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Proucavanje interakcije izmedu polisaharida, kao
potencijalnih liganada, sa jonima biometala ima znatgja

SPEKTROSKOPSKA KARAKTERIZACIJA
BIOAKTIVNIH Cu(ll) KOMPLEKSA SA
POLISAHARIDIMA SAVREMENOM

FTIR MIKROSPEKTROSKOPIJOM

Ispitivanja bioaktivnih kompleksa bakra su od farmaceutskog interesa sa aspekta nji-
hove primene u terapiji hipohromne mikrocitne anemije i hipokupremije. Struktura
bioaktivnih kompleksa bakra sa oligosaharidima joS uvek nije u potpunosti razas-
njena. Razvoju i farmaceutskoj primeni kompleksnih jedinjenja umnogome doprinosi
stalno proucavanje uzajamnog odnosa hemijske strukture i farmakobioloske aktiv-
nosti. U radu su spektroskopski okarakterisani bioaktivni kompleksi bakra sa oligo-
saharidima dekstrana i pululana i njihovim redukovanim derivatima, razicitih molar-
nih masa. Karakterizacija kompleksa vrSena je savremenim IR spektroskopskim tehni-
kama: RT-FTIR, LNT-FTIR, D,O-FTIR, ATR-FTIR i FTIR mikrospektroskopijom. Re-
2ultati FTIR mikrospektroskopskih ispitivanja pokazali su da konstitucija i konfor-
macija liganda, stepen kristali¢nosti, stepen polimerizacije, stepen polidisperznosti i
linearnost makromolekula znatno uti¢u na sadrZaj vezanog bakra i strukturnu formu
kompleksa. Zakljuceno je da od ovih faktora u velikoj meri zavisi i sama stabilnost do-
bijenih kompleksa, kao i njihov farmakobioloski ucinak. Na osnovu rezultata IR ispi-
tivanja data je potvrda predloZenih struktura sintetisanih kompleksa bakra sa poli-
saharidima.

povezane maltotrioze (slika 2), &o ¢ini njegovu domi-
nantnu primarnu strukturu [14].

zbog postojanja takvih interakcija u bioloskim sistemi-
ma [1]. Sintetisana su, izolovana i okarakterisana razli- |

Citajedinjenjasaharida sa Ti(1V) [2], VO(II) [3], Cr(lIl)

[e]

[4], Mn(11) [5], Fe(ll) [6,7], Zn(11) [8], Cu(ll) [9], Co(lI) o~
[10] i drugim jonima prelaznih metala prve serije. "

Dekstran je homopolisaharid koji se moze dobiti o
mikrobioloSkom sintezom, i predstavlja molekularni la- Q

nac D-glukopiranoznih jedinica povezanih uglavnom o~
-(1—6) O-glikozidnim vezama. U makromolekulima dek-

strana, osim o~(1—6) veza, prisutan je razli¢it sadrza]

o-(1-2), o-(1—3) ili a-(1—4) O-glikozidnih veza (li- o

kal).

Dekstran pripada klasi veoma fleksibilnih polime- O

ra, i U rastvoru se ponasa kao spirala koja se &iri [11].
Kako fazno stanje i struktura polisaharida u znatgnoj
meri odreduju fizickohemijska svojstvai uti¢u naishod
hemijske reakcije, koja se odvija u heterogenoj sredini,

Sika 1. Sruktura polisaharida dekstrana sa o-(1—6) gliko-
Zidnim vezama u osnovnom lancu.

Figure 1. Sructure of polysaccharide dextran with o~(1—6)
glycosidic linkagees in main chain.

veoma je bitno ustanoviti tip konformacije polisaharida. |
Dekstran poseduje viSestruki potencijal za intramolekul-
ske vodoni¢ne veze unutar kristala [12,13]. Reaktivnost Q

dekstrana prvenstveno zavisi od reaktivnosti i orijen- o
tacije sekundarnih hidroksidnih grupa (OH—2, OH-3 i

OH-4).

Po svom sastavu, strukturi i tipu glikozidne veze, o

dekstranu je veoma sli¢an amorfni vodorastvorni linear- 0

ni polisaharid pululan. Na osnovu rezultata analize stru-
kture, pululan se ¢esto opisuje kao polimer o-(1—6)
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Sika 2. Primarna struktura polisaharida pululana, o-(1—6)
povezanog polimera dominantnog maltotrioznog sastava.
Figure 2. The primary structure of polysaccharide pullulan
with o-(1—6) repeating maltotriose units.
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Mnogobrojnim ispitivanjima je utvrdeno da pulu-
lan sadrzi i tetrozne supstituente, kao dodate dominan-
tnim maltotrioznim supstituentima. Ucestalost maltote-
troznih supstituenata zavisi od specifi¢nosti koriStenog
sojai kre¢e se od 1 do 7% ukupnih ostataka. U mole-
kulu pululana maltotetroze su rasporedene nasumiéno
duz molekula [15]. Nasuprot maltotrioznim supstituen-
tima, maltotetrozni ostaci u pululanu cine sekundarnu
strukturu (dika 3).

FTIR spektroskopske tehnike se dosta primenjuju u
strukturnoj analizi polisaharida. FTIR spektroskopija
otvara nove moguénosti za strukturnu analizu polisaha-
rida i njihovih derivata, kao i uspostavljanje tipa veze
izmedu osnovnih jedinicai njihovih rotacionih izomera.
Slabe intermolekulske interakcije imaju znatan uticaj na
neka vrlo znacajna svojstva hioloskih molekula i poli-
mera [16-18]. Konformacija glukopiranoznog prstena
pokazuje bitan utica] na IR spektre u oblasti od 1000 do
700 cm, zato o je taj spektralni interval osetljiv na
izmenu uzajamnog rasporeda C-H grupa u elementar-
nom prstenu polisaharida i moZe se iskorigtiti za istra
Zivanje konformacionih prelaza d-glukopiranoznih prs-
tenova u polisaharidu. |zotopska izmena vodonikovih
atoma deuterijumom kombinovana sa FTIR spektrosko-
pijom ima znacajnu ulogu u odredivanju strukture poli-
saharida. Metodom IR spektroskopije uz primenu deu-
teriranja uzoraka, moze se odrediti i stepen kristali¢nosti
polisaharida.

Nastavljgjuéi istrazivanja na polju primene ove
grupe kompleksa, ispitivana su koordinaciona jedinjenja
bakra sa polisaharidima dekstranom i pululanom i njiho-
vim redukovanim derivatima, srednje molarne mase
M,, = 5000-6000 g/mol. Karakterizacija sintetisanih
kompleksa vrdena je savremenim spektroskopskim teh-
nikama RT-, LNT-, D,O-, ATR-FTIR spektroskopijom i
FTIR mikroskopijom. U radu su analizirani dekonvo-
lucioni IR spektri kompleksa dekstrana i pululana sa

bakrom radi identifikacije spektralnih markera koji bi
mogli biti koris¢eni u karakteriziaciji strukturnih razlika
ovih kompleksa. Sa velikom paznjom su proucavane
trake u oblasti IR spektra od 1250-900 cm™ zato o je
raspored traka, od skeletnih vibracija, u ovoj spektralnoj
oblasti jedinstven za svaki polisaharid [19].

EKSPERIMENTALNI DEO

Sintezu kompleksnih jedinjenja Cu(ll) jona sa re-
dukovanim niskomolarnim dekstranom (RNMD) detalj-
no su opisali Miti¢ i saradnici [20], dok su sintezu kom-
pleksnih jedinjenja Cu(ll) jona sa redukovanim nisko-
molarnim pululanom (RNMP) detaljno opisali Nikoli¢ i
saradnici [21].

FTIR spektroskopija

IR spektri ¢vrstih uzoraka snimani su metodom
presovanja supstance sa kristalnim KBr u pastilu. IR
spektri ¢vrstih uzoraka snimani su na FTIR spektro-
metru BOMEM MB-100 (Hartmann& Braun, Canada),
kaji je opremljen standardnim DTGS/KBr detektorom,
u oblasti talasnih brojeva od 4000-400 cm™ i pri rezo-
luciji 2 cm™. Za LNT-FTIR snimanja kori&éena je ¢elija
Graseby Specac P/IN 21525 sa promenljivom tempera-
turom. Cvrsti uzorci sintetisanih kompleksa biometala
Cu sa polisaharidima neposredno pre pripremanja KBr
pastile, za FTIR karakterizaciju, deuterirani su 2 h na
sobnoj temperaturi u vakuumu. Metoda izotopske iz-
mene sa D,0 je veoma osetljiva za ispitivanje koordi-
nacije HOH molekula i povezana je sa ja¢éinom vodo-
ni¢ne veze. U oblasti 4000-400 cm™, svim spektrima je
bazna linija korigovana i podrugje je normalizovano.
Fourier-ova dekonvolucija utemeljena na Griffiths/Pa-
riente metodi je bila primenjena radi povecanja rezolu-
cije u ovoj spektralnoj oblasti. Dekonvolucioni spektri
su bili poravnani na 30 tacaka prema Savitzky/Golay

O~

Sika 3. Sekundarna struktura polisaharida pululana, o-(1—6) povezanog polimera maltotetroznog sastava.
Figure 3. The secondary structure of polysaccharide pullulan with o~(1—6) repeating maltotetraose units.
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filter metodi. Kompjuterska obrada snimljenih IR spek-
tara vrSena je softverskom primenom Win-Bomem
Easy™ 3.01C Level Il (Copyright © 1991-1994, Ga-
lactic Industries Corporation) pod Windows XP OS po-
drskom.

ATR-FTIR spektroskopijai FTIR mikroskopija

ATR-FTIR spektri ¢vrstih uzoraka snimani su ne-
posredno na IR sistemu za mikrospektroskopiju, ATR-
-FTIR spektrometar Bruker Tensor—27 povezanim sa
FTIR Bruker Hyperion-1000/2000 mikroskopom sa 15x
objektivom i 250-um MCT detektorom koji je hladen
tecnim N, (ATR objective GMBH, Germany), u oblasti
talasnih brojeva od 4000 do 400 cmi. Spektri su snima-
ni u refleksionom modu 320 skeniranja sa rezolucijom 4
cm™. U oblasti od 4000400 cm™, svim spektrima je
bazna linija interaktivno polinomalno korigovana, a po-
drugje je normalizovano. Kubelka/Munk aritmeticka me-
toda je bila primenjena za povec¢anje rezolucije u ovoj
spektralnoj oblasti. Dekonvolucioni spektri su bili po-
ravnani na 40 ta¢aka prema Fourier-ovoj filter metodi.
Kompjuterska obrada snimljenih ATR-FTIR spektara i
FTIR mikroskopskih slika vréena je softverskom pri-
menom Bruker Hyperion™ (Copyright © 2007, Bruker)
pod Windows XP OS podrskom.

REZULTATI | DISKUSIJA

Na oko 3400 cm™ u IR spektrima Cu(ll) kom-
pleksa dekstrana (slika 4) i pululana (slika 5), ndlazi se
Siroka, kompleksna traka, koja je rezultat valentnih vi-
bracija OH grupa koje u¢estvuju u formiranju razlicitih
po j&cini vodoni¢nih veza, kao i valentnih vibracija OH
grupa molekula konstitucione vode. Manje intenzivne
trake u oblasti 29802800 cm™ poti¢u od valentnih vi-
bracija metinskih (CH) i metilenskih (CH,) grupa. Ka-
rakteristi¢cna IR traka na oko 1640 cm™ od §(HOH) u
spektrima ispitivanih kompleksa kao i u IR spektru
RNMP i RNMD, ukazuje na prisustvo vode u strukturi
kompleksa [22,23]. Relativno jasna ai i kompleksna
traka u oblasti 1500-1300 cm™ povezana je s jedne stra-
ne, sa deformacionim u ravni vibracijama CH, grupa iz
bo¢ne CH,OH grupe [16-19]. Ranije je bilo pokazano
da su u spektrima polisaharida frekvencije deforma-
cionih vibracija metilenskih grupa veoma osetljive na
strukturne promene, pa ih treba pripisati samo pulu-
lanskim CH, grupama u delu odredenih elektri¢nih polja
koja okruzuju strukturne elemente, a ne svim CH, gru-
pama. Sa druge strane, u istoj IR oblasti nalaze se i de-
formacione vibracije C—-O—H grupaiz CH,OH. Jake tra-
ke u oblasti 1200-1000 cm™ uslovljene su valentnim
vibracijama C-O grupa, kako skeletnih tako i gliko-
zidnih.

U oblasti od 1175 do 975 cm™ IR spektri kom-
pleksa Cu(ll) jona sa pululanom i dekstranom se sastoje
od velikog broja preklopljenih traka (slike 4 i 5). Pove-

¢anje rezolucije koristenjem Fourier-ove samodekon-
volucije dozvoljava jasnije razdvajanje ovih traka. Glav-
ne trake u dekonvolucionim IR spektrima kompleksa
pululana i dekstrana javljgju se na oko 1155, 1107,
1080, 1020 i 1000 cm™ koje se mogu pripisati valent-
nim vibracijama C-O i C-C veza kao i deformacionim
vibracijama CCH, COH i HCO veza [24]. Traka na oko
1150 cm ™ je u ranijim radovima bila pripisivana valent-
nim vibracijama C-O—C veze i vibracijama glikozidnog
mosta [19]. Medutim, Bose i saradnici [25] predloZili su
da ovu traku na 1150 cm™ treba pripisivati egzociklic-
noj C-O vaentnoj vibraciji. Nikonenko i saradnici [26]
pokazali su da bi nekoliko traka u oblasti od 1175 do
1140 cm™ trebalo razmotriti kao manifestaciju prisustva
glikozidne veze.

Sirok pik na 1107 cm™ trebalo bi najverovatnije
pripisati vibracijama C-O veze na C—4 poloZaju gluko-
piranozne jedinice, dok sloZena vibracija koja ukljucuje
kuplovanje valentne vibracije C-6-0-6 veze sa defor-
macionim vibracijama C-4-C-5 veze, rezultira pojavom
trake na oko 1080 cm™ [27,28]. Traka na oko 1080 cmi™
u spektrima kompleksa dekstrana je manje izrazena
nego u IR spektrima kompleksa pululana (sike 4 i 5).
Glavna razlika u strukturi polisaharida dekstranai pulu-
lana je tip glikozidne veze, tj. prisustvo samo o-(1—6)
veze kod dekstrana i o-(1—4) i o~(1—6) u odnosu od
2:1 kod pululana; zato je vazno pretpostaviti koja traka
je IR osetljiva na takvu strukturnu razliku. U makro-
molekulu pululana prisutan je veliki broj primarnih
CH,—OH grupa na C-6 poloZaju glukopiranozne jedi-
nice, pa je intenzivna traka na 1080 cm™ posmatrana u
tom kontekstu (slika 5). Kada je u pitanju polisaharid
dekstran, svi C—6 atomi imaju udela u formiranju C-6—
—0O-C-1 glikozidne veze; kao posedica toga intenzitet
trake na oko 1080 cm™ kod dekstrana je redukovan u
odnosu na pululan (dika 4). S druge strane, u spektrima
Cu(I)-RNMP kompleksa koji su sintetisani na razli-
&itim pH, traka na 1080 cm™ nedto je sabijeg inten-
Ziteta, nego u spektrima liganda RNMP. Kada je re¢ o
Cu(l)-pululanskim kompleksima, deo C-6 atoma uces-
tvuje u formiranju C-6-O—Cu(ll) veze; kao posledica,
intenzitet trake na 1080 cm™ za Cu(l1)-RNMP kom-
plekse je viSe redukovan u odnosu na ligand RNMP.
Traka na 1080 cm™ u FTIR spektru RNMP je oznatena
kao antisimetri¢na valentna vibracija C-6—-O-C-1 veze
glikozidnog mosta. Ovi rezultati sugerisu da traka na
oko 1080 cm™ za Cu(l)-RNMP komplekse moZe biti
razmotrena kao karakteristicna za tip glikozidne veze,
kao i zavezu tipaligand—metal [C-6—O—Cu(l1)] [24,29].
Trake na oko 1047 i 1022 cm?, koje su detektovane u
IR spektrima kompleksa polisaharida dekstrana i pulu-
lana, u IR spektrima skroba bile su opisane kao karak-
teristi¢éne za odnos kristalnog i amorfnog oblika [30,31].
Promene u intenzitetu ovih traka snazno su povezane s
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Sika 4. ATR-FTIR spektri Cu(l1)-RNMD kompleksa koji su sintetisani na temperaturi kljucanjai pH 7,5 (a), pH 8,0 (b), pH 10,0 (c)

i pH 12,0 (d).

Figure 4. ATR-FTIR spectra of Cu(l1)-RLMD complexes synthesized on boiling point and: pH 7.5 (a), pH 8.0 (b), pH 10.0 (c) and

pH 12.0 (d).
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Sika 5. ATR-FTIR spektri Cu(l1)-RNMP kompleksa koji su sintetisani na temperaturi. kljucanjai pH 7,5 (a), pH 8,0 (b), pH 10,0 (c)
i pH 12,0 (d).

Figure 5. ATR-FTIR spectra of Cu(ll)-RLMP complexes synthesized on boiling point and pH 7.5 (a), pH 8.0 (b), pH 10.0 (c) and
pH 12.0 (d).
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promenama u makromolekulskom uredenju [32,33]. Zbog
postojanja o-(1—6) glikozidnih veza, kao i velike flek-
sibilnosti u molekulima pululanai dekstrana, u literaturi
se navodi [34] da u molekulu skroba postoji veca struk-
turna organizacija. Trake na oko 1043 i 1020 cm™ u
spektrima kompleksa dekstrana i pululana ngjverovat-
nije su odgovorne zaviSei manje uredenu strukturu. Ot-
kri¢e da se traka na 1040 cm™ u spektrima dekstrana u
prisustvu akalnih halogenida (npr. KCl) razdvaja na
dve komponente oko 1030 i 1050 cmi™ [16-18], potvr-
duje visoku osetljivost ove trake prema konformacionim
prelazima u molekulu polisaharida. Traka koja se u IR
spektrima kompleksa pululanajavljana 1024 cm™, u IR
spektrima kompleksa dekstrana se javlja na 1018 cm™,
u poredenju s pululanom, odvojena je od trake na oko
1043 cmi™ jasno istaknutim prevojem na oko 1035 cm™
(sike 4 i 5). Druga zanimljiva traka je na 996 cm™,
pronadena u spektru pululana nakon dekonvolucije kao
visokofrekventni prevoj trake na 1024 cm, koja izos-
taje u spektrima kompleksa dekstrana. Traka na 994 cmi™
pripisana je C-O—-H deformacionoj vibraciji na C-6 po-
ziciji, kod amiloze ukazuje najacinu medulancane inter-
akcije vodoniénom vezom [33]. Primarne OH grupe u
o~(1—4) povezanim glukopiranoznim jedinicama pulu-
lana formirgju vodoni¢ne veze, dli¢no kao kod amiloze
[35,36]. Promena intenziteta trake na 996 cm™ u spek-
trima pululana moZe ukazati na stepen polimerizacije.
Poseban interes u IR oblasti za strukturna ispitiva
nja polisaharida je u intervalu od 1000700 cm™. Spek-
tri kristalnih modifikacija dekstrana i pululana razlikuju
se jedni od drugih, kao i od spektara amorfnih modifi-
kacija. U spektrima RNMP, RNMD i njihovih Cu(Il)
kompleksa, trake zanemarljivog intenziteta su nadene u
oblasti 950, 916, 860 i 760 cm™. Prema analizi normal-
nih koordinata primenjenoj na RNMP i RNMD modelu,
ove trake su interpretirane kao kombinovane CCH de-
formacione vibracije kuplovane sa CCO, OCO, i COC
vibracijama [37]. Broj i frekvencija traka u ovoj oblasti
IR spektra zavise od konformacije glukopiranozne je-
dinice. Poznato je da glukopiranozna jedinica moze
imati Sest razli¢itih konformacija (1C, C1, 1B, B1, 3B i
B3) [16-18]. Analizom niskofrekventnog dela FTIR
spektra Cu(ll) kompleksa RNMP i RNMD (dlike 4i 5),
u kojoj se registruju y(C-H) vibracije, prisustvom traka
naoko 915 i 845 cm™ mozZe se utvrditi C1 konformacija
glukopiranozne jedinice. Ovo je direktna potvrda da
kompleksiranje ne dovodi do promena C1 konformacije
glukopiranozne jedinice. U saglasnosti saovim jei pro-
mena intenziteta IR traka u oblasti oko 1350 cm™ koja
poti¢e od &(C-H) i 8(O-H) vibracija. Trake ispod 900
cm™ poti¢u od deformacionih vibracija metilenskih gru-
pa van ravni CH veza kao i od samog piranoznog prs-
tena. U oblasti 700-400 cm™ izraZene su deformacione
vibracije van ravni od OH grupa. U IR spektrima pulu-
lanskih kompleksa moZe se uctiti traka na 900 cm™
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(uslovljena prisustvom o-(1—6) veza) i traka na 925
cm™ (uslovljena prisustvom o-(1—4) veza). Merenjem
intenziteta trake na 900 cm™ moZe se odrediti sadrzgj
ovog tipa veze kod razlicitih preparata. U IR spektrima
dekstranskih kompleksa moZe se uogiti razlicit intenzitet
trake od y(C—H) na 794 cm™ (uslovljen prisustvom o=
-(1—3) veza u makromolekulu dekstrana). Merenje in-
tenziteta traka pri 794 cm™ moZe biti korigteno za odre-
divanje sadrZgja tog tipa veze kod razli¢itih preparata
dekstrana [16-18].

Kako je napred navedeno, RNMD u svojoj struk-
turi sadrzi i molekule vode, &to dokazuje postojanje
Senjem uzorka na temperaturama viSim od 120 °C. Op-
Ste je prihvaceno da se trake od §(H-O-H) vibracija u
IR spektrima kristalne vode, javljgju na nesto visim fre-
kvencijama (>1600 cm™) &o je sluég u IR spektru
RNMD, u odnosu na slobodnu vodu (<1600 cm™), kao
&to pokazuju i rezultati NCT analize. Neki izuzeci od
ovog pravila ipak postoje i detaljno su ih objasnili Sop-
trgjanov i saradnici [22-23].

Za razliku od RNMD, sintetisani kompleksi sa
Cu(ll) jonom mogu da pored ovakvog tipa vode sadrze i
molekule vode koji su koordinirani na centralni metalni
jon, dopunjuju¢i njegovu prvu koordinacionu sferu
[24,29,38]. U takvom slucgju, teSko je na osnovu izgle-
da spektra u oblasti v(OH) i 8(HOH) vibracija razliko-
vati kristalnu i koordinativno vezanu vodu. Razlika je
moguca na osnovu ¢injenice da koordinirani molekuli
vode imaju tzv. libracije (sprecene rotacije) u niskofre-
kventnoj oblasti IR spektra, ¢iji broj i intenzitet traka
zavisi od broja koordiniranih molekula H,O i njihove
simetrije. Na dlici 6a prikazane su normalne vibracije u
molekulu H,O. Velencione vibracije v; i v, kod vode u
gasovitom stanju su IR aktivne (1, = 3657 cm™; 15 =
= 3756 cm™), dok je v, deformaciona vibracija .=
= 1595 cm™.

Kod supstanci koje sadrze kristalnu vodu, pored tri
normalne vibracije vode (dve valentne i jedna deforma-
ciona), u niskofrekventnom delu spektra treba ocekivati
i pojavu traka od libracija molekula H,O (dika 6b).
Obi¢no se javljgju dve ovakve trake jedna izmedu 1000
i 600 cm™, a druga izmedu 600 i 400 cm™. Slobodan
molekul vode pripada simetrijskoj grupi tacke C,,, dok
je u sintetisanom kompleksu Cu(ll) jona veoma niske
simetrijei pripada simetrijskoj gupi tacke Cs. Na osnovu
raspolozivih podataka, moguce je izvesti analizu prime-
nom teorije grupa.

Ukoliko je pretpostavljena struktura sa dva mole-
kula H,O verovatna, kod ovog tipa kompleksa [31,36],
trebalo bi ocekivati trake od vibracija svih tipova mole-
kulavode, ai i od libracija koje se o¢ekuju u niskofrek-
ventnoj oblasti IR spektra (<1000 cm ™). Ukoliko je nis-
ka simetrija koordiniranih molekula vode moguce su tri
libracije ( @ — wagging, p — rocking, T — twisting; slika
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Sika 6. Moguce normalne vibracije (a) i libracije (b) uglovnog molekula H,0.
Figure 6. Normal vibrations (a) and librations (b) of angular water molecule.

6b). Kod kompleksa sa pretpostavljenom strukturom bez
molekula vode [24,29], u prvoj koordinacionoj sferi
Cu(Il) jona u¢estvuju dve OH grupe, pa su trake od vi-
bracija molekula vode odsutne. Imgjuéi u vidu ¢injenicu
da su trake od libracija molekula vode slabijeg intenzi-
teta, njihovo lociranje u FTIR spektru se moze izvrSti
primenom metode izotopske izmene (npr. deuterira-
njem) ili efektom sniZzenja temperature (low nitrogen
temperature) [31,36].

Na dlici 7b prikazana je oblast libracija molekula
vode u FTIR spektru Cu(ll)-RNMD kompleksa koji je
sintetisan u slabo alkalnoj sredini (pH 7,5). Poredenjem

spektara na sobnoj temperaturi (RT) i niskotemperatur-
skih (LNT) spektara, vidi se da snizenje temperature
izaziva jasno povecanje intenziteta i promenu frekven-
cijakavisim vrednostima (plavo pomeranje traka na 855,
823, 763, 720, 708 i 570 cm™). Prema ovom kriteri-
jumu, ove trake mogu hiti rezultat y(OH) vibracija ili
libracija koordiniranih molekula vode. Pojava veceg
broja traka od libracija molekula vode ukazuje na pri-
sustvo ngmanje dva kristalografski razli¢ita tipa mo-
lekula vode u strukturi Cu(ll)-RNMD kompleksa sinte-
tisanog u slabo akalnoj sredini.

T T
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Sika 7. FTIR spektri u oblasti valencionih OH vibracija (3600-3000 cmi™) (a) i u oblasti libracija molekula vode (850-500 cmi™) (b)
Cu(I1)-RNMD kompleksa koji je sintetisan u slabo alkalnoj sredini (pH 7,5); RT —na sobnoj temperaturi (298 K), LNT — niskotem-

peraturski (77 K).

Figure 7. FTIR spectra in the region of valent OH vibrations (3600-3000 cmi™) (a), and the region of water molecule librations
(850-500 cmi™) (b) of Cu(I1)-RLMD complex was synthesized in weak alkaline solution (pH 7,5); RT — room temperature (298 K),

LNT - low nitrogen temperature (77 K).
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Kod kompleksa koji je sintetisan u jako baznoj sre-
dini (pH 12), izgled FTIR spektrakoji je snimljen naRT
i LNT (dika 8b) u oblasti y(OH) i libracija molekula
vode je nesto drugaciji u odnosu na FTIR spektre sa dli-
ke 7b. Na gore pomenutim frekvencijama 855, 823, 720,
708 i 570 cm™, u LNT-FTIR spektru ne postoje trake
koje su osetljive na sniZenje temperature s jedne strane,
a s druge strane intenzitet trake na 763 cm™ znatno je
manji u spektru ovog uzorka, pa se moZe zakljuciti da
njen sumarni intenzitet kod ovog kompleksa potice od
Y(CH) i y(OH) vibracija, to je saglasno pretpostavljenoj
strukturi bez molekula vode. S obzirom da su ovi Cu(ll)—
—RNMD kompleksi sintetisani u jako alkanoj sredini
(pH 12), verovatno su molekuli vode zamenjeni OH™ jo-
nimaiz rastvora, tako da su sada u prvoj koordinacionoj
sferi Cu(ll) jona dve OH grupe iz rastvora[24,29]. Gore
navedene trake (855, 823, 720, 708 i 570 cm™), kod
kompleksa koji je sintetisan na pH 7,5, trebalo bi pri-
pisati libracijama molekula H,O, a pojava veteg broja
traka od libracija ukazuje na prisustvo ngjmanje dvakri-

50
404
30

204

104

TS OEVE-

OA 233

stalografski razlic¢ita tipa molekula H,0, sa nizom sime-
trijom od C,,.

Razlike u FTIR spektrima sintetisanih kompleksa
Cu(ll) jona u slabo baznoj (pH 7,5) i baznijoj sredini
(pH 12), mogu se uogiti i u oblasti valentnih v(OH)
vibracija (3600-3000 cm™). Kod kompleksa Cu(ll)—
—RNMD koji je sintetisan na pH 7,5, u oblasti v(OH)
vibracija, spektra koji je prikazan na dlici 7a, na RT re-
gistrovane dve trake na 3430 i 3355 cm™, koje su oset-
ljive na sniZenje temperature i potic¢u od valentnih vibra-
cija OH grupa molekula vode, ali u sumarnom intenzi-
tetu ove trake imaju udelai v(OH) vibracije OH grupa.
SniZzenjem temperature, uz nepromenjenu frekvenciju,
intenzitet niskofrekventne trake se povecava. Cinjenica
je da je izgled spektra u ovoj oblasti razlicit kod po-
laznog RNMD i Cu(ll) kompleksa, ali nije moguce ta-
¢no oznaditi trake bez dodatnih analiza (npr. izotopska
izmena), jer su kod sintetisanog Cu(ll) kompleksa dobi-
jeni uzorci sa vrlo malim procentom izotopske izmene,
pa detaljnija analiza nije bila mogu¢a. U FTIR spektru,
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Sika 8. FTIR spektri u oblasti valencionih OH vibracija (3600-3000 cmi™) (a) i u oblasti libracija molekula vode (850-500 cmi™?) (b)
Cu(I1)-RNMD kompleksa koji je sintetisan u jako alkalnoj sredini (pH 12); RT — na sobnoj temperaturi (298 K), LNT — niskotempe-
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Figure 8. FTIR spectra in the region of valent OH vibrations (3600-3000 cm™) (a) and the region of water molecule librations
(850-500 cmi™) (b) of Cu(I1)-RLMD complex was synthesized in strong alkaline solution (pH 7,5); RT — room temperature

(298 K), LNT — low nitrogen temperature (77 K).
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kaji je prikazan na dlici 8a, za Cu(ll)-RNMD kompleks
sintetisan u jako baznoj sredini (pH 12), u oblasti valen-
tnih OH vibracija sniZenje temperature izaziva izdvaa-
nje ngimanje tri trake na slede¢im frekvencijama 3120,
3240 i 3371 cm™. U LNT-FTIR spektru postoji najma-
nje jedna traka vise, koja se eventualno moze pripisati
frekvenciji OH grupe ukljucene u prvu koordinacionu
sferu Cu(ll) jona, za predloZeni tip kompleksa bez mo-
lekulavode [31,36].

ATR-FTIR spektri koji su predstavljeni na slikama
4 i 5, odgovargju razlicitim delovima uzorka Cu(ll)—
—RNMD i Cu(IN-RNMP kompleksa (dika 9.2.A-C), kqji
pokazuju visoku homogenost uzorka. Primena FTIR mik-
roskopije na Cu(ll) komplekse, koji su sintetisani pod
razli¢itim reakcionim uslovima, prikazanaje nadlici 9.

FTIR mikroskopske dike liganada RNMD i RNMP,
kao i slike sintetisanih Cu(l1) kompleksa (slika 9) medu-
sobno se razlikuju &o takode pokazuje da je dodlo do
procesa kompleksiranja, tj. stvaranja koordinacionih je-
dinjenja. FTIR mikroskopske slike su potvrdile da su

promene u intenzitetu andiziranih traka snazno pove-
zane s promenama u makromolekulskom uredenju. Ove
trake u spektrima kompleksa mogu biti odgovorne za
viSe ili manje uredene mikro strukture. Promene u boji
kontura pojedinih delova slika pokazuju sadrzgj i dis-
tribuciju bakrai polisaharida u Cu(I1)-uzorcima[39,40].
ATR-FTIR mikrospektroskopski podaci pokazuju
homogenost uzoraka, a zelena boja Cu(ll) kompleksa
potvrduje prisustvo Cu(ll)-jona (rezultati dobijeni dru-
gim spektroskopskim tehnikama) [9,10,20,24].
Poredenjem IR spektara pululana i njegovog kom-
pleksa (dika 10), uo¢ava se dolazi do izraZagja promena
intenziteta kompleksne trake u kojoj imaju udelai CH
i O—H deformacione vibracijeiz CH,OH grupe.
Frekvencija deformacionih vibracija CH, grupa u
posmatranim IR spektrima nalazi se na oko 1450 cmi™.
Ova traka je karakteristi¢na samo za jedan od mogucih
poloZaja CH,OH grupe, pri rotiranju oko veze C-5-C-6.
Prema tome, smanjenje intenziteta ove trake jednoznag-
no je povezano s deformacionim vibracijama metilenske

b) Pululan

Sika 9. FTIR mikroskopske slike (300x250) #m RNMD i RNMP (1), i Cu(I1)-RNMD i Cu(I1)-RNMP kompleksa koji su sintetisani na
temperaturi kljucanjai pH 7,5 (2), pH 8,0 (3), pH 10,0 (4) i pH 12,0 (5).
Figure 9. FTIR microscopic images of RLMD and RLMP (1), and Cu(l1)-RLMD and Cu(l1)-RLMP complexes synthesized on boiling

point and pH 7.5 (2), pH 8.0 (3), pH 10.0 (4) and pH 12.0 (5).
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grupei odvijaseili naratun smanjenjabroja CH, grupa
ili je uslovljeno njenom rotacijom kod izomera elemen-
tarnog prstena. Polazedi sa stanovidta IR dihroizma u
objasnjavanju ove ¢injenice, jasno je da se intenzitet tra-
ke moze promeniti usled promene dipolnog momenta
posmatrane grupe. Do njegove promene moze doci ro-
tacijom cele grupe oko C-5-C-6 veze. S obzirom da do
smanjenja intenziteta sloZene trake na oko 1430 cm™
dolazi kod kompleksa, razumljivo je da do rotacije CH,OH
grupe dolazi zbog uticgja OH grupa iz Cu(ll) kompo-
nente prisutne u sistemu, kao i njihovog medumolekul-
skog dejstva. Pri tome dolazi do raskidanja intramole-
kulskih vodoni¢nih veza makromolekula pululana (ve-
rovatno O6-H---O1) kao manje stabilnije zbog male ve-
rovatnoce postojanja trans—cis konformacije. Pri tom u
makromolekulu i dalje ostaju kao stabilnije O3—H---O5
vodoni¢ne veze. Tako slobodnija CH,OH grupa zapogi-
nje rotaciju, usmeravajuéi se prema OH grupamaiz Cu(ll)
jona, saglasno dobodi kretanja koja je ograni¢ena rota-
cijom ostalog dela polisaharidnog lanca. Promena ugla
prema osi lanca, koji CH,OH grupa ¢ini rotacijom, do-
bija se energetski povoljnija konformacija u hovonasta-
loj strukturi kompleksa, &to ¢e za posedicu imati sma-
njenje intenziteta odgovarajuce trake u IR spektru. Iden-
ti¢na pojava zabelezena je i kod drugih metalnih kom-
pleksa sa di¢nim polisaharidima, koji poseduju neveza-
ne CH,OH grupe (npr. inulin) [41]. Medutim, kod IR
spektara kompleksa redukovanog niskomolarnog deks-
trana ovakve promene nisu uocene, $to se i ocekuje ako
se ima u vidu da su CH,OH grupe zauzete gradenjem
glikozidnih a-(1—6) veza. Pod uticajem Cu(ll) jona
sada dolazi do razaranja vodoni¢nih veza unutar i izme-
du polisaharidnih makromolekula, $to doprinosi prome-
ni uzajamnog rasporeda sekundarnih OH grupa na ele-
mentarnoj ¢eliji polisaharida.
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Sika 10. Oblast {CH) i §OH) vibracija CH,OH grupa u
FTIR spektrima: a) redukovanog niskomolarnog pululana i
b) kompleksa Cu(ll) jona sa RNMP.

Figure 10. Region of §CH) and {OH) CH,OH group vibra-
tionsin FTIR spectra of: a) -RLMP and b) Cu(lI)-RLMP
complexes.
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— Prema rezultatima FTIR ispitivanja, kod reduko-
vanog niskomolarnog dekstrana i pululana M,, = 5000—
—6000 g/mol, kao liganada, posle hidrolize i redukcije
ne dolazi do promene konformacije niti do bilo kakvih
hemijskih promena. Trake u oblasti y(C-H) vibracija na
oko 915 i 860 cm™ ukazuju na ax—eq i ax—ax raspored
susednih CH grupa, tj. na C1 konformaciju glukopira-
nozne jedinice i kod dekstrana i kod pululana. Analiza
FTIR spektara sintetisanih kompleksa Cu(ll) jona sa
RNMD i RNMP kao ligandima pokazuje da komplek-
siranje takode ne dovodi do konformacionih promena
glukopiranozne jedinice.

— Karakteristicna IR traka od §(HOH) na oko 1640
cm ™ u spektrima ispitivanih kompleksa, ukazuje na pri-
sustvo kristalne vode u strukturi kompleksa. Primenom
metode sniZenja temperature (LNT-FTIR), kod Cu(ll)
kompleksa koji su sintetisani u slabo alkalnoj sredini,
utvrdeno je prisustvo traka od libracija molekula H,O, &to
potvrduje predloZene modele strukture tipa ML ,(H,0)..
Kod Cu(ll) kompleksa koji su sintetisani u jako alkalnoj
sredini, identifikovana je traka od v(O—H) vibracija hid-
roksidnih grupa, koja govori u prilog pretpostavljenih
strukturatipa ML,(H,O)(OH) i ML,(OH)s,.

— FTIR mikroskopske dslike liganada, kao i dlike
sintetisanih kompleksa medusobno se razlikuju &to nam
takode pokazuje da je dodlo do procesa kompleksiranja.
Promene u boji kontura pojedinih delova FTIR dika po-
kazuju sadrZgj i distribuciju bakrai polisaharida u uzor-
cima kompleksa. ATR-FTIR spektroskopski podaci po-
kazuju homogenost uzoraka, a zelena boja kompleksa
potvrduje prisustvo Cu(ll) jona.

Trake na 2950 i 1450 cm™ karakteristi¢ne su samo
za jedan od mogucih poloZaja CH,OH grupe pululana,
pri okretanju oko veze C5-C6. Smanjenje intenziteta
ove trake u FTIR spektrima pululanskih kompleksa jed-
noznagno je povezano s deformacionim vibracijama me-
tilenske grupe i odvija se ili na ratun smanjenja broja
CH, grupa ili je uslovljeno njenom rotacijom kod izo-
mera elementarnog prstena, $to je ngjverovatnije uslov-
ljeno prisustvom Cu(ll) jona.
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SUMMARY

SPECTROSCOPIC CHARACTERIZATION OF BIOACTIVE Cu(ll) COMPLEXESWITH POLY SACCHARIDES
BY MODERN FTIR MICROSPECTROSCOPY

Zarko Miti¢*, Milorad Caki¢? Goran S. Nikoli¢?, Ljubomir 11i¢®, Mihajlo Stankovi¢?

'Department of Pharmacy, Faculty of Medicine, Bulevar Zorana Djindji¢a 81, Ni$, Serbia
“Faculty of Technology, Bulevar Oslobodjenja 124, Leskovac, Serbia
3Pharmaceutical and Chemical Industry “Zdravlje Actavis Co.”, Leskovac, Serbia

(Scientific paper)

Investigations of bioactive copper complexes are of great interest for Klju¢ne reci: FTIR mikrospektrosko-
the pharmaceutical industry from the aspect of therapy of hypochromic pija e Polisaharidi e Dekstran e Pu-
microcitary anemia and hypocupremia. The structure of bioactive copper [ulan e Cu(ll) kompleksi
complexes with oligosaccharides has not yet been explained in details Key words: FTIR microspectroscopy
despite a number of studies. This work represents further development in e Polysaccharides e Dextran e Pul-
the research of the complex structure and pharmacobiological activity of lulan e Cu(l1) complexes

the copper complexes. Different copper complexes with dextran and pul-
lulan oligosaccharides, as well as reduced derivatives, have been analyzed
by IR spectroscopy. Characterization of the complexes has been performed
by using modern spectroscopic techniques: RT-FTIR, LNT-FTIR, D,O-FTIR,
ATR-FTIR and FTIR microspectroscopy. Results of FTIR microspectro-
scopic investigations show that the structural form of complexes and cop-
per content depend considerably on constitution and ligands conformation,
degree of crystallinity, polymerization, polydispersity, and linearity of
macromolecules. Also, stability of the synthesized complexes, as well as
their pharmacological effect, depend on these parameters. Based on IR
testing results, structures of the synthesized Cu(ll) complexes with poly-
saccharides were confirmed.
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