisustvo barem jedne vicinalne diolne grupe kako bi se
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formirao stabilan film (Rahim et al. 2015). KoriS¢eni metal, osim stabilnosti, diktira i
razlaganje napravljenog filma pri odredenim pH vrednostima, $to predstavlja veliku prednost
ovakvih prevlaka jer se time moze kontrolisati otpustanje inkorporiranih terapeutskih agenasa.
Kako tumorske ¢elije obi¢no imaju nizu lokalnu pH vrednost u odnosu na zdrave ¢elije, ovakvi
sistemi imaju potencijal za upotrebu u terapiji kancera (Ping et al. 2015). Zastitne prevlake se
takode mogu napraviti i dejstvom metala sa povrsine Cestica koje se prevlace, pa su na taj nacin
pod blagim reakcionim uslovima pripremljene biokompatibilne magnetne nanocestice, koje
imaju potencijal za upotrebu kao kontrasti prilikom snimanja magnetnom rezonancom i kao
ciljani nosioci lekova (Csakiné Tombacz et al. 2014; Téth et al. 2014).

Fenolni polimeri tipa huminskih kiselina pokazuju antivirusno dejstvo (Klocking et al. 2002),
i takvo njihovo dejstvo je direktno povezano sa brojem negativno naelektrisanih funkcionalnih
grupa u polimeru, a utvrdeno je da je jace izrazeno kod onih polimera napravljenih od fenolnih
jedinjenja sa karboksilnom grupom (Helbig et al. 1997). Za prirodne huminske Kiseline je
utvrdeno da mogu delovati kao imunomodulatorni agensi, i samostalno, ali 1 sinergijski sa
nekim ve¢ potvrdenim imunomodulatorima, $to ohrabruje dalja istrazivanja za sinteticke

polimere ovog tipa (Vetvicka et al. 2010).

Fenolna jedinjenja predstavljaju veoma interesantne molekule za ekoloSku pripremu metalnih
nanocestica zbog toga Sto pokazuju visoku sposobnost da helatiraju jone metala, ¢cime ih mogu
izdvojiti iz smeSa 1 redukovati ih do metalnog atoma produkujuc¢i nanocestice. Utvrdeno je da
ovako sintetisane superfine nanocestice imaju vecu aktivnu povrSinu, a narocita prednost
ovakvog procesa njihovog dobijanja je izbegavanje upotrebe reagenasa Stetnih po Zzivotnu
sredinu (Podstawczyk et al. 2019; Zhang et al. 2015). Kako rastuca upotreba nanocestica u
mnogim granama industrije 1 medicine dovodi do njihovog akumuliranja u vodi 1 zemljiStu,
koje potencijalno moZe biti Stetno po Zivi svet 1 Zivotnu sredinu, huminske supstance kao
univerzalno prisutne frakcije prirodne organske materije su takode ispitivane 1 u vezi sa
stabilno$¢u i ponaSanjem nanocestica u takvim sistemima (Bian et al. 2011; Esfahani et al.

2016; Tang et al. 2016).

Usled porasta potrebe za ekoloSkom proizvodnjom energije, danas se intenzivno proucava
oblast bioelektronike, koja podrazumeva eksploataciju metaboli¢ki aktivnih bakterija u cilju
proizvodnje energije bez posledica po zivotnu sredinu. Za uspesnu proizvodnju bioelektronskih
uredaja je neophodan biokompatibilan, efikasan 1 jeftin provodni materijal za prenos energije

izmedu bioloSke 1 provodne jedinice 1 sinteticki fenolni polimeri predstavljaju pogodne
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kandidate za takav materijal. Nedavno je pri fizioloskoj vrednosti pH uspe$no pripremljeni
polimer galne kiseline autooksidacijom u bakterijskom medijumu koji sadrzi sve Sto je
bakterijama neophodno, i takav materijal ima odli¢an potencijal za budu¢u primenu u ovakve

svrhe (Vona et al. 2020).

2.3.6. Metode za karakterizaciju proizvoda autooksidacije fenolnih jedinjenja

Spektralna analiza prirodnih i vestacki dobijenih huminskih supstanci je neophodna kako bi se
mogle razumeti i predvideti njihove osobine, $to direktno za posledicu ima prepoznavanje
potencijalne primene, ali i kako bi se mogle razlikovati od drugih organskih materijala slicnih
fizickohemijskih karakteristika. Zbog kompleksne strukture proizvoda autooksidacije fenolnih
jedinjenja nije dovoljna samo jedna analiti¢ka tehnika kako bi se utvrdilo prisustvo odredenih
strukturnih fragmenata i funkcionalnih grupa, kao i molarna masa polimera, tj. stepen
polimerizacije. Najc¢e$¢e koris¢ene analiticke tehnike su ultraljubicasta-vidljiva (UV-Vis)
spektrofotometrija, infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR) i
elektron spin rezonantna (ESR) spekroskopija. Osim §to kombinacija informacija dobijenih iz
spektara moze mnogo toga da otkrije o osobinama dobijenog proizvoda, ove tehnike imaju i tu
prednost $to se snimanja izvode veoma brzo, zahtevaju jako malu koli¢inu uzorka za analizu,

nedestruktivne su i ne zahtevaju dugu i kompleksnu pripremu uzorka za analizu.

UV-Vis spektroskopija je analiticka tehnika koja prati elektronske prelaze u oblasti od 200 do
800 nm i siroko je rasprostranjena za karakterizaciju proizvoda autooksidacije fenolnih
jedinjenja (Fuentes et al. 2006). Ova tehnika je, pored informacija o proizvodu koje moze
otkriti, veoma korisna za vremensko prac¢enje samog procesa, kako se tokom njegovog
odvijanja u snimljenim spektrima uo¢avaju veoma karakteristi¢ne promene. U UV-Vis spektru
prostih fenolnih jedinjenja se u opsegu od 250 do 300 nm pri svim pH vrednostima vodenog
rastvora uocavaju trake koje odgovaraju m—n* prelazima, a njihov ta¢an polozaj zavisi od
prisutnih auksohromnih grupa. Na pocetku odvijanja autooksidacije dolazi do proSirenja
apsorpcionog pika fenolnog jedinjenja, Sto ukazuje na to da se formiraju proizvodi vece
molarne mase. Njegov intenzitet raste tokom vremena $to je indikator pojave veceg stepena -
konjugacije u nastalim proizvodima. Kako stepen polimerizacije raste, osim pojave novih
pikova na veéim talasnim duzinama, takode dolazi do proSirenja i monotonog opadanja

intenziteta absorpcije sa porastom talasne duzine, $to daje spektar karakteristi¢nog izgleda.
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FTIR spektroskopija pruza informacije o molekulskim vibracijama koje su posledica specifi¢ne
strukture i prisutnih funkcionalnih grupa. Kod IR spektara proizvoda autooksidacije fenolnih
jedinjenja je karakteristi¢no da usled polimerizacije dolazi do znatnog proSirenja apsorpcionih
traka. Zbog toga moze do¢i i do njihovog preklapanja, pa ponekad specifi¢na traka u spektru
moze biti zapravo posledica superpozicije apsorpcije dve razliCite grupe, Sto otezava dobijanje
preciznih informacija (Chen et al. 2002). Osim dokaza da je doslo do polimerizacije, poredenje
IR spektara fenolnog jedinjenja i proizvoda njegove autooksidacije moze dati i podatke o pojavi

ili gubitku nekih funkcionalnih grupa, §to se moze iskoristiti za ispitivanje mehanizma reakcije.

ESR spektroskopija je neinvazivna analiticka tehnika koja se upotrebljava za detekciju
paramagnetnih vrsta poput slobodnih radikala, diradikala, tripletnih hemijskih vrsta,
paramagnetnih jona prelaznih metala, kao i tackastih defekata u kristalnoj resetci. Elektroni u
odsustvu spoljasnjeg magnetnog polja mogu postojati u dva degenerisana energetska stanja
opisana vrednostima spinskog kvantnog broja (ms) + % i- % . Prisustvo spoljasnjeg magnetnog
polja ukida ovu degeneraciju i magnetni momenat elektrona zauzima jednu od dve moguce
orijantacije u odnosu na spoljasnje magnetno polje: paralelnu, nize energije (ms = - %) I
antiparalelnu vise energije (ms= + %). Prelaz sa nizeg na visi energetski nivo moze se odigrati
samo u uslovima rezonancije, tj. onda kada je energija apsorbovanog elektromagnetnog

zraCenja jednaka razlici u energiji izmedu dva stanja. Razlika u energiji izmedu dva energetska

nivoa opisuje se slede¢om jednacinom:
AE=hv=g-usB (2.17)

gde je h Plankova konstanta (6,626x10734 J's), v je frekvencija upadnog zraéenja, g je Landeov
faktor (bezdimenziona veli¢ina koja se obi¢no imenuje kao g-vrednost), pg je Borov magneton

(9,274x1072* J/T), a B je jacina spoljasnjeg magnetnog polja.

Merenjem jacine spoljasnjeg magnetnog polja pri kome dolazi do apsorpcije zracenja odredene
frekvencije moze se odrediti g-vrednost, Cije odstupanje od vrednosti za slobodan elektron (ge

= 2,00232) moZe pruziti informacije o karakteru paramegnetnih centara u ispitivanom uzorku.

Osim potvrdivanja prisustva nesparenih elektrona, na osnovu vrednosti Landeovog (g) faktora,
Sirine linija 1 konstanti hiperfinog cepanja, kao 1 broja 1 odnosa intenziteta signala koji se
javljaju u snimljenim spektrima, mogu se dobiti informacije o prirodi, lokalnom okruZenju i
elektronskoj strukturi paramagnetnog centra. Ova tehnika ima veliku prednost $to se moze

koristiti za uzorake u sva tri agregatna stanja. Kako su radikalska mesta skoro univerzalno
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prisutna u polimerima, ESR spektroskopija je neizostavna u njihovom proucavanju, jer bez
remecenja njihove strukture moze priziti informacije nedostupne primenom drugih analitickih
tehnika (Naveed et al. 2018). Kod proucavanja polimera nastalih autooksidacijom fenolnih
jedinjenja, ESR spektroskopija moze pruziti informacije i o stepenu uticaja metalnih jona koji
se Cesto koriste kao katalizatori u tom tipu reakcija ili ¢ak o njihovom eventualnom
inkorporiranju u nastali proizvod. Osim toga, na osnovu specifi¢nih spektralnih karakteristika
dobijenih detaljnim prouc¢avanjem i medusobnim poredenjem ESR spektara razli¢itih fenolnih
polimera, mogu se dobiti korisne informacije vezane za njihovu antioksidativnu aktivnost
(Panzella et al. 2018).

MALDI-TOF masena spektrometrija predstavlja minimalno invazivnu tehniku koja se sve vise
koristi za proucavanje velikih (bio)molekula, kao i1 prirodnih 1 veStackih huminskih supstanci
(Mugo & Bottaro 2004; Tahiri et al. 2016). Ona ima velike prednosti zbog toga §to nema
ogrni¢enje za molarnu masu analita i ima moguénost da proizvede jone velike molarne mase,
pa se Cesto koristi i za odredivanje molarne mase analita. Za ovu tehniku je neophodna veoma
mala koli¢ina uzorka i pogodnija je u odnosu na druge tehnike masene spektrometrije zbog
toga Sto se dobijaju spektri visoke rezolucije sa minimalnim Sumom i u mnogo manjoj meri od
ostalih tehnika proizvodi viSestruko naelektrisanje jone, pa su dobijeni spektri jednostavniji i
laksi za analizu. MALDI-TOF ipak nije posebno pogodna za analiziranje uzoraka molarne
mase ispod 500 Da (Zhang et al. 2010), zato Sto fragmentni joni koris¢enog matriksa mogu
interferirati sa jonima analita. Pored svih navedenih prednosti, za ovu tehniku je neophodan
nesto kompleksniji proces pripreme uzorka, jer zahteva posvecenost prilikom istrazivanja
optimalnog matriksa i prakti¢éne optimizacije procesa pripreme smese analita i matriksa u cilju

dobijanja Sto boljih spektara sa maksimalnom koli¢inom korisnih informacija o analitu.
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3. Eksperimentalni deo



3.1. Hemikalije i rastvaraci

Sve supstance i rastvaraci su komercijalno dostupni i p.a. kvaliteta i koriSéeni su bez dodatnog
precis¢avanja. Katehol, 4-metilkatehol, hidrohinon, pirogalol, protokatehinska kiselina, galna
kiselina, bakar-hlorid dihidrat, DPPH, hlorovodoni¢na kiselina, aceton i metanol su nabavljeni
od proizvodaca Sigma-Aldrich (SAD), natrijum-hidroksid, magnezijum-hlorid heksahidrat i
kalcijum-hlorid heksahidrat su nabavljeni od Centrohema (Srbija), a trifluorosir¢etna kiselina,
natrijum-hidrogenfosfat heptahidrat i natrijum-dihidrogenfosfat monohidrat od firme Merck

(Nemacka). Za pravljenje svih rastvora koriS¢ena je ultracista dejonizovana voda.

3.2. Metode za pracenje procesa i karakterizaciju proizvoda autooksidacije
fenolnih jedinjenja

3.2.1. Ultraljubicasta i vidljiva spektrofotometrija

UV-Vis absorpcioni spektri su snimani na spektrofotometru UV-1800 Shimadzu (Japan) sa
kvarcnom ¢elijom od 1,0 cm u opsegu od 200 do 800 nm na sobnoj temperaturi. Kao rastvara¢
je koris¢en 0,01 M rastvor hlorovodoni¢ne kiseline u dejonizovanoj vodi. Kako bi se pratio tok
autooksidacije fenolnog jedinjenja, spektri su snimljeni odmah po podeSavanju pH vrednosti

sistema 1 zatim na svaka 24 sata u toku 4 dana (alikvot od 20 pul u 10 ml 0,01 M HCI).

3.2.2. Infracrvena spektroskopija

ATR-FTIR (Furijeova transformacija, oslabljena totalna refleksija) spektri suvih dobijenih
taloga snimljeni su na aparatu Thermo Nicolet 6700 (SAD) u opsegu od 550 do 4500 cm™.
Uzorci supstanci su snimani direktno, bez prethodne primene, zbog ¢ega se u svim snimljenim
spektrima na oko 2350 cm™ moze opaziti traka niskog intenziteta koja je posledica asimetri¢ne
valencione vibracije veze ugljen-dioksida iz atomosfere. Trake na oko 1390 i 670 cm, koje su
posledica simetri¢ne valencione vibracije i deformacione vibracije veza u ugljen-dioksidu su

uglavnom preklopljene sa trakama koje poticu iz grupa prisutnih u analiziranim uzorcima.

43



3.2.3. MALDI-TOF masena spektrometrija

Uzorci za MALDI-TOF MS analizu su pripremljeni rastvaranjem 5 mg uzorka u acetonu ili
metanolu i meSanjem sa jednakom zapreminom 0,1% trifluorosiréetne kiseline da bi se
napravio radni rastvor koncentracije 10 mg/ml. Nakon kratkog meSanja na vorteksu, 5 pl
rastvora je naneseno na ploc¢u za uzorke i ostavljeno 15 minuta na sobnoj temperaturi da bi
rastvara¢ upario. MALDI-TOF eksperimenti su radeni na uredaju Autoflex speed (Bruker
Daltonics, Nemacka) u linearnom pozitivnom i negativnom modu u m/z opsegu od 300 do 2000
Da. Za jonizaciju je koris¢en Nd:YAG (itrijum-aluminijum granat dopiran neodijumom,
Nd:Y3Als012) 355 nm SmartBeam laser sa krutim jezgrom sa frekvencijom od 1000 Hz.
Maseni spektri su dobijeni akumuliranjem signala od 2000 laserskih snimaka sa 4 razlicita
mesta. Snimljeni spektri su analizirani uz pomo¢ softvera MestreNova (11.0.3-18688,

Mestrelab Research, Spanija).

3.2.4. ESR spektroskopija

ESR spektri snimani su na EMXplus spektrometru (Bruker, Nemacka) u X-traci (nominalna
vrednost frekvencije mikrotalasnog zracenja od 9,85 GHz) u kvarcnoj ¢eliji za ¢vrste uzorke
pre¢nika 2 mm na sobnoj temperaturi. Kao standard za odredivanje g-vrednosti kod proizoda
dobijenih bez prisustva jona metala i u prisustvu Mg(II) 1 Ca(II) jona kori$¢en je ¢vrst DPPH
(@ = 2,0036). Parametri za snimanje spektara bili su podeSeni na sledecée vrednosti:
modulaciona frekvencija 100 kHz i vremenska konstanta 0,64 ms. Za spektre uzoraka bez
prisustva jona bakra vreme konverzije bilo je 20,48 ms, modulaciona amplituda 1 G, centar
polja 3500 G 1 Sirina polja 50 G. Za snimanje spektara uzoraka koji sadrze jone bakra vreme
konverzije bilo 81,92 ms, modulaciona amplituda 2 G, centar polja 3500 G 1 Sirina polja 2000
G. U cilju karakterizacije uzoraka koji sadrZe jone bakra, snimljeni spektri su poredeni sa ESR
spektrima dobijenim kompjuterskom simulacijom pomocu softvera SimFoina (1.25, Bruker,

Nemacka) 1 EPRWinSIM:NIEHS (0.98, Public EPR Software Tool, SAD).
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3.3. Priprema proizvoda autooksidacije

3.3.1. Priprema proizvoda autooksidacije bez prisustva M(l1) jona

U malo dejonizovane vode je uz mesSanje rastvoren 1 g odgovarajuceg fenolnog jedinjenja (9,1
mmol katehola; 8,1 mmol 4-metilkatehola; 9,1 mmol hidroinona; 8,0 mmol pirogalola; 6,5
mmol protokatehinske kiseline; 5,9 mmol galne kiseline) i pH je podeSena na 9,0 kori$¢enjem
1M rastvora NaOH uz kontrolu pH-metrom (Hanna instruments, Nemacka), tako da ukupna
zapremina smese iznosi 30 ml. Natrijum-hidroksid je izabran za podeSavanje pH sredine, jer bi
upotreba nekih drugih reagenasa, poput Na,COs zahtevala mnogo veéu koli¢inu upotrebljene
baze, a koriS¢enje pufera moze biti problematic¢no jer fosfatne soli Cesto sadrze jone prelaznih
metala u tragovima (Pant et al. 2019; Roginsky & Alegria, 2005). Ovako napravljen rastvor
ostavljen je u balonu od 100 ml da se me$a na sobnoj temperaturi bez direktnog uticaja sun¢eve
svetlosti. Tok reakcije pracen je UV-Vis spektrofotometrijom, tako Sto je uziman uzorak
odmah na pocetku reakcije i zatim na svaka 24 sata (alikvot od 20 pul u 10 ml 0,01 M HCI).
Nakon 96 sati, pH smese je podesena na 2,0 pomocu 1M rastvora HCI i ostavljena je na sobnoj
temperaturi bez mesanja 72 sata, kako je utvrdeno da je to optimalno vreme da se proizvod
istalozi (Giannakopoulos et al. 2009). Nakon centrifugiranja na 4000 RPM u trajanju od 15
minuta (Sigma, Nemacka), nastali mrki talog odvojen je filtriranjem pomoc¢u vakuuma, ispran
sa 50 mL dejonizovane vode i 50 mL 0,01M HCI. Izdvojeni talog je ostavljen da se susi 48 sati

na 40 °C, jer viSe temperature mogu da dovedu do degradacije polimera (Dogan et al. 2013).

3.3.2. Priprema proizvoda autooksidacije u prisustvu Mg(ll) ili Ca(ll) jona

U balonu od 100 ml rastvoren je jedan gram odgovarajuceg fenolnog jedinjenja (9,1 mmol
katehola; 8,1 mmol 4-metilkatehola; 9,1 mmol hidroinona; 8,0 mmol pirogalola; 6,5 mmol
protokatehinske kiseline; 5,9 mmol galne kiseline) u malo dejonizovane vode i dodata je
ekvimolarna koli¢ina odgovaraju¢e metalne soli, MgCl. ili CaCl> u vidu 1M rastvora. Rastvori
metalnih soli napravljeni su rastvaranjem ta¢ne mase u ogovarajucoj zapremini dejonizovane
vode. pH je podesena na 9,0 pomocu 1M rastvora NaOH uz kontrolu pH-metrom, tako da je
ukupna zapremina reakcione smese 30 ml. Ovako pripremljena smesa je ostavljena da se mesa
96 sati na sobnoj temperaturi bez direktnog uticaja sunceve svetlosti, a tok reakcije je pracen
UV-Vis spektroskopijom tako $to je uzima uzorak odmah na pocetku reakcije i1 zatim na svaka

24 sata (alikvot od 20 plu 10 ml 0,01 M HCI). Po isteku 96 sati, pH smeSe je podeSena na 2,0
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pomocu 1M rastvora hlorovodonicne kiseline 1 ostavljena je 72 sata na sobnoj temperaturi bez
mesanja. Nakon centrifugiranja (4000 RPM, 15 min) i odvajanja vakuum filtracijom, nastali

mrki talog je ispran sa po 50 mL dejonizovane vode i 0,01M rastvorom HCI i suSen 48 sati na
40 °C.

3.3.3. Priprema proizvoda autooksidacije u prisustvu Cu(ll) jona

U 28 ml svezeg fosfatnog pufera pH 7.4 (napravljenog rastvaranjem tacnih masa u potrebnoj
zapremini dejonizovane vode 1 podeSavanjem pH koncentrovanom hlorovodonicnom
kiselinom uz kontrolu pH-metrom) rastvoren je 1 g odgovarajuceg fenolnog jedinjenja (9,1
mmol katehola; 8,1 mmol 4-metilkatehola; 9,1 mmol hidroinona; 8,0 mmol pirogalola; 6,5
mmol protokatehinske kiseline; 5,9 mmol galne kiseline) i dodata je mala koli¢ina
CuCl2x2H20 (n (fenolnog jedinjenja):n (CuCl>x2H20) = 1:10) nakon potpunog rastvaranja
fenolnog jedinjenja. Uz kontrolu pH-metrom, pH sistema je podeSena na 7,4 pomocu 1M
rastvora NaOH 1 smeSa je ostavljena 96 sati na sobnoj temperaturi bez direktnog uticaja
sunceve svetlosti. Reakcija je pracena UV-Vis spektroskopijom tako Sto je uzima uzorak
odmah na pocetku reakcije i zatim na svaka 24 sata (alikvot od 20 pul u 10 ml 0,01 M HCI).
Nakon 96 sati mesanja, pH je podeSena na 2,0 pomoc¢u 1M HCI i smesa je ostavljena 72 sata
na sobnoj temperaturi bez mesanja kako bi se izdvojio talog. Nastali mrki talog je centrifugiran
na 4000 RPM u trajanju od 15 minuta, odvojen filtriranjem pomocu vakuuma, i ispran sa 50
mL dejonizovane vode i 50 mL 0,01M rastvora HCI. Talog je pre pristupanja spektroskopskoj

analizi suSen na 40 °C tokom 48 h.
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4. Rezultati 1 diskusija



4.1. Katehol

4.1.1. UV-Vis spektralna analiza autooksidacije katehola

Na slici 4.1 prikazani su UV-Vis spektri snimani u toku autooksidacije katehola u baznim
vodenim rastvorima na svakih 24 h u toku 4 dana. Prva konstanta kiselosti za katehol, pKax,
iznosi 9,25 dok za njegov radikal moze biti znatno niza, tako da pri pH vrednostima u kojima
je posmatrana autooksidacija on moze delimi¢no postojati i u deprotonovanoj formi

(Schweigert et al. 2001).

U spektru rastvora katehola na pH 9 (slika 4.1 a) moze se uociti pik na 276 nm koji odgovara
n—n* prelazu u molekulu 1 malo podizanje linije na oko 245 nm, koje odgova n—n* prelazu

u 1,2-benzohinonu, koji se pod ovakvim uslovima veoma brzo formira (slika 4.2).

Ubrzo nakon meSanja rastvora na sobnoj temperaturi poc¢inje da se uocava blago tamnjenje 1
nakon 24 h se u snimljenom spektru moze uociti prosirivanje inicijalnog pika, kao i podizanje
linije oko 320 nm, §to ukazuje na formiranje proizvoda veée molekulske mase koji nalikuju
huminskim supstancama (Duarte et al. 2003). Izostanak izobesticke tacke u snimljenim
spektrima ukazuje na to da u formiranju proizvoda uéestvuju i katehol i odgovarajuci hinon, pa
se u nastalim proizvodima ocekuju strukturni fragmenti iz oba takva gradivna bloka. Intenzitet
apsorpcionih pikova nastavlja da neznatno raste tokom celog vremenskog perioda pracenja
procesa. Porast absorbance, kao i1 delimi¢no proSirenje pika koji potice od m—n* prelaza u
molekulu katehola je najverovatnije posledica preklapanja sa pikom srednjeg intenziteta koji
odgovara t—7* prelazu u molekulu 0-hinona (Kuboyama et al. 1974). Iako uoéljive, veoma

male promene u UV-Vis spektrima ukazuju na to da se proces odvija sporo.

Iz UV-Vis spektara snimljenih u toku autooksidacije katehola u prisustvu jona magnezijuma
(slika 4.1 b), kalcijuma (slika 4.1 c) i bakra (slika 4.1 d) se odmah moze videti da prisutvo jona
metala ubrzava taj proces, jer u istom vremenskom periodu dolazi do izrazenijeg porasta i
Sirenja apsorpcionih maksimuma koji odgovaraju proizvodima veée molarne mase. Uoceno
prosiravanje i monotono opadanje intenziteta spektralnih pikova sa porastom talasne duZine je

karakteristi¢no za UV-Vis spektre fenolnih polimera i huminskih supstanci.
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Slika 4.1. UV-Vis spektri snimani u toku autooksidacije katehola u odsustvu jona metala na
pH 9 (a), u prisustvu Mg(I1) jona na pH 9 (b), Ca(ll) jona na pH 9 (c) i Cu(ll) jona na pH 7,4
(d)
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U UV-Vis spektrima snimljenim u toku autooksidacije katehola u prisustvu jona magnezijuma
uocava se da dodatak jona odmah inicira polimerizaciju, posSto se u uzorku uzetom neposredno
nakon mesanja ve¢ vidi Sirenje linije od m—n* prelaza i pojava pika oko 320 nm, §to nije slucaj
u rastvoru sa jonima kalcijuma i bakra. Kako pikovi koji odgovaraju apsorpciji katehola i o-
benzohinona u rastvoru sa jonima magnezijuma opadaju u toku autooksidacije, moguce je da
prisustvo ovih jona uti¢e na brzo formiranje vece koli¢ine stabilnog oligomera koji apsorbuje
na ve¢im talasim duzinama. Apsorpcija koja se tokom autooksidacije u prisustvu jona
zemnoalkalnih metala i jona bakra javlja u vidljivom delu spektra moze se objasniti ve¢im
stepenom 7m-konjugacije u nastalom proizvodu, ali takode moze biti 1 posledica formiranja

kompleksa sa jonima metala.

H. JH .
O--- "T' o o 0 0]
5 o | s . o 0
. -H™, -e” \\ -I-I ‘\ -C \\ —3 ~ ‘\
H i H H H -
o’ ili -H o o o o

katehol
pirogalol
Slika 4.2. Formiranje 1,2-benzohinona/a-hidroksi-benzohinona prilikom autooksidacije

katehola/pirogalola u baznom vodenom rastvoru

4.1.2. Analiza FTIR spektara proizvoda autooksidacije katehola

Kao 1 kod svih molekula koji sadrze aromati¢no jezgro, FTIR spektri se karakteriSu ve¢im
brojem traka, narocito u delu ispod 1500 cm, takozvanom ,,otisku prsta“. U tom delu spektra
su uglavnom trake koje poti¢u od deformacionih vibracija, i karakterizacija svake pojedinacne

trake je oteZana, naro€ito u spektrima proizvoda autooksidacije.

Poredenjem FTIR spektara Cistog katehola i proizvoda njegove autooksidacije (slika 4.3)
ocekivano se uocava prosirivanje apsorpcionih traka, kao i smanjenje njihovog broja, §to je
karakteristicno za polimerne supstance zbog njihove rigidnije strukture u odnosu na
monomerni gradivni blok. U spektru proizvoda se javljaju i trake koje poti¢u od novih grupa,
koje su po svom polozaju bliske trakama karakteristicnim za fenolna jedinjenja, zbog Cega

dolazi do njihovog preklapanja, Sto takode vodi proSirivanju traka u spektru proizvoda.
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Slika 4.3. FTIR spektri katehola (a), proizvoda njegove autooksidacije u odsustvu jona metala
na pH 9 (b), proizvoda autooksidacije u prisustvu Mg(Il) jona na pH 9 (c), proizvoda
autooksidacije u prisustvu Ca(ll) jona na pH 9 (d) i proizvoda autooksidacije u prisustvu
Cu(ll) jonanapH 7,4 (e)

U FTIR spektru ¢&istog katehola (Slika 4.3 a) mogu se uoditi trake na 3440 i 3321 cm™ koje

poti¢u od valencionih vibracija O—H veza, a izdvojena traka niskog intenziteta na 3052 cm
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poti¢e od valencionih vibracija sp? C-H veze. U delu spektra od oko 1400 do oko 1600 cm™
nalaze se tri trake na 1618, 1511 i 1467 cm™ koje odgovaraju valencionim vibracijama C=C
veza iz aromati¢nog prstena, dok traka na 1360 cm™ odgovara O—H deformacionoj vibraciji u
ravni. Trake na 1237 i 1183 cm™ odgovaraju valencionim vibracijama fenolne C-O veze. U
delu spektra ispod 1100 cm™ prisutan je veéi broj traka koje poti¢u od deformacionih vibracija
sp? C—H veza u ravni i van ravni, sa intenzivnom trakom na 738cm™ koji ukazuje na o-
disupstituisano benzenovo jezgro molekula. Pozicije ovih karakteristi¢nih traka, kao i onih koje

se pojavljuju i u spektrima proizvoda autooksidacije su predstavljene u tabeli 4.1.

Prosirivanje traka u opsegu gde se javljaju trake valencionih vibracija O—H veze se moze uociti
u spektrima svih proizvoda autooksidacije katehola i posledica je prisustva intramolekulskih
vodoni¢nih veza izmedu ponavljaju¢ih jedinica monomera. Takode, u svim spektrima
proizvoda autooksidacije se moze uociti pojava novih intenzivnih traka u opsegu od 1350 do
1150 cm™ koje poti¢u od asimetriéne valencione vibracije C-O-C veze u aromatima i pojava
manje intenzivnih traka u opsegu od 890 do 820 cm™ koje poti¢u od simetri¢nih valencionih
vibracija iste veze. Ovakve promene u spektrima ukazuju na to da je kod proizvoda
autooksidacije katehola dominantan nain vezivanja monomernih gradivnih blokova preko
etarskih veza, pri ¢emu su slobodne hidroksilne grupe stabilizovane intramolekulskim
vodoni¢nim vezama. Ukoliko je i dosSlo do takvih transformacija koje dovode do formiranja
novih C-C ili C=C veza u proizvodima autooksidacije, njihovo identifikovanje je veoma
otezano zbog Sirenja traka u spektrima proizvoda u delu gde bi se takve grupe mogle

potencijalno identifikovati.

U spektru proizvoda autooksidacije katehola u prisustvu jona magnezijuma (slika 4.3 c) se,
osim §iroke intenzivne apsorpciona trake sa centrom na 3227 cm™ koja odgovara valencionim
vibracijama O-H grupe fenola sa intramolekulskom vodoni¢nom vezom, uocava i izdvojena
traka na 3534 cm koja po svom polozaju odgovara valencionim vibracijama O—H veze fenola.
Njeno plavo pomeranje moze biti posledica koordinacije dela hidroksilnih grupa sa jonima

magnezijuma Koji su zaostali vezani u proizvodu nakon ispiranja.

U FTIR spektrima proizvoda autooksidacije u prisustvu Ca(ll) jona (slika 4.3 d) i Cu(ll) jona
(slika 4.3 e) prisutan je manji broj traka, koje su uz to u ve¢oj meri prosirene, Sto ukazuje na

veci stepen polimerizacije u nastalim proizvodima.
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Tabela 4.1. Asignacija traka u FTIR spektrima Cistog katehola (a), proizvoda autooksidacije
bez jona (b), sa Mg(ll) jonima (c), sa Ca(ll) jonima (d) i sa Cu(ll) jonima (e)

Trake u FTIR spektrima i

a b c d e
opseg u kome se nalaze
O-H valenciona vibracija 3440, 3440, 3534,
3220 3207
(3550-3150 cm?) 3321 3227 3227
sp? C—H valenciona vibracija . ) )
3052 3050 n.i. n.i. n.i.

(3100-3000 cm?)

C=C valenciona vibracija

1618, 1511, 1597, 1511, 1518, 1480,
aromati¢nog jezgra 1481 1510,1441
1467 1467 1396
(1600-1400 cm™)

O-H deformaciona vibracija

) 1360 1359 1372 1400 1395
u ravni (1400-1300 cm™)
C-0 valenciona vibracija 1232, 1239,
1237, 1183 1230,1170 1243, 1157
fenola (1260-1160 cm™) 1180 1180
C-O-C asimetri¢na
1320, 1300,

valenciona vibracija / 1250, 1183 1282, 1191
(1350-1150 cm?)

1130 1280

C—O-C simetricna
valenciona vibracija / 840 828 830 855
(890-820 cm?)

o-disupstituisano benzenovo

jezgro, sp?> C-H

deformaciona vibracija 738 740 763 740 n.i.
(770-735 cm™?)

O-H simetri¢na

deformaciona vibracija van 624 630 699 n.i. n.i.

ravni (700-600 cm™)

n.i. — nije izdvojena

Relativno intenzivna traka na oko 1600 cm™ koja se uodava u spektrima autooksidacije svih
proizvoda (na 1617 cm™ (b), 1618 cm™ (c), 1614 cm™ (d) i 1589 cm™ (e)) moze biti posledica
valencionih vibracija C=C veze iz aromati¢nog jezgra, ali takode moze biti i posledica prisustva
jako vodoni¢no vezane karbonilne grupe iz hinona, Sto bi ukazivalo na to da u polimernom
meterijalu mozda postoje 1 terminalne strukturne jedinice hinonske strukture (Velek et al.

1981). Takode, u opsegu koji je veoma karakteristi¢an za karbonilnu grupu se moze uoditi traka
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niskog intenziteta na 1697 cm (slika 4.3 ¢), koja moZe ukazivati na to da u ovakvom proizvodu
postoji veoma mali broj konjugovanih ketonskih karbonilnih grupa koje su jako vodoni¢no
vezane (Stevenson & Goh, 1971). U spektrima autooksidacije u prisustvu Ca(ll) jona (slika 4.3
d) i Cu(Il) jona (slika 4.3 e) se pomenuta traka teSko moze izolovati i prisutna je kao pregib,

najverovatnije usled preklapanja sa susednom trakom koja je veoma prosSirena.

Poznato je da pod dejstvom atmosferskog kisonika moze da dode do otvaranja prstena katehola
i njegove oksidacije do E,E-mukonske (2E,4E-heksadiendiojske) kiseline ili 2-
hidroksimukonilsemialdehida (Chuchev & BelBruno, 2008), i ukoliko bi ovakav strukturni
fragment nastao i ucestvovao u gradenju proizvoda autooksidacije, opisane trake bi u
proizvodima autooksidacije nastalim u prisustvu jona metala mogle odgovarati karboksilatnoj
grupi, Cije se karakteristike u IR spektru znacajno menjaju u njihovom prisustvu. Koordinacija
sa jonima metala ima uticaj na ja¢inu veza C=0 i C-O"i u FTIR spektrima se uoava veoma
smanjen intenzitet trake koja bi mogla poticati od karbonila oko 1700 cm™, dok se poveéava
intenzitet trake u opsegu 1620-1550 cm™. Takode, pojavljuje se i traka u opsegu 1380-1400
cm™ koja potencijalno moze biti posledica formiranja koordinacione veze izmedu slobodnih
elektronskih parova kiseonika karbonilne grupe sa jonom metala (Ellerbrock & Gerke, 2021).
U svim spektrima proizvoda autooksidacije sa jonima metala se u pomenutom opsegu moze
uociti pojava novih intenzivnih traka, ali je njihovo izolovanje i ta¢na asignacija oteZana time
Sto se nalaze u delu spektra koji je bogat trakama, koje su u pomenutim proizvodima veoma
prosirene. U slu¢aju proizvoda autooksidacije nastalog u odsustvu jona, traka na 1701 cm™ je
najveceg intenziteta, §to moze ukazivati na to da je nastali proizvod u najve¢oj meri protonovan

(Romero-Montero et al. 2019).

Na osnovu analiziranth FTIR spektara u proizvodima formiranim u toku produZene
autooksidacije katehola u baznim vodenim rastvorima bi se moglo ocekivati prisustvo

fragmenata Cije su strukture prikazane na slici 4.4.

OH CH @] O (0]

Slika 4.4. Moguc¢i fragmenti prisutni u oligomerima nastalim autooksidacijom katehola
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Ukoliko su karbonilne grupe prisutne u nastalim proizvodima, blagi porast absorpcije u opsegu
od 270 do 300 nm u UV-Vis spektrima (slika 4.1.) bi potencijalno mogao biti posledica
preklapanja pika koji odgovara n—n* prelazu u kateholu sa pikom slabog intenziteta koji

odgovara n—n* prelazu u karbonilnoj grupi.

4.1.3. Analiza MALDI-TOF masenih spektara proizvoda autooksidacije katehola

Iz MALDI-TOF spektara proizvoda autooksidacije katehola se moze videti da je doslo do
formiranja oligomera razlicite veli¢ine u zavisnosti od toga da li su i koji joni bili prisutni u
toku odigravanja procesa. Najkorisnija informacija koju MALDI-TOF spektri mogu da pruze
je o stepenu polimerizacije koji se javio tokom odigravanja pojedina¢nih procesa, jer je u
najvecem broju slucajeva doslo do razlicitih transformacija i formiranja vise vrsta veza izmedu
monomernih jedinica prilikom njihovog oksidativnog kuplovanja, Sto vodi ka vecoj

heterogenosti formiranih proizvoda.
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Slika 4.5. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije katehola u odsustvu jona

metala snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivhom modu (b)
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Osim toga, jonizacioni procesi koji se odigravaju prilikom formiranja fragmentnih jona takode
otezavaju asigniranje svih pojedinacnih fragmenata sa zadovoljavaju¢om sigurnoséu. Razlike
koje se mogu uociti u spektrima snimljenim u linearnom negativnom i linearnom pozitivhom
modu ukazuju na to da selektivna jonizacija vodi ka formiranju jona drugacije strukture. U
slu¢aju autooksidacije katehola, spektri snimljeni u linearnom negativnom modu generalno
pokazuju veci broj fragmenata ve¢e molekulske mase, mada jednostavniji spektri snimljeni u
linearnom pozitivnom modu omogucavaju lakSe prepoznavanje pravilnih Sablona u razlici
masa pojedinacnih jona koji se mogu uociti. U svim snimljenim spektrima se moze uociti
distribucija jona Gausovskog oblika, §to je tipi¢no prilikom analize prirodnih i sintetickih

polimera (Mugo & Bottaro, 2004).

Na slici 4.5 su prikazani MALDI-TOF spektri proizvoda autooksidacije katehola u odsustvu
jona metala snimljeni u linearnom negativhom (slika 4.5 a) i linearnom pozitivhom modu (slika
4.5 b). U spektru snimljenom u linearnom negativnom modu najve¢i pik koji se uocava ima
m/z 1075 Da i on se moze pripisati molekulskom jonu. To bi ukazivalo da prilikom
cetvorodnevne autooksidacije katehola na sobnoj temperaturi na pH 9 dolazi do kondenzacije
9 monomernih jedinica uz oksidativne promene koje dovode do formiranja novih grupa u
formiranom proizvodu, kao $to je diskutovano u poglavlju 4.1.2. U oba snimljena spektra se
mogu opaziti izvesne pravilnosti, koje su nesto uocljivije u spektru snimljenom u linearnom
pozitivhom modu zbog manjeg broja jona. Uocene razlike od 110, 111 1 108 Da izmedu jona
u linearnom pozitivnom i negativnom modu odgovaraju kateholu, protonovanom molekulu
katehola i 1,2-benzohinonu, dok razlike u masama jona od 18 i 44 Da ukazuju da je tokom
formiranja jona doSlo do dehidratacije i dekarboksilacije. Jedan od najintenzivnijih jona u
spektru na slici 4.5 a) od 308 Da odgovara trimeru katehola koji je formiran preko etarskih
veza uz dehidrataciju intermedijernih radikala, dok jon na 330 Da odgovara protonovanom
trimeru sa monomernim jedinicama verovatno povezanim C-C vezama. U spektru na slici 4.5
b) dominantan jon sa masom od 428 Da odgovara dehidratisanom tetrameru, gde je vezivanje

verovatno ostvareno etarskim vezama.

U spektrima proizvoda autooksidacije katehola u prisustvu jona magnezijuma (slika 4.6) i jona
kalcijuma (slika 4.7) mozZe se uociti da postoji manje pravilnosti u razlikama izmedu masa
formiranih jona, §to upucuje na zakljucak da su nastali proizvodi koji su viSe heterogeni. Kod
proizvoda nastalog u prisustvu jona magnezijuma se u spektru snimljenom u linearnom
negativnom modu (slika 4.6 a) uocava jon sa m/z od 1018 Da koji odgovara molekulskom jonu

1 ukazuje da je i u ovom proizvodu doslo do oksidativnog kuplovanja 9 monomernih jedinica.
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Slika 4.6. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije katehola u prisustvu jona

magnezijuma snimljeni u linearnom negativhom (a) i linearnom pozitivhom modu (b)

Dominantan jon je, kao i u spektru proizvoda autooksidacije u odsustvu jona metala trimer sa
m/z od 308 Da.

U slucaju proizvoda autooksidacije u prisustvu jona kalcijuma, jon najve¢e mase od 1115 Da
ukazuje da je doSlo do neSto veceg stepena polimerizacije i da je formiran oligomer
povezivanjem 10 monomernih jedinica. Osim intenzivnog jona na m/z 330 u spektru
snimljenom u negativnom modu (slika 4.7 a) se moZe uociti i relativno intenzivan jon od 500
Da. Taj jon se takode javlja i u spektrima proizvoda autooksidacije sa Mg(II) jonima i njegova
masa odgovara pentameru u kome su monomerne jedinice povezane preko C—C i C-O-C veza.
Intenzivan jon od 346 i 347 Da koji se uo¢ava u ovim spektrima odgovara pomenutom trimeru
sa jo$ jednim dodatnim atomom kiseonika. Iako prisustvo Mg(II) kao i Ca(Il) jona znacajno
ubrzava sam proces autooksidacije, ono u slucaju jona magnezijuma takode dovodi do toga da
se formira oligomer nesto manje molarne mase u odnosu na to kada nema ovih jona u rastvoru.
Uocena pojava bi se mogla objasniti manje efikasnim povezivanjem nastalih dimera, trimera 1
tetramera usled njihove stabilizacije helatiranjem sa pomenutim jonom tokom odigravanja

procesa autooksidacije u baznim vodenim rastvorima.
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Slika 4.7. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije katehola u prisustvu jona

kalcijuma snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

MALDI-TOF spektar proizvoda autooksidacije u prisustvu jona bakra snimljen u linearnom

negativnom modu pokazuju veliki Sum 1 veliki broj pikova (slika 4.8 a). Nedostatak pravilnosti

u razlikama masa jona koji se pojavljuju je verovatno posledica vece heterogenosti dobijenog

oligomera, kao i razlika koje poti¢u od odvajanja jona bakra jonizacijom, koji unose i dodatnu

kompleksnost zbog izotopskog efekta. Jon najvece mase od 1993 Da ukazuje na to da je u

prisustvu jona bakra stepen polimerizacije najveci i da je doslo do vezivanja do 18 monomernih

jedinica prilikom formiranja proizvoda. Joni bakra, kao redoks aktivne vrste dovode do

efikasnijeg stvaranja radikala monomera, a takode se povecava i koncentracija reaktivnih

kiseonic¢nih vrsta usled delovanja jona Cu(I), Sto bi moglo objasniti nastajanje oligomera vece

molarne mase u slu¢aju autooksidacije katehola pod dejstvom jona bakra. Tabela 4.2 prikazuje

jone najveée m/z uo¢ene u MALDI-TOF spektrima proizvoda autooksidacije katehola u baznim

vodenim rastvorima, kao i prinose dobijenih proizvoda.
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Slika 4.8. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije katehola u prisustvu jona

bakra snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

Tabela 4.2. Joni najveceg odnosa m/z i prinosi proizvoda autooksidacije katehola u baznim
vodenim rastvorima u odsustvu jona (CAT) i prisustvu jona magnezijuma (CAT-Mg),
kalcijuma (CAT-Ca) i bakra (CAT-Cu)

CAT-Cu
CAT (pH9) CAT-Mg (pH9) CAT-Ca(pH 9) (pH 7,4)
Jon najveceg m/z 1075 1018 1115 1993
(Da)
Prinos proizvoda
o) 9 66,5 50 21

4.1.4. Analiza ESR spektara proizvoda autooksidacije katehola

Naslici 4.9 prikazani su ESR spektri proizvoda autooksidacije katehola u odsustvu jona metala,
a spektri proizvoda autooksidacije katehola u prisustvu Mg(ll) jona i Ca(ll) jona prikazani su
na slikama 4.10 1 4.11.
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Slika 4.9. ESR spektri proizvoda autooksidacije katehola u odsustvu jona metala

Prikazani spektri snimljeni su pri minimalnoj i maksimalnoj vrednosti mikrotalasne snage

kori$éene u ovom radu (0,00185 mW; atenuacija 50 dB, odnosno 58,5 mW; atenuacija 5 dB),

kao 1 pri snazi od 0,0185 mW (atenuacija 30 dB) §to je maksimalna snaga pri kojoj se ne javlja

efekat zasicenja signala u ispitivanim sistemima.
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Slika 4.10. ESR spektri proizvoda autooksidacije katehola u prisustvu jona magnezijuma
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Slika 4.11. ESR spektri proizvoda autooksidacije katehola u prisustvu jona kalcijuma

U svim prikazanim ESR spektrima proizvoda produzene autooksidacije katehola na pH 9 moze
se uociti jedna relativno $iroka linija bez hiperfine strukture koja poti¢e od prisutnih organskih
radikala. U tabeli 4.3. predstavljene su g-vrednosti i $irine linija za pojedina¢ne proizvode koje

su odredene iz eksperimentalnih spektara.

Tabela 4.3. ESR parametri organskih radikala u proizvodima autooksidacije katehola u
odsustvu jona metala (CAT), u prisustvu jona magnezijuma (CAT-Mg) i u prisustvu jona
kalcijuma (CAT-Ca)

Proizvod Sirina linije (G) g-vrednosti
CAT 3,11 2,00325

CAT-Mg 3,51 2,00337

CAT-Ca 4,00 2,00346

Prikazane g-vrednosti i Sirine linija sliéne su vrednostima koje su karakteristicne za huminske
kiseline iz razlicitih tipova zemljiSta (Watanabe et al. 2005) i sinteticke polimere dobijene
autooksidacijom jednostavnih fenolnih jedinjenja (Alfieri et al. 2020; Barriquello et al. 2010;
Giannakopoulos et al. 2009; Slawinska et al. 2007). Ovo ukazuje na to da su u dobijenim
proizvodima dominantno zastupljeni kiseoni¢no centrirani slobodni radikali semihinonskog
tipa. Moze se uociti da se najmanja g-vrednost i Sirina linije javljaju kod proizvoda dobijenog
bez prisustva jona metala, a najveca g-vrednost 1 Sirina linije su karakteristicne za proizvod

dobijen u prisustvu Ca(ll) jona.
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Pri maksimalnim vrednostima snage mikrotalasnog zra¢enja uocava se izobli¢enje signala kod
Sva tri ispitivana proizvoda, Sto moze da bude posledica prisustva razlicitih tipova organskih
radikala koji se medusobno razlikuju po stepenu zasicenja signala sa porastom snage zracenja.
Intenzitet ESR signala bi teorijski trebalo da linearno zavisi od korena vrednosti mikrotalasne
snage (Buettner, 1999), zbog ¢ega su spektri snimani pri razli¢itim vrednostima mikrotalasne
snage u opsegu od 0,00185 mW (atenuacija 50 dB) do 58,5 mW (atenuacija 5 dB) kako bi se
pratilo zasice¢nje signala. Zavisnost intenziteta signala kod ispitivanih proizvoda od korena

snage mikrotalasnog zracenja prikazana je na slici 4.12.

Ovi podaci pokazuju da se znacajno zasi¢enje intenziteta singala moze uociti pri vrednostima
mikrotalasne snage iznad 0,0185 mW kod svih ispitivanih proizvoda, $to je u skladu sa
rezultatima dobijenim kod sli¢nih sistema i karakteristi¢no je za organske radikale (Panzella et

al. 2018; Slawinska et al. 2007).
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Slika 4.12. Prikaz zavisnosti intenziteta ESR signala od korena snage mikrotalasnog zracenja

u spektrima proizvoda autooksidacije katehola na pH 9

U ovom sluc¢aju M(II) joni znacajno utiu na zasicenje signala, pri ¢emu se, u odnosu na
proizvod autooksidacije bez prisustva jona metala, zasi¢enje u vecoj meri javlja kod proizvoda
dobijenog u prisustvu Mg(I1) jona, a u manjoj meri kod proizvoda dobijenog u prisustvu Ca(ll)
jona. Time se moze objasniti §to se najmanje izobli¢enje signala pri maksimalnoj snazi uocava

kod proizvoda nastalog autooksidacijom u prisustvu Ca(ll) jona (slika 4.11).
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Na slici 4.13 prikazan je eksperimentalni ESR spektar proizvoda autooksidacije katehola u
prisustvu Cu(Il) jona zajedno sa njegovom kompjuterskom simulacijom. Relativno oStra
spektralna linija na visokoj vrednosti ja¢ine magnetnog polja ukazuje na prisustvo organskih
radikala. Kako bi se omogucilo preciznije odredivanje g-vrednost i $irine linije, snimljen je
ESR spektar pod istim opstim uslovima (poglavlje 3.2.4.), osim §to je opseg magnetnog polja
smanjen na 200 G da bi se povecala rezolucija spektra. Dobijena vrednost za Sirinu linije od
6,6 G je nesto veca u odnosu na literaturne vrednosti dobijene za huminske kiseline iz razli¢itih
tipova zemljista (Watanabe et al. 2005), Sto je verovatno posledica dipolarnih interakcija
kiseoni¢nih radikalskih vrsta sa paramagnetnim Cu(l1) centrima u polimernoj matrici. Dobijena
g-vrednost od 2,0014 je niza u odnosu na literaturne vrednosti za prirodne i sinteticke huminske
kiseline (Barriquello et al. 2010), $to se i moze oc¢ekivati uzevsi u obzir da dodatak cak i
dijamagnetnih jona, poput Pb(Il), u huminske kiseline izaziva znacajno opadanje g-vrednosti

(Giannakopoulos et al. 2005).

——EKSP

2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800
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Slika 4.13. Eksperimantalno dobijeni ESR spektar proizvoda autooksidacije katehola u

prisustvu jona bakra (EKSP) i njegova kompjuterska simulacija (SIM)

U eksperimentalno dobijenom ESR spektru dominiraju Siroke linije koje su karakteristi¢ne za
prisustvo Cu(Il) jona u polimernim matricama kao Sto su polisaharidi (Bartkowiak et al. 1998;
Hoffmann et al. 2008; Labanowska et al. 2008; Miti¢ et al. 2011) i lignini (Hoffmann et al.
2008; Merdy et al. 2002) u kojima se moZe ocekivati koordinacija bakarnih jona samo sa O-
donor ligandima. U literaturi su sli¢éni ESR spektri prikazani i kod sistema u kojima je vrSena
adsorpcija Cu(lIl) jona na huminske kiseline (Bryukhovetskaya et al. 2016; Cheshire etal. 1977)

1 sinteticki dobijene fenolne polimere (Barriquello et al. 2010). Opsti izgled eksperimentalnog

ESR spektra Cu(ll) jona ukazuje na prisustvo mononuklearnih Cu(ll) centara (d° S = %) sa
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aksijalnom simetrijom i nesparenim elektronom smestenim u d,2_,2 atomsku orbitalu kao
osnovno stanje. ESR spektar snimljen u opsegu od 0 do 4000 G ne pokazuje prisustvo linija na
niskim vrednostima magnetnog polja i to isklju¢uje moguénost prisustva dinuklearnih Cu(ll)
centara (Etcheverry et al. 2012; Kozlevéar & Segedin, 2008). Osnovni parametri Koji
karakteriSu mononuklearne Cu(Il) centre sa aksijalnom simetrijom su paralelna i normalna

konstanta hiperfinog cepanja (Ai i Av), koje su posledica interakcije nesparenog elektrona sa
magnetnim momentima jezgara %*Cu i ®Cu (1 = %), i paralelne i normalne g-vrednosti (gi i gv).

Ovi parametri se u principu mogu dobiti direktno iz eksperimentalnih ESR spektara, ali je
mnogo preciznije njihovo odredivanje iz spektara dobijenih kompjuterskom simulacijom.
Konstante hiperfinog cepanja i g-vrednosti se mogu iskoristiti za izraCunavanje dodatnih
parametara pomocu kojih se moze vrSiti karakterizacija nacina vezivanja Cu(Il) jona u

dobijenim proizvodima autooksidacije.

Geometrijski parametar G predstavlja meru interakcije izmene izmedu susednih Cu(Il) centara

(Procter et al. 1968) i moze se izraunati pomocu sledece jednacine:

9] 9e
G= g1-9e (4.1)

Ukoliko je vrednost ovog parametra ve¢a od 4 smatra se da je interakcija izmene zanemarljiva.

Parametar ¢ vezivanja u ravni, o?, predstavlja parametar koji opisuje udeo kovalentnog
vezivanja Cu(ll) jona (Kivelson & Neiman, 1961) i mozZe se izraCunati pomocu sledece

jednacine:

Ayl
o ==L+ (gy - ge) +2 (gL — ge) + 0.04 (4.2)

gde P predstavlja direktan dipolarni ¢lan sa vredno$¢u od 360x10* cm™ (McGarvey, 1967).
Vrednost o? je povezana sa stepenom lokalizacije nesparenog elektrona jona bakra u
d.2_, orbitali, i onda kada je njegova vrednost jednaka jedinici smatra se da je veza izmedu
liganda i Cu(II) jona ¢isto jonska, dok vrednost o? od 0,5 ukazuje na to da je ostvarena veza u

potpunosti kovalentna.

Parametar f predstavlja empirijski indeks tetraedarske deformacije vezivnih mesta Cu(ll) jona

(Sakaguchi et al.,1979) i moze se izraCunati iz jednacine:

f= % (4.3)
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Kod kvadratno-planarnih kompleksa vrednosti parametra f se nalaze u opsegu od priblizno 105
do 135 cm, a vrednosti iznad 150 cm su karakteristicne za tetraedarski deformisane komplekse

Cu(ll) jona.

Zadovoljavajuc¢a simulacija eksperimentalnog ESR spektra proizvoda autooksidacije katehola
u prisustvu Cu(ll) jona (slika 4.13) dobijena je pod pretpostavkom da se u uzorku nalaze dve
vrste vezujué¢ih mesta za Cu(ll) jone (A i B). Odstupanje u izgledu eksperimentalnog i
simuliranog ESR spektra u oblasti od oko 3000 do 3400 G gde se preklapaju paralelna
komponenta konstante hiperfinog cepanja na visokom polju i njena normalna komponenta na
niskom polju je posledica povecane neuredenosti sistema. Naime, algoritmi koji se koriste
pirlikom simulacije ESR spektara praSkastih supstanci su optimizovani za analizu
polikristalnih uzoraka dok su u ovom sluc¢aju Cu(Il) joni smeSteni u amorfnu matricu tako da

vezujuéa mesta nemaju identi¢ne osobine (Hoffmann et al. 2008).

U tabeli 4.4 predstavljeni su ESR parametri dobijeni iz simulairanog spektra proizvoda

autooksidacije katehola u prisustvu jona bakra, kao i izra¢unate vrednosti parametara G, o2 i f.

Tabela 4.4. ESR parametri za Cu(ll) jone u proizvodu autooksidacije katehola

Vezujuce Aix10*  Aix10* )

mesto O gL (cm™) (cmd) G a f (cm)
(frakcija)
A (0,60) 2,350 2,078 140,0 12,0 4,59 0,809 167,86
B (0,40) 2,320 2,050 150,0 15,0 6,66 0,795 154,67

Parametari G, o2 i f za vezujuéa mesta A i B u ovom slu¢aju imaju medusobno sliéne vrednosti
$to ukazuje na malu razliku u karakteru ovih Cu(II) centara. Dobijene vrednosti o ukazuju na
to da je u ovom proizvodu dominantno jonsko vezivanje prisutnih jona bakra i dobro se slazu
sa literaturnim podacima za Cu(ll)-pululan komplekse sintetisane na visokim pH vrednostima
(Miti¢ et al. 2011), ali su znacajno manje u odnosu na vrednosti dobijene za jone bakra koji su
dodati kao paramagnetna proba u skrob (Labanowska et al. 2008). Izraunate vrednosti za
parametar f ukazuju na to da je stepen tetraedarske deformacije nizak, dok vrednosti za G

ukazuju na to da su interakcije izmene izmedu Cu(Il) centara zanemarljive.

65



4.2. 4-Metilkatehol

4.2.1. UV-Vis spektralna analiza autooksidacije 4-metilkatehola

Na slici 4.14. mogu se videti UV-Vis spektri zakiSeljenih alikvota reakcione smese (snimljeni
u toku autooksidacije 4-metilkatehola odmah nakon podesavanja pH, i zatim na svaka 24 h u
toku Cetiri dana) u odsustvu jona metala (a), u prisustvu jona magnezijuma (b), u prisustvu jona
kalcijuma (c) 1 u prisustvu jona bakra (d). U svim spektrima na po¢etku odigravanja procesa

dominira pik na 280 nm koji odgovara n—mr* prelazu u molekulu 4-metilkatehola.

Na pH 9 u posmatranom vremenskom periodu autooksidacija proti¢e veoma sporo, pa se u
snimljenim spektrima uocavaju izuzetno male promene, a takode je izolovana i veoma mala
koli¢ina nastalog proizvoda (tabela 4.6). Pod istim uslovima u prisutvu Mg(II) i Ca(Il) jona
uocava se da se proces odigrava veCom brzinom, jer su promene u snimljenim spektrima
izrazenije, 1 u slucaju autooksidacije u prisustvu jona magnezijuma moze se uociti i prosirenje
spektralnih linija ka vidljivom delu spektra. Jon magnezijuma je efektivniji u ubrzavanju
autooksidacije 4-metilkatehola, $to je najverovatnije posledica njegovog veceg jonskog
potencijala (odnosa naelektrisanja i jonskog radijusa) u odnosu na Ca(Il) jon (Nikoli¢ et al.
2022). Prilikom autooksidacije 4-metilkatehola u prisustvu jona bakra mogu se uociti najvece
promene u snimljenim spektrima, Sto ukazuje na to da ovaj jon ima najizrazeniji efekat na

ubrzanje procesa autooksidacije.

U spektrima snimljenim u toku autooksidacije u prisustvu jona Mg(ll) i Ca(ll) izostaje jasno
izdvojeni pik na 400 nm koji bi poticao od odgovaraju¢eg 4-metil-o-benzohinona (Li et al.
2016). Medutim kako je FTIR spektroskopijom potvrdeno prisutvo hinonskih i karbonilnih
grupa (poglavlje 4.2.2.), pretpostavlja se da su ovakvi fragmenti posledica prisustva
intermedijera 2-hidroksi-5-metil-1,4-benzohinona i 4-hidroksi-5-metil-1,2-benzohinona koji
dalje podlezu polimerizaciji 1 za koje je poznato da mogu nastati u toku autooksidacije 4-

metilkatehola (Nikoli¢ et al. 2022; Rinaldi et al. 1995) kao $to je prikazano na slici 4.15.
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Slika 4.14. UV-Vis spektri snimani u toku autooksidacije 4-metilkatehola u odsudtvu jona
metala na pH 9 (a), u prisustvu Mg(I1) jona na pH 9 (b), Ca(ll) jona na pH 9 (c) i Cu(ll) jona
na pH 7,4 (d)
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Kod spektara snimljenih u toku autooksidacije u prisustvu Cu(Il) jona se uocava i porast
intenziteta pika na oko 415 nm, ¢iji se maksimum veoma malo batohromno pomera sa

povecanjem reakcionog vremena.
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Slika 4.15. Nastajanje intermedijera 2-hidroksi-5-metil-1,4-benzohinona i 4-hidroksi-5-metil-

1,2-benzohinona u toku autooksidacije 4-metilkatehola pod dejstvom M(lI) jona

Spektralni pomak ovog pika, koji se pripisuje anjonu nastalom od 4-hidroksi-5-metil-1,2-
benzohinona, moze se objasniti postojanjem ravnoteze izmedu kompleksa formiranog
helatiranjem jona bakra hinonskim gupama i koordinisanjem sa kiseonikom u polozaju 4 (slika
4.16).

_ Cu?t _LCu?t
o~ O o o)
|
D — -
07 0 0 "o
¢ .0 C o) o)
Cu?*~ Cu*”

Slika 4.16. Ravnoteza izmedu kompleksa Cu(II) jona helatiranog sa 4-hidroksi-5-metil-1,2-

benzohinonom 1 koordinisanog preko kiseonika u polozaju 4 (Mandal et al. 2000).

4.2.2. Analiza FTIR spektara proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola

U FTIR spektru &istog 4-metilkatehola (slika 4.17. a) se na 3185 cm™ uocava prosirena traka
koja poti¢e od preklapanja neznatno prosirenih traka valencionih vibracija O—H grupa, koja je
uz to delimi¢no preklopljena sa trakama u opsegu od 3100 do 3000 cm™, koje poti¢u od
valencionih vibracija sp?> C-H veza. U produzetku se na 2880 cm™ nalaze trake od sp® C-H

valencionih vibracija prisutne metil grupe.
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Slika 4.17. FTIR spektri 4- metilkatehola (a), proizvoda njegove autooksidacije na pH 9 u
odsustvu jona metala (b), proizvoda autooksidacije u prisustvu Mg(Il) jona na pH 9 (c),
proizvoda autooksidacije u prisustvu Ca(ll) jona na pH 9 (d) i proizvoda autooksidacije u
prisustvu Cu(ll) jona na pH 7,4 (e)
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U opsegu od oko 1400 do oko 1600 cm™ nalaze se tri relativno intenzivne trake na 1601, 1514
i 1429 cm poreklom od valencionih C=C vibracija iz aromati¢nog jezgra. Intenzivne trake na
1280 cm™ i 1183 cm su posledica valencionih vibracija C-O veze, dok relativno intenzivna
traka na 1355 cm™ potic¢e od deformacije O—H veze u ravni. U delu spektra ispod 1000 cm™
nalaze trake koje poti¢u od sp? C-H deformacionih vibracija u ravni i izvan ravni aromati¢nog
jezgra, sa trakom srednjeg intenziteta na 626 cm™ koja poti¢e od simetrine deformacione
vibracije O-H grupe van ravni. Pozicije ovih karakteristi¢nih traka koje se pojavljuju i u
spektrima proizvoda autooksidacije, kao i nekih prisutnih u svim proizvodima autooksidacije

su predstavljene u tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Asignacija traka u FTIR spektrima Cistog 4-metilkatehola (a), proizvoda

autooksidacije bez jona (b), sa Mg(ll) jonima (c), sa Ca(ll) jonima (d) i sa Cu(ll) jonima (e)

Trake u FTIR spektrima i

a b c d e
opseg u kome se nalaze
O-H valenciona vibracija

1 2 2 1 17
(3550-3150 cm) 3185 3256 3325 3360, 3185 33
sp? C—H valenciona vibracija . . .
(3100-3000 cm) 3080 n.i. n.i. n.i. 3050
sp® C—H valenciona vibracija .

2880 2895 2880 2750 A

(3000-2750 cm?) n!
C=C va.lvenmo.na vibracija 1601, 1506, 14971480, 1526,1458,
aromatiénog jezgra 1514, 1450. 1436 1436 1439 1497,1456
(1600-1400 cm™?) 1429 ’

O-H deformaciona vibracija

U ravni (1400-1300 cm) 1355 1355 1380 1341 1380
C-0 valenciona vibracija 1280,

fenola (1300-1150 cm) 1183 1278,1186 1270, 1146 1289,1197 1273,1179
C-O-C asimetri¢na

valenciona vibracija / 1230, 1160 1212, 1325 1341,1237 1320, 1157

(1300-1150 cm?)
C-O-C simetri¢na
valenciona vibracija / 862 866 859 867
(890-820 cm?)
O-H simetri¢na
deformaciona vibracija van 626 n.i. n.i. n.i. n.i.
ravni (700-600 cm™)
n.i. — nije izdvojena

Ocekivano, spektri proizvoda autooksidacije (slika 4.17) se karakteriSu manjim brojem
prosirenih traka, koje su zbog toga 1 delimi¢no preklopljene, a ovo je naro€ito izraZzeno u

spektrima proizvoda autooksidacije u prisustvu Mg(Il) jona (slika 4.17. ¢) i Cu(ll) jona (slika
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4.17. €). U svim spektrima proizvoda se u opsegu od 3500 do 3150 cm™ uocava Siroka traka
koja potice od valencionih vibracija O—-H veze, Sto ukazuje na visok stepen vodonicnog
vezivanja u nastalim proizvodima. Ove trake su dodatno proSirene time $to se delimi¢no
preklapaju sa trakama sp2 C—H valencionih vibracija sa aromati¢nog jezgra i sp® C-H
valencionih vibracija iz prisutnih metil grupa. U spektru autooksidacije 4-metilkatehola u
prisustvu jona kalcijuma (slika 4.17. d) se vidi plavo pomerena traka od valencione O-H
vibracije, Sto moze ukazivati na to da se jedan deo hidroksilnih grupa jac¢e koordinisao sa
jonima kalcijuma koji su nakon ispiranja zaostali u proizvodu. U svim spektrima proizvoda
autooksidacije uoCena je pojava traka koje odgovaraju asimetri¢noj valencionoj vibraciji C—
O-C veze kod aromata, kao i odgovarajuc¢ih traka simetricnih vibracija etarske veze, Sto
ukazuje na to da se u proizvodima vezivanje molekula 4-metilkatehola prevashodno ostvaruje
preko etarskih veza. Slobodne hidroksilne grupe su stabilizovane intramolekulskom
vodoni¢nom vezom, a moze se ocekivati da je jedan njihov deo koordinisan sa jonima metala
koji su koris¢eni prilikom pripremanja uzoraka. Formiranje novih C-C i C=C veza nije
isklju¢eno, ali je njihovo potencijalno prisustvo tesko potvrditi u FTIR spektrima zbog
prisustva velikog broja proSirenih traka u delovima spektra gde se javljaju trake njihovih

vibracija.

U FTIR spektrima svih proizvoda autooksidacije moze se videteti proSirenje i povecanje
intenziteta trake na oko 1600 cm™ (na 1601 cm™ (c, b i d) i na 1596 cm™ (e)). Pojava takve
trake u spektrima moZe biti posledica valencionih vibracija C=C veze, medutim njeno Sirenje
1 povecanje intenziteta ukazuje na prisutne jako vodoni¢no vezane karbonilne grupe iz
potencijalno prisutnih fragmenata hinonske strukture. U spektrima proizvoda nastalih u
odsustvu jona 1 u prisustvu Cu(Il) jona se jasno uo€ava pojava nove trake na 1716, odnosno
1701 cm™ koja najverovatnije poti¢e od malog broja karbonilnih grupa prisutnih u proizvodu,
koje bi mogle biti posledica ucestvovanja fragmenata E,E-4-metilmukonske kiseline u
formiranju proizvoda autooksidacije (Mandal et al. 2000). U slucaju proizvoda nastalog pod
dejstvom Cu(II) jona, njen polozaj i intenzitet u odnosu na susednu traku ¢iji intenzitet raste bi

mogle ukazivati na prisustvo karboksilatne grupe helatirane jonima bakra, kao Sto je

diskutovano u slucaju proizvoda autooksidacije katehola (poglavlje 4.1.2).

U spektru proizvoda autooksidacije pod dejstvom jona magnezijuma se na oko 1700 cm
nazire pregib, koji se teSko moZe izolovati zbog preklapanja sa susednom proSirenom trakom.
Kako se intenzitet trake na 1601 cm™ veoma malo menja, ovo mozZe ukazivati na mali broj jako

vodoni¢no vezanih konjugovanih ketonskih karbonilnih grupa u nastalom proizvodu.
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U spektru proizvoda nastalog sa Ca(II) jonima se ne uocavaju promene u delu spektra oko 1700
cm™, §to iskljuduje moguénost da u nastalom proizvodu postoje karboksilatne grupe. Poveéanje
intenziteta trake na 1608 cm™, kao i pojava nove, manje intenzivne trake do nje na 1620 cm™

moze ukazivati na hinonske ili ketonske karbonilne grupe, kao $to je prethodno diskutovano.

Kod proizvoda autooksidacije nastalog u odsustvu jona metala je, kao i u slucaju katehola,
traka na 1717 cm® najintenzivnija, pa bi se i ovde mogao o&ekivati proizvod koji ima mali broj

karboksilnih grupa koje su u najve¢oj meri protonovane.

4.2.3. Analiza MALDI-TOF masenih spektara proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola

MALDI-TOF spektri proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola prikazuju da je u toku
odigravanja ovog procesa u baznim vodenim rastvorima doslo do formiranja oligomera ¢ije se
mase medusobno veoma malo razlikuju (tabela 4.6). Razli¢iti fragmentni joni koji se mogu
uociti u spektrima snimljenim u linearnom negativnom 1 linearnom pozitivnom modu su
posledica formiranja jona razliCite strukture usled uticaja selektivne jonizacije. U svim
snimljenim spektrima moze se uociti veliki broj jona, a nedostatak pravilnosti izmedu razlika
u masama pojedinacnih jona ukazuje na to da je u proizvodima prisutan vecéi stepen
heterogenosti, a asigniranje pojedinacnih jona je dodatno otezano zbog procesa koji se javljaju
u toku jonizacije. Heterogenost proizvoda je posledica razli€itih transformacija monomera u
toku odigravanja procesa autooksidacije, Sto direktno za posledicu ima formiranje razlicitih
vrsta veza medu njima. Uprkos slicnim molarnim masama proizvoda koji su nastali, u
snimljenim spektrima razli¢itih proizvoda postoji dovoljno razlika da se sa velikom sigurnosc¢u

moze tvrditi da se strukture nastalih proizvoda medusobno razlikuju.

U MALDI-TOF spektru proizvoda autooksidacije nastalog u odsustvu jona metala (slika 4.18)
snimljenim u linearnom pozitivhom modu (slika 4.18 b) moze se uociti veliki Sum, koji otezava
analizu. Intenzivni joni koji se javljaju u oblasti od 380 do 610 Da odgovaraju trimerima,
tetramerima i pentamerima od kojih su neki podlegli reakcijama dehidratacije i potencijalno
dekarboksilacije. Takode, osim razlika u masama od 18 1 44 Da, mogu se uociti 1 one ¢ija je
m/z 91, Sto odgovara tropilijum katjonu. Iz spektra proizvoda snimljenog u linearnom
negativnhom modu moze se videti jon najvece mase od 1984 Da, koji ukazuje na to da je
prilikom formiranja proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola bez uticaja jona metala doslo do

oksidativnog kuplovanja i do 16 monomernih jedinica.
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Slika 4.18. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola u odsustvu

jona metala snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

U spektru proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola u prisustvu jona magezijuma snimljenom
u negativnhom modu (slika 4.19. a) se uocava veci Sum, koji otezava pravilno asigniranje jona.
Intenzivni joni na 366, 490 i 612 Da odgovaraju deprotonovanom trimeru, tetrameru i
pentameru. Struktura intenzivnog jona koji se javlja na m/z 307 Da u svim spektrima
snimljenim u linearnom negativnom modu ne moze biti lako razjasnjena, jer je ocigledno da
poti¢e od fragmenta koji je podlegao ekstenzivnoj promeni, najverovatnije U toku procesa
jonizacije. Jon najvece mase koji se javlja na 1981 Da ukazuje na to da se, kao i u prethodnom
proizvodu, kuplovalo do 16 monomernih jedinica. Spektar snimljen u pozitivnom modu (slika
4.19. b) ima manji broj jona, pa se lakSe moze uociti izostanak pravilnosti u razlikama masa
pojedinacnih intenzivnijih pikova, Sto potvrduje povecanu heterogenost nastalog proizvoda.
Najdominantniji jon u tom spektru mase 381 Da odgovara protonovanom trimeru 4-

metilkatehola.
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Slika 4.19. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola u prisustvu

jona magnezijuma snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

MALDI-TOF spektar proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola u prisustvu jona kalcijuma
snimljen u linearnom pozitivnom modu (slika 4.20. b) generalno pokazuje veéi broj fragmetnih
jona, ali takode 1 ve¢i Sum. Intenzivni joni koji se mogu uociti u opsegu od 315 do 680 Da
odgovaraju trimerima, tetramerima i pentamerima Kkoji su najverovatnije u procesu jonizacije
podlegli razli¢itim transformacijama. Jon najvece mase od 1964 Da ukazuje na to da se pod
ovakvim uslovima takode formira proizvod nastao oksidativhim kuplovanjem do 16
monomernih jedinica. U spektru snimljenom u linearnom negativnom modu (slika 4.20. a) se
ne uocavaju jasne pravilnosti u razlikama masa registrovanih jona, $to ukazuje na to da je

struktura i ovog proizvoda u velikoj meri heterogena.
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Slika 4.20. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola u prisustvu

jona kalcijuma snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnhom modu (b)

U spektrima proizvoda autooksidacije u prisustvu jona bakra se, kao i kod prethodno
diskutovanih oligomera 4-metilkatehola, uocava da je nastali proizvod u velikoj meri
heterogene strukture. Spektar snimljen u linearnom pozitivnom modu (slika 4.21. b) ima manji
broj intenzivnih jona, pa nije u ve¢oj meri pogodan za analizu fragmentnih jona. U spektru
snimljenom u linearnom negativnom modu (slika 4.21. a) se, osim jona sa m/z 307 Da uo¢avaju
i relativno intenzivni joni sa masama 381 Da i 500 Da koji odgovaraju trimeru i tetrameru 4-
metilkatehola, koji su verovatno u toku jonizacije podlegli dodatnim promenama. Pik najvece
mase od 1993 Da ukazuje da je i u ovom, kao i u prethodnim proizvodima, doslo do formiranja

oligomera koji sadrzi maksimalno 16 monomernih jedinica.
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Slika 4.21. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola u prisustvu

jona bakra snimljeni u linearnom negativhom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

Tabela 4.6. Joni najveceg odnosa m/z i prinosi proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola u
baznim vodenim rastvorima u odsustvu (4MC) i prisustvu jona magnezijuma (4MC-Mg),
kalcijuma (4MC-Ca) i bakra (4MC-Cu)

4MC-Cu
AMC (pH9) 4MC-Mg (pH9) 4MC-Ca (pH9) (DH 7.4)
Jon najveceg m/z 1984 1981 1964 1993
(Da)
Prinos proizvoda
%) 13,5 14 6,5 35
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4.2.4. Analiza ESR spektara 4-metilkatehola

Slike 4.22, 4.23 i 4.24 predstavljaju ESR spektre proizvoda produzene autooksidacije 4-
metilkatehola na pH 9 u odsustvu jona metala i u prisustvu jona magnezijuma i kalcijuma
snimljene pri minimalnoj i maksimalnoj vrednosti mikrotalasne snage koris¢ene u ovom radu
kao 1 pri snazi od 0,0185 mW (atenuacija 30 dB), Sto predstavlja maksimalnu snagu pri kojoj

se ne javlja efekat zasi¢enja signala.

U svim prikazanim ESR spektrima uocava se jedna relativno Siroka linija bez hiperfine
strukture koja poti¢e od prisutnih organskih radikala. Sirine linija i g-vrednosti koje su
prikazane u tabeli 4.7. su kod proizvoda nastalih u odsustvu jona metala i u prisustvu jona
magnezijuma vece u odnosu na vrednosti odredene kod proizvoda autooksidacije katehola, dok
su kod proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola nastalog u prisustvu jona kalcijuma vrednosti
oba paramatra neSto nize. U oba slucaja se Sirine linija 1 g-vrednosti slaZu sa vrednostima
karakteristi¢nim za huminske kiseline iz razli¢itih tipova zemljiSta i sinteti¢ke polimere
jednostavnih fenolnih jedinjenja (Alfieri et al. 2020; Barriquello et al. 2010; Giannakopoulos
et al. 2009; Litvin et al. 2015; Slawinska et al. 2007; Watanabe et al. 2005).

MWW —50dB

AP vy —30dB

5dB

3480 3490 3500 3510 3520
Magnetno polje (G)

Slika 4.22. ESR spektri proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola u odsustvu jona metala
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Slika 4.23. ESR spektri proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola u prisustvu jona

magnezijuma

VNMN‘MW —50dB

—30dB

5dB

3480 3490 3500 3510 3520
Magnetno polje (G)

Slika 4.24. ESR spektri proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola u prisustvu jona kalcijuma

Dobijeni ESR parametri ukazuju na to da su u ispitivanim proizvodima dominantno zastupljeni

kiseoni¢no centrirani slobodni radikali semihinonskog tipa.
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Tabela 4.7. ESR parametri organskih radikala u proizvodima autooksidacije 4-metilkatehola

u odsustvu jona metala (4MC), u prisustvu jona magnezijuma (4MC-Mg) i u prisustvu jona

kalcijuma (4MC-Ca)

Proizvod Sirina linije (G) g-vrednosti
AMC 3,75 2,00363

AMC-Mg 3,67 2,00348

AMC-Ca 3,59 2,00340

Najveca Sirina linije 1 g-vrednost uocene su kod poizvoda produzene autooksidacije 4-

metilkatehola dobijenog u odsustvu jona metala, dok su najmanje vrednosti dobijene za

proizvod nastao u prisustvu jona kalcijuma, $to je u suprotnosti sa rezultatima dobijenim za

proizvode autooksidacije nesupstituisanog katehola.

Na slici 4.25 predstavljena je zavisnost intenziteta signala od korena mikrotalasne snage za

ispitivane proizvode. Kako bi se pratilo zasi¢enje signala, spektri su snimani pri vrednostima

mikrotalasne snage u opsegu od 0,00185 do 58,5 mW (atenuacija od 50 do 5 dB).

—+—4MC

Intenzitet signala {% od maksimuma)

0 2 4 6 8 10
[Mikrotalasna snaga (mW)]%/2

- = -4MC-Mg
4MC-Ca

Slika 4.25. Prikaz zavisnosti intenziteta ESR signala od korena snage mikrotalasnog zracenja

u spektrima proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola na pH 9

Pri maksimalnim vrednostima snage mikrotalasnog zracenja moze se videti izobli¢enje signala

kod svih ispitivanih proizvoda, $to je posledica prisustva razliCitih tipova organskih radikala
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koji su medusobno razli€iti po stepenu zasicenja signala sa porastom snage zrac¢enja. Ovako
dobijene krive zasi¢enja su karakteristicne za organske radikale i dobijeni rezultati su u dobrom
slaganju sa literaturnim podacima za sli¢ne sisteme (Panzella et al. 2018; Slawinska et al.
2007).

Joni magnezijuma i kalcijuma imaju znacajan uticaj na zasi¢enje signala, pri ¢emu se kod oba
proizvoda koja su nastala pod uticajem M(II) jona javlja zasi¢enje u vecoj meri, a ovakav njihov
Uticaj je izrazeniji kod proizvoda nastalog u prisustvu Mg(Il) jona. To bi mogao biti razlog
zbog Cega se pri maksimalnoj snazi uocava neSto manje izoblicenje signala u spektrima

proizvoda nastalog u odsustvu M(I1) jona (slika 4.22).

Slika 4.26 prikazuje eksperimentalni ESR spektar proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola u

prisustvu Cu(ll) jona zajedno sa njegovom kompjuterskom simulacijom.

Relativno ostra spektralna linija na visokoj vrednosti ja¢ine magnetnog polja ukazuje na
prisustvo organskih radikala i u cilju preciznijeg odredivanja g-vrednost i $irine linije, ESR
spektar je snimljen pod istim opStim uslovima (poglavlje 3.2.4.), ali je opseg magnetnog polja

smanjen na 200 G kako bi se povecala rezolucija spektra.

——EKSP

2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800
Magnetno polje (G)

Slika 4.26. Eksperimantalno dobijeni ESR spektar proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola

u prisustvu jona bakra (EKSP) i njegova kompjuterska simulacija (SIM)

Dobijena vrednost od 7,1 G za Sirinu linije je nesSto ve¢a u odnosu na literaturne vrednosti
dobijene za huminske kiseline iz razli¢itih tipova zemljista (Watanabe et al. 2005), sto moze
biti posledica dipolarnih interakcija izmedu paramagnetnih Cu(II) centara u polimernoj matrici

i kiseoni¢nih radikalskih vrsta. Kao i kod proizvoda autooksidacije katehola u prisustvu jona
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bakra, dobijena g-vrednost od 2,0028 je nesto niza u odnosu na g-vrednosti za prirodne i

sinteti¢ke huminske kiseline navedene u literaturi (Barriquello et al. 2010).

U eksperimentalno dobijenom ESR spektru dominiraju Siroke linije karakteristi¢ne za prisustvo
kiseoni¢no vezanih Cu(II) jona u polimernim matricama. Opsti izgled eksperimentalnog ESR
spektra Cu(ll) jona, kao i kod proizvoda autooksidacije katehola, ukazuje na prisustvo
mononuklearnih Cu(ll) centara sa aksijalnom simetrijom, dok odsustvo linija na niskim
vrednostima magnetnog polja u spektru snimljenom u opsegu od 0 do 4000 G iskljucuje
moguénost prisustva dinuklearnih Cu(II) centara (Etcheverry et al. 2012; Kozlevéar & Segedin,
2008). Pomocu vrednosti paralelne i normalne konstante hiperfinog cepanja (Ai i AL) i
paralelne i normalne g-vrednosti (gi i g1), osnovnih parametara koji karakteriSsu mononuklearne
Cu(ll) centre sa aksijalnom simetrijom dobijenih iz kompjuterski simuliranih spektara,
izraGunate su vrednosti parametara G, o2 i f, kojima se moze izvrsiti karakterizacija nac¢ina
vezivanja Cu(ll) jona u dobijenom proizvodu (tabela 4.8). Zadovoljavaju¢a simulacija
eksperimentalnog ESR spektra proizvoda produzene autooksidacije 4-metilkatehola u
prisustvu Cu(ll) jona (slika 4.26) dobijena je pod pretpostavkom da se u uzorku nalaze dve
vrste vezujué¢ih mesta za Cu(ll) jone (A i B). Odstupanje u izgledu eksperimentalnog i
simuliranog ESR spektra u oblasti od oko 3000 do 3400 G gde se preklapaju paralelna
komponenta konstante hiperfinog cepanja na visokom polju i njena normalna komponenta na

niskom polju se javlja kao posledica pove¢ane neuredenosti sistema.

Tabela 4.8. ESR parametri za Cu(ll) jone u proizvodu autooksidacije 4-metilkatehola

Vezujuce Ax10*  Aix10* )

mesto O gL (cm™) (cm) G a f (cm)
(frakcija)
A (0,41) 2,305 2,085 167,5 8,5 3,66 0,843 137,61
B (0,59) 2,300 2,064 167,0 7,7 4,82 0,828 137,72

Parametari o? i f za vezujuéa mesta A i B u ovom slu¢aju imaju medusobno sli¢ne vrednosti,
dok razlike u vrednosti geometrijskog parametra G ukazuju na to da se interakcija izmene
izmedu Cu(Il) centara kod vezivnog mesta A ne moze zanemariti. Izra¢unate vrednosti o
ukazuju na dominantno jonsko vezivanje prisutnih jona bakra u ovom proizvodu, a njihove
vece vrednosti u odnosu na one dobijene za katehol (tabela 4.4) ukazuju na to da je jonski

karakter veze neSto izrazeniji kod proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola. Dobijene
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vrednosti za parametar f ukazuju na to da je stepen tetraedarske deformacije znatno manje

izraZzen u odnosu na proizvod dobijen autooksidacijom nesupstituisanog katehola.

4.3. Hidrohinon

4.3.1. UV-Vis spektralna analiza autooksidacije hidrohinona

Slika 4.27 prikazuje UV-Vis spektre snimane u toku autooksidacije hidrohinona u baznim
vodenim rastvorima na svakih 24 h u toku cetiri dana. U spektru alikvota reakcione smese u
odsustvu jona metala uzetog odmah nakon podesavanja pH na 9 (slika 4.27 a) dominira pik sa
maksimumom na 289 nm koji odgovara n=—n* prelazu u molekulu hidrohinona, dok podizanje
linije na 247 nm potice od n—n* prelaza u molekulu 1,4-benzohinona, $to ukazuje da se 1,4-
benzohinon veoma brzo formira dvoelektronskom oksidacijom uz dehidrogenizaciju pod

takvim uslovima, $to se i moze ocekivati (slika 4.28).

U toku autooksidacije se moze uociti da pik hidrohinona opada, dok pik p-benzohinona raste,
Sto ukazuje na to da se jedan deo hidrohinona konstantno oksiduje do odgovaraju¢eg hinona, i
najveca promena je uocena nakon 24 h mesanja, dok je najmanja promena uocena izmedu 72 i
96 h. Izostanak izobesticke tacke u snimljenim spektrima ukazuje na to da nastali hinon dalje
ucestvuje u reakcijama polimerizacije. Paralelno sa porastom apsorpcije na 247 nm dolazi do
pojave novog pika na oko 320 nm koji poti€e od produkata polimerizacije, 1 tu je u toku

autooksidacije uo¢en veoma sli¢an trend u porastu intenziteta kao kod p-benzohinona.

Interesantno je napomenuti da je u toku autooksidacije u odsustvu metalnih jona reakciona
smesSa imala tamno crveno-braon boju, koja bi mogla biti posledica nastajanja hinhidrona,
kompleksa sa prenosom naelektrisanja (,,charge transfer complex*) koji se formira izmedu
hidrohinona i p-benzohinona koji ostvaruju vodoni¢nu vezu (slika 4.29). U zakiseljenom
alikvotu reakcione smeSe (pH 2) ovakav kompleks nije identifikovan, jer u spektrima

autooksidacije izostaje njegov pik koji se javlja na oko 650 nm (Regeimbal et al, 2003).

U spektrima snimljenim u toku autooksidacije u prisustvu jona magnezijuma (slika 4.27 b)

uocava se neznatno prosirenje pikova, kao i povecanje apsorbance na svim talasnim duzinama.
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a)
420 520 Alnm)
b)
520 620 720 3inm)
c)
520 620 720 Alnm)
d)
520 620 720 Alnm)

Slika 4.27. UV-Vis spektri snimani u toku autooksidacije hidrohinona u odsudtvu jona metala
na pH 9 (a), u prisustvu Mg(lIl) jona na pH 9 (b), Ca(ll) jona na pH 9 (c) i Cu(ll) jona na pH
7,4 (d)
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Autooksidacija proti¢e nesto brze u prisustvu jona ovog metala, mada efekat jona Mg(Il) u
ovom sluc¢aju nije veliki. Kod UV-Vis spektara snimljenim u toku autooksidacije u prisustvu
jona kalcijuma (slika 4.27 c) moze se uociti da apsorpcija koja je posledica prisustva p-
benzohinona raste u toku prvih 48 h, dok nakon toga opada. To bi moglo da ukazuje na to da
se u pocetku formira vecéa koli¢ina ovog proizvoda, dok nakon 48 h dolazi do njegovog trosenja
usled formiranja polimernih proizvoda, sto potvrduje izostanak izobesticke tacke u snimljenim
spektrima. Kao i kod spektara snimljenih u toku autooksidacije u prisustvu Mg(ll) jona, i u
ovom slucaju se vidi da prisutni joni kalcijuma ubrzavaju sam proces, ali je njihov uticaj u

posmatranom vremenskom periodu relativno mali.

Kod autooksidacije hidrohinona najizrazeniji uticaj na povecanje brzine procesa, kao i na
porast intenziteta apsorbance koja se delimi¢no uocava i u vidljivoj oblasti, imaju joni bakra
(slika 4.27 d). Kod ovog proizvoda je takode uo€eno najveée prosirenje apsorpcionih pikova,
kao 1 generisanje najvece koli¢ine p-benzohinona, $to je u skladu sa literaturnim podacima (Li

& Trush, 1993).

Porast intenziteta pika koji poti¢e od n—n* prelaza u hidrohinonu koji je uo€en u nekim UV-
Vis spektrima snimljenim u toku njegove autooksidacije je najverovatnije posledica
preklapanja sa pikom slabog intenziteta od n—n* prelaza iz p-benzohinona koji se javlja na
oko 280 nm (Kuboyama et al. 1974). U tom slu¢aju bi se promena intenziteta ovog pika mogla
povezati sa generisanjem 1 potroSnjom odgovarajuc¢eg hinona u toku odigravanja procesa

autooksidacije.

OH o) o} o} 0

OH OH OH o o]
Slika 4.28. Mehanizam konverzije hidrohinona u 1,4-benzohinon

U poredenju sa ostalim fenolnim jedinjenjima ispitivanim u ovom radu, upadljivo je da je
proces autooksidacije najmanje ubrzan u slucaju hidrohinona, §to se objasnjava nedostatkom

odgovarajucih o-hidroksilnih grupa, koje su veoma pogodne za helatiranje jona metala.

Opisane promene u spektrima autooksidacije hidrohinona ukazuju na to da u nastajanju
produkata ucestvuju i hidrohinon i p-benzohinon, zbog cega bi se u nastalim proizvodima

mogli ocekivati fragmenti koji sadrze karakteristine grupe iz oba molekula.

84



I
O . -0

Slika 4.29. Struktura hinhidrona

4.3.2. Analiza FTIR spektara proizvoda autooksidacije hidrohinona

Naslici 4.30 a) prikazan je FTIR spektar ¢istog hidrohinona. Karakteristi¢ne trake od prisutnih
grupa Cistog jedinjenja, kao i proizvoda njegove autooksidacije predstavljene su u tabeli 4.9.
Intenzivna traka na 3138 cm™ poti¢e od valencione vibracije O—H veze fenola, dok traka koja
je delimi¢no preklopljena sa njom na 3030 cm™ poti¢e od valencionih vibracija sp?> C—H veza
aromati¢nog jezgra. Trake na 1514 i 1464 cm™ nastaju od valencionih vibracija C=C veza, dok
intenzivne trake na 1352 i 1259 cm™ poticu od deformacione vibracije O—H veze u ravni i
valencione vibracije C-O veze. U delu spektra ispod 1100 cm™ izdvajaju se trake na 824 cm™
koja poti¢e od sp? C — H deformacione vibracije p-disupstituisanog benzenovog jezgra i na 756

cm* od deformacione vibracije O—H veza van ravni.

U svim spektrima proizvoda autooksidacije hidrohinona (slika 4.30) se jasno uocava
pojavljivanje novih intenzivnih traka i to na 1612 (b), 1616 (c), 1615(d) i 1627 cm™ (e), koje
ukazuju nato da u svim proizvodima postoje fragmenti p-hinonske strukture (Dunn & Francis,
1974). Intenzitet ovih traka ukazuje na to da su ovakvi strukturni fragmenti relativno
zastupljeni u proizvodima, $to bi znacilo da je doslo do formiranja novih C—C veza u nastalom

proizvodu, ali se njihovo prisustvo ne moze potvrditi iz FTIR spektara.

Jedan od mehanizama kojim se moze objasniti formiranje novih C—C veza podrazumeva

deprotonaciju 1 dvoelektronsku oksidaciju, pri ¢emu se formira protonovani benzohinon.
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Slika 4.30. FTIR spektri hidrohinona (a), proizvoda njegove autooksidacije na pH 9 u

odsustvu jona metala (b), proizvoda autooksidacije u prisustvu Mg(Il) jona na pH 9 (c),

proizvoda autooksidacije u prisustvu Ca(ll) jona na pH 9 (d) i proizvoda autooksidacije u

prisustvu Cu(ll) jona na pH 7,4 (e)

86



Ovakva reaktivna vrsta dalje moze reagovati kao elektrofil sa benzenovim prstenom

hidrohinona dajuci dipolimer, koji se zbog svog nizeg oksidacionog potencijala u odnosu na

monomer dalje moze oksidovati u katjon radikal, i ponavljanje ovog koraka vodi ka formiranju

polimernog materijala (slika 4.31; Wang & Feng, 2017). Ovako nastali polimer moze

oksidacijom i dehidrogenacijom da formira fragmente p-hinonske strukture.

Tabela 4.9. Asignacija traka u FTIR spektrima ¢istog hidrohinona (a), proizvoda

autooksidacije bez jona (b), sa Mg(ll) jonima (c), sa Ca(ll) jonima (d) i sa Cu(ll) jonima (e)

Trake u FTIR spektrima i

a b c d e
opseg u kome se nalaze
O-H valenciona vibracija
1 2 24 1 22
(3550-3150 cm) 3138 3205 33 3185 3228
sp? C—H valenciona vibracija . . :
(3100-3000 cm) 3030 n.i. n.i. n.i. 3019
C=C valenciona vibracija
1505 1504
aromati¢nog jezgra 1514, 1464 1515, 1465 1507, 1456 1 455' 1 457'
(1600-1400 cm?)
O-H deformaciona vibracija
. 1352 1325 1338 1318 1348
u ravni (1400-1300 cm™)
C-0 valenciona vibracija
12 12 122 11 1267
fenola (1260-1160 cm™) 59 30 o % 6
C-O-C asimetri¢na
valenciona vibracija / 1198 1201 1203* 1194
(1350-1150 cm™?)
C-O-C simetri¢na
valenciona vibracija / 875 870 861 873
(890-820 cm'?)
p-disupstituisano benzenovo
H 2
Jezgro, sp C-H 824 823 827 820 829
deformaciona vibracija
(860-790 cm?)
O-H simetri¢na
deformaciona vibracija van 756 761 758 762 754

ravni (700-600 cm™)

n.i. — nije izdvojena, * - delimi¢no preklopljena traka.

Osim trake p-hinonske grupe, u svim spektrima autooksidacije su takode uocene nove

intenzivne trake koje odgovaraju asimetri¢nim i simetricnim C—O-C valencionim vibracijama

(tabela 4.9), Sto ukazuje na to da u formiranim proizvodima dolazi i do vezivanja monomernih

jedinica etarskim vezama.

Povecanje intenziteta trake valencione vibracije O—-H veze takode ukazuje na to da u

proizvodima postoje intramolekulske vodoni¢ne veze koje ostvaruju hidroksilne grupe koje
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nisu podlegle transformaciji. ProSirenje nove trake takode moze ukazivati na to da se jedan deo
hidroksilnih grupa iz nastalog proizvoda helatirao i sa jonima metala koji su koris¢eni za

njihovu pripremu.
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Slika 4.31. Mogu¢i mehanizam formiranja C—C veza u proizvodima autooksidacije

hidrohinona

U proizvodima autooksidacije nastalim u odsustvu jona metala (slika 4.30 a) i u prisustvu jona
bakra (slika 4.30 e) se uo¢ava i pojavljivanje malo intenzivne trake na 1680 cm™, dok se kod
proizvoda autooksidacije nastalih u prisustvu jona magnezijuma (slika 4.30 c) i kalcijuma (slika
4.30 d) prisustvo takve trake ne moze definitivno potvrditi, zato $to je susedna traka znatno
prosirena. Traka na 1680 cm™ po svom intenzitetu odgovara karbonilnoj grupi ketona, a njen
smanjeni intenzitet ukazuje na to da je jako vodonicno vezana i/ili helatirana jonima metala.
Kod proizvoda nastalog sa Cu(II) jonima se pojavljuje jos jedna nova traka na 1581 cm™, koja
je po svom intenzitetu skoro ista kao traka na 1627 cm™ sa kojom se delimi¢no preklapa, pri
¢emu ona najverovatnije potie od valencionih vibracija C=C veze u nastalom polimernom

proizvodu.

U svim FTIR spektrima nastalih proizvoda, sa izuzetkom onog nastalog u prisustvu jona Ca(ll),
se moze uoditi pojavljivanje nove veoma intenzivne trake na 1025 (b), 1027 (d) i 1024 cm™
(e), koja bi mogla poticati od simetri¢ne vibracije C—O—C u prstenu furana (Cross et al. 1957).
Odgovarajuca traka od asimetri¢ne vibracije te veze, koja se pojavljuje u opsegu od 1250 do
1215 cm™ se nalazi u delu spektra gde je ve¢ prisutan veliki broj traka, pa bi njeno pojavljivanje
usled preklapanja moglo da objasni veliko proSirivanje traka u toj oblasti. Pojava ove
karakteristi¢ne trake uoc¢ena je samo kod spektara proizvoda autooksidacije hidrohinona, dok
se kod proizvoda ostalih fenolnih jedinjenja ispitivanih u ovom radu takva promena ne vidi,
Sto bi se i moglo oc¢ekivati, zato §to ona nemaju odgovarajuce p-hidroksilne grupe u molekulu
(Moldoveanu, 2019).
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4.3.3. Analiza MALDI-TOF masenih spektara proizvoda autooksidacije hidrohinona

Iz snimljenih MALDI-TOF spektara proizvoda autooksidacije hidrohinona moze se videti da
je u zavsnosti od uslova odigravanja ovog procesa doslo do formiranja oligomera razlicite
molarne mase koji su relativno heterogene strukture usled razlicitih transformacija radikala
monomerne jedinice 1 formiranja vise vrsta veza medu njima. U spektrima snimljenim u
linearnom negativnom i linearnom pozitivnom modu se uocavaju razli€iti joni ¢ija distribucija
mase prati Gausovski oblik, a razli¢it izgled spektara ukazuje na to da selektivna jonizacija
vodi ka formiranju jona razlicite strukture. Potpuna asignacija pojedinacnih jona je otezana

usled njihovih transformacija prilikom jonizacije.
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Slika 4.32. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije hidrohinona u odsustvu

jona metala snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

Na slici 4.32 su prikazani MALDI-TOF spekiri proizvoda autooksidacije hidrohinona u
odsustvu jona metala snimljeni u linearnom negativnom (slika 4.32 a) i linearnom pozitivnom
modu (slika 4.32 b), pri ¢emu se veci broj jona u spektru na slici b. UocCeni intenzivni joni u
spektru snimljenom u linearnom negativnom i pozitivnom modu sa m/z 307 i 499 Da po masi
odgovaraju dehidratisanim trimerima, tetrameru i pentameru sa C-C i C-O-C vezama, dok

intenzivni joni od 319 i 427 Da u spektru na slici b odgovaraju trimeru i dehidratisanom
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tetrameru. Jon najve¢e mase od 1765 Da uocava se u spektru snimljenom u linearnom

pozitivnom modu i ukazuje na to da sadrzi do 16 monomernih jedinica.

U MALDI-TOF spektrima proizvoda autooksidacije hidrohinona u prisustvu Mg(11) jona (slika
4.33) veci broj intenzivnih jona uocava se u spektru snimljenom u linearnom pozitivnom modu.
I kod ovog proizvoda se moze ocekivati veca heterogenosti, kako se ne uocava pravilan Sablon
u razlikama masa pikova koji se pojavljuju. Najintenzivniji pikovi su 307 Da u linearnom
negativnom i 347 1 501 Da, sli¢no kao i u proizvodu dobijenom bez uticaja jona magnezijuma.
Jon koji bi odgovarao molarnoj masi se uocava u spektru na slici b 1 ima m/z od 943 Da, iz
cega se moze zakljuciti da je stepen polimerizacije u nastalom proizvodu manji u odnosu na

proizvod nastao u odsustvu Mg(ll) jona.
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Slika 4.33. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije hidrohinona u prisustvu

jona magnezijuma snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

Iz spektara proizvoda autooksidacije u prisustvu jona kalcijuma (slika 4.34) moze se uoditi da
je veci broj pikova prisutan u spektru snimanom u linearnom negativnom modu i najveca

uocCena masa pika koja odgovara molekulskom jonu ima m/z od 1080 Da, Sto bi odgovaralo
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oksidativnom kuplovanju 9 monomernih jedinica, neSto viSe nego u prisustvu jona
magnezijuma. UocCeni intenzivni joni na 307 1 499 Da u linearnom negativnom 1 347 1 501 Da
u linearnom pozitivnom modu poticu od sli¢nih fragmenata kao kod dva prethodno diskutovana

proizvoda.

U slucaju hidrohinona, joni magnezijuma i Kalcijuma neznatno ubrzavaju sam proces
autooksidacije, ali dovode do nastajanja oligomera manjih molarnih masa nego onda kada ti
joni nisu prisutni u baznom vodenom rastvoru. Ovo bi mogla biti posledica toga Sto se nastali
dimeri, trimeri i tetrameri stabilizuju helatiranjem sa prisutnim jonima, §to onda onemogucava

njihovo dalje efikasno povezivanje.

Iz MALDI-TOF spektara proizvoda autooksidacije hidrohinona u prisustvu jona bakra (slika
4.35) moze se videti da su Cu(Il) joni imali najveéi uticaj od proucavanih na veliinu
oksidativnog kuplovanja monomernih blokova, kako jon najve¢e mase od 1725 Da ukazuje na

to da je u formiranju oligomera ucestvovalo barem 15 monomernih jedinica.
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Slika 4.34. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije hidrohinona u prisustvu

jona kalcijuma snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)
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Spektar snimljen u linearnom negativnom modu generalno pokazuje veci broj jona, ali takode
ima 1 vedéi prisutan Sum. Prisutni intenzivni joni su slicni kao i oni uoceni u prethodna tri
diskutovana proizvoda. Uprkos tome $to se iz UV-Vis spektara moze videti da joni bakra
najvise ubrzavaju proces autooksidacije, nesto ve¢a masa oligomera formiranog u procesu koji
se odigrava bez uticaja jona ukazuje na to da uprkos tome $to dovode do formiranja veéeg broja
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u reakcionim sistemu, joni bakra najverovatnije helatiranjem sa

nastalim meduproizvodima ometaju formiranje vecih oligomera.
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Slika 4.35. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije hidrohinona u prisustvu

jona kalcijuma snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

lako prisustvo jona metala dovodi do formiranja oligomera manjeg stepena polimerizacije,
prinos proizvoda je nekoliko puta veéi u posmatranom vremenskom periodu, kao $to se moze

videti u tabeli 4.10.
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Tabela 4.10. Joni najveé¢eg odnosa m/z i prinosi proizvoda autooksidacije hidrohinona u
baznim vodenim rastvorima u odsustvu jona (HQ) i prisustvu jona magnezijuma (HQ-Mg)
kalcijuma (HQ-Ca) i bakra (HQ-Cu)

HQ (pH 9) HQ-Mg (pH 9) HQ-Ca (pH 9) HQ-Cu (pH 7,4)

Jon najveéeg m/z

(Da) 1765 943 1080 1725
Prinos proizvoda
(%) 1,5 55 51 10,5

4.3.4. Analiza ESR spektara proizvoda autooksidacije hidrohinona

Na slikama 4.36, 4.37 i 4.38 prikazani su ESR spektri proizvoda produZene autooksidacije

hidrohinona na pH 9 u odsustvu jona metala i u prisustvu Mg(ll) i Ca(ll) jona. Prikazani spektri

snimljeni su pri minimalnoj i maksimalnoj vrednosti mikrotalasne snage koris¢ene u ovom

radu (0,00185 mW; atenuacija 50 dB, odnosno 58,5 mW; atenuacija 5 dB), kao i pri snazi od

0,0185 mW (atenuacija 30 dB) Sto je maksimalna vrednost snage pri kojoj se ne javlja efekat

zasi¢enja signala u ispitivanim proizvodima.

—50dB

—30dB

5dB

3480 3490 3500 3510 3520
Magnetno polje (G)

Slika 4.36. ESR spektri proizvoda autooksidacije hidrohinona u odsustvu jona metala
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Slika 4.37. ESR spektri proizvoda autooksidacije hidrohinona u prisustvu jona magnezijuma
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Slika 4.38. ESR spektri proizvoda autooksidacije hidrohinona u prisustvu jona kalcijuma

Svi prikazani ESR spektri karakterisu se jednom relativno Sirokom linijom koja nema hiperfinu
strukturu i poti¢e od prisutnih organskih radikala. Sirine linija i g-vrednosti koje su prikazane
u tabeli 4.11. su medusobno sli¢ne i veée u odnosu na $irine linija kod proizvoda o-
dihidroksifenola, ali su slicne vrednostima karakteristicnim za huminske kiseline iz razli¢itih

tipova zemljiSta 1 sinteticke polimere jednostavnih fenolnih jedinjenja koji po svojim
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osobinama nalikuju huminskim supstancama (Alfieri et al. 2020; Barriquello et al. 2010;

Giannakopoulos et al. 2009; Litvin et al. 2015; Slawinska et al. 2007; Watanabe et al. 2005).

Tabela 4.11. ESR parametri organskih radikala u proizvodima autooksidacije hidrohinona u
odsustvu jona metala (HQ), u prisustvu jona magnezijuma (HQ-Mg) i u prisustvu jona
kalcijuma (HQ-Ca)

Proizvod Sirina linije (G) g-vrednosti
HQ 4,40 2,00367
HQ-Mg 4,44 2,00357
HQ-Ca 4,28 2,00362

Iz dobijenih ESR parametara moze se zakljuciti da su u ispitivanim proizvodima dominantno
zastupljeni kiseoni¢no centrirani slobodni radikali semihinonskog tipa. Najveca Sirina linije i
najmanja g-vrednost uocene su kod poizvoda autooksidacije hidrohinona dobijenog u prisustvu
jona magnezijuma, dok je najmanja vrednost Sirine linije dobijena za proizvod nastao u
prisustvu jona kalcijuma. Najveca g-vrednost odredena je kod proizvoda nastalog bez prisustva

metalnih jona.
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Slika 4.39. Prikaz zavisnosti intenziteta ESR signala od korena snage mikrotalasnog zracenja

u spektrima proizvoda autooksidacije hidrohinona na pH 9
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U cilju prac¢enja zasi¢enja signala, spektri proizvoda su snimani pri vrednostima mikrotalasne
snage u opsegu od 0,00185 do 58,5 mW (atenuacija od 50 do 5 dB) i zavisnost intenziteta
signala od korena mikrotalasne snage predstavljena na slici 4.39.

Pri maksimalnim vrednostima snage mikrotalasnog zracenja moze se videti izobliCenje signala
kod svih ispitivanih proizvoda, §to je posledica prisustva razliitih tipova organskih radikala
koji su medusobno razli€iti po stepenu zasi¢enja signala sa porastom snage zracenja. Ovako
dobijene krive zasi¢enja su karakteristicne za organske radikale i dobijeni rezultati su u dobrom
slaganju sa literaturnim podacima za sli¢ne sisteme (Panzella et al. 2018; Slawinska et al.
2007). Kod proizvoda autooksidacije hidrohinona moze se videti da prisustvo Mg(II) i Ca(Il)

jona skoro da ne uti¢e na zasi¢enje signala kod nastalih proizvoda.

Na slici 4.40 prikazan je eksperimentalni ESR spektar proizvoda autooksidacije hidrohinona u

prisustvu Cu(ll) jona na pH 7,4 kao i kompjuterska simulacija snimljenog spektra.

——EKSP

EEIOO ESIOO SOIOO SEIOO 34IOO 36IOO SSIOO
Magnetno polje (G)
Slika 4.40. Eksperimantalno dobijeni ESR spektar proizvoda autooksidacije hidrohinona u

prisustvu jona bakra (EKSP) i njegova kompjuterska simulacija (SIM)

U eksperimetalno dobijenom spektru dominira intenzivan oStar signal na visokoj vrednosti
jacine magnetnog polja, koji ukazuje na prisustvo organskih radikala. U cilju postizanja bolje
spektralne rezolucije radi preciznijeg odredivanja g-vrednost i Sirine linije, ESR spektar je
snimljen sa opsegom magnetnog polja od 200 G 1 pod istim opstim uslovima (poglavlje 3.2.4.).
Dipolarna interakcija izmedu paramagnetnih Cu(II) centara u polimernoj matrici i kiseoni¢nih
radikalskih vrsta je verovatno razlog zbog koga je dobijena vrednost od 8,1 G za Sirinu linije
nesto veca u odnosu na literaturne vrednosti dobijene za huminske kiseline iz razlicitih tipova

zemljista (Watanabe et al. 2005). Kao i kod proizvoda autooksidacije drugih ispitivanih
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dihidroksifenolnih jedinjenja u prisustvu jona bakra, dobijena g-vrednost od 2,0027 je nesto
niza u odnosu na g-vrednosti za prirodne 1 sinteticke huminske kiseline iz dostupne literature

(Barriquello et al. 2010).

U eksperimentalno dobijenom ESR spektru se na nizim vrednostima polja uocavaju Siroke
linije karakteristi¢ne za prisustvo kiseoni¢no vezanih Cu(Il) jona u polimernim matricama.
Opsti izgled eksperimentalnog ESR spektra Cu(Il) jona ukazuje na to da su u proizvodu
autooksidacije hidrohinona prisustni mononuklearni Cu(ll) centri sa aksijalnom simetrijom i

nesparenim elektronom smestenim u d,2_,2 atomsku orbitalu kao osnovno stanje, dok

-y
odsustvo linija na niskim vrednostima magnetnog polja (u spektru snimljenom u opsegu od 0
do 4000 G) iskljucuje moguénost prisustva dinuklearnih Cu(II) centara (Etcheverry et al. 2012;
Kozlevéar & Segedin, 2008). Pomocu vrednosti paralelne i normalne konstante hiperfinog
cepanja (Ai 1 AL) 1 paralelne i normalne g-vrednosti (gi i g.), osnovnih parametara Kkoji
karakteriSu mononuklearne Cu(Il) centre sa aksijalnom simetrijom dobijenih iz kompjuterski
simuliranih spektara, izradunate su vrednosti parametara G, o i f, preko kojih se moze izvrsiti
karakterizacija nacina vezivanja Cu(ll) jona u dobijenom proizvodu (tabela 4).
Zadovoljavaju¢a simulacija eksperimentalnog ESR spektra proizvoda produzene
autooksidacije hidrohinona u prisustvu Cu(ll) jona (slika 4.40) dobijena je pod pretpostavkom
da se u uzorku nalazi samo jedna vrsta vezujuceg mesta za Cu(Il) jone, Sto ukazuje na
mogucnost da je u odnosu na proizvode autooksidacije drugih fenolnih jedinjenja ispitivanih u
ovom radu kod ovog proizvoda inkorporirana najmanja koli¢ina jona bakra. U prilog ovakvom
zakljucku ide 1 znatno izraZeniji intenzitet signala koji poti¢e od prisutnih organskih radikala u
odnosu na intenzitet signala koji poti¢u od Cu(Il) jona. Kao i u prethodnim slu¢ajevima, zbog
poveéane neuredenosti sistema, i ovde se uocava odstupanje u izgledu eksperimentalnog i

simuliranog ESR spektra u oblasti od oko 3000 do 3400 G.

Tabela 4.12. ESR parametri za Cu(ll) jone u proizvodu autooksidacije hidrohinona

Aix10* Ai1x10*
o[ gL ( (i,lm'l) (cm™) G o f (cm)

2,341 2,080 145,0 15,0 4,36 0,815 161,45

Vrednost o? izraGunata za proizvod autooksidacije hidrohinona ukazuje na to da Cu(I) joni
koji su inkorporirani u proizvod ostvaruju interakciju pretezno jonskom vezom, koja je nesto

jaca nego u proizvodu dobijenom iz katehola, a slabija u odnosu na vezu kod proizvoda
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autooksidacije 4-metilkatehola. Dobijena vrednost za parametar f ukazuje na to da je stepen
tetraedarske deformacije nizak, dok izracunata vrednost geometrijskog parametra G ukazuje

na to da se interakcija izmene izmedu Cu(Il) centara moze zanemariti.

4.4. Pirogalol

4.4.1. UV-Vis spektralna analiza autooksidacije pirogalola

Slika 4.41 prikazuje UV-Vis spektre zakiSeljenih alikvota iz reakcije autooksidacije pirogalola
u baznim vodenim rastvorima. U svim snimljenim spektrima domnira pik na oko 270 nm koji
poti¢e od m—n* prelaza u molekulu pirogalola. Kako je vrednost prve konstante Kkiselosti
pirogalola pKa1 9,01 o¢ekuje se da on najve¢im delom bude prisutan u deprotonovanoj formi

pod primenjenim reakcionim uslovima (Badhani & Kakkar, 2018).

U spektru alikvota reakcije u odustvu jona metala i u prisustvu jona magnezijuma i kalcijuma
(slika 4.41 a, b i ¢) uzetom odmah po podeSavanju pH sredine sistema moze se videti mali pik
na oko 350 nm, koji ukazuje na to da autooksidacija pocinje da se odigrava odmah po dodatku
baze i potencijalno potic¢e od odgovarajuceg a-hidroksi-o-hinona (Slawinska et al. 2007), ¢ije
je formiranje prikazano na slici 4.2. Prisustvo dodatne hidroksilne grupe u odnosu na molekul
katehola uti¢e na to da intermedijerni radikali budu stabilniji. Izostanak izobesticke tacke u
UV-Vis spektrima ukazuje na to da nastali hinon dalje ucestvuje u formiranju proizvoda

autooksidacije.

Intenziteti ovih apsorpcionih maksimuma nastavljaju da rastu u toku 4 dana odigravanja
procesa, 1 uocljivo je da joni kalcijuma prakticno nemaju uticaja na ubrzanje procesa
autooksidacije pirogalola pod ovim uslovima. U ovom slucaju, to moze biti posledica taloZenja
slabo rastvornog kalcijum-hidroksida u ovakvoj reakcionoj smesi, kako je osim tamnjenja
reakcione smese uoceno i njeno zamucenje, §to bi, izmedu ostalog, uticalo i na to da je bila

prisutna zna¢ajno manja koli¢ina slobodnih jona Ca(II) u odnosu na jone Mg(II).
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Slika 4.41. UV-Vis spektri snimani u toku autooksidacije pirogalola u odsustvu jona metala
na pH 9 (a), u prisustvu Mg(Il) jona na pH 9 (b), Ca(ll) jona na pH 9 (c) i Cu(ll) jona na pH
7,4 (d)
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U spektrima snimljenim u toku autooksidacije bez prisustva metalnih jona i u prisustvu Mg(ll)
1 Cu(Il) jona se ve¢ nakon 24 h uo€ava znacajno Sirenje apsorpcionih linija uz pojavu novog
apsorpcionog pika sa maksimumom na 425 nm, koji najverovatnije poti¢e od purpurogalina
(slika 4.42), poznatog proizvoda autooksidacije pirogalola, koji pod datim uslovima moze da

podlegne daljoj polimerizaciji.

OH OH
OH

Slika 4.42. Struktura purpurogalina

o

Najveci uticaj na ubrzanje procesa autooksidacije imaju joni bakra, $to se i moze ocekivati
znajuci da oni predstavljaju redoks aktivnu vrstu. Joni Cu(I) koji nastaju u toku autooksidacije
fenolnih jedinjenja koja sadrze odgovaraju¢e 0-hidroksi grupe dalje podlezu reakcijama
Fentonovog tipa (slika 4.43). Reakcijom sa drugim reaktivnim kiseoni¢nim vrstama koje
nastaju redukcijom atmosferskog kiseonika, poput vodonik-peroksida, oni generi$u hidroksi
radikal, koji predstavlja mnogo jaci oksidujuci agens od superoksidnog anjon radikala, za koji

je poznato da se generise prilikom autooksidacije pirogalola (Li, 2012).
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Slika 4.43. Mehanizam nastajanja hidroksi radikala prilikom autooksidacije o-hidroksi fenola

u prisustvu Cu(ll) jona
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4.4.2. Analiza FTIR spektara proizvoda autooksidacije pirogalola

U FTIR spektru ¢istog pirogalola (slika 4.44 a) dominira Siroka traka koja potice od valencionih
vibracija prisutnih O—H veza sa tri izdvojena maksimuma na 3533, 3306 i 3291 cm™, koja je
delimi¢no preklopljena sa trakom na 3045 cm™ koja poti¢e od valencionih vibracija sp? C-H
veza. U delu spektra od 1620 do 1400 cm™ uocavaju se tri izolovane trake na 1619, 1518 i 1480
cm™ koje poti¢u od valencionih C=C vibracija iz aromati¢nog jezgra. Opseg ispod 1400 cm™
ocekivano sadrzi veliki broj traka promenljivog intenziteta, pri ¢emu izolovana traka velikog
intenziteta na 1398 cm™ potice od deformacione vibracije O—H veze u ravni, dok se trake na
1282, 1243 i 1190 cm™ mogu pripisati valencionim vibracijama C-O veze. U delu spektra
ispod 1100 cm™ prisutne su trake od deformacionih vibracija sp? C—H veza, osim trake na 699

cm™ koja poti¢e od deformacione vibracije O — H veze van ravni.

Karakteristicne trake koje se mogu videti u proizvodima autooksidacije pirogalola

predstavljene su u tabeli 4.13.

FTIR spektar autooksidacije pirogalola u odsustvu jona metala (slika 4.44 b) karakterise se
neznatnim proSirenjem traka u odnosu na spektar Ciste supstance, pa se moze ocekivati da
pirogalol pod ovakvim reakcionim uslovima ne ostvaruje visok stepen polimerizacije. Kod
ovog proizvoda se mogu uoéiti delimi¢no preklopljene nove trake na 1240 i 1228 cm™, kao i
izdvojena traka nizeg intenziteta na 838 cm™, koje ukazuju na to da se u nastalom oligomeru
pirogalolne jedinice medusobno vezuju etarskom vezom, pri Cemu se ostvaruje
intramolekulska vodoni¢na veza izmedu slobodnih hidrosilnih grupa, ali je verovatno slabija
nego u do sada diskutovanim proizvodima, na Sta ukazuje karakteristian izgled trake koja
potice od valencionih vibracija O—H veze. U ovom spektru se takode ne uocava ni naznaka
prisustva trake karbonilne grupe, ni povecanje intenziteta i prosirenje trake oko 1620 cm™, pa

se sa velikom sigurnoséu moze pretpostaviti da u nastalom oligomeru nema takvih grupa.

Kod spektra proizvoda nastalog u prisustvu jona kalcijuma (slika 4.44 d) se uo¢avaju nesto
prosirenije linije, pa se o¢ekuje i veci stepen polimerizacije. Delimi¢no razdvajanje intenzivnog
Sirokog pika koji poti¢e od valencionih vibracija O—H veza mozZe biti posledica njihovog
razli¢itog hemijskog okruzenja, pa bi plavo pomeranje ukazivalo na prisutnu koordinaciju sa
jonima Ca(II) u nastalom proizvodu. Kod ovog spektra se osim zna¢ajnog povecanja intenziteta
i prosirivanja trake oko 1620 cm™, uocava i traka niskog intenziteta na 1705 cm™ koja je sa

njom preklopljena.
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Slika 4.44. FTIR spektri pirogalola (a), proizvoda njegove autooksidacije na pH 9 u odsustvu

jona metala (b), proizvoda autooksidacije u prisustvu Mg(ll) jona na pH 9 (c), proizvoda

autooksidacije u prisustvu Ca(ll) jona na pH 9 (d) i proizvoda autooksidacije u prisustvu

Cu(ll) jonanapH 7,4 (e)
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Ovo ukazuje da, za razliku od prethodno diskutovanog, u ovom proizvodu moze da se ocekuje
postojanje malog broja konjugovanih ketonskih grupa koje ostvaruju intramolekulsku

vodoni¢nu vezu.

Tabela 4.13. Asignacija traka u FTIR spektrima ¢istog pirogalola (a), proizvoda

autooksidacije bez jona (b), sa Mg(ll) jonima (c), sa Ca(ll) jonima (d) i sa Cu(ll) jonima (e)

Trake u FTIR spektrima i

a b c d e

opseg u kome se nalaze
O-H valenciona vibracija 3533, 3444
(3550-3150 cm)) 3306, 3350, 3205 3156 3350, 3208 3148

3291
sp? C-H valenciona vibracija . . .
(3100-3000 cm) 3045 n.i. n.i. n.i. 3075
C=C valenciona vibracija 1619, 1624,
aromati¢nog jezgra 1518, 1589, 1505 1514, 1479 1451, 1400
(1620-1400 cm™?) 1480 1562, 1523
O-H deformaciona vibracija
U ravni (1400-1300 cm) 1398 1380 1300 1311 1380
C-0 valenciona vibracija 1282,
fenola (1300-1150 cmY) 1190 1298,1190 1285, 1180 1200 1280
C-O-C asimetri¢na
valenciona vibracija / 1240, 1228 1192 1311, 1220 1174

(1300-1150 cm?)
C-O-C simetri¢na
valenciona vibracija / 838 830 870 850
(890-820 cm?)
O-H simetri¢na
deformaciona vibracija van 699 680 n.i. 768 n.i.
ravni (700-600 cm™)
n.i. — nije izdvojena

Spektar proizvoda autooksidacije pirogalola u prisustvu Cu(ll) jona (slika 4.44 €) ima najmaniji
broj veoma Sirokih traka, pa se moze zakljuciti da on ima najveci stepen polimerizacije pod
ovakvim reakcionim uslovima. Kod ovog spektra i kod spektra proizvoda nastalog u prisustvu
Mg(II) jona (slika 4.44 c) se moZe uoditi jasno odvojena traka na 1690, tj. 1695 cm™, koja
zajedno sa primetnim poveéanjem trake na 1613, tj. 1587 cm™ ukazuje na veliku verovatnoéu
da u proizvodu postoje karboksilatne grupe koordinisane sa odgovarajué¢im jonima metala.
Izolovanje trake koja bi poticala od koordinacione veze izmedu slobodnih elektronskih parova
kiseonika karbonilne grupe sa jonom metala nije moguce, kako je u tom delu spektra u kome

je 11inace prisutan veci broj traka doslo do njihovog prosirivanja usled polimerizacije, kao i do
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pojave traka koje poti¢u od valencione vibracije etarske veze, za koju se pretpostavlja da

predstavlja domnantni nacin vezivanja monomernih jedinica u nastalim proizvodima.

4.4.3. Analiza MALDI-TOF masenih spektara proizvoda autooksidacije pirogalola

U MALDI-TOF spektarima proizvoda autooksidacije pirogalola moze se videti da se stepen
polimerizacije razlikuje u zavisnosti od toga da li su i koji joni bili prisutni u toku odigravanja
procesa (tabela 4.14). Kako je u najvec¢em broju sluc¢ajeva doslo do razlicitih transformacija i
formiranja viSe vrsta veza medu monomernim jedinicama prilikom njihovog oksidativnog
kuplovanja, nastali proizvodi imaju manje pravilnu strukturu. Jonizacioni procesi koji se
odigravaju prilikom formiranja fragmentnih jona takode otezavaju asigniranje svih
pojedinacnih fragmenata sa velikom sigurno$¢u. Razlike koje se mogu uociti u spektrima
snimljenim u linearnom negativnom i linearnom pozitivnom modu ukazuju na to da selektivna
jonizacija vodi ka formiranju jona drugacije strukture Koji u snimljenim spektrima imaju

distribuciju Gausovskog oblika, tipi¢nu za prirodne i sinteticke polimerne supstance.
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Slika 4.45. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije pirogalola u odsustvu jona

metala snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)
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MALDI-TOF spektri proizvoda autooksidacije pirogalola u odsustvu jona metala (slika 4.45)
generalno ukazuju na nizak stepen homogenosti u formiranom proizvodu kako nema jasno
uocljivog Sablona u razlici masa framentnih jona. U spektru snimljenom u linearnom
pozitivnom modu (slika 4.45 b) moze se uociti jon mase 996 Da, koji ukazuje na to da se u
formiranom proizvodu vezalo 7 ili 8 monomernih jedinica uz promene u inicijalnoj strukturi
pirogalola. Dominantni joni u oba spektra odgovaraju trimeraima i tetramerima Kkoji su u
radikalskim reakcijama ili tokom jonizacije podlegli transformacijama, dok relativno
intenzivni jon koji se i u ovom i u drugim spektrima proizvoda pojavljuje na oko 500 Da

odgovara pentameru pirogalola u kome su monomeri povezani C-C ili C-O-C vezama.

U spektru proizvoda autooksidacije pirogalola u prisustvu jona magnezijuma snimljenom u
linearnom pozitivnom modu (slika 4.46 b) se, osim intenzivnih jona sli¢nih onima u spektrima
na slici 4.45 moze uociti veci broj jona u odnosu na spektar snimljen u linearnom negativnom
modu (slika 4.46 a). Jon najvece mase od 1109 Da ukazuje na to da se prilikom autooksidacije
pirogalola u prisustvu jona magnezijuma formira proizvod oksidativnim kuplovanjem 8 ili 9

monomernih jedinica.
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Slika 4.46. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije pirogalola u prisustvu jona

magnezijuma snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)
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U spektrima proizvoda autooksidacije pirogalola u prisustvu Ca(ll) jona (slika 4.47) moze se
uociti izvesna pravilnost u razlikama masa prisutnih jona. Razlike u masama jona od oko 76
Da ukazuju na to da se fragmentacija odvijala tako $to se odvajalo manje ili viSe protonovano
benzenovo jezgro, dok manje razlike u masama jona od 18 i 44 Da ukazuju na
dehidrogenizaciju i dekarboksilaciju pod uslovima analiziranja. 1z UV-Vis spektara snimanih
u toku autooksidacije pirogalola, vidi se da se pod dejstvom Ca(ll) jona proces odigrava sporije,
Sto moze da utice na to da se formira oligomer pravilnije strukture. Jon mase 1306 Da u spektru
simljenom u linearnom negativnom modu (slika 4.47 a) ukazuje na to da je pod ovim uslovima
doslo do oksidativnog kuplovanja 10 monomernih jedinica, viSe nego prilikom odigravanja

procesa u odsustvu jona ili prisustvu Mg(Il) jona.
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Slika 4.47. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije pirogalola u prisustvu jona

kalcijuma snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

Kao i kod drugih proizvoda autooksidacije nastalih u prisustvu Cu(ll) jona MALDI-TOF
spektri autooksidacije pirogalola (slika 4.48) se karakteriSu ve¢im Sumom i njihovoj vecoj
slozenosti doprinosi i izotopski efekat usled prisutnih jona bakra vezanih u nastalim
proizvodima. Osim Sto UV-Vis spektri snimani u toku procesa autooksidacije potvrduju da joni

bakra prilikom odigravanja procesa znacajno ubrzavaju autooksidaciju pirogalola, njihovo
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prisustvo takode omogucava formiranje proizvoda najve¢e molarne mase prilikom
cetvorodnevne autooksidacije u baznom vodenom rastvoru, kako jon najvec¢e mase ukazuje na

oksidativno kuplovanje 14 monomernih jedinica.
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Slika 4.48. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije pirogalola u prisustvu jona

bakra snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

Tabela 4.14. Joni najveéeg odnosa m/z i prinosi proizvoda autooksidacije pirogalola u baznim
vodenim rastvorima u odsustvu jona (PG) i prisustvu jona magnezijuma (PG-Mg), kalcijuma
(PG-Ca) i bakra (PG-Cu)

PG (pH 9) PG-Mg (pH 9) PG-Ca(pH9) PG-Cu (pH 7,4)

Jon najveceg m/z

(Da) 996 1109 1306 1758
Prinos proizvoda
11 27
(%) 8,5 5 9,5 5
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4.4.4. Analiza ESR spektara proizvoda autooksidacije pirogalola

Slike 4.49, 4.50 1 4.51 predstavljaju ESR spektre proizvoda produzene autooksidacije
pirogalola na pH 9 u odsustvu jona metala i u prisustvu jona magnezijuma i kalcijuma
snimljene pri minimalnoj i maksimalnoj vrednosti mikrotalasne snage koris¢ene u ovom radu,

kao i pri snazi od 0,0185 mW (atenuacija 30 dB).
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Slika 4.49. ESR spektri proizvoda autooksidacije pirogalola u odsustvu jona metala
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Slika 4.50. ESR spektri proizvoda autooksidacije pirogalola u prisustvu jona magnezijuma
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Slika 4.51. ESR spektri proizvoda autooksidacije pirogalola u prisustvu jona kalcijuma

U svim prikazanim spektrima moze se uociti prisustvo jedne relativno Siroke spektralne linije
bez hiperfine strukture koja potice od prisutnih organskih radikala. U tabeli 4.15 prikazane su
g-vrednosti 1 vrednosti Sirine linije ispitivanih proizvoda dobijene iz eksperimentalnih spektara
1 ovakve dobijene vrednosti su karakteristicne za supstance sa kiseoni¢no centriranim

slobodnim radikalima semihinonskog tipa.

Tabela 4.15. ESR parametri organskih radikala u proizvodima autooksidacije pirogalola u
odsustvu jona metala (PG), u prisustvu jona magnezijuma (PG-Mg) i u prisustvu jona
kalcijuma (PG-Ca)

Proizvod Sirina linije (G) g-vrednosti
PG 3,47 2,00360
PG-Mg 3,96 2,00348
PG-Ca 3,85 2,00363

Najmanja Sirina linije karakteriSe proizvod autooksidacije pirogalola nastao u odsustvu jona
metala, dok su Sirine linije proizvoda nastalih pod uticajem jona zemnoalkalnih metala nesto
vece. Najmanja g-vrednost opazena je kod proizvoda nastalog pod uticajem Mg(ll) jona, dok
je najveca karakteristi¢na za proizvod nastao pod uticajem Ca(Il) jona. Sve dobijene vrednosti

su uporedive sa vrednostima dobijenim za prirodne 1 sintetiCke huminske supstance, kao $to je
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opazeno 1 kod proizvoda autooksidacije dihidroksifenolnih jedinjenja proucavanih u ovom

radu.

Na slici 4.52 predstavljena je zavisnost intenziteta signala prisutnih organskih radikala od

korena mikrotalasne snage snimani pri vrednostima snage od 0,00185 do 58,5 mW.
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Slika 4.52. Prikaz zavisnosti intenziteta ESR signala od korena snage mikrotalasnog zracenja

u spektrima proizvoda autooksidacije pirogalola na pH 9

Izobli¢enje signala koje se moZe videti pri maksimalnim vrednostima snage mikrotalasnog
zraCenja kod svih ispitivanih proizvoda ukazuje na prisustvo razli¢itih tipova organskih
radikala koji se medusobno razlikuju po stepenu zasi¢enja sa porastom snage zracenja i krive
zasi¢enja ovakvog izgleda su karakteristicne za organske radikale. Kao 1 kod ispitivanih o-
dihidroksifenola, M(II) joni imaju znaajan uticaj na zasi¢enje signala, takav da se kod
proizvoda nastalih u njithovom prisustvu zasi¢enje javlja u manjoj meri, pri ¢emu je znacajniji

uticaj zapazen kod proizvoda nastalog u prisustvu jona magnezijuma.

Slika 4.53 prikazuje eksperimentalni ESR spektar proizvoda autooksidacije pirogalola u
prisustvu Cu(ll) jona na pH 7,4 kao i kompjuterska simulacija snimljenog spektra. U
eksperimetalno dobijenom spektru se na visokoj vrednosti jaCine magnetnog polja moze uociti
intenzivan oStar signal koji poti¢e od organskih radikala prisutnih u ovako dobijenom
proizvodu. Iz spektara bolje rezolucije snimljenih sa opsegom magnetnog polja od 200 G
odredene su Sirina linije od 6,6 G 1 g-vrednost od 2,0025. OpaZena Sirina linije je ve¢a u odnosu

na literaturne podatke za prirodne huminske Kiseline (Watanabe et al. 2005), $to je verovatno
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posledica dipolarne interakcije izmedu paramagnetnih Cu(Il) centara u polimernoj matrici i
prisutnih kiseoni¢nih radikala. Kao i kod proizvoda autooksidacije dihidroksifenolnih
jedinjenja u prisustvu jona bakra ispitivanih u ovom radu, dobijena g-vrednost od 2,0025 je
nesto niza u odnosu na literaturne g-vrednosti za prirodne i sinteticke huminske supstance

(Barriquello et al. 2010).

—EKSP

2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800
Magnetno polje (G)

Slika 4.53. Eksperimantalno dobijeni ESR spektar proizvoda autooksidacije pirogalola u

prisustvu jona bakra (EKSP) i njegova kompjuterska simulacija (SIM)

Na nizim vrednostima polja u eksperimentalno dobijenom ESR spektru mogu se videti Siroke
linije koje ukazuju na prisustvo kiseoni¢no vezanih Cu(Il) jona u polimernoj matrici. Odsustvo
linija na niskim vrednostima magnetnog polja (ispod 2600 G) ukazuje na to da su u ispitivanom
proizvodu prisutni samo mononuklearni Cu(ll) centri sa aksijalnom simetrijom. 1z
kompjuterski simuliranog spektra dobijeni su osnovni parametri koji karakteriSu takve Cu(Il)
centre - paralelna i normalna konstanta hiperfinog cepanja (Ai i Av) i paralelna i normalna g-
vrednost (gi i gv), pomoéu kojih su izradunate vrednosti parametara G, o2 i f (tabela 4.16).
Kao 1 u slucaju proizvoda autooksidacije 0-dihidroksifenola, zadovoljavaju¢a kompjuterska
simulacija eksperimentalno dobijenog spektra dobijena je onda kada je pretpostavljeno da se u
uzorku nalaze dve vrste vezuju¢ih mesta za Cu(Il) jone (A i B), sa tom razlikom $to veci odnos
intenziteta signala od prisutnih radikala i signala Cu(ll) jona ukazuje na to da je u proizvodu
autooksidacije pirogalola inkorporirana nesto manja koli¢ina ovih jona. Razlike u izgledu
eksperimentalnog i kompjuterski simuliranog ESR spektra posledica su povecane neuredenosti

ispitivanih uzoraka.
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Tabela 4.16. ESR parametri za Cu(ll) jone u proizvodu autooksidacije pirogalola

Vezujuce Ax10*  Aux10* )

mesto i gL (cm) (cm) G a f (cm)
(frakcija)
A (0,57) 2,305 2,092 165,0 7,5 3,38 0,839 139,70
B(0,43) 2,295 2,053 167,0 75 5,77 0,818 137,42

Vrednosti parametara o i f za vezujuéa mesta A i B u ovom proizvodu imaju vrednosti koje se
medusobno malo razlikuju, dok razlike u vrednosti geometrijskog parametra G ukazuju na to
da se interakcija izmene izmedu Cu(Il) centara kod vezivnog mesta A ne moze zanemariti.
Izradunate vrednosti o ukazuju na veliki udeo jonske veze kod Cu(ll) jona u polimernoj
matrici. Dobijene vrednosti za parametar f ukazuju na to da je stepen tetraedarske deformacije
veoma malo izrazen, slicno kao u slucaju proizvoda autooksidacije 4-metilkatehola i dosta
manje u odnosu na proizvode autooksidacije katehola i hidrohinona dobijene pod istim

uslovima.

4.5. Protokatehinska kiselina

4.5.1. UV-Vis spektralna analiza autooksidacije protokatehinske kiseline

Slika 4.54 prikazuje UV-Vis spektre snimane na svakih 24 h u toku cetiri dana tokom
autooksidacije protokatehinske kiseline u baznim vodenim rastvorima u odsustvu jona metala
(slika 4.54 a) i u prisustvu jona magnezijuma (slika 4.54 b), kalcijuma (slika 4.54 c) i bakra
(slika 4.54 d).

Prva konstanta Kiselosti koja odgovara deprotonovanju karboksilne grupe protokatehinske
kiseline iznosi 4,35, dok druga, koja odgovara disocijaciji jedne hidroksilne grupe,
najverovatnije u para polozaju, iznosi 8,79. (Erdemgil et al. 2007). To upucuje na zakljucak da
ova kiselina pod reakcionim uslovima (pH 9) moze da postoji i u formi dianjona (slika 4.55),

pa bi se moglo oc¢ekivati da se u formiranim proizvodima ostvaruju i etarske i estarske veze.
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Slika 4.54. UV-Vis spektri snimani u toku autooksidacije protokatehinske kiseline u odsustvu
jona metala na pH 9 (a), u prisustvu Mg(ll) jona na pH 9 (b), Ca(ll) jona na pH 9 (c) i Cu(ll)
jonana pH 7,4 (d)

113



U svim UV-Vis spektrima snimljenim na pocetku odigravanja procesa autooksidacije mogu se
videti dva apsorpciona maksimuma na 259 i 293 nm koji odgovaraju n—mn* prelazima u
molekulu same kiseline. ProSirenje tih apsorpcionih linija je posledica prisutva apsorpcionih
pikova koji poti¢u od odgovaraju¢eg monoanjona i koji su malo hipsohromno pomereni u
odnosu na pikove koji poti¢u od same kiseline (André et al. 2007). Nakon 24 sata se u svim
snimljenim spektrima moze uociti porast apsorbancije na oko 320 nm, $to ukazuje na to da
dolazi do formiranja i dianjona protokatehinske kiseline, ¢ije je inicijalno formiranje

najverovatnije usporeno usled postepenog rastvaranja kiseline u vodi.

U spektrima snimljenim u toku autooksidacije u odsustvu jona metala moze se videti jedna
izobestic¢ka tacka, Sto ukazuje na to da do 72 h u reakcionoj smesi postoji ravnoteza izmedu
formiranih anjona, koja se nakon 96 h odigravanja autooksidacije vise ne uocava. Porast
apsorpcije na veéim talasnim duzinama, zajedno sa Sirenjem i monotonim opadanjem

intenziteta apsorpcionih maksimuma ukazuje na formiranje proizvoda vece molekulske mase.

U spektrima snimljenim u toku autooksidacije u prisustvu jona magnezijuma moze se uociti da
prisustvo ovog jona uti¢e na to da se reakcija autooksidacije odigrava nesto brze nego kada taj

jon nije prisutan.

Prisustvo dve izobesticke tacke, kao i izrazeniji maksimum pika na oko 340 nm uz povecanje
apsorpcije u vidljivom delu spektra ukazuje na to da se proces autooksidacije odigrava

drugacije u prisustvu ovog jona, pa bi se u skladu sa tim mogli ocekivati i drugaciji proizvodi.

O~_ _OH O~_ _O O.__0
pK, =4.35 pPK,, =879
HO HO HO

Slika 4.55. Anjoni protokatehinske kiseline formirani prilikom disocijacije u prvom stepenu
(pH 4,16) i u drugom stepenu (pH > 8,79)

Iz UV-Vis spektara snimljenih u toku autooksidacije u prisustvu jona kalcijuma moze se videti
da oni na proces uti¢u tako Sto ga usporavaju. Ovakav njihov uticaj moze se povezati sa
njihovom tendencijom da se vezuju sa karboksilnom grupom i karboksilatima kao bidentatnim

ligandima (2.1.2.), ¢ime bi mogli da smanje reaktivnost nastalih anjona.
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Najveci uticaj na usporavanje procesa autooksidacije uocava se u prisustvu jona bakra. Uprkos
tome $to Se autooksidacija odigravala na pH 7,4 u UV-Vis spektrima se nakon 24 h moze uo¢iti
mali porast apsorbancije koji poti¢e od dianjona protokatehinske kiseline, koji pod ovakvim
uslovima verovatno nastaje disocijacijom radikala. Joni bakra se mogu kovalentno vezati sa
karboksilatnim grupama (poglavlje 2.1.3), i takvo njihovo ponaSanje bi u slu¢aju polimerizacije

protokatehinske kiseline uticalo na sporije vezivanje monomernih gradivnih blokova.

4.5.2. Analiza FTIR spektara proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline

U levom delu FTIR spektra protokatehinske kiseline (slika 4.56 a) dominiraju tri delimi¢no
izdvojena §iroka pika, prvi sa centrom na 3294 cm koji poti¢e od valencionih vibracija O-H
grupa, drugi sa centrom na 3045 cm koji poti¢e od sp? C—H valencionih vibracija aromati¢nog
jezgra 1 tre¢i koji predstavlja overtonove i kombinovane trake karboksilne grupe, koje su
posledica zabranjenih prelaza (Diem, 1993). U desnom delu spektra uocava se pik na 1660 cm”
! poti¢e od valencione vibracije karbonilne grupe, dok pikovi u opsegu od 1600 do 1400 cm™
poti¢u od valencionih vibracija C=C veza. U opsegu od 1400 do 1150 cm™ se uodavaju &etiri
pika veéeg intenziteta koji poti¢u od C—O valencione vibracije karbonilne grupe (1400 cm™),
O-H deformacione vibracije u ravni (1338 cm 1) i C-O valencionih vibracija fenolne grupe
(1273, 1180 cm™). Ispod 1100 cm™ moze se uositi veéi broj traka razliétih deformacionih
vibracija, pri éemu se mogu izdvojiti dve relativno intenzivne na 938 i 765 cm™ koje poti¢u od
simetriénih deformacionih vibracija O—H veze karboksilne grupe, odnosno fenolne grupe van
ravni. Polozaji traka karakteristi¢nih grupa u FTIR spektrima Ciste supstance i proizvodima

autooksidacije predstavljeni su u tabeli 4.17.

Proizvod autooksidacije nastao u odsustvu jona metala (slika 4.56 b) pokazuje vise izdvojenih
pikova u odnosu na proizvode nastale pod uticajem metalnih jona, pa se kod tog proizvoda
moze ocekivati niZi stepen polimerizacije u odnosu na njih. Kod ovog proizvoda takode nije
uodeno povecanje intenziteta trake na 1600 cm™, iako jeste uo¢eno da se preklopila sa novom
trakom na 1589 cm™. Izostanak uo¢ljive promene intenziteta trake od karboksilne grupe moze
prevashodno kod ovakvih proizvoda ukazivati na to da su prisutne karboksilne grupe u
nastalom proizvodu u najvecoj meri protonovane, dok pojava nove trake moze, kako je
prethodno diskutovano, ukazivati na intramolekulski vodoni¢no vezane 1,2-hinonske

fragmente u nastalom proizvodu.
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Slika 4.56. FTIR spektri protokatehinske kiseline (a), proizvoda njene autooksidacije na pH 9
u odsustvu jona metala (b), proizvoda autooksidacije u prisustvu Mg(ll) jona na pH 9 (c),
proizvoda autooksidacije u prisustvu Ca(ll) jona na pH 9 (d) i proizvoda autooksidacije u

prisustvu Cu(ll) jona na pH 7,4 (e)
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Sli¢na promena uocava se 1 kod proizvoda autooksidacije pod dejstvom jona magnezijuma

(slika 4.56 c), s tim §to uoceni blagi rast intenziteta trake na 1600 cm™ ukazuje da je deo grupa

prisutan u formi karboksilata, verovatno helatiranih Mg(I1) jonima.

Tabela 4.17. Asignacija traka u FTIR spektrima Ciste protokatehinske kiseline (a), proizvoda

autooksidacije bez jona (b), sa Mg(ll) jonima (c), sa Ca(ll) jonima (d) i sa Cu(ll) jonima (e)

Trake u FTIR spektrima i

a b C d e

opseg u kome se nalaze
O-H valenciona vibracija
(3550-3150 cmY) 3294 3294 3194 3225 3350
sp? C—H valenciona vibracija . . .
(3100-3000 cmr) 3045 3072 n.i. n.i. n.i.
C=0 valenciona vibracija - *
(1710-1660 cm) 1660 1683 1685 1643 1683
C=C valenciona vibracija 1597, 1545 1‘23‘2
aromatiénog jezgra 1520, 1600, 1450 1500, 1426 1500 14’105 1539'

- -1 , :
(1650-1400 cm™) 1417 1417
O-H deformaciona vibracija .
U ravni (1400-1300 cm™) 1338 1361 1389 1352 1350
C-0 valenciona vibracija
karbonilne grupe 1400 1373 1399 1370 1380
(1400-1380 cm?)
C-0 valenciona vibracija 1273,
fenola (1300-1150 cm) 1180 1279, 1184 1278,1182 1267,1182 1281, 1190
C-O-C asimetri¢na 1279
valenciona vibracija / 1160 ’ 1220 1285* 1235
(1300-1150 cm?)
C—-O-C simetri¢na
valenciona vibracija / 820 827 824 816
(890-820 cm?)
O-H simetri¢na
deforma_mona_wb_racua 938 945 948 n.i. 913
karboksilne kiseline van
ravni (950-910 cm™)
O-H simetri¢na
deformaciona vibracija 765 760 765 767 738

fenola van ravni (700-600
cm?)

n.i. — nije izdvojena, * - delimi¢no preklopljena traka

U spektru proizvoda autooksidacije pod uticajem Cu(ll) jona (slika 4.56 e) upadljivo je

odsustvo intenzivnih traka u delu spektra oko 1600 cm™, 3to ukazuje na to da u ovakvom
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proizvodu verovatno nema drugih fragmenata sa karbonilnom grupom, kao i da je karboksilna
grupa u velikoj meri protonovana, pa je ona koli¢ina jona bakra koja je zaostala u proizvodu

verovatno kompleksirana sa hidroksilnom grupom.

U FTIR spektru proizvoda autooksidacije u prisustvu jona kalcijuma (slika 4.56 d), uocena je
pojave nove trake na 1607 cm™, koja je iroka i delimi¢no preklopljena sa intenzivnom trakom
karbonilne grupe na 1643 cm™. Ovo, zajedno sa povecanjem apsorpcije u oblasti gde se nalazi
traka valencione vibracije C-O veze karboksilne grupe, ukazuje na to da je prisutna
karboksilatna grupa ve¢im delom helatirana sa prisutnim jonima metala, kao i na vecu

verovatnocu prisustva hinonskih fragmenata.

Kod svih proizvoda autooksidacije uofene su primarne trake velikog intenziteta koje
odgovaraju asimetri¢noj valencionoj vibraciji etarske veze, a takode je u svim spektrima
potvrdeno prisustvo i sekundarnih traka koje poticu od simetri¢ne valencione vibracije iste veze

u opsegu od 890 do 820 cm™ (tabela 4.17).

4.5.3. Analiza MALDI-TOF masenih spektara proizvoda autooksidacije
protokatehinske Kiseline

Iz MALDI-TOF spektara proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline se moze videti da
je prisustvo jona metala u toku odigravanja procesa dovelo do formiranja oligomera vece
molarne mase (tabela 4.18). Razlike u jonima koji se pojavljuju u spektrima snimljenim u
linearnom negativnom i linearnom pozitivnom modu ukazuju na to da selektivna jonizacija
vodi ka formiranju jona drugacije strukture, a njihova tacna asignacija dodatno je oteZana usled
transformacija do kojih dolazi i u procesu autooksidacije i u procesima jonizacije. U svim
spektrima se mogu uociti razlike u masama jona od 18 i 44 Da koje odgovaraju dehidrataciji i
dekarboksilaciji, kao 1 91 Da koja odgovara tropilijum katjonu. Neodstatak uocljivih
pravilnosti u razlikama masa jona ukazuje na to da su u svim procesima autooksidacije

formirani proizvodi manje pravilne strukture.

Na slici 4.57 prikazani su maseni spektri proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline u

odsustvu jona metala.
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Slika 4.57. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline u

odsustvu jona metala snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

Spektar snimljen u linearnom negativnhom modu (slika 4.57 a) pokazuje veci broj jona
Gausovske raspodele, pri ¢emu dominantni pikovi na m/z 303 i 408 Da odgovaraju
deprotonovanom dimeru i dekarboksilovanom trimeru, najverovatnije povezanim etarskim
vezama. Jon maksimalne mase od 1031 Da uocava se u spektru snimljenom u linearnom
pozitivnom modu i ukazuje na to da u formiranom proizvodu dolazi do kuplovanja barem 6
monomernih jedinica.

U spektrima proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline u prisustvu jona magnezijuma
se veci broj jona uo€ava u spektru snimljenom u linearnom pozitivnom modu (slika 4.58. b),
gde dominantni jon sa m/z 311 Da odgovara protonovanom dimeru. Jon najve¢e mase od 1940
Da ukazuje na to da, osim Sto ubrzava proces autooksidacije (poglavlje 4.5.1), jon
magnezijuma takode dovodi do formiranja oligomera sa ve¢im stepenom polimerizacije od bar

12 monomernih jedinica.
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Slika 4.58. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline u
prisustvu jona magnezijuma snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnhom
modu (b)

MALDI-TOF spektri proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline u prisustvu jona
kalcijuma (slika 4.59) generalno pokazuju ve¢i Sum, ali se moZe uociti izostanak pravilnog
Sablona u razlikama izmedu masa jona. Intenzivni joni u spektru snimljenom u pozitivnom
modu u opsegu od 347 do 552 Da odgovaraju dimetrima, trimerima i tetramerima kod kojih je
u toku odigravanja autooksidacije ili jonizacije doSlo do promena u strukturi u odnosu na
protokatehinsku kiselinu. Jon najveée mase od 1960 Da ukazuje da je i u ovom slucaju, kao i

prethodno opisanom, doslo do formiranja proizvoda od 12 do 13 monomernih jedinica.
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Slika 4.59. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline u

prisustvu jona kalcijuma snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu

(b)

U MALDI-TOF spektrima proizvoda autooksidacije u prisustvu jona bakra (slika 4.60)
prisutan je relativno mali broj intenzivnih jona koji po svojoj masi odgovaraju jonima dimera,
trimera i tetramera protokatehinske kiseline koji su u toku jonizacije dehidratisani i/ili
dekarboksilovani. U spektru snimljenom u linearnom pozitivnom modu (slika 4.60 b) se, osim
prethodno diskutovanih jona, mogu uociti i1 fragmenti koji se medusobno razlikuju u masi za
63 165 Da, $to bi odgovaralo jonima bakra, koji su mogli zaostati u proizvodu nakon ispiranja,
ili su se kovalentno vezali za prisutne karboksilne grupe. U ovom proizvodu, uoceni jon
najvece mase od 1903 Da ukazuje na to da je doslo do vezivanja maksimalno 12 monomernih
jedinica prilikom autooksidacije protokatehinske kiseline u prisustvu jona bakra, mada bi taj
broj mogao biti i manji zbog pomenutog vezivanja jona bakra u polimernoj matrici (poglavlje
4.5.2). Iz tabele 4.18. moze se videti da §to se ti¢e molarne mase nastalog oligomera, postoji
veoma mala razlika u uticaju pojedinac¢nih jona, ali je stepen polimerizacije u njihovom

prisustvu znatno veci nego prilikom autooksidacije bez prisustva M(II) jona.
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Slika 4.60. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline u

prisustvu jona bakra snimljeni u linearnom negativhom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

Tabela 4.18. Joni najve¢eg odnosa m/z i prinosi proizvoda autooksidacije protokatehinske
kiseline u baznim vodenim rastvorima u odsustvu jona metala (PCA) i prisustvu jona
magnezijuma (PCA-Mg), kalcijuma (PCA-Ca) i bakra (PCA-Cu)

PCA-Cu
PCA(pH9) PCA-Mg(pH9) PCA-Ca (pH 9) (oH 7.4)
Jon najveceg m/z 1031 1940 1960 1903
(Da)
Prinos proizvoda
o 9 15,5 10 16

4.5.4. Analiza ESR spektara proizvoda autooksidacije protokatehinske Kiseline

Slike 4.61, 4.62 1 4.63 predstavljaju ESR spektre proizvoda produzene autooksidacije
protokatehinske kiseline na pH 9 u odsustvu jona metala i u prisustvu jona magnezijuma i

kalcijuma snimljene pri minimalnoj i maksimalnoj vrednosti mikrotalasne snage koris¢ene u
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ovom radu kao 1 pri snazi od 0,0185 mW (atenuacija 30 dB), §to predstavlja maksimalnu snagu

pri kojoj se ne javlja efekat zasi¢enja signala.

,/\/_,__ —50dB

—30dB

5dB

3480 3490 3500 3510 3520
Magnetno polje (G)

Slika 4.61. ESR spektri proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline u odsustvu jona

metala

—30dB

5dB

3480 3490 3500 3510 3520
Magnetno polje (G)

Slika 4.62. ESR spektri proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline u prisustvu jona

magnezijuma

123



4/\_/,-——-—‘ —50dB

—30dB

5dB

3480 3490 3500 3510 3520
Magnetno polje (G)

Slika 4.63. ESR spektri proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline u prisustvu jona

kalcijuma

U svim prikazanim ESR spektrima uocava se jedna Siroka blago deformisana linija bez
hiperfine strukture koja poti¢e od prisutnih organskih radikala. Sirine linija i g-vrednosti,
prikazane u tabeli 4.19, su medusobno sli¢ne kod svih proizvoda nastalih autooksidacijom
protokatehinske kiseline na pH 9. Vrednosti za Sirinu linije su najvece u odnosu na sve ostale
proizvode ispitivane u ovom radu, dok su g-vrednosti medu najveéima, sa izuzetkom proizvoda
autooksidacije galne kiseline u prisustvu jona kalcijuma (tabela 4.17). Najveca vrednost Sirine
linije opaZena je kod proizvoda dobijenog u odsustvu jona metala, dok je najveca g-vrednost

dobijena za proizvod nastao u prisustvu jona magnezijuma.

Tabela 4.19. ESR parametri organskih radikala u proizvodima autooksidacije protokatehinske
kiseline u odsustvu jona metala (PCA), u prisustvu jona magnezijuma (PCA-Mg) i u

prisustvu jona kalcijuma (PCA-Ca)

Proizvod Sirina linije (G) g-vrednosti
PCA 4,88 2,00383

PCA-Mg 4,72 2,00386

PCA-Ca 4,84 2,00383
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Dobijeni parametri su u dobrom slaganju sa literaturnim vrednostima karakteristicnim za
huminske kiseline iz razliCitih tipova zemljiSta i1 sintetiCke polimere jednostavnih fenolnih
jedinjenja (Alfieri et al. 2020; Barriquello et al. 2010; Giannakopoulos et al. 2009; Litvin et al.
2015; Slawinska et al. 2007; Watanabe et al. 2005) i ukazuju na to da su u ispitivanim
proizvodima dominantno zastupljeni kiseoni¢no centrirani slobodni radikali semihinonskog
tipa. Izobli¢enje signala koje je posledica prisustva razli¢itih tipova organskih radikala koji se
razlikuju po stepenu zasicenja sa porastom snage zracenja se kod ovih proizvoda moze uociti i

pri minimalnim vrednostima mikrotalasne snage.

Na slici 4.64 predstavljena je zavisnost intenziteta signala od korena mikrotalasne snage za
ispitivane proizvode. Kako bi se pratilo zasi¢enje signala, spektri su snimani pri vrednostima
mikrotalasne shage u opsegu od 0,00185 do 58,5 mW (atenuacija od 50 do 5 dB). | joni
magnezijuma i joni kalcijuma imaju uticaj na zasi¢enje signala takav da se zasi¢enje javlja u
manjoj meri u odnosu na proizvod nastao u odsustvu M(II) jona, pri ¢emu je ovaj efekat vise

izrazen kod proizvoda autooksidacije nastalog pod uticajem jona kalcijuma.
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- = -PCA-Mg
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[ay]
]
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Slika 4.64. Prikaz zavisnosti intenziteta ESR signala od korena snage mikrotalasnog zracenja

u spektrima proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline na pH 9

U eksperimentalno dobijenom ESR spektru proizvoda autooksidacije protokatehinske kiseline
pod uticajem Cu(ll) jona se na visokoj vrednosti jacine magnetnog polja uocava relativno ostar

signal koji poti¢e od prisutnih organskih radikala (slika 4.65).
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Slika 4.65. Eksperimantalno dobijeni ESR spektar proizvoda autooksidacije protokatehinske

kiseline u prisustvu jona bakra (PCA-Cu(ll)) i spektar bakar-hlorida dihidrata

Da bi se preciznije odredile g-vrednost i Sirine linije, ESR spektar je snimljen sa veCom
rezolucijom tako $to je opseg magnetnog polja smanjen na 200 G, dok su ostali parametri
nepromenjeni (poglavlje 3.2.4). Dobijena vrednost Sirine linije od 6,2 G je manja u odnosu na
proizvode autooksidacije ispitivanih fenolnih alkohola pod dejstvom Cu(Il) jona, ali je nesto
veéa u odnosu na literaturne vrednosti dobijene za huminske kiseline iz razli€itih tipova
zemljista (Watanabe et al. 2005), §to moze biti posledica dipolarnih interakcija izmedu
paramagnetnih Cu(II) centara u polimernoj matrici 1 kiseoni¢nih radikalskih vrsta. Dobijena g-
vrednost od 2,0029 je neznatno veca u odnosu na one dobijene kod proizvoda autooksidacije
fenolnih alkohola u prisustvu jona bakra i nesto je niza u odnosu na g-vrednosti za prirodne i

sinteticke huminske kiseline iz dostupne literature (Barriquello et al. 2010).

Na nizim vrednostima polja u eksperimentalno dobijenom ESR spektru ovog proizvoda mogu
se uociti Siroke linije koje poti¢u od Cu(Il) jona drugacijeg izgleda u odonosu na proizvode
autooksidacije ostalih fenolnih jedinjenja u prisustvu jona bakra ispitivanih u ovom radu.
Utvrdeno je da je razlog zbog koga se takav izgled spektra javlja to Sto se u proizvodu
autooksidacije protokatehinske kiseline nakon ispiranja (poglavlje 3.3.3) zadrZala odredena
koli¢ina bakar-hlorida dihidrata koji je koris¢en tokom njegove pripreme. Na slici 4.65
prikazan je eksperimentalno dobijeni spektar koris¢enog CuCl2x2H20 i njegovim poredenjem
sa eksperimentalno dobijenim spektrom proizvoda se moze jasno videti da se spektralne linije
koje potiCu iz ove soli u nekoj meri javljaju i1 u spektru proizvoda. 1z navedenog poredenja se
na osnovu broja i intenziteta linija u tom delu spektra takode moze videti da osim Cu(II) jona

iz pomenute soli, u ovom proizvodu autooksidacije takode postoje i Cu(Il) joni u polimernoj
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matrici koji su kiseoni¢no vezani. ESR spektar snimljen u opsegu od 0 do 4000 G ne pokazuje
prisustvo linija na niskim vrednostima magnetnog polja (ispod 2600 G) i1 to iskljucuje
mogucnost da u ovom proizvodu postoje dinuklearni Cu(II) centri. Zbog prisustva jona bakra
iz kori$¢ene soli se iz eksperimentalno dobijenog spektra proizvoda ne mogu sa dovoljnom
tatnoS¢u dobiti osnovni parametri za karakterizaciju Cu(Il) centara u polimernoj matrici, a iz

istog razloga se ne moze dobiti kompjuterski simulirani spektar zadovoljavajuceg izgleda.

Na osnovu sli¢nosti u ponasanju protokatehinske i galne kiseline prilikom odigravanja procesa
njihove autooksidacije u prisustvu Cu(ll) jona, moglo bi se pretpostaviti da i proizvodi koji su

formirani imaju nekih sli¢nosti u svojim karakteristikama.

4.6. Galna kiselina

4.6.1. UV-Vis spektralna analiza autooksidacije galne kiseline

Na slici 4.66 mogu se videti UV-Vis spektri snimani na samom pocetku procesa autooksidacije

galne kiseline 1 zatim na svakih 24 h u toku cetiri dana.

Prva konstanta kiselosti, pKa1, galne kiseline iznosi 4,26, dok pKaz, koja ukljucuje disocijaciju
hidroksilne grupe u para polozaju u odnosu na karboksilnu grupu, iznosi 8,7 (Erdemgil et al.

2007), tako da galna kiselina na pH 9 mozZe postojati u formi dianjona (slika 4.67).

U svim spektrima autooksidacije se inicijalno moze uociti manje intenzivna apsorpcija na 240
nm koja odgovara n—n* prelazu u monoanjonu, intenzivni apsorpcioni maksimum na 268
nm, koji odgovara n=—n* prelazu u molekulu galne kiseline, kao i prevoj na oko 290 nm Koji
odgovara m—n* prelazu u odgovaraju¢em dianjonu. Hiperhromno pomeranje pika galne
kiseline je karakeristi¢no za reakcije autooksidacije koje se odigravaju u opsegu pH vrednosti
od 5 do 9 (Badhani & Kakkar, 2017). Prisustvo dve izobesti¢ke tacke u UV-Vis spektrima
potvrduje da su ove tri vrste u ravnotezi, pri ¢emu je uocljivo da sa porastom vremena
autooksidacije pik koji poti¢e od nedisosovanog molekula opada, dok intenzitet apsorpcije

odgovarajuc¢ih anjona raste.
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Slika 4.66. UV-Vis spektri snimani u toku autooksidacije galne kiseline u odsustvu jona

metala na pH 9 (a), u prisustvu Mg(I1) jona na pH 9 (b), Ca(ll) jona na pH 9 (c) i Cu(ll) jona

napH 7,4 (d)
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Izobesticke tacke su jasno uocljive u spektrima snimljenim u toku autooksidacije u odsustvu
jona metala (slika 4.66 a), u prisustvu Ca(ll) jona (slika 4.66 c) i u prsustvu Cu(ll) jona (slika
4.66 d), dok su u spektrima snimljenim u prisustvu jona magnezijuma (slika 4.66 b) zbog
povecanog Sirenja apsorpcionih pikova one nesto manje uocljive nakon 72 h. Pojava novog
prosirenog pika malog intenziteta u opsegu od oko 320 do oko 340 nm potic¢e od ketonskih
grupa, kao i monomernih fragmenata hinonske strukture (Slawinska et al. 2007). Dugacak trag
koji se proteze i u vidljivoj oblasti ukazuje na nastajanje oligomernih proizvoda veée molarne

mase.

Poredenjem snimljenih spektara, moze se uociti da joni magnezijuma i kalcijuma dovode do
blagog usporavanja procesa autooksidacije galne kiseline, Sto je najverovatnije posledica
stabilizacije intermedijernih radikala u njihovom prisustvu. Takode, prisustvo izdvojenog pika
na oko 380 nm koje se uocava samo u spektrima autooksidacije u prisustvu jona magnezijuma

ukazuje na to da se pod uticajem ovog jona formiraju nesto drugaciji intermedijeri i proizvodi

(Nikoli¢ et al. 2011).

Najvece usporavanje procesa autooksidacije uocava se u prisustvu jona bakra (slika 4.66 d),
potencijalno iz istog razloga kao i kod autooksidacije protokatehinske kiseline (poglavlje
4.5.1). Ova reakcija autooksidacije je vrSena na pH 7,4 zbog cega bi se moglo oc¢ekivati da je
pik koji poti¢e od apsorpcije dianjona galne kiseline veoma mali, a nastajanje odgovarajuceg

dianjona je najverovatnije posledica disocijacije radikala.

O OH O 0] o O
P, =43 pPKp =387
—_— —_—

HO OH HO OH HO OH

Slika 4.67. Anjoni galne kiseline formirani prilikom disocijacije u prvom stepenu (pH 4,26) i

u drugom stepenu (pH > 8,7)

Iz UV-Vis spektara snimljenih u toku procesa autooksidacije galne kiseline vidi se da ona
postoji i u nedisosovanoj formi i u formi svojih anjona, tako da bi se u formiranom proizvodu
moglo ocekivati da postoje etarske i estarske veze, a takode se moze ocekivati i prisustvo

karbonilnih, karboksilnih i hinonskih grupa.
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4.6.2. Analiza FTIR spektara proizvoda autooksidacije galne kiseline

Na slici 4.68 a) predstavljen je FTIR spektar Ciste galne kiseline. Tri proSirene 1 delimi¢no
preklopljene trake na 3492, 3245 i 3267 cm™ poti¢u od valencionih vibracija O—H grupa. U
nastavku se mogu videti trake od sp? C—H valencionih vibracija sa jednom izdvojenom na 3055
cm™? koje su takode delom preklopljene sa overtonovima i kombinovanim trakama iz
karboksilne grupe. Na 1660 cm™ mozZe se videti traka karbonilne grupe, a u opsegu od oko
1650 do 1400 cm™ se uocavaju etiri trake koje poti¢u od valencionih vibracija C=C veze na
1645, 1606, 1539 i 1422 cm™. Na 1383 cm™ uocava se traka od C—-O valencione vibracije iz
karboksilne grupe, dok trake na 1262 i 1216 i 1178 cm™ poti¢u od valencionih vibracija C-O
veze fenola. Intenzivna traka na 1308 cm™ potice od deformacione vibracije O—H veze u ravni.
Trake u delu spektra ispod 1100 cm™ poti¢u od deformacionih vibracija sp? C—H veza u ravni
i van nje, a izdvojene trake na 899 i 731 cm™ poti¢u od simetri¢nih deformacionih vibracije
van ravni O—H veze karboksilne i hidroksilne grupe. Na samom kraju opsega snimanja na oko
550 cm™ se moze uogiti traka koja poti¢e od deformacionih vibracija karboksilne grupe. Cak i
u onim spektrima proizvoda autooksidacije u kojima se ocekuje nizi stepen polimerizacije,
zbog prosirenja i velikog broja traka koje poti¢u od osnovne strukture monomerne jedinice,
kao 1 preklapanja sa trakama novih grupa koje se pojavljuju u proizvodima, tesko se mogu
potpuno izolovati trake svih grupa koje su prisutne, ali se analiza moZe izvr$iti u dovoljnoj meri
da se odrede najbitnije karakteristike nastalih proizvoda. Izdvojene karakteristi¢ne trake

predstavljene su u tabeli 4.20.

Vece prosirenje traka u odnosu na spektar Ciste galne kiseline uoceno je kod spektara proizvoda
autooksidacije nastalih u prisustvu M(II) jona, pa se kod njih ocekuje veci stepen polimerizacije

u odnosu na proizvod nastao u odsustvu jona metala (slika 4.68 b).

U svim FTIR spektrima proizvoda autooksidacije se moZe uociti povecanje intenziteta i
znacajno prosirivanje traka u opsegu 3550-3150 cm koje poti¢u od valencionih O—H vibracija,
Sto ukazuje na njihov veéi broj u nastalim prizvodima u odnosu na ¢istu supstancu, kao i na
veliki udeo intramolekulske stabilizacije vodoni¢nom vezom. ProSirivanje traka u ovom
opsegu takode ukazuje na to da je kod onih proizvoda nastalih u prisustvu jona metala jedan

deo hidroksilnih grupa iz proizvoda helatiran sa odgovaraju¢im M(II) jonima.
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Slika 4.68. FTIR spektri galne kiseline (a), proizvoda njene autooksidacije na pH 9 u
odsustvu jona metala (b), proizvoda autooksidacije u prisustvu Mg(ll) jona na pH 9 (c),
proizvoda autooksidacije u prisustvu Ca(ll) jona na pH 9 (d) i proizvoda autooksidacije u

prisustvu Cu(ll) jona na pH 7,4 (e)
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Tabela 4.20. Asignacija traka u FTIR spektrima Ciste galne kiseline (a), proizvoda

autooksidacije bez jona (b), sa Mg(ll) jonima (c), sa Ca(ll) jonima (d) i sa Cu(ll) jonima (e)

Trake u FTIR spektrima i

a b c d e

opseg u kome se nalaze

. . .. 3492,
O-H valenciona vibracija 2245, 3136 3150 3226 3073
(3550-3150 cm?) 3267
sp? C-H valenciona vibracija . . . .
(3100-3000 cmY) 3055 n.i. n.i. n.i. n.i.
C=0 valenciona vibracija « «
(1710-1660 cm?) 1670 1692 1705 1698 1688
C=C valenciona vibracija 1232
aromatiénog jezgra 1539’ 1450 1550, 1445 1463 1450
(1650-1400 cm?) 142 2’
O-H deformaciona vibracija 1308 1320 1352 1317 1304

u ravni (1400-1300 cm™)

C-0 valenciona vibracija

karbonilne grupe 1383 1400 1385 1375 n.i.
(1400-1380 cm?)

C-0 valenciona vibracija 1262,
fenola (1300-1150 cm) 1121173 1180 1. 1. 1167

C—O-C asimetri¢na
valenciona vibracija / 1203 n.i. 1210 1311
(1300-1150 cm?)
C—O-C simetri¢na
valenciona vibracija / n.i. 870 883 823
(890-820 cm?)
O-H simetri¢na
deformaciona vibracija van 630 n.i. n.i. n.i. 655
ravni (700-600 cm™)

n.i. — nije izdvojena, * - delimi¢no preklopljena traka

U FTIR spektrima proizvoda autooksidacije bez prisustva metalnih jona, u prisustvu Mg (I1)
jona (slika 4.68 c) 1 u prisustvu Cu(II) jona (slika 4.68 €) se jasno moze videti da intenzitet i
Sirina trake od karbonilne grupe raste, uprkos njenom delimi¢nom preklapanju sa susednom
prosirenom trakom. Kod proizvoda nastalog u prisustvu jona kalcijuma (slika 4.68 d) je
susedna traka znacajno proSirena usled veceg stepena polimerizacije, pa se traka karbonilne
grupe uoc¢ava kao pregib na 1698 cm™. Ovo, zajedno sa povecanjem intenziteta trake i njenim

velikim proSirivanjem u opsegu gde se javljaju overtonovi 1 kombinovane trake karboksilne
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grupe (2800-2500 cm™), kao i poveéanjem intenziteta trake od C—O valencione vibracije
karboksilne grupe u opsegu 1400-1380 cm™, ukazuje na to da je u nastalim proizvodima
prisutan veéi broj karboksilnih i1 karboksilatnih grupa, koje su najverovatnije helatirane

pomenutim jonima.

Kao i kod prethodno diskutovanih proizvoda autooksidacije fenolnih jedinjenja, traka koja
potice od karbonilnih grupa hinonskih strukturnih fragmenata se usled preklapanja sa susednim
trakama od karbonilne grupe na ve¢im talasnim brojevima i valencionih vibracija C=C veze na
nizim talasnim brojevima ne moze jasno izdvojiti, ve¢ njeno prisustvo potvrduje znacajno
prosirena traka prisutna na oko 1600 cm™ (1591 (a), 1601 (b), 1602 (c) i 1575 cm™ (d)). Nesto
niza vrednost talasnih brojeva te trake od oc¢ekivane je posledica intramolekulskih vodoni¢nih

veza koje karbonil ostvaruje sa hidroksilnim grupama (Slawinska et al. 2007).

4.6.3. Analiza MALDI-TOF masenih spektara proizvoda autooksidacije galne kiseline

MALDI-TOF spektri proizvoda autooksidacije galne kiseline pokazuju da se u baznim
vodenim rastvorima formiraju oligomeri razliCitog stepena polimerizacije, kao §to se moze
videti u tabeli 4.21. Svi snimljeni spektri generalno pokazuju distribuciju pikova Gausovskog
oblika koji se usled selektivne jonizacije razlikuju u spektrima dobijenim snimanjem u
linearnom negativnom i linearnom pozitivnom modu. Strukture za pojedinacne intenzivne
pikova su teSke za ta¢nu asignaciju usled transformacija koje su se desile u toku odvijanja
reakcije autoksidacije, ali i usled jonizacije tokom analize dobijenih proizvoda. Izostanak jasno
prepoznatljivih Sablona u razlikama masa uocenih pikova ukazuje na to da je usled veceg broja
grupa koje su prisutne u molekulu monomera prilikom njegovog oksidativnog kuplovanja
doSlo do povecanog broja transformacija. Dehidratacija i dekarboksilacija fragmenata koje se
odigravaju tokom jonizacije, $to se moze identifikovati prisutnim razlikama u masi

pojedinacénih jona od 18 1 44 Da, dodatno komplkuju nastale spektre.

133



328

a)

315
373 4
329
301 as3fass
359
467
478
79
%00 ‘ 405 ot
616 634
668 638
3 | J | \|‘ ‘H\H ‘HH L ”hu. huall Hmuu n h Il l |u Mh uuhll.iilu -l \l- o, 550 712 738 760 805 } . . i
. = : ; :
300 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 101
m/z (Da)
395 517 b)
519
397
383 [
329 397 518 530
561
a19 520
315 418 -
515|540/ 563
7 s 401 '
337 (351 T 427 451 475 507l 562|565
655
639 [657
\ Il \ \IH\ Il } h u\ nn b
il Jm Wil H L ....\H L O 0 s s [, T TERT 8 B
‘ i ‘ ; : . ; ‘
200 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 10
m/z (Da)

Slika 4.69. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije galne kiseline u odsustvu

jona metala snimljeni u linearnom negativhom (a) i linearnom pozitivhom modu (b)

U spektrima proizvoda autooksidacije nastalog u odsustvu M(II) jona (slika 4.69) uocava se
veliki broj pikova, pri ¢emu je u spektrima snimljenim u linearnom pozitivhom modu (slika
4.69 b) prisutan i znac¢ajan Sum. Masa molekulskog jona od 975 Da ukazuje na to da je prilikom

formiranja proizvoda doslo do oksidativnog kuplovanja do 6 monomernih jedinica.

Iz UV-Vis spektara snimanih u toku procesa autooksidacije galne kiseline u prisustvu jona
magnezijuma se moze videti da ovaj jon blago usporava odigravanje samog procesa,
najverovatnije zbog stabilizacije intermedijernih radikala koji podlezu kuplovanju. MALDI-
TOF spektri proizvoda dobijenog pod tim uslovima (slika 4.70) ukazuju na to da se iz istog
razloga dobija oligomer manje molarne mase od 877 Da nego onda kada Mg(ll) joni nisu

prisutni u reakcionoj smesi.
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Slika 4.70. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije galne kiseline u prisustvu

jona magnezijuma snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

Kao 1 joni magnezijuma, Ca(Il) joni takode u maloj meri usporavaju odigravaje procesa
autooksidacije (slika 4.66), ali je stabilizacija intermedijernih radikala ocigledno manja
helatiranjem sa ovim jonom, zato $to prisustvo jona mase 1206 Da u MALDI-TOF spektru
snimljenom u linearnom negativnom modu ukazuje da je prilikom formiranja oligomera doslo

do kondenzacije 7 monomernih jedinica (slika 4.71 a).

Uprkos tome §to u najvecoj meri usporavaju proces autooksidacije, joni bakra prisutni u toku
odigravanja procesa povecavaju stepen polimerizacije, jer jon sa m/z od 1505 Da koji se moze
uociti u MALDI-TOF spektru snimljenom u linearnom pozitivnom modu (slika 4.72 b) ukazuje

na oksidativno kuplovanje najmanje 8 monomernih jedinica.
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Slika 4.71. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije galne kiseline u prisustvu

jona kalcijuma snimljeni u linearnom negativnom (a) i linearnom pozitivnom modu (b)

Iz tabele 4.21 moze se videti da je u slucaju ¢etvorodnevne autooksidacije galne kiseline u

baznim vodenim rastvorima u odsustvu 1 prisustvu M(II) jona stepen polimerizacije nizi u

odnosu na ostala fenolna jedinjenja ispitivana u ovom radu. Osim §to jon magnezijuma

usporava proces autooksidacije i dovodi do formiranja proizvoda manje molarne mase, njegovo

prisustvo, za razliku od jona Ca(Il) 1 Cu(Il), takode utice na to da se formira i manja koli¢ina

proizvoda nego kada ovaj jon nije prisutan u reakcionom sistemu.

Tabela 4.21. Joni najveéeg odnosa m/z i prinosi proizvoda autooksidacije galne kiseline u

baznim vodenim rastvorima u odsustvu (GA) i prisustvu jona magnezijuma (GA-Mg),

kalcijuma (GA-Ca) i bakra (GA-Cu)

GA(PH9) GA-Mg(pH9) GA-Ca(pH9) GA-Cu(pH74)
Jon najveéeg m/z 975 877 1206 1505

(Da)
Prinos proizvoda

o 8.5 6.5 49 20
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Slika 4.72. MALDI-TOF maseni spektri proizvoda autooksidacije galne kiseline u prisustvu

jona bakra snimljeni u linearnom negativhom (a) i linearnom pozitivhom modu (b)

4.6.4. Analiza ESR spektara proizvoda autooksidacije galne Kiseline

Na slici 4.73 prikazani su ESR spektri proizvoda autooksidacije galne kiseline u odsustvu jona
metala, a spektri proizvoda autooksidacije u prisustvu Mg(ll) jona i Ca(ll) jona prikazani su
na slikama 4.74 i 4.75. Prikazani spektri snimljeni su pri minimalnoj i maksimalnoj vrednosti
mikrotalasne snage koris¢ene u ovom radu (0,00185 mW i 58,5 mW), kao i pri snazi od 0,0185

mW (maksimalna snaga pri kojoj se ne javlja efekat zasicenja signala).

Relativno Siroka linija bez hiperfine strukture koja poti¢e od prisutnih organskih radikala se
uocava u svim prikazanim ESR spektrima proizvoda produzene autooksidacije galne kiseline
na pH 9. U tabeli 4.22. mogu se videti g-vrednosti i Sirine linija za pojedinacne proizvode
odredene iz eksperimentalnih spektara i sli¢ne su sa vrednostima karakteristicnim za prirodne
huminske kiseline (Watanabe et al 2015) 1 sintetiCke polimerne proizvode autooksidacije galne
kiseline (Alfieri et al. 2020; Giannakopoulos et al. 2009; Litvin et al. 2015; Slawinska et al.
2007).
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Slika 4.73. ESR spektri proizvoda autooksidacije galne kiseline u odsustvu jona metala
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Slika 4.74. ESR spektri proizvoda autooksidacije galne kiseline u prisustvu jona

magnezijuma
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Slika 4.75. ESR spektri proizvoda autooksidacije galne kiseline u prisustvu jona kalcijuma

Tabela 4.22. ESR parametri organskih radikala u proizvodima autooksidacije galne kiseline u
odsustvu jona metala (GA), u prisustvu jona magnezijuma (GA-Mg) i u prisustvu jona
kalcijuma (GA-Ca)

Proizvod Sirina linije (G) g-vrednosti
GA 3,07 2,00340
GA-Mg 3,39 2,00345
GA-Ca 4,92 2,00417

Dobijene vrednosti i njihovo slaganje sa literaturnim podacima ukazuju na to da su u dobijenim
proizvodima dominantno zastupljeni kiseoni¢no centrirani slobodni radikali semihinonskog
tipa. Sirina linije od 3,07 G kod proizvoda nastalog bez prisustva jona je najmanja uoéena kod
svih ispitivanih proizvoda u ovom radu, dok je dobijena g-vrednost za isti proizvod manja od
dobijenih za proizvode autooksidacije galne kiseline na pH 9 u prisustvu M(II) jona. Najveca
Sirina linije i najveca g-vrednost kod svih proizvoda autooksidacije fenolnih jedinjenja
ispitivanih u ovom radu karakteristicna je za proizvod autooksidacije galne kiseline u prisustvu
Ca(II) jona. Izobli¢enje signala pri maksimalnim vrednostima snage koje se moze uociti kod
sva tri ispitivana proizvoda je posledica prisustva razliCitih tipova organskih radikala

medusobno razlicitih po stepenu zasicenja signala sa porastom snage zracenja.

Zavisnost intenziteta signala kod ispitivanih proizvoda od korena snage mikrotalasnog zracenja

(0,00185 mW - 58,5 mW) prikazana je na slici 4.76, odakle se moze videti zna¢ajno zasi¢enje
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intenziteta signala  pri vrednostima mikrotalasne snage iznad 0,00185 mW, S$to je
karakteristi¢no za organske radikale 1 u skaldu je sa rezultatima dobijenim kod sli¢nih sistema

(Slawinska et al. 2007).
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Slika 4.76. Prikaz zavisnosti intenziteta ESR signala od korena snage mikrotalasnog zrac¢enja

u spektrima proizvoda autooksidacije galne kiseline na pH 9

U ovom slu¢aju M(II) joni nemaju znacajan uticaj na zasi¢enje signala, pri ¢emu se, u odnosu
na proizvod autooksidacije bez prisustva jona metala, zasi¢enje u nesto vecoj meri javlja kod
proizvoda dobijenog u prisustvu Mg(ll) jona, a u manjoj meri kod proizvoda dobijenog u

prisustvu Ca(ll) jona.

Na slici 4.77 prikazan je eksperimentalni ESR spektar proizvoda autooksidacije galne kiseline
u prisustvu Cu(Il) jona zajedno sa njegovom kompjuterskom simulacijom. Relativno oStra
spektralna linija malog intenziteta na visokoj vrednosti ja¢ine magnetnog polja ukazuje na
prisustvo organskih radikala u ovom proizvodu. Sirina linije i g-vrednost dobijene su iz
eksperimentalnog spektara snimljenog u opsegu magnetnog polja od 200 G. Vrednost za Sirinu
linije od 4,6 G je najmanja u odnosu na sve proizvode autooksidacije fenolnih jedinjenja sa
Cu(II) jonima ispitivane u ovom radu i dobro se slaZze sa dostupnim literaturnim podacima za
Sirine linija kod prirodnih huminskih kiselina (Watanabe et al. 2005). Dobijena g-vrednost od
2,0022 je kao 1 kod ostalih proizvoda autooksidacije dobijenih u prisustvu Cu(Il) jona nesto

niza u odnosu na literaturne vrednosti za prirodne 1 sinteticke huminske kiseline.
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Slika 4.77. Eksperimantalno dobijeni ESR spektar proizvoda autooksidacije galne kiseline u

prisustvu jona bakra (EKSP) i njegova kompjuterska simulacija (SIM)

U eksperimentalno dobijenom ESR spektru dominiraju Siroke linije na nizim vrednostima
magnetnog polja (iznad 2600 G) koje su karakteristi¢ne za prisustvo mononuklearnih Cu(ll)
centara aksijalne simetrije u polimernim matricama u kojima se ovaj jon moze koordinisati
samo sa O-donor ligandima (Bartkowiak et al. 1998; Hoffmann et al. 2008; Labanowska et al.
2008; Merdy et al. 2002; Miti¢ et al. 2011). Osnovni parametri koji karakteriSu ovakve Cu(Il)
centre su paralelna i normalna konstanta hiperfinog cepanja (Ai i Ay), koje su posledica
interakcije nesparenog elektrona sa magnetnim momentima jezgara %Cu i %°Cu, i paralelna i

normalna g-vrednost (gi i g.), i one su odredene iz kompjuterski simuliranog spektra.

Simulacija eksperimentalno dobijenog ESR spektra zadovoljavajueg izgleda (slika 4.77)
dobijena je uz pretpostavku da se u analiziranom uzorku nalaze dve vrste vezuju¢ih mesta za
Cu(II) jone (A i B), pri ¢emu je njegovo odstupanje od eksperimentalnog spektra (u oblasti
3000 do 3400 G) posledica povecane neuredenosti sistema. Kori§¢enjem jednacina 4.1, 4.2 1
4.3 izraunate su vrednosti geometrijskog parametra G, parametra ¢ Vezivanja u ravni o? i
empirijski indeks tetraedarske deformacije vezivnih mesta Cu(ll) jona f i ovi podaci
predstavljeni su u tabeli 4.23.
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Tabela 4.23. ESR parametri za Cu(ll) jone u proizvodu autooksidacije galne kiseline

Vezujuce Ax10*  Aux10* )

mesto g gL (cm) (cmd) G o f (cm)
(frakcija)
A (0,62) 2,350 2,078 140,0 12,0 4,59 0,809 167,86
B (0,38) 2,300 2,049 135,0 15,0 6,38 0,733 170,37

Vrednosti za parametar f ukazuju na to da je stepen tetraedarske deformacije relativno nizak,

dok vrednosti za G ukazuju na to da je interakcija izmene izmedu Cu(Il) centara zanemarljiva.

Dobijena vrednost o2 ukazuje na to da u ovom proizvodu kod vezujuéeg mesta A dominira
jonsko vezivanije prisutnih jona bakra. Vrednost o od 0,733 je najmanja izra¢unata kod svih

ispitivanih proizvoda autooksidacije u ovom radu i ukazuje na to da vezivanje jona Cu(ll) kod

vezujuceg mesta B ima izrazeniji kovalentni karakter. Znajué¢i da se Cu(Il) jon kovalentno

vezuje sa karboksilnim grupama iz huminskih supstanci prisutnih u zemljistu (Mengel et al.

2001), moZe se pretpostaviti da vezuju¢e mesto B u ispitivanom proizvodu predstavlja

karboksilne grupe.
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5. Zakljucak



U okviru rada na ovoj doktorskoj disertaciji pripremljeni su proizvodi produzene

autooksidacije Sest odabranih fenolnih jedinjenja: dva o-dihidroksifenola (katehol i 4-

metilkatehol), jednog p-dihidroksifenola (hidrohinon), jednog trihidroksifenola (pirogalol) i

dve fenolne kiseline (protokatehinska i galna kiselina). Reakcije autooksidacije su izvedene na

pH 9 u odsustvu jona metala i u prisustvu pojedinacnih jona Mg(II) i Ca(Il), i na pH 7,4 u

prisustvu Cu(ll) jona i pripremljeno je ukupno 24 razli¢itih proizvoda.

Pracenjem toka reakcije i karakterizacijom dobijenih proizvoda izvedeni su slede¢i zakljucci:

Iz UV-Vis spektara reakcionih sistema sa o-dihiroksifenolima moze se zakljuciti da
prisustvo M(II) jona dovodi do ubrzavanja reakcije autooksidacije, pri cemu najveci
uticaj ispoljava Cu(Il) jon, dok je uticaj Mg(II) i Ca(Il) jona nesto veci kod katehola.
Za razliku od o-dihidroksifenola, u slucaju ispitivanog p-dihidroksifenola uticaj M(I1)
jona na ubrzanje procesa autooksidacije je manje izrazen, a najuocljiviji je u slucaju
Cu(Il) jona. U slu€aju trihidroksifenola prisustvo jona zemnoalkalnih metala dovodi do
usporavanja procesa autooksidacije, koje je znatno izrazenije u slu¢aju Ca(II) jona, dok
se u prisustvu Cu(Il) jona proces odigrava ve¢om brzinom nego u odsustvu jona. Kod
fenolnih kiselina, Mg(Il) i Ca(ll) joni imaju neznatan uticaj na brzinu odigravanja

procesa, dok Cu(ll) joni u velikoj meri usporavaju autooksidaciju.

FTIR spektri svih dobijenih proizvoda pokazuju prosirenje apsorpcionih traka u odnosu
na spektre Cistih polaznih supstanci zbog pojave dodatnih traka, koje ukazuju na to da
su u formiranim proizvodima prisutne nove funkcionalne grupe, kao i zbog prisutnih
intramolekulskih vodoni¢nih veza. Najkarakteristi¢nije su nove trake koje poticu od
etarskih veza, Sto ukazuje na jedan od nacina vezivanja monomernih jedinica, 1 trake

karbonilnih grupa hinonskih struktura koje su nastale oksidacijom fenolnih hidroksilnih

grupa.

MALDI-TOF maseni spektri nedvosmisleno ukazuju na to da je doslo do formiranja
oligomernih proizvoda i omogucuju odredivanje stepena polimerizacije. Joni sa
najveéim odnosom m/z uocavaju se u masenim spektrima proizvoda autooksidacije
pojedinacnih jedinjenja nastalih pod uticajem M(II) jona. Poredenjem masenih spektara
proizvoda autooksidacije nastalih u prisustvu jona zemnoalkalnih metala kod svih
ispitivanih jedinjenja uoceno je da se joni veceg odnosa m/z uvek javljaju u spektrima

proizvoda nastalih pod uticajem Ca(ll) jona.
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e Prinosi dobijenih proizvoda se pod datim reakcionim uslovima kre¢u u opsegu od 1,5
do 66 % 1 M(II) joni su uticali na to da se dobijaju zna€ajno vece koli¢ine proizvoda

autooksidacije kod svih ispitivanih jedinjenja.

e ESR spektroskopijom je u svim ispitivanim proizvodima utvrdeno prisustvo kiseoni¢no
centriranih slobodnih radikala semihinonskog tipa koji su, osim u slu¢aju proizvoda
dobijenih pod uticajem Cu(ll) jona, po svojim karakteristikama veoma sli¢ni slobodnim
radikalima u prirodnim huminskim kiselinama i sintetskim fenolnim polimerima.
Organski radikali u proizvodima autooksidacije dobijenim u prisustvu jona bakra zbog
dipolarnih interakcija sa paramagnetnim Cu(ll) jonom u polimernoj matrici imaju vece
Sirine linija i manje g-vrednosti. Iz ESR spektara proizvoda sa Cu(II) jonima utvrdeno
je da se ovaj jon javlja u obliku kiseoni¢no vezanih mononuklearnih centara sa
aksijalnom simetrijom u kojima preovladuje jonska veza sa uglavnom zanemarljivom

interakcijom izmene i malom do umerenom tetraedarskom deformacijom.

Sli¢nost fizicko-hemijskih karakteristika nastalin proizvoda sa prirodnim huminskim
supstancama 1 sintetiCkim fenolnim polimerima upucuje na pravac daljeg istraZivanja za

njihovu potencijalnu prakti¢nu primenu.

Dobijene informacije o odigravanju procesa i karakteristikama nastalih proizvoda ukazuju na
to da je produzena autooksidacija fenolnih jedinjenja validna i ekonomicna alternativa

dobijanju fenolnih polimera kori§¢enjem enzima.
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6. Conclusions



During the course of this doctoral dissertation products resulting from prolonged autoxidation

were prepared from a total of 6 phenolic compounds: two o-dihydroxyphenols (catechol and

4-methylcatechol), one p-dihydroxyphenol (hydroquinone), one trihydroxyphenyl (pyrogallol)

and two phenolic acids (protocatechuic and gallic acid). Autoxidation reactions were carried

out in aqueous solution at pH 9 in the absence of metal ions and in the presence of individual

Mg(Il) and Ca(ll) ions, as well as at pH 7.4 in the presence of Cu(ll) ions. A total of 24 different

products were prepared. The following conclusions were drawn from tracking the reaction flow

and the spectral characterization of obtained products:

From the UV-Vis spectra of the reaction systems containing o-dihydroxyphenolic
compounds it can be concluded that the presence of M(II) ions results in a faster
autoxidation reaction rate. Furthermore, the results show that the biggest impact on the
reaction rate is achieved by the Cu(ll) ion while the impact of Mg(I1) and Ca(ll) ions is
bigger in the case of catechol autoxidation. In the case of the p-dihydroxyphenol, the
positive impact of M(ll) ions on the autoxidation reaction rate is less pronounced and
the positive impact of Cu(ll) ions is most apparent. The presence of alkaline earth
metals in the case of trihydroxyphenol led to the slower autoxidation reaction rate. This
is especially evident in the case of Ca(ll) ions, while in the presence of Cu(ll) ions the
process is faster compared to the reaction when there are no ions present in the reaction
mixture. With phenolic acids, the presence of Mg(ll) and Ca(ll) ions has an
insignificant impact on the reaction rate, while the presence of Cu(ll) ions results in a
decrease of the autoxidation reaction rate.

FTIR spectra of all of the obtained products show an increase in the widths of the
absorption bands when compared to the spectra of the starting compounds. This is a
result of both the presence of additional bands, which points to the fact that the
autoxidation products contain new functional groups, and a significant intramolecular
hydrogen bonding. The most characteristic new absorption bands originate from the
ether bonds, which points towards the way in which monomer units are bonded, as well
as bands of the carbonyl groups of quinone structures which are the result of phenolic
hydroxyl group oxidation.

MALDI-TOF mass spectra undoubtedly show that oligomeric products have been
formed and allow for the degree of polymerization to be determined. lons with the
highest m/z ratio can be observed in the mass spectra of the autoxidation products

obtained in the presence of M(Il) ions. When comparing mass spectra of the products
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which were obtained in the presence of alkaline earth metals it was observed that ions
with higher m/z ratio are found in spectra of the products that are the result of
autoxidation in the presence of the Ca(ll) ion.

e Autoxidation yield ranges from 1.5 to 66% and M(ll) ions have had the effect of
increasing this yield for all of the examined compounds.

e ESR spectroscopy has shown that all of the studied products contain oxygen-centered
free radicals of the semiquinone type which are (except in the case of products obtained
in the presence of Cu(ll) ions) very similar to the free radicals found in naturally
occurring humic acids and in synthetic phenolic polymers. Organic radicals found in
the autoxidation products formed in the presence of copper ions have wider spectral
lines and lower g-values because of the dipolar interactions of oxygen-centered radical
species with paramagnetic copper(ll) ion bonding sites present in polymer matrices.
ESR spectra of the products with the Cu(Il) ions showed that this ion is incorporated in
the form of oxygen coordinated mononuclear bonding sites with axial symmetry in
which an ionic character of the bond is dominant, exchange interactions between
copper(Il) ions are negligible and there is a small to moderate degree of tetrahedral

distortion.

Similarity of the physical and chemical characteristics of all of these products with naturally
occurring humic substances and synthetic phenolic polymers points toward a direction of

further research about their potential for practical applications.

Data gathered about the autoxidation process as well as the characteristics of the obtained
products show that the prolonged autoxidation of the phenolic compounds under investigated
reaction conditions is a valid and economically viable alternative to the enzymatic oxidative

polymerization of phenolic compounds.
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HU3JABA O AYTOPCTBY

M3jaBsbyjem 1a je JOKTOpPCKa AMCEpTalinja, Moj HaclOBOM

Yruuaj Mg(II), Ca(Il) u Cu(Il) jona Ha dpopMHpame U KAapaKTePHCTHKE NMPOU3BOAA
Npoay’KeHe ayTOOKCHAanuje oa0paHux (eHOTHHX jeluberba y 0a3HHM BOAEHHM
pacTBopuMa

® pe3yiaTaT CONCTBEHOI UCTpaXUBA4YKOI paaa:

e [a OBY JMCEpTalLMjy, HU Y LEJIWHH, HUTH Y JEJOBHMA, HHUCAM MpHjaB/bHBA0/Ia Ha
ApYruM (GakynTeTUmMa, HUTH YHUBEP3UTETUMA:

e a HHWCaM MOBpEAMO/Na ayTOpCKa MpaBa, HUTH 3M0YNOTpeOHo/lla HHTEIEKTYaIHY
CBOjMHY APYTHX JIMLIA.

Jlo3BosbaBaM jla ce o0jaBe MOjM JMYHM MOJALM, KOjU CY y Be3M Ca ayTOPCTBOM M
nobujameM aKkaJeMCKOr 3Baiba JOKTOpA HayKa, Kao LITO CY UME W Mpe3nuMe, roIMHa U MECTO
pohewa u natym ondpane paja, u To y Karanory bubnuoreke, JJHruTaqHOM peno3UTOPHjyMy
Vuusepsurtera y Humy, kao u y ny6aukauujama Yuusep3urtera y Huuy.

V Huwy, 17.02.2022.

[Tornuc aytopa aucepraumje:
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HU3JABA O HCTOBETHOCTHU WITAMITIAHOI' U EJIEKTPOHCKOI' OBJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTAIIULJE

HacnoB auceprauuje:

Yrunaj Mg(Il), Ca(Il) u Cu(Il) jona Ha popmupame H KAPAKTEPHCTHKE
NPOK3BOA MPOAYKEHE AYTOOKCHAALH]e 01a0paHuX (PEHOJIHHX jeHbemba Y 0a3HAM
BOJIEHHM pPacTBOpHMA

M3jaBbyjeM aa je eNeKTpOHCKM OOJMK MOje JOKTOpCKE AMCepTaluje, KOjy cam
rnpeaao/na 3a yHouewe y JAururajanu penosutopujym Yausepsutera y Humy, uctoperan
[LITAMIaHOM OOJIHKY.

Y Huwy, 17.02.2022.

[Tornuc ayropa auceprauuje:
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M3JABA O KOPUILIREKY

Osnauwhyjem VYhuepsutercky Oubnuoreky .Hukona Tecna™ ana y Jlururansu

v

penosuTopujyM YHuBep3utera y Huuly yHece MOjy 1OKTOPCKY AMCEpTaLu]y, MO HACIOBOM:

Yr1unaj Mg(II), Ca(II) u Cu(Il) jona Ha ¢popmupame H KapaKTePHCTHKE NPOH3BOJA
NpoAy’KeHe ayTOOKcHAanuje ofadpaHux (eHOoIHHX jenbenha y 0a3HUM BOAEHHM
pacTBOpHMa

Jluceprauujy ca CBMM TpWJIO3WMa Tnpenao/la caM Yy eJNeKTPOHCKOM OO0IIHKY,
MOrOIHOM 3a TPajHO apXUBHpatbLE.

Mojy a0KTOpCKY aucepTauMjy, yHeTy y JUuruTaiHu peno3sutopujym YHUBEp3uTeTa y
Huiry, Mory KOpUCTHTH CBH KOjU MOIITYjy oapeade caapikaHe y oaabpaHOM THIY JIMIIEHLIE
Kpearusne 3ajeanuue (Creative Commons), 3a KOjy caM ce 0/1y41o/a.

1. Ayropcteo (CC BY)

2. AytopctBo — HekomepuujaaHo (CC BY-NC)

l 3. AyTopeTBo — HeKomepuHjaaHo — 6e3 npepazae (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLHjaHO — AeauTi noa uctum yeraosuma (CC BY-NC-SA)
5. Ayropceteo — 6e3 npepaze (CC BY-ND)
6. AyropcTBo — aeautu noa uctum ycrnosuma (CC BY-SA)

Y Huy, 17.02.2022.

[Tornue ayTopa aucepraumje:
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