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1. UVOD
1.1. Fenolni spojevi

1.1.1. p-kumarinska kiselina

Kumarinska kiselina (4-hidroksi-cimetna kiselina, M = 164,16) je hidroksilni derivat cimetne
kiseline koji se u prirodi nalazi u obliku tri izomera (orto, meta i para). Naj¢eS¢e prisutna
forma je upravo p-kumarinska kiselina koja se moze na¢i u mnogom vocu (posebice u
kruskama 1 bobicastom vocu), povréu i zitaricama u obliku slobodne kiseline ili estera. U

biljkama, p-kumarinska kiselina je komponenta lignina i tanina (Boz, 2015).
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Slika 1.1.1.1 Struktura p-kumarinske kiseline

Kao i drugi mnogi fenolni spojevi, i p-kumarinska kiselina pokazuje antioksidativni u¢inak
pri ¢emu se za ucinak smatra odgovornom fenilna skupina (Shen i sur, 2019; Matthew 1 sur,

2015).

2,2'-azobis-2-metil-propanimidamid (AAPH) je vodotopljivi azo spoj koji inducira stvaranje
ROS-a te se ¢esto koristi kod karakterizacije antioksidansa. Na PC12 stani¢noj liniji tretiranoj
s AAPH, p-kumarinska Kkiselina je smanjila nastajanje ROS-a i otpusStanje laktat
dehidrogenaze. U in vivo pokusima p-kumarinska kiselina je potaknula ekspresiju
antioksidativnih gena kao GPx, SOD, HO-1 i NQO1. Nadalje, kod miSeva na dijeti bogatoj
mastima p-kumarinska kiselina je smanjila jetrenu steatozu, smanjila lipidnu peroksidaciju i
potaknula detoksificiraju¢e enzime iskazujuéi ucinak protiv hiperlipidemije (Shen i sur,

2019).

p-kumarinska kiselina pokazuje veliki broj bioloskih ucinaka koji su jo§ izrazitiji kod
konjugata s mono- i polisaharidima, aminima i organskim Kkiselinama kao kininskom
kiselinom. p-kumarinska kiselina i derivati pokazuje antimikrobnu, antivirusnu, antimutagenu
te antitumorsku aktivnost. Pomaze kod dijabetesa smanjenjem intestinalne apsorpcije

ugljikohidrata, djeluju¢i na enzime ukljuéene u metabolizam glukoze te stimuliranjem



otpustanja inzulina. Konjugati pokazuju jacu aktivnost, ali vrlo loSu apsorpciju te je potrebno

poboljsati farmakokineticka svojstva konjugata (Pei i sur, 2015).



1.1.2. Feruli¢na kiselina

Feruli¢na kiselina (4-hidroksi-3-metoksicimetna kiselina, M =194,18) je fenolni spoj koji se u
prirodi moZe naci u obliku dva izomera, Cis (zuta uljasta tekucina) i trans (bijeli kristal). U
prirodi se 90% feruli¢ne kiseline nalazi u trans konfiguraciji. U visokim koncentracijama
ferulicna kiselina se moze na¢i u grahu, patlidzanu, articokama, cikli, pSeni¢nim i
kukuruznim mekinjama. Moze se naci u slobodnom obliku, u obliku dimera ili esterificirana s
proteinima 1 polisaharidima u stanicnom zidu. Vazna je komponenta stanicnog zida jer je

odgovorna za umrezavanje polisaharida i drugih polimera stani¢nog zida (Paiva i sur, 2013).
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Slika 1.1.2.1 Struktura feruli¢ne kiseline

Antioksidativni potencijal feruli¢ne kiseline najvise se pripisuje njenoj sposobnosti hvatanja
radikala, pri ¢emu nastaje stabilni fenoksi radikal. Boéni nezasi¢eni lanac omogucuje
proSirenu konjugaciju koja dodatno stabilizira radikal. Najvjerojatnija sudbina takvog
radikala je kondenzacija s drugim radikalom, ukljucuju¢i drugim ferulatnim radikalom pri

¢emu nastaje dimer kurkumin koji je takoder antioksidans (Graf, 1992).

Feruli¢na kiselina u organizmu regulira razinu ROS-a te aktivnost antioksidativnih enzima.
Primjerice, u slu¢aju komplikacija dijabetesa kao dijabetiCke nefropatije, neuropatije te
retinopatije se povecava aktivnost enzima aldoza reduktaze koja kao koenzim tro§i NADPH 1
posljedicno se narusava redoks stanje u organizmu. Feruli¢na kiselina djeluje kao inhibitor
aldoza reduktaze, te time posredno smanjuje nastajanje naprednih krajnjih proizvoda glikacije
(Advanced Glycation End Products - AGE) koji nepovoljno djeluju u slucaju dijabeticke

nefropatije povecavajuci koli¢inu izvanstanicnog matriksa u glomerulima (L1 1 sur, 2021).

Feruli¢na kiselina, kao i druge prirodno prisutne metoksilirane fenolne kiseline, se istrazuje
zbog potencijala za tretman nuspojava izazvanih lijjekovima 1 prevenciju toksi¢nosti
uzrokovanih primjerice arsenom, ugljikovim i kadmijevim tetrakloridom (Stompor-Goracy i

Machaczka, 2021).



Feruli¢na kiselina pokazuje uc¢inak u tretmanu neurodegenerativnih bolesti, dijabetesa,
kardiovaskularnih bolesti, upale, tumora te bakterijskih i virusnih infekcija (Stompor-Goracy
i Machaczka, 2021). Dobro absorbira UV zraéenje te uslijed strukturne sli¢nosti s tirozinom
se smatra da kompetitivno inhibira sintezu melanina u kozi. Iz ovog razloga, a i zbog
antimikrobnih i protupalnih svojstava Cesto se nalazi u dermatoloskim pripravcima protiv

starenja, hiperpigmentacije i akni (Chaudary i sur, 2019).



1.1.3. Vanilinska kiselina

Vanilinska kiselina (4-hidroksi-3-metoksibenzojeva kiselina, M = 168,15), oksidirana je
forma vanilina koja se takoder koristi kao aroma 1 miris. Moze se naci u nekoliko vrsta voca,

maslinama, zrnu Zitarica, ali i u vinu 1 pivu. (Kiokias i sur, 2020)
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Slika 1.1.3.1. Struktura vanilinske kiseline

U nekoliko istraZivanja utvrden je snazni antioksidativni ucinak vanilinske kiseline (Keller et
al, 2016; Vishnu et al, 2017). Chou i sur (2010), su usporedili antioksidativnu aktivnost
vanilina i vanilinske kiseline izoliranih iz origana (Origanum vulgare). Vanilinska kiselina je
pokazala vecfu efikasnost hvatanja radikala te veéi protektivni ucinak kod lipidne

peroksidacije, Sto se povezuje za karboksilnu skupinu, koja nije pristuna u strukturi vanilina.

U istrazivanju Anbalagan i sur (2017) potvrdila se antioksidativna aktivnost kod lipidne
peroksidacije u slu¢aju DMBA (dimetilben[a]antracen) izazvane oralne karcinogeneze.
DMBA inducira tumore promjenom DNA, pokretanjem kroni¢ne upale i prevelikim
stvaranjem reaktivnih kisikovih spojeva. Vanilinska kiselina (200 mg/kg) znacajno je

usporila progresiju tumora u DMBA tretiranih hr¢aka.

Vanilinska kiselina pokazala je korisne ucinke i u drugim studijama gdje su utvrdeni

antioksidativni, antimutageni, protupalni i neuroprotektivni ucinci. (Kiokias i sur 2020)



1.1.4. Vanilin

Vanilin (4-hidroksi-3-metoksibenzaldehid, M = 152,15 g/mol) je fenolni aldehid koji pripada
skupini jednostavnih fenolnih spojeva. Sastavni je dio vanilije, jedne od najpoznatijih aroma i
mirisa. Moze biti izoliran iz ekstrakta vanilije, ali je danas najcesce kemijski sintetiziran iz
lignina (Converti i sur, 2010). Sintetski vanillin se u velikoj mjeri koristi kao kemijski
intermedijer prilikom sinteze lijekova kao $to su trimetoprim, L-metildopa, L-dopa (Hocking,
1997).
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Slika 1.1.4.1 Struktura vanilina i divanilina

Vanilin prema dosadasnjim istrazivanjima pokazuje vazna bioaktivna svojstva koja ukljucuju
antitumorska, antimutagena, neuroprotektivna, antimikrobna, antioksidativna i druga svojstva
(Aryaisur, 2021).

Vanilin se pokazao kao ucinkoviti hvata¢ reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) u razli¢itim
antioksidativnim testovima. Pokazuje jacu aktivnost od askorbinske kiseline i Troloxa u
gaSenju ABTS<" organskog radikala i kod ORAC te OxHLIA metode, ali ne pokazuje
aktivnost u gasenju DPPH i galvinoksil radikala. Kod gasenja ABTS radikala procijenjeno je
da 1 mol vanilina gasi 2,6 mola ABTS radikala u 120 minuta reakcije. Prema tome,
pretpostavljeni mehanizam reakcije s radikalima je dimerizacijom vanilina pri ¢emu nastaje

divanilin koji nadalje reagira s jo§ 3 mola ABTS radikala (Tai i sur, 2011).

Za inhibiciju migracije i invazije tumorskih stanica pretpostavlja se da je vazna aldehidna
skupina na polozaju C-1 s obzirom da vanilinska kiselina ne pokazuje taj inhibitorni uc¢inak
(Chou i sur, 2010).



1.1.5. Kvercetin

Kvercetin (3,3°,4°,5,7-pentahidroksiflavon, M = 302,23) je biljni flavonol koji se opéenito
pojavljuje u obliku glikozida s glukozom, ksilozom ili rutinozom koji se vezu na jednu od
kvercetinskih hidroksilnih skupina te tvore raznovrsne glikozidne forme (Salehi i sur, 2020).

Kvercetin sadrzi pet hidroksilnih skupina na polozajima 3, 5, 7, 3’ flavonoida.

Slika 1.1.5.1 Struktura kvercetina

Jedan je od najzastupljenih prehrambenih flavonoida prisutan u raznom vocéu (uglavnom
citrusno), povréu (luk, brokula), maslinovom ulju, zelenom ¢aj i crnom vinu (Anand David i
sur, 2016). Kvercetin je Zute boje te u obliku kvercetin-3-O-glikozida sluzi kao pigment u

cvijecu, vocu i povréu.

Jedan je od najc¢esce koriStenih flavonoida za tretman upalnih i metaboli¢kih bolesti. Snazan
je antioksidans €ija se antioksidativna aktivnost moZe poboljsati kompleksiranjem s metalnim
ionima (Xu i sur, 2019). Antioksidativna aktivnost kvercetina povezuje se za njegovo
djelovanje na glutation (GSH), aktivnost enzima, signalne putove, keliranje metalnih iona i

hvatanje reaktivnih kisikovih spojeva.

Pokazano je da kvercetin inducira sintezu glutationa koji sluzi kao donor vodika za enzim
superoksid dismutazu koja nadalje gasi slobodne radikale te se time odrzava antioksidativni
kapacitet organizma. Takoder, kvercetin se preko hidroksilnih skupina na bo¢nom fenilnom
prstenu (prsten B) veze na vazne aminokiselinske ostatke aktivnih mjesta acetilkolinesteraze i
butirilkolinesteraze ¢ime inhibira njihovo oksidativno djelovanje. S druge strane, znacajno
potice ekspresiju endogenih antioksidativnih enzima (Cu/Zn SOD, Mn SOD, katalaza, GSH
peroksidaza) (Xu i sur, 2019).

Kvercetin modulira upalu inhibirajuéi upalne enzime cikloksigenazu (COX) i lipoksigenazu
time smanjujuci broj upalnih medijatora kao prostaglandine i leukotriene. U preklini¢kim in

vitro studijama kvercetin je znacajno smanjio broj upalnih medijatora te u studiji sa Stakorima



(doza ekvivalentna 80 mg) inhibirao i akutnu i kroni¢nu upalu. Inhibira ksantin oksidazu te

time sprjeCava akumulaciju uri¢ne kiseline §to pomaze kod gihta (Anand David 1 sur, 2016).

Kvercetin ima nekoliko ucinaka na razlicite signalne puteve kojima pozitivnho utjeCe na
antioksidativno stanje organizma i na taj nadin prevenira razvijanje bolesti. Tako moze
regulirati signalne puteve NRFB, AMPK i MAPK koji su uzrokovani ROS-om (Xu i sur,
2019).

Oksidansi 1 slobodni radikali uzrokuju Stetu mnogim sustavima te se kriju u pozadini mnogih
bolesti te je tako kvercetin u mnogim istrazivanjima pokazao protuupalno, kardiovaskularno,
antimikrobno, antitumorsko, antiviralno, neuroprotektivno djelovanje (Anand David i sur,
2016).



1.2. Kemijska Kinetika

1.2.1. Brzina kemijske reakcije

Kemijska kinetika je podruéje fizikalne kemije koje proucava brzinu kemijskih reakcija te
mehanizme kojima se te reakcije odvijaju. Poznavanjem reakcijskih mehanizama, slijeda
reakcija na molekulskoj razini, pomaze nam u razumijevanju razli¢itih kemijskih promjena i
predvidanju ponasanja reaktanta u kemijskoj reakciji. Reakcija opisana jednadzbom A—B se
moze sastojati od niza elementarnih procesa koji dovode do produkta te opisuju mehanizam

reakcije.

Prilikom ispitivanja brzine reakcije prati se promjena koncentracije reaktanata ili produkata u
vremenu. Brzina troSenja ili nestajanja reaktanta u nekom trenutku reakcije t je -d[R]/dt, dok
je za produkte brzina nastajanja u nekom trenutku reakcije t d[P]/dt. U oba slu¢aja su brzine

reakcije pozitivne vrijednosti.

Zbog razlike u stehiometrijskim koeficijentima promjene u koncentraciji pojedinih sudionika
reakcije u jedinici vremena nisu jednake te je viSe razliCitih brzina povezano uz samu

reakciju. Stoga se uvodi veli¢ina doseg ili napredak reakcije (mnozina prijetvorbi) &
dn; = v; - d¢
v; -stehiometrijski koeficijent reaktanata/produkta reakcije, negativan za reaktante te
pozitivan za produkte
n; — mnozina tvari i

Brzina kemijske reakcije, v, u odredenom volumenu reakcijskog sustava, V, moze se

definirati kao prirast dosega reakcije & u trenutku t:

1 df 1 dg
po 2B _1.da

Vv odt v, dt

Ovaj konacni izraz je vrijedi za homogene otopine odredenog volumena kod kojih vrijedi da
je dni /V = dCi.

U slucaju reakcije 2A + B — 3C; (brzina troSenja i nastajanja su povezane s brzinom

reakcije) uzimajuci u obzir stehiometrijske koeficijente vrijedi:

[A]

t

o

d[c]  d[B]
dt

[SSHIE



U slucaju sastava plinskih smjesa Cesto ¢e se brzina definirati na temelju brojevnih

koncentracija ili parcijalnih tlakova umjesto mnozinskih koncentracija (Atkins i sur, 2018).

1.2.2 Zakon za brzinu reakcije
Brzina reakcije ovisi o viSe faktora te proporcionalno raste s povecanjem koncentracije
reaktanata. Ovisnost brzine reakcije o koncentraciji reaktanata za reakciju A + B — C je

iskazana jednadzbom:
v=1k- (4] [B]
k - konstanta brzine reakcije; neovisha o koncentraciji reaktanta, ovisna o temperaturi

a, b — parcijalni red reakcije u odnosu na reaktante A i B, zbroj odgovora ukupnom redu

reakcije

Ovako utvrdena ovisnost brzine reakcije o koncentraciji reaktanta naziva se zakon za brzinu
reakcije te se utvrduje eksperimentalno i ne mora nuzno odrazavati stehiometriju same
reakcije. Neka naizgled jednostavna kemijska reakcija moze imati komplicirani oblik zakona
za brzinu reakcije. Opcenito, zakon za brzinu reakcije je jednadzba koja opisuje brzinu
reakcije kao funkciju koncentracija svih sudionika reakcije u odredenom trenutku tijekom
reakcije. Poznavaju¢i zakon za brzinu reakcije 1 konstantu brzine moguce je pretpostaviti
brzinu reakciju na temelju sastava reakcijske smjese te predvidjeti sastav reakcijske smjese u
odredenoj tocki reakcije (Atkins i sur, 2018).

Zakon za brzinu reakcija je diferencijalna jednadzba koju je potrebno integrirati ¢ime se
dobiva integrirani zakon za brzinu reakcije koji izrazava ovisnost koncentracije odredenog

sudionika reakcije o vremenu.

Za reakcije nultog reda vrijedi da je brzina reakcije konstantna:

d[A]
V= F = -k
Integriranjem ovog izraza dobiva se:
[A] = [A]o — kt

Vidljiva je linearna ovisnost koncentracije reaktanta A o vremenu.

Zakon za brzinu reakcije prvog reda je:

10



Vrijeme polureakcije (t;,,) predstavlja vrijeme potrebno da se koncentracija reaktanta
smanji na polovicu pocetne koncentracije. Za reakcije prvog reda ne ovisi o pocetnoj

koncentraciji reaktanta:

In2
2 =

Za reakciju tipa A + B — P zakon za brzinu reakcije drugog reda je:

Integriranjem se dobiva:

[B]/[Blo

ket = ([Blo ~ [Alo)™ - Inpre

Analiza reakcija drugog i viSeg reda se Cesto provodi U uvjetima pseudog-prvog reda. Ti
uvjeti se postizu tako da se koncentracije svih reaktanata, osim jednog, drze priblizno
konstantnim. Koncentracija drugih reaktanata je obi¢no u velikom suvisku (20 i viSe puta) s

obzirom na sudionik reakcije koji se prati.

Za reakciju drugog reda A + B — P gdje je [B] >> [A] zakon za brzinu reakcije se svodi na

zakon za brzinu reakcije pseudo-prvog reda:

V = Kops * [A]
Pri ¢emu je:

kobs = k - [Blo

Konstanta brzine reakcije (k) se moze izracunati iz izmjerene konstante brzine pseudo-prvog

reda (k,ps) te koncentracije reaktanta u suvisku.
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1.2.3 Kineticki izotopni efekt

Kineticki izotopni efekt (KIE) predstavlja promjenu brzine kemijske reakcije uslijed zamjene
jednog atoma u molekuli reaktanta njegovim izotopom. Utvrdivanjem kinetickog izotopnog
efekta dobiva se uvid u mehanizam reakcije. Najcesce je istrazivana izotopna zamjena lakog

vodika (*H) s teskim vodikom ili deuterijem (°D) makar su moguée i druge izotopne zamjene.

Kineticki izotopni efekt se izrazava kao omjer konstanti brzina:

ky
KIE = —
kp

ky, kp — konstanta brzine reakcije s H , D

Ovisno o dobivenim vrijednostima moze se govoriti o0 normalnom (KIE > 1) ili inverznom
(KIE < 1) kinetickom izotopnom efektu. Kineti¢ki izotopni efekti se mogu podijeliti na

primarne, sekundarne te KIE otapala. (Isaacs, 1995)

Primarni KIE upucuje na kidanje veze na kojoj je izvrSena izotopna zamjena u stupnju koji
odreduje brzinu reakcije, dok se sekundarni KIE javlja ukoliko je izotopna zamjena izvrSena
u blizini veze koja puca u stupnju koji odreduje brzinu reakcije. Sekundarni KIE upucuje na
promjenu u hibridizaciji veze ili sudjelovanje veze u hiperkonjugaciji. Definiraju se a i S
sekundarni izotopni efekti ovisno o polozaju izotopa u odnosu na vezu koja se mijenja. KIE
otapala se javlja uslijed zamjene otapala pri ¢emu kod reaktanta dolazi do zamjene vodikovih
atoma s atomima deuterija (npr. kod alkoholnih —OH skupina, aminskih —NH). Takoder,
¢esto je samo otapalo uklju¢eno u mehanizam reakcije pri ¢emu se pojavljuju izotopni efekti.
Ovisno o ulozi otapala izotopni efekti mogu biti primarni, sekundarni. (Anslyn i Dougherty,
2006)

Promjena jednog izotopa s drugim ne utjeCe na promjenu povrSine potencijalne energije
molekule ve¢ samo na svojstva koja ovise o atomskoj masi, a to je vibracijska frekvencija.

Frekvencija vibracije (v) je iskazana jednadzbom:

k- konstanta sila veze

u —reducirana masa; u = (my - my)/(my; + my,)
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Kao $to je vidljivo iz jednadZbe, frekvencija vibracije je direktno proporcionalna korijenu
konstante sile veze, a obrnuto proporcionalna reduciranoj masi. Prema tome, frekvencija
vibracije veze kod koje je vodik zamijenjen deuterijem je manja. Vibracijska energija je dana

izrazom:

v=0, 1, 2... vibracijski kvantni broj

Na sobnoj temperaturi vec¢ina molekula se nalazi u osnovnom vibracijskom stanju (v=0) te se

energija ovog stanja naziva energijom nulte tocke (ZPE — engl. zero point energy).

E—lh
0= v

Usporedujuci dvije molekule, jednu s lak$im te jednu s tezim izotopom (npr. C-H i C-D),
molekula s tezim izotopom imati ¢e nizu ZPE od molekule s lakS$im izotopom. Upravo te

razlike u energiji nulte tocke dovode do pojave izotopnog efekta.
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1.3. Reakcija fenolnih spojeva i DPPH radikala

DPPHe« (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je stabilni radikal ljubicaste boje koji tijekom reakcije s
fenolnim spojem uslijed redukcije prelazi u svijetlo Zutu boju. DPPHe pokazuje apsorpcijski
maksimum na 515-520 nm dok reducirani oblik ne apsorbira na tim valnim duljinama, te se

prema tome prati smanjenje apsorbancije (Kedare i Singh, 2011; Brand Williams i sur, 1995).

Reakcija fenolnih spojeva (ArOH) s DPPH-« su ranije opisane u literaturi (Foti, 2008), te je

predlozen reakcijski mehanizam:

ArOH + DPPHe = ArO- + DPPH-H

Nastali radikal dalje moze reagirati s jo$ jednom molekulom DPPHe ili drugim radikalom:
ArQOs + DPPHe — produkti

ArQOe + ArOs — dimer

Foti i sur. (2008) su odredili konstante brzine reakcija 27 fenola, uklju¢ujuci i ferulicnu
kiselinu koja je ispitana u ovom radu, te 2 nezasi¢ena ugljikovodika s DPPHe u cikloheksanu
I n-heksanu Za fenolne spojeve lose topljivosti u cikloheksanu i n-heksanu konstanta brzine
je odredena u &istom diklorometanu. Vrijednosti konstante brzine kretale su se od 0,1 mol*
dmd s (fenol) do 9400 mol™* dm? s (2,5-dimetoksi-4-hidroksifenol). Mjerenja su provedena
u uvjetima pseudo-prvog reda, uz koncentraciju fenola u suvisku u odnosu na DPPHe, pri
¢emu Smanjenje koncentracije DPPHe prati zakon za brzinu reakcije pseudo-prvog reda, te je

dobivena linearna ovisnost kops 0 koncentraciji fenola, ArOH:
Kobs = k2 [ArOH] + konst.

Kod odredenih fenolnih spojeva smanjenje apsorbancije DPPHe (usprkos koncentracijama
fenolnih spojeva 10-50 puta ve¢ih od DPPHe¢) nije slijedilo zakon za brzinu reakcije prvog
reda (Foti i sur, 2008).

Ovako utvrdeni zakon za brzinu reakcije su eksperimentalno dobili Musialik i sur. (2008) koji
su ispitivali reakcije 10 flavonoida, ukljucujucéi i reakciju kvercetina i DPPHe u razli¢itim

otapalima.

Predlozeni reakcijski mehanizam u nepolarnim otapalima su HAT (reakcija prijelaza atoma

vodika, Hydrogen-Atom Transfer) ili PCET (reakcija spregnutog prijelaza protona i
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elektrona, Proton-Coupled Electron Transfer). Kod ovih mehanizama dolazi do prijelaza i
elektrona i protona u jednom reakcijskom stupnju. Kod HAT mehanizma elektron i proton
prelaze zajedno (vodikov atom), a kod PCET mehanizma elektron i proton prelaze odvojeno.
(Foti i sur, 2015).

U polarnim otapalima (metanol, etanol, voda i njihove smjese) je predlozen reakcijski
mehanizam kod kojega dolazi do uzastopnog prijenosa protona i elektrona (SPLET
mehanizam, engl. Sequential Proton-Loss Electron Transfer) s fenolantnog aniona na
DPPHe« (Foti i sur, 2015).

Foti i sur (2008) su za konstante brzine reakcija cimetnih kiselina u metanolu i etanolu
utvrdili da se smanjuju pove¢anjem koncentracije cimetne kiseline. Kod cimetnih kiselina
kiselost medija bitno je odredena disocijacijom karboksilne skupine $to smanjuje kolicinu
fenolatnog aniona u ravnotezi te uzrokuje smanjenje konstante brzine. Kod metilnih estera
cimetne kiseline vrijednosti konstante brzine su bile neovisne o koncentraciji. U dosadasnjim
istrazivanjima vrlo je malo podataka o kinetickom izotopnom efektu reakcija fenolnih
reakcija s DPPHe i drugim oksidansima. Foti i sur (2008) su odredili kineti¢ki izotopni efekt
za reakcije 6 fenolnih spojeva: (fenol, 2-metoksifenol, 2,6-dimetoksifenol, 3,4-
dimetoksifenol, sesamol i 2,2,5,7,8-pentametilhidroksilkroman u cikloheksanu. Kineticki

izotopni efekt iznosio je 1,3- 3,3.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Fenolni spojevi su S$iroko zastupljeni u prirodi te se sve viSe istrazuju zbog svojih
mnogobrojnih bioloskih u¢inaka medu kojima se istie antioksidativna aktivnost. Naime, u
pozadini mnogih bolesti Stetu uzrokuju upravo oksidansi i slobodni radikali §to nam govori o
vaznosti antioksidansa kod takvih stanja. Antioksidativna aktivnost fenolnih spojeva opcenito
povezuje se s razli¢itim mehanizmima, kao hvatanjem slobodnih radikala ili utjecajem na
signalne putove. Za fenolne spojeve (p-kumarinska kiselina, ferulicna kiselina, vanilinska
kiselina, vanilin i flavonoid kvercetin) je utvrden veliki broj pozitvnih u¢inaka na zdravlje,
povezanih za antioksidativnu aktivnost. Za usporedbu antioksidativne aktivnosti razli¢itih
spojeva cCesto se koristiti metoda s DPPH radikalom kao brza, jeftina i Siroko upotrebljiva

metoda.

Cilj ovog diplomskog rada je ispitati kinetiku reakcija odabranih jednostavnih fenolnih
spojeva, fenolnih kiselina: p-kumarinske kiseline, feruli¢ne kiseline, vanilinske Kkiseline,
vanilina i flavonoida kvercetina s DPPHe. Odredene su konstante brzine reakcija u otapalu
dioksanu i smjesi otapala dioksan-voda (0,99:0,01 v/v i 0,95:0,05 v/v). Odreden je kineticki
izotopni efekt (KIE) mjerenjem konstante brzine reakcije fenolnih spojeva i DPPHe u smjesi
otapala dioksan-voda (0,99:0,01 v/v i 0,95:0,05 v/v) te dioksan-teska voda (0,99:0,01 v/v i
0,95:0,05 v/v). Dobiveni rezultati doprinose razumijevanju reakcije fenolnih spojeva i
DPPHe. Takoder, dobiveni rezultati doprinose razumijevanju antioksidativne aktivnosti

fenolnih spojeva mehanizmom hvatanja slobodnih radikala.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije, instrumenti i laboratorijski pribor

U eksperimentalnom dijelu koristene su sljedece kemikalije:

Redestilirana voda

Teska voda D20 (99,9 % D, Sigma Aldrich)

Dusik 5,0 (99,999% N, Messer Croatia plin d.0.0.)
1,4-dioksan (99,9%, SeccoSolv)
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (95% DPPH, Aldrich)
Vanilin (>99%, ACROS organics)

Vanilinska kiselina (>97%, Fluka)

p-kumarinska kiselina (98%, Aldrich)

Kvercetin (>95%, Sigma)

Feruli¢na kiselina (99%, Aldrich)

Takoder, koristeni su sljedeci instrumenti 1 pribor:

vaga Mettler H54AR (Pmax=160g, d=0,01mg)

HP G1103A 8453 UV-VIS spektrofotometar, Agilent Technologies

termostatirani nosac za kivete Quantum northwest TC 125 Temperature Control (+ T <
0,1 °C)

termostatirani nosac za kivete PolyScience (9120A11B)

aparatura za redestilaciju vode

automatske pipete Eppendorf (10, 100, 200 i 1000 pL), uz odgovarajuce plasti¢ne
Eppendorf nastavke

plasti¢ne tube Eppendorf (1,5 mL)

staklene odmjerne tikvice (5,0 i 10,0 mL)

staklene Erlenmayerove tikvice s ubruSenim ¢epom

kvarcne kivete QS 10,0 mm Helma
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3.2. Mjerenje konstantne brzine reakcije fenolnih spojeva s DPPHe

Ispitivane su reakcije 5 fenolnih spojeva p-kumarinske kiseline, feruli¢ne kiseline, vanilinske

kiseline, vanilina i flavonoida kvercetina s DPPHe radikalom.

Mijerenje konstante brzine reakcije fenolnih spojeva i DPPHe zasniva se na pracenju
smanjenja apsorbancije DPPHe u reakcijskoj otopini tijekom reakcije na valnoj duljini 525
nm koja odgovara maksimumu DPPHe. U slucaju kvercetina se pratilo smanjenje
apsorbancije na 620 nm. Mjerenja su provedena u uvjetima pseudo-prvoga reda pri ¢emu je

fenolni spoj bio najmanje u 100 puta vecoj koncentraciji od DPPHe u reakcijskoj smjesi.

Za pripremu svih otopina je koristen 1,4-dioksan visoke ¢istoce iz kojeg je uklonjen kisik
propuhivanjem s duSikom u trajanju od 20 minuta. Takoder, koriStena je neposredno
pripremljenja redestilirana voda. Sve reakcije su provedene na 25 °C uz kontrolu

temperature.

Otopine fenolnih spojeva priblizne koncentracije 0,25-0,01 mol dm™ pripremaju se vaganjem
odgovaraju¢e mase fenolnog spoja te otapanjem u 1,4-dioksanu u staklenoj odmjernoj tikvici
od 5 mL. Svi fenolni spojevi osim kvercetina su se dobro otapali u dioksanu. Pripremljena je
otopina DPPH. u dioksanu priblizne koncentracije 0,0014 mol dm™. Sve otopine su se ¢uvale

U zamrzivacu.

Za pripremu reakcijske smjese prvo se u kiveti dodaje odredeni volumen 1,4-dioksana i
redestilirane vode koji se potom termostatiraju 15 minuta na 25 °C. Nakon termostatiranja, u
kivetu se dodaje odredeni volumen otopine fenolnog spoja u dioksanu te se otopina
promijesa. Reakcija se pokre¢e dodatkom odredenog volumena otopine DPPHe u reakcijsku
otopinu, tako da koncentracija u konacnoj reakcijskoj otopini odgovara 0,00005 mol dm,

Otopina se brzo promijesa te stavlja u spektrofotometar na mjerenje.

Mjerenja se provode u rasponu 400-700 nm. U odredenim reakcijskim uvjetima provedena su
po tri mjerenja, na temelju kojih je odredena konstanta brzine reakcije pseudo-prvog reda (k-

obs)-

Konstante brzine su odredene prema integriranom zakonu za brzinu reakcije prvog reda.
koristenjem programa HP G1103A 8453 UV- Vis spektrofotometra. Sve reakcije su pracene
najmanje pet poluvremena, tj. dok se apsorbancija na 525 nm smanjila priblizno na vrijednost
0.
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3.3. Odredivanje Kkinetickog izotopnog efekta reakcije fenolnih spojeva i DPPHe

Za odredivanje kinetickog izotopnog efekta (KIE) provedena su mjerenja konstante brzine
reakcije fenolnih spojeva i DPPHe u smjesi otapala dioksan-teska voda (0,99:0,01 v/v i
0,95:0,05 v/v) na isti na¢in kao prilikom odredivanja konstante brzine reakcije u smjesi
otapala dioksan-voda (0,99:0,01 v/v i 0,95:0,05 v/v). KoriStena je teSka voda koja je
prethodno destilirana dva puta, s time da je prva destilacija provedena u prisutnosti KMnQg i
KOH (pripremljeno ranije u laboratoriju).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Tijek reakcija fenolnih spojeva i DPPHe pracen je mjerenjem smanjenja apsorbancije DPPHe
u vidljivom dijelu spektra.
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Slika 4.1. Spektar 5-:10"° mol dm™ otopine DPPHs u dioksanu

Iz spektra DPPHe u dioksanu odreden su maksimumi apsorpijskih vrpci (Amax) na 328 i 518
nm te procijenjeni ¢ pri 328 i 518 nm iznose e32s ~ 16100 dm® mol™* cm™ i gs515 ~ 11200 dm®

mol* cm™.

Mjerenja su provodena tako da je fenolni spoj bio u velikom suvisku tj. u uvjetima pseudo-
prvog reda. Smanjenje apsorbancije u svim ispitanim reakcijama slijedi zakon za prvi red $to

je u skladu s ranije predlozenim zakonom za brzinu reakcije (Foti i sur, 2008):

d[DPPH]
V= _T = kz ' [AI‘OH] : [DPPH]

U uvjetima pseudo-prvog reda, koji su ostvareni tako $to je koncentracija fenolnog spoja bila

u velikom suvisku vrijedi:

d[DPPH]
—T = kobs ' [DPPH]

kobs = k2 [AI‘OH]

Konstanta brzine reakcije (k2) se dobiva iz izmjerene konstante brzine pseudo-prvog reda

(kobs) te koncentracije fenolnog spoja u reakcijskoj smjesi prema jednadzbi:
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_ kobs
k, =
[ArOH]

Kineticki izotopni efekt (KIE) reakcije se izracunava iz izmjerenih konstanti brzina reakcije

fenolnih spojeva u otapalu s obi¢nom i teSkom vodom prema jednadzbi:

KIE =k
k

D

kn je konstanta brzine reakcije u smjesi otapala dioksan-voda, kp je konstanta brzine reakcije

u smjesi otapala dioksan-teska voda.

U otapalu dioksan-teSka voda dolazi do zamjene OH protona s D te se dobije deuterirani

fenolni spoj ArOD, §to omogucuje odredivanje primarnog kineti¢kog izotopnog efekta.
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4.1. Reakcija p-kumarinske kiseline i DPPHe

Tijek reakcije p-kumarinske kiseline i DPPHe pracen je u rasponu valnih duljina 400-700 nm,
te je reakcija pracena tijekom 5 poluvremena reakcije.

U vidljivom dijelu spektra, gdje apsorbira DPPHe, p-kumarinska kiselina ne apsorbira
zracenje (Slika 4.1.1).
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Slika 4.1.1. Spektar 0,0001 mol dm otopine p-kumarinske kiseline u smjesi otapala dioksan-
voda (0,99:0,01, v/v)

Iz spektra p-kumarinske kiseline u smjesi otapala dioksan-voda (0,99:0,01, v/v) odreden je
maksimum apsorpijske vrpce (Amax) na 292 nm te procijenjeni ¢ pri 292 nm iznosi e292 = 6200

dm?® mol?t cm™.
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Slika 4.1.2. Spektralni profil reakcije p-kumarinske kiseline i DPPHe u u smjesi otapala
dioksan-voda (0,99:0,01, v/v) pri koncentraciji p-kumarinske kiseline 0,2 mol dm i
koncentraciji DPPHe« 5-10° mol dm
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Slika 4.1.3. Ovisnost apsorbancije (A) DPPHe pri 525 nm o vremenu (t) za reakciju p-
kumarinske kiseline i DPPHe u u smjesi otapala dioksan-voda (0,99:0,01, v/v) pri
koncentraciji p-kumarinske kiseline 0,2 mol dm= i koncentraciji DPPHs 5-10° mol dm na
temperaturi 25°C.

Smanjenje apsorbancije na 525 nm slijedi integrirani zakon za reakciju prvog reda, temeljem
kojega je odredena konstanta brzina reakcije pseudo-prvog reda (Kobs) kod odredenih
koncentracija p-kumarinske kiseline.
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Konstanta brzine reakcije p-kumarinske kiseline i DPPHe

U smjesi otapala dioksan-voda (0,99:0,01, v/v i 0,95:0,05, v/v) odredene su konstante brzine
pseudo-prvog reda (kobs) pri koncentracijima p-kumarinske kiseline 0,1 i 0,2 mol dm-.

Tablica 4.1.1. 1zmjerene konstante brzine (Kobs) 1 izra¢unana konstanta brzine (k2) za reakciju
p-kumarinske kiseline (PK) i DPPHe+ u smjesi otapala dioksan-voda (0,99:0,01, v/v)

¢ (PK)/ Kobs - 10%/ ka - 10% ky- 10%/ SD-10% RSD /
mol dm? st molt dm®s? | moltdm®s? | molt dm?s? %
8,90 8,90
0,1 8,75 8,75 8,62 0,36 4,2
8,21 8,21
16,1 8,07
0,2 15,9 7,96 7,96 0,11 1,4
15,7 7,85

“c(DPPH) = 5-10° mol dm™; valna duljina = 525 nm; t = 25 °C

Tablica 4.1.2. 1zmjerene konstante brzine (Kobs) i izracunana konstanta brzina (k2) za reakciju

p-kumarinske kiseline i DPPHe« u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v)

¢ (PK)/ Kobs - 10%/ ko - 103/ k,- 103/ SD-10% RSD /
mol dm st moltdm®s? | moltdm3s? | moltdmds? %
0,99 4,96
0,2 1,00 5,01 4,99 0,003 0,6
1,00 5,01

“¢(DPPH) = 5-10"° mol dm™; valna duljina = 525 nm; t = 25 °C
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Iz vrijednosti izracunatih konstanti brzina reakcije pseudo-prvog reda (ko»s) i koncentracije p-
kumarinske kiseline odredena je konstanta brzine reakcije p-kumarinske kiseline i DPPHe u

smjesi otapala dioksan-voda (0,99:0,01, v/v), pri temperaturi 25°C:

k2=0,00829 mol* dm?s*

Vrijednost konstante brzine reakcije u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) iznosi:
k2=0.00499 mol! dm? s

Dobivena konstanta brzine se smanjuje s povecanjem udjela vode, $to nije o¢ekivano prema
dosada$njim istrazivanjima, gdje je pokazano da se konstanta brzine povecava s povecanjem
polarnosti kod reakcije fenolnih spojeva i DPPHe (Foti i sur, 2004; Foti, 2015). Ovaj efekt bi

trebalo dodatno provijeriti odredivanjem konstanti brzine u ve¢em rasponu koncentracija.

U literaturi nisu pronadeni podatci o konstanti brzine reakcije u dioksanu, ve¢ u metanolu i
etanolu. Foti i sur (2004) odredili su konstantu brzine reakcije p-kumarinske kiseline i DPPHe
u metanolu k = 0,9-0,22 mol™* dm?® s te u etanolu k = 1-0,30 mol* dm? s,

Smanjenje brzine u dioksanu u odnosu na metanol je u skladu s dosadasnjim istrazivanjima,
gdje je pokazano da se konstanta brzine povecava s povecanjem polarnosti §to je povezano s
promjenom mehanizma iz SPLET mehanizma u metanolu/etanolu u HAT mehanizam u
dioksanu, prema kojima u stupnju koji odreduje brzinu reakcije dolazi do prijelaza elektrona i

protona (Foti i sur, 2008; Foti, 2015).

25



Kinetic¢ki izotopni efekt reakcije p-kumarinske kiseline i DPPHe

Tablica 4.1.3. 1zmjerene konstante brzine (kobs) 1 izracunana konstanta brzine (kp) reakcije

p-kumarinske kiseline i DPPHe u smjesi otapala dioksan-teska voda (0,99:0,01, v/v),

c(PK) / Kobs(py - 10%/ kp 10/ kp- 103/ SD - 103/ RSD/
mol dm st molt dm3s? | moltdm3s? | moltdm?®s? %
6,22 3,11
0,2 5,96 2,98 3,04 0,07 2,3
6,03 3,02

“¢(DPPH) =5-10° mol dm™3; 4 =525 nm; t = 25 °C

Koristenjem podataka iz Tablice 4.1.1. i Tablice 4.1.3. gdje su odredene konstante brzine ky
= ko i ko za reakciju p-kumarinske kiseline i DPPHe+ u smjesi otapala dioksan-voda/teska voda
(0,99:0,01, v/v) prema jednadzbi KIE = kn/kp dobiveni kineticki izotopni efekt je:

KIE =2,62

Tablica 4.1.4. 1zmjerene konstante brzine (Kops) 1 izracunana konstanta brzine (kp) reakcije p-

kumarinske kiseline i DPPHe u smjesi otapala dioksan-teska voda (0,95:0,05, v/v)

c(PK)/ | Kasp) - 10°7 | k() -10°/ | kp-103/ | SD-10%/ RSD/
mol dm st mol? dm3s? | moltdm3s? | moltdmds? %
3,41 1,71
0,2 3,38 1,69 1,70 0,01 0,6
3,39 1,69

“¢(DPPH) =5-10° mol dm™; 1 =525 nm; t = 25 °C

Koristenjem podataka iz Tablice 4.2.2. i Tablice 4.2.4. gdje su odredene konstante brzine ky
= k, 1 kp za reakciju p-kumarinske kiseline i DPPH+ u smjesi otapala dioksan-voda/teska
voda (0,95:0,05, v/v) prema jednadzbi KIE = ky;/kp dobiveni kineticki izotopni efekt je:

KIE =2,95

U literaturi nema podataka o vrijednostima kinetickog izotopnog efekta za reakciju p-

kumarinske kiseline i DPPH radikala. Dobiveni KIE je po iznosu u skladu s vrijednostima,
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KIE za 6 fenola s razli¢itim supstituentima u cikloheksanu u iznosu od 1,3-3,3 (Foti i sur,
2008 ).

S obzirom da se u otapalu dioksan-teska voda dobiva deuterirani fenolni spoj ArOD umjesto
ArOH, izmjereni KIE upucuje na to da u koraku koji odreduje brzinu reakcije dolazi do
prijenosa protona. Prema tome, ova vrijednost KIE upucuje na HAT ili PCET reakcijski

mehanizam gdje dolazi do prijelaza i protona i elektrona u jednom koraku.
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4.2. Reakcija feruli¢ne Kiseline i DPPHe

Tijek reakcije feruli¢ne kiseline i DPPH« pracen je u rasponu valnih duljina 400-700 nm te je
reakcija pracena tijekom 5 poluvremena reakcije.

U vidljivom dijelu spektra, gdje apsorbira DPPHe, feruli¢na kiselina i produkti ne apsorbiraju
zraCenje (Slika 4.3.1)
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Slika 4.2.1. Spektar 0,0001 mol dm otopine feruli¢ne kiseline u smjesi otapala dioksan-voda
(0,95:0,05, viv)

Iz spektra feruli¢ne kiseline u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) odredeni su
maksimumi apsorpijske vrpce (4max) Na 295 i 321 nm te procijenjeni ¢ iznose e295 = 12250

dm® mol™ cm™ i 321 = 16500 dm® mol™* cm™.
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Slika 4.2.2. Spektralni profil reakcije feruli¢ne kiseline i DPPHe u u smjesi otapala dioksan-
voda (0,95:0,05, v/v) pri koncentraciji feruli¢ne kiseline 0,1 mol dm™ i koncentraciji DPPHe
5-10° mol dm na temperaturi 25°C
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Slika 4.2.3. Ovisnost apsorbancije (A) DPPHe pri 525 nm o vremenu (t) za reakciju feruli¢ne
kiseline i DPPHe u u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) pri koncentraciji ferulicne
kiseline 0,1 mol dm= i koncentraciji DPPHe 5-10° mol dm™ na temperaturi 25°C
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Smanjenje apsorbancije na 525 nm slijedi integrirani zakon za reakciju prvog reda, temeljem
kojega je odredena konstanta brzina reakcije pseudo-prvog reda (Kobs) kod koncentracije 0,1
mol dm™ feruli¢ne Kiseline. Spektralni profil feruli¢ne kiseline (Slika 4.2.2.) je usporediv s

ostalima.

Konstanta brzine reakcije feruli¢ne kiseline i DPPHe

U smjesi otapala dioksan- voda ( 0,95:0,05, v/v) odredena je konstanta brzine pseudo-prvog
reda (kobs) pri koncentraciji feruli¢ne kiseline 0,1 mol dm,

Tablica 4.2.1. Izmjerene konstante brzine (Kobs) i izracunana konstanta brzine (k2) reakcije
feruli¢ne kiseline (FK) i DPPHe+ u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v)

¢ (FK)/ Kobs - 10%/ ko / k, ! SD/ RSD /
mol dm-3 st moltdm3s? | moltdmds? | moltdmds? %
3,41 0,341
0,1 3,00 0,300 0,321 0,029 9,1

“¢(DPPH) =5-10° mol dm™3; 4 =525 nm; t = 25 °C

Iz srednje vrijednosti izraunatih konstanti brzina reakcije pseudo-prvog reda (Kobs) I
koncentracije feruli¢ne Kiseline odredena je konstanta brzine reakcije ferulicne kiseline i

DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v), pri temperaturi 25°C:

k>=0,321 mol* dm3s?

Prema Foti i sur (2008) dobivena konstanta brzine za reakciju feruli¢cne kiseline i DPPH
radikala u alkanskom otapalu (cikloheksan ili n-heksan) iznosi k =10 mol* dm? s*. Dobivena
vrijednosti konstante brzine u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) puno je niza od

konstante brzine dobivene u alkanskom otapalu (Foti i sur, 2008).
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Kineticki izotopni efekt reakcije feruli¢ne kiseline i DPPHe

Tablica 4.2.2. Izmjerene konstante brzine (Kobs) 1 izracunana konstanta brzine (kp) reakcije

feruli¢ne kiseline i DPPH+ u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v)

c(FK)/ Koosy - 103/ | ko -102/ kp- 107/ SD - 107/ RSD /
mol dm- st moltdm®s? | mol?!dmds? mol* dm?®s? %
2,58 2,58
0,1 2,65 2,65 2,63 0,05 1,8
2,67 2,67

“¢(DPPH) =5-10° mol dm™; /. =525 nm; t = 25 °C

Koristenjem podataka iz Tablice 4.2.1. i Tablice 4.2.2. gdje su odredene konstante brzine ky =
ko i kp za reakciju feruli¢ne kiseline i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda/teska voda
(0,95:0,05, v/v) prema jednadzbi KIE = kn/kp dobiveni kineticki izotopni efekt je:

KIE =12,17

U literaturi nema podataka o vrijednostima kineti¢kog izotopnog efekta za feruli¢nu kiselinu.
Kod prethodnih istrazivanja na fenolima (6 fenola s razli¢itim supstituentima) u cikloheksanu
dobivene vrijednosti su bile 1,3-3,3 (Foti i sur, 2008) i feruli¢na kiselina pokazuje puno veée

vrijednosti. Utvrdeni KIE je u skladu s HAT/PCET mehanizmom.
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4.3. Reakcija vanilinske kiseline i DPPHe

Tijek reakcije vanilinske kiseline i DPPHe pracen je u rasponu valnih duljina 400-700 nm te
je reakcija pracena tijekom 5 poluvremena reakcije.

U vidljivom dijelu spektra, gdje apsorbira DPPHe, vanilinska Kkiselina i produkti ne
apsorbiraju zracenje (Slika 4.3.1).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2501 AW 350 il A5 =il .-"L

Slika 4.3.1. Spektar 0,0001 mol dm otopine vanilinske kiseline u dioksanu

Iz spektra vanilinske kiseline u dioksanu odredeni su maksimumi apsorpijske vrpce (Amax) Na
260 i 290 nm te procijenjeni & pri 260 i 290 nm iznose e260 = 9800 dm?® mol™* cm™ i 290 =

4400 dm® molt cm™.
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Slika 4.3.2. Spektralni profil reakcije vanilinske kiseline i DPPHe u dioksanu pri
koncentraciji vanilinske kiseline 0,01 mol dm i koncentraciji DPPH+ 5-10° mol dm
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Slika 4.3.3. Ovisnost apsorbancije (A) DPPHe pri 525 nm o vremenu (t) za reakciju
vanilinske kiseline i DPPH- u dioksanu pri koncentraciji vanilinske kiseline 0,01 mol dm i
koncentraciji DPPHe 5-10° mol dm™ na temperaturi 25°C.

Smanjenje apsorbancije na 525 nm slijedi integrirani zakon za reakciju prvog reda, temeljem
kojega je odredena konstanta brzina reakcije pseudo-prvog reda (kons) kod koncentracije 0,1

mol dm- vanilinske kiseline.
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Konstanta brzina reakcije vanilinske kiseline i DPPHe

U cistom dioksanu i smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) odredena je konstanta
brzine pseudo-prvog reda (Kobs) pri koncentraciji vanilinske kiseline 0,1 mol dm,

Tablica 4.3.1. Izmjerene konstante brzine (kons) i1 izratunana konstanta brzine (k2) reakcije
vanilinske kiseline (VK) i DPPHe u dioksanu

¢ (VK) / Kobs - 103/ ke - 104 Ky 102/ SD-10% RSD /
mol dm st mol* dm3s? | moltdm®s? | moltdmds? %
2,60 1,26
0.1 1,11 1,11 1,14 0,11 10,0
1,04 1,04

“¢(DPPH) =5-10°mol dm™ ; 1 =525 nm; t = 25 °C

Iz vrijednosti izmjerene konstante brzine reakcije pseudo-prvog reda (kows) i koncentracije

vanilinske kiseline odredena je konstanta brzine reakcije vanilinske kiseline i DPPHe u

dioksanu, pri temperaturi 25 °C:

k2= 10,0114 mol* dm3s?

Tablica 4.3.2. Izmjerene konstante brzine (kobs) i izraGunana konstante brzina (k2) reakcije

vanilinske kiseline i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v)

c (VK)/ Kobs - 103/ ka - 10%/ k,- 10%/ SD-10% RSD /
mol dm™ st moltdm®s? | molt dm3s? | molt dm3s? %
1,15 1,15
0,1 1,15 1,15 1,15 0,00 0,1
1,14 1,14

“¢(DPPH) =5-10° mol dm™; 1 =525 nm; t = 25 °C

Iz vrijednosti izmjerene konstante brzine reakcije pseudo-prvog reda (k.,s) i koncentracije
vanilinske kiseline odredena je konstanta brzine reakcije vanilinske kiseline i DPPHe u

smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v), pri temperaturi 25°C:
k2=0,0115 mol* dmd3s?

Nisu pronadeni podatci u literaturi za konstantu brzine reakcije vanilinske kiseline i DPPHe.
Vrijednosti konstante brzine (k2) reakcije vanilinske kiseline i DPPHe u ¢istom dioksanu i

smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) su priblizno jednake.
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Kinetic¢ki izotopni efekt reakcije vanilinske Kiseline i DPPHe

U smjesi otapala dioksan-teska voda (0,95:0,05, v/v) odredena je konstanta brzine pseudo-
prvog reda (Kobs(p)) pri koncentraciji vanilinske kiseline 0,1 mol dm™.

Tablica 4.3.3. I1zmjerene konstante brzine (kobs) i izracunana konstanta brzina (kp) reakcije

vanilinske kiseline i DPPHe u smjesi otapala dioksan-teska voda (0,95:0,05, v/v),

c(VK) | kobsoy - 1047 | kp-10%/ kp-103/ | SD-10°/ [ oop /o,
mol dm st mol? dm3s? | moltdm3s? | moltdmd s’ 0
3,08 3,08
0,1 3,05 3,05 3,10 0,01 2,2
3,18 3,18

“¢(DPPH) =5-10° mol dm™; 1 =525 nm; t = 25 °C

Koristenjem podataka iz Tablice 4.3.2. i Tablice 4.3.3. gdje su odredene konstante brzine ky
= ko 1 kp za reakciju vanilinske kiseline kiseline i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda/teska

voda (0,95:0,05, v/v) prema jednadzbi KIE = kn/kp dobiveni kineticki izotopni efekt je:
KIE =3,69

U literaturi nema podataka o vrijednostima kinetickog izotopnog efekta za reakciju vanilinske
kiseline i oksidansa. Kod prethodnih istrazivanja na fenolima (6 fenola s razli¢itim
supstituentima) u cikloheksanu dobivene vrijednosti su bile 1,3-3,3 (Foti i sur, 2008) i
vanilinska kiselina ne odstupa puno od tih vrijednosti. Utvrdeni KIE je u skladu s HAT/

PCET mehanizmom.
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4.4, Reakcija vanilina i DPPHe

Tijek reakcije vanilina i DPPHe pracen je u rasponu valnih duljina 400-700 nm te je reakcija
pracena tijekom 5 poluvremena reakcije.

U vidljivom dijelu spektra, gdje apsorbira DPPHe, vanilin i produkti reakcije ne apsorbiraju
zraCenje (Slika 4.4.1)
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Slika 4.4.1. Spektar 0,0001 mol dm otopine vanilina u dioksanu

Iz spektra vanilina u dioksanu odredeni su maksimumi apsorpijske vrpce (Amax) na 274 i 303
nm te procijenjeni ¢ pri 274 i 303 nm iznose &274 = 6300 dm? mol™* cm™ i £303 = 4800 dm?3

mol* cm™.
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Slika 4.4.2. Spektralni profil reakcije vanilina i DPPHe u dioksanu pri koncentraciji vanilina
0,15 mol dm™ i koncentraciji DPPH+ 5-10° mol dm™

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

0.2

0.1 S0

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
t/s

Slika 4.4.3. Ovisnost apsorbancije (A) DPPHe pri 525 nm o vremenu (t) za reakciju vanilina i
DPPH- u dioksanu pri koncentraciji vanilina 0,15 mol dm i koncentraciji DPPH+ 5-10° mol
dm® na temperaturi 25°C.

Smanjenje apsorbancije na 525 nm slijedi integrirani zakon za reakciju prvog reda, temeljem
kojega su odredene konstante brzine reakcije pseudo-prvog reda (kobs) kod odredenih
koncentracija vanilina.
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Konstanta brzine reakcije vanilina i DPPHe

U cistom dioksanu odredena je konstanta brzine pseudo-prvog reda (Kobs) pri koncentraciji

vanilina 0,15 mol dm.

Tablica 4.4.1. Izmjerene konstante brzine (kobs) reakcije vanilina i DPPHe u dioksanu.

¢ (vanilin) / Kobs - 10%/ ko - 10°%/ k_z 103/ SD - 10%/ RSD /
mol dm™ st moltdm® st | molt dm3s? | molt dm?s? %
6,98 4,65
0,15 7,09 4,73 4,74 0,01 2,0
7,26 4,84

“¢(DPPH) = 5-10"° mol dm?; 2 = 525 nm; t = 25 °C

Iz izmjerene konstante brzine reakcije pseudo-prvog reda (Kobs) pri koncentraciji vanilina 0,15

mol dm™ odredena je konstanta brzine reakcije vanilina i DPPHe u otapalu dioksanu,

k2=0.00474 molt dm3s?

U smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05 v/v) odredene su konstante brzine pseudo-prvog

reda (Kobs) pri koncentracijama vanilina 0,05-0,2 mol dm,

Tablica 4.4.2. lzmjerene konstante brzine (Kobs) reakcije vanilina i DPPHe u smjesi otapala

dioksan-voda (0,95:0,05, v/v), pri razli¢itim koncentracijama vanilina.

c(vanilin)/ Kobs - 10° / s ops 103/ SD - 10°/ RSD /%
mol dm st st
0,53
0,05 0,56 0,56 0,03 4,8
0,59
1,03
0,1 1,10 1,10 0,01 0,7
1,17
1,12
0,15 1,12 1,14 0,03 2,9
1,18
1,45
0,2 1,34 1,38 0,06 45
1,37

“¢(DPPH) = 5-10° mol dm?; 2 =525 nm; t = 25 °C
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Slika 4.4.4.. Ovisnost izmjerene konstante brzine ( ks ) reakcije vanilina i DPPHe u smjesi
otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) o koncentraciji vanilina. Koncentracija DPPH 5-10° M,

pri temperaturi 25 °C. Podatci iz Tablice 4.4.2

Prikazana je ovisnost srednje vrijednosti izmjerene konstante brzine (k,,s ) i koncentracije
vanilina u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05 v/v) za reakciju vanilina i DPPHe.
Dobivena je linearna ovisnost (Rz = 0.971), s jednadzbom pravca y = 0.00581x + 0.0002 (y -

kops: X - (vanilin)).

Dobivena linearna ovisnost konstante brzine (k,,s) 0 koncentraciji vanilina u skladu je sa
predlozenim zakonom za brzinu prema kojemu je kons=k2-c(ArOH). Nagib pravca odgovora

konstanti brzine (k2) reakcije vanilina i DPPHs:
k2=0,00581 mol* dm? s

Povecanje konstante brzine s dodatkom vode u dioksan je u skladu s ranijim istrazivanjima, u
kojima je utvrdeno povecanje konstante brzine s povecanjem polarnosti otapala (Foti 1 sur,

2004; Foti, 2015).

Kumar i sur (2002) su u svojem istrazivanju antioksidativne aktivnosti vanilina i 0-vanilina
za reakciju vanilina i DPPHe u metanolu odredili konstantu brzine k = 1,7 mol?* dm?® s,
Odredene konstante brzine u dioksanu (k2 = 0,00474 mol™* dm?® s%) i smjesi otapala dioksan-
voda (0,95:0,05, v/v; k. = 0,00581 mol* dm?® s) su ~340 puta manje od onih u metanolu.
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Prema Foti i sur (2004) i Foti (2015) povecanje konstante brzine s polarnosti otapala se

opcenito obja$njava promjenom mehanizma iz HAT u SPLET mehanizam.

Vrijednost konstante brzine vanilinske kiseline (kz = 0,0115mol* dm?® s1) u ¢istom dioksanu
je priblizno 2x veéa od vrijednosti konstante brzine vanilina (k2 = 0,00581 mol™? dm? s) u
istoj smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v). Veéa vrijednost konstante brzine
vanilinske kiseline moguce je povezana s prisutno$éu karboksilne skupine umjesto aldehidne
skupine vanilina. Chou i sur (2010) su u svom istrazivanju antioksidativne aktivnosti vanilina
i vanilinske Kiseline povezali ve¢u efikasnost vanilinske kiseline u hvatanju radikala s

prisutnos¢u karboksilne skupine.
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Kineticki izotopni efekt reakcije vanilina i DPPHe

Tablica 4.4.3. 1zmjerene konstante brzine (Kobs(p)) reakcije vanilina i DPPHe u smjesi otapala

dioksan-teska voda (0,95:0,05, v/v)

c(vanilin)/ Kobs(p) * 10°/ | Kops(py- 10°/ SD - 103/ RSD /
mol dm? st gl st %
0,98
0,05 1,09 1,02 0,06 6,0
0,99
1,64
01 1,76 1,69 0,06 3,5
1,69
2,07
0,15 2,30 2,20 0,12 53
2,21
2,51
0,2 2,71 2,59 0,10 4,0
2,55
“¢(DPPH) = 5-10° mol dm™; /. = 525 nm; t = 25 °C
3
2.5
b o2
3
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Slika 4.5.5. Ovisnost izmjerene konstante brzine ( k,, ) reakcije vanilina i DPPHe u smjesi
otapala dioksan-teska voda (0,95:0,05, v/v) o koncentraciji vanilina. Koncentracija DPPH«
5-107° mol dm3,pri temperaturi 25 °C. Podatci iz Tablice 4.4.3.
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Prikazana je ovisnost srednje vrijednosti izmjerene konstante brzine (k,,s ) i koncentracije
vanilina u smjesi otapala dioksan-teska voda (0,95:0,05, v/v) za reakciju vanilina i DPPHe.
Dobivena je linearna ovisnost (R2 = 0.861), s jednadzbom pravca y = 0.0104x + 0.0006 (y -

kobs; X -C (vanilin)).

Dobivena linearna ovisnost konstante brzine (k,,s) 0 koncentraciji vanilina u skladu je s
predlozenim zakonom za brzinu prema kojemu je Kops=kz:-C(ArOH). Nagib pravca odgovora

konstanti brzine (kz) reakcije vanilina i DPPHe:

Dobivena linearna ovisnost konstante brzine (k,,s) 0 koncentraciji vanilina u skladu je sa

zakonom za brzinu te nagib odgovora konstanti brzine (kp) za reakciju vanilina i DPPHe:
ko= 10,0104 mol* dm?3 s

Izmjerene su konstante brzina reakcija Kobs I Kobsip) za reakciju vanilina i DPPHe u smjesi
otapala dioksan-voda (0,95:0,05 v/v) i dioksan-teska voda (0,95:0,05 v/v), pri koncentraciji
DPPH- 0,00005 mol dm™ i pri temperaturi 25 °C. 1z konstanti brzina ku = k2 i kp te prema
jednazdbi KIE = kn/kp izracunat je kineticki izotopni efekt (KIE):

KIE= 0,56

U literaturi nema podataka o KIE reakcije vanilina i DPPHe. Za razliku od ostalih ispitanih
fenolnih spojeva kod kojih je odreden normalni KIE, u slu¢aju vanilina je dobiven inverzni
efekt. Na temelju dobivenog KIE je moguce zakljuciti da se ova reakcija razlikuje od
prethodno opisanih reakcija p-kumarinske kiseline, feruli¢ne kiseline, vanilinske kiseline i
kvercetina. Inverzni efekt bi se mogao objasniti s brzom predravnotezom u kojoj bi nastajao
divanilin, nakon kojega bi slijedio ET/PT na DPPHe. U tom slucaju potrebno bi bilo provesti
i korekciju konstante brzine reakcije. Za potvrdu ovog mehanizma su potrebna dodatna
istrazivanja. Tai i sur (2011) su utvrdili da prilikom reakcije s ABTS radikalom dolazi do
dimerizacije vanilina pri ¢emu nastaje divanilin koji nadalje reagira s jo§ 3 mola ABTS

radikala.

42



4.5. Reakcija kvercetina i DPPHe

Tijek reakcije kvercetina i DPPHe pracen je u rasponu valnih duljina 400-700 nm, u vremenu
koje je bilo potrebno da se apsorbancija smanji priblizno na 0.
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Slika 4.5.1. Spektar 2-10° mol dm otopine kvercetina u metanolu

Iz spektra kvercetina u metanolu odredeni su maksimumi apsorpijske vrpce (Amax) Na 255 i
372 nm te procijenjeni e pri 255 i 372 nm iznose &2s5 = 21550 dm® mol™ cm™ i e37, = 21200

dm?® molt cm?

43



1.5 1

| B B e rrr.r.rrrrr ot T 1, 1.1
2 250 S i o il A JTUTL

Slika 4.5.2. Spektralni profil reakcije kvercetina i DPPHe u u smjesi otapala dioksan-voda
(0,99:0.01, v/v) pri koncentraciji kvercetina 0,001 mol dm i koncentraciji DPPHs 5-10° mol
dm pri temperaturi 25 °C
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Slika 4.5.3. Ovisnost apsorbancije (A) DPPHe pri 620 nm o vremenu (t) za reakciju
kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda (0,99:0,01, v/v) pri koncentraciji
kvercetina 0,001 mol dm i koncentraciji DPPHs 5-10° mol dm™ na temperaturi 25 °C
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Mijerenje konstante brzine reakcije kvercetina i DPPHe zasniva se na pratenju smanjenja
apsorbancije DPPHe u reakcijskoj smjesi tijekom reakcije. Za kvercetin su odredene
konstante brzine pri valnoj duljini od 620 nm zbog odstupanja od zakona za brzinu reakcije
pseudo-prvog reda $to je povezano s nastankom produkta koji apsorbira u blizini maksimuma

valne duljine DPPHs.

Konstanta brzine reakcije kvercetina i DPPHe

U smjesi otapala dioksan- voda (0,99:0,01, v/v i 0,95:0,05, v/v) odredene se konstante brzine
pseudo-prvog reda (Kobs) pri koncentracijima kvercetina 0,001 — 0,005 mol dm,

Tablica 4.5.1. Izmjerene konstante brzine (Kobs) I izraCunana konstanta brzine (k2) reakcije
kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda (0,99:0,01, v/v),

¢ (kvercetin) | 102/ ke ! Tl SD/ .
/ st moltdm® st | molt dm3s? | molt dm3s? RSD/%
mol dm™
7,22 7,22
0,001 7,41 7,41 6,66 1,14 17,1
5,35 5,35

“ ¢(DPPH) = 5-10" mol dm?; A = 620 nm; t = 25 °C

Iz srednje vrijednosti izraCunatih konstanti brzina reakcije pseudo-prvog reda (k,) i
koncentracije kvercetina odredena je konstanta brzine reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi

otapala dioksan-voda (0,99:0,01, v/v), pri temperaturi 25 °C:

k2=6,66 molt dm3s?

45



Tablica 4.5.2. I1zmjerene konstante brzine (kobs) i izratunana konstanta brzine (k2) reakcije
kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v)

¢ (kvercetin) | - 107 / e ! 1, SD/
/ st mol? dm3®s? | molt dm®s? | molt dmds? RSD/%
mol dm

1,02 5,12

0,002 1,07 5,35 5,48 0,44 8,1
1,20 5,98
2,49 4,97

0,005 243 4,86 4,90 0,06 1,3
2,43 4,86

* ¢(DPPH) = 5-10" mol dm3; 1 = 620 nm; t = 25 °C

Iz srednje vrijednosti izraunatih konstanti brzina reakcije pseudo-prvog reda (Kobs) I

koncentracije kvercetina odredena je konstanta brzine reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi

otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v), pri temperaturi 25°C:

k2=5,19 mol?t dm?3s?

Prema Musialik i sur. (2009) dobivena konstanta brzine reakcije u ¢istom dioksanu iznosi k =

3,0 molt dm® s U istom radu Musialik i sur. su proucavali utjecaj razli¢itih otapala na

brzinu reakcije flavonoida s DPPH- te je tako konstanta brzina reakcije u metanolu 1000 puta

veca nego u Cistom dioksanu. Prema tome, brzina reakcije je veca u polarnom otapalu.

Dobivene konstante brzine su nesto vece od konstante dobivene u ¢istom dioksanu. Rezultati

dobiveni od Musialik i sur., te s obzirom da su konstante brzine odredene u smjesi otapala

dioksan-voda koje je polarnije od Cistog dioksana, daje objasnjenje zasto su dobivene

vrijednosti konstante brzine nesto vise.

46



Kineticki izotopni efekt reakcije kvercetina i DPPHe

Tablica 4.5.3. Izmjerene konstante brzine (kobs) 1 izracunana konstanta brzine (kz) reakcije

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

c(kvercetin)/ | Kobspy - 10%/ ko/ kp ! SD/ RSD/
mol dm st molt dm®s? | molt dmés? | molt dm3 s %
1,67 1,67
0,001 1,90 1,90 1,62 0,31 18,9
1,29 1,29

“¢(DPPH) =5-10° mol dm?; A = 620 nm; t = 25 °C

Koristenjem podataka iz Tablice 4.5.1. i Tablice 4.5.3. gdje su odredene konstante brzine ky

= ko i kp za reakciju kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda/teska voda (0,99:0,01,

v/v) prema jednadzbi KIE = kn /kp dobiveni kineticki izotopni efekt je:

KIE =4,11
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Tablica 4.5.4. Izmjerene konstante brzine (Kobs) i izracunana konstanta brzine (kz) reakcije

kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v)

C(k"eyce“”) Kebs(o) - 102/ ko %! sD/ RSD /
ol dm-3 st molt dm®s? | molt dmés? | molt dmd s %
5,35 1,07
0,005 5,08 1,02 0,994 0,064 8,95
4,48 0,90

“¢(DPPH) =5-10®° mol dm?3; 1 = 620 nm; t = 25 °C

Koristenjem podataka iz Tablice 4.6.2. i Tablice 4.6.4. gdje su odredene konstante brzine kn

= ko i kp za reakciju kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-voda/teska voda (0,95:0,05,

v/v) prema jednadzbi KIE = kx /kp dobiveni kineticki izotopni efekt je:

KIE =5,23

U literaturi nema podataka o vrijednostima kineti¢kog izotopnog efekta za kvercetin. Kod

prethodnih istrazivanja na fenolima (6 fenola s razli¢itim supstituentima) u cikloheksanu

dobivene vrijednosti su bile 1,3-3,3 (Foti i sur, 2008) i kvercetin ne odstupa puno od

dobivenih vrijednosti. Dobivena vrijednost u skladu je s HAT mehanizmom koju je predlozio

Musialik i sur (2009) na temelju znatno manje konstante brzine u dioksanu u odnosu na

metanol. Ovo je dodatna potvrda HAT mehanizma.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu provedeno je istrazivanje kinetike reakcija fenolnih kiselina: p-

kumarinske kiseline, feruli¢ne kiseline, vanilinske Kiseline; vanilina i flavonoida kvercetina u
dioksanu te smjesi otapala dioksan-voda (0,99:0,01 v/v i 0,95:0,05 v/v).

Odredeni su kineticki izotopni efekti reakcija navedenih fenolnih spojeva i DPPHe u smjesi
otapala dioksan-voda (0,99:0,01 v/v i 0,95:0,05 v/v).

Odredena je konstanta brzine reakcije p-kumarinske kiseline i DPPHe+ u smjesi otapala
dioksan-voda (0,99:0,01, v/v) koja iznosi 0,00829 mol* dm® s te u smjesi otapala
dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) koja iznosi 0,00499 mol* dm?® s*. Dobivena konstanta
brzine se smanjuje s povecanjem udjela vode, $to nije u skladu s dosadasnjim
istrazivanjima. Odreden je i KIE u smjesi otapala dioksan-voda (0,99:0,01, v/v) Kkoji
iznosi 2,62 te u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) koji iznosi 2,95. U
literaturi nisu pronadeni podatci. Utvrdeni KIE je u skladu s HAT/PCET
mehaniznom.

Odredena je konstanta brzine reakcije feruli¢ne kiseline i DPPHe u smjesi otapala
dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) koja iznosi 0,321 mol dm?® s. Dobivena konstanta
brzine je puno niZa od konstante brzine dobivene u alkanskom otapalu (Foti i sur,
2008). Odreden je i KIE u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) koji iznosi
12,17. U literaturi nisu pronadeni podatci. Utvrdeni KIE je u skladu s HAT/PCET
mehaniznom.

Odredena je konstanta brzine reakcije vanilinske kiseline i DPPH+ u dioksanu koja
iznosi 0,0114 mol™? dm? s te u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) koja
iznosi 0,0115 mol? dm® s.. Odreden je i KIE u smjesi otapala dioksan-voda
(0,95:0,05, v/v) koji iznosi 3,69. U literaturi nisu pronadeni podatci. Utvrdeni KIE je u
skladu s HAT/PCET mehaniznom.

Odredena je konstanta brzine reakcije vanilina i DPPHe u dioksanu koja iznosi
0,00474 mol™* dm® s te u smjesi otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) koja iznosi
0,00581 mol™? dm?® s. Odreden je i KIE u smjesi otapala dioksan-voda u smijesi
otapala dioksan-voda (0,95:0,05, v/v) koji iznosi 0,56. U literaturi nisu pronadeni

podatci. Dobiveni KIE upucuje na slozeni reakcijski mehanizam.
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Odredena je konstanta brzine reakcije kvercetina i DPPHe u smjesi otapala dioksan-
voda (0,99:0,01, v/v) koja iznosi 6,66 mol* dm? s? te u smjesi otapala dioksan-voda
(0,95:0,05, v/v) koja iznosi 5,19 mol* dm® s. Odreden je i KIE u smjesi otapala
dioksan-voda (0,99:0,01, v/v) koji iznosi 4,11 te u smjesi otapala dioksan-voda
(0,95:0,05, v/v) koji iznosi 5,23. U literaturi nisu pronadeni podatci. Utvrdeni KIE je u
skladu s HAT/PCET mehaniznom.
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6. POPIS KRATICA OZNAKA | SIMBOLA

AAPH - 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid

ABTS - 2,2'-azino-bis(3- etilbenzotiazoline-6-sufonska kiselina)

AGE — napredni krajnji proizvodi glikacije, engl. Advanced Glycation End Products
AMPK — AMP- aktivirana protein kinaza, engl. AMP-activated protein kinase
DMBA - dimetilben[a]antracen

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

ET - prijenos elektrona, engl. Single electron transfer

FK — feruli¢na kiselina engl. Ferulic acid

GSH — glutation, engl. Glutathione

GPx — glutation peroksidaza, engl. Glutathione peroxidase

HAT - reakcija prijelaza atoma vodika, engl. Hydrogen-Atom Transfer

HO-1 — hem oksigenaza, engl. Heme oxygenase

KIE — kineticki izotopni efekt, engl. Kinetic Isotope Effect

MAPK — MAP kinaza, engl. MAP-kinase

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat, engl. Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphat

NQO1 — NAD(P)H kinon dehidrogenaza 1, engl. NAD(P)H quionone dehydrogenase 1
ORAC - sposobnost hvatanja radikala kisika, engl. Oxygen radical absorbance capacity
OxHLIA — test inhibicije oksidativne hemolize, engl. Oxidative hemolysis inhibition assay
PCET - reakcija spregnutog prijelaza elektrona i protona, engl. Proton-Coupled Electron
Transfer

PK — p-kumarinska kiselina engl. p-coumaric acid

ROS - reaktivna kisikova vrsta, engl. Reactive oxygen species

RSD - relativna standardna devijacija engl. Relative standard deviation

SD - standardna devijacija engl. Standard deviation

SOD - superoksid dismutaza, engl. Superoxide dismutaze

SPLET - uzastopni prijenos protona i elektrona, engl. Sequential Proton-Loss Electron-
Transfer

VK - vanilinska kiselina engl. Vanillic acid
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8. SAZETAK/ SUMMARY

8.1. SazZetak

Fenolni spojevi se sve vise istrazuju radi mnogobrojnih bioloskih u¢inaka medu kojima se
isti¢e antioksidativni u€inak. Za pracenje antioksidativnog ucinka Cesto se koristi metoda s
DPPH- radikalom. U ovom diplomskom radu odredene su konstante brzine reakcija fenolnih
kiselina: p-kumarinske Kiseline, feruli¢ne Kiseline, vanilinske kiseline, vanilina i flavonoida
kvercetina s DPPHe u dioksanu te smjesi otapala dioksan-voda (0,99:0,01 v/v i 0,95:0,05 v/v).
Odredeni su kineticki izotopni efekti reakcija navedenih fenolnih spojeva i DPPHe u smjesi
otapala dioksan-voda (0,99:0,01 v/v i 0,95:0,05 v/v). Dobiveni kineti¢ki izotopni efekti, za sve
spojeve osim vanilina, upucuje na reakcijski mehanizam HAT (hydrogen atom transfer) ili
PCET (proton-coupled electron transfer), sto podrazumijeva da u stupnju koji odreduje
brzinu reakcije dolazi i do prijelaza protona i do prijelaza elektrona. U slucaju vanilina
dobiven je inverzni KIE koji upuéuje na drugaciji i sloZeniji mehanizam reakcije. U literaturi
nisu pronadeni podatci o kinetickim izotopnim efektima navedenih reakcija. Dobiveni

rezultati doprinose razumijevanju kinetike i mehanizma reakcija fenolnih spojeva i radikala, s

¢ime je povezan jedan dio antioksidativne aktivnosti ovih spojeva.
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8.2. Summary

Phenolic compounds are increasingly being researched for their numerous biological effects,
among which the antioxidant effect stands out. To monitor the antioxidant potential, the
DPPHe free radical scavenging method is often used. In this thesis, the reaction rate constants
of phenolic acids: p-coumaric acid, ferulic acid, vanillic acid, vanillin and the flavonoid
quercetin with DPPHe in dioxane and solvent mixture dioxane-water (0,99:0,01 v/v and
0,95:0,05 v/v) were examined. The kinetic isotopic effects for the mentioned phenolic
compounds and DPPHe reaction in the solvent mixture dioxane-water (0,99:0,01 v/v and
0,95:0,05 v/v) were determined. The obtained Kinetic isotope effects, for all compounds
except vanillin, refer to the reaction mechanism HAT (hydrogen atom transfer) or PCET
(proton-coupled electron transfer), which implies that in the rate-determining step of the
reaction, both proton and electron transitions occur. In the case of vanillin, an inverse KIE
was obtained, which points to a different and more complex reaction mechanism. No data on
the kinetic isotope effects for the mentioned reactions were found in the literature. The
obtained results contribute to the understanding of the kinetics and mechanism of reactions of
phenolic compounds with radicals, with which a part of the antioxidant activity of these

compounds is associated.
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Phenolic compounds are increasingly being researched for their numerous biological effects, among which
the antioxidant effect stands out. To monitor the antioxidant potential, the DPPH- free radical scavenging
method is often used. In this thesis, the reaction rate constants of phenolic acids: p-coumaric acid, ferulic
acid, vanillic acid, vanillin and the flavonoid quercetin with DPPHe in dioxane and solvent mixture
dioxane-water (0,99:0,01 v/v and 0,95:0,05 v/v) were examined. The kinetic isotopic effects for the
mentioned phenolic compounds and DPPH?« reaction in the solvent mixture dioxane-water (0,99:0,01 v/v
and 0,95:0,05 v/v) were determined. The obtained kinetic isotope effects, for all compounds except vanillin,
refer to the reaction mechanism HAT (hydrogen atom transfer) or PCET (proton-coupled electron transfer),
which implies that in the rate-determining step of the reaction, both proton and electron transitions occur. In
the case of vanillin, an inverse KIE was obtained, which points to a different and more complex reaction
mechanism. No data on the kinetic isotope effects for the mentioned reactions were found in the literature.
The obtained results contribute to the understanding of the kinetics and mechanism of reactions of phenolic
compounds with radicals, with which a part of the antioxidant activity of these compounds is associated.
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