Odredivanje pKa vrijednosti odabranih spojeva
prisutnih u valerijani, Valeriana officinalis L.

Cavlek, Aleksandra

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Department of Chemistry / Sveuciliste Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Odjel za kemiju

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:182:415790

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-27

Repository / Repozitorij:

Repository of the Department of Chemistry, Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:182:415790
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.kemija.unios.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/kemos:508
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/kemos:508
https://dabar.srce.hr/islandora/object/kemos:508

Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku
Odjel za kemiju
Preddiplomski studij kemije

Aleksandra Cavlek

Odredivanje pKa vrijednosti odabranih spojeva prisutnih u valerijani,

Valeriana officinalis L.

Zavrsni rad

Mentor: doc.dr.sc. Ana Amic

Osijek, 2022.



Sazetak

Valerijana, Valeriana officinalis L., zelena je trajnica koja se koristi u lijeCenju razli¢itih
stanja 1 bolesti covjeka jos§ od anticke Gréke i Rima. MoZe narasti do 150 cmu visinu, listovi
su najCes¢e smjesteni na visim dijelovima biljke. Cvjetovi valerijane mogu biti bijeli ili
ruziCasti, dok je plod valerijane maleni orasci¢ veli¢ine do 0,5 cm. U cijeloj biljci valerijane
do sada je identificirano oko 150 spojeva, ali jo§ uvijek nije u potpunosti utvrdeno njihovo
djelovanje. Buduc¢ida spojevi jo§ nisu u potpunosti istrazeni, pretpostavka je da se djelovanje
preparata od valerijane temelji na sinergistickom ucinku pojedinih spojeva ove biljke.
Valerijana se danas najcesce koristi kod problema s nesanicom te nervozom. pKa vrijednost
je logaritamska vrijednost konstante disocijacije. Pomoc¢u pKa vrijednosti moZe se odrediti
ili modificirati ponaSanje tvari koje nas zanima, a pKa se moZe odrediti eksperimentalno 1
racunalno. U ovom radu, raunalno je odredena pKa odabranih spojeva valerijane te je
utvrdena promjena sumarnog naboja i1 protoniranih stanja u ovisnosti o pH medija za svaki

ispitani spoj.

Kljucne rijeci: valerijana, pKa, ACD, valerenska kiselina, hidroksivalerenska kiselina,

acetoksivalerenska kiselina



Abstract

Valerian, Valeriana officinalis L., is a green perennial plant used in the treatment of various
conditions and illnesses since ancient Greece and Rome. It can grow up to 150 cm in height,
the leaves are usually in the higher part of the plant. Valerian flowers can be white or pink
while the fruit is in the form of a little nut and has a size up to 0.5 cm. Around 150 different
compounds have been discovered in the valerian plant, but their activity has not been fully
elucidated yet. Since these compounds have not been fully investigated yet, the effect of the
valerian preparations is assumed to be a result of synergistic effect of individual components
of this plant. Nowadays, valerian is commonly used for insomnia and anxiety treatment. pKa
value is the logarithmic value of the dissociation constant. pKa may help in determining or
modifying the activity of studied compound, and is determined experimentally and
computationally. In this thesis, pKa of selected compounds found in valerian was
computationally determined. Also, net charges and protonation charges vs pH were analysed

for chosen compounds.

Key words: valerian, pKa, ACD, valerenic acid, hydroxyvalerenic acid, acetoxyvalerenic

acid
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1. UVOD

Valerijana ili ljekoviti odoljen, Valeriana officinalis L., je ljekovita trajnica iz
porodice kozokrvnica (Caprifoliaceae) ¢iji su glavni dijelovi biljke korijen, stabljika, listovi,
bijeli ili ruzicasti cvijet te malen plod orasci¢. Korijen je dio biljke koji se najcescée koristi u
pripravcima valerijane. NajviSe je rasprostranjena u Europi i Aziji te je prenesena na
podruc¢je Sjeverne Amerike [1].

Biljka je bogata djelatnim komponentama, a glavne djelatne komponente se mogu
podijeliti na alkaloide, organske kiseline, terpene te valepotrijate. Pojedine djelatne
komponente valerijane mogu reagirati s neurotransmiterom y-aminomasla¢nom kiselinom
(engl. Gamma-Aminobutric Acid, GABA) [2, 3]. Valerijana se koristi kod pacijenata koji
imaju problema sa spavanjem, imaju osjec¢aj uznemirenosti ili tjeskobe. MoZe se uzimati
nakon S§to pacijent prestane uzimati benzodiazepine jer se smatra prirodnim
benzodiazepinom [1].

pKa vrijednost je negativan logaritam konstante disocijacije kiseline prema kojoj se
odreduje je li kiselina ili baza slaba ili jaka [4]. pKa vrijednost se moze odrediti
eksperimentalno pomocu potenciometrijske metode, nuklearne magnetske rezonance,
UV/VIS spektroskopije ili elektroforeze [5]. Potenciometrijska metoda je jedna medu Cesce
koriStenim metodama za odredivanje pKa vrijednosti zbog svoje jednostavnosti 1 brzine
odredivanja pKa. Nuklearna magnetska rezonanca je metoda koja nije prvotno zamisljena
za raCunanje pKa, nego za odredivanja mjesta protoniranja ili deprotoniranja spoja [5, 6].
UV/VIS spektroskopija je metoda koja se temelji na mjerenju apsorpcije elektromagnetskog
zracenja [7]. Dok su programi pomoc¢u kojih se moze odrediti pKa vrijednost Marvin, Epik,
Jaguar, ACD/pKa 1 brojni drugi.

Cilj ovog rada je prikazati sistematiku i osnovne karakteristike biljke valerijane,
prouciti njezin kemijski sastav, odrediti glavne djelatne komponente te odabranim tvarima
izraunati pKa vrijednosti pomoc¢u programa ACD/pKa. Odabrani spojevi bili su valerenska
kiselina, hidroksivalerenska i acetoksivalerenska kiselina. Za odabrane spojeve utvrdene su
promjene sumarnog naboja, protonacijskih stanja i stanja ionogenih skupina u ovisnosti o

pH medija.



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Valerijana, Valeriana officinalis L.
Valerijana (Slika 1.), Valeriana officinalis L., je viSegodi$nja zeljasta, samonikla ili

uzgojena biljka [1]. Glavni dijelovi biljke su korijen, stabljika, listovi, cvjetovi i plod.

Stabljika valerijane je gola ili viSe-manje dlakava, a biljka moze narasti do 150 cm [8].

Slika 1. Biljka valerijana [9].

Valerijana pripada carstvu Plantae (biljke), koljenu Spermatophyta (sjemenjace),
razredu Dicotyledonae (dvosupnice), redu Dipsacales (CeSljugovine), porodici
Caprifoliaceae (kozokrvnice) te rodu Valeriana (odoljen). Ova biljka je rasprostranjena na
podrucju cijele Europe i Azije, a na podrucje Sjeverne Amerike su je prenijeli istrazivaci

prilikom osvajanja i istrazivanja [1, 8].

Slika 2. a) Korijen valerijane [10], b) listovi valerijane [8].



Korijen valerijane (Slika 2. a)) je svjetlo sive do smede boje [8]. Podanak je kratak,
jedva deblji od stabljike [1]. Stabljika valerijane je uspravna, pojedinac¢na i izbrazdana.
Listovi (Slika 2. b)) valerijane su perasto razdvojeni, sa 6-10 pari listi¢a koji se nalaze na
visim dijelovima biljke [1, 8].

Cvjetovi (Slika 3.) su mali, bijeli ili ruzicasti i skupljeni u gustoj glavici. Valerijana

cvate tijekom ljeta, u lipnju i srpnju. Plod valerijane je orasci¢ duljine do 0,5 cm [8].

Slika 3. Cvat valerijane [11].

Valerijana se koristi u razne svrhe jo$ od anticke Grcke 1 Rima, a vjeruje se da je
biljka dobila ime po rimskom caru Pubiliju Luciniju Valerijanu. Hipokrat je medu prvima
opisao svojstva valerijane [12], a Dioskorid je preparatima sa suhim korijenom valerijane
(Slika 4.) lijecio bolesti poput epilepsije, ubrzanog lupanja srca, problema s probavom i
urinarnih infekcija [1]. Galen, rimski lije¢nik 1 filozof, preporucao je valerijanu za lijeCenje

nesanice, Sto je i danas jedna od glavnih indikacija za koriStenje preparata od valerijane [12].

Slika 4. Suhi korijen valerijane [13].

Do 18. stolje¢a se valerijana Siroko koristila kao sedativ 1 za lijeCenje ziv€anih

poremecaja. Koristila se jo§ za lijecenje glavobolje, anksioznosti, visokog krvnog tlaka i



menstrualnih gréeva. Valerijanu su u proslosti koristila i djeca koja su imala problema s
ucenjem ili ponasanjem [12].

U 20. stoljecu, tijekom prvog svjetskog rata, valerijanu su koristili vojnici koji su bili
na prvoj liniji obrane tijekom granatiranja kako bi se sprijecila pojava Soka kod njih. U
drugom svjetskom ratu, valerijanu su koristili civili tijekom zra¢nih napada [12]. Tijekom
80-tih godina proslog stolje¢a, valerijana je postala neizostavan lijek u lije¢enju napetosti u
nekoliko zemalja Europe, poput Belgije, Francuske, Njemacke, Rusije, Velike Britanije i
Svicarske [12].

Osim ove vrste valerijane, u tradicionalnoj kineskoj i japanskoj medicini koristi se V.
fauriei Briq. (Slika 5. a)) koja se koristi kao sedativ, spazmolitik, antidepresiv i za lijecenje
epilepsije. U africkoj tradicionalnoj medicini koristi se V. capensis Thunb. (Slika 5. b)),

takoder za lijeCenje epilepsije 1 slicnih bolesti [12].

Slika 5. a) V. fauriei Briq. [14] ib) V. capensis Thunb. [15].

2.1.1. Kemijski sastav valerijane

Do danas je iz ove biljke izolirano i identificirano preko 150 spojeva od kojih su
mnogi bioaktivni i1 imaju utjecaj na zdravlje 1 organizam. Jo§ nije sa sigurno$¢u utvrdeno
koja djelatna komponenta u pripravcima valerijane (buduci da se radi o smjesi aktivnih tvari)
ima kakav ucinak, pa se smatra da je u€inak valerijane zapravo posljedica sinergistickog
djelovanja pojedinih komponenata. U sastavu valerijane mogu postojati male razlike ukoliko
se vrsta uzgaja na razli¢itom podruc¢jima, uvjetima 1 nafinu uzgoja, metodama prerade i
uvjetima skladiStenja. Poznate farmakoloski djelatne komponente koje su prisutne u

valerijani su alkaloidi, terpeni, organske kiseline i njihovi derivati te valepotrijati [2].



2.1.1.1. Alkaloidi u valerijani

Alkaloidi su spojevi, biljnog ili Zivotinjskog podrijetla, koji u svom sastavu sadrze
dusik. Mogu nastati sintezom iz aminokiselina, terpena ili steroida. Alkaloidi su cesti
kemijski spojevi u porodicama poput Rutaceae (rutovke), Ranunculaceae (zabnjakovke),
Liliaceae (ljiljanovke), Solanaceae (pomoc¢nice), Papaveraceae (makovke) i sl. Rijetko su
slobodni u biljkama te su vise prisutni u obliku soli koje su vezane na organske kiseline
poput jabucne, vinske ili limunske kiseline. Iako u biljkama mogu biti prisutni razli¢iti oblici
alkaloida, najc¢eSc¢e prevladava samo jedan [16].

Alkaloidi su bijeli, sitno kristalni prasci ili tekucine, ljutog ili gorkog okusa,
netopljivi u vodi, ali topljivi u organskim otapalima (npr. eter ili kloroform) 1 anorganskim
kiselinama. Kod alkaloidnih soli vrijedi suprotno, alkaloidne soli su topljive u vodi, ali nisu
topljive u anorganskim otapalima. Vecina alkaloida su opticki aktivni, Sto znac¢i da zakrecu
ravninu polarizirane svjetlosti. Alkaloide karakterizira njihova slozena struktura, zbog koje
za velik broj alkaloida joS nije u potpunosti objasnjena struktura [16].

Uporaba alkaloida u farmaceutskoj industriji je smanjena zbog pojave 1 koriStenja
sintetskih lijekova, ali se joS$ koriste kao prirodni lijekovi. Pri upotrebi alkaloida treba biti
oprezan jer pojedini alkaloidi mogu biti toksi¢ni 1 Stetni te mogu djelovati kao narkotici,
hipnotici, sedativi ili analgetici [16]. Alkaloidi u valerijani su prisutni u mali koli¢inama,
najcesce u rasponu od 0,01 % do 0,05 %. Alkaloidi koji su prisutni su aktinidin, valerianin
te a-metil-pirol-keton [17].

Aktinidin (CioH13N) je lako hlapljiv psihoaktivni alkaloid koji pripada skupini
organskih spojeva poznatih pod imenom metilpiridini. Ovaj organski spoj sadrzi piridinski
prsten na koji su vezane dvije metilne skupine (Slika 6.), a naden je u etericnom ulju korijena
valerijane [2].

Osim u eteri¢nom ulju, moZe se naci u kiviju (Actinidia chinensis Planch.) i razli¢itim
vrstama €aja (crni, biljni, zeleni, crveni ¢aj) [18]. MoZe se biosintetizirati iz aminokiseline
lizina 1 kinolinske kiseline [19]. Tocka vrenja aktinidina je pri 223,23 °C, a topljivost u vodi

pri 25 °C iznosi 2648 mg/mL. Molarna masa iznosi 147,2169 g/mol [18].
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Slika 6. Struktura aktinidina [20].

Pregledom znanstvene literature moZe se nac¢i malo informacija o valerianinu (Slika
7.), iako je strukturno slian aktinidinu [2]. Valerianin (Ci1HisNO) pripada skupini
organskih spojeva poznatijih kao derivati piridina. Piridini 1 derivati su komponente koje
sadrze piridinski prsten. Molarna masa valerianina iznosi 177, 2429 g/mol. Osim u valeriani,

valerianin se moze pronaci u biljnom, crnom, zelenom i crvenom ¢aju [21].

Slika 7. Struktura valerianina [22].
Alkaloid a-metil-pirol-keton (Slika 8.) je joS jedan spoj o kojemu se moZze naci jako
malo informacija [2]. Molarna masa a-metil-pirol-ketona (C¢H7NO) iznosi 109,13 g/mol.

Tocka talista je u intervalu 88-91 °C, a tocka vrelista je pri 220 °C [23]. Sandor i sur. (1970)

su istrazivali ovaj spoj kako bi utvrdili njegov ima uc¢inak na sredis$nji zZiv¢ani sustav [24].
H;C )

Z” NH

Slika 8. Struktura a-metil-pirol-ketona [23].



2.1.1.2. Organske Kkiseline i terpeni u valerijani

Organske kiseline i terpeni su prisutni u hlapljivom ulju valerijane u koli¢ini oko 0,2-
-2,8 % [2]. Terpeni su prirodni, hlapljivi, organski spojevi koji biljci daju miris, okus i
odredeno farmakolosko djelovanje. Terpeni u biljkama imaju ulogu signalnih spojeva,
odbijaju predatore i privlace pojedine insekte (za opraSivanje), a mogu djelovati i kao faktori
rasta tj. kao fitohormoni. Osnovnu strukturnu jedinicu terpena ¢ini 2-metilbutanska jedinica

(izoprenska jedinica) koja sadrzi 5 ugljikovih atoma (Slika 9.) [25].

J_

Slika 9. Struktura izoprena [26].

Terpeni se mogu podijeliti u skupine prema broju ugljikovih atoma, pa tako
razlikujemo hemiterpene (C5), monoterpene (C10), seskviterpene (C15), diterpene (C20),
sestereni (C25), triterpeni (C30), tertraterpeni (C40) 1 politerpeni (> C40). Svaka skupina se
moze podijeliti u manje podskupine prema broju prstena od kojih je safinjen terpen. Ovisno
o funkcionalnoj skupini koju sadrze, terpeni mogu biti razli¢iti ugljikovi spojevi poput
ugljikovodika, alkohola, fenola, aldehida, ketona, karboksilnih kiselina ili estera. Terpeni
koji su najviSe prisutni u valerijani su monoterpeni i seskviterpini [25].

Monoterpeni su terpeni koji u svojoj strukturi sadrze 10 ugljikovih atoma tj. dvije
jedinice po 5 ugljikovih atoma. NajceSce su sastavni dijelovi eteri¢nih ulja 1 zacina te u
za¢inima mogu Ciniti do 5 % suhe tvari [25].

Seskviterpeni su terpeni koji sadrze 15 ugljikovih atoma te se nalaze u viSim
frakcijama eteri¢nih ulja. Mogu se klasificirati u Cetiri skupine ovisno o broju prstena u
strukturi. U biljkama djeluju kao fitoaleksini tj. biljni antibiotici koje biljke same proizvode
prilikom napada mikroorganizama u svrhu obrane [25].

Valerinska kiselina ili pentanska kiselina (CsH1002) je ravnolancana kiselina s 5
ugljikovih atoma (Slika 10. a)). lako ima neugodan miris, hlapivi esteri valerinske kiseline
imaju ugodan miris te se koriste u parfemima i kozmetici [2]. Molarna masa valerinske
kiseline iznosi 102,1317 g/mol. Tocka taljenja nalazi se pri -34 °C, topljivost u vodi iznosi

24 mg/mL [27].



Izovalerinska kiselina ili 3-metilbutanska kiselina (CsHi0O2) je prirodna masna
kiselina koja se nalazi u velikom broju biljaka i eteri¢nih ulja (Slika 10. b)). Bistra je
bezbojna tekucina, slabo je topljiva u vodi, a dobro u veéini organskih otapala. Molarna masa
ima isti iznos kao i valerinska kiselina jer je izovalerinska kiselina izomer valerinske
kiseline. Tocka taljenja je pri -29,3 °C, tocka vrelista pri 175 °C. Topljivost u vodi iznosi
40,7 mg/mL [28].

Izovalerinska kiselina je takoder neugodnog mirisa (odgovorna za karakteristiCan
miris valerijane, kao i bornil izovalerenat). Dugo se smatralo kako nema znacajnije
farmakolosko 1toksikolosko djelovanje kao i valerinska kiselina [2]. Medutim, Ribeiro 1 sur.
(2007) su utvrdili da ova kiselina smanjuje aktivnost ATPaze u sinaptickim membranama
cerebralnog korteksa te je na neki nacin uklju¢ena u patofiziologiju neuroloSkih poremecaja

u pacijenata s izovaleri¢nom acidemijom [29].

I u
2 \/\')J\D H b OH

Slika 10. Struktura a) valerinske kiseline [30] 1 b) izovalerinske kiseline [31].

Valerenska kiselina (Slika 11. a.)) i aldehid valerenal (Slika 11. b.)) su farmakoloski
aktivni monoterpeni. Pretpostavlja se da valerijana, odnosno preparati na bazi valerijane,
djeluje putem mehanizma y-aminomaslacne kiseline (GABA). Valerenska kiselina je
identificirana kao GABA, modularni receptor i poznato je da moze prodrijeti u sredisnji

ziv€ani sustav pasivnom difuzijom [2].

HO™ 0 O
a) b)

Slika 11. Struktura a) valerenske kiseline [32] i b) valerenala [33].



Valerenska kiselina, acetoksivalerenska kiselina (Slika 12.) i valerenal (aldehid) su
aktivni inhibitori pojac¢ivaca nuklearnog faktora kapa-lakog lanca aktiviranih B stanica (engl.
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-xB) [2]. Jacobo-Herrera
i sur. (2006) su istrazivali u¢inke ekstrakta valerijane na neurofizioloske patologije koje su
povezane sa NF-kB. Korijen V. officinalis L. se ekstrahirao hladnom maceracijom pomocu
etil-acetata na sobnoj temperaturi. Nakon toga je otapalo uklonjeno pomoc¢u rotouparivaca
te je dobiven suhi ekstrakt koji se ¢uvao na -20 °C. Iz suhog ekstrakta izolirane su tri
komponente: acetoksivalerenska kiselina, valerenal 1 valerenska kiselina. Rezultati
istrazivanja su pokazali da neuroprotektivni u€inak ekstrakta valerijane ovisi o prisutnosti
glija stanica, za koje je prethodno dokazano da se aktiviraju nakon ozljede mozga ili nastanka
neurodegerativnih bolesti. Pri koncentraciji 100 pg/mL acetoksivalerenska kiselina je
smanjila aktivnost NF-xB za 4 %, valerenska kiselina za 25 % (s tim da nije pokazala
citotoksican ucinak), dok valerenal pri ovoj koncentraciji nije pokazao inhibicijski uc¢inak

[34].

HO™ ~O

Slika 12. Struktura acetoksivalerenske kiseline [35].

2.1.1.3. Valepotrijati u valerijani

Valepotrijati su esterificirani iridoidni monoterpeni. Njihovo ime potjeCe od
valerijana-epoksi-triestera jer u strukturi sadrze polihidroksiciklopentanske pirane s
karboksilnom kiselinom, poput octene, valerinske, izovalerinske, f-metilvalerinske ili /-
-hidroksiizovalerinske kiseline. Valepotrijati se dijele u dva razreda — monoenske 1 dienske
derivate. Glavni monoenski derivat koji se moze pronaci u sastavu valerijane je didrovaltrat

(Slika 13. a.)), a glavi dienski valepotrijat je valtrat (Slika 13. b.)) [5].



a) b)

Slika 13. Struktura a) didrovaltrata [36] 1 b) valtrata [37].

Njihova koli¢ina moze varirati od vrste do vrste te podzemni dijelovi valerijane
obi¢no sadrze vece koncentracije valepotrijata nego ostali dijelovi biljke. Valepotrijati su
nestabilni spojevi koji su osjetljivi na temperaturu te dodatak kiseline 1 baze [5].

Valepotrijati pokazuju snazno citotoksi¢no djelovanje na stanice jetre Stakora.
Toksi¢nost ovisi o spoju valepotrijata te o dozi u kojoj se on primjenjuje, a do smrti stanice
na didrovaltrat. Naime, izlaganje kultiviranih stanica jetre valtratu koncentracije 40 uM
uzrokuje smrt stanica, dok su stanice izlozene didrovaltratu koncentracije 80 uM jos$ uvijek
normalne [38].

Ovakva teza je potaknula Keochanthala-Bounthanh 1 sur. (1993) da provedu
istrazivanje utjecaja valtrata 1 didrovaltrata na stanicnu kulturu hepatoma Stakora (engl.
Hepatoma Tissue Culture, HTC). Suspenzija stanica s dodanim govedim serumom je
inkubirana pri temperaturi 37 °C, a gustoca stanica iznosila je 3-10° stanica u mL. Potom je
u stani¢nu kulturu dodan valtrat (40 uM) ili didrovaltrat (80 uM) te se sustav inkubirao 15
sati. Nakon inkubacije, rezultati djelovanja valtrata i didrovaltrata su bili praceni pod
elektronskim mikroskopom. Autori su uocili da su stanice tretirane s valtratom promijenile
oblik, veli¢inu 1 povrSinu ve¢ nakon 5 sati inkubacije. Nakon 15 sati inkubacije, 80 % stanica
se odvojilo od potpore i plutalo je u mediju. Kod didrovaltrata nije doSlo do tako znacajne
promjene, nego su se stanice samo smanjile ali su ostale pricvrS¢ene na podlogu. Valtrat i
didrovaltrat su hibrofobne molekule te mogu lako prolaziti kroz staniénu membranu i
izazvati Stetne promjene u stanici. Prisutnost dviju dvostrukih veza na C3—-C4 1 C5-C6 u
strukturi valtrata i jedne dvostruke veze na podru¢ju C3—C4 kod didrovaltrata daje razli¢ita

fizikalno-kemijska svojstva ovih spojeva [38].
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Valepotrijati mogu imati citotoksi¢no, mutageno i kancerogeno djelovanje in vitro te
se zbog utvrdene toksi¢nosti ne koriste ni u fitomedicini [39]. Bos i sur. (1998) su istrazivali
citotoksi¢nost pojedinih spojeva iz valerijane na dvije razli¢ite kulture ljudskih tumorskih
stanica — na stani¢nu liniju karcinoma debelog crijeva (engl. human colorectal cell line,
COLO 320) i na stani¢nu liniju mikrocelularnog karcinoma pluéa (engl. human small-cell
lung cancer cell line, GLC 4). Rezultati su pokazali da dienski valepotrijati (valtrat, izolatrat)
imaju  najveéu  toksicnost, dok su monoenski valepotrijati  (didrovaltrat,
izovaleroksihidroksididrovaltrat) pokazali 2-3 puta manju toksicnost. IstraZivanje je
pokazalo da izovaltral, koji nastaje iz izovaltrata, ima vecu citotoksi¢nost od valepotrijata

[40].
2.1.2. Utjecaj pojedinih spojeva iz valerijane na GABA

Zbog duge povijesti upotrebe valerijane kao sedativa, antikonvulziva, lijeka za
lijecCenje migrene 1 ublaZzavanje bolova, ve¢ina provedenih znanstvenih istraZivanja je bila
usmjerenja na interakcije djelatnih komponenata valerijane s GABA-om [2]. GABA je
neurotransmiter koji u svojoj strukturi ima amino skupinu, a smatra se jednim od najvaznijih
neurotransmitera (Slika 14.). Uloga GABA-e je da smanji neuronsku podrazljivost tako Sto
se suprotstavlja djelovanju neurotransmitera glutamata i tako regulira neurolosku aktivnost.
GABA moZze djelovati kao hormon budu¢i da ima odredeni u¢inak i van srediSnjeg ziv€anog

sustava [3].

Slika 14. Struktura y-aminomasla¢ne kiseline, GABA [41].

GABA receptori su receptori za y-aminomaslac¢nu kiselinu. GABA receptori se joS
nazivaju benzodiazepinski receptori. GABA receptori se nalaze u svim regijama mozga [42].
Identificirani su GABA., GABA, 1 GABA. receptori. GABA, receptori pripadaju obitelji
ligand-ovisnih ionskih kanala. To su transmembranski proteini koji se sastoje od 5
proteinskih podjedinica izmedu kojih se nalazi pora koja je selektivno propusna za ione klora

(Slika 15.) [3].
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Slika 15. Model makromolekularnog kompleksa GABA. [43].

GABA. receptori imaju u svom sastavu kanal kroz koji prolaze ioni, dok GABA,
receptori djeluju preko drugog glasnika na ionski kanal koji nije u blizini receptora. GABAy
receptori su heterodimeri. Heterodimere ¢ine dvije podjedinice: GABAp 1 GABAw [3].
Vezanjem lijeka na GABA. receptore, dolazi do bolje propusnosti ionskog kanala za
kloridne ione, dok kod GABAy receptora dolazi do smanjenja postsinapti¢ke podrazljivosti,
smanjuje se mozdana aktivnost 1 dobiva se poriv za spavanjem [42]. GABA. receptori su
specifi¢ni jer ih, zbog njihove vece osjetljivosti, mogu aktivirati puno manje koncentracije
liganda u odnosu na GABA, receptore. Vezanjem y-aminomaslac¢ne kiseline na GABA.,
dolazi do duzeg otvaranja kanala, ali sporijeg prolaska iona klora kroz kanal [3].

Valerenska kiselina je modulator GABA, receptora. Medutim, tvari poput valerenske
kiseline i1 njezinih derivata, poput acetoksivalerenske kiseline 1 hidroksivalerenske kiseline
moraju prije¢i krvno-mozdanu barijeru kako bi stupili stupiti u interakciju s receptorima u
mozgu [2]. Neuhaus i sur. (2008) su proveli istrazivanje u kojem su pratili prolaznost
valerenske kiseline i1 njezinih derivata kroz krvno-mozdanu barijeru. Transport valerenske
kiseline, acetoksivalerenske kiseline 1 hidroksivalerenske kiseline je usporeden s propusnosti
krvno-mozdane barijere za GABA. modulator diazepam, za koji je dokazano da prodire u
sredi$nji ziv€ani pasivnom difuzijom. Neuhaus i sur. Pokazali su da navedene kiseline
prodiru znatno sporije kroz krvno-mozdanu barijeru nego diazepam. Kroz krvno-mozdanu
barijeru je najsporije prosla valerenska kiselina. Hidroksivalarenska kiselina je brze od

valerenske kiseline proSla barijeru, a najbrZe je prosla acetoksivalerenska kiselina [44].
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2.1.3. Primjena valerijane

Valerijana se koristi u lijeenju poremecaja spavanja (najéesée nesanice),
uznemirenosti i tjeskobe te kao mirisni relaksant. Cesto se koristi kao prijelazni lijek nakon
prekida uzimanja benzodiazepina, a smatra se i alternativhom benzodiazepina. lako se
preporuca za lijeCenje epilepsije, njena ucinkovitost u ovom slucaju nije potvrdena
istrazivanjima. Primjena valerijane u pojedinaca je dovela do pojave nuspojava poput
uznemirenosti, glavobolje 1 no¢nih strahova. Smatra se da je uzrok ovih nuspojava
nemogucénost metaboliziranja pojedinih komponenata preparata od valerijane zbog
nedostatka odredenih enzima [1].

Valerijana se najc¢eSc¢e primjenjuje u dozi 400-900 mg 30-60 minuta prije spavanja
[45-48] il1 450 mg valerijane tri puta dnevno [49]. Ukoliko se valerijana koristi za smanjenje
stresa, potrebno je uzeti 100 mg valerijane 90 minuta prije pojave dogadaja koji bi mogao
uzrokovati stres jer anksioliticko (smirujuce) djelovanje pocinje 30 minuta nakon uzetog
preparata [50, 51].

Valerijana se tradicionalno koristila u lijeCenju crijeva, gréeva i nervoznog zeluca.
Zbog gorkog okusa, valerijana se koristila za poboljSanje apetita i probave [1].

Smatra se da valerijana ima ucinak i1 na dismenoreju zbog antispazmatskog
djelovanja [1]. Mirabli i1 sur. (2009) ispitali su ucinak valerijane na dismenoreju. U
ispitivanju je sudjelovalo 100 studentica od kojih je 49 studentica uzimalo valerijanu, a 51
studentica je uzimala placebo. Studentice su uzimale valerijanu u dozi od 255 mg tri puta
dnevno tijekom prva tri dana menstruacije tijekom dva uzastopna menstrualna ciklusa. Na
pocetku i tijekom ciklusa, ucinak se nije razlikovao izmedu grupa, ali je smanjenje bolova
bilo izrazenije kod osoba koje su uzimale valerijanu [52].

[ako je valerijana ocjenjena kao uc¢inkovita i sigurna za uporabu, s njom valja bili na
oprezu zbog malog broja istrazivanja 1 zbog kratkog vremena trajanja provedenih
istrazivanja. Dugotrajno koriStenje valerijane se ne preporuca za bilo koju indikaciju, a
vodeni i alkoholni ekstrakti valerijane mogu imati i Stetno djelovanje. Zabiljezen je i slucaj
predoziranja kada je pacijent progutao 25 g korijena valerijane u prahu. Osoba koja se
predozirala pokazivala je slabe simptome koji su uklju¢ivali umor, gréeve u trbuhu i tremor,

koji su se povukli unutar 24 sata od predoziranja [1].
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2.2. pKa

pKa vrijednost se definira kao negativan logaritam konstante disocijacije kiseline ili

baze [4]. Disocijacija kiseline HA moze se zapisati prema jednadzbi (1):

HA(ag) <> H'(ag) + A (aq) (1)
pa se pKa vrijednost za kiselinu moze izracunati prema formuli (1):

pKa = —log(H4) ()
gdje je HA jednoprotonska kiselina, H" vodikov kation, A”anion jednoprotonske kiseline,
pKa konstanta disocijacije kiseline, [H'], [A], [AH] koncentracije vodikovog kationa,
aniona jednoprotonske kiseline i koncentracija jednoprotonske kiseline [4].

Kiseline koje imaju nisku pKa vrijednost su jace od kiselina s viSim pKa
vrijednostima. Pri niskoj pH vrijednosti prevladava visoka koncentracija HA molekula, a
niska koncentracija aniona (A ), dok je pri visokim vrijednostima pH, situacija obrnuta [4].

Disocijacija baze HB" mozZe se zapisati prema jednadzbi (2):
HB" (aq) < H" (ag) + B (aq) 2)
pa se pKa vrijednost za bazu moze izra¢unati prema formuli (2):

[H*][B]
[HB*]

pKa = —log( ), (2)

gdje je HB" oznaka konjugirane kiseline, H" vodikov kation (kiselina), B baza, pKa
konstanta disocijacije baze, [HB'], [H'], [B] koncentracije konjugirane kiseline, vodikovog
kationa (kiselina), baze [4].

Baze koje imaju viSu pKa vrijednost su jace od baza s nizim pKa vrijednostima. Pri
niskoj pH vrijednostima, postoji niZza koncentracija baze (B) 1 viSa koncentracija konjugirane

kiseline (HB") [4].
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Vrijednost pKa se moze povezati s pH vrijednosti preko Henderson-Hasselbalchove
jednadzbe koja se koristi za otkrivanje ponasanja lijekova. Henderson-Hasselbalchove
jednadzba (3) za kiseline glasi:

[HA]

A . B
pH = pK, + logﬁ ili m = 10PKa—PH) (3)

Henderson-Hasselbalchova jednadzba (4) za baze glasi [4]:

+
i HET

(B] -
[HB*] B] 10(PFampd @)

pH = pK, + log

2.2.1 U¢inak pKa vrijednosti

pKa vrijednost pojedinth molekula moZe imati utjecaj na ucinkovitost 1
farmakokinetiku lijekova te na toksi¢nost istih. Prilikom uzimanja lijekova, dolazi do
interakcija na ciljnom mjestu prilikom ¢ega dolazi do konformacijskih promjena aktivne
tvari lijeka koje mogu pridonijeti boljem djelovanju lijeka ili mogu smanjiti djelovanje
uzetog lijeka [53].

Pomocu pKa vrijednosti se odreduje stupanj ionizacije koji ima uc¢inak na topljivost
lijeka 1 njegovu propusnost kroz membrane (utjecaj na farmakokinetiku). Ionizirane
molekule imaju bolju topljivost u vodenom mediju od neutralnih molekula jer su polarnije
[4]. Veza izmedu neutralnih i nabijenih vrsta je dana prema Henderson-Hasselbachovoj

jednadzbi koja se razlikuje za kiseline (jednadzba (5)) 1 baze (jednadzba (6)):

S = So(1+ 10PH-PKa)) (5)

S = So(1+ 10PKa—PH)) (6)

gdje S predstavlja topljivost nabijenih vrsta, a So topljivost neutralne vrste. Topljivost se
mijenja s promjenama u pH i pKa vrijednostima [53].

Molekule koje su ionizirane imaju manju sposobnost prolaznosti kroz membranu jer
se smatra da neutralne molekule mogu lakSe pro¢i kroz membranu pasivnhom difuzijom.
Vrijednost pKa je vaZzna u medicinskoj kemiji kod apsorpcije lijekova jer pojmovi topljivosti
1 propusnosti imaju suprotan uc¢inak. Na slikama 16. a) i 16. b) je prikazano ponasanje kisele
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komponente ¢ija je pKa=5. Naslici 16. a) je prikazana ovisnost logaritma propusnosti kisele
komponente o pH. Vidljiv je pad vrijednosti logaritma propusnosti s poveéanjem pH
vrijednosti. Na slici 16. b). prikazana je ovisnost topljivosti (mg/mL) kisele komponente o

pH. Topljivost se povecava s povecanjem pH vrijednosti otopine [4].
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Slika 16. Graf ovisnosti a) logaritma propusnosti kroz membranu o pH te

b) topljivosti (mg/mL) o pH [4].

Ovisno o supstituentu koji se doda na spoj, dolazi do promjene u elektronskoj gustoci.
Jakost kiseline se moze povecati dodatkom halogena ili neke druge elektron odvlacece
skupine (npr. karboksilna, cijano, nitro skupina). Jakost baze se smanjuje vezanjem
aromatske skupine (npr. anilin) jer je nespareni elektronski par delokaliziran u aromatskom
prstenu. Takoder se jakost baza smanjuje dodatkom alifatske skupine [4].

Promjena pKa vrijednosti pojedinih lijekova moze uzrokovati odredene promjene u
farmakoloskom mehanizmu u organizmu koje mogu biti Stetne. Na primjer, povecanje
bazi¢nosti povezano je s povec¢anim blokiranjem hERG ionskih kanala (engl. human Ether-
a-go-go-Related Gene, hERG, gen koji kodira alfa podjedinicu kalijevih ionskih kanala [54],
ali se kratica hERG cesto odnosi na sam ionski kanal koji je zna€ajan jer doprinosi
elektri¢noj aktivnosti srca), §to posljedicno dovodi do sréane aritmije. Protivno, povecanje
kiselosti u odredenim lokacijama dovodi do smanjenog blokiranja hERG kanala [53].

Inhibicija citokroma P450 (engl. cytochrome, CYP), koja moze dovesti do lijek-lijek
interakcija, pod utjecajem je bazicnosti tocno odredenih amina u strukturi molekule.
Utvrdeno je da smanjenje pKa odredenih amina (koji sudjeluju u ovom tipu vezanja) moze

dovesti do smanjenja CYP inhibicije [53].
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2.2.2. Metode odredivanja pKa

Najces¢e metode pomocu kojih se moze eksperimentalno odrediti pKa vrijednost su
potenciometrija, nuklearna magnetska rezonancija, elektroforeza i UV/VIS spektrometrija.
Ostale metode pomocu kojih se moze odrediti pKa vrijednost su: tekuc¢inska kromatografija
visoke djelotvornosti, kalorimetrija, voltametrija, masena spektroskopija, flourometrija i dr.
[6, 5]. Osim eksperimentalno, pKa se moze predvidjeti i racunalno. pKa vrijednost se
ra¢unalno moZe odrediti pomocu razli¢itih programa, kao $to su primjerice Marvin, Epik,

Jaguar, ACD/pKa 1dr. [55, 56].

2.2.2.1. Kratki pregled eksperimentalnih metoda odredivanja pKa

Potenciometrijska titracija je jedna od najceS¢ih metoda za odredivanje pKa
vrijednosti zbog svoje jednostavnosti. Tijekom potenciometrijske titracije, dodaje se
odredeni volumen titranta otopini analita. Nakon dodatka analita, promjena potencijala se
mjeri pomocu dvije elektrode, indikatorske i referentne elektrode. One se Cesto mogu spojiti
pa se takva elektroda tada naziva kombinirana pH elektroda [6].

Konstanta disocijacije za kiseline se racuna tako da je pH = pKa kada je reakcija
poluneutralizirana, tj. kada je pola molekula koje sudjeluju u reakciji neutralizirano, a druga
polovica nije. Tocka ekvivalencije se odreduje iz krivulje titracije kada dode do najvece
promjene u pH vrijednosti s malom promjenom volumena. Moze se zakljuciti da je promjena
elektrodnog potencijala proporcionalna promjeni pH vrijednosti tijekom izvodenja titracije
[5].

Pomoc¢u potenciometrijske titracije moZe se mjeriti koncentracija analita do 10 M,
medutim postoje metode koje mogu myjeriti joS nize koncentracije analita u otopini. Prednosti
koriStenja potenciometrijske metode za odredivanje pKa vrijednosti uz jednostavnost su:
mogucnost primjene za analizu obojenih i bezbojnih otopina, laka dostupnost, cjenovno
dostupni uredaji te pouzdanost, dok su mane ove metode koriStenje vrlo Cistih spojeva i
pufera te velika koli¢ina uzorka u odnosu na druge metode (tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti i kapilarna elektroforeza). Problem kod odredivanja pKa vrijednosti
ovom metodom mozZe biti i slaba topljivost analita u vodi. Topljivost se moZe povecati ako
se analit mijeSa s razli¢itim otapalima, ali su rezultati u tom slucaju ve¢inom netocni [6].

Nuklearna magnetska rezonancija (engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR) se

prvobitno koristila za odredivanje mjesta deprotoniranja kiseline ili protoniranja baze te se
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tek kasnije pocela koristiti za odredivanje pKa vrijednosti. Grunwald i sur. (1957) odredivali
su pKa vrijednost primarnih, sekundarnih i tercijarnih amina pomo¢u NMR-a. Pratili su
kemijski pomak protona iz metilnih skupina (—CH3) kao funkciju pH. Rezultati su pokazali
povezanost kemijskog pomaka i kiselo-baznog omjera. Dobivena je sigmoidalna krivulja iz
koje se moze izraunati pKa [6].

Prednost NMR-a je moguénost mjerenja pKa vrijednosti odredenih smjesa cak i kada
su prisutne necistoce jer se ne promatra ukupna koncentracija kao kod potenciometrijske
titracije. Prilikom pracenja kemijskog pomaka karakteristicne skupine, prati se samo ta
skupina, pa se tako moze pratiti 1 pKa karakteristine skupine [6].

Za odredivanje pKa vrijednosti mogu se primjenjivati 'C, 13C ili *'P NMR [6]. Za
odredivanje pKa vrijednosti Secera se koriste '"H i '>°C NMR i nemaju posebne prohtjeve jer
odredivanje kemijskog pomaka s pH ne zahtjeva izolaciju pojedinih anomera Secera i
interkonverzija nema utjecaj na promjenu pKa. Za odredivanje pKa vrijednosti proteina ili
kompleksa proteina koristi se '’N NMR. Dodatkom slobodnog izotopa dusika dolazi do brze
izmjene izmedu proteina koji imaju obican dusik i izotop dusika [5].

Pomocu ove metode moze se odrediti pKa vrijednost sloZzenijim molekulama poput
enzima. Odredivanjem pKa vrijednosti pomo¢u NMR metode moguce su i pogreske koje
nastaju zbog nepreciznog odredivanja kemijskog pomaka i pH vrijednosti. Te pogreske
nastaju u racunu, a ne eksperimentalnim mjerenjem. Tijekom NMR mjerenja, u obzir se
mora uzeti i energija jer prilikom vibracija molekula moze do¢i do povecanja temperature i
porasta energije. Odredivanje pKa vrijednosti pomo¢u NMR je skup proces, a ova metoda
je odli¢na za odredivanje pKa kod specificnih mjesta enzima gdje moze do¢i do protonacije
ili deprotonacije [6].

U elektroforezi, nabijene Cestice se nalaze pod utjecajem elektricnog polja. Prilikom
migriranja u elektricnom polju, nabijene Cestice se gibaju brzinom koja je proporcionalna
omjeru veli¢ine Cestica i njthovog naboja. Omyjer brzine Cestice (v;) i elektricnog polja (E) u

kojem se ta Cestica giba nazvan je elektroforetska mobilnost (m;) koja je dana formulom (3):
m; = E 3)

Odredivanje pKa vrijednosti elektroforezom ovisi o pokretljivosti protoniranih 1

neprotoniranih oblika komponente koja se analizira. Kada su protonirani i neprotonirani
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oblik analita u ravnotezi, tada se neto mobilnost moze povezati sa stupnjem disocijacije

analita prema jednadzbi (7):

Merr =1 —a) my+ a  -my (7)

gdje je mefr efektivna mobilnost, mg mobilnost potpuno deprotoniranog oblika analita, mo
mobilnost neprotoniranog oblika analita. Obzirom na preciznost, ova metoda se moze
svrstati u rang s potenciometrijskom titracijom [6].

Prednosti ove metode su brojne. Za analizu je potrebna mala koli¢ina uzorka, a
elektroforezom se mogu razdvojiti 1 zagadeni uzorci, odnosno uzorak se moZze ocistiti.
Aparatura koja se koristi je lako dostupna i lako se koristi za automatski rad pa je
elektroforeza brza metoda koja nema potrebu za velikim preinakama u aparaturi. Mana ove
metode je priprema puferskih otopina od kojih svaka mora imati to¢no odredenu pH
vrijednost te se mora paziti da puferske otopine i analit ne stupaju u interakciju [6].

Odredivanje pKa vrijednosti pomocu kapilarne elektroforeza se temelji na
pokretljivosti ionizirane komponente u nizu otopina jednake ionske jakosti 1 razli¢ite pH
vrijednosti. Kada komponenta nije ionizirana tj. kada je komponenta nenabijena,
komponenta ima nultu mobilnost, dok ionizirano stanje ima maksimalnu mobilnost [7].

Srednja mobilnost za jednovalentnu slabu kiselinu je dana formulom (4):
Herr = Xi* Uepi (4)
gdje je pesrsrednja mobilnost, Xi molni udio anionskog oblika jednovalentne slabe kiseline,

Lepi elektroforetska mobilnost aniona. Ne postoji ogranicenje broja iona koji su ukljuceni u

ravnotezu pa se efektivna mobilnost moze zapisati pomocu formule (5):

Uefr = Zixi " Uepi )

Udio aniona u kiselini moze se prikazati jednadzbom (8) i jednadZzbom (9):

(8)

x - =
A" T [HY+ K,

1
X4~ = T 1owKatpl) ©)
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gdje je xa- molni udio aniona u kiselini, pK/pKa je konstanta disocijacije kiseline, [H']
koncentracija vodikovih iona u otopini [7].

Prema izrazu (9), efektivna mobilnost se moze izraziti pomocu jednadzbe (10):

_ #eff.lo—pKa
Heff = To-pKatio-vH

(10)

Vrijednosti pKa se mogu dobiti prilagodavanjem efektivne mobilnosti kao funkcije
pH za odgovarajucu skupinu [7].

Efektivna elektroforetska mobilnost slabih kiselina 1 baza je pod utjecajem ¢imbenika
koji mogu utjecati na konstantu ravnoteze ili na pokretljivost. Kod odredivanja pKa
vrijednosti ovom metodom moraju se koristiti otopine elektrolita s razli¢itim pH
vrijednostima te moraju imati nisku 1 konstantnu ionsku jakost. Puferi koji se koriste u
elektroforezi moraju imati apsorbanciju na niskim valnim duljinama, moraju biti dobro
topljivi u vodi, imati dug rok trajanja i visoku ¢isto¢u, a najcesce se koriste acetatni, fosfatni,
boratni puferi 1 zwitter-ionske otopine. Pomocu efektivne elektroforeze je moguce odrediti
pKa vrijednosti ¢ak 1 nestabilnim spojevima, a tijekom jednog mjerenja moze se obraditi 50
uzoraka [7].

UV/VIS spektroskopija moZe se primjenjivati kao alternativna metoda
potenciometriji jer omogucava analizu manju topljivih tvari i moze detektirati analit prisutan
u koncentraciji manjoj od 10 M. Podaci kod UV/VIS spektroskopije se dobiju biljezenjem
podataka tijekom titracije pomocu spektrofotometra s nizom dioda. Tijekom titracije dolazi
do promjene u apsorbanciji te u koncentraciji protoniranih i neprotoniranih oblika analita.
Kada dode do najvece promjene u apsorbanciji, tada je pKa jednaka pH. Vrijednost pKa se
moze odrediti iz prve derivacije promjene apsorbancije u vremenu ili usporedbom razli¢itih
spektara. Kod analize tvari pomoc¢u UV/VIS spektroskopije, tvar mora biti ¢ista. Ako tvar
sadrzi neCistoce, dobiveni rezultati mogu biti kao da je tvar Cista samo ako prisutne necistoce
ne apsorbiraju u UV/VIS podrucju [7].

Podaci dobiveni na jednoj valnoj duljini dobiju se analizom uzorka puferskih otopina
s poznatim pH vrijednostima iz kojih se moZze odrediti pKa. Za koriStenje ove metode, vazno
je poznavanje molarnih apsorpcijskih koeficijenata protoniranih i deprotoniranih oblika

analita. Razvijen je spektrometrijski pristup na vise valnih duljina pomocu kojih se moze
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utvrditi konstanta disocijacije kiselina na temelji kiselo-bazne ravnoteze ako se reakcija

sastoji od dva koraka ionizacije [7].
2.2.2.2. Kratki pregled racunalnih metoda odredivanja pKa

U slucaju racunalnog predvidanja pKa, pKa vrijednost organskih spojeva moze se
predvidjeti pomocu empirijske i kvantno-kemijske metode. Empirijske metode su brze
metode, dok kvantno-kemijske metode imaju vecu to¢nost jer se racunaju pomocu kvantno-
mehanickih deskriptora, ali za njihovo racunanje je potrebno viSe vremena u odnosu na
empirijske metode [55].

Marvin (ChemAxon) program uzima u obzir empirijski izraunate fizikalno-
-kemijske parametre (uglavnom Mullikenove parcijalne naboje) koji se dobiju iz regresijskih
jednadzbi specifiénih za mjesto ionizacije. Koriste se tri vrste izraunatih parametara:
intermolekulske interakcije, parcijalni naboji, polarizibilnost, za utvrdivanje pKa konstante

molekula prema jednadzbi (11):
pKa=a-Q+b-P+c-S+d-S+d (11)

gdje su Q 1 P djelomi¢ni naboj i inkrement (rast) polarizibilnosti, S je zbroj inkremenata koji
su specificni za strukturu (npr. stericke deformacije 1/ili vodikove veze), a, b, ¢, d su
specificni regresijski koeficijenti za mjesto ionizacije [55].

Ovi dobiveni podaci za pKa se racunaju iz regresijskih jednadzbi koje su specificne
za lonizaciju. Zatim se izraCunava omjer mikrovrsta kako bi se izracunala pKa vrijednosti
atomima molekule. Vazno je odrediti i makro-pKa vrijednosti jer su one dobivene iz
teoretskih odnosa koji su izmedu makro- i mikro-pKa vrijednosti. Kada molekula ima vise
atoma koji se mogu ionizirati, vazno je razlikovati mikro- 1 makro-kiselinske konstante
disocijacije. Konstanta disocijacije mikrokiselina se dobiva iz ravnotezne koncentracije
konjugiranog para kiseline 1 baze, a konstanta disocijacije makrokiseline se racuna iz zakona
ocuvanja mase i naboja [55].

pKa aktivne grupe moZe se izracunati prema jednadzbi (12)

cct
Z]C]

Koo = 5otz [H*] (12)
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gdje je [H'] koncentracija protona u vodenoj otopini, c; je koncentracija j-mikrovrste koje
su otpustile protone i protone iz potpuno protonirane molekule, ck'”! je koncentracija k-
-mikrovrsta koje su otpustile (i-1) proton iz potpuno protonirane molekule. Omjer c;'i ci'™!
se naziva raspodjela mikrovrsta mikroionizacijskih konstanti [56].

Epik program se koristi za predvidanje pKa vrijednosti i protonacije spojeva. Za
potrebe ovog programa, koristi se teorija kiselina i baza prema Brenstedu i Lowryju jer se
takve reakcije sastoje od jednostavnog dodavanja ili uklanjanja protona maloj organskoj
molekuli (Lewisova teorija se ne koristi u ovoj metodi). Epik podrzava kombinaciju dva
usko povezana linearna pristupa na temelju Hammettove jednadzbe za aromatske molekule
1 Taftove jednadzbe za alifatske molekule za predvidanje pKa vrijednosti kiselina i1 baza.
Hammettova i Taftova jednadZba su namijenjene za predvidanje mikroskopske (atomske)
pKa vrijednosti [55].

Na temelju pKa vrijednosti proton se moze dodati ili ukloniti iz molekule na
razli¢itim lokacijama. U nastaloj protonaciji, naknadne ionizacije mogu biti odrZive,
medutim njihove se pKa vrijednosti obi¢no promjene u usporedbi s onim izracunatim prije
nego Sto je molekula ionizirana. Epik koristi takav pristup da se generiraju protonacijska
stanja u kojima se procjenjuju pKa vrijednosti, stanje protonacije se prilagodava i cijeli
proces se ponavlja. Protonacijska stanja koja nisu bitna se izdvajaju da bi cijeli proces bio
ucinkovit, a rezultat je usmjeren na relevantne strukture [57].

Efektivna izomerizacija putem sekvencijalne protonacije i deprotonacije moze
generirati sve tautomere za molekulu. Postoji mnogo tautomera kojima bi se prva ionizacija
eliminirala iz daljnje prerade jer imaju malu vjerojatnost postojanja. Da se taj problem
ublazi, program koristi 1 predlozak za tautomerizaciju koja se temelji na drugom programu,
LigPrep. U bazi podataka postoji vise od 200 izomeriziranih vrsta [57].

Jedan od izazova za Hammettov i Taftov pristup je da ve¢ina baza podataka zabiljeze
molekulu kao jednu Lewisovu strukturu, sa svim prikazima jednostrukih i dvostrukih veza i
formalnim nabojem. Molekule s aromatskim prstenom se prikazuju kao kombinacija vise
razli¢itih rezonantnih Lewisovih struktura. Lewisove strukture u bazama podataka daju
informacije o raspodijeli naboja, ali nije svaka struktura standardna i moZe se razlikovati u
razli¢itim bazama podataka [57].

Epik koristi dobro utvrdene i1 komplementarne metode kako bi se procijenila pKa
vrijednost za male organske i alifatske molekule. Formalna jednadZzba (13) koja se koristi za

procjenu pKa kiseline ili bazicne osnovne funkcionalne skupine glasi:
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pKa; = pKad + s, — pZ;0; (13)

gdje je pKai pKa vrijednost molekule koja je predmet interesa, pKa;’ stalna vrijednost pKa
vrijednosti, s je statisticki faktor, p parametar odziva koji pokazuje koliko je precizno
odredena pKa vrijednost funkcionalne skupine, o parametar koji pokazuje gdje je smjesten
supstituent, da li je smjesten na alifatskom dijelu molekule ili u aromatskom prstenu. Ako je
smjesten na aromatskom prstenu, tada supstituent moze biti smjesten u orto-, meta- ili para-
polozaju. s (jednadzba (14)) je statisticki faktor koji objasnjava razlike u broju atoma vodika

koji su ekvivalentni onom broju koji je uklju€en u ionizaciju:
s= —log (2 (14)
Np

gdje je s statisticki faktor, n, broj vodikovih atoma kada je spoj u kiselom obliku, ny broj
vodikovih atoma kada je spoj u luznatom obliku [57].

Jaguar je ab initio kvantno-kemijski program kojim se moze predvidjeti struktura
malih 1 velikih molekula. Predvidanje pKa vrijednosti je jedan od klju¢nih zadataka u praksi
za racunalni dizajn lijekova, u organskim sintezama te primjenama u znanosti o materijalima
(kataliticki procesi, skladiStenje i generiranje energije, nanoelektronika). Predvidanje pKa
na temelju ab initio izraCuna 1 dalje ostaje problem cak i uz veci pristup teorijskih metoda
[58]. Jaguar racuna pKa vrijednosti pomocu termodinamickog ciklusa (Slika 17.) 1

jednadzbe (15) [55]:

(15)

=
=
|

© 2.3RT

gdje je R opca plinska konstanta (R=8,314 J/Kmol), T termodinamicka temperatura, D
slobodna energija koja se oslobodi u koraku D, a ta energija se ratuna kao promjena u

slobodnoj energiji u drugim koracima ciklusa prema relaciji (16)

D=A+C-B (16).
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BH*,, —A 5B, + H*

R

- >
BH faq) B{Jql +
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H

+
(aq)

Slika 17. Prikaz termodinamickog ciklusa koji se koristi za racunanje pKa vrijednosti u

Jaguar programu [55].

IzraCunati rezultati djelomi¢no ovise o konformaciji ciljne molekule, prvo je
potrebno provesti konformacijsku pretragu MacroModelom. Preporuca se koriStenje
konformera s najnizom energijom koji se moze pronaci za dalje izracune pKa vrijednosti.
Jaguar izracunava mikroskopske (atomske) pKa vrijednost, ali ne makroskopske
(eksperimentalne) pKa vrijednosti. Da se dobije makroskopska pKa vrijednost za
poliprotonsku molekulu, Schrédinger predlaze pokretanje 2" stanja, gdje je n broj bliskih
pKa vrijednosti za poliprotonsku molekulu te se prati titracijska krivulja. U slucaju dviju
ekvivalentnih mjesta za protonaciju i deprotonaciju, potrebno je uvesti statisticki korekcijski
faktor koji proizlazi iz povecane entropije odgovarajucih vrsta. Korekcija iznosi + 0,6 (log
2%)ili — 0,6 te se dodaje rezultatu dobivenom iz modula predvidanja pKa [55].

Program ADC/pKa moze se koristiti za racunanje pKa vrijednosti organskih spojeva
kod standardnih uvjeta, za vizualizaciju mjesta kod kojih se dogada ionizacija, crtanje grafa
ovisnosti distribucije ionskih vrsta kao funkcije pH 1sl. [59].

Bioloski aktivni spojevi se ne smatraju neutralnim vrstama i njihova se ionizacijska
stanja opisuju pomocu pKa vrijednosti. Program ACD/pKa rafuna tocne konstante
disocijacije pri 25 °C za organske i1 anorganske spojeve. Toc¢nost racuna pKa vrijednosti
varira izmedu + 0,2 pKa jedinice za jednostavnije spojeve, dok je tocnost za sloZenije
strukture spojeva iznosi + 0,5 pKa jedinice. Interna baza podataka 4CD/pKa sadrzi preko 15
900 kemijskih struktura s pridruzenim pKa vrijednostima. Podaci iz programa su dio
medunarodne korporacije BioByte $to €ini bazu podataka jednu od najvecih komercijalno
dostupnih eksperimentalnih pKa baza podataka [60].

Prilikom otkri¢a novog spoja vazno je odrediti njegove karakteristike i odredene
vrijednosti, klju¢no je imati nacin na koji se predvidaju ti podatci. Program ACD/pKa nudi
dva alata pomocu kojih se mogu odrediti te vrijednosti: pomoc¢u uvjezbavanja sustava s

eksperimentalnim pKa vrijednostima i prilagodenih Hammett/Taftovih jednadzbi za
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odredene nove kemijske klase. Program omogucuje korisnicima definiranje novog centra
ionizacije i tocke vezanja za varijabilni supstituent i postavljanje relevantne Hammett-
-Taftove jednadzbe za definiranje i poboljSanje to¢nosti predvidanja pKa za druge kemijske
spojeve [60].

Program se bazira na linearnim odnosima slobodne energije (engl. Linear Free

Energy Relationships, LFER) primjenom Hammettove jednadzbe (17)

pK, = pK? + A(pK,) (17)

gdje je pKa® konstanta ionizacije za mati¢nu molekulu, A(pKa) je suma utjecaja svih ostalih

funkcionalnih skupina na odgovarajucu pKa vrijednost [56].
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3. MATERIJALI Il METODE

U radu su racunalnim pristupom odredene pKa vrijednosti odabranih spojeva
prisutnih u valerijani i preparatima od valerijane. U tu svrhu koristen je program ACD/Labs
Percepta 14.51.0. ACD/Labs je platforma softvera za in silico studije, odnosno za izracune
molekularnih svojstava kemijskih spojeva. Izmedu ostalog, ACD/pKa precizno predvida
konstante kisele disocijacije izravno iz strukture spoja. Pomocu ovog softvera mogu se
izraCunati pKa organskih spojeva pri standardnim uvjetima, vizualizirati svi centri ionizacije
spoja te odrediti distribucija svi ioniziranih mikrovrsta spoja (kao funkcija pH, odnosno u
ovisnosti o pH medija) [61].

Predvidanja se temelje na bazi podatka ugradenoj u softver, a koja sadrzi podatke za
preko 20 000 spojeva. Softver se temelji na dva algoritma — ACD/pKa Classic algoritmu
(default calculator) 1 GALAS algoritmu (Global, Adjusted Locally According to Similarity).
pKa se predvida pri standardnim uvjetima u vodenom mediju. ACD/pKa Classic algoritam
se temelji na bazi podataka sac¢injenoj od podataka za preko 17 000 spojeva i preko 32 000
pKa vrijednosti. Jednadzbe Hammettovog tipa za glavne ionizabilne funkcijske skupine 1
pazljivo odredene konstante supstituenta (parametar ) glavne su komponente na kojima se
temelji predvidanje pKa vrijednosti ovim algoritmom. Pri izraCunima takoder se uzimaju u
obzir tautomerna ravnoteza, utjecaj vode kao otapala, rezonancijski ucinci te a- 1 f-
nezasic¢eni sustavi [62].

GALAS algoritam je model koji se temelji na bazi podataka sa¢injenoj od podataka
za preko 17 500 spojeva s vise od 20 000 centara ionizacije. Baza podataka, saCinjena od
centara ionizacije, konstanti interakcije i metoda izracuna interakcije, koristi se za simulaciju
svih protoniranih stanja molekule i1 njihove distribucije pri razli¢itim pH vrijednostima.
Ovim algoritmom dobiju se podaci kao §to su sumarni molekularni naboj, distribucija
protoniranih stanja i prosje¢ni naboj ionizacijskih centara molekule kao funkcije pH [62].

Odabrana su tri spoja — valerenska kiselina, hidroksivalerenska kiselina 1
acetoksivalerenska kiselina. Pregledom znanstvene literature, za ove spojeve nisu pronadene
eksperimentalno odredene pKa vrijednosti. Strukture spojeva prikazane su na Slici 11. a),

Slici 12. 1 Slikama 18.-23.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Valerenska kiselina

Predvidene vrijednosti za pKa i ionizacijske frakcije valerenske kiseline dobivene
upotrebom Classic algoritma prikazane su u nastavku teksta. Dan je ra¢unalni protokol
na kojem se temelje rezultati dobiveni ovim algoritmom. Strukture koje su pri tome
koriStene su prikazane u nastavku teksta (Slika 18. 1 kasnije slike molekularnih

fragmenata na kojima se temelje izracuni).

CHa,
N
H1C
3 \ CH3 16CH3
. 13
/
o~ oH W

Slika 18. Valerenska kiselina s oznacenim najkiselijim dijelom molekule i numeracijom

atoma.

Najjaci kiseli pKa: 4,9 + 0,2

Nema bazi¢nog pKa.

4,9 + 0,2 (Atom broj: 17)
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Racunalni protokol
Disocijacijsko stanje 1

pKacac = pKag + A(pKa)

Izracun pKay:

HO

I\

Fragment je pronaden u bazi podataka s eksperimentalnom jednadzbom.

pKa =4.455-2.608%0m¢-2.0x0res =19, 1=0.9957, StD=0.0790

HO CH,

/
) g
0 R

Fragment je pronaden u bazi podataka s eksperimentalnom jednadzbom.

pKa = 4.233-4.876%0md-1.893%0res n=5, 1=0.9954, StD=0.1100

Krajnja vrijednost pKao:

pKao = ZpKaoi / n = (4.455+4.233 )/ 2=4.344

Izrac¢un A(pKa):
A(pKa); =0.184 iz:
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JednadZzba za reakcijski centar:

HO

I\

pKa =4.455-2.608%6m¢-2.0%0res  1=19, r=0.9957, StD=0.0790

Supstituent ima:

(calc) 6ind = 0.04; Ores = -0.14
Krajnja jednadzba za A(pKa)::
A(pKa); = -2.608%61nd-2.0x0res = 0.184

A(pKa), = 0.352 iz:

Jednadzba za reakcijski centar:

HO CH,

/
il i
O =4

pKa = 4.233-4.876%0md-1.893%0res n=5, 1=0.9954, StD=0.1100

Supstituent ima:

(exp) omd =-0.01; Ores =-0.16

Krajnja jednadZzba za A(pKa),:
A(pKa)z = -4.876%0md-1.893%0Rres = 0.352
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Ukupna suma za A(pKa):
A(pKa) = XA(pKa); = 0.184+0.352 = 0.536

pKacac = 4.344+0.536 = 4.880

Predvidene vrijednosti za pKa i ionizacijske frakcije valerenske kiseline dobivene

upotrebom GALAS algoritma prikazane su u nastavku teksta. Slika 19. prikazuje numeraciju

atoma 1 funkcijsku skupinu na kojoj je bio naglasak prilikom izracuna upotrebom GALAS

algoritma.

CH,
N
16
H3C \ CH3 CH3
13
/ /
O/ OH 140/ ?OH

Slika 19. Struktura valerenske kiseline s ozna¢enom funkcijskom skupinom i

numeracijom atoma.

Najjaca kisela pKa: 4,6 = 0,4

Nema bazicne pKa.

4,6 £ 0,4 (Atom broj: 17), 100% MS1
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Sumarni naboj vs pH

&
100,0
75,0
50,0
25,0
0,0 . .
0 1 2 3 4 5 & 7 8 g 10 11 12 13 14
pH
MS1
CHj
HiC . _CHy
/
O/ OH
+
PS1 = P52 +H , pK,(microconstant) = 4,6

1,72 3 4 465 6 657 748 9 10 |11
q=-1/0,000,000,02 0,20 0,5010,72 0,96 0,99 /1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

q=0 (1,00 1,000,98 0,80 0,500,28 0,04 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Protonacijska stanja vs pH

100,0
750
Log30
250
0,0 - .
a i: 2 3 4 5 5] 7 a8 9 10 11 12 13 14
pH
PS1 PS2
CHs CHy
HgC R CHs HaC 2 CHs
O/ OH O/ (0]

L72 3 4 465 6 657 748 9 |10 |11
PS1 /1,00 1,00 0,98 0,80 (0,50 0,28 0,04 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

PS20,00 0,00 0,02 0,20 (0,50 0,72 10,96 0,99 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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Stanja ionogenih skupina vs pH

&

+ 1,0

0,0

-10

-0

Gl
CHs
N
HaC . _CHs
/
07 oH

1,7 2 3 4 4,6 5 6 6,5 |7 74 8 9 10 |11
G1 0,0010,00 -0,02 -0,20 -0,50 -0,72 -0,96 -0,99 -1,00 |-1,00 -1,00 -1,00 -1,00 |-1,00

TC 0,0010,00 -0,02 |-0,20 -0,50 -0,72 -0,96 -0,99 -1,00 |-1,00 -1,00 -1,00 -1,00 |-1,00

Za valerensku kiselinu se mogu naci teoretski podaci o vrijednosti pKa. Prema
DrugBank, pKa iznosi 4,85 [63], a prema Hazardous Substances Data Bank u vodi pKa
iznosi 4,842 pri 25 °C [64]. U oba dva slucaja radi se o citiranju istog izvornika. Prema
ChemAxon, najkiseliji pKa za valerensku kiselinu je 5,06 [65]. U radu Kulikov (2012)
objavljena je vrijednost pKa = 4,84, koja je dobivena racunalno, primjenom programa
ACDLabs 10 [66]. Predvidene pKa pomoc¢u ACD/pKa ne odudaraju znacajno od prethodno

objavljenih te su im slicne (4,88).

4.2. Hidroksivalerenska Kiselina
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Predvidene vrijednosti za pKa i ionizacijske frakcije hidroksivalerenske kiseline
dobivene upotrebom Classic algoritma prikazane su u nastavku teksta. Dan je racunalni
protokol na kojem se temelje rezultati dobiveni ovim algoritmom. Strukture koje su pri tome
koriStene su prikazane u nastavku teksta (Slika 20. i kasnije slike molekularnih fragmenata

na kojima se temelje izracuni).

\///OH

O

Slika 20. Hidroksivalerenska kiselina s oznacenim najkiselijim dijelovima molekule 1

numeracijom atoma.

Najjaci kiseli pKa: 4,9 + 0,2

Nema bazi¢nog pKa.

4,9 £ 0,2 (Atom broj: 18)
14,7 £ 0,7 (Atom broj: 16)
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Racunalni protokol
Disocijacijsko stanje 1

pKacac = pKag + A(pKa)

Izracun pKay:

HO

I\

Fragment je pronaden u bazi podataka s eksponencijalnom jednadzbom.

pKa = 4.455-2.608%0md-2.0%0res  n=19, r=0.9957, StD=0.0790

HO CH,

[
b 7
0 R

Fragment je pronaden u bazi podataka s eksponencijalnom jednadzbom.

pKa = 4.233-4.876%0md-1.893%0res n=5, 1=0.9954, StD=0.1100

Krajnja vrijednost pKay:
pKao = ZpKaoi / n = (4.455+4.233 )/ 2=4.344

Izrac¢un A(pKa):
A(pKa); =0.184 iz:
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JednadZzba za reakcijski centar:

HO

I\

pKa =4.455-2.608%6m¢-2.0%0res =19, r=0.9957, StD=0.0790

Supstituent ima:

(calc) 6ind = 0.04; ores = -0.14
Krajnja jednadzba A(pKa)::
A(pKa); = -2.608%61nd-2.0X0res = 0.184

A(pKa), = 0.352 1z

Jednadzba za reakcijski centar:

HO CH,

/
b 2
0 R

pKa = 4.233-4.876%0md-1.893%0res n=5, 1=0.9954, StD=0.1100

Supstituent ima:

(exp) 6md =-0.01; Ores =-0.16

Krajnja jednadZna za A(pKa),:
A(pKa), = -4.876%61nd-1.893%0Rres = 0.352

36



Ukupna suma za A(pKa):
A(pKa) = XA(pKa); = 0.184+0.352 = 0.536

pKacac = 4.344+0.536 = 4.880

Disocijacijsko stanje 2

pKacac = pKaog + A(pKa)
Izracun pKay:

Poseban protokol za cijepanje prstena je primijenjen pri izracunu pKao. U izracunu je

koristen fragment:

HO
N R
Fragment je pronaden u bazi podataka s eksperimentalnom jednadzbom.
pKa=15.172-6.772%6ma  1n=7, r=0.9959, StD=0.0980

Krajnja vrijednost pKao:

pKao = 14.668

Izrac¢un A(pKa):
A(pKa); =0.015 1z:

Za zamjenu u nearomatskom prstenu je odredena jednadzba:
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A(pKa) = - p % omd gdje je p = p° x 0.4" p® — vrijednost bez vodljivosti prstenaste

strukture, n — izracunat Exner-Fiedlerovom metodom za vodljivost prstenaste strukture

HO

\r

Krajnja jednadzba za A(pKa):
A(pKa) = 13.89 x 0.4*!17 X G1pg

Supstituent ima:

(exp) 6ma =-0.01

Krajnja jednadzba za A(pKa)::
A(pKa)i = 13.89 x 0.4%!7 x 61ng = 0.015
A(pKa)> =-0.036 1z:

Za zamjenu u nearomatskom prstenu je odredena jednadzba:

A(pKa) = - p x oma gdje je p = p° x 0.4" p° — vrijednost bez vodljivosti sustava, n —

izracunat Exner-Fiedlerovom metodom za vodljivost prstenaste strukture

HO

&

Krajnja jednadzba A(pKa):
A(pKa) = 13.89 x 0.4>76 x Gypg
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Supstituent ima:

(calc) oma = 0.04

Krajnja jednadZzba za A(pKa),:
A(pKa), = 13.89 x 0.4%7 x 51pg = -0.036
A(pKa); =0.010 iz:

Za zamjenu u nearomatskom prstenu je odredena jednadzba:

A(pKa) = - p X o1na Where p = p® x 0.4" p° - vrijednost bez vodljivosti sustava, n —

izracunat Exner-Fiedlerovom metodom za vodljivost prstenaste strukture.

HO

&

Krajnja jednadzba za A(pKa):
A(pKa) = 13.89 x 0.4%5 X Gy

Supstituent ima:

(exp) omd =-0.01

Krajnja jednadzba A(pKa)s:
A(pKa)s = 13.89 x 0.4*% X 61na = 0.010

Ukupna suma za A(pKa):
A(pKa) = ZA(pKa); = 0.015-0.036+0.010 =-0.011

pKacac = 14.668-0.011 = 14.657
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Predvidene vrijednosti za pKa i ionizacijske frakcije hidroksivalerenske kiseline
dobivene upotrebom GALAS algoritma prikazane su u nastavku teksta. Slika 21. prikazuje

numeraciju atoma i funkcijsku skupinu na kojoj je bio naglasak prilikom izracuna upotrebom

GALAS algoritma.

\///OH

O

Slika 21. Hidroksivalerenska kiselina s oznacenom funkcijskom karboksilnom skupinom 1

numeracijom atoma.

Najjaca kisela pKa: 4,6 = 0,4

Nema bazi¢na pKa.

4,6 £ 0,4 (Atom br.: 18), 100% MS1
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Sumarni naboj vs pH

=
100,0 J J
75,0
50,0
25,0
0,0
0 1 2 3 4 o =3 7 8 9 10 11 12 13 14
pH
MS1

PS1 = PS2 + H+, pK;(microconstant) = 4,6

1,72 3 4 465 6 657 748 9 10 |11
q=-210,000,000,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
q=-1/0,000,000,03 0,210,5110,72 0,96 0,99 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

q=0 (1,00 1,000,97 0,79 0,49 0,28 0,04 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00



Protonacijska stanja vs pH

100,0
750
50,0
250
0,0
i} 1: 2 3 4 5 5 7 g g 10 11 12 13 14
pH
ps1 pPS2

1,72 3 4 46 5 6 657 74 8 9 10 |11
PS1 1,00 1,00 0,970,79 0,49 0,28 /0,04 0,01 /0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

PS20,000,00 0,03 0,21 0,51 0,72 10,96 0,99 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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Stanja ionogenih skupina vs pH

&) @
+1,0
0,0

=g
-Lr_‘l.
-0
0 I 2 3 4 5 & 7 3 g 10 11 12 13 14
pH
G1 G2

1,7 2 3 4 4,6 5 6 6,5 |7 74 8 9 10 |11
Gl 0,001/0,00 -0,03 -0,21 -0,51 -0,72 -0,96 -0,99 -1,00 |-1,00 -1,00 -1,00 -1,00 |-1,00
G2 0,0010,00 0,00 0,00 /0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TC0,0010,00 -0,03 -0,21 -0,51 -0,72 -0,96 -0,99 -1,00 |-1,00 -1,00 -1,00 -1,00 |-1,00

Za hidroksivalerensku kiselinu se mogu naci teoretski podaci o vrijednosti pKa,
medutim podaci su oskudni. U radu Kulikov (2012) objavljena je vrijednost pKal = 4,84 i
pKa2 = 14,65, dobivene pomocu ACDLabs 10 [66]. Predvidene pKa pomocu ACD/pKa ne

odudaraju zna€ajno od prethodno objavljenih te su im slicne (4,9 1 14,7).
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4.3. Acetoksivalerenska Kkiselina

Predvidene vrijednosti za pKa i ionizacijska frakcije acetoksivalerenske kiseline
dobivene upotrebom Classic algoritma prikazane su u nastavku teksta. Dan je racunalni
protokol na kojem se temelje rezultati dobiveni ovim algoritmom, strukture koje su pritome
koriStene su prikazane u nastavku teksta (Slika 22. i kasnije slike molekularnih fragmenata

na kojima se temelje izracuni).

CHs

H’
07 g

Slika 22. Acetoksivalerenska kiselina s oznacenim najkiselijim dijelom molekule 1

numeracijom atoma.

Najjaci kiseli pKa: 4,9 + 0,2

Nema bazi¢nog pKa.

4,9 £ 0,2 (Atom broj: 20)
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Racunalni protokol
Disocijacijsko stanje 1

pKacac = pKag + A(pKa)

Izracun pKay:

HO

I\

Fragment je pronaden u bazi podataka s eksponencijalnom jednadzbom.

pKa = 4.455-2.608%0md-2.0%0res  n=19, r=0.9957, StD=0.0790

HO CH,

[
b 7
0 R

Fragment je pronaden u bazi podataka s eksponencijalnom jednadzbom.

pKa = 4.233-4.876%01md-1.893%0res n=5, 1=0.9954, StD=0.1100

Krajnja vrijednost pKao:

pKao = ZpKaoi / n = (4.455+4.233 )/ 2=4.344

Izrac¢un A(pKa):
A(pKa); =0.184 iz:
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JednadZzba za reakcijski centar:

HO

I\

pKa =4.455-2.608%6m¢-2.0%0res =19, r=0.9957, StD=0.0790

Supstituent ima:

(calc) 6ind = 0.04; ores = -0.14
Krajnja jednadzba za A(pKa)::
A(pKa); = -2.608%61nd-2.0X0res = 0.184

A(pKa), = 0.352 1z:

Jednadzba za reakcijski centar:

HO CH,

/
b 2
0 R

pKa = 4.233-4.876%0md-1.893%0res n=5, 1=0.9954, StD=0.1100

Supstituent ima:

(exp) 6md =-0.01; Ores =-0.16

Krajnja jednadZba za A(pKa),:
A(pKa), = -4.876%61nd-1.893%0Rres = 0.352
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Ukupna suma za A(pKa):
A(pKa) = XA(pKa); = 0.184+0.352 = 0.536

pKacac = 4.344+0.536 = 4.880

Predvidene vrijednosti za pKa i ionizacijske frakcije acetoksivalerenske kiselina
dobivene upotrebom GALAS algoritma prikazane su u nastavku teksta. Slika 23. prikazuje
numeraciju atoma 1 funkcijsku skupinu na kojoj je bio naglasak prilikom izratuna upotrebom

GALAS algoritma.

Slika 23. Struktura acetoksivalerenske kiseline s ozna¢enom funkcijskom skupinom i

numeracijom atoma.

Najjace kisela pKa: 4,6 = 0,4

Nema bazicne pKa.

4,6 + 0,4 (Atom broj: 20), 100% MSI1

Sumarni naboj vs pH
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100,0

750

a0

MS1

PS1 & PS2 + H+, pKa(microconstant) = 4.6

3

1,72 3 4 465 6 657 748 9 10 |11
q=-1/0,000,000,03 0,21 0,5210,73 0,96 0,99 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

q=0 (1,00 1,000,97 0,79 0,48 0,27 0,04 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Protonacijska stanja vs pH

100,0

750

o0

25,0

0,0

PS1 PS2

1,72 3 4 46 5 6 657 74 8 9 10 |11
PS1 1,00 1,00 0,970,79 0,48 0,27 10,04 0,01 /0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

PS20,000,00 0,03 0,21 0,52 0,73 0,96 0,99 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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Stanja ionogenih skupina vs pH

G

+ 1.0

0,0

-L0

-0

G1

1,7 2 3 4 4,6 5 6 6,5 |7 74 8 9 10 |11
G1 0,001/0,00 -0,03 -0,21 |-0,52 -0,73 |-0,96 |-0,99 -1,00 |-1,00 -1,00 -1,00 -1,00 |-1,00

TC0,0010,00 -0,03 -0,21 -0,52 -0,73 |-0,96 -0,99 -1,00 |-1,00 -1,00 -1,00 -1,00 |-1,00

Za acetoksivalerensku kiselinu se mogu naci teoretski podaci o vrijednosti pKa,
medutim podaci su oskudni. U radu Kulikov (2012) objavljena je vrijednost pKa= 4,84,
dobivena pomoc¢u ACDLabs 10 [66]. Osim toga, pregledom literature pronadena je joS jedna
predvidena pKa =4.88 + 0,19 [67]. Predvidena pKa pomoc¢u 4CD/pKa ne odudara zna¢ajno
od prethodno objavljenih nego im je sli¢na (4,88).

50



5. ZAKLJUCAK

U ovom radu je prikazan protokol za racunalno odredivanje vrijednosti pKa
primjenom programa ACD/pKa. Valerenskoj, hidroksivalerenskoj i acetoksivalerenskoj
kiselini, spojevima izoliranima iz biljke valerijane, V. officinalis L., raCunalno su predvidene
pKa vrijednosti te promjene sumarnog naboja, protonacijska stanja i stanja ionogenih
skupina u ovisnosti o pH medija.

Koristenjem ADC/pKa Classic algoritma kod valerenske kiseline je najkiseliji dio
molekule na hidroksilnoj skupini kod atoma broj 17. Valerenska kiselina ima najjace kiselu
pKa vrijednost od 4,9 + 0,2, a raCunalno odredena pKa vrijednost za atom broj 17 iznosi
4,880. Kod hidroksivalerenske kiseline isticu se dva kisela dijela molekule — na atomima
broj 16 1 broj 18, odnosno u slucaju ovog spoja radi se o dva stupnja disocijacije.
Hidrovalerenska kiselina ima najjace kiselu pKa vrijednost od 4,9 + 0,2. pKa vrijednost za
atom broj 18 iznosi 4,9 £ 0,2, a raCunalno odredena vrijednost iznosi 4,880 (kao kod
valerenske kiseline). pKa vrijednost za atom broj 16 iznosi 14,7 £+ 0,7, a raCunalno odredena
vrijednost iznosi 14,657. Acetoksivalerenska kiselina ima takoder najjace kiseli pKa pri 4,9
+ 0,2, kao $to je bio slucaj kod valerenske 1 hidroksivalerenske kiseline. pKa vrijednost za
atom 20, koji je najkiseliji, iznosi 4,9 + 0,2, a racunalno odredena vrijednost iznosi 4,880.
Bazic¢ni pKa za sva tri spoja nije utvrden.

ACD/pKa GALAS algoritam predvida sumarni naboj molekule vs pH, protonacijska
stanja vs pH, te stanja ionogenih skupina vs pH. Pomoc¢u rezultata mogu se utvrditi stupnjevi
disocijacije, vrsta koja je prisutna pri odredenom pH, a pomocu dobivenih rezultata moze se
dodatno izracunati molarni udio svake vrste pri nekom pH. U slu¢aju valerenske kiseline,
vidimo da je u pitanju jedan stupanj protonacije/deprotonacije. pKa je pri 4,6. Koje su to
vrste prikazano je na slikama PS1 1 PS2, na kojima se jasno vidi da se radi o karboksilnoj
skupini na atomu 13. U slucaju hidroksivalerenske kiseline, vide se dvije kisele funkcijske
skupine — karboksilna 1 hidroksilna. Medutim, pri pH = 4,6 nalazi se pKa za karboksilnu
skupinu dok vrste vezane za protonaciju/deprotonaciju hidroksilne skupine (atom 16) nisu
utvrdene. Za acetoksivalerensku kiselinu, dobiveni rezultati ukazuju na pKa pri pH = 4,6, a
odnose se na atom broj 20. Radi se o gotovo identi¢noj situaciji kao u slu¢aju valerenske

kiseline, Sto obzirom na sli¢ne strukture ova dva spoja nije neocekivano.
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