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§ Sazetak vii

§ SazZetak

Analiticke metode su danas jedna od najvaznijih komponenti kemijske analize. Stoga se
uvelike koriste i u medicini, za analizu spojeva te stvaranju novih lijekova kao prevencija za
bolesti. Najkorisnije metode za analizu spojeva koji ulaze u sastav lijekova su spektroskopija
UV-Vis, Ramanova spektroskopija, spektroskopija NMR, fluorescencija i ostale.
Spektroskopija UV-Vis se temelji na apsorpciji elektromagnetskog zracenja te pracenja
promjene boje ili emisije zrafenja. Tim raznim metodama se mogu odrediti kemijska i
fizikalna svojstva spojeva, nacini interakcija sa sli¢nim ili razli¢itim spojevima, te njihova
stabilnost. Ovaj eksperiment dokazuje fotorazgradnju vodenih otopina acetilsalicilne kiseline
u odsutnosti i prisutnosti dodatnih tvari, te se promatraju fotoluminiscencijski spekri.

Ime Prezime Zavrsni rad
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§ 1. UVOD

1.1. Bioaktivne molekule

Bioaktivne molekule su molekule koje su aktivne na uzro¢nike bolesti. Naj¢esée se mogu naci
u prirodi, iako se mogu dobiti i sintetic¢ki. Interagiraju s drugim molekulama te stvaraju nove
produkte koji su vazni za organizam. Obi¢no se bioaktivhe molekule koriste za prevenciju i
lijeCenje bolesti, te u prehrani. Veoma su vazne, te je za bolje razumijevanje njihovog
djelovannje potrebno dobro prouciti strukturu i funkcijske skupine koje su odgovorne za samo
funkciju molekule. Vecina bioaktivnih molekula reagira s proteinima i makromolekulama, no
za veliki broj njih nije poznata funkcija.! Najprosirenija upotreba bioaktivnih molekula danas
je u stvaranju antibiotika i lijekova kao prevencija razlicitih bolesti. Biomolekule imaju razlicite
strukture, vecinom su to bioorganske molekule, te ih je moguce proucavati razli¢itim
analitickim metodama, medu kojima prevladavaju spektroskopija UV-Vis, fluorescencija,

spektroskopija NMR i sl.

1.2. Spektroskopija UV / VIS

Spektroskopija u ultraljubi¢astom i vidljivom dijelu spektra elektromagnetskog zrafenja se

odnosi na apsorpcijsku spektroskopiju ili spektroskopiju refleksije.

v/Hz 3-10® 3-10'® 3-10'° 3-10" 3-10'2 3-10° 3-10° 3-10° 3-107
[ IR Y Y N N SRR N NN NN NN (NN N NN NN R

A/m 107" 1071 10® 10 104 10 1 107 10°
| | | | | | | | | | | | | | |
y-zrake %
2 o .
54 infracrvene radio valovi
= 5] zrake
x-zrake B
=
I | I | | I I I [ I | [ | I I |
A /nm 102 1 10° 10* 106 108 10'° 10" 10"
vidljiva svjetlost
400 500 600 700 A /nm

Slika 1. Dijelovi elektromagnetskog spektra
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Molekulska spektroskopija UV-Vis se primjenjuje za odredivanje razlicitih kemijskih vrsta,
bilo organskih ili anorganskih. Najvise se koristi za kvantitativnu analizu. Pobuda UV i
vidljivim zraCenjem ukljucuje prijenos elektrona iz atomske ili molekulske orbitale nize
energije u orbitalu vise energije. Sto se tiGe organskih molekula, dvije vrste elektrona su
odgovorne za apsorpciju UV-Vis zracenja : 1)
podijeljeni elektroni izmedu dva atoma koji direktno sudjeluju u stvaranju veze

2.) nepodijeljeni vanjski elektroni koji se nalaze
oko atoma
Ovisno o jakosti vezanja elektrona, valne duljine pri kojima organska molekula apsorbira su
razli¢ite. Podijeljeni elektroni koji stvaraju jednostruku vezu su ¢vrsto vezani te je za njihovu
pobudu potrebno vise energije koja odgovara valnim duljinama u dalekom UV podrucju
(ispod 180 nm). Organske molekule s dvostrukim i trostrukim vezama imaju apsorpcijske
maksimume u lako dostupnom UV podrucju. Elektroni u takvim spojevima su slabo vezani te

je potrebna manja energija za njihovu pobudu.? Nezasi¢ene funkcijske skupine odgovorne za

apsorpciju u organskim spojevima se nazivaju kromofori.
Kromofor . Primjen A Vrsta prijelaza
>C=C< CeHys CH= CH; 177 g
=Cm(= CsHy C=C—CH, 178 K=
sC=0 CH,C0 CH, 186 o
280 "
CH,CHO 180 .
- 91 n—a )
n—ax
~COOH CH,COOH 204 n—ax
~CONH; CHyCONH; 214 nsx’
N=N- CH,N = NCH, 119 nsx
~NO; CH,NO, 280 nax
=-N=0 C,H, NO 30 -
5 n—x

Slika 2. Apsorpcijske znacajke nekih uobicajenih organskih kromofora

Instrumenti za mjerenje ultraljubicaste 1 vidljive apsorpcije se nazivaju fotometri i

spektrofotometri.
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Slika 3. Shematski prikaz fotometra za ultraljubicastu i vidljivu apsorpcijsku spektroskopiju

1.3. Fotoluminiscencija

Fotoluminiscencija (PL) je emisija svjetlosti iz neke tvari nakon apsorpcije
elektromagnetskog zracenja (fotona). Fotoluminiscencija je oblik luminiscencije, a inicira se
fotoeksitacijom ( fotoni se pobuduju u vise energijsko stanje u atomu) , nakon ¢ega slijedi
relaksacija. Procesi fotoluminiscencije se mogu karakterizirati prema raznim parametrima.
Primjer, rezonantna pobuda opisuje apsorpciju fotona odredene valne duljine, te emisiju
ekvivalentnih fotona. Takoder se naziva i rezonantna fluorescencija. U otopinama tvari i u
plinovitom stanju, proces pobude ukljucuje elektrone. Inace, vise procesa se dogada kada tvar
prode unutarnje prijelaze prije ponovne emisije energije.

Fluorescencija je oblik luminiscencije, odnosno emisija svjetlosti nakon $to je tvar apsorbirala
elektromagnetsko zra¢enje. Emitirana svjetlost ima vec¢u valnu duljinu, niZu energiju fotona u
odnosu na apsorbirano zracenje.

Fosforescencija je takoder oblik luminiscencije, nakon izlaganja elektromagnetskom zracenju,
tvar apsorbira zracenje te je emitira na vecoj valnoj duljini. Fosforescentne tvari, za razliku od
fluorescentnih, ne emitiraju zraenje u istom trenutku primanja, nego apsorbiraju te imaju

moguénost zadrzati ga te onda emitirati.3*

Ime Prezime Zavrsni rad
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§ 2. ACETILSALICILNA KISELINA

Farmaceutski spojevi (lijekovi) se pripravljaju tako da specifi¢no djeluju na odredene organe,
metabolicke puteve ili receptore za moduliranje fizioloskih funkcija, u svrhu lijecenja bolesti.
Acetilsalicilna kiselina, poznatija kao aspirin, sadrzi protuupalna, analgetska i antipireticka
svojstva. Zbog tih ucinaka, koristi se za ublazavanje nekih simptoma kod virusnih infekcija.
Aspirin je koriSten u istrazivanjima s virusom COVID-19, te je ustanovljeno da je stopa
smrtnosti manja kod zaraZenih pacijenata koji su njime lije¢eni.’

Kako bi se dobro znala djelotvornost acetilsalicilne kiseline, koja djeluje kao bioaktivna
molekula u organizmu, interagiraju¢i s ostalim molekulama u tijelu sprjeavajuéi bol,
potrebno je dobro prouciti njenu strukturu. Za odredivanje strukture i funkcije acetilsalicilne
kiseline tijekom povijesti koriStene su razli¢ite metode, od kojih su najvaznije za istaknuti

UV-Vis apsorpcijska spektroskopija, fluorescencija, rentgenska difrakcija praha, FT-

Ramanova spektroskopija, spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR).

2.1. Acetilsalicilna kiselina u krutom stanju

Ime Prezime Zavrsni rad
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Slika 4. Prikaz spektara fotoluminiscencijske pobude acetilsalicilne kiseline bez dodataka (na

slici ASA) i s dodacima (na slici ASE) pri valnoj duljini od 420 nm te 275 nm ®

Prikazan je eksperiment u kojem su €ista acetilsalicilna kiselina (ASA) 1 acetilsalicilna

Kiselina s dodacima (ASE), obje u krutom stanju, izlozene UV svjetlosti, te je zabiljezen

intenzitet fotoluminiscencije (PL) i fotoluminiscencijske pobude (PLE). Na slici 4. u primjeru

a) acetilsalicilna kiselina je izloZzena UV svjetlosti pri 420 nm u vremenu od 342 minute, te se

moze vidjeti traka s maksimumom fotoluminiscencijske pobude na 318 nm 1 jos jedna nizeg

intenziteta na 278 nm , dok u slucaju b) gdje je uzeta acetilsalicilna kiselina s dodacima

maksimum je zabiljezen pri 276 nm, te jedan slabiji intenzitet pri 305 nm. Omjer intenziteta

PLE traka za slucaj acetilsalicilne kiseline (I318/1278) je priblizno jednak 2,17 (Slika 4.,

primjer a) , dok u slucaju acetilsalicilne kiseline s dodacima omjer intenziteta (I305/1276)

Ime Prezime
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iznosi priblizno 0,72 (Slika 4., primjer b)). Izlozenost UV svjetlu u vremenu od 342 minute
izazvala je promjenu u PLE spektrima promjenu omjera intenziteta od 1,95.

Vece promjene su uocene u sluc¢aju PL spektra za acetilsalicilnu kiselinu sa 1 bez dodataka.
Prikaz na slici 4. primjeri c) i d). Prije izlaganja UV svjetlu, PL spektri su okarakterizirani za
dva slucaja : 1.) acetilsalicilna kiselina s emisijskim pojasom maksimalno 342 nm i 2.)
acetilsalicilna kiselina s dodacima s dva pojasa s dva maksimuma na otprilike 338 i 409 nm.
Podaci maksimuma za PL spektar, objavljeni za salicilnu kiselinu (SAL) te za acetilsalicilnu
kiselinu, su pri 341 nm odnosno 404 nm.’

Na povrsini tableta dolazi do djelomicne pretvorbe acetilsalicilne kiselina s dodacima u
salicilnu kiselinu, u prisutnosti vodenih para iz zraka. Vrijeme izlaganja UV svjetlu je
odredeno zbog nestabilnosti acetilsalicilne kiseline u razli¢itim bioloskim teku¢inama.
Vrijeme poluraspada acetilsalicilne kiseline hidrolizom iznosi izmedu 0,5 do 1,9 sati. U
ljudskom tijelu i krvi to vrijeme iznosi izmedu 16 i 17 sati.> No, nakon 342 minute izlaganja

UV svijetlosti, odnosno 5,7 sati, nisu primjecene nikakve promjene PLE i PL spektara.

2.2. Vodena otopina acetilsalicilne kiseline

Ime Prezime Zavrsni rad
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Slika 5. PLE i PL spektri snimljeni za vodene otopine acetilsalicilne kiseline sa i bez dodataka
pri 420 nm i 275 nm, ¢(ASA)= 0,3 mol/L te c(ASE)=0,3 mol/L

U slucaju vodene otopine acetilsalicilne kiseline, prilikom izlaganja UV svjetlosti od 420 nm,
spektri PL i PLE su pomaknuti na 358 nm i 305 nm (slika 5. primjeri a i b), dok u slucaju
acetilsalicilne kiseline s dodacima spektar PLE ima dva maksimuma pri 305 i 327 nm.

Omjer intenziteta dviju vrpci postaje jednak, na 305 i 327 nm, i iznosi priblizno 0,91. PL
spektar acetilsalicilne kiseline s dodacima ima maksimum na 403 nm i jednu slabiju vrpcu na

358 nm (slika 5, primjer d). Omjer intenziteta vrpci na 403 i 358 nm iznosi 0,48.

Slika 6. PLE i PL spektri acetilsalicilne kiseline koncentracije 0,3 mol/L u prisutnosti
fosfatnog pufera (PB) s pH=7 (primjeri a i b) i nakon interakcije s 0,3 mol/L NaOH (primjeri
c i d), pri valnoj duljini od 420 i 275 nm

Ime Prezime Zavrsni rad
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Acetilsalicilna kiselina u fosfatnom puferu s pH=7, dolazi do povec¢anja intenziteta

PLE spektras 1,68*108 na 1,88*10°® to¢aka po sekundi, nakon nekog vremena dolazi
do pada intenziteta na 1,38*108 todaka po sekundi, te istodobni pomak maksimuma
trake s 307 nm na 426 nm (slika 6. primjer a)

Acetilsalicilna kiselina u fosfathom puferu s pH=7, PL spektar ima dva maksimuma
na 358 1 391 nm, ¢iji se intenzitet smanjivao s 43,807 tocaka/sec i 34,644 tocaka/sec
na 6,612 tocaka/sec i 22,863 tocaka/sec, te se intenzitet postupno smanjuje (slika 6.
primjer b)

U reakciji acetilsalicilne kiseline s 0,3 mol/L NaOH doslo je do povecanja intenziteta
PLE spektra, te je doslo do pomicanja PLE trake s 306 na 319 nm (slika 6. primjer c)
Takoder u interakciji acetilsalicilne kiseline s 0,3 mol/L NaOH dolazi do smanjenja

intenziteta PL spektra s 4,33*10° tocaka/sec na 2,5*%10" tocaka/sec (slika 6. primjer d)
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Slika 7.PLE i PL spektri acetilsalicilne kiseline s dodacima snimljeni u prisutnosti fosfatnog
pufera(PB) i pri pH=6,4(primjer al i a2), pH=7 (primjer b1l i b2) i pH=8 (primjer cl i c2),
pri valnoj duljini emisije od 420 nm i valnoj duljini pobude od 275 nm

Prije izlaganja UV svjetlu, sve spektre PLE acetilsalicilne kiseline s dodacima
karakterizira vrpca s maksimumom na oko 332-338 nm, s intenzitetima 8,18*10’
tocaka/sec, 9*107 totaka/sec i 9,61*107 tocaka/sec, uz poveéanje pH s 6,4 na 7 i 8.
(Slika 7, primjeri a1,b1,c1)

Takoder, uocena je vrpca s pregibom na oko 302-305 nm. Prije izlaganja,
acetilsalicilne kiseline s dodacima u fosfatnom puferu s pH 6,4, 71 8, UV zrafenju
omjer intenziteta, s maksimumima 302-305 nm i 332-338 nm, iznosi 0,4 , 0,44 i 0,45.
Kako je izlaganje UV zracenju teklo, dolazilo je do smanjenja intenziteta. Nakon
zraCenja omjer intenziteta je iznosio 0,017, 0,016 1 0,12.

Sto se tie PL spektara, prije izlaganja UV zra¢enju primjeéene su dvije vrpce s
maksimumima pri 356-361 nm i 403-404 nm. Omjer intenziteta dviju vrpci iznosi 0,3 ,

0,4 1 0,3. Nakon nekog vremena izlaganja UV svjetlu doslo je do pomaka emisijske

Ime Prezime Zavrsni rad
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vrpce s 403-404 nm na 391-394 nm. Postupnim povecanjem vremena izlaganja UV

zrac¢enju do 342 min, omjer intenziteta PL traka je postao 1,3, 11 1,1.
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Slika 8. Prikaz PL i PLE spektara acetilsalicilne kiseline s dodacima u interakciji s 0,3 mol/L
NaOH u omjeru 2:1 (primjeralia2), 1,5 :1,5 (primjer b1 ib2) i 1:2 (cl i c2), pri valnoj
duljini emisije od 420 nm , te pobude od 275 nm

U pocetku, prije izlaganja UV svjetlu, povecanjem udjela NaOH i jednakom masom
acetilsalicilne kiseline s dodacima, intenzitet vrpce se smanjuje na 306 nm, te je omjer
intenziteta vrpca pri 305-349 nm i 335-343 nm promijenjen s 0,91 (slika 5.) na 0,8
(slika 8 , primjer a1) , 0,65 (slika 8 , primjer by) i 0,35 (slika 8 , primjer ¢1). Duzim
izlaganjem na UV svjetlu dolazi do smanjenja intenziteta vrpce, §to dovodi do
promjene omjera intenziteta (1305-309/1335-343) s 0,19 (slika 5.) na 0,14 (slika 8 ,
primjer a1), 1,37 (slika 8 , primjer by) i 1,5 (slika 8 , primjer c1). Intenzitet PL spektra

se smanjuje pove¢anjem dodatka NaOH.%10
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Slika 9. Reakcije acetilsalicilne kiseline s vodom i NaOH

2.3. Zakljucéak

Rezultati ovog istraZivanja pomaZu shvatiti da je fotoluminiscencija (PL) vazna metoda za
odredivanje salicilne kiseline u lijekovima. Takoder, pracenjem hidrolize otopine
acetilsalicilne kiseline u fosfatnom puferu, s pH= 6,4 , pH=7 , pH=8 , ustanovljeno je
postupno povecanje intenziteta fotoluminiscencijskog spektra pobude, dok se intenzitet
fotoluminiscencijskog spektra smanjivao. Interakcija acetilsalicilne kiseline s NaOH dovela je
do smanjenja esterskih skupina u korist karboksilnih skupina. Nakon izlaganja otopine
acetilsalicilne kiseline UV svjetlu, uoceno je smanjenjeintenziteta fotoluminiscentnog
spektra, u prisutnosti fosfatnog pufera. U drugom slucaju, prilikom izlaganja acetilsalicilne
kiseline s dodacima, uoceno je povecanje fotoluminiscentnog spektra u fosfatnom puferu. Te
razlike uzrokuje salicilna kiselina koja reagira s NaOH.
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