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1. uvoD

1.1.  Antioksidativna aktivnost

Antioksidansi su tvari koje mogu inhibirati oksidacijski stres i prevenirati molekularna
oste¢enja (Galano i sur., 2016). Oksidacijski stres posljedica je neravnoteze u nastajanju i
potro$nji oksidiranih specija (Sayre i sur., 2008) i ¢esto ukljuuje reakcije izmedu slobodnih
radikala 1 molekula koje su od iznimne fizioloSke vaznosti: lipida, proteina, DNA.
Antioksidansi su u moguénosti inhibirati $tetno djelovanje oksidacijskog stresa koristeci

razli¢ite mehanizme, inhibicija moze biti enzimska i neenzimska (Galano i sur., 2016).

Slobodni radikali su specije koje sadrze jedan ili vise nesparenih elektrona. Zbog nesparenog
elektrona radikal je vrlo nestabilan i reaktivan. Radikali mogu reagirati s drugim radikalima ili
neradikalnim molekulama pri ¢emu nastaju novi radikali, koji opet mogu dalje reagirati, $to je
osnova mnogih kemijskih lancanih reakcija. Najées¢i radikali u organizmu su reaktivne
kisikove specije (ROS) ili reaktivne dusikove specije (RNS). U ROS ubrajamo superoksidni
anionski radikal (027), hidroksi radikal (*OH), alkoksi radikal (ROe) i hidroperoksi radikal
(HOO¢). U RNS ubrajamo peroksinitratni radikal (ONOQO™), dusikov monoksid radikal (NO«)
1 duSikov dioksid radikal (NO2¢) (Galano i sur., 2016).

Antioksidansi djeluju protuupalno (Parhiz i sur., 2015), antibakterijski (Widsten i sur., 2014),
antivirusno (Panchal i sur., 2012), kardioprotektivno (Tinkel i sur., 2012) i neuroprotektivno
(Danta i Piplani, 2014). Upravo ti mehanizmi djelovanja temelj su potencijalnog terapeutskog
djelovanja antioksidansa na kardiovaskularne bolesti (Tinkel i sur., 2015), karcinom (Roleira i
sur., 2015), dijabetes (Marrazo i sur., 2014), osteporozu (Yan i sur., 2014), artritis (Vyaskh i
sur., 2014), kataraktu (Sunkireddy i sur., 2013).

U hrani je prisutno veliko mnostvo raznih prirodnih antioksidansa. Medu njima nalazimo i
fenole koji ukljucuju vise od 8000 razlicitih spojeva, Svi oni u svojoj strukturi sadrze fenolnu
skupinu. Klasifikacija takvih spojeva ovisi 0 broju fenolnih podjedinica: jednostavni fenoli
sadrze jednu fenolnu podjedinicu (npr. fenolne kiseline), polifenoli sadrze dvije fenolne
jedinice (npr. flavonoidi), a svi ostali fenoli se ubrajaju u fenole koji sadrze vise flavonoidnih

jedinica. Flavonoidi su polifenoli ¢iju osnovnu strukturu gradi flavonska (2-fenil- benzo-y-



piran) jezgra. Flavonsku jezgru grade dva benzenska prstena (A i B) povezana piranskim
prstenom koji sadrzi kisik (Galano i sur., 2016).

S obzirom na nacin djelovanja antioksidansi se mogu podijeliti na primarne i sekundarne
(Chaiyasit i sur., 2007). Primarni antioksidansi su one kemijske specije koje sprjecavaju
oksidaciju tako sto uklanjaju slobodne radikale. Primarni antioksidansi izravno reagiraju sa
slobodnim radikalima pri ¢emu se stvara izrazito manje reaktivna specija te se prekida lancana
reakcija. Sekundarni antioksidansi usporavaju oksidacijski proces indirektnim putem:
keliranjem metala, razgradnjom hidrogen peroksida do neradikalnih specija, redukcijom
oksidiranih primarnih antioksidansa (Galano i sur., 2016).

Reakcijski mehanizmi djelovanja primarnih i sekundarnih antioksidansa ovise o strukturi i
drugim svojstvima samog antioksidansa. Kada antioksidans (A) reagira s vrlo reaktivnim
radikalom (R¢) on sam postaje radikal (Ae¢). Struktura prirodnih fenola omogucuje nastajanje
stabilnog i manje reaktivnog radikala A« (Leopoldini i sur., 2011).

Najces¢i mehanizmi antioksidativnih reakcija polifenola su: HAT (reakcija prijelaza atoma
vodika, engl. Hydrogen-Atom Transfer), PCET (reakcija spregnutog prijelaza elektrona i
protona, engl. Proton-Coupled Electron Transfer), SPLET (reakcija uzastopnog prijelaza
protona i elektrona, engl. Sequential Proton-Loss Electron-Transfer) i SEPT (reakcija uzastopnog
prijenosa elektrona i protona, engl. Sequential Electron Proton Transfer) . Vazno je napomenuti
da HAT, PCET, SPLET i SEPT reakcijski mehanizmi daju isti te da ih je teSsko razlikovati
(Galano i sur., 2016). HAT i PCET su reakcijski mehanizmi u kojima dolazi do prijelaza

elektrona i protona u jednom reakcijskom stupnju:

HnAntiox+ *R — Hp.1Antioxe + HR;

HAT je reakcijski mehanizam u kojem se dolazi do prijelaza elektrona i protona zajedno
(prijelaz vodikova atoma), kod PCET-a dolazi do prijelaza elektrona i protona u jednom koraku,
ali oni prelaze odvojeno.

SPLET je reakcijski mehanizam u kojem se prijelaz elektrona i protona odvija uzastopno.

HnAntiox — Hp1Antiox + H*;



Hn1Antiox” + *R — Hp1Antioxe + R;

SEPT kao i SPLET mehanizam ukljucuje prijelaz elektrona i prijelaz protona, ali u obrnutom

redoslijedu u odnosu na SPLET.
HnANtiox + *R — Hp.1Antioxe + R,
Hn-1Antiox™ — HaaAntiox” + HY;
SPLET je prepoznat kao klju¢an mehanizam kojim (poli)fenoli uklanjaju radikal u polarnom mediju
u mnogim istrazivanjima (Galano i sur., 2016). Cao i sur. (Cao i sur., 2014) predlazu HAT kao

kljucan reakcijski mehanizam za polifenole, dok Ami¢ i sur. (Ami¢ i sur., 2014) kao glavni

reakcijski mehanizam predlazu PCET.



1.1.1. Mjerenje antioksidativne aktivnosti

Metode za mjerenje antioksidativne aktivnosti su iznimno napredovale u zadnjih nekoliko
desetljeca. Prve koriStene metode mjerile su ucinkovitost antioksidansa tako S$to su pratile
nastanak oksidacijskih produkata (Cesto se pratila oksidacija lipida). Za procjenu
antioksidativne aktivnosti danas se koriste mnoge kemijske metode visoke osjetljivosti i
automatizirane metode detekcije. Oksidacijski supstrati su takoder napredovali od nekada$njih
modela hrane do kemijskih spojeva, bioloskih materijala, stani¢nih linija, tkivnih linija. Metode
za mjerenje antioksidativne aktivnosti opisane su u nastavku, a razlikuju se u oksidacijskom
supstratu, oksidansima, reakcijskim mehanizmima reakcije na kojoj se zasniva metoda, metodi

detekcije i nacinu prikazivanja rezultata (Shahdi i Ying, 2015).

Veliki broj metoda dostupan je za izravno mjerenje reakcija prijenosa vodikova atoma ili
elektrona s potencijalnog antioksidansa na slobodni radikal u jednostavnom sustavu bez lipida.
Ova grupa metoda povezuje antioksidativnu aktivnost s kapacitetom uklanjanja radikala.
Nedostatak metode je da su neki od radikala koji se koriste bioloski irelevantni te samim time
metoda ne prikazuje pravo stanje u in vivo situaciji. Medutim, na ovaj nain utvrdena
antioksidativna aktivnost daje vazne informacije o intrinzi¢nom antioksidativnom potencijalu
antioksidansa. Ove metode zahtijevaju ne lipidni supstrat jer radikali mogu reagirati s lipidima
i obi¢no sadrze sustav koji ukljucuje oksidans (slobodni radikal), oksidativnhu probu te
antioksidans. Ove metode mogu se podijeliti u dvije skupine prema reakcijskom mehanizmu
reakcije: metode koje se zasnivaju na prijelazu atoma vodika (HAT) i metode koje se zasnhivaju
na prijelazu elektrona (ET) (Prior i sur., 2005).

Za detekciju koriste se razli¢ite metode: spektrofotometrija, fluorometrija, kemifluoroscencija,
EPR (elektornska paramangnetna rezonancija), FT- IR (infracrvena spektroskopija s
Fouriverovom transformacijom), NMR (nuklearna magnetska rezonancija), amperometrija.

Metode su jednostavne, brze, automatizirane i ¢esto koristene (Shahdi i Ying, 2015).

Antioksidativnu aktivnost je moguce procijeniti i na temelju redukcijskog potencijala
antioksidansa, koji je moguce odrediti uz primjenu ciklicke voltametrije (Shahdi i Ying).

Ove metode ubrajaju se u ET-bazirane metode (Shahdi i Ying, 2015).



Tablica 1.1.1.1. Prikaz metoda mjerenja antioksidativne aktivnosti

antioxidant capacity)

METODA OKSIDANS PROBA DETEKCIA
peroksidni radikal
dobiven iz
ORAC (engl., Oxygen
) AAPH (2,2'-azobis(2- . .
radical absorbance o fluroscein fluoromterija
) amidinopropan)
capacity) - .
dihidroklorid)
Kemilumiscencija hidrogenperoksid luminol fluorometrija
DPPH
(2,2-difenil-1- spektrofotometrija
S DPPHe DPPHe N
pikrilhidrazil) ili EPR
kationski radikal
TEAC (engl., Trolox ABTS (2,2'-azino- ] o
_ o ) kationski radikal B
equivalent antioxidant bis(3- spektrofotometrija
) _ o ABTS
capacity) etilbenzotiazoline-6-
sufonska kiselina)
FRAP (engl.,
Ferric reducing Fe3* fericijanid spektrofotometrija
antioxidant power)
CUPRAC (engl.,
Cupric reducing Cu® neokuprin spektrofotometrija
antioxidant power)
povrsinska
Ag" redukcija Ag* Ag nanoCestica plazmonska
rezonanca
3 ciklicka
Au®* redukcija Au Au nanocestica ~
voltometrija
CERAC (engl., B
_ _ o S spektrofotometrija
Cerium reducing Ce** indigo karmin boja




CHROMAC (engl.,
Chromium reducing
o Cré*
antioxidant

capacity)

Cr3* kompleks

spektrofotomerija

Tranzicijski metali mogu stimulirati lipidnu oksidaciju putem Fentonove reakcije ili

razgradujuci lipidne hidroperokside u reaktivnije peroksil i1 alkoksil radikale. Flavonoidi su

snazni kelatori metala. Antioksidansi keliraju metal, stvaraju kompleks i na taj nac¢in metal ne

moze djelovati kao inicijator lipidne oksidacije. Posljedi¢no, efikasnost keliranja metala se

moze koristiti kao indikator antioksidativne aktivnosti, najce$¢e u kombinaciji s drugim

metodama. Uobicajeno se efikasnost kelacije metala odreduje tako da se mijeri keliranje

zeljezovog iona (Fe?"). Prati se smanjenje apsorbancije na 485 nm (zeljezov sulfat) ili 562 nm
(ferozin) nakon dodatka antioksidansa (Shahdi i Ying, 2015).




1.1.1.1. DPPH test antioksidativne aktivnosti

DPPHe metoda je medu najce$¢e koriStenim metodama za odredivanje antioksidativne
aktivnosti (Blois, 1958).

DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je stabilan radikal zbog delokalizacije slobodnog elektrona
na aromatskim prstenovima. Delokalizacija elektrona sprje¢ava dimerizaciju molekula radikala
koja je Cesta kod drugih radikala (Shadidi i Ying, 2015).

N—N NO,

Slika 1.1.1.1.1 Struktura DPPHe

DPPH+ pokazuje snaznu apsorpciju u podru¢ju oko 520 nm zbog nesparenog elektrona te je
ljubicaste boje. Mijesanjem otopine DPPHe s antioksidansom koji je donor elektrona dolazi do
redukcije DPPH- radikala. Redukcijom radikala dolazi do smanjenja apsorbancije i boja prelazi
u zutu. Smanjenje apsorbancije je linearno proporcionalno s koncentracijom antioksidansa
(Kedare i Singh, 2011).

Slika 1.1.1.1.2. Prikaz reakcije redukcije DPPHe



Za interpretaciju rezultata dobivenih DPPHe metodom uvodi se veli¢ina efikasna koncentracija
ECso. ECso je koncentracija antioksidansa koja dovodi do smanjenja apsorbancije za 50%.
Ponekad se odreduje i vrijeme potrebno da se apsorbancija smanji za 50%, Tecso (Shadidi i
Ying, 2015).

Nedostatak metode je sto DPPHe reagira i s drugim radikalima, osjetljiv je na Lewisove baze,
otapala i kisik, te sto analit ili produkti reakcije mogu apsorbirati na istoj valnoj duljini kao i
DPPH?e radikal. DPPHe u otopini metanola i acetona je osjetljiv na svjetlost, pri ¢emu dolazi do
smanjenja apsorbancije otopine DPPHe u vidljivom podruéju spektra (Kedare i Singh, 2011).
Metoda je brza, jednostavna i $iroko upotrebljavana za ispitivanje antioksidansa. Moze se
koristiti za kvantifikaciju antioksidansa u slozenim bioloskim sustavima, za tekuce i krute
uzorke. Metoda je jednostavno primjenjiva za mjerenje ukupnog antioksidativnog kapaciteta u
vocnim i povrtnim sokovima. Moze se provoditi u otapalu metanol/voda sto je pogodno jer se
Cesto to otapalo koristi za ekstrakciju antioksidansa iz uzorka, ali i u nepolarnim organskim

otapalima za ispitivanje lipofilnih antioksidansa (Kedare i Singh, 2011).



1.2. Flavonoidi

Flavonoidi su sveprisutni sekundarni metaboliti biljaka. U biljkama flavonoidi sluze kao zastita
od UV zra¢enja. Normalnom prehranom unosi se 23-34 mg flavonoida dnevno, a od toga veéina
otpada na kvercetin. Flavonoidi djeluju kao antioksidansi, s ¢ime se povezuje jedan dio

pozitivnih u¢inaka na zdravlje (Foti i sur., 2011).

Slika 1.2.1. Osnovna struktura flavonoida

Opéenito, antioksidativna aktivnost flavonoida ovisi o: reaktivnosti flavonoida u reakciji sa
slobodnim radikalima, $to ovisi o supstituentima vezanim na osnovnu strukturu, delokalizaciji
slobodnog elektrona u fenoksi radikalu, efikasnosti keliranja metala (ovisi o polozajima
hidroksilne i karboksilne grupe unutar molekule). S obzirom na niski redukcijski potencijal
(EpH7 < 0.75 V) flavonoidi mogu reducirati slobodne radikale s redukcijskim potencijalom Epnz
> 0.8 V kao S§to su: superoksidni, alkoksidni, peroksidni i hidroksilni radikali. Opcenito je
prihvaceno da je za dobra antioksidativna svojstva flavonoida zasluzna kateholna skupina na

prstenu B (Musialik i sur., 2008).

Slika 1.2.2. Prikaz reakcije flavonoida i slobodnog radikala



Nastali fenoksi radikal je stabiliziran s intramolekularnom vodikovom vezom izmedu
hidroksilne skupine i kisika s nesparenim elektronom. Prisutnost dvostruke veze u prstenu C
konjugirane s 4-okso skupinom je takoder vazna za delokalizaciju nesparenog elektrona.
Dodatna antioksidativna aktivnost pripisuje se hidroksilnim skupinama na polozaju 3 prstena

C i polozaju 5 prstena A (Musialik i sur., 2008).

Reakcije flavonoida i DPPHe pokazale su se kao vrlo kompleksne (Osman, 2011). Smatra se
da reakcija na kojoj se zasniva antioksidativna aktivnost ukljuuje oksidaciju kateholnog
prstena (prsten B) flavonoida pri ¢emu nastaje kinonski produkta. Oksidacijom flavonoid
otpusta dva elektrona. Reakcija se odvija prema jednadzbi:

2 DPPHe + H2X — 2 DPPH2 + X

pri ¢emu je H2X flavonoid, a X kinonski produkt (Chen i sur., 2010).

10



1.2.1. Kvercetin

Kvercetin spada u podskupinu flavonola. Pripisuju mu se razna djelovanja: antioksidativno,
antikarcinogeno, antialergijsko, protuupalno i druga. Kvercetin je prisutan u luku, ¢ajevcu,

jabukama, bobicama i crvenom vinu (Kilfoyle i sur., 2011).

Slika 1.2.1.1. Struktura kvercetina

11



1.2.2. Katehin

Katehin je flavonoid iz grupe flavon-3-on. Glavni izvor katehina je ¢ajevac (lat. Camellia
sinensis, lat. Camellia assumica) (Bae i sur., 2020), a prisutan je i u vo¢u (jabuka, borovnica,
Kivi, jagoda), crnom vinu, kakaovcu (Grzesik i sur., 2018).

Prsten A ima rezorcinolnu skupinu, a prsten B kateholnu skupinu. Hidroksilna skupina se nalazi
na poziciji 3 na prstenu C. Na molekuli postoje dva kiralna centra na 2C i 3C atomu. Katehin
postoji u obliku 4 dijastereoizomera, u dvije cis (epikatehin) i dvije trans (katehin)

konfiguracije. Smjesa izomera se oznacava kao (+)-katehin (Chatterjee i sur., 2018).

HO
OH

OH

Slika 1.2.2.1. Struktura(+)-katehina

Antioksidativna aktivnost katehina povezana je za direktni i indirektni mehanizam djelovanja.
Direktni mehanizam ukljucuje uklanjanje ROS 1 keliranje metalnih iona, dok se indirektni
odnosi na induciranje antioksidativnih enzima, inhibiciju pro-oksidativnih enzima i utjecaj na
signalne putove (Bernatoniene i Kopustinskiene, 2018).

Katehin djeluje kao antioksidans, antimikrobno, protuupalno, antiviralno, poti¢e aktivnost

stanica, te zastitni u¢inak od UV zracenja (Bae i sur., 2020).
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1.2.3. Mehanizam reakcije kvercetina i DPPHe

Mehanizam reakcije kvercetina i DPPHe ranije su proucavali Foti i sur., prema kojima se

reakcija u otapalu metanol-voda (0,80:0,20 v/v) odvija prema mehanizmu prikazanom na Slici

1.2.3.1.
H* DPPH’
ROH = H,0 or MeOH
A J\ 2ROH
lQH'/l)PI'[l'} DPPH"
DPPH’ Q(ROH),
0 300 ms 10s >
Time

Slika 1.2.3.1. Predlozen mehanizam reakcije kvercetina i DPPHe

Tijekom reakcije najprije dolazi do prijelaza protona (PT), tj. disocijacije QH2 pri ¢emu nastaje
QH", nakon kojega slijedi prijelaz elektrona (ET) $to odgovara reakcijskom mehanizmu SPLET
(reakcija uzastopnog prijelaza protona i elektrona, engl. Sequential Proton-Loss Electron-

Transfer).

Tijek reakcije je pracen spektrofotometrijski, praceno je smanjenje apsorbancije na 519 nm
(Slika 1.2.3.2.). Pocetni brzi pad asorbancije, koji traje oko 100 ms je povezan za prijelaz
elektrona s kvercetina na DPPH pri ¢emu nastaje nastaje kinonmetidni produkt Q koji manje
apsorbira nego DPPHe (Foti i sur., 2011).

01 ‘,'4- A

0.10 4

L
0.25 020

0 01 02 03 04 05

020

Slika 1.2.3.2. Ovisnost apsorbancije o vremenu na 519 nm za reakciju kvercetina i DPPHe u

otapalu metanol/voda (preuzeto iz Foti i sur., 2011)
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Nakon pocetnog brzog stupnja slijedi sporije smanjenje apsorbancije, koje je povezano za

reakciju adicije otapala ROH na polozaj 2 i 3 produkta Q, kinonmetida. Smanjenju apsorbancije

doprinosi i vi$ak kvercetina koji omogucuje stvaranje kompleksa Q/QH2> (Foti i sur., 2011).

A0 A OH
HOH‘H,,.&W,Oﬁ‘vf,,ﬂw,fIOH 2 ROH HO“T':“"“f["o“%ﬁ““”"’”J““OH
Q Q(ROH),

Slika 1.2.3.3. Adicija molekula otapala na produkt Q

Red reakcije s obzirom na kvercetin je manji od jedan, $to se objasnjava S reverzibilnim

nastajanjem nekovalentnog z-kompleksa izmedu velikog, planarnog i x konjugiranog

kvercetinskog aniona i DPPHe.

Reakcije flavonoida u alkoholu znatno su brze od reakcija u zakiseljenom alkoholu ili

dioksanu, §to se objasnjava SPLET mehanizmom, za razliku od HAT/PCET mehanizma koji je

predlozen u nepolarnim otapalima (Musialik i sur., 2008). U polarnim otapalima dolazi do

prijelaza elektrona i protona s hidroksilne grupe na polozaju 7 prstena A, dok u nepolarnim

otapalima dolazi do prijelaza elektrona i protona s 3' i 4' OH skupina na prstenu B.
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1.3.  Kemijska kinetika

1.3.1. Brzina kemijske reakcije

Brzina reakcije (v) oznacava smanjenje koncentracije reaktanta ili povecanje koncentracije
produkta u odredenom vremenu t.
Promatra se reakcija A + 2B — 3C + D u kojoj je molarna koncentracija sudionika reakcije J
[J], a volumen sustava je konstantan. Brzina tro$enja reaktanata je -d[R]/dt, gdje je R Aili B, a
brzina nastajanja produkata (C ili D, koja se oznacava s P) je d[P]/dt.
Brzine trosenja reaktanata i brzine nastajanja produkata se u ovom slucaju razlikuju:
d[D]/dt = 1/3(d[C]/dt) = -(d[A]/dt) = -1/2(d[B]/dt);
Stoga, kako bi se dobila jedinstvena brzina reakcije, uvodi se veli¢ina doseg reakcije ({):
&= (ni-njo)/vj;
vj je stehiometrijski koeficijent sudionika reakcije J, ni je koli¢ina tvari u odredenom trenutku,
No koli¢ina tvari na pocetku reakcije.
Brzina pretvorbe, v, odgovara prirastu dosega reakcije u vremenu:
v= (d7/dt);
Za sustav volumena V vrijedi:
v= (1/vj)-(1/V-dnj/dt);
Vj je negativan za reaktante i pozitivan za produkte.
Za sustav konstantnog volumena V moze se uzeti da je [J]= nj/V, te se dobiva jednadzba za
brzinu reakcije:
v= (L/vj)-(d[J)/ dt);
Molarna koncentracija ([J]) izrazava u mol dm, vrijeme (t) u sekundama (s) te iz toga prolazi
da je jedinica za brzinu reakcije (v) dm?® mol s(Atkins i de Paula, 2006).
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1.3.2. Zakoni za brzinu kemijske reakcije

Brzina reakcije Cesto je proporcionalna koncentraciji reaktanata podignutih na odredenu
potenciju. Na primjer, brzina kemijske reakcije moze biti proporcionalna molarnoj
koncentraciji dvaju reaktanata A i B.

v=k [A] [B];
gdje je svaka koncentracija podignuta na prvu potenciju. Koeficijent k je konstanta brzine
reakcije, veli¢ina karakteristi¢na za odredeneu reakciju, neovisna o koncentraciji reaktanata,
ovisna o temperaturi i drugim uvjetima u kojima se reakcija odvija. Zakon za brzinu reakcije je
jednadzba koja prikazuje brzinu reakcije kao funkciju koncentracija svih sudionika reakcije u
nekom vremenu:

v=f([AL, [B], ...);

Zakon za brzinu reakcije se odreduje eksperimentalno i ne moze se izvesti iz kemijske
jednadzbe reakcije. Mnogim reakcija je utvrden zakon za brzinu kemijske reakcije Kkoji
odgovara:

v=k [AT* [B]";
potencija na koju je podignuta koncentracija specije (produkta ili reaktanta) u zakonu za brzinu
reakcije je red reakcije u odnosu na tu speciju. Ukupni red reakcije je jednak sumi pojedinih

redova reakcija u odnosu na svaku speciju.

ZAKON ZA BRZINU REAKCIJE NULTOG REDA
v=k;

U reakcijama nultog reda brzina reakcije ne ovisi o koncentracijama reaktanata.

ZAKON ZA BRZINU REAKCIJE PRVOG REDA
A—B

d[A]/dt= -k[A];
Integriranjem izraza dobiva se ovisnost koncentracije reaktanta A o vremenu:

[Al= [Aloe™,;
[A]o je koncetracija reaktanta A pri t=0.
Vrijeme polureakcije (poluvrijeme reakcije), tiz, je vrijeme potrebno da se koncentracija
reaktanta smanji za polovicu pocetne vrijednosti. Za reakcije prvog reda vrijedi:

twz= (In 2)/k;
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Poluvrijeme reakcije prvog reda je neovisno o poc¢etnoj koncentraciji reaktanta.

ZAKON ZA BRZINU REAKCIJE DRUGOG REDA
2A — B
d[A]/dt= -k[A]?;
Integracijom izraza dobiva se:
[A]= [A]o/(1+ kt[A]o);
Poluvrijeme reakcije drugog reda dano je izrazom:
tio=1/ (K[A]o);

tj. ovisno je o pocetnoj koncentraciji reaktanta.

ZAKON ZA BRZINU REAKCIJE PSEUDO-PRVOG REDA
Odredivanje reda reakcije moze se pojednostaviti koriStenjem izolacijske metode u kojoj su
koncentracije svih reaktanata osim jednog u velikom suvisku (barem 10 puta). Na primjer ako
je B u suvisku, njegova koncentracija moze se smatrati stalnom. Ukoliko je zakon za brzinu
reakcije dan izrazom v=k[A] [B], u ovim uvjetim moze se uzeti da je [B] jednako [B]oiz ¢ega
proizlazi:

v=k'[A] k'=k[B]o;
Zakon za brzinu reakcije drugog reda sveden je na zakon za brzinu reakciju prvog reda te se

naziva zakon za brzinu reakcije pseudo-prvog reda.

17



1.3.3. Kineti¢ki izotopni efekt

Kineti¢ki izotopni efekt (KIE) je promjena brzine kemijske reakcije uslijed izotopne zamjene u
molekuli reaktanta. Na temelju kinetickog izotopnog efekta moguce je dobiti informacije o
reakcijskom mehanizmu, prepoznati koje kemijske veze se bitno mijenjaju u koraku koji
odreduje brzinu reakcije. Primarni kineticki izotopni efekt se pojavljuje kada u koraku koji
odreduje brzinu reakcije dolazi do pucanja veze koja ukljucuje izotop, dok se sekundarni
kineticki izotopni efekt javlja u slucaju izotopne zamjene na susjednom atomu (Atkins, de
Paula, 2006).
Kineticki izotopni efekt izrazava se kao koli¢nik dviju konstanti brzine. U brojniku se nalazi
konstanta brzine reakcije s reaktantom koji ima najzastupljeniji izotop u prirodi, a u nazivniku
konstanta brzine reakcije s izotopno zamijenjenim reaktantom.
Vrlo esta izotopna supstitucija je zamjena vodika s deuterijem kada se kineticki izotopni efekt
moze izraziti kao:

KIE= kn/kp;
pri ¢emu je kn Konstanta brzine za reakciju u kojoj sudjeluje reaktant s prirodnim omjerom
izotopa vodika, dok je kp konstanta brzine reakcije u kojoj sudjeluje reaktant kojem je vodik

zamijenjen deuterijem.
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1.4. UV-VIS spektrofotometrija

Vecina organskih molekula apsorbira elektromagnetsko zracenje u ultraljubi¢astom (200-350
nm) ili u vidljivom (350-850 nm) podrucju spektra. UV- Vis spektofotometrija mjeri intenzitet

apsorbiranog elektromagnetskog zracenja upravo u tom podrucju (Watson,1999).

Transmitacija (T) je omjer intenziteta transmitiranog zracenja () i intenziteta ulaznog zracenja
(lo) na odredenoj valnoj duljini:
T=1/lp;

Apsorbancija (A) jednaka je logaritmu omjera intenziteta ulaznog zracenja i intenziteta
transmitiranog zracenja:

A= log(lo/1);
Apsorbancija (A) i transmitacija (T) su povezane:

A= -log(T);
Prema Beer-Lambertovom zakonu intenzitet transmitiranog zracenja ovisi o debljini uzorka (1),
molarnoj koncentraciji uzorka (c), intenzitetu ulaznog zracenja (lo) te molarnom apsorpcijskom
koeficijentu e:

1=1o-10";

Molarni apsorpcijski koeficijent (¢) specifican je za pojedinu tvar u odredenom otapalu. Beer-

Lambertov zakon empirijski je izveden, i obi¢no se izrazava preko apsorbancije (A):

A=¢cl;

1

Slika 1.4.1. Prikaz prolaska svjetlosti kroz otopinu prilikom spektrofometrijskog mjerenja

U kvantitativnoj analizi Beer-Lambertov zakon Cesto se primjenjuje za odredivanje nepoznate

koncentracije otopine uzorka (Atkins i de Paula, 2014).
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1.5. Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC, engl. High Performance Liquid
Chromatography) je tehnika koja se Kkoristi se za separaciju, identifikaciju i kvantifikaciju
sastavnica smjese. Teku¢a mobilna faza pod tlakom prolazi kroz nehrdajucu ¢eli¢nu kolonu
koja je napunjena Cesticama stacionarne faze veli¢ine 3 do 10 pm i nosi sastavnice uzorka. S
obzirom na polarnost stacionarne faze, moze se podijeliti na kromatografiju normalnih faza i
kromatografiju obrnutih faza. Kromatografija normalnih faza sadrzi polarnu nepokretnu fazu i
nepolarnu pokretnu fazu, dok kromatografija obrnutih faza sadrzi pokretnu fazu polarniju od
nepokretne (Kastelan-Macan, 2003). Mehanizam odjeljivanja ovisi o vrsti stacionarne faze.
Razlikujemo nekoliko mehanizama odjeljivanja: razdioba, adsorpcija, ionska izmjena,
odjeljivanje prema veli¢ini... Odjeljivanje ovisi 0 Svojstvima samih sastavnica (polarnost,
veli¢ina, struktura). Sastavnice se razlikuju u svojim svojstvima $to utjece na njihovu brzinu
kretanja kroz kolonu i vrijeme potrebno da dodu do detektora tj., na odjeljivanje (Watson,
1999).

Osnovni dijelovi HPLC kromatografa su rezervoar za otapala pokretne (mobilne) faze, pumpa,
injektor, po moguénosti predkolona, kolona za odjeljivanje 1 detektor. Otapala koja se koriste
kao pokretna faza trebaju biti visoke Cistoce i valja ih osloboditi otopljenih plinova ili
suspendiranih Cestica, npr. pomocu mikroporoznih filtera pod vakuumom. Pumpa sluzi
ubacivanju pokretne faze pod visokim tlakom stalnom brzinom u kolonu. Razlikuju se dva
nacina injektiranja: ruéno i automatsko. Kod ruc¢nog injektiranja uzorak se unosi
mikrolitarskom Spricom kroz ventil u sustav za injektiranje tzv. petlju u kojoj se odrzava tlak.
Prebacivanjem ventila otapalo prolazi kroz injektor te sa sobom nosi uzorak na kolonu.
(http://free-zg.htnet.hr/Svjetlana_L uterotti/)

Danas se sve viSe koristi automatsko injektiranje. Uzorak se unosi pomocu injektora koji se
sastoji od ventila, automatskog uzorkivaca (engl. autosampler) koji moze biti termostatiran,
injekcijske igle i graduirane injekcije ili crpke, te kapilare odredenog volumena. Automatski
uzorkiva¢ omogucava automatizirano uno$enje uzorka u pokretnu fazu prije ulaska u kolonu.
Ventil omogucéuje propustanje uzorka na HPLC kolonu pod uvjetima visokog tlaka (Cindri¢ M
i sur., 2009).
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Slika 1.5.1. HPLC kromatograf

Najcesce koristeni detektor je UV detektor s nizom dioda (DAD, engl. Diode-Array Detector).
Manje su zastupljeni: detektor rasprsenja svjetla u uparenom uzorku (ELSD, engl. Evaporative
light scattering detector), detektor zahvata elektrona (ECD, engl. Electron capture detector),
fluroscencijski detektor. (Watson, 1999)

Vrijeme zadrZavanja tr je vrijeme potrebno pojedinoj sastavnici da nakon nanoSenja uzorka
stigne do detektora, to je vrijeme potrebno za ispiranje sastavnice. Kvalitativna analiza uzorka
se provodi tako da se usporeduje vrijeme zadrzavanja nepoznatih sastavnica uzorka s vremenom

zadrzavanja standardne otopine analita.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Kvercetin je flavonoid Siroko zastupljen u prirodi, s velikim brojem utvrdenih bioloskih
u¢inaka, medu kojima se istice antioksidativna aktivnost (Kilfoyle i sur., 2011). Reakcija
redukcije DPPHe u prisutnosti potencijalnih antioksidansa koristi se kao temelj DPPH testa
antioksidativne aktivnosti, koji je ve¢ dugi niz godina, a i danas ¢esta metoda za procjenu
antioksidativne aktivnosti (Blois, 1958). Test se zasniva na pra¢enju smanjenja apsorbancije
DPPHe u vidljivom podrucju spektra, $to se povezuje s redukcijom DPPH radikala. Prema
novijoj literaturi (Foti i sur., 2011) smanjenje apsorbancije u vidljivom podruc¢ju spektra nije
povezano izravno s redukcijom DPPHe, te reakcijska otopina, osim pocetno, ne sadrzi DPPH
radikal.

Cilj ovog rada je ispitati kinetiku reakcije kvercetina i DPPHe u dioksanu i metanolu. Odredene
su konstante brzine reakcije kvercetina i DPPHe u otapalu dioksan-voda (0,99:0,01 v/v) te u
metanolu. Sastav reakcijske otopine tijekom reakcije analiziran je uz primjenu HPLC
kromatografije, kako bi se utvrdila prisutnost DPPH« u reakcijskoj otopini tijekom vremena u
kojemu se prati smanjenje apsorbancije u vidljivom dijelu spektra. Dodatno, odreden je
kineticki izotopni efekt reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan voda (0,99:0,01
VvIv). Za usporedbu su provedena i kineticka i HPLC mjerenja reakcije katehina i DPPHe te je
odredena konstanta brzine reakcije katehina 1 DPPHe u metanolu.

Dobiveni rezultati predstavljaju nove uvide koji doprinose razumijevanju reakcije kvercetina i

DPPHe, te opcenito reakcije na kojoj se zasniva DPPH test antioksidativne aktivnosti.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije, instrumenti i laboratorijski pribor

Kemikalije:

kvercetin (> 95%, Sigma)

katehin hidrat (> 96%, Aldrich)

DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), (95%, Aldrich)
teska voda, D20 (99,9 % D, Aldrich)

metanol (> 99,9% Honeyweii Riedel-de Haen)

1,4- dioksan anhidrid (99,8%, Sigma- Aldrich)
konc. H2SO4/ HNOs3 (p.a. Kemika)

redestilirana voda

dusik 5,0 (99,999% N2, Messer Croatia plin d.0.0.)

Instrumenti i laboratorijski pribor:

vaga Mettler H20T (Pmax = 160 g, d = 0,01 mg)

HP G1103A 8453 UV-Vis spektrofotometar, Agilent Technologies
termostatirani nosac za kivete Q-pod, Quantum Northwest TC 125 Temperature
Control (= T <0,1°C)

HPLC kromatograf, Perkin ELmer Series 200

aparatura za redestilaciju vode

Eppendorf automatske pipete od 50, 100, 200 1 1000 pL uz odgovarajuce plasti¢ne
Eppendorf nastavke, plasti¢ne tube Eppendorf (1,5 mL)

kvarcne kivete QS 10,0 mm Helma

HPLC vijale

odmijerene tikvice od 5 mL

posude koristeno za ¢iS¢enje kiveta (male Case, staklena Erlenmeyerova tikvica s

ubrusenim ¢epom od 500 ml, kapaljka)
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3.2.  Mjerenje konstante brzine reakcije kvercetina i DPPHe te reakcije katehina i
DPPH-

Mjerenje konstante brzine reakcije (Kons) kvercetina (katehina) i DPPHe zasniva se na pracenju
smanjenja apsorbancije DPPHe u reakcijskoj otopini tijekom reakcije. Mjerenja su provedena
u uvjetima pseudo-prvog reda koji su ostvareni tako $to je koncentracija kvercetina (katehina)
u reakcijskoj otopini bila znac¢ajno veca (minimalno 20 puta, a iznimno kada to nije bilo moguce

8 puta) od koncentracije DPPHe.

Priprema otopina za odredivanje konstante brzine kvercetina i DPPHe u smjesi otapala
dioksan-H20 i dioksan-D20 (0,99:0,01 v/v)

Mati¢na otopina DPPHe pripremi se u tikvici od 5 mL tako $to se izvagani DPPHe (mase oko
0,1 mg) otopi u 5 mL dioksana. DPPHe se dobro otapa u dioksanu.

Maticna otopina kvercetina pripremi se u tikvici od 5 mL tako Sto se izvagani kvercetin (mase
oko 30 mg) otopi u 5 mL dioksana. Kvercetin se tesko otapa u dioksanu.

Sve mati¢ne otopine iznova su pripremane svaki radni dan te su koriStene unutar 3 sata.
Reakcijska otopina u Kiveti pripremi se tako $to se u smjesu dioksana i vode (0,99:0,01 v/v)
doda odgovarajuc¢i volumen prethodno pripremljene otopine kvercetina (koncentracije oko
0,025 mol dm) u dioksanu. Otopina u kiveti se termostatira 15 minuta na 25 °C . Reakcija se
pokrece dodatkom potrebnog volumena otopine DPPHe (dodaje se oko 280 pL otopine
priblizne koncetracije 0,0003 mol dm=) u dioksanu. Reakcijsku otopinu u Kiveti potrebno je
dobro promijesati i staviti u spektrofotometar na mjerenje. Mjerenja se provode u rasponu
valnih duljina 400-800 nm. kobs je odredena na dvije valne duljine: 525 i 620 nm.

Konstanta brzine reakcije u smjesi otapala dioksan-D20, kp, odreduje se na isti na¢in kao i
ki s time da je voda zamijenjena teSkom vodom. DPHHe. Koristena je teSka voda koja je
prethodno destilirana dva puta, s time da je prva destilacija provedena u prisutnosti KMnO, i
KOH (pripremljeno u laboratoriju ranije).

Priprema otopina za odredivanje konstante brzine reakcije kvercetina i DPPHe u
metanolu

Mati¢na otopina DPPHe pripremi se u tikvici od 5 mL tako Sto se izvagani DPPHe (mase oko 1
mg) otopi u 5 mL metanola. DPPHe se dobro otapa u metanolu.

Matic¢na otopina kvercetina pripremi se u tikvici od 5 mL tako Sto se izvagani kvercetin (mase

oko 14 mg) otopi u 5 mL metanola. Kvercetin se dobro otapa u metanolu.
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Reakcijska otopina u Kiveti pripremi se tako $to se u otprilike 1770 pL metanola doda oko 20
uL prethodno pripremljene otopine kvercetina (koncentracije oko 0,02 mol dm=) u metanolu.
Otopina u kiveti se termostatira 15 min na 25 °C . Reakcija se pokre¢e dodatkom potrebnog
volumena otopine DPPHe (dodaje se oko 10 pL otopine priblizne koncentracije 0,005 mol dm”
%) u metanolu. Reakcijsku otopinu u kiveti je potrebno dobro promijesati i staviti u
spektrofotometar na mjerenje. Mjerenja se provode u rasponu valnih duljina 400-800 nm. Kobs

je odredena na dvije valne duljine: 525 1 620 nm.

Priprema otopina za odredivanje konstante brzine reakcije katehina i DPPHe u metanolu
Mati¢na otopina DPPHe pripremi se u tikvici od 5 mL tako §to se izvagani DPPHe (mase oko 2
mg) otopi u 5 mL metanola. DPPHe se dobro otapa u metanolu.

Matic¢na otopina katehina pripremi se u tikvici od 5 mL tako §to se izvagani katehin (mase oko
15 mg) otopi u 5 mL metanola. Kvercetin se dobro otapa u metanolu.

Reakcijska otopina u kiveti pripremi se tako $to se u otprilike 1280 pL metanola doda oko 480
uL prethodno pripremljene otopine katehina (koncentracije oko 0,009 mol dm) u metanolu.
Otopina u Kiveti se termostatira 15 min na 25°C. Reakcija se pokre¢e dodatkom potrebnog
volumena otopine DPPHe (dodaje se oko 35 pL otopine priblizne koncentracije 0,003 mol dm”
%) u metanolu. Reakcijsku otopinu u Kiveti potrebno je dobro promijesati i staviti u
spektrofotometar na mjerenje. Mjerenja se provode u rasponu valnih duljina 400-800 nm. Kobs

je odredena na dvije valne duljine: 525 1 620 nm.
Sva mjerenja su izvedena u triplikatu. Prije koristenja kivete su temeljito o¢is¢ene tako §to su

bile napunjene konc. H2SO4/ HNOsz kiselinom 15 minuta. Nakon toga su ostavljenje u

deoiniziranoj vodi 15 min te temeljito isprane deoiniziranom vodom.
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3.3.  HPLC analiza reakcije kvercetina i DPPH?e te reakcije katehina i DPPHe u
otapalima metanolu i dioksanu

HPLC analiza je provedena nakon UV-VIS kineti¢ke analize reakcije. Snimljeni su spektri
otopina reaktanata te spektri reakcijske otopine tijekom reakcije, te je odredeno trajanje
pojedine reakcije u odredenim reakcijskim uvjetima. Na temelju dobivenih spektara odredena
je valna duljina na kojoj ¢e se provesti HPLC analiza. Analiza je provedena na valnoj duljini
od 281 nm, na kojoj svi reaktanti apsorbiraju. Zbog ogranic¢enja koriStenog HPLC uredaja
analiza se nije mogla provesti u vidljivom dijelu spektra. Na temelju utvrdenog trajanja reakcije
(konstante brzine reakcije) odredeni su vremenski intervali nakon pocetka reakcije u kojima ¢e

se uzeti uzorci reakcijske otopine za HPLC analizu.

Priprema otopina za HPLC analizu

Mati¢na otopina kvercetina priblizne koncetracije 5-10 mol dm pripremi se tako da se u
tikvicu od 5 mL odvaze priblizno 8 mg kvercetina te se tikvica nadopuni metanolom ili
dioksanom do 5 mL.

Mati¢na otopina katehina priblizne koncentracije 8-10° mol dm™ pripremi se tako da se u
tikvicu od 5 mL odvaze priblizno 12 mg katehina te se tikvica nadopuni metanolom ili
dioksanom do 5 mL.

Mati¢na otopina DPPHe priblizne koncentracije 5-10* mol dm pripremi se tako da se u tikvicu

od 5 mL odvaze priblizno 1 mg DPPH- te se tikvica nadopuni dioksanom do 5 mL.

Otopina DPPHe za HPLC analizu koncentracije 3-10° mol dm- dobiva se pipetiranjem otprilike
60 puL mati¢ne otopine DPPHe te 940 pL dioksana u boc¢icu za HPLC.

Otopina kvercetina za HPLC analizu koncetracije 2,5-10* mol dm™ dobiva se pipetiranjem
otprilike 35 puL mati¢ne otopine kvercetina te 965 puL dioksana u vijalu.

Otopina katehina za HPLC analizu koncentracije 3-10° dobiva se pipetiranjem otprilike 40 pL
maticne otopine katehina te 960 uL. dioksana u vijalu.

Reakcijska otopina reakcije kvercetina i DPPHe pripremi se pipetiranjem otprilike 895 pL
metanola ili dioksana, 45 pul mati¢ne otopine Kvercetina i 60 pL mati¢ne otopine DPPHe u
bocicu za HPLC .

Reakcijska otopina reakcije katehina i DPPHe pripremi se pipetiranjem otprilike 905 pL

metanola ili dioksana, 30 pL mati¢ne otopine katehina i 65 pLL mati¢ne otopine DPPHe u vijalu.
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Tablica 3.3.1. Koncentracije reaktanata u reakcijskoj otopini

Reaktant c¢/mol dm
Katehin 3107

Kvercetin 2,510
DPPHe 3-10°

HPLC analiza provodi se tako $to smo se prvo injektiraju Cista otapala dioksan i metanol te
standardne otopine DPPHe, kvercetina i katehina kako bi se dobili kromatogrami otopina
reaktanata koji se mogu usporediti s kromatogramima reakcijske otopine.

Reakcijske otopine u kojima je otapalo metanol razrjeduju se 10 puta u dioksanu neposredno
prije injektiranja (100 pL reakcijske smjese razrijedi se do 1000 pL dioksanom).

Tablica 3.3.2 Kromatografski uvjeti

Instrument HPLC kromatograf, Perkin ELmer Series
200
Detektor DAD
Kolona C18 Ultra Aqueous, Restek column
(5 wm, 250 % 4.0 mm)
Temperatura kolone 25°C
Pokretna faza metanol-voda (0,8: 0,2 v/v)
Protok 1 ml/ min
Volumen injektiranja 20 uL
Valna duljina detekcije 281 nm
Ukupno vrijeme analize 20 min
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Konstanta brzine reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda
(0,99: 0,01 viv)

Mijerenje konstante brzine reakcije kvercetina i DPPHe se zasniva na praenju smanjenja
apsorbancije DPPHe u reakcijskoj otopini tijekom reakcije. Odredene su konstante brzine
reakcije kvercetina i DPPHe pri valnoj duljini od 620 nm u uvjetima pseudo-prvog reda, tako
Sto je koncentracija kvercetina bila u velikom suvisku, najmanje 20 puta veéa od koncentracije

DPPHe.

Snimljeni spektri otopina kvercetina i DPPHe prikazani su na slikama 4.1.1. 1 4.1.2.

05 1
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225 250 5 300 5 350 7S 200

Slika 4.1.1. Spektar 2:10°° mol dm™ otopine kvercetina u metanolu
Iz spektra kvercetina odredena su dva maksimuma apsorpcijske vrpce (Amax) pri 255 nm i 372

nm. Procijenjeni & pri 255 nm, 372 nm i 281 nm iznose e2s5 ~ 21550 dm® mol* cm?, 372 ~

21200 dm®moltcm?, te 081 ~ 8500 dm3 molt cm™.
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Slika 4.1.2. Spektar 5-10° mol dm™ DPPH+ u metanolu

Iz spektra DPPH* odredena su dva maksimuma apsorpijske vrpce (Amax) pri 327 nm i 517 nm.
Procijenjeni ¢ pri 327 nm, 517 nm i 281 nm iznose iznosi 327 ~ 14100 dm®mol? cm?, es17 ~

9420 dm®mol™t cm™te 281 ~ 8000 dm®mol*tcm™.
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Slika 4.1.3. Spektralni profil reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda
(0,99: 0,01 v/v) pri koncentraciji kvercetina 5-10* mol dm=te koncentraciji
DPPH- 5-10®° mol dm™®

1z spektralnog profila (Slika 4.1.3.) reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan- voda

(0,99: 0,01 v/v) vidljivo je da na 517 nm (valna duljina maksimuma DPPH?¢) apsorbira i produkt
koji nastaje u reakciji. Valna duljina maksimuma apsorpcijske vrpce produkta iznosi 501 nm.
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Slika 4.1.4. Ovisnost apsorbancije (A) DPPHe na 525 nm o vremenu (t) za reakciju kvercetina
i DPPH- u smjesi otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) pri koncentraciji kvercetina 7,5-10
mol dm=te koncentraciji DPPHe 5-10° mol dm™ na temperaturi 25°C

Dobivena ovisnost apsorbancije o vremenu za reakciju kvercetina i DPPHe u smjesi otapala
dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) na 525 nm odstupa od zakona za brzinu reakcije prvog reda, kao
Sto je vidljivo na Slici 4.1.4. Odstupanje od zakona za brzinu reakcije prvog reda povezano je

s nastankom produkta koji apsorbira na 517 nm.

Zbog odstupanja konstante brzine od zakona na 525 nm odredena je konstanta brzine pri 620
nm, valna duljina pri kojoj ne apsorbira produkt. Dobivena ovisnost apsorbancije o vremenu za
reakciju kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) na 620 nm slijedi

zakon za brzinu reakcije prvog reda (Slika 4.1.5.).

Slika 4.1.5. Ovisnost apsorbancije (A) DPPHe o vremenu (t) za reakciju kvercetina i DPPHe u
smjesi otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) pri koncentraciji kvercetina 7,5:10° mol dm™ te

koncentraciji DPPHe 5-10"° mol dm™na 620 nm na temperaturi 25°C
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U smjesi otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) odredene su konstante brzine pseudo-prvog reda

(Kobs) U rasponu koncentracija kvercetina od (0,001 do 0,01) mol dm= na 520 nm i 620 nm, pri

temperaturi 25 °C. Intervali koji su se koristili za odredivanje konstante brzine iznosili su

otprilike jedno te pet poluvremena. Poluvrijeme reakcije se odredilo tako $to se pratilo vrijeme

potrebno da se apsorbancija smanji na 50% pocetne vrijednosti. Izmjerene konstante brzine

reakcije prikazane su u Tablicama 4.1.1.-4.1.4.

Tablica 4.1.1. Izmjerene konstante brzine (Kons) reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala

dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) pri razli¢itim koncentracijama kvercetina na 525 nm, pri

temperaturi 25 °C. Interval koristen za odredivanje konstante iznosio je otprilike jedno

poluvrijeme reakcije.

c(kvercetin)/

mol dm™

kobs ‘ 1 02/5_1

kobs
-10%/s7t

SD-10%/st

RSD/%

0,001

0,245

0,185

0,314

0,248

0,065

26

0,0025

0,666

0,128

0,797

0,530

0,355

67

0,005

2,89

2,79

2,54

2,74

0,18

6,6

0,0075

3,11

2,57

3,62

3,10

0,53

17

0,01

4,32

5,42

5,16

4,97

0,57

12

*c(DPPHe<)=5-10° mol dm™
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Tablica 4.1.2. Izmjerene konstante brzine (Kobs) reakcije kvercetina i DPPH< u smjesi otapala

dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) pri razli¢itim koncentracijama kvercetina na 525 nm, pri

temperaturi 25°C. Interval koriSten za odredivanje konstante iznosio je priblizno 5

poluvremena reakcije.

c(kvercetin)/

mol dm™

kobs * 1 03/5-1

kobs
-10%/st

SD-10%/st

RSD/%

0,001

2,13

2,22

2,21

2,28

0,08

3,5

0,0025

5,00

111

5,78

1,22

5,00

86

0,005

22,6

21,9

22,2

22,2

0,4

1,7

0,0075

17,4

15,0

22,1

34,0

10,3

47

0,01

48,0

49,0

45,0

38,1

6,0

13

*c(DPPHe+)=5-10° mol dm
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Tablica 4.1.3. Izmjerene konstante brzine (kobs) reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala

dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) pri razli¢itim koncentracijama kvercetina na 620 nm, pri

temperaturi 25°C. Interval koriSten za odredivanje konstante iznosio je otprilike jedno

poluvrijeme reakcije.

c(kvercetin)/

mol dm™

kobs * 1 02/5-1

kobs
-10%/st

SD-10%/st

RSD/%

0,001

0,527

0,529

0,526

0,522

0,004

0,7

0,0025

1,11

1,20

1,22

1,34

0,12

9,5

0,005

2,80

2,75

2,63

2,34

0,25

9,6

0,0075

3,63

3,29

3,44

3,39

0,17

5,1

0,01

4,32

5,42

4,97

5,16

0,57

12
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Tablica 4.1.4. Izmjerene konstante brzine (Kobs) reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala

dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) pri razli¢itim koncentracijama kvercetina na 620 nm, pri

temperaturi 25°C. Interval koriSten za odredivanje konstante iznosio je otprilike 5

poluvremena reakcije.

c(kvercetin)/

mol dm™

kobs -10%/ st

Kobs /
108/ st

SD-107%/ s-1

RSD/ %

0,001

4,92

4,67

4,81

4,84

0,13

2,6

0,0025

11,0

11,2

11,3

115

0,2

2,2

0,005

22,5

22,0

22,2

22,1

0,2

1,0

0,0075

32,7

31,7

32,3

32,6

0,5

1,7

0,01

44,3

45,0

44,6

44,7

0,4

0,8

*c(DPPH<)=5-10" mol dm
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Prikazana je ovisnost izmjerene konstante brzine pseudo-prvog reda (kobs) za reakciju
kvercetina i DPPH+ u smjesi otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) o koncentraciji kvercetina

na 525 nm tijekom dva razli¢ita intervala: jedno poluvrijeme reakcije te pet poluvremena
reakcije.(Slika 4.1.6.)

50 ®

45
y =5243,6x - 4,0968

2 _
40 R*=0,9587
35

30

25
5t

kgbs ' ].0-3; S-l

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
c(kvercetin)/ mol dm-3

Slika 4.1.6. Prikaz ovisnosti konstante brzine (Eobs) reakcije kvercetina i DPPHe* u smjesi
otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) o koncentraciji kvercetina na 525 nm, izracunane iz
intervala ~ 1 t12 (*) i ~5 tu, (+). Koncentracija DPPHe iznosi 5-10"° mol dm, pri temperaturi
25°C. Podatci iz Tablice 4.1.1. te Tablice 4.1.2.
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Prikazana je ovisnost izmjerene konstante brzine pseudo-prvog reda (Kobs) za reakciju

kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) o koncentraciji kvercetina

na 620 nm. Konstante brzine su izra¢unane uzimajuéi dva razlicita intervala: jedno

poluvrijeme reakcije te pet poluvremena reakcije. (Slika 4.1.7.)

kgbs ' ].0-3; S-l

50

45

40

35

30

25

y =4826,3x + 0,4553
R2=0,9927

0,002

0,004

0,006

0,008

c(kvercetin)/ mol dm-3

0,012

5t

Slika 4.1.7. Prikaz ovisnosti konstante brzine (Eobs) reakcije kvercetina i DPPHe* u smjesi

otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) o koncentraciji kvercetina na 620 nm, izracunane iz

intervala ~ 1 t12 (*) i ~5 tu, (+). Koncentracija DPPHe iznosi 5-10"° mol dm3, pri temperaturi

25 °C. Podaci iz Tablice 4.1.3. te Tablice 4.1.4.

Tablica 4.1.5. Usporedni prikaz relativnih standardnih devijacija, koeficijenta determinacije

te nagiba pravaca za konstante brzine odredene pri razli¢itim parametrima

525 620
RSD (%) R? a RSD (%) R? a
1ty 7-67 0,9587 5243 1-12 0,9927 4826
5ty 2-87 0,9194 4460 1-3 0,9999 4381
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Konstante brzine reakcije odredene na 525 nm izraCunate iz intervala tyz i 5 tyz imaju visoku
relativnu standardnu devijaciju, do 90%. Konstante brzine reakcije odredene na 620 nm imaju
znatno manju relativnu standardnu devijaciju (1-3 %), posebno u sluc¢aju kad su konstante
brzine racunane iz 5 ty.

Ovisnost konstante brzine (kobs) reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda
(0,99: 0,01 v/v) o koncentraciji kvercetina na 525 nm je linearna. Odstupanje od linearnosti,
izrazeno preko koeficijenta determinacije R? je znagajno veée u slu¢aju kad su konstante brzine
reakcije racunate iz pet poluvremena reakcije (0,9194) nego iz jednog poluvremena reakcije
(0,9587).

Ovisnosti konstante brzine (kobs) reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda
(0,99: 0,01 v/v) o koncentraciji kvercetina na 620 nm je linearna s koeficijentom determinacije
od 0,9927 (odredena iz t1/2) te 0,9999 (odredena iz 5 t112).

Nagibi pravaca odredeni kada je konstanta izraCunata iz jednog poluvremena reakcije na 525
nm i 620 nm se razlikuju, dok su njihove vrijednosti priblizno iste kada je konstanta brzine
izraCunata iz pet poluvremena.

Kod eksperimentalnih mjerenja konstanti brzina reakcije fenola i DPPHe i u dioksanu i
metanolu Cesto se javljaju eksperimentalni problemi koji se manifestiraju kao velika odstupanja
u dobivenim rezultatima (Musialik i sur., 2009). U takvim slucajevima cesto se primjecuju i
odstupanja od ocekivane kinetike prvog reda. Iz ovih mjerenja je vidljivo da se na 525 nm prati
dodatan proces koji utjece na izmjerene konstante brzina reakcija koji na 620 nm nije vidljiv.
Ovo opaZzanje bi moglo biti korisno za razumijevanje eksperimentalnih problema kod
odredivanja konstante brzine reakcije drugih fenolnih spojeva 1 DPPHe.

Dobivena linearna ovisnost konstante brzine reakcije pseudo-prvog reda (kops) mjerene na 620

nm o koncentraciji kvercetina u skladu je sa zakonom za brzinu reakcije:
v =- d[DPPH]/dt= k> [DPPH]-[kvercetin];
U uvjetima pseudo-prvog reda:

[kvercetin]>> [DPPH];

slijedi:
-d[DPPH]/dt=Kobs:[DPPH]

pri ¢emu je Kons= k2 -[Kvercetin]o.

37



Utvrdeni zakon za brzinu reakcije je u skladu s zakonom koji su eksperimentalno utvrdili
Musialik 1 sur. (2008.) za reakcije 10 flavonoida (ukljucujuéi kvercetin) i DPPHe radikal u

razli¢itim otapalima:

kexp= konst. + k- [flavonoid-OH];

1z nagiba pravca dobivene jednadzbe pravca ovisnosti konstante brzine reakcije pseudo prvog
reda (Kobs) 1 koncentracije kvercetina na 620 nm odredena je konstanta brzine reakcije (k2) za
reakciju kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v), pri temperaturi 25

°C: k2=4,38 mol-ldm3s!. Konstanta izracuanata iz nagiba pravca na 525 nm je priblizno ista i

iznosi k2=4,46 mol-tdm?3s?

Musialik i sur., 2008. odredili su konstantu brzine reakcije kvercetina i DPPHe u Cistom
dioksanu k2 = 3,0 mol dm?® s, Smijesa otapala dioksan-voda malo je polarnija od samog
dioksana. Musialik i sur. navodi kako se s porastom polarnosti otapala povecava i brzina
reakcije. Utvrdili su ubrzanje od oko 1000 puta u metanolu u odnosu na dioksan. $to objasnjava
za$to je odredena konstanta brzine reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda

(0,99: 0,01 v/v) nesto veca od konstante koju su odredili Musialik i sur. u ¢istom dioksanu.
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4.2.  Kineticki izotopni efekt reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-
voda (0,99:0,01 v/v) na 620 nm

Kineti¢ki izotopni efekt (KIE) reakcije kvercetina i DPPHe izraGunava se prema jednadzbi:

KIE= ku/kp;

pri ¢emu je kn konstanta brzine reakcije u otapalu dioksan-voda (0,99:0,01 v/v), a kp konstanta
brzine reakcije u otapalu dioksan-teska voda (0,99: 0,01 v/v). Upravo kako bi se mogao odrediti
KIE otapalo je sadrzavalo 1% vode. U otapalu dioksan-teska voda dolazi do zamjene OH
protona s deuterijem te se dobije deuterirani supstrat §to omogucuje odredivanje primarnog
kineti¢kog izotopnog efekta. lzmjerene su konstante brzine reakcije kobs(H) i Kobs(p) za reakciju
kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) i smjesi otapala dioksan-
teSka voda (0,99: 0,01 v/v) na 620 nm. Reakcijska smjesa je sadrzavala kvercetin u suvisku te
DPPH- koncentracije 5-10° mol dm, mjerenje je provedeno pri 25 °C. Konstante brzine

reakcije ku i kp izradunate su iz nagiba pravca ovisnosti kobs 0 koncentraciji kvercetina.
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Tablica 4.2.1. Izmjerene konstante brzine (Kobs(p)) reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi

otapala dioksan-teska voda (0,99:0,01 v/v) na 620 nm, pri temperaturi 25°C.

c(kvercetin)/ kobsp)-10® Kobsn
mol dm /mol'id)m?’s'1 -103/D / molilngs'1 RSDI%
mol-tdm3s?
1,15
0,0025 1,18 1,18 0,03 2,4
1,20
2,34
0,005 2,43 2,38 0,05 2,1
2,37
3,73
0,0075 3,80 3,75 0,04 1.2
3,72
5,33
0,01 5,64 5,45 0,16 3,0
5,40

*c(DPPH*)=5-10" mol dm
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Slika 4.2.1. Prikaz ovisnosti konstante brzine (Eobs(o)) reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi
otapala dioksan-teska voda (0,99: 0,01 v/v) o koncentraciji kvercetina na 620 nm.

Koncentracija DPPHs iznosi 5-10° mol dm, pri temperaturi 25°C. Podatci iz Tablice 4.2.1.

Iz nagiba pravca (Slika 4.2.1.) odredena je konstanta brzine reakcije kvercetina i DPPHe u
smijesi otapala dioksan-teska voda (0,99: 0,01 v/v) kp=0,568 mol™* dm3 s,
Konstanta brzine reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v)

iznosi ku= 4,38 mol* dm® s (poglavlje 4.1.).

Tablica 4.2.2. Konstante brzine (kn i kp) i kineti¢ki izotopni efekt reakcije kvercetina i

DPPHe* u smjesi otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v) na 620 nm, pri temperaturi 25°C.

dioksan-H>0O dioksan-D,0 KIE
kn/moltdm?3s? ko/mol-tdm?3s?
4,38 0,568 7,71

Iz dobivenih rezultata izracunat je kineticki izotopni efekt (KIE) prema jedndzbi KIE= kun/Kp.

Kineticki izotopni efekt na 620 nm iznosi 7,71.
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Iznos kinetickog izotopnog efekta upucuje na to da u stupnju koji odreduje brzinu reakcije
dolazi do prijelaza protona. Na temelju utvrdenog KIE moze se iskljuciti ET reakcijski
mehanizam, prema kojemu u stupnju koji odreduje brzinu reakcije dolazi do prijelaza elektrona,
nakon kojega slijedi brzi prijelaz protona. Dobiveni rezultat bi mogao odgovarati reakcijskom
mehanizmu u kojemu dolazi do spregnutog prijelaza elektrona i protona (HAT ili PCET).

Foti i sur. (2015.) su kao reakcijski mehanizam brzog stupnja reakcije kvercetina i DPPHe u
smjesi otapala metanol-voda (0,80:0,20 v/v) predlozili SPLET (reakcija uzastopnog prijelaza
protona i elektrona, engl. Sequential Proton-Loss Electron-Transfer). Najprije dolazi do prijelaza
protona (PT), tj. disocijacije kvercetinapri ¢emu nastaje kvercetinski anion nakon kojega slijedi
prijelaz elektrona (ET) na DPPHe.
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4.3. Konstanta brzine reakcije kvercetina i DPPHe u metanolu

Mjerenje konstante brzine reakcije kvercetina i DPPHe zasniva se na pracenju smanjenja
apsorbancije DPPHe u reakcijskoj smjesi tijekom reakcije. Odredene su konstante brzine
reakcije kvercetina i DPPHe pri valnoj duljini od 525 nm u uvjetima pseudo-prvog reda, tako

Sto je koncentracija kvercetina bila u suvisku, 8 puta veca od koncentracije DPPHs.

Absorbance (AU)

—
400 500 600 Wavelenath (nm)

Slika 4.3.1. Spektralni profil reakcije kvercetina i DPPHe u metanolu pri koncentraciji
kvercetina 2,5-10 mol dm™ te koncentraciji DPPHe 3-10° mol dm™

U spektralnom profilu (Slika 4.3.1.) reakcije kvercetina i DPPHe u metanolu nije vidljiva
apsorpcija nastalog produkta na 501 nm kao S§to je vidljiva u spektralnom profilu reakcije
kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda (0,99: 0,01 v/v).
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Slika 4.3.2. Ovisnost apsorbancije (A) DPPHe na 525 nm o vremenu (t) za reakciju kvercetina

i DPPH