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1.0,0,. UVOD

Tehnoloski procesi pripreme i prerade hrane obuhvataju tem-
peraturne tretmane, koji uticu na promenu sastava i hranlji-
vu vrednost prehrambenih proizvoda, na razvijanje konsti-
tuenata arome i na stvaranje vrlo nepozeljnih mutagenih i
kancerogenih supstanci. Ovakva kompleksnost hemijskih pro-
cesa koji se odigravaju tokom temperaturnog tretmana i nas-
tojanje brojnih naué¢nih istraZzivaca i institucija da se do-
bije Sto bolji prehrambeni proizvod, neminovno su doveli

do istrazivanja reakcija toplotnog razlaganja jedinjenja
koja se nalaze u gotovo svim prehrambenim proizvodima, od-
nosno do istraZivanja toplotnog razlaganja najvaznijih od

njih, odnosno do temperaturne degradacije aminokiselina.

Ispitivanja i1z ove oblasti zapoceta su 1962. godine rado-
vima Hurd-a i Simon-a (1), a naroCito su intenzivirana u
poslednjih petnaest godina. Zbog kompleksnosti reakcija
temperaturnog razlaganja aminokiselina, uslovljenih broj-
nim varijabilnostima eksperimentalnih uslova, jod uvek se
malo zna 6 mehanizmima ovih reakcija. Vecina saopstenih is-
trazivanja se zasniva na identifikaciji proizvoda toplot-
nog razlaganja aminokiselina u razli¢itim eksperimentalnim
uslovima i nesumnjivo daje doprinose utvrdjivanju hemizama

reakcija nastajanja nekih konstituenata arome, mutagenih i
kancerogenih supstanci.

Najnovija istraZivanja ukazuju da razlaganje aminokiseli-
na pod uticajem temperature obuhvata niz reakcija: dekar-
boksilaciju, dekarbonilaciju, deaminaciju i kondenzaciju,

reakcije razlicite u reakcionim brzinama i mehanizmima

stvaranja brojnih jedinjenja. Ovakva kompleksnost reakci-




je toplotnog razlaganja aminokiselina ukazuje na potrebu
da se ova reakcija ispita savremenim analitickim organsko-

hemijskim i fizicko-hemijskim me todama.

Cilj ovog rada je da se pomocu elektron spin rezonantne

spektroskopije, infracrvene spektroskopije, gasne hromato-
grafije, diferencijalne skening kalorimetrijske i termo-

gravimetrijske analize ispita uticaj temperature na reakci
je degradacije 1 kondenzacije prostih monoaminomonokarbon-
skih, nomoanimodikarbonskih 1 diaminomonokarbonskih kiseli
na. Dobiveni rezultati ispitivanja bi se mogli iskoristiti
za razjasnjavanje mehanizma 1 odredjivanje kinetike reakct
je pirolize ispitivaninh aminokiselina pod odredjenim ekspe

rimentalnim uslovima.







2.1,0. TOPLOTNO RAZLAGANJE AMINOKISELINA

U literaturi postoje podaci o proucavanju toplotnog razla-
ganja mnogih prostih aminokiselina, kao Sto su glicin, ala-
nin, aminobuterna kiselina, valin, leucin, lizin (2-9),ami-
nokiselina koje sadrZe sumpor (10-12), aromatiénih aminoki-
selina (13) i oksiaminokiselina (14, 15). Pirolizom nave-
denih aminokiselina nastaje niz glavnih i sporednih proiz-

voda kao Sto su COZ’ CO, NH ugljovodonici, primarni i

3 b
s ekundarni amini, imini, aldehidi, ketoni, piroli, piridi-
ni, piperidini, pirolidoni, laktoni, Sto ukazuje da toplot-

no razlaganje aminokiselina obuhvata rekacije dekarboksi

lacije, dekarbonilacije, deaminacije i kondenzacije.

2.1.1., PROIZVODI TOPLOTNOG RAZLAGANJA AMINOKISELINA

Higman i Schlotzhauer su ispitali proizvode pirolize gli-
cina i prolina (8). Zagrevanjem aminokiselina na 1013 K u
struji azota i gasno-hromatografskom analizom dobijenih pi-
rolizata, autori su utvrdili da su proizvodi pirolize gli-
cina benzen, pirol, toluen, benzonitril, inden, o-toluni-
tril, m-tolunitril, naftalen, indol, fluoren, piridin i
a-pikolin. Pirolizom prolina, pod navedenim eksperimental-
nim uslovima, formirani su benzen, pirol, toluen, benzoni-
tril, o-tolunitril, m-tolunitril, indol, piridin, a-pikolin,
8- 1 111 y-pikolin, anilin, kvinolin i izokvinolin. Od svih
navedenih jedinjenja pirol i indol su dobijeni u najvecem
prinosu (57,1%, odnosno 36,6%). Do sliénog zakljucka su
do§1i i Patterson i saradnici (16, 17), ispitujuéi piroli-

zat triptofana.

Kombinovanom tehnikom pirolize - gasne hromatografije -

masene spektrometrije Simmonds i saradnici (4) su ispiti-

vali toplotno razlaganje glicina, alanina, valina, leucina,
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izoleucina i g-alanina na temperaturi od 773 K u toku 10 s.

Rezultati navedenih ispitivanja prikazani su u tablici 1.

Na osnovu rezultata saopStenih u tablici 1, autori su uka-
zali da se, sa mogué¢im jzuzetkom glicina, aminokiseline ali-
fatic¢ne serije razlaZzu zajednickim reakcionim putem. Primar-
no razlaganje je jedna dekarboksilacija kojom nastaje amin
kao glavni proizvod. Naredno razlaganje vodi formiranju ni-

trila i N-alkilaldimina, koji su vazni sekundarni proizvodi.

Takodje je ispitana piroliza (773 K; 10 s) velikog broja
strukturno razlic¢itih aminokiselina da bi se utvrdio efe-
kat geometrijske izomerije na mehanizme i raspodelu proiz-
voda toplotnog razlaganja (6, 7). Proizvodi pirolize, iden-
tifikovani GC i MS metodom analize, u pirolizatu a-amino-
kiselina saopSteni su u tablici 2, 8-aminokiselina u tabli-

ci 3, a y-, 8- 1 e-aminokiselina u tablici 4,

Rezultati GC-MS ispitivanja pirolizata aminokiselina, sa-
opSteni u tablici 2, tablici 3 i tablici 4 (6, 7) ukazuju
da prva faza razlaganja alifatic¢nih aminokiselina ukljucCu-
je reakcije dekarboksilacije i kondenzacije, a 8-aminokise-
line deaminacijom gube NH3 dajuc¢i nezasicene kiseline. a-
Aminokiseline sadrZie a-alkil supstituente koji podleZu novoj
SN reakciji gubeci NH3 i formirajué¢i medjuproizvod, a-lak-
ton, koji se dalje dekarboksiluje dajuéi keton. y- i 8§ -Ami-
nokiseline daju 2-pirolidon i 2-piperidon, kao glavni proiz-
vod pirolize. e- Aminokiselina, tokom stvaranja nekog lakta-

ma, daje nekoliko amina i nitrila kraéih lanaca.

Lien i Nawar (5) su ispitali proizvode pirolize valina,
leucina i izoleucina na temperaturama od 453 do 473 K u to-
ku 3,6-10° 5. Utvrdjeni su sledeci proizvodi: NHy, CO, i
CO kod sve tri aminokiseline. Zatim, kod valina: propan,
propen, izobutan, izobutilen, aceton, izobutiraldehid, izo-
butilamin, N-izobutiliden-izobutilamin i diizobutilamin;
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TABLICA 2 - Proizvodi toplotnog razlaganja a-amingkiselina zaqrevanih
na 773 K u toku 10 s, prema Ratcliff-u i sar.

Prinos* Alanin a-Aminobuterna Norvalin
kiselina
A CO2 CO2 CO2
HZO HZO HZO
/\NHZ /\/NH2 /\/\NH2
B CH,CN N CN ~-CN
DKP DKP DKP
NH3 NH3 NH3
C C2H4 C2H4 A
i
Cotl CoHg
A N il A~ NH,
“NEN AN NH, AN CN
~ NH, CH,CN /\/W/NHZ
0 NN 0
CH3CHO \/Y NH2 _~.~ CHO
0
~ N CHO
D COo CH4 (0]
CH4 Co CH4
, CH3NH2 CH3CN C2H4
i
CoHg
CH3CN
2N CN
*) Prinosi(u % u odnosu na ukupni pirolizat):A, 20% ili vise;

B, 5-20%; C, 0,5-5%; D, 0,05-0,5%.
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TABLICA 3. Proizvodi toplotnog razlaganja 8-aminokiselina zagrevanih
na 773 K u toku 10 s, prema Ratcliff-u i sar.

P — 8 -Aminobuterna g-Aminoizobuterna 3-Alanin
kiselina kiselina
A NH3 NH3 H20
//\x/fCOZH H20 NH3
/——\COZH )\cozH 2 COH
B o) )\ CN 7S CN
H20
¥
0
C AN NH,, co, co,
/N M )\“/ W "
0 0 0
e it
Q\/,\T/ NH2 CN COZH
0
D C2H4 C2H4 C2H4
P
CN C2H6 C2H6

CH3C02H //L\ //\jf/ NH2

0

N ~

PR

b e NH2

CH3CN

*) Prinosi (u % u odnosu na ukupni pirolizat): A, 20% ili vise;
B, 5-20%; C, 0,5-5%; D, 0,05-0,5%.



TABLICA 4. Proizvodi toplotnog razlaganja y-, 8- i e-aminokiselina
zagrevanih na 773 K u toku 10 s, prema Ratcliff-u i sar.

Prinos* y-Aminobuterna § -Aminovalerijan- €-Aminohek-
Wy kiselina ska kiselina sanska. kis.
A [ NH [:;RH l NH
0 0 0
HZO HZO Co
CO2
NH3
CoHy
P
B &
L
T
P
P i
C P S CH3CN
0
&
v ~NCN
- NH —~_~ CN "N CN
co Fei _=0N e TEN
o A~ COH N,
NH, o il NH,
NH3

*) Prinosi (u % u odnosu na ukupni pirolizat):

B, 5-20%; C, 0,5-5%.

A, 20% i1i vise;



kod leucina: izobuten, izobutilen, izopentan, 3-metil-1-

-buten, aceton, izobutiraldehid, izovaleraldehid, izobutil-
amin, izoamilamin, N-izobutiliden-izoamilamin, N-izoamiliden-
jzoamilamin i diizoamilamin; i kod izoleucina: butan, buten,
jzopentan, 2-metil-1-buten, 2-butanon, 2-metilbutiraldehid,
2-metilbutilamin, N-(2-metilbutiliden)-2-metilbutilamin i
bis-(2-metilbutil)amin.

Pirolizom lizina n3 573 K Winter i Arbo (2) su utvrdili
amonijak, etilamin, dietilamin, trietilamin i tributilamin.
Johnson i Kang (3) su iz pirolizata iste aminokiseline, do-
bivenog zagrevanjem na 973 K, izolovali i cijanovodonik.

U pirolizatu lizina, dobijenom zagrevanjem na 523 K u toku
3,6-103 s, identifikovani su sledeé¢i proizvodi toplotnog
razlaganja: piperidin, tetrahidropiperidin, piridin, 2-me-
tilpiridin, N-acetilpirolidon, 2-aminopiridin, 2-pirolidon,
2-piperidon, 2-oksoheksametiletilenimin, N-metil-N-propi-
lizopropenilamin, cikloheksanon, 2-metilpirol, 2,5-dimetil-
piridin, 2,4-dimetilpiridin, N-etilacetamid, 2-propilpi-
ridin, 3-etilpiridin, zatim piridin jedinjenja molekulske
mase 135 i 149 i N-butilacetamid (9). 0d navedenih jedi-
njenja u glavne proizvqede izdvajaju se laktami, 2-piperidon,
2-pirolidon i 2-kaprolaktam.

Fujimaki i saradnici (10) i Kato i saradnici (13) su saops-
tili da nekoliko monoaminokiselina prilikom pirolize daju
nove aminokiseline; cistin se degradira u alanin, izoleu-

cin i metionin a fenilalanin u glicin.

Na osnovu svih navedenih saopStenja o proizvodima toplot-
nog razlaganja aminokiselina, moZe se zakljuéiti da se piro-
Tizati aminokiselina medjusobno razlikuju po tipu i koliéi-
ni proizvoda, 3to je posledica razliéite strukture amino-
kiseline ali i razli¢itih uslova pirolize, jer, na primer,
prisustvo amina kao glavnog fragmenta u jednom ispitivanju
(2) i njegova odsutnost u drugom ispitivanju (18) moze biti
samo posledica razlicCitih uslova pirolize.
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2.1.2. RAZMATRANJE MEHANIZMA REAKCIJE TOPLOTNOG
RAZLAGANJA AMINOKISELINA

Ispitivanjem proizvoda koji nastaju toplotnim razlaganjem
aminokiselina, mnogi autori su pokuSavali da objasne meha-
nizam nastajanja nekih proizvoda pirolize aminokiselina
(5, 7, 9, 10, 11, 16, 17).

Simmonds i saradnici (4) su prvi predpostavili opSti meha-
nizam toplotnog razlaganja monoaminomonokarbonskih kiseli-
na, ispitujué¢i pirolizate glicina, ao- i g-alanina, valina,
leucina i izoleucina, dobivene zagrevanjem na 773 K u toku
10 s. Na slici 1 prikazan je niz reakcija koji bi mogao pro-
vizorno da prikaze formiranje glavnih proizvoda toplotnog

razlaganja alifatic¢nih monoaminomonokarbonskih kiselina.

Autori smatraju da postoje Cetiri primarne reakcije (sli-
ka 1) kojima se aminokiseline razlaZu. Dekarboksilacija je
glavni put razlaganja koji se zapaZa po prinosu CO2 i for-
miranju amina kao glavnih reakcionih proizvoda.

Drugi nac¢in nastajanja proizvoda pirolize ukazuje na homo-
lizu C-C veze, u poloZaju a- u odnosu na amino grupu, Uz na-
stajanje alkil radikala. Najverovatnije je, da razlaganjem
alkil radikala dolazi do stvaranja alkena i vodonik radi-

kala, i1i nekog drugog alkil radikala:

RCHZCH2 e R 4 CH2=CH2

RCH,CH?

pLHy —— RCH=CH2 + H°

Tako propen, izobuten i njima sliéni alkani nastaju iz
valina, leucina i izoleucina. Visak alkena moZe da nasta-
ne i kao rezultat heterolitickog procesa koji vodi formi-
ranju ovih proizvoda.



-

=443,

RCH,CH,CN
r-HZO
0
l
RCH,CH,C — NH,
E
RCH;
: 'H
N e
/ \ RCH,
RCH,CH—C=0 RCH,(-H) + H<RCH, —= RCH, + RCH,(-H)

r R R'H
: +NH3 NH2 r~—- NH2 e NH3
| ! ( I R
IRCHZ—CH - COO-=i=RCH2—CH-COOH L +0H 20 H20
- & N e o R ol

X -NH3 *'l-CO RCH==CH

2 2
/////f§h3

RCH,- CH- C==0 RCH,CH,NH

2 2-"32
’ H RCH,-CH,-N==CH- CH,R
2 B e
-NH
-C0 [RCH,,CH=N]
H,0 -H,

- RCHZCHO RCHZCN

STika 1. Mogu¢ put toplotnog razlaganja alifatiénih monoaminokarbon-
skih kiselina, prema Simmonds-u i sar.
Reakcije oznaCene sa * smatraju se favorizovanim ukoliko
razlaganje ide iz cvitjonskog oblika aminokiseline.
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Deaminacija Se pojavljuje kao treé¢i nacin razlaganja, po
svoj prilici putem raskidanja C-N veze, dajuc¢i amino radi-
kal. Medjutim, primeceno je da amonijak moze da bude i pro-
jzvod sekundarne reakcije, pa njegovo nastajanje kao deo

primarnog razlaganja moze da bude manje znacajno.

Cetvrti nacin razlaganja ukljucuje gubitak jednog ili vise
molekula vode, prac¢en reakcijama kondenzacije, kojima se
formiraju dipeptidi i1i diektopiperazini.

Nastali glavni proizvodi pirolize alifaticnih aminokiseli-
na, amini, mogu da se fragmentiraju i da dalje reaguju, Sto
potvrdjuje prisustvo sekundarnih proizvoda reakcije. Svaki
amin moZe da se postupno razlozi uz gubitak dva molekula vo-
donika gradec¢i odgovarajuc¢i nitril, preko medjuproizvoda,
imina (18, 19):

RCH,CH,NH

oCH,NH, CN

—— [RCH,CH = NH] —— RCH,
Gotovo sve aminokiseline daju N-alkilaldimine kao znacajne
proizvode pirolize, a koji verovatno nastaju iz prekursora
imina, reakcijama kondenzacije (20), kako je prikazano na
slici 1. Gubitkom vodonika iz primarnog amina nastaje in-
termedijerno imin koji moZze dalje da reaguje sa aminom, re-
akcijom transalkidizacije (21) ili sa vodom, dajucéi aldehid
koji kasnije podleZe reakciji kondenzacije sa aminom.

Simmonds i sar. (4) su saopStili rezultate istrazivanja
proizvoda pirolize glicina i postavili mogué put nastajanja
amida (slika 2).

Najverovatniji put nastajanja amida obuhvata razlaganje di-
ketopiperazina, preko preseka oznacenog sa A. Cepanje dike-
topiperazina preko preseka B obuhvata dehidrataciju koja
vodi formiranju drugih proizvoda, na primer HCN. Alterna-
tivni put ove reakcije bio bi preko dipeptida. Treca moguc-

nost ukljucuje adiciju vodonika i oduzimanje amonijaka, §to
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Slika 2. Mogu¢ put nastajanja amida u pirolizatu glicina, prema
Simmonds-u i sar.

| jJe mala verovatnoc¢a, jer kiseli medjuproizvod nije bilo mo-
| guce detektovati u reakcionoj smeSi a duzi lanac amida bi

I mogao biti rezultat kondenzacije izmedju drugih amina i ki-
selih medjuproizvoda. Takodje, vrlo je moguce da amidi nas-

taju istovremeno i razlaganjem diektopiperazina i cikliénog
a-laktona.




0d posebnog interesa je da se razjasni put nastajanja nitri-
la Cija je duzina lanca ekvivalentna polaznoj aminokiselini.
Najverovatnije je, prema Simmonds-u i sar. (4), da oni nas-

taju gubitkom molekula vode iz odgovarajucih amida (slika 2).

Ratcliff i saradnici (6) su predlozili mehanizam reakcije
toplotnog razlaganja a-aminokiselina, obuhvatajuci i pri-
marne i sekundarne proizvode reakcije. PredloZzen mehanizam

pirolize a-aminokiselina prikazan je na slici 3.
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Slika 3. Mogu¢ mehanizam toplotnog razlaganja a-aminokiselina, prema
Ratchiff-u i sar.
) Jedinjenja za koja se smatra da nisu nadjena, ali je izveden
zakljucak na osnovu drugih informacija
) Jedinjenja koja rezultuju iz niza homoliza, narocito za duZi
niz prekursora
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Jednostavna dekarboksilacija je, pouzdano se moZe zaklju-
¢iti, glavni proces koji se odvija. Takodje, vrlo znacCajno
je formiranje peptida i diketooiperazina, koji su uglavnom

odgovorni za formiranje sekundarnih proizvoda.

Isti autori su takodje saops$tili da je deaminacija glavni

proces razlaganja B-aminokiselina. B-Aminokiseline razla-

ganjem daju nezasicene kiseline i amonijak kao glavne pro-
izvode (6):

RCHZ—CH-CHZCOO@——-RCHZCH=CHCOOH + NH

|
® NH,

3

0d sekundarnih proizvoda, koji nastaju pirolizom B-aminoki-
selina, nitrili sa istim brojem C-atoma kao u polaznoj ami-
nokiselini i amidi su dominantni. Tri moquca nacina dobi-
janja amida pirolizom B8-aminokiselina prikazana su na sli-
ci 4.

CH2=CHC00H + NH
0 |
® © N Il
H3NCH2CH2COO«ﬁ> l -—>-CH2=CHCNH2 == CHO=CHEN

2
% 9 5

H3NCH2CH2C-NHCH2CH2CO

3

STika 4. Mogu¢ put nastajanja amida u pirolizatu 8-aminokiselina
prema Ratcliff-u i sar.

Medjuproizvod, B-lakton, je iskljucen ispitivanjem sa 8-
alaninom 15N. 0d navedenih reakcija, bimolekulska reakci-
Ja izmedju akrilne kiseline i amonijaka je najprihvatlji-

vija (6).

Put toplotnog razlaganja y-, §- i e-aminokiselina moie se
prikazati sledecom reakcionom shemom (6):
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Ratcliff i saradnici (6) su takodje predloZzili mogquc¢ put
toplotnog razlaganja a-metil-a-aminokiselina (slika 5).
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Slika 5. Mogu¢ put toplotnog %
prema Ratcliff-ugmi okl

laganja a-metil-a-aminokiselina,
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Glayna reakcija toplotnog razlaganja a-metil-a-aminokise-
lina, prema reakcionom dijagramu, prikazanom na slici 5,
je formiranje ketona. Ostali glavni i sporedni putevi uklju-

¢uju dekarboksilaciju, deaminaciju i kondenzaciju.

2.1.3, KINETIKA REAKCIJE TOPLOTNOG
RAZLAGANJA AMINOKISELINA

Abelson, Vallentyne i Drozdova (22, 23, 24, 25) su ispita-
1i kinetiku pirolize vodenih rastvora aminokiselina, kon-
centracije 0,01 mo]a/dm3, i odredili kineticCke parametre.
Autori su utvrdili da je proces dekompozicije difuziono
ogranicen.

Kinetiku pirolize anhidrovanog L-leucina 14C na temperatu-
ri od 451 do 578 K ispitali su Lavrent’ev i saradnici (26).
Autori su saopndtili da je konstanta brzine reakcije dekompo-

zicije veca pri visim temperaturama.

Kinetika pirolize suve smeSe DL-glutaminske kiseline, DL-as-
paraginske kiseline, glicina, DL-valina, DL-izoleucina,
DL-leucina, DL-fenilalanina i DL-8-alanina, na temperaturi
od 350 K u toku 0 do 170 casova, ispitana je aminokiselin-
skom analizom hidrolizata dobijenog pirolizata (27). Na
slici 6 prikazana je kineticka kriva reakcije pirolize leu-

cina i suve smede aminokiselina prema Lavrent’ev-u i sar.(27).

Na osnovu oblika kinetickih krivih, prikazanih na slici 6,
Jasno je da ukupan sadrZaj aminokiselina u hidrolizatu pi-
rolizata aminokiselina opada sa produZavanjem vremena pi-
rolize., 0Cigledno je da u prvim fazama pirolizata dolazi

do termokondenzacije aminokiselina uz obrazovanje polimer-
nih proizvoda sloZenijih struktura od proteina, koji ne hi-
drolizuju u potpunosti sa vodenim rastvorom HC1, koncentra-
cije 6 mo]a/dm3, cak ni za 72 Casa. Odmah zatim, prema na-
vodima Lavrent’ev-a i sar. (27) dolazi do delimicne piroli-
ticke depolimerizacije sintetisanih polimera, bilo uz od-

cepljenje aminokiselina, il1i kidanjem odredjenih veza u
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Slika 6. Zavisnost sadrZaja aminokiselina (a) u hidrolizatu pirolizata
dobijenog zagrevanjem na 350 Kod vremena pirolize, (t);
1 - u pirolizatu leucina nakon 24-Casovne hidrolize;
2 - u pirolizatu leucina nakon 72-Casovne hidrolize;
3 - hipoteticna kriva karakteristicna za kinetiku pirolize
u smes$i aminokiselina prema Lavrent’ev-u i sar.

molekulu, Sto omoguédava oslobadjanje aminokiselina nakon
72-casovne hidrolize. Proizvodi termodestrukcije polimera
ponovo ucestvuju u sintezi, koli¢ina aminokiselina u hidro-
lizatu se smanjuje, a zatim dolazi do depolimerizacije. Ta-
ko se proces ponavlja vide puta, pa je zato moguce pred-
postaviti oscilatorni karakter oko osnovne krive uz poste-

peno smanjenje amplitude (kriva 3).



2.2.0, ELEKTRON SPIN REZONANTNO ISPITIVANJE
SLOBODNIH RADIKALA

Elektron spin rezonancija je spektroskopska metoda kojom

je adsorpcijom elektromagnetnih talasa u materijalima koji
imaju paramagnetne vrste, u magnetnom polju, moguce proucCa-
vati prirodu i strukturu tih vrsta, kao i samu materiju u
koju su ugradjene te vrste. Za sve te vrste karakteristicno
je prisustvo nesparenog, odnosno "slobodnog elektrona", ko-

jem duguju svoja magnetna svojstva.

Prva primena elektron spin rezonancije (ESR) ili paramagnet-
ne rezonancije (EPR) i prvo tumalenje ESR spektra datiraju
iz 1945. godine i pripisuju se E.Zavojskom, koji je protu-
macio ESR spektar CuC]Z. ZHZO soli, dok su prvu koncepciju
ESR spektroskopije dali fizicari holandske Skole sa C.J.
Gorterom, nekih desetak godina ranije, ispitivanjem pona-
Sanja elektron - spinova Cvrstih kristalnih supstanci pri
vrlo niskim temperaturama (28, 29, 30).

Nagli razvoj mikrotalasne tehnike posle 1945. godine i is-
trazivanja fizicara Clarendon Laboratory, Oxford, uticali
su da ispitivanja iz ove oblasti prevazidju teorijska raz-
matranja i postanu aplikativna.

ESR metoda je primenjiva za sve paramagnetne sisteme koji
imaju zbirni elektron spinski momenat razlicit od 0. Ovu
metodu karakteriSe velika osetljivost (mogquce je detektova-
ti koncentracije do 10—5 mo]a/dm3), mala masa ispitivane

materije (do 0,1 g) i nedestruktivnost paramagnetne mate-
rije (31-44).



2.2.1, PONASANJE SLOBODNIH RADIKALA U MAGNETNOM POLJU

Moguénost za dokazivanje slobodnih radikala vezana je za
njihove magnetne osobine. Magnetne osobine radikala defi-
nisu se merenjem magnetne susceptibilnosti:

(1)

ba
"
e

gde je:
I - magnetizacija jedinice zapremine, a

H - jac¢ina magnetnog polja.

Paramagnetne supstance imaju x > 0. Paramagnetizam potice
od spina nesparenih elektrona ¢iji su spinski i ugaoni mo-
menti u interakciji sa poljem. Orijentacijom magnetnih mo-
menata u polju uspostavlja se staticka raspodela za sve mo-
guée z-komponente i orijentacija.magnetnih polja zavisi od
temperature, jer je njihovoj orijentaciji suprotstavljeno
haoti¢no toplotno kretanje atoma (45). Zato se kod slobod-
nih radikala promena magnetne susceptibilnosti opisuje

Curie-Weiss-ovim zakonom:

x = Nu?/k-(T-8) (2)
gde je:

—
I

Avogadro-ov broj,

magnetni momenat,

Boltzman-ova konstanta,

apsolutna temperatura, i

(e] . X =
i

Curie-ova temperatura.

Kada se magnetni dipolni momenat stavi u staticko magnet-
>

no polje H on prouzrokuje precesiju oko tog polja sa uga-

onom brzinom:

w = -vH (3)
gde je:
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y - Ziromagnetni odnos, a
w - ugaona brzina koja se naziva Larmor-ova frekvencija.

Takva precesija proizvodi oscilatorni magnetni momenat u
ravni normalnoj na polje ﬁ. Ako se primeni promenljivo ma-
gnetno polje H1cos Wy gde je ﬁ1<<ﬁ i §1_i_ﬁ, tada dolazi
do interakcije izmedju komponenti dipolnog magnetnog momen-
ta i tog polja. Ta interakcija Ce imati znatan efekat na
promenu energije dipola samo u sluCaju kada frekvencija
promenljivog polja ﬁ1 ima vrednosti koje su u uskom inter-
valu w - Kada je w = w ispunjen je uslov rezonancije, od-
nosno postoji moguc¢nost promene energije dipola. Ova poja-
va izmene energije naziva se magnetnom rezonancijom. Kvan-
tnomehanicki pristup ovom problemu moze se definisati Schro-

dinger-ovom jednaCinom za sistem u magnetnom polju (46):

kK v:. = E. ¢, (4)
gde je:
wi - talasna funkcija stanja sistema,
k - Hamiltonijan ili operator energije za sistem, a
Ei - svojstvena vrednost stanja 1.

Redenjem Schrddinger-ove jednaCine dobija se izraz za ener-
giju:

EM = -yHM (5)
gde je:

M - magnetni kvantni broj koji moZe poprimiti vrednosti
=J, =Jd+1, ..., +d.

Vidi se da cepanje energetskih nivoa, tzv. Zeeman-ovo cepa-
nje, zavisi od jaCine magnetnog polja u iznosu faktora y.
leemah=o0vd energija EM kvantizirana je u sk]idu sa kvanti-
zirdanjem Komponernte momenta J u smeru polja H1. Za para-
mdgnethu testicu koja je kvantizirana kvantnim brojem J u
konstantnom magnetnom polju energetski nivo se cepa na 2J+1
nivoa koji su medjusobno odvojeni razlikom energije AE (46):



AE = y-DH (6)
gde je:

h - veli¢ina definisana izrazom h/2w, pri Cemu je h
Planck-ova konstanta.

U visokofrekventnom magnetnom polju ﬁ1 koje je normalno na

konstantno magnetno polje ﬁ, tako da je:

hw = AE (7)

dolazi do prelaza izmedju susednih nivoa saglasno pravilu
izbora aM = ¥1, odnosno do magnetne rezonancije. Ako dipol-
ni momenat potice od elektrona onda se govori o spinskoj re-
zonanciji (ESR), a ako potice od atomskih jezgara govori se

o nuklearnoj magnetnoj rezonanciji (NMR).

2.2.2. ELEKTRON SPIN REZONANCIJA (ESR)

Elektron spin rezonancija (ESR) se bazira na Zeeman-ovom
efektu koji je posledica interakcije spina elektrona i spi-
na jezgra sa spoljasnjim magnetnim poljem. Energija te in-

terakcije data je izrazom:

2 - IR
EZ = 'UH = —(pe + pN)-H (8)
gde su:
p; i uﬁ - spinski magnetni momenti elektrona i jezgra u prav-
cu z-ose 1 izraZzeni su u jedinicama .
Saglasno pravilu izbora sa ESR spektroskopiju (AMI = 0 i
AMS = $1) energetska razlika izmedju dva nivoa izmedju ko-
Jih je dozvoljen prelaz bice:
AE = g_ B8 _H (9)

e e
gde je!

Ga ~ spektroskopski faktor cepanja i u slu¢aju "slobodnog"
elektrona ima vrednost 2,00232,

Be - Bohr-ov magneton, definisan izrazom eﬁ/Zme, pri Cemu
su e i m, naelektrisanje i masa elektrona.



Ako se na to stalno magnetno polje primeni visokofrekven-
tno magnetno polje takve frekvencije " da je:

E = h v = g8 H (10)

do¢i ¢e do prelaza izmedju susednih Zeeman-ovih nivoa uz

odgovarajucu promenu spina elektrona. Jednacina (10) daje
poznati uslov elektron spin rezonancije. Za slozeniji slu-
¢aj kada pored spinskog ugaonog momenta postoji i orbital-

ni ugaoni momenat, rezonantni uslov glasi:

AE = hv_ = gBeH (11)

gde se sada zbog orbitalnog doprinosa, g-vrednost razliku-
je od vrednosti g, 2@ slobodan elektron iz jednacine (10).

2.2.3, OSNOVNE KARAKTERISTIKE ESR'SPEKTARA

Najjednostavniji oblik ESR spektra je jedna simetricna 1i-
nija koja nastaje kao rezultat superpozicije velikog bro-
ja linija, Sto uslovlijava relativnu nedefinisanost takvog
spektra (25). Osnovne karakteristike ove simetricne ili

“singletne" linije su:

intenzitet linije ESR spektra,

Sirina linije ESR spektra,

oblik Tinije ESR spektra, i

polozaj linije ESR spektra.
Intenzitet linije ESR spektra

Prisustvo nesparenog elektrona uzrokuje apsorpciju mikro-
talasnog zracenja i velicCina te apsorpcije je proporcional-
na razlici u energiji populacije izmedju dva nivoa. Mikro-
talasna snaga koju apsorbuje uzorak proporcionalna je bro-
ju kvanata energije koji se apsorbuju u sekundi i jednaka
je verovatnoc¢i prelaza i broju spinova u niZem nivou, i
energiji h svakog kvanta. Ako postoji N spinova, prema
Boltzman-ovoj distirubiciji postoji NaE/2kT dodatnih spi-
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nova. Verovatnoc¢a prelaza izmedju dva nivoa kvantnomehani-

¢ki je definisana sledec¢im izrazom:

W= n2(gB)%HE f(v-v )/h? (12)
gde je:
H1 - intenzitet mikrotalasnog polja H1cos 2nvt,
f(v-v_) - normalizovan oblik krive, funkcija koja odredjuje

raspodelu rezonancije oko Vg
Apsorbovana snaga je funkcija frekvencije:

P(v) = MnP(gB)2H] wv F(vev )/2KT (13)

gde je:
il rezonantna frekvencija, a

N - ukupan broj spinova.

Apsorbovana snaga po jedinici zapremine uzorka je:

P = mux" H? | (14)
gde je:
x" - susceptibilnost uzorka.
Izlazni signal napona koji daje linearni detektor ESR spek-

trometra proporcionalan je:

" 1/2
nQx"(P,) (15)
gde je:
n - faktor koji odredjuje odnos izmedju zapremine uzorka i
zapremine 3Supljine ako je ista raspodela polja,
QO - vrednost koja je odredjena za Supljinu,

PO - mikrotalasna snaga koja stiZze do Supljine.

Kombinacijom gornjih jednacina dobija se da je signal pro-
porcionalan:
2 1/2
Nog vaQO(PO)

ol el (16)

gde je:

No - ukupni broj spinova po jedinici zapremine.
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Maksimalna amplituda signala se dobija kada je v = Vi i

odredjena je polu$irinom av na poluvisini apsorpcione 1li-
nije. Na datoj vrednosti frekvencije i temperature razlika
u populaciji izmedju dva nivoa ostaje konstanta i zato jJe
velicéina apsorbovane mikrotalasne snage proporcionalna ukup-
nom broju nesparenih elektrona u uzorku. Integralni intenzi-
tet apsorpcione linije moZe se uzeti kao mera koncentracije

nesparenih elektrona koji su prisutni u uzorku (47).
Sirina linije ESR spektra

Sirina linije direktno zavisi od cepanja energetskih nivoa
koji su zauzeti nesparenim elektronima. Merenje Sirine 1i-
nije daje nam informaciju o veliCini interakcije koju trpi
nespareni elektron i uzrokuje da se njegova energija cepa.
Rezonantna linija koja nastaje od:nesparenih elektrona u
uzorku nema konacan oblik koji bi se mogao predpostaviti
na osnovu energetskih nivoa za slobodan elektron. Linija
ima izvestan oblik funkcije f(v—vo) koja se karakterisde
poludirinom na poluvisini amplitude, aAv. Sirenje linije
nastaje zbog ogranicenog vremena Zivota spinskog stanja,
zbog spin-reSetka relaksacionih procesa i malih energet-
skih razlika koje nastaju od fluktuacije lokalnih polja.

Vreme Zivota Cestica moZe se odrediti na osnovu Heisen-
berg-ovog principa neodredjenosti, aAEat = h/2w, odnosno

ako sistem ima vreme Zivota At njegovi energetski nivoi
mogu biti odredjeni sa tacnodcéu AE. U jedinicama frekven-
cije prirodna §irina linije odredjena je sa AE = hav, nesi-
gurnost rezonantne frekvencije odgovara polus§irini linije:

B 1 Bt et (17)

2nat 2n T

gde je:

T - relaksaciono vreme koje karakterise $irinu linije.
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Postoje dva tipa procesa relaksacije, spin-reSetka i spin-
-spin, sa odgovarajuc¢im vremenima relaksacije T1 i T2, ta-
ko da je:

av = /T, /T, (18

1
Relaksacijom spin-reSetka obuhvacdeni su procesi u kojima
elektronski spinovi predaju svoju energiju molekuli kroz
spin-orbitalnu interakciju. Ako je ova interakcija jaka
eiektroni u gornjem nivou ostaju kratko vreme i Zeeman-ovi
nivoi ¢e se cepati po energiji i spin-relSetka relaksaciono
vreme T1 je kratko. U tom slucaju spin-reSetka interakcija
je glavni faktor koji odredjuje Sirinu linije (48).

Za organske slobodne radikale konstanta spin-orbitalne in-
terakcije je mala, cepanje energetskih nivoa je veliko pa
je veliko i spin-reSetka relaksaciono vreme T1, tako da
ono ne odredjuje Sirinu linije. Medjutim, veliko vreme T1
moze uzrokovati izvesno proSirenje linije kroz efekat sa-
turacije, jer je u tom slucaju mala brzina uspostavljanja
Maxwell-Boltzman-ove raspodele po Zeeman-ovim nivoima, pa
su veé male gustine upadne mikrotalasne snage dovoljno ve-
1ike da indukuju prelaze prema gore sa brzinom vecom od
brzine uspostavljanja ravnotezZe.

Glavni uticaj na Sirinu linije kod slobodnih radikala daju
spin-spin interakcije koje sadrZe sve mehanizme kojima spin
moZze izmenjivati energiju sa drugim spinovima a da je ne
vraca reSetki ili sistemu kao celini (49). Takve interakci-
je ne pomaZu uspostavljanju termicke ravnoteZe ali proSiru-
jJu linije direktnim dejstvom spinova jednog na drugi ili
zbog kraceg vremena Zivota spinskog stanja (50). Glavne in-
terakcije ovoga tipa su dipol-dipol interakcije. Elektron-
ski spin koji se nalazi u gornjem Zeeman-ovom nivou moZe

se dipolnom interakcijom vratiti u osnovno stanje ali s tim
da drugi spin preuzme energiju pobude. Energija apsorbovana

na ovaj nacin nekim spinom predaje se &itavom spinskom siste-



mu, a ogranicava se vreme Zivota spina u pobudjenom stanju
(smanjuje se vreme relaksacije T2) §to prema izrazu (18)

vodi povecanju Sirine linije. Ovo proSirenje tumacCi se stva-
ranjem lokalnih polja H]ok’ koje spin (magnetni dipol ﬁ)
stvara na mestima drugih spinova. Prosirenje linije usled
spin-spin interakcije moguce je umanjiti smanjivanjem kon-
centracije slobodnih radikala. Istog tipa je i dipolna in-
terakcija nesparenog elektrona sa jezgrom. Ako su konstante
hiperfine strukture male nastaje nerazlucena hiperfina struk-

tirra.

Drugi tip Sirenja linije ESR spektra je nehomogeno Sirenje
koje moze nastati zbog razlic¢itih statickih magnetnih polja
na razlic¢itim elektronima, Sto je uzrokovano nehomogenoscu

spoljadnjeg magnetnog polja (49).
Oblik linije ESR spektra

Oblik ESR linije odredjen je vrstom interakcije izmedju spin-
skog sistema i njegove okoline. U homogenim sistemima, gde je
proces relaksacije kontrolisan spin-reSetka interakcijama,
mikrotalasna energija koju sistem apsorbuje raspodeljuje se
tako da je spinski sistem u termickoj ravnoteZi u rezonan-
ciji 1 teorija predvidja linije Lorentzian-ovog oblika. U
nehomogenom spinskom sistemu pojedini elektroni mogu biti

u razlic¢itim lokalnim poljima tako da rezonancija nije is-
tovremena za sve spinove. Ako su spin-spin interakcije la-
gane u poredjenju sa relaksacijama reSetke, spinski sistem
nece dostic¢i termiCcku ravnotezu i apsorpciona linija ima
Gaussian-ov oblik. Evidentne su razlike izmediu ova dva ob-
1ika ESR linija. Lorentzian-ova linija je oStrija, uZa je
funkcija prema centru linije a krajevi sporije opadaju nego
kog Gaussian-ove linije. Prakti¢no ova dva oblika linija mo-
gu se odmah razlikovati na osnovu "opadanja" krajeva lini-

ja (51). Eksperimentalni oblik linije je negde izmedju ova
dva teorijska tipa. Tacan oblik linije odredjen je mehaniz-
mima koji Sire spektralnu liniju. Kombinacije homogenog i
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nehomogenog mehanizma Sirenja cesto daju liniju koja ima
oblik izmedju ova dva teorijska tipa. Mehanizmi koji uzro-
kuju homogeno Sirenje linije su dipol-dipol interakcije
jzmedju spinova, izmena spinova, interakcije spina sa mag-
netnim poljem, prelazi elektrona, spin-reSetka relaksacija,
hemijske izmene i dinamicke dipolarne interakcije sa sused-
nim elektronima ili jezgrima. Ovi mehanizmi daju linije

Lorentzianovog oblika.

Nehomogeno 3irenje linije nastaje zbog razlike u statickom

magnetnom polju na razlicitim elektronima u uzorku, Sto mo-
7e biti uzrokovano nehomogeno3¢u spoljadnjeg magnetnog polja,
nerazlucéenom hiperfinom strukturom i statickom anizotropnom
dipolarnom i orbitalnom interakcijom kod haoti¢no orijenti-
sanih sistema. Ovi mehanizmi daju linije koje su Gaussian-

ovog oblika.

PolozZajg lintje ESR spektra

PoloZzaj linije ESR spektra odredjuje g-vrednost, koja se
naziva spektroskopski faktor cepanja i daje odnos velicCine
magnetnog momenta i orbitalnog momenta jednog elektrona.

U sluCaju slobodnog elektrona bez uticaja spoljasnjeg mag-
netnog ili elektricnog polja g-vrednost moZe biti izvede-
na direktno iz kvantnih brojeva L, S i J primenom Landé-ove
formule:

g = 1+ JLIH1) + S(S+1) - L(L+1) (19)

2J(J+1)

gde su:
S - kvantni broj spinskog momenta,
L - kvantni broj orbitalnog ugaonog momenta,

J - kvantni broj ukupnog ugaonog momenta.

Za slobodan elektron S = 1/2, L = 0 i J = 1/2 i g-vrednost
iznosi 2. Primenom relativisticke teorije Dirac je izracu-
nao tac¢nu g-vrednost, koja iznosi By & 2,00232 .




Kod velikog broja organskih slobodnih radikala, gde se ne-
spareni elektron nalazi u delokalizovanim molekulskim or-
bijtalama ili u orbitalama bez orbitalnog kretanja, g-vred-
nost ima vrednost blisku onoj za slobodan elektron.

g-Vrednost je nezavisna od pravca magnetnog polja jedino u
izotropskim sistemima kao Sto su slobodni radikali u nisko
viskoznim tecnostima ili neorganski radikali, gde se joni
metala nalaze u sistemima visoke simetrije. U navedenim slu-
¢ajevima prosecéna vrednost orbitalnog ugaonog momenta jed-
naka je nuli.

Orbitale elektrona nisu izotropne, ali su orijentisane pre-
ma susednom atomu. Ako je polje orijentisano u razliCitim
pravcima, onda je pomeranje linija orbitala razlié¢ito Sto
uslovlijava da je g-vrednost anizotropna. Ova velicCina je
tenzor drugoga reda, Sto znaci da magnetni momenat zajedno
sa spinom nije neophodno paralelan sa ukupnim momentom spi-
na. Kada jedan kristal rotira u magnetnom polju, poloZaj
linija spektra se moZze znatno pomeriti ako postoji jaka
spin-orbitalna interakcija. U tecnostima, pomeranje linija
je veoma brzo, tako da jedino prosecne g-vrednosti mogu bi-
ti detektovane. U takvim slucajevima g-vrednost moZe biti
smatrana kao izotropna vrednost.

2.2.4, POUAVLJIVANJE SLOBODNIH RADIKALA U
AMINOKISELINAMA

Renner i Reichelt (62) 1973. godine ispitujué¢i mutagenost
mleka u prahu ozracenog y-zracima, su saop3tili da y-ozra-
ceno mleko u prahu sadrZi visoke koncentracije slobodnih
radikala neispitanih osobina. Szent-Gyorgyi (63) saopstava
da postoji veza izmedju kancera i slobodnih radikala u pro-
teifima. Imoto (54, 55) podrZava miiljenje da postoji rela-
cija izitedju kancerogeneze i slobodnih radikala. Kosige i
saradnici (56) 1978. godine saop3tavaju da pirolizati L-17-
zina, L-triptofana i L-fenilalanina sadrie mutagene proiz-
vode sloZenije strukture od slobodnih radikala.




Uchiyama i Uchiyama (57) ESR spektroskopskom metodom ana-
lize su utvrdili da zagrevanje i y-ozracCivanje prehrambe-
nih proizvoda "Kamamboko" i "Japanese" (vrste peciva sa ri-
bom) uzrokuju formiranje slobodnih radikala (g = 2,0030 ~
~2,0049), ¢iji intenzitet raste sa porastom temperature i
doze y-zraka. Veca koncentracija radikala je bila prisutna

u proteinskim frakcijama "Kamamboko".

ESR ispitivanjem y-ozraCenih kristala L-asparaginske kise-
line Ogawa i saradnici (58) su 1980. godine utvrdili da je
inicijalni radikal I formiran ozracCivanjem y-zracima na

77 K, radikal II na 140 K, a radikal III na 200 K:

+ +
TH3 TH3

HO,,CCH,CHCO,H HO,,CCH,,CHCO,H H0,CCH,CCO,
I 11 111

Istovremeno Fumio i saradnici (59) su saopsStili da y-ozra-
¢eni vodeni rastvori glicina i alanina u prisustvu spin

trapa (nosaca radikala) Me3CN02 dajy stabilne sain a%ukte.
Glicin daje spin adukte Me3N(O')CH2CO2 i MeBN(O')CH(NH co,

a alanin Me3N(O‘)CHMeCO2 i Me3N(O')CH2CH(EH3)C02.

3)

Miyagawa i saradnici (60), Piazza i saradnici (61), Mangi-
aracina (62), Saxebol i saradnici (63) i Chacko i saradni-
ci (64), ESR i ENDOR ispitivanjem X-ozracenih kristala
N-acetilglicina, su utvrdili da se na sobnoj temperaturi
X-ozra¢ivanjem N-acetilglicina stvara stabilan radikal
CHCONHCHCOOH.

ESR ispitivanjem X-ozraCenih kristala N-acetilglicina na
temperaturama od 170 do 250 K Sinclair i saradnici (65) su
utvrdili da su inicijalni radikali I i Il formirani ozra-
Civanjem X-zracima na 181 K, radikali III i IV na 200 K a
radikal V na 250 K:
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H3CCONHCH2 H3CCONHCH2CI-O H,CCOOH
OH
I 11 111
H3CCONCH2COOH H3CCONHCHCOOH
IV v

Paul i Fischer (66) su utvrdili da se X-ozralivanjem krista-
la N-acetilglicina na 77 K formiraju slede¢i stabilni radi-
kali: HyCCONHCH, i H CCONHCHZF;-OT

OH
ESR i ENDOR ispitivanjem kristala L-prolin monohidrata i

3

L-tioprolina, ozracenih X-zracima na 293 K, Nelson i Taylor
(67) su identifikovali sledece stabilne radikale u X-ozra-
¢enim prolin monohidratu (I) i tioprolinu (II):

i 0 wo O
H,N .c-c< HoN c-c”
/ [ OH / | ™ oy
HZC\C/CHZ HZC\S/CHZ
Ha
I 11

Uchiyama i Uchiyama (68) su ispitivali osobine slobodnih
radikala u pirolizatima kazeina i L-lizina. Autori su saop-
§tili da ESR intenziteti, odnosno koncentracije slobodnih
radikala (g = 2,0042 ~ 2,0053) rastu sa vremenom zagrevanja.
U pirolizatu L-1lizina (473 K; 1,2-103 s) frakcija nerastvor-
na u vodi i organskim rastvaracima imala je najvecu koncen-
traciju slobodnih radikala, oko 48% u odnosu na ukupnu. Vo-
deni ekstrakt je sadrZzavao oko 15,8% a metanolni ekstrakt

i oko 7;8% od ukupne koncentracije slobodnih radikala u ini-

cijalnom pirolizatu L-1izina. U ekstraktu hloroforma nije

registrovano prisustvo slobodnih radikala. Pirolizom kazeina




(423 K; 7,2-103 s) formirani su slobodni radikali koji su

bili stabilni u destilovanoj vodi u toku nedelju dana i ne-

promenjeni u prisustvu pepsina ili pankreatina.

Milié¢ i saradnici (7, 69) su primenom ESR spektrometrije
ispitali nastajanje i nestajanje slobodnih radikala u pi-
rolizatima strukturnih izomera aminobuterne kiseline. Za-
grevanjem 2-, 3- i 4-aminobuterne kiseline u atmosferi he-
lijuma, na 473, 573, 673, 773 i 873 K, tokom reakcionog pe-
rioda od 0,3-103 do 0,4-103 s, i frakcionisanjem ukupnih
proizvoda pirolize sa vodom, etanolom i n-heksanom, autori
su utvrdili, na osnovu oblika i1 intenziteta linija ESR spek-
tara ispitivanih uzoraka, da polozaj amino grupe u molekulu

aminokiseline utice na put formiranja slobodnih radikala.




2.3.0, TERMIJSKA ANALIZA

Termic¢ka razgradnja Cvrstih materijala je vrlo sloZen pro-
ces, pracen razgradnjom jednih i formiranjem drugih Jjedinje-
nja, destrukcijom pocetne kristalne reSetke, formiranjem
novih centara kristalizacije i njihovim rastom, adsorpcijom
i desorpcijom gasnih proizvoda, prenosom toplote i drugim
elementarnim procesima. Ovako slozZene kineticke procese je
moguée proucavati termijskom analizom.

Prvi radovi koji se mogu svrstati u oblast termijske anali-
ze su radovi Rudberg-a (70), koji je 1829. godine opisao
metod za odredjivanje krive hladjenja u zavisnosti od tem-
perature i1 vremena. Prva primena termijske analize za odre-
djivanje kinetickih parametara, odnosno brzine hemijske reak-
cije, datira verovatno iz 1911. godine i pripisuje se
Bruylants-u (71), koji je izucavao izomerizaciju butilbro-

mida u tercijarni butilbromid.

Nagli razvoj termijske tehnike i istrazivanja Kujirai-a i
Akahira-e (72, 73) uticali su na brz razvoj neizotermskih
metoda termijske analize.

Termijska analiza se zasniva na posmatranju i odredjivanju
prirode promena koje se deSavaju na ispitivanom materijalu,
a funkcija su temperature. U zavisnosti od naCina kojim se
promena meri, razradjene su posebne tehnike analize, i to
termogravimetrijska analiza (TGA), diferencijalna skening
kalorimetrija (DSC) i druge (71, 74, 75, 76).

Termogravimetrijskom analizom prati se promena mase uzorka

u zavisnosti od temperature, a diferencijalnom skening kalo-
rimetrijom prati se promena toplotnog sadrzaja (entalpija)
uzorka u zavisnosti od temperature.



Termogravimetrijska analiza se primenjuje za utvrdjivanje
hemijskog sastava uzorka, za pracenje termicke stabilnosti
uzorka, za izracunavanje kinetiCkih parametara razliCitih
hemijskih procesa, kao i pracenje termiCke razgradnje raz-

1i¢itih materijala.

Diferencijalna skening kalorimetrijska analiza se koristi

za odredjivanje faznog prelaza materijala, tacke ostaklja-
vanja i stepena Cistoce materijala, zatim za odredjivanje
toplote reakcije, toplote kristalizacije, toplote stvaranja,
toplote isparavanja itd. DSC analiza je posebno pogodna za
izracunavanje kinetickih parametara razlic¢itih hemijskih

reakcija.

2,5,1, TERMIJSKA ANALIZA AMINOKISELINA

Termijska analiza je tek u najnovije vreme primenjena za
ispitivanje termicke stabilnosti proteina i aminokiselina.
Bernal i Jelen (74) su, koristec¢i DSC, odredili termicku
stabilnost proteina surutke. Wu i saradnici (75) su pomo-
¢u DSC analize ispitivali uticaj temperature na smelSu skro-
ba i proteina ribe i utvrdili fizicko-hemijske promene po-
Timernog sistema, odnosno denaturaciju proteina i gelatiza-
ciju skroba. Mili¢ i saradnici (7) su saopStili, na osnovu
DSC i GC analiza strukturnih izomera aminobuterne kiseline,
da struktura aminokiselina, u uslovima pirolize, bitno uti-
e na tok reakcija dekarboksilacije, deaminacije i konden-
zacije.

2.5.2., ODREDJIVANJE KINETICKIH PARAMETARA REAKCIJE
PIROLIZE AMINOKISELINA TERMIJSKOM ANALIZOM

Hemijska kinetika se bavi ispitivanjem brzina i mehaniza-
ma hemijskih reakcija. Ova ispitivanja su od velikog zna-
taja poSto se njima dolazi do podataka o prirodi sistema,
na¢inu uspostavljanja i raskidanja veza, stabilnosti, ener-
giji, strukturi sloZenijih jedinjenja, prenosu mase i top-
lote (76).




Danas je razvijeno viSe metoda za interpretaciju podataka
dobijenih termijskom analizom. Primena ovih metoda je ogra-
ni¢ena tipom termijske analize i prirodom materijala koji

se ispituje (77).

Metode koje mogu da se koriste za interpretaciju podataka
DSC i TGA pirolizata aminokiselina, sa ciljem odredjivanja

bitnih kinetic¢kih parametara, su:

- metoda Kissinger-a,
- metoda Freeman-a i Carroll-a, i

- metoda Horowitz-a i Metzger-a.
Metoda Kissinger-a

Ovu metodu primenili su Perkin i saradnici (78) za odredji-
vanje kinetickih parametara reakcije termicke razgradnje
fenolnih smola i MacCallum (79) za odredjivanje kinetike
sinteze polimetilakrilata, polivinilacetata i l1-butilace-
tata.

Metoda Kissinger-a (80) pogodna je za odredjivanje energi-
je aktivacije, Arrhenius-ove konstante i konstante brzine
reakcije a spada u metode koje se zasnivaju na ispitivanju

uzoraka u dinamickim uslovima rada.

Da bi se izvrSila interpretacija podataka termijske anali-
ze Kissinger-ovom metodom, potrebno je snimiti DSC krive
uzoraka na nekoliko razlic¢itih brzina zagrevanja i pratiti

zavisnost brzine zagrevanja, 8, i temperature, T, u obliku:

log (8/T%) = £(1/T) (20)

Najcesée je ova zavisnost linearna.

IzraCunavanje vrednosti energije aktivacije zasnovana je
na relaciji:




_E _ d(log 8/T°)
R d(1/T)

gde je:
2
d(109 8/T7) _ haqib prave koja je prikazana relacijom (20),

R - gasna konstanta (8,314 J/mol K).

Nagib prave se odredjuje pomocu niza vrednosti temperatura
pika, T, odnosno 1/T, o¢itanih sa krivih snimljenih odabra-

nim brzinama zagrevanja.

Arrhenius-ova konstanta se odredjuje na osnovu izraza:

. oE/RT

A= in 22
——:az— |m1n l (22)

koriicenjem poznate ili prethodno izracunate energije akti-
vacije. Sledec¢i korak predstavlja izracCunavanje konstante

brzine reakcije:
(23)
Metoda Freeman-a 1 Carroll-a

Freeman-Carroll-ovu metodu primenili su Fond i Chen (82,82)
za odredjivanje kinetiCkih parametara pirolize ugljena i
amonijumcijanata.

Ova metoda se koristi za odredjivanje energije aktivacije

i reda reakcije (71, 83, 84). MoZe da se primeni na krive
snimljene i na DSC i na TGA uredjaju. Osnovu ove metode ¢i-
ni relacija:

alog (da/dt) _ ~ _ E YAl
. alog (1-a) 2,303 R Alog (1-a)




& B0 »

gde je:
n - red reakcije,
o - konverzija,
& - razlika logaritama dve susedne taCke na krivoj.

Za obradu podataka sa DSC krive, s obzirom da se prati pro-
mena toplotnog sadrZaja uzorka, dH/dt, Freeman-Carroll-ova

jednac¢ina (24), u ovom slucaju glasi:

Alog dH/dt _ o S A/T

Alog (HT—H) 2,303 R Alog (HT—H)

+n (25)

gde je:
dHT/dt - ukupna promena toplotnog sadrzaja uzorka,
dH/dt - promena toplotnog sadrzaja uzorka na temperaturi T.

Freeman-Carroll-ova metoda primenjena na TGA krivu predstav-

1jena je u sledecem obliku:

alog wr 2,303 R alog wr
gde je:
W =W -W, pri Cemu je:

r o
wc - maksimalni gubitak mase uzorka,
W - gubitak mase na temperaturi T,
%% - promena mase sa vremenom, prikazana na

DTG krivoj.

Relacije (25) i (26) predstavljaju jednaCine nrave sa na-
gibom -£E/2,303 R i odseckom na ordinati, jednakom redu
reakcije.

Metoda Horowitz-a 1 Metzger-a

Ova metoda daje mogucnost odredjivanja kinetickih parameta-
ra interpretacijom podataka sa TGA krive. Autori su poka-
zali (85) da termicka razgradnja Evrstih supstanci u odre-
djenom vremenskom intervalu (T—TS) ide po sledecoj relaciji:




- A1 &
b £ 8/RTC

1-¢C = (1 -n)e (27)

a zan=1dobija se:
£6/RT-

n (1/C) = e (28)
gde je:

C - koncentracija Cvrste supstance u nekoj tacki krive iz-

razena u molskim frakcijama,

TS - temperatura maksimuma razgradnje,

8 =T-T_.
S

Ova metoda je najvise primenjivana u sluajevima reakcije

pirolize organskih jedinjenja (81, 82, 85, 86).




3,0,0. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1.0. 1ZBOR AMINOKISELINA

Da bi se dobile informacije o uticaju temperature, poloZa-
ja metil, odnosno amino grupe na reakcije stvaranja slobod-
nih radikala i toplotnog razlaganja monoaminomonokarbonskih

kiselina, odabrane su slede¢e aminokiseline op3te formule

C6H13N02:
DL - norleucin,
DL - Tleucin,
DL - izoleucin i
DL - ¢ - aminokapronska kiselina.

Uticaj temperature, broja i polozaja karboksilnih, odnosno
amino grupa na stvaranje slobodnih radikala i reakcije top-
lotnog razlaganja aminokiselina, pracen je kod sledecih
monoaminodikarbonskih i diaminomonokarbonskih kiselina:

DL - asparaginska kiselina,
DL - glutaminska kiselina i
DL - 1lizin.

Reagenski i hemikalije, upotrebljeni u ovom radu, bili su
analiticke Cistoce. Upotrebljene aminokiseline su dobive-
ne od Cyclo Chemicals Division, Travenol Inc., New York.

Ostale hemikalije su bile proizvodnje Merck, Darmstadt.
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3.2,0, PIROLIZA AMINOKISELINA

Pirolizati DL-norleucina, DL-leucina, DL-izoleucina, DL-e-
-aminokapronske kiseline, DL-asparaginske kiseline, DL-glu-
taminske kiseline i DL-lizina su dobijeni zagrevanjem
5-10'3 mola svake od aminokiselina, u kvarcnoj tubi, na
473, 523, 573, 623, 673, 723, 773, 823 i 873 K, tokom reak-

cionog perioda od 1,2-102 do 1,08-104 s, pri normalnom pri-

tisku od 101,3 KPa i pri pritisku od 1,33-107% Pa (u va-

kuumu) .

ESR spektroskopska analiza pirolizata aminokiselina radje-
na je na sobnoj temperaturi od 293 K, nakon 6,00-102,

4,32-10% 1 2,16-10% s od prestanka reakcije pirolize.

3.5.0. HIDROLIZA PIROLIZATA AMINOKISELINA

Hidroliza pirolizata DL-norleucina, DL-leucina, DL-1zole-
ucina, DL-e-aminokapronske kiseline, DL-asparaginske kise-
line, DL-glutaminske kiseline i DL-lizina, dobijenih zagre-
vanjem 5-10-3 mola svake od aminokiseline na temperaturi od
623 K u toku 3,6-103 s, ispranih sa destilovanom vodom na
vodenom kupatilu na 358 K do potpunog uklanjanja eventual-
no prisutnih slobodnih aminokiselina, izvrSena je vodenim
rastvorom HCl (6 mo]a/dm3) na temperaturi od 378 K u toku

8,64-104 A

Hidrolizati pirolizata aminokiselina su analizirani hroma-
tografijom na tankom sloju. Aminokiseline koje su posluZi-
le kao standardi su rastvorene u vodenom rastvoru HC1, kon-
centracije 0,1 mo]a/dm3. Koncentracija svake od aminokise-

lina u navedenom rastvoru je iznosila 2,0-10~2 mo]a/dm3.




3,4,0, UPOTREBLJENE METODE U EKSPERIMENTALNOM RADU

3.4,1, ESR SPEKTROSKOPIJA

ESR spektralna odredjivanja slobodnih radikala pirolizata
aminokiselina vrSena su ESR spektrometrom Bruker 200 D, sa

sledeéim karakteristikama:

- ukupan opseg merenja: 10 mT

- vremenska konstanta: 1,0 s

- amplituda modulacije: 1,0-107 mT
- snaga mikrotalasnog podrucja: 16 mV

- fiksirano polje podeSavanja: 346 mT

- vremenski opseg merenja: 500 s

- frekvencija modulacije: ‘ 100 KHz

- frekvencija mikrotalasa: 9,515 GHz

- temperatura merenja: 293 K

Osnovne karakteristike ESR spektara definisane su g-vrednos-
tima, Sirinom linije, AHp-p’ intenzitetom linije, hp—p’ in-
tegralnim intenzitetom,I, i oblikom linije spektra.

g-Vrednosti su odredjene relativnim merenjima pomaka polja
AH. Kao interni standard pri ovim analizama koridcéen je
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), &¢ija g-vrednost izno-
S 9 = 2,0036 + 0,0002 a ne menja se u opsegu frekvencija
od 9 do 36 GHz.

Fino spraseni kristali DPPH su osuSeni na 353 K u toku
7,2-103 s, zatim je analizirana priroda slobodnih radikala,
pod istim rezontantnim uslovima, uzorka, DPPH i uzorka, od-
nosno DPPH. Iz dobijenih spektara odredjeno je mikrotalasno
rezonantno polje H0 za DPPH i pomak polja aH, koji predstav-
1ja pomak polja u rezonanciji za uzorak i DPPH. g-Vrednost
uzorka (gu) izraCunata je u odnosu na poznatu g-vrednost
DPPH (gs) sledec¢im izrazom:




g, = 9 (1 = aH/H]) (29)

U jednacini (29) AH ima negativnu, odnosno pozitivnu, vred-
nost kada se mikrotalasno rezonantno polje nalazi na nizim,

odnosno vidim vrednostima polja u odnosu na polje DPPH.

girina linije ESR spektra, AHp_p, odredjena je kao razlika
(u mT) izmedju maksimuma i minimuma na derivacionom spektru
i predstavlja 3irinu apsorpcione krive na mestu gde je mak-
simalni nagib.

Intenzitet ]inije,hp_p, odredjen je visinom minimalne 1 mak-

simalne tacke na spektru. Integralni intenzitet spektra de-

finisan je slede¢im izrazom:

I = k-h AH ‘ 30
P-P ( D'D) L5303
gde je:
k - konstanta proporcionalnosti, ¢ija vrednost zavisi
od prirode paramagnetne materije,
h - visina signala,
p-p

AH - §irina signala.
p-p

Da bi se izbegao uticaj konstante proporcionalnosti k, u
izrazu (30), odredjene surelativne vrednosti integralnih
intenziteta. Relativne vrednosti integralnih intenziteta
se izvode postupkom normiranja, prema siedeem izrazu:

2
Ny = ;IT_,z E;p-pjT (A?Z;p)T)Z (31)
min o !
p-p’/min p-p’min
gde je:

NI - normirana vrednost integralnog intenziteta,

IT - integralni intenzitet signala na temperaturi T,
i = integralni intenzitet signala na najniZzoj tempera-

Burt  Lons .
min




Oblik linije ESR spektra odredjen je metodom "nagiba" (50)

prikazanom na slici 7.

Nagib B
Nagib A NagibB_8B _

| NagibA A’

{ Lorentzian-ova

I
T
|
I
|
|
] Nagib B _ B" _

Nagib A A’

L&—-Bﬁ——>~ﬂA$J |

Gaussian-ova

Slika 7. Odredjivanje oblika ESR linije metodom
"nagiba" (50).

5.4,2, INFRACRVENA (IR) SPEKTROSKOPIJA

IR spektri pirolizata ispitivanih aminokiselina dobijeni
su KBr disk tehnikom na Unicam SP 1100 Infrared Spectro-
photometer-u, Unicam Lab.Inc.,, Cambridge.

5.4,3, HROMATOGRAFIJA NA TANKOM SLOJU

Kvalitativno odredjivanje aminokiselina, prisutnih u hidro-
lizatima pirolizata aminokiselina, radjeno je na tankom slo-

ju mikrokristalini¢ne celuloze (10 g mikrokristaliniéne ce-




g

luloze u 50 cm3 destilovane vode). Na tanak sloj naneto je

2 mol/dm®)

i hidrolizata pirolizata aminokiselina. PlocCe su razvijene

3 pdm3 rastvora standarda aminokiseline (2,0 x 10~

jednodimenzionalnom uzlaznom tehnikom rastvaradem izopropa-
nol - mravlja kiselina - voda (40:2:10). Vreme potrebno za
razvijanje iznosilo je oko 2 Casa, pri Cemu je front ras-
tvaraca presao put od oko 15 cm. OsuSeni hromatogrami su
prskani ninhidrin reagensom (ninhidrin, 0,25 g, etanol

95 cm3 i 2,4-1utidin, 5 cm3). Nakon prskanja ploCe su zagre-
vane u sudnici na 353 K u toku 6,0-102 s, pri Cemu su se

na beloj osnovi pojavile plave i lTjubicaste mrlje.

3.4,4, TERMIJSKA ANALIZA

Diferencijalna skening kalorimetrijska analiza DL-norleu-
cina, DL-leucina, DL-izoleucina, DL-e-aminokapronske kise-
line, DL-asparaginske kiseline, DL-glutaminske kiseline i
DL-1izina izvedena je na DSC kalorimetru, DuPont, Model
910, koridcenjem digitalnog programatora i pisaca DuPont
Thermal Analyzer, Model 1090, zagrevanjem ispitivanih ami-
nokiselina na temperaturu od 293 do 723 K sa programira-
nom brzinom zagrevanja od 3, 5, odnosno 10 K/60 s. Osetlji-
vost kalorimetra je bila 10 nJd/s.

Termogravimetrijska merenja svake od navedenih aminokise-
Tina izvedena su na TGA DuPont, Model 951, uz upotrebu di-
gitalnog programatora i pisaca DuPont Thermal Analyzer,
Model 1090, na temperaturama od 293 do 723 K sa programi-
ranom brzinom zagrevanja od 10 K/60 s. Osetljivost termo-
vage je bila 1 ug.

|




3.4,5, PIROLIZA - GASNA HROMATOGRAFIJA

Piroliza - gasno-hromatografska analiza DL-asparaginske,
DL-glutaminske i DL-e-aminokapronske kiseline radjena je
direktnim sistemom (on line) izmedju Chemical Data System
(CDS) Pyroprobe 150 i gasnog hromatografa Hewlett Packard
5840, sa kompjuterskim izvodom.

Piroliza aminokiselina radjena je pod slededim uslovima:

- koli¢ina uzorka: 2,0-10™° mola
- start/program: 373 K; 7,2-103 s; izoter-
mno ;
- temperatura pirolize: 473, 623, 773 odnosno
873 K;
- vreme dostizanja temperature
pirolize (ramp): 20 s;
5
- vreme pirolize: 1,2-10° s.

Hromatografsko razdvajanje pirolizata aminokiselina vrsSeno

Je gasnim hromatografom sa sledec¢im karakteristikama:

- kolona: 2,1336 m-3,17 mm, proiz-
vedena od nerdjajuceg
celika,

- punjenje kolone: 0V-17, 3% na Chromosorb-u

W, preCnika Cestica od
0,15 do 0,18 mm,
2

- radna temperatura/program: 243 K; 4,2-10" s,
izotermno

- brzina zagrevanja: 4k/60 s,

- krajnja temperatura/program: 533 K 3,0'102 S,
izotermno,

- gas nosac: helijum,

- protok gasa nosaca: 30 cm3/60 5.

- detektor: plameno jonizacioni
(FID).




4,0,0, REZULTATI 1 DISKUSIJA
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4,1,0, NASTAJANJE SLOBODNIH RADIKALA PIROLIZOM AMINOKISELINA

4,1,1, ELEKTRON SPIN REZONANTNA SPEKTROSKOPSKA
ANALIZA SLOBODNIH RADIKALA PIROLIZATA
AMINOKISELINA

Fenomen elektron spin rezonancije (ESR) je posledica istih
vrednosti mase, naelektrisanja, unutrasnjeg orbitalnog i ma-
gnetnog momenta elektrona koji sadrZe nesparene spinove, S§to
uslovljava njihovu visokopotencijalnu osetljivost i selektiv-
nost u reagovanju sa atomima i molekulima, koja je uslovljena
hemijskom strukturom i karakteristikama veze atoma i atom-
skih grupa. Ovakva interakcija elektrona sa atomima i atom-
skim grupama omogucuje elektron sﬁin rezonanciji primenu kod
odredjivanja hemijske kinetike oksido-redukcionih procesa,
zatim kod ispitivanja talasnih funkcija nesparenog elektro-
na i proucCavanja prirode slobodnih radikala. S obzirom da re-
akcije toplotnog razlaganja organskih jedinjenja obuhvataju

i reakcije slobodnih radikala, ESR spektroskopija je odabra-

na za proucavanje procesa pirolize aminokiselina.

Upotrebom ESR tehnike pracena je reakcija nastajanja i ne-
stajanja paramagnetiénih struktura, slobodnih radikala u ami-
nokiselinama: DL-norleucin, DL-leucin, DL-izoleucin, DL-e-ami-
nokapronska kiselina, DL-asparaginska kiselina, DL-glutamin-
ska kiselina i DL-1izin, pod dejstvom toplotne energije. Na
slikama 8-21 prikazani su ESR spektri slobodnih radikala for-
miranih pirolizom ispitivanih monoaminomonokarbonskih, mo-

noaminodikarbonskih i diaminomonokarbonskih kiselina.
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Slika 8. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata DL-norleucina,

dobijenih zagrevanjem na (a) 473 K, (b) 523 K, (c) 623 K,
(d) 673 K, odnosno (e) 873 K, u toku 3,6-10% s.
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Slika 9. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata OL-norleucing,
dobijenih Zagrevanjem na 623 K y toky (a) 1,2-103, (b)
2,4-103 4 (c) 4,8-103 .
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Slika 10. ESR Spektri slobodnih radikala pirolizata pL-

dobijenih Zagrevanjem na (a) 523 k, (b)

leucina,
(€) 723 K, v toky 3,6-103 ¢

573 K, odnosno
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Slika 11. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata DL-leucina,
dobijenih zagrevanjem na 623 K u toku (a) 7,2-107%,
(b) 3,0-103 i (c) 4,8-10° s.
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STika 12. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata DL-izoleucina,
dobijenih zagrevanjem na (a) 523 K, (b) 573 K, odnosno
(c) 723 K, u toku 3,6-10° s.
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Slika 13. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata DL-izoleucina,
dobijenih zagrevanjem na 623 K u toku (a) 1,2-10°, (b)
2,4-10% i (c) 1,08-10" s.
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1kala Pirolizata DL-s-aminokapronske
grevanjem na (a) 523 g, (b) 623 K,
» U toku 3,6-103 ¢
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Slika 15. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata D
kiseline, dobijenih zagrevanjem na 623 K u

(b) 2,4.103 i (c) 4,8-103 s.

L-c-aminokapronske
toku (a) 3,6-102,




- 58 -

o s

o
I
[

Slika 16. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata DL- -asparaginske

kiseline, dobijenih zagrevanjem na (a) 523 K, (b) 623 K,
(c) 673 K, odnosno (d) 723 K, u toku 3,6-103 s.
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Slika 17. ESR spektri slobodnih radikala nirolizata DL-asparaginske
kiseline, dobijenih zagrevanjem na 623 K u toku (a) 3,6-102,
(b) 3,0-10° i (c) 4,8-103 s.
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S1ika 18. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata DL-glutaminske
kiseline, dobijenih zagrevanjem na (a) 523 K, (b) 623 K,
odnosno (c¢) 723 K, u toku 3,6-10° s.




S1ika 19. ESR spektri slobodnih radikala

kiseline,
1,2-102,

C
T A~
1 mT
H

pirolizata DL-glutaminske
dobijenih zagrevanjem na 623 K u toku (a)
(b) 2,4-10% i (c) 4,8-103 s.
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Slika 20. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata DL-lizina,
dobijenih zagrevanjem na (a) 523 K, (b) 623 K, odnosno
(d) 723 K, u toku 3,6-103 s.
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S1lika 21. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata DL-lizina,
dobi jenih zagrevanjem na 623 K u toku (a) 1,8-103,
(b) 3,0-103% i (c¢) 4,8-103 s.
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Analizom svih dobijenih ESR spektara, prikazanih na slikama
8-21, uoCeno je da je ESR signal slobodnih radikala pred-
stavljen jednom relativno simetric¢nom linijom, bez izraze-

ne hiperfine strukture i anizotropije g-vrednosti, Sto usliov-
ljava nepotpunu definisanost ovakvih spektara, odnosno pri-
kazuje karakteristike vrlo sloZene organske strukture (25).

Da bi se ipak dobili podaci o nastajanju, nestajanju i pri-
rodi slobodnih radikala, nastalih tokom pirolize aminokise-
lina, pracene su promene osnovnih karakteristika ESR sime-
triéne linije sa promenom temperature i vremena trajanja pi-

rolize, odnosno analiziran je:

- oblik linije,
- intenzitet linije,
- S§irina linije i

- polozaj linije (g-vrednost).

Oblik linije ESR spektara prikazanih na slikama 8-21 odredjen
Je metodom "nagiba" (50). Svi ESR spektri slobodnih radikala
pirolizata aminokiselina sastoje se od jedne simetricne 17-
nije koja je meSavina Lorentzian i Gaussian oblika, mada su
odstupanja od Lorentzian oblika linije manja, Jjer krajevi
opadaju sporije prema horizontalnoj osi, osi jaCine magnet-
nog polja, nego kod linija Gaussian tipa (51). Takodje je
zapazeno da povecanjem temperature pirolize aminokiselina

do oko 623 K, odnosno produzavanjem vremena pirolize do oko
3,6-103 s, ESR linije spektra dobijaju sve izraZenije kara-
kteristike Lorentzian funkcije. Ovakav oblik ESR linije spek-
tra slobodnih radikala nastalih u ¢vrstoj fazi uslovljen je
efektom izmene ("exchange narrowing"), odnosno interakcija-
ma izmedju spinova nesparenih elektrona razlic¢itih molekula,
gde je efektivno rastojanje izmedju njih malo, a prekrivanje
elektronskih gustina veliko (87, 88, 89).

U okviru ispitivanja intenziteta ESR linije spektra pracena

je promena intenziteta ESR signala, koji je proporcionalan
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koncentraciji slobodnih radikala, odnosno koncentraciji spi-
na u ispitivanim uzorcima pirolizata aminokiselina,u zavis-

nosti od temperature i vremena trajanja pirolize.

7avisnost intenziteta ESR signala slobodnih radikala u piro-
lizatima aminokiselina pracena je u temperaturnom inter-
valu od 473 do 873 K. U tablicama 5-11 prikazani su rezulta-
ti odredjivanja zavisnosti intenziteta ESR signala,hp_p, i

normiranih vrednosti integralnih intenziteta, N od tempe-

I,
rature pirolize, za DL-norleucin, DL-leucin, DL-izoleucin,
DL-e-aminokapronsku kiselinu, DL-asparaginsku kiselinu,

DL-glutaminsku kiselinu i DL-1lizin.

Na slikama 22-28 graficki je prikazana zavisnost normiranih

vrednosti integralnih intenziteta ESR signala, N od tempe-

I b
rature pirolize i zavisnost intenziteta ESR signala, hp_p,
od vremena trajanja pirolize, za sve ispitivane aminokiseli-

ne.

TABLICA 5. Zavisnost intenziteta ESR signala, hy_,, 1 normiranih
vrednosti integralnih intenziteta, NI’ od temperature pi-
rolize, T, za DL-norleucin

*

T |K| hp_plmml N,
473 0,0 0,00
523 6,5 1,00
573 39,0 6,00
623 145,0 25,05
673 130,0 21572
723 21,0 6,98
773 7,9 3,02
823 2,3 0,92
873 0,0 0,00

*) Navedene vrednosti intenziteta ESR signala, h__,
odrediene su pri pojacanju signala (gain)
od 10%,
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TABLICA 6. Zavisnost intenziteta ESR signala, h,_,, i normiranih
vrednosti integralnih intenziteta, NI’ od temperature
pirolize,T, za DL-leucin

T |K] *hp_p [ mm| NS
473 0,0 0,00
523 4,5 1,00
573 31,0 6,92
623 172,0 43,14
673 178,0 55,10
723 o 8 Bt G
773 1259 6,72
823 5,3 3,04
873 0,0 0,00

*) Navedene vrednosti intenziteta ESR signala, h__,
odredjene su pri pojacanju signala od
1,6-10%.

TABLICA 7. Zavisnost intenziteta ESR signala, hy_,, i normiranih
vrednosti integralnih intenziteta, NI’ od temperature
pirolize, T, za DL-izoleucin

T K] o i N,
473 0,0 0,00
523 7,0 1,00
573 42,0 %,57
623 120,8 20,42
673 174,0 32,73
723 27,8 8.3
bk 12,9 4,51
823 5,4 2,02
873 0,0 0,00

’

*) Navedene vrednosti intenziteta ESR signala, h__
odredjene su pri pojacanju signala od P
2-10%,
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TABLICA 8. Zavisnost intenziteta ESR signala, hp-p’ i normiranih
vrednosti integralnih intenziteta, NI’ od temperature

pirolize, T, za DL-e-aminokapronsku kiselinu

T K] h_p Il N,
473 0,0 0,00
523 22,8 1,00
573 103,0 4,87
623 187,0 10,91
673 94,0 8,80
723 9.8 1,54
773 o 0,70
823 1,4 0,31
873 0,0 0,00

*) Navedene vrednosti intenziteta ESR signa]a5 Vgt
odredjene su pri pojacanju signala od 8-10 Bl

TABLICA 9. Zavisnost intenziteta ESR signala, hp_p, i normiranih
vrednosti integralnih intenziteta, N, od temperature
pirolize, T, za DL-asparaginsku kiseiinu

T |K]| *hp_p | mm| Ny
473 0,0 0,00
523 6,5 1,00
843 8.7 8,08
623 93,0 13,66
673 169,0 13,82
723 194,0 2,65
773 Bl 0,80
823 1,0 0,30
873 0,0 0,00

*) Navedene vrednosti intenziteta ESR signala, h__ ,
odredjene su pri pojacanju signala od 8-102 PP
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TABLICA 10. Zavisnost intenziteta ESR signala, h,_.n, i normiranih
vrednosti integralnih intenziteta, N,, od temperature
pirolize, T, za DL-glutaminsku kiselinu

T |K| *hp_p [ mm | N,

473 0,0 0,00
523 56,0 1,00
Y 112,5 2,1
623 218,9 4,12
673 217,6 3,68
723 7449 1,67
773 ol it 0,71
823 6,7 0,20
873 0,0 0,00

*) Navedene vrednosti intenziteta ESR signala, hp_p,
odredjene su pri pojacanju signala od 3,2-103

TABLICA 11. Zavisnost intenziteta ESR signala, hp.p, 1 normiranih
vrednosti integralnih intenziteta, Ny, od temperature
pirolize, T, za DL-Tizin

T|K]| *hp_plmml N,

473 0,0 0,00
523 B 1,00
573 21,9 3,20
623 87,4 38 o8
673 141,6 20,30
¥ 45,6 8,80
773 15,7 3,50
823 4,4 1,10
873 0,0 0,00

*) Navedene vrednosti intenziteta ESR signala, h__ ,
odredjene su pri pojacanju signala od 3,2-103P7P
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Na osnovu rezultata ispitivanja intenziteta linije ESR sig-
nala slobodnih radikala pirolizata aminokiselina, saopSte-
nih u tablicama 5-11 i slikama 22a-28a, moZe se zakljucCiti
da sa porastom temperature pirolize od 473 do 623 K koncen-
tracija slobodnih radikala u pirolizatima DL-e-aminokapron-
ske kiseline i DL-glutaminske kiseline raste, a zatim sa da-
1jim porastom temperature od 623 do 873 K, opada. Slicna pro-
mena u koncentraciji slobodnih radikala u funkciji tempera-
ture pirolize zapaZena je i u pirolizatima DL-norleucina,
DL-leucina, DL-izoleucina, DL-asparaginske kiseline i DL-Ti-
zina, jedino 3to je kod ovih aminokiselina uoceno povecava-
nje koncentracije slobodnih radikala sa porastom temperatu-
re pirolize od 473 do 673 K, odnosno, smanjenje koncentraci-
Je slobodnih radikala sa daljim porastom temperature p{roli-
ze od 673 do 873 K.

UoCene promene u koncentraciji slobodnih radikala u piro-
lizatima aminokiselina su rezultat hemijskih promena tokom
pirolize (88). MoZe se predpostaviti da tokom pirolize ami-
nokiselina dolazi do homolitickog cepanja neke od veza u
molekulu aminokiseline, tako da jedan elektron iz veze od-
lazi sa isparljivom grupom ili molekulom a drugi ostaje u
cvrstojJ matrici dajuéi slobodan radikal. Centar slobodnog
radikala je centar nestabilnosti, pa se verovatno daljim ce-
panjem hemijskih veza oslobadjaju nove isparljive materije
a Cvrsta struktura se preuredjuje kondenzacijom. Rezultat
pirolitickih promena je nastajanje slobodnih radikala raz-
nih vrsta u pirolizatima aminokiselina, koji se najverovat-
nije stabilizuju unutar polimerne matrice. Kako se veze u
organskim jedinjenjima mogu razoriti pod uticajem tempera-
ture u opsegu od 473 do 723 K, i kako povecanje temperatu-
re dovodi do povecanog broja sudara izmedju Cestica, odnos-
no do ubrzavanja hemijske reakcije, uoceno povecanje kon-
centracije slobodnih radikala u pirolizatima aminokiselina,
koji se najverovatnije stabilizuju unutar polimerne matri-
ce, moguce je objasniti povecanjem brzine reakcije konden-
zacije sa porastom temperature pirolize od 473 do 623 K,
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odnosno do 673 K. Smanjenje koncentracije slobodnih radikala
u pirolizatima aminokiselina sa porastom temperature piroli-
ze od 623 do 873 K, odnosno 673 do 873 K, moguce je objasni-
ti procesom depolimerizacije polimernih struktura slobodnih
radikala u pirolizatima aminokiselina, odnosno povecanjem
brzine reakcije depolimerizacije sa daljim povecdanjem tempe-
rature pirolize (27). Odsustvo slobodnih radikala u piroli-
zatima svih ispitivanih aminokiselina, dobijenih zagrevanjem
na 873 K, najverovatnije je posledica kompletne depolimeri-
zacije polimernih struktura slobodnih radikala pirolizova-
nih aminokiselina i nastajanja stabilnih molekula kao kraj-
njih reakcionih proizvoda pirolize, sigurno manjih moleku-
1skih masa i razliCite strukture.

Rezultati ispitivanja uticaja vremena trajanja pirolize na
intenzitet ESR signala slobodnih radikala u pirolizatima
aminokiselina, graficki prikazani na slikama 22b-28b, uka-
zuju da sa porastom vremena pirolize od 0 do 3,0-103 s kon-
centracija slobodnih radikala u pirolizatima DL-norleucina,
DL-leucina i DL-izoleucina raste, a zatim produzavanjem vre-

3

mena pirolize od 3,0-10" do 10,8-103 s opada. Koncentracija

slobodnih radikala u pirolizatima DL-e-aminokapronske kise-

line i DL-1lizina raste sa vremenom pirolize od 0 do 3,6-103 505

a zatim produZavanjem vremena pirolize od 3,6-103 do
10,8-10°

ziteta ESR signala slobodnih radikala u pirolizatima DL-as-

s, takodje opada. Analizom promena vrednosti inten-

paraginske kiseline i DL-glutaminske kiseline sa vremenom
pirolize, uofeno je da sa porastom vremena pirolize od O

do 2,4-103 s koncentracija slobodnih radikala u pirolizati-
ma ovih aminokiselina raste, zatim produZavanjem vremena pi-

rolize od 2,4~103 do 3,6-103 s se znatno ne menja, a daljim

produzavanjem vremena pirolize od 3,6-103 do 10,8-103 S

opada.

S obzirom na navedenu predpostavku o nastajanju slobodnih
radikala u pirolizatima aminokiselina, uoCene promene u
koncentraciji slobodnih radikala u zavisnosti od vremena
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trajanja pirolize najverovatnije su posledica duZine traja-
nja reakcija koje se tokom pirolize odvijaju, odnosno reak-
cije homolitic¢kog razlaganja C-C veza koje se odvijaju uz
oslobadjanje isparljivih grupa i1i molekula, reakcije kon-
denzacije i depolimerizacije. Povecanje koncentracije slo-
bodnih radikala u pirolizatima aminokiselina sa produZava-
njem vremena pirolize do 3,0-103, odnosno 3,6'103 S moze

se objasniti produzavanjem reakcije homolitickog razlaganja
C-C veza i reakcije kondenzacije. Smanjenje koncentracije
slobodnih radikala, uoCeno daljim produzavanjem vremena pi-
rolize do 10,8-103 s, najverovatnije Je posledica produza-
vanja reakcije depolimerizacije polimernih struktura, unu-

tar kojih su stabilizovani slobodni radikali (27).

Da bi se sagledao uticaj polozaja metil grupe i uticaj bro-
ja 1 polozaja amino i karboksilnih grupa na reakcije stvara-
nja slobodnih radikala aminokiselina, u tablici 12 prikaza-

D

ne su vrednosti intenziteta ESR signala, hp_ , slobodnih ra-
dikala pirolizovanih aminokiselina na temperaturi od 623 K

u toku 3,0-103 s, odredjene pri pojacanju signala od 1,25403.

TABLICA 12. Vrednosti intenziteta ESR signala, hp-p, slobodnih
radikala pirolizata aminokiselina (623 |<:3§0-1o3 s),
odredjene pri pojacanju signala od 1,25-10

Aminokiselina h | mm|
p-p
DL-norleucin 4.1
DL-Teucin 2,9
DL-izoleucin 1,7
DL-e-aminokapronska kiselina 8,1
DL-asparaginska kiselina 168,0
DL-glutaminska kiselina 32,7
DL-1izin 31,1

Poredjenjem vrednosti intenziteta ESR signala slobodnih ra-
dikala pirolizata aminokiselina, saopstenih u tablici 12,
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uo¢ene su znatne razlike u intenzitetima ESR signala, odnos-
no u koncentracijama slobodnih radikala, koje su svakako pos-
ledica razliéite strukture ispitivanih aminokiselina.

Znatno veca koncentracija slobodnih radikala u pirolizatima
monoaminodikarbonskih i diaminomonokarbonskih kiselina u od-
nosu na koncentraciju slobodnih radikala u pirolizatima mo-
noaminomonokarbonskih kiselina je najverovatnije posledica
prisustva jednog heteroatoma, kiseonika odnosno azota, vise

u molekulima monoaminodikarbonskih, odnosno diaminomonokar-
bonskih kiselina, na kojem moZe da se lokalizuje ili delimic-
no lokalizuje slobodan elektron, 3to omogucdava nastajanje no-
vih slobodnih radikala razlicé¢ite strukture. Oko dva puta ve-
¢a koncentracija slobodnih radikala u pirolizatu DL-e-amino-
kapronske kiseline u odnosu na koncentraciju slobodnih radi-
kala u pirolizatu DL-norleucina je najverovatnije posledica
manje izrazZene interakcije izmedju e-amino grupe i karboksil-
ne grupe u molekulu DL-e-aminokapronske kiseline nego izme-
dju a-amino grupe i karboksilne grupe u molekulu DL-norleuci-
na, kao i razlic¢itog broja i prostornog rasporeda a-protona
koji mogu da stupe u magnetnu interakciju sa elektronima lo-
kalizovanim il1i delimi¢no lokalizovanim u n-orbitali. Anali-
zom vrednosti intenziteta ESR signala slobodnih radikala pi-
rolizata strukturnih izomera, DL-norleucina, u kome su C-ato-
mi povezani u normalnom nizu, i DL-Teucina i DL-izoleucina,
koji sadrZe racvasti niz C-atoma u kojem je metil grupa ve-
zana za y-C-atom, odnosno za B-C-atom, uocCeno je da je kon-
centracija slobodnih radikala u pirolizatima strukturnih izo-
mera sa racvastim nizom neSto manja nego u pirolizatu amino-
kiselina sa normalnim nizom C-atoma i da sa povecdavanjem ras-
tojanja metil grupe od amino grupe koncentracija slobodnih
radikala raste, Sto je moguce objasniti razliéitom stabil-
nod¢u nastalih slobodnih radikala, uslovljenom brojem i po-
lozajem a-protona, koji mogu da stupe u magnetnu interakci-
Ju sa elektronima u n-orbitali. Znatno veéa koncentracija
slobodnih radikala u pirolizatu DL-asparaginske kiseline,

kod koje je druga karboksilna grupa vezana za B-C-atom, u
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odnosu na koncentraciju slobodnih radikala u pirolizatu
DL-glutaminske kiseline, u kojoj je druga karboksilna gru-
pa vezana za y-C-atom, najverovatnije je posledica olak3Sa-
nog homolitickog razlaganja C-C veze u molekulu ove amino-
kiseline, uslovljenog vecom blizinom dveju karboksilnih

grupa.

Rezultati ispitivanja zavisnosti Sirine Tinije ESR spektara

AHp-p’ slobodnih radikg]a aminokiselina od temperature piro-
1ize, T, u toku 3,6-10
lize, t, na 623 K, prikazani su u tablicama 13 i 14,

s, odnosno od vremena trajanja piro-

Kod sistema kao Sto su pirolizati aminokiselina, u kojima
tacna priroda nesparenih elektrona nije jasno uocena, véro-
vatno su mehanizmi Sirenja linije ESR signala potpuno razli-
¢iti nego kod paramagneticnih jond u kristalnoj resetki, za
koje je teorija Sirine i oblika linije prvobitno razvijena.
Proucavanjem ESR parametara pirolizata aminokiselina utvrdje-
no je da preovladava mehanizam $irenja ESR linije, kao Sto
je dipolarna interakcija za koju su po teoriji predvidjene
odredjene vrednosti Sirine linije od 0,4 do 1,0 mT. Za 1i-
nije tac¢no Lorentzian-ovog oblika po teoriji Jackson-a i
Wynne-Jones-a Sirina linije je jednaka O,577/T2, gde je T2
spin-spin relaksaciono vreme (90). PoSto za ispitivane slo-
bodne radikale pirolizata aminokiselina linije ESR spekta-
ra nisu tac¢no Lorentzian-ovog oblika, a nisu ni potpuno i-
dentic¢ne po obliku, male razlike u Sirini linija mogu nasta-
ti 1 zbog razlike u obliku linija, a ne samo zbog razlike u
procesima relaksacije.

Jedno od mogucih objasnjenja uocCene razlike u 3irini linija
ESR spektara slobodnih radikala nastalih u pirolizatima is-
pitivanih aminokiselina (tablice 13 i 14) je da su 3irine
rezonantnih linija rezultat spin-spin interakcija izmedju
elektrona i a-protona u molekulu aminokiseline. Hiperfina
struktura spektara izostaje zato 3to su slobodni radikali
veoma sloZene strukture (25).
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Takodje je utvrdjeno da jaki mehanizmi suzavanja linija, kao
$to su efekat izmene il1i delokalizacija, mogu potpuno pre-
vagnuti nad procesom Sirenja linije. SuZenje linije ESR si-
gnala slobodnih radikala u pirolizatima aminokiselina naro-
¢ito je izraZeno kod DL-asparaginske kiseline (AHp_p iznosi
0,117 mT) i rezultat je smanjenja spin-spin interakcija iz-
medju elektrona i a-protona i preovladavanja efekta izmene
ili delokalizacije ("delocalization narrowing"), koji su pos-
ledica velike koncentracije spinova u pirolizatu ove aminoki-

seline (50, 87, 91, 92).

Analizom rezultata odredjivanja zavisnosti Sirine linije ESR
spektara slobodnih radikala ispitivanih aminokiselina od tem-
perature pirolize, saopStenih u tablici 13, utvrdjeno je da
sa porastom temperature pirolize Sirina linije ESR signala
slobodnih radikala pirolizata DL-norleucina, DL-leucina,
DL-izoleucina, DL-e-aminokapronske kiseline i DL-glutamin-
ske kiseline postepeno raste. UoCeni porast Sirine linije
ESR spektra slobodnih radikala pirolizata aminokiselina nas-
taje zbog povecavanja spin-spin interakcija izmedju elektro-

na i a-protona sa porastom temperature pirolize (87).

Ispitivanjem zavisnosti Sirine linije ESR spektara slobodnih
radikala pirolizata DL-lizina od temperature pirolize, uoCe-
no je da sa porastom temperature pirolize od 523 do 623 K
§irina linije opada od 0,636 do 0,601 mT, a zatim sa poras-
tom temperature od 623 do 823 K raste od 0,601 do 0,799 mT.
Navedene promene $irine linije ESR spektara i ovde su naj-
verovatnije rezultat malih promena spin-spin interakcija iz-
medju elektrona i a-protona. Porastom temperature pirolize
od 523 do 623 K, zbog velike koncentracije spinova, neznat-
no se smanjuju spin-spin interakcije, Cime se spin-spin re-
laksaciono vreme T2 malo produZava, Sto prema izrazu (18)
vodi smanjenju Sirine ESR linije. Daljim porastom tempera-
ture pirolize od 623 do 823 K spin-spin interakcija se pos-
tepeno povecava, spin-spin relaksaciono vreme T2 se skracuje,
pa Sirina linije raste (50, 87).
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Analizom rezultata ispitivanja 3irine linije ESR spektara
pirolizata DL-asparaginske kiseline takodje je uoleno da

sa porastom temperature pirolize od 523 do 723 K Sirina 1li-
nije opada od 0,403 do 0,117 mT, a sa daljim porastom tem-
perature od 723 do 823 K ona raste od 0,117 do 0,509 mT.
Medjutim, ovde je uocCeno da Je &irina linije ESR spektara
slobodnih radikala dobijenih pirolizom na 523, 573, 773 i
823 K rezultat preovladavanja spin-spin interakcija izmedju
elektrona i a-protona, a kod ESR spektara siobodnih radika-
la dobijenih pirolizom na 623, 673 i 723 K Sirina linije je
rezultat preovladavanja efekta izmene i1i delokalizacije,
kojom se stabilizuje gornji Zeeman-ov nivo i znatno pro-
duzava spin-spin relaksaciono vreme T2 (50, 87, 91,92).

Rezultati ispitivanja zavisnosti Sirine linije ESR spektara

AH -p? slobodnih radikala pirolizata aminokiselina od vre-
mena trajanja pirolize na 623 K, prikazani u tablici 14, uka-
zuju da vreme trajanja pirolize ne utice na Sirinu linije

ESR signala, poSto se kod svih ispitivanih pirolizata ami-
nokiselina Sirina linije ESR spektra ne menja u toku piro-
lize od 0,72-10°
rom da proces relaksacije ne zavisi od vremena trajanja re-
akcije (48).

do 10,8-103 s, Sto je i ocCekivano, s obzi-

Za dalje odredjivanje prirode i strukture slobodnih radika-
la u pirolizatima aminokiselina potrebno je odrediti g-vred-
nost, koja je osetljiva na hemijsku okolinu nesparenog elek-
trona.

Odredjivanje g-vrednosti slobodnih radikala nastalih piroli-
zom DL-norleucina, DL-leucina, DL-izoleucina, DL-e-amino-
kapronske kiseline, DL-asparaginske kiseline, DL-glumatin-
ske kiseline i DL-1izina na temperaturi od 623 K u toku
3,6-103 s, vrSeno je u odnosu na standard, 1,1-difenil-2-pi-
krilhidrazil (DPPH) Cija apsolutna g-vrednost iznosi

2,0036 + 0,0002. Na slici 29 prikazani su ESR spektri slo-
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Slika 29. ESR spektri slobodnih radikala: (a) pirolizata DL-aspara-
ginske kiseline dobijenog na 623 K u toku 3,6-103 s,
(b) standarda DPPH i (c) pirolizata DL-asparaginske kise-

line i DPPH zajedno, registrovani pri istim rezonantnim
uslovima
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bodnih radikala pirolizata DL-asparaginske kiseline, standar-
da DPPH, i pirolizata DL-asparaginske kiseline i standarda
zajedno, registrovani pri istim rezonantnim uslovima. Odre-
djivanjem mikrotalasnog rezonantnog polja HO za DPPH i po-
maka polja AH za uzorak, primenom obrasca (29) odredjene su
g-vrednosti slobodnih radikala pirolizata aminokiselina, a
rezultati odredjivanja prikazani su u tablici 15.

TABLICA 15. g-Vrednosti slobodnih radikala pirolizata aminokiselina,
dobijenih na 623 K u toku 3,6-10% s

Aminokiselina g-vrednost

DL-norleucin 2,0036 + 0,0003
DL-leucin 2,0036 + 0,0003
DL-izoleucin | 2,0036 ¥ 0,0003
DL-e-aminokapronska kiselina 2,0036 + 0,0003
DL-asparaginska kiselina 2,0039 + 0,0003
DL-glutaminska kiselina 2,0040 + 0,0003
DL-Tizin 2,0041 + 0,0003

Znatno vece g-vrednosti slobodnih radikala pirolizata ami-
nokiselina, saopStene u tablici 15, od g-vrednosti slobod-
nog spina (2,00232) ukazuju na lokalizaciju ili delimicCnu
lokalizaciju slobodnog elektrona na ugljenikovom atomu, jer
porastom delokalizacije nesparenih elektrona g-vrednosti
postaju bliZze g-vrednosti za slobodan spin (93). Najveca
gustina nesparenog spina na ugljenikovom atomu je verovatno
u 2p mn-orbitali. Na osnovu navedenih rezultata ESR istrazi-
vanja nije moguce odrediti da 1i je slobodan spin lokalizo-
van ili delimi¢no lokalizovan na ugljenikovom atomu karbo-
nilne il1i metilen grupe ili na ugljenikovom atomu za koji
je vezana amino grupa. Navedene g-vrednosti slobodnih radi-

kala pirolizata aminokiselina ne iskljucuju mogucénost loka-
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lizacije slobodnog spina na kiseonikovom i azotovom atomu
(59-66), pa se moZe predpostaviti da pirolizom aminokiseli-
na nastaju alkil i1i supstituisani alkil, peroksid i azot
radikali.

Vece g-vrednosti slobodnih radikala pirolizata DL-asparagin-
ske kiseline, DL-glutaminske kiseline i DL-1izina u odnosu
na g-vrednosti slobodnih radikala DL-norleucina, DL-leucina,
DL-izoleucina i DL-e-aminokapronske kiseline pripisuju se
vecem sadrzaju heteroatoma, kiseonika i azota, u monoamino-
dikarbonskim i diaminomonokarbonskim kiselinama, u odnosu

na monoaminomonokarbonske kiseline. Neznatne razlike u g-vred-
nostima slobodnih radikala DL-asparaginske kiseline, DL-glu-
taminske kiseline i DL-lizina su ocCekivane poSto radikali

sa azotom imaju g-vrednosti sli¢ne radikalima koji sadrie
kiseonik (92).

Ispitivanje uticaja kiseonika na stabilnost slobodnih radi-
kala u pirolizatima DL-norleucina, DL-leucina, DL-izoleuci-
na, DL-e-aminokapronske kiseline, DL-asparaginske kiseline,
DL-glutaminske kiseline i DL-1izina, vrSeno je poredjenjem
rezultata ESR spektroskopske analize pirolizata dobijenih
zagrevanjem pri normalnom pritisku (101,3 KPa) i pri smanje-

nom pritisku (1,33-107°

Pa, u vakuumu). Analizom ESR spekta-
ra slobodnih radikala ispitivanih pirolizata aminokiselina
(slika 30) utvrdjeno je da se oblik i Sirina linija ESR si-
gnala ne menjaju kod ESR spektara slobodnih radikala dobi-
jenih u vakuumu u odnosu na oblik 1 Sirinu linija koje su
odredjene za slobodne radikale pirolizata dobijenih pri nor-
malnom pritisku. Navedeni rezultati ukazuju da kiseonik ne
utice na oblik i Sirinu linija ESR signala slobodnih radi-
kala u pirolizatima aminokiselina, §to znaci da je slobodan

radikal zadStic¢en unutar polimerne matrice (94).

Ispitivanje vremena Zivota slobodnih radikala pirolizata
aminokiselina dobijenih zagrevanjem na 623 K u toku 3,6-103 S
pri normalnom pritisku od 101,3 KPa i pri pritisku od
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STika 30. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata DL-1lizina dobijenih
na 623 K u toku 3,6-10% s (a) pri normalnom pritisku od
101,3 KPa i (b) pri pritisku od 1,33-10-2 Pa.
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Slika 31. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata DL-asparaginske

kiseline, dobijenih na 623 K u toku 3,6.103 S, Pri pritisku
od 101,3 Kpa, registrovani_na 293 K nakon (a) 6,0-102,
(b) 4,32.10% ; (c) 2,16:105 s od Prestanka reakcije pirolize
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Slika 32. ESR spektri slobodnih radikala pirolizata DL-glutaminske
kiseline, dobijenih na 623 K u toku 3,6-103 s, pri pritisku
od 1,33-10-2 Pa, registrovani na 293 K nakon (a) 6,0-102,
(b) 4,32-10% i (c) 2,16-10° s od prestanka reakcije pirolize



2 Pa, praceno je ESR spektroskopskom analizom na

1,33:10°

sobnoj temperaturi od 293 K u toku perioda od 6,0-102,
4,32-104 i 2,16-105 s. Na slici 31 prikazani su ESR spek-
tri slobodnih radikala DL-asparaginske kiseline pirolizova-
ne pri pritisku od 101,3 KPa, a na slici 32 ESR spektri slo-
bodnih radikala DL-glutaminske kiseline pirolizovane pri

pritisku od 1,33-10'2 Pa, registrovani na sobnoj temperatu-

il od- 293 K:nakon 650:90%; 4,32-10%% 2,16-10% s 6d prestan-

ka reakcije pirolize.

Analizom ESR spektara slobodnih radikala pirolizata ispi-
tivanih aminokiselina, registrovanih nakon pirolize u razli-
¢itim vremenskim periodima od 6,0-102, 4,32'104 i 2,16'1.05 s
(slike 31 i 32), nisu uoCene signifikantne razlike u koncen-
traciji slobodnih radikala, pa se moZze zakljuciti da su pi-
rolizom nastali slobodni radikali ﬁa sobnoj temperaturi

(293 K) relativno stabilne slobodnoradikalske strukture i

imaju relativno dugo vreme Zivota.

4,1.2. ODREDJIVANJE STRUKTURE REAKCIONIH PROIZVODA PIROLIZE
AMINOKISELINA, NASTALIH I1Z SLOBODNORADIKALSKIH VRSTA

Na osnovu rezultata ESR analize slobodnih radikala u piro-
lizatima aminokiselina predpostavljeno je da slobodni radi-
kali, tokom pirolize nastaju homolitickim cepanjem veze u
molekulu aminokiseline tako da jedan elektron odlazi sa
isparljivom grupom ili molekulom a drugi ostaje lokalizovan
i1i delimi¢no lokalizovan na ugljenikovom, kiseonikovom,

ili azotovom atomu u ¢vrstoj matrici koja se preuredjuje
kondenzacijom. ESR signali slobodnih radikala, nastalih pi-
rolizom aminokiselina, ne pruzaju moguénost odredjivanja nji-
hove strukture, jer su predstavljeni simetriénom linijom bez
hiperfine strukture i anizotropije g-vrednosti. Da bi se na
neki nacin potvrdila navedena predpostavka o nastajanju i
prirodi slobodnih radikala u pirolizatima aminokiselina, iz-
vrseno je odredjivanje strukture proizvoda pirolize infra-

crvenom spektroskopskom analizom pirolizata DL-norleucina,



DL-leucina, DL-izoleucina, DL-e-aminokapronske kiseline,
DL-asparaginske kiseline, DL-glutaminske kiseline i DL-11-
zina. Infracrveni (IR) spektri termiCki ne tretiranih i
pirolizovanih aminokiselina na temperaturi od 623 K u toku
3,6'103 s, prikazani su na slikama 33-39. Uporedjivanjem
IR spektara aminokiselina i IR spektara pirolizata amino-
kiselina uoceno je da u IR spektrima pirolizata aminoki-
selina nedostaju apsorpcione trake CO0 asimetriéne valen-
" (6,4 u) do 1600 cm”
(6,25 u) i simetric¢ne vibracije u blizini 1400 cm™' (7,05 y),

cione vibracije u oblasti od 1560 cm_ 1

zatim intenzivna apsorpciona traka na priblizno 3000 cm'1

(3,33 u) kao i dve apsorpcione trake simetriénih i asime-

' (6,67 v)

(6,25 u) koje poticu od NH3-gr#pe, a zapa%ena
(6,06 u).

tri¢nih valencionih vibracija u oblasti od 1500 cm~
do 1600 cm—1
je CONH, amidna traka na priblizno 1650 cm

Rezultati infracrvene spektroskopéke analize pirolizata ami-
nokiselina ukazuju da se tokom pirolize aminokiselina odvija
reakcija dehidrokondenzacije, odnosno da prekursori proizvo-
da reakcija koje se odvijaju uz nastajanje slobodnih radika-
la vode kondenzaciji aminokiselina uz eliminaciju vode. Struk-
tura glavnog proizvoda je zbog toga predpostavljena kao kod
poliaminokiselina. Predpostavljena struktura reakcinog pro-
izvoda je potvrdjena hromatografskom analizom, razdvajanjem
hidrolizovanih (vodeni rastvor HCIl, koncentracije 6 mola/dm3;
378 K; 8,64-104 s) pirolizata aminokiselina (623 K;3,6-103 s)
na tankom sloju mikrokristalinicne celuloze sa smeSom ras-
tvaraca izopropanol-mravlja kiselina-voda (40:2:10). Rezul-
tati TLC analize prikazani su na slici 40.

Uvodjenjem gasovitih proizvoda pirolize ispitivanih amino-
kiselina u Ba(OH)2 i Nessler-ov reagens utvrdjeno je pri-
sustvo CO2 i NH3. Nastajanje ugljendioksida i amonijaka,
kao reakcionih proizvoda tokom pirolize aminokiselina, uka-
zuje da slobodnoradikalske vrste, kao medjuproizvodi, mogu
nastati ne samo dehidrokondenzacijom ve¢ i deaminacijom i

oksidacijom (68). Slobodni radikali, nastali na ovaj nacCin,
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Slika 40.

Hromatogram razdvajanja hidrolizovanih (vodeni rastvor HCI,
koncentracije 6 mola/dm3; 378 K; 8,64-10% s) pirolizata
aminokiselina (623 K; 3,6-103 s) na tankom sloju mikrokrista-
lTini¢ne celuloze. Sistem rastvaraca: izopropanol:mravlja
kiselina:voda (40:2:10)

1 - DL-Asparaginska kiselina; 2 - Hidrolizat pirolizata
DL-asparaginske kiseline; 3 - DL-Glutaminska kiselina;

4 - Hidrolizat pirolizata DL-glutaminske kiseline;

5 - DL-Lizin; 6 - Hidrolizat pirolizata DL-lizina;

7 - DL-Norleucin; 8 - Hidrolizat pirolizata DL-norleucina;

9 - DL-Leucin; 10 - Hidrolizat pirolizata DL-norleucina;

11 - DL-Izoleucin; 12 - Hidrolizat pirolizata DL-izoleucina;
13 - DL-e-aminokapronska kiselina i 14 - Hidrolizat piro-
lTizata DL-e-aminokapronske kiseline.
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koji ukljuCuju ugljenik i peroksid radikale, se najverovatni-
je stabilizuju daju¢i kompleksne proizvode,protenoide i he-
teropolimere tipa huminskih kiselina ili melamina, koje je

u pirolizatima aminokiselina identifikovao Lavrent’ev (26).

4,2,0, TERMIJSKA ANALIZA AMINOKISELINA

4.,2,1, REZULTATI DIFERENCIJALNE SKENING KALORIME-
TRIJSKE (DSC) ANALIZE AMINOKISELINA

Na DSC krivoj dobijenoj za DL-norleucin, prikazanoj na sli-
ci 41, zapazaju se tri toplotna efekta, od kojih su dva en-
dotermna a tre¢i egzoterman. Prvi endoterman toplotni efekat
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Slika 41. DSC kriva DL-norleucina

zapoCinje na 388,55 K a DSC kriva dostiZe svoj prvi minimum
na 391,25 K. Ovaj efekat se pripisuje reverzibilnoj struk-
turnoj transformaciji DL-norleucina u D(+)-norleucin ili
D(-)-norleucin. Drugi endoterman toplotni efekat zapoCinje
na 511 K a svoj minimum dostiZze na 541 K i pripisuje se par-

cijalnoj sublimaciji i razlaganju ove aminokiseline (95).
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Treé¢i toplotni efekat se nadovezuje na drugi i zapaza se

kao maksimum na temperaturi

od 557 K.

Ovaj egzoterman top-

lotni efekat ukazuje na sloZenost mehanizma procesa toplot-

nog razlaganja DL-norleucina, koji se odvija uz stvaranje

medjuproizvoda i njihovu razgradnju, Sto jzaziva poseban to-

plotn

Toplotni fluks [mW]

Toplotni fluks [mW]

i efekat.
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Slika 42. DSC kriva DL-leucina
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S1lika 43. DSC kriva DL-izoleucina
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Slika 44. DSC kriva DL-e-aminokapronske kiseline
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Slika 45. DSC kriva DL-asparaginske kiseline
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Slika 46. DSC kriva DL-glutaminske kiseline
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STika 47. DSC kriva DL-1izina
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Na DSC krivama DL-Teucina i DL-izoleucina mogu se razliko-
vati dva toplotna efekta i to endoterman i egzoterman (sli-
ke 42 i 43). Endoterman toplotni efekat kod DL-leucina za-
poinje na temperaturi od 508,6 K i svoj minimum dostiZe na
544,2 K, a kod DL-izoleucina on zapocinje na 491,7 K a mi-
nimum dostiZe na 523,6 K. Ovaj endoterman toplotni efekat

se pripisuje parcijalnoj sublimaciji i razlaganju ovih ami-
nokiselina (95). Drugi toplotni efekat je egzoterman i nado-
vezuje se na prvi., DSC kriva DL-leucina dostiZe svoj maksi-
mum na temperaturi od 544 K a DSC kriva DL-izoleucina na tem-
peraturi od 523 K. Ovaj egzoterman efekat izaziva sloZen me-
hanizam procesa razlaganja aminokiselina.

Na DSC krivama DL-e-aminokapronske kiseline, DL—asparag{nske
kiseline, DL-glutaminske kiseline i DL-lizina (slike 44-47)
takodje su uocena dva toplotna efekta, endoterman i egzo-
terman, koji se nadovezuju jedan na drugi. Endoterman to-
plotni efekat kod DL-e-aminokapronske kiseline zapofinje na
temperaturi od 476,1 K, a svoj minimum dostiZe na 482,8 K.
Kod DL-asparaginske i DL-glutaminske kiseline ovi efekti
zapo¢inju na temperaturama od 484,8 K, odnosno 455,2 K, a
svoje minimume dostiZzu na temperaturama od 507,5 i 460,8 K.
Kod DL-1izina endoterman efekat zapoCinje na temperaturi od
534,8 K, a minimum dostiZze na 539,8 K. Navedeni endotermni
efekti pripisuju se reakcijama razlaganja ovih aminokiseli-
na koje ukljucuju dekarboksilaciju, deaminaciju i dehidro-
kondenzaciju. Egzotermni toplotni efekti se nadovezuju na
endotermne i svoje maksimume dostiZu na temperaturama od
672,2 K, na DSC krivoj DL-e-aminokapronske kiseline, odnos-
no 669,2K,na DSC krivoj DL-asparaginske kiseline. Na DSC kri-
vama DL-glutaminske kiseline i DL-lizina egzotermni toplot-
ni efekti dostiZu svoje maksimume na temperaturama visim od
723 K, na Sta ukazuje oblik DSC krivih.

Na osnovu rezultata DSC analize ispitivanih aminokiselina mo-
Ze se zakljucCiti da toplotno razlaganje aminokiselina zapo-
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¢inje na temperaturi od 455 do 511 K i ne zavr§ava se na
temperaturi od 723 K. Toplotno razlaganje aminokiselina pra-
¢eno je endotermnim i egzotermnim toplotnim efektima, koji
se nadovezuju jedan na drugi, 1 ukazuju na sloZen mehanizam
procesa razlaganja, koji ukljucCuje reakcije dekarboksilaci-

je, deaminacije, kondenzacije i depolimerizacije (4, 27).

4,2.2, REZULTATI TERMOGRAVIMETRIJSKE (TG) ANALIZE
AMINOKISELINA

TG dijagrami DL-norleucina, DL-leucina, DL-izoleucina,
DL-e-aminokapronske kiseline, DL-asparaginske kiseline,
DL-glutaminske kiseline i DL-1lizina, koji prikazuju pro-
menu mase od temperature zagrevanja u intervalu od 293
do 723 K, prikazani su na slikama 48-54.
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Slika 48. TG kriva DL-norleucina
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Slika 50. TG kriva DL-izoleucina
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Slika 52. TG kriva DL-asparaginske kiseline
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Slika 54. TG kriva DL-1izina
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Na TG dijagramima DL-norleucina, DL-leucina i DL-izoleucina
(slike 48-50) uoceno je da se TG krive odlikuju sa tri od-
vojene, distinktne zone. Prva zona na TG krivoj DL-norleuci-
na se odnosi na temperaturni interval od 293 do 468 K u ko-
me nema gubitka mase. Na DSC krivoj ove aminokiseline (sli-
ka 41), u navedenom temperaturnom intervalu, uocCen je en-
doterman toplotni efekat za koji Jje predpostavljeno da je
posledica strukturne transformacije DL-norleucina. Neuole-
ni gubitak mase na TG krivoj potvrdjuje navedenu predpostav-
ku. Prva zona na TG krivama DL-Teucina i DL-izoleucina se
odnosi na temperaturne intervale od 293 do 457 K, i od 293
do 447 K, u kojima nema gubitka mase. Po3to u prvoj tempe-
raturnoj zoni, na DSC krivama DL-leucina i DL-izoleucina
(slike 42 i 43), nisu uoCeni nikakvi toplotni efekti, moze
se zakljuciti da ova zona definiSe termicku stabilnost ovih
aminokiselina. Druga zona na TG kfivama DL-norleucina, DL-le-
ucina i DL-izoleucina obuhvata temperaturne intervale od

468 do 565 K, od 457 do 553 K, odnosno od 447 do 533 K i ka-
rakteride se naglim gubitkom mase od 98% od ukupne mase.
Ovakav gubitak mase potvrdjuje predpostavku da toplotni
efekat na DSC krivama istih aminokiselina, u navedenom in-
tervalu temperatura,pripada procesu parcijalne sublimaci-

je (95). Trec¢a zona na TG krivama ovih aminokiselina se od-
nosi na temperaturni interval od 565, 553, odnosno 533 K do
723 K i karakteride se sporim gubitkom mase, koji ukazuje

da se pored procesa sublimacije odvija i proces termickog
razlaganja navedenih aminokiselina.

Na TG krivama DL-ec-aminokapronske kiseline i DL-asparagin-
ske kiseline (slike 51 i 52) uolene su cetiri zone. Prva
zona, u kojoj nema promene mase, odnosi se na temperaturni
interval od 293 do 443 K, na TG krivoj DL-e-aminokapronske
kiseline, odnosno, do 503 K, na TG krivoj DL-asparaginske
kiseline. Druga zona na TG krivoj DL-e-aminokapronske ki-
seline zapoCinje na temperaturi od 443 K a zavrSava se na
573 K i karakteride je nagli gubitak mase od 43% od ukupne
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mase. Na TG krivoj DL-asparaginske kiseline druga zona zapo-
€inje na temperaturi od 503 K a zavrSava se na 563 K i ka-
rakterilde je pad mase od 28% od ukupne mase. Treéa zona se
odnosi na temperaturni interval od 537 do 638 K, odnosno od
563 do 673 K, u kome je pad mase lagani i1 iznosi 16%, odnos-
no 13% od ukupne mase DL-e-aminokapronske kiseline, odnosno
DL-asparaginske kiseline. Cetvrta zona, u kojoj je uoéen po-
novo nagliji pad mase, na TG krivoj DL-e-aminokapronske ki-
seline zapocCinje na 638 K, a na TG krivoj DL-asparaginske ki-
seline na 673 K, ali se kod obe aminokiseline ne zavrSava

na temperaturi od 723 K, do koje je vr3ena TG analiza, na
Sta ukazuje oblik TG krive.

Na TG dijagramu DL-glutaminske kiseline (slika 53) uoé&lji-
vo je da se TG kriva odlikuje sa pet zona. Prva zona se od-
nosi na temperaturni interval od 293 do 453 K u kome nema
pada mase. Druga zona se odnosi na temperaturni interval od
453 do 489 K i karakteriSe se naglim padom mase od 14% od
ukupne mase. Treca zona zapocCinje na temperaturi od 489 K

a zavrsSava se na temperaturi od 521 K i karakteride se la-
ganim padom mase od 8% od ukupne mase. Za Cetvrtu zonu, ko-
ja se odnosi na interval temperature od 521 do 634 K, ka-
rakteristican je nagliji pad mase u iznosu od 547% od ukup-
ne mase. Peta zona se odnosi na temperaturni interval od

634 do 723 K u kome nema znatne promene mase.

Na osnovu rezultata TG analize DL-e-aminokapronske, DL-aspa-
raginske i DL-glutaminske kiseline moze se zakljucliti da
prva zona na TG krivama, koja se odnosi na temperaturni in-
terval u kome nema promene mase, definiSe termilku stabil-
nost ovih aminokiselina. Druga, treca i Cetvrta zona na is-
tim TG krivama ukazuju da se toplotno razlaganje aminokise-
lina odigrava u visestepenim mehanizmima reakcija degradaci-
ja i kondenzacija, pri ¢emu se temperaturne granice za sva-
ku fazu delimic¢no preklapaju a pad mase nije ravnomeran,
Peta zona na TG krivoj DL-glutaminske kiseline, koju karak-
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teriSe neznatna promena mase, ukazuje na zavrSetak piroli-
ti¢kog procesa aminokiseline.

Na TG krivoj DL-1izina (slika 54) uocCeno je €etiri odvojene
zone. Prva zona se odnosi na temperaturni interval od 293

do 455 K u kome nema promene mase i definide termicku stabil-
nost ove aminokiseline. Za drugu i trecu zonu, koje se de-
limi¢no preklapaju i odnose na temperaturni interval od 455
do 563 K, odnosno od 563 do 698 K, karakteristican je nera-
vnomeran pad mase od 55%, odnosno od 17% od ukupne mase. Ce-
tvrta zona, koju karakteriSe dalji pad mase, zapolinje na
temperaturi od 698 K, ali se ne zavrSava na 723 K, do koje
je vrdena TG analiza, na Sta ukazuje oblik TG krive. Pos-
lednje tri zone ukazuju da je toplotno razlaganje DL-Tizi-
na veoma kompleksan proces, koji se ne zavrSava na 723 K,

a koji se odvija uz stvaranje medjuproizvoda kao i njihovu
razgradnju.

4,2.3, ODREDJIVANJE KINETICKIH PARAMETARA REAKCIJE
TOPLOTNOG RAZLAGANJA AMINOKISELINA RAZLICITIM
NUMERICKIM METODAMA

Pri odredjivanju kinetickih parametara metodama Kissinger-a,
Freeman-Carroll-a i Horowitz-Metzger-a interpretiran je sa-
mo endoterman proces toplotnog razlaganja DL-e-aminokapron-
ske kiseline, DL-asparaginske kiseline, DL-glutaminske ki-
seline i DL-1izina. Kineticki parametri reakcije toplotnog
razlaganja DL-norleucina, DL-leucina i DL-izoleucina nisu
odredjivani posto je DSC i TG analizom utvrdjeno da se kod
ovih aminokiselina, u uslovima u kojima je radjenja termiC-
ka analiza, odigrava proces parcijalne sublimacije, kao do-
minantan proces (95). Primena navedenih metoda na izracuna-
vanje kineti¢kih parametara iz podataka dobivenih DSC i TG
analizama bice detaljno prikazana na primeru procesa top-
lotnog razlaganja DL-asparaginske kiseline.
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U sluaju primene Kissinger-ove metode na izracunavanje ki-
neti¢kih parametara reakcija prvoga reda, dobivenih DSC ana-
lTizom potrebno je definisati linearnu zavisnost brzine za-
grevanja, B, od temperature pika, T. Ova zavisnost je odre-
djena relacijom (20) a dobiveni rezultati su prikazani u
tablici 16.

TABLICA 16. Zavisnost logaritma brzine zagrevanja i reciprocne
vrednosti kvadrata temperature za DL-asparaginsku

kiselinu
: ? - 7 .
g|o/min] T |K| 8/T y = log g/T % = {7
2,97 503,05  1,174-107° ~4,9305 1.988-1073
4,93 507,65  1,913-107° -4,7183 1,969-1073
9,81 516,85  3,672-107° ~4,4350 1,935.1073

Na osnovu izracunatih vrednosti za x i y, iz tablice 16,
moguce je konstruisati pravu koja predstavlja graficku in-
terpretaciju jednacine (20). Nagib ove prave, vrednost a«,
i odsecak na ordinati, vrednost b, odredjeni su metodom naj-
manjih kvadrata: a = —9,0695-103 i b = 12,959. Uvodjenjem
ovih vrednosti jednacina (20) dobija oblik (20%):

log (y) =aleb- -9,0695-10° 1 + 12,959 (20%)

T T T

§to omogucuje izracunavanje energije aktivacije, E, pomocu
relacije (21):

E=-2,19-a.R = 165,134 |KJ/mo]|

Na osnovu izracunate vrednosti energije aktivacije, E, mo-
gu¢e je, pomocu relacije (22), odrediti Arrhenius-ovu kon-
stantu, A:

i B-E-eE/RT

A -—"é}—z—— - 3,569'10

16 1

|

| min~
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Konstanta brzine reakcije, k, toplotnog razlaganja DL-as-
paraginske kiseline na temperaturi od 516,85 K odredjena je
izrazom (23) 1 iznosi:

k= A-e /AT

= 0,7293 |min~'|

Primena Freeman-Carroll-ove metode zasniva se na rezultati-
ma dobijenim TG analizom i definisana je relacijom (26), ko-
ja predstavija jednalinu prave ¢iji nagib, vrednost 4, odre-
djuje energiju aktivacije, E. Radi odredjivanja velicline
ovog nagiba potrebno je odrediti tablicu zavisnosti za vred-
nosti z i y, odnosno:

1 dw

3 &3 _ _ Alog T
X = —— Yy = —
Alog W Alog W

Vrednosti potrebne za definisanje medjusobne zavisnosti ve-
li¢ina = i y dobivaju se analizom TG i DTG krive gde su mak-
simalni gubitak mase, velicCina W i gubitak mase na tempe-
raturi T, veli¢ina w, dobiveni analizom TG krive, a vrednos-
ti dw/dt sa DTG krive za istu temperaturu T, s tim Sto je
vrednost za velicinu W odredjena razlikom vrednosti wc—w.

U tablici 17 prikazani su podaci dobijeni analizom TG i DTG

dijagrama uzorka DL-asparaginske kiseline.

Na osnovu vrednosti za x i y iz tablice 17, izralunat je
nagib prave, vrednost a, metodom najmanjih kvadrata i do-
bivena je vrednost a = -6,9118-103. Ovako dobivenu vred-
nost veliline nagiba prave moguce je iskoristiti za odredji-
vanje energije aktivacije, E, izrazom:

E = -2,303-R-a = 132,343 |KJ/mol]|

OdseCak na ordinati, vrednost b, jednak je redu reakcije, n:
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Primena Horowitz-Metzger-ove metode na izracunavanje kine-
ti¢kih velicina iz podataka dobijenih TG analizom, najvise
je primenjivana u sluCajevima reakcije pirolize. Primena ove
metode se zasniva na relaciji (28) koja, modifikovana na re-
akcije prvoga reda gde svi proizvodi nisu isparljivi i gde
ukupan broj molova nije konstantan, glasi:

f

W _-w
e ek 5 12, (28*)

WoW, R-T

S
gde je:
W, - inicijalna masa,
wz - krajnja masa,
\
- masa na temperaturi T,
TS - referentna temperatura definisana izrazom
f N

W'Wt B 1

= =

W W

o t

8 - velicCina koja definise odstupanje referentne temperature

TS od temperature T, odredjena izrazom

T=T+ 8

s

E - energija aktivacije i

R - gasna konstanta.

Navedena relacija (28*) predstavlja jednaCinu prave ¢iji na-
gib, veli¢ina a, odredjuje energiju aktivacije, E. Radi od-
redjivanja ovog nagiba neophodno je odrediti velicine z i y

a zatim njihovu zavisnost:

X =0
" W -wf
y = Iniln LBiuh
w-wf
t

U tablici 18 prikazane su vrednosti = i y za uzorak DL-aspa-
raginske kiseline.
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TABLICA 18. Izracunate vrednosti x i y% za DL-asparaginsku kiselinu,
t

za veli¢inu krajnje mase w! od 73% i temperaturu T
od 533 K 4

W "W?- W "‘Wf
T K| W |% x =0 gt v o Bt

W-Wt W"'Wt
513 96,5 -20,6 1,148 1,974
523 92,4 -10,6 1,384 1,122
533 84,4 - 0,6 2,347 -0,158
543 77,0 9,4 6,750 0,646
547 75,0 13,4 13,512 0,956

i

Na osnovu vrednosti velilina = i y iz tablice 18, izracunat
je nagib prave, velic¢ina a, metodom najmanjih kvadrata i
dobijena je vrednost a = 6,568-10-2. Ovako dobijen nagib,
veli¢ine a, se koristi za odredjivanje energije aktivacije,
prema izrazu:

£ = a-R-TZ = 155,136 [KJ/mol|

Vrednosti kinetickih velicCina, izracunatih za proces top-
lotnog razlaganja, DL-e-aminokapronske kiseline, DL-aspara-
ginske kiseline, DL-glutaminske kiseline i DL-lizina, ko-

riséenjem navedenih metoda, prikazane su u tablici 19.

Dobijene vrednosti energije aktivacije, E, za reakciju to-
plotnog razlaganja za DL-e-aminokapronsku kiselinu, DL-aspa-
raginsku kiselinu, DL-glutaminsku kiselinu i DL-1izin (tab-
lica 19), izracunate metodama Kissinger-a i Freeman-Carroll-a
i Horowitz-Metzger-a, pokazuju relativno dobro slaganje,
izuzev neSto veceg odstupanja velicine, E, energije akti-
vacije odredjene Freeman-Carroll-ovom metodom. Uporedji-
vanjem vrednosti energije aktivacije za proces toplotnog
razlaganja pojedinih aminokiselina moZze se zakljuciti da

je za toplotno razlaganje diaminomonokarbonskih kiselina
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potrebna znatno veca energija aktivacije. Freeman-Carroll-
ovom metodom utvrdjeno je da je reakcija toplotnog razla-
ganja aminokiselina, koja obuhvata samo endoterman proces,
reakcija prvoga reda. Kissinger-ovom metodom, koja moZe da
se primeni samo na reakcije prvoga reda, odredjene su vred-
nosti Arrhenius-ove konstante, A, i konstante brzine,k,
reakcije toplotnog razlaganja aminokiselina. Vrednosti
Arrhenius-ove konstante, A, i konstante brzine reakcije,k,
toplotnog razlaganja DL-e-aminokapronske, DL-asparaginske
i DL-glutaminske kiseline, saopStene u tablici 19, su re-
lTativno bliske i znatno su manje od vrednosti izracunatih
za proces toplotnog razlaganja DL-1izina. Tako je, prema
literaturnim navodima (27), ispitivana kinetika procesa
toplotnog razlaganja smeSe aminokiselina metodom aminoki-
selinske analize hidrolizata dobijenog pirolizata, nema
objavljenih podataka o vrednostima kinetickih parametara

za proces toplotnog razlaganja aminokiselina.

4,3,0, GASNO-HROMATOGRAFSKA ANALIZA PIROLIZATA
AMINOKISELINA

Upotrebom kombinovane tehnike piroliza - gasna hromatogra-
fija pracden je uticaj temperature, u intervalu od 473 do
873 K, na toplotno razlaganje DL-e-aminokapronske, DL-as-
paraginske i DL-glutaminske kiseline. Na slikama 55 i 56
prikazani su gasni hromatogrami pirolizata DL-asparagin-
ske kiseline,dobivenih zagrevanjem na 623, 773 i 873 K

u toku 1,2-102 8 .



START

Slika 55. Gasni hromatogram pirolizata DL-asparaginske
kiseline, dobijenog zagrevanjem na 623 K u
toku 1,2:10? s,
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STOP

START

20
17 1819 2!

10 1112 13

9

START

1\

Slika 56. Gasni hromatogrami pirolizata DL-asparaginske kiseline,
dobijegih zagrevanjem na (a) 773 K i (b) 873 K u toku
1.2:10¢ .

22

STOP
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U tablici 20 prikazane su vrednosti retencionih vremena, RT,
i relativne koli¢ine, A, proizvoda dobijenih zagrevanjem
DL-e-aminokapronske, DL-asparaginske i DL-glutaminske kise-
line na 623 K u toku 1,2:10° s, a u tablici 21 vrednosti
retencionih vremena,RT, proizvoda dobijenih zagrevanjem
DL-asparaginske kiseline na 623, 773 i 873 K u toku 1,2-102 S,
razdvojenih gasnom hromatografijom.

TABLICA 20. Vrednosti retencionih vremena, RT, i relativne koliline,
A, proizvoda pirolize DL-e-aminokapronske, DL-asparaginske
i DL-glutaminske kiseline na 623 K u toku 1,2-102 s

DL-e-aminokapronska DL-asparaginska DL-glutaminska
Proizvod kiselina kiselina kiselina
pirolize
RT |min| A* | % RT|min|  *A|% RT|min|  A¥|%|
1. 20,26 1,055 18,58 0,129 18,19 11,873
2. 21,98 2,348 20,46 ‘ 0,421 20,19 10,595
x, 23,58 2,538 22,20 0,951 20,79 7,299
4. 24,46 1,210 23,81 2,022 21,58 5031
9 25,07 3,884 25,30 3,969 21,94 30,10
6. 26,47 6,825 26,70 6,273 23,15 0,611
7. 27,77 6,914 28,01 8,028 23, 56 9,696
8. 28,82 1,417 29,24 9,427 24,47 1,688
9. 28,99 4,862 30,39 10,396 25,05 7,365
10. 30,14 6,084 31,48 6,622 26,45 7,219
11, 31,22 6,303 31,92 0,749 27,76 4,282
12. 31,71 5,248 32,53 10,723 28,99 2,872
13. 32,26 2,645 33,67 6,208 30,15 7,694
14, 32,55 5,787 35,02 6,221 31,26 2,492
15. 33,38 5,491 36,26 15,243 31,73 2,901
16. 34,71 4,198 39,01 3,004 32,27 0,994
17. 35,95 12,298 42,07 4,821 32,53 1,987
18. 38,08 0,854 46,32 6,666 33,40 0,796
19. 41,50 2,888 51,84 0,137 35,98 1,761
20. 45,52 1,524 48,26 2,579
-4 48,41 10,616

*)A-Koli&ina proizvoda, u %, u odnosu na ukupni pirolizat.
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TABLICA 21. Vrednosti retencionih vremena, RT, proizvoda pirolize
DL-asparaginske kiseline na 623, 773 i 873 K u toku

1,2-10% s
Retenciono vreme, RT |min|
Proizvod
pirolize Temperatura pirolize |K|
623 773 873
. 18,58 2,01 3,16
2. 20,46 3,47 6,69
E 22,20 7,65 10,56
4. 23,81 7,81 10,91
8. 25,30 15,91 16,53
6. 26,70 21,82 16,77
7. 28,01 22,64 20,49 '
8. 29,24 24,07 22,52
9. 30,39 125,10 25,06
10. 31.48 2l,33 28,66
0 3182 29,11 30,19
12 32,53 31,09 31,51
13. 33,67 33,00 34,74
14. 35,02 36,09 37,96
Y, 36,26 42,17 42,55
16. 39,01 45,36 46,08
& . 42,07 49,22 49,86
18. 46,32 52,05
19. 51,84 53,58
20. 53,94
21. 55,38
22. 57,49

Hromatografisanjem pirolizata DL-e-aminokapronske, DL-as-
paraginske i DL-glutaminske kiseline,dobijenih zagreva-
njem na 473 K u toku 1,2-102 s, kao i pirolizata DL-e-ami-
nokapronske i DL-glutaminske kiseline,dobijenih zagrevanjem
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na 773 i 873 K u toku 1,2'102 s, pod uslovima navedenim

u Eksperimentalnom delu ovog rada, nije izvrieno razdva-
janje proizvoda pirolize.

Na osnovu rezultata GC analize, prikazanih u tablici 20,
utvrdjeno je da pirolizom DL-e-aminokapronske, DL-aspara-
ginske, odnosno DL-glutaminske kiseline na 623 K u toku
1,2-102 s, nastaje 21, 19 odnosno 20 proizvoda u razlici-
tim prinosima. Navedeni rezultati nedvosmisleno ukazuju da
broj i prinos proizvoda nastalih pirolizom aminokiselina
zavisi od prirode aminokiseline i u saglasnosti su sa is-
pitivanjima Simmonds-a i saradnika (4), Lien-a i Nawar-a
(5), Ratcliff-a i saradnika (6), Higman-a i saradnika (8)
i Milic¢a i saradnika (69). ‘

GC analizom pirolizata DL-asparagﬁnske kiseline (slike 55

i 56 i tablica 21) utvrdjeno je da zagrevanjem ove amino-
kiseline u toku 1,2-102 s na 623 K nastaje 19, na 773 K

17, a na 873 K 22 proizvoda. Kompjuterskom obradom podata-
ka dobijenih GC analizom, odnosno retencionih vremena i
povr3ine pikova proizvoda pirolize DL-asparaginske kiseli-
ne,dobijenih razgrevanjem na 623, 773 i 873 K u toku
1,2-102 s, utvrdjeno je da su jedino proizvodi oznaceni sa
7 i 8 (tablica 21) prisutni u pirolizatima dobijenim zagre-
vanjem na svim navedenim temperaturama, a proizvod oznacen
sa 6 je prisutan u pirolizatima dobijenim zagrevanjem na
623 i 873 K. Relativne kolic¢ine navedenih proizvoda piroli-

ze DL-asparaginske kiseline prikazane su u tablici 22.

UoCene promene relativnih kolicina proizvoda 6, 7 i 8, do-
bijenih pirolizom DL-asparaginske kiseline na 623, 773 i

873 K u toku 1,2-10% s, prikazanih u tablici 22, su posle-
dica reakcija degradacije i kondenzacije navedenih proizvo-

da na temperaturama od 773 i 873 K.
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TABLICA 22. Relativne koli¢ine, A, proizvoda dobijenih pirolizom
DL-asparaginske kiseline u toku 1,2-10% s na 623,
773 i 873 K

2 . G
Proizvod pirolize Relativne koli¢ine, A I%I

623|K| 773|K| 874 K|
6 6,273 ' 0,006
8,028 0,010 0,005
8 9,247 0,002 0,002

*) A - koli¢ina proizvoda u % u odnosu na ukupni
pirolizat.

Na osnovu navedenih rezultata GC analize pirolizata DL-e-
-aminokapronske, DL-asparaginske i DL-glutaminske kiseline,
dobijenih zagrevanjem na temperaturama od 473 do 873 K

u toku 1,2-102 s, kao i ispitivanja Simmonds-a i saradnika
(4), Lien-a i Nawar-a (5), Ratcliff-a i saradnika (6), Hig-
man-a i saradnika (8) i Mili¢a i saradnika (69), moZe se
zakljuéiti da mehanizam i brzina reakcije toplotnog razla-
ganja aminokiselina, odnosno struktura, broj i prinos pro-
izvoda toplotnog razlaganja aminokiselina, zavise kako od
strukture aminokiseline tako i od temperature pirolize.
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5,00, ZAKLJUCAK

ESR spektroskopskom analizom utvrdjeno je prisustvo slobod-

nih radikala u pirolizatima DL-norleucina, DL-leucina, DL-izo-

leucina, DL-e-aminokapronske kiseline, DL-asparaginske ki-
seline, DL-glutaminske kiseline i DL-Tizina.

ESR signali slobodnih radikala pirolizata ispitivanih amino-
kiselina su predstavljeni relativno simetric¢nom linijom, bez

izrazene hiperfine strukture i anizotropije g-vrednosti.

Oblik linije ESR spektara je meSavina Lorentzian i Gaussian
oblika, mada su odstupanja od Lorentzian oblika linije ma-
nja. Povecavanjem temperature pirolize do 623 K, odnosno
produzavanjem vremena pirolize do 3,6-103 s, ESR 1inije
spektra dobijaju sve izrazenije karakteristike Lorentzian
funkcije. Ovakav oblik linije ESR spektra slobodnih radi-
kala, nastalih u Cvrstoj fazi, uslovljen je efektom izmene.

Intenzitet ESR signala, koji je proporcionalan koncentraci-
ji slobodnih radikala nastalih pirolizom aminokiselina, ras-
te sa porastom temperature pirolize od 473 do 623 K, a za-
tim daljim porastom temperature pirolize do 873 K, opada.

Intenzitet ESR signala slobodnih radikala raste sa produza-
vanjem vremena pirolize od O do 3,6-103 s, a zatim daljim

produzavanjem vremena do 10,8-103 s, opada.

Promene u intenzitetu ESR signala slobodnih radikala, nas-
talih pirolizom aminokiselina, u funkciji temperature, od-
nosno duzine trajanja pirolize, posledica su promena brzi-
ne i duZine trajanja hemijskih procesa tokom pirolize, ko-
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Ji ukljucCuju homoliticko cepanje veza u molekulu aminoki-
selina, pri cemu jedan elektron iz veze stabilizacijom da-
je isparljivo jedinjenje, dok drugi elektron ostaje u Cvrs-
toj matrici formirajuc¢i slobodan radikal. Dalji tok uklju-
Cuje reakciju kondenzacije, kojom se Cvrsta matrica preure-
djuje gradec¢i polimerne strukture unutar kojih se slobodni
radikali stabilizuju, kao i reakciju depolimerizacije, ko-
Jom nastaju krajnji stabilni reakcioni proizvodi, sigurno
manjih molekulskih masa i razlic¢ite strukture.

Intenzitet ESR signala, odnosno koncentracija slobodnih ra-
dikala u pirolizatu aminokiseline, zavisi od strukture ami-
nokiseline. Koncentracija slobodnih radikala u pirolizati-
ma aminokiselina raste sa povecanjem broja amino i karbbksi]—
nih grupa u molekulu aminokiseline. U pirolizatima mono-
aminomonokarbonskih kiselina koncentracija slobodnih radi-
kala raste sa znatnim udaljavanjem amino grupe od karboksil-
ne grupe u molekulu aminokiseline. Kod strukturnih izomera
a-monoaminomonokarbonskih kiselina koji sadrie metil grupu

u racvastom nizu, sa povecavanjem rastojanja izmedju metil

i amino grupe u molekulu, koncentracija slobodnih radikala,
u uslovima pirolize, raste. U pirolizatima monoaminodikar-
bonskih kiselina koncentracija slobodnih radikala se pove-
¢ava sa smanjenjem rastojanja izmedju karboksilnih grupa u

molekulu aminokiseline.

Sirina linije ESR signala slobodnih radikala nastalih piro-
lizom DL-norleucina, DL-leucina, DL-izoleucina, DL-e-amino-
kapronske kiseline, DL-glutaminske kiseline i DL-lizina us-
lovljena je dipolarnom interakcijom. Uocene razlike u 3iri-
ni 1inije ESR spektra slobodnih radikala u pirolizatima ovih
aminokiselina nastaju usled spin-spin interakcija izmedju
elektrona i a-protona u molekulu aminokiseline. SuZenje 1i-
nije ESR signala jedino je bilo izrazeno kod ESR spektra
slobodnih radikala pirolizata DL-asparaginske kiseline i
rezultat je smanjenja spin-spin interakcija izmedju elektro-
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na i a-protona i preovladavanja efekta izmene ili delokali-
zacije, koji su posledica velike koncentracije spinova u pi-
rolizatu ove aminokiseline.

g-Vrednosti slobodnih radikala pirolizata aminokiselina iz-
nose od 2,0036+0,0003 do 2,0041+0,0003 i ukazuju na lokali-
zaciju ili delimiénu lokalizaciju slobodnog elektrona na ug-
ljenikovom, kiseonikovom ili azotovom atomu, pa se moZe pred-
postaviti da pirolizom aminokiselina nastaju alkil, supsti-
tuisani alkil, peroksid 1 azot radikali.

Relativna stabilnost slobodnih radikala na uticaj kiseonika
i relativno dugo vreme Zivota ukazuju na slabu reaktivnost
slobodnoradikalskih struktura nastalih pirolizom aminokise-
lina, kao i moguc¢u stabilizaciju slobodnih radikala mezo-
mernim efektom, odnosno premeétanjé nesparenog elektrona na
druga jezgra u blizini.

IR spektroskopskom analizom pirolizata aminokiselina i TLC
analizom hidrolizovanih pirolizata aminokiselina utvrdjeno
je da se tokom pirolize aminokiselina odvija reakcija dehi-
drokondenzacije. Struktura nastalog proizvoda je, predpostav-

lja se, sli¢na strukturi poliaminokiselina.

Nastajanje ugljendioksida i amonijaka, kao reakcionih proiz-
voda, tokom pirolize aminokiselina, ukazuje da slobodnoradi-
kalske vrste mogu nastati ne samo dehidrokondenzacijom vec
i deaminacijom i oksidacijom. Slobodni radikali, nastali na
ovaj nac¢in, se najverovatnije stabilizuju dajuc¢i kompleksne
proizvode protenoide i heteropolimere, tipa huminskih kise-

lina ili melamina.

DSC i TG analizom utvrdjena je termijska stabilnost ispiti-
vanih aminokiselina. DL-norleucin je termiCki stabilan do
388 K, DL-leucin do 508 K, DL-izoleucin do 491 K, DL-e-ami-
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nokapronska kiselina do 476 K, DL-asparaginska kiselina do
484 K, DL-glutaminska kiselina do 455 K i DL-1izin do 534 K.

DSC i TG analizom DL-norleucina, DL-leucina i DL-izoleucina
utvrdjeno je, na osnovu endotermnih i egzotermnih toplotnih
efekata i pada mase, da se tokom zagrevanja navedenih amino-
kiselina odigrava i proces parcijalne sublimacije i proces
razlaganja pri Cemu Jje proces parcijalne sublimacije domi-
nantan.

DSC 1 TG analizom DL-e-aminokapronske kiseline, DL-aspara-
ginske kiseline, DL-glutaminske kiseline i DL-1lizina ut-
vrdjeno je da je toplotno razlaganje praceno endotermnim i
egzotermnim toplotnim efektima, koji se nadovezuju jedah na
drugi, odnosno neravnomernim padom mase, $to ukazuje na slo-
Zen mehanizam procesa razlaganja dminokise]ina koji uklju-

¢uje reakcije dekarboksilacije, deaminacije i kondenzacije.

Iz podataka dobijenih DSC i TG analizama, primenom metoda
Kissinger-a, Freeman-Carroll-a i Horowitz-Metzger-a odredje-
ni su kineticki parametri endotermnog procesa razlaganja
DL-e-aminokapronske kiseline, DL-asparaginske kiseline,
DL-glutaminske kiseline i DL-Tizina.

Vrednosti energije aktivacije, E, izracunate navedenim meto-
dama, za endoterman proces toplotnog razlaganja, za DL-e-
-aminokapronsku kiselinu iznose od 128,921 do 144,367 KJ/mo-
lu; za DL-asparaginsku kiselinu od 132,343 do 165,134 KJ/mo-
lu; za DL-glutaminsku kiselinu od 130,572 do 147,185 KJ/mo-
lu i za DL-1izin od 437,251 do 463,470 KJ/molu. Vrednosti
Arrhenius-ove konstante, A, konstante brzine reakcije, k,

i reda reakcije, n, za isti proces, za DL-e-aminokapronsku

16 in s We0 206 min !

i os 1.02; za Dl-asparaginski kisedinu: A = 3,569-10' min~!;
k 0,729 min-1 in=20,98; za DL-glutaminsku kiselinu:

A= 2,172.10'% min~'; k = 0,794 min~' i n = 0,99; i za DL-1i-
2ins A& =677 0wtttk 24,849 min~! 10 = 1,00,

kiselinu 1znose: A = 1,572:10

44
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Gasno-hromatografska analiza pirolizata aminokiselina uka-
zuje da struktura, broj i prinos proizvoda nastalih piroli-
zom aminokiselina zavise od temperature pirolize. Na osnovu
rezultata dobijenih navedenom metodom analize, utvrdjeno je
da pirolizom DL-e-aminokapronske kiseline, odnosno DL-glu-
taminske kiseline, na 623 K u toku 1,2-102 s, nastaje 21,
odnosno 20 proizvoda u razli¢itim prinosima. Pirolizom DL-as-
paraginske kiseline u toku 1,2-10% s, na 623 K nastaje 19
proizvoda, na 773 K nastaje 17 proizvoda, od kojih su samo
tri utvrdjena u pirolizatima dobijenim pirolizom na 623,
odnosno 873 K, a pirolizom na 873 K nastaje 22 proizvoda,
od kojih su samo tri utvrdjena u pirolizatu dobijenom na

623 K, a dva u pirolizatu dobijenom na 773 K.
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