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Predmet: Izvestaj Komisije za ocenu i odbranu uradene doktorske disertacije
mr Ljiljane A. Kolarov

Na IV sednici NN Veéa Tehnoloskog fakulteta od 23.11.1998. god. je
odredena Komisija za ocenu i odbranu uradene doktorske disertacije mr
Ljiljane A. Kolarov, asistenta Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu, pod
nazivom : "UTICAJ VREDNOSTI pH PUFERA I VRSTE ANJONA NA
BRZINU OKSIDACIJE L-ASKORBINSKE KISELINE" u sastavu:

1. Dr Slobodan M. Petrovié, red. prof. Tehnoloskog fakulteta u penziji,
mentor

2. Dr Nikola J. Marjanovic, red. prof. Tehnoloskog fakulteta, predsednik
3. Dr Nada Perisi¢-Janji¢, red. prof. PMF, ¢lan
4. Dr Bozidar Lj. Mili¢, red. prof. Tehnoloskog fakulteta, ¢lan

Komisija je pregledala uradenu doktorsku disertaciju kandidata mr
Ljiljane A. Kolarov i podnosi NN Vecu TehnoloSkog fakulteta sledeci

IZVESTAJ

Doktorska disertacija kandidata mr Ljiljane A. Kolarov asistenta W
TehnoloSkog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu, pod nazivom:"UTICAJ
VREDNOSTI pH PUFERA I VRSTE ANJONA NA BRZINU OKSIDACIJE
L-ASKORBINSKE KISELINE" izloZena je na 118 strana i sadrzi 18 tablica,

20 slika, 4 sheme i 161 literaturni navod. Rad je podeljen u 9 poglavlja: Uvod, |
Opsti deo, Hemijska kinetika, Kinetika oksidacije L-askorbinske kiseline ’
(pregled literature), Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zakljucci, J
Literatura, Prilog.

U poglavlju UVOD se ukazuje da vitamin C spada medu najmanje
stabilne vitamine te je neophodno definisati uslove koji obezbeduju stabilnost
i optimalan sadrzaj L-askorbinske kiseline u proizvodima prehrambene,
farmaceutske i drugih grana industrije. Medutim, predvidanje gubitaka
L-askorbinske kiseline je veoma komplikovano zbog nedostataka svih



informacija o mehanizmu degradacije i faktora koji na njega uti¢u. Na
stabilnost L-askorbinske kiseline utice niz ¢inilaca na kompleksan nacin, pa je
problem stabilizacije i dalje prisutan. Koncentracija L-askorbinske kiseline
opada sa vremenom, a na gubitak uti¢u koncentracija kiseonika u rastvoru,
vrsta 1 koncentracija jona metala u rastvoru, vrednost pH i vrsta anjona i drugi
faktori. Medutim, uticaj pomenutih faktora na brzinu oksidacije nije isti §to
otezava definisanje kineticke jednacine u kojoj se brzina hemijske reakcije
dovodi u vezu sa pomenutim razli¢itim uticajima. Istaknuto je da uticaj
vrednosti pH na brzinu oksidacije nije ispitivan sistematski kao i da je malo
ispitivan uticaj vrste prisutnog anjona na brzinu oksidacije L-asorbinske
kiseline. Kandidat zato postavlja zadatak da prati kinetiku oksidacije
L-askorbinske kiseline pri razli¢tim vrednostima pH sredine i u razli¢itim
puferskim sistemima, kao i da korelira konstantu brzine oksidacije
L-askorbinske kiseline i pomenuta dva faktora.

U poglavlju OPSTI DEO je prikazan istorijat, rasprostranjenost i
fizioloska uloga vitamina C u organizmu. Kandidat je detaljno opisao fizicke,
hemijske 1 bioloSke osobine L-askorbinske kiseline. Istaknuta su i opre¢na
miSljenja koja postoje o povratnosti/nepovratnosti reakcije oksidacije
L-askorbinske kiseline u dehidroaskorbinsku kiselinu. Postoje i misljenja da
je oksidacija L-askorbinske kiseline reakcija koja se deSava u dve etape od
koje je prva povratna, a druga nepovratna. Pomenuti su i radovi u kojima se
ukazuje da oksidacijom L-askorbinske kiseline nastaje meduproizvod, radikal
anjon, koji je relativno nereaktivan i sporo reaguje sa kiseonikom. Istaknuta je
1 Cinjenica da se na osnovu rezultata dobijenih gas-te¢nom hromatografijom,
UV 11R spektrofotometrijom, NMR i masenom spektrometrijom zakljucilo da
se dehidroaskorbinska kiselina, nastala oksidacijom L-askorbinske kiseline, u
vodenom rastvoru nalazi u obliku bicikli¢nog hidratisanog laktona. Sistem
spojenih prstena je kineticki stabilniji od tradicionalne, udZbenicke, strukturne
formule jedinjenja sa tri karbonilne grupe. Ukazano je i na postojanje
impozantnog broja patenata i nau¢nih radova o primeni L-askorbinske
kiseline u razlicitim granama industrije. Isto tako, prikazani su i derivati
L-askorbinske kiseline koji, u manjoj ili ve¢oj meri, poseduju vitaminska
svojstva.

U poglavlju HEMIJSKA KINETIKA su date osnove kinetike, kao i
kineticke jednaline reakcija nultog, prvog, drugog, treceg, viseg i
razlomljenog reda sa neophodnim matematickim tumadenjem i grafickim
prikazom. Kandidat je prikazao metode analize eksperimentalnih podataka
(metode integracije, metode poluvremena reakcije, diferencijalnu metodu i
metodu trasera). Detaljno su opisani principi svake metode sa posebnim
naglaskom na one koje se u literaturi ¢e3c¢e koriste.



U poglavlju KINETIKA OKSIDACIJE L-ASKORBINSKE
KISELINE kandidat je pregledom literature prikazao uticaj razlicitih faktora
na brzinu oksidacije L-askorbinske kiseline: svetlost (vidljiva 1 UV),
temperatura, uticaj vrednosti pH, povezanost brzine oksidacije L-askorbinske
kiseline 1 koncentracije rastvorenog kiseonika, uticaj prisustva
kompleksirajucih sredstava koja mogu izmeniti kataliticku sposobnost jona
metala, ali mogu graditi i komplekse sa L-askorbinskom kiselinom. Prikazaani
su i radovi koji se odnose na kinetiku oksidacije L-askorbinske kiseline 1 tu
reakciju jedni autori posmatraju kao rakciju nultog reda u odnosu na
L-askorbinsku kiselinu, drugi je opisuju kao reakciju prvog reda, ali 1 kao
pseudo prvog, pseudo nultog, a postoje 1 miSljenja da se oksidacija
L-askorbinske kiseline najbolje definisSe jednadinom Michaelis-Menton-a.
Kandidat je naveo i razli¢ite metode koje su u literaturi koriS¢ene za pracenje
smanjenja koncentracije L-askorbinske kiseline sa vremenom. Navedene su
titrimetrijske metode: titracije rastvora L-askorbinske kiseline standardnim
rastvorom 2,6-dihlorfenolindofenola ili titracija viSka joda standardnim
rastvorom natrijum-tiosulfata. Takode su spomenuti radovi koji za pracenje
brzine oksidacije L-askorbinske kiseline koriste spektrofotometrijsku metodu
pri kojoj se meri apsorpcija obojenih rastvora (boja je izazvana dodatkom
odgovarajuceg reagensa) ili se u odredenim vremenskim intervalima direktno
u UV oblasti prati opadanje vrednosti apsorbancije, kao §to je radeno u ovom
radu. Citirani su i radovi u kojima je koriS¢ena metoda HPLC i polarografska
metoda.

U poglavlju EKSPERIMENTALNI DEO su nabrojani korisceni
uredaji, pribor kao i hemikalije. Kandidat je detaljno opisao postupak
pripreme rastvora za analizu kao 1 neophodne mere opreza preduzete radi
sprecavanja prevremene oksidacije L-askorbinske kiseline. Navedene su i
recepture za pripremu koriS¢enih rastvora pufera.

U poglavlju REZULTATI I DISKUSIJA su prikazani rezultati
dobijeni na osnovu spektrofotometrijskog pracenja opadanja koncentracije
L-askorbinske kiseline u rastvoru snimanjem UV spektara. Opisane su
karakteristike apsorpcionih spektara L-askorbinske kiseline u rastvorima
pufera termostatiranih na 25° C. Kandidat je spektre snimao u opsegu
325-225 nm 1 koristio rastvore acetatnog, fosfatnog, fosfatno-citratnog,
boratnog, glicinskog i1 univerzalnog pufera. Uoceno je da su isti maksimumi
apsorpcije pri istim vrednostima pH u razliCitim puferima, ali se talasna
duZina maksimuma apsorpcije pomera ("crveni pomak") sa porastom
vrednosti pH rastvora.

- Za izraCunavanje reda reakcije 1 konstante brzine oksidacije
L-askorbinske kiseline u razliCitim puferskim sistemima kandidat je izveo
jedinstvenu kineticku jednacinu koja pokriva do sada u kinetici kori§éene



jednacine nultog, prvog, drugog, treceg, viseg i razlomljenog reda. Naime,
kako su pomenute jednacine primenljive tek kada se ispravno pretpostavi red
ispitivane hemijske reakcije, prednost ove jednaine je Sto se primenom
odgovarajuc¢eg kompjuterskog programa istovremeno racunaju red i konstanta
brzine hemijske reakcije. Kandidat je na viSe primera prikazao rezultate
dobijene primenom izvedene jednacine. Ispravnost izvedene jednadine je
kandidat potvrdio primenom izraunatog reda reakcije u klasi¢nim kineti¢kin
jednac¢inama nultog 1 prvog reda. Konstante brzine oksidacije L-askorbinske
kiseline izraCunate izvedenom jednaCinom 1 klasiénim kineti¢kim
jednalinama se dobro slazu. Za acetatni, fosfatni, fosfatno-citratni i
univerzalni pufer su izracunati razlomljeni redovi reakcije. U boratnom puferu
je reakcija nultog, razlomljenog i prvog reda u zavisnosti od pH sredine, a u
glicinskom puferu je za sve vrednosti pH oksidacija L-askorbinske kiseline
reakcija prvog reda.

Pregledom literature je kandidat konstatovao da je uticaj pH na brzinu
oksidacije L-askorbinske kiseline uvek praden u uskoj oblasti pH (obi¢no u
dosta kiseloj sredini) i samo u jednom puferskom sistemu. U ovom radu je
kandidat pratio uticaj vrednosti pH na brzinu oksidacije L-askorbinske
kiseline u Sirokom opsegu pH (4-11) i u 6 puferskih sistema. Uocena je
linearna zavisnost konstanti brzine oksidacije L-askorbinske kiseline od
vrednosti pH razliCitih rastvora pufera Sto je predstavljeno odgovarajuéom
jednaCinom. Medutim, u boratnom, glicinskom i univerzalnom puferu je
uocCeno da pri pH = 11 vrednost konstante brzine naglo raste i da prestaje
linearna zavisnost konstante brzine od vrednosti pH. Isto tako, uoceno je da
su izraCunate vrednosti konstante brzine oksidacije L-askorbinske kiseline u
ispitivanim rastvorima pufera iste ili bliske pri razligitim vrednostima pH.
Kandidat razmatra i razlicite vrednosti konstante brzine oksidacije u
ispitivanim puferskim sistemima pri istoj vrednosti pH koje objasnjava
uticajem tragova metala u koriS¢enim hemikalijama, uticajem vrste anjona
prisutne u puferskim sistemima kao i kombinacijom ta dva uticaja. Dalje,
kandidat detaljno razmatra uticaj prisustva svakog pojedinaénog anjona na
brzinu oksidacije L-askorbinske kiseline. Tako zaklju¢uje da su male
vrednosti konstante brzine oksidacije L-askorbinske kiseline u fosfatno-
citratnom puferu posledica gradenja stabilnih kompleksa limunske kiseline sa
jonima bakra i gvozda. Fosfatni jon reaguje sa kiselim hidroksilnim grupama
L-askorbinske kiseline gradeci estre $to moZe da objasni niZe vrednosti
konstante brzine oksidacije L-askorbinske kiseline u fosfatnom puferu od
onih u acetatnom pri istim vrednostima pH. Za objasnjenje niskih vrednosti
konstante brzine oksidacije L-askorbinske kiseline u boratnom puferu
(pH = 8 - 11), kandidat je pretpostavio dve sheme prema kojima boratni anjon
gradi komplekse sa jonima metala, ali ne direktno nego preko prethodno
nagradenog estra L-askorbinske kiseline i boratnog anjona. U glicinskom




puferu su niske vrednosti konstante brzine oksidacije L-askorbinske kiseline
pri visokim vrednostima pH objaSnjene gradenjem kompleksa izmedu jona
metala 1 glicinatnog anjona, a brzina oksidacije je jo§ dodatno usporena
gradenjem vodonicne veze izmedu slobodnog elektronskog para na atomu
azota glicina i nedisocirane hidroksilne grupe L-askorbinske kiseline. Na
kraju, kandidat konstatuje da su vrednosti konstante brzine oksidacije u
univerzalnom puferu, u kome su prisutni acetatni, fosfatni i boratni anjon,
najvee u odnosu na druge ispitivane puferske sisteme i to pri svim
vrednostima pH. Na osnovu toga zakljucuje da prisutni anjoni razli¢ito utic¢u
na brzinu oksidacije L-askorbinske kiseline kada su u smes$i u odnosu na
njihovo pojedinacno delovanje,jer u smesi ometaju jedni druge. Konstatovana
je 1 Cinjenica da u boratnom, glicinskom i univerzalnom puferu pri pH = 11,
vrednosti konstante brzine oksidacije L-askorbinske kiseline naglo rastu u
odnosu na one pri niZim vrednostima pH, jer je pri visokim vrednostima pH u
rastvoru prisutan di-anjon, A”, L-askorbinske kiseline koji lako podleze
oksidaciji.

Referenti jos jednom zZele da istaknu originalnost i vrednost kineti¢ke

jednacine izvedene u ovom radu, koja istovremeno izraunava red reakcije i
konstantu brzine reakcije 1 obuhvata sve klasi¢ne kineticke jednadine.

Rezultati do kojih je mr Ljiljana A. Kolarov dosla, predstavljaju nov,
originalan 1 znaCajan doprinos oblasti hemijske kinetike te stoga referenti
predlazu NN Vecéu Tehnoloskog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu da rad
mr Ljiljane Kolarov, asistenta Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu, pod
nazivom "UTICAJ VREDNOSTI pH PUFERA I VRSTE ANJONA NA
BRZINU OKSIDACIJE L-ASKORBINSKE KISELINE" prihvate kao
tezu za sticanje akademskog stepena doktora nauka i da kandidata pozovu na
javnu odbranu.
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