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UVOD

Kiseonikovi slobodni radikali, superoksid-anjon-, hidroksi-, peroksi- i
alkoksi-radikali, su visoko potencijalne oksidativne vrste, koje hemijski reaguju
sa velikim brojem organskih jedinjenja u hemijskim i bioloSkim sistemima,
smanjuju nutritivnu vrednost prehrambenih proizvoda i o§tecuju celije tkiva
7ivih organizama uz iniciranje mutagenih i kancerogenih procesa u njima.

U toku proizvodnje, prerade, distribucije, skladiStenja i pripreme za
konzumiranje, hrana podleZe razli¢itim oblicima kvarenja ili opadanja bioloske
vrednosti koje su pre svega izazvane oksidativnim promenama lipida u
prisustvu molekulskog ili redukovanih oblika kiseonika.

Veliki broj organskih reakcija, sinteza farmaceutskih proizvoda i trans-
formacija organskih jedinjenja koje se deSavaju ukljucuju reakcije kiseonikovih
radikala ili njihovo nastajanje, §to utiCe na javljanje sekundarnih ili kon-
kurentnih reakcija, i vodi nastajanju sporednih reakcionih proizvoda, razliitog
hemijskog i fizioloskog svojstva.

Sporedni proizvodi sekundarnih reakcija, razli¢itih hemijskih i fizio-
loskih svojstava, menjaju fizicke, bioloske i zdravstvene osobine prehrambenih
proizvoda, a u organizmu slabe kontrolne mehanizme $to dovodi do niza nega-
tivnih promena u ¢elijama (hidroksilacija purinskih i pirimidinskih baza DNK,
dalja peroksidacija lipidnih membrana, oksidacija tiolnih grupa enzima i pro-
teina).

Najnovija istraZivanja u oblasti hemije kiseonikovih radikala usmerena
su pre svega na izu¢avanje mehanizama njihovog delovanja, moguénost njihove
detekcije, kao i na sprecavanje njihovog toksi¢nog delovanja u hrani i na
¢elijskom nivou.

Enzimski sistemi u celijama (superoksid-dismutaza, katalaza, glutation-
peroksidaza), zatim tokoferol, askorbinska Kkiselina, karotenoidi, vitamini i
druga jedinjenjadoprinose vezivanju aktivnog kiseonika i spreavaju njegovo
Stetno delovanje.

Siroka zastupljenost, raznovrsnost i znacajne koncentracije prirodnih
polifenola u biljnim vrstama, kao i njihov utvrdeni antioksidativni karakter u
lipidnoj oksidaciji, ukazali su na moguénost njihove inhibitorne uloge u reak-
cijama nastajanja i transformacije kiseonikovih radikala.

Cilj ovoga rada je da se najsavremenijom spektroskopskom metodom,
Elektron spin rezonantnom (ESR) spektroskopijom, ispita:

B mehanizam nastajanja hidroksi-radikala u model sistemima;

B uticaj fenolnih jedinjenja (pirogalola, katehola, rezorcina, vanilina,
salicilne i 5-aminosalicilne kiseline) na stvaranje i hemijske transfor-
macije hidroksi-radikala;

W katalitiCka i termicka degradacija, kao i mehanizmi nastajanja alkok-
si- 1 peroksi-radikala u prirodnim hemijskim sistemima (linolna kise-
lina, metil-linoleat, suncokretovo ulje)

B uticaj fenolnih kiselina (galne, hlorogenske, kafene, vanilne, salicilne)
i flavonoida (miricetina, kvercetina, morina, kempferola, rutina,
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fisetina, diosmina, luteolina, apigenina, naringenina) na stvaranje 1
hemijske transformacije peroksi-radikala;

B nastajanje stabilnih fenoksi- i semihinon-radikala fenolnih i polife-
nolnih jedinjenja, kao posledica oksido-redukcionih reakcija u li-
pidnim sistemima;

B mchanizam nastajanja hidroksi-radikala u bioloskom sistemu (ne-
utrofilne celije);

M uticaj flavan-3-ola (miricetina, kvercetina, morina , kempferola) na
stvaranje i hemijske transformacije hidroksi-radikala u neutrofilima
izolovanim iz krvi zdravih davalaca i pacijenata ' razli¢itih infla-
matornih stanja.



2.0.0. OPSTI DEO

2.1.0. SLOBODNI RADIKALI

Atomi, joni, molekuli ili druge molekulske vrste koje sadrze nesparene
elektrone nazivaju se slobodni radikali. Nespareni elektron se moze nalaziti na
C-atomu, kao kod alkil-radikala (CH;*, CH;CH,"), na O-atomu, kao kod al-
koksi-, hidroksi-, peroksi-, superoksid-anjon-radikala (RO®, *OH, ROO °,0,™),
ili na S-atomu, kao kod tiil-radikala (n-C;H,S") i dr. Ne tako retko, nespareni
elektron mogu imati i atomi halogena (CI°), alkalnih metala (Na®) ili neki joni
metala (Cu*, Fe’*).!

Radikal-joni su molekulske vrste koje nastaju prelaskom samo jednog
elektrona na neutralni molekul ili oduzimanjem samo jednog elektrona od
neutralnog molekula.> Ove molekulske vrste istovremeno nose i naelektrisanje
i nespareni elektron.

+e -e
RX)™ «— RX —— (RX)**
radikal-anjon radikal-katjon

Ispitivanjem prostorne strukture savremenim hemijskim? i fizickim* me-
todama konstatovano je da slobodni radikali mogu imati planarnu (I), tetra-
edarsku (II) ili piramidalnu (III), najéesée plitko piramidalnu, konfiguraciju:

A\ R R’
R R
109° Camm> e 180° > (109" @O
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I I [0

Kod planarnog rasporeda (I) C-atom je sp” hibridizovan, kao kod karb-
katjona, a nespareni elektron se nalazi u preostaloj, nehibridizovanoj 2p orbi-
tali. Kod tetraedarskog rasporeda (II), odnosno piramidalnog oblika (III),
nespareni elektron se nalazi u prostoru preostale sp® hibridizovane orbitale,
odnosno u prostoru p-orbitale koja u izvesnoj meri ima s-karakter, tj. pred-
stavlja hibrid izmedu p- i sp’- orbitale. Ovakav prostorni raspored ima nesi-
metri¢nu raspodelu elektronske gustine, $to uslovljava postojanje dve enantio-
morfne konfiguracije tetraedarskog i piramidalnog oblika slobodnog radikala:



U hemiji slobodnih radikala razlikuju se sledeci procesi njihovog nasta-
janja:

- homoliti¢ko raskidanje veze unutar molekula;

- oksido-redukcione reakcije;

- termoliza;

- fotoliza;

- radioliza;

- prenos jednog elektrona sa prelaznog jona metala na organski
molekul;

- dejstvo ozona, azot(IV)-oksida ili singlet kiseonika i

- enzimatski procesi nastajanja radikala in vivo.’

Na osnovu relativne stabilnosti, slobodni radikali se dele na nepo-
stojane (kratkoZivecée) i postojane (dugoZiveée). Stabilnost slobodnih radikala
predstavlja termodinamicku karakteristiku koja zavisi od sposobnosti ostalog
dela molekula da stabilizuje nespareni elektron. Rezonancija i sterni efekat su
dva glavna faktora koji uticu na stabilnost slobodnih radikala®. Delokalizacija
nesparenog spina povecava stabilnost radikala i omoguéava reagovanje preko
viSe razliCitih poloZaja. Vreme Zivota radikala zavisi i od sternog zaklanjanja
centra radikala ili celine radikala od strane velikih supstituisanih grupa koje se
nalaze u okolini i ometaju, kako reakcije radikal-radikal tako i reakcije sa
nekim supstratom. Smith i saradnici’ su utvrdili da je sterni efekat, kao faktor
koji odreduje stabilnost radikala, vazniji od efekta delokalizacije.

2.2.0. KISEONIKOVI SLOBODNI RADIKALI

Molekuli kiseonika u osnovnom stanju mogu se smatrati diradikalom, s
obzirom da imaju dva nesparena elektrona, paralelnih spinova, lokalizovana u
razli¢itim n” razvezujuéim orbitalama. Ova najstabilnija konfiguracija molekula
kiseonika prikazana je na slici 1.
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Slika 1. Elektronska konfiguracija molekula kiseonika u osnovnom,
najstabilnijem stanju

Postepenom redukcijom molekula kiseonika u osnovnom stanju nastaju
njegovi redukovani oblici. Nespareni elektroni u molekulu kiseonika mogu
promeniti smer svojih spinova. Tom prilikom prvo slabe , a potom se raskidaju
0O=0 veze, 1 grade se razliCiti proizvodi, od kojih neki mogu biti i toksi¢ni
(slika 2).
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Slika 2. Proizvodi postepene redukcije molekula kiseonika u osnovnom stanju



Elektronske konfiguracije superoksid-anjon-radikala i peroksidnog jona
prikazane su na slici 3.
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Slika 3. Elektronske konfiguracije superoksid-anjon-radikala i peroksidnog
jona

Superoksid-anjon-radikali (O,” ") su prvi proizvod redukcije molekula
kiseonika u osnovnom stanju. Oni imaju jedan elektron viSe u n° razvezujucoj
orbitali, baznog su karaktera i u ravnoteZi susa svojom konjugovanom
bazom HO, °. Drugi proizvod redukcije, koji nastaje primanjem dva elektrona
u istu razvezujuéu molekulsku orbitalu kiseonika u osnovnom stanju, jesu
peroksidni joni (O,”), jake baze, koje u prisustvu H* jona lako daju vodonik-
-peroksid. Peroksidni joni nemaju nesparene clektrone i nisu radikali. Treci
proizvod redukcije sa tri elektrona je hipoteti¢ki proizvod, koji moZe biti
prekursor oksida i oksena. Lako se razgraduje i daje O, konjugovanu bazu i
hidroksi-radikale, “OH. Proizvod redukcije sa &etiri elektrona je O*, koji sa H*
jonima daje vodu.

2.2.1. Superoksid-anjon-radikali

Superoksid-anjon-radikali mogu nastati:

- reakcijom kiseonika sa jonima prelaznih metala ( Fe, Mn, Cu, Ni,
Cr), koji (sa izuzetkom cinka) imaju nesparene elektrone te se mogu smatrati
radikalima. Tako na primer Fe** reaguje sa O, na sledeéi nadin:

Fe** + 0, == Fe** +0,



Ovim reakcionim mehanizmom nastaju superoksid-anjon-radikali in
vivo. Reakcijom kiseonika i Fe’* vezanog u prstenu hemoglobina nastaje oksi-
hemoglobin (hem-Fe** - O, ) koji se razlaZe na superoksid-anjon-radikale (O,")
i metamoglobin (hem-Fe**). Prema navodima Thilleta i Michels’ona,8 oko 3%
molekula hemoglobina u eritrocitima podleZu ovoj oksidaciji. Celije eritrocita
su izloZene konstantnom uticaju superoksid-anjon-radikala prema reakcio-
nom mehanizmu:

hem-Fe* - O, — 0,"” + hem-Fe**

- prenosom clektrona sa razli€itih jedinjenja na O,. U toku ove reakcije
oksiduje se velik broj bioloski vaznih molekula: gliceraldehid, redukovani oblik
riboflavina i njegovi derivati flavin-mononukleotid (FMN) i flavin-adenin-di-
nulkeotid (FAD),” adrenalin, tetrahidropteridini, flavoproteini, i flavoenzimi i
tiolna jedinjenja.

- delovanjem bipiridil herbicida (slika 4)."°
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Slika 4. Nastajanje dikvat- i parakvat-slobodnih radikala

U bioloskim sistemima neki enzimi (ksantin-oksidaza, aldehid-oksidaza,
flavoprotein-dehidrogenaza, triptofan-dioksigenaza, antranilat-hidroksilaza,
celobioza-oksidaza, galaktoza-oksidaza) stvaraju superoksid-anjon-radikale, re-
{ dukcijom molekulskog kiseonika.?
| Reakcije superoksid-anjon-radikala i nekih organskih jedinjenja u
: vodenom rastvoru, kao i konstante brzine tih reakcija, prikazane su u tabeli 1.




Tabela 1. Reakcioni mehanizmi i konstante brzine reakcija superoksid-anjon-
radikala i nekih organskih jedinjenja u vodenom rastvoru

(NBT)

Ispitivani sistem pH k Reakcioni
(mol*dm?*s™) mehanizam
Holesterol, lipidi u mem-
branama, aspartat, piruvat, Mehanizam nepoznat
histidin, metionin, tripto- | 8-10 <1
fan, tirozin, H,0,
Redukcija do Fe**
Citohrom ¢ (Fe3+) 8.5 2.6x10° cytc (Fe3+) + 0, g
cytc (Fe*) + O,
Redukcija
Tetranitrometan - 2x10° C(NO,), + 0, — C(NO,), +
NO, + O,
Redukcija (uspostavlja se
dinamicka ravnoteza)
(0] (0
Benzohinon (i dr. hinoni) | 7.0 1x10° ¢ @
+ 0y +0,
O O-
Oksidacija(uspostavlja se
dinamicka ravnoteza)
Katehol i difenoli 7.0 1x10° oH o
@[ +0Oy @ + H0,
OH O-
Askorbinska kiselina 7.4 2.7x10° Formiraju se
(AH) semidehidroaskorbil-radikali
NAD(P)H 7.4 <1 Mehanizam nepoznat
NADH u aktivnom mestu | 7.5 1x10° Formiraju se NAD-radikali
laktat-dehidrogenaze
Bilirubin 8.3 2.3x10" Mehanizam nepoznat
NBT** se redukuje do tetra-
Nitroplavotetrazolium 7-11 6x10* zolium-radikala. Krajnji

proizvod redukcije je
monoformazan plave boje.

McCord i Fridovich" su utvrdili da proteini eritrocita kataliti¢ki deak-
tiviraju superoksid-anjon-radikale iz reakcionih sistema. Izolovani i pre¢i§éeni
enzim odgovoran za deaktivaciju superoksid-anjon-radikala iz sistema delija
zivih organizama je definisan kao superoksid-dismutaza (SOD). Ovaj enzim,
moZze u svojoj strukturi da sadrZi bakar i cink (CuZnSOD), mangan (MnSOD)
ili gvozde (FeSOD). Ubraja se u stabilne enzime. Prisutan je kod eukariota, na




primer, u ¢eliji kvasaca, tkivima biljaka (kukuruzno zrno, pSeni¢no zrno, hloro-
plast spanaca, paradajz, krastavac, zeleni biber i dr.) i tkivima Zivotinja (jetra
pacova, konja, svinje, eritrtociti goveda i dr.), kao i kod nekih prokariota.”
Koncenraciju CuZnSOD-a u humanim tkivima odredili su Hartz i saradnici®
Rezultati navedenih ispitivanja prikazani su u tabeli 2.

Tabela 2. Koncentracija CuZnSOD-a u humanim tkivima

Tkiva CuZnSOD
ug po mg proteina
BubrezZna srz 1.93
BubreZna kapsula 1.31
Cerebralna siva masa 3.70
Eritrociti 0.52
Jetra 4.71
Pankreas 0.39
Plucéa 0.47
Sréani misié 1.82
Testisi 2.16
Tiroida 0.38

Michelson i saradnici* su utvrdili da je SOD prili¢no rezistentan na za-
grevanje i delovanje proteaza, kao i na denaturaciju u prisustvu guanidinium-
-hlorida, natrijum-dodecilsulfata (SDS) ili uree.

Enzim superoksid-dismutaza §titi ¢elije od dejstva superoksid-anjon-ra-
dikala, jer reaguje sa njima, i daje H,0, i O,. Konstanta brzine ove hemijske
reakcije je 2 x 10’ mol* dm®s™.* Enzimi katalaza i peroksidaza (glutation-pe-
roksidaza ) svojom katalitickom aktivno$éu dalje transformisu H,O, u H,O i
O,. Asada i saradnici'®i Bray i saradnici'’ su ispitivali sinergetski efekat izmedu
SOD-a, katalaze i peroksidaze, i zakljucili su da katalaza i peroksidaza §tite
SOD od moguce inaktivacije nastalim H,0,, a da SOD onemogucava inhibiciju
katalaze i peroksidaze superoksid-anjon-radikalima. Mehanizam reakcije dis-
mutacije je prikazan na slici 5.

- +
0,-& > O'Z-LZH;HZOZLH*;OH e+ H

H,O HZO

Citohrom-oksidaza kompleks

Katalaza
‘ Peroksidaza 1

Oy—> 0y—>H,0,—>"0H —> H,0

Superoksid-
-dismutaza

Slika 5. Reakcioni put redukcije molekula kiseonika i mehanizam enzimske
reakcije spreCavanja akumulacije reaktivnih intermedijera



Poslednjih godina mnogi naucnici proucavaju superoksid-anjon-radika-

le, “superoksidnu toksicnost” i superoksid-dismutazu.

18,19

U tabeli 3 prikazana su toksi¢na dejstva superoksid-anjon-radikala koja
se mogu inhibrati kataliti¢kim delovanjem SOD-a.

Tabela 3. Destruktivne reakcije superoksid-anjon-radikala

Izvor O, Ispitivani sistem Ostecéenja
Submitohondrijalni NADH-oksidaza Gubitak aktivnosti
delovi sr€anog miSica enzima
Hipoksantin/ Mitohondrije mozga Inhibicija
ksantin-oksidaza pacova respiracije
Acetaldehid/ Arahidonska kiselina Oksidacija; lipidna
ksantin-oksidaza oksidacija
Tetrametilamonijum- Eritrociti Disproporcija membra-
-suproksid nske organizacije
Stimulisani humani Eritrociti Hemoliza
monociti
Pulsna radioliza Papain Inaktivacija
Iluminacija FMN Ribonukleaze Inaktivacija
Aktivirani neutrofili Celije pluc¢a pacova Ostecenja membrana

pluca
Hipoksantin/ Izolovano srce pacova Edem;
ksantin-oksidaza oksidacija lipida
Hipoksantin/ Pluc¢a pacova Edem; akutna
ksantin-oksidaza in vivo oStecenja
Humani neutrofili Eritrociti Hemoliza; oksidacija
stimulisani PAM* hemoglobina
Hipoksantin/ Degradacija strukture;
ksantin-oksidaza D NA modifikacija nukleinskih

baza

Hipoksantin/ Membrane mozga pa- Inaktivacija
ksantin-oksidaza cova, Na*, K*, ATP-aze

Ksantin/ Hialuronska kiselina Depolimerizacija;
ksantin-oksidaza gubitak viskoznosti
Ksantin/ Kolagen Degradacija; gubitak

ksantin-oksidaza

sposobnosti nastajanja
gel-strukture

*PAM - forbol-miristat-acetat
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2.2.2. Hidroksi-radikali

Hidroksi-radikali mogu nastati:

- homoliti¢kim raskidanjem O—O veze u molekulu H,0,, najéesée dejs-
tvom toplote, jonizujuce radijacije i UV svetlosti;

- reakcijom ozona i vode u alkalnoj sredini:
0O;+HO — O, + 2°OH

- reakcijom H,0, sa dvovalentnim jonima bakra i gvoZda (Fentonova
reakcija):

H,0, + Fe*——— Fe* + ‘OH + OH"

H,0, + Cu'—— Cu* + "OH + OH”

- reakcijom H,O, sa superoksid-anjon-radikalma (Haber-Weissova re-

akcija), koja se viSestruko ubrzava u prisustvu jona gvozda (Fe**) kao
katalizatora:

0,,"+H0O, —— O, +°OH + OH
ili

Fe** + O, == Fe* + O,

2 OZ. _+ 2H+ % H202+ Oz
Fe* + H,0, —— Fe* +'OH + OH

Neki autori smatraju da se u toku Fentonove reakcije, pre nastajanja

hidroksi-radikala, stvara meduproizvod feril, u kome gvozde ima oksidaciono
+4 stanje: %

H,0, + Fe¢** ==— [FeOH ili Fe0?*] =—

Fe* + *OH + OH"

U toku reakcije superoksid-anjon-radikala i Fe** (Haber-Weissova
reakcija) formira se i prelazni kompleks, perferil:

Fe* +0,” =— [Fe*- 0, Fe*-0,] = Fe* + O,
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Winterbourn i saradnici®® su utvrdili da joni Fe*, Cu’, Co* i Ti**
kataliti¢ki deluju na nastajanje reaktivnih kiseonikovih radikala u hemijskim i
bioloskim sistemima.

Prisustvo gvozda i bakra u slobodnom stanju in vitroi in vivo je veoma
malo (< Sumol). Ovi metali su povezani za druge molekulske vrste, kao $to su:
‘albumin, adenozin-trifosfat (ATP), citrat, DNA, membranski lipidi.”

Gutteridge i Stocks® su utvrdili da u nekim metalo-proteinima koji
sadrze gvozde i bakar, u prisustvu redukujucih jedinjenja, nastaju hidroksi-
radikali. Feritin vezuje 4500 jona gvozda po molekulu proteina. U prisustvu
redukujuéih molekula (cisteina, redukovanog oblika flavina i askorbata) Fe* se
oslobada iz molekula metalo-proteina, 1 mehanizmom Fentonove reakcije
stvara hidroksi-radikale.

Bolann i Ulvik* su ispitali uticaj ksantin-oksidaze na mobilizaciju jona
gvozda iz molekula feritina i zakljucili su da superoksid-anjon-radikali, koji
nastaju u sistemu ksantin/ksantin-oksidaza, u fiziolo§kim uslovima, oslobadaju
jone gvozda iz proteinskog kompleksa. Ova reakcija moze potpuno da se
inhibira dodatkom 0.08 mg SOD-a.

Slicne osobine pokazuju i transferin (glikoprotein koji se nalazi u
plazmi) i laktoferin (koji se nalazi u humanim te¢nostima, mleku, ili nastaje
fagocitozom) koji vezuju 2 mola Fe** po molu proteina. Inkubacijom ovih
metalo-proteina askorbinskom kiselinom ili superoksid-anjon-radikalima Fe**
se redukuje do Fe** u molekulu proteina, i sa vikom vodonik-peroksida daje
hidroksi-radikale.”

Samuni i saradnici®® navode da protein ceruloplasmin relativne mole-
kulske mase oko 134000 sadrzi 6-7 jona bakra po molekulu proteina. Pri odre-
denim fizioloSkim uslovima ceruloplasmin oslobada jone bakra, koji se zatim
vezuju za albumin ili histidin, i u prisustvu vodonik-peroksida daju reaktivne
proizvode, hidroksi-radikale ili Cu** jone.

Olinski i saradnici*’ su saopstili da hidroksi-radikali nastali u ovim siste-
mima prozrokuju o$tecenja sastavnih delova éelija, naro¢ito DNA.

Zbog sposobnosti da helatno vezuju gvozde, mnoga hemijska jedinjenja
s¢ primenjuju u terapeutske svrhe i za istrazivanja in vitroi in vivo.

Struktura nekih helatnih jedinjenja prikazana je na slici 6.

Smith i saradnici® su ispitali uticaj helata, unutra$njeg kompleksa gvoz-
da i polidentnih liganada, fitata, ureata, citrata, adenozin-difosfata (ADP), ni-
trilo-triacetata (NTA) i etilendiaminotetrasiréetne kiseline (EDTA) na stva-
ranje hidroksi-radikala mehanizmom Haber-Weissove reakcije i utvrdili su da
EDTA, NTA i citrat imaju promotorni efekat na stvaranje hidroksi-radikala,
zahvaljujudi prisustvu O-atoma u karboksilnoj grupi helatora koji vezuju Fe**.

Helati u kojima su koordinativna mesta vezivanja gvozda otvorena ili
slabo hidratisana veoma efikasno katali§u nastajanje hidroksi-radikala. Helati

koji imaju velike vrednosti konstanti stabilnosti onemogucavaju Fentonovu
reakciju.”
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Penicilamin EDTA (etilendiaminotetrasiréetna kiselina) jon
"OOCH,C CH,COO
N(CH2)N(CH,);N
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DETAPAC (dietilentriaminopentasiréetna kiselina) jon

H
|
H—N CONH CONH
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o-Fenantrolin (1,10-fenantrolin)

Slika 6. Struktura helatnih jedinjenja

Etilendiaminotetrasiréetne kiselina (EDTA) stvara sa Fe** jonima
heksadentni helat, koji ima sedamnaest koordinaciono hidratisanih mesta.
Koordinaciono vezani molekuli vode mogu se zameniti nekim drugim mole-
kulom, npr. azidom, vodonik-peroksidom itd. Graf i saradnici®® su utvrdili
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direktnu zavisnost izmedu voda-koordinacianih mesta koja sferno obavijaju
centralni jon, i kataliticke aktivnosti pojedinih helata u reakciji nastajanja
hidroksi-radikala. Helati gvozda, kao §to su dietilentriaminopentasiréetna
kiselina (DETAPAC), fitat i desferal (desferioksamin-mezilat), nemaju u
svojoj strukturi koordinaciono vezanu vodu niti drugi molekul koji se lako
premesta, tako da je onemoguceno vezivanje vodonik-peroksida za Fe** jone,
odnosno nastajanje hidroksi-radikala.

Inhibicija reaktivnih hidroksi-radikala, koji u vedini ispitivanih sistema
nastaju mehanizmima Fentonove i Haber-Weissove reakcije, moguca je u
prisustvu:

- superoksid-dismutaze;

- helata kod kojih je veza izmedu gvozda i polidentnih adenata tesko

raskidiva;

- enzima ili nekih molekula koji uklanjaju vodonik-peroksid i

- hvataca (skevindZera) hidroksi-radikala.

Gutterige® je pretpostavio inhibitorno delovanje SOD-a na slededi
nacin:

SOD
Fe**-kompleks +2 O,"” + 2H* —— Fe*-kompleks + H,0, + O,

Nastali Fe®*-kompleks reakcijom sa vodonik-peroksidom stvara
hidroksi-radikale. Eksperimentalni rezultati su potvrdili da se ova reakcija ne
odvija u prisustvu SOD-a. Gutterige je delovanje SOD-a na sistem Fe*'-
kompleks/H,O, objasnio mehanizmima sledeéih reakcija:

Fe’*-kompleks + H,0, —— Fe** -kompleks + O," + 2H*
Fe**-kompleks + O, —— Fe**-kompleks + O,"~

Fe** -kompleks + O, —— Fe?*-kompleks-O,

Fe** -kompleks + O, ——— Fe**-kompleks + O,

Fe**-kompleks se redukuje vodonik-peroksidom do Fe**-kompleksa i
superoksid-anjon-radikala. Reakcijom autooksidacije (t,,<15s) Fe?*-kompleks
formira kompleks sa superoksid-anjon-radikalima, a sa vodonik-peroksidom ne
reaguje. U sistemu Fe**-kompleks/H,0, dominantna je reakcija stvaranja kom-
pleksa fero jona i superoksid-anjon-radikala. Ova redukcija potpuno se inhi-
bira SOD-om.

Halliwell* je utvrdio da helati gvozda, dietilentriaminpentasiréetna ki-
selina (DETAPAC) i 4,7-difenil-1,10-fenantrolin-sulfonat (BPS) inhibiraju
stvaranje hidroksi-radikala sprecavajuci Haber-Weissovu reakciju.

Gutteridge™ je saopitio da se nastajanje najreaktivnije oksidativne vrste,
"OH radikala, moZe inhibirati dodatkom manitola, glukoze, uree, tiouree, koji
vezuju jone gvozda i onemogucavaju Fentonovu reakeiju.

Gutteridge™ naglaava da inhibicija Fentonove i Haber-Weissove reak-
cije zavisi od karakteristika ispitivanih model, prirodnih, hemijskih ili bio-
loSkih sistema koji omogucavaju nastajanje hidroksi-radikala, pH vrednosti
reakcionih sredina i primenjenih metode za detekciju hidroksi-radikala.
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Za utvrdivanje prisustva hidroksi-radikala koriste se razli¢ite tehnike,
zasnovane na sposobnosti hidroksi-radikala da:

- oksiduju jedinjenja koja u svojoj strukturi imaju benzenov prsten
(fenol, salicilna kiselina, fenilalanin);

- razgraduju triptofan;

- formiraju etilen, fragmentacijom metionina u prisustvu pirodoksal-fo-
sfata;

- dekarboksiluju benzoevu kiselinu;

- depolimerizuju hialuronsku kiselinu;

- razgraduju deoksiribozu, deoksigalaktozu, deoksiglukozu, deoksia-
denozin, deoksiinozin i benzoat u “tiobarbituratni reaktivni materi-
jal”.35-38

Do osamdesetih godina ovoga veka najrasprostranjenija metoda za de-
tekciju kiseonikovih slobodnih radikala zasnivala se na spektroflurometrijskim,
odnosno spektrometrijskim, merenjima ekstinkcije (Exs;,) i absorbancije (As;,)
degradacionih proizvoda, nastalih reakcijama Kkiseonikovih slobodnih radikala
i molekula, deoksiriboze, deoksigalaktoze, deoksiglukoze, deoksiadenozina,
deoksiinozina, benzoata. U reakciji sa trihlorsiréetnom kiselinom nastaju
“tiobarbiturarni reaktivni proizvodi”.

U tabelama 4 i 5 prikazani su uticaji superoksid-dismutaze i skevindZera
hidroksi-radikala na degradaciju deoksiriboze indukovanu feri-kompleksima i
vodonik-peroksidom.*

Tabela 4. Uticaj superoksid-dismutaze i skevindzera (hvataca) hidroksi-radi-
kala na degradaciju deoksiriboze indukovanu feri-kompleksima i
vodonik-peroksidom

% Inhibicije
Kompleks Exss; SOD Manitol Formiat Tiourea | Katalaza
(7Tpg/dm’) | (53mmol) | (53mmol) | (7mmol) | (7ug/ dm®)

Gvozde(II)- 100 48 66 75 66 87
hlorid

DP-Fe** 55 24 44 32 81 81
BP-Fe** 43 33 50 10 92 40
FZ-Fe* 70 35 66 58 66 89
FS-Fe** 115 21 73 65 57 90
P-Fe* 54 26 28 11 94 77
Citrat-Fe** 1.000 88 75 65 87 96
PLA-Fe* 98 61 68 69 68 82
ADP-Fe* 149 66 70 58 23 77
EDTA-Fe* 1.200 89 84 58 98 99
HEDA-Fe* 424 84 71 86 93 96
CDTA-Fe** 119 55 87 75 74 95
EGTA-Fe* 198 71 75 31 62 94
?].;TTAPAC- 60 35 71 79 52 69

e +
NTA-Fe* 760 83 68 78 91 95

15




Tabela 5. Uticaj skevindZera (hvataca) hidroksi-radikala na degradaciju
deoksiriboze indukovanu fero-kompleksima

% Inhibicije
Kompleks Ay Manitol Formiat Tiourea
(53mmol) | (53mmol) | (2.7mmol)

Gvozde(II)-amo- 0.138 91 57 88
nijum-sulfat

DP-Fe* 0.144 95 55 56
BP-Fe** 0.034 78 51 88
FZ-Fe* 0.197 95 50 < T
FS-Fe™ 0.318 94 56 77
P-Fe** 0.048 61 64 55
EDTA-Fe* 0.107 94 72 80
HEDA-Fe* 0.069 87 98 73
CDTA-Fe* 0.076 94 89 93
EGTA-Fe* 0.293 96 54 78
DETAPAC-Fe™ 0.085 92 78 46
Citrat-Fe* 0.078 96 90 81
NTA-Fe* 0.077 66 84 74
ADP-Fe** 0.128 99 60 76
PLA-Fe** 0.128 98 67 78

DP - 2,2-dipiridil; BP - batofenantrolin-sulfonat; FZ - ferozin; FS - feren;

P - 1,10-fenantrolin; EDTA - etilendiaminotetrasiréetna kiselina;

HEDA - (N-(2-hidroksiletil)-etilendiaminotetrasiréetna) kiselina;

CDTA - trans-1,2-diamino-cikloheksan, N,N,N! N'-tetrasiréetna kiselina;

EGTA - etilenglikol-bis-(B-aminoetil-etar) N,N,N* N'-tetrasircetna kiselina; DETAPAC-
dietilentriaminopentasiréetna kiselina, PLA - pikolinska kiselina; NTA - nitrilotrisiréetna
kiselina; ADP - adenozin-difosfat.

Reakcije hidroksi-radikala se mogu klasifikovati u tri osnovna tipa:

-izdvajanje vodonika, na primer, reakcija hidroksi-radikala sa alkoholima:

CH,OH +'OH — > 'CH,0H + H,0

- adicija, na primer, na purinske i pirimidinske baze DNA:

i 7
H\N,C\C,CH3 H\N,C\C/CHg,
| I PR 5| | L—— | | ~OH
Oéc\ - \H O¢C\ /Q\H

16



- prenos elektrona u reakcijama sa organskim i neorganskim jedinjenjima,
na primer, sa hloridnim jonom:

CI' + ' OH ——ClI'+ OH

Cl'+ CI — CL~

U bioloskim sistemima, ovim reakcijama najc¢e$ée nastaju slobodni radi-
kali manje reaktivni od hidroksi-radikala, ali su i oni §tetni za Zive organizme.*
Hidroksi-radikali su najreaktivnija hemijska vrsta i reaguju sa skoro
svim molekulima u Zivim organizmima: Secerima, aminokiselinama, fosfolipi-
dima, nukleotidima i organskim kiselinama.>
Reakcije hidroksi-radikala i nekih organskih molekula u vodenom

rastvoru, kao i konstante brzine tih reakcija, prikazane su u tabeli 6.

Tabela 6. Konstante brzine reakcija hidroksi-radikala i nekih organskih

jedinjenja u vodenom rastvoru

Konstanta Konstanta
Jedinjenje pH brzine Jedinjenje pH brzine
(mol*dm? (mol™ dm’

s s
Karbonatni jon 10.7 | 2.0x10° Glicil-glicin 2.0 | 7.8x10’
Bikarbonatni jon 6.5 | 1.0x10’ Glicil-tirozin 2.0 | 5.6x10°
Fe**-jon 2.1 | 2.5x10° Guanin - | 1.0x10"
H,0, 7.0 | 45x10' | Hemoglobin ~ | 3.6x10°
Adenin 7.4 | 3.0x10° Histidin 6.5 | 3.0x10°
Adenosin 7.7 | 2.5x10° Hidroksiprolin 2.0 | 2.1x10°
AMP 54 | 1.8x10° Laktatni jon 9.0 | 4.8x10°
Arginin 7.0 | 2.1x10° Lecitin - | 5.0x10°
Askorbinska kis. 1.0 | 7.2x10° Manitol 7.0 | 2.7x10°
Benzen 7.0 | 3.2x10° Metanol 7.0 | 4.7x108
Benzoeva kis. 3.0 | 4.3x10° Metionin 7.0 | 5.1x10°
Butan-1-ol 7.0 | 2.2x10° Nikotinska kis. - 6.3x10°
Katalaza - 2.6x10" Fenol 7.0 | 4.2x10°
Limunska kis. 1.0 | 3.0x107 Fenilalanin 6.0 | 3.5x10°
Cistein 1.0 | 7.9x1¢° Propan-1-ol 7.0 | 1.5x10°
Cistin 2.0 | 3.2x10° Piridoksal-fosfat | - 1.6x10°
Citidin 2.0 | 2.0x10° Ribonukleaza - 1.9x10%
Citozin 7.0 | 2.9x10° Riboza 7.0 | 1.2x10°
Deoksiguanilna kis. | 7.0 | 4.1x10° Serum albumin - | 2.3x10%
Deoksiriboza 7.4 | 3.1x10° Tiourea 7.0 | 4.7x10°
Etanol 7.0 | 7.2x10% Timin 7.0 | 3.1x10°
Glukoza 7.0 | 1.0x10° Triptofan 6.0 | 8.5x10°
Glutaminska kis. 2.0 | 7.9x10’ Uracil 7.0 | 3.1x10°
Glutation 1.0 | 8.8x10° Urea 9.0 | <7.0x10°
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2.2.3. Singletni oblici kiseonika

U aktivirane oblike kiseonika ubrajaju se singletni oblici kiseonika.*
Singletni oblici kiseonika nastaju fotohemijskim ili termic¢kim reakcijama
premestanja jednog nesparenog elektrona iz razvezujuée n* orbitale molekula
kiseonika. Postoje dva oblika singlet kiseonika, stabilniji, ‘AgO,, koji nema
nesparene elektrone i nije radikal, i reaktivniji, 'Zg0O,, koji ima dva nesparena
elektrona, suprotnih spinova, u razvezujuéim n* orbitalama (slika 7).
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OROXO
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Slika 7. Elektronska konfiguracija singletnih oblika kiseonika

Singletni oblici kiseonika reaguju sa velikim brojem organskih mole-
kula direktnom hemijskom reakcijom ili preno$enjem energije ekscitacije. Ovaj
drugi mehanizam reakcije je u hemiji poznat kao “kvending” (quenching)
mehanizam, pri ¢emu se singlet kiseonik oslobada vi§ka energije i vraca u svoje
osnovno stanje, a kao proizvod reakcije nastaje neki drugi ekscitovani molekul.
Reakcijom reaktivnog oblika singlet kiseonika i biolo§kih molekula, koji u
svojoj strukturi sadrze C=C vezu, nastaju razli¢iti degradacioni proizvodi koji
prouzrokuju niz neZeljenih pojava u Zivim organizmima.*

18



2.2.4. Neutrofilni oksidanti i fagocitoza

Fagociti su krvne celije koje brane organizam od bakterijskih i gljivi¢nih
infekcija, a u toku virusnih oboljenja uklanjaju razgradene proizvode tkiva i
virusne partikule. Delovanje fagocita odvija se u nekoliko faza (slika'8).

2. Ingestija

3. Fagozom

4. Fagolizozom
- degranulacija

- mikrobicidija
5. Digestija

Slika 8. Sematski prikaz fagocitoze

Fagocite Cine dva sistema celija: polimorfonuklearni (neurtrofilni gra-
nulociti u uZem smislu) i mononuklearni fagociti. Odbrana organizma od
infekcija naruSava se kako pri snizenom broju fagocita tako i pri poremeéaju
njihove funkcije. Poremedaj funkcije fagocita moZe biti primarno uslovljen,
najceSc¢e genetski, ili sekundaran, kao posledica nekog oboljenja (infekcije,
maligniteta, malnutricije i dr.). U sluaju hroniéne granulomatozne bolesti,
infekcije su uslovljene nesposobno§éu neutrofilnih granulocita i makrofaga da
ubijaju fagocitirane katalaza-pozitivne mikroorganizme.

U serumu postoje supstance koje, vezujuéi se za bakterije, gljivice i
druge Cestice, olakSavaju fagocitozu. Te supstance nazivaju se opsoninima, a
njihovo vezivanje za mikroorganizme i &estice - opsonizacija. Termostabilni op-
sonini se nalaze u imunom serumu i to su imunoglobulini IgG klase IgG1 i
IgG3. Neposredno nakon procesa fagocitoze, ili istovremeno sa njim lizozo-
malne i specifi¢ne granule migriraju prema fagozomu, sjedinjuju se s njegovom
membranom i oslobadaju svoj sadrzaj u vakuolu, koja sada postaje fagoli-
zozom. Taj proces naziva se degranulacija. Forbol-miristat-acetat (PMA),
cikli¢ni nukleotid, stimuli§e stvaranje ciklitnog gvanozin-monofosfata unutar
Celije i izaziva tipiénu degranulaciju u normalnim neutrofilima.

Istovremeno sa procesom fagocitoze odigravaju se burne metabolicke
promene u neutrofilnim granulocitima. Naglo se povecdava utro$ak kiseonika-
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»respiratorni prasak” (respiratory burst), glikoliza, pojacana aktivnost heksozo-
-monofosfatnog puta. Sav kiseonik koji utrosi stimulisani neutrofilni granulocit
redukuje se u vodu, stvarajuéi nekoliko veoma reaktivnih meduproizvoda.
Poslednjih godina posebna paznja posvecena je stvaranju superoksid-anjon-ra-
dikala, koji nastaje jednovaletnom redukcijom molekula kiseonika ili jedno-
valentnom oksidacijom vodonik-peroksida.

Root i saradnici® su utvrdili da se sav kiseonik utroSen u toku “respi-
ratornog praska” pretvara direktno u superoksid-anjon-radikale. S obzirom na
slabu reaktivnost superoksid-anjon-radikala u vodenim rastvorima, znacajno je
da se utvrdi kakva je njegova uloga u toku baktericidne aktivnosti. Pretpos-
tavlja se da, s obzirom na kiselost vakuole (u toku fagocitoze pH vakuole se
smanjuje sa 7.4 na 6.0) , superoksid-anjon-radikali egzistiraju u svojoj reak-
tivnijoj formi HO,',i na taj na¢in deluju baktericidno.”

Osim superoksid-anjon-radikala, fagociti stvaraju i vodonik-peroksid,
hidroksi-radikale (u prisustvu jona metala, mehanizmom Haber-Weissove
reakcije) i singletne oblike kiseonika.

Elektrone za redukovanje kiseonika, odnosno za stvaranje superoksid-
anjon-radikala i vodonik-peroksida, daju redukovani piridinski nukleotidi
(NADH i NADPH):

NADPH + 20, —> NADP* + H" + 20,

Zahvaljujudi pojacanoj aktivnosti heksozo-monofosfatnog puta, odnos-
no pentozo-monofosfatnog puta razgradnje glukoze (HMP), stvara se dovoljna
koli¢ina NADPH, neophodnog za redukovanje O,.*

Oksidacioni metabolizam polimorfonuklearnih neutrofilnih granulocita
(PMN) prikazan je na slici 9.

- —— -

-

- fagozom ~ -
/7 o; H*
glukoza— glukoza— 6—PO, NADP+ | 5 >
0y TH0, T . /
(HMP) | 1 ~N ~_ (MPO) ‘halogenacua/ -
; s GSH N\ A HLO5 ~~F-mmmmmeceem = -="
ribuloza— 5—PO, NADPH-{, B0 1,0
katalaza
GSSG H*

Slika 9. Sematski prikaz oksidacionog metabolizma PMN:
(1) glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza/6-fosfoglukonat-dehidrogenaza;
(2)NADPH-oksidaza;
(3) glutation-peroksidaza;
(4)glutation-reduktaza; MPO-mijelo-peroksidaza
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Stvoreni proizvodi oksidativnhog metabolizma imaju presudnu ulogu u
ubijanju bakterija u fagozomu. Oksidacioni metaboliti i lizozomaln§ enzimi,
dospeli u fagozom procesom degranulacije, deluju zajedno u fagohzozoml_l,
ubijajudi i metaboli§uci mikroorganizme. Enzim mijelo-peroksidaza, dospela iz
lizozoma u fagozom, reaguje sa vodonik-peroksidom u prisustvu anjona CI” ili
J~ stvarajudi toksi¢ne proizvode ovih halogenih elemenata, hipohlorate i hipo-
jodate, koji imaju jako baktericidno dejstvo. U toku reakcija u kojima uces-
tvuje mijelo-peroksidaza stvaraju se i drugi, sporedni, proizvodi tih reakcija, na
primer, hidroksi-radikali i singletni oblici kiseonika, koji takode deluju
baktericidno.*®

Mijelo-peroksidaza moZe da deluje i kao katalizator u Haber-Weissovoj
reakciji:*’

H,0,+ CI' ——s HOCI + OH"

HOCl+0, — > °‘OH + O, + CI

H0, + 0, —s ‘OH +0, + OH"

Izrazito baktricidne supstance, stvorene u sistemu mijelo-peroksida-
za/vodonik-peroksid/halogen mogu da napuste éeliju i da o$tete okolno tkivo.

Slobodni radikali koji se stvaraju vancelijski mogu da ostete ili potpuno
da razore membrane koje sadrZe lipide ili vezivna tkiva. Meier i saradnici*® su
utvrdili da superoksid-anjon- i hidroksi-radikali (koji se stvaraju u prisustvu
jona metala) ucestvuju u patogenezi reumatskih bolesti, koje karakteri§u akut-
ni ili hroni¢ni inflamatorni procesi. McCord i saradnici® su ustanovili da je za
inflamatorne reumatske bolesti karateristiéno prisustvo inflamatornih déelija
(granulocita, monocita i makrofaga), stimulansa za nastajanje superoksid-
anjon-radikala (vodonik-peroksida i helata kompleksa metala) i nedostatak
enzimskih (SOD, katalaza, peroksidaza) i neenzimskih jedinjenja (vitamin A,
askorbinska kiselina, ceruloplazmin, transferin). Kod inflamatornih artropatija
granulociti se akumuliraju u sinovialnoj te¢nosti, a kod reumatskog artritisa
mogu biti izloZeni dejstvu imuno-kopleksa i drugih komplemetarnih kom-
ponenata, Sto prouzrokuje respiratorno bujanje granulocita i stvaranje slobod-
nih radikala.

Mononuklearni fagociti (makrofazi) takode podlezu opisanim metabo-
lickim procesima u toku fagocitoze.

VeliCina “respiratornog praska” izazvanog makrofazima zavisi od mesta
u tkivu na kome se makrofag pojavio. Makrofazi mogu biti stimulisani interfe-
ronom vy ili bakterijskim endotoksinima, pri ¢emu se stvaraju vede koli¢ine
superoksid-anjon-radikala.

Najbolje prouceno oboljenje sa defektnom mikrobicidijom je hroni¢na
granulomatozna bolest.*”Osnovni patogenetski mehanizam kod hroni¢ne
granulomatozne bolesti je deficit oksidativnog metaboli¢kog odgovora u toku
fagocitoze, tj. smanjenje prisustva mikrobicidnih komponenata (superoksid-
anjon-radikala, vodonik-peroksida, hidroksi-radikala, singletnih oblika kiseo-
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nika). Posledica ovih poremecaja je pojava i stalno povecavanje inflamacije
koze, pluéa, jetre i kostiju.

2.3.0 OKSIDACIJA LIPIDA

Oksidacija lipida je proces karakteristican kako za prirodne hemijske,
tako i za bioloSke sisteme. Brzina tog procesa proporcionalna je koli¢ini
nezasicenih masnih kiselina i stepenu njihove nezasiéenosti. Ukoliko se
oksidacija lipida odvija samo u prisustvu atmosferskog kisconika naziva se
autooksidacija.

Oksidacija lipida je lancana reakcija:

nezasiena masna kiselina

|

slobodan radikal -

0O,
.Y .
aktiviran peroksid

<«—nezasi¢ena masna kiselina

\J
hidroperoksid + slobodan radikal
ketoni aldehidi alkoholi drugi oksidacioni proizvodi

Prva faza oksidacije lipida naziva se inicijacija. U njoj dolazi do elimi-
nacije vodonikovih atoma iz metilenske grupe molekula nezasiéene masne
kiseline.

Oksidacija lipida se moZe inicirati hidroksi-radikalima slede¢im meha-
nizmima:

a) eliminacijom H-atoma iz C-H veze

| |
—C—H+ ‘'OH —— —C" + H—OH

b) adicijom na dvostruku vezu

—C=C—+'OH ——> —C—C_OH
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Hidroksi-radikali, nastali Fentonovom reakcijom reaguju sa nezasié¢enim
masnim kiselinama u lipidima inicirajuci na taj naéin proces oksidacije lipida.”

Jonizujude zracenje (X- i y-zraCenje, elektroni i druge Cestice) pruzro-
kuje stvaranje hidroksi-radikala jonizacijom vode, koja je glavni konstituent
prehrambenih proizvoda. Grootveld i Jain® su ispitali uticaj jonizujuceg
zradenja, doze 10 kGy, na prehrambene proizvode. Utvrdili su da u toku ozra-
divanja 1 kg neke namirnice nastaje priblizno oko 5x10° mola slobodnih
radikala, od kojih su dominantni vodonikovi atomi (H") i hidroksi-radikali
("OH).

Pod dejstvom jonizujuéeg zracenja molekuli vode reaguju prema sle-
deéem reakcionom mehanizmu:

2H,0 — H,0* + H,O* + ¢

Reakcijom homoliti¢ke fisije, u toku 10" s, molekuli vode sa ekscito-
vanim elektronima (H,O%*), daju vodonikove atome (H') i hidroksi-radikale
(COH):

H,0*—— H" + "OH
Hidroksi-radikali nastaju i kao proizvod sledece reakcije:

H,0 +H,0* —» °OH + H,0"

Superoksid-anjon-radikali, zbog svoje slabe reaktivnosti, retko ucestvuju
u reakciji inicijacije oksidacije lipida. Bielski® je utvrdio da protonovani oblik

O,"", perhidroksi-radikali (HO,"), iniciraju rekciju oksidacije lipida:

| |
—C—-H +HO,,— —C + H,0,

UV zraCenjem lipidnih sistema (LH) takode nastaju slobodni radikali
(fotooksidacija):*®

S+hv ——°S
LH+’S—— L'+ SH
S - hlorofil, eritrozin, bengalsko roza, metilenplavo

’S - tripletni oblik S
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Relativne konstante brzine oksidacije pojedinih masnih kiselina u reak-
cijama autooksidacije i fotooksidacije date su u tabeli 7.

Tabela 7: Relativne konstante brzine oksidacije pojedinih masnih kiselina u
reakcijama autooksidacije i fotooksidacije®

Masne kiseline k(mol! dm® s™)
Autooksidacija Fotooksidacija
Oleinska kiselina 1 30x10°
Linolna kiselina 27 20x10°
Linoleinska kiselina 77 70x10°

Druga faza, propagacija (produZetak) lancanih reakcija odvija se tako
§to slobodni radikali L* sa nesparenim elektronom na C-atomu reaguju sa
molekulom kiseonika, i nastaju peroksi-radikali (LOQO®). Peroksi-radikali se
stabilizuju oduzimanjem atoma vodonika od polazne supstance, i nastaju hidro-
peroksidi lipida (LOOH) i radikali L".

L+ O, —— LOO’
LOO*+ LH —— LOOH + L’

U daljem toku oksidacije broj slobodnih radikalskih vrsta (alkoksi-
radikali, LO®, peroksi-radikali, LOO?®, hidroksi-radikali, *OH) povecava se
sledeéim reakcijama:

LOOH —— LO"+ ‘OH
2LOOH— LOO® + LO"+ H,O

Konstante brzine reakcije masnih kiselina i kiseonikovih radikala na
sobnoj temperaturi prikazane su u tabeli 8 .

Tabela 8. Konstante brzine reakcije masnih kiselina i kiseonikovih radikala
na sobnoj temperaturi®’

k (mol™ dm® s™)
Masne kiseline
LOO* ‘O,H 0, LO*® ‘OH

Stearinska kiselina 103-10" | niska niska 2.3x10° 10°
Oleinska kiselina 0.1-1 niska niska 3.3x10° 10°

| Linolna kiselina 60 1.2x10° | niska 8.8x10° 9.0x10°
Linoleinska kiselina 120 1.7x10° | niska 1.3x10’ 7.3x10°
Arahidonska 180 3.0x10° | niska 2.0x10’ 10"
kiselina '
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Singletni oblici kiseonika formiraju hidro-perokside lipida sledecom
reakcijom:

L-H + '0,—LOOH

Konstante brzine reakcije inicijacije masnih kiselina singletnim oblicima
kiseonika prikazane su u tabeli 9 .

Tabela 9. Konstante brzine reakcije inicijacije masnih kiselina singletnim obli-
cima kiseonika®’

Masna kiselina k (mol™ dm’ s™)
Oleinska kiselina 0.74 x10°
Linolna kiselina 1.3x10°
Linoleinska kiselina 1.9x10°
Arahidonska kiselina 24x10°

Singletni oblici kiseonika uglavnom ne uti¢u na dehidrogenaciju organ-
skih jedinjenja, ali mogu da reaguju sa nezasiéenim vezama, kao §to su dvos-
truke veze kod nezasienih masnih kiselina (slika 10). U takvim slucajevima
reakcije se odvijaju mehanizmima 1,2- ili 1,4-adicije:

H H—0O

Y; \ \
C\ / + 102 _— (:\\ /O

Cc= . / No—¢

\ TR PR /0, ——

CH, CH, CH,

HOO, OOH

\ CH=CH CH=CH ,+\ CH-CH CH=CH ,+

CH, CH CH, ¢C CH, CH,
HOO, OOH

+\CH/ZCH=CH\CH/2CH_CP{\CH/ ) \CH/ZCHZCH\CH//CH_CH\CHé

Slika 10. Reakcije adicije singletnih oblika kiseonika na dvostruke veze
nezasiéenih masnih kiselina

U ovoj fazi oksidacije prisustvo te$kih metala deluje prooksidativno.
Bakar deluje prooksidativno veé u koncentraciji od 0.01-0.03 mg/kg jestivog
ulja. Isti uticaj je uoden i pri delovanju 1 mg gvozda/kg jestivog ulja i 1 mg
nikla/kg jestivog ulja. Ovi teski metali reaguju sa nastalim hidro-peroksidima
lipida, i formiraju slobodne radikale.”®
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Reakcijom sa Fe®* nastali hidro-peroksidi lipida formiraju alkoksi-
radikale(LO®):

LOOH +Fe¢* —» LO" + OH + Fe*

Lipidni hidro-peroksidi (LOOH) mogu se razgraditi peroksi-radikalima
nastalim termalnom dekompozicijom azo inicijatora. Pri temperaturi od 37°C
azo derivati, 2,2’-azobis(2-amidinopropan)-dihidrohlorid(ABAP) i 2,2-azo-
bis(2,4-dimetilvaleronitril) (AMVN) formiraju alkil-radikale koji reakcijom sa
kiseonikom generiSu peroksi-radikale.”® Mehanizam ove reakcije prikazan je na
slici 11.

RN=NR—L2C » N, + 2R®——» R—R , druge reakcije
20,

2ROy
peroksi-radikali

dodani lipidi

lipidna peroksidacija

s L o
HClHN—(ll—C—N=N—(II—C=NHHCl CH3—CH—CH2-(IZ—N=N—(II—CH2CH—CH3
NH, CH3 CN CN
ABAP AMVN

Slika 11. Razgradnja ABAP i AMVN i stvaranje peroksi-radikala

Labilni hidro-proksidi lipida, kao primarni proizvodi oksidacije, formi-
raju, pored slobodnih radikala, i druge (sekundarne) proizvode oksidacije. To
su aldehidi, ketoni, alkoholi, masne kiseline i druga jedinjenja koja uti¢u na
smanjenje odrzivosti prehrambenih proizvoda, a u bioloskim sistemima
prouzrokuju oStecenje éelija tkiva.

Pri vi§im temperaturama, kao primarni proizvodi oksidacije, nastaju i
cikli¢ni peroksidi, epidioksidi i epiperoksidi.” Mehanizam nastajanja lipidnih
peroksida i cikli¢nih peroksida u toku oksidacije arahidonske kiseline prikazan
je na slici 12.
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__14 _11 __8 __5 COOH

—_—\ =\ ==\ = COOH

AAAAR N

12 *8
Cikli¢ni peroksid

|

COOH

Cikli¢ni endoperoksid

O,
Hidroliza ili zagrevanje

’m + drugi proizvodi
O O

Malonaldehid

Slika 12. Mehanizam nastajanja lipidnih peroksida i cikli¢nih peroksida u toku
oksidacije arahidonske kiseline

Nastanak karbonilnih jedinjenja, kao sekundarnih proizvoda oksidacije,
zavisi od toga sa kojom metilenskom grupom masne kiseline reaguje kisconik.
Ako kiseonik deluje na Cj,-atom oleinske kiseline, proizvodi te reakcije su
heptanal i slobodni radikali (slika 13):

27



12 O
CHs—(CHz)s—CHy—CHy—CH=CH—(CH,); COOH —=—>

° ° O
CHs—(CHa)s—CH—CH,—CH=CH—(CH,);COOH + OOH —*%—>

CH;—(C H2)5—(|3 H—CH,—CH=CH—(CH,);COOH
O—O peroksi-radikal oleinske kiseline

H
/ L]
CH3—(C H2)5—C\\ + O—CH,—CH=CH—(CH,);COOH

heptanal

Slika 13. Nastajanje heptanala dejstvom kiseonika na C,,- atom oleinske
kiseline

Simic i saradnici® su utvrdili da se reakcijom Fe®* i hidro-peroksida
linolne kiseline (H,L) na C,;-atomu nastaju pentil-radikali i pentan. Ta reakcija
prikazana je na slici 14.

OOH (“)
ANV OAAASR
lF62+
b o)

inL

/\/\ pentan

Slika 14. Reakcija nastajanja pentana razgradnjom peroksida lipida na C,;-
atomu linolne kiseline

U toku oksidacije lipida najéesce nastaju 4-hidroksi-2,3-frans-nonenal i
malonaldehid.®

Trecda, zavrS$na, faza oksidacije lipida je reakcija izmedu slobodnih
radikala, pri éemu nastaju polimeri, koji su stabilni i nereaktivni:
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L'+ L —— L-L
L'+ LOO® —— LOOL
LO* + LO* —— LOOL

LO* + L'™—— LOL

LOO® + LOOL—— LOOL + O,

Oksidacija ulja se odvija , u manjem ili veéem stepenu, veé tokom pro-
izvodnje, a zatim tokom njegovog ¢uvanja. Na slici 15 prikazana je stabilnost
uobidajenih biljnih ulja.”

—&@— suncokretovo ulje
100 ~ —B— sojino ulje

—&— kukuruzno ulje
—>—maslinovo ulje
—¥— susamovo ulje

<

>

8

= |
S 50

i)

(7]

X

O

0 T 1

0 10 20 30 40 50
Vreme inkubacije (60°C)

Slika 15. Stabilnost ulja na 60°C u funkciji vremena

2.3.1. Antioksidanti

Naucna istrazivanja novijeg datuma usmerena su na sintezu vestackih i
na izolovanje prirodnih antioksidanata koji bi usporili oksidaciju masti i biljnih
ulja, i tako produzili njihovu upotrebljivost.

Delovanje antioksidanata zasniva se na njihovoj sposobnosti da:

- deluju kao hvataci (skevindZeri ) slobodnih radikala;

- daju elektrone;

- razgraduju hidro-perokside lipida koji su nastali u fazi
propagacije;

- eliminiSu dejstvo singletnih oblika kiseonika;

- inhibiraju neke enzime;

- pokazuju sinergetske efekte ;

- redukuju neka jedinjenja.®®
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Biohemijski antioksidanti su: NADPH, ubihinon, mokracna Kkiselina,
bilirubin, metalo-enzimi ( SOD, katalaza, GSH) i neki metalo-vezujuci proteini
| (ceruloplasmin, metalotionein, albumin, transferin, feritin, mioglobin).

Najpoznatiji sinteticki antioksidanti su: askorbil-palmitat (AP), terc-bu-
til-4-hidroksianizol (BHA), ferc-butil-4-hidroksitoluen (BHT), propil-galat
(PG), butil-galat (BT), oktil-galat (OG), dodecil-galat (DG), ferc-butil-hidrohi-
non (TBHG) i limunska kiselina.

Ito i saradnici® navode da sinteti¢ki antioksidanti, narocito terc-butil-4-
-hidroksianizol i ferc-butil-4-hidroksitoluen stimuliSu nastajanje karcinoma u
tkivima ¢oveka. U Japanu, SAD i drugim razvijenim zemljama sinteticki anti-
oksidanti se sve manje koriste, zbog njihovog propratnog toksi¢nog delovanja.®’

Najznacajniji prirodni antioksidanti u biljnim uljima su tokoferoli (a, B,
v, 8), askorbinska kiselina, karotenoidi i vitamini.

Antioksidativno delovanje tokoferola je vrlo kompleksno. Burton i
Traber® su saopstili da je najznacajnija osobina a-tokoferola, najvaznijeg kons-
tituenta vitamina E, eliminacija slobodnih radikala u toku oksidacije lipida.
Reakcija a-tokoferola (a-T-H) i peroksi-radikala (LOO-) Sematski se moze
prikazati na slede¢i nacin:

o-T-H + LOO* *— oT + LOOH

Hromanoksi-radikali (o-T") stabilizuju se reakcijama sa askorbinskom
kiselinom®™ ili sa ubihinonom (redukovani oblik koenzima-Q - CoQH,) 7,
prema slede¢im reakcionim Semama:

o-T° + askorbat —> o-T-H + askorbil®

oT* + CoQH, — «-T-H + CoQH® + H*

Askorbinska kiselina, u zavisnosti od reakcionih uslova ima sledede
antioksidativne osobine:

- deluje kao hvata¢ HO,", O," " , LOO", *OH, tiil-, sulfenil- i nitroksid-ra-
dikala;

- inaktivira singletne oblike kiseonika;

- inaktivira neutrofilne oksidante;

- deaktivira dejstvo hipohlorne kiseline;

- redukuje nitrozo-amine u neaktivne proizvode.

Mnogi autori navode™”, da askorbinska kiselina u prisustvu metalnih
jona deluje prooksidativno, pa prouzrokuje o§teéenja humanog tkiva.

Iz stabljika, li§¢a, cvetova i plodova nekih biljaka, klica kukuruza, zobi,
pirinanog semena, kao i iz mnogih zad¢inskih biljaka, pogodnim rastvara¢ima
ckstrahovani su sirovi ekstrakti jakih antioksidativnih osobina.” U ovim
ckstraktima, instrumentalnim analiti¢ckim metodama su ustanovljena razligita
organska jedinjenja, od kojih dominantnu ulogu pri antioksidativnom delo-
vanju imaju polifenolna jedinjenja.
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Prehrambena industrija koristi razli¢ita prirodna jedinjenja, kao aditive,
za poboljSanje konzervisanja hrane. Najnovija istraZivanja ukazuju da polife-
nolna jedinjenja svojim fiziCko-hemijskim karakteristikama i raznovrsno$cu
strukture predstavljaju grupu jedinjenja koja u organizmu doprinose dobrom
fizioloskom funkcionisanju ¢éelija i zastiti oksidativnih biomolekula (lipida, pro-
teina, nukleinskih kiselina).

2.3.2. Hemijske i fizicko-hemijske metode ispitivanja oksidacije lipida

Proces i stepen oksidacije lipida moZe se utvrditi razli¢itim hemijskim i
fizi¢ko-hemijskim merenjima.” U praksi se najée$ée koriste analiticke i instru-
mentalne metode navedene u tabeli 10 .

Tabela 10. Metode ispitivanja oksidacije lipida

1. Odredivanje vrednosti peroksidnog broja (PV)
Jodometrijskom metodom: ROOH + 2KI——— ROH + I, + K,O
Tiocijanatnom metodom: ROOH + Fe**—— ROH + "OH + Fe*

2. Merenje proizvoda razgradnje

Odredivanjem karbonilnog broja-kolorimetrijski sa 2,4-dinitrofenilhidrazin
derivatima

Odredivanjem TBA vrednosti-kolorimetrijski sa tiobarbiturnom kiselinom
Gasnom hromatografijom (GC)

Gasno hromatografsko-Masenom spektroskopijom (GC/MS)

3. Merenje utroSenog kiseonika
Gravimetrijskom metodom
Varburgovom metodom

4. Fizicko-hemijske metode
UV apsorpcijom

IR spektroskopijom

ESR spektroskopijom
Fluorescentnim merenjem
Hemiluminiscentnom metodom

Odredivanje ukupne koli¢ine nastalih hidro-peroksida lipida, (PV-pe-
roksidni broj) jodometrijom ili tiocijanatnom metodom je $iroko primenjena
metoda istraZivanja u in vitro sistemima, narogito kod merenja peroksidnog
broja masti i ulja.””

Malonaldehid, sekundarni oksidacioni proizvod oksidacije lipida odre-
duje se tiobarbituratnim testom. Reakcijom malonaldehida i tiobarbiturne
kiseline nastaje proizvod ruZiaste boje. Kvalitativne i kvantitativne osobine
ovog proizvoda defini§u se merenjem absorbancije rastvora na 532 nm. Ova
metoda se veoma Cesto koristi za odredivanje stepena lipidne oksidacije hrane i
bioloskih sistema, iako prisustvo drugih obojenih materija moze da interferira
reakciju, pa dobijeni rezultati ne moraju da izraZavaju stvarnu vrednost hidro-
peroksida lipida u analiziranom sistemu.
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Hidroksialkenal - 4-hidroksi-2,3- frans-nonenal, krajni proizvod oksida-
cije lipida, reaguje sa 2,4- dinitrofenilhidrazinom i formira 2,4- dinitrofenilhi-
drazone. Proizvodi ove reakcije analiziraju se HPLC ili GC/MS metodama.®

Gasno-hromatografska analiza isparljivih proizvoda nastalih u toku
oksidacije lipida (na primer, etana ili pentana nastalih oksidacionom fragmen-
tacijom alkoksi-radikala nezasi¢enih masnih klsehna) se koristi  prilikom
ekspiracije bioloskih sistema i Zivih organizama.®

Gasno-hromatografsko i maseno-spektroskopska (GC/MS) metoda je
visoko osetljiva metoda za odredivanje hidro-peroksida lipida. Osnovni princip
ove metode je da se ekstrahovani proizvodi oksidacije lipida redukuju natri-
jum-bor-hidridom, a zatim se dobijeni alkoholi razdvaJaJu gasnom hromatogra-
fl]OIIl i identifikuju masenom spektroskopijom.*

Merenje smanjenja rastvorenog kiseonika u lipidima (Varburgova meto-
da), kao i merenje povecanja mase sistema usled nastanka oksidacionih proiz-
voda, jednostavan je postupak, ali postoje mnogi ogranicavajuci faktori za
njegovu primenu. .

Oksidacija lipidnih sistema utvrduje se merenjem apsorpcije UV
svetlosti lipida na 234 nm , uslovljene prisustvom konjugovanih dvostrukih veza
estara nezasic¢enih masnih kiselina. **

Sifove baze, nastale reakcijom karbonilnih jedinjenja dobijenih oksida-
cijom lipida i amino jedinjenja, su luminiscentne supstance. Ove supstance,
zvane lipofucscini, nakon ekscitacije UV zracenjem na 350-360 nm odreduju se
merenjem apsorpcije na 420-450 nm.

Hemiluminiscentnom (CL) metodom meri se vrlo slaba luminiscencija,
nastala usled prisustva ekscitiranih molekula karbonilnih jedinjenja ili singlet
kiseonika i luminiscentnih reagenasa, luminola (5-amino-2,3-dihidroftalazin-
dion) ili lucinigenina (dimetilbiakridinium-dinitrat) koji se dodaju ispitivanim
sistemima.®

ESR metoda je jedina instrumentalna metoda za direktno odredivanje
slobodnih radikala nastalih tokom oksidacije lipida. Ova metoda u kombinaciji
a “spin-trap” tehnikom primenljiva je u svim Zivim sistemima, kao i u pre-
hrambenim proizvodima.®**

2.4.0. ELEKTRON SPIN REZONANTNO ISPITIVANJE
SLOBODNIH RADIKALA

2.4.1. Elektron spin rezonancija

Elektron spin rezonancija (ESR) je spcktroskopska metoda zasnovana
na rezonantnoj apsorpciji elektromagnetnog zracenja od strane ncsparemh
elektrona u homogenom magnetnom pol]u Cesto se ova metoda naziva i
elektron paramagnetna rezonancija (EPR), jer se njome mogu ispitivati samo
paramagnetne supstance, odnosno supstance koje sadrze atome, jone ili mole-
kule sa nesparenim elektronima.

Samu pojavu na kojoj se zasniva ESR spektroskopija otkrio je ruski
naucnik Zavojski, 1944. godine, eksperimenti§uci paramagnetnim solima pre-
laznih metala. U prvim godinama nakon otkri¢a ESR spektroskopija se koristi-
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Ja uglavnom u fizici, ali sa razvojem eksperimentalne tehnike, usledila je njena
primena u hemiji , biologiji i medicini.®

U biologiji se ESR spektroskopija primenjuje za detekciju radikala
nastalih fotohemijskim ili radiolitickim putem, zatim za ispitivanje enzimskih
reakcija, fotosinteze, metalo-enzima, flavo-proteina, mikroorganizama i pre-
hrambenih proizvoda koji su u pripremi ili preradi ozraceni.

U oblasti medicine ESR spektroskopija koristi se za ispitivanje kance-
rogeneze, krvi, Zivih tkiva i dr.”

U nekim oblastima hemije, na primer, u hemiji slobodnih radikala, ESR
spektroskopija predstavlja osnovnu eksperimentalnu tehniku za ispitivanje
oksido-redukcionih procesa, biradikalskih i triplet stanja molekula, strukture i
reakcija polimera, mehanizama organskih reakcija slobodnih radikala itd.”

2.4.2. PonaSanje slobodnih radikala u magnetnom polju

Moguénost dokazivanja slobodnih radikala vezana je za njihove mag-
netne osobine.Te osobine defini§u se merenjem magnetne susceptibilnosti:

x= UH 1]
gde je:

I - nuklearni spin, a
H - jaina magnetnog polja

Paramagnetne supstance imaju x>0. Paramagnetizam poti¢e od spina
nesparenih elektrona ¢iji su spinski i ugaoni momenti u interakciji sa poljem.
Orjentacijom magnetnih momenata u polju uspostavlja se stati¢ka raspodela za
sve mogucée z-komponente, a orjentacija magnetnog polja zavisi od tem-
perature.”

Kada se magnetni dipolni momenat nade u stalnom magnetnom polju
H, prouzrokuje oko tog polja precesiju ugaonom brzinom:

OJL: 'YH | 2 I
gde je:

Y -Ziromagnetni odnos, a
o - ugaona brzina koja se naziva Larmorova frekvencija.

Takva precesija proizvodi oscilatorni magnetni momenat u ravni nor-
malnoj na polje H. Ako se primeni promenljivo magnetno polje H,<<H i H, L
H, tada dolazi do interakcije izmedu komponenti dipolnog magnetnog mo-
menta i tog polja. Ta interakcija ¢e imati znatan efekat na promenu energije
dipola samo ako su vrednosti frekvencije promenljivog polja H, u uskom
intervalu o;. Kada je o= oy, ispunjen je uslov za rezonanciju, odnosno postoji
mogucnost promene energije dipola. Ova pojava izmene energije naziva se
magnetnom rezonancom.
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Kvantnomehanicki pristup ovom problemu moZe se definisati Schro-
' dingerovom jednadinom za sistem u magnetnom polju:

ky; =E v |3\

gde je:

y; - talasna funkcija stanja sistema,
« - Hamiltonijan ili operator energije za sisteme, a
E, - svojstvena vrednost stanja 1.

Resenjem Schrodingerove jednacine dobija se izraz za energiju:

Ey= -y HM 4]
gde je:
M - magnetni kvantni broj koji moZe imati vrednosti -J, -J+1,....... , H.

Cepanje energetskih nivoa u magnetnom polju, tzv. Zeemanovo ce-
panje, zavisi od jacine tog polja u iznosu faktora y. Zeemanova energija Ey, je
kvantizirana u skladu sa kvantiziranjem komponenata momenta J u smeru
polja H;. Energetski nivo paramagnetne Cestice koja je odredena kvantnim
brojem J u konstantnom magnetnom polju cepa se na 2J+1 nivoa, koji su
medusobno odvojeni razlikom energije AE.

AE=y H 5]

gde je:
k- veli¢ina definisana izrazom h/2x, pri ¢emu je h Planckova konstanta

U visokofrekventnom magnetnom polju H; koje je normalno na kon-
stantno magnetno polje H, tako da je

ho=AE 6]

dolazi do prelaza izmeéu susednih nivoa, saglasno pravilu izbora AM = =+ 1,
odnosno do magnetne rezonancije. Ako dipolni momenat potie od elektrona,
onda se govori o spinskoj rezonanciji (ESR), a ako potie od atomskih jezgara,
rec je o nuklearnoj magnetnoj rezonanciji (NMR).
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2.4.3.Fenomen elektron spin rezonancije

Osnov za elektron spin rezonanciju je Zeemanov efekat, koji je posle-
dica interakcije spina elektrona i spina jezgra sa spoljaSnjim magnetnim poljem.
Energija te interakcije data je izrazom:

E,=-pH =- (u’+ m)- H 7]
gde su:

p.” 1y’ - spinski magnetni momenti elektrona i jezgra u praveu z-ose i izrazeni
su u jedinicama .

Saglasno pravilu izbora za ESR spektroskopiju (AM; = 0 i AMg =+ 1),
~ energetska razlika dva nivoa izmedu kojih je dozvoljen prelaz bice:

AE=g. B, H 8]

gde je:

g. - spektroskopski faktor cepanja, koji u slucaju slobodnog elektrona ima
vrednost 2.0023,

B. - Bohrov magneton, definisan izrazom eh/2m,, pri ¢emu su e i m,
naelektrisanje i masa elektrona.

Ako se na stalno magnetno polje primeni visokofrekvetno magnetno
polje takve frekvencije v, da je:

AE=hv,=g, B, H 9]
do¢i ¢ée do prelaza izmedu susednih Zeemanovih nivoa, uz odgovarajuéu
promenu spina elektrona. Jednagina |9 | daje uslov elektron spin rezonancije.

Za slozeniji slu¢aj kada pored spinskog ugaonog momenta postoji i orbitalni
ugaoni momenat, rezonantni uslov je:

AE=hv,=g- B, H ' 110]

gde se, zbog orbitalnog doprinosa, g-vrednost razlikuje od g, za slobodan
elektron iz jednagine 9.
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2.4.4. Osnovne karakteristike apsorpcionih linija u ESR spektrima

Elektron spin rezonantni spektar je prvi izvod apsorbovane mikro-
talasne energije, u zavisnosti od jacine primenjenog magnetnog polja. Osnovne
karakteristike ESR apsorpcione linije spektra, na osnovu kojih se mogu dobiti
znat¢ajne informacije o posmatranom sistemu, jesu:

poloZaj apsorpcione linije,

intezitet apsorpcione linije,

Sirina apsorpcione linije,

oblik apsorpcione linije,

broj linija i njihovo razdvajanje, odnosno hiperfina struktura
apsorpcione linije.

o . Bl B

Polozaj apsorpcione linije ESR spektra

PoloZaj apsorpcione linije ESR spektra odreduje g-vrednost nesparenih
elektrona, koja se naziva i spektroskopski faktor cepanja, a definisan je odno-
som veli¢ine magnetnog momenta i orbitalnog momenta jednog elektrona.

Ako se ESR spektar snima pri konstantnoj frekvenciji upadnog elektro-
magnetnog zracenja (Sto je pravilo u ESR spektralnoj analizi), g-vrednost
nesparenih elektrona u ispitivanom sistemu, prema izrazu koji definiSe uslov
elektron spin rezonancije 9], jednoznacno odreduje jacinu magnetnog polja
pri kojoj dolazi do rezonantne apsorpcije zraenja, odnosno polozaj apsorp-
cione linijje u ESR spektru. Univerzalna konstanta, g-vrednost, je karakte-
risticna za potpuno slobodan elektron (g.= 2.0023), ukoliko se vrednost H u
izrazu za uslov rezonanzije 110 posmatra kao jac¢ina magnetnog polja koje de-
luje na elektron.

Medutim, primenjeno spoljasnje magnetno polje moZe, u uzorku koji
sadrZzi nesparene elektrone, da indukuje unutra$nje magnetno polje, koje ée
uvecati ili umanjiti jacinu spoljasnjeg magnetnog polja. Zato je pogodnije da se,
umesto efektivnog (lokalnog) magnetnog polja, koje deluje na nespareni
clektron, rauna sa vrednoséu jaine spolja$njeg magnetnog polja, a da se g-
vrednost posmatra kao promenljiva veli¢ina, karakteristi¢na za molekul, jon ili
atom u kome se nespareni elektron nalazi. Osnovni izvor lokalnog magnetnog
polja, koje uzrokuje odstupanje g-vrednosti od vrednosti za slobodan elektron,
8., J€ ugaoni orbitalni momenat nesparenog elektrona. Pri tome je veli¢ina
lokalnog magnetnog polja proporcionalna ja¢ini primenjenog spoljasnjeg mag-
netnog polja. :

g-Vrednost je anizotropna veli€ina, jer zavisi od orjentacije primenjenog
magnetnog polja u odnosu na posmatrani sistem. U opStem slucaju se iz ESR
spektra Evrstih supstanci mogu dobiti tri osnovne g-vrednosti, g,, g, 1 g,, za tri
razli¢ite orjentacije primenjenog magnetnog polja, koje su paralelne trima
glavnim osama (x,y i z) ispitivanog sistema. Za sisteme koji imaju osu simetrije
mogu se dobiti dve karakteristicne g-vrednosti: jedna odgovara normalnoj, i
druga paralelnoj orjentaciji primenjenog magnetnog polja, u odnosu na osu
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simetrije. U te¢nostima se zbog izraZzenih spin-orbitalnih interakcija, mogu
detektovati samo prosecne g-vrednosti, koje iznose:

8= 13(8ex + 8yy + 82 ) 111]

g-Vrednost se moze odrediti kori§éenjem jednacine za uslov rezonan-
cije, ukoliko se dovoljno precizno mogu izmeriti ja€ina primenjenog magnet-
nog polja i frekvencija rezonantnog zracenja, ili poredenjem sa standardima.
Kao standardi najces$ée se koriste: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) &ija g-
vrednost iznosi g,= 2.0036 = 0.0002 i peroksilamin-disulfonat (Fremyjeva so)
sa g,= 2.0057 + 0.0001.

Poznavanje g-vrednosti ESR signala nepoznatog porekla moZe znatno
da olaksa njegovu identifikaciju. U tabeli 11 su navedene karakteristicne g-
vrednosti za pojedine slobodno-radikalske vrste.

Tabela 11. Karakteristi¢ne g-vrednosti za pojedine slobodno-radikalske vrste

Slobodno-radikalske vrste Opseg g-vrednosti
Aromati¢ni ugljovodoni¢ni radikali 2.0024 - 2.0028
Flavosemihinoni 2.0030 - 2.0040
Benzosemihinoni 2.0040 - 2.0050
Nitroksidi 2.0050 - 2.0060
Peroksi-radikali 2.0100 - 2.0200
Radikali koji sadrze sumpor 2.0200 - 2.0600

Intezitet linije ESR spektra

Prisustvo nesparenih elektrona uzrokuje apsorpciju elektromagnetnog
zracenja, a veli€ina te apsorpcije u homogenom magnetnom polju je proporcio-
nalna razlici popunjenosti energetskih nivoa izmedu kojih dolazi do prelaza.
Mikrotalasna snaga koju apsorbuje uzorak proporcionalna je broju kvanata
energije koji se apsorbuju u sekundi i jednaka je verovatnodi prelaza i broju
spinova u niZem nivou i energiji hv svakog kvanta.

Maksimalna amplituda signala dobija se kada je v=v, (v, je rezonantna
frekvencija), a odredena je polusirinom Av na poluvisini apsorpcione linije. Na
datoj vrednosti frekvencije i temperature razlika u populaciji izmedu dva nivoa
ostaje konstantna, pa je veli¢ina apsorbovane mikrotalasne snage proporcional-
na ukupnom broju nesparenih elektrona u uzorku.”

Teorijskim razmatranjima se moZe doci do izraza za izraCunavanje broja
nesparenih elektrona u ispitivanom uzorku,” ali se u prakti¢nom radu, kada je
to potrebno, broj, odnosno koncentracija nesparenih elektrona najcesce odre-
duje na osnovu poredenja sa standardima. Ukoliko se apsorpcione linije uzorka
i standarda medusobno ne razlikuju po §irini i obliku, intenziteti se mogu upo-
rediti direktno. Medutim , ako postoji razlika u Sirini i/ili obliku, pri izra¢una-
vanju se mora uzeti u obzir celokupna povrsina ispod apsorpcione krive.
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Sirina apsorpcione linijje ESR spektra

Sirina apsorpcione linije ESR spektra direktno zavisi od cepanja ener-
getskih nivoa u kojima se nalaze nespareni elektroni. Merenjem §irinej lini]:e
dobija se informacija o veli€ini interakeije koju trpi nespareni elektron i koja
uzrokuje cepanje njegove energije. Sirenje linije, okarakterisano polusirinom
Av na poluvisini amplitude, prouzrokovano je u najvecoj meri ograni¢enjem
vremena Zzivota spinskog stanja, tj. “spin-reSetka” i spin-spin relaksacijama, sa
odgovaraju¢im vremenima relaksacije Ty, odnosno T, tako da je:

Av=1/27At ~ 1/27T , |12

gde je:

T - relaksaciono vreme koje karakteriSe Sirinu linije, a
Av=1/T; + 1/T,

Kod relaksacija tipa “spin-reSetka” dolazi do razmene energije izmedu
nesparenih elektrona i termalnih vibracija reSetke. Termin “reSetka” u ovom
slucaju ne odnosi se striktno na kristalnu reSetku, ve¢ oznacava ostatak mole-
kula u kome se nalazi nespareni elektron, ili uzorak u celini. Ovu vrstu relak-
sacije karakteriSe vreme relaksacije T, koje predstavlja vreme potrebno da
sistem nesparenih elektrona povrati termi¢ku ravnoteZzu nakon ozralivanja.
Vreme relaksacije T, zavisi pre svega od blizine pobudenih energetskih stanja
1 od temperature uzorka.

Kod relaksacija tipa spin-spin prvenstveno se posmatra magnetno polje
koje nespareni elektron proizvodi u neposrednoj okolini. Na rastojanjima koja
su reda veli¢ine udaljenosti izmedu paramagnetnih Cestica u uzorku, ovo mag-
netno polje moze da dostigne veli¢inu i od nekoliko G, §to utiGe na susedne
nesparene elektrone i smanjuje vreme Zivota pobudenog stanja. Ovaj efekat se
moZe smanjiti razblaZivanjem uzorka nekom dijamagnetnom supstancom, pri
¢emu se kao rezultat dobijaju ESR spektri sa uzim linijama. Relaksaciju tipa
spin-spin karakteriSe relaksaciono vreme T,, na koje prvenstveno utiu lokalne
varijacije efektivnog magnetnog polja u blizini nesparenog elektrona.

Oblik apsorpcione linije ESR spektra

Oblik ESR linije odreden je vrstom interakcije izmedu spinskog sistema
1 njegove okoline. U homogenim sistemima, u kojima je proces relaksacije
kontrolisan “spin-re§etka” interakcijama, mikrotalasna energija koju sistem ap-
sorbuje raspodeljuje se tako da je spinski sistem u termickoj ravnoteZi, a ap-
sorpcione linije imaju Lorencijanov oblik. U nehomogenom spinskom sistemu
pojedini elektroni mogu biti u razli¢itim lokalnim poljima, pa rezonancija nije
istovremena za sve spinove. Ako su spin-spin interakcije slabije u poredenju sa
relaksacijama reSetke, spinski sistem necde dosti¢i termitku ravnotezu, i apsorp-
ciona linija ée imati Gausov oblik. Evidentne su razlike izmedu ova dva oblika

38



‘ ESR linija. Lorencijanova linija je oStrija, uZa je funkcija prema centru linije, a
intezitet opada sporije sa rastojanjem od centra. Spektralne linije Gausovog
tipa imaju vecu Sirinu na polovini int_czjteta i zZnatno brze opadajg.prema
krajevima. Oblik apsorpcione linije zavisi od okruZenja atoma, jona ili mole-
kula koji sadrZi nespareni elektron i karaktristiCan je za dati sistem. Za ESR
spektre paramagnetnih Cestica u rastvorima karakteristiCan je Lorencijanov
oblik apsorpcionih linija.

Hiperfina struktura linjja u ESR spektrima

Elektron spin rezonantni spektar se sastoji ili od jedne simetri¢ne linije,
tzv. “singletne” linije, ili od vedeg broja linija. “Singletna” linija nastaje kao
rezultat superpozicije velikog broja linija, $to uslovljava relativnu nedefinisa-
nost takvog spektra.

Elektron spin rezonantni spektri veéine paramagnetnih supstanci sasto-
je se iz veceg broja linija, $to je posledica magnetnih interakcija nesparenih
elektrona sa nukleusima atoma u molekulu ili u kompleksu koji poseduje mag-
netne momente. U ESR spektroskopiji se javljaju dve vrste razloZene strukture
spektralnih linija, i to hiperfina, koja potice od interakcija sa nuklearnim mag-
netnim momentima, i fina, koja poti¢e od interakcije sa magnetnim momen-
tima drugih nesparenih elektrona u istoj paramagnetnoj Cestici. U ESR spek-
trima organskih slobodnih radikala u rastvorima uocava se hiperfina struktura,
a fina struktura se javlja samo u ESR spektrima paramagnetnih estica sa dva
ili viSe nesparenih elektrona u ¢vrstom stanju. Hiperfina struktura daje puno
informacija o uzorku; o identitetu i broju atoma koji grade molekule ili kom-
plekse, o njihovoj udaljenosti od nesparenog elektrona.

Magnetna jezgra, odnosno jezgra koja poseduju nuklearni spin (I>0; I-
spin kvantni broj), zauzimaju pod dejstvom spolja$njeg magnetnog polja razli-
Cite prostorne orjentacije, a svakoj takvoj orjentaciji odgovara odredeni ener-
getski nivo. Broj mogucih energetskih nivoa je odreden, i zavisi od brojne vred-
nosti I, a moze se izraziti sledeéim nizom:

Ako je takvom atomu pridruZzen nespareni elektron, efektivno mag-
netno polje koje elektron oseca zavisi¢e ne samo od veli¢ine primenjenog polja
H vec i od veliine i prostorne orjentacije magnetnog momenta jezgra, py.
Sprezanje magnetnog momenta jezgra i nesparenog elektrona okarakterisano
Je sa dve osnovne interakcije: kontaktnom i dipolnom interakcijom.

Kontaktna interakcija, koju je prvi uveo Fermy,™ javlja se u principu
samo kada nespareni elektron poseduje kona¢nu gustinu nalaZenja na jezgru,
odnosno kada atomska orbitala u kojoj se nespareni elektron nalazi poseduje
bar delimi¢ni s karakter, posto &iste p, d i f atomske orbitale imaju nodalnu
(Svornu) tatku na jezgru atoma. Kontaktna interakcija je izotropna. Dipolna
interakcija predstavlja klasiénu interakciju izmedu dva magnetna momenta i
anizotropna je. Prosena vrednost anizotropne dipol-dipol interakcije u ras-
tvorima je nula, pa je za razmatranje hiperfine strukture u ESR spektrima or-
ganskih slobodnih radikala u rastvorima znacajna samo kontaktna interakcija.
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Vodonikovi atomi predstavljaju najjednostavniji sistem u kome dolazi
| do hiperfine interakcije nesparenog elektrona i protona atomskog jc%gra, koja
poseduje nuklearni magnetni momenat. Kod protona 1=1/2 moguce su dYe
vrednosti za My, +1/2 i -1/2, odnosno, mogucée su dve prostorne orijentacije
magnetnog momenta jezgra, Ly, u odnosu na primpnjepq magnetno polg'e H:
jedna je paralelna sa primenjenim magnetnim polj_em i ima nizu energiju, a
'~ druga je antiparalelna sa magnetnim poljem iima viSu energiju. Na slici 16 pri-
kazane su sve moguce kombinacije prostornih orijentacija p, i py u odnosu na
primenjeno magnetno polje H.

A
H EN Ke

|
|
|
|

Slika 16. Sematski prikaz moguéih uzajamnih prostornih orijentacija magnetnih
momenata nesparenog elektrona i protona u homogenom magnetnom
polju

Posto su u ESR spektroskopiji dozvoljeni samo oni prelazi kod kojih se
ne menja spin jezgra (A M;=0) u ovom sluc¢aju su mogucéa samo dva prelaza:
15213—4.

U opStem slucaju interakcije nesparenog elektrona sa jednim atomskim
Jezgrom kod koga je I>0 moZe se smatrati da se lokalno magnetno polje ,H,,,
koje proizvodi nuklearni magnetni momenat, vektorski sabira sa spoljasnjim
(primenjenim) magnetnim poljem, H,,, i daje efektvno magnetno polje, Hy,
koje oseca nespareni elektron:

H,-H,_ +H,, 13|
P

Magnetni kvantni broj, M;, ima (2I+1) mogucih vrednosti, pa d¢e
postojati i (2I+1) mogucih vrednosti za jadinu lokalnog magnetnog polja. Rezo-
nantni uslov, prema tome, moZe biti zadovoljen sa (2I+1) razli¢itih vrednosti
Jatine spoljasnjeg magnetnog polja, i u ESR spektru ée se pojaviti (2I+1)
apsorpcionih linija. Vrednosti jaine magnetnog polja, H,, za koje je zadovoljen
rezonantni uslov date su izrazom:
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H =H,-a'M, | 14]
gde je:

a - konstanta hiperfinog cepanja ( izraZena u jedinicama ja¢ine magnetnog po-
lja,

H, - vrednost jaine rezonantnog magnetnog polja za a=0,

M; - magnetni kvantni broj.

Kod veéine slobodnih radikala nespareni elektron stupa u interakciju sa
dva ili viSe atoma koji poseduju nuklearni spin, i dolazi do cepanja spektralne
linjje pod uticajem svakog pojedinacnog jezgra. U najjednostavnijem slucaju,
kada nespareni elektron stupa u interakciju sa dva ekvivalentna protona (I1=1/2,
a,=a,=a), ESR spektar ¢e se sastojati od tri linije sa odnosom inteziteta 1:2:1.
Kada nespareni elektron stupa u interakciju sa tri ekvivalentna protona (I1=1/2,
a,=a,=a;=a), ESR spektar ¢e se sastojati od Cetiri linije sa odnosom inteziteta
1:3:3:1, §to je prikazano na slici 17 .

Slika 17. Energetski nivoi za slobodne radikale sa tri ekvivalentna protona

U opStem slu€aju, kada nespareni elektron stupa u interakciju sa n
ckvivalentnih magnetnih nukleusa, broj hiperfinih linija ESR spektra (N,;,) je
dat izrazom :

N,.=2In + 1 115]

Odnos inteziteta linija u ESR spektru uslovljen je degenerisano$éu
energetskih nivoa i definisan je koeficijentima izraza:

(T4+x+..t X2 4 x2)°

U tabeli 12 dati su broj i odnos inteziteta ESR linija nastalih usled inte-
rakcije nesparenog elektrona sa n ekvivalentnih protona.
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Tabela 12 . Broj i odnos inteziteta ESR linija nastalih usled interakcije
nesparenog elektrona sa n ekvivalentnih protona

Broj protona Broj linija Odnos inteziteta
0 1 1
1 2 11
2 3 121
3 4 1331
4 5 14641
5 6 1510 10 5 1
6 7 16 15 20 15 6 1

Ako nespareni elektron stupa u interakciju sa vedim brojem neekvi-
valentnih protona (slika 18) ili jezgara koja poseduju nuklearni spin, dobijaju
se znatno sloZeniji ESR spektri, u kojima c¢esto nije moguée uociti sve
oc¢ekivane linije, zbog njihovog preklapanja. Ukupan teorijski broj linija u ovim
ESR spektrima izraCunava se na sledeéi nacin:

Npee=IT (2Iin;+1) ‘ 16‘

aq

N
30

Slika 18 . Energetski nivoi za slobodne radikale sa tri neekvivalentna protona

2.4.5. ESR i “spin-trap” metoda

ESR spektroskopija je izuzetno osetljiva metoda, kojom mogu da se
detektuju koncentracije slobodnih radikala i nize od 10" mol/dm?®, pod uslo-
vom da se radikali zadrZe u ispitivanom sistemu onoliko vremena koliko je
potrebno da se detektuju. Za analiziranje nestabilnih slobodnih radikala prime-
njuje se “spin-trap” (hvatanje radikala) metoda. Dodavanjem odredenih organ-
skih jedinjenja, tzv., “spin-trap”-ova (hvataca radikala) u sistem sa prisutnim
reaktivnim radikalima, medusobnom reakcijom, nastaju relativno stabilni radi-
kali, pogodni za detekciju ESR spektroskopijom.

Reakcijom nitrozo-jedinjenja (R-NO) ili nitrona (R’—CH:1\|I+—R”) sa

O_
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reaktivnim radikalima (X") dobijaju se nitroksid-radikali sa relativno dugim
vremenom Zivota. Na primer:

R-N=O + X*— R—II\I—O'
X

R’—CHzll\I—R” + X'— R’—(fH—I\|I—R”
O~ X O

U tabeli 13 prikazani su najcesée koriséeni “spin-trap”-ovi za reaktivne,
odnosno nestabilne slobodne radikale.

Tabela 13 .”Spin-trap”-ovi (hvataci radikala)

Naziv Skraéenica Strukura
CH,
terc-Nitrozobutan tNB H3C——:C—N=O
CHj;
-
T UNccHy)
N-terc-Butil-a-fe- PBN ”
nilnitron
H,C—CH,
5,5-Dimetilpirolin-N- O V.
- SE, 3,08
-oksid DMPO H;C ITI
t-
N=0
. L (CHs)s C(CHs)s
2,4,6-Tri- terc-butilni- BNB
trozobenzen
C(CHz)s
Ol_

e . CH=N—C(CHj;)
o-(4-Piridil-1-oksid)-N- |  4-POBN ! ”
terc-butilnitron O

ITI+
O
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2.4.6. Prakti¢ni aspekti ESR spektroskopije

U praksi je utvrdeno da se zadovoljavajuéi ESR spektri mogu dobiti ako
se koristi magnetno polje ¢ija je jacina veli¢ine 10-10°G, pri éemu je neophodno
da se koristi elektromagnetno zracenje iz mikrotalasnog dela spektra. Prakticna
ogranienja u radu sa mikrotalasnim zracenjima nametnula su potreba da se
ESR spektri snimaju iskljucivo tako da se fiksira frekvencija mikrotalasnog
zraenja i da se prati njegova apsorpcija, u funkciji jaCine primenjenog mag-
netnog polja. Velika veéina komercijalnih ESR spektrometara koristi mikro-
talasno zradenje X-trake ¢ija je nominalna vrednost 9.5 GHz, jer se time posti-
7e zadovoljavajuci kompromis izmedu osetljivosti, spektralne rezolucije, velici-
ne uzorka koji se moze koristiti i cene tehnic¢kih reSenja koja se primenjuju u
konstrukciji instrumenata. Ovoj frekvenciji zraenja za g-vrednost slobodnog
elektrona odgovara jacina magnetnog polja od oko 34 G.

Homogeno magnetno polje promenljive ja¢ine neophodno za snimanje
ESR spektra proizvodi se pomodéu elektromagneta sa veoma precizno izra-
denim polovima, dok se kao izvor mikrotalasnog zracenja, najceSc¢e koristi
klistron. Uzorak ¢iji se ESR spektar snima smesta se u rezonator, koji se nalazi
izmedu polova magneta, na koji deluje mikrotalasno zracCenje, koje uzorak
apsorbuje pri odredenim vrednostima ja¢ine magnetnog polja, Sto se detektuje
poluprovodni¢kim detektorom.

Detekcija signala vr$i se poredenjem inteziteta referentnog mikrotalas-
nog zraenja i zraCenja koje se reflektuje iz rezonatora u kome je smeSten uzo-
rak, uz primenu modulacije magnetnog polja frekvencijom od 100 kHz.

Od instrumentalnih parametara koji se mogu podeSavati u cilju dobija-
nja §to boljeg ESR spektra posebnu paZnju treba obratiti na modulacionu am-
plitudu, mikrotalasnu snagu i odnos vreme snimanja / vremenska konstanta.
Ostali instrumentalni parametri su ili zadati tipom ESR spektrometra koji se
koristi (frekvencija mikrotalsnog zracenja, modulaciona frekvencija), ili se
podesavaju (centar magnetnog polja, §irina polja, pojacanje signala). Blok Sema
ESR spektrometra prikazana je na slici 19.

Elektron spin rezonantna spektroskopija se obicno koristi za prouca-
vanje paramagnetnih Cestica u rastvoru ili ¢vrstom stanju, mada je moguce
proucavati 1 gasovite paramagnetne supstance. Optimalni ESR spektri mogu se
dobiti ako je koncentracija paramagnetnih &estica u uzorku reda veli¢ine 10* do
10 ? mol/dm®. U tom slu€aju se mogu postiéi dobra rezolucija i dobar odnos
signal/Sum, dok mehanizmi Sirenja spektralnih linija, koji zavise od koncen-
tracije paramagnetnih Cestica, ne dolaze do izraZaja.
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Slika 19. Blok Sema ESR spektrometra

2.5.0. POLIFENOLI

Polifenoli predstavljaju klasu organskih jedinjenja koju karakteriSe
aromati¢na struktura sa hidroksilnim supstituentima. Mada je izvestan broj
ovih jedinjenja zastupljen u Zivotinskom svetu, veéina ih je biljnog porekla, te
je tzv. “fenolna frakcija” karakteristika mnogih biljnih vrsta.

U fenole biljnih vrsta ubraja se relativno velik broj razlicitih klasa
jedinjenja, a najvaznije su prikazane u tabeli 14.

Nastanak fenolnih jedinjenja u biljkama vezan je za transformaciju
Sikimata, preko biosintetskog puta Sikimske kiseline, ili za transformaciju f3-
poliketo lanca, dobijenog acil-polimalonatnim biosintetskim putem.*

Sikimska kiselina (slika 20) se, preko fenilalanina, prevodi u cimetnu
kiselinu, odnosno u p-hidroksicimetnu kiselinu, koja je klju¢ni intermedijer u
biosintezi fenilpropanskih struktura, fenilpropena, kumarina, lignana i lignina.
S druge strane, p-hidroksicimetna kiselina u reakciji sa tri malonatne jedinice
daje flavonoide, odnosno izoflavonoide (najbrojnije klase biljnih polifenola),
ksantone, stilbene i proantocijanidine, odnosno kondenzujude tanine.
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Tablela 14. Glavne klase biljnih fenola®

Slika 20. Sikimska kiselina

Broj Bazni Klasa Primeri
Catoma skelet

6 Cs Obicni fenol, Katehol, hidrohinon
Benzohinoni 2,6-dimetoksibenzohinon

7 Ce-C, Fenolne kiseline | p-hidroksibenzoeva , salicilna

kis.

8 Ce-C, Acetofenoni 3-acetil-6-metoksibenzaldehid
Fenilsiréetna kis. | p-hidroksifenilsiréetna kis.

9 CeC Hidroksicimetne | Kafena, ferulna
kis.
Fenilpropeni Miristicin, eugenol
Kumarini Umbeliferon, eskuletin
Izokumarini Bergenin
Hromoni Eugenin

10 Ce-C, Naftohinoni Juglon, plumbagin

13 Ce-C,-Cq Ksantoni Mangiferin

14 Ce-C5-Cy Stilbeni Lunari¢na kis.
Antrahinoni Emodin

15 Ce-C5-C4 Flavonoidi Kvercetin, cijanidin
Izoflavonoidi Genistein

18 (Cs-Cy), Lignani Pinoresinol
Neolignani Eusiderin

30 (Ce-C,5-Cy), | Biflavonoidi Amentoflavon

n (Ce-Cy), Lignini -

(Con Katehol-melanini
(Cs-C5-Cy) | Flavolani tj. -
kondezovani
tanini
HO @)
HO" > NOH
OH
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Mnoga fenolna i polifenolna jedinjenja javljaju se u prirodi u slobod-
nom tj. nevezanom obliku, mada ceS¢e egzistiraju u obliku svojih derivata.
Najéeséi su O-glikozidi flavonoida, posebno antocijanidini - antocijani,'! O-
metil i metilen-dioksi derivati polifenola, kao i sulfati flavonoida. *°

U grupu polifenolnih kiselina, biosintetski izvedenih iz p-hidroksicime-
tne kiseline, spadaju kafena, ferulna i sinapi¢na kiselina. NajeéSe se javljaju
kao estri hinske kiseline, ali i u konjugaciji sa drugim organskim kiselinama
(vinska kiselina), Secerima (glukoza, fruktoza, ramnoza, rutinoza), amino jedi-
njenjima (dopaldehid, putrescin, holin), terpenima (borneol) i drugim obli-
cima.”’

Polifenoli i njihovi estri nalaze se, kao mikrosastojci, u suncokretu,
uljanoj repici, kafi, pasulju, paradajzu, duvanu, &aju, krompiru, breskvama,
jabukama, bobu i grasku, grozdu, i drugim biljnim vrstama.”®*'® Mogu imati
funkciju pigmenata (antocijani, halkoni, auroni, Zuti flavonoli), alelopatskih
agenasa ( fenolne kiseline, hinoni), antifungalnih komponenti (izoflavonoidi)
zastitnih jedinjenja (tanini, flavonoli, hinoni).!

2.5.1. Polifenoli kao antioksidanti

Prirodna polifenolna jedinjenja se koriste u prehrambenoj industriji za
poboljsanje organoleptic¢kih osobina i za povecanja, odnosno o¢uvanje bioloske
vrednosti hrane, u toku tehnoloskih postupaka proizvodnje i skladistenja.

Papadopulus i Boskou'” su ispitali antioksidativno delovanje 3,4-di-
hidroksifeniletanola (hidroksitirozol), 4-hidroksifeniletanola (tirozol), 4-hi-
droksifenilsiréetne kiseline, 4-hidroksibenzoeve kiseline, kafene kiseline, va-
nilne kiseline, o-kumarne kiseline i p-kumarne kiseline, izolovanih iz masline,
na rafinisano maslinovo ulje. Utvrdili su da hidroksitirozol, tirozol i kafena
kiselina imaju vecu antioksidativnu sposobnost od terc-butil-4-hidroksitoluena
(BHT).

Izolacijom i identifikacijom aktivnih komponenata ekstrakata ljuske,
klice i jezgra pirin¢a uzgajanog u Japanu ustanovljeno je da jaku antioksi-
dativnu sposobnost imaju, pored a-tokoferola i orizanola, i polifenolna jedi-
njenja, medu kojima je izoviteksin najznadajniji.'®

Velika rezistenost susamovog ulja na oksidaciju , u poredenju sa ostalim
uljima biljnog porekla obja$njava se prisustvom polifenolnih jedinjenja, najvise
sezamola , odnosno sezamolina.'®*

Dubois'” je medu prvima utvrdio antioksidativno delovanje $afrana, 7al-
fije, muskata, crnog bibera i drugih zacina na oluvanje kvaliteta smrznutog
mesa. Chipault'® je utvrdio antioksidativnu efikasnost ekstrakta ruzmarina,
timijana i Zalfije na stabilnost konzumne masti. Nakatani'”’ je izolovao &etiri
vrlo efikasna antioksidanata iz heksanskog ekstrakta suvog li§éa ruzmarina-
karnisol, rozmanol, izorozmanol i epirozmanol. Rozmanol doprinosi stabilnosti
masti, kao i voda-ulje emulzionih sistema, vi§e nego terc-butil-4-hidroksiani-
zol (BHA).

Economou i saradnici'® su ispitali antioksidativnu aktivnost metanolnih
ckstrakata origana, jasenka, bosiljka, timijana, majorana, sperminta i lavande.




zakljuéili su da navedeni ekstrakti u koncentraciji od 0.01 % do 0.20 %,
produiavaju indukcioni period oksidacije masti skladi§tene na 75°C.

Etarski ekstrakti origana, koji sadrZe flavon-apigenin, flaven-eriodictiol,
dihidroflavonol-dihidrokvercetin i dihidrokempferol, smanjuju oksidaciju masti
i rafinisanog kukuruznog i sojinog ulja.'”

Bassiony i Hassanien'® su utvrdili visoku antioksidativhu sposobnost
ctarskih ekstrakta majorana, sperminta i bosiljka u toku oksidacije lipida u
biskvitima.

Burri i saradnici'™™ navode da vanilin (3-metoksi-4-hidroksibenzalde-
hid), pri koncentraciji 0.01 - 0.5%, uti¢e na smanjenje peroksidnog broja u
biskvitima, desertima i sladoledu.

Rozamardifenol i rozamarihinon, izolovani postupkom Hoa i sarad-
nika,"? pokazaju veéu antioksidativnu sposobnost od ferc-butil-4-hidroksiani-
zola (BHA) i ferc-butil-4-hidroksitoluena (BHT). Fenolni derivati (kafena ki-
selina, ruzmarinska kiselina) izolovani iz metanolnog ekstrakta origana imaju
vedu antioksidativnu sposobnost od a-tokoferola.

Polifenoli izolovani iz li§¢a ruzmarina'
kazani su na slici 21.

Dziedzik i Hudson' su saopstili da 4°,5,7-trihidroksi-, 4’-metoksi-3’,5,7-
-trihidroksi-, 3’,4’,7,8-tetrahidroksi- i 3’,4’,5,7,-tetrahidroksiflavononi produ-
7avaju indukcioni period oksidacije jestivih ulja.

Takahama'® je utvrdio da kvercetin i rutin koji su izolovani iz spanaca
smanjuju fotooksidaciju lipida. Hidroksilne grupe u poloZaju 3’ i 4’ u B prstenu
kvercetina presudno uticu na antioksidativne osobine celog molekula. Modi-
fikacija hidroksilne grupe na C;-atomu, vrlo malo redukuje antioksidativhu
aktivnost molekula, dok prisustvo hidroksilne grupe na Cg -atomu A prstena
povecava tu aktivnost. Gosipetin i herbacetin pokazuju znacajnu antioksi-
dativnu sposobnost u lipidnim sistemima. Dve do tri dvostruke veze su takode
znaCajne u konjugovanom sistemu A i B prstena, jer njihova hidrogenacija
dovodi do znacajnog smanjivanja antioksidativne sposobnosti. Ispitivanja
helatne sposobnosti kvercetina pokazala su da hidroksilne grupe u poloZajima
C; 1 G5 i keto-grupom u polozaju C, omoguéavaju stvaranje helata, dok
hidroksilne grupe u poloZajima C;. i C,, u B prstenu imaju malu sposobnost
helatnog vezivanja bakra.

Nakamura i saradnici''® su ispitali antioksidativnu sposobnost nekih
flavonoida na stabilizaciju ribljeg ulja, i zaklju¢ili su da su najefektivniji
katehin, morin i kvercetin; njihova antioksidativna sposobnost je veca od a-to-
koferola, terc-butil-4-hidroksianizola (BHA) i ferc-butil-4-hidroksitoluena
(BHT). Autori takode navode da sme$e kvercetina, odnosno 5°,3’,4’-tri-
hidroksi-7-metoksiflavanona i a-tokoferola ispoljavaju jak sinergetski efekat.

Dukic i saradnici''’ su ispitali antioksidativnu aktivnost flavonoida, his-
peridina, naringenina, rutina, fustina i fisetina i fenolnih kiselina, kafene,
hlorogenske i cimetne na termicku oksidaciju svinjske masti. Utvrdili su da ta
aktivnost zavisi od strukture ispitivanih molekula, i istakli znaajnu antioksi-
dativnu sposobnost flavonoida fustina i fisetina, kao i fenolnih kiselina, kafene
i hlorogenske.

i ostalog zacinskog bilja pri-
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Slika 21. Antioksidanti polifenolne strukture izolovani iz za¢inskog bilja

Po navodima mnogih autora, '*'* kafena i hlorogenska kiselina &ine
oko 70% ukupnih fenola suncokretovog semena. Leung i saradnici'”, su
utvrdili da je kafena kiselina dominantna fenolna frakcija u susamu, a prisutna
je 1 u soji, lanu, $afranu i sladici.
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Proizvodi od semena suncokreta sadrze razli¢ite hidroksi derivate fenol-
' pih kiselina, kumarine, flavonoide, polifenolne supstance, tanine i lignine koji
qu najéesce derivati benzoeve i cimetne kiseline. Pored hlorogenske, kafene i
hinske kiseline, u suncokretovom semenu su indetifikovane i dihidroksi-
kafena, galna, protokatehinska, sinapinska, ferulna, vanilinska, o- 1 p-hidroksi-
penzoeva kiselina.'”?

] Antioksidanti soje i kukuruza, izoflavoni genistein, daidZein i glicitein,
inhibiraju oksidaciju lipida slabije nego kvercetin.'”

3,4-Dihidroksihalkoni, kao §to su butein i okanin, efikasno sprecavaju
- oksidaciju masti.'”

Pored nekoliko flavonoida i odgovarajucih derivata, izolovanih iz kore-
na sladiéa, likohalkon A i B pokazuju najvecu inhibiciju 5-lipoksigenaze, zavis-
ne od peroksidacije arahidonat metabolizma.'*

Hara i saradnici*” su izolovali epikatehin (EC), epigalokatehin (EGC),
epikatehingalat (ECG) i epigalokatehingalat (EGCG) iz lif¢a €aja i utvrdili su
da je njihova antioksidativna sposobnost u toku oksidacije masti veca od
antioksidativne sposobnosti ferc-butil-4-hidroksianizola (BHA) i a-tokoferola.

Neki antioksidativni flavonoidi su prikazani na slici 22.

Kvercetin Miricetin

OH
HO O HO @]
OH
OH O OH O
Herbacetin Genistein DaidZein
OH OH
OH OH OH
HO @ HO © HO O
| | | o
OCHj;
HO
OH O OH O O
Butein Okanin Likohalkon B

OH O OH O
Naringenin Diosmetin
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OGl OCHs
OGl1
Gl=glukozid
Procijanidin B-1 Malvinin-3,5-diglukozid

~ Slika 22. Neki antioksidativni flavonoidi

Prirodna polifenolna jedinjenja koriste se ¢esto u medicini, jer deluju
kao antimutagenti u bioloskim sistemima.'?*'?’

Osawa i saradnici'”® su ispitali antioksidativne osobine nekih poli-
fenolnih jedinjenja u model bioloskim sistemima. Peroksidacija lipida mikro-
zoma jetre pacova inicirana je ADP-helatim gvozdem i NADPH, odnosno
ADP-helatnim gvozdem i NADPH u prisustvu EDTA-helatnog gvozda.

Antioksidativne osobine nekih fenolnih jedinjenja prikazane su u tabeli

i15.

Tabela 15. Inhibicija peroksidacije lipida in vitro sistema mikrozoma jetre
pacova u prisustvu fenolnih jedinjenja

1C 0
Jedinjenja ADP- ADP-
Fe**/NADPH | Fe**/EDTAFe* /NADPH

Elagi¢na kiselina 20+1 23+2

Kumarna kiselina 330+8 >100
Vanilna kiselina 400+6 >100
Salicilna kiselina 460+5 >100
Ferulna kiselina >500 , >100
Galna kiselina >500 8.0+0.3
Metil-galat >500 >100
Hlorogenska kiselina >500 67+4
Kafena kiselina 340+8 80+6
Siringi¢na kiselina >500 >100
a-Tokoferol 320+3 0.80+0.02
Propil-galat >500 20+3

ICsx - koncentracija (wmol) za 50% inhibicije peroksidacije lipida u model sistemu. Prikazane
su srednje vrednosti = SD (n=3)
ADP-Fe**/NADPH sadrzi: 2.5 mmol ADP, 0.1 mmol FeSO, i 5 mmol NADPH
ADP-Fe**/EDTAFe*/NADPH sadrzi: 2.5 mmol ADP, 0.1 mmol Fe(NO,),, 0.1 mmol EDTA i
5 mmol NADPH

Antioksidativne osobine pojedinih flavonoida' u toku peroksidacije

lipida mikrozoma jetre pacova, inicirane razliitim metodama, prikazane su u
tabeli 16.
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Tabela 16 . Inhibicija peroksidacije lipida in vitro sistema mikrozoma jetre
pacova u prisustvu nekih flavonoida

Inicijatori
Jedinjenja Autook- | CCl,/ terc- Fe/ Fe/ CuOOH
sidacija | NADP | BuOO NADPH | askorbat
H H
1Ca
Kvercetin 5.2 >100 200 4.5 7.7 120
Morin 4.4. 48 - - - 390
Rutin 3.2 >100 - 16 - 840
Katehin - 87 3 - 7.8 150
Apigenin - 79 150 - - -
Eriodiktiol - 79 9 - 8.3 -
Diosmetin - - - - - -
Kempferol - - - - 5.2 -
Leukocijanidol - - - - 8.2 -

IC,,o - koncentracija (umol) za 50% inhibicije peroksidacije lipida u model sistemu. Prikazane
su srednje vrednosti + SD (n=3); NADPH/CCI,: 5 mmol glukoza-6-fosfat, 0.5 mmol NADP*,
10 1.U. glukoza-6-fosfat-dehidrogenaze i 8.6 mmol CCl,; fercc-BuOOH - 50 pmol ferc-butil-
hidro-peroksid; Fe/NADPH- 1 umol Fe** i 100 umol NADPH;, Fe/askorbat - 0.1mmol askorbat
i2pmol FeSO,; CuOOH - 0.1 mmol kumen-hidro-peroksid.

Antioksidativni mehanizmi delovanja polifenolnih jedinjenja sli¢ni su
reakcionim mehanizmima drugih antioksidanata. Medutim, prema navodima
mnogih istrazivaga,”® njihova sposobnost antiradikalske zastite, tj. uklanjanja
reaktivnih radikala na razli¢itim nivoima oksidacije lipida, je dominantna.

Razlike u eksperimentalnim rezultatima javljaju se usled razliitih
cksperimentalnih uslova za nastajanje radikala u model sistemima, kao i zbog
razli¢itih metoda njihove detekcije.

Chimi i saradnici,” ispitali su uticaj prirodnih fenolnih jedinjenja na
stvaranje peroksi- i hidroksi-radikala u toku autooksidacije linolne kiseline.
Spektrofotometrijskim merenjima su utvrdili da tirozol, hidroksitirozol,
oleuropein i kafena kiselina, pri koncentraciji od 6x10® mol/dm?, inhibiraju
nastajanje hidroksi-radikala.

Ricardo da Silva i saradnici®®® utvrdili su da katehin, galna kiselina i neki
procijanidini izolovani iz semena grozda inhibiraju stvaranje superoksid-anjon-
-radikala u sistemu ksantin/ksantin-oksidaza.

Kitagawa i saradnici’® su saopstili da pirogalol i galna kiselina imaju
izraZeniju sposobnost hvatanja superoksid-anjon-radikala, nastalog u sistemu
ksantin/ksantin-oksidaza, nego pirokatehol, hidrohinon i rezorcinol.

Robak i Gryglewski™ su opisali postupak inhibicije superoksid-anjon-
-radikala, nastalog enzimski (sistem ksantin/ksantin-oksidaza) i neezimski (sis-
tem fenazin-m-sulfat/NADH), u prisustvu kvercetina, miricetina, rutina i
cijanidola.

Flavonoidi, miricetin, diosmetin, naringenin, apigenin, robinin i kemp-
ferol deluju kao hvatadi hidroksi-radikala koji su nastali UV fotolizom vodo-
nik-peroksida. Inhibitorno delovanje zavisi od strukture molekula, prvenstveno
od broja hidroksilnih grupa u molekulu.'*
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Torel i saradnici,”® su utvrdili antioksidativnu aktivnost nekih flavo-

noida na osnovu njihove sposobnosti da uklanjaju peroksi-radikale u toku
autooksidacije linolne kiseline i metil-linoleata. Autori navode da flavonoidi
reaguju sa peroksi-radikalima, i prouzrokuju terminaciju radikalskih reakcija u
toku oksidacije lipida i nastajanje nereaktivnih hidro-peroksida lipida. Anti-
oksidativna aktivnost flavonoida izraZenija je u toku autooksidacije linolne
kiseline, i povecava se sa povecanjem njihove koncentracije. Njihova spo-
sobnost antiradikalske zaStita ispitivanih sistema podloZnim autooksidaciji je
sledeca: fustin<katehin<kvercetin<rutin=luteolin<kempferol<morin.

2.5.2. Neenzimska i enzimska oksidacija polifenola

Polifenolna jedinjenja koja u strukturi imaju 1,2- i 1,4- dihidrobenzenski
ostatak veoma lako podleZu reakciji oksidacije i formiraju 1,2- i 1,4-hinone:

OH O
O
Z I—OH 2H*, 2e- 2H+, 2¢;
x. ~ —OH o
OH O

Tauber reakcija, *° u kojoj se kao oksidacioni agens koristi kalijum-ni-
trozo-disulfonat, je najvi§e koriSéena metoda za dobijanje hinona, jer se njome
dobija dobar prinos pri relativno blagim reakcionim uslovima. Na primer,
monohidroksifenoli se lako oksiduju ako se koriste dva ekvivalenta reagensa u
vodenom rastvoru alkohola i acetona, puferovana fosfatnim ili acetatnim
puferom prema Semi prikazanoj na slici 23.

o o
(KO5S),NO @ @ (KO5S),NO
H L]

OH

O

~HN(SO3K),

H” SO—-N(SO3K), I

Slika 23. Sinteza 1,4-benzohinona u prisustvu kalijum-nitrozo-disulfonata
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Ako se u p-poloZaju fenola nalazi neki supstituent, oksidacijom fenola
u prisustvu kalijum-nitrozo-disulfonata, dobijaju se 1,2-hinoni. Za oksidaciju
fenola pri sintezi hinona moguce je koristiti i hromnu kiselinu, ali se dobijaju

mali prinosi.
Srebro-karbonat nanet na celit koristi se kao oksidacioni agens za
oksidaciju fenola u jedinjenja hinonske strukture™ (slika 24).

CHj CHj; CHj,
Ag2CO3

2 HO@ —CE* @) O

CH; CH; CH;

Slika 24. Sinteza hinona dimerizacijom 2,6-supstituisanih fenola

Oksidacija dihidroksibenzena srebro-karbonatom u hinone je vrlo
jednostavna metoda, zbog lakode odvijanja reakcije oksidacije i izuzetno
visokog prinosa (slika 25).

O
o | —OH  Ag,CO;
oL o,
~ —O0H  CéHs
H;C HyC 0

Slika 25. Oksidacija dihidroksibenzena u hinone srebro-karbonatom

Potpunom oksidacijom o-dihidroksibenzena (katehol) dobija se o-ben-
zohinon, koji je crvene boje. Redoks potencijal o-benzohinon/katehol u
vodenom rastvoru na 300 °C iznosi 0.792 V. *® Pri oksidaciji katehola prvo
nastaju semihinon-anjon-radikali, koji su relativno stabilni, i, umesto da
podlezu reakcijama kondenzacije, dalje se oksiduju u o-benzohinon. Tako
nastali o-benzohinon je podloZzan napadu nukleofilnih reagenasa kao $to su
fenolat-anjoni, i sa njima lako gradi kondenzacione proizvode.” Na slici 26
prikazan je tok oksidacije katehola.
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Slika 26. Oksidacija katehola

Katehol se u alkalnom vodenom rastvoru moze oksidovati rastvorenim
kiseonikom, pri ¢emu nastaju relativno stabilni o-benzosemihinon-radikali.

Oksidacijom u prisustvu tirozinaza, peroksidaza, katalaza i dr. enzima,
katehol 1 druga polifenolna jedinjenja koja u strukturi sadrZe kateholski osta-
tak formiraju i o-semihinon-radikale.**’

Oksidacija katehola u prisustvu polifenol-oksidaze (enzim koji u svojoj
strukturu sadrZi i bakar) prikazana je Sematski (slika 27).

Benzohinon
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Slika 27. Oksidacija katehola polifenol-oksidazom
a) oksidacija katehola i nastajanje o-benzohinona
b) hidroksilacija fenola i oksidacija u o-benzohinon
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Stabilnost o-benzosemihinon-anjon-radikala (R*) se znatno povecava u
prisustvu visokih koncentracija dvovalentnih i trovalentnih dijamagnetnih
metalnih jona (M™, n=2, n=3).!"! Hemijska interakcija o-benzosemihinon-an-
jon-radikala i dvo- i trovalentnih dijamagnetnih metalnih jona i stvaranje
stabilnog kompleksa moZe se predstaviti ovako:

R* +M™ — R M™

Opsti oblik kompleksa o-benzosemihinon-anjon-radikala sa dijamag-
netnim metalnim jonima prikazan je na slici 28.

AN
< MDDt
/

Slika 28. Opsta formula kompleksa o-benzosemihinon-anjon-radikala sa
dijamagnetnim metalnim jonima

Stabilnost ovih kompleksa za dvovalentne jone metala opada u nizu:
Zn*>Mg’>>Cd* >Ca*>>Sr*>Ba*".

Tok oksidacije fenola i polifenola zavisi od temperature i pH reakcione
sredine. Cilliers i Singleton'”su ispitivali brzinu reakcije oksidacije kafene
kiseline. Saopstili su da se brzina oksidacije povedava sa povedanjm tempe-
rature i pH reakcione sredine. Autori su ispitali i sam tok oksidacije kafene
kiseline, i zakljucili su da fenolatni anjon koji se formira u prvoj fazi oksidacije
u baznoj reakcionoj sredini, gradi razli¢ite krajne proizvode reakcije, dimerne
ili polimerne strukture (slika 29).

I neenzimska i enzimska oksidacija polifenola, ¢esto praéene Maillard-
ovim reakcijama, uzrok su tamnjenja prehrambenh namirnica. Velik broj
razliCitih organskih jedinjenja koja se stvaraju tokom ovih reakcija menjaju
kvalitet namirnica, a neka izazivaju mutagene i kancerogene promene u
organizmima.'**4¢
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Slika 29. Mehanizam oksidacije kafene kiseline

(28, 35)
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3.0.0. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo ovoga rada uraden je u laboratoriji Odeljenja za
organsku hemiju Tehnoloskog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu, labora-
toriji za organsku sintezu Instituta za hemiju PMF, Univerziteta u Novom
Sadu, iimunolo8koj laboratoriji Instituta za majku i dete u Novom Sadu.

Reagensi 1 hemikalije upotrebljeni u eksperimentalnom radu bili su
analitiCke Cistoce. N-ferc-butil-a-fenilnitron (PBN), 5,5-dimetil-1-pirolin-N-ok-
sid (DMPO), miricetin, kvercetin, morin, kempferol, rutin, fisetin, diosmin,
luteolin, apigenin, naringenin, vanilna, galna, hlorogenska i kafena kiselina,
gvozde(II)-hlorid, kao i enzimi superoksid-dismutaza (SOD) i katalaza, proiz-
vedeni su u Sigma Chemical Company, USA. Etilendiaminotetrasiréetna kise-
lina (EDTA), amonijum-gvozde(IIl)-sulfat, pirogalol, katehol, rezorcin, vani-
lin, salicilna i 5-aminosalicilna kiselina bili su proizvod firme Merc, Darmstad,
Germany.

3.1.0. MODEL SISTEMI

3.1.1. Materijal i izbor model sistema

Nastajanje hidroksi-radikala ispitivano je u dva model sistema: model
sistemu A i model sistemu B.

Model sistem A je dobijen meSanjem 20x10° cm® 20 mmol/dm® vodo-
nik-peroksida i 40x10° c¢cm® 400 mmol/dm* PBN, odnosno 500 mmol/dm?
DMPO. Reakciona smesa je sipana u kvarcnu ceveicu i bila je izlozena UV sve-
tlosti na 254 nm, 10 minuta.

Model sistem B je dobijen meSanjem sledeéih reaktanata: 1 cm® 0.12
mmol/dm* amonijum-gvozde(III)-sulfata, 1 cm® 0.12 mmol/dm® EDTA, 6 cm®
27 mmol/dm® natrijum-fosfatnog pufera, pH=8.2, 0.085 g (48 mmol) PBN-a i
1 cm’® 0.34 mmol/dm® vodonik-peroksida.

Kompleks gvozde(III)-EDTA pripreman je uvek sveZe, meSanjem amo-
nijum-gvozde(IlI)-sulfata i EDTA u odnosu 1:1. Reakciona smesa je nakon do-
davanja PBN i vodonik-peroksida, zagrevana na temperaturi 37°C, 90 minuta.
Nastali hidroksi-radikali detektovani su nakon reakcionog perioda od 30
minuta.

Da bi se ispitao uticaj fenolnih jedinjenja na transformacije slobodnih
hidroksi-radikala, u 10 cm’® model sistema A i B pojedina¢no su dodavana
fenolna jedinjenje, u koncentracijama 0.5x10%, 1.0x10? i 2.0x10*> mmol/dm?, od-
nosno, ispitivani su dakle sle¢i model sistemi:

model sistem A + pirogalol;

model sistem A + katehol;

model sistem A + rezorcin;

model sistem A + vanilin;

model sistem A + salicilna kiselina;
model sistem A + 5-aminosalicilna
kiselina.

model sistem B + pirogalol;

model sistem B + katehol;

model sistem B + rezorcin;

model sistem B + vanilin;

model sistem B + salicilna kiselina;
model sistem B + 5-aminosalicilna
kiselina.
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3.1.2. Detekcija kiseonikovih slobodnih radikala u model sistemima

Elektron spin rezonantna spektralna odredivanja slobodnih hidroksi-
radikala u svim ispitivanim model sistemima izvrSena su spin-trap metodom na
ESR spektrometru Bruker 300 E, mikrotalasnog zracenja nominalne frekven-
cije 9.5 GHz (x-traka), sledeéih radnih karakteristika:

frekvenca modulacije 100 kHz
amplituda modulacije 0.204 G
vremenska konstanta 327.68 ms
vremenski opseg merenja 1310.72 ms
centar polja 3440 G
ukupan opseg merenja 100 G
frekvenca mikrotalasa 9.64 GHz
snaga mikrotalasnog podrucja 20.0 mW
temperatura merenja 25°C.

Magnetno polje je kalibrisano u prisustvu Fremijeve soli (peroksilamin-
-disulfonat) ¢ija je g-vrednost 2.0055. Konstante hiperfinog cepanja su izra-
Cunavane direktnim merenjem na dobijenim ESR spektrima ili na osnovu
kompjuterski dobijenog drugog izvoda spektra, nakon optimizacije odnosa
signal/Sum. Dobijeni ESR spektri poredeni su sa kompjuterski simuliranim
spektrima. Dijagrami preklapanja (“stik” dijagrami) dobijeni su sintetskom
simulacijom na osnovu analize ESR spektara i na osnovu izraGunatih vrednosti
izotropnih konstanti hiperfinog cepanja. Za raCunsku simulaciju ESR spektara
1 “stik” dijagrama kori§éen je raCunarski program, Software 1600 E.

Uzoreci reakcionih smeSa su se prilikom snimanja nalazili u standardnoj
Bruker ER-160 FC kvarcnoj kiveti za vodene rastvore.

Stabilni kiseonikovi radikali, fenoksi- i semihinon-, nastali u svim mo-
del sistemima, pri koncentracijama pirogalola, katehola, rezorcina, vanilina,
salicilne i 5-aminosalicilne kiseline od 5.0 x 10> mmol/dm?®, detektovani su ESR
spektroskopijom, bez primene spin-trap metode.

3.2.0. PRIRODNI HEMIJSKI SISTEMI

3.2.1. Ispitivanje kataliticke oksidativne degradacije linolne
kiseline i metil-linoleata u prisustvu Fentonovih reaktanata
(prirodni sistem I)

Prirodni sistem I dobijen je rastvaranjem 0.085 g (48 mmol) PBN u 10
cm’ 50 mmol/dm? linolne kiseline, odnosno metil-linoleata.
Oksidacija linolne kiseline, odnosno metil-linoleata, indukovana je do-
davanjem: ‘
a) 0.1 cm® 0.1 mmol/dm® gvozde(II)-hlorida, i 0.1 cm® 0.1 mmol/dm® vodonik-
peroksida;

59



b) 0.1 cm® 0.1 mmol/dm* gvoZde(II)-hlorida;

¢) 0.1 cm’ 0.1 mmol/dm’ vodonik-peroksida;

d) 0.1 cm® helatnog kompleksa gvozde(II)-EDTA (1:1) i 0.1 cm® 0.1 mmol/dm?
vodonik-peroksida.

Nastajanje kiseonikovih slobodnih radikala ispitano je nakon reakcio-
nog perioda od 30 minuta.

3.2.2. Ispitivanje kataliticke oksidativne degradacije hidro-peroksida
metil-linoleata (prirodni sistem II)

Prirodni sistem II dobijen je rastvaranjem 0.085 g (48 mmol) PBN-a u
10 em® 50 mmol/dm® hidro-peroksida metil-linoleata. Oksidacija lipida je
indukovana 0.1 cm® 0.1 mmol/dm® gvozde(II)-hlorida.

Da bi se formirali hidro-peroksidi metil-linoleata, preciséeni metil-li-
noleat izloZen je uticaju kiseonika iz vazduha, na sobnoj temperaturi, 72 h.

Kataliticka oksidativna degradacija prirodnog sistema II, pradena je
nastajanjem kiseonikovih radikala nakon reakcionog perioda od 30 minuta.

U prirodnom sitemu II takode su ispitani:

- uticaj povecane koli¢ine (10 cm® 80 mmol/dm?) hidro-peroksida metil-li-
noleata na stvaranje kiseonikovih radikala i

- uticaj vremena inkubacije (500 min) reakcione sme$e na stvaranje ki-
seonikovih slobodnih radikala.

3.2.3. Ispitivanje kataliticke oksidativne degradacije suncokretovog ulja
(prirodni sistem III)

Prirodni sistem III dobijen je meSanjem 0.6 g (10 cm®) komercijalnog
suncokretovog ulja, 0.085 g (48 mmol) PBN-a i 0.1 cm® 0.1 mmol/dm®
gvozde(II)-hlorida.

Nastajanje kiseonikovih radikala pracdeno je tokom reakcionog perioda
od 5 do 500 minuta.

Da bi se ispitao uticaj fenolnih jedinjenja na stvaranje i transformaciju
slobodnih kiseonikovih radikala, tokom kataliticke oksidativne degradacije li-
pida u prirodnom sistemu III, dodavane su galna, kafena, hlorogenska, vanil-
na, odnosno, salicilna kiselina, koncentracije 0.5x10% 1.0x10*> i 2.0x10?
mmol/dm’, kao i miricetin, kvercetin, morin, kempferol, rutin, fisetin, diosmin,
luteolin, apigenin, odnosno, naringenin, koncentracije 10x10%, 25x10?, 50x10? i
100x10* pmol/dm?.

Promene inteziteta ESR signala u reakcionim smeSama prirodnog sis-
tema III pracene su nakon reakcionog perioda od 30 minuta.

3.2.4. Ispitivanje termicke degradacije suncokretovog ulja
(prirodni sistem IV)

Prirodni sistem IV dobijen je rastvaranjem 0.085 g (48 mmol) PBN-a u
0.6 g (10 cm®) suncokretovog ulja. Reakciona smesa zagrevana je na 60°C.
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Nastajanje kiseonikovih slobodnih radikala pradeno je ESR analizom
ispitivanog uzorka svakih 25 minuta, tokom 5 h.

Da bi se ispitao uticaj polifenola (fenolnih kiselina i flavonoida) na
stvaranje 1 transformaciju slobodnih kiseonikovih radikala tokom termicke
oksidacije suncokretovog ulja (prirodni sistem IV) dodavana su ista fenolna
jedinjenja u istim koncentracijama kao u prirodnom sistemu III, pre zagrevanja
na temperaturi od 60°C. Promene inteziteta ESR signala pradene su nakon
reakcionog perioda od 180 minuta.

3.2.5.Detekcija kiseonikovih slobodnih radikala u prirodnim sistemima

Kiseonikovi slobodni radikali nastali u svim prirodnim sistemima(l - IV)
detektovani su ESR i spin-trap metodom. Sirina magnetnog polja, vremenska
konstanta 1 recerver gain zavisili su od vrste nastalih radikala, dok su ostali
parametri bili:

frekvenca modulacije 100 kHz
amplituda modulacije 0.100 G
vremenski opseg merenja 1310.72 ms
centar polja 3440 G
frekvenca mikrotalasa 9.64 GHz
snaga mikrotalasnog podrudja 20.0 mW
temperatura merenja 25°C.

Kiseonikovi slobodni radikali, fenoksi- i semihinon-, nastali u pri-
rodnom sistemu IV pri koncentraciji fenolnih kiselina od 10x10> mmol/dm®,
odnosno flavonoida od 150x10” pmol/dm’®, detektovani su ESR spektroskopi-
jom bez primene spin-trap metode.

Za odrzavanje stalne pH vrednosti rastvora prirodnih sistema u ovom
radu je koriS¢en TRIS-pufer (pH=8.2), koji je pripreman meSanjem rastvora
HCl i tris(hidroksimetil)-aminometana koncentracije 1 mol/dm?, u odnosu po-
trebnom da se dobiju Zeljena pH vrednost i jonska jagina. Vrednost pH pufera
podeSavana je dokapavanjem NaOH koncentracije 10 mol/dm®.

Strukturne formule ispitivanih fenolnih jedinjenja prikazane su na slici

30.
OH OH OH
1
5 ; OH OH
s 3
. OH OH
Pirogalol Katehol Rezorcin
COOH COOH COOH CHO
OH OH
LN OCH; OCH;

Salicilna 5-aminosalicilna OH OH

kiselina kiselina Vanilna kiselina Vanilin

61



COOH

OH OH

OH
Galna kiselina

H OOCCH=CH

H H
HO OH
OH OH

Hlorogenska kiselina

Apigenin

CH=CHCOOH

OH

OH
Kafena kiselina
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Naringenin
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Rutin

Slika 30. Strukturne formule ispitivanih fenolnih jedinjenja

3.3.0. BIOLOSKI SISTEMI

3.3.1. Izbor bolesnika i kontrolne grupe

Bolesnici ¢ija je krv uzimana za ova ispitivanja leCeni su u Institutu za
zdravstvenu zaStitu majke i deteta u Novom Sadu. Bolesnici su birani na osno-
vu specifiCnih patologija, ¢ija klinicka slika ukljucuje i promenu funkcije
fagocita.

Bolesnici i njihove klinicke dijagnoze prikazani su u tabeli 17.

Tabela 17. Bioloski sistemi, bolesnici i njihove klini¢ke dijagnoze

Bioloski sistem | Pacijent Dijagnoza
1. M.S.(Z) | Akutna infekcija gornjeg respiratornog trakta
2. b.D.(m) Hroni¢na granulomatozna bolest
3. B.Z.(m) Reumatoidni artritis
4. B.A.(m) Crohnova bolest
kontrolna grupa | S.M.(m) Zdravo dete

3.3.2. Priprema suspenzije neutrofila

Krv pacijenata je uzeta iz vene u hepariniziranu brizgalicu (20 IU/cm?
krvi). Hepariziranoj krvi dadato je 1-1.5 cm® 6% dekstrana. Brizgalica je ostav-
ljena u vertikalnom poloZaju na sobnoj temperaturi 45 minuta, da bi se izdvojili
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i sedimentirali eritrociti. Zatim je paZljivo odvojen gornji sloj plazme, koji je
bogat leukocitima, i prenet je u Cistu epruvetu. U epruvetu je potom dodato
0.78% amonijum-hlorida da bi se lizirali prisutni eritrociti. SadrZaj epruvete
centrifugiran je na 80 ob/10min. Posle toga je supernatant odliven, a suspenzija
neutrofila je tri puta isprana sa po 5 cm® PBS-pufera. U 25% suspenziju neutro-
fila dodato je 0.054 g (48 mmol) spin-trapa DMPO prethodno rastvorenog u 5
cm’ Krebs-Ringerovog pufera.

PBS pufer je dobijen meSanjem 12 mmol/dm* NaCl i 100 mmol/dm®
kalijum-fosfatnog pufera pH = 7.4, u odnosu 9:1.

Krebs-Ringerov pufer pripremljen je rastvaranjem 120 mmol NaCl, 4.8
mmol KCl, 1.3 mmol CaCl,, 1.2 mmol MgSO, i 16.5 mmol NaH,PO, u 10 cm®
destilovane vode.

Pripremljeni neutrofili stimulisani su u sterilnoj epruveti, u koju je
sipano 0.5 cm® suspenzije neutrofila i 0.15 cm® latex suspenzije.

Da bi se ispitao uticaj flavan-3-ola na stvaranje kiseonikovih radikala u
bioloskim sistemima, u suspenziju neutrofila pripremljenu iz krvi zdravog
deteta, dodavani su miricetin, kvercetin morin i kemferol, u koncentraciji od
100x10° pmol/dm’. Ispitivani flavan-3-oli dodavani su pre stimulacije neutrofila
latex suspenzijom.

U bioloskom sistemu 3 neutrofili su izolovani i ispitani pre i posle
medikamentozne terapije bolesnika. Bolesnik B.A. (bioloski sistem 4) primao
je 15 dana slede¢u medikamentoznu terapiju: 60 mg/dan steroida (prednizon) i
500 mg desferrioxamina mesylate (desferal) svakog drugog dana.

3.3.3. Detekcija kiseonikovih radikala u biolo§kim sistemima

Elektron spin rezonantna spektralna odredivanja slobodnih kiseoni-
kovih radikala u svim ispitivanim biolo§kim sistemima su vrSena spin-trap me-
todom na ESR spektrometru Bruker 300E, mikrotalasnog zradenja nominalne
frekvencije 9.5 GHz (x-traka), sa slede¢im radnim karakteristikama:

frekvenca modulacije 100 kHz
amplituda modulacije 0.204G
vremenska konstanta 327.68 ms
vremenski opseg merenja 1310.72 ms
centar polja 3440 G
ukupan opseg merenja 100 G
frekvenca mikrotalasa 9.64 GHz
snaga mikrotalasnog podrucja 20.0 mW

temperatura merenja Z5°C.
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4.0.0. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1.0. ELEKTRON SPIN REZONANTNA SPEKTRALNA
ANALIZA HIDROKSI-RADIKALA U
MODEL SISTEMIMA

Slobodni hidroksi-radikali nastali UV fotolizom vodonik-peroksida
(model sisitem A) i Haber-Weissovom reakcijom (model sisitem B) identifi-
kovani su ESR spektroskopijom i spin-trap metodom.

Da bi se dobila $to veca koncentracija hidroksi-radikala, i tako olakSalo
njihovo odredivanje u model sistemu B, kao reaktanti su kori§¢eni helatno ve-
zano gvozde i vodonik-peroksid."” Metalni helator EDTA poveéava rastvor-
ljivost jona gvozda u vodi, a time i njegovu reaktivnost. Oksido-redukcioni po-
tencijal gvozda se takode povedava u prisustvu EDTA, ¢ime se ubrzavaju
reakcije u kojima gvozde udestvuje. Tako helatni kompleks gvozda Fe>-EDTA
reaguje sa vodonik-peroksidom dvesta puta brZe nego kompleks Fe*-voda,**®
prema reakciji:

Fe®* ——» Fe** + ¢ E=-0771V
FeEDTA* —— FeEDTA + e E=+0177V

Na slikama 31 i1 32 prikazani su elektron spin rezonantni (ESR) spektri
hidroksi-radikala nastalih u model sistemima A i B, u prisustvu PBN kao spin-
trapa. Na istim slikama prikazani su i odgovarajudi sintetski (“stik”) dijagrami.
U model sistemima A i B nastale su iste slobodnoradikalske vrste, §to se moze
zakljuciti po izgledu njihovih spektara, odnosno po S$irini i broju linija spektra,
kao 11z Cinjenice da su im konstante hiperfinog cepanja spektralnih linija iste.

e et

100

i
|

1103

50 H-
i

~50 |-
|
E
~100 |-
[ SRS RSN (RSN (SNSRI SN SN SRR NSRS S |
3400 3420 3440 34860 3480
[G]
(a)

65



100

[10%

50 +~

=100

3340 3360 3380 3400 3420
[G]

(b)

Slika 31. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) PBN-OH spin-adukata model
sistema A
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Slika 32. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) PBN-OH spin-adukata model
sistema B
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Hiperfina struktura ESR spektra PBN-OH spin-adukata potice od inte-
rakcije nesparenog elektrona i jednog “N atoma (I=1) i jednog 'H atoma
(I=1/2) i sastoji se iz Sest linija (tri dubleta). Konstante hiperfinog cepanja u
vodenom rastvoru imaju vrednosti ay= 15.60 G i ay’= 2.70 G. g-Vrednost
nastalih nitroksid-radikala (PBN-OH spin-adukata) u sistemima A i B iznosi
2.0060.

Stabilni nitroksid-radikali (PBN-OH spin-adukti) u model sistemima A
1 B nastali su slede¢om reakcijom PBN i hidroksi-radikala:

T T
C,H; - CH=N-C(CH,),+ *OH C,H,-CH-N-C(CH,),
' |

OH
PBN PBN-OH spin-adukti

Sintetski dijagrami preklapanja (“stik” dijagrami), zasnovani na izra-
Cunatim vrednostima konstanti cepanja hiperfine strukture, izuzetno se dobro
slaZu s eksperimentalno dobijenim spektrima.

Da bi se potvrdilo da su nastali radikali hidroksi-radikali, uradeni su
odgovarajuéi eksperimenti sa model sistemima A i B, primenom DMPO u
funkciji spin-trapa hidroksi-radikala.

Na slici 33 prikazani su elektron spin rezonantni (ESR) spektar i “stik”
dijagram hidroksi-radikala nastalih u model sistemu A u prisustvu DMPO kao
spin-trapa.

400
A

200

0F TR ” —

-200 ,
~-400

1 L ] ] 1 1 | 1 1 i

3400 3420 3440 3460 3480

(6]
(a)
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Slika 33. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) DMPO-OH spin-adukata model
sistema A

Na slici 34 prikazani su ESR spektri hidroksi-radikala (DMPO-OH spin-
-adukti) nastalih u model sistemu B.
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Slika 34. ESR spektar DMPO-OH spin-adukata model sistema B
a) Cist model sistem B
b) model sistem B uz dodatak 0.8 mg/ dm® superoksid-dismutaze
¢) model sistem B uz dodatak 0.2 mg/ dm® katalaze.

Hiperfina struktura oba spektra (slike 33 i 34) predstavljena je sa &etiri
linije, relativnog odnosa inteziteta 1:2:2:1, i istih konstanti cepanja za jedan
“N-atom (I=1) ay= 14.90 G i jedan 'H-atom (I=1/2) ay’=14.90 G.

Prema navodima Janezena'iRosena i Turnera'® DMPO-OH spin-
-adukt mozZe nastati:

- direktnom reakcijom DMPO i hidroksi-radikala i

H,C-CH, H,C-CH,
Hac\c/ \c H +OH" Hac\c/ \c/ "
/ ol /
HsC \I}Ll/ HaC \ITJ/ oH
0" o

- razlaganjem DMPO-OOH spin-adukta nastalog reakcijom DMPO i
superoksid-anjon-radikala.

HyC-CH, H,C-CH, H,C-CH,
HsC /o G/ \ _H laganic PR/ \ M
c C—H +0y — ¢ ¢/ g " Y c
/ VZ / / N
HsC \Fl\i/ HsC \ITJ/ ooH HaC \ll\l/ OH
o- o o

Da bi se utvrdio mehanizam nastajanja hidroksi-radikala u model siste-
mu B, pradeno je dejstvo enzima superoksid-dismutaze (0.8 mg/ dm®) i kata-
laze (0.2 mg/ dm’) na nastajanje slobodnih radikala (slika 34).

U model sistemu B nastajanje DMPO-OH spin-adukata inhibiraju i
superoksid-dismutaza i katalaza (slika 34 bic).

Dobijeni rezultati ukazuju da hidroksi-radikali nastaju reakcijom koja
se odvija u viSe faza. Redukcijom feri-jona vodonik-peroksidom nastaju fero-
-joni i superoksid-anjon-radikali:
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Fe*-EDTA + H,0, — > Fe*-EDTA + 0,* + 2H*

Ukoliko je u reakcionoj smesi prisutan enzim superoksid-dismutaza, na
ovom stupnju dolazi do inhibicije daljeg toka reakcije:

SOD
Fe*-EDTA +20,* + 2H* — > Fe*-EDTA + H,0, + O,

Feri-joni u prisustvu suproksid-anjon-radikala daju fero-jone i mole-
kularni kiseonik:

Fe*-EDTA + O, — s Fe*-EDTA + O,

Reakcijom fero jona i vodonik-peroksida nastaju hidroksi-radikali:
Fe*-EDTA + H,0, —— F&*-EDTA + *OH + OH

Enzim katalaza inhibira reakcije fero/feri jona i vodonik-peroksida, i
onemogucava stvaranje hidroksi-radikala.

Na osnovu navedenog mehanizma inhibitornog dejstva SOD-a i ka-
talaze, moze se zakljuciti da u model sistemu B hidroksi-radikali nastaju meha-
nizmom Haber-Weissove reakcije.

Obzirom da je konstanta brzine reakcije izmedu DMPO i superoksid-
-anjon-radikala veoma mala, 10 mol'dm’s™, mogude je pretpostaviti da veéina
detektovanih DMPO-OH spin adukata nastaje direktnom reakcijom DMPO i
hidroksi-radikala, sa konstantom brzine reakcije 3.8x10° mol*dm®?, a ne raz-
laganjem DMPO-OOH spin-adukata.

ZakljuCcei izvedeni analizom ESR spektara oba razmatrana model siste-
ma u potpunoj su saglasnosti sa navodima Britigana i saradnika. '

4.2.0. ELEKTRON SPIN REZONANTNA SPEKTRALNA ANALI-
ZA UTICAJA FENOLNIH JEDINJENJA NA STVARANIJE I
TRANSFORMACIJU HIDROKSI-RADIKALA U MODEL
SISTEMIMA

U radovima o slobodnim kiseonikovim radikalima koji su objavljeni
poslednjih godina''* veéinom se razmatraju uslovi i mehanizmi stvaranja
slobodnih radikala u brojnim reakcijama, zatim njihova struktura i reaktivnost,
kao i mogucénost njihove detekcije razli¢itim analiti¢kim metodama.

Mnogo je manje radova koji prate interakcije kiseonikovih slobodnih
radikala sa drugim organskim molekulima u reakcionoj sredini. Stoga je i
clektron spin rezonantna spektralna analiza transformacije slobodnih radikala,
kao relativno nova metoda detekcije slobodnih radikala, malo opisana u
literaturi.”*

Mnogi literaturni navodi svedote o medusobnoj interakciji
polifenolnih jedinjenja i kiseonikovih slobodnih radikala, kako u prirodnim
tako i u bioloskim sistemima.

128,131,153

70



Da bi se ispitao uticaj fenolnih jedinjenja na stvaranje hidroksi-radikala
u model sisteme A i B, pojedina¢no je dodavana ta¢no definisana koncentracija
pirogalola, katehola, rezorcina, vanilina, salicilne i 5-aminosalicilne kiseline.
Ova jedinjenja su izabrana zato §to su dobro rastvorljiva u vodi i zato $to u
molekulima imaju razli¢ite funkcionalne grupe koje su znacajne za reakcije sa
hidroksi-radikalima.

Ispitivana fenolna jedinjenja, u koncentracijama 0.5x10%, 1.0x x10” i 2.0
x10?> mmol/dm?, dodavana su u model sistem A pre izlaganja reakcione smese
UV svetlosti, u model sistem B pre dodavanja vodonik-peroksida. ESR spek-
tralna odredivanja nastalih PBN-OH spin-adukata izvr§ena pod istim uslovima
snimanja kao i kod model sistema A i B.

Na slikama 35, 36, 37, 38, 39 i 40 prikazani su ESR spektri PBN-OH
spin-adukata nastalih u model sistemima A i B u prisustvu pirogalola, kate-
hola, rezorcina, vanilina, salicilne i 5-aminosalicilne kiseline pri koncentraciji
od 1.0 x10* mmol/dm’.
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Slika 35. ESR spektar PBN-OH spin-adukata model sistema A u prisustvu
pirogalola (1.0 x10> mmol/dm?)
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Slika 36. ESR spektar PBN-OH spin-adukata model sistema A u prisustvu
katehola (1.0 x10* mmol/dm?)
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Slika 37. ESR spektar PBN-OH spin-adukata model sistema A u prisustvu
rezorcina (1.0 x10* mmol/dm?®)
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Slika 38. ESR spektar PBN-OH spin-adukata model sistema A u prisustvu
vanilina (1.0 x10> mmol/dm®)
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Slika 39. ESR spektar PBN-OH spin-adukata model sistema A u prisustvu
salicilne kiseline (1.0 x10> mmol/dm®)
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Slika 40. ESR spektar PBN-OH spin-adukata model sistema A u prisustvu
S-aminosalicilne kiseline (1.0 x10> mmol/dm?®)

Uporedenjem ESR spektara PBN-OH spin-adukata model sistema A
(slika 31) sa ESR spektrima PBN-OH spin-adukata model sistema A u pri-
sustvu pirogalola, katehola, rezorcina, vanilina, salicilne i 5-aminosalicilne
kiseline (slike 35 - 40), uo€ava se njihova sli¢nost, odnosno podudarnost broja,
poloZaja i odnosa relativnog inteziteta njihovih linija, kao i njihova hiperfina
struktura, §to ukazuje da i u prisustvu fenolnih jedinjenja tokom UV fotolize
vodonik-peroksida dolazi do stvaranja hidroksi-radikala, koji reakcijom sa
PBN formiraju PBN-OH spin-adukte.

Intezitet ESR signala PBN-OH spin-adukata u svim ispitivanim model
sistemima A u prisustvu odredene koncentracije pirogalola, katehola, rezo-
rcina, vanilina, salicilne i 5-aminosalicilne kiseline, niZi su od inteziteta ESR
signala PBN-OH spin-adukata model sistema A. Stepen sniZenja inteziteta
ESR signala, izraZen kao relativni intezitet (RI), zavisi od vrste fenolnog
jedinjenja i od njegove koncentracije u reakcionoj smesi, §to znaci da ispitivana
fenolna jedinjenja imaju inhibitorni efekat na stvaranje hidroksi-radikala ili
ucestvuju u njihovim transformacijama u stabilne proizvode.

Na slici 41 prikazano je sniZenje inteziteta ESR signala PBN-OH spin-
adukata model sistema A, prouzrokovano dodavanjem pirogalola, katehola,
rezorcina, vanilina, salicilne i 5-aminosalicilne kiseline, pri koncentracijama
0.5x10%, 1.0 x10% i 2.0 x10*> mmol/dm?®.

Ordinata koordinatnog sistema predstavlja % relativnog intezitata
(%RI) ESR signala model sistema A u prisustvu pirogalola, katehola, rezor-
cina, vanilina, salicilne i 5-aminosalicilne kiseline, u odnosu na intezitet ESR
signala model sistema A uzetog kao 100%.
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Slika 41. Uticaj pirogalola (1), katehola (2), rezorcina (3), vanilina (4), sali-
cilne (5) i 5S-aminosalicilne kiseline (6) na intezitet ESR signala
PBN-OH spin-adukata u model sistemu A

Pirogalol, dodat model sistemu A, procentualno najviSe sniZava inten-
zitet ESR signala PBN-OH spin-adukata. Koncentracija pirogalola 0.5x10?
mmol/dm® uzrokovala je sniZenje RI ESR signala za 30.25 % (% RI=69.75).
Dalji porast koncentracije pirogalola znatnije je smanjio nastajanje hidroksi-ra-
dikala, tako da je RI ESR signala PBN-OH spin-adukata pri koncentraciji
pirogalola 1.0x10 mmol/dm® 62.34%, a pri koncentraciji 2.0x10> mmol/dm’
42.56%.

Uticaj katehola na sniZenje RI ESR signala PBN-OH spin-adukata je
slabije izraZen nego u prethodnom sistemu. Pri najniZoj koncentraciji katehola
0.5x10° mmol/dm® RI ESR signala iznosi 79.89 %, a pri najvifoj ispitivanoj
koncentraciji 2.0x10> mmol/dm?® 55.34%.

Efckat sniZzenja RI ESR signala PBN-OH spin-adukata u prisustvu
rezorcina tokom UV fotolize vodonik-peroksida je slabije izraZen nego efekat
sniZenja u prisustvu pirogalola i katehola. Pri koncentraciji rezorcina od 0.5x10
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mmol/dm® RI ESR signala PBN-OH spin-adukata iznosi 87.34%, pri kon-
centraciji 1.0x10> mmol/dm*® 80.32%, a pri koncentraciji 2.0x10*> mmol/dm’®
70.24%.

Prisustvo vanilina ne uti¢e znacajnije na smanjenje RI ESR signala
PBN-OH spin-adukata. Vrednosti RI ESR signala u ispitivanom opsegu
koncentracija 0.5 - 2.0x10> mmol/dm?® kreéu se izmedu 90.32 i 79.25%.

Salicilna i 5-aminosalicilna kiselina takode znaCajnije ne sniZavaju RI
ESR signala u model sistemu A, ukoliko se dodaju u koncentracijama 0.5x107,
1.0x10” i 2.0x10> mmol/dm®. Pri najvecoj ispitivanoj koncentraciji salicilne
kiseline i 5-aminosalicilne kiseline (2.0x10> mmol/dm*) RI ESR signala PBN-
OH spin-adukata je 86.43%, odnosno 89.87%.

Uporedenje eksperimentalno dobijenih rezultata inhibitornog delo-
vanja fenolnih jedinjenja na stvaranje hidroksi-radikala sa podacima objav-
ljenim u literaturi™ naj¢esc¢e nije moguce zbog razligitih eksperimentalnih uslo-
va stvaranja hidroksi-radikala ili zbog razli¢itih metoda utvrdivanja stepena
inhibicije.

Kitagawa i saradnici'” navode da fenolna jedinjenja koja u svojoj struk-
turi sadrZe veci broj hidroksilnih grupa, i to u o-poloZaju, imaju izraZenije
antioksidativno delovanje. To potvrduju i rezultati dobijeni ispitivanjem mo-
del sistema A u prisustvu pirogalola i katehola.

Simi¢ i saradnici” navode da antioksidativno delovanje kateholnih
derivata zavisi od elektron-donorske aktivnosti, odnosno od vrednosti redoks
potencijala.

Vrednosti redoks potencijala pirogalola, katehola, vanilina, salicilne i 5-
aminosalicilne kiseline, navedene u radu Hornera i saradnika,” ukazuju da
nize vrednosti redoks potencijala pirogalola i katehola olak$avaju nastajanje
radikalskih oblika (fenoksi- ili semihinon-radikala).

Male deformacije bazne linije ESR spektra, kao i pojava dodatnih linija
u ispitivanom model sistemu A, pri koncentraciji pirogalola, katehola, rezor-
cina, vanilina, salicilne, odnosno 5-aminosalicilne kiseline od 2.0x10?
mmol/dm®, ukazuju na postojanje i drugih vrsta slobodnih radikala.

Interakcija hidroksi-radikala i fenolnih jedinjenja je redoks reakcija u
kojoj nastaju fenoksi- ili semihinon-radikali, koji, najverovatnije, uslovljavaju
dodatne linije na ESR spektrima model sistema A u prisustvu pirogalola,
katehola, rezorcina, vanilina, salicilne i 5-aminosalicilne kiseline.

Fenoksi/semihinon-radikali stabilizuju svoju strukturu rezonancijom,
preko razli¢itih mezomernih formi, zavisno od prisutnih supstituenta u mo-
lekulu. Nastali fenoksi/semihinon-radikali ne podleZu daljoj oksidaciji, jer je
konstanta brzine reakcije izmedu fenoksi- ili semihinon-radikala i mole-
kulskog kiseonika mala, oko 10°mol™ dm® s™.

Osawa i saradnici' su ispitali antioksidativno delovanje a-tokoferola
tokom oksidacije pileée masti. Pri koncentraciji a-tokoferola od 2.0x10?
mmol/dm® u ispitivanom sistemu, autori su ESR spektroskopijom detektovali
hromanoksi-radikale, nastale reakcijom a-tokoferola i kiseonikovih radikala.
Na osnovu iznetih literaturnih navoda moze se pretpostaviti da se u ispiti-
vanom model sistemu A u prisustvu pirogalola, katehola, rezorcina, vanilina,
salicilne i 5-aminosalicilne kiseline stvaraju fenoksi/semihinon-radikali, kao
posledica oksidacije fenolnih jedinjenja u prisustvu hidroksi-radikala.'*
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Da bi se eksperimentalno potvrdila navedena pretpostavka pripremani
su model sistemi identi¢ni model sistemu A u prisustvu 5.0x10> mmol/dm®
pirogalola, katehola, rezorcina, vanilina, salicilne i 5-aminosalicilne kiseline. U
ove sisteme nije dodavan spin-trap PBN, kako ESR spektar nastalih PBN-OH
spin-adukata ne bi preklopio ESR spektar novonastalih slobodnih radikala.

Na slici 42 prikazan je ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih
radikala nastalih u model sistemu A u prisustvu pirogalola, pri koncentraciji
od 5.0 x10> mmol/dm’.
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Slika 42. ESR spektar (a) i “stik“ dijagram (b) model sistema A u prisustvu
pirogalola (5.0x10*> mmol/dm?)

Sest karakteristi¢nih linija (dva tripleta), relativnog odnosa intezitete
1:2:1:1:2:1 i konstante hiperfinog cepanja ay’ = 5.41 G za proton u polozaju Cs i
ay"® = 0.96 G za protone u polozajima C, i Cq, ukazuju na prisustvo stabilnih
slobodnih radikala pirogalola, koji su nastali kao proizvodi oksidacije piro-
galola u prisustvu hidroksi-radikala. “Stik” dijagram se dobro slaze sa ekspe-
rimentalnim spektrom.

Na slici 43 prikazani su ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih
radikala nastalih u model sistemu A pri koncentraciji katehola od 5.0x10
mmol/dm’.
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Slika 43. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) model sistema A u prisustvu
katehola (5.0x10> mmol/dm?)

(6]

Hiperfina struktura slobodnih radikala katehola, koji su po svojoj
strukturi o-semihinon-anjon-radikali, poti¢e od interakcije nesparenog elek-
trona sa dve grupe od po dva ekvivalentna protona, i sastoji se od 9 linija (tri
tripleta) sa relativnim odnosom inteziteta 1:2:1:2:4:2:1:2:1. Konstante hi-
perfinog cepanja imaju vrednost a;*°= 0.75 G za protone u polozaju C, i Cq, i
ay"® = 3.67 G za protone u polozaju C, i Cs. o-Benzosemihinonon-anjon-

radikali imaju sledecu strukturu:
: : |
O~

o-Benzosemihinon-anjon-radikali su nestabilni u vodenim rastvorima i
daju o-hinone. Da bi se $to pouzdanije snimio ESR spektar, skraden je vre-
menski opseg merenja sa 1310.72 ms na 163.64 ms.
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Elektron spin rezonantni spektri rezorcina i vanilina nisu detektovani u
model sistemu A pri koncentraciji rezorcina i vanilina od 5.0x10> mmol/dm’.
Visoke vrednosti redoks potencijala pri pH = 8.2 ovih fenolnih jedinjenja, ta-
kode ukazuju na oteZavajuée nastajanje fenoksi-radikala.

Na slici 44 prikazan je ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) dobijen u
model sisitemu A, pri koncentraciji salicilne kiseline od 5.0x10” mmol/dm’.
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Slika 44. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) model sistema A u
prisustvu salicilne kiseline (5.0x10> mmol/dm?®)

[G]

Hiperfina struktura ESR spektra potice od interakcije nesparenog elek-
trona sa &etiri neekvivalentna protona u polozajima C;, C,, Cs 1 Cg, i sastoji se
od 16 linija. Konstante hiperfinog cepanja imaju vrednosti a;’= 2.20 G, B
10.80 G, a,°=1.30 G i a;°=7.50 G.

U model sistemu A u prisustvu 5-aminosalicilne kiseline koncentracije
5.0x10?> mmol/dm®, snimljen je ESR spektar koji je prikazan na slici 45.
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Slika 45. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) model sistema A u prisustvu
S-aminosalicilne kiseline (5.0x10*> mmol/dm?®)

Prisustvo tri neekvivalentna protona u poloZajima C,, C, i C,, sa ko-
nstantama cepanja hiperfine strukture a;*=1.62 G, a,'=1.44 G i a,’=2.94 G,
N-atoma sa konstantom cepanja ay=5.07 G i dva ekvivalentna protona amino-

grupe sa konstanton cepanja ay™ = 5.22 G , pretpostavlja prisustvo slobodnog
radikala sledede strukture:

CO0®
O.

HN

Na slikama 46, 47, 48, 49, 50 i 51 prikazani su ESR spektri PBN-OH
spin-adukata nastalih u model sistemu B u prisustvu pirogalola, katehola,
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rezorcina, vanilina, salicilne i 5-aminosalicilne kiseline, pri koncentraciji
1.0x10*> mmol/dm’.
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Slika 46. ESR spektar PBN-OH spin-adukata model sistema B u prisustvu
pirogalola (1.0x10* mmol/dm?*)
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Slika 47. ESR spektar PBN-OH spin-adukata model sistema B u prisustvu
katehola (1.0x10> mmol/dm?)
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Slika 48. ESR spektar PBN-OH spin-adukata model sistema B u prisustvu
rezorcina (1.0x10*> mmol/dm®)
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Slika 49. ESR spektar PBN-OH spin-adukata model sistema B u prisustvu
vanilina (1.0x10* mmol/dm®)
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Slika 50. ESR spektar PBN-OH spin-adukata model sistema B u prisustvu
salicilne kiseline (1.0x10* mmol/dm®)
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Slika 51. ESR spektar PBN-OH spin-adukata model sistema B u prisustvu
S-aminosalicilne kiseline (1.0x10> mmol/dm®)
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Uporedenjem ESR spektara PBN-OH spin adukata model sistema B
(slika 32), sa ESR spektrima PBN-OH spin-adukta model sistema B u prisustvu
pirogalola, katehola, rezorcina, vanilina, salicilne i 5-aminosalicilne kiseline
(slike 46 - 51) uodljivo je, uz manje deformacije bazne linije, oCuvanje izgleda
spektra, odnosno broja linija spektra, kao i njegove hiperfine strukture, §to
ukazuje da i u prisustvu fenolnih jedinjenja u Haber-Weissovoj reakciji dolazi
do stvaranja hidroksi-radikala, koji reakcijom sa PBN formira PBN-OH spin-
adukte.

Inteziteti ESR signala PBN-OH spin-adukata model sistema B u prisu-
stvu pirogalola, katehola, rezorcina, vanilina, salicilne i 5-aminosalicilne kise-
line, odgovarajuéih koncentracija, su visi od inteziteta ESR signala PBN-OH
spin-adukata model sistema B. Stepen poviSenja inteziteta ESR signala zavisi
od vrste fenolnog jedinjenja i od njegove koncentracije u reakcionoj smesi. To
prakti¢no znaci da ispitivana fenolna jedinjenja imaju promotorni efekat na
stvaranje hidroksi-radikala mehanizmom Haber-Weissove reakcije, tj. poka-
zuju osobinu prooksidanata.

Na slici 52 prikazano je povecanje relativnog inteziteta ESR signala
PBN-OH spin-adukata model sistema B uzrokovano dodavanjem pirogalola,
katehola, rezorcina, vanilina, salicilne, 5-aminosalicilne kiseline, u rasponu
koncentracija 0.5x10” - 2.0x10* mmol/dm’.

Model sistem B

m1 x 10°’mmol/dm?®

Slika 52. Uticaj pirogalola (1), katehola (2), rezorcina (3), vanilina (4), salicilne
(5) i 5-aminosalicilne kiseline (6) na intezitet ESR signala PBN-OH
spin-adukata u model sistemu B

NajizraZeniji promotorni efekat na stvaranje hidroksi-radikala u Haber-

-Weissovoj reakciji zapaZen je u model sistemu B u prisustvu pirogalola. Kon-
centracija 0.5x10> mmol/dm® pirogalola u model sistemu B dovodi do pove-
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¢anja RI ESR signala na 280%, od polaznog inteziteta. Dalji porast koncen-
tracije pirogalola prouzrokuje postepeno poveéanje promotornog efekta, tako
da pri koncentraciji od 1.0x10*> mmol/dm*® RI iznosi 340%, a pri koncentraciji
2.0x10*> mmol/dm?* 410%.

U model sistemu B u prisustvu katehola, isto kao i u slu€aju dodavanja
pirogalola, ve¢ koncentracija 0.5x10*> mmol/dm* dovodi do poveéanja RI ESR
signala (RI=180%). Vise koncentracije, 1.0x10* i 2.0 x10*> mmol/dm® obezbe-
duju viSe stepene poveéanja od 305%, odnosno, od 380%.

Promotorni efekat rezorcina na stvaranje hidroksi-radikala Haber-We-
issovom reakcijom manje je izraZen nego promotorni efekat pirogalola i
katehola. Pri koncentraciji rezorcina od 0.5x10° mmol/dm* RI ESR signala
iznosi 135%, pri koncentraciji od 1.0x10> mmol/dm® je 195%, dok pri kon-
centraciji od 2.0x10* mmol/dm® iznosi 210%.

U model sistemu B u prisustvu vanilina, ispitivanja su takode pokazala
da vanilin prisutan u model sistemu B, u opsegu koncentracija 0.5x10?- 2.0x10?
mmol/dm’® povecéava vrednost RI ESR signala PBN-OH spin-adukata. Kon-
centracija vanilina 2.0x10*> mmol/dm® je izazvala najznadajnije povecanje RI
ESR signala, od 165%.

U model sitemu B u prisustvu salicilne i 5-aminosalicilne kiseline, do
vidnijeg povecanja RI ESR signala dovodi tek njihova koncentracija od 2.0x10?
mmol/dm®. NiZe koncentracije (0.5x10> mmol/dm® i 1.0x10? mmol/dm®), dovo-
de samo do malog ( RI se povecdava za 5-20% ) povecanja RI ESR signala.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da je prisustvo o-di-
hidroksilnih-grupa (kateholski ostatak) u molekulu fenolnih jedinjenja od pre-
sudnog znacaja za poveéanje koncentracije hidroksi-radikala. Rezorcin (m-di-
hidroksibenzen), vanilin (kod koga je hidroksilna grupa u o-poloZaju metoksi-
lovana), kao i salicilna i 5-aminosalicilna kiselina (koji u svojoj strukturi
nemaju kateholski ostatak), ne utidu znalajnije na povecanje koncentracije
hidroksi-radikala u ispitivanom model sistemu B.

Feri-joni redukuju se u prisustvu fenolnih jedinjenja (ArOH) i stvaraju
fero-jone i fenoksi-radikale(ArO®).

Fe*-EDTA + ArOH —— Fe*-EDTA + ArO® + H*

Vodonik-peroksid reaguje sa nastalim fero-jonima dajuéi hidroksi-ra-
dikale. Feri-joni nastali u drugom stupnju reakcije ponovo se redukuju pri-
sutnim fenolnim jedinjenjem. Reakcija se ponavlja, §to rezultira povecanjem
koncentracije hidroksi-radikala u reakcionoj smesi.

Fe*-EDTA + H,0, ——F&*-EDTA + *OH + OH

Kod monohidroksilnih jedinjenja promotorni efekat je uslovljen pri-
sustvom drugih funkcionalnih grupa. Aldehidna i metoksi grupa u molekulu
vanilina uzrokuju izraZeniji promotorni efekat u odnosu na karboksilnu grupu
salicilne kiseline i 5-aminosalicilne kiseline. Prisustvo amino-grupe vezane u
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polozaju Cs-atoma u molekulu salicilne kiseline neznatno smanjuje promotorni
efekat.

Iwahashi i saradnici'”® navode da i neka druga jedinjenja, kao §to su
pirokatehol, galna kiselina, kafena i hlorogenska kiselina, imaju promotorni
efekat na stvaranje hidroksi-radikala u sistemima sa feri-jonima, a da pro-
motorni efekat pojedinih fenolnih jedinjenja zavisi od broja i rasporeda hidrok-
silnih grupa u molekulu, §to je u saglasnosti sa gore navedenim rezultatima.

Promotorni efekat delovanja fenolnih jedinjenja u oksido-redukcionim
sistemima, naroCito biohemijskim sa prisutnim feri-jonima, najverovatnije
uslovljavaju mutagene i kancerogene promene humanog tkiva.

4.3.0. ELEKTRON SPIN REZONANTNA SPEKTRALNA ANALIZA
SLOBODNIH KISEONIKOVIH RADIKALA U PRIRODNIM
HEMIJSKIM SISTEMIMA

Elektron spin rezonantna eksperimentalna istraZivanja novijeg datuma
dovode u vezu oStecenja Celija tkiva i trajnost prehrambenih proizvoda sa
kiseonikovim radikalima, koji nastaju oksidacijom lipida u prisustvu metalnih
jona.”’ Izu¢avanje ovakvih sistema je predmeti ovog doktorskog rada.

4.3.1. Elektron spin rezonantna spektralna analiza slobodnih kiseonikovih
radikala u prirodnom sistemu I

Na slici 53 (a, b, ¢ i d) prikazani su ESR spektri nastalih slobodnih
radikala u toku oksidativne degradacije linolne kiseline u prisustvu Fentonovih
reaktanata (prirodni sistem I).
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Slika 53. ESR spektri slobodnih radikala prirodnog sistema I

a) 10 cm* 50 mmol/dm® linolne kiseline, 48 mmol PBN, 0.1 cm® 0.1 mmol/dm®
gvozde(II)-hlorida, 0.1 cm® 0.1 mmol/dm® vodonik-peroksida;

b) 10 em’ 50 mmol/dm® linolne kiseline, 48 mmol PBN, 0.1 cm® 0.1 mmol/dm?
gvozde(II)-hlorida;

¢) 10 em® 50 mmol/dm’ linolne kiseline, 48 mmol PBN. 0.1 cm® 0.1 mmol/dm?
vodonik-peroksida;

d) 10 em® 50 mmol/dm” linolne kiseline, 48 mmol PBN, 0.1 cm’® helatnog kom-
pleksa Fe-EDTA (1:1), 0.1 cm® 0.1 mmol/dm® vodonik-peroksida.
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Na osnovu ESR spektralne analize, relativnog odnosa inteziteta linija i
njihovog broja i poloZaja, kao i hiperfine strukture spektra moze se zakljuéiti
da peroksi-radikali, odnosno PBN-OOLH spin-adukti nastaju samo u reak-
cionoj smesi linolne kiseline, PBN i oba Fentonova reaktanta, bez obzira da li
je Fe’* | uslobodnom ili helatno vezanom stanju (slika 53 a,d).

IzraCunate vrednosti konstanti hiperfinog cepanja “N-atoma (ay= 14.90
G) i 'H-atoma (a;" = 2.85 G) su niZe nego vrednosti konstanti hiperfinog ce-
panja PBN-OOH spin-adukata nastalih u vodenim rastvorima (ay = 15.00 G,
ay’ =3.31 G). ‘

Manja polarnost linolne kiseline u odnosu na vodene rastvore, uzrok je
niZih vrednosti konstanti hiperfinog cepanja PBN-OOLH spin-adukata u
odnosu na PBN-OOH spin-adukte, §to je u saglasnosti sa literaturno nave-
denim podacima.'®

Intezitet ESR signala PBN-OOLH spin-adukata, u reakcionoj smesi
linolna kiselina, PBN, Fe** -EDTA(1:1) i vodonik-peroksid, je niZi od inteziteta
ESR signala PBN-OOLH spin-adukata dobijenih u reakcionom sistemu bez
EDTA tj. u reakcionoj smesi sa slobodnim Fe?* jonima. Slabije delovanje Fe**
-EDTA kompleksa u odnosu na gvozde(Il)-hlorid u lipidnim sistemima na
stvaranje peroksi-radikala je posledica manje migracije helatno vezanog fero-
-jona u odnosu na slobodni jon. Migracija slobodnog fero-jona iz vodene u
lipidnu fazu, izraZena preko koncentracionog koeficijenta, iznosi 2 pmol/dm?, a
helatno vezanog 0.54 pmol/dm?. 1581%°

Na slici 54 prikazan je ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih
radikala odredenih u reakcionoj smesi 10 cm® 50 mmol/dm?® metil-linoleata, 48
mmol PBN, 0.1 cm® 0.1 mmol/dm® gvoZde(II)-hlorida i 0.1 cm® 0.1 mmol/dm?
vodonik-peroksida (metil-linoleat/Fentonovi reaktanti).
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Slika 54. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala prirodnog
sistema I (metil-linoleat/Fentonovi reaktanti)

Na ESR spektru se uocava tri dubleta (Sest linija) pribliZzno istog inten-
ziteta, karakteristi¢nih za interakciju nesparenog elektrona i jednog “N atoma
(I=1) i jednog 'H atoma (I=1/2), odnosno za spin-adukte PBN-a, u kojima je
nespareni elektron lokalizovan prvenstveno na kiseonikovom atomu nitrok-
sida.

Konstante hiperfinog cepanja linija spektra ay= 14.80 G i a;" = 2.75 G
ukazuju na prisustvo PBN-peroksi-radikal spin-adukata (PBN-OOLM) u reak-
cionoj smesi.

Konstante hiperfinog cepanja ESR signala PBN-OOLM spin-adukata
nastalih u sistemu metil-linoleat/Fentonovi reaktanti niZze su od konstanti
hiperfinog cepanja ESR signala PBN-OOLH spin-adukata nastalih u sistemu
linolna kiselina/Fentonovi reaktanti. Navedene razlike vrednosti konstanti
hiperfinog cepanja linija ESR spektara su posledica manje polarnosti molekula
metil-linoleata u odnosu na linolnu kiselinu.'®

Na osnovu rezultata ESR spektralne analize (slike 53 i 54) moZe se
pretpostaviti da linolna kiselina i metil-linoleat u prisustvu Fentonovih reak-
tanata, podleZu oksidativnoj degradaciji, najverovatnije iniciranoj hidroksi-ra-
dikalima, pri ¢emu se formiraju peroksi-radikali. Peroksi-radikali reaguju sa
PBN-om, i daju stabilne spin-adukte PBN-OOLH, odnosno PBN-OOLM:

O o*
| |
C,H; - CH=N-C(CH,),+ *OOLH CH,-CH-N-C(CH,),

OOLH

PBN PBN-OOLH spin-adukti
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O (T-
|
C,H, - CH=N-C(CH,),+ *OOLM C,H,-CH-N-C(CH,),

OOLM

PBN | PBN-OOLM spin-adukti

Simic i saradnici'® su primenom pulsne radiolize, utvrdili da se inicijalni
napad superoksid-anjon-, peroksi- ili hidroksi-radikala na linolnu kiselinu
odvija duz ugljovodoni¢nog lanca i da subsekventna intramolekularna migra-
cija radikala, ili sekundarno izdvajanje atoma vodonika sa drugog lipidnog
molekula, rezultira nastajanjem novih slobodnih radikala, ili hidro-peroksida
na G, i C;-atomu (slika 55).
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1

l ROO?® *OH, O3~

” o T n HL"*
/ \./ \ 2( )
’ _ / loz \ —
R{ % R, nema R/ V/ R,

l 0, reakcije l 0,

oo* (o]0

R{ \ R, R / R,
13-HLOO® 9-HLOO®

l HzL lHZL
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Slika 55. Oksidacija linolne kiseline (H,L)"*

Najreaktivnija C-H veza u molekulu linolne kiseline je bisalilnaC-H
veza (energija veze iznosi 313.5 kJ/mol). Medutim, bisalil-radikali linolne kise-
line ne reaguju sa kiseonikom, zbog smanjene elektronske gustina na C,;-
atomu. Rezonantne forme alkil-radikala sa nesparenim elektronom na C,- i
C-atomu reaguju sa kiseonikom, i formira se peroksi-radikal.
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C,- i Cj5-peroksi-radikali linolne kiseline koji nastaju u toku neezimske
oksidacije lipida, daju identi¢ne ESR spektre, pa ih nije mogucde razlikovati.

U prirodnom sistemu I (linolna kiselina ili metil-linoleat) koji sadrzi
Fentonove reaktante nastaju kao primarni proizvodi hidroksi-radikali, koji su u
navedenim sistemima inicijatori oksidacije. Peroksi-radikali su sekundarni
proizvodi reakcije, nastali nakon inicijalnog delovanja hidroksi-radikala na
alkilni lanac metil-linoleata i oksidacije nastalih alkil-radikala molekularnim
kiseonikom (slika 56):

kp
O, 7 7 00 -9
o "0,
le
MOOH
cis, trans- 9-Hidro-peroksid trans, trans- 13-Hidro-peroksid

kp= raskidanje C - O veze
KP = prenos vodonika

Slika 56. Nastajanje peroksi-radikala nakon inicijalnog delovanja hidroksi-
radikala na alkilni lanac linolne kiseline ili metil-linoleata

Izostanak ESR signala PBN-OH spin-adukata u navedenom prirodnom
sistemu I najverovatnije je posledica vece brzine reakcije hidroksi-radikala sa
linolnom kiselinom ( k = 9x10°’mol*dm’s™*), odnosno metil-linoleatom, u odno-
su na brzinu reagovanja hidroksi-radikala sa PBN-om (k = 1.6x10°mol*dm’s™).

S obzirom da se tokom inicijalne faze oksidacije lipida formiraju i alkil-
radikali (>L ® ) oCekivala bi se i detekcija PBN-L spin-adukata u ispitivanom
prirodnom sistemu. Medutim konstanta brzine hemijske reakcije izmedu alkil-
-radikala i kiseonika, tokom koje kao proizvod nastaju peroksi-radikali, je
k=(1-4)x10’mol’dm’s™,”” a brzina reakcije alkil-radikala i spin-trapa PBN,
k=1.1x10’mol'dm’s™, tako da su ESR-spin-trap metodom, pod navedenim
uslovima, utvrdeni samo PBN-OOLH, odnosno PBN-OOLM spin-adukti.

Razlike u rastvorljivosti jona gvoZzda i spin-trapa u linolnoj kiselini i
njenim nepolarnim estrima u prirodnim hemijskim i1 biolo$kim sistemima
upucuju na nekoliko interesantnih pitanja:

1. da li postoje tatno definisane regije Celijskih membrana u kojima se Fen-
tonova reakcija moZe odvijati?

2. da li postoje specificne mete za reakciju hidroksi-radikala u delijskim mem-
branama, u kojima je veéina masnih kiselina prisutna u obliku estara?

3. da li povecdana koncentracija masnih kiselina u ¢elijskim membranama pove-
¢ava migraciju gvozda uslovljavajuéi predispoziciju tih membrana za oksida-
tivnu destrukciju?
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Na osnovu eksperimentalno dobijenih rezultata i ESR spektralne ana-
lize moguce je zakljuditi da hidroksi-radikali nastali mehanizmom Fentonove
reakije zaista iniciraju oksidaciju lipida. Ali treba imati u vidu da u inicijaciji
lipidne oksidacije hidroksi-radikalima ucestvuju i drugi faktori, na primer: od-
nos koncentracija Fe** / Fe** jona, prisutni rastvaradi ili neki organski molekuli
(proteini, ugljeni hidrati, amino jedinjenja), stepen nezasi¢enosti masnih kise-
lina, prisustvo razliitih inhibitora itd.*®*'®

4.3.2. Elektron spin rezonantna spektralna analiza slobodnih kiseonikovih
radikala u prirodnom sistemu II

Na slici 57 prikazan je ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih
radikala dobijenih u prirodnom sistemu II rastvaranjem 48 mM PBN-a u 10
cm’ 50 mmol/dm’® hidro-peroksida metil-linoleata. Oksidacija lipida je induko-
vana 0.1 cm® 0.1 mmol/dm® gvozde(II)-hlorida.
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Slika 57. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala prirodnog
sistema II

[G]
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Na ESR spektru uocava se Sest linija priblizno istog inteziteta, karak-
teristiCnih za interakciju nesparenog elektrona i jednog “N atoma (I=1) i je-
dnog 'H atoma (I=1/2), odnosno za spin-adukte PBN-a, u kojima je nespareni
clektron lokalizovan prvenstveno na kiseonikovom atomu nitroksida. Kon-
stante hiperfinog cepanja linija spektra ay = 14.85 G i a,” = 2.10 G ukazuju na
prisustvo alkoksi-radikala, odnosno PBN-OLM spin-adukata u reakcionoj
smesi.

Na osnovu rezultata ESR spektralne analize moZe se pretpostaviti da
katalitickom degradacijom hidro-peroksida metil-linoleata (MLOOH) u pri-
sustvu fero-jona nastaju nestabilni alkoksi-radikali (MLO®). Dominantna reak-
cija nastajanja alkoksi-radikala je homoliti¢ko raskidanje O-O veze u molekulu
hidro-peroksida i oksido-redukciona reakcija uslovljena transferom jednoga
clektrona. Nastali nestabilni alkoksi-radikali reaguju sa PBN, i daju stabilne
spin-adukte PBN-OLM.

MLOOH + Fe**—— MLO*® + Fe** + OH™

T T
|
CH; - CH=N-C(CH,),+ *OLM C.H;-CH-N-C(CH,),
' |
OLM
PBN PBN-OLM spin-adukti

Sa povecanjem koncentracije hidro-peroksida metil-linoleata u prirod-
nom sitemu II, sa 0.5 mmol/dm* na 0.8 mmol/dm®, menja se izgled snimljenog
ESR spektra, odnosno konstante hiperfinog cepanja imaju druge vrednosti.

Da bi se povecao intenzitet ESR signala, a time i olak$ala njegova iden-
tifikacija, analiza prirodnog sistema II sa koncentracijom hidro-peroksida
metil-linoleata od 0.8 mmol/dm’, je radena pri veéoj vrednosti receiver gaina
(povecan je sa 2.5x10° na 1 x 10°).

Na slici 58 prikazan je ESR spektar slobodnih radikala dobijenih u pri-
sustvu 10 cm® 80 mmol hidro-peroksida metil-linoleata, 48 mmol PBN, 0.1 cm®
0.1 mmol/dm’® gvozde(II)-hlorida (a) i ”stik” dijagram (b) slobodnih radikala,
120 minuta nakon pocetka reakcionog perioda.
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Slika 58. ESR spektar (a) slobodnih radikala prirodnog sistema II u prisustvu
povecane  koncentracije  hidro-peroksida  metil-linoleata (0.8
mmol/dm®) nastalih u toku 30 minuta i ESR spektar (b) i “stik” di-
jagram (c) slobodnih radikala nastalih nakon 120 minuta

[G]

Na ESR spektru (slika 58 a) uoCavaju se Sest linija priblizno istog
intenziteta, karakteristiénih za interakciju nesparenog elektrona i jednog “N
atoma (I=1) i jednog 'H atoma (I=1/2). Konstante hiperfinog cepanja linija
spektra ay=14.90 Giaf =275 G ukazuju na prisustvo PBN-peroksi-radikal
spin-adukata (PBN-OOLM) u reakcionoj smesi.

Konstante hiperfinog cepanja PBN-OOLM spin-adukata nastalih u pri-
sustvu povecane koncentracije hidro-peroksida metil-linoleata, uporedive su sa
konstantama PBN-peroksi-radikala nastalog fotolizom 100 mmol/dm® izo-
propilbenzenhidro-peroksida u prisustvu 50 mmol PBN u toluenu.'™ Davies i
saradnici'® su ispitali nastajanje izopropilbenzen-peroksi-radikala reakcijom 70
pmol/dm® izopropilbenzenhidro-peroksida, 25 pmol/dm® Fe** jona u prisustvu
20 mmol PBN, i ESR analizom utvrdili da konstante hiperfinog cepanja za
nastale peroksi-radikale iznose ay=15.00 G i a’=3.20 G.
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Utvrdeni lipidni peroksi-radikali najverovatnije nastaju interakcijom
lipidnih alkoksi-radikala i hidro-peroksida metil-linoleata:

MLOOH + MLO®* — MLOH + MLOO*

Homolitickim raskidanjem O-H veze u molekulu hidro-peroksida
izdvaja se atom vodonika koji zatim veoma brzo reaguje sa lipidnim alko-
ksi-radikalima formirajuéi stabilne hidroksilipide (MLOH).

Da bi se utvrdila stabilnost peroksi-radikala u reakcionoj smesi (10 cm’
80 mmol/dm® hidro-peroksida metil-linoleata, 0.1 cm’ 0.1 mmol/dm® gvo-
zde(II)-hlorida i 48 mmol PBN) prirodnog sistema II, pradena je promena
oblika, inteziteta i broja linija ESR spektra PBN-OOLM spin-aduakta tokom
reakcionog perioda od 500 minuta, na sobnoj temperaturi. Promene na ESR
spek-tru prikazane su graficki na slici 59.
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Slika 59. Graficki prikaz promene koncentracije slobodnih radikala reakcione
smeSe prirodnog sistema II (10 cm® 80 mmol/dm® hidro-peroksida
metil-linoleata, 0.1 cm® 0.1 mmol / dm® gvozde(II)-hlorida i 48 mmol
PBN) u funkciji vremena

Oblik i intezitet linija ESR spektra PBN-OOLM spin-adukata menja se
tokom reakcionog perioda od 500 minuta. Nakon 120 minuta na ESR spektru
(slika 58 b) se uocCavaju promene inteziteta i poloZaja linija spektra. Dobijeni
ESR spektar ukazuje na postojanje dve vrste radikala u reakcionoj smesi. Da
bi se utvrdila razlika izmedu ta dva nastala kiseonikova radikala uraden je i
“stik” dijagram (slika 58 c), koji potvrduje da se u ispitivanom reakcionom
sistemu, pri koncentraciji hidro-peroksida metil-linoleata od 0.8 mmol/dm’,
nakon 120 minuta reakcije kataliticke degradacije, mogu utvrditi i alkoksi-
radikali, odnosno PBN-OLM spin-adukti, sa konstantama hiperfinog cepanja
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ay= 1485 G i a, = 2.10 G i peroksi-radikali, odnosno PBN-OOLM spin-adu-
kti, sa konstantama hiperfinog cepanja ay=14.90 G i a, = 2.75 G.

Chiba i saradnici*® su utvrdili da se lipidni hidro-peroksidi pod uticajem
svetlosti razgraduju, i formiraju sekundarne alkil-radikale. Oksidacijom lipid-
nih peroksida u prisustvu alkil-radikala nastaju alkoksi-radikali, koji mogu da
se odrede ESR spektralnom analizom:

MLOOH + L*— MLO*® + LOH

Kako je kataliticka oksidativna degradacija hidro-peroksida metil-lino-
leata sloZena lanCana reakcija, u kojoj nastaje smesa kiseonikovih radikala, za
ispitivanje ESR spektroskopijom i spin-trap metodom moraju se uvek tacno
definisati reakcioni uslovi, odnosno tokom istraZivanja lipidnih sistema treba
odrediti koji se kiseonikovi radikali Zeli detektovati, da bi se utvrdila potrebna
koncentracija reaktanata i vreme nakon kojeg ¢e se snimati ESR spektri. Tako,
na primer, pri koncentracijama lipidnih hidro-peroksida estara masnih kiselina
veéim od 0.5 mmol/dm®, ukoliko se Zeli detektovati samo jedna vrsta kiseo-
nikovih radikala, potrebno je skratiti vreme inkubacije reakcione smese, od-
nosno ESR spektri se moraju snimati nakon kraceg vremena.

4.3.3. Elektron spin rezonantna spektralna analiza slobodnih kiseonikovih
radikala u prirodnom sistemu III

Na slici 60 prikazani su ESR spektar(a) i “stik” dijagram (b) slobodnih
radikala nastalih u reakcionoj smesi 0.6 g (10 cm’) komercijalnog sunco-
kretovog ulja, 48 mmol PBN i 0.1 cm® 0.1 mmol/dm® gvozde(II)-hlorida (pri-
rodni sistem III).

ESR spektar prikazan na slici 60 sastoji se iz tri razliite vrste radikala
¢ije su izraCunate konstante hiperfinog cepanja za odgovaraju¢e PBN-spin-
adukte prikazane u tabeli 18.
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Slika 60. ESR spektar (a) i “stik” dijagram slobodnih radikala prirodnog
sistema 111

(Gl

Tabela 18. Analiza hiprfine strukture ESR spektra slobodnih radikala
prirodnog sistema III.

Konstante hiperfinog
PBN spin-adukti | cepanja (G)
an ay’
PBN-OLM 14.85 2.25
PBN-OOLM 14.75 2.80
PBN-L 16.20 3.00

U kompleksnom lipidnom sistemu kao §to je suncokretovo ulje, u €ijoj
strukturi se nalaze zasi¢ene i nezasi¢ene masne kiseline, njihovi estri i pri-
rodni antioksidanti, istovremeno se formira velik broj kiseonikovih radikala,
§to oteZava njihovo utvrdivanje. Zbog velike vrednosti peroksidnog broja ispi-
tivanog suncokretovog ulja (PV = 80), u reakcionoj smesi su prisutni i hidro-
peroksidi masnih kiselina i njihovih estara. Nakon kataliticke oksidacije fero-
-jonima, nakon 30 minuta reakcinog perioda, odredeni su pored alkoksi- 1
peroksi-radikala, i alkil-radikali sledece strukture:

Zbirna detekcija ovih radikala na ESR spektru oteZava izraCanavanje
konstanti hiperfinog cepanja, i na toj osnovi, njihovu identifikaciju.

Kada je vreme detekcije slobodnih radikala u ispitivanom prirodnom
sistemu katalitiCke oksidativne degradacije suncokretovog ulja, skradeno na
5,10,15, 20, 25, 30 minuta, dobijeni su ESR spektri, €iji su inteziteti, odnosno
koncentracije prikazane na slici 61.
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Slika 61. Inteziteti ESR signala, odnosno koncentracije slobodnih radikala u
prirodnom sistemu III u toku reakcionog perioda od 5 - 30 minuta

Na osnovu dobijenih rezultata mogude je zakljuciti da se u toku 15 mi-
nuta formiraju samo alkoksi- i alkil-radikali.Nakon 15 minuta nastaju i peroksi-
radikali, ¢ija koncentracija u toku vremena raste. Nakon 20 minuta formira se
oko 50% peroksi-radikala, dok koncentracija alkil-radikala i alkoksi-radikala
opada, a nakon 25 minuta u reakciji propagacije povecava se koncentracija
svih detektovanih radikala.

U fazi inicijacije, uz prisustvo fero-jona i molekularnog kiseonika, tok
lipidne oksidacije je sledeci:

Fe*, O,
IH — 51°*+ H
) ESR

LOOH + Fe*—— 5 1L0O°® + Fe** + OH~
T ESR

U fazi propagacije nastaju slededi radikali:

L* + O,——LOO*
T ESR

LOO®*+LH—LOOH + L°
T ESR

2LOOH— LOO® + LO® + H,0
T T ESR
| ESR
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4.3.4. Elektron spin rezonantna spektralna analiza uticaja polifenolnih je-
dinjenja na stvaranje i transformaciju kiseonikovih slobodnih radi-
kala u prirodnom sistemu III

Antioksidativno delovanje fenolnih jedinjenja zasniva se na njihovoj
sposobnosti da reaguju sa kiseonikovim slobodnim radikalima nastalim u reak-
cionoj smesi i da ih stabilizuju, ili da vezuju gvozde u odgovarajuce komplekse,
i da na taj na¢in onemoguée njegovo kataliticko delovanje.'”

Antioksidativni uticaj pojedinih fenolnih kiselina (galne, hlorogenske,
kafene, vanilne i salicilne) koncentracije 0.5x10%, 1.0x10” i 2.0x10> mmol/dm’,
odnosno flavonoida (miricetina, kvercetina, morina, kempferola, rutina, fise-
tina, diosmina, luteolina, apigenina i naringenina), koncentracije 10x107
25x10%, 50x10* i 100x10* umol/dm®, na sniZenje intezitata ESR signala, od-
nosno na koncentraciju slobodnih radikala u reakcionoj smesi prirodnog sis-
tema III, prikazan je na slikama 62 i 63.
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Slika 62. Uticaj fenolnih kiselina (galne, kafene, hlorogenske, vanilne i sali-
cilne), koncentracije 0.5x10%, 1.0x10* i 2.0x10* mmol/dm?, na in-
tenzitet ESR signala PBN-OOL spin-adukata u prirodnom sistemu
111
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Na osnovu dobijenih rezultata moguée je zakljuciti da sva ispitivana fe-
nolna jedinjenja, pri svim ispitivanim koncentracijama pokazuju supresivni
efekat na tok katalitiCke oksidacije suncokretovog ulja.

Kako fenolna jedinjenja imaju osobinu kompleksiranja metalnih jona
hidroksilnim grupama benzenovog prstena fenolnih kiselina ili karbonilnom
grupom na C;-atomu flavonoida, nemogude je donositi adekvatne zakljucke,
tj. da li antioksidativna svojstva ovih fenolnih jedinjenja poti¢u od sposobnosti
“hvatanja” slobodnih kisconikovih alkoksi- i peroksi-radikala ili od njihove
sposobnosti da grade komplekse sa jonima metala i na taj nacin sprecavaju
oksidaciju lipida.

O. .O-—f.
Mé MC

Slika 64. Kompleks flavonoid-metalni jon

4.3.5. Elektron spin rezonantna spektralna analiza slobodnih kiseonikovih
radikala u prirodnom sistemu IV

Pri termiCkoj obradi (suSenje, kuvanje, prZenje i sl), jednom od
naj¢e$éih procesa kojima se podvrgavaju prehrambeni proizvodi, dolazi do
termooksidacije, tj. neenzimskog procesa kvarenja masti i ulja. Ova termicka
dekompozicija je lan¢ana reakcija, i odvija se po tipu slobodnih radikala.”

U ovom radu nastajanje slobodnih radikala tokom termicke oksidacije
suncokretovog ulja pradeno je ESR spektroskopijom i spin-trap metodom
svakih 25 minuta, u reakcionom periodu od 5 sati.

Na slici 65 prikazan je dijagram stvaranja slobodnih radikala u prirod-
nom sistemu I'V.
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Slika 65.Graficki prikaz stvaranja slobodnih radikala tokom termic¢ke oksida-
cije prirodnog sistema IV (suncokretovo ulje)

Vinsent i saradnici'® su ispitali termi¢ku stabilnost PBN-spin adukata u
temperaturnom opsegu 50 -180°C i utvrdili su linearnu zavisnost izmedu vre-
mena poluzivota PBN-spin-trapa i temperature, pri ¢emu naglaSavaju da tek na
temperaturama iznad 180°C znacajnije opada stabilnost PBN-spin-adukata.

Prirodni sistem IV zagrevan je na 60°C radi pradenja termicke oksidacije
lipida, tako da je eliminisana moguénost razgradnje spin-trapa PBN.

Na osnovu dobijenih podataka ESR spektralne analize (slika 65), usta-
novljeno je stvaranje alkoksi-, peroksi- i alkil-radikala, odnosno njihovih PBN-
-spin-adukata. U reakcionom periodu od O - 25 minuta odredeno je prisustvo
alkil- i peroksi-radikala, odnosno PBN-L i PBN-OOL spin-adukata. Koncen-
tracija PBN-OOL spin-adukata povecava se sa povefanjem vremena zagre-
vanja. Nakon reakcionog perioda od 3 sata koncentracija peroksi-radikala
dostiZze vrednost pogodnu za identifikaciju PBN-OOL spin-adukata. Na slici 66
prikazan je ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) PBN-OOL spin-adukata
nastalih u prirodnom sistemu I'V.
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Slika 66. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) PBN-OOL spin-adukata nasta-
lih tokom termicke oksidacije prirodnog sistema IV (suncokretovo
ulje)

Vrednosti konstanti hiperfinog cepanja linija ESR spektra prikazanog
na slici 66 (a) su u saglasnosti sa vrednostima navedenim u tabeli 18 za vred-
nosti PBN-OOL spin-adukte.

4.3.6. Elektron spin rezonantna spektralna analiza uticaja polifenolnih je-
dinjenja na stvaranje i transformaciju kiseonikovih slobodnih radi-
kala u prirodnom sistemu IV

Nastajanje kiseonikovih slobodnih radikala i njihove hemijske transfor-
macije su najznacajniji uzroci kvarenja masti i ulja tokom proizvodnje, pre-
rade i skladistenja.”>*** Proizvodi kod kojih je doslo do kvarenja masti ili ulja
ne mogu se pustiti u prodaju, pa je i ekonomski vazno da se lipidi u proiz-
vodima saCuvaju nepromenjeni do momenta potrosnje.

Peroksi-radikali spadaju u najreaktivnije kiseonikove radikale.” Njiho-
vom inhibicijom ili sniZavanjem njihove koncentracije, narocito u prisustvu
prirodnih fenolnih jedinjenja, umnogome bi se smanjilo kvarenje masti i ulja i
njihovih proizvoda.

Mnogi literaturni navodi svedoCe o izrazitom antioksidativnom
dejstvu niza fenolnih jedinjenja, koja bi mogla da reaguju sa slobodnim
peroksi-radikalima u toku oksidacije, tj. peroksidacije lipida, i inhibiraju je.

Sa nutritivnog aspekta je veoma vaZno da fenolna jedinjenja budu pri-
rodnog porekla i, ukoliko se primenjuju kao antioksidanti, neophodno je da su
cfektivna pri niskim koncentracijama, fizicko-hemijski kompatibilna sa sub-
stratom 1 bez senzornih i toksikolo§kih efekata.

S tog stanovista ispitivan je uticaj fenolnih kiselina (galne, hlorogenske,
kafene, vanilne i salicilne kiseline), koncentracije 0.5x10% 1.0x10% i 2.0x10?
mmol/dm’, i flavonoida, flavanola (miricetina, kvercetina, morina, kempferola,
rutina, fisetina, diosmina), flavona (luteolina i apigenina) i flavanona (narin-
genina), koncentracije 10x10% 25x10%, 50x10* i 100x10*> pmol/dm®, na nasta-

53,54,55
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janje i transformaciju peroksi-radikala tokom termicke oksidacije suncokre-
tovog ulja (prirodni sistem IV).

Na slikama 67 - 81 prikazani su ESR spektri PBN-OOL spin-adukata
nastalih tokom termicke oksidacije suncokretovog ulja ( prirodni sistem I'V), u
prisustvu fenolnih jedinjenja.
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Slika 67. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema IV u
prisustvu galne kiseline (1.0x10*> mmol/dm®)
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Slika 68. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema IV u

prisustvu hlorogenske kiseline (1.0x10* mmol/dm?)
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Slika 69. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema I'V u pri-

sustvu kafene kiseline (1.0x10*> mmol/dm*)
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Slika 70. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema I'V u pri-
sustvu vanilne kiseline (1.0x10> mmol/dm?)
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Slika 71. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema IV u
prisustvu salicilne kiseline (1.0x10*> mmol/dm?®)
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Slika 72. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema IV u prisus-

tvu miricetina (100x10* umol/dm?®)
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Slika 73. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema IV u

prisustvu kvercetina (100x10*> umol/dm”)
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Slika 74. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema IV u
prisustvu morina (100x10* umol/dm?)
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Slika 75. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema IV u
prisustvu kempferola (100x10*> pmol/dm?*)
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Slika 76. ESR spektar PBN-OOLM spin-adukata prirodnog sistema IV u
prisustvu rutina (100x10*> pmol/dm?®)
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Slika 77. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema IV u
prisustvu fisetina (100x10* pmol/dm®)
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Slika 78. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema IV u
prisustvu diosmina (100x10* pmol/dm?®)
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Slika 79. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema IV u

prisustvu luteolina (100x10*> pmol/dm®)
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Slika 80. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema IV u

prisustvu apigenina (100x10? pmol/dm?®)
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Slika 81. ESR spektar PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema IV u

prisustvu naringenina (100x10* umol/dm?®)
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Uporedenjem ESR spektara PBN-OOL spin-adukata prirodnog sistema
IV (slika 66), sa ESR spektrima PBN-OOL spin-adukata reakcionih smeSa sa
dodatim fenolnim jedinjenjima (sem u sluc¢ajevima visokih koncentracija nekih
polifenola), uoc¢ava se da je ofuvan izgled spektra, odnosno hiperfina struk-
tura, broj i relativni odnos inteziteta njegovih linija. To pokazuje da se i u pri-
sustvu fenolnih kiselina i flavonoida u prirodnom sistemu IV stvaraju peroksi-
-radikali, koji reakcijom sa PBN formiraju PBN-OOL spin-adukte.

Relativni inteziteti (RI) PBN-OOL spin-adukata u svim ispitivanim
sistemima sa pojedina¢nim dodavanjem fenolnih jedinjenja, niZi su od relativ-
nog inteziteta (RI) PBN-OOL spin-adukata nastalih u prirodnom sistemu IV.
SniZenje inteziteta ESR signala zavisi od vrste fenolnih jedinjenja i od njihove
koncentracije u reakcionoj smesi. To znaci da ispitivana fenolna jedinjenja ima-
ju inhibitorni efekat na stvaranje peroksi-radikala tokom termicke oksidacije
suncokretovog ulja 1 termicke razgradnje hidro-peroksida suncokretovog ulja,
tj. pokazuju osobinu antioksidanata. Verovatna je i pretpostavka da fenolna
jedinjenja ucestvuju u transformacijama ve¢ nastalih peroksi-radikala u stabilna
organska jedinjenja.

Na slici 82 prikazan je efekat fenolnih kiselina (galne, hlorogenske, ka-
fene, vanilne i salicilne kiseline), koncentracije 0.5x10%, 1.0x10* i 2.0x10?
mmol/dm®, na sniZenje RI ESR signala PBN-OOL spin-adukata u prirodnom
sistemu I'V.
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Slika 82. Uticaj fenolnih kiselina (galne, hlorogenske, kafene, vanilne i sali-
cilne kiseline), koncentracije 0.5x10%, 1.0x10*> i 2.0x10*> mmol/dm?,
na intezitet ESR signala PBN-OOL spin-adukata u prirodnom siste-
mu [V
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Galna kiselina se pokazala najefikasnijom u sniZavanju intenziteta
ESR signala PBN-OOL spin-adukata u prirodnom sistemu IV. Veé¢ je kon-
centracija galne kiseline od 0.5x10> mmol/dm®, prouzrokovala sniZenje RI ESR
signala PBN-OOL spin-adukata za 40.35 % (RI= 59.65%). Dalji porast kon-
centracije galne kiseline u prirodnom sistemu IV drastino je snizilo kon-
centraciju peroksi-radikala, tj. RI ESR signala PBN-OOL spin-adukata. Pri
koncentraciji galne kiseline od 1.0x10*> mmol/dm’®, RI signala PBN-OOL spin-
adukata sniZen je za 58.45% (RI=41.55%). Najveca ispitivana koncentracija
galne kiseline, 2.0 x10> mmol/dm®, snizila je RI ESR signala PBN-OOL spin-
adukata za 79.44 % (RI=20.56%).

Kafena kiselina koncentracije 0.5 x10> mmol/dm® takode znacajno
smanjuje RI ESR signala u prirodnom sistemu IV (RI=68.15% ). Dalji porast
koncentracije kafene kiseline, 1.0 x10*> mmol/dm® i 2.0 x10*> mmol/dm?®, skoro
linearno smanjuje koncentraciju peroksi-radikala u prirodnom sistemu IV, §to
je utvrdeno na osnovu smanjenja RI ESR signala PBN-OOL spin-adukata na
58.10%, odnosno na 39.10 %.

Hlorogenska kiselina, dodata u prirodni sistem IV, u koncentracijama
od 0.5x10%, 1.0 x10%, 1 2.0 x10> mmol/dm®, pokazuje sli¢an efekat kao i kafena
kiselina, tako da procentualne vrednosti RI ESR signala PBN-OOL spin-adu-
kata iznose 43.12%,58.10 % 168.15%.

Vanilna kiselina u koncentraciji 1.0 x10> mmol/dm®, dodata u prirodni
sistem IV znalajnije snizava RI ESR signala PBN-OOL spin-adukata
(RI=75.10%). Pri najveéoj dodatoj koncentraciji vanilne kiseline u prirodni sis-
tem IV RI ESR signal se sniZava za 38.76 % (RI=61.24%).

Koncentracije salicilne kiseline 0.5 x10* i 1.0x10> mmol dm?®, nisu efi-
kasne u smislu sniZzenja RI ESR signala PBN-OOL spin-adukata. Tek
koncentracija 2.0 x10> mmol dm”® salicilne kiseline dovodi do sniZenja RI ESR
signala za 25.24 % (RI=74.76 %).

Na slici 83 prikazan je efekat flavonoida (miricetina, kvercetina, mo-
rina, kempferola, rutina, fisetina, diosmina, luteolina, apigenina, naringenina),
koncentracije 10x10%, 25x10%, 50x10* i 100x10*> pmol/dm®, na sniZenje RI ESR
signala PBN-OOL spin-adukata tokom termicke oksidacije suncokretovog ulja
( prirodni sistem I'V).
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Na osnovu rezultata prikazanih na slici 83, mogude je zakljuciti da do-
datak miricetina koncentracije 10x10*> pmol/dm®, snizava RI ESR signala
PBN-OOL spin-adukata na polovinu prvobitne vrednosti (RI=51.32%). Sa
porastom koncentracije miricetina u prirodnom sistemu IV na 25x10% i 50x10°
pumol/dm® koncentracija peroksi-radikala, odnosno RI ESR signala PBN-OOL
spin-adukata intezivno opada na 37.23%, odnosno 12.23%. Koncentracija
miricetina od 100 x10? pmol/dm® dovela je do potpunog nestanka ESR signala.

Kvercetin u prirodnom sistemu IV, pri koncentraciji od 10x10°pmol/dm’
snizava RI ESR signala priblizno isto kao i miricetin (RI=58.32%). Sa daljim
porastom koncentracije kvercetina u prirodnom sistemu IV RI ESR signala
opada skoro linearno, mada su dobijene vrednosti vece nego prilikom doda-
vanja miricetina. Pri koncentraciji od 25x10> umol/dm® RI je 41.21%, a pri
koncentraciji od 50x10°> umol/dm® RI iznosi 21.32%. Pri najviSoj ispitivanoj
koncentraciji kvercetina od 100x10*> pmol/dm®, takode nije detektovan ESR
signal u prirodnom sistemu I'V.

Morin sniZava RI ESR signala pri svim ispitivanim koncentracijama, ali
je to sniZenje manje od onog koje izazivaju miricetin i kvercetin. Koncentracija
morina od 10x10*> pmol/dm® sniZava RI na 67.27%, dok koncentracija od 25
x10? umol/dm® snizava RI ESR signala na 56.25%. Znacajna snizenja, 45.12% i
37.45 %, postiZu se pri veéim koncentracijama, 50 x10*> pmol/dm®, odnosno 100
x10* pmol/dm”.

Koncentracija kempferola od 10 x10* pmol/dm® snizava RI manje nego
miricetin, kvercetin i morin. Vrednost RI pri ovoj koncentraciji iznosi
69.95%.Vise koncentracije kempferola od 25x10%, 50x10?, odnosno 100x10?
pumol/dm?, su efikasnije, tako da je RI niZi: 58.34%, 47.55% 1 40.75%.

NiZe koncentracije fisetina 10x10? i 25x10* pmol/dm® manje su efikasne,
i snizavaju RI PBN-OOL spin-aduakta na 72.21%, odnosno na 62.32% .Vece
koncentracije, od 50 x10? i 100x10* umol/dm’, efikasno sniZavaju Rl za 48.78%
(RI=51.22%), odnosno za 57.48% (R1=42.52%) u odnosu na prirodni sistem IV
bez dodatog fisetina.

Rutin i luteolin, iako pripadaju razli¢itim klasama flavonoida, priblizno
isto uti¢u na formiranje PBN-OOL spin-adukata u prirodnom sistemu IV.
Flavanol, rutin, koncentracije 10 x10?, 25x10%, 50x10” i 100x10*> umol/dm’ sni-
7ava RI PBN-OOL spin-adukata na 78.41%, 74.21%, 70.55% 1 55.45%.
Flavon, luteolin, dodat u istim koncentracijama sniZzava RI na 79.92%, 76.21%,
73.98% 157.45%.

Apigenin, diosmin i naringenin, su pri svim ispitivanim koncentracijama
pokazali najmanji uticaj na sniZenje RI signala PBN-OOL spin-adukata,
odnosno koncentracije peroksi-radikala u prirodnom sistemu IV.

Diosmin, koji se na osnovu svoje strukture ubraja u flavanole, uslov-
ljava, pri svim ispitivanim koncentracijama visoke vrednosti RI koje se krecu u
rasponu od 84.21-72.55%, odnosno pokazuje slab inhibitorni efekat na na-
stajanja slobodnih peroksi-radikala.

Apigenin pripada klasi flavona, i svojim prisustvom u prirodnom siste-
mu IV sniZzava RI, ali je to sniZenje malo, i pri najvecoj ispitivanoj koncen-
traciji, 100x10* pmol/dm?®, iznosi 72.55%.

Flavanon, naringenin, najmanje snizava RI ESR signala PBN-OOL
spin-adukata u odnosu na sve ostale ispitivane flavonoide. Kao i u prirodnim
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sistemima IV sa dodatim apigeninom ili diosminom veoma je mala razlika u
stepenu snizavanja RI PBN-OOL spin-adukata izmedu niZih i vi§ih koncen-
tracija dodatog naringenina: vrednosti RI pri ispitivanim koncentracijama
dodatog naringenina od 10x10?, 25x10%, 50x10” i 100x10* umol/dm’ iznose
90.76% , 86.25% , 84.12% 1 80.75%.

Mehanizarn interakcije fenolnih (ArOH) antioksidanata i peroksi-radi-
kala lipida do danas nije potpuno razjasnjen.** U principu, peroksi-radikali
elimini§u H-atome iz molekula antioksidanata slede¢im reakcionim mehaniz-
mom:

kArOH+LOO'

LOO®* + ArOH —» LOOH + ArO*

Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja zasniva se na interakeiji
peroksi-radikala i flavonoida, tj. na sprecavanju nastajanja izomera trans,trans-
hidro-peroksida. Cis,trans- i trans,trans-hidro-peroksidi, u prisustvu fenolnih
jedinjenja (ArOH), i bez njih, nastaju na slede¢i nacin (slika 84):

00°*
— |||||H

e

ArOH
111

H 1 |>_\/¥
R1 v4 Ry o .
cis, trans - Hidro-peroksid

HOO R,

R, \

trans, trans - Hidro-peroksid

Slika 84. Nastajanje cis, trans- i trans,trans-hidro-peroksida u prisustvu fenolnih
jedinjenja (ArOH)

Nastali cis, trans-hidro-peroksidi linoleata, za razliku od frans,trans-hi-
dro-peroksida, zbog sternog rasporeda supstituenata, spreCavaju gusto pa-
kovanje molekula (nastajanje micelarne strukture), i na taj nain smanjuju
njihovu podloZnost daljim lan¢anim reakcijama u fazi propagacije.'® Nastali
radikali antioksidanta (aroksi-radikali) ArO® stabilizuju svoju strukturu rezo-
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nancijom, tj. delokalizacijom nesparenog elektrona, tako da se njihova oksi-
dacija kiseonikom tesko odvija (k<10 mol* dm?s™).”’

Moze se, takode, smatrati da mnogostruke vodonine veze, nastale
izmedu brojnih hidroksilnih grupa fenolnih jedinjenja i karbonilnih grupa
lipida, u pravom smislu blokiraju stvaranje peroksi-radikala, Sto sniZava RI
ESR signala PBN-OOL spin-adukata. Sterne smetnje umanjuju stvaranje
vodoni¢nih veza.

Konstante brzine hemijske reakcije fenolnih jedinjenja i1 peroksi-ra-

dikala lipida izracunate su na osnovu slededeg izraza'®:

K arom:100° = Kepniroo® X P x [PBN]/[1-P] x [ ArOH]
gde je:
Kppnir oo ® - koOnstanta brzine reakcije PBN i peroksi-radikala (LOO")
[mol* dm?s™]; Koot = 1.5%10° mol™ dm’s™
P- smanjenje ESR signala PBN-OOL spin-adukata u prisustvu fenolnih
jedinjenja [%];
[PBN] - koncentracija PBN spin-trapa (mol/dm?);

[ArOH] - koncentracija fenolnog jedinjenja (mol/dm?) .

IzraCunate konstante brzine hemijske reakcije su prikazane u tabeli 19.

: Tabela 19. Konstante brzine hemijske reakcije [ mol™ dm’s™] fenolnih
: jedinjenja i peroksi-radikala

Fenolna jedinjenja P Fenolna | SP—
[ mol*dm?s™] | jedinjenja [mol™ dm3s™]

Galna kiselina 6.5x10° Kempferol 7.0x10’
Kafena kiselina 1.5x108 Rutin 5.4x107
Hlorogenska kiselina | 0.9x10° Fisetin 6.0x107
Vanilna kiselina 4.5x107 Diosmin 2.5x107
Salicilna kiselina 1.5x107 Luteolin 4.2x107
Miricetin 9.0x10° Apigenin 0.9x107
Kvercetin 4.4x10° Naringenin 0.034x107
Morin 0.9x10° a-Tokoferol’’ 4.8x107

Uporedivanjem izracunatih konstanti sa konstantama brzine hemijskih
reakcija peroksi-radikala i drugih antioksidanata (na primer, a-tokoferola)
uocCava se da su fenolna jedinjenja vaZna grupa organskih molekula sa znacaj-
nim inhibitornim dejstvom na tok termicke oksidacije lipida.
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U razmatranim reakcionim sistemima aroksi-radikali smanjuju koncen-
traciju peroksi-radikala, tokom oksidacije lipida, prema slede¢em reakcionom
mehanizmu:

LOO*® + ArO*——— produkti
ili
LOO® + ArO*——LOO-AR(=0)

Dobijeni proizvodi, pogotovo oni hinonske strukture, LOO-AR(=0), su
stabilni, i svojim nastankom uslovljavaju terminaciju oksidacije lipida. Bors i
saradnici'® navode da je direktna interakcija peroksi- i aroksi-radikala zna-
Zajnija za inhibitorno delovanje fenolnih jedinjenja nego reakcija izdvajanja H-
atoma iz molekula fenolnih jedinjenja i blokiranje lipidnog molekula vodo-
ni¢nim vezama.

Antioksidativno delovanje fenolnih jedinjenja na stabilnost peroksi-
radikala zavisi od njihove strukture i koncentracije, redoks potencijala, pH
reakcione sredine, prisutnog rastvarada u ispitivanom sistemu, te od stabilnosti
nastalog aroksi-radikala.

Dobijeni rezultati pokazuju da inhibitorni efekat fenolnih kiselina za-
visi od broja hidroksilnih grupa u molekulu. Galna kiselina, koja u svojoj
strukturi sadrZi tri hidroksilne grupe, doprinosi najvedem sniZenju koncen-
tracije peroksi-radikala tokom termike oksidacije suncokretovog ulja (pri-
rodni sistem IV). Slede je, po stepenu inhibicije, o-dihidroksilna jedinjenja,
hlorogenska i kafena kiselina, dok monohidroksilna jedinjenja, vanilna 1 sali-
cilna kiselina, deluju inhibitorno samo pri veéim koncentracijama.

Inhibitorno dejstvo kafene kiseline, manje je, nego dejstvo galne kise-
line. Interesantno je zapazanje da hlorogenska kiselina smanjuje koncentraciju
peroksi-radikala , skoro jednako intezivno kao i kafena kiselina. Njen molekul
je znatno vedi od molekula kafene kiseline, pa bi stoga hlorogenska kiselina
trebalo da bude manje efikasna, na §ta eksperimentalno dobijeni rezultati ne
upuéuju. Medutim, voluminoznost molekula hlorogenske kiseline kompezo-
vana je povoljnim termodinamickim faktorima koji olakSavaju jednoelektron-
sku oksidaciju i stvaranje polioksi-radikala koji se stabilizuje rezonancijom,
odnosno delokalizacijom nesparenog elektrona.

Dukié i saradnici'’’ su ispitali uticaj hinske kiseline na stvaranje peroksi-
-radikala tokom termi¢ke oksidacije konzumne masti. Utvrdili su da hinska
kiselina ne uti¢e na stvaranje peroksi-radikala u fazi propagacije lipidne oksi-
dacije. Najverovatnije, zbog male stabilnosti kiseonikovih radikala hinske
kiseline, koji, ako se i stvore, ne mogu da se stabilizuju rezonancijom, odnosno
delokalizacijom nesparenog elektrona, jer molekul hinske kiseline nije aro-
mati¢nog karaktera.

Na osnovu literaturnih navoda moguce je zakljuciti da u molekulu
hlorogenske kiseline, dominantnu ulogu u inhibiciji peroksi-radikala ima
kafeil-ostatak.

Letan'™ je saop$tio da se metoksilacijom hidroksi-grupa u molekulima
fenolnih kiselina drasti¢no smanjuje inhibicija peroksi-radikala.
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Usled nedostatka o-dihidroksilnih supstituenata, vanilna i salicilna kise-
lina formiraju manje stabilne aroksi-radikale nego $to to Cine galna, kafena i
hlorogenska kiselina. Do sniZenja relativnog inteziteta (RI) ESR signala PBN-
-OOL spin-adukata najverovatnije dolaze usled stvaranja vodoni¢nih veza
izmedu hidroksilne grupe fenolnih jedinjenja i karbonilnih grupa u molekulu
lipida, ¢ime se delimino blokira oksidacija lipida. Zbog nedovoljne clek-
tronske stabilizacije stvorenih aroksi-radikala inerakcija peroksi- i aroksi-ra-
dikala je neznatna.

Interakcija peroksi-radikala i antioksidansa je redukciono-oksidacioni
(redoks) proces, termodinamicki strogo kontrolisan. Simic i saradnici”” su
utvrdili, pulsnom radiolizom, vrednosti redoks potencijala velikog broja
flavonoida u vodenim rastvorima.

Vrednosti redoks potencijala flavonoida, koji su predmet ispitivanja u
ovome radu, prikazani su u tabeli 20."”

Tabela 20 .Vrednosti redoks potencijala ispitivanih flavonoida

Flavonoid E,[V]
Miricetin 0.06
Kvercetin 0.06
Morin 0.14
Kempferol 0.17
Rutin 0.60
Fisetin 0.14
Diosmin 0.65
Luteolin 0.15
Apigenin 0.25
Naringenin 0.72

Hodnic i saradnici'™ su pratili proces oksidacije velikog broja flavono-
ida primenom cikli¢ne voltamografije, i utvrdili su da vedéina flavonoida pod-
leze jednoelektronskoj oksidaciji, a da su njihovi redoks potencijali u korelaciji
sa njihovom antioksidativnom aktivno$c¢u. Flavonoidi koji imaju niZu vrednost
redoks potencijala (E,=0.01-0.2 V) pokazuju vecu antioksidativnu aktivnost.

Rapta i saradnici'™ su utvrdili da poveéanje broja hidroksilnih grupa u
molekulu flavonoida uslovljava niZe vrednosti redoks potencijala. Na primer,
redoks potencijal miricetina sa Sest OH grupa u molekulu je 0.06 V, a luteolina
sa Cetiri OH grupe 0.18 V.

B-prsten molekula flavonoida je, zbog povecane elektronske gustine,
najpodloZniji oksidaciji. o-Supstituenti na prstenu B sniZavaju redoks potencijal
molekula i povedavaju njegovu brzinu reakcije sa kiseonikovim radikalima.
Dominantan uticaj na sniZenje vrednosti redoks potencijala ima prisustvo
dvostruke veze u polozaju C, i C, i prisustvo elektron-donorskog supstituenata
(OH grupe) u polozaju C,i C;.

Konstante brzine hemijske reakcije peroksi-radikala i antioksidanta je
funkcija elektrofilnog karaktera supstituenta molekula peroksi-radikala
(XLOO?) i antioksidanta (ZAH). Ukoliko je supstituet X grupa koja otpusta
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elektrone, a supstituent Z grupa koja daje elektrone, razlika izmedu njihovih
redoks potencijala (AE) se povecava, a time se povecava i brzina reakcije.'”

Razlika redoks potencijala izmedu peroksi-radikala i antioksidanta je
dominatni faktor sposobnosti razliitih antioksidanata, elektron-donora da
hvataju i inaktiviraju peroksi-radikale. Jedinjenja koja imaju veéi redoks po-
tencijal oksiduju ona &iji je redoks potencijal manji. Manje vrednosti redoks
potencijala (E,=0.54-0.7V) flavonoida efikasno omogucavaju inaktivaciju
peroksi-radikala ¢iji je redoks potencijal E,=1.05 V. Redoks potencijal a-toko-
ferola je vedi od redoks potencijala mnogih ispitivanih flavonoida, E,=0.48 V,
pa je oksidacija a-tokoferola flavonoidima termodinamicki izvodljiva. Uno-
Senje u organizam namirnica bogatih flavonoidima je, zato, veoma znacajno,
jer se na taj nadin obezbeduje ucesce flavonoida u inaktivaciji velikog broja
toksi¢nih kiseonikovih radikala (E,>1 V) prisutnih u ¢elijskim membranama
digestivnog trakta.'™

Uporedenjem inhibitornog dejstva pojedinac¢nih flavonoida u prirod-
nom sistemu IV mogude je zakljuiti da je inhibitorni i stabilizacioni efekat
ovih jedinjenja, kao i fenolnih kiselina, uslovljen njihovom strukturom i kon-
centracijom. Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da su najznacajniji
strukturni elementi za antioksidativno delovanje flavonoida:

1. broj hidroksilnih grupa u B prstenu;

2. o-dihidroksilne grupe B prstena;

3. 2,3-dvostruka veza piranskog prstena u konjugaciji sa keto-grupom
na C,-atomu (zbog delokalizacije nesparenog elektrona);
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4. Hidroksilne grupe na polozajima C; i Cs kao hvatali slobodnih
radikala, i njihova sposobnost stvaranja vodoni¢nih veza sa keto
grupom.

Od svih ispitivanih flavonoida najizraZenije inhibitorno dejstvo, pri svim
ispitivanim koncentracijama, pokazali su flavan-3-oli (miricetin, kvercetin,
morin i kempferol).

NajizraZeniji antioksidativni efekat pri svim ispitivanim koncentracijama
pokazuje flavan-3-ol miricetin, koji na B prstenu ima tri hidroksilne grupe. Sa
smanjenjem broja hidroksilnih grupa opadaju antioksidativne osobine ispiti-
vanih flavan-3-ola, i to prema sledecoj zavisnosti: miricetin>kvercetin>mo-
rin>kemferol, prisvim ispitivanim koncentracijama.

Jage antioksidativno delovanje miricetina i kvercetina nego morina ob-
jasnjava se prisustvom o-dihidroksilnih grupa na aromati¢nom B prstenu.

Slabije izraZeni antioksidativni efekat glikozida rutina i diosmina u od-
nosu na ostale ispitivane flavonoide objaSnjava se glikolizacijom slobodne
hidroksilne grupe u polozaju C,, odnosno C,. Iako se ovi antioksidansi po
svojim strukturnim karakteristikama ubrajaju u flavanole, njihov slabiji anti-
oksidativni efekat je najverovatnije posledica velike voluminoznosti molekula,
§to, zbog sternih smetnji, smanjuje stepen njihove inhibicije peroksi-radikala.

Najslabije izrazeno inhibitorno dejstvo u prirodnom sistemu IV poka-
zao je flavanon, naringenin. Odsustvo 2,3-dvostruke veze i o-dihidroksilnih
grupa na B prstenu molekula je najverovatnije razlog njegovog loSeg antioksi-
dativnog delovanja.

Hidroksilna grupa u polazaju C, na prstenu A uti¢e znacajnije na anti-
oksidativnu aktivnost. Odsustvo hidroksilne grupe u poloZaju Cs; u molekulu
fisetina je znacajnije smanjilo njegovu antioksidativnu aktivnost u poredenju sa
kvercetinom. IzraZenije antioksidativno delovanje luteolina u odnosu na api-
genin sasvim sigurno je posledica prisustva o-dihidroksilnih grupa na B prstenu.

Jednoelektronskom oksidacijom fenolnih i polifenolnih antioksidanata
nastaju aroksi-radikali (fenoksi-, semihinon-, polioksi-). Semihinon-radikali se
naj¢escée nalaze u anjonskom obliku.!” S obzirom na to da su semihinon-ra-
dikali stabilniji u alkalnoj sredini, da bi se njihovi spektri mogli detektovati
ESR spektroskopijom, pH prirodnog sistema je podeSena na pH =8.2.
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Da bi se eksperimentalno potvrdili izneti navodi, ispitani su prirodni
sistemi sa povedanim koncentracijama fenolnih kiselina (10x10*> mmol/dm?),
odnosno flavonoida (150 x 10> pmol/dm®). U te sisteme nije dodavan spin-trap
PBN, da ESR spektar nastalih PBN-OOL spin-adukata ne bi preklopio ESR
spektar novonastalih slobodnih radikala, koji su utvrdeni nakon reakcionog
perioda od 30 minuta.

Teorijska razmatranja'”’ predvidaju da se maksimalni intezitet ESR
spektralnih linija Lorencijanovog tipa (a linijje ESR spektara organskih radi-
kala u rastvoru su upravo toga tipa), predstavljene u obliku prvog izvoda
apsorpcione krive, dobija ako je modulaciona amplituda priblizno dvostruko
veca od polusirine linije bez izobli¢enja. Za detekciju slobodnih radikala nas-
talih u navedenom sistemu primenjena ja modulaciona amplituda od 0.102 G.
Da bi se izbeglo zasi¢enje apsorpcije, odnosno zasifenja signala, primenjena
snaga mikrotalasnog zracenja bila je 0.63 mW (atenuacija 25 dB). Medutim, u
sluCajevima kada je odnos signal/Sum bio izrazito nepovoljan, kori§éene su i
vece vrednosti modulacione amplitude (do 0.25 G) i mikrotalasne snage (2
mW).

Na slici 85 prikazan je ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih
radikala snimljenih u prirodnom sistemu I'V u prisustvu galne kiseline, koncen-
tracije 10x10> mmol/dm?® pri pH=8.2.
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Slika 85. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodih radikala prirodnog
sistema IV u prisustvu galne kiseline (10x10> mmol/dm?®)

ESR spektar slobodnih radikala galne kiseline sastoji se od 6 linija (dva
tripleta), sa odnosom inteziteta 1:2:1:1:2:1.

Cepanje linije ESR signala na dublet, sa konstantom hiperfinog cepanja
ag'=0.99 G uzrokovano je interakcijom nesparenog elektrona sa protonom u
polozaju C;; cepanje nastalog dubleta na triplete, sa konstantom hiperfinog
cepanja od ay*° =0.27 G uzrokovano je interakcijom nesparenog elektrona sa
dva ekvivalentna protona u polozajima C, i C,.

Na osnovu ESR spektralne analize prihvatljiva je pretpostavka da je
galna kiselina skevindZer peroksi-radikala lipida koji se vezao u polozaj C, i
svojim prisustvom narusio aromati¢nost jezgra, §to je imalo za posledicu pojavu
H-atoma u polozaju C;: '

coo®
H. _coo®
LOO
—
HO OH HO OH
‘0~ Sool
OH

ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala snimljenih u
prirodnom sistemu IV u prisustvu kafene kiseline, koncentracije 10x10?
mmol/dm®, pH=8.2, prikazan je na slici 86.
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Slika 86. ESR spektar (a) i’stik” dijagram (b) slobodih radikala prirodnog
sistema IV u prisustvu kafene kiseline (10x10*> mmol/dm?®)
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Spektar se sastoji od 8 linija, sa konstatama hiperfinog cepanja a;°=5.03
G, a;°=2.40 G i a,® = 1.20 G, koje su posledica interakcije nesparenog elektro-
na sa tri neekvivalentna protona u poloZajima C,, Cs 1 C, u molekulu kafene
kiseline. Pretpostavljena struktura o-semihinon-dianjon-radikala kafene Kkise-
line je:

CH=CH—COO0O®©

O.
Og

Cepanje linije ESR signala na dublet sa konstantom hiperfinog cepanja
od 5.03 G prouzrokovano je interakcijom nesparenog elektrona sa protonom u
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polozaju Cg, cepanje nastalog dubleta na kvartet linija, sa konstantom hiper-
finog cepanja od a;’ = 2.40 G, posledica je interakcije nesparenog elektrona i
protona u polozaju Cs, a cepanje kvarteta linija na oktet sa konstantom
hiperfinog cepanja od a’=1.20 G prouzrokovano je interakcijom nesparenog
elektrona i protona u polozaju C, u molekulu kafene kiseline.

ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala snimljenih u
prirodnom sistemu IV u prisustvu hlorogenske kiseline, koncentracije 10x10>
mmol/dm?, pH=8.2, prikazan je na slici 87.

800 F ; RS SR S I, A S e S R

{10]

600 _
400 - 1

200

—-200 —

~-400

~-600

-800 [ I 1 I I I R P

S e |

3420 3430 3440 3450 3460

[G]

(a)

100

Tl

- 1 ! 4 L L L i . L

3370 3380 3390 3400 3410
ey
(b)

Slika 87. ESR spektar(a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala prirodnog
sistema IV u prisustvu hlorogenske kiseline (10x10* mmol/dm?®)

[10%

Hiperfina struktura ESR spektra sastoji se od 8 linija nastalih interak-
cijom nesparenog elektrona i tri neekvivalentna protona u poloZajima C,, C; i
Cs. Konstante hiperfinog cepanja su a,;°= 5.03 G za proton u polozaju C,, a,’=
2.42 G za proton u polozaju C, i ay” = 1.25 G za proton u polozaju C,. Ove
vrednosti konstanti hiperfinog cepanja pokazuju da hlorogenska hiselina pri

navedenim eksperimentalnim uslovima formira o-semihinon-anjon radikal sle-
dece strukture:
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CH=CH-CO
COOH

HO
OHOH

ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala snimljenih u
prirodnom sistemu IV u prisustvu vanilne kiseline, koncentracije 10x10°
mmol/dm®, pH=8.2, prikazan je na slici 88.
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Slika 88. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala prirodnog
sistema IV u prisustvu vanilne kiseline (10x10> mmol/dm?®)
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ESR spektar slobodnih radikala vanilne kiseline sastoji se od osam linija
pribliZzno istog relativnog odnosa inteziteta. Hiperfina struktura ESR signala
potiée od interakcije nesparenog elektrona sa tri neekvivalentna protona u
polozajima C,, Cs i C,. Izradunate konstante hiperfinog cepanja su a;’= 0.31 G,
a°= 0.53 G iay®=1.23 G, a nastali radikal imaju sledecu strukturu:

co0®

OCHjs
O.

Na slici 89. prikazani su ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) dobijen u
prirodnom sistemu IV , pri koncentraciji salicilne kiseline od 10x10> mmol/dm’,
pH=8.2.
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Slika 89. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala prirodnog
sistema I'V u prisustvu salicilne kiseline (10x10* mmol/dm?®)
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Hiperfina struktura ESR spektra potice od interakcije nesparenog elek-
trona sa Cetiri neekvivalentna protona u polozajima C;, C,, Cs i C, i sastoji se
od 16 linija. Konstante hiperfinog cepanja imaju vrednosti a;® = 2.20 G, ay'=
10.80 G, a;,°=1.30 G i a,°=7.50 G.

Na slici 90 prikazani su ESR spektar (a) i “stik” diagram (b) koji su do-
bijeni u prirodnom sistemu IV pri koncentraciji kvercetina od 150x10?
pmol/dm?.
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Slika 90. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala prirodnog
sistema IV u prisustvu kvercetina (150x10* pmol/dm?®)
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Hiperfina struktura nastalog o-benzosemihinon-radikala sastoji se od 8
linija. Ovo cepanje linija poti¢e od interakcije nesparenog elektrona sa 3
neckvivalentna protona na B prstenu. Konstante hiperfinog cepanja iznose
ay’ =1.45 G za proton u poloZaju C,, a;’= 0.70 G za proton u polozaju Cs i
ay’ = 2.70 G za proton u poloZaju C;.
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Molekul kvercetina formira stabilane o-semihinon-radikale, koji reagu-
ju sa peroksi-radikalima po sledeé¢em reakcionom mehanizmu:

Posto je kvercetin u prirodnom sistemu IV, (narogito pri najvisoj
ispitivanoj koncentraciji, 100x10° pmol/dm®) znacajno smanjio RI ESR signala
PBN-OOL spin-adukata, moZe se pretpostaviti da je njegova antioksidativna
aktivnost dominantno izraZena, pored izdvajanja H-atoma, u “scavenger”
efektu peroksi-radikala, po sledec¢em reakcionom mehanizmu (slika 91):

0 0
0 H @
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H H >
lLOO . lLOO .
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Slika 91. Reakciona §ema “scavenger” aktivnosti kvercetina

Stabilnost aroksi-radikala, kvercetina poti¢e od postojanja velikog broja

mezomernih struktura, koje ukljuCuju delokalizaciju elektrona na sva tri
prstena (slika 92):
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Slika 92. Delokalizacija elektrona u molekulu kvercetina

Na slici 93 prikazani su ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) prirodnog
sistema I'V sa miricetinom koncentracije 150x10” pmol/dm® . Po§to miricetin
na B prstenu sadrZi pirogalolski ostatak, ESR spektar je sastavljen od tri linije
odnosa inteziteta 1:2:1. Konstanta hiperfinog cepanja ESR signala a,;>*%= 0.45
G, ukazuje na interakciju nesparenog elektrona i dva ekvivalentna protona u
polozaju C, i Cs. Nastali radikal je o-benzosemihinon-anjon-radikal miricetina
stabilizovan dodatkom TRIS-pufera, pH=8.2, sa koncentracijom Mg”** jona od
0.2 mol/dm’.

-~
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Na osnovu navedene ESR spektralne analize moZe se zakljuciti da se
antioksidativna aktivnost miricetina zasniva na sposobnosti predavanja H-ato-
ma peroksi-radikalima koji se na taj nacin stabilizuju. Takode je moguce da se
antioksidativna aktivnost miricetina zasniva na direktnoj interakciji aroksi-ra-
dikala miricetina i peroksi-radikala, odnosno na “scavenger” efektu.
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Slika 93. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala prirodnog
sistema I'V u prisustvu miricetina (150x10* pmol/dm?®)

Pri eksperimentalnim uslovima primenjenim u ovome radu morin,
kempferol, diosmin i apigenin u prirodnom sistemu IV ne formiraju stabilne
slobodne radikale. Prema Stoneu i Watersu,'” flavonoidi sa m-dihidroksi-
benzenskom strukturom formiraju manje stabilne anjon-radikale nego oni sa o-
-dihidroksibenzenskom strukturom. Ovi autori navode da ni monohidroksilni
flavonoidi ne formiraju stabilne slobodne radikale, $to je, najverovatnije,
razlog njihovog malog inhibitornog efekta. S obzirom na nestabilnost aroksi-ra-
dikala, antioksidativna aktivnost diosmina i apigenina najverovatnije je uslov-
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ljena reakcijom eliminacije vodonika i uspostavljanja vodoni¢nih veza izmedu
brojnih hidroksilnih grupa ovih flavonoida i karbonilnih grupa u lipidu.

Na slici 94 prikazani su ESR spektar (a) i “stik” diagram (b) prirodnog
sistema IV u prisustvu luteolina, koncentracije 150x10> pmol/dm®.
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Slika 9. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala prirodnog
sistema I'V u prisustvu luteolina (150x10* pmol/dm®)

[6]

Luteolin, koji ima vodonik u polozaju C; A prstena, daje ESR spektar u
kojem cepanje linija poti¢e od interakcije nesparenog elektrona i etiri neekvi-
valentna protona. Konstante hiperfinog cepanja su a,*=1.60 G za proton u
poloZaju C,, a;’=1.40 G za proton u poloZaju Cs i a,"= 2.60 G za proton u
polozaju Cy. Cetvrta konstanta ag’= 1.25 G, najverovatnije poti¢e od interak-
cije nesparenog elektrona i protona na C; -atomu A prstena.

Na slici 95 prikazani su ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) prirodnog
sistema IV u prisustvu fisetina, koncentracije 150x10* pmol/dm®.
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Slika 95. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala prirodnog
sistema I'V u prisustvu fisetina (150x10* pmol/dm?)

ESR spektar fisetina se sastoji od 16 linija priblizno istog inteziteta, koje
nastaju cepanjem ESR signala usled interakcije nesparenog clektrona i detiri
neekvivalentna protona. Konstante hiperfinog cepanja su a;”= 1.40 G za pro-
ton u polozaju C,, a;”= 0.75 G za proton u poloZaju Cs i a,°= 2.75 G za proton
u polozaju Cg. Na spektru se uofava i cepanje hiperfine strukture sa kons-
tantom ag’ = 0.25G koja potige od interakcije nesparenog elektrona i protona
na Cs-atomu A prstena.

Zahvaljujuci pre svega o-dihidroksi-grupama na prstenu B, 2.3-dvo-
strukoj vezi i hidroksilnoj grupi na C,-atomu, fisetin formira stabilne aroksi-
radikale, koji, reakcijama eliminacije H-atoma i direktnom interakcijom sa
peroksi-radikalima, snizavaju koncentraciju peroksi-radikala tokom termicke
oksidacije lipida.

Na slici 96 prikazani su ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) prirodnog
sistenia IV u prisustvu rutina, koncentracije 150x10* pmol/dm?®.
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Slika 96. ESR spektar (a) i “stik” dijagram (b) slobodnih radikala prirodnog
sistema IV u prisustvu rutina (150x10* umol/dm?*)
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Hiperfina struktura nastalog o-benzosemihinon-anjon radikala sastoji se
od 8 linija. Ovo cepanje linija poti€e od interakcije nesparenog elektrona sa tr1
neekvivalentna protonana B prstenu Konstante hiperfinog cepanja su a;*=
=1.00 G za proton u poloZaju C,, a;’= 0.85 G za proton u polozaju Cs i ay’=
= 3.00 G za proton u poloZaju Cg-atoma B-prstena.

Na osnovu iznetih &injenica mogudée je zakljuciti da ispitivani flavonoidi
sa o-dihidroksilnim grupama na B-prstenu, bez obzira na ostale strukturne
karakteristike, uvek formiraju relativno stabilne slobodne radikale, koji se
mogu detektovati ESR spektroskopijom.

Treba imati u vidu da sve izraunate konstante hiperfinog cepanja ima-
ju razli¢ite vrednosti, u zavisnosti pre svega od pH reakcione sredine, kao 1 od
prisutnog rastvara¢a. Stoga je i razumljivo odstupanje eksperimentalno dobi-
venih vrednosti u ovome radu od onih vrednosti objavljenih u literaturi.”

Kod veéine ispitivanih flavonoida cepanje linija na ESR spektru potice
od protona B-prstena. Najvece vrednosti konstanti hiperfinog cepanja u svim
ispitivanim slu¢ajevima izmerene su za proton na Cy-atomu (ay = 2.60-3.01 G),
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B-prstena, a najniZze vrednosti (ag= 1.00 - 2.25 G) odredene su za proton na C,
-atomu B prstena.

Magnituda kuplovanja je proporcionalna spinskoj gustini u n’-orbitali na
C,-atomu i koli¢ini orbitalnog §irenja sa protonom na C,-atomu piranskog
prstena. Variranje vrednosti konstanata hiperfinog cepanja moguce su zbog
rotacije B-prstena oko o-veze piranskog prstena.

Na osnovu svih eksperimentalnih odredivanja u ovome radu moze se
zakljuciti da polifenolna jedinjenja:

1. inhibiraju stvaranje kiseonikovih radikala mehanizmom komplek-
siranja metalnih jona;

2. snizavaju koncentraciju kiseonikovih radikala interakcijom sa nasta-
lim aroksi-radikalima (“scavenger” efektom);

3. snizavaju koncentraciju kiseonikovih radikala, na odredenim stadiju-
mima oksidacije lipida, predavanjem H-atoma, uz stvaranje manje
reaktivnih cis, trans-hidro-peroksida;

4. inhibiraju stvaranje kiseonikovih radikala stvaranjem vodoni¢nih
veza izmedu lipidnih molekula i fenolnih jedinjenja.

4.4.0. ESR SPEKTRALNA ODREPIVANJA U BIOLOSKIM
SISTEMIMA

Neutrofili su fagocitne ¢elije, a najvaznija im je uloga da ingestiraju i
uklanjaju mikroorganizme. IzloZeni razliitim stimulansima neutrofili pro-
dukuju ogromne koli¢ine mikrobicidnih oksidanata metaboliti¢kim postupkom
poznatim u literaturi kao “respiratorni prasak” (respiratory burst).'*

ESR spektroskopija i spin-trap tehnika za detekciju visoko-oksidativnih
vrsta u bioloSkim sistemima je izuzetno tacna i lako primenljiva metoda za
istraZivanja u ovoj oblasti.

Na slikama 97 a, b, ¢ i d prikazani su ESR spektri slobodnih radikala
nastalih u prisustvu spin-trapa DMPO u biolo§kom sistemu kontrolne grupe .
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Slika 97. ESR spektar slobodnih radikala bioloskog sistema kontrolne grupe
(zdravo dete)
a) bez stimulacije izolovanih neutrofila; b) uz stimulaciju izolovanih
neutrofila opsoniziranim latexom; c¢) uz stimulaciju izolovanih
neutrofila opsoniziranim latexom u prisustvu 0.8 mg/ dm’ super-
oksid-dismutaze; d) uz stimulaciju izolovanih neutrofila opsonizira-
nim latexom u prisustvu 0.2mg/ dm* katalaze

*
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Analizom dobijenih ESR spektara moguce je zakljuciti da samo stimuli-
sani neutofili formiraju slobodne radikale. Hiperfina struktura ESR spcktara
prikazanih na slikama 97 b i d, sastoji se od Cetiri linije, relativnog inteziteta
1:2:2:1. Konstante hiperfinog cepanja su za jedan “N-atom (I=1) ay=14.90 G i
jedan 'H-atom (I=1/2) ay® = 14.90 G, i ukazuju na prisustvo DMPO-OH spin-
adukata u biolo§kom sistemu kontrolne grupe.

Da bi se utvrdio mehanizam nastajanja hidroksi-radikala u bioloSkom
sistemu kontrolne grupe, ispitan je uticaj enzima superoksid-dismutaze (0.8
mg/ dm®) i katalaze (0.2 mg/ dm®) na nastajanje slobodnih radikala (slika 97 c,
d). Enzim SOD potpuno inhibira nastajanje slobodnih radikala, dok enzim
katalaza sniZava relativni intezitet (RI) ESR signala. Dobijeni rezultati ukazuju
da tokom “respiratornog praska” prvo nastaju superoksid-anjon-radikali.
Babior i saradnici® su saopstili da, tokom “respiratornog praska”, nastajanje
superoksid-anjon-radikala u reakciji oksidacije NAD(P)H u NAD(P)" katalise
enzim NAD(P)H-oksidaza, vezan za ¢elijske membrane. Istovremeno se od-
vija i biohemijski proces, heksozo-monofosfatni put, uz nastajanje NAD(P)H
iz NAD(P)™.

Prihvatljiva je i pretpostavka da visoko-reaktivni hidroksi-radikali
nastaju mehanizmom Haber-Weissove reakcije, uz kataliticko delovanje jona
gvozda, koji su prisutni u éelijskim membranama kao slobodni joni ili, najcesce,
u obliku helata (laktoferin, transferin).*

U ovome radu, u ispitivanim bioloskim sistemima 1, 2, 3 i 4, praceno je
nastajanje najreaktivnije oksidativne vrste, hidroksi-radikala, tokom “respira-
tornog praska”.

Da bi se ispitao uticaj flavan-3-ola na “respiratorni prasak”, bioloSkom
sistemu kontrolne grupe su dodavani miricetin, kvercetin, morin, odnosno
kempferol, koncentracije 100x10*> pmol/dm’. Ispitivani flavonoidi su dodavani
nestimulisanim izolovanim neutrofilima, a njihov uticaj na tok “respiratornog
praska” pracen je na osnovu promene inteziteta ESR spektralnih linija DMPO-
-OH spin-adukata. Na slikama 98-101 prikazani su ESR spektri DMPO-OH
spin-adukata biolo§kog sistema kontrolne grupe (zdravo dete) u prisustvu
ispitivanih flavan-3-ola, koncentracije 100x10> pmol/dm”.
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Slika 98. ESR spektar DMPO-OH spin-adukata biolo§kog sistema kontrolne
grupe u prisustvu miricetina (100x10* pmol/dm?®)
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Slika 99. ESR spektar DMPO-OH spin-adukata bioloSkog sistema kontrolne
grupe u prisustvu kvercetina (100x10* umol/dm?®)
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Slika 100. ESR spektar DMPO-OH spin-adukata biolo§kog sistema kontrolne
grupe u prisustvu morina (100x10* pmol/dm?)
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Slika 101. ESR spektar DMPO-OH spin-adukata bioloskog sistema kontrolne
grupe u prisustvu kempferola (100x10* pmol/dm?®)
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Poredenjem inteziteta ESR spektara bioloskog sistema bez flavan-3-ola
(slika 97b) sa bioloskim sistemima u kojima su prisutni flavan-3-oli (slike 98-
101) mogude je zakljuciti da dodati flavan-3-oli pokazuju inhibitorni efekat na
tok “respiratornog praska”. Stepen sniZenja inteziteta ESR signala zavisi od
prirode prisutnog flavan-3-ola u biolo§kom sistemu, i ima sledeci redosled:
miricetin>kvercetin>morin>kempferol. Inhibitorni efekat, kao i u prirodnim
hemijskim sistemima, zavisi od broja i poloZaja hidroksilnih frupa na B prstenu
molekula flavan-3-ola. Na osnovu literaturnih navoda™-'® i eksperimentalno
dobijenih rezultata moZe se pretpostaviti da ispitivani flavan-3-oli penetriraju u
delijske membrane, i najverovatnije inhibiraju enzim NAD(P)H-oksidazu, koji
je neophodan parametar “respiratornog praska” u celoj celiji. Interakcija
superoksid-anjon-radikala, odnosno hidroksi-radikala i flavan-3-ola, prihva-
tljiva je pretpostavka, ali zahteva dalja multidisciplinarna istraZivanja.

Produkcija hidroksi-radikala u biolo§kom sistemu 1, uz stimulaciju izo-
lovanih neutrofila (slika 102), niZa je u odnosu na kontrolnu grupu (slika 97 b),
odnosno intezitet ESR signala je niZi nego intezitet ESR signala kontrolne

grupe.
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Slika 102. ESR spektar DMPO-OH spin-adukata bioloSkog sistema 1

Etiologija infekcije kod pacijenta M.S. (bioloski sistem 1) ukazuje na
njegovu sklonost virusnim i bakterijskim infekcijama. Vezujuéi se za mem-
branu fagocita, virusi i bakterije izazivaju strukturne promene, i na taj nacin
slabe njegovu sposobnost adherencije, hemotaksije i fagocitoze, a time
usporavaju oksidativne procese. Kao posledica smanjenog oksidativnog meta-
bolizma i male produkcije hidroksi-radikala oslabljena je i mikrobicidna
aktivnost neutrofila.

U slucaju bolesnika D.D. (bioloski sistem 2), stimulisani neutrofili ne
proizvode ni superoksid-anjon- ni hidroksi-radikale (ESR spektar nije prika-
zan, posto se na njemu ne uocavaju signali).

Osnovni patogenetski mehanizam hroni¢ne granulomatozne bolesti je
deficit oksidativnog metaboli¢kog odgovora u toku fagocitoze, pa ne dolazi do
stvaranja oksidativnih metabolita (superoksid-anjon-radikala, hidroksi-radi-
kala), mo¢nih mikrobicidnih faktora.’®** Zbog toga je pacijent D.D. sklon tes-
kim virusnim i bakterijskim infekcijama.
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Uzrok nedostatka mikrobicidnih oksidativnih metabolita mogu biti
poremecaji aktivnosti NAD(P)H-oksidaza ili poremecaji u transportu elektro-
na, odnosno nedostatak citohroma b i komponenata flavoproteina.

Blagovremena i pouzdana detekcija tih slobodno-radikalskih poreme-
¢aja savremenim analitickim metodama (kakva je i ESR spektroskopija) ot-
kriva nove poglede u etiopatogenezi hroni¢ne granulomatozne bolesti i nove
perspektive u terapije ovog oboljenja.

U bioloskom sistemu 3 (pacijent B.Z.) i 4 (pacijent B.A.) detektovana je
povecana produkcija hidroksi-radikala u stimulisanim neutrofilima (slike 103 i
104 a).

X

[G]
Slika 103. ESR spektar DMPO-OH spin-adukata bioloskog sistema 3

Neutrofili izolovani iz krvi bolesnika B. Z. (bioloski sistem 3), koji
boluje od inflamatornog reumatoidnog artritisa, stvaraju visoku koncentraciju
hidroksi-radikala tokom “respiratornog praska”. Genti i saradnici'® smatraju
da je upravo ta povecana produkcija hidroksi-radikala uzrok o$teéenja zglo-
bova, odnosno razgradnje proteoglikana, kolagena i hialuronske kiseline u
sinovialnoj te¢nosti. MoZe se pretpostaviti da se hidroksi-radikali nastali tokom
“respiratornog praska” izlu¢uju i akumuliraju ekstracelularno (vanéelijski), i da
mogu da napadnu i razore vezivna tkiva i éelijske membrane koje sadrze lipide.

Na ESR spektru (slika 103) uocavaju se i dva signala pribliznog inten-
ziteta (signali obeleZeni zvezdicama). Konstanta hiperfinog cepanja je a; = 1.80
G, Sto ukazuje na prisustvo askorbil-radikala u biolo§kom sistemu 3. Askorbil-
radikali imaju g-vrednost 2.0052. Literaturno objavljene konstane za askorbil-
radikale u vodenom rastvoru su a,* = 1.76 G, a,*= 0.19 G i a;° = 0.07 G.** Sto-
ga je najeverovatnije da je dobijeni dublet u stvari triplet dubleta, ali je zbog
saturacionog efekta, nemoguée dobiti njihove razdvojene signale.

Askorbinska i dehidroaskorbinska kiselina su bioloski aktivne forme
vitamina C u humanom organizmu. Lunec i saradnici'® su otkrili poveéanu
koncentraciju dehidroaskorbinske kiseline u krvnom serumu pacijenata sa
reumatoidnim artritisom, i manju brzinu njene konverzije u askorbinsku kise-
linu.

Askorbinska kiselina je redukcioni agens, koji veoma lako podleZe oksi-
daciji u prisustvu povecane produkcije oksidativnih reagenasa, i stvara de-
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hidroaskorbinsku kiselinu. Kao reaktivni intermedijeri ove oksido-redukcione
reakcije nastaju i askorbil-radikali, detektovani u bioloSkom sistemu 3.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da je u neutrofilima
pacijenta B. Z. (bioloski sistem 3) metabolizam askorbinske kiseline povecan
zbog prisustva visokopotencijalnih oksidacionih hidroksi-radikala. Potrebno je,
dakle, da medikamentna terapija bolesnika sa reumatoidnim artritisom ukljuci
i velike doze antioksidativnih preparata (vitamin C i E, superoksid-dismutaza,
D-penicilin-amin).

Patomehanizam inflamatornog artritisa se ne moZe objasniti samo stva-
ranjem slobodnih radikala, ali slobodni radikali doprinose prologiranju te bo-
lesti. Biohemijski parametri koji ukazuju na aktivnost slobodnih radikala i na
mehanizme njihovog uklanjanja mogu da pomognu pri izboru lekova s anti-
inflamatornim delovanjem u leenju reumatoidnog artritisa.
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Slika 104. ESR spektar DMPO-OH spin-adukata bioloSkog sistema 4 pre (a) i
posle (b) medikamentne terapije od 60 mg/dan steroida (prednizon) i
500,mg desferala svakog drugog dana
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Na osnovu rezultata dobijenih u biolo§kom sistemu 4 (pacijent B.A.)
moguce je zakljuéiti da stimulisani neutrofili izolovani iz krvi pacijenta sa
Crohnovom boleséu pokazuju abnormalnu produkciju hidroksi-radikala. Po-
sledica je oStecenje tkiva na mestima inflamacije, prvenstveno onim koja su
siromas$na enzimima superoksid-dismutazom i katalazom. Istovremeno se poja-
cava i enzimski nekotrolisana oksidacija lipidnih molekula u o$teéenim déelija-
ma tkiva i povecava produkcija reaktivnih peroksi-radikala.

Citotoksi¢nost superoksid-anjon- i hidroksi-radikala smanjuje se u pri-
sustvu antiinflamatornih medikamenata desferala i steroida. Produkcija hi-
droksi-radikala u stimulisanim neutrofilima bioloskog sistema 4 koji su izo-
lovani iz krvi bolesnika B.A. nakon terapije (60 mg/dan steroida i 500 mg
desferala svakog drugog dana), sniZzeno je u odnosu na nivo hidroksi-radikala
nastalih u stimulisanim neutrofilima pre medikamentne terapije (slika 104 b).

Medutim, Puig-Parellada i Planas'®® navode da steroidna terapija ne
uti¢e na aktivnost slobodnih radikala.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se pretpostaviti da desferal helatno
vezuje gvozde 1 uklanja ga tako iz reakcionog sistema, sprecavaju¢i njegovu
kataliti¢ku ulogu u Haber-Weissovoj reakciji.

S obzirom na veoma visoku konstantu brzine hemijske reakcije des-
ferala i hidroksi-radikala, 1.3x10" mol * dm’s ™, moZe se pretpostaviti da dolazi
i do interakcije desferala i hidroksi-radikala. U prilog ovoj pretpostavci idu i
rezultati eksperimenta uradeni u model sistemu A (stvaranje hidroksi-radikala
UV fotolizom vodonik-peroksida). Dodavanjem 100 pmol desferala u model
sistem A sniZava se RI ESR signala za 74.35%, §to ukazuje (poSto u model sis-
temu nije prisutno gvozde) na interakciju hidroksi-radikala i desferala. Hid-
roksi-radikali najverovatnije oduzimaju proton iz —NOH grupe molekula des-
ferala. Ukoliko se u ispitivani sistem ne doda spin-trap DMPO, detektuje se
spektar prikazan na slici 105.
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Slika 105. ESR spektar slobodnog radikala model sistema A u prisustvu
desferala (100x10”> umol/dm?) , bez dodatka DMPO
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Hiperfina struktura ovoga spektra sastoji se od devet linija. Do tog
cepanja linija dolazi usled interakcije nesparenog elektrona sa jednim atom
azota (ay = 7.85 G) i 2 ekvivalentna protona iz susedne CH,-grupe (ay = 6.35
G). g-Vrednost detektovanog slobodnog radikala je 2.0065.

Oksidacijom desferala nastaju stabilni nitroksid-radikali, slede¢im me-
hanizmom:
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\ / \ VA \ CH
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(CHa)s (CH2)2 (CHa)s (CHp)2 (CHp)s 713
\ / \ / \ 7
N—©C N—-C N—-C
[l |l |
0o* O : OH O OH O

Rasvetljavanje medikamentnog dejstva desferala zahteva niz dodatnih
multidisciplinarnih istraZivanja in vivo.

Otkrivanje poremecaja funkcije neutrofila je izuzetno znadajno, jer se
raznim terapeutskim postupcima, a u zavisnosti od prirode poremecaja, moZe
poboljsati njihova funkcija, odnosno prekinuti lanac infekcija i spreciti hroni¢ni
tok bolesti.
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5.0.0. ZAKLJUCAK

Elektron spin rezonantnom spektroskopijom (ESR) i spin-trap meto-
dom utvrdeno je stvaranje slobodnih kiseonikovih radikala u model, prirod-
nim, hemijskim i biolo§kim sistemima.

UV fotolizom vodonik-peroksida (model sistem A) i mehanizmom
Haber-Weissove reakcije (model sistem B) nastali su hidroksi-radikali, koji su
stabilizovani u prisutvu spin-trapa N-terc-butil-a-fenilnitrona (PBN). Konstan-
te hiperfinog cepanja ESR signala PBN-OH spin-adukata u oba ispitivana
model sistema iznose ay=15.60 G i a;"=2.70 G.

Ispitivanje uticaja fenolnih jedinjenja na stvaranje i stabilnost hidroksi-
-radikala vrSeno je ESR spin-trap metodom, odnosno praéenjem uticaja fenol-
nih jedinjenja dodatih u reakcione smese ispitivanih model sistema A i B, u
koncentracijama 0.5x10%, 1.0x10* i 2.0x10*> mmol/dm®, na intezitet ESR signala
PBN-OH spin-adukata.

Na osnovu rezultata ispitivanja ustanovljeno je da pirogalol, katehol,
rezorzin, vanilin, salicilna i 5-aminosalicilna kiselina, pri svim ispitivanim kon-
centracijama, snizavaju relativni intezitet (RI) ESR signala PBN-OH spin-adu-
kata u model sistemu A (antioksidativno delovanje), dok ga u model sistemu B
povecavaju (prooksidativno delovanje).

Stepen sniZenja, odnosno poveéanja RI ESR signala zavisi od koncen-
tracije dodatog fenolnog jedinjenja i njegove strukture, odnosno od broja i po-
loZaja hidroksilnih grupa u njihovim molekulima. Antioksidativno, odnosno
prooksidativno delovanje narocito je izraZzeno u prisustvu pirogalola i katehola,
dok ostala ispitivana fenolna jedinjenja u model sistemu A snizavaju RI ESR
signal PBN-OH spin-adukata po slede¢em redosledu: rezorcin > vanilin> > sali-
cilna kiselina > 5-aminosalicilna kiselina, a u model sistemu B ga povecavaju
prema slede¢em nizu: rezorcin > vanilin > salicilna kiselina > 5-aminosalicalna
kiselina. Veée koncentracije imaju izraZenije antioksidativno delovanje u mo-
del sistemu A, odnosno jace prooksidativno delovanje u model sistemu B.

U model sistemu A, pri poveéanoj koncentraciji fenolnih ]edln]enja od
5.0x10* mmol/dm’, detektovani su fenoksi-, odnosno semihinon-anjon-radikali,
nastali kao posledlca oksidacije fenolnih ]edm]en]a u prisustvu hidroksi- rach-
kala. Pirogalol i katehot formiraju slobodne radikale sa konstantama hiper-
finog cepanja ESR signala a;*°= 0.96 G i &,’= 5.41 G, odnosno a,*°= 0.75 G i
ag” = 3.67 G. Konstante hiperfinog cepanja ESR signala slobodnih radikala
salicilne 1 S-aminosalicilne kiseline imaju vrednosti ay’= 2.20 G, a,'= 10.8 G,
ag’=1.30 G iay®=7.50 G, odnosno a;’ = 1.62 G, az*=1.44 Gi ay’=2.94 G,
ay=>5.07 G a/"*= 5.22 G.

Fenolna jedinjenja inhibiraju stvaranje hidroksi-radikala predavanjem
H-atoma i/ili mehanizmom kompleksiranja metalnih jona.

Mehanizam prooksidativnog delovanja fenolnih jedinjenja u model
sistemu B pretpostavlja redukciju feri-jona fenolnim jedinjenjima uz nastajanje
fero-jona, koji, reagujuci sa vodonik-peroksidom, formiraju hidroksi-radikale.

U prirodnom sistemu I, linolna kiselina ili metil-linoleat, u prisustvu oba
Fentonova reaktanta, gvozde(Il)-hlorida i vodonik-peroksida, odnosno Fe?**-
-EDTA 1 vodonik-peroksida, detektovani su peroksi-radikali, odnosno PBN-
-OOLH ili PBN-OOLM spin-adukti.
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Na osnovu ESR spektralne analize prirodnog sistema I, broja i odnosa
intenziteta linija, moZe se zakljuciti da se hidroksi-radikali, odnosno PBN-OH
spin-adukti stvaraju samo u reakcionoj smesi linolne kiseline, PBN i oba
Fentonova reaktanta, bez obzira na to da li je Fe** u slobodnom ili helatno
vezanom stanju.

Konstante hiperfinog cepanja ESR signala PBN-OOLM spin-adukata
(ay=14.80 G, a,’ = 2.75 G) nastalih u sistemu metil-linoleat / Fentonovi reak-
tanti nize su od konstanti hiperfinog cepanja ESR signala PBN-OOLH spin-
adukata (ay= 14.90 G, a,*= 2.85 G) nastalih u sistemu linolna kiselina / Fen-
tonovi reaktanti. Navedene razlike vrednosti konstanti hiperfinog cepanja linija
ESR spektara su posledica manje polarnosti molekula metil-linoleata u odnosu
na linolnu kiselinu.

Na osnovu rezultata ESR spektralne analize prirodnog sistema IT moze
se pretpostaviti da katalitickom degradacijom hidro-peroksida metil-linoleata,
koncentracije 0.5 mmol/dm®, u prisustvu fero-jona nastaju nestabilni alkoksi-
radikali. Dominantna reakcija nastajanja alkoksi-radikala je homoliti¢ko ras-
kidanje O-O veze u molekulu hidro-peroksida i oksido-redukciona reakcija
uslovljena transferom jednoga elektrona. Nastali nestabilni alkoksi-radikali
reaguju sa PBN, i daju stabilne spin-adukte PBN-OLM sa konstantama hiper-
finog cepanja ESR signala ay=14.85Giay"=2.10 G.

U prirodnom sistemu II, pri koncentraciji hidro-peroksida metil-lino-
leata od 0.8 mmol/dm’, nakon 120 minuta odvijanja reakcije katalitike degra-
dacije, mogu se detektovati alkoksi-radikali, odnosno PBN-OLM spin-adukti,
sa konstantama hiperfinog cepanja ESR signala ay= 14.85 G i ay” = 2.10 G) i
peroksi-radikali, odnosno PBN-OOLM spin-adukti sa konstantama hiperfinog
cepanja ESR signala (ay=14.90 Giag’= 2.75G).

Posto je katalitiCka oksidativna degradacija hidro-peroksida metil-lino-
leata sloZena lancana reakcija, u kojoj nastaju smese kiseonikovih radikala,
prilikom njenog ispitivanja ESR spektroskopijom i spin-trap metodom moraju
s¢ uvek taCno definisati uslovi istrazivanja. To prakti¢no znadi da se tokom
istraZivanja lipidnih sistema mora taéno definisati koji se kiseonikovi radikali
zele detektovati, da bi se na osnovu toga odredila potrebna koncentracija
reaktanata i vreme nakon kojeg ée se snimati ESR spektri.

U prirodnom hemijskom sistemu III, katalitickom oksidativnom degra-
dacijom utvrdeno je nastajanje alkil-, alkoksi- i peroksi-radikala, sa konstan-
tama hiperfinog cepanja ESR signala ay = 16.20 G, a, = 3.00 G, a,= 14.85 G,
ag’= 225G iay=1475G, a,’ = 2.80 G)

ESR spektralnom analizom i spin-trap metodom termi¢ke oksidacije
(60°C) suncokretovog ulja (prirodni sistem IV) ustanovljeno je nastajanje
alkoksi-, peroksi- i alkil-radikala, odnosno njihovih PBN spin-adukata. U reak-
cionom periodu od O - 25 minuta detektuje se prisustvo alkil i peroksi-radikala,
odnosno PBN-L i PBN-OOL spin-adukata. Koncentracija PBN-OOL spin-
adukata povecava se sa produZetkom vremena zagrevanja. Nakon reakcionog
perioda od 3 sata kon-centracija peroksi-radikala dostiZe vrednost pogodnu za
identifikaciju PBN-OOL spin-adukata.

Uticaj fenolnih jedinjenja na stvaranje i stabilnost peroksi-radikala ispi-
tan je ESR spin-trap metodom, odnosno pradenjem uticaja fenolnih kiselina
(galne, hlorogenske, kafene, vanilne i salicilne), koncentracija 0.5x10%, 1.0x10% i
2.0x10> mmol/dm’, i flavonoida, flavanola (miricetina, kvercetina, morina,
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kempferola, rutina, fisetina, diosmina), flavona (luteolina, apigenina) i flava-
nona (naringenina) koncentracija 10x10?, 25x10?, 50x10* i 100x10* pmol/dm?,
na relativni intezitet (RI) ESR signala PBN-OOL spin-adukata.

Relativni intezitet (RI) PBN-OOL spin-adukata u svim ispitivanim pri-
rodnim sistemima III i IV, sa pojedinaénim dodavanjem fenolnih jedinjenja,
niZi je od RI PBN-OOL spin-adukata nastalih u istim sistemima bez dodatka
fenolnih jedinjenja. SniZenje inteziteta ESR signala zavisi od vrste fenolnog
jedinjenja i od njegove koncentracije u reakcionoj smesi. To znaci da ispitivana
fenolna jedinjenja imaju inhibitorni efekat na stvaranje peroksi-radikala tokom
oksidacije suncokretovog ulja i razgradnje hidro-peroksida suncokretovog ulja,
odnosno da pokazuju osobinu antioksidanata. Verovatna je i pretpostavka da
fenolna jedinjenja transformi$u ve¢ nastale peroksi-radikale u stabilna organ-
ska jedinjenja.

Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja zasniva se na njihovoj
interakciji sa peroksi-radikalima. Peroksi-radikali elimini§u H-atome iz mole-
kula fenolnih jedinjenja i spreavaju nastajanje izomera frans,trans-hidro-pe-
roksida. MoZe se, takode, smatrati da mnogostruke vodoni¢ne veze, nastale
izmedu brojnih hidroksilnih grupa fenolnih jedinjenja i karbonilnih grupa lipi-
da, blokiraju stvaranje peroksi-radikala, §to snizava RI ESR signala PBN-OOL
spin-adukata. Sterne smetnje umanjuju mogucénost stvaranja vodonicnih veza.
Verovatna je i pretpostavka, koja ne iskljuCuje prethodne dve, da stvoreni
peroksi-radikali reaguju sa aroksi-radikalima, nastalim nakon eliminacije H-
-atoma, dajudi stabilne proizvode.

Dobijeni rezultati pokazuju da inhibitorni efekat fenolnih kiselina zavi-
si od broja i poloZaja hidroksilnih grupa u molekulu. Galna kiselina, koja u
strukturi ima tri hidroksilne grupe, doprinosi najve¢em sniZenju koncentracije
peroksi-radikala u prirodnim sistemima III i IV. Slede hlorogenska i kafena
kiselina, o-dihidroksilna jedinjenja, dok vanilna i salicilna kiselina, monohi-
droksilna jedinjenja, deluju inhibitorno samo pri veéim koncentracijama.

Uporedenjem inhibitornog dejstva pojedinacnih flavonoida u prirodnim
sistemima III i IV mozZe se zakljuciti da je inhibitorni i stabilizacioni efekat
ovih jedinjenja, kao i fenolnih kiselina, uslovljen njihovom strukturom i kon-
centracijom.Utvrdena je slede¢i redosled inhibitorne aktivnosti: miricetin >
kvercetin > morin ~ kempferol ~ fisetin ~ luteolin > rutin > diosmin > apigenin
> naringenin. d

Stepen snizenja RI ESR signala PBN-OOL spin-adukata povecava se sa
poveéanjem koncentracije dodatih fenolnih kiselina i flavonoida.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se pretpostaviti da su najznacajniji
strukturni elementi za antioksidativno delovanje flavonoida:

® broj hidroksilnih grupa u B-prstenu. NajizraZeniji antioksidativni efekat pri
svim ispitivanim koncentracijama pokazuje miricetin koji na B prstenu ima
tri hidroksilne grupe. Sa smanjenjem broja hidroksilnih grupa opadaju anti-
oksidativne osobine ispitivanih flavonoida;

e o-dihidroksilne grupe B prstena;

e 2 3-dvostruka veza piranskog prstena u konjugaciji sa C, keto-grupom (zbog
delokalizacije nesparenog elektrona);

e C, i C hidroksilne grupe kao hvataci slobodnih radikala, i njihova sposob-
nost stvaranja vodoni¢nih veza sa keto-grupom.
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Tokom termicke oksidacije suncokretovog ulja uz povecanu koncen-
traciju fenolnih kiselina (10x10° mmol/dm®), odnosno flavonoida (150x10?
umol/dm®), moguée je detektovati i aroksi-radikale (fenoksi-, semihinon-) nas-
tale oksidacijom fenolnih antioksidanata.

IzraCunate su konstante hiperfinog cepanja ESR signala slobodnih
aroksi-radikala fenolnih kisclina: galne a,'=0.99 a,*°= 0.27 G, kafene a,’=
=1.20 G a;°=2.40 G ay°= 5.03 G, hlorogenske a;’= 1.25G a,’=2.42 G a,°= 5.03
G, vanilne a;’= 0.31G a,’= 0.53G a,°=1.23G i salicilne a;’= 2.20G, a;* = 10.8
G,a,=130Gia,’=7.50G.

Vrednosti konstanti hiperfinog cepanja ESR signala slobodnih radikala
su : za kvercetin a;” = 1.45 G, a;,°= 0.70 G i az®= 2.70 G, miricetin a,**°=0.45 G,
luteolin ay”= 1.60 G, a;°= 1.40 G, a,’= 1.25 G i a,°= 2.60 G, fisetin a,>=1.40
G, a;°=0.75G, ay°=2.751a’ = 0.25 G i rutin a,*=1.00 G, a;° = 0.85 G i a,°=
=3.00 G.

Analizom dobijenih ESR spektara u bioloskim sistemima moZe se
zakljuciti da samo stimulisani neutrofili formiraju slobodne radikale i to
hidroksi-radikale, sa konstantama cepanja linija spektra DMPO-OH spin-adu-
kata ay=14.90 Gia,’=14.90 G. |

Uporedenjem inteziteta signala ESR spektara biolo$kog sistema sa
dodatkom flavan-3-ola, i bez njih, moguée je zakljuditi da oni deluju inhi-
bitorno na tok “respiratornog praska”. Stepen sniZenja inteziteta ESR signala
zavisi od prirode prisutnih flavan-3-ola u bioloSkom sistemu, i ima sledeéi
redosled: miricetin >kvercetin > morin > kempferol. Inhibitorni efekat, kao i u
prirodnim sistemima, zavisi od broja i poloZaja hidroksilnih grupa na B prstenu
molekula flavan-3-ola.

Stimulisana neutrofilna produkcija hidroksi-radikala zavisi od etiologije
bolesti ispitanih pacijenata. Otkrivanje poremecaja funkcije neutrofila, je izu-
zetno znacajno, jer se raznim terapeutskim postupcima, a u zavisnosti od pri-
rode poremecaja, moZe poboljSati njihova funkcija, odnosno prekinuti lanac
infekcija i spreciti hroni¢ni tok bolesti.

Kod pacijenta sa akutnom respiratornom infekcijom izolovani i stimu-
lisani neutrofili proizvode manju koli¢inu hidroksi-radikala, $to ima za posle-
dicu vecu sklonost pacijenta ka virusnim i bakterijskim infekcijama.

U slucaju pagijenta sa hroniénom granulomatoznom bole$éu stimulisani
neutrofili ne proizvode hidroksi-radikale. Uzrok nedostatka mikrobicidnih
oksidativnih metabolita mogu biti poremecaji aktivnosti NAD(P)H-oksidaza ili
poremecaji u transportu elektrona, odnosno nedostatak citohroma b i kompo-
nenata flavoproteina.

Povecana produkcija hidroksi-radikala detektovana je u stimulisanim
neutrofilima pacijenta sa inflamatornim reumatoidnim artritisom i kod paci-
jenta koji boluje od Crohnove bolesti.

Povecana produkcija hidroksi-radikala kod pacijenta sa inflamatornim
reumatoidnim  artritisom dovodi do oStecenja zglobova, odnosno razgradnje
proteoglikana, kolagena i hialuronske kiseline u sinovialnoj te¢nosti. ESR
spektroskopijom detektovani su i askorbil-radikali sa konstantama hiperfinog
cepanja ESR signala a; = 1.80 G, nastali kao posledica poveéanog metabolizma
askorbinske kiseline, zbog prisustva hidroksi-radikala.

Povecana produkcija hidroksi-radikala kod pacijenta koji boluje od
Crohnove bolesti o§tecuje tkiva na mestu inflamacije, prvenstveno onom koje
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je siroma$no enzimima superoksid-dismutazom i katalazom. Citotoksi¢nost
superoksid-anjon- i hidroksi-radikala smanjuje se u prisustvu antiinflamatornih
medikamenata desferala i steroida. Produkcija hidroksi-radikala u stimulisanim
neutrofilima pacijenta koji boluje od Crohnove bolesti sniZzena je nakon tera-
pije (60 mg/danu steroida i 500 mg desferala svakog drugog dana), u odnosu na
nivo hidroksi-radikala nastalih u stimulisanim neutrofilima pre medikamentne
terapije. To je posledica interakcije hidroksi-radikala i desferala. Hidroksi-ra-
dikali, najverovatnije, oduzimaju proton iz —NOH grupe desferala i stvaraju
stabilne nereaktivne proizvode.
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6.0.0. SUMMARY

The generation of free oxygen radicals in model, natural, chemical and
biological systems has been established by electron spin resonance spec-
troscopy (ESR) and spin trapping method.

Hydroxyl radicals have been generated by UV photolysis of hydrogen
peroxide (model system A) and by mechanism of Haber-Weiss reaction (model
system B) and estabilised in the presence of spin-trap N-t-butyl-o-phenylnitro-
ne (PBN). Constants of hyperfine splitting of PBN-OH spin adducts in both
investigated model systems amounted to ay,= 15.60 G and a,’=2.70 G.

Investigation of the influence of phenolic compounds on the generation
and stability of hydroxyl radicals has been performed by ESR spin trapping
method, that is by monitoring the influence of phenolic compounds added into
reaction mixtures of the investigated model systems A and B, in the concen-
trations 0.5x10%, 1.0x10” and 2.0x10*> mmol/dm® , on the intensity of ESR signal
of PBN-OH spin adducts.

On the basis of the obtained results it has been determined that pyro-
gallol, catechol, resorcin, vanillin, salicylic and 5-aminosalicylic acids, in all
investigated concentrations, decrease the relative intensity (RI) of ESR signal
of PBN-OH spin adducts in the model system A (antioxidative activity),
whereas they increase it in the model system B (prooxidative activity).

The degree of decrease i.e. increase of RI of the ESR signal depends on
the concentration of the added phenolic compound and its structure, that is on
the number and position of hydroxyl groups in their molecules. Antioxidative,
that is prooxidative activity is particularly pronounced in the presence of pyro-
gallol and catechol, while the other investigated phenolic compounds in the
model system A decrease RI of ESR signal of spin adducts in the following
order: resorcin > vanillin > salicylic > 5-aminosalicylic acids, and they increase
it in the model system B as per the following order: resorcin > vanillin >
salicylic > 5-aminosalicylic acids. Higher concentrations have more pronounced
antioxidative activity in the model system A, i.e. they have more pronounced
prooxidative activity in the model system B.

In the model system A, at a higher concentration of phenolic compo-
unds of 5. 0)(1()2 mmol/dm’ phenoxyl 1.e. semiquinone anion-radicals have been
detected produced as a consequence of oxidation of phenolic compounds in the
presence of hydroxyl radicals. Pyrogallol and catechol form free radicals with
the following constants of hyperfine splitting: a,*s= 0.96 G and a;s = 5.41 G,
that is a,>¢ = 0.75 G and a,** = 3.67 G. Constants of hyperfine splitting of free
radicals of salicylic and 5-aminosalicylic acids have the values: a,? = 2.20 G, a, =
10.8 G, a¢ =130 G and a,f =7.50 G, thatis a,» =1.62 G, and a,* =1.44 G, a6 =
2.94 G, ay=5.07 G, ay™ =5.22 G.

Phenolic compounds inhibit the formation of hydroxyl radicals by do-
nating H-atom and/or by the mechanism of complexing metal ions.

The mechanism of prooxidative activity of phenolic compounds in the
model system B assumes reduction of ferric ions of phenolic compounds with
the generation of ferrous ions, which, reacting with hydrogen peroxide, form
hydroxyl radicals.

In the natural system I, linoleic acid or methyl linoleate, in the presence
of both Fenton’s reactants, iron(II)-chloride and hydrogen peroxide, that is
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Fe’*-EDTA and hydrogen peroxide, peroxyl radicals, i.e. PBN-OOLH or PBN-
-OOLM spin adducts have been detected.

On the basis of ESR spectral analysis of the natural system I, the
number and the relation of the intensity of the lines, it can be concluded that
hydroxyl radicals, i.e. PBN-OH spin adducts are generated only in the reaction
mixture of linoleic acid, PBN and both Fenton’s reactants, regardless the fact
whether Fe> is in a free or in a chelated bound condition.

Constants of hyperfine splitting of ESR signal of PBN-OOLM spin
adducts generated (ay = 14.80 G, a,# = 2.75 G) in the system of methyl linole-
ate/Fenton’s reactants are lower than the constants of hyperfine splitting of
ESR signal of PBN-OOLH spin adducts (a, = 14.90 G, a,*= 2.85 G) generated
in the system of linoleic acid/ Fenton’s reactants. The said value differences of
the constants of hyperfine splitting of the lines of ESR spectrum are due to
smaller polarity of methyl linoleate molecules in relation to linoleic acid.

On the basis of the results of ESR spectral analysis of the natural system
IT it can be assumed that by catalytic degradation of hydroperoxide methyl
linoleate at the concentration of 0.5 mmol/dm® , in the presence of ferrous ions
unstable alkoxyl radicals are generated. Dominant reaction of generation of
alkoxyl radicals is homolytical breakdown of O-O bond in the molecule of
hydroperoxide and oxide-reducing reaction conditioned by the transfer of one
clectron. Unstable alkoxyl radicals generated in this way react with PBN, thus
giving stable spin adducts of PBN-OLM with the constants of hyperfine
splitting of ESR signal a, =14.85G, a,# =2.10 G.

In the natural system II, at the concentration of hydroperoxide methyl
linoleate of 0.8 mmol/dm?®, and after 120 minutes of catalytic degradation
reaction, alkoxyl radicals i.e. PBN-OLM spin adducts can be detected, with the
constants of hyperfine splitting of ESR signal a, = 14.85 G, a, = 2.10 G, as well
as peroxyl radicals i.e. PBN-OOLM spin adducts with the constants of
hyperfine splitting of ESR signal (a, = 14.90 G, a,® = 2.75 G).

As the catalytic oxidative degradation of hydroperoxide methyl linole-
ate is a complex chain reaction, in which mixtures of oxygen radicals are produ-
ced, on its investigation by ESR spectroscopy and the spin trapping method the
conditions of investigation must always be exactly defined. This practically
means that during the investigation of lipid systems it should be exactly defined
which oxygen radicals are wished to be detected, in order to determine the
necessary concentration of reactants and the time after which ESR spectra is to
be recorded.

In the natural chemical system III, the generation of alkyl, alkoxyl and
peroxyl radicals has been determined by catalytic oxidative degradation, with
the constants of hyperfine splitting of the lines of ESR signal ay =16.20 G, a,f-
=3.00G, ay =14.85G, a,=2.25 G and ay =14.75G, a,,=2.80 G.

By ESR spectral analysis and spin trapping method of thermal oxidation
(60° C) of sunflower oil (natural system IV) the production of alkoxyl, peroxyl
and alkyl radicals, that is of their PBN spin adducts, has been determined. The
presence of alkyl and peroxyl radicals, that is of PBN-L and PBN-OOL spin
adducts, is detected in the reaction period of 0-25 minutes. The concentration
of PBN-OOL spin adducts is increased with the extension of the heating time.
After reaction period of 3 hours the concentration of peroxyl radicals achieves
the value suitable for the identification of PBN-OOL spin adducts.
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The influence of phenolic compounds on the generation and stability of
peroxyl radicals has been investigated by ESR spin trapping method, that is by
monitoring influence of phenolic acids (gallic, chlorogenic, caffeic, vanillic and
salicylic) at the concentrations of 0.5x10% 1.0x10* and 2.0x10° mmol/dm®
respectively, and flavanoids, flavanol (myricetin, quercetin, morin, kaempferol,
rutin, fisetin, diosmin), flavone (luteolin, apigenin) and flavanone (naringenin)
at the concentrations of 10x10%, 25x10%, 50x10* and 100x10* pmol/dm® respe-
ctively, on the relative intensity (RI) of ESR signal of PBN-OOL spin adducts.

Relative intensity (RI) of PBN-OOL spin adducts in all investigated
natural systems III and IV, with the individual addition of phenolic compounds
is lower than RI of PBN-OOL spin adducts generated in the same systems but
without addition of phenolic compounds. Lowering of the intensity of ESR si-
gnals depends on the type of phenolic compound as well as on its concen-
tration in the reaction mixture. This means that the studied phenolic com-
pounds have inhibitory effect on the production of peroxyl radicals during
oxidation of sunflower oil and decomposition of hydroperoxide of sunflower
oil, that is they show property of an antioxidant. An assumption that phenolic
compounds transform already generated peroxyl radicals into stable organic
compounds is also possible.

Antioxidative activity of phenolic compounds is based on their intera-
ction with peroxyl radicals. Peroxyl radicals eliminate H-atoms from molecules
of phenolic compounds thus preventing the formation of isomers trans,trans
hydroperoxides. It can be also considered that complex hydrogen bonds, for-
med between numerous hydroxyl groups of phenolic compounds and carbonyl
groups of lipids, block the formation of peroxyl radicals, thus lowering RI of
ESR signal of PBN-OOL spin adducts. Stero disturbances reduce the
possibility of forming hydrogen bonds. There is also a likely assumption, which,
however, does not exclude the two previous ones, that formed peroxyl radicals
react with aroxyl radicals, generated after elimination of H-atoms thus giving
stable products.

The obtained results show that the inhibitory effect of phenolic acids
depends on the number and the position of hydroxyl groups in the molecule.
Gallic acid, ‘which has three hydroxyl groups in its structure, contributes to the
greatest reduction of concentration of peroxyl radicals in natural systems III
and I'V. It is followed by chlorogenic and caffeic acid, and o-dihydroxyl compo-
unds, while vanillic and salicylic acids and monohydroxyl compounds have inhi-
bitory effect only at higher concentrations.

On comparing the inhibitory effect of individual flavonoids in natural
systems III and I'V it can be concluded that inhibitory and stabilising effects of
these compounds, as well as of phenolic acids, are conditioned by their stru-
cture and concentration. The following order of inhibitory activities has been
established: myricetin > quercetin > morin ~ kaempferol ~ fisetin ~ luteolin >
rutin > diosmin > apigenin > naringenin.

The degree of lowering of RI of ESR signal of PBN-OOL spin adducts
is increased with the increase of the concentration of added phenolic acids and
flavonoids.

On the basis of the obtained results it can be presumed that the most
important structural elements for antioxidative efficiency of flavonoids are the
following:
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B number of hydroxyl groups in the B-ring. The most distinctive antioxidative
effect in all studied concentrations is showed by myricetin which has three
hydroxyl groups on B-ring. With the reduction of number of hydroxyl
groups the antioxidative characteristics of the studied flavonoids are
decreasing;

B o-dihidroxyl groups of B-ring;

B 2 3- double-bond of pyran ring in conjugation with C, keto group (due to
delocalization of unpaired electron);

B C; and C; of hydroxyl group as the catchers of free radicals, and their ability
to form hydrogen bonds with the keto group.

During the thermal oxidation of sunflower oil with the higher conce-
ntration of phenolic acid (10x10* mmol/dm® ), that is, of flavonoids (150x10
umol/dm® ), it is possible to detect aroxyl radicals too (phenoxy, semiquinone)
generated by the oxidation of phenol antioxidants.

The constants of hyperfine splitting of free aroxyl radicals of phenolic
acids habe been calculated: gallic a,* = 0.99 a,>¢ = 0.27 G, caffeic a,2 = 1.20 G a;¢
=2.40 G a,f = 5.03 G, chlorogenic a,2 = 1.25 G a,f = 2.42 G a,¢ = 5.03 G, vanillic
a’r=031Gas=053G a¢=123G and salicylic a,? =2.20 G, a, =10.8 G, a;’
=1.30 G and a,s =7.50 G.

The values of the constants of hyperfine splitting of free radicals are as
follows: for quercetin a2 = 1.45 G, a,# = 0.70 G and a,f = 2.70 G, myricetin a,* =
0.45 G, luteolin ay? = 1.60 G, a7 = 1.40 G, a,? = 1.25 G and a,# = 2.60 G, fisetin
ay” =1.40 G, a = 0.75 G, a, = 2.75 and a,s = 0.25 G, rutin a2 =1.00 G, a,; =
0.85 G and a,# = 3.00 G.

By the analysis of the obtained ESR spectra in biological systems it can
be concluded that only stimulated neutrophils form free radicals, namely
hydroxyl radicals, with the constants of splitting of the lines of spectra of
DMPO-OH spin adducts ay = 14.90 G and a,» = 14.90 G.

“  On comparing the intensity of the signal of ESR spectra of the
biological system with the addition of flavan-3-ol and without it, it can be
concluded that they have inhibitory effect on the flow of the “respiratory
burst”. The degree of decrease of ESR signal depends on the nature of the
present flavan-3-ol in the biological system, and has the following order:
myricetin > quercetin > morin > kaempferol. Inhibitory effect, as in the natural
systems, depends on the number and the position of hidoxyl groups on the B
ring of the molecule of flavan-3-ol.

Stimulated neutrophils production of hydroxyl radicals depends on the
ctiology of the disease of the studied patients. An assessment of the disorders
of the function of neutrophils is of great importance, because with various
therapeutical treatments, depending on the nature of a disorder, it is possible
to improve their function, that is, to interrupt the chain of infections and to
prevent chronical course of a disease.

In patients with acute respiratory infections isolated and stimulated
neutrophils produce smaller quantity of hydroxyl radicals, thus causing bigger
susceptibility of patients to virus and bacterial infections.

In the case of a patient with chronical granulomatose disease stimulated
neutrophils do not produce hydroxyl radicals. The cause of the deficiency of
microbicidial oxidative metabolites can be disorders in the activities of
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NAD(P)H-oxidase or disorders in the transport of electrons, i.e. the deficiency
of cytochrome b and components of flavoprotein.

An increased production of hydroxyl radicals has been detected in
stimulated neutrophils of the patients with inflammatory rheumatoid arthritis
and in patients with Crohn diesease.

The increased production of hydroxyl radicals in the patients with
inflammatory rheumatoid arthritis leads to the injuries of the joints, that is, to
decomposition of proteoglicane, collagen and hyaluronic acid in the synovial
liquid. With ESR spectroscopy ascorbyl radicals have been detected too with
the constants of hyperfine splitting of ESR signal a, = 1.80 G, generated as a
consequence of the increased metabolism of ascorbyl acid due to presence of
hydroxyl radicals.

The increased production of hydroxyl radicals in the patients with
Crohn disease causes the damages of tissue on the places of inflammation,
primarily on the places poor with enzymes of superoxide dismutase and
catalase. Cytotoxicity of superoxide anion and hydroxy radicals is decreased in
the presence of antiinflammatory medicaments desferal and steroids. The
production of hydroxyl radicals in the stimulated neutrophils of the patients
with Crohn disease is reduced after the therapy (60 mg/day of steroids and 500
mg of desferal every second day), as compared to the level of hydroxyl radicals
generated in neutrophils before medicament therapy. This is due to interaction
between hydroxyl radicals and desferal. The most probable explanation is that
hydroxyl radicals take away proton from -NOH group of desferal thus creating
stable non-reactive products.
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