YHUBEP3UTET Y KPATI'YJEBIY
INPUPOJHO-MATEMATHUYKHU OAKYJITET

HBa A. Ilonosuh

NUCIIUTUBAILE ITIPUMEHE HEOPI'TAHCKHUX CYIICTPATA
HA BA3U HAHOKPUCTAUJIA TiO:2 3A JAETEKIINJY U
KBAHTUO®UKALINIY MAJIUX MOJIEKYJIA SALDI TOF
MACEHOM CIIEKTPOMETPUJOM

JlokTOpcKa aucepranmja

KparyjeBau, 2017



I. Ayrop

Nwme u npeszume: UBa IHonosuh
HatyMm u mecto pohema: 23.01.1984. roa., beorpan
Capamme 3anocnewe: MHeTHTYT 32 Hykieapne Hayke ,,Bunua‘‘, beorpan

II. ToxkTopcka aucepranmja

Hacnos: UcnuTnBame npuMeHe HEOPTraHCKHUX cylcTpaTa Ha 6a3u HaHokpucraiaa TiO;

3a JgeTeKuUjy M KBaHTH(ukanujy Mmaaux wmodaekyia SALDI TOF macenom

CIEeKTPOMETPHjoM

Bpoj crpanwuma: 128

bpoj ciuka: 24

bpoj 6ubmmorpadckux jequanma: 189

VYcranoBa m mecto rae je pax uspahen: Mucrurytr 3a Hykiaeapue Hayke ,,Bunua‘,
Beorpan

Hayuna o6mact (YK/I): Xemuja (54) - Heoprancka xemuja (546)

Menrop: ap Mapujana IlerkoBuh

III. Ouena u oxdpana
Jatym npujase teme: 28.10.2015; 10.11.2015. roa.
Komucwuja 3a orieHy moio0HOCTH TeMe U KaHAHu/1aTa:

1. [p Mapujana [lerkoBuh, menTop, Hayuynu capetnnk, UHH ,,Bunua‘‘, beorpan
Yoica nayuna oonacm: Xemuja

2. Jp KuBaauu J. Byrapuuh, penosau npogecop, IM®P, Kparyjesau,
Yoica nayuna ooracm: Heoprancka xemmja

3. lp bubana I[lerposuh, Banpennu npogecop, IM®P, Kparyjesan,
Yotca nayuna ooracm: Heoprancka xemmja

Bbpoj oanyke u 1aTyM mpuxBaTama JIOKTOPCKE AUCepTaInje:
Komucwuja 3a olieHy 1 o10paHy JOKTOPCKE AUCEpTaIlje:

1. [p Kusagun . Byrapunh, perosuu npogecop, IM®P, Kparyjesau,
Yorca nayuna oonacm: Heoprancka xemmja

2. bumbana [lerposuh, Banpennu npogecop, IM®, Kparyjesan,
Yoica nayuna oonacm: Heoprancka xemuja

3. 3opan Hlanowmuh, Hayynu caBetnuk, UHH ,,Bunua‘, beorpan,
Yorca nayuna oonacm: Hanomarepujaamn

JlatyM onOpaHe TOKTOpCKe qucepTalyje:



Mojoj nopoduuu



Osa doKmopcKa ducepmauuja je pahena y Hucmumymy 3a wykaeaphe nayxe ,Bunua‘, Y nusepsumema
y Beozpady, nod menmopcKum pykosodcmeom op Mapujane Jlemxosui.

Jlocebny 3axgarnocm O0yzyjem ceojoj mewmopKy, 0p Mapujanu Jlemxosuli wmo mu je npyKurd
Mmozyfinocm 0a nocmanem 0eo wenoz UCTPAKUBAUKOZ MUMA U MuMe MU OMOZyuAd 0a 3anourem ceofy
HaAyuHy Kapujepy. Ha npeom mecmy cam 3aXearnd Ha OUBHOM, NPUAMELCKOM 0OHOCY, KAO U HA 6EAUKOM
cHpnioetby, HeU3MepHOJ NOOPUILL, C60M 3HAY KOje MU je nipereAd moKom uspade doKmopcKe oucepmauuge,
aAU U HA 0C6eMIoabatyy MOe 0dsez nyma Kojum Ty ufiu y napednom nozaasiny c60z ucmpaKueaukoz paod.

3axearnyjem ce Op 3opany Ulanowulty Ko u capadHuuama wez08e UCMPAKUBAUKE Zpyne HA C60M
NPYKEHOM 3HAMY, CABEMUMA, CY2eCTUjaMA, NOOPULL U BEAUKO] TOMOTiU MOKOM U3pade, Nucarwa u npezaedd
doKmopcKe ducepmauuge.

Beoma cam 3aXearnd U CApaOHUUUMA MO UCTIPAKUEAUKOZ MUMA KOJu Cy Moja Opyed nopoduuad, Maju
Hewuh, Mapuju Huwasuh, Jadpankuy Muremuh, bopucy Pajuuly, Kao u Hauwoj Korezunuuu JIlunu
Kamuesoj Ha npujamesocmsy u HA 6eAUKQ] nOMORu U NOOPUUL KOJy CY MU NPYKUAL Y MOKY uspade
doKmopcKe ducepmauuje. 3axgaiyjem ce u C6UM OCHMAAUM KoAezamd u3 Hucmumyma 3a HyKreapHe HAYKe
,Bunua®.

3axeaxnyjem ce npogp. Op Kueaduny Byzapuufiy u npogp. op Busearu Jlemposuli na yuewfy y Komucuju
3a npezaed, oueny u o0bpany mese. JIlakohe um ce 3axgajoyjem u Ha 6eAUKQ] NOMOAY, KO U HA caBemMUMA
MoKoM u3pade u nucawa 00KmopcKe mese. 3axeajryjem ce u capadnuuama npog. Byeapuuhia Josanu,
Crexu, Anu u Mupu na ceoj npy:Kenoj nomofiu.

Heusmepro cam 3axearna MOjuMm Npujamesuudmad umo cy 6eposae y Mene, Moj mpyo u pao, umo cy
Me yéeK 100pKaeae 1 NOHOCUAL Ce MOJUM YCHecuMd.

Mojum podumesouma, baxy, cecmpu u bpamy dyzyjem najeehiy saxearnocm na besepanuunoj rybasu u
eepu Koje Cy Mu 0are cHAZy U KPUAd.

Xeara mom Doremy Koju je MOj OCAOHAL, MOMUBAULJA U UHCHUPAUL]A.

Hea Jlonosuhi



Cnucak pagoBa u caonmrema Use Ilonosuh

1. Hayuynmu panoBu o0jaBbeHu y Mehynapoanum yaconucuma:

1.1 Iva Popovié¢, Maja Nesi¢, Marija Nisavi¢, Mila Vranjes, Tamara Radeti¢, Zoran
Saponji¢, Romana Masnikosa, Marijana Petkovi¢,

Suitability of TiO2 nanoparticles and prolatenanospheroids for laser desorption and

ionization mass spectrometric characterization of bipyridine-containing complexes,

Materials letters, 2015, 150, 84-88.

ISSN/ISBN 0167-577X, DOI:10.1016/j.matlet.2015.03.004 M21

IF 2.437

1.2 Iva Popovié, Maja NeSi¢, Mila VranjesS, Zoran gaponjic’, Marijana Petkovi¢,

TiO2 nanocrystals - Assisted laser desorption and ionization Time-of-Flight mass
spectrometric analysis of steroid hormones, amino acids and saccharides, Validation and
comparison of methods,

RSC Advances, 2016, 6, 1027-1036.

ISSN/ISBN 2046-2069, DOI: 10.1039/C5RA20042C M21
IF 3.289

1.3 Iva Popovi¢, Dubravka Milovanovi¢, Jadranka Mileti¢, Mila VranjeS, Zoran
gaponjic’, Marijana Petkovié,

Dependence of the quality of SALDI TOF MS analysis on the TiO2 nanocrystals’ size and

shape,

Optical and quantum electronics, 2016, 48, 1-6.

ISSN/ISBN 0306-8919, DOI: 10.1007/s11082-016-0413-5 M22

IF 1.290

1.4 Iva Popovi¢, Maja Nesi¢, Mila Vranje$, Zoran Saponji¢, Marijana Petkovi¢,
SALDI-TOF-MS analyses of small molecules (citric acid, dexasone, vitamins E and A)
using TiO2 nanocrystals as substrates,

Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2016, 26, 7481-7490.

ISSN/ISBN 1618-2642, DOI: 10.1007/s00216-016-9846-8 M21
IF 3.125



2.

PagoBu caonmTeHn HA HAMOHAJIHUM HAYyYHUM KOH(l)epe}lIIl/IjaMa

2.1 Iva Popovié, Maja NeSi¢, Zoran gaponjic’, Marijana Petkovié,

3.

Quantitative and qualitative comparison of mass spectra of vitamin E and A acquired
with MALDI, SALDI and LDI TOF MS techniques,

53 Meeting of the Serbian Chemical Society,

Kragujevac, Serbia, June 10-11, 2016, Book of abstracts, page 13. Mé4

PanoBu caonmrenu Ha Me)yHAPOAHUM HAYYHUM KoHepeHujama:

3.1 Iva Popovic, Maja Nesi¢, Zoran Saponjic’, Marijana Petkovi¢,

The interaction between variously shaped TiO2 nanoparticles with UV laser determines
the quality of the mass spectra of carbohydrates,

Photonica,

Belgrade, Serbia, August 24-28, 2015, Book of abstracts, page 101. M34

3.2 Iva Popovi¢, Maja Nesi¢, Zoran Saponji¢, Marijana Petkovié,

Comparison of the MALDI and TiO:z-assisted SALDI mass spectra of hormones and
amino acids,
Journal of Chromatography and Separation Technique, 2015, page 102. M34

3.3 Iva Popovi¢, Maja NesSi¢, Marija NiSavi¢, Marijana Petkovi¢,

Testing the best matrix/analyte combination for MALDI TOF mass spectrometric
detection of steroid hormones, amino acids, vitamins and carbohydrates,

41st FEBS Congress, Molecular and Systems Biology for a Better Life,
Ephesus/Kusadasi, Turkey, September 3-8, 2016, The FEBS Journal, page 166. M34



3600

N3BO/I

MALDI TOF (Matrix Assisted Laser Desorption and lonization Time-Of-Flight) macena
CIIEKTPOMETpHja jé MEKa jOHM3aI[OHA TEXHUKAa KOja ce NMPBEHCTBEHO KOPHCTHU 3a aHAIU3Y
O6uomorekyna (IpoTenHa U HYKJIEHMHCKHUX KHCENMHA) U oMoryhaBa JIETEeKLHjy MOJEKyla y3
BeoMa HHU3ak creneH ¢(parmenranuje. Kako Om ce crpeunna/yOmaxuna ¢parMmeHTanmja
M3a3BaHa TUPEKTHOM EKCIIMTAIMjOM JIacepoM, y30paK Cce Mella ca MaTpuliama Koje HMajy
BHCOK aICOPNIIMOHN KOCPHIMjEHT y 00JIacTH y KO0joj jacep emwuryje. [IpumapHo cy ce
KOPHCTHJIE OpTraHcKe, ,,TpaaulroHaimHe” marpune. [lopen OpojHHX MpPETHOCTH, OpraHCKe
MaTpuIle IOKa3yjy M 3HayajHe MaHe Koje oHemoryhaBajy mnpumeny MALDI wmacene
CTIIEKTPOMETpHje 32 KBAaHTHTATHBHY aHAJIM3y MOJIEKyJa W CIpedaBajy JCTEKIHjy MOJEKya
manux maca mamux oa 1000 Da. Kako ce y oBOj rpynmu Momekyla Hamaze ¥ pasliuduTH
OMOJIONIKM 3HAYajHu MOJIEKYlIH (MeTa0OJMUTH) TMOCTOjU TMOTpeda 3a mNpeBasHiIaKeHEM
HeJlocTaTaka OpraHCKHUX MaTpuIla.

Jenan on HajpaHMje IPUMEHEHNX HAYMHA je 3aMEHAa OPraHCKHX MaTpHlla HEOPTaHCKUM
jenumemMa WU HaHodecTHnama (cymncrparuma). Kopucre ce pa3smuuuTH CyNCTpaTH Ha
0a3u yrJbeHUYHHX MTOJIMMEpPA U COJI-TeJI TIOJTMMEPHE CTPYKTYpe Ha 0a3u CHIIAIIU]YM THOKCHIA.
VYnorpeba HAaHOCTPYKTYpHHUX CyICTpara y MeToAu koja je Ha3BaHa SALDI (Surface Assisted
Laser Desorption and lIonization) y mnocienmoj IELEHUjU je MpeaMeT BelIuKor Opoja
ny0OJIMKOBaHUX pajioBa. MelhyTuM, HaHOUYECTHUIIE O]l METalla M OKCHJIAa MeTalla, Kao LITo ¢y Au,
Pt, Ag, ZnO, Fe 1 MnO2/MnOs3, Hyie IpeAHOCT Y OJJHOCY Ha OcTalie MaTepujaie - CTa0MIHuje
Cy y Ba3ayxy U TOCEIYyjy BHUCOKY MPOBOJJBHBOCT. IIpeqHOCT HaHOYECTHIIA je amlCOpIIH]ja
eHepruje Jacepa U epuKacaH MPEeHOC eHepruje 10 y3opka. Mcrakie cy ce HaHOYECTHIE O]
tutan(IV)-okcuma 300r cBoje JOCTYMHOCTH, HETOKCHYHOCTH W HUCKE IIEHEe, MITO je Takohe
npeaMeT MHOTHX MyOMuMKoBaHWMX pagoBa. OcuMm HaBeneHux ocobOuHa, tuTaH(IV)-okcua je
nonynpoBogHUK ca aoopom UV amcopmnuujom. I'enepanno, TiO2 cuaxkno amncopbyje UV
CBETJIOCT (MMa 3HaTHY LIMPUHY eHepreTcke 6apujepe, 3,2 €V) a30THOT j1acepa Koju ¢€ KOPUCTH
y MALDI TOF wmaceHoj cnekTpoMeTpHjH, ajau Tpolec npurnpeme HaHodectuia TiO2
BEpPOBATHO MMa CHaYKaH YTHIIA] Ha alICOPIIIN]Y jep OHa 3aBUCH O] BEJIMYMHE, O0JINKA U cacTaBa
gyectuna. [loBpmmHa, a TOCPEIHO M BENWYMHA W OONHMK KpHCTala yTUUYy Ha aHAJUTHYKE
neppopmaHce U joHuzalrony edukacHoct y SALDI MaceH0j CIeKTpOMETpH]H.

YV 0BOj TIOKTOPCKO]j AUCEpTalHjH KopHuITheHU ¢y HaHOKpuCcTam TiO2 pa3nmuanTe BeTnIuHE
u obnuka: konouane Hanouectuie TiO2 (TiO2 HY) npoceunor aujamerpa 5 nm, e1Ucoune

Ha"ouectuue TiO2 (TiO2 EHY) nyxune 40-50 nm, narepanne aumensuje 14-16 nm u
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HaHotyoe TiO:z (TiO2 HT) myxwune ox 100 mo 150 nm u npoceunor aujametpa ox 11 nm.
Mornekymu Ha KojuMa je Omiia TecTUpaHa NOTeHIIM]jaTHa TPUMEHa HAaHOKPHCTAlIa Cy OMOJIONIKI
aKTUBHH MOJICKYJIM MaJMX Maca: aMUHO-KUCENTWHE (L-IMCTeHH, L-aJlaHhH, DL-METHOHUH),
TPUIIETITH]] TITyTaTUOH, TTOJIHU CTEPOMIHU XOPMOHH (€CTPanoJI, TECTOCTEPOH, TPOTECTEPOH),
yIJbeHU XuapaT (D-(+)-TIyKo3a, D-(+)-ManTo3a, paduHo3a, apadrHO3a, B-IUKIOACKCTPUH),
JUMYHCKa KHCEJIMHA, JeKCaMeTa30H (JeKCa30H), BUTAMUHU (BUTaMUH A U BUTaMuH E).

ITpBu xopak y mpoBepu eduracHocTd HaHOKpHUCcTana TiO2 3a MaCEHOCTIEKTPOMETPH]jCKY
aHaM3y MOJIEKYJIa MaJliX Maca jeCTe UCIIUTUBAE IbUXOBUX KBATMTATUBHUX KapaKTEPUCTHKA
Kao cymncrpata. [lokazaHo je ja ToJlepHIIly BHCOKE KOHIICHTpAIMje HEOPTaHCKHX COJH M
BHCOKE CHare Jjlacepa, mTo Mmpya MOTyhHOCT 3a TUPEKTHY MacEHOCIIEKTPOMETPH]JCKY aHATTN3Y
OMOJIOIIKUX y30paKa.

KBaHTHTAaTUBHE KapaKTEepUCTHKE cylncrpara HaHokpuctana TiO2 3a MaceHo-
CIEKTPOMETPHjCKY aHAIIU3y cy ojpeleHe Ha OCHOBY napamerapa:

+ Xomozenocm oucmpubyyuje ucnumueanoz yzopka u cyncmpama na MALDI
naouu. Iloka3aHo je ma je XOMOTEHOCT BeJHKa 3a Hajsehm Opoj mpencTaBHHKA
WCTIUTUBAHKX TpyIa MOJIEKyJia MaJHX Maca.

+ Penpooyyuounnocm meperwa mokom jeomoz oana. Ilokazano je na ce y
INPUCYCTBY  €IUICOMAHMX  HaHokpuctama  TiO2  moctmxe — HajBeha
PENpPOAYIUONITHOCT W TMPENU3HOCT MeToje, 3a Hajpehum Opoj HCIUTHBaHHMX
MoJiekyJa y nopehemy ca octanuM HaHokpuctaiauMa TiO2 U CBUM HCHUTaHUM
OpPraHCKUM MaTpHIllaMa.

+ Penpodyyubunnocm mepewa usmelly oana. Victo kao u npu oapehuBamy
PenpOayIMOMITHOCTH TOKOM jeTHOT JIaHa eMIICOMIHN HaHOKpucTamu TiO2 cy ce
MoKa3aau Kao HajooJbHM HM300p 3a MOCTH3ame HajBehe MPEHHM3HOCTH METONE Y
nopehemy ca octanmm HaHokpucTanuma TiO2 U ca opraHcKHUM MaTpHUIlaMa.

Ha ocHOBy npukazaHux pesyiiTara y OBOj JOKTOPCKO] JUCEPTALUjU MOKa3aH je BEIUKH
noteHuujan HaHokpucrtana TiO2 3a KBaHTUTATUBHY M KBAJHUTATHBHY aHAIN3y OHOJIOIIKH

3HauYajHUX MoOJIeKyia Mace Mame o7 1000 Da.
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SUMMARY

MALDI TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption and Ionization Time-Of-Flight) mass
spectrometry is soft ionization technique. Primarily, this technique was used for the analysis of
biomolecules such as proteins and nucleic acids with low level of their fragmentation. In order
to prevent/reduce fragmentation of analyzed molecules, induced with direct excitation with
laser, samples are mixed with matrix molecules. Matrix has high absorption coefficient in the
range of the laser emission. In spite of numerous advantages, there are serious drawbacks of
the matrices, and because of that they cannot be used for quantitative MALDI mass
spectrometric analysis and for the detection of small molecules (molecular mass less than 1000
Da). In this group of molecules (mass less than 1000 Da) there are various biologically active
molecules (metabolites), so there is a great need to overcome disadvantages of the application
of organic matrices.

Considerable efforts have been made to overcome the above mention problems and
several alternative approaches have been developed: an organic-matrix-free approach in which
the substrates, usually nanoparticles act as a matrix. Many are in use: graphite, silica gel, carbon
powder, activated carbon, graphene, porous silicon, and many more.

The term SALDI (Surface-Assisted Laser Desorption and Ionization) was coined to
designate the techniques that use nanostructured substrates. The use of various nanoparticles
as substrates in SALDI MS has attracted a lot of attention in the last decade. Nanoparticles
absorb the laser energy and then rapidly transfer to analyzed molecule. However, the substrates
prepared from materials based on metal-oxides (Au, Pt, Ag, ZnO, Fe and MnO2/MnQO3) are
more stable in the air and have a high conductivity. Titanium(I'V)-oxide (TiO2) is considered
to be a good candidate for SALDI substrate since it is readily available, chemically stable, non-
toxic and inexpensive material. Titanium(I'V)-oxide is a semiconductor with high absorptivity
of UV light of nitrogen laser (have a large band gap 3.2 eV) which is used in MALDI TOF
mass spectrometry, but the method of synthesis of TiO2 nanocrystal have a great impact on
absorption because this phenomena depends on size, shape and composition of nanoparticles.

In this doctoral thesis, the applicability of TiO2 nanocrystals of different size and shape was
tested. Colloidal TiO2 nanoparticles (NPs, average diameter ~ 5 nm), TiO2 prolate
nanospheroids (PNSs, length: 40—50 nm, the lateral dimension: 14—16 nm) and TiO2 nanotubes
(NTs, length: 100-150 nm, average diameter 11 nm) were used as substrates for potential
SALDI TOF MS quantitative analysis of low mass molecules. The analyzed molecules were

biologically active molecules with small molecule mass (Mm less than 1000 Da): amino acids
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(L-cysteine, L-alanine, DL-methionine), tripeptide glutathione, sex steroid hormones (estradiol,
testosterone, progesterone), carbohydrates (D-(+)-glucose, D-(+)-maltose, raffinose, arabinose,
B-cyclodextrin), citric acid, dexamethasone (dexasone), vitamins (vitamin A and vitamin E).

First step to test efficiency of TiO2 nanocrystal for the mass spectrometry analysis of small
molecules was to examine their qualitative characteristics as substrates. It is shown that they
have high tolerance to increased concentration on inorganic salts and to high laser intensity.

Qualitative characteristics of TiO2 nanocrystals substrates for mass spectrometric analysis
were analyzed based on following parameters:

+ The homogeneity of the distribution of analyte over substrate surface in SALDI
approach define reproducibility and accuracy of the measurement. The
homogeneity of the most analyzed molecules with TiO2 nanocrystals was high.

+ To compare the accuracy of measurements with respect to signal intensity and
potential use of tested systems for quantitative analysis, within day precision were
calculated. With TiOz prolate nanospheroids, the high reproducibility and the high
precision of method were achieved with the most of the analyzed molecules in
comparison to other TiO2 nanocrystals and all analyzed organic matrices.

4+ Day-to-day reproducibility. The results were similar with results obtained for
within day precision. TiOz prolate nanospheroids was the best choice to achieve
the high precision of measurement in compare TiO2 nanocrystals and all analyzed
organic matrices.

Based on all results in this doctoral thesis, the great potential of TiO2 nanocrystals
(especially for the TiO: prolate nanospheroids) for the quantitative and qualitative analysis of

biologicaly relevant small molecules (Mm less than 1000 Da) was demonstrated.
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YBOJ

MALDI TOF (Matrix Assisted Laser Desorption and Ionisation Time-Of-Flight) macena
CIIEKTPOMETpHja je MOTOHA METO/Ia 3a PyTUHCKY npuMeHy. OMoryhaBa eTekumjy u aHaau3y
BEOMa MaJIMX KOHIIEHTpAIHja, HUje moTpeOHa Moan(duKaluija y30pka, Merosa je op3a (crexrap
Cce MOXE CHHMUTH 32 HEKOJHMKO CEKyHIM) M Y OJHOCY Ha JPYyre MaceHOCHEKTPOMETPH]jCKE
METO/ie, TOJICPHIIE IMOBHIICHY KOHIEHTPAIMjy HEOPTaHCKUX COJIU Y Y30pKy, IITO je Of
HapO4yuTe BaXKHOCTHU 3 Y30pKe OMOJIOIIKOT OPEKIa.

Y teopuju, MALDI TOF ce Moe KOPHCTUTH 332 KBAIMTATUBHY M CEMH-KBAHTUTATHUBHY
MaceHOCIIEKTPOMETPHjCKY aHAIIN3y OWJIO KOJUX MOJIEKYJIa, alli Yy TMPaKCH OBO HUje cy4aj 300T
HU3a 030MJbHUX HexocTaTaka. [IpBo, Memame oprancke MaTpuIle ca y30pKOM H y3acTOIHA KO-
KpHUCTaJIH3allnja, BOJIE 10 HEXOMOTEHE yrpaihe MOJIEKyIIa y30pka n3mel)y kpucrana MaTpurie.
Crora ce MoJIeKyJTH OJ MHTepeca Hejeanako pacnopelhyjy mo MALDI mioun. OBo pe3ynarupa
MaJIoM penpoAyuuOwiHomhy Merone W OoHeMoryhaBa KBaHTUTaTHBHY aHanuzy. [lpyro,
OpraHCKe MaTpHlle MMajy Majle MOJEKyJCKe Mace M ,,JIOKpHUBajy” CBOJUM CUTHaJIMMa Y
MaceHuM criekTpuMa mMace Mame o1 500 Da, anu kako MeljycoOHO Tpajie KiiacTepe Ha HEIlTO
BehuM Macama, MoTy omeTarn ananu3y curaaia u a0 1000 Da. 13 tor pa3ziora, aHanu3a Mamux
(6mo)monekymna (Monekyna urja je maca Mama on 1000 Da) je orexana, yak m Hemoryha.
Tpehe, oprancke MaTpuile He TOJEPHINY BHCOKE KOHIICHTpAIlUje COJH, Ma CaMUM THM
Hajuemhe U crpevyaBajy JUPEKTHY aHaTN3y OMOJIOIIKUX Y30paKa.

Morexynu Manux Maca ¢y Of BEJIMKOT 3Hadaja 3a pasyMeBame (QyHKIHOHHCama henuje n
MeTabonm3Ma yorre, mTo MoKa3yje U pa3Boj MPUCTYIIa KOju ce Ha3uBa MeTabonomuka (engl.
metabolomics). Metabonomuka KoMOUWHYyje cTpaTeruje 3a  WICHTUDUKALU]Y |
kBaHnTuukanujy henmjckux wmertabonura momMohy pa3nMUUTHX MeETOJa y3 TPUMEHY
CTaTUCTHYKUX MeToJa. MeTtabonutu ¢y Monekynn Manux maca (Mawux ox 1000 Da) xoju cy
BAXHU 3a pasHe mpouece y hemuju ykipydyjyhu TpaHCOyKuWjy CUTHaNa, KOHTPOJIMCAHE
henujckor pacta u audepeHnyjanuje. Benukun Hamopu ce yjaaxy 3a pa3BoOj aHATUTHYKUAX
npucTtyna Koju Ou oMoryhwiau ImTO jeIHOCTaBHM]Y aHaIU3y pa3iMuuTHX heaujcKux
Ipou3BOJia, a METaboJIOMUKA C€ cMaTpa Kao BaXHO opyhe 3a pasymeBame Ouoioruje
opraHu3ama M HETOBHX OJIrOBOpa Ha CTUMYyJAlMje M3 CIOJbAllllbe CPEAMHE U T'eHETHUYKe
pOMEHE.

Kako cy oprancke marpuie 300r HaOpojaHMX HeIocTaTaka HENOJOOHE 3a aHAIU3y
MOJIEKyJla MaJIMX Maca, MojaBuiIa ce morpeda 3a HOBUM MaTpHllaMa WIH ,,yHUBEP3aJTHOM

MaTpPHIIOM TIOMOMNy Koje ce MOTYy aHAJIM3UPATH U MOJIApHA W HENOJIapHA jeNbCHha MaIuX U



Veoo0

BEJIMKHUX MOJEKYJICKHX Maca, jep MeXaHh3aM JIECOPIILHje/jOHN3aIHje CTUMYIIHCAH JIACEPOM Y
MaceHO] aHAJIM3K HHje y TOTIYHOCTH PacBETIbeH U M300p MaTpuile 3a oapeheHr MOJICKYI je
jom yBek emmnupujcku. Kao aTpakTUBHO pemiewme, Hamehy ce HAaHOUYECTHIE Pa3THIUTOT
cacTaBa W 00JIMKa, a OBa MeToJa ce y ToM ciy4ajy HazuBa SALDI (Substrate Assisted Laser
Desorption and Ilonization).

Hanouecrtuue 6asupane Ha tutan(IV)-oxcuay (TiO2) nokasyjy Beoma BEJMKU NOTEHIIH]jaT
kao cynctpatu 3a SALDI maceny ananusy monekyna manux Maca. TiO2 je morynpoBOIHUK
Koju cHaxkHO arcopOyje y UV olGmactu a30THOT j1acepa KOju c€ KOPHUCTH 32 JOHH3ALWjy U
necoprjy y SALDI TOF maceHOM crieKTpoMeTpy, jeTHH je U JJaKo AOCTYNaH, XeMHjCKH
crabwiaH W HUje TokcwyaH. I[IpermocraBiba ce na HaHouecTHIle oMoryhaBajy XOMOTEHY
pacnogeny y3opka Ha SALDI Hocauy 3a y30pke, 00Jby penpoaynUOMIHOCT CUTHANA U Aa
oMoryhaBajy KBaHTUTAaTUBHY aHaiu3y. Bemuumna u obnauk HaHokpuctana TiO2 ytudy Ha
AHATUTUYKYU YYWHAK, aliCOPIIIUjy CBETIIOCTH M joHH3anuoHy eukacHocT y SALDI macenoj
aHaJIM3U MOJIEKYJIa MaJIMX Maca.

VY okBHpY OBE TOKTOPCKE TUCEpTalMje MpUKa3aHa je eTaJbHa aHali3a MaCeHUX CIeKTapa
MOJIGKyJa Majux Maca J0OMjeHMX Y TPUCYCTBY HaHOKpHcTana TiO2: HaHOYeCTHIIa,

EJTUTICONTHUX HaHOYeCcTHIIa 1 HaHOTyOa TiOx.

+ VYV OnumreM ey ONKCaH je Tperjiel 10 caaa MyOIuKOBaHUX PajoBa U3 IIOMEHYTe
obnacTu, ca OCBpPTOM Ha 3Hauaj ucnutuBama. Onucana je MALDI macena
CIIEKTPOMETpPHUja M MaTpUIle KOje ce KOpPHUCTE Yy OBOj MeToiu. McTakHyTH cy u
Hepoctain MALDI MaceHe crieKTpoMeTpHje y aHaIM3H MOJIEKYJIa Maca MambHX OJ1
1000 Da u HemoryhHOCT KBaHTHUTaTHBHE NpUMeHE oBe Meroxe. llpukazan je
mperyies; ajlTepHATUBHUX TNPUCTyNa KOju OW MOTEHIHjaaHo omoryhwim
MpeBasuIakee MOMEHYTUX HeJoCTaTaka ca HapoduThuMm ocBproM Ha SALDI
MaceHO-CIEKTPOMETPHU)CKY aHalu3y. JleTasbHo je onucaH 3Hayaj cyrncrpara Ha 0a3u
tutaH(IV)-okcHsia y MaceHOCTIEKTPOMETPH]CKOj aHaU31W MOJIEKylla MalluX Maca.
Takolje je mokazaH 1 OMOJONIKK 3HA4Yaj MOJIEKYJIa MAJIUX Maca KOju Cy KOpHITheHH
kao Moxaen cuctemu 3a SALDI MaceHOCHIEKTpOMETPHjCKY aHalu3y y OBOj

JIOKTOPCKO] TUCEPTAIUjH.

+ YV EKcrnepuMeHTAJTHOM Jejdy Cy Mopeq KopuiiheHHX XeMHUKaldja, ONHCAHE
cuHTe3e HaHokpuctana TutaH(IV)-okcuaa xoju cy xopumhenn y SALDI maceHo-

CIEKTPOMETPHUjCKOj aHanu3u. JleralbHO cy omucaHe KopuinheHe MeToJie:
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TPaHCMHCHOHA eJIeKTpOHCKa MHuKpockonuja, M(S)ALDI macena criektpomerpwja,

OnTHYKa poduIomMerpuja, Ka0 ¥ METOI0JI0THja CTATUCTUYKE 00paie mojaTaka.

+ V nornasby Pe3yaraTH M JUCKyCHja pe3yJTara MpBO je NPUKa3aHa aHaIu3a
MaceHHUX CIIeKTapa MOJIEKyJla MaluX Maca JoOMjeHHX IoMohy TpaauIHOHAIHUX,
opranckux Matpuna. lIpukazaHa je neTasbHa aHaiu3a IoJaTaka, MCIUTaHA je
XOMOTEHOCT IucTpuOynHje y3opka u marpuiie Ha MALDI Hocauy u mpenuzHocT
METOZE, AOK je AECKPUNTHUBHA CTATHCTUKA mpukazaHa nomohy Box and Whiskers
nujarpama. [lorom cy wcnuranum HaHokpuctamu TiO:2 pasnuuutux o0nIHMKa WU
BenmuuHa kKao cyrcrpatd 3a SALDI TOF maceHOCHeKTpOMETPHjCKY aHaIHu3y
MOJIEKyJa MaJuX Maca, KpUCTaIu Cy MOP(]OJIOIMKH  OKapaKTepHCaHU
TPAaHCMHUCHOHOM €JIEKTPOHCKOM MHKpockonujoM. Ilokasane cy KBaiauTaTHBHE
KapaKTepHCTUKE criekTapa HaHokpHcTana TiOz: getasbHO Cy aHAU3UpPaHU BUXOBU
LDI TOF macenu criekTpH, IOKa3aH je yTUIaj UHTEH3UTETA J1acepa, Kao u nosehane
KOHIICHTpaIije HEOPraHCKUX COJM Ha MaceHe cnekTpe. Kao monmen monekymu y
OBHM MepemrnMa KOopullheHH Cy KOMIUIEKCH MpeNa3HhX MeTalla PyTeHHjymMa M
maTuHe. 3aTUM je MpHUKa3aHa aHaln3a KBAaHTHTATUBHUX KapakTtepucTuka SALDI
TOF maceHOCHEKTpOMETPHjCKE aHaIu3e MOJEKyJla MaluX Maca y MHPHCYCTBY
HaHokpucTana TiO2: neTajpHO Cy aHaIM3UpaHU CIIEKTPU MOJIEKyJla MaJIUX Maca KOju
cy nobujenu y npucyctBy HaHokpuctana TiOz, ogpeheHa je oceT/bUBOCT METOJIE,
XOMOT€HOCT TUCTpHOyLHMje y30pKa/CymncTpara Ha IUIOYH, MPEIU3HOCT METONIE U
MTOHOBJBHBOCT MEpEHha.

Pesynratu oBe mOKTOpCKE MucepTanyje 00jaBJbeHH Cy Y OKBUPY 4 Hay4Ha pasa y MO3HATUM

MelyHapOaHUM YacolrcuMa.
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1. OIILUTH JAEO

1.1. MALDI TOF MS

Ckpahennia MALDI TOF MS nonasu ox Ha3uBa Texuuke engl. Matrix Assisted Laser
Desorption and lonisation Mass Spectrometry m OTHOCH C€ Ha MAaceHy CIEKTPOMETPH]jY
3aCHOBaHY Ha jOHHW3allMjH MOTIOMOTHYTO] JacepCKOM JecoprmujoM u3 Martpukca. MALDI
metony cy 1985. roaune ocmuciunu Hillenkamp, Karas v capaguuuu.' TIporanum cy aa ce
aMUHO-KHCEJIMHA aJaHWH JIaKIle jOHM3yje KajJa je TOoMellaHa ca aMHUHO-KHCEIWHOM
TpuntodaHOM M 03padyje ca IyJICHUM JacepoM Ha A = 266 nm. Tpunrodan amcopOyje
EHEPrujy Jlacepa U MoMaxke joHm3aiujy HearcopOyjyher ananuna.> Tanaka n capagHuiy cy
1987. roguHe HaNpaBWIM MOMAK y aHAIM3HM BEJIWKHX MOJIEKYJA JIACEPCKOM IECOPIIIIH]OM,
THUME IITO CY 3a JOHU3AIH]jy a30THUM JlacepoM A = 337 nm KOPUCTHIIM HAaHOYECTHUIIE KoOanTa
Benmurne 30 nm aucneprosane y riumuepony.’ Tanaka je 2002. rogune no6uo HoGenosy
Harpajy 3a XeMHjy jep je MoKa3ao Ja MPOTeMH MOXKeE Ja Ce jOHHM3yje Kaja ce MPUMEHH
oarosapajyha komOuHanuja nacepa oapelene TanacHe myxuHe u marpune.* Y ucro Bpeme
Hillenkamp w Karas cy nokazanu joHU3aIljy aoyMmuna, mporenna oj 66,5 kDa, y npucycrBy
HUKOTHHCKE KHCEJIMHE Ka0 MaTPHIIE U Jlacepa KOjH EeMUTYje CBETIIOCT TaJacHe Ay XHuHE A = 266
nm.> Y KaCHUjUM MCTpaKMBambHUMa KopHInheHe Cy Ipyre OpraHCKe KMCEIMHE Ka0 MaTPHIE U
TO: IMMETHA, KOPEUHCKA M CHHAITMHCKA KMCEIMHA y KOMOMHAIM]H ca T1acepoM Ha A = 355 nm.b
JleBeneceTux TOMHA IPOU3BEIEHH Cy pBH Komepuujanrau MALDI ypehaju.’” IToctoju Bumie
Bapujaija MALDI TexHonoruje, a CIMYHM HMHCTPYMEHTH C€ JaHac KOPHUCTE Yy CacBUM
pa3nu4uTe CBPXE, O] AKaJAeMCKHX U aHATUTHYKUX J0 UHIYCTPUJCKUX.

MALDI maceHa crieKTpoMeTpHja MpeICTaB/ba HeIeCTPYKTUBHY JOHU3AIMOHY TEXHUKY 32
aHanmm3y Ounomosnekyna/onononumepa kao mro cy JAHK, nporennu, nentuan u mehepu, u
BEJIMKMX OPraHCKHX MOJIEKyJIa (pasnuanuTux nojaumepa).” OBM MONIEKYJIM UMajy TEHIEHLIHU]Y
Ja ce (pparMeHTHIIYy TOKOM jOHHM3alldje KOja Ce KOPWUCTH y KOHBEHIIMOHATHO] MAaceHO]
criekrpomeTpuju. MALDI je meTona cnmudHa e1eKTPOH cripej jorn3anuju (engl. electron sprey
ionisation, ESI) mo tome 1mTo cy koJ 00€ TEXHHKE IyTeBH 3a J0OHjame jOHA BEIMKHUX
MOJIEKYJIa Y TacHOj (a3u pelaTUBHO HEJIECTPYKTHUBHH, anu ce koa MALDI mertone ctBapa
3HaTHO Mame BUIIECTPYKO HaenektpucaHux joHa. MALDI macena crekrpoMerpuja je
najuenthe noseszana ca TOF anamuzaropowm (engl. Time Of Flight, TOF, ananu3atop maca Ha

0a3u BpeMeHa TIpeneTa), HajBUIIE 300T HHETOBOT BEIMKOT MACEHOT OICera W BHCOKE
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pesonyuuje. OBaj TuN aHanm3aropa oxarosapa nporecy MALDI jonnsanuje jep macep paau y
IIyJICHOM PEXHUMY.

MALDI TOF macena crekrpoMeTpuja je MOrogHa MeToJa 3a PYTMHCKY NpPUMEHY W3
pasiiora mro oMoryhasa JeTeKklnjy 1 aHaJIu3y BeOMa HUCKUX KOHLIEHTpalllja joHa, HE 3aXTeBa

0110 KaKBY MOAM(DUKAIM]Y Y30pKa U CIIEKTPU CE CHUMA]y 3@ HEKOJINKO CEKyH]IH.

1.1.1. Hpuaounu paga MALDI TOF macenor cnekTpomeTrpa

MALDI meTonomnoryja je mporiec y Tpu kopaka. [IpBo, y3opak ce Melia ca MaTpPHIIOM Y
TaKBOM OJIHOCY Ja MaTpule yBek uma Buiie (5S00-1000 myTa, MOJICKH OJJHOC) U HAHOCH CE Ha
METaJHy IUIoYy, Hajuemihe 4eauuHy Koja MOK€ OMTH IpecBy4YeHa TAHKUM CIJIOjeM 3JaTa.
Marpuna uMa yiory y npouecuma joHusanuje u gecopnuuje. Heonxoano je HarnacuTu aa npe
yBOl)ema y30pKa y CUCTEM I0]1 BUCOKHM BaKyyMOM, pacTBapad MOpa y MOTIYHOCTH JIa UCTIapH
Kako OM ce y30pak Haja3ho y UYBPCTOM CTamy Ha IJIo4d. J[pyro, myJcHu jacep o3pauyje
y30paK, MaTpuIia ynrja eHeprujy jJacepa u MPeHOCH je Ha y30pakK IITO JOBOJIH JI0 JECOPIIIHje
y30pka W Matpuile (Ipeliazak y TacOBHTO CTame). M Ha Kpajy ce MOJIEKYJIH y30pKa
NPOTOHYjy/joHU3Yjy (jOHHM3alMja je YTJIaBHOM jOHHMAa KOjU Cy TPHUCYTHH y CMEUIH) WIH
JENPOTOHY]jy y racHoj (asu, moToM ce yop3aBajy W aHaam3pajy nomohy anaiamsaropa maca.
[lonemaBamem nonapureTa Ha AETEKTOPY, MOTY CE J€TEKTOBAaTH MO3UTUBHU WM HEraTUBHU
jouu. [lo jonmszamuje y3opka Moke AohW y OWIIO KOM TPEHYTKY JECOpIlldje, a OHa ce
HajBEpPOBATHU]E OJ[BUja jOIll Y YBPCTOj Pa3u TpaHchepoM MpOoToHA (MU IPYTUX KaTjoHA, HIIP.
Na*, K*) npe necopruuje wnm y racoButoj (azu tpancdepom nportona. [Ipuammun MALDI
MaceHe CIEeKTPOMETpH]je je meMaTcku npukazad Ha Crurm 1.1.

VY racoBuTOM CcTamy jOHM CTHXKY J0 aHamm3aropa Maca. Mako ce MALDI wmoxe
KOMOWHOBATH Ca pa3IMYUTUM THUIIOBHMA aHanmW3aTopa, Hajuyemha je xomOuHarmja ca TOF
aHaIM3aToOpoM. Y OBOM THIIy aHAlIM3aTopa, JOHM Ce MpBO yOp3aBajy y MOJbY Ca BUCOKHM
HanoHoM (oko 20 kV) kako Ou m0OMIM WCTY KHUHETHYKY €HEPrujy W CTUTIIM J0 Jiena
aHaiM3aTopa KOju ce 3acHMBa Ha BpeMmeHy mpeneta. Kako Ou ce mosehama pesonmynuja u
TAa4HOCT Maca, MpUMEmYje Ce TaKo3BaHU MOJ OJJIOXKeHe ekcTpakuuje (deleyed extraction
mode), y koMe ce yop3aBajyha BoJiTaxa MpUMEHYje ca MaJIUM 3aKalllheheM HAKOH JIACEPCKOT
myJca.

Kana jonu nohy 1o nerekropa, OHM MHIYKY]y CUTHAJI KOjJU je y TUPEKTHO] KOpenaluju ca
OpojeM joHa y 3aBUCHOCTH O] BpeMeHa (OJHOCHO #1/7 OTHOCA) Y KOjeM Cy TH jOHU CTUTIIHU JIO

JIeTeKTOopa.
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Cnuka 1.1. lllema MALDI TOF maceHor cieKTpoMeTpa.

Jlacepcko 3paueme nHAyKYyje OpP30 3arpeBame KprcTaia akyMyJIal[ijoM BEIUKe KOJTHINHE
€Hepruje Kpo3 eKCIUTAIH]y MOJIEKyIa MaTpule. YOp3aHo 3arpeBame n3a3uBa JOKAJIHM30BaHy
cyOimmanujy Kpucrajga MaTpuile, abianujy aeia MOBPIIMHE KPUCTala M IINPEHE MOJIEKya
MaTpHle y racHy (asy, MOJIEKYJIH y30pKa ce yBiade y 00JaKk MOJIEKyJla MaTpulle KOjU ce
mvpu.’ Peaknyja joHn3anmje MOXKeE 1a ce 0IBUja MOJl BAKYYMOM y OMJIO KOM TPEHYTKY TOKOM
mpoleca, aly MOPeKJIo joHa Koju cy Hactaaum TokoM MALDI mporeca jomr yBek Huje y

NOTIYHOCTH pasjamimeno. %!

Usmely pasnuuutux XeMmMujcKuxX W (QU3HYKHX IyTeBa
jonmszarmje 3a MALDI nponiec cy mpeaniokeHu: racHo-¢asHa (oTojoHu3anuja, Tpanchep
MPOTOHA Yy €KCIMTOBAHOM CTamy, peaklrja joH-MOJIEKYJ, Jecopriuja joHa uta. Hajmmpe
npuxBaheHn MexaHnu3Mu Cy: GopMupame joHa KOje YKJbydyje TpaHC(ep MPOTOHA y UBPCTY
¢daszy mpe mecopruuje u Tpancep mporoHa y racHoj dazu y ob6naky (oTojOHH30BAHUX
MOJIEKyJla MaTpuie Koju ce mmmpu. JoHn y racHoj (asum ce moToMm yOp3aBajy y
€JIEKTPOCTaTUIKOM TOJbY Tpe yhacka y ananusatop. [lotpedHo je Harmacutu u na je MALDI
JOHUM3AIMOHA TEXHWKA OCETJbUBH]ja O JPYTHX.

Ha tummayaom MALDI cniekrap ce 1eTekTyjy MO3UTHBHU jOHH jeaHITyT HaeJIeKTPUCAHe

MOJIEKYJICKE BpPCTE KOjH HACTajy NPOTOHOBAKEM WM HETaTUBHH jJOHH KOJH HACTajy

JIeTIpOTOHOBameM. Takohe ce y CIeKTpruMa MOTY BUJICTH BUILE ITyTa HACICKTPHUCAHH jOHH.
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Jenumema Koja ce He MOTY JIaKO TIPOTOHOBATH MOTY Jia C€ KaTjOHU3Yjy Hajuenihe 101aBameM
aJNIKWJT KaTjoHa, KaTjoHa Oakpa win cpebpa y y3opak. Kapakrepuctnka MALDI cniekrapa je

jEIHOCTABHOCT M CAMHUM THM JIAKO MX j€ aHaIu3upar. '?

1.1.1.1. Bpcre nacepa y MALDI TOF macenom cnekTpomeTpy

Mely paziauuntum gacepuma, UV nmacepu cy Hajuerihe kopuitheHu 300T jeTHOCTABHOCTH
pyKOBama M HHCKe IIeHe Ha nmpBoM MecTy. Hajuemthu tun nacepa koju ce kopuctn y MALDI
jonmzauju je UV macep xoju emutyje Ha A = 337 nm, uma eHeprujy oxa 3,68 eV u mync ox 1
ns 710 HEKOIWKO ns, a KopuctH ce 1 Nd:YAG nacepu (A = 266 wiu 355 nm).

Panuje je xopunihen nadpanpeenu (IC) Yr nacep, anu je cKOpo MOTIYHO UCTHUCHYT M3
ynorpebe. Paziior Tome Moxe Outu Behu Opoj MaTpuIla MOTOAHUX 32 aHAIM3Y Pa3HUX BPCTa
OMOMOJIEKYIIa M OPraHCKUX MOJIEKYIIa Koje ancopOyjy ceeraocty UV obnactu. IC nacepu xoju
cy kopumhenu cy Er:YAG nacepu (A = 2,94 pm) wim CO2 nacepu (A = 10,6 pm)

Nnak ca mojaBoM HaHOTEXHOJIOTH]¢/jOHH3AIIH]€ TIOTIOMOTHYTE JIACEPCKOM JECOPIIIHjOM
u3 HaHocTpykTypucane moBpiuune, NALDI (Nanosurface Assisted Laser Desorption And
lonisation) npuctyn, IC nacepu ce noHoBo Bpahajy y ynorpeOy, nomro gy0sbe Npoaupy y
NOBPIIKHY IUIOYE U U3a3UBajy Mame (parmenrtanuje y ognocy Ha UV macepe.'?

HajBaxxauju napamerap koju omoryhasa OBOJbHY CTPYjy jOHA je TOTamHa eHepruja myJica
nacepa Ha onpehenoj Tamacuoj ayxkuuu.'* [llupuna mynca ynacepa Bapupa O] HEKOJIHMKO
JIeCeTUHA HAHOCEKYHIM 10 HEKOJIMKO CTOTHHA MHUKpocekyHau. [IpedHmk mecra Koje je
03pavyeHO Ha MOBPIIMHU y30pKa Bapupa ox 5 mo 200 um. HajBakHuje je OApeauTH NOmY
TpaHUIly WHTEH3HUTETA Jlacepa Koja je MoBajbHA aa Om Omna moryha mecopmiuja mMojiekyia
MaTpulle M Ja O6u ce nobuo cmekrap 3amoBosbaBajyher kBanuteta. a Om ce mgoOuie
MOJIEKYJICKE BPCTE OPEKIJIOM O] Y30pKa Y CHEKTpY MOTpeOaH je BULIM MHTEH3UTET Jacepa, ajlu
OH BOJIM [0 TI0ja4aHuX peakiiyja pparMeHTalrje U HHIyKyje ryOuTak MaceHe pe3oyimje.

Kon Behune ananmmsupanux monekyna MALDI cniekrpu nobujern UV nnmu IC nacepuma
ce He3HaTHO pa3nukyjy. Iloctoje camo mame pasmuke. Kamga ce kopuctu IC macep mame
(bparMeHTanuje y30pka ce 3amaxa, ajlu 0Baj Jlacep JOBOJM /0 cTBapama Behe 1yOnHe HaKOH
UCIapaBama y30pKa/MaTpHIle ¥ TO BOAM A0 Kpaher )KMBOTa y30pKa, a youeHa je U MaJlo Mamba
oceTJpuBOCT Hero ca UV macepom.

Y MALDI TtexHuiu iacep TUIMYHO 03pavyje y30pak Ha MpeJmh0j CTpaHH OlajecIieHTHE

noBpinHe (pedrekcuoHa reomerprja). TOKOM CHHMama CIEKTapa Jiacep o3padyje Maiy
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KOJIMYMHY y30pKa OJ YKYITHE Koja je HaHeTa Ha miouy (0,5 — 2 uL). Hakon ananmse moryhe je

MTOHOBO KOPUCTHTH MPEOCTAIH Y30paK 3a IPyre eKCIePHUMEHTE.

1.1.1.2. AnanuzaTtopu Mmaca

Kao mro je momenyto MALDI moske na Oyjie moBe3aH ca pa3iMuuTUM aHaTU3aTopuMa
Maca. TUoBH aHanmM3aTopa Maca Koju ce Hajuyemnhe KOPUCTE Y MaceHO] CIIEKTPOMETPHjH CY:
kBanpynon (quadrupole, Q) Ha OCHOBY CTaOMIIHOCTH MyTame y OCIHIYyjyheM eneKTpuaHoOM
MOJbY pa3/Baja joHe Ha OCHOBY OJTHOCA M1/Z, jOHCKA 3aMKa (ion trap, IT) kopuctu ocumiyjyhe
€JICKTPUYHO T0Jhe Ja ,,3apodu’ joHe, Bpeme mpenera (time-of-flight, TOF), ®ypujepora
TpaHc(opMalja — JOH LIUKIOTPOH pe3oHaHuuja (Fourier transform ion cyclotron resonance,
FTICR) ,3apo0maBa“ joHe y KpYXKHO] NyTamkud y MarHeTHoM moJby, Dypujeposa
Tparcdopmanmja — opourpan (Fourier transform orbitrap, FT-OT). IlocToju TpeH] y MaceHOj
CIIEKTPOMETPHU]H JIa C€ pa3BHjajy pa3IMuuTe KOMOHWHAIM]je aHanu3aTopa ja ou ce omoryhuna
Y TIPOIIMPHIIAa IPUMEHA MaCcEHE aHAJIN3E 32 PA3THIUTE y30pPKeE.

Konnent TOF ananusaTtopa npso je onucao Stephens 1946. ronune.'> Wiley u McLaren
cy 1955. roqune ob6japunm nu3ajH muHEeapHOr TOF MaceHOTr crieKTpoMeTpa KOju je KacHH]e
nocTao npeu Komepuujaiau ypehaj.'® On 1980. roaune Bpaha ce MHTEpEC 38 OBE MHCTPYMEHTE,
jep TOF anammzatopm n00po oarosapajy MyJCHO] MPHUPOAU JIaCEPCKE JMAECOpIIrje |
jonmzamyje. Pazsoj MALDI TOF maceHor criekrpomerpa omoryhaBa MaceHy aHalu3y HE CaMo
OMOMOJIEKYJIa HETO U CHHTETHYKUX MOJMMEpPa U MOINMep/OHOMOIIEKY KOmbyrara.

[Tocroje nBa Tuma TOF ananuzatopa maca: nuHeapHu u peduekropuu. Jluneapuu TOF
aHaM3aTop O/IBaja jOHE, HAKOH FKUXOBOT MHHUIIMJATHOT yOp3aBama y eNeKTPUIHOM I0JbY, Ha
OCHOBY HHXOBUX Op3uHa HakoH mTo yhy y neB anamusatopa (flight tube). OBu joHH ce
yOp3aBajy Kpo3 IIEB aHAJIM3aTopa MOMONyY pa3iuke NMOTEHIHjaia Koja je IpUMemeHa u3mehy
€JIEKTPOIE U peleTKe 3a ekcTpakuujy. IlomTo joHM MMajy MCTy KMHETHUYKY €HEprujy, a
pasnuuMTy TModeTHy Op3uHYy (Koja 3aBHCH O]l Mace), BpeMe 3a koje he joHu mpehu 1eB
aHanmM3aTopa U Johu 10 AeTEeKTOopa 3aBUCH OJ OJHOCA HHXOBE Mace M HaeJekTpucama. Kana
HaIyCTe JIe0 aHajIM3aTopa y KOM Cy NoOHIM yOp3ame, yiasze y Je0 y KOM HeMma yTulaja
SJIIEKTPUYHOT 110Jha M TY C€ Pa3/iBajajy MpemMa CBOjUM MOYEeTHIM Op3uHaMa, mpe Hero mTo aoly
70 JIETEKTOpa KOjU c€ Haja3d Ha APYroM Kpajy aHaimm3atopcke meBu. OJHOC Mace U
HaeJIeKTpucama ce ofjpelyje MepemheM BpeMeHa Koje je moTpeOHOo joHuMa Aa npoly Kpo3 Jeo

aHaJIM3aTopa y KOM HeMa yTHLaja eJIeKTPUYHOT 110Jba, Tj. n3Mely U3BOpa U IeTeKTopa.



Onwmu oeo

VY npunnmiy, Hema ropmwe rpanune aerekuuje TOF mHCTpyMmeHTa, jep je OBa TEXHHKa
moceOHO Toro IHa 3a OJyary jonusanujy. Ha npumep, y3opiu unje cy mace ouie npeko 300 kDa
cy youenu nomohy MALDI TOF macenocnexktpomerpujcke ananuse.!”!8 Jlpyra mpeanoct
OBHMX HMHCTPYMEHATa je HMXOBAa BHCOKA TPAHCMHCHOHA €(pUKACHOCT KOja BOIHM JIO0 BUCOKE
ocemsbuBocTH. Ha npumep, nereknuja 10-15 mola rpamunumuna'® u aerexknmja 100-200
attomola pasnuuutux nporerHa (nuroxpoma LI, pubonykiease A, mu303umMa 1 MUOrI00uHa)>
ouna je moryha momohy TOF ananuzaropa.

Kako je macena pe3omnyiuja npornopuuoHanHa Bpemeny npenera kox TOF ananuzatopa,
jenaH oa Ha4yMH Ja ce moBeha pe3osiylivja OBUX aHAIM3aTopa je Ja ce moBeha ayuHa
aHanmm3aTopcke 1eBu. Mehytum, npeayra ananmmszaropcka neB cMamyje nepdopmance TOF
aHaJIM3aTOpa jep Jojas3u J0 TyOuTaka joHa ycje] pacuiama HaKOH CyJapa ca MOJEKyInMma
raca wiu 300r yraoHe aucriep3uje 3paka jona. Takohe je Mmoryhe moBehatu Bpeme mpeneTa
CMamkEeHEM HAMOHA Y aHAIM3aToOpy KojuM ce yOp3aBajy jonu. Ca apyre cTpaHe, CMambemheM
OBOT' HallOHAa CMamyje Ce U OCETJBbHBOCT aHanu3e. Ha OCHOBY cBera HaBeJEHOT Kako OH ce
3apyKaii ¥ BUCOKA OCETIFMBOCT M BUCOKA PE30IIYIIHja KOPHCTH CE aHAIM3aTOPCKA IIEB TyKUHE
ox 1 mo 2 m 3a Behy pe3onynujy u BonTaxa yop3ama o HajMamwe 20 kV na 0u ce 3aapikana
BHCOKA OCETJHHBOCT.

OcuM mpeTxoJIHO HaBeACHOT, Kao mTo je Beh Omno peuw, 3a moBehame pezonyluje ce
KOPHCTH T3B. MOJI OJIJIOKEHE EKCTpaKiuje, deleyed extraction mode. Jouu ce mpBo pa3aBajajy
Ha OCHOBY KMHETHYKE €HEprHje y Jelly Y KOM HeMa eJIeKTPUYHOTr NoJba Y u3Bopy. Kox jona
KOjH MMajy MUCTH OJHOC m/Z, JOHU KOjH MMajy BHIIE KHHETHYKE €HEpruje momepajy ce Onmxke
JIETEKTOpY O] jOHA KOjU HHUIMjATHO 100Mjajy Mame eHepruje. Hakon onpelhenor 3anpxaBama
(cToTMHE HAHOCEKYH/IU 10 HEKOJIMKO MHIJIMCEKYHIH) PUMEYje ce MyJICHN HAlOH KOjH /1aje
BHUIIIE CHEPrUje jOHHMa KOju Cy Jyke Bpeme Ownm y m3Bopy. Ha Taj HauwH, joHH KOju cy
WHUIIAjAJTHO JOOMIIN Mamke SHEpruje caja J00ujajy BUIE KHHETHYKE SHEPTHjE U CIajajy ce y
JIETEKTOPY Ca jOHMMa KOju Cy MOYETHO MMaIi Bulle eHepruje. OiokeHa mycHa eKCTpaKiyja
KOpHTYje JHUCIEp3Hjy €Hepruja joHa KOju HMMajy HCTH m/Z OJHOC W Tako MoOoJbilaBa
pe3onyijy TOF ananmzaropa.

OBakaB HauMH pajJia ce Ha3WBa OJJIOKEHA IMYyJICHA EKCTpakmuja aa Ou ce HampaBuia
pa3nrKa y OJHOCY Ha KOHTHHYHPAaHY EKCTPAaKIHjy KOja ce KOPHCTH Y KOHBEHIIMOHAITHUM
uHCTpyMeHTHMa. OJUI0KEHA MyJICHA €KCTPaKIMja ce Ha3MBa M MyJICHA jOHCKA €KCTpaKiyja,
MyJICHA eKCTPaKIUja WK JUHAMUYKA EKCTPaKIIMja U MPECTaBIba ,,0’KHMBJHABAHE  BPEMEHCKH
oJulokeHoT (okycupama (time-lag focusing) xoje cy ocmucnunu Wiley u McLaren 1950.

rogune.' Hegocrarak BpeMEHCKH OJIOKEHOr (OKyCHpama je€ Taj INTO KOMIUIUKYje
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MpoLEeAYPY MaceHe kanmoOpanuje. Moxe ga Oyje OoNnTUMalHa caMo 3a JIE0O MaceHOT Orcera
TOKOM jEJTHOT Mepema U Mame je erkacHa Ha BUIIMM Macama. MelyTum, Ha KanmuOpanmjy,
PE30IyLIUjy ¥ TAaYHOCT Maca M JaJbe YTHUY yCJIOBH Yy M3BOpYy. Ha mpumep, TOKOM THIUYHOT
MALDI TOF ekcniepumeHTa YCJIOBU 32 ONTHUMAaHO (OKYCHUpPame 3aBUCE O] IMPUHE 3paKa
IYJICHOT J1acepa, OJf BPCTE y30pKa M MaTpHle, O METOJE 3a MPUIIPEMY Y30pKa U JIOKaluje
MeCTa Ha y30pKYy Ha KOjy je yCMepeH Jiacep.

Jom jeman HauMH Aa ce moOosbllla pe3onyluja je Ja C€ KOPHCTH EIeKTPOCTATHYKU
peduiexktop, koju ce Ha3mBa M pedaekTpoH. HajjenHocraBHHMjE peIeKTpOH ce CcacToju
Hajuenrhe oJ] cepuje jeqHaKo pacropel)eHNX penIeTKacTuX eINeKTPOIa HiTH KPY>KHUX €JIeKTpoIa
KOje cy crojene moMmohy mpeske oTnopHuKa. PedekTpoH je mocTaB/beH HACYIIPOT U3BOPY jOHA
y Ilelly T/ie HeMa eJIEKTPUYHOT ToJba. [leTeKkTop je MO3MIMOHMPAaH y WU3BOPY KO jOHCKOT
orjenaiga 4 ,,xBara“ joHe HakoH IITO ce peduiektyjy. PednextopHu anamuzatop mocenyje
JIOJTATHU €JIEKTPOCTATHUKH PedIIeKTOp, KOjUM ce joHU ckpehy W TIOHOBO Ipenia3e UCTH MyT,
YUME c€ KOpHTyje IMCIiep3uja Y KUHETUYKO] EHEPryju joHa KOjU UMajy UCTH OJHOC Mace U
HaelleKTprcama. bpku joHH MpoBo/ie BUIIE BpeMeHa y peIeKTPOHY M 10J1a3€ 0 ACTEKTOpa
y UCTO BpeMe Kao u cropuju joHu. Pednextpon nmosehasa myxuny myrame 0e3 moBehaBama
JTUMEH3Hja MaceHoT criekTpoMeTpa. OBUM ce moBehaBajy ¥ MPEIM3HOCT MEpPEma 1 Pe30JTyIHja,
na je moryhe m0OMTH CIHMKY W30TOTCKE TUCTPUOYIIHje MOjeIMHUX jOHA, alli CE Ha OBaj HAYMH
CMamYyje 0CETJbUBOCT METOJIE U OTPaHNYaBa CE MAaCEHU OIICET Mepema.

JluHeapHU JETEeKTOp ce YIJIaBHOM KOPHUCTH 3a aHAIU3Y jeIUCHa BEIHKE MOJIEKYJICKEe
Mace, JI0K ce pe(IeKTOPHU AETEKTOp (MaKo ce OBO HE CME MPUXBATUTH Kao MPABUIIO) KOPUCTH
3a aHalM3y MOJIEKYJIa Marme MOJIEKyJcKe Mace.”! MemameM Mmomapurera Ha JETEKTOPUMA,

MOTYy C€ MEBATHU U jOHI/I KOjI/I he ce JACTCKTOBATH: IO3UTHUBHO WJIN HETAaTUBHO HACJICKTPHUCAHU.

1.1.1.3. IerexTopu

Kana jonu mpol)y kpo3 aHanmm3aTop Maca TajJia ce IeTEeKTYjy U TpaHCHOPMHUIITY Y KOpHUCHE
curHane mnomohy aperekropa. JleTekTop MOXe Ja TeHepulle eNEKTPUYHY CTpYyjy Koja je
MIPONIOPIMOHATHA 3aCTYIIJbEHOCTH MIPUCYTHHX jOHA.

[TocToju HEKOMKO THITOBA IeTeKTOpa. 300D HeTeKTopa 3aBUCH O TM3ajHa HHCTPYMEHTA
W O]l aHAIWTHYKE TpUMeHe 3a Kojy he ce mHCTpymMeHT kopuctuTH. [locToje pa3muauTti
OPUCTYNH y ACTEeKINjH joHa. JleTekinja joHa je yBeK 3aCHOBaHA HA lbUXOBOM HaeJIeKTPHUCAY,
Macu U nouyeTHoj Op3unu. Heku nerexropu (dapanejeBa 110sba) Cy 3aCHOBAaHU Ha MEpEY

JUPEKTHOT HaelleKTpHcama CTpyje Koja ce MPOM3BOJAM Kaja jOH ylIapw O MOBPIIUHY U

10
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HeyTpanume ce. J[pyru neTekTopu (eIeKTpOo-ONTHYKH jJOHCKH JETEKTOPH) CE 3aCHHBAjy Ha
TpaHC(epy KHHETHUKE EHeprHje TOKOM Cy/apa HaCTalliX jOHa ca MOBPUIMHOM KOja YKJbY4yje
CTBapame CEKyHJapHHUX €JIEKTPOHA, KOjU Ce Jajbe 10jayaBajy W Ha Kpajy Aajy eIeKTPUUHY
CTPYjy. Y CYLITHHH JOHCKH AETEKTOPH C€ MOTY MTOJICIIUTH Y JIBE KJIace: Ha OHE JIETEKTOPE KOjH
Opoje joHe mojeMHaYHEe Mace Y TOKY BpeMeHa U TaKo JETEKTY]y MPUCTU3amhE CBUX jOHA PEJIOM
y jenHoj Tauku. M nerekrope, kao mrto cy Gororpadcke miode, koju uMajy MmoryhHoct fia 6poje

BUIIIECTPYKE Mace U JACTEKTY]y MPUCTU3AE CBUX JOHA UCTOBPEMEHO YK IIelIe TIIoYe.

1.1.2. HaHouewe y30pka Ha Hocay 3a MALDI ananusy

Hocaun y3opka 3a MALDI TOF maceHOCTIEKTpOMETPHjCKY aHaIU3y Cy IJIoYe Ha Koje ce
MOXXE€ HaHeTH BenWKH Opoj y3opaka. Heku mpoumsohaun MALDI TOF wmacenux
criekTpoMeTapa npousBoje mioue 3a 100 y3opaka, ok ce 3a HOBUje ypehaje nmpase ruioue 3a
386 y3opaka. [Inoue 3a Tpaguninonanae MALDI TOF macene ciekTpoMeTpe Cy yriiaBHOM O
YeNrKa WITN YeJIMKa IPEBYYCHOT 371aTOM.

Opx pupo/Ie MmI049e U XOMOT€HOCTH KO-KpHCTala MaTPHIIE U y30paKa 3aBUCH HHTEH3UTET
CHTHAJIa M PENpOIyIHOMITHOCT CIIEKTPa, TAKO Ja je HAaYWH HAHOIICHA Y30pKa M MaTpHIle Ha
104y Beoma OMTaH. Pa3BujeHO je HEKOJIIMKO MPHCTYIa Kako Ou ce moBehasia XoMOreHoCT Ko-
KpHcTana Marpuua/y3opak na Ou ce mnoBehanma penpoaylMOMIHOCT Mepema, YKOJIHKO
ayTOMAaTCKO HaHOLICHE y3 MOMOh amapara HHje JOCTYIHO. YKOJHMKO Cy y30pak W MaTpHIa
pPacTBOPHU y UCTOM pacTBapady, cama MpoLeaypa 3a HAHOLICHE Ha II0Yy He yTHue y Behoj
MepH Ha XOMOTE€HOCT Ko-KpHucTama. [IpoGiem HacTaje yKOIHMKO Cy y30pak M MaTpulla
pa3nuYmTe MOJAPHOCTH, OJJHOCHO J1a Cy PaCTBOPHH y pacTBapaynMa KOju ce He Memajy. Y TUM
cllydajeBUMa Moke JOhU JIo cerperaiyje KpucTana Ha camoj TUTOYH, U 10 GopMuparma JaeaoBa
KOjH Cy CUPOMAIITHH WJIM Y KPHCTAJIMMa MaTPHUIIE WK y KPUCTAJIMMa y30pKa.

Hajuemrhe ce mpumemyje T3B. ,.dried droplet* wnu mpeMHKC MeTOAa, MPH KOjOj ce
IOPEeTXOIHO MOMeIIajy 3acuheHu pacTBOp MaTpHile M PacTBOp Y30pKa, a 3aTUM ce Maja
3anpeMuHa HaHece Ha TuIovy 3a y3opke. [Ipe yBohema y ypehaj, HeonxoaHo je 1a caB pacTBoOp
ca wioue ucrnapu. Kaja ce pagy KBaHTUTaTMBHA aHAJM3a MOTPEOHO je J0AaTH y pacTBOp
y30pKa M yHYTpAIlbU CTaHAAPI, a TOTOM Ce MPETXOIHO ONHCaHa MPOIeaypa IIOHABIHA.

Jpyru HauuH je ,,CeHIBUY* METO/a, IPH KOjOj C€ HAHOCH MPBO PACTBOP MATPHIIE, TOTOM
pacTBOp y30pKa, ra oret Marpuiie. Hanomreme cBakor ciieieher ciioja je yClIoBJbEHO CYIICHEM
IPETXOIHO HAHETOT, Koje Moxe OuTH yOp3aHo (y moceOHUM KOMOpaMa, 1ol BaKyyMOM WIH Y

CTPYj¥ TOIUIOT Ba3ayXa) WIN CE€ OJ[BUjaTH Ha COOHO] TEMIIEPATYPH.
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[Toctymnak ,,yOp3aHe KO-KpUCTaTu3aluje” KOjH je MOToJaH 3a aHaJIu3y MOJIEKYJa Majlix
Maca, y cIydajy KaJa ce aHaJM3Mpajy NMPOTCHHHM, HE Jaje XOMOTEH pacrope]] Kpucrana Ha
wioun. [To 0BOM MOCTYNKY MPBO Ce Ha TUIOYY HAHOCH PAaCTBOP Y30pKa KOjU C€ CYIIH CTPYjoM
Bas3jyxa, a MOTOM Ce MPEKO HAHOCH PAacTBOP MaTpHIIE, KOjU ce Takol)e oaMax CyliH y CTpYju

TOILJIOT Basayxa.

1.2. Matpuue 3a MALDI MS

Matpuiia je OpraHcko jeJUCHE Majie MOJCKYJICKe Mace Koje arcopOyje CBETIOCT y
00J1aCTH Y K0jOj Jlacep eMHTYje U MPEHOCU TaKo arcopOoOBaHy €HEPrujy Ha y30pakK, YuMe ce
NOCIICIyje  HEroBO HcmapaBame (nmecoprmuuja). Kako Om  ce  cmpeuma/yonaxuia
(dparMeHTanyja n3a3BaHa TUPEKTHUM IIyJICOM Jiacepa, U moBehana joHM3anuja, y30pak ce
MelIa ca MaTpuiama.

Hajuemrhe oprancke matpuiie, a Koje ¢y KopuinheHe U 'y 0BOj IOKTOPCKOj TUCEPTAIUjU CY:
2,5-nuxugpokcubenzoeBa kucenuna, DHB,?? 9-amunoakpuams, 9-AA,>  a-umjano-4-
xuppokcunumerna kuceauna, CHCA** 2°,4°,6-tpuxunpokcuaneropenon, THAP.> Ha
Crunu 1.2 mpukasaHe ¢y CTpYKTypHE GopMyIie MaTpuiia Koje ¢y KopuniheHe y OBOM pajy, ajau
je Opoj opraHckrx MaTpulla Koje ce MpUMemYjy Jajieko Behu, 7ok ce HempecTaHo OTKPHUBAjY
HOBe MOTYNHOCTH MIPUMEHE Pa3IMuUTHX OPTraHCKUX jeinmbema kao marpuna 3a MALDI TOF

MaceHy CIEKTPOMETPH]Y.
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Cnuka 1.2. Cmpykmypue ¢hopmyne opeanckux mampuya: 2,5-0uxudpoxcuben3oeea Kuceiund,
DHB, 9-amunoaxpuoun, 9-AA , a-yujaro-4-xuoporcuyumemua rxuceauna, CHCA, 2°,4°,6-
mpuxuopoxcuayemogenon, THAP.

Marpuue cy Hajuemhe Monekynu Mmaine mace (oBa ocobwHa MM omoryhaBa Jaky
UCTIapJBUBOCT), AJIU ca Jpyre CTpaHe Ta Maca je JOBOJbHO BEJIMKA Ja HE OM HCIapuie TOKOM
npUnpeMe y30pKa WiH JIOK CTOje Y MaceHOM CHEeKTpoMeTpy (ctabmiHe cy y Bakyymy). Uecto
Cy Y IUTamby OPraHCKe KUCEIMHE jEp Cy U3BOP IPOTOHA KOjH OCUTYpaBa jOHU3aLM]y y30pKa.?s
Takohe mma mpumepa rne ce 0aze KOpPHUCTe Kao MaTpulile. MaTpuie mocenyjy CHaKHY
arcoOpITUBHOCT y BUIJBUBOM WM YJITPasbyOUUacToM Jeny crekTpa,’’ epukacHo ancopOyjy
EHEPrHjy 3pauema 1 OP30 1 JIAKO je MPEeHOoCce 10 UCITUTUBAHOT y30pKa. Matpuiie Koje mocenyjy
KOHYTOBaHE JBOCTPYKE BE3€ MMAjy M3PaKeHe NMPETXOAHO HaBeneHe ocobune.?® YommreHo,
CTPYKTypa MOJIEKyJa jeé BeoMma BaxkaH (DakTop KOju yTHde Ha e(pUKACHOCT MOJIEKyJa Kao
MaTpuie. PactBop Matpuiie u y30pka, y Haj0OJbEM CiIydajy y UCTOM pacTBapady, c€ HAaHOCH
Ha MALDI mniouy, kama pacTtBapad HCHapud MOJICKYJIM MAaTpPUILE PEKPUCTAIMILY ca
MOJIEKYJINMa Yy30pKa ,,3apo0sbeHuM’* u3Mel)y mHuX. Marpuia u y30pak Tako IMOCTajy Ko-
kpuctanu. Ko-kpucranuszanuja je KJbydyHa KapaKTepHCTHKa MaTpuie na O0u ce 1o0uo

KBAJIMUTETaH U PEHpPOLylHONIaH MAaCeHN CIEKTap HCIUTHBAHOT Y30pKa.
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N360p oprancke mMarpuiie 3a MaCeHOCTIEKTPOMETPH]CKY aHalU3y Ce BPIIM YIJIaBHOM Ha
eMITUPHjCKH HaYHMH, Ha OCHOBY HEKOJIMKO NpeTnocTaBku. IloTpeOHo je HarmacuTu 1a cy u300p
MaTpHIle ¥ ONTUMHU3AIM]a MPOIICAYPE 3a MPUIIPEMY Y30pKa TJIaBHE CTaBKE Koje je MOTpeOHO
NaXJbUBO Pa3MOTPUTH Kajaa ce kopuctu MALDI TexHuMKa M 3Ha4ajHO yTUYy Ha KBAJIUTET
crnekrapa. HeonxoHo je TecTupaTH HEKOJIMKO KOMOMHALIM]a U OHOCA KOHLIEHTpall1ja y30pKa
W MaTpuie Kako OW ce TpoHallId YCJIOBM Koju HajBumie oarosapajy MALDI TOF
MaceHOCIIEKTPOMETPH]CKO] aHAJM3U JATOT jeuiberha. JloaTHH Hamopu ce yiaxy Jia ou ce
MpoHanuIa oarosapajyha mMarpuma 3a ananusy CBaKor IMOjeAMHAYHOT MOJICKYJa, a 32 aHAIU3Y
MOJIEKyJIa MaJMX Maca CHUTyallHja ce JOAaTHO KoMiummkyje. Kako Ou ce oBa merona moria
YCIOCTaBUTH Kao PYTHHCKA 3a Hajpa3iMuuTHje TpPUMEHE, MOCTOjU BeluKa moTpeda 3a
YHUBEP3aJIHOM MAaTpPUIIOM, OJHOCHO OHOM KOjOM C€ MO)K€ CHUMHTH crekrap Beher Opoja
pa3nuuuTux y3opaka. OpraHcke MaTpulle O KOjuUMa je HNPeTXOIHO OWJI0 pedyH, Mory OMTH
NPUMEHUBE 32 aHAIM3Y MOJIEKYJla MalliX Maca YKOJIHKO 00e30ehyjy edukacHy joHH3AM]Y U

MHHHMaJIHY ()parMeHTanujy ¥ CBOjUM CHTHAJIMMa HE OMETajy CHTHAJIE y30pKa.?’

1.3. ®parmeHTanmuje

MALDI nponec mMoxe BOAUTH 0 (parMeHTanuje MOJEKyJia y30pKa TOKOM IMpoleca
jonmzamyje. Iloctoje Tpu Tuna dparmeHTanmja 300T KOjUX HacTajy ¢pparMEHTHCAHU jOHHU Y
MALDI cnekrpuma. OBe ¢dparmenTanuje ce oapelyjy Ha OCHOBY MecTa TJe ce OJIBHjajy.
OparmeHranyje Koje ce OJBHMjajy Yy U3BOpY HasuBajy ce in-source decay (ISD)
¢parmenranuje.’® [penusnuje, To Cy PpparMeHTaIyje Ha MOBPIIMHK y30pKa MPE WM TOKOM
mporeca jaecoprniuje (Ha BPEMEHCKO] CKaJId Off HEKOJIMKO MUKOCEKYHIW /IO HEKOIMKO
HaHocekynu). Hasusajy ce u Momenranne gpparmenranuje.'?

®parmenTanyje y u3Bopy nocie mnpoieca AecOpIliyje, aly mpe npoeca yopzaBama (Ha
BPEMEHCKO] CKaJIU OJ] HEKOJIMKO HAHOCEKYH/IU /10 HEKOJIMKO MIJIMCEKYH/I) Ha3uBajy ce Op3e
(dparmenTanuje. dparMeHTaIyje Koje ce OABHjajy HAKOH mpoleca yOp3aBama y MaceHOM
CIIEKTPOMETPY C€ HasuBajy post-source decay (PSD) ¢parmenranumje.’! Oarosapajy
¢parmeHTanjaMa MeTacTaOMIIHUX, MPETa3HUX jOHA, KOjU Cy CTaOWJIHM TaMaH TOJHMKO Ja
HaIyCTe W3BOp, ald MMajy JOBOJAHO €HEpPrHje y BHIIKY KOja UM omoryhaBa COICTBEHY
(parmenTanMjy mpe Hero mro aohy y nerexrop.'?

AnTepHaTHBHO, ()parMeHTaNrja MOXe Ja OyJe MHIYKOBaHA CyJaprMa ca MOJCKYJIHMMa
WHEpTHOr Taca (Hajuenthe azorta) y koinu3uoHoj henuju. OBakaB Tumn ¢parMeHTanuje je

o3HaueH Kao collision induced dissociation (CID).!?
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Mma MHOTO MexaHHM3aMa KOjH Cy YKJbYYEHH y aKTHUBAIMjy Mpou3Boame joHa y MALDI
MeTou. JelaH BayKaH MEXaHHW3aM TOBOPH O MOCTOjaby BHIIECTPYKUX Cyaapa Koju ce faorahajy
nu3melhy Mosekyna y usBopy. [lyiic nacepa n3zasuBa mupemhe MOJIeKyJIa MaTpHIle y racHoj (asu
U OBaj 00JaK MOJIEKyJa MaTpWIle HOCH HMHTaKTHE MOJIeKyJie y3opka. [lecoprimja oBuX
MOJIEKyJla MaJluX Maca MHIYKyje Gopmupame Beoma IyCTOr o0jlaka HEyTPalTHUX MOJIEKyJa
KOjU Cy JlonMpaHW Oaml Ha TIOBPIIMHU. YOp3aBame joHA Kpo3 OBaj o0Jiak TOKOM (aze
eKCTpaKIfje U3 W3BOpa JIOBOJW JI0O MHOTHX CyJapa Koju noBehaBajy yHyTpalimy eHeprujy.
OBH cyzapu MOTY Ja c€ KOHTPOJIHIIY jJaYMHOM EJIeKTPUYHOT M0Jba KOje ce KOPHUCTH /1a Ou ce
eKCTpaxoBaJid jOHM u3 m3Bopa. [lojadaBameM ENEKTPUYHOT TOJbAa CHEpruja cyaapa
JOH/HEYTpaJIHA MOJIEKYJI ce TToBehaBa, 1ma ce moBehaBa u yHyTpallmba eHepruja jona. Ca apyre
CTpaHe, YHyTpallllha EHEpruja joHa ce Mame noseha y ciabujeM eneKTpUYHOM I0JbY jep ce
cMamyje eHepruja cyJapa y Hapacrajyhem o0naky.

In-source decay (ISD) pparmenranuje, pparmeHranyje y u3Bopy BOJIE JI0 CTBapama joHa
Koju ¢y yBek npucyTan y MALDI cniektpruMma, 70K ja OW ce yOUWIIM jOHU KOjU HACTajy post-
source decay (PSD) ¢parmenranmjama notpedHO je monecutu onpelhene nmapamerpe y ypehajy.
Ha mpumep, ako je MALDI u3Bop mose3an ca nunHeapaum TOF anammsaropom moryha je
JIETeKIH]ja joHa (pparMeHaTa Koju Cy HacTalu y U3BOPY jep C€ CUTHAIIA TIOPEKIIOM O] OBUX jOHA
Haia3e Ha CBOjoj m/z BpemHocTH. HacynpoT oBome, joHM (parMeHaTa KOjH HACTajy IMOCIe
M3BOpA HE MOT'Y C€ Pa3JIMKOBATH OJ1 jOHA U3 KOJUX CY HACTAJIM jep ce HBbHXOBH CUTHAIIM HaJla3e
Ha MICTOj BPETHOCTH OJ[HOCA m/Z. Y cIie/l OBOTa 10J1a31 JI0 IIUPEHa HKa U 0 CMambeha MaceHe

PE30JIyLIj€e U OCETILMBOCTU METOJIE. '
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1.4. lIpumena MALDI TOF maceHe cnekTpomeTpuje

MALDI TOF macena cniekTpoMmeTpHja je MohHa TEXHHKA KOja C€ KOPUCTH HAPOUMUTO 3a
aHaM3y BEJIHMKHX, HEUCIAPJBMBUX M TEPMOJAOWIHUX jelUIEHha Kao ITO Cy IPOTEHHH,
OJIMTOHYKJIEOTUH, CUHTETHUYKU TOJIUMEpPH, OMOMIOIUMEPH U BEJIMKAa HEOPraHCKa jeAUbEHba.
MALDI je yHuBep3aiHWja TEXHWUKa OJ APYTUX jOHU3ANMOHMX TexHWKA. Huje morpebOHO
noJIelaBame TajlacHe AyKUHE Koja Ou ce yKiarmana ca ariCOpIIHOHOM (PPEKBEHIIM]jOM CBAKOT
aHaJIMTa 3aTo IITO je MaTpHIa Ta Koja ancopOyje myic nacepa. MALDI mporiec je He3aBucan
OJ1 amCOPIIIMOHUX OCOOWHA M YCJIOBHO OJf BEIIMYMHE jCIUIbLEHa KOje ca aHaIHu3upa, ma
JI03B0JbaBA JECOPIILH]Y U JOHU3AIM]y Y30pKa ca BeOMa BEJIMKHM MOJICKYJICKHM Macama Koje
npenaze 100 000 Da. Ha npumep, MALDI omoryhaga aereknujy femtomola nporenna umja je
MoJieKyJicka Maca peko 300 000 Da.*

Beoma momynapna ynorpeba MALDI Ttexmmke je m y mporeomunu. I[loctoje nBe
nepunuiyje nporeomuke. [IpBa, kiacudHa JedUHUIMja OTrpaHHYaBa aHAIHM3y TEHCKUX
mpojayKaTa Ha CTyAHMje KOje YKJbydyjy camo mpoteuHe. [lpyra, KoMOHHYje NpoydaBambe
NPOTEHHA Ca AHAIM30M FeHETHYKHUX HITYMTaBamba Kao mto cy mRNK anannsa u renomuka. 334
Ho6po yrBphen u mupoko kopuirheH npuctyn y nporeomuny je kombuHanuja MALDI TOF
MaceHe CIIEKTPOMETPHje U Tell eIeKTpodopeTcKor pa3aBajama. OBakaB MPUCTYI UMa BeoMa
BHMCOKY OCETJLMBOCT JIETEKIIHU]j€e.>

Pa3Boj u mpolieHa kBanuTeTa MOJEPHHMX OHMOdapMmaleyTHKa, MOoCceOHO MPOTEHMHCKUX U
NEeNTUAHMX JIEKOBA, Ka0 W IMpOoydyaBambe OMOAKTHMBHOCTH TOKOM aJMUHHCTpaldje 3axTeBa
OIMPOK CHEKTap AHAIWTHUYKHX TEXHUWKAa. MaceHa CIIEKTpOMETpHja je jemHa oja MeToaa M
moceOHO je KopucHa 3a onpehuBame XeMHUjCKUX MoAu(HUKanrja MPOTEHHCKUX W MENTHIHUX
JIEKOBA ¥ MHTEPaKIHUja ca (hapManeyTCKUM MoIuMepuma. o

MALDI TOF wmacena crnekrpoMeTpuja €€ KOPUCTH My MOJICPHO] KIMHUYKO]
MHUKpPOOHOJIOTH]H, KA0 1MjarHOCTUYKH MHCTPYMEHT 3a UACHTU(PUKALM]y MUKpOOpranusama. Y
BehMHM KIWHUYKUX Ja0opaTopHja oBa TEXHWKA CE€ KOPUCTH 3a JWjarHOCTU(HUKOBamE
OaKTEPHjCKHMX KYJITypa, ajlu ce Takolje M3ydaBa M NPHMEHA OBE TEXHHMKE y BHPYCOJIOrHju.>’
MALDI TOF macena crnekrpomerpuja omoryhaBa W TECTHpame OCETJPUBOCTH Ha JIEKOBE
MHUKPOOHOJIOIIKMX TMAaTOTeHa y y30pIMMa ypuHa KOjU Cy TajeHH Ha arapy WiId y KpBHUM

KyaTypama.’?

Unrepecantna ynorpeba MALDI Mertone je 32 MMUIMHT GHONOMIKUX Martepujaia.’*40
3ajenHO ca MaceHOM CIEKTPOMETPHjOM ca CeKyHAapHUM joHuMma (Secondary lon Mass

Spectrometry, SIMS) u nacepckom necopriujom (Laser Desorption, LD), MALDI ce kopucTu

16



Onwmu oeo

3a Mamupame JAUCTpUOyIHje NujbaHUX OMoMoieKkyna y TkuBy. OmoryhaBa mpoydaBame
MEeNTH/a, TPOTEUHA U JAPYTHX OMOMOJIEKyJa AUPEKTHO y Mceuky TkuBa. MALDI nmunmar
MaceHa CIEKTPOMETpHja je MOJIEKyJapHa, aHaJUTHYKa TEXHOJOTHja Koja omoryhasa
UCTOBpEMEHO Mepewme Beher Opoja y3opaka JMPEKTHO W3 HMHTAKTHOT, TKHBHOT HCEYKa.
XUCTOJIOIIKE KapaKTepUCTUKE YHyTap y30pKa MOTY Jia ce JI0BEely Y Be3y ca MOJEKYJICKUM
BpcTaMa M Hema MoTpede 3a IUBbHO-CHENM(PUYHMM peareHcuMa Kao IITO Cy aHTHUTeNa.
Hekonvko ctynuja mokasyje u MoryhHOCT OTKpHBama HOBUX Mapkepa 3a ojapeljeHe Oosectn

Kao 1 MOryhHOCT MPOrHO3Upama 0roBopa Ha Tepanujy.*’

1.5. lIpumena MALDI TOF maceHe cnekTpoMeTpHje 32 KBAHTUTATUBHY aHAJIU3Y

MoJIeKyIa

Y teopuju, MALDI TOF moxe na ce KOPUCTH 32 CEMH-KBAHTUTATHBHY MAaceHO-
CIIEKTPOMETPHUjCKY aHaIM3y OUII0 KOJHX MOJIEKYJa, alli y TIPaKCH OBO HUje Ciyd4aj 300r HU3a
030MJpHEX HeZocTaraka. [IpBo, Memame y30pka ca OpraHckOM MaTpUIIOM H KO-
KpHCTaH3alkja Koja CJICIU YECTO PEe3yNTyje Y HEXOMOTEHO] yrpajmd MOJEKyJa y30pKa
n3Mely kpucrana Mosekyia MaTpuIie. Y clie MPETXOJHO HaBEeIEHOT, MOJIEKYJIH Y30pKa HUCY
jemnaxo pacmnopehenn Ha MALDI mioun, na ce u3aBajajy (cerperupajy), dhopmupajy ce
PErMOHU y KOjUMa ce MaTpHIla Haja3u y BEJIMKOM BHUIIKY Y OJHOCY Ha y3opak (engl. ,.sweet
spots* wunm ,,hot spots) W MecTta y KojuMma je y30pak y BelukoM BUIIKY (engl. ,,cold

spots*). 214142

Hu y jenHOM HHU y Ipyrom ciydajy KBaJHUTET CIIEKTapa HHje 3a]0BOJbaBajyhu.
OBo je TnaBHM pasjor Hucke penpoxyunbmmHocTH MALDI maceHocnekTpoMmeTpHjcke
aHalM3e W OTpaHMYEHE yroTpede MEeTOoJe YaK M y CEeMH-KBAaHTUTATHBHO] aHanmm3u. Lusp je
JOOUTH IITO XOMOTEHH]JY CMEIIy, OJHOCHO KO-KpHCTaje Marpuia/y3opak, Kako O
penpoaynnOUITHOCT CHUMama Ouita 60sba. Jlpyro, oprancke MaTpuile IMajy Maje MOJICKYJICKe
Mace U BEIUKH OpOj CONCTBEHMX CHUTHAJA Y MAaceHUM CIIeKTpHUMa, LITO C€ 3amaxka Kao
MO3a/IMHCKH IyM Yy 00JacTH HUCKHX Monekysnckux Maca (< 500 Da). OBa kapakrepucTuka
cnpeuana ynotpedy MALDI-ja 3a ananu3y (6uno)mornekyna manux maca. Kao mro je pedeHo,
MaTpHIle Cy YIIaBHOM KHCEJHHE, KOje Jajy MHTCH3UBHE CHUTHAJE Kaja Ce€ CHUMAjy CHEKTpH
HETaTUBHHX jOHA, 1A C€ TMPETIIOCTaBJba /1A j€ BEIMKH OpOj MHTEH3UBHUX CUTHAJIA KOJH IOTUIY
OJl MaTpHIle Y TOM CIy4ajy pasjor HWKE OCET/BHBOCTH 3a JCTEKIHjy HETaTHBHHUX jOHA
y3opaka.*3#

Jom jeqan HeAOCTATAK j€ Taj IITO OPraHCKe MAaTPULIE HE TOJIEPHILY BUCOKE KOHLIEHTpalHje

conu. [Ipu moBuIIEeHHM KOHIIEHTpaljaMa HEOPraHCKUX COJIH, LITO je KapaKTePUCTHYHO 32
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y30pKe OMOJIONIKOT TIopekya, GopMUpa ce BEIMKH OpOj CUTHAJIA OJ1 MaTPHIlA U YeCTO JI0JIa3u
JI0 cy30Hjarba CHTHAJIa KOjU TIOTHYY 0J1 y3opaka, ma MALDI ananu3a He MOXe J1a c€ KOPUCTH

3a TUPEKTHY aHAIN3Y TMOjeIUHUX CYIICTAHIIN Y CMEITH OHOJIOMIKOT TIOPEKJIa.

1.6. AntepuaruBau npuctynu y MALDI macenocniekTpoMeTpHjcKOj aHATH3U

[lojenuna jemumema ce MOry aHanu3upatd Oe3 momohum wmarpuine, omHocHo LDI
MIPUCTYIIOM, OBO C€ YIVIABHOM MOXXE€ IPHMEHUTH 3a aHaiu3zy mojekyna mace 1o 2000 Da.
VYcioB je na jenumea ancopOyjy CBETIIOCT OHE TajacHe AYXKHHE Ha KOjOj EMHUTYje Jiacep y
MaceHoM criekTpoMeTpy. Ha npumep, Moryhe je ananusupatu ¢iiaBoHOHIE, 32 KOj€ ce 3Ha Aa
ancopOyjy y UV o6mactu.*>#6 Takohe, LDI Hauun je kopuinheH y aHaqn3u HEKUX MHUHEpaa
v napadunckux yiba.*’ Bemuku nenocratak LDI ananuse je taj mro je pparMeHTanmja y3opka
BEOMa BeNlMKa, ¢ 003MpOM Ha TO Ja HEMa MaTpHlle y BHILIKY, KOja CIpedaBa IUPEKTHY
MHTEpaKuujy usMel)y macepa u y3opka, unme ce u3a3uBa mberopa pparmenranyja.'>

Kako cy oprancke marpuie 300T HepocTaTaka, HaOpOjaHUX Yy MPETXOTHOM TOTJIaBIbY
Omnmrer nema JOKTOPCKE AMCEpTalyje, HEMoJOOHE 3a aHauM3y MOJEKyJla Malhx Maca,
rmojaBuyia ce morpeda 3a HOBUM MaTpUIlaMa WA ,,YHUBEP3THOM * MaTPUIIOM IToMohy Koje ce
MOT'Y aHaJIU3UPATH U TIOJIapHA U HETIOJIapHA jeINbEHha MAIUX U BEJIMKUX MOJICKYJICKAX Maca.
[loremxoha 3a mpoHanaxewe ,,yHUBEp3aJHE MaTpHUILEe JIEKH y TOME IITO MeXaHU3aM
necopniuje/jonnsanuje y MALDI maceHoj aHanu3u HUje y MOTIYHOCTH PacBETJbEH, Ma je
u300p Marpuie 3a oxpeheHn MoseKyI joun yBeK eMIHUPHjCKH. JelHa o1 HajpaHUjuX UAeja je
3aMeHa TPaIUIMOHATHUX, OPraHCKUX MaTpHIla HEOPraHCKUM MaTpHUIlamMa — CyICTpaTuMa, o

gemy he OuTH peun y HapeIHOM ey .
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1.7. Hanorexunousioruja y MALDI ananusu

V ckopuje BpeMe HaHOTEX0JI0TH]a c€ IPUMEY]€ 3a pa3Boj HOBUX Hocada 3a LDI mpucTty,
mro ce nomynaapHo 30Be NALDI, joHu3anuja moTnoMorHyTa JIaCEpCKOM JECOPILUjOM U3
HaHOCTPYKTypucaHe nospiuHe. [Ipy oBUM aHann3ama KOpUCTE Ce IUIoYe YMja je MOBPIIMHA
MonM(UKOBaHA Tako Ja arcopOyje CBETJIIOCT y o0IacTH eMHTOBama jacepa. Siuzdak u
CapaJIHUIM, Cy CHHTETHCAJIM MOPO3HE HAHOCTPYKYpE OJ CWIMKOHA (Ha 0a3u CHIMLHUjyM
nrokcuaa) kojuma cy oonoxxkmu NALDI miouy u TakaB cucteM ynoTpeOriIn Kao CymneTpar 3a
MacEHOCIIEKTPOMETPHjCKY aHanmu3y HazBany DIOS (necopnimja/joHu3anyja Ha CHIIMKOHY). Y
OBOM IIPHUCTYILy MOPO3HH CHIMKOH C€ KOPUCTH 32 3ap0o0JhaBame MOJIEKYJa Y30pKa U HeTrOBO
nenonoBame Ha nospumHy.*s NALDI je Beh Hamao cBojy PyTHHCKY NPHUMEHY Y aHAJIU3HU
6uomosekyna, (OpeH3UIM, aHAIM3U MOJUMepa, a O4eKyje ce Ja he ca OTKpHUBamEeM HOBUX
HOcaua nmpuMeHa OUTH jor mupa y OyayhHOCTH.

Tepmur SALDI (joHm3anuja MOTIIOMOTHYTa JIACEPCKOM JIECOPIIIMjOM U3 CYIICTpara)
MaceHa CIIEKTPOMETpHja Cy TPBU MyT YIOTpeOUn Sunner U capaHUIN, Kajaa Cy KOPUCTHIN
rpadut kao 3ameny 3a Marpuily.*’ TepMUH yKa3yje Ha TEXHUKE KOj€ KOPUCTE HAHOCTPYKTYPHE
CYIICTpaTe YMECTO OPraHCKHX MaTpHIA.

Hakon oBe mnyOnukanuje, pa3lIuyuTH MaTepHUjalid KOjU amcopOyjy CBETIOCT U3

ynrpasbyoudacror (UV) nena cnektpa cy kopumihenu kao cyncrparu 3a SALDI, kao mTo cy

50-53 54-59

YIJBEHHUK, CHJTHKOH, HaHOMaTepHjaiu 0asupaHy HAa METAIMMA U OKCHaMMa MeTana. -
74 Vnorpeba Hajpa3IMuNTUjUX HAHOYECTHIIA U TIOBPIIMHA Kao cyncrpara y SALDI maceHoj
CIIEKTPOMETPHjH j€ IPUBIIAYMIIA Kby OpOJHUX HAYYHUKA Y TOCIeaAme 1Be nenenuje. [lopen
MOMEHYTHUX TIOPO3HMUX HAHOCTPYKTypa OJ CHJIMKOHA, HANpaBJbeHE Cy M ME30MOpO3HE
HAaHOKPUCTAIHE CTPYyKType, Tanku QuiaMoBu ox turan(IV)-okcuma® u  pasnmuure
MHKPOCTPYKTYPE U HAHOCTPYKTYPE OJ1 Pa3IMIUTUX MaTepujana.' 342757

[Ipouec necopnumje y SALDI texuunum ce Hajuenihe oaBuja Mo TEPMAIHOM MEXaHU3MY,
JI0 TopacTa TemIeparype HaHomarepujaia ciaade TOIUIOTHE MPOBOJJBMBOCTH J10Ja3U TOKOM
KPaTKO-ITyJICHOT 03paunBarba.’ HEKOIMKO UCTPaKMBAYKUX TPYIA Y CBETY je (POKYyCHPAHO Ha
(u3NUKO-XEeMHjCKe TIpOlLlece M Ha pacBeTJbaBame MexaHu3Ma ¢opmupama joHa y SALDI
TEXHUIIHM, MeXaHu3aM (hopMHpama joHa je npyraduju u 'y Toky SALDI-jonusanuje, ykJbydeH!
Cy MEXaHM3MHM KOjH M30CTajy TPUIMKOM IpUMEHE opranckux mosekyina.! 8085 Huje nosmaro
KaKO XEMHjCKEe CTPYKTYpe aHAJIM3UPaHUX MOJICKyJa YTH4Yy Ha MPHHOC jOHA MOPEKJIOM O]

MOJIEKyJIa y mpoiiecy Jecopriyje u joausanuje y SALDI MaceHoj crieKTpoMeTpHju.
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Pesynratn nocamammux ucrpaxuBama ynyhyjy Ha cienehe dakrope koju mojadaBajy
CUTHAJIC jOHA MTOPEKIIOM OJ1 aHAIM3UpaHuX Mojiekyina y SALDI macenum criektpuma: (1) Op3u
IopacT TeMIeparype MHAyKoBaH jacepom,> 393 (2) moposne crpykrype u HaHokHIE ca
BEeNMKOM  joaupHoM  moBpuHoM,S88  (3)  cmocobGmocT  3apolsbaBama  MOJIEKyJIa
pactBapauda,’®®! (4) moBpiuHCKe (yHKIMOHATHE IPyIIE, Kao mTo ¢y TepMunantie -OH rpyme
Ha MOBPIIMHU UM Xuapodobue nospiune,’ 227 (5) enexrponposoana noppumna,’* (6)
JacepoM  MHAYKOBaHa aKycTuyHa jecopmmja’® w  (7)  7acepoM  MHIYKOBaHO
TOMJbERE/PECTPYKTY pUparbe noBpumue, >9%100

SALDI macena cnektpoMmerpuja je oOchaBajyhia TexHuWka 3a aHaIHM3y/IETCKIU]y
jeaMmema MaTuX Maca, 0e3 3HauajHOT OMETamha CUTHAIA IOPEKIIOM 0J1 y30pka. OBaj mpucTyI
uMa OpojHE NMPEIHOCTH Kao LITO Cy: jeIHOCTaBHA MIPUIIPEMA y30paKa, HU3aK M03aAMHCKHU IIyM
y 00JIacCTH HHMCKMX MOJIEKYJCKHMX Maca, BHCOKA TOJIEpaHIMja Ha COJIM, Op30 MPUKYIbame
nojataka, (GIEeKCHOMIHOCT TEXHHKA HAHOIIEHha y30paka, MOTYNHOCT TOCTH3ama BHCOKE
CEJICKTUBHOCTH, OCETJBMBOCT M IOHOBJBMBOCT aHANM3e yCiea oArorapajyhe HOBpLIMHCKE
xemuje u Mmopdonoruje.*? Jlonarna npexnoct SALDI macene ananuse nanx MALDI ananuszom
je W 3HayajHO 00Jba PEMPOAYKTHBHOCT MEpeHa yclied XOMOTeHEe MUCTPUOYIHje y30pKa Ha
mwioun (Mamu Opoj hot spots). Ocodmne SALDI maceHOCTIEKTPOMETPHjCKE aHalu3e Cy
3HauajHO yHampelheHe y oJIHOCy Ha Oyary joHH3anujy mnoTmoMorHyty sacepom (LDI) y
JIETEKIUjH U MOJIAPHUX U HETIOJNIAPHUX jeIbEmha. Y JTUTepaTypH MOCToje J0Ka3H Koju ymyhyjy
Ha (paKTOpe KOju 1ojayaBajy curaaine Mouekyiackux jona y SALDI macenum cnektpuma.’> Ca

npyre crpane, MALDI npounec mma npegnoct y onnocy Ha SALDI nporniec koja ce ornena y

HIKOj e(hprKacHOCTH cTBapama MPOTOHOBAHUX MOJIEKYJICKUX jJOHA.

1.8. HanouecTHile 01 MeTaJIa U OKCH/IA MeTaJIa KAao CYNCTPAaTH 32 MaceHy

CIIEKTPOMETPHJY

CyncrpaTi npunpeMJbeHU O] MaTepHujana Koju cy 0a3upaHd Ha MeTaTuMa M OKCHUANMa
MeTasia HyJe J0JaTHE MPEIHOCTH y OJHOCY Ha OHE KOjH Cy 0a3MpaHW Ha CHIMLHUjyMY WU
yribeHuKy. Te decTune Cy XeMHjCKH CTaOWIHHje Yy Ba3IyXy H TIOCEdyjy BHCOKY
npoBobMBOCT,*7> Kao mTo cy HanouecTuie Gasupane Ha Au, Pt, Ag, ZnO, Fe u MnO2/MnOs.
OcuM Tora, pe3ynTaTH Noka3yjy Ja je Moryha cejeKTHBHA jOHHM3allMja U aHaIHu3a M0jeInHUX
CYIICTaHIIU U3 CIIOKEHHUX cMelna y3 momoh oapehenux cyncrpara. Tako, Sherrod u capamauim
Cy ONHCAJIM CEJIEKTHBHY jOHHU3alHMjy OJe()UHCKHUX jelneHha Kao IITO Cy XOJEeCTeposl U

KapOTEHOM/IM, JUPEKTHO M3 cMelle Kopuctehn HaHouectune cpebpa.® Su u capamauum cy
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aHATM3UPAIA U KBAaHTH()UKOBAIM Maje HEyTpallHE YIJbEHE XHUIpaTe y YPUHY y HPUCYCTBY

HaHoyecTuna 3iara.'0!

Lee W capagHuiM cy NMpoHanum aa HaHodecTuie TiO2 koje umajy
npeyHuK Mamu o 20 nm UHTeparyjy ca eHAMOJHUM jeIUbelhuMa, IITO yTHUYe Ha noBehame
ancopnugje 'y yaTpabybudactoM - BHAJbMBOM geny crekrpa.'? SALDI  maceHom
CIEKTpOMEeTpujoM Moryhe je AeTeKTOBaTH MHKPOMOJApPHE KOHIEHTpaluje HEKOJIUKO
UCIIUTHBAHUX KaTeXWHA W  OJPEOUTH  KOHIEHTpanuje (-)-emuraiokatexuHa, (-)-
eMHUTraJIOKaTeXHH rajara y y3opuuma yaja. Chiu ca capaJHULIIMa je TECTHPAo y30pKe YpHUHa 3a
onpehuBame Tpu ectporena xopmona — ectpona (E1), ectpaauona (E2) u ectpuona (E3) y
NpHCYCTBY HaHOYECTULA cpebpa Beanuune 34 + 3 nm. '3

AHU30TPOITHE HAHOYECTHIIC CYy aTPaKTUBHE MATPHIIC 32 aHAINU3Y MOJIEKyJia MaJIUX Maca
nomohy SALDI macene cnekrpomerpuje. Hnp, Watanabe w capaguuny cy OpuUMEHWIH
HAHOYECTHIIE OKCHJA IIMHKAa y OOJMKYy KyOHOI MJIM INpaBOYraHOI Iapajesionuiena 3a
JETEKIMjy BepamaMuil XHIPOXJIOpHUIa, TecTOCTepoHa, ¢ocdonumuaa, omurocaxapuaa u
CHHTETHYKMX mojumepa.’? TlomynpoBoanuyke HaHovecTHIe UMHK cyiaduma (ZnS) koje cy
MOBPIIMHCKYA MOIU(PHUKOBAHE PA3THMYUTAM (PYHKIHMOHAIHUM Tpymnama KopumheHe cy 3a
aHAIM3y HMKIOAEKCTPUHA M Manux nporerHa.’’ 1[ucTenHOM MOBPIIMHCKH MOAM(pHKOBAHE
HAHOYECTHIIE IMHK Cynduaa nonupane jouuma Mn?* je pasBujana oBa UCTpaKMBadKa Ipyma
3a JleTeKUMjy MemasuHe nentuna.'%* Amini u capagHunM Cy KOPMCTWIM YeCTHMIE Ha 0asu
OKCHJIOBaHUX, IpaUTH30BaHUX, YIbeHHUHUX OnokoBa (GCB) 3a ananu3y ¢apmaieyTcKux
jemumema.'% Tpeanoct kopumhena GCB MaTepujana y 0HOCY Ha YIJbeHHYHE HAHOTYOE je
IBUXOBa HIDKa IleHa W Behu canmpikaj kapOOKCHMITHMX Tpyrla Ha FHUXOBO] MOBPIIMHU IITO
nmojayasa €(pUKACHOCT MpoIleca jOHU3aNNje U JAecopnurje XuapohoOHux jenumema. Tseng u
CapaJHUIM Cy TOKa3auu Ja je XuOpHuJ HMMOOWIN30BAaHOT CHJIUIMjYM IHOKCHAa u 2,5-
JTMXUIPOKCUOCH30€Be KUCEIMHE HAa MAarHETHUM, TBOXKl)e OKCHJ HaHouecTHIama edukacaH
Martepujan. OBakaB MaTepujar 00e30ehyje cynepruopHO MEKY jOHU3aINjy Pa3IuIuTHX, HOBUX
TUMOBAa CHHTETMYKUX MaTepujaja, JACHIApUMepa M INIMKOJUINIA, TEPMAJIHO JAOMIHHUX
CTPYKTypa U CTPYKTypa ca ciaboM TEHIEHIHUjOM 3a IpoToHoBame.'"® Wen u capaguuuu cy

KOPUCTHJIM CHJIMKOHCKHA Tpax (5-50 nm) 3a aHanmmu3y HEKOJIMKO MOJIEKyJIa MaluxX maca

yKJbyuyjyhu apore, mectunuae, nenrumae u kucenune. 'Y
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1.9. Turan(IV)-oxcuna (TiOz)

Tutau(IV)-okcun, (TiO2) je uHANpEKTaH MONIYIPOBOAHUK n-Tuna. [lomynpoBogHuim cy
YBPCTE KPUCTAJHE CYIICTAaHIIE KOje C€ MO CBOjUM OCOOMHama Hayaze u3Mel)y mpoBOIHHKA
(MeTana) u usonaropa. [[poBOUBUBOCT MOJIYNPOBOAHKMKA HMa BpeaHocTh usMehy 107 Sm™' u
10* Sm™ (ua 20 °C).!%® TIpoomsusoct TiO:2 je 2,34 ¢ 10° Sm™'. Kox nonynposogHuka u
W30JI1aTOpa CHEPreTCKH mpolien (007acT 3a0pameHnX EHEPreTCKUX HUBOA) 0/[Baja TMOMYymhEHE
HUBOE y BAJICHTHO] 30HU U HETIONYH-€HE HUBOE y NMPOBOJIHO] 30HU. BenmnunHa eHepreTckor
mpornena u3Mel)y BaJIeHTHE M NMPOBOJHE 30HE, MUHHMMAaJHA CHEPrHja KOjy j¢ HEOMXOJHO
TIPEeIaTH MOIYIIPOBOJHUKY J1a OM €JIEKTPOH MpEIao u3 BaleHTHe y poBoany,'” je y omcery
01 0,5 10 3,5 eV,!'"'% a kox TiO2 BenuuuHa enepreTckor nporena je 3,2 eV.

Ha amcomyTHOj Hy M KO/ MOJTYIPOBOIHHKA CBU €HEPreTCKU HUBOM y BAaJICHTHO] 30HU CY
HONYH-CHHU, JIOK je MPOBOJHA 30HA Mpa3Ha, a eJIEKTPOHU HEe MOry Ja mpelhy U3 BaJleHTHE y
MIPOBOJIHY 30HY jep HeMajy MOTpeOHy eHEprHujy J1a caBliafiajy eHepreTcKu mnpouern. TepMaaHa
eHepruja enekTpoHa ce nosehaBa ca moBehameM TemriepaType, Ha MOjEJHHU EIEKTPOHH
nobujajy moTpeOHy SHEeprujy 3a caBliajjaBame eHepreTckor mporena. Kaga enekrponu npehy
U3 BJICHTHE Y IPOBOJIHY 30HY, 32 COOOM OCTaBJbajy HIYIJBHHE KOje Cy HOCHOIU TTO3UTHBHOT
HaeJIeKTpUcama. Tako HacTaje map eJeKTPOH-IITYIIJbIHA KOjU j€ HOCHJIAIl HaeIeKTpHCama. AKO
je map, nmox yrunajem Coulomb-oBe cuie (eIeKTPOCTATHYKA CHJIa KOJOM j€THO HEMOKPETHO
HaeJIeKTpUCAkhe MalluX JMMEH3HMja Jelyje Ha Jpyro), y BE3aHOM CTamy OH CE Ha3uBa
exciuToH.!!! Eneprujy 3a mpenas u3 BaJE€HTHE 30HE y IPOBOJHY 30HY €IEKTPOH MOXE Ja
no0uje TepMaTHUM MOoOyhMBameM, ONTHYKOM EKCIMTAIMjOM WM jJOHU3AIMjOM MaTepHjajia
HaeJleKTpUCaHUM decTuiiama. Koj momynpoBoHUKA €HEprija u KOHIEHTpAIHja IPOBOIHUX

enekTpoHa nosehasajy ce ca mopactom Temmeparype. '
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1.10. Kpucranna crpykrypa tutan(IV)-oxkcuaa

Turan(IV)-okcua KpucTanuiue y Tpu pa3iIuduTe CTpyKType Koje ce Mory Hahu y mpupou:
pytua (terparonansa, Dan'4-P42/mnm, a = b = 4,584 A, c=2953 A),“z Cauka 1.3, anarac
(tetparonansa, Dan!® — I41/amd, a = b = 3,782 A, ¢ = 9,502 A), Ciuka 1.4 u Gpykur
(opropomOuuna, Dan'> — Pbca, a = 5,436 A, b=9,166 A, c=5,135 A).113

Cse xpucranne crpykrype TiO2 usrpahene cy on TiOs okraeapa xox kora je Ti*t jon
okpyxeH ca mect O> joHa y OKTaemapckoj KOHurypaumuju. PyTwi, amatac u OpyKuT
KpHUCTaJHE CTPYKTYPE HACTA]y ClIararbeM OBHX OKTaeaapa y mpocTopy, a OBe KpucTainHe hopme
Ce pa3NuKyjy M0 HauyMHYy cjarama OBHX OKTaedapa W HUXOBOj muctop3uju. [lo3Haro je 3a
yecTrle Mame o 20 nm, 1a KoJ aHaTac KpucTainHe (opMe NOBPIIMHCKY aTOMU THTAHA YMECTO
OKTaeJapcKe MMajy KBaJpaTHO-MUPaMHUIAIHY KOOPAMHALHN]Y.- Y OBOM Cilydyajy CBaKH aTOM
THTaHa Ha TIOBPIIMHK HAHOYECTHUIIE j& OKPYIXKEH ca IeT aToMa KUCEOHHKa, IIPH YeMy je jeaHa

Ti-O Be3a kpaha u nmocenyje IBOCTPYKH KapakTep.

Cnuka 1.3. Mooen pymun kpucmanne cmpykmype TiO>.
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Cnuxka 1.4. Mooen anamac kpucmanne cmpykmype TiOz.

Bucoko uncty kaTaauTHUky npaxoBu of TUTaH(IV)-okcuaa (ca aHaTac CTPYKTYpOM) Ce
yoOuuajeno nobujajy on TutaH Terpaxiopuza.''* MHore nojaTHe TEXHHKE ce KOPHCTE 3a
CUHTE3Y KaTAIMTUYKUX TIPAxoBa, OOJMIM KPUCTala BAPUPAjy Y 3aBUCHOCTH OJ TOTa Koja ce
npoueaypa Kopuctu 3a mpunpemy.!> 1" Hajuemhe ce mo6ujajy (1 0 1) u (1 0 0)/(0 1 0)
HOBPIIMHCKE paBHU 3ajenHo ca nonekom (0 0 1).!2° Hekonuko Teopujckux cryauja npeasuha
CTAa0MIIHOCT ~ pa3IMUMTHX  AHATACHMX  MOBPUIMHA Ca  HHUCKMM  HMHIEKcoM.!'20-122
Tepmonunamuuky HajcTabuiamja noppumHa je (1 0 1).12%123 [Ipoceuna noBpumHCKa eHEpruja
3a PaBHOTEXHM OOJIMK aHATACHUX KPHCTAja je Mama Hero koj pyrtun kpucrana'?®!?3 mro

o0jamrmaBa YMBEHHIy 3aTo ¢y yectuie TiO2 HaHOMeTapCcKUX AMMEH3Hja Mambe CTa0uiIHe y

pyTun dasu.

1.11. TiO2 y SALDI MS ananu3zu

300r CBOje JOCTYIHOCTH, XEMHJjCKE CTAOWJIHOCTH, HETOKCHYHOCTH W HHUCKE IICHE
tutan(IV)-okcun (TiO2) ce yOpaja y nobpe kanaunate 3a SALDI maceHny criektpoMetpujy. Of
Kana je JemMoHcTpupana ymorpeba com-ren duamosa Ti02,% morpara 3a mnoysmanum
cyncrpatuma ox TiO2 3a SALDI maceHy aHanu3y IOMepeHa je Ha HaHouecTuie,'?*
HaHoTy0e'” u manoxwuie.'?® IIpefHOCT HAHOYECTHMIA je amncopIlMja €HEpruje jacepa H

epukacaH mpeHoc eHepruje A0 y3opka. [lomynpoBoanunu ca nodpom amncopmugjom y UV
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obnactu cy obeharajyhu kangumatu 3a SALDI maceny cnekrpomerpujy. ['enepanno, TiO2
epukacHo amncopOyje UV cBemiocT (MMa 3HaTHY IIMPUHY €Heprercke Oapujepe, 3,2 eV)
azoTHOT Jiacepa koju ce kopuctd y MALDI TOF mMaceHO] CIIEKTpOMETpHjH, aau IPOIEC
npurnpeme HaHodectuiia TiO2 BepoBaTHO MMa CHa)KaH yTHIIA] HA allCOPIILHN]y jep OHA 3aBHCH

0]l BeJMuMHe, oONMKa M cacrtaBa yectuna.' %1%

BennunHa u OONMK KpHcTajga yTH4y Ha
aHanMuTHYKe nepdopMance U joHu3auony egurkacHocT y SALDI mMaceHoj crieKTpoMeTpHju.
W3 pasnora koju cy HaBeJCHH MPUIIMKOM TPUKa3a OPraHCKUX MaTpuia, u y ciuydajy SALDI-
ja, m300p cymncrpara 3a ogpel)eHu y30pak je jour yBeK eMIupHjcku. Jpyrum peanma, motTpedHo
je mponahu oarosapajyhu cyncrpar/marpuily 3a CBaku crenuduyan y3opak.' 28

[Topen Tora mro cy cyncrparu 3a SALDI ananu3y uHepTHU (HUCY XEMH]CKH PEaKTUBHHU
ca y30opIHMMa), UMa M3BellTaja Koju ToBope 0 CkiIoHocTH HaHovectuia TiO2 3a Be3uBame 3a
onpehena jeaumema, Kao ITO Cy €HANOJHA jeINbEeHa, aCKOPOMHCKA KUCETHHA U MOJICKYJIH
Koju canpxke docharny dyHkimonanny rpymy. OBa ocoonna HaHodyectuia TiO2 omoryhasa
YaK ¥ KBaHTUTATHBHO oJpeluBame KaTexuHa y y3opruma vaja nomohy SALDI mertone, mpu
yemy cy shot-to-shot Bapujanuje omie u Mame o1 10 % y npeko 50 MecTa Ha TUIOUH B Mambe
on 15 % y Tpu noHaBJbama IpH ofpehuBamy y30paka eHAMOIN jeanmbemba. 02 3abenexkeHo je u
na, kamga ce kopucte decrure TiO2 koje cy momudukoBane katexuanma, y SALDI maceHoj
CIEKTPOMETpUjU N00Mjajy ce Mmane BpeqHocTH shot-to-shot Bapujauuja (cBe moOujeHe
Bapujanuje cy oune mame o1 10 %, 3a n = 10) u batch-to-batch (cBe BpenHocTu cy Ouiie Mame
on 15 %, 3an=7).1%°

OckynHM mojamyl cy mpoHalj)eHH y JuTepaTypu O TolepaHUuju Kojy mmajy SALDI
CYIICTpaTH Ha BHCOKE KOHIEHTpAIMje COJHM y pacTBOpuUMa y3opaka. Y jeIHOM O]l PEeTKUX

130 je moka3aHo Jja KBAIMTET CHIEKTAapa KOMIUIEKCA NPETA3HUX METala KOjH j& CHUMJbEH

paznoBa
y npucycTtBy TiO2 He 3aBHCH O] KOHIICHTpAI[Mje jOHA HATPHjyMa M Kalldjyma. YKOJHKO Ce
MOKaXe Ja M OCTaju CYICTPAaTH MOTY Ja TOJEPHIINY pPEIaTHBHO BHCOKE KOHIICHTpAIIH]E
HEOPraHCKHX COJIM, OBa KapaKTepHcTHKa Ou omoryhuia AupekTHy OMOXEMHUjCKY aHaIHu3y
MOJIEKYJIa MaJIUX Maca (JIEKOBa, MeTab0JIuTa, CTEPOUIHUX XOPMOHA) U3 ,,CIIaHUX " OMOIOMIKUX

y30paka Kao IIITO j¢ YpHUH.
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1.12. bBuosowku 3Ha4Yaj MoJIeKyJIa MaJIMX Maca

Moutexyu Mallx Maca Cy OJ1 BEJIMKOT 3Hauaja 3a pasyMeBame QyHKIHOHHCama henuje n
MeTabonu3Ma YOMIITe, IITO MOKa3yje W pa3Boj MPUCTyMa KOjHU C€ Ha3WBa METaDOJOMHKA.
Merabonomuka KOMOWHYje cTpaTeruje 3a WAeHT(UKanUjy u KBaHTH(HKAIMjy hemujckux
MeTabonuTa moMohy pa3IMuuTHX METOa y3 IPUMEHY CTATUCTUYKHUX MeToaa. MeTabonuTu cy
MOJIEKYJIH MalliX Maca YKJbYYeHHW y pas3He mporece y henuju Kao mTO je TpaHCAYKIIHja
CHTHaJa, KOjuMa ce KOHTPOJIMIIY BaKHU HpouecH y henmju, mel)y kojuma cy henmjcka neoba,
pact u qudepennujanmja. Benuku Hanmopu ce yiaaxy 3a pa3Boj aHATUTHYKUX TMPUCTYTIA 32 IITO
JEHOCTAaBHU]Y aHAIU3Y Pa3IMUUTHX hennjcKuX Mpou3BOAa, a METa0OIIOMHUKA CE CMaTpa Kao
Ba)XHO opyhe 3a pasymeBame OHOJI0THje OpraHu3aMa U leroBUX OJroBOpa Ha CTUMYJIALH]e U3
CIIOJBAIIHE CPEJIMHE U TEHETHYKE IPOMEHE.

CrepouHM XOpPMOHH Cy CyICTaHLle OJ KpYyLUHWjaJHOI 3Hayaja 3a HOPMAJHO
¢yHKIMOHKCAme opranu3mMa. OHM Cy MEIHjaTOpH Pa3IMUUTHX (PU3HOIOMKUX (DYHKIH]jA, O]
TOTa J]a MOTY OWTH pa3INuUTH aHTU-UH()IAMAaTOPHH areHCH JI0 ToTa Jia PeryiIuury ¢gase TOKOM
TpyaHohe. TecTocTepoH 1 HBEroB METabOIUT TUXUIPOTECTOCTEPOH, IPOTECTEPOH U €CTPAANOT
ce KIacu(HKyjy Kao IMOJIHA XOPMOHHU M FlUXOB HUBO Omajia ca roanHama. [1oaHu XopMoHH Cy
YKJbYYEHH Uy KOTHUTHBHE TIPOLIECE Y MO3Ty opaciux Jbyau.'?! Y nocnemnme aBe neuenuje je
IIOKA3aHO J]a Ce PELENTOPH 32 ECTPOreH, IPOreCTEPOH U aHAPOTeHE XOPMOHE EKCIIPUMUPAjy
Ha HEPENPOAYKTUBHUM TKUBUMa/OpraHuMa (KOCTUMa, MO3TY, KapAHO-BaCKyJIapHOM CHUCTEMY)
U YYECTBYjy y peryianuju ubuxoBux ¢yHkuuja. Ctora, je BeomMa BaKHO MPOLEHUTH YTHIIA]
MOJTHUX XOpPMOHa y MaTO(U3MOJOTHjH TMOjeMHUX OonecTH (ocTeornoposa, AxajMepoBa
OoJecrt, aTepockneposa).'3?

AMUHO-KUCETMHE KOje caapke CyMmIiop (IIMCTEUH) U MEeNTHIH (TIIyTaTHOH) UMajy Ba)KHE
yiore y GuosomkuM cuctemuma.'33-137 TyTaTHOH, HMCTEMH U XOMOIMCTEMH Y KPBH Cy
NoBe3aHu ca 0oJiecTUMa Kao IITO je XUIEPXOMOIMCTeHHEMHUja Koja je (akTop pU3uKa 3a
aTepoOCKIIEPO3y, KapAHO-BacKyJapHe M XpoHuuHe OyOpexue Gonectn.'’® Tuonne rpyme cy
peaykyjyhu arencu, ¢u3uosionka KOHIIGHTpANHja Yy XKUBOTHIbCKO] henwju je oko 5 mM.
Hopmanan uuBo umcrenmna y hemuju je wmsmehy 9,5-11,5 mM.'3° Pemykosana dopma
TIIyTaTHOHA j€ Haj3acTyIUbEHWjU THOJ HHUCKE MOJEKyJcke Mace y hemuju, a mma ymory y
samruTi henuje 0 TOKCHMYHKX BpeTa. 40

MeTnoHMH, HemnoiapHa, anu(aTnyHa aMHUHO-KHUCEIIMHA, M IUCTEUH Cy MPOTEHHOTCHE
aMMHO-KHCEJIMHE, KOje CaJp)Ke CyMIOp, IITO 3HA4M J1a Cy OHE IMPEKypCopHu Yy CHHTE3M

nporerHa u yrpaljyjy ce y IpOTEMHE TOKOM IIpoleca Tpancianuje.'*! V perkum cirydajeBuma
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METMOHHMH MOYE JIa UMa yJIOTy PEIOKC CEH30pa,'*? alu meroB aMHHO-KMCEIMHCKU OCTAaTaK
yIIIaBHOM HEMa KaTaJIUTUYKY yJIory. THOHA Tpyna y aMHHO-KACEIIMHCKOM OCTATKY IIUCTENHA
UMa KaTATUTHYKY yJIOTY Y MHOTUM MpoTenHUMa. Troerap METHOHHHA UMa CTPYKTYPHY YJIOTY
KO/ IpoTeuHa, cTabuinuie edekar S/t mHTepakiuje u3sMmel)y CyMmnopHMX aroMa OOYHHUX
JlaHalla ¥ apOMATHYHUX KUCEIMHA KO/ je/iHe TpehrHe CBUX MO3HATHX CTpyKTypa.'4

AnaHWH jeHOCTaBHO HacTaje, Ma je 300r Tora OJNMCKO TMOBE3aH ca METabOIMYKUM
MyTEeBUMa Kao IITO Cy IJIMKOJIN3a, TIYKOHEOTeHe3a M IUKIYC JUMyHCKe kucenune. Hactaje
3ajeJHO Ca JIAKTaTOM M TeHEpHILE IITyKO3y M3 MPOTEeMHa Kpo3 HUKIyC amaHuHa. [Ipomene y
MKITYCY aJTlaHWHA ITOMKY HUBO ajaHuH aMuHOTpaHchepase (ALT) y cepymy IITO je TOBE3aHO
ca pa3BujameM aujabereca Tuma II1.144

['myko3a je y JbyJICKOM Telly KJbyYHH U3BOp €Hepruje Kpo3 aepoOHy pecnupanujy. IIpexo
IJIMKONIN3E, LMKIyca JIMMYHCKE KHUCEJIMHE M OKCHAaTHBHE (ocdopunanuje TIiaykosa ce
okcuayje 1o CO2 u Boje, a Kao IVIaBHU MPOU3BOJ OBHX META0OIMUYKUX MyTEBa je eHepruja
yrinaBHoM y ¢opmu aneHo3uH tpudocdara (ATP). [myko3a je Haj3acTyIIbeHH]a alI0XeKCco3a
y JKUBUM OpraHmsmMuMa. Moryhu pasior meHe 3acTyIUbEHOCTH j€ Taj IITO MMa HajMamy
TEHJICHIIN]Y Y OJTHOCY Ha Jpyre aljIoXeKco3e Ja HeCHelHU(pUIHO pearyje ca aMuHO Tpyrnama
NPOTEUHA U TUME HapyIlH BUXoBy QpyHkuujy.'* Ihena cnabuja, HecnenupuuHa peakKTHBHOCT
ce MPUIUCYje CTaOWIHK]Oj LIMKINYHO] (GOpMHU (MMa XUJIPOKCUIIHY I'pYyIy Yy €KBaTOPUjaJIHOM
noJiokajy) y mopehemy ca IpyruM ajjoxekcozama, kpahe Bpeme je y peakTHBHO] (hopmu
OTBOpEHOT JlaHa. Merabonuuku nmopemehaj KoJl KOr OpraHu3aM He MOKe Ja PETYIHIIE HUBO
IIIyKo3¢ Y KpBH je nujaberec. [Ipobnem y perymanuju mMoxe OUTH TOCIEAHIIA HEIOCTATKA
WHCYJIMHA y opranusmy win henuje Hemajy onrosapajyhu oarosop Ha uHcynuH. MHCYnHH je
XOPMOH KOjH PETYJIHIIE HUBO TIYKO3€e, OMOryhaBa opranusmy Jia CKyIjba ¥ KOPUCTH TITyKO3Y.
JlyropouHe KOMIUTHKAIMje aujabeTeca (CIenuio, mponajame 0yopera, HeypoaereHepaTUBHI
nopemehaju) cy nocienunia raMKo3uIaNMje MPOTEHHA WIIH JIMNHIA. 32 Pa3IuKy O HIPETXOIHO
HaBeJICHOI TJIMKO3MJIalkja jé eH3UMCKHU PEryJIHCcaHo J10/laBame ehepHe rpymne Ha NpoTerHe
¥ KOja je ECeHIMjalHa 32 HOPMAJIHO (PyHKIMOHHCAhE MHOTUX pOTenHa, 40

Manro3a je aucaxapuj, GopMUpaH O]l [BE jeIUHUIIE TIyK03e Koje cy crojere a(l—4)
TJIMKO3UIHOM Be30M. Manro3a je BakaH MHTEpPMEIHjep y pasrpaamH cKpoba. Manrtosa ce
Jlasbe y opranm3my pasrpabyje mo rirykose. [Toka3aHo je 1a HHTpaBEHO3HO YHOIICHE TITyKO3€e
uMa CIIM4He MeTabosmuke edekre Kao INIyKo3a M Jia ce cBa MaiTo3a Merabosuine. PacTBop
MaiTo3e Jiaje MBOCTpyKo Behy macy miehiepa u kamopuja Mo MUJIHIMTPY Kao €KBUMOJIapaH

pacTtBop riuyko3e.!'4’
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VY anmmMananMm henmjama TMMyHCKa KHCEJMHA HAcTaje y MpBoj peakuuju y KpedbcoBom
muritycy (Hukmyc nmumyHcke KucenuHe) moMohy eH3MMa IMTpAT CHHTa3e KOjU KaTalu3yje
peakuujy KOHJCH3allMje aleTWI-KoeH3uMa A ca okcanoaneratoM. KpebcoB nukimyc y
aepoOHUM OpraHM3MMMa CIaja ImyTeBe Katabonu3Ma (pasrpajmbe) yribeHUX XuapaTa, JUNuaa
u nporenHa 1o CO:2 u Boje y3 ocinobahame xemujcke eHepruje. KpeGcoB muxiyc je u
aHaOONMMYKK IUKIYC jep YYeCTBYje Y CHHTE3UM NMPOTEHHA Kao W3BOP MPEKypcopa aMHUHO-
KHCETMHA (aleThI KOSH3UM A, 0-KEeTOTJIyTapar, CYKIMHWI KOSH3UM A, CyKIIMHAT, (ymapar,
OKcaJIoaleTar).

Burtamun E je BaxxaH HYyTpHjeHT KOjU UMa M aHTHOKCHJIATHBHE W HE-aHTHOKCHIIATHBHE
¢GyHKuMje, Takohe WMa J0Kasa Ja INTUTH Kapaumo-BackyinapHu cuctem.'*® 3a nHopmanno
(YHKIMOHHCAKhE OpraHu3Ma BaXKHO je Op)KaBamke ONTUMAIHOT HUBoA BUTamMuHa E. Ocrane
yJiore koje BuTaMuH E nma mopea aHTHOKCHAATUBHE Cy: MOAyJaluja QyHKIHMje MOHOLUTA,
WHXHUOUIMja arperanuje KpBHUX TUIOYHIIA, HHXUOUIM]ja Tpoirdepalyje TIaTKUX MUTIHhHUX
hemuja m Momynamuja rencke ekcmpecuje.'*® Mepeme HuBoa Buramuba E y mmasmu je
Hea/leKBaTaH HauMH oJpeljuBama craryca ButamuHa E, 300r Tora mTo ce 0Baj BUTAMHUH jaKO
Besyje 3a aunuae (imnoduiad je).

Jomr jenna Beoma BakHA M PA3HOJMKA TPyNa OMOJIOIIKK BaKHUX MOJIEKYJIa MaluX Maca
jecy unexoBu. KBanmutaTMBHA M KBaHTHTaTHBHA aHaiM3a JiekoBa (MOCEOHO HHMXOBA
JUCTpUOYIIMja in Vivo) je eceHlldjajJHa TpH OTKpUBamy JeKoBa, mnpahemy JaejcTBa |
pasyMeBamy HHHUXOBOI MEXaHHM3Ma JejcTBa U (PApMAKOJNOIIKMX U TOKCHKOJIOIIKHX
eexara.!>151 Ayropamuorpaduja je cTamgapaHa TEXHUKA 3a MCIIUTUBAELE JUCTPHOYyLHjE
JeKoBa y (apmarneyTckoj MHAYCTPUjU jep oMoryhaBa KBaHTH(UKAIHM]y W BU3YEIH3ALH]y
IUCTpuOyLMje y TKUBHUM HcedrnMa. OBa MeTo1a MMa TEXHUYKA OTpaHIYEHha jep je 3aCHOBaHa
Ha JETeKIHjU PAJUOAKTUBHOCTH, & CHHTE3a PAAMOAKTUBHO OOENICKEHMX JIEKOBA je CKyI U
ayrorpajaH nporec. Kommiekcn npenasHux MeTana Kao aHTHTYMOPCKH areHCH IOCIEIBHX

JeleHHja Cy MpeaAMeT H3yvaBama OpOJHMX MCTPaXMBAauKuX rpyrma,!32-1%

TaKko Ja
MPOHANAKEHE METOJIC 32 KBUXOBY Op3y METEKIHWjy, KapakTepusalujy ¥ KBAaHTH(QHUKAIHU]Y

no0ujajy Ha 3Ha4ajy.
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1.13. MeToae 3a JeTeKUUjy MoJIeKyJIa MAJUX Maca

VYcien Beoma BakHE YJIOTe€ KOjy MMajy MOJIGKYJIM MaluxX Maca 3a (YHKIHOHHCAHE
YUTABOI OpPraHW3Ma W JIEKOBH (KOjU Takole MMajy mane mace) y OHOJOIIKMM CHUCTEeMHMa
BeJIMKa MaKkha HayYHHKa je mocBeheHa NpoHanaxewy aJleKBaTHUX HaunHa 3a Op3y AeTeKLujy
Molekyna Mmanux Maca. OnpehuBame oBUX Moiekyna Moryhe je ca pa3TuuuTUM aHATUTHYKUM
TEXHHKaMa Kao IITO Cy: TeYHa Xpomarorpaduja Bucokux nephopmancu (High-Performance
Liquid Chromatography, HPLC),!57138 xanunapna enexrpodopesa (Capillary Electrophoresis,
CE),!5160 racma xpomarorpaduja/macena cnektpomerpuja (Gas Chromatography/Mass
Spectrometry, GC/MS),'®!, moBpmmMHCKM mNojadaHa pamaHCKa cheKTpockonwuja (Surface

)162 u duyopecuentHa mepema.'®* Mehytum, Behuna

Enhanced Raman Spectroscopy, SERS
OBHX TEXHHMKa 3aXTeBa BpeMe M JOJAaTHE METOJe 3a JepUBATHU3AIM]y y30paka KOju ce
aHAIM3MPAjy, KA0 U HEONXO/HE MPHUIIPEMe y30paKa y 3aBUCHOCTH 0J] TexHuKe. Heke TexHuke
MMajy U JI0JJaTHE HEI0CTaTKEe Kao ILITO Cy HUCKA OCETJBUBOCT U CEJICKTUBHOCT 3a opehuBame
MOJIEKyJla MaiuX Maca y OwonomkuM y3opuuma. OcuM JepuBaTH3aldje W HEOIXOIHE
IpUIpeMe y30pKa 3a aHanu3y (Koja je 4eCTo BeOMa 3aXTeBHA M BPEMEHCKH), KOJT OBUX TEXHUKA
Cy moTpeOHe M JOJaTHE XeMHUKanuje (pacTBapauyd) 3a caMy aHanu3y. Bemuka mpemHocT
MALDI maceHne cieKTpoMeTpHje y OJJHOCY Ha HaBE/IEHE TEXHUKE j€ jJeIHOCTaBHOCT, Op3uHa
METOJIe U HI)KA [IeHa aHaIn3e, Kao U Beluka (iekcuOmiHocT came Metosie. Beoma je mako (1
3a KpaTKO BpeMe) MPWIArOJUTH aHalu3y 3a UCHHUTHBamE OWIIO KOje BpPCTe MoJieKyna 0e3
0031pa Ha BUXOBY MOJAPHOCT, PACTBOPIJLUBOCT U JpyTre GU3NIKO-XeMHjcke ocodune. Takole,

Moryhe je W MCTOBPEMEHO MCIUTHBAE PA3IMUUTHX MOJIEKYJA y CMEIH 0e3 MpeTXoIHe

oOpajie u mpumnpeMe y30pka.
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3AIATAK PAJIA

3amaTak OBe [JOKTOPCKE JHCEpTaldje jecTe WCHUTHUBAamkEe MOTryhHOCTH MpHMEHe
HAaHOKpHCTAIA Pa3IMUUTHX 00NMKa U nuMeHsuja, Ha 6a3u tutan(IV)-oxcuna y SALDI TOF
MacCeHO-CIIEKTPOMETPH]CKOj aHAIM3U Pa3IMIUTUX Kiaca MoyieKyna Manmux maca 1o 1000 Da.

Y OKBUpY TOTa HEOTIXOJIHO jE:
+ wuaeHtudukoBaTH W Jera’bHO aHammsuparu curHane LDI TOF wmacenux

CIeKTapa KOju MOTUYY O]l caMor cyncrpara (HaHokpuctana TiO2)

+ [poBepuUTH MOryHHOCT JeTeKIHje MOJeKyla MajuX Maca y MPHCYCTBY

HaHOKpucTana TiO2

& YIOpEIUTH KBaJIMUTET CIIEKTapa MOjeJAMHMX KJaca MOJIEKyJa MalluxX Maca

I[O6I/IjCHI/IX Ca OpraHCKUM MaTpullaMma 1 €a HCOPraHCKUM MaTpulamMa

# HCIMTATH yTHIA] COJIM M MHTEH3UTETA JIACEPA HA KBAIIUTET ClIEKTapa T00MjEHUX
y npucycTBy HaHokpucTana TiO2 u i1a nu noBehame KOHLEHTpaIKje COIH Koje
Cy NPUCYTHE Y pPacTBOpUMA M BapHpame CHare Jiacepa yTudy Ha MPHUMEHY

cyncrpara TiO2 3a aHanU3y MOJIEKyJia MajluX Maca

# HCIUTATH PENpOAYLMOMIHOCT METOJe Ja OM ce yTBPAWIO Ja JH je
KBAaHTUTATUBHA MAacCEHOCIICKTPOMETPHjCKA aHajHM3a MOJIEKyJa MajHX Maca

Moryha y3 kopuniheme cyrncTtpara Ha 6a3u HaHokpucTana TiO2

% YTBPAUTH y KOjO] MEpH JMMEH3Hje M OOJHUK CYNCTpara yTH4y Ha KBaJHTET

CIIeKTapa.

Pesynratn noOujeHu y OBOj JOKTOPCKO] auMcepTanuju Ou Tpebano na AompHHECY
[EJOKYTHOM 3Hamy O yHuBep3annoj matpunu y SALDI TOF maceHoCnekTpoMeTpHjcKoj
aHAIM3W MOJIEKYJIa MaJIMX Maca U J1ajy OJrOBOp Ha IMHTamke Jia U je W y3 momoh Koje

HEOPraHCKe MaTpuIle jecTe Moryha KBaHTUTAaTHBHA aHAJIH3A.
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2. EKCIIEPUMEHTAJIM AEO

2.1. XemuxaJjuje

Kommiekcu mpenasHux Metana: auxiopuno(bis-(ounupuaus))pyreaujym(II)-xmopun,
[RuCl2(bipy)2]Cl u Terpaxmopumo(ourmpuans)miatuaa(lV), [PtCla(bipy)] cy cuaTeTHCaHYN 011
CTpaHe capajaHuka rpyme npodecopa ap Kusaauna byrapunha, va [IpupogHo-MareMaTHIKOM
tdakynrery Yuuep3utera y Kparyjesily, rie je ¥ UCIHTaHa HHXOBA YUCTOha W TAE Cy U
OKapaKTEepPUCAHH.

Xemukanuje kopumihene y cuHTe3n HaHouectnma TiOz (TiO2 HY), enuncomanmx
nanouectuna TiO2 (TiO2 EHY) u nanoty6a TiO2 (TiO2 HT): turtan terpaxnopun (TiCls) u
koMeprmjamau npax TiO2 cy kymbenu ox Sigma-Aldrich, Taydxupxen, Hemauka u
kopumthenu cy 6e3 nasper npeunirhaBama.

CBe TecTupaHe XeMUKalWje — [-IUKIOJCKCTPHH, D-(+)-TIyKO3a, D-(+)-MalTo3a,
apabuHo3a, paduHO3a, L-anaHWH, L-IIMUCTEWH, DL-METHOHWH, TJIYTaTHOH, TECTOCTEPOH,
MPOTeCTepPOH, €CTPaJMOi, TUMYHCKA KHCEIWHA, JIeKcaMeTa3oH (Jiekca3oH), ButaMuH E (6-
ToKO(epoIT), BUTAaMUH A (ameraTHa ¢opMma), Kao U OpraHcKe MaTpHile Koje cy KopuiiheHe 3a
MaceHy CIEeKTPOMETpH]y, 2,5-nuxuapokcuden3oeBa kucenunHa, DHB, 9-ammunoaxpuanh, 9-
AA, o-tmjano-4-xunpokcunmMerHa kucennna, CHCA, 2°,4°,6"-TpuxuapokcuaneToeHoH,
THAP cy xynseene ox Sigma-Aldrich, Taydxupxen, Hemauka u xopumhenu cy 6e3 majber

npeuuirhaBama.

2.2. Cunre3a Hanokpuctamna TiO:

2.2.1. Cunre3a Hanouectuua TiOz

Hucniepsuja TiO2 HY-a je mpunpemibeHa 1Mo mpoueaypu Kojy cy onucanu Pagonunh u
capaguuuu.'% Pacteop TiCls (oxmaher no -20 °C) monaje ce y oxnaheny mecTuaoBaHy Boxy
(ma 4 °C) kxam 110 Kan y3 CHaXXHO MeIllamke U OCTaBH CE Ha 0BOj TeMriepaTypu TokoMm 30 MUHyTA.
pH pactBopa je usmely O u 1, y 3aBucHoctu ox koHuentpauuje TiCls. Ciopu pacT yectuna ce
HOCTHIKE 1janu3oM kojouane nucnepsuje TiO2 Hacnpam pactBopa (4°C) 10K ce He IOCTUTHE
pH BpeanocT ox 3,5, momohy MemOpane 3a aujanuzy Spectra/Por, MWCO: 3.500 (Spectrum
Laboratories, Inc., Rancho Dominguez, CA, USA). Kounenrpamuja TiO2 y koiongHom

pacTBopy je oapeheHa mpeMa KOHIICHTPAIHjH TEPOKCHIHOT KOMIUIEKCa KOjU ce JI0OHja HaKOH
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pacTBapama YecTulla y KOHIEHTPOBAHO] CYMIIOPHO] KHCEIWHH, 10 MPOLEIypH KOjy Cy

onucanu Thompson u capagauuu.' %

2.2.2. Cunre3a Hanoty6a TiO>

Hanoty6e tutan(IV)-okcuna cy ciHTeTHCaHE XUApOoTepMatHuM TpeTManoM (48 h/120 °C,
tedaoHcka nocyaa Parr acid digestion bomb xoHadHa 3anpemMuHa 125 ml) komepiyjainHor
npaxa TiO2 (2 g/50 mL) y jako ankanHoM BogeHoM pactBopy 10 mol/dm? NaOH, 6e3 myhkara,

npema MoaudukoBaHoj mpouenypu Kasuga u capanxunka.!66:167

Hakon ayToknaBupama y
Te(JOHCKOM cyay, AOOMjeHH Tpax je OABOjeH Of pacTBopa HeHTpudyrupamem. [Ipax je
WCIIMpaH ca BOJEHHM PAcTBOPOM XJIOPOBOJOHHMYHE KHCEIMHE KOHIEHTpauuje 1 mol/dm?
TOKOM J[Ba caTa M IIOTOM HEKOJMKO ITyTa WCIHpPaH YUCTOM BojaoM. Mcmupame BomoM je
MOHABJHAHO JIOK cycrieH3uja Huje nocturia pH Bpemnoct 7. [Ipax ce oaBaja o pactBopa 3a

ucnupame nenTpudpyrupamem. Cuarerrcane HaHoTyOe ce cyme Ha 70 °C 10K ce He OCTUTHE

KOHCTAaHTHA TCXKHHA.

2.2.3. Cunresa exuncouauux Hanouecruna TiO;

Enuncounne nHanowectunie TiO2 cy cuHTeTHCaHE XMAPOTEPMAIHUM TpeTMaHoM (90
min/250 °C y tednonckoj nocyau Parr acid digestion bomb xonaune 3anpemune 25 mL)
BozieHe aucrepsuje 3 x 102 M (25 mg/10 mL) manory6a TiO2 Ha pH ~ 5-6 Ge3 myhkama,
npema MoaM(UKOBaHOj npoueaypu Bpamem u capaguunn.'%® Jlobujenu npax ce oxsaja ox
pacTBopa 3a HCIUpamke HeHTpUudyrupameM. CHHTETHCAHE ETUIICONTHE HAHOYECTHIIE CE CyIIe

Ha 70 °C 10K ce HE NOCTUIHE KOHCTAHTHA TEKMHA.

2.3. TpancMucuona ejieKTpoHcka mukpockonuja (TEM)

Bennunna nanouectnna TiO2 je onpehena momohy TpaHCMHCHOHE EIEKTPOHCKE
mukpockornrje (TEM) ma JEOL JEM-2100 mHCTpyMEHTY ca M3BOPOM €JEKTPOHA JaHTaH
xekcabopunom (LaBs), Ha 200 kV. Benvunna u o0mk enuncongaux HaHodectuna TiO:z je
onpehena momohy TpaHCMHCHOHE EIIEKTPOHCKE MHKPOCKONH]E Ca BHCOKOM PE30JIYIHjOM

(HRTEM) na unctpymenty Philips CM-200 ca field emission gun (FEG), na 200 kV.
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2.4. MaceHa cnieKTpoMeTpHja

MALDI TOF (Matrix Assisted Laser Desorption and lonisation Time-Of-Flight)
MaCEHOCIIEKTPOMETPHjCcKa aHaln3a y3opaka je palleHa Ha MOJETY MaceHOT CIEKTPOMETpa:
Voyager Biospectrometry DE Pro Workstation (PerSeptiveBiosystems, Framingham, MA,
USA), xoju je onpemJibeH ca nyicHuM (20 Hz) a30THUM J1acepoM KOju eMHTYje CBETIOCT Ha A
=337 nm. YOp3aBajyhu HanoH je Ouo nonemiex Ha +/-20 kV, a 'y 3aBucHoOCTH o[ TOTa J1a 1 je
HATOH NMO3UTHBAH WM HETaTHBAH JETEKTOBAHM Cy KaTjoHW wiu aHjoHu. Anammuszarop TOF je
010 ToJielIeH aa paau y pedaekTopHoM pexkumMy. JloOrjame joHa JacepcKoM JISCOPIIIIUjOM je
EHEPreTCKU CTabWUIIMCAaHO MO YCJIOBMMa ojajiokeHe ekcrpakiuje on 150 ns. Cmektpu cy
CHUMJbEHH 0e3 orpaHuvaBama JI0me rpanuile aetexiuje (low mass gate). Jla 6u ce nmocturna
no0pa pe3otylja U BUCOK OJJHOC CHTHAJIa U IllyMa CHOII Jlacepa je MOJIEIIEH Ja UMa BPEeTHOCTH
KOje Cy HEe3HaTHO BWIIE O]l Jomer mpara. 3a cyncrpate TiO2 HY, TiO2 EHY u TiO2 HT
uHTEeH3uTeT Jacepa je 6uo 2400 y.j, 1950y.j. u 2000 y.j., penom. UaTen3uret nacepa 3a DHB
je ouo 1655 y.j,3a 9-AA 1655 y.j, 3a CHCA 1100y.j. u 3a THAP 1500 y.j.

Caku crmekrtap mpeicTaB/ba mpocek o HajMame 400 mojenuHayHUX O3pavyMBamba
nacepoM. VIHTEH3UTETH CUTHANIA M OJIHOC CHTHAJIa M IIyma ojpelyyje codTBep MHCTpyMEHTa
(Data Explorer, Version 4.9, Applied Biosystems).

VY3o0puu: D-(+)-I7IyKo3a, D-(+)-ManTo3a, apabuHo3a, paduHo3a, L-anaHuH, L-IucTenH, DL-
METHOHMH, TJIYTaTHOH, TECTOCTEPOH, IPOreCTEPOH, €CTPaANOJ, JIMMYHCKAa KHCEIIUHa,
JIEKCaMeTa30H, BUTaMHH E 1 BUTaMUH A Cy o3payvBaHM a30THHUM JiacepoM (pekBeHmmje 20
Hz na 337 nm, y onicery m/z ox 1 no 1000, ocuM B-IiMKII0AEKCTPUHA TIE je oricer m/z Ouo oj
500 o 2000.

2.4.1. Ilpunpema y3opaka 3a MaCEHOCNIEKTPOMETPHjCKY aHAJIHU3Y

Mana 3ampemuHa pactBopa y3opaka (0,5 pl), a 3aTuM ucrta 3ampeMuHa pacTBoOpa
Mmatpuie/cycnensuje HaHokpuctaia TiOz2 (cyncrpara) ce Hanocu Ha MALDI mouy.

MALDI mioua koja je kopumrheHa y CBUM eKCIEpUMEHTHMA je YeHMYHa T104Ya IpeBydeHa
371aTOM.

Marpure koju cy kopuirheHe 3a MAaCEHOCIIEKTPOMETPH]CKY aHAIU3y OHile Cy pacTBOPEHE

y METaHOoJly NpH KoHIeHTpauuju ox 10 mg/mL.
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3a cHUMame crekrapa HaHOkpuctanma TiO2 kopumheHe cy BOAEHE CyCHEH3H)je
HaHnouectura TiO2, emuncongaux Hanodectuna TiO2 u Hanotyba TiO:2 KOHIIEHTpaluje Of
0,12 mol/dm? o 2 mol/dm? u pH~3,5.

Konnenrpanuja Hanokpuctana TiO2 u aHanuzupaHux moiekyna 6u tpedano na Oyzae y
onroeapajyhem oanocy. Moryhe ja ma, xkaga ce moBeha KOHIEHTpaluja cyrcrpara, Opoj
HAHOKpHCTaJIa OKO aHaJM3upaHux MoJlieKyna ce Takohe yBehaBa, kao W moryhHocT
no6ospuiane aerexnuje. ' Hexerbenu edpexar nopehane KOHIEHTpaLKje CYIICTPATA j€ BENTUKH
MO3aIMHCKHM IIYM M YIJIaBHOM C€ CMambyje OCETJbMBOCT aHanmu3e. Tako je KOHIIEHTpaIuja
HaHOokpucTana TiO2 orpaHudeHa kKako Ou ce JA00MO 3a70BOJbaBajyhm, HIKM TMO3aJIWHCKH

CHUI'HaJ.

2.4.1.a UcnuTUBame YTHIIAja COJIM HA KBAJUTET MACEHOT CIIEKTPa

[Ipu oxpehuBamy yrtuilaja conu Ha cyncrpare, HaHokpuctane TiO:, kopumrhene cy
BozeHe aucnepsuje Hanokpucrana (TiO2 HY u TiO2 EHY) koje cy, cBaka mojeauHAvHO,
nomerane ca pactBopoMm NaCl-a wim KCl-a Tako na je ¢uHamHa KOHIIEHTpaIWja COJIH
uznocmna 0,0325 mol/dm?.

Kommekcu mpenasaux merana: [RuCla(bipy)2]Cl u [PtCla(bipy)] cy pactBapanu y
MeTaHouy 10 (puHamHe Konuenrpauuje ox 1072 umu ox 1073 mol/dm?, penom, y 3aBrcHOCTH 011
HbUXOBE PACTBOPJHHUBOCTH.

VY 3ace6HOM ceTy ekcriepuMenara 5 pl qucnepsuje CyncTpaTa jeé HOMEIIAaHo ca jeTHAKOM
3arpeMUHOM pacTBOpa KOMIUIEKCA MPeTa3sHuX MeTaja, ITOo je npaheHo ca MemameM pacTBopa
npe Hanomema Ha MALDI miouy (manero je 0,5 pL nucnep3uje Ha jeHO MECTO Ha IUIOYH).
Hakon HaHomema pacteopa Ha MALDI miouy y3opak je 0CTaBJbeH Ja KPUCTAIUIIE Ha COOHO]
TEMIIepaTypH.

VY npyroj ¢as3u excnepuMeHTa, BojeHa cycreH3uja HaHouectuna TiO2 (U enumnconaHnx
HaHouecTHna TiO2) ce Mema ca pactBopoM conau NaCl-a win KCl-a, HakoH uera ce osa
JHCTIep3Hja MEIIa ca pacTBOPOM KOMIUIEKCA MpeTa3HuX MeTana. Y 3ace0HOM eKCIIEpUMEHTY,
HEeKoNMMKo pactBopa coiu pactyhe xonuentpammje NaCl-a mim KCl-a, koHneHTpanuje of
0,008 10 0,13 mol/dm?, ce nonaje Beh npunpemsbeHoj cmemu Ru-kommiekca u cyncrpara TiO2
(TiO2 HY u TiO2 EHY).
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2.5. CtaTucTHYKa aHAJIHN3A

Kako 0u ce OpojuaHo mpukazajga XOMOTEHOCT JHCTPUOYIHje KO-KpHCTajga MaTpuila
(cyncTpat)/y30pak v penpoayiuOuIHOCT MeToie, pal)eHa je 0OOMMHA CTPaTUCTHYKA aHAIHM3a U
T0 Ha cnefehn HaunH: jenno mecto Ha MALDI mioun je BU3yesnHo NoJieJbeHO Ha 0caM CeKTopa,
a CBaKM CEKTOp Ha KOjU je MPETXOJHO HAHET UCIMTHUBAHU Yy30paK je ekcruroBaH 120 myta
nacepoM (960 myta o jeqHom mecty Ha MALDI mnoun). Jluzajn excriepuMenTa npuKasaH je
Ha Crumu 2.1. Ha ocHOBY cpeamux BpeIHOCTH OfHOCa curHana u mryma (S/N) noOujeHux y
onpeheHOM ceTy eKCIepuMeHaTa M3pavyyHara je XOMOTEHOCT 3a CBAKH IMap y3opak/MaTpHIia
(unmu onpehenn manokpuctanu TiO2 — TiO2 HY, TiO2 EHY u TiO2 HT). 3a uspauynaBame
PenpoayIMOMITHOCTH YHYTap jEAHOT JaHa Mpoleaypa je IMOHOBJbeHa Tpu myTa. Mcra
Ipoleaypa je MOHOBJbEHA TOKOM TPH JlaHa 3a M3pauyHaBame PErnpoaAyLHOMIHOCTH u3Mely
JnaHa. PernpoaynnOMITHOCT yHYyTap jelHOr JaHa Kao u u3Mely naHa ananusupana je momohy
cratuctnakux TectoBa (Excel tools, ANOVA). Mepema TOKOM jeJTHOT JlaHa CBa TPU CETa O]
o ocaM Mepema (CBaku ceT je cyma 960 mojemuHagyHuX Mepema) Cy TPYIMUCaHa TPUINKOM

M3padyHaBamka XOMOTEHOCTH U PENPOTyIHOMITHOCTH.
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A3oTHH Jiacep 337 n

Cnuxa 2.1. Hnycmpayuja excnepumenma 3a mecmupare penpooyyuouiHocmu u
xXomozenocmu cucmema. Jeono mecmo na MALDI naouyu nodemeno je na ocam cexkmopa (ClI-
C8). Haxon manmowerna ucnumu@anux y3opaxa c8axu cexmop je excyumosgar 120 nyma
nacepom (YKynHo je jeono mecmo Ha niaoyu excyumosano 960 nyma) u céaxa kombunayuja
yzopra/mampuye (uiu cyncmpama TiO2) je mepena mpu nyma (T1, T2, T3). HUcma npoyedypa
Jje nonmemana mpu 0aua.

2.6. OnTuuka npodguiomMeTpuja

Muxkporpaduje mecra Ha MALDI moun koja cy Ouna ucnymeHna pa3auuauTHM y30pIHMa
cy nobujeHe moMohy HEKOHTaKTHOT TPOJMMEH3HOHAIHOT ONTHYKOT mpodajiepa, Zygo New
View 7100. OBaj HEKOHTaKTHH NpoduiIoMeTap KOPHCTH CKeHHpajyhy umHTEepdepoMmeTpujy
Oene CBETIIOCTH 3a CHHMAame M MEpPeHhe MHUKPOCTPYKTYpEe W Tomorpaduje pasinduThx
MOBpPIIMHA (IPO3UPHE, HEIPO3HUPHE, 00I0KEHE, HEOOIOKEHE).

HNudopmanmja o mOBpUIMHE CTPYKTYpe je JoOWjeHa HAa OCHOBY IIeMe MHTepQepeHInje

MepeHnx (ppoHTOBa Tanaca (koju ce pedeKTyjy ca TeCTUpaHe MOBPIIWHE) U pedepeHTHOT
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¢ponTa Tanmaca (koju ce pediekTyje ca yHyTpalmke pedepeHTHe noBpmuHe). Pesynratu cy
mpopadyHaTH, a MHKporpaduje cakyrbeHe momohy codrepa Zygo MetroPro. Mecra Ha
MALDI mnoun cy ckeHupana Ha yBehawy x 10 momohy kamepe ca ynTpaBHCOKOM

pe3onynujoM, koja numa 0,95 um onTUYKy pe3onyIujy.
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3. PE3VJIITATU U JUCKYCHUJA PE3YJITATA

3.1. AHaIM3a MaceHHX CIeKTapa MoJIeKyJIa MaJIMX Maca J00UjeHUuX y NPUCyCTBY

OPraHCKyux MaTpuua - TpaIuliHOHAJIHHA NMPUCTYIT

Behuna wMonekyna manmux Maca (B-IHMKIOACKCTPUH, D-(+)-TIyK03a, D-(+)-MairTosa,

apabwHO3a, paduHO3a, L-aJlaHWH, L-IUCTEWH, DL-METHOHMH, TJyTaTHOH, TECTOCTEPOH,

IpOreCTCpoH, €CTpaauo, JUMYHCKa KHCCINHA, NCKCA30H, BUTAMHH E, BHUTaMHUH A) KOjI/I cy

KopuIheH! y HCTPaKUBamy u3abpaHu cy MpeMa CBOM KIIMHUYKOM 3Ha4ajy U IpeMa norpeou

32 BUXOBOM Op30M JETEeKIMjOM W KBaHTH(UKALUjoM. YTJbeHM XHIAPATH Cy H3Yy3eTaKk M

n3zabpaHu cy 300r Tora mTO HE MOCTOjU Op3a M MOy3/JaHa METOAA 3a HbHXOBY aHAIN3Y.

Crpykrypae ¢opmyne u [UPAC-0BH Ha3MBH CBUX MOJEKyJla KOjH Cy aHAJIM3UpPAHH Yy

JIOKTOPCKO] TUCEpTaIUju TpruKka3anu ¢y y Tabdenu 3.1.

Tabena 3.1. buonowku 3nadajuu MoIeKyau Koju €y AHATUSUPAHU Y OOKMOPCKO] OUcepmayuju.
Hamu cy wuxosu nazueu npema IUPAC-y u npukaz cmpykmypuux gopmyia.

Monekyn Hasus npema IUPAC-y CtpykTypHa dpopmyna
L-ananun (2S)-2-aminopropanska O
kiselina
H,N
224y, ",
: OH
L-uucreun (2R)-2-amino-3- 0O
sulfanilpropanska kiselina
H,N
2 //,I/n
" OH
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DL-mMeTHOHUH

2-amino-4-
metilsulfanilbutanska kiselina

(0]

H,N
OH

Cayratuon

(2S)-2-amino-5-[[(2R)-1-
(karboksimetilamino)-1-okso-
3-sulfanilpropan-2-ylJamino]-
5-oksopentanska kiselina

NH,

HO,

HS

D-(+)-rayko3a

(3R,4S,5S,6R)-6-
(hidroksimetil)oksane-2,3,4,5-
tetrol

HO o

\\\\\\\

HO OH

Sl
=

D-(+)-maaro3a

(2R,3S,4S,5R,6R)-2-
(hidroksimetil )-6-
[(2R,3S,4R,5R,6R)-4,5,6-
trihidroksi-2-
(hidroksimetil)oksan-3-
ilJoksioksane-3,4,5-triol

OH

HO

W

aow™

OH
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Apabuno3a (3R.4S,5S)-0ksane-2,3.4,5- OH
tetrol H
HO,, OH
4,
0
-
HOY
Padunoza (2S,3R,4S,5R,6R)-2-
[[(2R,35,4S,5R 6R)-6-
[(2S.35,4S,5R)-3 4-dihidroksi- HO

2,5-bis(hidroksimetil)oksolan-
2-il]oksi-3,4,5-
trihidroksioksan-2-ilJmetoksi]- | o
6-(hidroksimethil)oksane- o
3,4,5-triol

""f/,/
(8]
HO

Ol
=
jan

B-
nukjaogexerpu | (1S,3R,5R,6S,8R,10R,11S,13

H R,15R,16S,18R,20R,21S,23R,
25R,26S,28R,30R,31S,33R,35
R,36R,37R,38R,39R,40R ,41R,
42R,43R,44R ,45R,46R 47R 4
8R,49R)-5,10,15,20,25,30,35-
Heptakis(hidroksimetil)-
2,4,7,9,12,14,17,19,22,24,27,2
9,32,34-
tetradekaoksaoktaciklo[31.2.2.
23,6.28,11.213,16.218,21.223,
26.228,31]nonatetrakontan-
36,37,38,39,40,41,42,43,44,45
,46,47,48,49-tetradekol

Ectpagnon (8R,9S,138,14S,17S)-13-
metill-
6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dekahidrociklopenta[a]fenantr
ene-3,17-diol
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TecTocTepon

(8R,9S,10R,138S,148S,17S)-17-
hidroksi-10,13-dimetil-
1,2,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dodekahidrociklopenta[a]fena
nthren-3-on

OH

IMporecrepon

(8S,9S,10R,138S,148S,17S)-17-
acetil-10,13-dimetil-
1,2,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dodekahidrociklopenta[a]fena
nthren-3-on

Jexcamerazon

(8S,9R,10S,118S,138S,14S,16R,
17R)-9-fluoro-11,17-
dihidroksi-17-(2-
hidroksiacetil)-10,13,16-
trimetil-6,7,8,11,12,14,15,16-
octahidrociklopenta[a]fenantre
n-3-on

OH

JInmyHncka
KHCEJTHHA

2-hidroksipropan-1,2,3-
trikarboksilna kiselina

HO

on

OH

HO (0]

Buramun E

(2R)-2,8-dimetil-2-[(4R,8R)-
4,8,12-trimetiltridecil]-3,4-
dihidrohromen-6-ol

OH
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Buramun A (2E 4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-
(2,6,6-trimetilcikloheksen-1-
il)nona-2,4,6,8-tetraen-1-ol

HO

[Ipe Hero mTo ce MPUCTYNU MacEHOCIIEKTPOMETPH)CKOj aHAIIM3H MOJIEKYyJIa MaJIUX Maca
norpebHa je JeTajbHA aHalM3a MAaceHHX CIIEKTapa OpraHCKMX Marpuiia koje he Ourm

KopuinheHe y AajbeM pajy 3a aHAIM3y MOJIEKYJa MaJluX Maca.

3.1.1. MaceHHU cIeKTpHM OPraHCKUX MaTpuua

MaceHn crHexkTpu TO3UTHBHMX ¥ HETaTHBHUX jOHa OpPraHCKUX MaTtpuna: 2,5-
TuxuapokcuOeH3oeBe  kucennHe, DHB, 9-amuHoakpuaumna, 9-AA,  o-mujaHo-4-
xuapokcunumetrne kucenune, CHCA, 24,6 -tpuxuapokcuaneropenona, THAP, cy
CHUMaHH METOJIOM JIacepcKe JiecopIiije u jouusaruje (eng. Laser Desorption and ionization,
LDI) u npukasanu cy Ha ciuiy 3.1. CeKTpu cy JeTajbHO aHAIM3UPAHU U WICHTH(PHUKOBAHU

Cy CHTHAJIM TIOPEKIIOM 0] MoJiekynia marpuna (Tabena 3.2).
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Cnuka 3.1. Macenu cnekmpu Koju npuxa3yjy no3umugne joume (cnexmpu ca jiege cmpaue) u
cnexmpu Koju npuxazyjy HezamusHe joue (cnekmpu ca OecHe cmpane): a) DHB - 2,6-
ouxuopoxcubenzoesa Kuceauna, 6) 9-AA - 9-amunoaxpuoun, ) CHCA - a-yujano-4-
xuopokcuyumemna xuceauna, 2) THAP - 2°,4°,6 -mpuxudpoxcuayemogpenon.
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Tabena 3.2. [lpukaz 0emexkmo8aHuUx CUSHANA NO3UMUBHUX U HE2AMUBHUX JOHA ) MACEHUM
CneKmpuma 00oujeHuUM Memooom aacepcke oecopnyuje u jonuszayuje (LDI) mampuya xoje cy
xopuuthene y Oamem pady: DHB - 2,6-0uxudpoxcubenzoesa xuceiuna, 9-AA - 9-
amunoakpuoun, CHCA - o-yujano-4-xuopoxcuyumemna xucenuna, THAP - 2°,4°,6'-
mpuxuopoxcuayemogenon. OOHOC Mace U HAeTEKMPUCATLA CY 03HAYEHU KAo M/7Z.

DHB Mm 154,1 9-AA  Mm 194,2 CHCA Mm 189,2 THAP Mm 168,1
m/z Unenturer m/z Upenturer m/z Wnenturer m/z Wnenturer
153,1 [DHB - H]” 192,9 [9-AA -H] 144,1 [CHCA-H-CO,]” 167,1 [THAP-H]
329,1 [DHB;-2H + Na]” 195,2 [9-AA + H]* 188,1 [CHCA -H] 169,2 [THAP + H]*
137,1 [DHB - H,O + H]* 190,2 [CHCA + H]* 191,1 [THAP + Na]*
155,1 [DHB + HJ* 212,2 [CHCA + NaJ*

177,1 [DHB + Na]*

273,0 [DHB; + H - 2H,0]*

HeomxomHo je Omito nneHTH(GUKOBATH CUTHAJIE KOjU CY MTOPEKIIOM O] MATPHIIA U IPEIIU3HO
ux pgedpuHUCaTH Kako OM CHUTHAIM TIOPEKIOM OJf AaHAJIM3MpPAHHX MOJIEKyJa Owin
uaeHTu(UKOBaHU ca curypHoiihy. MneHTHhUKOBaHU Cy caMO CUTHAJM KOjU Cy O/ 3Hadaja u
KOju ce Hajuenthe 1ojaBibyjy MpHU aHAIN3U CIIEKTapa UCIIUTUBAHUX MoJjekyia. CBU CUTHAIM
MaTpulla ce HE 3amaXkajy Ha CIeKTpUMa aHAIM3WpPaHUX MOJIEKylla jep Moxke na nohe 1o
cy30Mjama NojeIMHUX CUTHANA KaJia je mprcyTaH y3opak. CrieKTpu MaTpuia cy yBehanu, mro
je IOTIPHHENO UCTHIAky MO3aJMHCKUX CUTHAIA, IITO C€ HAPOUMTO 3alaka y CIydajy MaTpuIle
DHB nerexToBaHe Kao MO3WTHBAH jOH M MaTpuie 9-AA NeTeKTOBaHE Kao HEraTWBaH jOH
(Cruka 3.1). IHTEH3UTETH TO3aJMHCKUX CUTHAJIa CE MOTY MEHATH BapHpameM IapaMerapa

Ha UHCTPYMEHTY TOKOM MEpEmA.

3.1.2. UcnuTuBame MOoryhHOCTH AeTeKIuje MOJIeKyIa MaJUX Maca y MPUCYCTBY

OPraHCKHUuX MaTpuia

[TpBu KOpak y aHAIM3K MOJIEKyJa je Omia mpoBepa MOTyhHOCTH IETEKIIHje NCITUTHBAHIX
MOJIEKyJla MaJlMX Maca ca TpPaJWIMOHAIHUM, OPraHCKUM MaTpHllaMa Kao IMO3MTHUBHHUX M
HEraTUBHUX JOHA, a Pe3yJTaTH Cy Npuka3aHu TabenapHo. Y Tabenu 3.3 cy mpukasaHe U
BPEIHOCTH cHUTrHaia (OJTHOC Mace W HaeleKTpucama, m/7) W3 JOOMjeHHX CIHeKTapa Koju
0JIFOBapajy MCIWUTUBAHUM MOJEKyJIuMa. MaTpuie ca Kojuma je HCnuTHBaHa MoryhHoct

JIETEKIUje Cy HaBeJeHe y mpeTxoaHoM nornasiby: DHB, 9-AA, CHCA u THAP.

44



Pezynmamu u ()uCchuia pesyaimama

Tabena 3.3. Mozcyhnocm demexyuje moaexyna ca opeanckum mampuyama: DHB, 9-AA, CHCA
u THAP. Tabena cadpoicu cee cushaie Koju Moy 0a ce 0emeKkmyjy ca HabpojaHum Mmampuyamda
U 00HOCe Mace U Haelekmpucarea (m/z) Koju nomuuy o0 y30pKa.

MoryhHocT neTexiuje MoryhHocT neTexiyje
Tlosumuenu jonu Hezamuenu jonu
Monekyn
DHB 9-AA | CHCA | THAP DHB 9-AA | CHCA | THAP
m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z
L-aJlaHUH 90,1
112,1* — 90,1 90,1 — 88,1 — —
128,2
L-IIUCTEUH 122,2 — 1222 — — — — —
144,2*
DL-METHOHUH — — 150,2 150,2 — 148,2 — —
172,2 172,2%
I'nyratnon i
330,3 — 308,3 308,3 | 306,3 | 306,3 — 306,3
346,4
D-(+)-TIyKo3a — — — 203,2 — — — —
219,3
D-(+)-Manro3a — — — 365,3 — — — —
Apabuno3a — — — — — 149,1 — —
365,3* 5274
Paduno3za 384,3* — — 543,5 — 5034 — 503,4
5274
543,5
B-1mkoaexcTpuH 1158,0 | 1158,0 — 1158,0 — 11340 — 1134,0
1174,1 | 1174,1 1174,1
Ectpaguon 407,6%* — — 407,6 — — — —
423,6
Tectoctepon — — 401,6 401,6 — — — —
423,6 423,6
[Iporecrepon 315,5 — 315,5 315,5 313,5 — — —
337,5 337,5 337,5
JlumyHcka kucenmHa — — — — — — 191,1 191,1
Buramun E 402,7 402,7 402,7 402,7 — — — —
269,5 269,5
Burasit A 2854 | — — 2854 | 2834 | — — —
328.5 328.,5
* MoJIeKyJIH MOTY Ja ce IeTeKTyjy, anu cy S/N BpeaHoctr Huxe of 50, mTo je [oma rpaHula JeTeKIUje
eMnupujcku oapeheHa.
— JoHM TOPEKIIOM 0] MOJIEKYJIa HE MOTY Jia CE JETEKTY]y.

UcnutuBana je u moryhHoct aereknuje moinekyna 6e3 marpuine (LDI). Kao mrto je u
OUYEKHMBAHO, TIOKA3aHO je Jia ce BehnHa MOJleKya He JIETEKTyje Kajia MaTpuila HUje MPUCYTHa,
jep He mocenyjy morpedbHe ocobune. Matpuiie cHaxkHO aricopOyjy y UV neny criekrpa u 6p30

n edukacHO TpeHoce eHeprujy Jacepa A0 HCHOUTHBAHOr Moiekyna. Ilpu oBum
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eKCIIEpUMEHTAIHUM yCIIOBUMa (CHHMame CHeKTapa 0e3 MaTpulle) NETeKTYjy C€ jeanHO
MOJIEKYJT BUTaMuHa A u BuTamuHa E jep cy oBa nBa Mosekysa Oorata TBOCTpYKHUM Be3ama,

na jako arcopOyjy ceemiioct y UV neny crektpa, Tadena 3.4.

Tabena 3.4. Mozyhnocm demexyuje sumamuna E u sumamuna A 6e3 npucycmea mampuye
Memoodom aacepcke decopnyuje u jonuzayuje (LDI). Tabena cadpoicu cge cuenane xoju moey
0a ce 0oemekmyjy u wuxoge 00HOce Mace U HaeleKmpucara (m/z) Koju nomuuy o0 y30pKa.

LDI
Monexyn m/7 BPEHOCT
Tlozumuenu jonu | Heeamuenu jonu

Buramun E + +

402,7 401,6
Buramun A + +

269,5 2834

285,4

328,5
+ Mounekyau MOTy Jia ce IETEeKTY]y.

Ha Canmm 3.2 cy mpuka3aHH CIEKTPH CBHX MOJIEKyJa ca IO jeIHOM, OJa0paHOM
MaTpHUIIOM Ha KOjUMa Cy TPUKa3aHU CUTHAIN MOPEKIOM M O IO3UTUBHUX M OJf HETaTHBHHUX
joHa. CrhexkTpu cy u3a0dpaHM Tako JAa TMPHUKa3yjy CBE CHTHANE KOjU Cy TOPEKIOM Of

HUCIIUTHUBAHUX MOJICKYJIa, CUTHAJIC KOjI/I Cy ACTAaJbHO CTATUCTHUYKHU aHAJIM3UPAHU Y 1AJbEM pady.
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L-ananuH DHB + jonu

Pesynmamu u ouckycuja pesyimama_— -

L-ajgaHuH 9-AA - joHu

90,1
*
192,9
===
88,1
128,2 9 iz
< | | “ |
do Illl“l . lL L. R ) | L.Ill :
| T T | R R B
107 181 254 328 m/z 130 206 282 358 m/z
L-iucten"H CHCA + jorn pL-MeTHOHUH THAP + jonn
E3
190.2 <0 169,2
1
212,2 >
122,2 2122 ==
S
191,1
} “U_L—A—Ai
K
1 L L A
T T T T /- | I I I /
138 255 371 488 Mz 145 191 238 284 M*
DL-METHOHUH 9-AA - joHH I'myrarnon DHB + jonu
e — 308,3
’ 2730 \\330,3
T~ =« 346,4
192,9
l [N T T NP | l“. S, s
I I I [ T [ ) | I '
159 271 382 494 M/ 319 440 561 M=z
I'myratnon THAP - jonu p(+ryko3a THAP + jonu
306,3 3
~ 2% ,_— 19L1
167,1 169,2
2032

Cnuka 3.2.
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p(+mantoza THAP + jouu

ApabuHo3za 9-AA - joHn

. — 365,3 1491 | T~ »
%
169,2 191,1 1929
——
Kt
Jl_l_u_l_l.l. L Ll i m [P Y
| T | T T T
144 258 372 486 m/z 103 146 190 233 m/z
Padunoza DHB + joun Padunosza 9-AA - jouu
*
L5l — | s43.5 ™~ .
* 527.,4 192.,9
Na+ 771
- 3653 || T~ 503 4
384,3 L
Ll | |.“L [V (UL RTY| RO o L\ | l-l L
T T T T T
138 255 371 488 m/z 159 271 382 494 m/z

B-muknonexkctpun THAP + jonu

B-mmuxiogexkctpun THAP - jorn

1158,0 1174.1 T~1134,0
N i dllh.u L_JA_/
T [ T T s T
752 990 1227 1465 m 765 1232 1466 m/
Ectpagnon THAP + joun Tecroctepor THAP + jorn
41076 —
401,6
% —
169,2
- * ’
K 191.1 423,6 ~_ ~~__
[ * 423.6
| 191,1
lhl l) sale et -l-m..ll. 14. " |~ i l'-L ‘: Li ‘LI ‘,l : L
|
134 251 367 484 mk 153 271 390 508 ™M~

Cnuka 3.2.
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Iporecrepon THAP + joru IIporectepon DHB - joru
*
329,1
169,2 315,5 153,1 313,5 —
'\
T 3375
191,1

! | W o L

' ' J J / o ' | ' | ' I -

188 292 396  S00 "7 125 244 363 482
Jinmyncka xucenmaa CHCA - jonun
18*8 1 Buramun E DHB + joru
f—’
1441 191,1 402,7
ML [ L Ll 2 | i N 14 Y
I I I I m/z | | [ [
93 182 272 361 270 354 437 521 m/z
Butamuna A THAP + jorn Burtamuna A DHB - jonu
/‘ . /‘
269,5 285,5 153,1 283 4
o e
\
328.,5
K+
L " " l l L ﬂ | [
[ [ I ) I ) I ' I ' |
107 181 254 378 m/z 110 172 234 296  m/Z

Cnuka 3.2. MALDI TOF macenu cnekmpu RO3UMUSHUX jOHA cledehux naposa mampuya
monexyn: ananun DHB, yucmeun CHCA, memuonun THAP, enymamuon DHB, 2nykoza THAP,
manmoza THAP, pagunoza DHB, p-yuxnooexcmpun THAP, ecmpaouon THAP,
mecmocmepon THAP, npocecmepon THAP, eumamun E DHB u sumamun A THAP. MALDI
TOF macenu cnekmpu He2amuehux jona ciedehux naposa mampuya Monrexyi. aianur 9-AA,
memuonun 9-AA, enymamuon THAP, apabunosa 9-AA, pagunoza 9-AA, p-yuxnooexcmpun
THAP, npocecmepon DHB, numyncxa xuceauna CHCA u eumamun A DHB.
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VY Tabenu 3.5 cy nmpuka3aHy WACHTH(PUKOBAHN CUTHAJIHM UCIUTHBAHUX MOJIEKYJIa KOjU CY

JACTCKTOBAHU Ca MaTpuliaMa.

Tabena 3.5. Hoenmudghuxosanu cuenanu ucnumuganux monexyra uz MALDI TOF macenux
cnekmapa monexyiaa ca opeanckum mampuyama DHB, 9-AA, CHC u THAP.

Monexyn [To3nTHBHY jOHU Herarusnn jonn
Mm (g/mol) m/z HUnenturer m/z WUnenturer

L-aJlaHuH 90,1 [M +H]* 88,1 [M - H]
89,1 112,1 [M + Na]*

128,2 [M + K]*
L-1IUCTEUH 1222 [M +H]* _
121,2 1442 [M + Na]*
DL-METHOHUH 150,2 [M + H]* 148,2 [M-H]
149,2 172,2 [M + Nal*
I'myratnon 308,3 [M+H]* 306,3 [M-H]
307,3 330,3 [M + Nal*

346,4 M+ K]*
D-(+)-TJIyKo3a 203,2 [M + Na]* —
180,2 219,3 [M +K]*
D-(+)-manTo3a, 342,3 365,3 [M + Na]* —
ApabuHo3sa, 150,1 — 149,1 [M - H]
Padunoza 365,3 [ManTo3Ha j-Ha + Na]* 503,4 [M-HJ
5044 384,3 [M - rnykosHa j-wa - 2H + Na + K]*

5274 [M + Na]*
543,5 [M + K]*

B-IIMKIIOIEKCTPHH 1158,0 [M + Na]* 1134,0 [M - H]
1135,0 1174,1 [M + K]*

Ectpanuon 407,6 [M + C1oH170 - H20]* —
272.4 423,6 [M + CsHis0 - H20 + NaJ*

TecrocTepon 401,6 [M + CsHisO - H20 + HI* —
288.4 423.6 [M + CsHisO - H20 + Na]*

IIporectepon 315,5 [M +H]* 313,5 [M - HJ
314,5 3375 [M + Nal*

JlumyHcka kucennHa, 192,1 — 191,1 [M - H]
Buramun E, 402,7 402,7 [M+H]*™ 401,6 [M - H]
Buramua A 269,5 [M - CH3COO]J 283,4 [permuan - H]
328.,5 285,4 [perrnan + H]*

328.5 [M +H]*™

M — McTIUTHBAHU MOJIEKYJI.

— JOHM NOPEKJIOM 01 MOJIEKYJIa HE MOTY Ja C€ JETEKTY]y.

Benuku 6poj MO3UTUBHUX jOHA aHATM3UPAHUX MOJIEKYJa ce Jo0Hja 101aBamkeM POTOHa,
jOHA alKaTHUX MeTaya, HaTpUjyMa WM KalaujyMa Kao IITO je ClIydaj KOJ| allaHuHa, [IUCTENHa,
METHOHHMHA, TIIyTaTHOHA, TIIYKO3€, MaNTO3€e, B-IMKIOAEKCTPHHA, IPOreCTEPOHa U BUTAMUHA

E. MelhyTum, y mojequHAM CiTydajeBUMa jOHH MOTY M3TyOUTH MOJIEKYJ BOJIE, YIJbEH TUOKCHIA
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i Heku Behu pparmenT xao mTo je aneraTHy joH Koa BuTaMuHa A. HeraTBHM joHU HacTajy

OTIYIITalkEM MPOTOHA Y CITy4Yajy CBUX UCTIUTUBAHUX MOJIEKYJIA.

3.1.3. XomoreHoct qucTpudyuuje y3opka u marpune Ha MALDI nioun

Jenna ox decTwx mojaBa 10 KOje M0J1a3¥ MPWIMKOM NpPUIPEME W HaHOIICHA y30pKa 3a
MALDI mMaceHOCTIEKTPOMETPHjCKY aHATTU3Y jecTe HEXOMOTeHa KO-KpUCTaIN3alija MOJIeKyIa
MaTpulle M aHaJIW3upaHux Moiekyaa Ha MALDI mmoun. VYcenexn HEXOMOIEHE KO-
KpUCTalu3alyje J07a3u J0 HejeJIHaKe paciojelie MoJeKyla MaTpulle U y3opka Ha MALDI
IUIOYH, 10 HaCTaHKAa MECTa Ha KOjUMa je y BEJIMKOM BHUIIKY WJIN y30pak wiu marpuua (hot
spots, sweet spots), a Kao mocjenuia opora je orpanniena ynorpedba MALDI macene ananmse
Kao KBAaHTUTAaTHUBHE METOJIE.

VY cnenehem cety excriepuMeHata oapehuBana je XOMOT€HOCT KO-KpUCTalla HCITUTHBAHUX
napoBa Mojekyna/matpune Ha MALDI mnnmoun. 3a wu3pauyHaBame U TPEACTABIbABE
XOMOTE€HOCTH KopHIIheHa je cpelma BpeaHOCT KoehuIMjeHTa Bapujaiuje (peraTHBHA
cranaapana aesujanuja, — PCJl, uzpaxkeHa y nmporieHTuMa) - ocaM BPEIHOCTH OJJHOCA CHTHAa
u myma (S/N) ca 1eBeT moHaBJbarkba TOKOM TPH JaHa (YKYIHO 72 MOHaBJbamka) 32 CBAKH Map
MOJICKyJI/MaTpuIla 3a KOjH je ToKazaHa MOTyhHOCT JeTeKkiiMje Kao HETaTHMBHHUX W/WIU
MO3UTHUBHUX joHA. /Ipyraumje pedeHo, OBe BPEIHOCTH Cy MEpa XOMOTEHOCTH 3a Pa3IUIUTEe
MapoBe MOJICKYJI/MaTpHIIa.

Y Tabenmun 3.6 cy mnpukazaHe uH3padyHaTe BPEAHOCTH XOMOTEHOCTH 3a TapoBe
MOJIEKyJI/MaTpHIla Kaja Ccy AETeKTOBaHU Kao MO3UTHUBHU jOoHH, a y Tabenu 3.7 cy nmpukaszane

BPCAHOCTH IIOGI/IjeHe Kaaa Cy JC€TCKTOBAHW HETAaTUBHU jOHI/I.
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Tabena 3.6. Xomocenocm ko-kpucmana monexyra/mampuye Ha MALDI niouu npunuxom
demexyuje nO3UMUBHUX joHA. XOMO2EHOCH HA NIOYU je npeocmasmeHa nomokhy peramusHe
cmanodapone desujayuje (PCJ]) koja je uspasicena y npoyenmuma.

PCIL, %
Mozexya miz. | pyg 9-AA CHCA  THAP
i 90,1 25,5-60,9 B 17.9-46,7 | 9,1-343
1282 | 31,8652 — —
L-IUCTENH 122,2 5,6-8,3 — 12,1-29,5 —
S 150,2 — — 82-172 | 10,4-454
172,2 6,2-15,6 —
308,2 5,1-15,8 6,1-20,5 | 10,4-21,0
I'nyraruon 330,3 4,0-13,8 — — —
346,4 9,8-16,2 — —
D-(+)-Ti1yK03a 203,2 8,9-36,4
2193 - - - 18,0-47,1
D-(+)-ManTo3a 365,3 — — — 8,7-19.2
Parbiioss 5274 | 25,0-480 — — 12,3-43,1
5435 | 27,2-75.8 — — 15,9-34,4
11580 | 30,4-532 | 29,8-66,6 — 16,9-36,5
Prmacnonexerpuit |y 100y | 315874 | 50,5-1492 — 21,4-61,4
S 407.6 — — — 12,1-40.6
4236 14,4-70,3
Tectoetepon 401,6 — — 150291 | 17,8475
4236 — 73-40,1 | 254-52.4
R 3155 5,1-16,3 — 52-169 | 13,4-41,0
3375 | 143-424 164256 | 11,8-46,9
Butamus E 402,7 | 18,8-493 | 37,2678 | 17,8-346 | 50,5-62.2
2695 | 21,2-490 18,2-55,7
Buramus A 2854 | 28,7-59,1 — — 31,6-69,2
3285 | 21,1-57,0 33,7-54,1
— JOHHM MOPEKIIOM O MOJIEKYJIA HE MOTY Ja CE IETEKTY]Y.

Tabena 3.7. Xomocenocm ko-kpucmana monexyia/mampuye Ha MALDI niouu npunuxom
demexyuje He2amueHux joHa. XoMo2eHOCH HA NI0YU je npedcmasmsena nomohy peramusHe
cmanodapone desujayuje (PCJ]) koja je uspasicena y npoyenmuma.

PCH, %
ilomersym mz | hup 9.AA  CHCA  THAP

L-aJlaHiH 88,1 — 10,6-48.3 — —

DL-METHOHHH 148,2 — 7,3-17,7 — —
[nyratron 306,3 7,8-24,8 6,0-16,5 — 3,2-10,6

Apabunosa 148,2 — 21,3-38,5 — —
Padurosza 503.4 — 12,8-29.0 — 17,4-38.,6
B-1knoaekcTpuH 1134,0 — 15,6-37.4 — 19,2-34,8

[Iporecrepon 313,5 16,2-35,2 — — —
JlumyHCKa KucenuHa 191,1 — — 8,6-19,0 | 16,1-26,2

Buramun A 2834 17,7-104,6 — — —

— JOHHM MOPEKIIOM O] MOJIEKYJIA HE MOT'Y Ja C€ JIETEKTY]Y.
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Taxobe, onpehena je u xomorenoct Ha MALDI mimoun onux Mosiekysa koje je Omno moryhe
JIETeKTOBaTH 0e3 MaTpulle, ButamMmuHa E u Butamuna A. Y Tabenu 3.8 je mpuka3ana BpeAHOCT

PCIATUBHE CTaHAAPAHEC ):[eBI/Ij aHI/Ije INO3WTHBHUX N HCTaTUBHUX jOHa.

Tabena 3.8. Xomozenocm monexyna demexkmoganux 6ez mampuye na MALDI naovu (LDI) xao
NO3UMUBHU U KAO He2amueHu joHu. XoMO2eHOCm Ha Niouu je npeocmaseHa nomohy
penamusHe cmanoapone oesujayuje (PC/]) koja je uspasicena y npoyenmuma.

[Mo3uTHBHY jOHH PCH, % Heratusmu jonn PCH, %
Monekyn
m/z LDI mlz LDI
Buramun E 402,7 40,3-58,6 400,4 23,2-52,5
Buramun A 269,5 25,0-69,4 2834 27,7-80,1
2854 29,7-64,7
328,5 22,5-66,3

Ha ocHOBY BpelHOCTH penaTHBHE CTaHIApIHE JEBHUjallHje, JeTEKTOBAHUX MO3MTHUBHHUX
joHna (Tabena 3.6), koja je cinrka XoMOT€HOCTH y30pka Ha MALDI mioun Moxke ce 3aK/bydnuTH
Jla je L-aJaHMH MMao HajXOMOIEHWjy AUCTpuOynujy ko-kpucraia ca THAP-om kao u DL-
METHOHMH, a L-1iucTenH U riaytatioH ca DHB-oM. V cBuUM HaBeneHHM cilydajeBUMa J10Ha
Bpeanoct PCJ/I-e je Ouna mama of1 10 %, mTo je BUCOKa BPEJHOCT 32 XOMOTEHOCT.

I'myko3a u Manrto3a ce jenuHo netekTyjy ca THAP-om kao mo3uTuBHHM joHH, anu y o0a
cllydaja XOMOTEHOCT je Omia 3amoBoJbaBajyha. Padunoza m B-umkmonexctpun, takohe ca
THAP-om nmajy HajHUKE BPETHOCTH XOMOT€HOCTH KOja je 3a OBa JIBa MOJIEKYJIa HEIITO BHIIA
OJT TIPETXOTHUX BPETHOCTH 32 IIYKO3Y U MaJlITO3y, ajli U JaJbe y MPUXBATJHUBUM TpaHHIIAMA.
Ectpamnon u mporectepon ca DHB-om nmajy Beoma aucky Bpeanoct PCJ-e 2,3 % u 5,1 %,
penom. Buramubuu E m A najy mpunmuno Bucoke BpemHoctu PCJl-e, mTto ykasyje u Ha
NPWINYHY XETepOreHOCT MOBPILIMHE KO-KpUCTaja Koju rpane ca marpunama. Y Tabemn 3.8
nare cy Bpeanoctu PCJl-e BuTaMmuHa Kajia cy CHUMJbEHU 0€3 MaTpHIle, ¥ Kao IITO Ce MOXKe
BHJICTH BEOMA Cy CIMYHE BPEIHOCTUMA KOj€ MMajy ca MaTpHIama.

Pesynraru PC/I-e xoju cy m0o0HjeHn 0/1 CHTHAJA IeTeKTOBAaHUX HEraTUBHUX joHa, (Tabema
3.7) moka3yjy Ia Cy CKOpO CBH aHaJM3UpaHH IAapOBH MOJICKYJI/MaTpUIla MMajll HHCKE
BpeaHoct PCJl-e mTo ymyhyje Ha BHCOKy xoMmoreHocT. HapounmTo nobGpa XOMOreHOCT
nobujena je 3a mapose metnoHuH/DHB, PCJl 7,3 %, rnytatuon/THAP, PCJI 3,2 %, numyHcka
kucennaa/CHCA, PCJ] 8,6 %. 3a ButamuH A, Kaja ce JAETEKTyje Kao HeraTHBaH jOH, 00Jba
XOMOTEHOCT C€ MOCTIKE Yy NMPHCYCTBY MaTpPHUIE HEro Kaja ce MOJIEKYJl CHUMa 0e3 MaTpuIle,

nome Bpennoctu PCJl-e cy 17,7 % u 27,7 %, penom.
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3.1.4. [Ipeuu3HocT MeTO/IE - IOHOB/LUBOCT M YHYTPAIlllha MPEN3HOCT

[Mpemusnoct Merozne je onpeheHa Ha OCHOBY MPEIM3HOCTH MEpeHma y jeJHOM JaHy H
MIOHOBJBMBOCTH MEpEHa TOKOM TpH jJaHa. OnpehuBame NPeu30CTH Jaje OleHY MOY3IaHOCTH
Meroje, mTo omoryhaBa mpolLeHy Ja JIM jeIHa METOoJa MMa MOTEHIMjalIHy MPUMEHY Kao
pyTHHCKa KBaHTUTaTMBHa aHanu3a. Y Tabemama 3.9 um 3.10 npukazane cy BpeaHOCTH
BapujabuiHocTH (M3paxkeHe y %) nobujeHe aHanmsoMm Bapujancu (ANOVA) 3a cBe mapose
MaTpHUIa/MOJIEKYJI KOjU Cy MOTJIM JIa C€ JETEKTY]y Kao MO3UTUBHU U KaO HEraTUBHH jOHU. Y
tabenama Cy TNpuKa3aHe W ojroapajyhe BpemHoctd mnapamerpa F, takohe onpehenor
aHanu3oM BapujaHcu. Tako mobujena BpenHoct mapamerpa F ce mopemu ca F xputnyHom
BPEIHOCTH Koja ce ojpel)yje Ha OCHOBY Opoja mojaraka W3 CTaHJAPJHUX CTaTHUCTUYKUX
Talnuia Koje 1mokasyjy ropme Kputnine BpeqHoctu F pacronene 3a jeqnocrpanu F tect ca

cTeneHoM npeuusHoct 95 %, a = 0,05.
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Tabena 3.9. Bpeonocmu sapujabunnocmu uzmely oana (Day-to-day variability) u ynymap
jeonoe oana (Within Day variability) uspauynamux nomohy ananuze sapujancu (ANOVA) 3a
c8e napose MOeKyI/Mampuya Koju cy Mo2iu 0a ce 0emexkmyjy Kao no3umueHu joHu.

ANOVA ANOVA F

Monexyn mlz Day-to-day, % Within Day, % Ferir 5,143
DHB 9-AA CHCA THAP DHB 9-AA CHCA THAP DHB 9-AA CHCA THAP
L aar 9.1 | 358 |  |ss4| 629 [370] | 246 | 293 | 38 | _ |162] 148
1282 | 9.8 — | = ]212 — — 0.4 — | =
L-LHCTenH 1222 J108 ] — [1r21] — [os| =275 | — 49 | — [oa | —
DL-METUOHUH 150,2 — — 5,5 30,4 _ - 19,2 12,7 _ o 1,3 18,3
172,2 251 — 166 | — 78 | —
3082 | 22.6 150] 254 [ 95 102 | 184 | 178 75 | 67
I'myTtatnon 330,3 2,0 = | = = 96 | — = = 0,9 — | — =
3464 | 38,6 — | = J251 — — 8,1 — | =
D-(+)-TIIyK03a 203,2 26,5 8,8 28,1
203 0 | | T | 240 | T T 29,8 T Tl 29
p(Omammosa | 3653 | — [ — [ = 77 1 =1 =1 = 2591 — | =] =1 o7
Padumosa 5274 269 | — | — [ 263 515 — | — [602 ] 18 | — | =] 04
5435 | 59,7 31,4 |329 50,4 | 109 22
11580 [ 138 [ 87 [ — | 284 [63.6 ] 494 24 08 oo — 1 58
B-mncnonexerpur | 41005 | 240 | 118 431 1989|587 — | 986 | 12 | 09 1,6
Ectpamion a6 | | 1 70 1 | _ |20 — [ =1 o8
423.6 14,2 270 | — 1.8
TecrocTepo 2016 | — [ =185l 8 = =117 2390 — [ —[37] 5.1
423.6 36,5 | 133 55,5 | 248 23 | o1
Tiporecrepon 3155 L1500 — [ 310 [ 25070 — [ 90 [ 440 150 — o6 02
337,5 | 49,0 21,5 | 39,1 | 26,7 389 | 704 | 11,1 01 | 19
Buramun E 402,7 [ 16,8 [313 194 383 [336[228] 299 [ 135 | 02 [ 66 | 23 | 25.1
269,5 | 50,9 85,8 [38,7 340 | 6.2 20,1
Buramun A 285,4 62,3 — — 61,1 1425 — — 36,7 7.4 — — 9,3
328,5 | 57.1 65.4 | 393 353 | 73 11,3

— JOHH MOPEKJIOM Off MOJIEKYyJIa HE MOTY 1a C€ IETEKTY]y.
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Tabena 3.10. Bpeonocmu eapujabunnocmu uzmely oana (Day-to-day variability) u ynymap
jeonoe oana (Within Day variability) uspauynamux nomohy ananuze sapujancu (ANOVA) 3a

c6e napoge MoNeKyI/Mampuya Koju cy Mo2nu 0a ce 0emeKmyjy Kao HecamueHu joHu.

ANOVA ANOVA F
Monekyi mlz Day-to-day, % Within Day, % Ferie 5,143
DHB 9-AA CHCA THAP | DHB 9-AA CHCA THAP | DHB 9-AA CHCA THAP
L-aJlaHUH 88,1 — 54,7 — — — 27,4 — — — 129 | — —
DL-METHOHHMH 148,2 — 9,5 — — — 24,5 — — — 0,5 — —
nyrarnon 306,3 27,0 | 144 — 184 | 12,7 | 6,1 — 169 | 146 | 175 | — 4,5
Apabunosa 148,2 — 9,6 — — — 47,9 — — — 1,1 — —
Pagunoza 503,4 — 25,5 — 49,6 — 42.8 — 32,0 — 2,1 — 8,2
B-uMKIOACKCTPUH 1134,0 — 59,2 — 26,5 — 18,5 — 18,3 — 31,7 — 7,3
IIporectepoH 313,5 34,2 — — — 19,4 — — — 10,4 — — —
Jlumyncka 191,1 — — 15,6 | 27,1 — — 21,4 | 27,8 — — 2,6 3,8
KHCETHHA

Buramuna A 2834 1064 | — — — 32,2 — — — 33,7 — — —

— JOHU OPEKIIOM O MOJIEKYJIa HE MOTY J1a CE ICTEKTY]y.

N3pauyHata je ¥ IpeU3HOCT METOJIe 32 MOJIEKYJIe KOjU Cy MOTJIH Jia c€ JCTEeKTY]y 0e3

MpHUCyCTBa MaTpulle. BpenHoctn BapujabUIHOCTH CUTHAJA MO3UTUBHUX M HETATHBHHUX jOHA

BuTamrHa A u BuTamuHa E npukazane cy y Tabemama 3.11 u 3.12.

Tabena 3.11. Bpeonocmu eapujaburnocmu uzmehy dana (Day-to-day variability) u ynymap
jeonoe oana (Within Day variability) 3a monexyne Koju mo2y 0a ce demexmyjy Kao no3umuseHu
JoHu 6e3 npucycmea mampuye uspavyname nomohy ananuze sapujancu (ANOVA).

ANOVA ANOVA F
Monekyn | m/z | Day-to-day, % | Within Day, % Ferit 5.143
LDI LDI LDI
Buramun E 402,7 18,0 16,2 1,7
269,5 70,6 35,3 13,0
Buramun A 285.4 36,1 41,8 3,2
328.5 40,0 36,4 4,6

Tabena 3.12. Bpeonocmu sapujabunnocmu uzmehy oauna (Day-to-day variability) u ynymap
jeownoe oana (Within Day variability) 3a moaexyne koju mMo2y oa ce 0emexmyjy Kao HecamugHu
Jjonu be3 npucycmea mampuye uspauyname nomohy ananuze sapujarcu (ANOVA).

ANOVA ANOVA F
Monekyn | m/z | Day-to-day, % | Within Day, % Ferit 5,143
LDI LDI LDI
Buramun E 401,6 22,8 18,3 5,6
Butamua A 283,4 61,6 38,5 8,7
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W3pauynata Bpeanoct nmapametpa F (koja ce nzpauynaBa momohy ANOVA Tecra) Mmoxe
na 6yze Beha on F xpuTuuHe BpeqHOCTH' 'y TOM Cily4ajy BpEIHOCTH BapHjaluje u3Mel)y nana
cy Behe o1 BpeTHOCTH BapHjalija yHyTap jeJJHOT JaHa. 3a MO3UTHBHE JOHE OBO j€ CIIydaj KOi
HOp: L-amanuHa (m/z = 90,1) u DL-metuonuna (m/z = 152,2), rnyratuona (m/z = 308,2),
ButamuHa E (m/z = 402,7) u Buramuna A (m/z = 269,5; 285,4; 328,5). 3a Mosexyne BUTAaMHHA
KaJla cy CHUMJbEHH 0€3 IPUCYCTBA MaTPHIIEe Kao MO3UTUBHU jOHH, 3a CBaKH curuai, F Bpeanoct
je Buma o BpexHOCTH Ferit.

[lapoBu HeraTMBHHX jOHa MOJEKyJl/MaTpuua KoJ Kojux wm3pauyHara F BpemHocT
npemanryje F kputraHy BpeaHoct cy: L-ananuH (m/z = 88,1), rmyratuon (m/z = 306,3) u B-
nukioaekcTpul (m/z = 1134,0) ca 9-AA-owm, rimyratuon (m/z = 306,3), mporectepon (m/z =
313,5) u ButamuH A (m/z = 283,4) ca DHB-omM, padunosa (m/z = 503,4) u B-IUKI0JEKCTPUH
(m/z =1134,0) ca THAP-om.

Behuna xomOnHaIja TO3UTUBHUX jOHA aMUHO-KHCENIWHA M TIyTaTHOHA ca MaTpuliama
UMajy BUCOKE BPETHOCTH BapHjalrja Mepema u3Mel)y laHa v yHyTap jeIHOT JaHa, BapHjaiuje
cy Buie o 20 %. M3y3erak 3a Bapujanmje Mepema n3Mel)y nana cy napoBu: L-ananuH (m/z =
128,2)/DHB, L-mmucrenn (m/z = 122,2) ca DHB-om u ca CHCA-oM, DL-METHOHUH (m/7 =
150,2)/CHCA u rmyratuos (m/z = 330,3)/DHB rae cy Bapujanuje mame o 15 %, 3a mociaeamu
nap cy Bapujauuje 2,0 %. 3a Bapujanmje yHyTap jeHOT JlaHa U3y3elU Cy MapOBH: L-IUCTEHH
(m/z = 122,2)/DHB, DL-meTnonun (m/z = 150,2)/THAP u raytation y BehuHu KoMOUHaImja.
W y oBuMm nipumMepumMa Bapujanuje cy ke o 15 %.

[llehepn kanma ce AETEKTyjy Kao TIO3WTHBHH jJOHHM Takol)e Jajy BUCOKE BPEIHOCTH
BapHjalMja Mepema yHyTap jeqHor mgaHa u usmely nmana 3a Behm Opoj komOmHammja ca
MaTpuniama. M3ysemu rie cy Bapujanuje naMely nana amxe on 15 % cy nmapoBu: manrosa (m/z
= 365,3)/THAP u B-uuknonexctpun (m/z = 1158,0; 1174,1)/9-AA. U3y3erak 3a Bapujarmje
YHYTap jeIHOT AaHa je jenuHo nap rirykosa (m/z = 203,2)/THAP rue je BpeaHocT Bapujaiyje
8,8 %.

[To3uTHBHY joHU ecTpajuoia ca CBUM MaTpHUIllaMa UMajy Bapujanuje uamely nana amke
o1 15 %, nok cy Bapujanyje yHyTap JlaHa pu UCTUM yciioBUMa Buile o1 15 %. 3a recrocTepon
Bapujanyje n3Mely maHa W yHyTap JaHa y CBHM Cly4yajeBHMa cy BHIE ox 15 %, jenuHu
n3y3eTaK je map tecroctepoH (m/z = 423,6)/THAP rre je BpennocT Bapujanuje usmely nana

13,3 %. Buramunau E n A ca cBu MaTpuiiama kao u 06e3 MaTpuIle UMajy BUCOKE BPEIHOCTH

! F xputraHa BpeqHOCT ce oapeljyje Ha 0CHOBY 6poja MmojaTaka M3 CTaHIAapAHHX CTATHCTHYKUX TabIMIa Koje
OKa3yjy ropme Kputidae Bpeguoctu F pacmozene 3a jensoctpanu F tect ca crenenom npenusHucta 95 %, o =
0,05, Farit = 5,143.
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BapHjanyja u u3Mel)y 1ana u yHyTap jeTHOT JJaHa, jeANHU n3y3eTak je ButamuH E (m/z = 402,7)
ca THAP-om rae je Bapujanuja yHyTap jeaHor gana 13,5 %.

[TapoBu HeTaTUBHUX jOHA MOJIEKYJ/MaTpHIla KOJI KOJUX Cy BapHjaiuje n3Mehy nana mame
on 15 % cy: DL-metnonuH (m/z = 148,2)/9-AA, rnytaruon (m/z = 306,3)/9-AA u apabunoza
(m/z =148,2)/9-AA, rae cy Bpeanoctu Bapujauuja 9,5 %, 14,4 % n 9,6 %, penom. Bapujauuje
yHyTap JlaHa cy Mame oA 15 % jenuno y ciyuajy rayratuoHa (m/z = 306,3) ca marpunama

DHB-om u 9-AA-om, u Tana cy Bapujanuje 12,7 % u 6,1 %.

3.1.5. Box and Whiskers nujarpamu - neckpuntuHa cratuctuka MALDI anann3e

Ha Box and Whiskers nujarpamMuma cy NpHKa3aHHU Haj3HAYajHUJU J€TaJbU JECKPUIITHBHE
CTaTUCTHKE Koja omoryhaBa Jla ce Ha OCHOBY jeJHOI rpaduka oJpeau MaTpulla 3a jedaH
MOJIEKYJT KOja 3aJI0BoJbaBa ojipeheHe, xxesbeHe kpureprjyme. OJ uiba aHallu3e 3aBUCU KOjH
napaMeTpy Cy BaXKHU: Jia JIK je OMTHA caMo JIETEKIIH]ja MOjeAMHUX MOJIEKYIIa, JIa JI je BaXHa
OCETJHPMBOCT METO/IE WJIH je NJb aHaJi3e Mpennu3HocT. Ha nujarpammMa je npukazaHa KyTHja
(Box) Kox Koje cy BpX W THO Ne(PUHHCAHH TOPHOM M JIOKOM KBapTWIHOM BpeaHomihy.
Mupuna KyTHje HaMa HUKAaKBOT 3Hauyaja. ['opma KBapTHiHA BpeaHOCT (Q3) AENU Topmy
HIOJIOBHHY PacIoese BpeAHOCTH y JIBa jeJIHaKa Jielia, a I0ka KBapTWiIHA BpeaHocT (Q1) nenu
JI0BY TIOJIOBUHY pacroiesie BpeJHOCTH Y JiBa jeHaka Aena. Kpajme ropme 1 J0Hbe BPpeTHOCTH
ce cMaTpajy rpyouM rpemikama (crosbanimsuM pedyntatuma). Ha Cimnu 3.3 cy npukazanu Box

and Whiskers nujarpamMu 3a MOJIEKYJI€ KOjH Cy J€TEKTY]y ca HajMambe JIBe MaTpHIIE.
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Cnuka 3.3. Box and Whiskers Oujacpamu 3a ceée kombOunayuje monexyra u mampuyda, ca
uzyzemrxom eumamuna A u E koju cy npuxaszanu u 6e3 mampuye. Ilpukazanu cy ceéu

“«
’

peaom. Kymuja (Box) cadpocu nooamke dobujene na ocrogy S/N epeonocmu (cymapno 72
nooamxa no jeoHoj KoMouHayuju Moarexyia ca jeOHom Mampuyom).

0emexmosany CUSHAIU NOZUMUBHUX U He2amuUGHUX joua, obenedxcenu cy ca ,,+“ u ca ,,-

Ha ocHoBy ananuze noOujeHUX Iujarpama MOXKe ce BUJIETHU Jia, Kajia ce 3a JICTEKIU]jy
no3uTuBHOr joHa amanwHa (m/z = 90,1) kopucte matpunie DHB nwmn CHCA noGwujajy ce
CIIMYHE, 33]I0BOJbaBajyhe BpeTHOCTH OTHOCA MHTEH3UTETa CUrHaa u myma (S/N), anu kazaa ce

kopuctn THAP kao marpuiia mnoOujajy ce Buimie BpemHoctH S/N, ald W 3HATHO BHIIE
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BpeAHOCTH JeBHjaruje Mepema. Ciimuno kao THAP, kaga ce kopuctu 9-AA 3a nereknujy
HETaTHBHOT joHa ayaHuHa (m/z = 88,1) moOujajy ce BUCOKE BPEAHOCTH MHTCH3HMTETA, alld U
BHCOKa JIeBHjaryja. 3a JETEKIH]y MO3UTHBHOT joHA IMCTewHa (m/z = 122,2) Ha OCHOBY
JUjarpama 3amnaxa ce 1a je Hajoossa matpunia DHB jep ce mnobujajy Bucoke Bpennoctu S/N u
peslaTUBHO HUCKE BPEIHOCTH JAeBHjalyje. 3a AeTeKIjy METUOHUHA (IO3UTUBHU JOHU m/Z =
150,2 u m/z = 172,2) u riyTatuoHa (no3utuBaH joH m/z = 308,3 u Heratusau jon m/z = 306,3)
Kao HajOooska MaTpuia nmokazao ce THAP, jep ce 6e3 003upa Ha Buile JeBUjadje 100Hjajy U
3HATHO BUILE BpenHocTH S/N.

3a meTexIujy MO3UTHBHUX jOHA UCIMTUBAHUX YIJbEHUX XHUapara rirykose (m/z = 203,2),
Mmantose (m/z = 365,3), padpunoze (m/z = 527,4) u B-uunonexcrpuna (m/z = 1158,0) Hajooma
matpunia je THAP jep ce nobujajy 3HaTHO Bumie BpeaHocTu ognoca S/N y mopehemy ca
JpyruM KopunrheHuM maTpuiiama. 3a JIeTeKI1jy HeraTUBHUX joHa padunose (m/z = 503,4) u
B-mmxnonexctpuna (m/z = 1134,0) HajOosba MaTpHna je 9-AA.

3a gerexuujy TO3UTUBHOT joHa mporectepona (m/z = 315,5) noOujajy ce cnuune
Bpennoctu S/N u nesujanmje ca o6e marpuie CHCA nu DHB, anmu ce ca DHB-om no6wujajy
Majio Buiie BpeaHoctH S/N u ieBrjanyje. 3a JSTCKIU]y MO3UTUBHUX jOHA TECTOCTEpOHA (11/7
=401,6 u m/z = 423,6) matpuria CHCA ce mokasana kao He3HaTHO 00Jba o1 MaTpuiie THAP,
jep uMa He3HATHO HUKE BPEITHOCTH JICBH]jallHje.

Kana ce HeraTuBaH joH numyHcke kucenune (m/z = 191,1) nerexryje ca matpuriom THAP
nobujajy ce Bumie Bpeanoctu S/N, anu u gocrta Behe aesujanuje Hero ca marpuriom CHCA.

Haj6ospa nerekunja no3utuBHOT joHa Butamuna E (m/z = 402,7) nobuja ce ca MaTpuiiom
DHB, no6wujajy ce Bucoke BpeaHoctu S/N, aiu ¥ BeoMa BHCOKE BPEIHOCTH AEBHjalje. 3a
nereknyrjy ButamuHa E cBaka maTpuia ce mokasana kao 60s6u m300p y ogaocy Ha LDI meto.

CBe MatpwIie Koje cy KopunihieHe 3a JeTeKIMjy BUTaMUHa A Tokasane ¢y ce y Behoj uiu
Mamb0j MEpPH CIIMYHE, ca NMPWINYHO CIMYHUM BpeaHocTHMa S/N U CIMYHHM ¥ BHCOKHM
BpenHOoCcTHMA JeBujandja. Hajsume BpemHoctn S/N cy gobujene ca DHB-om, amu u

BPEIHOCTH JIeBHjaIfja cy Ouiie BeoMa BUCOKE.
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3.2. Heoprancke MaTpuile - CycTpaTH 3a MACEHOCHEKTPOMETPHjCKY aHAIU3Y

MOJIEKYJa MAaJIUX Maca

3.2.1. KBainTaTHBHE KapaKTepUCTHKe CYNCTPaTa

Jla Ou ce mpeBasuiic MaHE TPATUIIMOHATHUX OPTraHCKUX MaTpuila MpHUOErio ce
HEOPraHCKMM CYIICTpaTHMa HapO4MTO 3a aHAIM3Y MOJIeKyJia MauxX Maca. Kao moce6HO mobap
n300p MOKAa3aJH Cy c€ HEOPraHCKH CYIICTpaTu Ha 0a3u MeTana u okcuaa Metana. On cyncrpara
Ha 0asu okcuma MeTana Hajeuine je kopumhen tutaH(IV)-oxcumn (TiOz2). TiO2 je
TIOJIYTIPOBOJTHUK Ca 3HATHOM IMMPUHOM eHepreTckor mpornerna (3,2 eV), 30or yera mocenyje
(OTOAKTHBHOCT CcaMO TIPU OCBET/haBajby YATpasbyOMuUaTHM 3palMMa, a HMa BHCOK
ancopmipony koepuuujent y UV obnactu.'” Takolje, nMa 1 BUCOK TOIUIOTHH KalalUTET U
TOIIOTHY MPOBOJJBUBOCT IITO BOJIW 10 Op30r Mopacta TeMmIeparype Ha MOBPIIMHH TOKOM
nporeca aecopnuuje/jorusamuje gacepom.' 0 Jpyru mpomuec Koju BOAU 10 jJOHM3alHUje y30pKa
je TpaHcdep HaeneKTpHucama (EJIEKTPOHU U IIYIJbUHE KOjU ce POPMHUPA]jy eKCIHUTAIH]OM TI0]T
nejctBoM nacepa) 1o yzopka.'’? KomOunanuja oBa 1Ba epeKkTa Koja ce 0BMja Ha HOBPIIMHH
HAHOYECTHIIA JOMPHHOCH TMPOIECY jJOHM3ALMje W JECOpIIMje MOJIeKysla Yy30pKa ca

MUHHMAJIHEM [POIIEHTOM HHXOBOT pachaama.’

3.2.1.a. [IpeTniocTBaB/beHN MeXaHU3aM Aecopnuuje/jonusanuje y npucycry TiO:

Tauan waumH kako HaHokpuctamum TiO2 omoryhaBajy MaceHOCTIEKTPOMETPH]CKY
JETEeKIMjy MOJIEKyJIa Kao U MpOoLeC KOjU ce O/IBHja Ha TOBPIIUHH CYIICTpaTa MOJ| 3pavueHheM
JacepoM joll yBEK HUCY y TOTIYHOCTH pacBeT/beHH. Heku ayTropu mpeTrnocTaBibajy Ia
TepManHu epekTH MMajy BaxkHy yiory.”>!7! Bp3 mopact Temmeparype MHIYKOBAaH JacepoM
TOKOM jOHM3aIMjé MOTIOMOTHYTE JIACEPCKOM JECOPIIMjOM ca CYICTpaTa ce HpHUIUCYje
TEpPMallHO] JECOPMIMjH WCIUTHUBAHOT MOJIeKyna Oe3 TepMaiHe aexommosunuje y SALDI
MaceHoj crekrpomerpuju.>3©% 'V TakBuM cnydajeBuMMa, TeMmepaTypHHM MakCHMyM j€
(yHKIMja ONTHYKOT AaIlCOPIIMOHOT KOe(UIMjeHTa, TOIUIOTHOT KamalWuTeTa M TOIUIOTHE
MIPOBOJIJBMBOCTH CYIICTpaTa. BUCOK ONTHYKHM ancopnunoHy KOe(UIMjeHT CyTCcTpaTa rmojayana
Op3 TOpacT TeMIepaType TOKOM jOHU3aIH]je MOTIOMOTHYTE JJACEPCKOM JICCOPIIIIM]OM, a OBaj
epekar momMaxe eUKacHOM TPEHOCY EHEepruje ca MOBPUIMHE CYICTpaTa J0 WUCIHUTHBAHOT
monekyna. Takohe mocroje OHM KOjU Harnamarajy TpaHcdep eleKTpoHa/HaeleKTpUcamba

v/unm  QOTOKATAIMTHYKE IPOLECE Ha NOBpuMHM HaHokpucrama Ti02.!7%'72 Mehyrum,
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MOjeIMHA AyTOPH HMCTUYY 1a (OTOXEMHjCKH TPOIECH Koje WHAyKyje cBerioctd u3 UV
ob6nactu Hucy of 3Ha4aja y UV-S(M)ALDI ananuzu.!’3174

300r CIOKEHOCTH Mpolieca KOjU ce JIeNIaBajy Ha MOBPIIMHU YECTHIIA M Y TacHO] (a3u
HaKOH IIpolieca JIECOpILUje U jOHU3aluje, Huje Moryhe n3BecTH KOHauaH 3aKby4ak O TOME
KOju je TauaH MmexaHuzaMm. Moryhe je na je MexaHW3aM pa3lU4HUT 3a PazIUuUTE BPCTE
MOJIEKYJIa KOjU C€ aHAIIM3UPajy y IPHCYCTBY UCTOT cymcTpara. [Ipernocrasipa ce 1a, y cTBapw,
KOMOWHAIIM]ja PA3INIUTHX PeHOMEHA (EJICKTPUYHH, TEPMATTHH, (DOTOXEMHU]CKH) Ha TIOBPIIHHA

CyIICTpaTa JONPUHOCH e€(PHUKACHO] JOHU3ALUJU U AECOPIILIH]H.

3.2.1.1. TpaHcMHCHOHA eJIeKTPOHCKA MUKPOcKonuja HaHoYecTHa TiO2

Pa3JIMYUTHX 00JIUKA

VY mporecy WHTepakiyje HaHOYECTHIlA ca cBeTiomhly OWI0 Koje TallacHE Jy)KHHE,
HOBpIIMHA YECTHIIA, TOCPEIHO U BUXOB OOJIMK U BeIMYMHA UMajy BaxHy yiory. [Ipema Tome
MIPBH 33/1aTaK je oapehuBame BenmuunHe U 00IMKa HAHOKPUCTAIA KOjU Cy KOPHIITNEHH y 1aJbeM
pamy, HaHOKpHCTala 3a KOje Cce€ MpEeTHoCTaB/hba Ja MOTY IMOMOhHM Yy TpeBaszwiIakxemy
Henoctataka MALDI MaceHOCTIEKTpOMETPHjCKEe aHAIN3e KOjHU Cy MPHUKa3aHH y MPETXOJIHOM
noriaBjby. BennunHa W OOJUK HAHOYECTHIIA CY OKAapaKTEPUCAHW TPAHCMHUCHOHOM
enekTpoHckoM MukpockomnujoMm (TEM), mito je mpukazano va Cruru 3.4.

[Ipoceuna Bennumna HaHouecTuna (TiO2 HY) je 6mna 5 nm (Cnuka 3.4.a). IIpoceuna
Jy>kuHa enunconHux Hanovectuna TiOz je 6una y orcery on 40 10 50 nm, 10K je naTepaiHa
nuMensuja 6una y oncery ox 14 no 16 nm (Ciuka 3.4.0). [lyxuna manory6a TiO2 je Ouna 'y
orcery ox 100 1o 150 nm, a mpoceyna BenmunHa npedanka je 11 nm. CTpykrypa HaHOYeCTHIIA
je moTBpheHa M aHaTac KPHUCTalHA CTPYKTypa OBakBUX HaHodecthna TiO: je mo3Hara w3

nuTeparype 3a HaHodectule' %, enuncounne Hanouectune'®® u nanorTy6e'®’.
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Cnuka 3.4. Penpezenmamuene mpancmucuone eneKmpoHcke MUuKpocpaghuje Hanokpucmania
TiO2 a) cpepouonux nanowecmuya TiO2 6) enuncouonux nanwecmuya TiO2 u ) Hanomybda
TiO:.
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3.2.1.2. LDI TOF macena cnekTpoMeTpHja moTHOMOruyra Hanodectunama TiO2

Pa3IUYUTHX 00JIHKA

3a SALDI TOF maceHy criekTpoMeTpHjy Koj Koje ce kopucte HaHokpuctain TiOz kao

CYIICTpaTH OMJIO je MOTPeOHO OAPEIUTH m/Z BPEAHOCTU U UAEHTHTET CBUX CUTHANA KOjJHU CY

nopexsioM of cyncrpara. Macenu ciektpu TiO2 HU-a u TiO2 EHU-a y kojuma cy 1eTeKTOBaHU

NO3UTUBHU jOHU Ccy npuka3anu Ha Counm 3.5. Y TabGenu 3.13 nar je npernen m/z BpeJHOCTH

W UIeHTHTeTa curHana HaHnokpuctana TiOz. CBH CUTHAIM KOjHU Cy AETEKTOBAHU Y MAacEHUM

cnekrpuma cyrcrpata TiOz2 cy nedunncanu u Hanasze ce y obmactu m/z Hikoj oxn 200. IBa

n3y3eTKa cy curHanu Ha m/z 394,0 u m/z 591,2 y macenom criektpy TiO2 HU-a na Cnurm 3.5.a,

koju cy nmopeksiom of knactepa [TizOe + 3C1 + 2Na+ 2H]* u [TicO12 + 2Cl + K + 2H]*, pemom.

137,0 1573 %)
116,9 197,2
e =
86,9
394,0 591,2
xAh R | 1 L.} 1
| T T [ | "'I""""I""l"'I'm/z
100 200 300 400 500 600
80,9 88,9
108,2
6)
128,7
63,9
97.2
l_‘_u‘jh.l|.| .l I FORYIN " ] i 1 1
L D e e e e
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Cnuka 3.5. Macenu cnexmpu (a) nanovecmuya TiO2 u (6) enuncoudnux nanouvecmuya TiO2 y

Kojuma cy 0emexkmogaHu NO3UMUGHU jOHU.
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Tabena 3.13. Ilpecned OemekmosanHux cucHaia NO3UMUBHUX jOHA Y MACEHUM CHeKmpuma
0obujerux memooom aacepcke odecopnyuje u jouusayuje (LDI) wnamoxpucmana TiO2:
nanouecmuya TiO2 u enuncoudnux nanovecmuya TiO2. Heudenmuguroganu cuenarn - n.a.

[Mo3unuja Wnenturer curnana [To3unmja Unenturer curnamna
curHana (m/z) curnana (m/z)

63,9 [TiO]* 139,3 [TiO2 + Cl1 + Na+ H]J*
80,9 [TiO2 + HJ* 157,3 [TiO2 + Cl + Na+ H+ H20]*
86,9 [TiO + Na]J* 186,9 [Ti202H2 + K + H20]*
88,9 [TiOH2 + Na]* 191,9 [TiO2 + K+ 2Cl1 + 2H]*
97,9 [TiO2 + H20]'* 197,2 [Ti204 + C1 + 2H]*
98,9 [TiO2+ H + H20]* 262,7 [Ti30s + K]*
108,2 n.a. 353,5 [Ti306 + 2C1 + Na+ 2H + H20]*
113,7 [2K + CI]* 369,3 n.a.
116,9 [TiO2 + H + 2H20]* 381,4 n.a.
128,7 [Ti202 + H]* 394,0 [Ti306 + 3C1 + 2Na +2H]*
137,0 [TiO2 + K + H2O]* 591,2 [Ti6O12 + 2C1 + K+ 2H]*

JleTrexToBanu curHaim npukazanu y Tabenu 3.15 mo3uTuBHUX joHa HaHOKpucTana TiOx:
Hanouecturia TiO2 u enuncouanux HaHoudecTuna TiOz, MOTHYY W Of jOHA KOjU Cy OWMIH
MPUCYTHHU Y PACTBOpUMA KOjH Cy KOpHIITNEHN TOKOM CHHTe3a HaHokpuctana. C 003upoM Ha
BHCOKY OCETJBHMBOCT ypehaja, Huje n3neHnalyjyhe na ce u HajMame KOHICHTpAIUje CYTICTaHIIH

MaJMX Maca JIETeKTY]y.

3.2.1.3. YTunaj HHTeH3MTeTa Jiacepa Ha MaceHe crnieKTpe HaHOKpucTaaa TiO:

PA3INIUTHX 001 KA

[ToBumena cHara macepa ce decto ynorpedosmaBa y M(S)ALDI TOF maceHoj
CIIEKTPOMETPHj na Om ce omoryhmimo mgo0ujame CIeKTapa BHCOKOT KBaJlUTETa |
3aJ10BOJbaBajyhMX MHTEH3UTETA CUTHAJIA. 32 HEKe MOJICKYJIe IIOTpeOHa je BUCOKa CHara jlacepa
Jia 61 yoruITe I01UI0 J0 lecopniyje u jonusanuje. [lox yTuiiajem BUcCoke cHare jiacepa 4ecTo
Jonasu 70 (parMeHTanyje MoJeKylia KOju ce€ aHalIu3upajy, MTo oHeMmoryhaBa aHamu3y |
Jno0ujame JKeJbeHUX pe3yliTaTa Yak M y KpaTKOM BpeMEHCKOM mepuofy, no 100 ns HakoH
nporeca necopmuyje. Mehytum, Tpeda ncrahu na crernen pparmenraiuje y Behoj Mmepu 3aBucu
oIl omabpaHe MaTpHUIle U XEMH)CKE CTPYKType caMor MOJIeKyJa, a Y MamOj MEpH O] CHare
nacepa.'’> U3 Tor pasnora 6miio je moTpebHO MCUTaTH KakBe eexre nMa nosehame cHare
Jacepa Ha UHTEH3UTETE CUTHAJIA y MAaCEHUM CIIEKTpUMa Koju Joja3e oa HaHodectuna TiOz u

enmnconiHnX HaHodectuia TiOz2, kao u ctabuIHOCT cyrncrpara. ['paduk 3aBUCHOCTH CPebe
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BPEIHOCTH OJTHOCA cuTHaNA 1 mryma (S/N) o1 ”HTEH3HUTETa Jiacepa 3a 00a CyrncTpara npuKa3aH
je Ha Cynnn 3.6. CHrHaJIM KOjH ¢y W3a0paHu 3a aHAIM3y Cy: HATPUjyMOB curHai m/z = 23,0,

cur"an [TiO2 + H]* m/z = 80,9 u curnan [TiOH2 + Na]* m/z = 88,9.

é 3) == N, é 0) | = Na'

- 3000 , .
§ 700 | —~[TiO, + H]' g7 { | T[TO,+H]
I 1 -
g 1 | [TiOH, + Na] g ——[TiOH, + Na]'
= 5007 = 2000
2] Z
o g _
& 300 A S
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100 ]
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I i [
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WuTtensuter nacepa WuTen3uTer nacepa

Cruka 3.6. Cpeomwa epeonocm oouoca cuenara u wyma (S/N) 3a demexmoeane cuenane
nozumugnux jona nanovecmuya TiO2 (a) u eruncouonux nanovecmuya TiO2 (6) y ¢hynxyuju 00
npumersenux unmensumema nacepa (00 1700 oo 2500 y.j.).

WHTen3uTeT curaana Koju 1oJa3u oJ] HaTpHjyMOBOT joHa ce moBehasa ca moBehamem cHare
Jacepa, aji y MEpHOM OIICETY KOju je pa3MaTpaH, HHje YOUSHO JIa jeé TIOCTUTHYT MaKCHMYM.
Wutensuretn curraia nopexsom o [TiO2 + H]* u [TiOHz + Na]* ce He Memajy ca moBehamem
CHare Jiacepa, ca jeIHHM m3y3eTkoM. Kana je mpuMmemeHa jaumHa Jiacepa usHan 2000 vy.j.
uHTeH3uTeT curnana nopexiom ox [TiOHz + Na]* ce nosehasa, anu camo y cnydajy kKana cy
npumewmeHe TiO2 EHY (Cauka 3.6.6). OBakaB npo¢wuin HaTpujymoBor agykra TutaH(IV)-
OKCHJIa je TOoCJIeIUIIa BUIIIET cajipikaja HatpujyMa y cycniensuju TiO2 EHU-a koju je 3aoctao
HAKOH CHHTE3€ UCTHX, ITO MOXE J]a yTHYe Ha NI0jayaHy jOHH3alH]y, KaKo BPCTa KOj€ OTUIY
O]l cCaMOT CYTICTpaTa, Tako M BPCTa KOje MOTHYY O] aHAJTM3UPAHOT y30pKa, ITO MOKE UMATH
MO3UTHBHE €(peKTe Y CMHCITY MOTYhHOCTH JETEeKIHje.

Ha ocHoBy oBuX ekcnepuMeHaTa mokaszano je aa cy TiO2 HY u TiO2 EHY goGap u36op
kao cymnctpatu 32 SALDI TOF maceny cnieKTpoMeTpujy U 3a aHaiau3y MOJIEKyJa KOjuMa je
noTpeOHa BHINIA CHara jiacepa 3a npoiiece joausanuje u/win aecopruuje. MALDI TOF macena

CIIEKTPOMETpHja y3 ynoTpeOy OpraHCcKMX MaTpWila HHUje MeToJa oJi u30opa 3a OBaKBe
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MOJIEKYJIe, aJIi ¥ MOJIEKYJIe MaJIMX Maca, jep OpraHCKe MaTpHIle TEHEPHUIITy jade CUTHAJIE Kaja
ce moBeha cHara jacepa W JOJAaTHO TIOKPHBAjy CHTHAJIE MOJEKyJa W OHemoryhasajy

MHTEPIPETAIN]y CUTHAJIA TOPEKIIOM O y30PKa.

3.2.1.4. YTunaj Heopranckux joHa Ha maceHe crnektpe HaHoyecTuuna TiOz u

eaunconauux Hanouecruua TiO;

VY nocamammsuM HCTpaXUBAakUMa IMOKA3aHOo je Ja HaHOYeCTHIle kKao cyncrparu 3a SALDI
TOF MaceHy CHEKTPOMETPHjY TOJIEPHILY BUCOKE KOHILEHTpaLUje CONM,'’® 0qHOCHO 1a joHu
KOj€ TEeHEPUIITy CYIICTPaTH y IPUCYCTBY HEOPTaHCKUX JOHA He cy30Hjajay jOHE KOjU IOTHYY O
aHanmm3upaHor y3opka. [lopen manor Opoja curHana y o0JlacTH MajMX Maca, oBa 0coOMHa
CYIICTpATa j€ jeiHa O] IJIABHUX MIPEJHOCTH Y OJHOCY HA TPAJHUIIMOHAIIHE OPraHCKe MaTpulle. >
Bucoke KoHLeHTpalnMje COIM Cy IMpPHUCYTHE Yy CBUM (PU3HOJIOIIKMM Yy30pIHMMa, @a
NpeBa3sWIaKeHhEeM MpoldjeMa HETOoJNIepaHIdje OpraHCKMX MaTpula Ha IOBHIICHE
KOHIICHTpAIMje COJH 3HAa4YajHO C€ MPOIIUpYjy MOTYhHOCTH aHanm3e pazIuduTHX y30paKa
moMohy MaceHe CIIEKTPOMETPHje yoTpeOoM CyIicTpaTa.

Crnenehm ceT excriepuMeHara je Ouia nposepa aa i cy cyncrpata TiO2 HY n TiO2 EHY
OTIIOPHH Ha TIOBHUIIICHE KOHIICHTpaluje coiu. HaHOKpHCTAM Cy H3JI0KEHW MOBUIICHUM
koHneHrpanujama NaCl-a u KCl-a jep cy oBe JBe CONM CBENPUCYTHE y OHOJOIIKUM
bnaynauma, kao U y 6uonomkuM nydepuma u pagauM pactBopuma. Coju ¢y pacTBOpeHE Y
BO/U U ()MHAJIHA KOHIIEHTpaLuja pacTBopa je 6mna y oncery ox 0,008 no 0,13 mol/dm?.

Macenu criektpu HaHouectuna TiO2 nomemanux ca pactsopuma NaCl-a u KCl-a (0,0325
mol/dm?) y Kojuma Cy IETEKTOBAaHM NMO3UTHBHHU jOHH, Cy npukasanu Ha Ciunu 3.7.a u 3.7.6,
penoM, a MaceHH CIEKTPH eIUNCOMAHNX HaHouecTrla TiO2 CHUMJBEHHX y UCTUM yCJIOBUMA
cy npukazanu Ha Cnunu 3.7.8 u 3.7.1, pegoM. UAeHTUTETH CBUX CHTHAJIA MPUKA3aHU Cy Y

TabGenn 3.13.
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Cnuka 3.7. LDI TOF macenu cnekmpu 0emeKmo8aHux nO3umueHux joHa: a) Hamovecmuya
TiO2 nomewanux ca NaCl-om, 6) TiO2 H4-a ca KCl-om, 8) eruncouonux nanouecmuya TiO2
ca NaCl-om, 2) TiO2 EHY-a nomewanux ca KCIl-om.

HajunrensuBuuju curnan y macesoM cnektpy TiO2 HY-a ca NaCl-om je curnan Ha m/z =

80,9,

KOjU OJroBapa IPOTOHOBAaHOM aIyKTy

TiO2 (Cmukxa 3.7.a,

Tabena 3.13).

Hajunrensusuuju curnan y macenom criektpy TiO2 HU-a ca KCl-om je curnan va m/z = 139,3,
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koju oxrosapa [2K + CI]* (Cnuka 3.7.0), TaGena 3.13). Ako ce OBU CIEKTpH ymHopenae ca
CIIEKTpOM TpuKka3aHuM Ha Cnumm 3.5.a MOXKe ce 3ama3uTH Ja BehuHa cUTHaJIa MpUCyTHA y
OBOM CIIEKTPY HECTaje ca JoaaTkoM cosn. CHTHAIU KOjU Cy IopeksioM o HaHokpucTtaina TiO2
HECTajy KaJl Cy COJH MPUCYTHE, ajli MMOCTOJH U MOTYNHOCT J]a BHCOKAa KOHIICHTpAIXja COJH
CHMJKaBa oceTJbUBOCT JeTekTopa. [Topehemem macenux cnexrapa TiO2 HYU-a nomemanux ca
coinuMma, u cnekrapa yuctux TiO2 HY-a jacHo je na ce HU jeaH O TPU HajUHTEH3UBHH]jA
CUTHAJIa Y CIIEKTpUMa CHUMaHuX 0e3 poxarka comu TiO2 HU-ama (m/z = 116,9, m/z =157,3 u
m/z = 197,2, Tabena 3.13) He neTexryje y mpucycTBy conu. Takole, cHTHamM KOju cy
nmopeksioMm ox kiactepa TiOz ce He TeTeKTyjy y MPUCYCTBY coyu (curHanm Ha m/z = 197,2, m/z
=394,0 u m/z = 591,2, Tabena 3.13).

3a pa3nuky on cnekrapa ca Crnuke 3.7.a u 3.7.0, cnexktpu Ha Cnunu 3.7.8 u 3.7.r umajy
MHoro Behu O6poj curnana. Macenu cnexktpu TiO2 EHY-a umajy Buie curHaia o MaceHuX
cnekrapa TiO2 HU-a. Hajunten3uBHuju curaanu Ha maceHoM crektpy TiO2 EHY-a ca NaCl-
oM cy: [TiO2 + H]*na m/z = 80,9, [TiO2 + H2O]* na m/z = 97,9 u [TiO2+ Cl + Na + H]* na m/z
= 139,3 (Cnuxa 3.7.8, Tabena 3.13). Hajuntensusuuju curnanm Ha cnektpy TiO2 EHUY-a ca
KCl-om cy: [TiO2+ H20)]* na m/z = 97,9, [2K +CI]* ma m/z = 113,7, [Ti202H2 + K+ H20]* Ha
m/z =186,9 u [TiO2+ K+ 2Cl + 2H]* ma m/z = 191,9 (Cnuka 3.7.r, Tabema 3.13).

Kana ce ynopene cniextpu npukazanu Ha Cnunu 3.7.B u 3.7.r ca cnektpom TiO2 EHY-a
cHuMaHux 0e3 momatka conmu (Cnmka 3.5.0) MOke ce MPUMETH HEKOJIMKO pasiuka. IIpso,
WMHTEH3UBaH cUrHai Ha m/z = 139,3 ce He youasa Ha cnekTpy uuctux TiO2 EHY-a. Jlpyro,
WHTCH3UTETH CUTHana Ha m/z = 353,6 u Ha m/z = 381,4, KOju ce TOTOBO HE NETEKTYjy Ha
cnekrpuma unctux TiO2 EHY-a, mosehasajy ce npu nonatky NaCl-a (Crnuka 3.7.8 u a Tabena
3.13). Ha cnextpy TiO2 EHY-a momemanux ca KCl-om (Cnmka 3.7.r) Takole ce mojaBibyjy
HoBU curHaimu: curaan oA [Ti2O2Hz + K + H20)]* wa m/z = 186,9, curnan ox [TiO2 + K+ 2C1
+ 2H]* ma m/z = 191,9, curnan ox [Ti30s + K]* Ha m/z = 262,8 u HenaeHTU(DUKOBAH CUTHAT
Ha m/z = 396,3 (Tabena 3.13).

W3zBpiena cy u jogaTHa HCIIMTHBAKkA YTHIIAja HEOPTAaHCKUX CONM Ha MaceHe criekTpe TiO2
HY-a u TiO2 EHY-a. Paznuunre konuentpanuje pacrsopa conu NaCl-a u KCl-a nogare cy y
cycrieHsmje cymncrtpara. l{ump ekcrnepuMmenta je OMO Ja ce OJpelrd Kako pa3lInduTe
KOHIICHTpallje YTUYy Ha WHTCH3WTETe CHTHaja. M3a0paHu Cy pa3lM4uTH CHTHAIU |
M3padyHATH Cy OJJHOCH cuTHaia v myma (S/N) 3a cBaky MpUMEHEHY KOHIICHTPAIU]y 00¢ COJH.
Koncrpyucanu cy rpadumm 3aBucHocty S/N 01 KOHIEHTpalgje obe conu Koja je Omma y
oncery ox 0,008 1o 0,13 mol/dm? 3a 06e conn. MelyyTuM, KaKo MHTEH3UTETH CUIHAIA HUCY

KOpenupany Ha OWJI0 KOjU HAa4YMH ca KOHIIEHTpalldjaMa colii (pe3ysTaTd HUCY MpHKa3aHu),
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MOTJIO C€ 3aKJbYYHTH Ja KOHIIEHTpAIMjeé HEOPTaHCKHUX COJHM TMPUCYTHHX Y aHATU3UPAHO]
CMEIIN HEeMajy BEJIHMKOT YTHIaja Ha WHTCH3UTET CHUTHAJA, YKOJIHKO Ce KOPHCTE HEOPTaHCKU

CyICTpaTH.

3.2.1.5. SALDI TOF macena cnektpomerpuja kommiekca [RuCla(bipy)2]Cl y

npucycrtBy HaHouecTHa TiOz u exunconannx Hanoyectuua TiO:

VY mpeTxogHOM /ey OBOT JOKTOpaTa mokaszaHo je na ce TiO2 HY mory xkopuctutu xao
CYIICTPATH 3a IETEKIH]jy KOMILIEKCA npenasHux Metana.'>* [k 1aber ucTpaxuBama je 6uo
tectupawe TiO2 EHY-a kao cymctpata 3a SALDI TOF wmaceHy crHekTpoMeTpujy
OMITMPUIMHCKOT KOMILJIEKCa PYTeHHjyMa, Kao MPeJICTaBHUKA KOMIUIEKCA TpeJIla3HuX MeTala,
HOTEHIMjaJTHUX aHTU-TYMOPCKHX areHca.

Cuumibenu cy macenu cnektpu [RuCla(bipy)2]Cl 6e3 npucyctsa cyncrpara (LDI) u ca

cynctpatuma, ca TiO2 HY u ca TiO2 EHY, koju cy npuka3anu Ha Crumm 3.8.

449,0
484.,0

J—J_u
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li 484,0 6)

484.0
413.1 | B)
507.2
’* 576.4
" . .

" T T T ) TTTrTTTTrTT
350 400 450 500 550 600 650 700 "7

Cnuxa 3.8. (SA)LDI TOF macenu cnexmpu Oemekmosanux MNO3UMUSHUX JoHA: a)
[RuCl2(bipy)2]Cl 6e3 cyncmpama, 6) [RuClz(bipy)2]Cl ca TiO2 H9-ama xao cyncmpamom u
8) [RuCl2(bipy)2]Cl ca TiO2 EHY-ama xao cyncmpamonm.
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Y macenom criektpy [RuClz(bipy)2]Cl cHumibeHOM 6€3 cyncTpaTa, mpukazanoM Ha Ciunu
3.8.a, MOI'y Ce YOUMTH TPH JOMHHAHTHA curHajia: curaai o [Rull(bipy): - HY ma m/z = 413,1,
curnan o [RuCl(bipy)2 - H]* na m/z = 449,0 u curnan ox [Ru'Cla(bipy)2]* na m/z = 484,0.
Macenu criektpu [RuCla(bipy)2]Cl kommiekca koju je ycrnemHo CHUMIbeH momohy cymncrpara
TiO2 HY u TiO2 EHY npuxka3zanu cy Ha Caunu 3.8.6 u Ciunu 3.8.8, peaom. Moxxe ce 3ama3uTi
na y cnexrpy [RuClz(bipy)2]Cl koju je caumsben y npucyctsy TiO2 HU-a nomunupajy ncra
TpH, 100po nepuHKCaHA CUTHATIA, KA0 M Ha CTIEKTPY YUCTOT KOMIUIekca. MelyyTum, Ha CIEKTpy
[RuCl2(bipy)2]Cl xoju je caumuben y mpucyctBy TiO2 EHU-a, ocum rope momeHyTa Tpu
CUTHAJa, 3amaxkajy ce W jojgaTHu curHamu. CurHan Ha m/z = 507,2 K0ju je MOpEeKIoM OJ
natpujymoBor aaykra [Ru(bipy)2Clz]* u curnan va m/z = 576,6 Koju HHje UIEHTUPHUKOBAH.

Ha ocHOBY 0BuX 3anakama MOXe ce 3akjbyunuTH Aa je oceTbuBocT SALDI TOF metoze 3a
anamuzy [RuClz(bipy)2]Cl Beha kana ce kopucte TiO2 EHY. Mehytum, xaga ce kopucre TiO2

HUY na cniexTpuma ce 3anaxa Mame M03aJUHCKOT IIyMa.

3.2.1.6. YTuuaj unTeH3uTETA JIacepa Ha MaceHe cnekTpe komiuiekca [RuClz(bipy):]Cl

HcnutuBan je yTuilaj MHTEH3UTETa Jiacepa HAa MHTEH3UTET CHTHAJNIa MAaceHHX CIIEeKTapa
komruiekca [RuClz(bipy)2]Cl caumibennx 6e3 matpune u maceHux cnekrapa [RuCla(bipy)2]Cl
cHUMJbeHUX y nnpucycTBy cynctpaTta TiO2 HU u TiO2 EHY. Cpenwa BpeJHOCT OHOCA CUTHAjIa
u myma (S/N) 3a curnan nopeknom ox [Ru(bipy)z - H*]*, na m/z = 413,1, u3pauynara je 3a ce
NpPUMEHEHE UHTEH3UTETE Jlacepa. 3aBUCHOCT cpefitbe BeqHocTH S/N o1 MHTEH3UTETa Jlacepa

npukasana je Ha Ciumm 3.9.
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Cnuka 3.9. I'pagux zaseucnocmu cpeomwe epeonocmu S/N (o0noc cuenana u wyma) 00
npumerbeno2 URmeH3umema jacepa Koju je ouo y pacnouny oo 1300 y.j. 0o 2500 y.j. 3a cnekmpe
[RuCl2(bipy)2]Cl chummwene 6e3 mampuye u cnexmpe [RuCla(bipy)2]Cl chummene y
npucycmey cyncmpama TiO2 H4 u TiO2 EHY.

Wutensurer curHana Ha m/z = 413,1 ce HUje mpoMeHno ca moBehameM cHare jacepa Ha
MaceHUM CIIEKTPUMa YHCTOT KOMILIEKca U KoMIuiekca cHuMibeHor ca TiO2 HU-ama, anu xaga
cy TiO2 EHY mpumemene kao cyncrpaT curaai Ha m/z = 413,1 ce moBehaBao ca noBehamem
cHare nacepa (Cnuka 3.9). Uunu ce na, TiO2 EHY no6GoJsbinaBajy XxoMoreHy QucTpuOyLujy
y3opka Ha MALDI nnoun, onakmagajy Tpancdep eHepruje Jiacepa ca MoBpIIMHE CyIcTpaTa
HA MOJICKYJ WCITUTHBAHOT jEe/IUbEHha, Ta OJIAKINABAjy JECOPIIIH]Y/jOHU3AIN]y KOMIUIEKCa
u/unn crpeyaBajy (parmenrtanyjy Ru-xomruiekca. OBakBO IMOHAIIAlke HUjE jEAMHCTBEHO,
CIIMYHU PE3YNTATH Cy JOOHMjCH! U Y paHHjUM PaJI0OBIMa MPHIINKOM UCTIHTUBAA OCETIHHBOCTH
netexunje roxhe(Ill)-xmopuna ca u 6e3 marpuue,'!”’ y KojeM je MOKa3aHO 1a MPUCYCTBO
MaTpHUlle CHWXaBa TpaHUlly JaeTekuuje reoxha. 30or ceera mperxoano HaseaeHor 6u TiO:
EHY morne na 6yny nobap kannuaar 3a SALDI MS ananuzy Ru-kommiekca, MOX/1a 4ak u 3a

HErOBY KBAHTUTATUBHY aHAIU3Y.
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3.2.1.7. E¢dexar Heopranckux coiiu Ha SALDI TOF maceHe cnekTpe KoMILIeKca

[RuClz(bipy)2]Cl

Beh je manomenyto na nHanouectunie y SALDI TOF ananu3u Tonepuily BHCOKE
KoHIeHTpanuje conu. [Tokazano je na Bucoke konunentpanuje conu NaCl-a u KCl-a ytuuy Ha
U3rJIe/I/KBATUTET MaceHHUX crekrapa cyncrpara TiOz, mro je npukazano Ha Cruru 3.7. la 6u
Ce HCIUTANO Jia JIW Jojia3u 70 TpomeHa Ha maceHuM crektpuma [RuCla(bipy)2]Cl ca
CYIICTpaTHMa, oA UCTHM ycioBuMma, nogare cy conu NaCl-a u KCl-a, tako na je ¢punamHa
konnenrpanuja O6mwra 0,0325 mol/dm’. Cuumsbenn cy SALDI TOF wmaceHu crekrpu
komiuiekca [RuCla(bipy)2]Cl y xome cy MAeTeKTOBaHM NO3UTHBHHM JOHH, Y cienehum
komOuHanyjama: Ru-kommiexc nomenran ca TiO2 HU-ama u ca NaCl-om, (Cauka 3.10.a), Ru-
koMIniekc rmomeniad ca TiO2 EHY-ama u ca NaCl-om (Cnuka 3.10.6), Ru-koMImieke momerian
ca TiO2 HY-ama u ca KCl-om (Cnuka 3.10.8) 1 Ru-kommiekc nmomemad ca TiO2 EHY-ama u
ca KCl-om (Cnuka 3.10.r). OBa yeTupu crekTpa u3rieqajy Beoma ciudHo, 6e3 003upa Koju je
CYIICTpaT WJIH Koja je co KopuinheHa. 3anaxkajy ce Tpu IJlaBHa CUTHAIA KOjU CY IOPEKIIOM OJ1
KoMITIekca: Ha m/z = 413,1, Ha m/z = 449,0 u Ha m/z = 484,0. Victa Tpu cUTHANIA TOMUHHUPA]Y
Ha crekTpy Ru-kommiekca koju je cHUMIbeH 0e3 mpucyctBa coym (Cnuka 3.8). Y nmpucycTBy
comu NaCl-a mnu KCl-a curnan Ha m/z = 507,2 ce mojaBbyje y Mace€HOM CIEKTpY
[RuCl2(bipy)2]Cl ca TiO2 EHY-ama (Cnuka 3.10.6 u 3.10. r). OBaj cursan je HHTEH3UBHUJU
kama cy mnpucytHe coiau NaCl-a, jep oBaj curHam oxaropapa aayKTy HaTpujyma
[RuCla2(bipy)2]*. Ca TiO2 EHU-ama ce nmosehasa 6poj no6ujenux curuaia, aam ce Takohe Ha

THUM CIICKTPpUMa MOXE NPUMETUTU BUIIC TO3aAMHCKOT" LITyMa.
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Cnuxka 3.10. SALDI TOF wmacenu cnekmpu [RuCl2(bipy)2]Cl nosumuenux jouna: a) Ru-
xomnnexc nomeuiar ca TiO2> H4-ama u ca NaCl-om, 6) Ru-xomnnexc nomewan ca TiO2 EHY-
ama u ca NaCl-om, 8) Ru-xomniaexc nomewarn ca TiO2 H4-ama u ca KCIl-om u 2) Ru-xomnnexc
nomewan ca TiO2 EHY-ama u ca KCl-om.

Mosxe ce pehu 1a conu HeMajy HUKaKBOT yTUIaja Ha Op0j, MHTCH3UTET CUTHAJA U YKYTIaH
U3IIe]] MaceHor criekTpa Ru-komruiekca 6e3 003upa Koju je CyrneTpar yrnoTpeOsheH.

Takohe je ucnurTaHo Aa I WHTCH3UTETH curHana maceHor crekTtpa [RuClz(bipy)2]Cl
3aBHCE Of KOHIEHTpanuje nomgare coiu. CHeKTpu KOMIUIEKCca Cy CHHMaHH MpH pacTtyhum
koHnentparjama comu NaCl-a u KCl-a. Konnentpanuja NaCl-a u KCl-a cy oune y omncery
ox 0,008 no 0,13 mol/dm?, nmpuMemeH je MCTH OICer KOHIEHTpalMja CONU Kao W MpH
Tectupamy cyncrpara TiO2. 3padyHara je cpema BpeqHocT oaHoca S/N 3a curHain Ha m/z =
449,0 3a cBaky npumemeny koHuentpanujy NaCl-a u KCl-a. Mako cpenwa Bpeanoct S/N

Bapupa Ha Pa3IMUUTUM KOHIICHTpAI{ja COJIM, HE MOXKE CE€ 3ala3uTH HUKAKBa MPABUIHOCT Y

75



Cpenma Bpensoct S/N

Pezynmamu u ()u(:icycuia pesyiamama

oBuM npoMeHama. CTaHaapaHa JeBHjanyja je Ouiia peIaTHBHO BUCOKA Y CBUM CIIy4ajeBUMA.
Huje jacHo nma ynm wHTEeH3WTeTH curHama maceHux crektapa [RuCla(bipy)2]Cl 3aBuce of
KOHIIEHTpaIuje coiu. 3ajenHo raeaajyhu, He Memajy ce Hu crnenuduyan oOpasal] CreKTpa

komruiekca [RuCla(bipy)2]Cl H1 KBanUTET CIEKTpa AOAATKOM HEOPTAaHCKUX COJIH.

3.2.1.8. Kom0nHOBaHHU e()eKTH HEOPraHCKHUX COJM M HHTeH3uTeTa jacepa Ha SALDI

TOF macene cnektpe komiuiekca [RuClz(bipy):2]Cl

3a mpoHanaxeme onTUManHuX ycioBa 3a cHuMame SALDI TOF macenux cmekrapa
komiuiekca [RuClz(bipy)2]Cl npoyuaBanu cy KOMOMHOBaHM €(EKTH HEOPTaHCKHX COJIU H
MHTEH3UTETA Jlacepa Ha MaceHe CIeKTpe. buio je moTpeOHO CHUMHTH CIIEKTPE MO3UTUBHUX
joHa cnenehnx komOuHanuja: Ru-kommnekca ca NaCl-om, Ru-kommiekca ca TiO2 HU-ama u
ca NaCl-om, Ru-kommiekca ca TiO2 EHY-ama u ca NaCl-om, Ru-kommnekca ca KCI-om, Ru-
koMminiekca ca TiO2 HU-ama u ca KCl-om u Ru-kommiekca ca TiO2 EHY-ama u ca KCl-om.
CBaku CHEKTap je CHHUMJbCH MMOJ NMPOMEHJBHUBUM (ITOCTEMEHO pacTyhuM) HMHTEH3UTETHMA
nacepa. OxapeljeHa je 3aBHCHOCT cpefiibe BpeaHocTd omHoca S/N 3a curnan Ha m/z = 413,1

([Ru(bipy)2-H*]*) on untensurera nacepa. Pesynararu cy npukaszanu Ha Crunm 3.11.

—=— S/N RuBipy (413,1) + NaCl —=— S/N RuBipy (413,1) + KCI
—e— S/N RuBipy + NaCl + TiO2 H4 a) —— S/N RuBipy + KCl + TiO2 HY
700— | —— S/N RuBipy + NaCl + TiO2 EHY 1 | 7™ S/N RuBipy + KCl + TiO2 EHU

500 N 0)

Cpeama Bpensoct S/N
(&)
=
o
N

T T ! L L L

—
2400 1200 1600 2000 2400

HuTeH3uter nacepa vy

—
2000

: ——
1200 1600

Cnuxka 3.11. Cpeoma epeonocm oonoca S/N 3a cuenan na m/z = 413,1 uz macenoe cnekmpa
nozumusHux jona komnaexca [RuClz(bipy):2]Cl y ¢pynkyuju 00 unmensumema nacepa xKoju je
6uo y oncezy 00 1300 y.j. 0o 2500 y.j. a) Cpeowe speonocmu S/N uz cnexmpa Ru-xomniexca
ca NaCl-om; ca NaCl-om u ca TiO2 H4-ama; ca NaCl-om u ca TiO2 EHY-ama. 6) Cpeore

speonocmu S/N uz cnekmpa Ru-xomnaexca ca KCl-om; ca KCl-om u ca TiO2 H4-ama; ca KCI-
omu ca TiO2 EHY-ama.
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VYxomuko ce ynopene maceHu crektpu y npucyctBy NaCl-a (Cnuka 3.11.a) HajBumia
cpenma BpeanocT S/N ce noduja y npucyctBy cyncrpata TiO2 EHU-a. Ha cBe Tpu kpuBe ca
Cnuke 3.11.a ce BUM Aa ce MaKCUMalTHa BpeHOCT S/N MOCTIKE Kaja je€ MHTEH3UTET Jlacepa
noenied Ha oko 2100 y.j. MuHMManHa BpeIHOCT MHTEH3UTETa Jlacepa Koja je moTpeOHa 1a ou
ce 100N CIIEKTPHU ca NMPUXBATIbUBOM BpenHolhy oaHoca S/N (1a BpetHOCTH He Oyy HUXKe
on 50) pasznukyje ce usmel)y cyncrpara. Curnanu nobujenu ca TiO2 EHY-ama nmajy HuXKy
nowy BpenHoct nacepa (1600 y.j.) mero mTo je cimyuaj ca TiO2 HUY-ama (1900 y.j.) u ca
cnekTpuma gobujeHnm 6e3 npucycrsa cymcrpara (1800 y.j.). Kaga ce ananmsupajy criektpu
Ru-kxommurekca koju ¢y cHumibeHu y npucyctBy conu KCl-a (Crnmka 3.11.0) HajBuIa cpeama
BpenHocT S/N ce Kao U y mpeTxoaHoM cirydajy noctmke ca TiO2 EHY-ama. C npyre ctpane,
OBE KpHBE TOKa3yjy 3HAaTHO Mame NPaBWIHOCTH M Behe craHmapiaHe aeBHjaldje HEro y
IPETXOIHOM CIIyuajy.

Ha ocHoBy rope HaBeneHor, Moxe ce pehun ma ce oba cyncrpara TiO2 HU u TiO2 EHY
Mory Kopuctutu kao cynctpatd 3a SALDI TOF wmaceHOCHEKTpOMETpHjCKY aHaIH3y
koMmiuiekca [RuCla(bipy)2]Cl. OBa nBa cymcTpara Cy BHCOKO TOJEpaHTHa Ha TNPHUCYCTBO
HeopraHckux joHa: Na*, K* u CI.

TiO2 EHY cy ce mokazane xao eduxacHuju cymncrpata ox TiO2 HY-a y mpomecuma
JiecopIIIHje/joHn3alrje KoMiiekca. [IpeTxoqHo HaBeIeHo MOKe 1a Oy 1e TIOCHIe/IuIa pasinKe
y HOBpIIMHAMa W3Mely HaHOYeCTHLA U eIMIICOUTHUX HAaHOYECTHLIA, a HOCPETHO U 00IHKa U
BeJIMYMHE U CTEpHUX e(ekaTa ca CTAaHOBHUINITA aHAIM3UPAaHUX Mosiekyna. Kako cy curnamu
HOPEKJIOM O] aHAIM3UPAHUX CYIICTpaTa YIJIaBHOM Y O0JIACTH MallMX MOJIEKYJICKHX Maca, He
oMeTajy MaceHy aHanu3y Ru-komruiekca, Takohe, oceTspuBocT neteknmje je seha y mopehemy

ca ApyrvuM YeCTHLIAMA.

3.2.1.9. SALDI TOF macena cnexkrpomerpuja komiekca [PtCls(bipy)] y npucycrBy

nanouectuua TiO: u exunconanux nanouecruua TiO2

KomMmruiekcu npena3Hux MeTana uMajy BaKHy yJIOTY Y MEAMIIMHCKO] OMOXEMH]H, Tia je Y
OBOj JIOKTOPCKOj IHUCEpTAallMju aHAIM3MpaHa MOTYNHOCT NpUMEHE CcylncTpara Ha 0a3u
HaHokpuctanma TiO2 3a aHanmM3y joml jeHOT KOMIUIEKCA NpEeTa3HUX MeTaja, KOju uMa
MOTEHIIMjaJl 32 TPUMEHY Kao aHTH-TYMOPCKM areHc. HayuHumm cy mokasanu 3HadajaH
HaIpeaaK Mmpu KopuirheHy KOMILIEKca Npesia3HUX MeTala y Jieuemhy 000Jbera KO Jby 1 Kao
HITO Cy Pa3IUYUTH KapIMHOMH, TUMQOMH, ArjabeTec, HEYPOJIOIIKY nopeMehaju u Kao aHTH-

178-182

WH(IaMAaTOPHU areHCH. C 003upoM Ha BEIWKU 3HAuYa] KOMILIEKCA MpellasHuX MeTana
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jaBjpa ce moTpeda 3a WUXOBUM JajbM YyHampehemeMm, HHXOBOM KapaKTepU3alfjoM H
pa3BujameM Op3UX METO/1a 32 FbUXOBY JIETEKIIM]y HApOUUTO y Ononomkum ynainma. MaceHna
CIIEKTPOMETPHja 332 KapaKTEepU3alHjy U JCTEKIMjy Ou Morja OMTH Meroma o muzbopa. Ilpu
NpeTpaXHBamy JINTEPATYPE 3alaKEHO je J1a HUCY Y IOBOJbHOj MEPH 3aCTYIJbEHU PaJlOBH Ha
temy (M)SALDI macene ananu3ze oBux komiuiekca. MALDI macena ananu3za, kao mto je Beh
UCTAKHYTO Yy NMPETXOJHHUM IOIJIaBJbUMa, UMa HelocTaTak ycien Kopuinhewma MaTpula Koje
UMajy MOJIEKYJICKe Mace Koje mokpuBajy obnact maca 1o 1000 Da y kojuma ce Hanasu 1 Behuna
KOMILJIEKCA Mpesla3HuX MeTaja.

[Mpema nurepatypaum nmoxanuma, TiO2 HY kao cyrnictpat Hucy Hajoosbu n36op 3a SALDI
MS amanusy kommiekca [PtCla(bipy)] 36or cnabe ocemwuBoctH.'>* 'V cnenehum
eKCIIepuMeHTHMa TIpoBepeHo je aa au cynctpat TiO2 EHY uma npegHocT Haa cyncrpaTtoM
TiO2 HU y SALDI MS ananu3u Pt-xommnekca. CHumibern cy cnektpu [PtCla(bipy)] 6e3
npucycTtBa Matpuiie (Cnuka 3.12.a) u cnextpu komruiekca [PtCla(bipy)] ca cyncrpatuma TiO2
HY (Cnuxa 3.12.6) u TiO2 EHY (Cnuka 3.12.8). ¥V cnektpy Pt-kommuiekca 6e3 cymcrtpaTa
3amaxajy ce Tpu TiaBHa curHana: curnan on Pt(bipy)Cl]* ma m/z = 386,9, curnan on
[Pt (bipy)Cl2Na]* na m/z = 443,1 u curnain ox [Pt'(bipy)2-H]* na m/z = 507,1 (Cnuxa 3.12.a).
VY joHMMa KOjH Cy A€TEKTOBaHU Kao curHanu Ha m/7 = 386,9 u m/z = 507,1, Pt je penykoBana
on Pt(IV) no Pt(Il), m mo oBora monasu ycies Jacepcke eKCIUTalldje, HajBepoBaTHHjE Kao
nocneania GoToXxeMHjcke peaykiuje y racHoj dhaszu. Pegyknuja npenazunx Merana y MALDI
TOF MaceHoj CrnekTpoMeTpuju Huje HeyobOuuajen mnpouec. [Pt(bipy)2-H]* katjon (m/z =
507,1) ce reHepuie Kaja aayKT KOjU CaJpXKHU JBa OWITUPHUHUCKA JIMTaHAa WU3TyOW jenaH
npoton.'83 JlenpoToHOBaHM KaTjOHH Ce Takohje cTBapajy TOKOM CHMMarba MACEHUX CIIEKTapa
HE camMO OWNHMPUAMHCKUX KOMIUIEKCa ca pYTEHHjyMOM HErO0 M ca OWIHPUAWHCKUAM

KOMILIEKCMMA JPYTHX TIPENa3HUX METAJIa, IITO j€ OMMCAaHo y muTeparypwu. 84186
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Cnuxa 3.12. SALDI TOF macenu cnexmpu nozumuenux joua: a) [ PtCla(bipy)] 6e3 npucycmsa
mampuye, 6) [PtCla(bipy)] ca TiO2 H4-ama u 8) [PtCly(bipy)] ca TiO2 EHY-ama.

Curnan nerexrosan Ha m/z =443,1 ([Pt"(bipy)Cl2Na]*) je nopekiom ox Nat agykra Pt-
OUIMUPUIMHCKOT KOMIUIEKCa. 3aHMMJBMBO j€ J1a je OBaj CHTHaJl HHCKOT WHTEH3MTETa W Ha
MaceHoM crieKTpy 6e3 cymcerpara (Crnuka 3.12.a) 1 Ha cekTpy KoMIuiekca y nmpucyctBy TiO2
HY-a (Cnuka 3.12.0), ayiv je TOMHHAHTaH y CIIEKTPy KoMIuiekca cHumibeHor ca TiO2 EHU-
ama (Cnuka 3.12.B), T1€ Cy CBH OCTaJIM CUTHAIN CYIIPUMUPaHH.

Tpu curnana nopeksiom oa Pt-komriekca Koju cajipke TpU OUITUPUAMHCKA JIMTaHIA CY
Takol)e [eTeKTOBaHa Yy BHIIMM MAaceHMM pErHoHMMa chekTpa Ha: m/z = 733,1
([Pt(bipy)sCl2]*), m/z = 768,1 ([Pt (bipy)sCls]*) u m/z = 805,1 ([Pt!(bipy)3Cla]*) (Cruka
3.12.amu 3.12.6).

Pesynratn oBor ekcrmepumMeHTa TOKaszyjy ma ce ocetsbuBocT SALDI MS anammse ne

noBehasa kana ce kopucte TiO2 EHY kao cymcrpar ymecro TiO2 HY.
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3.2.1.10. Eextn Heopranckux cojiu Ha SALDI TOF macene ciekTpe KoMILIekca

[PtCls(bipy)]

Ha Ou ce ucnutano kako HeopraHcke conmu ytuuy Ha SALDI TOF macene cnektpe
[PtCla(bipy)], pactBopu NaCl-a m KCl-a cy nomatm y pactBop komiuiekca. dunaiHa
KOHIIEHTpaIja COJNM KOja je JoJlaTa je McTa Kao KOHIeHTpaluja Koja je momara y Ru-
OUNMUPHAMHCKY KOMILTake, u3Hocuna je 0,0325 mol/dm? 3a 06e comu. SALDI TOF macenn
CHEeKTpH mO3UTHBHUX joHa Komiuiekca [PtCla(bipy)] cy cHumibenun y crneaehum
koMmOuHanujama: Pt-komrmiekce ca TiO2 HU-ama u ca NaCl-om (Crnuka 3.13.a), Pt-kommieke ca
TiO2 EHY-ama u NaCl-om (Cnuka 3.13.0), Pt-kommiekc ca TiO2 HU-ama u ca KCl-om (Cnuka
3.13.B) u Pt-xommnekc ca TiO2 EHY-ama u ca KCl-om (Cnuka 3.13.r). Cnexktpu Ha Cnunum
3.13.au 3.13.6 cy Beoma ciiuyHH, 63 003upa Ha TO KOjH je CyncTpaT ynorpebsbeH. CUrHan Ha
m/z = 443,1 ([Pt(bipy)Cl2Na]*) nomMunupa Ha 06a CrieKTpa rie je y pacTBopy OUO NpUCyTaH
NaCl. Kana cy macenu crnektpu Pt-xomriekca cHumibeHn y npucyctsy KCl-a, HOBH, jak
CHUTHAIl ce TojaBibyje Ha m/z7 = 459,9 koju je mopeknom ox K*-amykra Pt-OunmmpuamHCcKoT
kommekca [Pt(bipy)CLK*]* (Cinuka 3.13.6 u 3.13.1). 3anumibuBo je na ce Nat-agykr Pt-
KoMIuiekca (m/z = 443,1) rojaBibyje Ha MAaCEHOM CIEKTPY Koju je cHuMIbeH ca TiO2 EHU-ama

u ca KCl-om, anu amker untezuteta og K+-agykra (Cnuka 3.13.1).
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Cnuka 3.13. SALDI TOF macenu cnexmpu nosumusnux joua kxomniexca [PtCly(bipy)]
CHUM/BeHU cy Yy npucycmsy coau: a) Pt-komnnexc ca TiO2 H4-ama u ca NaCl-om, 6) Pt-
xomnnexc ca TiO2 EHY-ama u NaCl-om, 8) Pt-xomnnexc ca TiO2 H4-ama u ca KCl-om u 2)

Pt-xomnnexc ca TiO2 EHY-ama u ca KCl-om.

SALDI macenu criektpu Pt-komruiekca cauMibenn y npucycty TiO2 HU-a He momiexy
yTULAjJy AO0AATe COJIM, OAHOCHO, HE 10jaBJbyjy C€ HOBU CUTHAJM y NMPHUCYCTBY HEOPraHCKUX
joHa Koju ce nmonmajy. Amm, kama je ynorpebsben cymcrpar TiO2 EHY, mpucyctBo comu
mo0oJbIIaBa OCETIHUBOCT MAaCEHOCTIEKTPOMETpH]jcKe aHanmn3e Pt-kommekca. Pasnor mosehane
OCETJBPMBOCTH Pt-KOMIUIeKca MOke J1a OyJie CMamelhe HHTEH3UTETa CUTHAMIA KOjU MOTHIY OJT

cymncTpara, mTto oMoryhapa oJjlakiaHy JETEKIIHMjy CHUTHAJa KOjU MOTHUYY oA y3opka. [pyra
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MOryhHOCT je /1a ce oJlaKmiaBa jOHW3alHuja y30pKa, rMa Cy CaMUM THM U CUTHAIH KOjU TIOTUIY
O]l jOHa KOj! TIOTHYY O]l Y30pKa WHTEH3UBHUJU U JIAKIIE CE ICTEKTY]Y.

[TpernocTaBke: Kajia Cy MPUCYTHH HEOPTAHCKHU jJOHH MOJKE Jia Jiohe 10 cMambemha CUrHaa
KOjH TIOTHYY OJ CYIICTparTa mto oMoryhasa jiakiny IeTeKIMjy CUrHajla KOju IOTHYY O] y30pKa.
Jom jemHa mpeAHOCT MPH IETEKIHUjH y30pKa Kaja Cy NPUCYTHU HEOPTaHCKH jJOHHU j€ M LITO ce
He moBehaBa Opoj M MHTEH3UTET MO33aJUHCKUX CUTHANAa KOjU MOTY Jia HacTaHy O] aayKaTa
CyICTpaTa W ajJKaJHHX MeTayia, OBaKBa I0jaBa ce jaoraha kajga ce OpraHCKMM MaTpHIiama
Jol1ajy pactBopu cond. Tana je moBehaH mo3ajMHCKK IIyM KOjU je MOCJIEIHUIA CUTHANA O

ajJlykata MoJieKyJia MaTpuia ca jonuma Nat u K+,

3.2.1.11. YTu11aj UHTEH3UTETA Jiacepa HA MaceHe cniekTpe komiLiekca [PtCly(bipy)]

Bpoj Monekyna koju ce joHU3yjy 3aBUCH O] EHEPTH]E J1acepa Koja ce KOPUCTH U, YTIIaBHOM,
pacTte Kako pacte cHara yiacepa. Hakon ojpeleHe BpemHOCTH cHare jacepa, Opoj joHa Ha
onpeheHoj mo3unMju, KOjU ce JNETEKTyje MOUMbEe Jla ce cMamyje. Pasmor 3a oBy mojaBy je
HajBepoBaTHUje moBehana ¢parMeHTanMja HCIMTHBAHOT Y30pKa, 10 KOje J0JIa3H Kaja cHara
nacepa npehe oxpeheny Bpeanoct. M3 Tor pasnora, Moske ce pehu 11a je cHara jacepa jenaH of
rIIaBHUX (hakTopa KOjU yTHYEe Ha KBAJIUTET MAaCCHUX CIIEKTapa, Ia je HEONXOJHO YTBPAUTH
CHAry Ipu Ko0joj Cy cUrHanu HajBehier MHTEH3UTeTa, a IPU KOjUMa je CTerleH ¢parMeHTalnje
MambH.

VY oBOM pneny aucepranyje, UCIUTHBAH je yTUIA] WHTEH3UTETa Jlacepa Ha MHTEH3UTET
cUrHasa MmaceHux crekrapa komriekca [PtCla(bipy)] cHumibernx 6€3 MaTpuile U KOMILIeKca
[PtCla(bipy)] caumibenor y npucyctBy cyncrpata TiO2 HY u TiO2 EHY. 3a Pt-kommuiekc u
Pt-xomriekc ca cyncrparnMa CHUMJbEH je Behu Opoj criekTapa Moj yTUIajeM pa3iIHdUuTHX
MHTEH3UTeTa Jacepa. Cpenma BpeIHOCT oiHOCa CUrHana U myMa (S/N) 3a curnall HopekioMm
ox [Pt!(bipy)ClaNa]*, na m/z =443,1, u3pauyHara je 3a CBe NPUMEbEHE HHTEH3UTETE JIacepa y
orcery oxa 1300 no 2500 y.j. 3aBucHOCT cpeame BpeaHocTH S/N 0J] MHTEH3HWTETa Jlacepa

npukasana je Ha Crumm 3.14.
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Cnuka 3.14. I'pagux 3asucnocmu cpedrwe epedonocmu S/N (0OHoc cuenana u wyma) 00
npumMereHoe uHmensumema aacepa Koju je ouo y pacnouy 00 1300 0o 2500 y.j. 3a cnexmpe
xkomnaexca [PtCly(bipy)] chummenux 6e3 mampuye u komnaexca [PtCly(bipy)] chummenoe y
npucycmey cyncmpama TiO2 H4 u TiO2 EHY.

Cmnyno Ru-kommuiekcy (Cnuka 3.9), wuHTeH3WTeT curHama Ha m/z = 4431
([Pt (bipy)Cl2Na]*) ce Huje 3HauajHO MpOMeHHO ca ToBehambeM CHare jacepa Ha MaceHUM
CHEKTPUMA YMCTOT KOMIUIEKCa U KoMIuiekca cHUMIbeHOT ca TiO2 HU-ama, anu kana cy TiO2
EHY npumMemeHe kao CyrncTpaT, curHan Ha m/z = 443,1 ce nosehaBao ca mosehamem cHare
nacepa (Crnuka 3.14). Jom jenaom ce notBphyje na je cyncrpar TiO2 EHY no6ap kanaunar 3a
SALDI MS anamuzy He camo Ru-komriekca Hero u Pt-koMrmiekca, momTo je TpaHcdep
eHepruje yacepa epUKACHH]U W Oryiena ce y mnoBehamy NpHHOCA jOHA y30pKa KOJjU Ce

aHaliu3upa.
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3.2.1.12. KomOunoBanu eeKTH HEOPTraHCKMUX COJIM U HHTeH3uTeTa Jiacepa Ha SALDI

TOF macene cnexktpe kommiiekca [PtCls(bipy)]

Kao n xoxa Ru-kommiekca, 3a mpoHanakemwe ONTHMAIHHUX ycioBa 3a cHUMame SALDI
TOF macenux cnekrapa xomiuiekca [PtCla(bipy)] mpoyuyaBaHu cy KOMOMHOBaHM €QEKTH
HEOPraHCKMX COJM M HMHTEH3UTeTa Jlacepa Ha MaceHe cnekTpe. CHUMJbEHHM Cy CIEKTpU
MO3UTUBHUX joHa cienehnx komOuHanuja: Pt-kommeke ca NaCl-om, Pt -kommuiekc ca TiO2
HY-ama u ca NaCl-om, Pt -kommiexc ca TiO2 EHY-ama u ca NaCl-oMm, Pt -kommiekc ca KCl-
oM, Pt -kommiekca ca TiO2 HU-ama u ca KCl-om u Pt-xommieke ca TiO2 EHY-ama u ca KCI-
oM. CBaka KOMOMHaIMja jeé CHUMJbCHA IPH TOCTENEHO pacTyheM WHTCH3HWTETY Jlacepa y
pacnony on 1300 mo 2500 y.j. Oapehena je 3aBUCHOCT cpelme BpeaHOCTH onHoca S/N 3a
curnan Ha m/z = 443,1 [Pt''(bipy)ClaNa]* ox unTensuteTa nacepa. Pesynraru cy npukasaHu

ga Counm 3.15.

— S/N Pt(bipy) (443,1) + NaCl — S/N Pt(bipy) (443,1) + KC1
— S/N Pt(bipy) + NaCl + TiO» HU — S/N Pt(bipy) + KCI + TiO> HY
] [~ SN Pibipy) +NaCl + TiO: EHY 1 | = S/N Pibipy) +KCl+TiO: EHY
1100 - 900 -
2 ool . 700 |
- I
S 900 5 |
= 7 o)
o = 500
% 700 1 fé |
g p < 300
2500 7 27 -
£ ] 2. 100 -
3 300 7 ©
a b i
&) j
100 :
1200 1600 2000 2400 1200 1600 2000 2400
Hnrensurer nacepa (1 * Hurensurer nacepa (..
Y- VAR

Cnuxka 3.15. Cpeora epeonocm oonoca S/N 3a cucnan Ha m/7 = 443,1 uz macenoe cnekmpa
[PtCla(bipy)] y kom cy demexmosanu nozumuenu jonu y GyHKyuju 00 unmeHumema iacepa
Koju je 6uo y oncezy 00 1300 00 2500 y.j. a) Cpeowe peonocmu S/N u3z cnekmpa Pt-komnnexca
ca: NaCl-om; NaCl-om u TiO2 H4-ama; NaCl-om u TiO2 EHY-ama. 6) Cpedre 8peonocmu

S/N uz cnekmpa Pt-xomnnexca ca: KCl-om; KCl-om u TiO2 H4-ama; KCl-om u TiO2 EHY-
ama.

[Topehemem kpuBux ca Cnuke 3.15.a MOXe ce 3ala3uTH Jla CE BHILE CPEIbE BPETHOCTH

S/N nobwujajy y npucyctBy oba cyncrpara TiO2 HY u TiO2 EHY y ognocy Ha S/N Bpeanoctu

84



Pezynmamu u ()uCKycuia pesyaimama

YUCTOT KOMIUIeKca 0e3 CyrcTpara, IITO MOKe OWUTH TMOCIeANIIa TOBHINEHE (hparMeHTalluje
MOJIEKyJla W, CaMHM THM HHCKOT NIpHHOCA joHa koju ce aerekryjy. Ca TiO2 EHY-ama ce
nobujajy HajBHINEG BPEAHOCTH, a OJ BPEAHOCTH WMHTeH3uTeTa jacepa 1600 y.j. ce mobujajy
pactyhe Bpennoctu S/N, anu nopact BpenHocty Huje npaBunad. Hajsumie Bpennoctu S/N y
npucyctBy TiO2 HU-a xao cynctpata, n1o6ujajy ce Ha 1800 u 1900 y.j. MuHuManHa BpeAHOCT
WHTEH3UTETA Jacepa Koja je morpebHa ja Ou ce mo0wmiu criekTpu ca BpeaHoctuma S/N koje
Hucy Hike of 50, pasnukyje ce u3mely cyncrpara. 3a curnane pooujene ca TiO2 EHY-ama
Ouna je morpeOHa HIKA J10Ha BpeAHOCT HHTeH3uTeTa jacepa (1300 y.j.) Hero mTo je ciaydaj
ca TiO2 HU-ama u ca curnanmma nooujernm 6e3 npucyctsa cyncrpara (1400 y.j.), mro roopu
y npusnor Beh pasmatpanoj Behoj edukacHocTH TpaHchepa eHepruje Kojy Cy CYICTpaTH
aricopOoBaM o Jacepa.

Kana ce ananuzupajy cnektpu Ru-komiekca koju cy cHUMIJbeHH y nipucyctBy comu KCI-
a (Cnuka 3.11.6) HajBuma cpenma BpenHoct S/N ce Kao U 'y MPETXOAHOM CITyuajy MOCTHXKE ca

TiO2 EHU-ama. Hajamke Bpennoctu S/N ce mocTixy y npucycTBy cymcrpara TiO2 HY.

3.2.2. KBaHTMTaTHUBHe KapaKTepUCTHKe CylcTparTa

MALDI maceHa crnekTpoMeTpHja jeé METOAa YMjH j€ HeIOCTaTaK Taj LITO HE MOCTOjU
JUPEKTHA 3aBUCHOCT U3Mel)y KomunHe y30pKa KOju ce aHaJIu3upa U OAroBopa MHCTPYMEHTA,
OJTHOCHO arCOJIyTHOT MHTEH3UTETa CUTHajla Yy MAaceHHM CIEKTPHUMa KOjU Cy MOPEKIOM OJ
y3opka.'®” Pa3nosu cy HeXOMOreHa KO-KpHCTanu3aluja y3opka u Marpune Ha MALDI mioun,
IITO JOBOJM /IO HUCKE PEMPOAyHMOMIHOCTH Mepema.*>!9? C 003upoM Ha apyre, BeIHKe
MIPETHOCTH, YJIaXKe ce BEIWKH TPy 1a OM MeTo/1a MOrJia 1a IMa KBaHTHUTATHBHY MPUMEHY.

Cnenehu xopak je 6mio ucrmTuBame MoryhHoctu ynorpede kpucrana turan(IV)-okcuna
kao cynctpata 3a SALDI TOF MS kBaHTUTaTHUBHY aHAIM3Y. 32 HCTPAXKUBAKHE KOPUIINEHU CY
HaHokpucTanu TiO2 pa3nuuuTe BeNIWYMHE M OOJIMKA: KOJOWAHE HAHOYECTHUIE MPOCEYHOT
adjameTpa 5 nm, enuncouHe HaHouecTHie ayxunae 40-50 nm, natepanne aumensuje 14-16
nm u HaHOTYOe nyxuHe o7 100 mo 150 nm u mpoceunor nujametpa ox 11 nm. Monekynu Ha
KojuMa je Omia TecThpaHa MOTEHLHMjaiHAa MPUMEHA HAHOKPUCTala Cy OMOJOIIKH aKTUBHU
MOJIEKYJTM MaJIMX Maca: aMUHO-KUCENNHE (L-IUCTEeNH, L-aJlaHUH, DL-METHOHHH), TPUTICIITH]]
TIIyTaTUOH, MOJHU CTEPOMUIHU XOPMOHHM (€CTpaauol, TECTOCTEPOH, MPOTECTEPOH), YIIbEHU
xuapat# (D-(+)-TJIyKo3a, D-(+)-Manrto3a, padpuHo3a, apadbuHO3a, B-IHUKI0IEKCTPHUH), TUMYHCKA

KHCENIMHA, JeKcaMeTa30H (JIeKca30H), BATAaMUHH (BUTaMUH A 1 BUTaMuH E).
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Behnna Mosexyna Manux mMaca Koju cy KopumheHH y UCTpaKuBamy U3abpaHu Cy mpeMa
CBOM KJIMHMYKOM 3Ha4ajy, Kao MTO je Beh MCTaKHYTO Y YBOJIHOM [y, U TpeMa 1moTpedu 3a

Op30M U MOYy374aHOM METOJIOM 32 FbUXOBY JIETEKLN]y U KBAaHTH(PHUKAIH]Y.

3.2.2.1. Anamuza SALDI TOF macenux cnektapa MoJjieKyJjaa MaJiix Maca

VY MaceHOCIEeKTPOMETPHjCKOj aHATU3U M3a0paHUX MOJIEKyJIa Malux maca 0e3 marpuie
(MeToIOM Jlacepcke Jecopriuje U jonusanuje, LDI), Hu jenan ox y3opaka HHje MOTao OWTH
JICTCKTOBAH, ca W3y3e¢TKOM BUTaMHMHAa A W BUTamMuHa E, HajBepoBaTHHje 300r HEIOBOJHHE
NPOTOH JOHHMpajyhe aKTUBHOCTH M alCOPNTHBHOCTH Yy30pKa Yy OICEry TallaCHE Iy)KUHE
3pauema stacepa. M3 Tor pasiora, mpucycTBO acucTupajyher areHca Ha IUIOYH je HEOIXOIHO
Kako Ou ce 10010 o/roBapajyhu MaceHu criexkTap.

VY mpBOM ceTy eKkcriepuMeHaTa UCIIUTaHO je Ja v cy HaHokpuctanu TiO2 onrosapajyhu
3a JIeTeKLUjy n3adpaHuX MOJeKyna. 3a Jajby CTAaTUCTUUKY aHAJIM3Y Pa3MaTpaHU Cy CaMO OHH
curHanym xKoju Hucy ounu npucytau y LDI cnextpuma cyncrpara (Crimka 3.5, TabGena 3.13) u
KOJU C€ HHCY TpEeKIIanalii ca CHTHAJIMMA KOjU MOTHUYY OJ] CYTICTpaTa.

KonmeHTpaiyja aMruHO-KHACEIINHA, TITyTaTHOHA, YTJBeHUX XUApaTa, CTEPOHTHIX XOPMOHa,
JUMYHCKE KUCEIIMHE U JIeKca3oHa je Oma y oricery oz 1 1o 11 mM, y 3aBUCHOCTH O] MOJIapHE
Mace (Tako Ja Cy CBM MOJIEKyJIu umManu macy o 1 mg/mL), a Buramuna E u Butamuna A 200
u 300 mM, penom.

VY TaGenama 3.14 u 3.15 npuka3zana je MOryhHOCT JeTEKIIMj€ HCITUTHBAHUX MOJIEKYJIa, Ko
W JHCTa CUTHAJA KOjU Cy JETEKTOBAaHM Y MAaceHWM chekTpuma. Takohe cy ucTakHyTH U
CIly4ajeBH y KOjUMa C€ jOHH y30paka MOTY AETEKTOBATH HWCKJbYYMBO IPH TTOBUIICHUM

KOHILIEHTpAIMjaMa aHATU3HUPAHNX MOJIEKYJIa.
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Tabena 3.14. Moeyhnocm Oemexyuje monexyna: L-aranum, L-yucmeuwn, DL-MemuoHuUH,
2Iymamuon, D-(+)-enykosa, D-(+)-manmo3sa, [-yukiodexcmpur, paguuosa, apabunosa ca
cyncmpamuma, nanokpucmanuma TiOz. Tabena cadpawcu cee cuenane (m/z peonocmu) Koju
CY NOPEKIOM 00 AHATUSUPAHUX MOTIEKYIA A NOJeOUHAYHUM CYNCMPAMUMA.

MOFthO.CT m /Z BPETHOCT MoryhuaocT HeTeKuI/ije Ha BHIIUM
JACTEeKIH]C KOHIICHTpalujaMa
Monekyn TiO2
Ios. Hee. Ilozumuenu Hezamueénu Hosumuenu Hezamusnu
Jonu Jonu Jonu
L-aJJaHuH HY + + 90,1; 112,1; 128,2 88,1 88,1
EHY - + — 88,1* 112,1
HT + + 112,1; 128,2 88,1
L-IIMCTEHH HY + - 121,2; 144,2* — 144,2 120,2
EHY - - — — 1442 120,2
HT + + 144,2; 166,1 120,2
DL-METHOHHH HY + - 172,2%* — 150,2; 172,2; 188,2 148,2
EHY + + 172,2; 194,2 148,2
HT + + 172,2; 188,3; 194,2 148,2
I'myratnon HY + - 330,3* — 308,3; 330,3; 346,4 306,3
EHY + - 308,3, 330,3, 346,4* — 306,3
HT + + 330,3; 346,4 306,3
D-(+)-TJIyK03a HY - - — — 203,2; 219,3 179,2
EHY + - 203,2 — &
HT + + 203,2; 219,3 179,2 179,2
*
D-(+)-manTo3a HY - - — — 365,3 2220
EHY + - 365,3 — 2220
HT + + 365,3 2220
B- HY - - — — 1158,0; 1174,1
MUKIIOJIEKCTPUH EHY + - 1158,0 —
HT + + 1158,0; 1174,1 1134,0
Padunosa HY + - 203,2; 365,3; 527,4; 543,5 — 2220
EHY + + 185,1; 203,2; 365,3; 384,3; 527,4 | 222,0; 503,4 | 185,1%*; 203,2%*; 543,5
HT + + 185,1; 203,2; 365,3; 527,4; 543,5 | 222,0; 503,4 | 185,1%*;203,2*
Apabunoza HY - + — 149,1* 173,1; 189,2 149,1
EHY - + — 149,1* 173,1; 189,2* 149,1
HT + + 173,1; 189,2 149,1

* MoJIeKyJIu MOTY Ja ce ACTEeKTY]jy, aiu cy S/N BpeaHoctu Hmke o 50, IITo je T0Wma rpaHKIa IETeKIHje eMIMPHjCKU oapeheHa.
+ Mosekysu MOry fia Ce IeTeKTYjy.
— JOHHM MOPEKIIOM Off MOJIEKYJIa HE MOTY Ia C€ AETEKTY]y.
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Tabena 3.15. Mozcyhinocm oemexyuje mMonexyaa: ecmpaouoil, mecmocmepot, Po2ecmepoH,
JIUMYHCKA KUCENUHA, 0eKca3oH, eumamut E u eumamun A ca cyncmpamuma, HaHoKkpucmaiuma
TiO:2. Tabena cadpocu cee cuenane (m/z gpeonocmu) Koju ¢y NOpPeKioM 00 AHATUSUPAHUX
MONEKYNIA Ca NOJeOUHAUHUM CYNCIPAMUMA.

m/z BPEOHOCT JleTeKTaOMIHOCT HA BHUIITUM
JleTeKTaOITHOCT KOHLEHTpalHjama
Mounekyn TiO2
Los3. Hee. Ilozumusan Hezamuean | Ilozumusan Hezamuean
Jonu Jonu Jonu
Ectpanmon HY - - — — 407,6; 423,6; 439,7 —
EHY + + 407,6; 423,6* 328,9 439,7*
HT + - 407,6; 423,6; 439,7 328,9
Tecrocrepon HY + - 401,6; 423,6 — 399,6
EHY + - 423,6 — 399,6
HT + + 401,6; 423,6 399,6 401,6*
IIporectepon HY + - 315,5;337,5 — 313,5
EHY + - 337,5 — 313,5
HT + + 337,5 313,5 315,5*
JlumyHcka HY - - — — 133,1; 193,1; 215,1; 237,1 | 191,1
KHCETHHA EHY + + 133,1; 215,1; 237,1 191,1 133,1; 237,1
HT + + 215,1 191,1
Jlexkcazon HY + - 399,5 — 355.4
EHY + - 355.4; 399,5 —
HT - - — —
Buramun E HY + - 402,7 — 401,6
EHY + + 402,7 401,6
HT + + 402,7 401,6
LDI + + 402,7 401,6
Buramun A HY + + 269,5 2834
EHY + + 269,5; 328,5 2834
HT + + 269,5; 328,5 2834
LDI + + 269,5; 328,5 2834
* MonexylIu MOTy Ja ce AeTeKTyjy, anu cy S/N BpenHoctd Hipke of 50, IITO je 10Wba IpaHHla JEeTeKLUje eMIUPU]jCKH
onpeheHa.

+ Moiekynu MOTyY Jia ce JETEeKTYjy.
— JOHU IOPEKIIOM O MOJICKYJIa HE MOTY JIa C€ ICTEKTY]y.

PenpezenratuBan SALDI TOF macenu cniekTpu Mosekyna: L-amaHuH, L-miCTenH, DL-
METHOHHH, TJIYTaTHOH, D-(+)-TiIyKo3a, D-(+)-ManTo3a, P-IHUKIONEKCTpUH, paduHO3a U
apabuHo3a cy gatu Ha Cnunun 3.16.a 3a mo3uTuBHE joHe W 3.16.0 3a HeraTWBHE jOHE, a 3a
MOJIEKYJIE: €CTPaNOI, TECTOCTEPOH, IIPOTECTEPOH, IMMYHCKA KUCEJINHA, IEKCAa30H, BUTAMHH
E u Butamun A cy natu Ha Ciaunu 3.17.a 3a no3utuBHe joHe u Ciunu 3.17.0 3a HeratusHe
jOHe, ca U3y3eTKOM JIeKca3oHa jep Huje Ouna Moryha JeTekiiija HeraTUBHHUX joHa JEKCa30Ha
HU ca jeqHuM cyncrpatoM. Curnanu unje cy S/N BpenHocTr kopuitheHe 3a 1aJbe CTATUCTHUIKE

MpopadyHe Ha CIIEKTPHMa Cy 00eNeXeHH ca mpunanajyhum m/z BpeIHoCTHMA.
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L-ananud TiO. HT L-miucrenH TiO: HT pL-metnoHuH Ti0: HT

K+ [ >>112,1

B-uuknoaexcrpun TiO> HT Paunosa TiO: HT Apabunosa TiO. EHU
/ T~ 173,
1158,0
1174,1 189,2
i

Cnuka 3.16. a) SALDI TOF macenu cnekmpu 0emeKmosaHux HO3UMUSHUX joHa MOAeKyad: L-
anamuH, L-yucmeud, DL-MemMUOHUH, 2TYMAmMuoH, D-(+)-enykosza, D-(+)-manmosa, [-
YUKI00eKCMpUuH, papunosza u apabunosa ca jeouum o0 Hanokpucmana TiO2 ca xojum daje
najeehu 6poj cuenana uuje cy S/N epedonocmu ananusupamne y oamsem paoy.
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0)
L-amanud TiO: HY L-mucrenn TiO: HT pDL-meTronuH Ti02 HT
T~ ss.1 ™~ 1202 ™S 1482
3
[nyraruon TiO: HT D(+)manro3a TiO. HY
3063/ * 220
| | I\Janh i) “lh.A
B-muxmonexctpun TiO: HT Pagunosa TiO: HT Apabunosa TiO: EHU
* 149,1
11340 ¥ 2200 =

Cnuka 3.16. 6) SALDI TOF macenu cnexmpu 0emeKkmo8aHux He2amuehux joHa MOJIeKyaa. L-
anamuH, L-yucmeuwn, DL-MeMUOHUH, 2nymMamuoH, D-(+)-enyxoza, D-(+)-marmosa, p-
YUKI00eKCMpUuH, papunosza u apabunosa ca jeouum o0 Hanokpucmana TiO2 ca xojum daje
Hajeehu opoj cuenana uuje cy S/N epeonocmu ananrusupate y 0amsem paoy.

90



Pezynmamu u ducxycuia pesyiamama

Ectpaguon TiO: EHU porecrepon TiO: HU Tectoctepon TiO: HU

401,6 6
439,7
e
JumyHcka kucenuna TiO: EHY Buramun E LDI Butamun E TiO: HT
Na™t T~ ~ Y~
215,1 402,7 402,7
K+
<N e -
*
ll | _“_Ll L | ll _._L. | Il L
Jekcason TiO: HY Buramun A LDI Buramun A TiO: EHY
269,5 oy
399.5 8 269,5
997>
3554
K+

| L

A

Cnuxka 3.17. a) SALDI TOF macenu cnekmpu 0emeKmosanux no3umueHux jona cieoehux
MoneKkyna: ecmpaouoi, mecmoCmepoH, NpO2eCMeEPOH, JIUMYHCKA KUCEIUHA, OeKCA30H,
sumamun E u eumamun A ca jeonum 00 umanoxpucmana TiO2 ca xojum Oaje uajeehiu opoj
cuenana uuje cy S/N epednocmu ananuzupane y 0abem paoy. 3a gumamune cy 0amu u Chekmpu

CHUM/beHU 6e3 mampuye padu nopehera, Ha ciuyu ¢y o3HaveHu Kao ,, Bumamun E LDI“ u
, Bumamun A LDI“.
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0)
TTporecrepon TiO: HT Tecrocrepon TiO. HT

Ecrpaanon TiO: EHY

> 399.6
399.¢

JInmyncka knucenmnna TiO: EHY Buramun E LDI Buramun E TiO: EHY
* *
\191 1 Au o
’ * % * 401,6
* N
L * 401,6
L l Iy L " T m
Buramun A TiO: HT Buramuu A LDI
e ~_
® 2834 2834

Cnuka 3.17. 6) SALDI TOF macenu cnekmpu 0emeKkmo8aHux He2amusHux jona cieoehux
MoneKyna: ecmpaouos, mecmocmepoH, NpPo2ecmepoH, TUMYHCKA KucenuHna, eumamvun E u
sumamun A ca jeonum 00 nanoxpucmana TiO2 ca kojum daje najeehu opoj cuenana uuje cy S/N
8pedHOCmU aHanu3upane y oasem pady. 3a eumamune cy 0amu U CneKmpu CHUMbEHU Oe3
Mampuye padu nopeherna, Ha cauyu cy o3Havenu xao ,,Bumamun E LDI“ u ,,Bumamun A

LDI*.

WUnenturern curHana 4Mju cy OJAHOCH m/7 O3HAa4YeHM Ha criekTpuma Ha Crnukama 3.16 u

3.17 natu cy y Tabenama 3.16 u 3.17.
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Tabena 3.16. Hoenmugpurosanu cuenanu demexkmoganux monexyia y SALDI TOF macenum
cnekmpuma: L-ananud, L-yucmeuH, DL-MemMuoHuH, 2nymamuon, D-(+)-enyxosa, D-(+)-
manmosa, f-yuxnodexcmput, pagunosa, apabunosda ca nanoxpucmanuma TiOo.

Monekyn JleTeKTOBaHM TTO3UTHBHH jJOHU JleTeKTOBaHM HETATHBHU jOHH
Mm (g/ mol) m/z WUnenturer m/z WUnenturer
L-aJlaHWH 90,1 [M + H]* 88,1 [M - H]
89,1 112,1 [M + Na]*
128,2 [M+K]*
121,2 [M]**
L-LUCTenH 122,2 M +H]* 120,2 [M - HI
121,2 144,2 [M + Na]*

166,1 [M - H + 2Na]*

DL-METHOHHH 150,2 [M + H]* 148,2 [M-H]
149,2 172,2 [M + Na]*
188.,3 [M + K]*

194,2 [M - H + 2Na]*

[myratnon 308,3 [M + HJ* 306,3 [M - H]
307,3 330,3 [M + Nal*
346,4 [M+K]*

352,3 [M - H + 2Na]*

D-(+)-TJ1yK03a 203,2 [M + Na]* 179,2 [M-H]
180,2 219,3 [M+K]*
D-(+)-Manro3a 365,3 [M + Nal* 222,0 [rnyko3Ha j-ua - CHO + 2Cl1J
342,3
B-tmknonexcrpun | 1158,0 [M + Na]* 1134,0 [M-H]
1135,0 1174,1 [M+K]*
185,1 [M - H20 + Na]* 2220 [rnyko3Ha j-ua - CHO + 2C1]
Pagpunosa 203,2 [rnyko3Ha j-Ha + Na]* 503,4 [M-H]
504,4 365,3 [ManTo3Ha j-Ha + Na]*

384,3 [M - rnyko3Ha/ppykTo3HA j-
Ha - 2H + Na + K|**

5274 [M + Na]*

543.5 [M + K]*

Ara, 150.1 173,1 [M+K]* 149,1 [M - HJ
189,2 [M+K]*
M — ucnuTUBaHU MOJIEKYIL.
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Tabena 3.17. Hoenmumemu oemexmosanux cuenanra na SALDI TOF macenum cnexmpuma
MONeKyna: ecmpaouoi, MmeCcmocmepon, Npo2ecmepoH, JIUMYHCKA KUCETUHd, OeKCA30H,
sumamun E u sumamun A ca nanokpucmanuma TiO>.

Monekyn JleTekTOBaHM TTO3UTHBHU jJOHU JleTeKTOBaHM HETATHBHU jOHH
Mm (g/mol) Uzpauynara maca (g/mol) Uzpauynata maca (g/mol)
Ectpagnon 407,6 [M + CioH170 - H20]* 3289 [M+H0 +K+ClJ]”
272,4 423,6 [M + CoH220 - H20 + Na]*
439,7 [M + CoH220 - H20 + K]*
TecTtocTepon 401,6 [M + CsHis0 - H20 + H]* 399,6 [M + CsHisO - H20 - H]
288,4 423,6 [M + CsHisO - H2O + Na]*
[Iporecrepon 315,5 [M + HJ* 313,5 [M - HJ
314,5 337,5 [M + Nal*
JlumyHCKa 133,1 [M + H* - CH2C(OH)2]* 191,1 [M-H]
KHCETuHA 193,1 [M + HJ*
192,1 215,1 [M + Na]J*
237,1 [M -H + 2Na]*
Jlexcazon 3554 [M - COCH20H - H + Na]J*
392,5 (355,5 [M - H20 - F]) —
399,5 [M-OH + H + Na]*
Buramus E 402,7 (M]* 401,6 [M-HJI
402,7
Burtamun A 269,5 [M - CH3COO] 283,4  [retinal - H]
328.5 328.,5 [M]**
M — ucnuTuBaHU MOJIEKYIL.
— JOHM MOPEKIIOM O MOJICKYJIa HE MOTY Jia C€ JICTEKTY]y.

L-IMCTeMH W L-amaHWH HUje Omino Moryhe NeTeKTOBaTH Kao TIO3UTHBHE jOHE ca
cynctparom TiO2 EHY, anu je moryhe geTekToBaTH MOJICKYJICKH joH L-iuctenHa ca TiO2 HU-
ama. JOHM KOju ce JeTeKTyjy YyIJIaBHOM HacTajy AOJATKOM IPOTOHA, HEOPTaHCKUX jOHA
(HaTpujyMa M Kanujyma). Mehytum, HapouuTo Kaja ce KOpUCTE CyICTpaTu/MaTpHle Koje
no6po ancopOyjy y UV obnactu ciekTpa CBETJIOCTH MTOCTOjU MOTYNHOCT IeTeKIIMje paguKaia
- MOJIEKYJICKHX jOHA KOjH HACTajy Kao MO3MTHBHU JOHU T'YOMTKOM enekTpoHa. Kaga ce kao
cymnctpat kopucte TiO2 HT, kao mo3uTHBHM jOHU ce AETEKTYjy aAyKTH aMHUHO-KHCEJIHHA ca
QIKAJTHUM jOHMMa, a Ka0 HETaTWBHU jJOHU CE€ JETEKTY]y ACTPOTOHOBAHU MOJEKYJIH aMHHO-
kucenuHa (Tabema 3.16). 3a AeTeKIMjy HETATUBHHUX jOHA L-aJlaHWHA CBAa TPH CYIICTpaTa Cy
morojHa 3a kopumiheme. AKO ce mocMarpajy BpeaHocTH ogHoca S/N curHana L-ajJaHWHA ca
CBa TPH CYIICTpaTa, cienehn mopemak ce Moke MOCTaBUTH MIyhu o1l HajHIDKET Ka HajBHIIIEM
unrensutery curtana: TiO2 HY < TiO2 EHY < TiO2 HT.

HatpujymMoB anyKT peayKoBaHOT INIyTaTHOHA Ce JIaKo JeTekTyje ca cyncrparuma TiO2
EHY u TiO2 HT, anu Huje Mmoryhe neTekToBaTH CUTHAN Kaja ce kKao cyncrpar kopuct TiO2

HY.
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VY nurtepaTypu ce HCTHYE Ja je TOMUHAHTaH MexaHu3aMm jonu3samnuje y SALDI MS ananuzu
aMHHO-KHCEIMHA KaTjOHH3alllja HAaTPUjyMOBUM KAaTjOHOM, JIOK CE€ HEraTWBaH jOH 100Hja
oziBajameM jenHor npotona.'®8 IpeTxoaHo HaBeneHO je npeaHocT kopuinhene MeToe yenen
YUELECHUIIC JIa Cy CIEKTPU 3HATHO jeHOCTABHUJU 3a TyMadeHe jep ce He CTBapa IMPOM3BOJ
u3Mel)y MCIuTHBAHOT MoOJIeKyJa W MaTpuie (cymncrparta). ['eHepanHo, BeoMa je MOBOJEHO
VKOJIUKO ce, Y TacHoj (a3u, y TOKy jOHHM3allMje He CTBapajy kiactepu usmely Moiekymna
CymncTpaTa. Y TUM Clly4ajeBHMa, CIIEKTPH Cy jEJHOCTABHUJU 3a aHAIM3Y M MIACHTU(UKAIM]a
CHTHAJIa je Moy3/aHuja.

JoHM KOjH Cy TIOPEKJIOM O] CBHX MET aHATM3UPAaHUX YIJbEHUX XUIpaTa ce JETEKTyjy ca
TiO2 HT-ama u ka0 O3UTHBHU U Ka0 HETATUBHU jJOHH. ApaOUHO3a ce IETEKTYje camo ca OBUM
cynctparom (TiO2 HT), nok ca apyrum cyncrparuma Huje Ouno curnaia. Cymnctpat TiO2 HY
j€ JeIMHO MOroJiaH 3a JEeTEKLHUjy MO3UTHUBHUX joHa paduHO3e. YKPATKO, CBH aHAIU3UPAHU
VIJbEHU XHJPATU KaJia ce JCTeKTYjy Kao MO3UTHBHU JOHU, JIETEKTY]y C€ Kao jOHH alIKAITHUX
metana, [M + Na]* u [M + K]*, a criekTpu HeraTuBHUX jOHA YIJbEHHX XHUApaTa Cy MHOTO
jenHoctaBHUjU 3a TyMauewe u cynctpat TiO2 HT je ommuan n3bop. 3a BehuHy yribeHux
XHJpaTa JeTeKTyje ce 10 jeaH JOMHUHAHTAH CUTHAJI HETATUBHUX jOHA. Y MaceHUM CIEKTpUMa
TJIyKO3€e, P-IUKI0IeKCTpUHA, paguHO3e, apaOMHO3e NETEKTYje Ce CHTHAj KOjH HAacTaje Kal
MOJIEKyJd M3ryOM jenaH MNpPOTOH. JeAMHU WU3Yy3€TaKk je CHUrHajl HeraTMBHOI joHa [3-
LIUKJIOIEKCTPHHA, KOJHU j€ HeIITO ca0ujer HHTeH3UTeTa Yy OIHOCY Ha CUI'HaJle HEraTHBHUX jJOHA
OCTAJINX aHAJIM3UPAHUX YIJBEHUX XHUJpaTa.

XOpMOHHU KOjU Cy MCIUTHBAHU JETEKTOBAaHM Cy KAaO MO3UTUBHU jJOHU ca CyNCTpaTUMa
TiO2 EHY u TiO2 HT. Ectpamuon, mpu TecTHpaHuM KOHIIEHTpaIMja, HUje MOrao Ja ce
nerektyje ca TiO2 HU-ama. Cnuano TOME, TecTocTepoH U mporectepoH ce ca TiO2 HY-ama
JIeTeKTyjy ca BeoMa HHUCKMM wuHTeH3uTetuMma. CynpotHo tome, ca TiO2 HT-ama kao
CYIICTpaTOM J00HWjajy ce CHEeKTPU HETaTHBHHX jOHA XOpMOHa BHCOKOT kBanutera (Crimka
3.16.0). Ca cBa Tpu cynctpata TiO2 netekrtyjy ce camo aayKTH eCTpasnoia UiIu TECTOCTEPOHa,
HBUXOBHU o/iroBapajyhu pparmenty n anykTu ankanaux jona (Nat wim K*), nok ce nmporectepon
JIETEKTYj€ Ka0 MPOTOHCKU WJIM HATPUjYMOB ayKT.

JlumyHcka kucenuna ce nerekryje ca TiO2 EHY-ama u TiO2 HT-ama, ok ca TiO2 HU-
ama HeMa CUrHaya. JJOMHHAaHTaH CUTHAJ JTUMYHCKE KHUCEITMHE j€ HaTPUjyMOB aayKT, OWIo aa
cy TiO2 EHY xopumihene kao cymcrtpar 6mro ga cy kopumherne TiO2 HT. Tlpu Bummm
KOHILIEHTpal1jaMa JMMYyHCKa KHCelIMHa Moxe na ce jaerekryje ca TiO2 HU-ama u y Tom

cinydajy Moryha je neTexiyja u MpOTOHCKOT ayKTa.
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Jlexca3oH je neTekToBaH caMmo Kao no3utusat joH ca TiO2 HU-ama u TiO2 EHY-ama u 06a
neTekToBana curHama ¢y Nat amykru, curnan Ha m/z = 355,4 u 399,5 (mornenatu y Tabenu
3.16).

3a pa3uKy O]l CBUX OCTAJIHMX TECTUPAHUX MOJIEKYJIa BATAMUHU CE IETEKTY]y U METOJIOM
nacepcke aecopmuuje u jouusanuje (LDI) n ka0 NO3UTUBHY 1 Ka0 HETaTUBHU jJOHU Ca CBA TPH
cymcrpara. JelnHu W3y3eTak je jerTeknuja HeraTuBHUX joHa ca TiO2 HY-ama, xama Huje
JIETCKTOBaH HU jeJlaH CHTHAJI KOjU C€ MOXK€ HUACHTU(UKOBATH Kao jOH MOPEKIOM O]
WCIIUTUBAHUX BUTAMHUHA.

VY mopehewy ca MALDI maceHuM crieKTpriMa HCIIMTHBAHUX OHMOJIOIIKHX MOJIEKYJIa,
SALDI macenu criektpu ca cyrcrpatruma TiO2 py JeTeKIHju HEraTHBHUX jOHa TTOKa3yjy Behy
oceTsbuBOCT. [103aAMHCKH 1IyM, KOjU CBAKaKO HAacTaje Npu AECTEKLUjU MO3UTHBHUX jOHA ca
TiO2 HT-ama je Beoma Huckor untensurera (Cnuka 3.16.a u 3.17.a), 10K ce NpH AETEKLUjH
HETaTUBHUX jOHA TojaBJbyje jaun myM (Cnuka 3.16.6 u 3.17.6).

Kao mto nobujenu nmoxamnu npukasyjy, TeCTOCTEPOH, IPOTECTEPOH, L-alaHWH, L-IIUCTEUH
1 paduHO3a MOTY J1a Ce IeTeKTYjy ca HaHokpuctaianma TiOz2 ca 3a10BoJpaBajyhiM KBAIUTETOM
netekiyje. CUTHAIN KOjU Cy TTOPEKIIOM O] Y30pKa ce jacHO yodarajy, S/N BpeHOCT CHUTHaIa
je sehu ox 50 (To je BpemHOCT Koja je emnupujcku oapehena). Takole, Ha criekTprMa HHje

H3Ppa’KCH MMO3aJUHCKHU IIyM.

3.2.2.2. OcersbuBoct SALDI TOF MS anaiau3se

OcCeTJbUBOCT AETEKIHje c€ MepH KPO3 MHHUMAJIHY KOHIICHTPALKjy CBAKOT T0je€AMHAYHOT
mapa y30pak/CymncTpar, Koja MOXKe Ja ce JEeTeKTyje (rpaHuua neTekumje, eng. limit of the
detection - LOD). Tako je 3a cBaky KOMOWHAIM]y Yy30pak/CymncTpaT M3padyHaTa TpaHHUIA
nerexnuje. Kanubparmona kpusa 3aBucHOCTH S/N BPEIHOCTH 3a CBE aHAIN3UPAHE MOJIEKYJIe
y QyHKIMjHU O]l KOHIIEHTpanuje Koja je omna y omcery on 0,0002 mo 112,0 mM. BpennocTu
rpaHulle NIETEKIMjeé W BPEIHOCTH JIMHEAPHHWX OICeTa KOju ce no0ujajy Mpu JeTeKIUjU
MO3UTUBHUX jOHA MOJIEKYJIa: L-aJlaHuH, L-IMCTeNH, DL-METHOHHUH, INIyTaTHOH, D-(+)-TJIyKo3a,
D-(+)-Manro3a, B-IUKIOAEKCTpUH, paduHo3a m apabuHo3a nmatu cy y Tabemm 3.18, a 3a
MOJIEKYJIE: €CTPAINOI, TECTOCTEPOH, IPOTECTEPOH, JIUMYHCKA KHCEIMHA, 1eKCa30H, BATAMUH
E u Butamun A y Tabenu 3.19. V Tabenu 3.20 mate cy BPeIHOCTH TpaHUIIC ACTECKIMjEC U
BPEIHOCTH JIMHEAPHUX OIcera KOju ce J00Wjajy MpH JAETEeKIHju HEeTaTHMBHHUX joHAa 3a CBE
ananmsupane Mousekyse. Koeduuujent kopenamuje (R?) y nuHeapHOM oOIcery je umao

BpeaHoct ox 0,636 no 0,999 npu nerexkuuju MO3UTUBHUX joHa, a BpexHoctu of 0,759 no
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0,999 npu nerexiuju HETAaTUBHUX joHa. BehiHa BperHOCTH 32 KOSPHIN]EHT KOpENaIHje je OKO
0,9, amu je y HojeIuHUM cliydajeBUMa Ta BPEAHOCT HIDKA. 3a BehimHy Monekyja Hajoosbe
BpeaHocTy 3a R? ce moctmky ca cyncrparom TiO2 EHY.

VY Tabenu 3.21 cy mpuka3zaHe BPEIHOCTH TPaHMIIC JIETEKIUje U BPEAHOCTH JIMHEAPHUX
oficera 3a MO3UTHBHE U 32 HEraTUBHE jJOHE 3a MOJIEKYJIE KOjU Cy JA€TEeKTOBaHU 0€3 MpUCYCTBa

cynctpara (matpuiie) LDI metonom, 3a Buramun E 1 Butamux A.
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Tabena 3.18. Ipanuya demexyuje, nuneapnu oncesu u koeguyujenmu xoperayuje (R?) za

nosumueHe jOHe ca HaHoKpucmaiuma TiO2 3a: L-anawnum, L-yucmeun, DL-MemuoHuH,

2nymamuoHn, D-(+)-2nyko3a, D-(+)-manmosa, f-yukio0ekcmpum, paguno3a u apaburosa.

I'panuna nerexuyje, Jluneapuu omcer, R?
mlz
Monexyn mM mM
HY EHY HT HY EHY HT HY EHY HT
L-aNlaHWH 90,1 2,81 — — 0,6-56,1 | — = 0,993 | — =
112,1 18,98 2,28 0,06 2,2-56,1 0,6-11,2 | 0,6-2,2 0,962 | 0,918 | 0,999
1282 111,02 | — 0,55 0,6-56,1 | — 0,6-2,2 0,899 | — 0,917
L-1IUCTeUH 1222 116,05 | — 3522 1 4,1-82,5 | — 4,1-123,8 1 0,925 | — 0,839
1442 1 4,22 26,62 | 0,69 4,1-41,3 | 8,3-123,8 | 4,1-16,5 ] 0,981 | 0,908 | 0,997
166,1 | — — 5,12 — — 4,1-16,5 | — — 0,872
DL-METHOHUH 150,2 | 1,39 — 0,10 6,7-33,5 | — 0,3-3,4 0,998 | — 0,998
172,2 | 3,46 1,07 0,96 6,7-33,5 |0,3-134 | 0,3-34 0,987 |1 0,984 | 0,869
188,3 | 1,61 = 0,78 6,7-33,5 | — 0,3-3,4 0,997 | — 0,910
1942 | — 0,64 0,87 — 0,3-3,4 0,3-3,4 — 0,938 | 0,890
I'myratnon 308,3 | 3,55 = 3,74 6,5-32,5 | — 0,7-16,3 ] 0,984 | — 0,896
330,3 5,43 0,09 0,32 3,3-32,5 |3,3-163 | 0,2-1,6 0,952 1 0,999 | 0,937
3464 | 2,19 7,94 0,56 6,5-32,5 | 6,5-32,5 | 0,3-3,2 0,994 10,925 | 0,950
D-(+)-rmyko3a 203,1 | 4,85 0,42 0,57 5,6-55,5 | 0,3-2,8 0,3-5,6 0,986 | 0,960 | 0,978
219,3 13,73 0,12 1,04 5,6-55,5 ] 0,3-2,8 0,3-5,6 0,992 | 0,997 | 0,929
D-(+)-manTo3a 3653 | 7,75 0,08 0,84 5,6-27,8 | 0,1-2,8 0,1-2,8 0,935 | 0,968 | 0,881
B-umknoaexcrpun | 1158,0 | 0,83 — 0,17 0,9-8,8 — & 0,984 | — &
1174,1 | 2,29 — 0,03 0,9-8,8 — * 0,891 | — *
Padunoza 185,1 | 3,34 0,04 0,03 1,0-9,9 0,1-0,4 0,1-0,4 0,908 | 0,988 | 0,994
203,1 | 2,67 0,09 0,02 1,0-9,9 0,1-1,0 0,1-0,4 0,883 | 0,931 0,997
365,3 | 17,73 | 0,22 0,70 9,9-39,7 | 0,1-1,0 0,1-0,4 0,637 | 0,921 | 0,957
3843 | — 0,18 0,60 — 0,1-1,0 0,4-2,0 — 0,943 | 0,999
5274 110,97 | 0,24 0,70 9,9-39,7 | 0,1-1,0 0,1-0,4 0,821 ] 0,907 | 0,962
543,5 | 1,28 0,02 0,10 * 0,2-1,0 0,1-04 * 0,999 | 0,910
Apabunosa 173,1 149 0,70 ] 0,57 0,3-33,3 | 0,3-6,7 0,3-3,3 0,941 | 0,977 | 0,960
189,2 | 3,66 1,38 0,50 0,3-33,3 | 0,3-6,7 0,3-3,3 0,966 | 0,916 | 0,949

— JOHU OPEKIIOM OZ MOJIEKYJIa HE MOTY 11 C€ ICTEKTY]y.

* He Moxe ce U3padyHaTH Ha OCHOBH rpaduka.
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Tabena 3.19. Ipanuya demexyuje, nuneapnu oncesu u koeguyujenmu xoperayuje (R?) za
nozumueHe jone Oemekmosane ca Hamokpucmanuma TiO2: ecmpaouon, mecmocmepon,

npocecmepoH, JUMYHCKA KUcelurha, aeKCCB’OH, sumamun E u sumamun A.

Morrexyn miz I'panuna gerexkuuje, mM JIuneapuu oncer, mM R?
HY EHY HT HY EHY HT HY EHY HT
Ectpaguon 407,6 | 3,11 | 6,12 0,45 o 0,3-41,0 0,3-1,6 i 0,955 | 0,866
423,51 2,71 1,15 0,29 * 0,3-4,1 0,3-1,6 * 0,849 | 0,938
439,7 | 3,05 1,48 0,30 o 0,3-8,2 0,3-1,6 o 0,925 | 0,936
Tectocrepon | 401,6 | 047 | — 5,11 * — 0,1-20,0 * — 0,816
423,6 | 5,28 | 0,31 2,35 0,5-50,0 0,04-2,0 2,0-20,0 0,974 | 0,927 | 0,987
Iporecrepon | 315,5 | 3,33 | 0,23 0,46 1,0-10,0 * 0,5-10,0 0,833 | * 0,985
337,5 | 2,80 | 2,15 0,46 0,5-10,0 0,5-10,0 0,5-10,0 0,837 | 0,910 | 0,985
JlumyHcka 133,1 1 0,61 | 0,35 0,06 0,26-1,04 | 0,52-2,6 0,26-1,04 0,883 | 0,994 | 0,999
KHCEINHA 192,1 1 0,04 | — = 0,26-1,04 | — < 0,999 = .
215,1 | 7,51 2,51 7,73 5,20-52,05 | 2,6-26,02 1,04-10,41 ] 0,991 | 0,996 | 0,869
238,1 | 0,33 | 41,03 5,48 0,26-1,04 5,20-52,05 | 0,26-10,41 ] 0,962 | 0,780 | 0,884
Jekca3on 3554 10,18 | * — 1,02-5,10 * — 0,999 | * —
399,5 | 1,80 | * — 1,02-5,10 a — 0,962 | * —
Buramun E 402,7 10,2 0,0006 | 0,01 0,0002- 0,0002- 0,0002- 0,903 | 0,877 | 0,898
0,005 0,001 0,05
Buramus A 269,51 0,02 | 0,06 0,14 0,06-0,30 0,01-0,61 0,06-0,61 ] 0,999 [ 0,993 | 0,976
3285 | — 0,06 0,13 — 0,01-0,61 0,06-0,61 | — 0,993 | 0,978
— JOHM NOPEKIIOM 01 MOJIEKYJIa HE MOTY Jia C€ JCTEKTY]y. * He MOe ce u3padyHaTH Ha OCHOBY rpajuka.
Tabena 3.20. I' panuya demexyuje, runeapuu oncesu u koepuyujenmu kopenayuje (R’) 3a cee
ananuzupane Monexyne Koju cy mozau 0a ce Oemekmyjy ca Hanoxpucmaauma TiO2 xao
He2amueHU jJOHU.
N mlz I'pannma gerekumje, mM Jluneapuu oncer, mM R?
HY EHY HT HY EHY HT HY EHY HT
L-ananuH 88,1 10,55 1,88 0,26 0,6-5,6 0,6-5,6 0,6-2,2 0,983 | 0,829 | 0,981
L-niucrenn 120,1 | 10,00 | 16,83 7,54 4,1-123,8 8,3-82,5 4,1-16,5 0,989 | 0,930 | 0,759
DL- 148,2 | 3,12 0,36 0,23 6,7-33,5 0,3-3,4 0,3-1,3 0,997 | 0,979 | 0,958
METHOHUH
I'nyTatron 306,3 | 6,10 1,02 0,02 6,5-48,8 3,3-16,3 0,2-1,6 0,969 | 0,995 | 0,999
D-(+)- 179,2 123,00 | 0,89 0,54 5,6-55,5 0,3-5,6 0,3-5,6 0,763 | 0,948 | 0,980
TIIyKO3a
D-(+)- 222,0 | 12,95 | 0,45 0,11 2,8-41,6 0,1-2,8 0,1-2,8 0,826 | 0,962 [ 0,998
MaJTo3a
Pajunoza 222,0 | 3,97 0,22 0,21 1,0-9.9 0,4-2,0 0,1-1,0 0,972 | 0,983 | 0,927
5034 | — 0,08 0,73 — 0,4-2,0 0,4-2,0 — 0,998 | 0,842
ApabuHo3a 149,1 | 8,41 1,12 1,61 0,3-66,6 0,3-6,7 0,3-13,3 0,974 | 0,943 | 0,965
Ecrpanuon 3289 | — 6,64 0,36 — 0,3-41,0 0,3-1,6 — 0,921 | 0,909
Tecroctepon | 399,6 | — 3,24 1,45 — 0,5-10,0 1,0-5,0 — 0,815 | 0,902
Iporectepon | 313,5 | 0,82 0,77 0,20 1,0-5,0 0,5-20,0 0,5-5,0 0,967 | 0,987 | 0,997
JInmyHCcKa 191,1 | 13,58 | 4,19 1,92 0,26-52,05 | 1,04-26,02 | 0,26-10,41 | 0,949 | 0,918 | 0,979
KHCEJIIHA
Butamun E 401,6 | 0.4 0,001 0,003 0,001-0,23 | 0,0002- 0,0002- 0,891 | 0,961 | 0,889
0,004 0,007
Buramua A 2834 10,2 0,01 0.005 0,15-1,51 0,01-0,15 0,01-0,03 0,997 | 0,996 | 0,985
— JOHUM MOPEKIIOM O MOJIEKYJIa He MOTY I C€ ICTEKTY]y.
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Tabena 3.21. I panuya demexyuje, muneapnu oncesu u koeguyujenmu xopenayuje (R?) 3a
no3umugne u Hecamughe jone gumamuna E u gumamuna A xoju cy chummenu 6e3 npucycmea
Mampuye Memoodom aacepcke decopnyuje u jouusayuje (LDI).

I'panuna Jluneapuu
Monekyn | Jonnu mlz JeTeK1uje orcer R?
mM mM

Buravmui E + 402,7 0,17 0,06-0,03 0,840
- 401,6 * * *
+ 269,5 0,17 0,06-0,3 0,839

Buramun A 328,5 0,74 0,15-0,6 0,636
- 2834 0,1 0,01-0,61 0,981

* He MOXe ce u3padyHaTd Ha OCHOBY rpaduka.

3a nerexroBane no3utuHe joue (Tabexne 3.18 u 3.19) MuHUMaTHE BPETHOCTH 32 TPAHUILY
JIETeKIMje 3a L-aJlaHuH, apabuHo3y, B-IIMKIONCKCTPUH, L-IIUCTEHH, €CTapaaruoi, TIyTaTHOH,
DL-METHOHHH, TPOTecTepoH W paduHO3y ce mnocTmwky ca TiO2 HT-ama y omcery
koHnentpanyja ox 0,02 go 0,69 mM. TiO2 EHY najy mMuHMManmHe BPEAHOCTH TPAHHMIIC
JIETEKIIMje ca TIIYKO30M, TJIyTaTHOHOM, METHOHUHOM, ITPOT€CTEPOHOM U PaUHO30M Y OIICeTy
on 0,02 mo 0,64 mM. OceTsbUBOCT JETEKIMje OBHUX MOJEKylla MOXe ce moBehatu ca
MOJIU(PHUKOBAHUM HAHOKPUCTAIMMA, Ka0 IITO Cy KaTeXMHOM MOIM(UKOBaHE HAHOYECTHIIE
TiO2, wro je Beh pammje paheno.'” Mehyrum, mMomudpukammja 3HaTHO ToBehaBa IEHY
CyIcTpara KOju Ce KOPHUCTH, a CaMHM THM M aHAJIM3e, a CBaKaKo je jeJaH o] MJbeBa IITO
jedTuHUja MeToAA.

300r cnabuje joHM3AIMOHE €()UKACHOCTH ITUCTEMHA M XOMOIIUCTEWHA Yy OJHOCY Ha
TIyTaTHOH ¥ Beher mo3aJuHCKOT IyMa y o0acTuMa MambiX MOJIEKYJICKuX Maca (m/z < 200),
IIMCTEUH MMa BUILE BPEAHOCTU I'paHMLE AETEKIHMje O] IIIyTaTHOHA, Kao LITO je MOKa3aHo Y
pany,'%® oBakaB mogaTax je MOTBpheH U y 0BOj JOKTOPCKO] AUCEPTALMjU Ca CBUM KOPHIINEHUM
HaHokpucTtaiauma TiOz.

TiO2 HY cy HajmorogHuju CymcTpaT 3a IETEKIH]jy IpOTrecTepoHa U L-alaHnHa, BpeAHOCTH
rpanute aereknuje cy 0,82 u 0,55 mM, perom.

Hajamka BpeqHOCT KOHIIEHTpAIK]e 3a JETEKIN]Y JIUMYHCKE KHCEIHHE JO00HjeHa je Kaaa
je xopumihen cymncrpart TiO2 HT 3a MaceHOCTIEKTpOMETPHjCKY JETEKIHjy (TpaHuIa JeTeKIHje
je 0,06 mM). Kox nmerexumje nekcazona jenuHo TiO2 HY kao cymncrtpaT majy nuHeapHy
KanmuoOpanuony KpuBy y orcery o7 1,02 1o 5,10 mM rae je noma rpanuna aereknuje 0,18 mM,
ca OCTaJMM CYIICTpaTHMa KainOparoHe KpUBE HUCY JIMHEapHe.

BuTtamuHu cy jeTnHE MOJIEKYIH, OJT CBUX UCTIMTUBAHHX, KOJH C€ IETEKTYjy 0€3 mprucycTBa

Mmatpuie (LDI meromom), aimm Cy BpeAHOCTH JOHE TPAaHHIIE JETEKIINje HEKOIUKO ITyTa HIKE
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Kaga ce kopucte HaHokpuctanu TiO2 kao cynctpatu (y SALDI metoam), mto Hac ymyhyje Ha
nojayaBajyhu epekar cyncrpara TiO2. Buramun E ca TiO2 EHU-ama nma BpeTHOCT rpaHuUIe
netekije 0,0006 mM, a Butamun A ca TiO2 HU-ama uma Bpeanoct rpanuue aerekuuje 0,02
mM. [loBehaHa oceTJbUBOCT JAeTeKlMje BUTaMUHA ca HaHOKpucTamuma TiO2 moxe ga Oyxe
pe3ynTat HECKOT Opoja CUTHaja KOju IOTUYY O]l CYTICTpara y o0JacT Maca y K0joj ce Haja3u
aHaNMM3MpaHu MoJieKkyJ. Takole, Ha UHTEH3UTET CUTHAJIA YTHYE ¥ TI0javyaHa jOHU3aI1ja y30pKa
y3 momoh cymnctpara. [Iponec joHuzammje Moke OWTH OJIaKIIaH TpoIlecoM TpaHchepa
€JIEKTPOHA ca CyTICcTpaTa Ha y30pak. To Morke OUTH pa3ior 300T KOT ce aHAIM3UPAHU MOJIEKYIIH
JIaKO JAETEKTYjy Kao HeraTuBHU joHH. CiMuHe mojaBe cy Beh omucaHe y JIHTEpaTypH, IITO je
nokazano Ha npumepy MALDI TOF ananuze mu3odochonunuaa paznuauTux JUIUAA KA0 IITO
cy hochatuaunxonus, pocharuauneranonamut, Gochatuauiceput, GpochaTuana KuceanHa
1 hochaTHIMIMHUZUTOIN, Ka0 U aHAIN3E HUXOBE CMeEIlIe Koja je nu3upana ca ¢pocdoiaumazom
Ar®

Behuna ananu3upaHux MolsieKyna ce JeTekTyje kao HeratuBHH joHu (Cnwmka 3.18) ca
cyncrpatuma TiO2 EHY wm TiO2 HT wm Tama ce noOwjajy HajHW)KE BPETHOCTH TpaHUIIE
netekiuje. Hajamxke BpemHoct ce nodujajy ca TiO2 HT-ama y omcery ox 0,003 mM (3a

ButamuH E) 1o 7,54 mM (3a L-1IUCTEHH).

3.2.2.3. XomoreHoCT qucTpudynuje ysopka/cyncrpara na miouu npu SALDI npucrymy

VY nutepatypu je Beh ucrakuyto na ce nsmehy MALDI MaceHux criekrapa UCTOT y30pKa
npuMehyjy 3HaTHE BapHjanMje y TOTJeLy HHBOA IO3aJWHCKOr IIyMa, Oa3He JIMHHUje U
WHTEH3UTeTa curHana. Jla Ou ce Bapujalnmje cBeje HA MHHAMYM HAayYHHUIH TpuOerasajy
CHUMamy BEJMKOT Opoja criekTapa u To ca pasmyutux Mecta Ha MALDI mmoun. Criektpu ce
3aTUM yCpelaBajy Aa Ou ce moOHMo pemnpe3eHTATUBHHUJU CIEKTap, Kao mTo je paljeHo mpu
aHAJIM3U CTEPOMIHUX XOPMOHA KOPTHU30HA, XUIPOKOPTU30HA, IPOTECTEPOHA U TECTOCTEPOHA,
SALDI MaceHOM CHEKTpPOMETPUjOM VY TMpHUCYcTBY HaHouectuna TiO2 koje cy Owie
MOJM(UKOBaHE KATEXWHOM. YTPOCEUaBAKEM CIIEKTapa y OBOM pajy IMOCTHUTHYTa je mo0pa
PENPOAYMOMITHOCT Mepema.'? XoMOreHocT Ko-Kpuctana y3opka/marpuie mnpu MALDI
MPUCTYITy W TUCTPHOYIHja y30pKa Ha moBpmmHU cyrnicTpata y SALDI npuctyny, aedunumry
PENpOIYIMOMIHOCT U HNPEeNU3HOCT Mepema.”'*? 3nauajna Bapupama unTeH3MTeTa MALDI
CHTHAJIa TP MOHOBJHCHO] aHAIM3HM MCTOT Y30paka MOTYy OWTH TMOCTEIUIla U HEXOMOTCHOT

HAaHOIICHKA Y30paKa Ha IJI04YYy MW XCTCPOrCHOCTH NIUJbAHC TMOBPIIMHC. prFI/I pasJior
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MPOM3WIIA3N M3 MHCTPYMEHTAIMje, Kao IITO je MpOMeHa MHTEH3WTeTa Jlacepa 3ajeJHO ca
(haykTyanujama oAroBopa JIeTeKTopa.

VY cnenehem ceTy excriepuMeHaTa TECTHpaHa jé XOMOT€HOCT CHCTeMa 3a MOTCHIUjalTHY
KBAaHTUTAaTUBHY npumeHy. JenHo Mecto Ha SALDI mioun Ha koM ce Hanasuia oapeheHa
KOMOMHalNMja y30pKa/cyncrpara je HOJe/beHO Ha ocaM JiejoBa (cekropa - S), Kao LITO je
uinyctpoBano Ha cnuiy (Cnuka 2.1. EkciepumenTanau feo). CBaku cexTop je ekcuuroBad 120
nyTa gacepoM (ykymHo 960 no jenHoM mecty Ha SALDI mioun Ha koM ce Hanasuia oapehena
KOMOWHAIMja y30pKa/CylcTpaTa), a cBaka KOMOWHAIMja y30pKa/CyIlcTpaTa je MepeHa TpH
nyTa. McTH TOCTymak je moHaB/baH TOKOM Tpu JaHa. Cpeama BpEeIHOCT Koe(hHIUjeHTa
Bapujanuje (penaTuBHA cTaaapaHa nesujanuja — PCJI, uzpaxenay %) je u3padyHaTa U3 ocam
BpeaHocT S/N ca JeBeT NOHaB/bakba TOKOM TPU JaHAa M TAaKO 3a CBaKy KOMOHMHaLUjy
y30pKa/CyrncTpaTa U MpH AETEKLHUjU MO3UTUBHUX U NpH AETEKLHUjU HeraTuBHUX joHa. OBe
BPEIHOCTH OCJIMKaBajy MEPY XOMOTEHOCTH 3a pa3lInyuTe KOMOWHAIM]je y30pKa/cyrncTpaTa u
npuKa3aHe Cy 3a I03WTHUBaHe joHe Mouiekyna: L-amanuH, L-tiucrewn, DL-mernonuH,
nryTatioH, D-(+)-riiyko3a, D-(+)-manto3a, B-IMKIONEKCTpUH, paduHO3a, apaOuHO3a Yy
Tabemu 3.22, a 3a MOJIEKYJIE: €CTPaaNOI, TECTOCTEPOH, MPOTECTEPOH, JINMYHCKA KHUCEIWHA,
nekca3oH, ButaMuH E u ButamuH A y Tabenu 3.23 . YV Tabenu 3.24 nate Cy BpeTHOCTH 3a CBE
aHaJTM3UpaHe MOJICKYJIE Ka/ia Cy IETCKTOBAaHM Ka0 HETaTUBHU JOHH.

Y Tabenu 3.25 cy npukazaHe BpPEJHOCTHM 332 XOMOTEHOCT Yy30paka MO3UTHBHUX H
HETaTHBHUX jOHA MOJIEKYJIa KOjU Cy JeTeKTOBaHU 0e3 mpucycTBa cyrncrtpara (mMatpuie), LDI

METOJIOM, 3a BuTaMuH E u BuTamun A.
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Tabena 3.22. Xomoeenocm y3opka: L-araHuH, L-yucmeut, DL-MeMUOHUH, 2IYMAMUOH, D-(+)-
2nyKo3a, D-(+)-marmosa, f-yukiooexcmpur, pagunosa, apabunosa ca nanokpucmanuma TiO2
Ha SALDI nnouu 3a nozumusHe joHe.

Mornekyn miz PCII, %
HY EHY HT
90,1 10,6-24,2 | — —
L-aJIaHUH 112,1 9,5-17,1 — 5,5-17,5
128,2 10,9-17,1 | — 14,0- 25,2
121,2 | 9,7-38,8 — —
L-IIUCTEHH 144,2 5,7-27,3 — 31,8-21,7
166,1 — — 11,3- 34,0
1722 | — 6,6- 14,7 5,9- 38,9
DL-METHOHHUH 188,3 — / 5,4-27,9
1942 | — 6,4-18,6 7,1- 48,5
308,3 — 7,2-38,8 —
LT 3303 | — 11,5-784 | 6,2-17,6
3464 | — — 8,2-31,01
D-(+)-ryKo3a 2032 | — 3,3-20,9 14,4-45,3
219,3 — — 11,1-56,7
D-(+)-ManTo3a 365,3 — 6,0-17,4 9,8-28,1
1158,0 | — 9,1-17,8 17,8-48,1
PrumKonekCTpHH - e — 11,3545
185,1 — 5,4- 23,1 16,1-65,5

203,2 | 21,3-57,2 | 6,4-25,1 23,9-65,2
3653 | 32,3-748 [ 54-12,6 5,3-29,4

L 3843 | — 44-182 | —
5274 | 323-628 | 7.7-148 | 9.8-30.7
5435 | 29.6582 | — 18.8-49.9
1731 | — — 8.2-26.4
Apaburosa 1892 | — = 18.4- 39.3

— JOHM MOPEKIIOM O] MOJIEKYJIa HE MOTY Jja C€ JETEKTY]y.
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Tabena 3.23. Mepa xomozcenocmu y30pKa: ecmpaouol, mecmoCmepoH, NpOo2ecmepoH,
JUMYHCKA KUCENUHA, 0excason, eumamun E u eumamun A ca nanoxkpucmanuma TiO2 na SALDI
NI0YYU 3a NO3UMUBHE jOHe.

Mornekyn miz PCII, %
HY EHY HT
Ectpagnon 407,6 — 9,1-21,3 10,4-18,7
Tecroctepon 401,6 | 20,3-61,3 | — 27,3- 45,8
4236 |22,1-56,5 | 6,0-16,3 13,2-27,8
Tporectepors 315,5 59,6-107,0 | — —
337,5 65,0-94,0 | 7,9-21,9 11,3-24,2
133,1 — 5,4-14,8 —
JIuMHCKa KHuCennHa 215,1 — 8,8-33,7 16,4-39,1
238,1 — 8,8-43,6 —
Jexcason 3554 | — 9,4-19,8 —
399,5 22,0-38,8 | 5,5-19,9 —
Buramun E 402,7 14,1-41,0 | 25,6-69,9 | 28,3-56,5
Brravi A 269,5 14,2-39,3 | 12,5-35,0 | 8,1-23,9
328.,5 — 9,5-49,3 15,2-43,8

— JOHU NIOPEKJIOM O MOJIEKYJIa HE MOTY JIa C€ ICTEKTY]y.

Tabena 3.24. Mepa xomozenocmu y30pKa 3a He2amugeHe joHe C8UX AHATU3UPAHUX MOLEKY1d Ha
SALDI nnouu xoju cy moenu da ce demexmyjy ca nanoxpucmanuma TiOx.

Monexyn mlz PCA, %
HY EHY HT
L-amanun 88,1 3,8-13,5 — 5,0-27,3
L-niucrenn 120,2 — — 6,5-19,8
DL-meTnoHHH 1482 | — 8,9-17,2 | 11,0-29,3
T'myraruon 306,3 | — — 16,5-27,8
D-(+)-riryko3a 1792 | — — 14,2-25,1
D-(+)-manro3a 222,0 — — 6,3-37,1
Pagunoza 222,0 — 6,3-14,6 14,4-32,7
5034 | — 12,6-33,2 | 26,8-63,0
ApabuHo3a 149,1 — — 16,8-41,8
Eectpaauon 3289 | — 5,3-27,3 | 11,0-30,8
TectocTepon 3996 | — — 16,5-34,0
IIporecrepon 313,5 — — 18,6- 36,1
JlumyHCKa KUceanHa 191,1 — 3,4-17,5 | 8,3-25,5
Buramun E 401,6 | — 22,7-68,2 | 25,6-67,6
Burtamuu A 283,4 9,5-29,9 5,6-48,1 9,1-28,5
— JOHU MOPEKIIOM O] MOJIEKYJIa HE MOTY Jia Ce JICTEKTY]y.
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Tabena 3.25. Mepa xomozenocmu y3opxa Ha SALDI niouu 3a nosumuene u HecamusHe joHe
sumamuna E u eumamuna A Koju cy cHuM/beHUu Oe3 npucycmea cyncmpamd.

Mornekyn Jonu mlz PCH, %

+ 402,7 | 40,3-58,6
401,6 | 23,2-52,5
269,5 | 25,0-69,4
Buramun A 328,5 22,5-66,3
2834 | 27,7-80,0

Buramun E

Haj6ospa XOMOTE€HOCT AETEKTOBAHUX MMO3UTHBHUX jOHA c€ TOCTIKE ca cymcrparoM TiO2
EHUY, Behuna BpemHocTH penatuBHUX craHmapaaux nesujanuja (PC) je 6mma oxo 20 %.
Hajuamxe Bpennoctu PCJI-¢, na Tako 1 Hajoosba XoMoreHocT, ca TiO2 EHU-ama cy mocTurayTe
ca HIp. D-(+)-ryko3oM (m/z = 203,2), padurozom (m/z = 384,3), TMMYHCKOM KUCEITHHOM (11/7
= 133,1) u nexcazonom (m/z = 399,5), rae cy Bpeanoctu ouie y omncery of 3,3 no 20,9 %, 4,4
1o 18,2 %, 5,4 no 14,8 % w ox 5,5 no 19,9 %, penom. 3a rmyratnon Hajoosba Bpeanoct PC/I-
e ce noduja kana ce kopucre TiO2 HT kao cyncrpar, y oncery cy ox 6,2 1o 17,6 %. Cynctpat
TiO2 HY najy najnomuje Bpeanoctu PCJl-e, ma caMuM THUM U HajJIOIIN]y XOMOTE€HOCT, aJli Ce
MOKa3aJio Jia 1MocToje u3yzenu: L-amanuH (m/z = 112,1) u L-uucrenn (m/z = 144,2) tne cy
Bpennoctu PC/I-e y oncery o 9,5 no 17,1 % u 5,7 no 27,3 %, penom.

Hajsehu O0poj Mosekyiia MOTy Ja ce€ IETEKTY]y Kao HEraTHMBHHM jOHU ca cyncrpatoM TiO2
HT, (Tabena 3.24) o uemy je Beh Owmno peun. Mehytum, mect Monekyia KOju MOTY Ja ce
nerektyjy ca TiO2 EHU-ama, umajy 60sby XOMOI€HOCT HETO ca Jipyra /iBa HaHOKpHcTaa: DL-
metnonuH (m/z = 148,2, PCI 8,9-17,2 %), padunoza (m/z = 222,0, PC 6,3-14,6 %),
ectpaauon (m/z = 328,9, PCJl 5,3-27,3 %), numyHcka kucenuna (m/z = 191,1, PC/ 3,4-17,5
%), sutamut E (m/z = 401,6, PCJ] 22,7-68,2 %) n Butamun A (m/z = 283,4, PC]1 5,6-48,1 %).
Ca cyncrparom TiO2 HY cy nerekroBanu camo L-anaHuH 1 BUTaMuH E, u y TOM ciydajy L-
ananuH (m/z = 88,1) numa Haj60Iby XOMOTEHOCT (3,8-13,5%).

Jerexuunja HeratuBHuX joHa Y MALDI TOF maceHOj cnekTpoMeTpuju je MHOTO Mame
ocetsbuBa Hero mTo je koa SALDI TOF macene cniektpoMerpuje. OpraiHcka MaTpHiia cama 1o
ceOM Kajia ce IETeKTYjy HeTaTUBHY JOHH Jiaje BEJMKH OpOj CHUTHAJIA, 11 je JIETeKIHja MOJIeKya
MaJIuX Maca 3HaTHO OTeKaHa.*

CnexTpu TO3MTHBHHX joHa BHTamMuHa E moka3yjy cnaly XOMOTeHOCT U
pPEeNpOayIMOUITHOCT CUTHAJIA ca CBHM aHAJIM3HpPAaHUM CYICTpaThMa, ald OBAaKO JOOMjeHe
BPEHOCTH MOKa3yjy HYDKE BapHjalMje O BpeAHOCTH Koje ¢y mobdujene LDI meromom. Ipu

LDI meromu Bpemnoctu PC/I-e cy y omcery ox 40,3 mo 58,6 %, a ca cyncrparom TiO2 HU
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penpoAyIMOMITHOCT Mepeha je 3HauajHo yHanpeheHa, spenqnoctu PCJl-e cy y oncery ox 14,1
10 41,0 %. 3a paznuky ox ButamuHa E, BuTaMuH A mokasyje BeoMa J00py XOMOT'€HOCT ca CBa
TpH cyrcTpara u kana ce kopuctu LDI meTon. JacHo mobosbiiame XOMOTeHOCTH €€ TIOCTHKE
ca cBa Tpu cynctpara y mopehemy ca LDI metomom. Bpemnoctu PC/l-e no6ujene LDI
MeTo/IoM ¢y y oncery o 25,0 1o 69,4 %, a ca TiO2 HT-ama cy y oncery ox 8,1 10 23,9 %.

3a HeraTtuBHE joHe BUTamMuHa E He mMocToju 3HaYajHA pasziIuKa Kajia ce CIEeKTPU CHUMAjy
0e3 mpucycTBa CyIcTpaTa u ca CyncTpaTuMa. Y cBakoMm ciy4ajy Bpeanoctu PCJI-e cy roroo
UcTe, N0ma rpanua je oko 20 %, a ropma rpanuna oko 60 %. 3a HeraTUBHE jOHE BUTAMUHA A
Haj0oJba xoMoreHocT ce 1oduja ca TiO2 HU-ama n TiO2 EHY-ama: o 9,5 10 29,2% u ox 5,6
o 48,1%, penom. XoMOreHOCT je 3HadajHO yHampehena y omgHocy Ha LDI merton rme cy

Bpennoctu PCJl-a y omcery on 27,2 no 80,0 %.

3.2.2.4. llpeuusnoct Metoae; [I0oHOB/LUBOCT U YHYTPAllllha MPEU3HOCT

Kako 0m ce mcrmuTao MOTEHIMjal CHCTEMa 32 KBAHTUTATUBHY, PYTHHCKY aHAIU3y, Y
HapeHOM JIey JOKTOpaTa nopehene cy npenn3HocTy Mepema. [la Ou ce mokas3ano npeTxogHo
HaBEJICHO M3padyHaTa je MPEenu3HOCT YHyTap jeAHOT JaHa M MOHOBJBMBOCT Mepema u3mehy
JaHa, kao u oaroBapajyhe F-BpemHocTu koje ce m3padyHaBajy moMohy aHaiu3e BapHjaHCH.
Tako noGujene BpenHocTH napamerpa F ce mopene ca F xpuTHYHOM BpeqHOCTH Koja ce
onpehyje Ha ocHOBY Opoja mojaTaka U3 CTaHAAPAHUX CTATUCTHYKHUX TaOJIMIA KOje TOKa3yjy
ropmwe KpuTH4He BpeqHoctu F pacnozene 3a jenHoctpanu F Tect ca cTeneHOM MPenr3HOCTH
95 %, a.=0,05. Pesynratu cy npukazanu y Tabenama 3.26. u 3.27 3a mo3utuBHe jone, y Tabenu
3.28 3a HeratuBHE joHe M y Tabemu 3.29 3a Mepema y KojuMa HHje KOpHITheHa MaTpUIa HU

cymcrpara.
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Tabena 3.26. Ilpeyusnocm ynymap jeonoe dana (Within Day variability) u nonoewugocm
mepera usmehy oana (Day-to-day variability) u ooeoeapajyhe F-epeonocmu nosumueHux
jona: L-ananun, L-yucmeun, DL-memuonun, enymamuon, D-(+)-enykoza, D-(+)-manmosa, f-
YUKI00eKCmpUuH, pagunosa, apaburosa ca Hanokpucmanuma TiO>.

ANOVA ANOVA F
Mornexyn mlz Day-to-day, % Within Day, % Ferir 5,143
HY EHY HT HY EHY HT |HY EHY HT
92,1 |41 |— — 280 |[— — 09 |— —
L-ananus 1121 97 |[— 2,4 262 | — 7,5 0,6 |— 1,3
1282 [11,7 [— 273 272 |[— 70 o4 | — 46,5
1212 142 [ — — 346 | — — 1,5 | — —
L-miucrenn 144,2 16,2 | — 4,5 32,6 — 20,1 10,3 — 0,9
166,1 | — — 7,3 — — 208 |— | — 0,6
1722 | — 134 |94 — 13,8 | 12,6 | — 3,9 2,7
DL-MeTnoHNH 188.3 — — 16,3 — — 13,5 — — 5.4
1942 | — 302 |21,1 | — 53 [132 |— 981 |86
3083 | — 331 | — — 276 | — — |51 —
Fnyratuon 3303 | — 454 |64 — 620 [ 122 |— 2,6 0,2
3464 | — — 29,0 [|— — 207 | — | — 6,9
D-(4)-rayosa 2032 | — 57 |182 [|— 102 | 259 |— |00 2,5
2193 | — — 8,0 — — 239 |— | — 1,3
D-(+)-ManTo3a 3653 | — 49 |[183 [ — 99 130 |— |03 7,0
1158,0 | — 123 | 165 |— 220 |322 |— 1,3 0,2
B-umknoaKCTPUH 1174.1 — — 359 — — 29.6 _ _ 5.4
1851 | — 189 | 187 [|— 163 1386 |— |50 0,3
2032 [39,0 | 140 [194 1439 |115 (347 |34 |54 0,1
Papuiosa 3653 22,5 | 14,1 |58 535 |27 |166 |15 [813 |06
3843 | — 135 | — — 920 |— — |77 —
5274 255 | 11,0 | 6.6 578 |77 |162 116 |70 0,5
5435 24,7 | — 243 1366 |— 313 |24 | — 2,8
ApaGuiosa 1731 | — — 16,7 | — — 89 [|— |— 11,5
1892 | — — 186 [— — 263 |— |— 2,5

— JOHU IOPEKJIOM 01 MOJICKYJIA HE MOTY J1a C€ JICTEKTY]y.
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Tabena 3.27. Ilpeyusnocm ynymap jeonoe dana (Within Day variability) u nonoewugocm
mepera usmehy oana (Day-to-day variability) u ooeoeapajyhe F-epeonocmu nosumueHux
JjoHa: ecmpaduon, mecmocmepoH, nPo2ecmepon, TUMYHCKA KUCeIUuHd, 0eKca3oH, eumamutr £
u eumamut A ca nanokpucmanuma TiOx.

ANOVA ANOVA F
M miz Day-to-day, % Within Day, % Ferie 5,143
HY EHY HT HY EHY HT HY EHY HT
Ectpagmon 407,6 — 7,4 8,1 — 13,3 | 14,5 — 1,9 0,1
Tectoctepor 401,6 264 | — 33,5 53,5 — 13,9 10,3 — 18,5
423,6 17,3 | 12,9 | 10,1 33,0 2,1 7,0 0,2 115,6 | 7,3
Tporectepors 315,5 19,6 | — — 36,6 — — 1,9 — —
337,5 584 1205 |88 101,3 19,7 11,4 10,0 14,5 2,8
JlumyHcka 133,1 — 5,0 — — 9,6 — — 0,18 —
KHCeMHHA 215,1 — 20,5 | 45,0 — 109 | 21,7 | — 11,7 13,9
238,1 — 195 | — — 184 | — — 4.4 —
Jexca3on 355,4 — 30,0 | — — 7,8 — — 44,8 —
399,5 7.4 412 | — 214 8,8 — 0,6 66,2 —
Buramun E 402,7 129 | 17,8 | 20,5 20,2 32,7 1303 |22 1,9 2,4
269,5 18,0 | 3,8 11,3 14,4 26,9 24,8 |57 0,9 0,4
Burtamun A
328,5 — 86,3 | 31,1 — 48,1 | 562 | — 10,7 0,08
— JOHM MOPEKIIOM O MOJIEKYJIA HE MOTY JIa Ce JICTEKTY]y.

Tabena 3.28. Ilpeyusnocm ymymap jeonoe dana (Within Day variability) u nonoewugocm
meperva usmehy oana (Day-to-day variability) u o0coeapajyhe F-epednocmu necamuehux jona
CBUX AHATUBUPAHUX MOLEKYIA KOjU CY Mo2au 0a ce demekmyjy ca Hanokpucmanuma TiOa.

ANOVA ANOVA F
Monexyn miz Day-to-day, % Within Day, % Ferie 5,143
HY EHY HT HY EHY HT HY EHY HT
L-aJaHuH 88,1 3,7 — 10,0 2,9 — 7,3 6,0 — 6,7
L-IIUCTENH 120,2 — — 7,9 — — 9,7 — — 3,0
DL-METHOHUH 148,2 — 15,9 9,8 — 9,1 11,3 — 10,2 3,2
I'myratnon 306,3 — — 5,7 — — 21,5 — — 1,2
D-(+)-TJIyK03a 1792 | — — 21,6 — — 14,1 — — 8,0
D-(+)-Manro3a 2220 — — 26,3 — — 25,3 — — 43
Pagpunosza 2220 | — 7,8 6,0 — 5.2 10,4 — 7,7 0,0
5034 | — 3,7 16,7 — 10,5 | 30,3 — 1,4 0,1
Apabunoza 149,1 — — 5,9 — — 30,0 — — 1,1
Ectpanuon 3289 | — 14,7 28,0 — 7,2 15,2 — 13,6 11,2
TecTocTepoH 399.,6 — — 35,8 — — 18,3 — — 12,5
IIporectepon 31345 | — — 20,0 — — 16,1 — — 5,6
JlumyHCcKka KecennHa 191,1 — 18,5 22,2 — 4.5 15,6 — 46,4 7,1
Buramun E 401,6 | — 45,9 29,2 — 26,1 | 22,6 — 10,3 6,0
Buramun A 2834 | 41,6 | 37,8 15,2 7,6 6,9 14,2 89,7 | 914 4,5
— JOHM MOPEKIIOM O MOJIEKYJIa HE MOTY Ja CE JICTEKTY]y.
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Tabena 3.29. Ilpeyusnocm ynymap jeonoe dana (Within Day variability) u nonoewugocm
meperva usmehy oana (Day-to-day variability) u ooeoeapajyhe F-epednocmu demekmosanux
RO3UMUBHUX U He2caMUBHUX joHa eumamuna E u eumamuna A Koju cy chummenu 6e3 npucycmea
cyncmpama TiO:.

ANOVA ANOVA F
Monekyn Jonu mlz Ferie 5,143
Day-to-day, % | Within Day, %

Buravym B + 402,7 8,0 16,2 1,7
- 401,6 22,8 18,3 35,6

269,5 70,6 35,3 13,0

Brramun A i 328,5 40,0 36,4 46
- 283,4 70,3 45,6 8,1

VY cnydajeBuMa y kojuma je uspauyHata F Bpennoct Beha oy F kputuune Bpennoctu (Ferit
= 5,143) Bapujanuje uzmel)y nana cy Behe o Bapujanuja ynytap jeanor aana. OBo je ciy4aj
KOJI HIIP. IETCKTOBAHUX MMO3UTHUBHUX jOoHA: L-ananuHa (m/z = 128,2) u apabunoze (m/z=173,1)
ca TiO2 HT-ama, DL-metnmonmHa (m/z = 194,2), numyHcke kucenne (m/z = 215,1) n
tectocTepoHa (m/z = 423,6) ca cyncrpatuma TiO2 HT u TiO2 EHY, nexcazona (m/z = 355,4 u
m/z = 399,5) ca TiO> EHY-ama u Butamuna A (m/z = 269,5) xox LDI metone u ca TiO> HU-
ama. [TapoBu ko1 Kojux je uzpauynata F Bpeanoct Beha o F kpuTuiHe BpeTHOCT 32 HEraTHBHE
joHe cy Hip: L-ananuH (m/z = 88,1) u rnykosa (m/z = 179,2) ca TiO2 HT-ama, DL-MeTHOHUH
(m/z = 148,2) u paduno3za (m/z = 222,0) ca TiO2 EHY-ama.

[Tox mpuMemEeHUM EKCIIEpUMEHTATHUM YCIIOBMMa Bapujalldje yHyTap jeTHOT JaHa 3a
BehHMHy aHaM3MpPaHUX TTApOBa Y30pak/cymncTpar cy Omiie Beoma 3a0BosbaBajyhe (Mame ox 10
%), ITO je yIIOopeAnuBa BPEIHOCT ca JIUTepaTypHuM nogamuma. 012916 Haj6oma npenusnocr,
cynehn mo BpemHOCTMMa Bapujalyja, yHyTap jeQHOT JlaHa JOOHWjeHA je TIPH JCTEKIIHjH
MO3UTUBHUX jOHA: TecTocTepoH (m/z = 423,6)/TiO2 EHY u padunosa (m/z = 365,3)/TiO2 EHY,
rae cy Bpennoctu PCll-e 2,1 % u 2,7 %, penom. Moxe ce pehu i1a cy 3a IeTeKI1jy MO3UTUBHUX
jOHa HajHWKE BPEJHOCTH 3a Bapujalldje YHYTap jeAHOT jaaHa, 3a HajBehm Opoj maposa
y3opak/cynctpat, nocturayre ca TiO2 EHY-ama. 3a Butamune E u A HajHMkKe BpeTHOCTH Cy
nocturayte ca TiO2 HY-ama, anu Butamud E mma HajHIKY BpEIHOCT Bapujalyje yHyTap
JEIHOT JTaHa Kaja je CHUMJbEH 0e3 cyrcTparta, Taaa je Bpeanoct PCJI-e uznocuna 16,2 %.

Hajuuxe BpeqHOCTH BapHjalyje yHyTap JaHa JOOWjeHEe Cy MPH JCTEKIHjU HETaTHBHUX
joHa L-amanuH (m/z = 88,1) ca TiO2 HY, Bpennoct PCJI-¢ je 2,9%.

Hajuuxe BpeaHocTr Bapujaiyje n3mel)y nana g1eTeKToBaHUX MO3UTHBHUX jOHA 3a BehnHy
napoBa y30pak/cymncTpar cy MOCTUTHYTE, Kao U y clydajy Bapujalidja yHyTap jeJHOT JaHa, ca

cynctpatom TiO2 EHY, rae cy Behuna Bpennoctu PCJl-e nmxke o 25 %, npumMep Cy TMMyHCKa
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kucenuHa u ButamuH A trne cy PCJl-e Bpemnoctu 6wie 5,0 % wu 3,8 %, penom. OBakpa
MTOHOBJBHMBOCT j& OJJIMYHA U TaKolje je y carjlaCHOCTH ca MoJalnuMa y JUTepaTypH, Kao IITo je
npuMep JETEeKIMje CTePOMJHUX XOpMOHa ca HaHodecTHnama TiO2 koje Cy NpeTXoIHO
MOM(UKOBAaHE ca KATEXMHOM IJI€ Cy Bapujauuje Ouie Mame o 15 %, n = 7.'2° TiO2 HT kao
HNOTEHLMjATHU CYICTpAT 3a KBAaHTUTATHBHY aHaIM3y IO3UTUBHUX jJOHA MOJIEKyJa Jaje
MUHUMaJIHE BPEIHOCTH Bapujanuja u3Mely gaHa, and camo 3a TOjeJJMHE MOJIEKYJE.
Bapujanuje 3a Heke on ananuzupanux mojekyia ca TiO2 HT-ama cy 6une amke ox 10 % nrip:
paduno3a (m/z = 365,3), L-ananun (m/z = 112,1) cy umaine Bpeanocta PClI-¢ 5,8 % u 2,4 %,
penoM, a 3a octane Mmonekyie BpeaHoctu PCJI-e cy oune oko 20 %. CinyHe BpEIHOCTH Cy
MpUKa3aHe W y JUTEPATypH TAE Cy Bapwjalyje yHyTap naHa Oune Hrke ox 10 %, mok cy
Bapujanuje nu3mely nana Oune mame on 15 % 3a Tpu cepuje (y cBakoj mo 50 moHaBsbama -
Tayaka Koje Cy ekcuuToBaHe sacepom).'%? Pesynraru mokasyjy u na je cymcrpar TiO2 HT
MOTEHIMjATHO BEOMa KOPHUCTaH CYIICTpPAT 3a JACTEeKIH]y U oJjpehuBame aMUHO-KHCEIHA.
Hajuuxe BpeaHocTH Bapujanuja w3Mmel)y JaHa 3a JETEKTOBaHE HETaTHBHE jOHE CYy
nocrurHyte ca TiO2 HT-ama ca monekynuma: riyrtaruon (m/z = 306,3) - PCH 5,7%,
apabuno3za (m/z = 149,1) - PCJ] 5,9% u padunosa (m/z = 222,0) - PCH 6,0%. L-ananun, nopes
BUTaMUHA A, je jelInHU IeTeKkToBaH HeratuBaH joH ca TiO2 HY-ama u umMa u3y3eTHO HHUCKY

BpeaHoCT Bapujauuja usmehy nana, PCJ je 3,7 %.

3.2.2.5. Box and Whiskers nmjarpamu npu SALDI npucryny

Ha ocuoBy Box and Whiskers nujarpama MOTy ce BUIETH yTUIAJH PA3IMIUTUX CyIICTpaTa
(TiO2 HY, TiO2 EHY u TiO2 HT) Ha ogrOC curHama u nryma (S/N), OMTHOCHO Ha HHTEH3UTETE
CHTHalla 3a CBE AaHANW3UpaHE MOJIEKyJe aMHHO-KHCennHe (L-IMCTeWH, L-amaHuH, DL-
METHOHMWH), TpUNENTH ] (TIyTaTHOH), XOPMOHE (E€CTpaaAMOJ, TECTOCTEPOH, MPOTECTEPOH),
yribeHe xujapate (D-(+)-Tiyko3a, D-(+)-manto3a, paduHo3a, apadrHO3a, B-IUKIOACKCTPUH),
JTUMYHCKY KHCEIIMHY, Iekca3oH 1 ButamuHe E u A. Takole, Ha 0Baj HAYMH MOJXKE J1a Ce UCTTUTA
HNOTEHIIM]jaJI CYTICTpaTa 3a KBAHTUTATUBHY aHAJIM3Y MOJIEKyJa MaJIX Maca.

[Ipernex moOujeHMX pe3ynraTa CTATHCTUYKE aHaiW3e mpukasad je Ha Cmumum 3.18 u
npencraBibeH je momohy Box and Whiskers nujarpama. Kyrtmja (Box) caapxu mojaTke
nobujeHe Ha ocHOBY S/N BpeTHOCTH (CyMapHO 72 mojaTka 1o jeIH0j KOMOHHAIIM]H MOJICKYJa
ca jennuM Hanokpuctanom TiOz). JInHuje Koje ce mpoTexy BepTUkanHo on KyTuje (Whiskers)
yKa3yjy Ha BapujaOHIIHOCT M3BaH TOpP-E U JI0ke KBapTuie. Box and Whiskers nujarpamu cy

BeOMa KOPHCHU 3a JIECKPUNITHBHO Mopehere MOryhHOCTH eTeKIrje U MPEIM3HOCTH Mepemha
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MOJIEKyJla ca CymncTpaTuMa u omoryhaBa Bu3yenHo rmopeheme U  u300p maposa

MOJIEKYJ1a/CyTICTpaTa y 3aBUCHOCTH OJ1 INJba KOjH j& MOTPEOHO mocThhu.

900 L-aJlaHVuH 500 L-IIUCTEUH
800
600
500 300
400
200 ofa
100 = 100
0 0
HY HY  HY HY HT HT HT "y EHY EHY EHY
90,1 112,1 128,2 88,1 112,1 128,2 88,1
+ + N i + . _ 100 121,2 + 1442 + 1442+ 166,01 + 120,2 -
*Ql ®Lower AMedian *Upper XxQ3 ¢Ql m®Lower AMedian *Upper xQ3
1000
1400 DL-meTnonnsa [inyratnon
1200
1000 500 s @lﬁ
= T
600 . s
400 ’?f-‘ EHY EHY HT HT HT
200 '9&' 3083+ 3303+ 330,3 346,4 306,3
0 + + -
200 EHY EHY  EHY HT HT HT -300
172,2 + 194,2 + 148,2 - 172,2 + 194,2 + 148,2 -
*Ql mL Medi U xQ3
¢Ql mLower AMedian *Upper *Q3 -1000 Q ower edan pper XQ
1000 D-(+)-riyko3a 800 | D-(+)-ManTo3a |
800
600
600
400
400
200 200
0 0
200 EHY 203,2 + HT 2+ HT 2+ HT 179,2 - EHUY 365.3 + HT 3653 + HT 0-
i -200
¢Ql mLower Median Upper xQ3 ¢ QI mLower A Median » Upper X Q3
300 | B-nMKIIONEKCTPUH 1000 Padunoza
800
200 600
400
100
200
0 0
EHY 1158,0 + HT 1158,0 + HT 1174,1 + EHY EHY EHY EHY HT HT  EHY
203,2 + 3653 + 5274 + 222,0- 365,3 + 5274 + 222,0-
-100
¢ Q1 mLower AMedian * Upper X Q3 Q1 mLower AMedian < Upper *xQ3
Cnuka 3.18.
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1500
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HT 173,1 + HT 1892 + HT 49,1 - EHY  EHY HT HT HT HT
407,6 + 328,9 - 407,6 + 423,6 + 439,7 + 328,9 -
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1200 1200
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600 600
400 400
200 200
& £ |$|
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200 HY HY EHY HT HT HT 200 HY HY EHY HT HT
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1000 800
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800 600
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400 g
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§ e
200 200
M T
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2500 1500
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1500
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500 LRt LDI HY E Y EHY 1) HT 218 IS 2%314 2?9(15 2?31{4 2E6F9Iq5 2E8P;q4 2?9T5 2]8_13T4
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+Ql Lower Median Upper %xQ3 -1000 +Ql Lower Median Upper *Q3

Cnuka 3.18. ,,Box and Whiskers* oujacpamu 3a ceée napose MoneKynia u HAHOKpUCmMania
TiO:z. Ilpukazanu cy ceu OemeKkmo8aHu CUSHANU NOZUMUEHUX U HE2AMUBHUX JOHA
O3Ha4eHux ca ,,+“ u ,,-“,pedom.

Ha ocHoBy ananuse JOOMjeHUX JujarpamMa MOXe C€ 3aKJbyUWTH Jia C€ 32 €CTPaJauoll ca
cynctpatuma TiO2 EHY u HT no6ujajy cnmuaam pe3ynraTd, TOK KOJ JETEKIH]e IporecTepoHa

TiO2 EHY najy nesnarno Behe S/N BpennocTu u nesujanuje Hero cyncrpar TiO2 HT 3a curaan
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m/z = 407,6. Tecroctepon ca cymnctparom TiO2 HT uma najpume S/N BpemHOCTH, ald U
HajBuIne aesujanyje, ca TiO2 HU-ama Beoma Hucke S/N BpenHoctH, a ca TiO2 EHU-ama uma
ONTUMAJTHE TIapaMeTpe, JOBOJbHO BUCOKE S/N BpeIHOCTH ca 3HaYajHO MAamkbUM BPEIHOCTUMA
JieBujanuje.

TiO2 HT cy ce nokasane kao cymncTpar ox u3bopa 3a AETEKLHjy MporectepoHa (m/z =
337,5), L-ananuna (m/z = 112,1), rmyratuona (m/z = 330,3), u apabunose (m/z = 173,1) ca
BUCOKHMM BpegHocThMa 3a S/N 1 ca HUCKUM JieBUjalfjaMa. 3a MO3UTHBAH jOH L-IIUCTenH (m/z
= 144,2) najoospu cyncrpar 3a aerekuujy cy TiO2 HY, a 3a nerarusan jon (m/z = 120,2) cy
TiO2 EHY. DL-MeTHOHMH je nMao HajBumie Bpeanoctu S/N u Hucke nesujanmje ca TiO2 EHY-
ama 3a curnan m/z = 172,2. TiO2 EHY cy 6une nobap cymncTpar u 3a aHainu3y D-Tiykose, D-
ManTose, B-UMKIoIeKCTprHa U paduHO3€e Kaj ce mocMmarpajy curHanu Ha m/z 203,2, 365,3,
1158,0 u 365,3, peaom.

Haj6osbu pesynraru, HajBuie BpeaHocTd S/N U HajHHMXKE JEBUjaldje 3a MO3UTHBAH U
HeraTHBaH jOH JIMMYHCKe KucennHe noctuxky ce ca TiO2 EHY-ama 3a curnane m/z 133,1 u
191,1, penom. Jlekcazon (m/z 399,5) ca TiO2 EHU-ama naje najuine BpeaHoctd S/N, anu u
HajBHIIE AeBHjaruje. ['enepanHo, 60sbu pe3yaTatu ce 1ooujajy ca TiO2 HU-ama u nekcazoHom
3a curdai Ha m/z = 399,5 u ca TiO2 EHY-ama 3a curnan m/z 355,4. LDI meTonoM BUTaMUHHA
E u A wumajy najume Bpeanoctd S/N, amu cy u jAeBujanuje Beoma Bucoke. Ca CBUM
HaHokpuctasiuma TiO2 3a JeTekuujy BUTAaMHHA J00Mjajy c€ CIMYHU pPEe3ysTaTH, ajlud ca
3HAYajHO HWXKHUM BpeaHocTuMa neBujandje Hero mto je koa LDI merome. TiO2 HT ca
ButamuHoM E najy Hajsunie BpeHoctu S/N y 0IHOCY Ha OCTalIe CyIICTpaTe, alli Cy JIeBHjallnje

owite Behe.

3.2.3. YTuuaj BeauvuHe u 06;1uka HaHokpuctaaa Ha SALDI TOF macene cnexktpe

Ja Ou ce mokazao yTuiaj BeduunHe U 00JMKa HaHOKpHucTana Ha kBanuTer SALDI TOF
MaceHHUX criekrapa kopumhenn cy enuncougae aHanouectune TiOz (TiO2 EHY ayxune ox 40
1o 50 nm u narepande aumensuje on 14 no 16 nm) u Hanoty6e TiO2 (TiO2 NTs myxune of
100 o 150 nm u mpoceuHor npevyHrka 11 nm) 3a 1eTeKunjy yribeHux Xuaparta: D-(+)-TIyKose,
D-(+)-MaNTo3e U B-IUKIOACKCTPUHA.

[TperxoaHO je moka3aHa MOTYNHOCT JETEKIMje MIO3UTHBHAX W HETATHBHUX jOHA YTJHEHUX
xuapata ca HaHokpuctanmuma TiO: (Tabena 3.14). WnTeH3uTeT nacepa je mojemieH Ha
MUHUMAJIHY jadylHy ca KOjoM je Ouia Moryha jaeTekiuja aHaIW3UpaHUX MOJIeKyla, a Ou ce

cnpeumwna Qparmenranuja Monekyna. VHTEH3UTETH Jiacepa KOju Cy JOBOJbHHU 3a TIpoIiece
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Jecopniyje u joausanuje y npucyctBy TiO2 EHU-a u TiO2 HT-a je 6una ckopo ucra, 1950 u
2000, penom. JleTekiyja MO3UTHBHHUX jOHA CBHUX aHAIM3UPAHUX YIJbEHHX XUpaTa je Omia
Moryha ca o0a cymncTpara, alnu JeTeKI[Mja HEraTUBHUX jOHA je Moryha caMo ca CyIcTpaToM
TiO2 HT. MHTeH3UTETH CHUTHANA MO3WTHBHUX jOHA 3a MOJICKYJIE TJIYKO3€ W MayTo3e Cy
Hajsuu kaja ce kopucte TiO2 EHY, 1ok je MHTEH3UTET cUrHana 3a B-IUKI0JEKCTPUH BUILN

kaz ce kopucte TiO2 HT, pesynraru cy npukazanu y Tabenu 3.30.

Tabena 3.30. Uumenzumemu Oemexmo8anux CUSHAAA NOZUMUBHUX U HE2AMUBHUX JOHA Y
SALDI TOF macenum cnexkmpuma D-(+)-enykose, D-(+)-manmose, [-yukiooekcmpuna ca
nHanoxpucmanuma TiO>.

[Mo3uTnBHY joHM Heratusuu joHu

Monekyn Cymcrpat | m/z HNHTeH3uTeTn m/z HHaTen3uTeTn

TiO2 CUTHaJa CHTHaJa
D-(+)-TJIyKo3a EHY 203,2 522,78 + 92,85 — —

HT 203,2 375,63 £ 157,81 | 179,2 243,13 + 77,65
D-(+)-mMaJto3a EHY 365,3 450,92 + 74,91 — —

HT 365,3 335,81 + 103,75 | 222,0 234,19 £ 95,11
B-1MKI0aeKCTPUH EHY 1158,0 | 99,86 +27,36

HT 1158,0 | 130,81 + 66,00
— JOHM MOPEKIIOM O MOJICKYJIa HE MOTY Jia C€ JICTEKTY]y.

Jlacepom WHAyKOBaHa jOHHW3allMja HA TOBPIIMHU HAHOCTPYyKTypa omoryhasa
ITEpHATHBHU ITyT jOHU3AIHM]e peko popmupama Nat u K+ amykara koju HacTajy y 3Ha4ajHOM
npunocy.'%” CBu 1eTeKTOBaHM CHTHAIIM TOPEKIIOM OJ1 TO3UTHBHUX joHA y30pKa cy Na* mmm K+
aJIyKaTH, JIOK Cy HETaTHBHU jJOHU KOjU Cy JETEKTOBAHU HACTAH OTITYIITAkHEM jeTHOT IPOTOHA
ca MOJIeKyJIa.

MaceHocIieKTpoMeTpHjcKa aHalu3a MOJIEKyJa ca TpPaJULMOHAIHUM, OpPraHCKUM
MaTpHIlaMa UMa BeJTMKY MaHy jep He mpyxa MoryhHOCT KBaHTUTaTUBHE aHanmu3e. OBa MaHa je
NOCJIEUIIa HEXOMOTeHe TUCTPHOYIINje aHaTM3UpaHUX MOJIeKyJa u3mel)y MoseKysna MaTpuiie.
Jla 61 ce mpoBepuiia XOMOTEHOCT TAKOBaka aHAIM3UPAHUX MOJIeKyJa M HaHOKpucTana TiOz y
cienehem cety ekcriepuMeHara MmpoBepeHa je moBpmmHa ,,cniakoBanux* TiO2 EHY-a u TiO2
HT-a ca u 6e3 yribeHux XupaTa HAaKOH HaHOIIeHka y3opaka Ha MALDI mrouy.

[Ipodpunomerpujcke Mukporpaduje (Crnuka 3.19) mokasyjy pasiuke y Mellamy
aHaM3UpaHUX Mosiekysna ca HaHokpuctamuma TiOz. CBu  yrbeHM XuapaTH ca
Ha"okpuctanuma TiO2 EHU-ama najy rinatkuje u yHu(opMHHUj€ TOBPILIMHE HETO IITO j€ CIydaj

ca HaHokpuctanuma TiO2 HT-ama.
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Cnuka 3.19. Cuumyu nogpuiuncke oucmpubyyuje Hanokpucmana TiO2 u yemwmenux xuopama
CHUM/bEeHU NOMORY MPpoOUMEeH3UOHATHO2 onmuukoe npogajnepa (Zygo NewView 7100, USA).
Hospwuna je cnummena nomohu objekmusa ca xI10 ygeruuarwem u Kamepom ca yimpa-
BUCOKOM PE30TYYUJOM.

Jla 61 ce mpoBepwIIN KBaJTUTATHBHU PE3yJITATH TOOHjSHH Ha OCHOBY IPOPHIOMETPH]CKUX
Mukporpaduja kopuinheHe cy cpejilbe BpeJHOCTH peratuBHe cranaapane nesujamuje (PCJI
%). Ha ocuoBy cpeame Bpeanoctu PCJl-e onmpehena je XOMOTeHOCT 3a CBaku mHap
y3opax/cynctpat. Bpennoctu PCJ/Il-e 3a mo3utuBHe joHe cy mpuka3aHe y Tabenu 3.22, a 3a
BpenHoctu PCJ/I-e 3a neratusue jone y TaGenu 3.24.

JacHO je nma cy 3a cBe yIrJbeHE XHUapare KOju Cy JIETEKTOBAaHH Kao IMO3WUTHBHU jJOHH,
n3paugynate BpenHocti xomorenoctu (PCJ] %) oune vmwke ca TiO2 EHU-ama Hero BpenHOCTH
nobujene ca TiO2 HT-ama, mto ynyhyje Ha To ma ce 60jba XOMOTEHOCT MOCTHXKE Kaza ce
kopucte TiO2 EHY kao cyncrpar. Kao nogarak Ha Huxky BpenHocT PC/I-€ je u BuIlIa BpeJHOCT
UHTeH3uTeTa curHana nobujeHa ca TiO2 EHY-ama nero mto ce go6uja ca TiO2 HT-ama.
[Tocnenmwe ykasyje Ha Buiu npuHoc joHa ca TiO2 EHY-ama, ma camum TUM U epuKacHUju
nporuiec jorm3anuje/necopmiyje. CBU pe3ynTaTu ce y MOTIYHOCTH IMOKIANajy ca 100ujeHOM

popUIOMETPHjCKUM MHUKpOrpadujama.
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Pezynmamu u ()uCKycuia pesyaimama

Ha ocHOBY mpeTxogHO HaBeIEeHOT MOXe ce 3akibyunTH, mocmarpajyhu SALDI TOF
MaCEHOCIIEKTPOMETPHU]CKY aHAIN3y Kao MOJET CHUCTEM, Ja MOBPIIMHA CTPYKTYpe CyICTpara
Ha 0a31 HAHOYECTHUIA UMa KPYLUjaIHH YTUIQ] HAa PEMPOAYLMOMIHOCT MACEHHUX CIIEKTapa U Ha

e(hMKacHOCT Ipolieca AecopIllrje 1 joHu3aluje ca Hanoctpykrypama TiOz.
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3AK/bYYAK

Ha ocHoBy no0ujeHHX pe3ynTara y OKBUPY OBE JOKTOPCKE AHMCEpTalije MOTY Ce M3BECTH

cnenehu 3aKJbydIu:

+ Cyncrparu Ha 0asu HaHokpucrama TiO2 pasiuuuTHX OOJNMKA W BEIUYMHA -
Hanouecturle TiO2, enuncongue Hanovectune Ti02 u Hanoty6e TiO2 - cy 6ospu
n300p 3a MaCEHOCIIEKTPOMETPH])CKY aHaIM3y MOJIeKyJia Maiaux Maca (o 1000 Da) y
OJJHOCY Ha OpraHcke Marpuie. Y3 mHUXoBy nomoh, moryhe je aHamusupatu Behu
Opoj Pa3NIUUYUTHX jeJIUCHha, 3a PA3IMKy OJ MaTpulla 4Yuja MpUMEHa pe3yiTyje y
CIEeKTpUMa J00pOr KBaJUTEeTa caMO ca IOjeAMHAYHUM Tpylama MOJIEKyJa.
ITokazano je na je moryha aerexuuja Hajeher Opoja HICIUTHBAHUX BPCTA MOJIEKYJIa
ca cBUM TecTupanuM cyrncrparuma TiOz.

4+ Heoprancku cymnctpatu Ha 0asu HaHokpuctana TiO2 omoryhaBajy maceHo-
CIIEKTPOMETPH]CKY aHaIu3y MoJjekyna Manux Maca (1o 1000 Da). Curnamu y LDI
TOF MaceHuM cnekTpuMa KOjH MOTHYY O] caMor cymncTpata (Hanokpuctana TiOz2)
Cy UIeHTH()UKOBATH U IETAJbHO aHAJTM3UPATH U Hajla3e ce y 00JIaCTH MOJICKYJICKHX
Mmaca 10 200 Da.

+ TiO2 HY u TiO2 EHY cy nobap u36op kao cymncrpatu 3a SALDI TOF maceny
CIIEKTPOMETPH]jY | 32 aHAIIN3Y MOJIEKYJIa KOjiMa je TIOTpeOHa BHIIa CHara jJacepa 3a
mpolece jOHW3alWje W/WIA JECOpIIHje W Yy TOM Clydajy yMamyjy HHBO
(parMeHTaIje MoJIeKyJa.

+ CHUMarbe HEraTUBHUX jOHA KOjU MOTHUYY OJf CKOPO CBMX TECTHPAHUX MOJIEKYJIA j&
6usno moryhe y3 nomoh Hanory6a TiO2, a 1oG1jeHn CeKTpH cy OWIM jeAHOCTaBHU
3a aHanmM3dy (MManu cy Manud Opoj curHala U 3aHeMapJbuBe TPOU3BOJE
¢parmenTanumje). Mzy3eTak cy ClieKTpu JAeKca30Ha U eCTPaaroa.

4+ Ca nanorybama TiO2 ce AeTeKTyjy U CBH MIO3UTUBHH JOHU UCIIUTHBAHUX MOJICKYIIa,
JEIUHY U3Yy3€TaK je JCKCa30H.

+ Kako WHTEH3WTETH CHUTHAJa MOJIEKyJla MajduX Maca Ha MAaceHUM CHEKTpHMa
no0ujeHnM y ipucycTBy HaHokpucrtaia TiO2 Hucy kopenupanu Ha O1II0 KOjU HAaYUH
ca KOHIIEHTpalyjamMa COJHM, 3aKJbyuyjeé ce Ja KOHLIEHTpAllje HEOPraHCKHX COJIU
KOje Cy MPUCYTHE y aHAIM3UPaHO] CMEIIM HEeMajy BEIWKH YTHIAj HA WHTCH3UTET
CUTHaJla, YKOJIMKO C€ KOPHUCTe HEOPraHCKU CyICTpaTH. Takole, mpoydaBameM

epexkra Heopranckux comu Ha SALDI TOF wmaceHe chnekTpe KoMmIuiekca

117



Raxmyuax

[RuCl2(bipy)2]Cl moxe ce pehm ma comm Hemajy HHKAaKBOT yTuIaja Ha Opoj,
WHTEH3HUTET CUTHAJIA M YKYTIaH U3TJIE]] MAaCeHOT criekTpa Ru-komrurekca 6e3 o63upa
KOJH je CYTCTpaT YyIoTpeOsbeH.

Enmunconnne nanouectune TiO2 cy ce mokasane kao e(UKACHUjU CYTCTpAT O]
HaHouectHna TiO2 y mporecuma JAecopnuMje U JOHM3aLUje OMNUPUIMHCKHUX
KOMIUIEKCa pPyTeHHjMa U TuiaTuHe: auxinopuno(bis-(ounvpuann))pyterujym(Ill)-
XJIopu ¥ Terpaxiopuno(ounupuauH)matuaa(lV).

Ha ocHoBy pesynTara nerasbHe CTaTUCTHYKE aHANIM3€ IMOKa3aHa je MoryhHoct
HaHoKpucTana TuTaH(IV)-okcuaa 3a KBaHTUTATHBHY aHAIN3y UCIUTHUBAHUX Kiaca
Moniekyna. Emunconnne nanouectune TiO: moka3yjy HapOYMTH TOTEHIHMjal 3a
KBaHTHTATUBHY aHANM3y, jep ca HajBehuM OpojeM mIpeacTaBHUKA HCIUTHBAHUX
KJaca MoJIeKyJa J00WjeHM CTaTHUCTUYKM IapaMeTpu yKa3yjy Ha XOMOTE€HOCT
aucTpubylLmje y3opka/cymncrpara Ha HOcady 3a Y30pKe M BHCOKY IMPELH3HOCT
Mmepemwa. Hanory0e TiO2 cy Takohe moTeHIMjadHM CYNCTPATH 32 KBAHTHUTATHUBHY
aHaJIM3y, ajld CaMoO y CIy4ajy TMOjeAMHUX WCIHUTHUBAHUX MOJIEKYJa, Kao IMITO Cy
MO3UTHBHU jOHW padHHO3e, alaHuHA W HETaTHBHU jJOHH pa(uHO3€e, TIyTaTHOHA,

apabuHo3e, aJaHWHA U BUTAMHHA A.

118



Jlumepamypa

JIMTEPATYPA

[a=

. M. Karas, D. Bachmann and F. Hillenkamp, Anal. Chem., 1985, 57, 2935-2939.

. M. Karas, D. Bachmann, U. Bahr and F. Hillenkamp, Int. J. Mass Spectrom. lon Process., 1987, 78,
53-68.

3. K. Tanaka, H. Waki, Y. Ido, S. Akita, Y. Yoshida, T. Yoshida and T. Matsuo, Rapid Commun. Mass

Spectrom., 1988, 2, 151-153.

[\

4. https://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2002/advanced-
chemistryprize2002.pdf

5. M. Karas and F. Hillenkamp, Anal. Chem., 1988, 60, 2299-2301.

6. R. C. Beavis and B. T. Chait, Rapid Commun. Mass Spectrom. RCM, 1989, 3, 436-439.

7. M. Karas and U. Bahr, TrAC Trends Anal. Chem., 1990, 9, 321-325.

8. M. Karas and R. Kriiger, Chem. Rev., 2003, 103, 427-440.

9. K. Dreisewerd, Chem. Rev., 2003, 103, 395-426.

10. R. Zenobi and R. Knochenmuss, Mass Spectrom. Rev., 1998, 17, 337-366.

11. R. Knochenmuss and R. Zenobi, Chem. Rev., 2003, 103, 441-452.

12. E. de Hoffmann, V. Stroobant, Wiley: Mass Spectrometry: Principles and Applications, 3rd
Edition.  Available: http://eu.wiley.com/WileyCDA/WileyTitle/productCd-047003310X.html.
Accessed: Apr. 2016.

13. D. S. Peterson, Mass Spectrom. Rev., 2007, 26, 19-34.

14. P. Demirev, A. Westman, C. T. Reimann, P. Hakansson, D. Barofsky, B. U. R. Sundqvist, Y. D.
Cheng, W. Seibt and K. Siegbahn, Rapid Commun. Mass Spectrom., 1992, 6, 187-191.

15. M. M. Wolff and W. E. Stephens, Rev. Sci. Instrum., 1953, 24, 616-617.

16. W. C. Wiley and I. H. McLaren, Rev. Sci. Instrum., 1955, 26, 1150-1157.

17. D. C. Imrie, J. M. Pentney and J. S. Cottrell, Rapid Commun. Mass Spectrom., 1995, 9, 1293—
1296.

18. M. Moniatte, F. G. van der Goot, J. T. Buckley, F. Pattus and A. van Dorsselaer, FEBS Lett., 1996,
384, 269-272.

19. W. Lange, D. Greifendorf, D. van Leyen, E. Niehuis and A. Benninghoven, in lon Formation from
Organic Solids (IFOS 111), ed. P. D. A. Benninghoven, Springer Berlin Heidelberg, 1986, pp. 67—
73.

20. P. Onnerfjord, J. Nilsson, L. Wallman, T. Laurell and G. Marko-Varga, Anal. Chem., 1998, 70,
4755-4760.

119



Jlumepamypa

21. L. Cohen, E. P. Go and G. Siuzdak, in MALDI MS, eds. F. Hillenkamp and J. Peter-Katalini¢,
Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 2007, pp. 299-337.

22. K. Strupat, M. Karas and F. Hillenkamp, Int. J. Mass Spectrom. lon Process., 1991, 111, 89-102.

23. S. R. Fagerer, S. Nielsen, A. Ibdfiez and R. Zenobi, Eur. J. Mass Spectrom. Chichester Engl., 2013,
19, 39-47.

24. T. W. Jaskolla, D. G. Papasotiriou and M. Karas, J. Proteome Res., 2009, 8, 3588-3597.

25. L. P. Oehlers, A. N. Perez and R. B. Walter, Rapid Commun. Mass Spectrom. RCM, 2005, 19,
752-758.

26. R. C. Beavis and B. T. Chait, Rapid Commun. Mass Spectrom. RCM, 1989, 3, 432-435.

27.R. C. Beavis, T. Chaudhary and B. T. Chait, Org. Mass Spectrom., 1992, 27, 156-158.

28.J. K. Lewis, J. Wei and G. Siuzdak, in Encyclopedia of Analytical Chemistry, John Wiley & Sons,
Ltd, 2006.

29. L. H. Cohen and A. I. Gusev, Anal. Bioanal. Chem., 2002, 373, 571-586.

30. M. Takayama, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2001, 12, 420-427.

31. B. Spengler, J. Mass Spectrom., 1997, 32, 1019-1036.

32. B. Spengler and R. J. Cotter, Anal. Chem., 1990, 62, 793-796.

33. P. R. Graves and T. A. J. Haystead, Microbiol. Mol. Biol. Rev., 2002, 66, 39—-63.

34. A. Pandey and M. Mann, Nature, 2000, 405, 837—-846.

35. 1. Susnea, B. Bernevic, M. Wicke, L. Ma, S. Liu, K. Schellander and M. Przybylski, Top. Curr.
Chem., 2013, 331, 37-54.

36. A. P. Kafka, T. Kleffmann, T. Rades and A. McDowell, Int. J. Pharm., 2011, 417, 70-82.

37. F. Cobo, Open Virol. J., 2013, 7, 84-90.

38. P.-E. Fournier, M. Drancourt, P. Colson, J.-M. Rolain, B. L. Scola and D. Raoult, Nat. Rev.
Microbiol., 2013, 11, 574-585.

39. M. Stoeckli, P. Chaurand, D. E. Hallahan and R. M. Caprioli, Nat. Med., 2001, 7, 493-496.

40. K. Schwamborn and R. M. Caprioli, Mol. Oncol., 2010, 4, 529-538.

41. A. Tholey, M. Zabet-Moghaddam and E. Heinzle, Anal. Chem., 2006, 78, 291-297.

42. P. A. Kuzema, J. Anal. Chem., 2011, 66, 1227-1242.

43. M. Petkovi¢, J. Schiller, M. Miiller, S. Benard, S. Reichl, K. Arnold and J. Arnhold, Anal.
Biochem., 2001, 289, 202-216.

44. M. Petkovi¢, J. Schiller, J. Miiller, M. Miiller, K. Arnold and J. Arnhold, The Analyst, 2001, 126,
1042-1050.

45. T. Jaskolla, B. Fuchs, M. Karas and J. Schiller, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2009, 20, 867-874.

120



Jlumepamypa

46. M. Petkovi¢, A. Vujaci¢, J. Schiller, Z. Bugarci¢, J. Savi¢ and V. Vasi¢, Rapid Commun. Mass
Spectrom. RCM, 2009, 23, 1467-1475.

47.]. K. Prunsa, C. Rapp, U. Hintze, K.-P. Wittern and W. A. Konig, Eur. J. Lipid Sci. Technol., 2003,
105, 275-280.

48. J. Wei, J. M. Buriak and G. Siuzdak, Nature, 1999, 399, 243-246.

49. J. Sunner, E. Dratz and Y. C. Chen, Anal. Chem., 1995, 67, 4335-4342.

50. S. Xu, Y. Li, H. Zou, J. Qiu, Z. Guo and B. Guo, Anal. Chem., 2003, 75, 6191-6195.

51. H. Kawasaki, N. Takahashi, H. Fujimori, K. Okumura, T. Watanabe, C. Matsumura, S. Takemine,
T. Nakano and R. Arakawa, Rapid Commun. Mass Spectrom., 2009, 23, 3323-3332.

52. H.-W. Tang, K.-M. Ng, W. Lu and C.-M. Che, Anal. Chem., 2009, 81, 4720-4729.

53. X. Dong, J. Cheng, J. Li and Y. Wang, Anal. Chem., 2010, 82, 6208-6214.

54. T. Seino, H. Sato, A. Yamamoto, A. Nemoto, M. Torimura and H. Tao, Anal. Chem., 2007, 79,
4827-4832.

55.T. R. Northen, O. Yanes, M. T. Northen, D. Marrinucci, W. Uritboonthai, J. Apon, S. L. Golledge,
A. Nordstrém and G. Siuzdak, Nature, 2007, 449, 1033-1036.

56. L. Hu, S. Xu, C. Pan, H. Zou and G. Jiang, Rapid Commun. Mass Spectrom., 2007, 21, 1277-1281.

57. E. Guénin, M. Lecouvey and J. Hardouin, Rapid Commun. Mass Spectrom., 2009, 23, 1395-1400.

58. H. Matter, O. Biomolecules and A. Vertes, Tailored Silicon Nanopost Arrays for Resonant
Nanophotonic lon Production, 2010.

59. Y.-C. Cheng, K.-H. Chen, J.-S. Wang, W.-L. Hsu, C.-C. Chien, W.-Y. Chen and C.-W. Tsao, The
Analyst, 2012, 137, 654-661.

60. C.-T. Chen and Y.-C. Chen, Rapid Commun. Mass Spectrom. RCM, 2004, 18, 1956-1964.

61.J. A. McLean, K. A. Stumpo and D. H. Russell, J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 5304-5305.

62. C.-T. Chen and Y.-C. Chen, Anal. Chem., 2005, 77, 5912-5919.

63. W.-Y. Chen and Y.-C. Chen, Anal. Bioanal. Chem., 2006, 386, 699-704.

64. S. Okuno, R. Arakawa, K. Okamoto, Y. Matsui, S. Seki, T. Kozawa, S. Tagawa and Y. Wada,
Anal. Chem., 2005, 77, 5364-53609.

65. Y.-F. Huang and H.-T. Chang, Anal. Chem., 2006, 78, 1485-1493.

66. H.-P. Wu, C.-L. Su, H.-C. Chang and W.-L. Tseng, Anal. Chem., 2007, 79, 6215-6221.

67. H. Kawasaki, T. Sugitani, T. Watanabe, T. Yonezawa, H. Moriwaki and R. Arakawa, Anal. Chem.,
2008, 80, 7524-7533.

68. S. D. Sherrod, A. J. Diaz, W. K. Russell, P. S. Cremer and D. H. Russell, Anal. Chem., 2008, 80,
6796—6799.

69. S. K. Kailasa, K. Kiran and H.-F. Wu, Anal. Chem., 2008, 80, 9681-9688.

121



Jlumepamypa

70. Z. Chen, Z. Geng, D. Shao, Y. Mei and Z. Wang, Anal. Chem., 2009, 81, 7625-7631.

71. C.-K. Chiang, Z. Yang, Y.-W. Lin, W.-T. Chen, H.-J. Lin and H.-T. Chang, Anal. Chem., 2010,
82, 4543-4550.

72. H. Kawasaki, T. Yonezawa, T. Watanabe, and R. Arakawa, J. Phys. Chem. C, 2007, 111, 16278-
16283.

73. T. Watanabe, H. Kawasaki, T. Yonezawa and R. Arakawa, J. Mass Spectrom., 2008, 43, 1063—
1071.

74. C.-K. Chiang, N.-C. Chiang, Z.-H. Lin, G.-Y. Lan, Y.-W. Lin and H.-T. Chang, J. Am. Soc. Mass
Spectrom., 2010, 21, 1204-1207.

75. R. Arakawa and H. Kawasaki, Anal. Sci. Int. J. Jpn. Soc. Anal. Chem., 2010, 26, 1229-1240.

76. K. P. Law and J. R. Larkin, Anal. Bioanal. Chem., 2010, 399, 2597-2622.

77. R. Pilolli, F. Palmisano and N. Cioffi, Anal. Bioanal. Chem., 2011, 402, 601-623.

78. C.-K. Chiang, W.-T. Chen and H.-T. Chang, Chem. Soc. Rev., 2011, 40, 1269-1281.

79. M. P. Greving, G. J. Patti and G. Siuzdak, Anal. Chem., 2011, 83, 2-7.

80. M.-L. Valero, E. Giralt and D. Andreu, Lett. Pept. Sci., 6, 109-115.

81. S. Baumgart, Y. Lindner, R. Kiihne, A. Oberemm, H. Wenschuh and E. Krause, Rapid Commun.
Mass Spectrom., 2004, 18, 863-868.

82. T. Nishikaze and M. Takayama, Rapid Commun. Mass Spectrom., 2006, 20, 376-382.

83. T. Nishikaze and M. Takayama, Int. J. Mass Spectrom., 2007, 268, 47-59.

84. R. Knochenmuss, Analyst, 2006, 131, 966-986.

85. M. Tsuge and K. Hoshina, Bull. Chem. Soc. Jpn., 2010, 83, 1188—-1192.

86. M. Schiirenberg, K. Dreisewerd and F. Hillenkamp, Anal. Chem., 1999, 71, 221-229.

87. S. Alimpiev, S. Nikiforov, V. Karavanskii, T. Minton and J. Sunner, J. Chem. Phys., 2001, 115,
1891-1901.

88. R. A. Kruse, X. Li, P. W. Bohn and J. V. Sweedler, Anal. Chem., 2001, 73, 3639-3645.

89. T. Yonezawa, H. Kawasaki, A. Tarui, T. Watanabe, R. Arakawa, T. Shimada and F. Mafuné, Anal.
Sci. Int. J. Jpn. Soc. Anal. Chem., 2009, 25, 339-346.

90. Y. Chen, H. Chen, A. Aleksandrov and T. M. Orlando, J. Phys. Chem. C, 2008, 112, 6953-6960.

91. Y. Xiao, S. T. Retterer, D. K. Thomas, J.-Y. Tao and L. He, J. Phys. Chem. C, 2009, 113, 3076—
3083.

92. S. A. Trauger, E. P. Go, Z. Shen, J. V. Apon, B. J. Compton, E. S. P. Bouvier, M. G. Finn and G.
Siuzdak, Anal. Chem., 2004, 76, 4484—4489.

93. G. Piret, H. Drobecq, Y. Coffinier, O. Melnyk and R. Boukherroub, Langmuir ACS J. Surf.
Colloids, 2010, 26, 1354-1361.

122



Jlumepamypa

94. G. Luo, Y. Chen, G. Siuzdak and A. Vertes, J. Phys. Chem. B, 2005, 109, 24450-24456.

95. S. Alimpiev, A. Grechnikov, J. Sunner, V. Karavanskii, Y. Simanovsky, S. Zhabin and S.
Nikiforov, J. Chem. Phys., 2008, 128, 14711.

96. E. T. Castellana and D. H. Russell, Nano Lett., 2007, 7, 3023-3025.

97. S. Dagan, Y. Hua, D. J. Boday, A. Somogyi, R. J. Wysocki and V. H. Wysocki, Int. J. Mass
Spectrom., 2009, 283, 200-205.

98. N.-Y. Hsu, S. Y. Tseng, C.-Y. Wu, C.-T. Ren, Y.-C. Lee, C.-H. Wong and C.-H. Chen, Anal.
Chem., 2008, 80, 5203-5210.

99. T. R. Northen, H.-K. Woo, M. T. Northen, A. Nordstrom, W. Uritboonthail, K. L. Turner and G.
Siuzdak, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2007, 18, 1945-1949.

100. Y. Wada, T. Yanagishita and H. Masuda, Anal. Chem., 2007, 79, 9122-9127.

101. C.-L. Su and W.-L. Tseng, Anal. Chem., 2007, 79, 1626—1633.

102. K.-H. Lee, C.-K. Chiang, Z.-H. Lin and H.-T. Chang, Rapid Commun. Mass Spectrom. RCM,
2007, 21, 2023-2030.

103. T.-C. Chiu, L.-C. Chang, C.-K. Chiang and H.-T. Chang, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2011, 19,
1343-1346.

104. S. K. Kailasa and H.-F. Wu, Analyst, 2010, 135, 1115-1123.

105. N. Amini, M. Shariatgorji and G. Thorsén, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2009, 20, 1207-1213.
106. M.-C. Tseng, R. Obena, Y.-W. Lu, P.-C. Lin, P.-Y. Lin, Y.-S. Yen, J.-T. Lin, L.-D. Huang, K.-
L. Lu, L.-L. Lai, C.-C. Lin and Y.-J. Chen, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2010, 21, 1930-1939.

107. X. Wen, S. Dagan and V. H. Wysocki, Anal. Chem., 2007, 79, 434444,

108. S. Bozin, Elektromagnetizam i optika, Prirodno matematicki fakultet u Beogradu, Beograd, 1984.

109. R.A. Smith, Semiconductors, Cambridge University, Press Cambridge, 1979.

110. R. W. Kelsall, I. W. Hamley and M. Geoghegan, ,,Nanoscale Science and Technology*, John
Wiley & Sons, Ltd, 2005.

111. P. Y. Yu and M. Cardona, Fundamentals of Semiconductors, Springer Berlin Heidelberg, Berlin,
Heidelberg, 2010.

112. F. A. GRANT, Rev. Mod. Phys., 1959, 31, 646-674.

113. G. V. Samsonov, The Oxide handbook, IFI/Plenum, New York, 2d ed., 1982.

114. C. N. Satterfield, Heterogeneous catalysis in industrial practice, Krieger, Malabar (Fla.), 1996.

115. L. Kavan, M. Gritzel, S. E. Gilbert, C. Klemenz and H. J. Scheel, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118,
6716-6723.

116.J. M. G. Amores, V. S. Escribano and G. Busca, J. Mater. Chem., 1995, 5, 1245-1249.

117. C. Byun, J. W. Jang, I. T. Kim, K. S. Hong and B.-W. Lee, Mater. Res. Bull., 1997, 32, 431-440.

123



Jlumepamypa

118. P. Arnal, R. J. P. Corriu, D. Leclercq, P. H. Mutin and A. Vioux, J. Mater. Chem., 1996, 6, 1925—
1932.

119. T. Oyama, T. Ishii, Y. limura and K. Takeuchi, J. Mater. Sci. Lett., 15, 594-596.

120. M. Lazzeri, A. Vittadini and A. Selloni, Phys. Rev. B, 2001, 63, 155409.

121. A. Fahmi and C. Minot, Surf. Sci., 1994, 304, 343-359.

122. T. Bredow and K. Jug, Surf. Sci., 1995, 327, 398—408.

123. M. Lazzeri, A. Vittadini and A. Selloni, Phys. Rev. B, 2002, 65, 119901.

124. M. Radisavljevi¢, T. Kamceva, 1. Vukicevi¢, M. Radoici¢, Z. gaponjic’ and M. Petkovi¢, Rapid
Commun. Mass Spectrom. RCM, 2012, 26, 2041-2050.

125.C.-Y. Lo, J.-Y. Lin, W.-Y. Chen, C.-T. Chen and Y.-C. Chen, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2008,
19, 1014-1020.

126. J.-1. Kim, J.-M. Park, S.-J. Hwang, M.-J. Kang and J.-C. Pyun, Anal. Chim. Acta, 2014, 836, 53—
60.

127. H. Wang, D. W. Brandl, F. Le, P. Nordlander and N. J. Halas, Nano Lett., 2006, 6, 827-832.

128. A. K. Buryak and T. M. Serdyuk, Prot. Met. Phys. Chem. Surf., 2011, 47, 911-920.

129. T.-C. Chiu, Talanta, 2011, 86, 415-420.

130. I. Popovi¢, M. Nesi¢, M. Nisavi¢, M. Vranje§, T. Radeti¢, Z. gaponjié, R. Masnikosa and M.
Petkovié, Mater. Lett., 2015, 150, 84—88.

131. E. B. Drake, V. W. Henderson, F. Z. Stanczyk, C. A. McCleary, W. S. Brown, C. A. Smith, A.
A. Rizzo, G. A. Murdock and J. G. Buckwalter, Neurology, 2000, 54, 599-599.

132. B. C.J. M. Fauser, J. S. E. Laven, B. C. Tarlatzis, K. H. Moley, H. O. D. Critchley, R. N. Taylor,
S. L. Berga, P. G. Mermelstein, P. Devroey, L. Gianaroli, T. D’Hooghe, P. Vercellini, L.
Hummelshoj, S. Rubin, A. J. Goverde, V. D. Leo and F. Petraglia, Reprod. Sci., 2011, 18, 702-712.

133. M. A. Mansoor, A. M. Svardal and P. M. Ueland, Anal. Biochem., 1992, 200, 218-229.

134. Z. A. Wood, E. Schroder, J. Robin Harris and L. B. Poole, Trends Biochem. Sci., 2003, 28, 32—
40.

135. J. Selhub, Annu. Rev. Nutr., 1999, 19, 217-246.

136. N. S. Kosower and E. M. Kosower, Int. Rev. Cytol., 1978, 54, 109-160.

137. G. Wu, Y.-Z. Fang, S. Yang, J. R. Lupton and N. D. Turner, J. Nutr., 2004, 134, 489-492.

138. B. J. Mills, M. M. Weiss, C. A. Lang, M. C. Liu and C. Ziegler, J. Lab. Clin. Med., 2000, 135,
396-401.

139. C. Carru, A. Zinellu, S. Sotgia, R. Serra, M. F. Usai, G. F. Pintus, G. M. Pes and L. Deiana,
Biomed. Chromatogr., 2004, 18, 360-366.

124



Jlumepamypa

140. P. Ghezzi, B. Romines, M. Fratelli, I. Eberini, E. Gianazza, S. Casagrande, T. Laragione, M.
Mengozzi, L. A. Herzenberg and L. A. Herzenberg, Mol. Immunol., 2002, 38, 773-780.

141. A. Lehninger, D. Nelson, M. Cox, Lehninger Principles of Biochemistry (3rd ed.), Worth
Publishers, 2000.

142. D. J. Bigelow and T. C. Squier, Biochim. Biophys. Acta, 2005, 1703, 121-134.

143. M. P. Ferla and W. M. Patrick, Microbiol. Read. Engl., 2014, 160, 1571-1584.

144. N. Sattar, O. Scherbakova, I. Ford, D. S. J. O’Reilly, A. Stanley, E. Forrest, P. W. Macfarlane,
C. J. Packard, S. M. Cobbe, J. Shepherd and west of Scotland coronary prevention study, Diabetes,
2004, 53, 2855-2860.

145. H. F. Bunn and P. J. Higgins, Science, 1981, 213, 222-224.

146. A. Varki, R. D. Cummings, J. D. Esko, H. H. Freeze, P. Stanley, C. R. Bertozzi, G. W. Hart and
M. E. Etzler, Eds., Essentials of Glycobiology, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor (NY), 2nd edn., 2009.

147.J. M. Young and E. Weser, J. Clin. Invest., 1971, 50, 986-991.

148. J. K. Lodge, Biochem. Soc. Trans., 2008, 36, 1066—1070.

149. J.-M. Zingg and A. Azzi, Curr. Med. Chem., 2004, 11, 1113-1133.

150. A. M. Monro, Drug Metab. Dispos. Biol. Fate Chem., 1994, 22, 341-342,

151. K. Mizojiri, H. Shindo and Y. Ohno, J. Toxicol. Sci., 1996, 21, 523-527.

152. S. van Zutphen and J. Reedijk, Coord. Chem. Rev., 2005, 249, 2845-2853.

153. M. D. Hall, H. R. Mellor, R. Callaghan and T. W. Hambley, J. Med. Chem., 2007, 50, 3403—
3411.

154. W. H. Ang, I. Khalaila, C. S. Allardyce, L. Juillerat-Jeanneret and P. J. Dyson, J. Am. Chem. Soc.,
2005, 127, 1382-1383.

155. W. H. Ang and P. J. Dyson, Eur. J. Inorg. Chem., 2006, 2006, 3993-3993.

156. Y. K. Yan, M. Melchart, A. Habtemariam and P. J. Sadler, Chem. Commun. Camb. Engl., 2005,
4764-4776.

157. M. Rafii, R. Elango, G. Courtney-Martin, J. D. House, L. Fisher and P. B. Pencharz, Anal.
Biochem., 2007, 371, 71-81.

158. A. Araki and Y. Sako, J. Chromatogr., 1987, 422, 43-52.

159. C. Bayle, C. Issac, R. Salvayre, F. Couderc and E. Caussé, J. Chromatogr. A, 2002, 979, 255—
260.

160. E. Caussé, C. Issac, P. Malatray, C. Bayle, P. Valdigui¢, R. Salvayre and F. Couderc, J.
Chromatogr. A, 2000, 895, 173-178.

161. M. Larsson and J. Lindgren, J. Raman Spectrosc., 2005, 36, 394-399.

125



Jlumepamypa

162. J. Pietzsch, U. Julius and M. Hanefeld, Clin. Chem., 1997, 43, 2001-2004.

163. B. Lin Ling, W. R. G. Baeyens and C. Dewaele, Anal. Chim. Acta, 1991, 255, 283-288.

164. M. B. Radoici¢, I. A. Jankovié, V. N. Despotovi¢, D. V. Soji¢, T. D. Savi¢, Z. V. Saponji¢, B. F.
Abramovi¢ and M. I. Comor, Appl. Catal. B Environ., 2013, 138-139, 122-127.

165. R. C. Thompson, Inorg. Chem., 1984, 23, 1794-1798.

166. T. Kasuga, M. Hiramatsu, A. Hoson, T. Sekino and K. Niihara, Adv. Mater., 1999, 11, 1307—
1311.

167. M. Vranje§, Z. V. Saponjié, L. S. Zivkovié, V. N. Despotovi¢, D. V. Soji¢, B. F. Abramovié¢ and
M. I. Comor, Appl. Catal. B Environ., 2014, 160-161, 589-596.

168. M. Vranjes, J. Kuljanin-Jakovljevi¢, T. Radeti¢, M. Stoiljkovi¢, M. Mitri¢, Z. V. Saponji¢ and J.
Nedeljkovi¢, Ceram. Int., 2012, 38, 5629-5636.

169. N.-C. Chiang, C.-K. Chiang, Z.-H. Lin, T.-C. Chiu and H.-T. Chang, Rapid Commun. Mass
Spectrom. RCM, 2009, 23, 3063-3068.

170. A. L. Linsebigler, G. Lu and J. T. Yates, Chem. Rev., 1995, 95, 735-758.

171.R. A. Kruse, S. S. Rubakhin, E. V. Romanova, P. W. Bohn and J. V. Sweedler, J. Mass Spectrom.,
2001, 36, 1317-1322.

172. T. Watanabe, K. Okumura, H. Kawasaki and R. Arakawa, J. Mass Spectrom. JMS, 2009, 44,
1443-1451.

173. X. Chen, J. A. Carroll and R. C. Beavis, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 1998, 9, 885-891.

174. S. Niu, W. Zhang and B. T. Chait, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 1998, 9, 1-7.

175. M. Karas, M. Gliickmann and J. Schifer, J. Mass Spectrom. JMS, 2000, 35, 1-12.

176. H.-P. Wu, C.-]J. Yu, C.-Y. Lin, Y.-H. Lin and W.-L. Tseng, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2009,
20, 875-882.

177. M. Radisavljevi¢, T. Kamceva, 1. Vukicevi¢, M. Nisavi¢, M. Milovanovi¢ and M. Petkovi¢, Eur.
J. Mass Spectrom. Chichester Engl., 2013, 19, 77-89.

178. K. B. Garbutcheon-Singh, M. P. Grant, B. W. Harper, A. M. Krause-Heuer, M. Manohar, N.
Orkey and J. R. Aldrich-Wright, Curr. Top. Med. Chem., 2011, 11, 521-542.

179. P. Kopf-Maier, Eur. J. Clin. Pharmacol., 1994, 47, 1-16.

180. A. Hille, T. Wolf, P. Schumacher, I. Ott, R. Gust and B. Kircher, Arch. Pharm. (Weinheim), 2011,
344, 217-223.

181. S. Maanvizhi, T. Boppana, C. Krishnan and G. Arumugam, Int. J. Pharm. Pharm. Sci., 2014, 6,
40-44.

182. D. O. Harrison, R. Thomas, A. E. Underhill, J. K. Fletcher, P. S. Gomm and F. Hallway,
Polyhedron, 1985, 4, 681-685.

126



Jlumepamypa

183. P. J. A. Ruttink, J. K. Terlouw, T. M. Luider and P. C. Burgers, J. Mass Spectrom. JMS, 2011,
46, 223-229.

184. K. Balasanmugam, R. J. Day and D. M. Hercules, Inorg. Chem., 1985, 24, 4477-4483.

185. H. Hori, J. Ishihara, K. Koike, K. Takeuchi, T. Ibusuki, J. Tanabe and O. Ishitani, Anal. Sci.,
1998, 14, 287-292.

186. M. Petkovié, B. Petrovié, J. Savié, Z. Bugarci¢, J. Dimitri¢-Markovi¢, T. Momi¢ and V. Vasic,
Int. J. Mass Spectrom., 2010, 290, 39-46.

187. M. W. Duncan, H. Roder and S. W. Hunsucker, Brief. Funct. Genomic. Proteomic.,2008, 7, 355—
370.

188. S. Nitta, H. Kawasaki, T. Suganuma, Y. Shigeri and R. Arakawa, J. Phys. Chem. C, 2013, 117,
238-245.

189.J. A. Stolee, B. N. Walker, V. Zorba, R. E. Russo and A. Vertes, Phys. Chem. Chem. Phys., 2012,
14, 8453-8471.

127



Buoepadhuja

BUOT'PA®UIA

WBa [Torosuh pohena je 23. janyapa 1984. ronune y beorpany,
Peny6muka Cp6uja. OCHOBHY WIKOJIYy M NMPHPOJHO-MATEMATHIKH
cMep 3eMyHCKe TMMHa3Wje 3aBpummia je y beorpamy. Ilkomicke

2003/2004. ron. ynucana je XeMujcku QakyiITeT YHHBEP3UTETA y

Sammeam s Dcorpany. Jumommpana je y neuem6bpy 2010. roamne ca
MpoceyHoM orieHoM 8.53 u orieHoM 10 Ha TUTIIOMCKOM HCITUTY.

Joktopcke crynuje Ha [IpupogHo-maTeMaTnakoM (akyiTeTy
Vuusep3utera y KparyjeBuy, cmep JoKTOp XeMHjCKMX Hayka,
Heoprancka xemuja, ynucana je mkoncke 2011/2012. romune. Ox
janyapa 2011. rogune 3amociena je y MHCTUTYTYy 3a HyKJIeapHE
% ‘ A.“ Hayke ,,.Bunua“, rme pagm y rpymu ap. Mapujane IletkoBuh,
Hay4yHor caBeTHuka JlaGoparopuje 3a ¢usuuky xemujy. MBa Ilomouh je cBoj HayudHO-
UCTpaXUBA4KH paj 3amouena 1. janyapa 2011. rojguHe aHra)koBameM y OKBHPY IMPOjeKTa
,,/ICIUTHBame MEXaHW3Ma peaklMja KOMILJIEKCa joHa Mpella3HUX MeTajna ca OWOJIOIIKHM
3HauajHuUM Mosiekynauma“ (op. 172011) yuju je pykooawmiai npodecop XKXusaaun byrapunh
(IIpupogno-maremarnyku (akynrer YHuBepsurtera y Kparyjesity)

WBa IlonoBuh je Omma ywecamk y COST akumju (BM 1104) mox nHaszuBom ,,Mass
Spectrometry Imaging: New Tools for Healthcare Reserch* koja je mokpenyrta 2010-2015.
TOWHE TI0Z pyKoBojACTBOM 1p. JIujama Mek/lonena, Leiden University Medical Center,
Jlajnen, Xonaunuja u 'y akuuju BM 1403 (Native Mass Spectrometry and Related Methods for
Structural Biology), non pykoBojctBoM npodecopa @panka Cobota, University of Antwerp,
BAMS Antwerpen, benruja. Y okBupy OunarepamHor mpojekta ,,CTpyKTYpHH U
(byHKIIMOHATHN e(EeKTH aHTU-TYMOPCKHX JIeKOBa Ha 0a3M METAJHWX KOMILJIEKca Ha
nonuMopdoHykIeapHe eykonuTe” 6opaBmia je Mmecen naHa y Hemaukoj (Institute for Medical
Physics and Biophysics, Jlajnuur).

[Topen penOBHUX UCTPaKMBAYKMX aKTHBHOCTH, VBa [TomoBuh je akTiBHO ydecTBOBaNa y
maHupectaunju ,,OrBopeHa Bpata Mucturyta Bunua® y nepuoay on 2011-2016. ronune u
Oua je KOOpAWHATOP paJUOHUIIE Y OKBUDPY MpojekTa ,,Bununne Hayunonwume 2013, 2014. u

2015. roguue.

128



JIpuroz



Materials Letters 150 (2015) 84-88

ELSEVIER

Contents lists available at ScienceDirect

Materials Letters

journal homepage: www.elsevier.com/locate/matlet

materials letters
JE—

Suitability of TiO, nanoparticles and prolate nanospheroids for laser

@ CrossMark

desorption/ionization mass spectrometric characterization

of bipyridine-containing complexes

Iva Popovi¢?, Maja Nesi¢?, Marija Nisavi¢?, Mila Vranjes?, Tamara Radetic®,
Zoran Saponji¢?, Romana Masnikosa ?, Marijana Petkovic **

2 Vinta Institute of Nuclear Sciences, University of Belgrade, PO Box 522, 11000 Belgrade, Serbia
® Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Karnegijeva 4, 11120 Belgrade, Serbia

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 30 December 2014
Accepted 1 March 2015
Available online 10 March 2015

Keywords:

Titania nanoparticles
Prolate nanospheroids
SALDI-TOF MS
Bipyridine complexes
Salt tolerance

Nanostructured materials as substrates for surface-assisted laser desorption and ionization time-of-flight
mass spectrometry have two main advantages such as small number of signals in the low mass range
and salt tolerance. We have also previously observed decreased extent of undesired fragmentation of
bipyridine-containing transition metal complexes in the presence of TiO, nanoparticles (NPs). In this
work, we extended our previous study and tested whether both TiO, NPs and TiO, prolate nano-
spheroids (PNSs) can be used as substrates for SALDI-MS of bipyridine-containing transition metal
complexes and whether they tolerate intense laser and the presence of inorganic salts. TiO, NPs (an
average diameter of 5nm) and PNSs (length: 40-50 nm, the lateral dimension: 14-16 nm) were
characterized microscopically and their mass spectra were analyzed, as well as the spectra of
bipyridine-containing Pt(II) and Ru(Ill) complexes.

Our results show that seven times higher analyte signals can be obtained in the presence of PNSs
compared to the signals acquired with NPs and three times higher compared to spectra acquired without
a substrate. The presence of inorganic salt did not affect the spectra, which makes both TiO, nanocrystals
suitable for MS analysis of transition metal complexes in biological fluids.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Nanostructured materials are attractive for laser-induced deso-
rption and ionization mass spectrometric analysis (LDI MS) of small
molecules, because they overcome drawbacks caused by the use of
organic matrices, which are reflected in a large number of intense
signals in the low mass range and intolerance to the presence of
inorganic salts [1].

The use of various nanoparticles as substrates in surface-assisted
LDI (SALDI) MS has attracted a lot of attention in the last decade [2].
Metal-oxide such as TiO, is a good candidate for SALDI substrate
since it is chemically inert, stable in air, non-toxic, inexpensive and
finally readily available. The use of nanocrystalline sol-gel titania
films was already demonstrated [3], but the search for reliable titania
substrates has been expanded to nanoparticles (NPs) [4], nanotubes

* Correspondence to: Laboratory of Physical Chemistry, Vinca Institute of Nuclear
Sciences, University of Belgrade, Mike Petrovica Alasa 12-14, 11 000 Belgrade,
Serbia. Tel.: +381 11 3408 649.

E-mail address: marijanapetkovic@vin.bg.ac.rs (M. Petkovi¢).

http://dx.doi.org/10.1016/j.matlet.2015.03.004
0167-577X/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

[5] and nanowires [6]. Even quantitative determination of certain
compounds was achieved by titania-assisted SALDI-MS [7]. It is
known that the size, shape and surface structure of nanomaterials
affects their properties [8-10] and since the mechanisms of deso-
rption/ionization in SALDI are not yet fully resolved, the choice of
substrate for a specific analyte is still empirical [11].

Previously, we described the potential of colloidal titania NPs as
substrate for the SALDI-TOF MS analysis of bipyridine-containing
transition metal complexes [4]. Aim of the present study was to
evaluate the potential of titania prolate nanospheroids (PNSs) to serve
as a substrate for SALDI MS of transition metal complexes and to
compare their performances with NPs expecting that their size and
shape affect ionization efficiency of analyte in SALDI-MS. In addition,
the spectral changes in the presence of inorganic salts are analyzed.

2. Materials and methods

Materials: Transition metal complexes: dichloro-(bipyridine)
ruthenium(Ill)chloride, [RuCl, (bipy)2]Cl and tetrachloro-(bipyridine)
platinum(IV), [PtCl,(bipy)] were synthesized by from Prof. Z. Bugarci¢
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TiO, nanocrystals — assisted laser desorption and
ionization time-of-flight mass spectrometric
analysis of steroid hormones, amino acids and
saccharides. Validation and comparison of
methods

I. Popovi¢,* M. Nesi¢, M. Vranjes, Z. Saponji¢ and M. Petkovi¢

In the present study, the possibility for the application of TiO, nanocrystals of various shapes and sizes, for
substrate-assisted laser desorption and ionization time-of-flight mass spectrometric (SALDI TOF MS)
quantitative analysis of small molecules (steroid hormones, amino acids and saccharides) was
investigated. Parameters, such as homogeneity of the substrate/analyte distribution, reproducibility of the
measurements, within-day, and day-to-day repeatability, were determined. The homogeneity of different
nanocrystal/analyte combinations on the target plate were compared based on the signal-to-noise
values of several analyte signals. Obtained results show that all TiO, nanocrystals, regardless of their
shape, have great potential for the detection and determination of steroid hormones, amino acids and
saccharides with good analytical parameters and detection limits. On the other hand, the reproducibility
of the S/N ratio and detectability of the analytes recorded in various modes differ depending on the
substrate. All examined molecules were detectable in negative ion mode with TiO, NTs, in contrast to all
other organic matrices and substrates, and the best reproducibility was obtained with the larger
nanocrystals, TiO> PNSs and TiO, NTs, making them good candidates for the quantitative determination

www.rsc.org/advances of small molecules.

Introduction

The interference of matrix with analyte signals in the low mass
range and non-uniform analyte distribution within the matrix
during their co-crystallization limit the application of conven-
tional MALDI for the analysis of low molecular weight
compounds (M < 1500 Da, “small molecules”)."” One of the
most important features of substrate-assisted laser desorption
and ionization mass spectrometry, SALDI MS, on the other
hand, is the absence of matrix intrusion in the low-mass region
because the use of organic matrices is not required. SALDI MS
thus extends the detectable mass range of small molecules to
less than m/z 500.

The term SALDI MS was first introduced by Sunner et al
using graphite as a matrix.®> Since that time, numerous
substrates have been tested as matrices and in general, they
enable efficient ionization with minimal analyte fragmentation,
and with the possibility of achieving high selectivity, sensitivity
and reproducibility of the analysis due to appropriate surface

Vinca Institute of Nuclear Sciences, University of Belgrade, P. O. Box 522, 11000
Belgrade, Republic of Serbia. E-mail: ivavukicevic@vin.bg.ac.rs
1 Electronic  supplementary available. See DOI:
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information  (ESI)

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016

chemistry and morphology.> Substrates for SALDI MS tech-
niques often utilize nanoparticles, which absorb the laser
energy and efficiently transfer it to the analyte.

The performance of SALDI has been improved in terms of
a soft LDI process, with the detection of both polar and
nonpolar compounds. Literature highlights indicate the signal
enhancement factors for molecular ions in the SALDI mass
spectra.” In contrast to MALDI, the SALDI process has a disad-
vantage based on the fact that the efficiency of generating
protonated molecular ions is low.*

The use of metal nanoparticles for SALDI MS was originally
inspired by Tanaka et al., exploiting a suspension of 30 nm
cobalt nanoparticles in glycerol to analyze proteins and
synthetic polymers.® Besides metals, semiconductors with good
UV absorbance are promising candidates for SALDI MS.° In the
UV region, TiO, NPs exhibit strong absorption characteristics
(band gap of bulk anatase TiO,: 3.2 eV).® TiO,-based substrates
afford the advantages of being chemically stable in air, chemi-
cally modified and readily available."”

The usual approach in LDI mode for the detection of mole-
cules that do not have sufficient proton donating activity is to
apply higher laser power, which in turn might result in the
increased onset of side-processes, such as aggregation or frag-
mentation.®* However, LDI mass spectrometry when applicable

RSC Adv.. 2016, 6, 1027-1036 | 1027
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Abstract Titanium dioxide is widely used substrate for laser desorption and ionization
[(SA)LDI] mass spectrometry. As the semiconductor with high UV absorbance and
rapid energy transfer to analytes, TiO, provides soft and efficient desorption/ionization
of analytes with relatively low degrees of fragmentation in the gas phase. TiO;
nanocrystals are convenient for small molecules (molecular mass <1000 Da) analysis
due to low number of background signals. Desorption/ionization processes on TiO,
nanocrystals are related to the physical properties of the substrate, such as the ability to
absorb and dissipate energy from the irradiating laser light source. In addition, size and
shape of nanocrystals also affect these abilities. The aim of this study is to investigate
the influence of shape and size dependant TiO, nanocrystals/UV laser interaction on the
quality of the mass spectra, detectability of analyzed molecules, intensities of the signals
and homogeneity of co-crystals onto the MALDI plate, of carbohydrates. It is shown
that the size and shape of nanocrystals influenced the way of packing carbohydrates
onto plate, and thus affects homogeneity and reproducibility of mass spectrometry
analysis.

Keywords SALDI TOF MS - TiO, nanocrystals - Homogeneity
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Abstract Surface-assisted laser desorption/ionisation time-
of-flight mass spectrometry (SALDI-TOF-MS) might be the
method of choice for the analysis of low mass molecules (less
than m/z 500). Titanium dioxide (TiO,) nanocrystals as a sub-
strate for SALDI-TOF-MS improve the reproducibility of the
signal intensities and prevent the fragmentation of some mol-
ecules upon laser irradiation, as we have previously shown. In
addition, variously shaped and sized TiO, nanocrystals/
substrates for SALDI-MS could be used for quantification of
small molecules, which are otherwise difficult to detect with
the assistance of organic matrices. TiO,-assisted LDI-MS
spectra could be acquired with excellent reproducibility and
repeatability and with low detection limit. In the current study,
we analysed the spectra of dexasone, citric acid, vitamin E and
vitamin A acquired with TiO, nanocrystals of various shapes
and dimensions, i.e. the colloidal TiO» nanoparticles (TiO»
NPs), TiO, prolate nanospheroids (TiO> PNSs) and TiO,
nanotubes (TiO, NTs). Various shapes and dimensions of sub-
strates were used since these factors determine desorption and
ionisation processes. The homogeneity on the target plate was
compared based on signal-to-noise values of peaks of interest
of analysed molecules as well as the within-day and day-to-
day repeatability. In summary, the obtained results show that
the applicability of individual TiO, nanocrystals depends on
the analyte. Signals which are acquired with the assistance of

Electronic supplementary material The online version of this article
(doi:10.1007/s00216-016-9846-8) contains supplementary material,
which is available to authorized users.
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TiO, PNSs have the highest sensitivity and reproducibility
(the smallest standard deviation), even compared with those
in the LDI mode. This implies that TiO, PNSs could also be
suitable for quantitative analyses of small molecules.

Keywords Citric acid - Dexasone - SALDI-TOF-MS - TiO,
nanocrystals - Vitamin A - Vitamin E

Introduction

In spite of numerous advantages of matrix-assisted
laser desorption/ionisation (MALDI) time-of-flight mass
spectrometry (TOF-MS), such as simplicity, high sensitiv-
ity, reasonable tolerance against impurities, potential of
high sample throughput, uncomplicated mass spectra,
low sample consumption and robustness [1, 2], there are
serious drawbacks of the MALDI-TOF-MS application
for small molecule analyses (below 500 Da) and quantifi-
cation [3]. The main problem is the background interfer-
ence (below 500 Da) from commonly used MALDI ma-
trix materials [1, 2, 4-9]. The high number of signals in
the low mass region significantly decreases the sensitivity
of the detection and also limits the utility of MALDI-TOF
for several important applications, including the automat-
ed high-throughput combinatorial and chip array analysis
[10]. Essentially, if MALDI matrix provides efficient
ionisation and minimal or controllable fragmentation and
exhibits lack of mass interferences, it can be used for
analysis of low mass weight compounds [9]. The choice
of matrix for a specific analyte is still empirical, and a
matrix/analyte combination has to be tested for each par-
ticular case, since there is no universal matrix [8, 11]. It
has also been shown that different sample preparation
techniques with traditional organic matrices do not lead

@ Springer
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CNIEKTPOMETPHUjoM*
Koja je onOpameHna Ha IIpupoaHo-MaTeMaTHYKOM GaKyJITETy

VYuusepsutera y Kparyjesity npencraBiba opusuHaiHo aymopcko 0eso HacTajao Kao pe3yniraT

CONCmeerHo2 ucCmpasicueaixKkoe pada.

Osom HU3zjasom maxohe nomephyjem:

® J1a caM jeOuHu aymop HaBelleHe JTOKTOPCKE JucepTalyje,
® Ja y HaBEIEHO] JOKTOPCKO] TUCEPTALUJU HUCAM U3BPUIUIA NOBPedy AYTOPCKOT HUTH
JPyTOT TIpaBa HHTEJIEKTyaTHe CBOJUHE IPYTUX JIHIIA,

® J]a YMHOXXCHHU IPUMEPAK JOKTOPCKE AUCEPTAIH]je Y IITAMIIAHO] ¥ €IIEKTPOHCKO] (popMu
y 4MjeM ce MpUIIOTy Haja3u oBa l3jaBa caipiku TOKTOPCKY IUCEPTAIHjy UCTOBETHY
0J10pameHO]j IOKTOPCKOj IUCEPTALIUjH.

¥ Kparyjesny, 14.10.2016. rogune,
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NOTIHC ayTopa



Oopazay 2

HU3JABA AYTOPA O HCKOPHIIITRABAR Y /IOKTOPCKE TUCEPTALIUJE

Ja, UBa IlonmoBuh,

\/ J03BOJbaBaM

HC JO03BOJbaBaM

VYHuBep3uTerckoj onbnamorenn y KparyjeBiy 1a HauWHU Ba TpajHa YMHOXKEHA MPHUMEpKa y

ENIEKTPOHCKO] (GOPMH JOKTOPCKE AUCEPTALIN]E TIO]] HACTIOBOM:

»HCNUTHBakbe NMPHMEHe HEeOPraHCKHX cyncTrpata Ha 0a3su HaHokpucrtaga TiO: 3a
AeTeKUMjy ¥ KBaHTH(ukanujy wmaaux MmoJekyaa SALDI TOF macenom

CIIEKTPOMETPHUjOM*
Koja je ogOpamena Ha [Ipupoano-maTeMaTuukoM GakyaTeTy

Yuusep3utera y Kparyjesity, ¥ TO y IEJIMHH, Ka0 U Ja TI0 jeJlaH IPUMEepaK Tako YMHOMXKCHE
JIOKTOPCKE JWCepTalMje YYMHH TPajHO JOCTYIIHHM JaBHOCTH TYTEM JMTHUTAITHOT
peno3uToprjyMa YHuBep3uTeTa y KparyjeBily ¥ IEHTPATHOT PEMO3UTOPHjyMa HaIICHKHOT
MHUHHCTApPCTBA, TAKO JIa TIPUITATHHUIIN jJABHOCTH MOTY HAYMHUTH TPajHE YMHOXKEHE MPUMEPKE

y €JEeKTPOHCKO] (hopMu HaBeJeHE JOKTOPCKE UCEPTALIUje IyTEM npey3umarsd.

OBowMm M3jaBom Takolhe

\/ J03BOJbaBaM

HE 03BOJbABAM>

2ykonuko ayTop uzabepe Ja He JO3BOJIM TIPUITAJTHAIMMA jABHOCTH JId TAKO TOCTYIIHY JOKTOPCKY JUCEPTAIA]y
KOpHCTE 07 ycaoBuMa yTBpheHuM jeqaoM o Creative Commons TALEHIH, TO HE HCKIBYYYje IPaBO MPUIIaTHAKA
JaBHOCTH J1a HaBeJECHY IOKTOPCKY AMCEpTalHjy KOpUCTe Yy CKJIamy ca ojapexdaMa 3akoHa O ayTOPCKOM H
CPOJIHUM TIpaBHMa.



MIPUTIATHUIIIMA JaBHOCTH J]a TAKO AOCTYIHY JTOKTOPCKY IUCEPTANN]jy KOPHUCTE MO YCIOBIMA

yrBphenum jearom ox cieachux CreativeCommons TALICHITH:

1) AytopcTBO

2) AyTOpCTBO - J€NIUTH MO HCTUM YCIIOBHMA

3) AyrtopcTBo - 6e3 pepana

4) AyTOpCTBO - HEKOMEPIIUjATHO

5) AyTOpcTBO - HEKOMEPIIUjAITHO - IEJUTH 0T UCTHM YCJIOBUMA

AyTopCTBo - HEKOMEPIMjaIHO - 03 npepaja’

VY Kparyjesuy, 14.10.2016. ronune,

¢ la j/} (ol o

HOTIHC ayTopa

*MonuMo ayTope Koju Cy m3a0paiu 1a J03BOJIE NMPHIAIHHMIMMA jABHOCTH Ja TaKO JOCTYIIHY MOKTOPCKY
JHCepTaIHjy KOPHCTE MO]] ycIIoBHMa yTBpheHnuM jennom ox CreativeCommons TALCHIH Aa 3a0KpYXKe jeIHY O
nonyhenux nuneHy. Jlerasban caapikaj HaBeJCHHUX JTUICHIIN JOCTyNaH je Ha:http://creativecommons.org.rs/



