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Skracenice

AP — Antioksidativni potencijal

C - Katehin

CE — Katehin ekvivalent

CL — Limit detekcije

Cq — Limit kvantifikacije

Cy — Cijanidin
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C3GE - Ekvivalent cijanidin-3-glukozida

Dp — Delfinidin
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HPLC — Tecna hromatografija visokih performansi
ICP-OES - Opticki emisioni spektrofotometar sa induktivno kuplovanom plazmom

IUPAC — Medunarodno udruZenje za ¢istu i primenjenu hemiju (International Union of Pure
and Applied Chemistry)
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RSC — radikal ,,skevindzer” kapacitet
RSD — Relativna standardna devijacija
RG — Relativna greska

TA — Ukupni antocijani

TAA — Ukupna antioksidativna aktivnost
TE — Troloks ekvivalent

TF — Ukupni flavonoidi

TP — Ukupni fenoli

tr — Retenciono vreme
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Fenolna jedinjenja (polifenoli) su veoma rasprostranjeni proizvodi sekundarnog
metabolizma biljaka i antioksidativno delovanje biljnih ekstrakata uglavnhom se vezuje za
njihovo prisustvo. Poznato je vise od 8000 fenolnih jedinjenja, koja se po svojoj strukturi
veoma razlikuju, od jednostavnih molekula, kao S§to su fenolne kiseline do visoko
kondenzovanih jedinjenja kao Sto su tanini. U biljkama se ova jedinjenja pretezno nalaze u
konjugovanom obliku, sa jednim ili viSe molekula Secera, te pokazuju aktivnost kako u
hidrofobnim, tako i u liofilnim sistemima. Najzastupljenija fenolna jedinjenja su: fenolne
kiseline (derivati benzoeve i cimetne kiseline), flavanoli, flavonoidi i dihidrohalkoni.

Smatra se da je antioksidativna aktivnost fenola prvenstveno rezultat njihove
sposobnosti da budu donori vodonikovih atoma i kao takvi uklanjaju radikale uz formiranje
manje reaktivnih fenoksil radikala. Brojne in vitro studije potvrdile su da sekundarni
metaboliti imaju pozitivne efekte na procese u Celijama sisara, npr. na ekspresiju gena,
zgruSavanje krvi, oksidaciju LDL, dilataciju krvnih sudova, signalizaciju izmedu celija,
modulaciju enzimske aktivnosti, deaktivaciju kancerogena i detoksikaciju i da, na osnovu
toga, mogu in vivo ispoljiti antikancerogeno dejstvo. Bobicasto voée poput maline, jagode,
ribizle, viSnje i crnog grozda bogato je polifenolnim jedinjenjima, usled ¢ega ono predstavlja
znacajan izvor antioksidanata u svakodnevnoj ishrani.

Odrzivost kvaliteta voca 1 proizvoda od voca od velikog je interesa, zbog njihove
Siroke upotrebe, Sto podrazumeva sacuvati njihova antioksidativna svojstva i1 sacuvati ih od
procesa oksidacije. Smatra se da antioksidativna svojstva variraju u zavisnosti od
kompleksnih interakcija izmedu razli¢itih faktora, ukljucujuéi tip i koncentraciju aktivnih
komponenti potencialnog antioksidanta 1 prirodu ispitivanog matriksa voca, odnosno
proizvoda od voca. Takode se mora uzeti u obzir i termicki tretman primenjen u proizvodnji.
Neki metalni joni, organske kiseline, etanol i fenolna jedinjenja prisutna u vocu, grozdu i
vinu, podlozna su oksidaciji. Medu njima fenolna jedinjenja se smatraju supstancama koje su
najpogodnije za oksidaciju, a pogotovo orto-difenoli. Direktna oksidacija izmedu kiseonika i
fenola se ne moZe odigrati ili je ekstremno spora u kiselim sredinama, uglavnom zbog
nepovoljnih termodinamickih uslova. Medutim, pojedini prelazni metali, naroc¢ito gvozde i
bakar mogu promeniti reakcione mehanizme, smanjujuc¢i slobodnu energiju reakcije i
povecavajuéi brzinu reakcije. Stoga Fe i Cu mogu odigrati vaznu ulogu u prevazilaZenju
nepovoljnih termodinamickih uslova i doprineti oksidaciji voca, vina, sokova (Danilewicz,
2003). U vocu i vinu, joni prelaznih metala su Siroko zastupljeni. Njihova koncentracija u
vinu najviSe zavisi od zemljiSta na kojem je gajena vinova loza odnosno voce i opreme za
proizvodnju vina. Vino uobicajeno sadrzi 0-5 mg/L gvozda i 0,1-0,3 mg/L bakra (Li i sar.,
2005). Medutim, i pri ovako niskim koncentracijama ovih metala moze do¢i do oksidativnog
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kvarenja vina. Osim njihovih koncentracija vazan je 1 oblik u kome se nalaze joni. Ovi joni su
najces¢e prisutni u formi kompleksa sa drugim jedinjenjima prisutnih u vocu i vinu.
Kompleksiranje smanjuje potencijal para Fe**/Fe?*, stabilzuje oksidaciono stanje Fe** jona i
poveéava redukcionu stabilnost Fe?" jona, §to ukazuje da organski ligandi prisutni u voéu i
vinu osiguravaju brzu oksidaciju Fe?* (Li i sar., 2008). Osim toga, kada je uz jon gvozda u
obliku svojih kompleksnih jedinjenja prisutan H,O,, Fentonovom reakcijom nastaje mocan
oksidans ‘OH. Bakar takode moze reagovati sa H,O, i proizvoditi ‘OH, i pri tome je mnogo
reaktivniji od gvozda. Hidroksil radikal, (OH) sa kratkim vremenom Zivota od oko 10°s u
vodi, je trenutno najmoc¢niji oksidans od reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i u moguénosti je da
brzo oksiduje ve¢inu organskih jedinjenja. Neki autori smatraju da ‘OH moze da oksiduje u
potpunosti gotovo svako jedinjenje u vinu (Laurie i Waterhouse, 2006).

Procesi oksidacije fenolnih jedinjenja u vinu, vocu i proizvodima od voca su ozbiljan
problem koji se odraZava na njihov kvalitet. To je razlog da ovi procesi budu predmet mnogih
istrazivanja.

Brovingovanje belih vina nastaje kao posledica oksidativnih procesa u njemu. Proces
brovingovanja belih vina, testom ubrzanog brovingovanja zagrevanjem belih vina na
temperaturi od 55°C tokom 10 dana, ispitali su mnogi autori (Salacha i sar., 2008; Sioumis i
sar., 2005; Sioumis i sar., 2006), dok su Perez-Zuniga i sar. (2000) primenili test ubrzanog
bruniranja vina tako §to su ih zagrevali na 45°C tokom 40 dana.

Mnogi autori su pratli stabilnost monomernih antocijana u crvenim vinima sa
vremenom starenja u boci. Pri tome su dosli do zaklju¢ka da se procenat monomernih
antocijana znatno smanjuje, dok se u istom vremenskom periodu procenat polimernih
antocijana povecava, zbog reakcije antocijana sa taninima ali i zbog njihovog razlaganja pod
uticajem kiseonika (Poiana i sar., 2008; Luoana, 2005). Kinetika termicke degradacije
antocijana predmet je izuCavanja mnogih autora. Kechinski i sar. (2010) su proucavali
kinetiku degradacije antocijana u soku borovnice, i pri tome su nasli da ovoj proces prati
kinetiku reakcije prvog reda i odredili njene termodinamicke parametre. Verbeyst i sar.
(2010) su prougili kinetiku degradacije antocijana u jagodi na temperaturama od 95°C, 100°C,
110°C, 120°C i 130°C i pri tome odredili i energije aktivacije na ovim temperaturama. Cisse i
sar. (2009) su pratili Kinetiku degradacije antocijana u ekstraktu crvene narandze, kupine i
ekstraktima Cetiri vrste ruZa na povisenim temperaturama u intervalu od 50°C — 90°C. Pored
energije aktivacije odredili su i entropiju 1 entalpiju aktiviranja, i pri tome utvrdili da najvecu
vrednost energije aktivacije pokazuje reakcija termiCke degradacije ekstrakta crvene
narandZe. Procesi termalne degradacije antocijana su proucavani i u model rastvorima
(Harbourne i sar., 2008).

Uticaj vodonik peroksida na kinetiku degradacije antocijana u sokovima od visanja,
nara i jagoda ispitali su Ozkan i sar. (2002). Reakcija degradacije je prvog reda u odnosu na
koncentraciju H,O,. Ozkan i sar. (2004) su takode proucavali uticaj vodonik peroksida na
stabilnost askorbinske kiseline u voénim sokovima.



Uticaj bakra i gvozda na reakciju degradacije fenolnih jedinjenja je uglavnom
proucavan u model sistemima. Tako je utvrdeno da reakcijom izmedu cijanidin-3-glukozida i
Cu(Il)-jona dolazi do obrazovanja kompleksa (Smyk i sar., 2008). Medutim, u model sistemu
do¢i ¢e do oksidacije (+)-katehina u prisustvu Cu(ll)-jona (Clark i Scollary, 2002), odnosno
Fe(I1)-jona (Oszmianski i sar., 1996).

Istovremeni uticaj vodonik peroksida i bakra, odnosno vodonik peroksida i gvozda je,
takode prouc¢avan u model sistemima (De Heredia i sar., 2001; Karakhanov i sar., 2010).
Vise podataka o oksidaciji fenolnih jedinjenja prisutnih u vinu Fentonovim reagensom mogu
se naci u revijalnim radovima (Li i sar., 2008; Karbowiak i sar., 2010). Medutim, kinetika
degradacije fenolnih jedinjenja prisutnih u voéu i proizvodima od voca hidroksil radikalima,
koja nastaje u sistemu Cu(l1)/H,0O; nije dovoljno proucena.

Hidroksil radikali i druge kiseoni¢ne reaktivne vrste, uz veoma vaznu ulogu bakra i
gvozda u inicijaciji neenzimske oksidacije, mogu biti osnova za razumevanje oksidacije
fenolnih jedinjenja, Sto dovodi do velike potrebe za dalja istrazivanja i nove podatke na ovu
temu. Uzimajuéi u obzir sve napred navedene relevantne faktore u okviru ove doktorske
disertacije postavljeni su slede¢i ciljevi:

e da se najpre izvr$i hemijska analiza na sadrzaj organskih komponenti i metalnih jona
ekstrakata grozda, visanja, crvene ribizle i maline, kao i crvenih, belih i voénih vina i
komercijalnih sokova, a potom

e da se spektrofotometrijskom metodom prouci kinetika degradacije ukupnih fenolnih
komponenata u belom vinu i ukupnih monomernih antocijana u crvenom vinu i
cedenim sokovima od viSnje i crvene ribizle testom ubrzane oksidacije, tj. u prisustvu
sistema Cu(l1)/H,0,. Da bi se ovaj cilj ostvario neophodno je:

- pokazati na koji nacin, na osnovu kineti¢kih ispitivanja reakcija oksidacije
fenolnih komponenti u belom i crvenom vinu, kao i u cedenim sokovima visnje
i crvene ribizle mogu da se odrede redovi reakcija u odnosu na svaki reaktant i
da se na osnovu toga postave kineti¢ke jedna¢ine odgovarajucih procesa,

- izraCunati konstante brzine odgovaraju¢ih procesa uz pomo¢ kineti¢kih
jednacina,

- odrediti termodinamigke parametre (Es, AH, AS™ i AG’) za procese oksidacije
ukupnih fenola (za bela vina), odnosno ukupnih monomernih antocijana (za
crvena vina, sokove visnje i crvene ribizle),

- na osnovu eksperimentalnih rezultata 1 literaturnih podataka predloziti
najverovatniji mehanizam degradacije fenolnih jedinjenja i antocijana hidroksil
radikalima,



- izvrsiti validaciju kinetiCko-spektrofotometrijskih metoda za odredivanje
ukupnih fenola belih vina i ukupnih monomernih antocijana crvenih vina i
cedenih sokova visnje, crvene ribizle i maline

- lispitati mogucnost primene razradenih kineticko-spektrofotometrijskih metoda
za odredivanje ukupnih fenola i ukupnih monomernih antocijana u ve¢em broju
razli¢itih uzoraka.

- potrvrditi tacnost i preciznost rezultata kinetickog odredivanja pomenutih
komponenti u razli¢itim uzorcima paralelnim odredivanjem u istim uzorcima
referentnim metodama.

e dase HPLC metodom ispita Kinetika degradacije malvidin-3-glukozida i malvidin-3-
acetil-glukozida, kao i katehina i epikatehina prisutnih u crvenim vinima testom
ubrzane oksidacije, tj. u prisustvu sistema Cu(ll1)/H,0,. Da bi se ovaj cilj ostvario
neophodno je:

- izvrsiti validaciju HPLC metoda za odredivanje malvidin-3-glukozida, katehina
i epikatehina

- ispitati uticaj reaktanata na brzinu reakcije degradacije i postaviti odgovarajuce
kineticke jednacine

- izraCunati konstante brzine a potom odrediti termodinamicke parametre (E,,
AH', AS" i AG") za procese degradacije malvidin-3-glukozida, malvidin-3-
acetil-glukozida, katehina i epikatehina

- na osnovu eksperimentalnih rezultata 1 literaturnih podataka predloziti
najverovatniji mehanizam degradacije malvidin-3-glukozida, malvidin-3-acetil-
glukozida, katehina i epikatehina hidroksil radikalima.
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2.1. BRZINA HEMIJSKIH REAKCIJA

Hemijska promena je proces u kome iz jednih hemijskih vrsta, reaktanata, nastaju
druge hemijske vrste, proizvodi reakcije. Moze se posmatrati kao proces koji se odvija na
molekulskom ninou u kome molekul A u interakciji sa molekulom B daje hemijski novu
vrstu — proizvod reakcije, ali i kao makroskopska pojava koja predstavlja proces sastavljen od
n dogadaja, n — elementarnih hemijskih promena. Broj elementarnih dogadaja u kojima se
desila hemijska promena makroskopski je merljiva veli¢ina.

Odigravanje hemijske reakcije karakterise se odredenim pravcem promene reaktanata
u proizvode reakcije kao i brzinom te promene. Koncentracije reaktanata i produkata menjaju
se tokom odigravanja hemijske reakcije (sl. 2.1.) i to tako da koncentracije reaktanata
opadaju, a proizvoda rastu, sve dok se ne postigne ravnotezno stanje.

Co produkti

T

ravnoteza

reaktanti

Slika 2.1. Promena koncentracije reaktanata i produkata tokom reakcije.

Na ravnotezi koncentracije svih ucesnika u reakciji su konstantne. Termodinamicke
karakteristike neke hemijske reakcije obuhvataju promene termodinamickih funkcija:
Gibsove energije, entropije 1 entalpije pod odredenim uslovima pritiska i temperature, kao 1
vrednosti konstante ravnoteZe. Na osnovu ovih veli¢ina moze se do¢i do zaklju¢ka u kom
pravcu Ce se reakcija spontano odigravati i kolike ¢e biti koncentracije reakcionih u¢esnika u
ravnotezi. Medutim, da li ¢e se reakcija, koja je termodinamicki moguca, odigrati i kojom
brzinom ¢e se dosti¢i ravnotezno stanje nemoguce je odrediti iz termodinamickih podataka.
Osim toga, vec¢ina hemijskih reakcija odvija se preko niza stupnjeva, pri cemu najsporiji od



njih odreduje brzinu reakcije u celini. Brzina svakog stupnja ponaosob, odredena je
strukturom i prirodom hemijske veze molekula reaktanata (Purdevi¢ i sar., 1997). Deo
fizicke hemije koji se bavi vremenskim tokovima hemijskih reakcija naziva se: hemijska
kinetika, gde je osnovni pojam brzina hemijske reakcije, koja se definiSe kao promena
koncentracije reaktanata u jedinici vremena. Metode analize koje se zasnivaju na merenju
brzine reakcije nazivaju se kineticke metode.

Da bi se bolje razumelo odigravanje hemijske reakcije, moze se posmatrati reakcioni
sistem kao skup Cestica koje se nalaze u odredenim energetskim stanjima, a hemijska
promena kao proces u kome dolazi do promene energije. Molekuli reaktanti A i B, kao i
proizvodi C i D, nalaze se u energetskim stanjima koja su definisana odgovaraju¢im
elektronskim, vibracionim i rotacionim kvantnim brojevima. Da bi reagovali, molekuli
reaktanti A i B se moraju na¢i u odredenim energetskim stanjima sa njima svojstvenim
elektronskim, vibracionim i rotacionim kvantnim brojevima A(n,v,j) i B(n,v,j’). Na isti
nacin ¢e i molekuli C i D, nastali prilikom ove hemijske promene, takode biti u odredenim
energetskim stanjima koja definiSu njihovi kvantni brojevi C(n’,v”,j”) 1 D(n»,v~,j).
Posmatrana na ovaj nain, hemijska promena, odnosno elementarna hemijska reakcija se
moze prikazati na slede¢i nacin:

A(n,v,j) + B(n,v,j) S C(nv,v~,j7) +D(n, v, ™)

Ovako zapisana hemijska promena se moZze shvatiti kao proces u kome reakcioni
sistem menja svoja energetska stanja od energetskih stanja u kojima se nalaze reaktanti do
energetskih stanja u kojima se nalaze proizvodi. Moze se zamisliti da ¢e se prilikom hemijske
promene sistem menjati duz jedne nove koordinate koja bi se u ovom slucaju nazvala
reakciona koordinata. DuZz te reakcione koordinate do¢i ¢e do raspodele energije,
preraspodele hemijskih veza i odredenog rearaZmana unutar molekula reaktanata, t;j.
formirace se molekul ili molekuli produkta (Veljkovi¢, 1967, Laidler, 1981; Frost, 1961).

2.1.1. Teorije brzine hemijskih reakcija

Kao §to je ve¢ reCeno, vecina hemijskih reakcija odvija se preko niza elementarnih
reakcija, odnosno, moze se prikazati kao odredeni skup elementarnih reakcija, ¢ijim
sabiranjem se dobija steheometrija ukupne reakcije. Skup elementarnih reakcija preko kojih
se odigrava posmatrana reakcija odreduje mehanizmom hemijske reakcije. Osnovni problem
u razjasnjenju mehanizma jedne reakcije satoji se u nalaZenju relacije kojom su povezani
konstanta brzine i red ukupne reakcije sa konstantom brzine i molekularnos¢u elementarnih
reakcija koje ¢ine mehanizam. Polaze¢i od €injenice da se produkti ne mogu formirati veCom
brzinom neo S$to je brzina najsporije reakcije u mehanizmu, moze se zakljuciti da ¢e brzina
ukupne reakcije biti jednaka brzini najsporije elementarne reakcije. Drugacije receno brzina
najsporije elementarne reakcije odreduje brzinu reakcije u celini.
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Brzina hemijske reakcije zavisi od koncentracije reagujucih supstanci i od spoljasnjih
parametara stanja — pritiska i temperature. Na reakcije u te¢noj i ¢vrstoj fazi promena pritiska
utice veoma malo. Eksperimentalni podaci pokazuju da se brzina svake reakcije menja
prilikom promene temperature. Pri tome za svakih 10°C poveéanja temperature reakcija se
ubrzava za 1,5 -3 puta. Objasnjenje ovih eksperimentalnih Cinjenica daju teorije brzine
hemijskih reakcija. Osnovni princip teorijskog objasnjenja mehanizma odigravanja jedne
hemijske reakcije polazi od toga da je neophodan uslov za odigravanje hemijske reakcije
sudar izmedu molekula. Pri tome molekuli dolaze na rastojanje, jedan od drugoga, koje je
priblizno jednako njihovom radijusu. Ako bi svaki sudar dovodio do hemijske reakcije,
reakcija bi se zavr§ila za ~ 10° s. Medutim, veéina reakcija odvija se mnogo manjim
brzinama reda veli¢ine 10% 10° mol/dm®s. S druge strane posto je v~T"? onda bi poveéanje
broja sudara, kada se temperatura povisi za 10°C bilo mnogo manje od eksperimentalno
dobijenih vrednosti. Na taj nacin dolazi se do zakljucka da ne dovodi svaki sudar do reakcije,
1 drugo, da je brzina hemijske reakcije mnogo osetljivija na promene temperature nego $to to
predvida teorija sudara.

Objasnjenje za eksperimentalno dobijene brzine rekcija mozZe se dati razmatranjem
Makvelove distribucije molekula po energijama. Broj molekula, koji na datoj temperaturi
imaju energiju vecu od neke energije E,, srazmeran je povrSini ispod distribucione krive (sl.
2.2). Samo molekuli koji prilikom sudara imaju srednju energiju jednaku ili ve¢u od E; mogu
da reaguju medusobno. Ova minimalna energija koju molekuli moraju da poseduju, iznad
njihove srednje termalne energije, da bi stupili u hemijsku reakciju, naziva se energija
aktivacije. Ovu energiju ima samo mali broj od ukupnog broja molekula, priblizno 10%, tako
da ¢e u reakciju stupiti mnogo manji broj molekula nego Sto predvida teorija sudara. Prilikom
porasta temperature, povrsSina ispod distribucione krive raste brze od T2 tako da sa porastom
temperature broj reakciono sposobnih molekula raste brze nego po teoriji sudara.

N 300K
500K

»
»

Ea E

Slika 2.2. Maksvelove raspodele molekula po energijama.
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Zavisnost konstante brzine reakcije od temperature, prvi je empirijski dobio Arenijus.
S toga se jednacina

k=A-exp(—2) 2.1

zove Arenijusova jednacina, a konstanta A u jednalini zove se Arenijusova konstanta,
predeksponencijalni faktor ili faktor ucestalosti.

Mereci konstantu brzine reakcije na viSe temperatura moguce je odrediti Arenijusovu
konstantu i energiju aktivacije molekula. Naime, iz Arenijusove jednacine (2.1) se dobija,
nakon logaritmovanja:

Ink = InA — E,/RT 2.2

pa se nanoSenjem vrednosti In k u funkciji 1/T dobija prava linija ¢iji je nagib jednak E4/R, a
odsecak na ordinati jednak je In A (sl. 2.3).

Teorija sudara ne moze da objasni eksperimentalno dobijene vrednosti Arenijusove
kostante, kao ni zavisnost energije aktivacije od termodinamickih karakteristika reakcije.
Jedno potpunije tumacenje Arenijusove jednacCine kao 1 mehanizma odvijanja hemijskih
reakcija daje teorija prelaznog ili aktiviranog stanja.

Ink

tangens ugla nagiba = - E/R

v

1T

Slika 2.3. Graficko odredivanje energije aktivacije.
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2.1.1.1. Teorija prelaznog stanja. Aktivirani kompleks molekula

Teoriju o prelaznom stanju razradili su oko 1940. godine Polanyi, London, Pelzer,
Wigner i Laidler. Po ovim autorima, reagujuci sistem se menja postupno duz reakcione
koordinate. To je neki promenljivi parametar hemijske reakcije: vreme, atomsko rastojanje
itd. Pri tome se kod polaznih jedinjenja javljaju promene u rastojanju i rasporedu atoma i
atomskih grupa. Kombinacijom tako modifikovanih molekula dolazi do pojave aktiviranog
kompleksa. U njemu su samo slabo izraZeni polazni oblici molekula. U isto vreme ve¢ se
mogu nazreti i odnosi koji odgovaraju krajnjim proizvodima reakcije. Onaj deo reakcione
koordinate duz koga postoji prelazno stanje, odnosno aktivirani kompleks, obeleZava se
posebno sa 6. Na kraju tog dela, kompleks ima konfiguraciju pogodnu za direktan prelaz u
proizvode reakcije. Samo formiranje prelaznog kompleksa je povratan proces, pa postoji
odredena verovatno¢a i za povratak u polazno stanje. Kao osnovni uslov za postojanje
kompleksa je viSak energije u reaguju¢em sistemu u iznosu energije aktiviranja (ili visSe od
toga) za posmatranu hemijsku promenu — do stvaranja krajnjih proizvoda. Sematski prikaz
ovih odnosa dat je na slici 2.4. Posto je ceo reakcioni sistem izmenjen, smatramo da se nalazi
u posebnom prelaznom stanju.

4 A--B--C

reaktanti

produkti

reakciona koordinata

Slika 2.4. Sematski prikaz sadrzaja potencijalne energije kod molekula koji se menjaju u toku
reakcije.

Promene u sadrZaju potencijalne energije sistema zavisi od promene rasporeda i
rastojanja atoma u molekulima tokom reakcije. Najednostavniji sistem za proucavanje je
sistem od jednog diatomnog molekula i jednog atoma. Reakcija razmene atoma u tom
sistemu se moze prikazati Semom na sledec¢i nacin:
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AB+C SA--B--C - BC+A

Kada se atom C priblizava duz linije centra molekula pocinje da se menja i rastojanje
AB, tako da pocinje da raste potencijalna energija molekula. Prirastaj je najve¢i u momentu
uspostavljanja aktiviranog kompleksa, A—-B-—-C. Ceo sistem se tada nalazi u prelaznom
stanju: iz polazne u krajnju konfiguraciju. PoSto kompleks prede u proizvode reakcije,
oslobodeni atom A, po¢inje da se udaljava. U isto vreme umanjuje se i rastojanje B—— C sve
do svog ravnoteznog rastojanja na minimumu potencijalne krive.

Sistemi atoma i molekula, koji se ovde posmatraju, mogu se najbolje predstaviti
odredenim funkcijama stanja, koje reflektuju energetski sadrzaj molekula 1 mogucu raspodelu
te energije na odrezene stepene slobode unutar molekula.

Na osnovu staticke mehanike, moguce je za neki molekul odrediti verovatno¢u da se
on nalazi u odredenom energetskom stanju. Verovatno¢a stanja koje odgovara sadrzaju
energije &; data je izrazom:

p(e;) = gje &/kT

Svaki molekul moze imati razna energetski obogacena stanja, aktivirana stanja, i
ukoliko sadrzi dovoljno veliku koli¢inu energije, €, postoji verovatnoca da se sva ona jave u
njemu. Zbir verovatnoca za sva moguca energetska stanja molekula je dat jednac¢inom:

Q =X, gje &i/kT

Q se naziva funkcija stanja molekula ili molekulska funkcija raspodele stanja, a Cesto se
naziva i particiona funkcija molekula.

Pri tome treba uzeti u obzir sve moguce vrste kretanja molekula koja odgovaraju
pojedina¢nim vrednostima g;. Kao aproksimacija, to se moze prikazati raspodelom ukupno
sadrZane energije €, na energiju translatornog, vibracionog i rotacionog kretanja, i na energiju
elektronske aktivacije:

€ = & T Erot T &y T Eelektron

(svaki €lan sadrZi zbir odgovarajuzih vrednosti €;). Ogovarajuée particione funkcije bi bile:

Qt; Qﬁ QV1 Qel-

Ukupna particiona funkcija Q, za sva stanja u molekulu je jednaka proizvodu
pojedinacnih (zbog zbira u eksponentu):

Q=0Q: Qr-Qy-Qq

Svaka od ovih funkcija dalje odgovara proizvodu pojedinac¢nih funkcija raspodele za
svaki stepen slobode te vrste kretanja: fi, fr, itd. One su takode molekulske funkcije kao i Q.

Q. =f; (3 stepena slobode); Q, = f2 (za nelinearan molekul 3 stepena slobode).
Q, = fi"~°, a odgovarajuci sadrzaj energije je:
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&y = X iy

Svako f se moze izraziti pomocu odgovarajucih izraza za energetski sadrzaj molekula, i mera
je verovatnoce odredene raspodele energije.

Za translaciju se daje verovatno¢a odredene kineticke energije pri kretanju molekula
duz puta I, koji je deo ose X, y ili z. Za jedan stepen slobode:

__ (2mmkT)/?

fe Th 2.3
(m je masa molekula).

Za sva tri stepena slobode, Q; je:

__ (2mkTm)3/2 v

Qt - h3
V=1, -1, 15, 0dnosno V = zapremina.
Za rotaciono kretanje linearnog molekula postoje dva stepena slobode kretanja, pa je:

8m2IKT
_ 2.4

Qrzﬁ_ h2g

o je broj simetrije, odnosno broj ekvivalentnih orijentacija u prostoru, I je moment inercije.

Za nelinearni viSeatomni molekul:

,  sm2(8mIilyl,) Y2 (kT)3/2
Q= fr = hig

Gde su Iy, ly i 1; momenti inercije molekula duz tri pravca u prostoru x, y i z.
Kod vibracija dvoatomnog molekula, za jedan stepen slobode:
fo=(1- e—hv/kT)_l 25
v je osnovna frekvencija vibracija.

Za viseatomni molekul, za s vibracionih stepena slobode:

-1
Qu=F= iS=1(1 - ehvi/kT)
visu osnovne frekvencije vibracija.

Za elektronsku aktivaciju, ukoliko se molekul nalazi u osnovnom elektronskom
stanju:

Qe =1
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Ove funkcije imaju razliite vrednosti, u zavisnosti od vrste kretanja koje
predstavljaju. Posto svaka od njih sadrzi temperaturski ¢lan, njihove vrednosti ¢e se menjati
Sa promenom temperature.

Particione funkcije za translatorno kretanje u jednom praveu, 1, su reda veli¢ine 10% do
10°, a zavise od T2, kako se moze videti iz jednaine 2.3. Particione funkcije za rotaciju
linearnog molekula su reda velidGine 10 do 10% i zavise od T2 prema jednacini 2.4.
Particione funkcije za vibraciono kretanje, za jedan stepen slobode, su reda veli¢ine 1 do 10 i
zavise eksponencijalno od T, po jednacini 2.5.

Najlakse je izazivati translaciju molekula, a najteze vibraciju. Poznato je da se najveci
broj vibracionih stepena slobode aktivira tek na temperaturama iznad 100°C.

Posto particione funkcije (odnosno funkcije stanja) predstavljaju verovatnocu
pojavljivanja odredenih ravnoteznih stanja molekula, mogu se iskoristiti za prikazaivanje
hemijske ravnoteze, §to se moze prikazati na primeru reakcije:

A SB
Ravnoteza ove reakcije moZe se prikazati konstantom ravnoteZze:

— Bl
K=

Neka je prisutno N identi¢nih Cestica u reagujuc¢em sistemu. OpSta particiona funkcija za ceo
sistem sadrzi sve molekulske particione funkcije. OpSta particiona funkcija se Cesto zove i
molarna funkcija stanja:

Qmot = 1 QN 2.6
Gibbsova slobodna energija moze se prikazati pomoc¢u Qmol:

G = —kTInQ, + NKT
Uz aproksimaciju: In N!' =N In N — N i zamenom Qpmg iz jednacine 2.6 dobija se:

—G = NkTIn(Q/N) 2.7
Uporedujuci ovu jednacinu sa jedna¢inom:

AG°® = —RTInK

1 uzimaju¢i osnovno stanje molekula A za referentno, i da ¢e particione funkcije za B imati
dodatni ¢lan za energetsku razliku izmedu osnovnih nivoa A i B (E,), i da je Nk=R, dobija se
konstanta ravnoteZe izraZzena preko parcijalnih funkcija stanja:

K = Q_:)l?e—EO/RT 2.8
Qa

Gde su QR i Qg particione funkcije za molekule A i B koje se odnose po jedinici zapremine.
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Odredivanje brzine hemijskih reakcija metodom prelaznih stanja

Brzina hemijskih reakcija zavisi, po teoriji prelaznih stanja, od dve stvari. Prvo, od
uspostavljanja ravnoteze izmedu polaznih jedinjenja i aktiviranog kompleksa:

AB+C S A--B--C
a drugo od brzine prelaska A- — B— - C u proizvode reakcije:
A--B--C - BC+A

Ako je ravnoteza uspostavljena u celom sistemu moze se predpostaviti da polovina
prisutne koli¢ine kompleksa ucestvuje u ravnotezi sa polaznim komponentama, a druga
polovina sluzi za gradenje proizvoda reakcije. Sa [ABC*] obeleZena je koncentracija
kompleksa.

Brzina hemijske reakcije odgovaraée brzini prelaska aktiviranog kompleksa u
proizvode reakcije. To bi odgovaralo srednjoj brzini promene, v, sistema duz dela reakcione
koordinate §. Taj prelaz je spontana reakcija.

Na osnovu zakona o raspodeli brzina Cestica, u sistemu od vise Cestica, moguce je
proceniti v:

_ (ZkT)l/Z
vV = .
mm

gde je m* masa aktiviranog kompleksa. Srednje vreme promene sistema duz puta & je:

At=5/3=5 (““’*)1/2

2kt

Brzina reakcije zavisi i od prisutne, raspolozive koncentracije aktiviranog kompleksa
[ABC*]/2:

__ A[ABC*] _ [ABC'l/2 [ABC*]( KT )1/2

T oAt T s(mm*/2kDY2 T 6 2.9

2mm*

Ravnos$ezna konstanta koja se odnosi na proces formiranja aktiviranog kompleksa, po
jednadini AB+ C S A--B--C je:

[ABC*]
[AB]-[C]

K=
Zamenom u predhodnom izrazu, dobija se brzina reakcije:

¥ 1/2
v=""00 = X (50) T [AB] - [C] 2.10

At & \2mm*

a odgovarajuca konstanta brzine reakcije je:
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ke = 3 (5 )1/2 211

& \2mm*

Ravnotezna konstanta se moZze izraziti pomocu particionih funkcija polaznih
jedinjenja i aktiviranog kompleksa. Particiona funkcija komleksa Q§z.- sadrzi onoliko
stepena slobode koliko iznosi zbir stepena slobode polaznih jedinjenja, uz izdvajanje jednog
vibracionog stepena slobode za vibraciju u pravcu reakcione koordinate. Taj stepen slobode
odgovara jednoj vrsti kretanja celog sistema u pravcu dobijanja proizvoda reakcije. Zato je
Eyring sugerisao da se taj stepen moze prikazati jednom particionom funkcijom za translaciju
aktiviranog kompleksa, mase m*, duz odredenog dela reakcione koordinate, §. Koristeéi
jednacine 2.3 i 2.8 moze se napisati:

K = Qpcr G KDYS g ey

QapQ? h 212

E, je toplota reakcije za stvaranje aktiviranog kompleksa. Ta energija je u stvari energija
neophodna za uspostavljanje prelaznog stanja molekula i zato odgovara energiji aktiviranja
za tu reakciju. Na osnovu jednacine 2.8 uzima se E, kao razlika energija osnovnih nivoa AB i
C i aktiviranog kompleksa.

Zamenom vrednosti iz jednac¢ine 2.12 u jednacinu 2.11, posle skrac¢ivanja, dobija se:

KT Qapc* —E,/RT
= ——ABL-p™ko 2.13
" hQRpQ?
odnosno, dobija se Ajrinogova jednacina, koja povezuje konstantu brzine reakcije sa
konstantom ravnoteze stvaranja aktiviranog kompleka K¢:

k == -K: 2.14

Termodinamicko tumacenje prelaznog stanja

Prelazno stanje reaguju¢ih molekula moze se definisati termodinami¢kim funkcijama
stanja, Sto je pozeljno za svaki sistem sa velikim brojem particionih funkcija. Ako postoji
ravnoteza izmedu polaznih jedinjenja i aktiviranog kompleksa, vazna je konstanta ravnoteze
K*. Termodinamicke funkcije AG* i AH* odnose se na odgovaraju¢u konstantu ravnoteze,
saglasno opS$tim zakonima termodinamike:

AG* = —RTInK* 215
AH* = RT2 2% 2.15a
dT

Sve veli€¢ine se odnose na proces aktiviranja molekula i gradenja kompleksa. Zato se naziva:
slobodna energija aktiviranja i entalpija aktiviranja. Ako je:
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K;, = K*(RT)!™ 2.15b

gde je n molekularnost procesa. Zamenom Kp iz jednacine 2.15b u jednaéinu 2.15a dobija se:

AH* = RT? 22 — (n— 1)RT 2.16
koriste¢i jednacinu

AG* = AH* — TAS*
Moze se pomocu entropije aktiviranja i slobodne entalpije aktiviranja predtaviti K* ;

K* = @~AG"/RT — oAS"/Ro—AH"/RT 217
Na osnovu svega re¢enog, jednacina za k,. glasi:

k, = S eiS"/RgaH/RT 2.18

Termodinami¢ko tumacenje principa teorije prelaznog stanja pomaze boljem
razumevanju hemijskih reakcija. To se posebno vidi iz ¢lana koji odgovara Arenijusovoj
konstanti A. Ako u &lanu (KT/h)e®S/R raste entropija aktiviranja, to ukazuje na veéu
nesredenost aktiviranog prelaznog stanja, a samim tim 1 vecu verovatno¢u za promene u
pravcu formiranja proizvoda reakcije. Smanjena entropija aktiviranja ukazuje na sredenost u

prelaznom stanju, a samim tim zna¢i 1 manju verovatnocu dobijanja novih jedinjenja
(Veljkovié, 1969).

2.1.2. Osnovi katalize

»Mnoge supstance pokazuju afinitet prema drugim supstancama razlicit od hemijskog
aktiviteta. One izazivaju promene delujuci na supstance a da se pritom same ne menjaju. Ovu
novu moc¢, do sada nepoznatu, zajednicku kako za organsku tako i za neorgansku materiju ja
bih nazvao kataliticka mo¢. Takode mogu reci da je kataliza razlaganje pod dejstvom te
moci« Bercelijus 1836, u ¢asopisu Edinburgh New Philosophical Journal.

»Katalizator je supstanca koja dovodi do ubrzanja hemijske reakcije ali tako da ukupna
promena standardne Gibsove energije ostaje nepromenjena«. Definicija katalize usvojena
od strane Internacionalne unije za ¢istu i primenjenu hemiju (IUPAC) 1981. godine.

Hemijski proces se naj¢es¢e odvija preko vise reakcionih stupnjeva, a svi stupnjevi u
nekom mehanizmu odreduju put kojom reakcija tece. Medutim, gotovo uvek postoji vise
na¢ina da se od posmatranih reaktanata nagrade proizvodi, pa samim tim reakcioni put za

19



neku reakciju nije jednozna¢no odreden. Reakcija od reaktanata prema proizvodima moze iéi
razli¢itim reakcionim putevima, a da se pri tom pocetno i krajnje stanje sistema ne promene.

Do razlaganja neke supstance A moze do¢i u jednom stupnju:

k
A-> P 0]

Ali pored ovog, postoji jo$ niz nacina da dode do razlaganja supstance A. Reakcija moze iéi i
nekim drugim reakcionim putevima. Jedan od mogucih puteva reakcije razlaganja hipoteticke
supstance A bio bi prikazan slede¢im mehanizmom:

kl
A+C S AC (I
kl

k2
AC — C+P D)

U ovom slucaju supstanca A gradi sa supstancom C intermedijer AC koji se u narednom
stupnju transformiSe u produkt, P.

Brzina nastajanja produkta razlaganjem supstance A u reakciji direktne transformacije (1)
¢e biti:

v = k[A] 2.19

i razlikovace se od brzine nastajanja produkta u ciklusnom procesu (II i 111) u kome, pored A,
ucestvuje 1 supstanca C. Brzina nastanka produkta tada ¢e biti izrazena slede¢om jednac¢inom:

v = ky[AC] 2.20

u slucaju kada se izmedu reaktanata A i1 C 1 novonastale vrste intermedijera AC uspostavlja
brza ravnoteza, odnosno kada je k; > k_;, tada ¢e ravnotezna koncentracija intermedijarne
vrste AC biti :

_ lacl _ky

K= [A][C] k_,

[AC] = kk— [A] - [C] 221
-1

RavnoteZzna koncentracija data ovim izrazom ¢e u slucaju navedenog uslova biti jednaka
trenutnoj koncentraciji [AC], pa je brzina reakcije jednaka:
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v =1k, [A]-[C] 2.22
-1
Odnos konstanti k,; ik_; je konstanta ravnoteze, tako da je brzina obrazovanja produkta
jednaka:

v = k,K[A] - [C] = k¢[A] - [C] 2.23

1z izraza (2.23) postaje ocigledno da ¢e brzina razlaganja supstance A u prisustvu supstance
C biti ve¢a od brzine direktne transformacije A u produkte, ako je k, - K > k. Bududi da je
k,; > k_; 1 K> 1 sledi da navedeni uslov zna¢i da ¢e, u slu¢aju brze ravnoteze, proces u
kome ucestvuje supstanca C biti brzi od direktnog formiranja produkta iz reaktanta A. Proces
u kome se brzina povecava zato §to u njemu ucestvuje supstanca C naziva se katalizovani
proces. Supstanca C koja ubrzava datu reakciju u posmatranom kruznom ciklusu (sl. 2.5)
zove se katalizator (Perez-Bendito i Silva, 1988; Avery, 1974).

Slika 2.5. Hipoteticki reakcioni putevi reagovanja supstance A u reakcijama u kojima
reaktant C ima ciklicni nacin reagovanja.

Kataliticko dejstvo je uslovljeno medusobnim dejstvom elektronskog sistema katalizatora
i reagensa. Ovo dovodi do hemijskog vezivanja molekula katalizatora, tj. do gradenja
proizvoda, u ¢iji sastav ulazi katalizator 1 jedan, ili viSe reaktanta. Kao rezultat takvog
dejstva, elektronska struktura reaktanta se menja na takav nacin, da medu njima moze
proticati znatno brza reakcija, a kao rezultat te reakcije katalizator se oslobada u pocetnom
obliku.

Na ovaj nacin katalizator uzima uce$¢e u reakciji, menja njen mehanizam i samim tim
smanjuje i slobodnu entalpiju aktivacije hemijske reakcije..

Konstanta brzine kataliticke reakcije k¢ ima znatno vecu vrednost nego odgovarajuca
konstanta brzine nekataliticke reakcije k .Ona se naziva se konstantom katalize ili
katalitickom konstanto, i karakteriSe efikasnost katalizatora.
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Kataliticke reakcije se Cesto karakteriSu i ciklicnim brojem Nc. Cikli¢ni broj oznacava
broj reakcionih ciklusa u kojima jedna Cestica katalizatora uzima uces¢e u jedinici vremena.
Nc se odreduje iz odnosa promene koncentracije indikatorske supstance, [X] za vreme At i
poznate koncentracije katalizatora (jednacina 2.24):

A[X]

Ne = Tia. 2.24

Sto je veéi cikli¢ni broj kataliticke reakcije, to je ona vise osetljiva na dejstvo katalizatora
C.

Razlika izmedu brzina kataliticke 1 nekatalitiCke reakcije uslovljene su time $to je slobodna
entalpija aktivacije za katalitiCku reakciju manja nego za nekataliti¢ku, zato takve reakcije
proti¢u brze (sl 2.6).

E nekatalizovana
reakcija

katalizovana
reakcija

(N

reakciona koordinata

Slika 2.6. Energetski put katalizovane i nekatalizovane reakcije

Za kineticko-kataliticku analizu fundamentalni znacaj ima uticaj katalizatora na brzinu
reakcije. Iz jednadine (I) vidi se da je brzina reakcije proporcionalna koncentraciji
katalizatora, 1 ovo je u osnovi kineti¢ko-kataliticke metode analize.
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2.1.3. Mehanizmi homogeno-katalitickih reakcija

Jedan od najvaznijih zadataka hemijske kinetike je postavljanje kineticke jednacine
slozene hemijske reakcije na osnovu njenog mehanizma. Pri resavanju ovih problema koriste
se osnovni postulati hemijske Kkinetike, princip nezavisnosti i princip stacionarnih
koncentracija.

Koncentracija ¢; se naziva stacionarnom, ako se u datom reakcionom sistemu tokom
trajanja hemijske reakcije ne menja sa vremenom, tako da je brzina definisana po reaktantu
v; = 0. Ako su koncentracije svih supstanci koje u€estvuju u reakciji konstantne, 1 ne menjaju
se sa vremenom, govori se 0 potpuno stacionarnom stanju. Ako su stacionarne samo
koncentracije intermedijera onda se govori o stacionarnom stanju datog intermedijera.

Ako se posmatra reakcija koja se najceS¢e odigrava uz uceS¢e dva reaktanta pri ¢emu
nastaju dva prelazna jedinjenja, nastala prelazna jedinjenja mogu posedovati osobine
prelaznih jedinjenja Arenijusa ili Vant-Hoffa. Ukoliko se prelazno jedinjenje raspada na
proizvode reakcije veoma sporo, i ako izmedu reaktanata, katalizatora i prelaznog jedinjenja
postoji ravnoteza (prelazna ravnoteza) tada je za dalje promene potrebna izvesna energija
aktivacije, takvo prelazno jedinjenje naziva se prelazno jedinjenje Arenijusa. U drugom
slucaju, prelazno jedinjenje je toliko nestabilno da se po obrazovanju odmah raspada.
Prelazno jedinjenje sa ovakvim osobinama nazivamo prelazno jedinjenje Vant-Hoffa.

Na slikama 2.7 i 2.8 prikazan je reakcioni put katalizovane reakcije sa obrazovanjem
prelaznih jedinjenja Vant-Hoffa i Arenijusa.

standardna
slobodna
energija

A

X+Y+C

»
>

reakciona koordinata

Slika 2.7. Reakcioni put katalizovane reakcije sa prelaznim jedinjenjem Vant-Hoffa i
Arenijusa, k; > k,
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standardna
slobodna
energija

A

X+Y+C

»

reakciona koordinata

Slika 2.8. Reakcioni put katalizovane reakcije sa prelaznim jedinjenjem Arenijusa i Vant-
Hoffa, k; » k, > k_;

Moguca su Cetiri tipa reakcija koje proti¢u uz obrazovanje prelaznih jedinjenja X; i Xy:

Prelazno jedinjenje X, Prelazno jedinjenje X,

1. prelazno jedinjenje Arenijusa prelazno jedinjenje Arenijusa

2. prelazno jedinjenje Arenijusa prelazno jedinjenje Vant-Hoffa (slika 2.8)
3. prelazno jedinjenje Vant-Hoffa prelazno jedinjenje Arenijusa (slika 2.7)
4. prelazno jedinjenje Vant-Hoffa prelazno jedinjenje Vant-Hoffa

U prvom slucaju:

Ky
A+C s X,

kK4

Ky
X;,+B S X,

K_;

XZ - P]_ + Pz +ee +C
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Brzina reakcije bice jednaka:
v =kj - [X,]

Ovde imamo dve prelazne ravnoteze. Koncentracije prelaznih supstanci izraunavamo
iz konstanti ravnoteZa Su:

k [X4]
K, = 2= 2.2
7k [ANICI-[X,]-[X, 1) °
X,
Kz = [X,][B]

Uzmemo li pri tome da je koli¢ina X; uporediva sa koli¢inom C, i da je X, uporediva po
veli¢ini sa X4, iz jednacine 2.25 nalazi se:

_ K, [A]-[C]
17 14K, [A](1+K, [B])

o KiKe[A]-[B]-[C]
27 1+ K, [A](1 + K,[BD)

Odavde je brzina reakcije jednaka:

_ _ k3K K, [A]-[B]-[C]
v=ks[X,] = 1+K, [A](1+K,[B]) 2:26

Shodno jednacini 2.26, red reakcije u odnosu na reaktante A i B nije ceo broj. Medutim, ako
je K;[A] « 1iK,[B] « 1, brzina reakcije definisana je izrazom:

v = k3K K, [A] - [B] - [C] 2.27
U drugom slucaju:

Ky
A+C S X,

XZ - P]_ + P2 +ee +C

Manja strelica oznacava da se promena X, u X, i B odvija ali veoma sporo (k, < k_,), tako
da se ravnoteza ne moze uspostaviti. Koncentraciju X; odredujemo u uslovima ravnoteze,
predpostavljajuéi da je [X,] « [X;]:
Ky [A]([C] — [X1]) = k—1[X1]
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Odakile je:

_ K4[A][C]
17 14K, [X4]

Koncentraciju X, nalazimo iz kvazistacionarnih uslova:

el e X, - [B] — ko [Xo] — ks[X,] = 0
[X,] = ky[X.][B] _ kyK,[A][B][C]

(k_p+ks)  (K_p+ks)(1+Kq[A])
Odavde brzinu obrazovanja produkta izraCunavamo na osnovu izraza:

B _ k3k,K, [A]-[B]-[C]
vV = k3 [XZ] - (k_y+k3) (14K, [A]D

2.28

Iz jednacine 2.28. sledi da je reakcija prvog reda u odnosu na reaktant B, dok u odnosu na
reaktant A je lomljiv broj. Medutim, u sluc¢aju kada je ks >» k_,, jednacina 2.28. dobija
oblik:

< kK [A][BI[C]

(1+K4 [A] 229

i dalje ukoliko je vrednost proizvoda K, [A] znatno manja od 1, to jednacina 2.29. prelazi u
jednacinu tipa 2.27., a pri K;[A] > 1 jednacina prelazu u oblik:

. keKi[AJ[BI{C]
Ky [A]

odnosno:
v =k,[B]-[C] 230

Treéi slucaj razlikuje se po tome, §to je prvi prelazni kompleks X; nestabilan
(prelazno jedinjenje Vant-Hoffa) i lako prelazi u drugi prelazni kompleks X, koji se polako
razlaze dajuéi proizvode reakcije i regenerisan katalizator. Izmedu X, i X, postoji ravnoteza.
Odgovaraju¢u ravnoteznu koncentraciju prvog prelaznog jedinjenja odreduje se iz
stacionarnih uslova, a koncentraciju drugog iz uslova ravnoteze. Sema je sledeéeg oblika:

X;,+B 5 X, 2.31

XZ - P]_ + Pz +e +C
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Pri cemu je:
[C] = [Cla + [X4] + [X]

gde je [C] - ukupna koncentracija katalizatora, a [C]; - u slobodnom stanju.

Sada je:
o = ki [AI(C] = [Xi] = [Xo) — koa[Xy] — ko [Xy] - [B] 4 ko [X,] = 0,
[X1] — kq [A][C]+k_;[X,]

k_1+k;[B]

gde je uzeto da je [X,],[X,] « [C]. Da bi se odredila [X,] koristi¢e se konstanta ravniteZe:

K, = ili [X,] = K, [X;] - [B]

Zamenjujuéi izraz za [X,] dobijamo:

ki Ko [CI-[A][B]  _ kiKy[CJ-[A]{B]

X =
Xl K_1+(K,—k_,K;)[B] K_,

Brzina reakcije jednaka je:

_ _ ksk{K;[CI-[A][B]
v =Kkj3 [Xz] " k_1+(ky—k_5K»)[B]

kako je: k, = k_, kk—z = k_,K,, to poslednji izraz dobija oblik:
-2

_ k3ky

V= k3 [XZ] - k—l

K>[C] - [A] - [B] 2.32
U slu¢aju da se ne mogu zanemariti koncentracije [X;] i [X,] u odnosu na [C] onda
konacan izraz za brzinu reakcije ima oblik:

— k3 kK, [C]-[A]-[B]
k_;+kq[A]+k; K, [A]-[B]

S obzirom da se proces stvaranja prelaznog kompleksa X; moze smatrati nepovratnim, pa se
konstanta k_,; moze zanematiti, pa se dobija izraz za brzinu reakcije:
k3K, K, [C]-[A]-[B]

Y k(A kK [AB] 233

koji u sluéaju kada je K,[B] > 1 dobija oblik:

_ k;k,K;[C]-[A]-[B
kq[A](1+K;[B])

I _ ks [C] 2.34
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odakle se moze videti, da pri datim uslovima brzina reakcije ne zavisi od koncentracije
reaktanata.

U Cetvrtom slucaju svi stadijumi su neravnotezni. Radi izvodenja jednacina koriSéena je
metoda stacionarnih stanja:

ky
A+C - X

X, +B - X, 2.35

Xz - P1 + P2 S +C

Kod stacionarnog stanja v = v, = v, = vs ili v =k, [A]([C] — [X;] — [X;]) = k,[X{] -
[B] = k3[X,]. Pri tome dobija se:

[X;] = 2 [B] - [X,]

3

ky[A] - [C] = (Ka[A] + Ky (2 [B]) [Xa] = ko [X,] - [B] = 0

X,] = ky[A][C]
P kalAl ki (Al Bl+k [B]

ki k4 [A]-[B]-[C]

v =Kk,[X{][B] = 2.36
e Ky [A]+ko [BI-+<L2{A][B]
Ako se uzme u obzir recipro¢na vrednost brzine dobice se jednacina:
1 1 1 1
- = + +
v ky[BI[C] ~ kq[A][C]  ks[C]
1 1 1 1 1
—=——+—+—} 2.37
v [C] {k1 [A] ~ kz[B] = ks
koja zavisi od odnosa veli¢ina *_ il Brzina reakcije moze biti izraZzena kao:
kq[A]" k2[B] ~ k3
v =k,[C] - [A] 2.38
v =k,[C]- [B] 239
v = k;3[C] 2.40

Brzina kataliticke reakcije sa dva reaktanta, koja protice obrazovanjem dva prelazna
jedinjenja tipa Vant-Hoffa, moze se odrediti brzinom bilo kog stadijuma (Erofeev, 1977).
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2.1.3.1. Reakcije katalizovane jonom koji menja svoje oksidaciono stanje
tokom reakcije

Veéina katalitickih metoda bazira se na reakcijama koje su katalizovane jonima koji
menjaju svoje oksidaciono stanje tokom reakcije.

Jedan od reakcionih ciklusa kod ovih reakcija je sledeci:
Red + M+D+ — p 4+ Mt
M™ 4+ 0x - M®+D+ 4 p,

Red i Ox su reagensi (polarne komponente) redox procesa, P; i P, su produkti reakcije, a M
jon katalizator. Uloga Ox je da vrati katalizator iz nizeg valentnog stanja u vise (aktuelno)
oksidaciono stanje, iz kojeg ¢e on da vrsi oksidaciju komponente Red i ponovo preci u nize
valentno stanje. Ovaj se proces stalno vrsi dok traje reakcija. Tipi¢ni primeri ovakvih reakcija
su reakcije katalizovane jonima metala sa promenljivim oksidacionom stanjem, kao $to su
vanadijum, mangan, gvozde i bakar.

Reakcija ovakvog tipa bi¢e pogodna za analiticko odredivanje ukoliko ispunjava sledeca
dva uslova:

- Oksidacioni potencijal Eg redoks para M(™*D+/M™+ y reakcionim uslovima treba da
je vedi od potencijala ER.4 redoks para P;/Red, a niZi od oksidacionog potencijala E3,
redoks para Ox/P,, tj.

ng > EIOVI > E]ged
- Direktna interakcija izmedu Red i Ox je termodinamicki dopustiva, ali se sporo
odigrava, dok oksidacija M™* pomo¢u Ox proti¢e brzo.

2.1.3.2. Redoks reakcije sa organskim supstratima

Reakcije ovog tipa obi¢no ukljucuju oksidaciju arilamina, fenola ili obojene organske
supstance (boje). Oksidacijom arilamina i fenola dobijaju se obojeni produkti, dok
oksidacijom obojenih organskih supstanci obi¢no se dolazi do obezbojavanja. Zbog toga se
kinetike takvih reakcija najéesce ispituju spektrofotometrijski.Ove oksidacije su najcesce
spore ali se mogu katalizovati metalnim jonima. Kada se koriste metalni joni prelaznih metala
(i drugi jednoelektronski oksidansi), prvi stepen oksidacije arilamina ili fenola je uvek
homoliti¢an:

RH + MO+D+ 5 R 4 H* 4+ M0+
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gde R* predstavlja arilaminov radikal (ArNH*® ) ili ariloksi radikal (ArO*). Niska jonizaciona
energija arilamina i fenola omogucéava lako otkidanje elektrona. Radikali se stabilizuju
konjugacijom nesparenog 2p, elektrona azota ili kiseonika sa m-elektronskim sistemom
aromaticnog prstena. Reagensi sa supstituentima koji povecavaju elektronsku gustinu u
konjugovanom sistemu se oksidiSu lakSe nego li kad su nesupstituisani. Tako homoliti¢na
oksidacija polifenola, arilamina, aminofenola, alkil- i aril-supstituisanih fenola i aril amina
protice vrlo lako.

Stvaranje primarnih arilaminskih i fenolnih radikala i njihovo dalje reagovanje jako
zavisi od pH sredine. U kiselim sredinama obi¢no se stvaraju manje reaktivni produkti sa
relativno niskim molekulskim teZinama. Poslednja reakcija ne protice tako lako u kiselim
rastvorima, a koordinacija metalnog jona sa slobodnim elektronskim parom azota ili
kiseonika je otezana, zbog velikog broja konkurentnih H* jona. Velika brzina stvaranja
radikala u alkalnom rastvoru povecava koncentraciju radikala, a ujedno 1 broj mogucih
produkata reakcije. Alkalna sredina moze da stabilizuje neke vrste radikala, kao semihinone
dobijene tokom oksidacije polifenola.

2.1.4. Kineticke metode analize

Kineticke metode merenja se obavljaju pod dinamickim uslovima u kojima se
koncentracije reaktanata i produkata neprekidno menjaju. Kao analiticki parametar sluzi ili
pojavljivanje produkta ili nestajanje reaktanta. Nasuprot tome, merenja kod termodinamickih
metoda obavljaju se u sistemu koji se nalazi u ravnotezi, tako da su koncentracije
nepromenljive.

Razlika izmedu ova dva tipa metoda ilustrovana je slikom 2.9, koja prikazuje
vremensko odigravanje reakcije:

A+R SP 2.41

u kojoj A oznacava analit, R reagens, a P produkt. Termodinami¢ke metode koriste vreme
nakon te, nakon koga je koncentracija reaktanata i produkata postala stalna, a hemijski sistem
je u ravnotezi. Nasuprot tome, kineticke metode koriste vremenski interval od 0 do te, u kome
se koncentracije reaktanata i produkata neprekidno menjaju.
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Slika 2.9. Promena koncentracije analita (1) i produkata (2) u funkciji vremena.

Kod kinetickih metoda selektivnost se postize odabirom reagensa i uslova koji
pojacavaju razlike u brzinama kojima uzorak i moguce interferencije reaguju. Kod
termodinamickih metoda selektivnost se postize odabirom reagensa i uslova koji povecavaju
razlike u ravnoteznim konstantama.

Postoje dva tipa kinetickih metoda koje se temelje na katalitickim reakcijama. Kod prvog
tipa analit je katalizator, a odreduje se na osnovu njegovog katalitickog uticaja u
indikatorskoj reakciji, koja ukljucuje lako merljive reaktante ili produkte. Ove metode se
ubrajaju u najosetljivije hemijske metode. Kod drugog tipa kinetickih metoda uvodi se
katalizator koji ubrzava reakciju izmedu analita 1 reagensa. Ovakve metode su cesto vrlo
selektivne, ¢ak specifi¢ne, naroCito ako se kao katalizator koristi enzim (Skoog i sar., 1998).

2.1.4.1. Vrste kinetickih metoda

Za merenje brzine hemijskih reakcija potrebno je pratiti promenu koncentracije sa
vremenom bilo kog reaktanta ili proizvoda reakcije. Medutim, kod kinetickih metoda analize,
za pracenje kinetike hemijskih reakcija ¢eS¢e se primenjuju tzv. indirektne metode. Kao
preduslov za primenu neke indirektne metode, neophodno je da postoji §to prostiji i linearan
odnos izmedu merene fizicke osobine (apsorbancije, elektritne provodljivosti, jaine
difuzione struje i dr.) i koncentracije analizirane supstance.

U zavisnosti od odnosa koji postoji izmedu merene veli¢ine i koncentracije uzorka,
kineticke metode se dele na diferencijalne i integralne metode.
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Kod diferencijalnih metoda koncentracije se racunaju iz diferencijalnih oblika izraza za
brzinu. Brzine se odreduju merenjm nagiba krivih koje opisuju koncentraciju analita ili
produkta kao funkcije vremena odigravanja reakcije. To se moze objasniti ako se zameni [A]
iz jednacine

_ k
brzina = i—t = Kk[A] (za reakciju A — P)

sa [A]: iz jednacine:

[Al; = [Al,e™ T da je:

d[A]

rzina = — (—
brzina = — (%3

). = K[A], = k[A]e™* 2.42
t

Osim toga, brzina se moZe izraziti | pomoc¢u koncentracije produkta. Jednacina 2.42 pokazuje
da brzina reakcije zavisi od konstante k, vremena t, 1 kao najvaznije od pocetne koncentracije
analita [A]o. Pri bilo kom odredenom vremenu t faktor ket je konstantan, tako da je brzina
srazmerna pocetnoj koncentraciji analita.

Izbor vremena u kome se meri brzina Cesto se temelji na mogucnosti preciznog merenja
u odredenom vremenu, postojanju sporednih reakcija koje ometaju merenja i dr. Cesto je
pogodno merenja vrsiti u blizini vremena t=0, jer je taj deo eksponencijalne krive priblizno
linearan, pa je lako moguée odmeriti nagib pomoc¢u tangente na krivi (slika 2.10).

(Al
[Ales

T (Al
[P]

(Al

vreme [A]

a) b)

Slika 2.10. Diferencijalna metoda.

Slika 2.10 prikazuje primenu diferencijalne metode za odredivanje koncentracije
uzorka analita iz eksperimentalnih podataka merenja brzine reakcije. Krive nacrtane punom
linijom na slici prikazuju izmerene vrednosti koncentracije produkta [P] kao funkcije
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vremena reakcije za cCetiri razliite koncentracije A. Ove krive se koriste za konstruisanje
kalibracione krive. Brzine se dobijaju pomoc¢u tangenata na svaku krivu slike 2.10a., pri
vremenu blizu nule (tanke linije). Kada se tangens ugla nagiba prikaze u funkciji [A] dobija
se prava prikazana na slici 2.10b.

Nasuprot diferencijalnim metodama, integralne metode primenjuju integralne oblike
zakona brzine. Naime, preuredenjem jednacine (2.42) dobija se:

In[A], = —kt + In[A], 2.43

pri ¢emu bi se kao kineticka kriva dobila zavisnost prirodnog logaritma eksprimentalno
izmerene vrednosti koncentracije A (ili P) u funkciji vremena sa pravcem nagiba —Kk i
odseckom In[A]o na y-osu (slika 2.11).

4 log([Alo-[P]) 4 tga
C1
C2

(]

Cq

v

Vreme [Alo >

Slika 2.11. Integralna metoda.

U skladu sa jedna¢inama (2.42 i 2.43) , za obradu kineti¢kih podataka koriste se sledece
metode: tangensna metoda (diferencijalna varijanta tangensne metode je poznata kao
,,metoda inicijalne brzine ), metoda fiksnog vremena, metoda fiksne koncentracije i metoda
indukcionog perioda (Jacimirskii i sar., 1967, Perez-Bendito i Silva, 1988).

2.1.4.2. Karakteristike kinetickih metoda analize

Kineticke metode analize zauzimaju znaCajno mesto u savremenoj kvantitativnoj
hemijskoj analizi. Posebna oblast primene kinetickih metoda analize je u odredivanju niskih
koncentracija organskih supstanci. Posebno veliki izazov predstavlja povecanje osetljivosti i
selektivnosti kinetickih metoda za odredivanje organskih molekula i biomolekula.
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Osnovne  karakteristike analitickih medoda su: osetljivost, selektivnost, tacnost i
preciznost.

Osetljivost, S je svojstvo instrumenta, a u instrumentalnoj analizi izrazava se kao
nagib kalibracione krive y = f(x):

g

= 2.44
Ax

Pojam osetljivosti i dalje je jedan od najkontraverznijih pojmova u analitickoj hemiji.
lako se jasno razlikuje od limita detekcije i dalje se u nekim radovima ovi pojmovi koriste
kao sinonimi.

Koncept osetljivosti trenutno se identifikuje sa nagibom kalibracione krive, tj.sa IUPAC-
ovom analitickom osetljivoS¢u. Osetljivost treba racunati kao odnos nagiba 1 njegove
standardne devijacije. Prema tome, osetljivost raste sa porastom nagiba i smanjenjem
standardne devijacije. Ovo je dobar kriterijum za poredenje analitickih metoda i tehnika.

Prema IUPAC-ovoj definiciji, limit detekcije je najmanja koncentracija ili koli¢ina
analita za koju se moze tvrditi da se statisticki razlikuje od slepe probe. Limit detekcije, ¢ se
moze izraziti jednacinom:

¢ =TS 2.45

gde je: X, - analiticki signal koji odgovara koncentraciji C_,
Xsp - Srednja vrednost odgovora slepe probe za n ispitivanja (obi¢no n>20),
m - analiti¢ka osetljivost (ili nagib kalibracione prave).

Detekcioni limit se moze izraziti preko standardne devijacije slepe probe, standardne
devijacije fitovanja kalibracione prave ili standardne devijacije odsecka:

K-S

o =2 2.46

Gde je k numericki faktor izabran prema zeljenom nivou pouzdanosti. Obi¢no se uzima da je
k=3,3, §to bi trebalo da odgovara verovatno¢i od 99,86% (tj. verovatnoc¢i da ¢e se 99,86% x.
nalaziti u datom intervalu pouzdanosti).

Kvantifikacioni limit (granica odredivanja) je najmanja koncentracija ispitivane
supstance u uzorku koja moZe biti odredena sa prihvatljivom precizno$¢u i tacnos¢u, pod
datim eksperimentalnim uslovima i izraunava se prema jednacini:

CQ=— 2.47

Postoje tri glavna analitiCka regiona (Slika 2.12) povezana sa odredivanjem supstance:
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a) region u kome se analit ne moze pouzdano odrediti, za koncentracije manje c;, ;
b) detekcioni region, izmedu ¢;, icy |

c) kvantifikacioni region, za koncentracije vece ili jednake cj.

signal analita >
XL XQ
analit nije region kvantifikacioni
detektovan detekcije region
CL CQ
koncentracija analita >

Slika 2.12. Regioni analitickog odredivanja.

Osetljivost 1 detekcioni limit kinetickih metoda se mogu poboljSati optimizacijom
eksperimentalnih uslova (temperatura, pH vrednost, koncentracija reaktanta, jonska
jaCina,dielektricna konstanta rastvaraca), primenom separacionih tehnika 1 pre svega
upotrebom aktivatora. Pored povecanja osetljivosti i smanjenja detekcionog limita, primena
aktivatora povecava selektivnost kineticke analiticke metode.

Prema IUPAC-u, selektivnost je stepen interferiranja drugih supstanci na odredivanje
analita datom metodom. Interferent je supstanca koja dovodi do sistematske greske u
odredivanju analita.

Kineticke metode su selektivnije od ravnoteznih, jer se zasnivaju na diferencijalnim, a
ne apsolutnim merenjima. Zato izostaje interferencija signala od drugih komponenti uzorka
sve dok one ne interaguju sa nekom komponentom sistema. Njihova veca selektivnost
proizilazi iz dinamike procesa. Krakto vreme meSanja uzorka i reagensa i Cinjenica da
merenje pocinje odmah nakon meSanja smanjuje efekat interferenata. Uticaj interferenata kod
ravnoteznih metoda je znatno veci, $to je posledica dugog vremena potrebnog za postizanje
ravnoteze, u toku kog aktivni interferenti mogu reagovati sa jednom ili viSe komponenti
sistema, ukljucujuéi i analit.

Tacnost nekog rezultata oznacava blizinu tog rezultata njegovoj pravoj vrednosti i
vezana je za odstupanja primenjene metode odredivanja. Opisuje se kao apsolutna ili
relativna greSka. Tacnost se moze odrediti poznavaju¢i pravu vrednost merene veli¢ine ili
srednju vrednost velikog broja merenja iste.
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Recovery je mera moguénosti analiticke metode da tacno izmeri €istu supstancu kada se
njena poznata koli¢ina (spike) doda u uzorak koji se rutinski analizira, pri ¢emu se uzima u
obzir uticaj svih supstanci realno prisutnih u matriksu tog uzorka. Zbog toga je recovery u
direktnoj vezi sa tacnoS¢u metode i moze da se koristi za procenu njene primenljivosti,
narocito u situacijama kada nema odgovarajuce referentne metode ili referentnog materijala.
Recovery vrednosti izmedu 95 i 105 % predstavljaju dokaz odsustva interferencija u
odredivanju analita.

Preciznost je mera usaglasenosti rezultata dobijenih iz viSe paralelnih odredivanja iz
istog uzorka pod istim uslovima. Termin preciznosti danas je zamenjen terminom
nepreciznost koja se izrazava standardnom devijacijom ili koeficijentom varijacije
izracunatim iz grupe ponovljenih merenja, a predstavlja meru za slu¢ajnu gresku. Na veli¢inu
slucajne greSke, odnosno na nepreciznost metode odredivanja u jednoj/viSe serija uzoraka
koje se rade u jednom danu utiCu razliiti faktori: nestabilnost instrumenta, promena
temperature, promena sastava reagensa i standarda, promena zapremine pipetiranjem,
nejednako meSanje u svim uzorcima, slozenost procedure rada, zamor operatera itd. Sluc¢ajna
greSka se povecava kada se metoda primenjuje iz dana u dan, jer se pojavljuju novi faktori
uticaja: promene u reagensima 1 standardima, naro€ito ako se svakog dana priprema svez
reagens, promene u radu aparata itd. Zbog toga je za svaku metodu potrebno odrediti
ponovljivost tj. nepreciznost u seriji (u jednom danu) i srednju preciznost tj. nepreciznost iz
dana u dan.
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2.2. FENOLNA JEDINJENJA

Fenolna jedinjenja predstavljaju Siroko rasprostranjenu grupu biljnih metabolita koja
mogu biti vrlo jednostavne strukture, kao Sto su fenolne kiseline, ili vrlo slozene strukture,
odnosno, polikondenzovana jedinjenja kao $to su proantocijanidoli. Zajednic¢ka karakteristika
fenolnih jedinjenja je da sadrZe aromatican prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa. Do
danas je identifikovano vise od hiljadu, u slobodnom obliku ili ¢eS¢e u obliku glikozida
(Leucuta i sar., 2005). Monosaharidi koji naj¢es$¢e ulaze u sastav glikozida su: glukoza,
galaktoza, arabinoza, ramnoza, ksiloza, manoza, glukuronska i galakturonska kiselina, pored
toga Seceri mogu biti prisutni u obliku: mono-, di-, tri-, ili tetra-saharida.

U literaturi se navode razli¢ite klasifikacije fenolnih jedinjenja, po jednoj ova
jedinjenja se svrstavaju u sledece grupe:

- Flavonoidi
- Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture
- Isparljiva fenolna jedinjenja

Medutim, najceSc¢a klasifikacija se zasniva na broju ugljenikovih atoma vezanih za
osnovni skelet fenola (Robards i sar., 1999), sto je prikazano u tabeli 2.1.

Smatra se da je antioksidativna aktivnost fenola prvenstveno rezultat njihove
sposobnosti da budu donori vodonikovih atoma i kao takvi uklanjaju slobodne radikale uz
formiranje manje reaktivnih fenoksil radikala:

Ph-OH + ROO- — Ph-O- + ROOH 2.48
Ar-OH + -OH — H,0 + ArO- 2.49

Povecana stabilnost fenoksil radikala pripisuje se prvenstveno delokalizaciji elektrona
i postojanju viSe rezonantnih formi (slika 2.13):

37



Tabela 2.1. Klasifikacija fenolnih jedinjenja.

Osnovni skelet Klasa Jedinjenje
C6 Prosti fenoli Katehol, hidrohinon, rezorcinol
Benzohinoni
C6-C1 Fenolne kiseline p-hidroksibenzoeva kiselina
C6-C2 Fenilsircetne p-hidroksifenilsiréetna
kiseline
C6-C3 Cimetne kiseline Kafena kiselina, ferulna kiselina
Fenilpropeni Eugenol, miristicin
Kumarini Umbeliferon, eskuletin, skopolin
Hromoni Eugenin
C6-C4 Naftohinoni Juglon
C6-C1-C6 Ksantoni Mangostin, magniferin
C6-C2-C6 Stilbeni Razveratrol
Antrahinoni Emodin
Flavonoidi
Flavoni Apigenin, luteolin, sinensitin, nobiletin, izosinensitin,
tangeretin, diosmin
Flavonoli Kvarcetin, kamferol
Flavonol glikozidi Rutin
C6-C3-C6 Flavanoli Dihidrokvarcetin i dihidrokamferol glikozidi
Flavanoni Hesperidin, naringenin
Flavanon glikozidi Hesperidin, neohespe_ridi_n,_narirutin, naringinin,
eriocitrin
Antocijanini Glikozidi peralgonidina, peonidina, delfinidina,
petunidina, cijanidina
Katehini Katehin, epikatehin, galokatehin, epigalokatehin
Halkoni FloridZin, arbutin, halkonarigenin
(C6-C3)2 Lignini Pinorezinol
(C6-C3-C6)2 Biflavonoidi Agatisflavon, amentoflavon
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Slika 2.13. Rezonantna stabilizacija fenoksil radikala.

Sa povecanjem stabilnosti nastalog fenoksil radikala poveéava se mogucénost
nastajanja reakcija koje dovode do slobodno radikalskih procesa kod flavonoida, kumarina i
fenolnih kiselina. Dokazano je da su vicinalne diolne funkcije znacajne za kapacitet hvatanja
radikala kao i da metoksilacije ili glikolizacije o-hidroksi grupa kumarina i esterifikacija
fenolnih kiselina smanjuju antioksidativnu aktivnost ovih jedinjenja.

Najzastupljenija fenolna jedinjenja su: fenolne kiseline (derivati benzoeve i cimetne
kiseline), flavanoli, flavonoidi i dihidrohalkoni.

Fenolna jedinjenja nisu ravnomerno rasprostranjena u biljnim tkivima. Najznacajniji
izvori fenolnih jedinjenja, a time 1 izvori antioksidanata su razni napici (crno vino, voéni
sokovi, zeleni 1 crni ¢aj, kafa, pivo), kakao, crna ¢okolada, jezgrasto voce (leSnik, badem,
kikiriki), §ljive, grozde, borovnice, brusnice, kupine, maline, jabuke, masline, soja, integralne
zitarice, brokoli, celer, itd., Sto je dato u tabeli 2.2.
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Tabela 2.2. Prirodni izvori fenolnih jedinjenja (Sakakibara, 2003).

Klasa Primer

lzvor

Prosti fenoli Hlorogenska, kafena, galna,

ferulna kiselina

Apigenin, luteolin,
kvercetin, kamferol,
glikozidi miricetina

Glikozidi flavona i
flavonola

Aglikoni flavona i flavonola  Apigenin, luteolin, galangin

Izoflavoni Genistein, daidzein i njihovi
glikozidi
Flavanoni Naringenin i glikozidi
hesperidina
Katehini Epigalokatehin,
epigalokatehingalat,
galokatehin
Antocijani Pelargonidin, cijanidin,
malvidin, delfinidin
Antrahinoni Emodin, hrizofanol, rein

veoma rasprostranjeni,
naroc¢ito u krtolastom
povréu

lisnato povrée

persun, celer, prokelj 1
biljke
soja

citrus voce
¢ajevi 1 kakao
obojeni prirodni proizvodi:

patlidzan, borovnica, crna
soja

kruSina, sena, aloja

2.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najzastupljenija grupa fenolnih jedinjenja u biljkama sa 15 atoma
ugljenika u osnovnoj Cg-C3.C strukturi (slika 2.14), od kojih devet pripada benzopiranskom
prstenu (benzenski prsten A kondenzovan sa piranskim prstenom C) a ostalih Sest
ugljenikovih atoma ¢ine benzenski prsten B povezan sa benzopiranskim prstenom na poziciji
dva (slika 2.14 i slika 2.15) (flavoni, flavonoli, flavononi, dihidroflavoni, flavan-3-oli, flavan-
3,4-dioli i antocijanidini), tri (izoflavoni) i ¢etiri (neoflavoni).
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Slika 2.14. Osnovni skelet flavonoida.

L~
N W

O

flavanol Antocijanin (flavilium) flavonol

Slika 2.15. Razlike izmedu osnovnih klasa flavonoida.

Osnovno jedinjenje, po kojem je Citava grupa dobila ime, izolovao je 1985. godine
Kostanesku i nazvao ga flavon (lat. flavus, zut). Prema stepenu oksidacije centralnog
piranskog prstena flavonoidi se mogu podeliti u nekoliko klasa sto je prikazano u tabeli 2.3,
dok su strukture razli¢itih klasa flavonoida prikazane na slici 2.16.
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OH

Slika 2.16. Struktura razlicitih klasa flavonoida.

Tabela 2.3. Razlicite klase flavonoida

1 Flavanoni R=H, OH, OMe

2 Flavoni R=H, OH

3 Flavanoli R=H-katehin,R=0H-galokatehin
4 Flavonoli R1, R.=H, OH

5 Antocijanini

Zbog svoje specificne strukture flavonoidi su potencijalni prirodni antioksidanti.
Prisustvo flavonoida dovodi do prekidanja slobodno-radikalskih reakcija, pri ¢emu oni
predaju vodonikov atom radikalima i sami prelaze u slobodne radikale. Ovako nastali
slobodni radikali rezonantno su stabilizovani i nemaju dovoljno energije da pokrenu lan¢anu
reakciju sa supstratom:

ROO-: + Flavonoid-OH — ROOH + Flavonoid-O- 2.50

OH- + Flavonoid-OH — H,0 + Flavonoid-O- 251
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Kao snazni antioksidanti, fenolna jedinjenja razli¢itim mehanizmima neutraliSuci
slobodne radikale u ¢elijama, mogu da sprece oksidativna oste¢enja DNK i Sirenje tumora
(Ohshima i sar., 1998). Osim toga, flavonoidi kvercetin i naringenin inhibiraju enzime
citohroma-P450, za koje je dokazano da potpomazu bioaktivaciju karcinogena. Fenolna
jedinjenja kao antioksidanti, mogu uticati i na primarni proces starenja, mogu biti efikasni
inhibitori oksidacije LDL, a epidemioloska proucavanja pokazuju inverzni odnos izmedu
unosa hrane bogate flavonoidima i kardiovaskularnih oboljenja. Svi ovi podaci ukazuju na to
da povecana konzumacija voca I povréa bogatog nutritivnim i nenutritivnim sastojcima koji
ispoljavaju antioksidativna svojstva moze doprineti poboljSanju kvaliteta Zivota.

2.2.2. Antocijani

Antocijani  (anthos-cveée, kyanos-plav) su klasa flavonoidnih jedinjenja koja
predstavljaju prave biljne pigmente. Prvi put su izolovani jo§ 1835. godine. Mogu se naci u
svim delovima biljke, od cveta do korena, a osim $to biljci daju obojenost, Stite je i od
prekomerne i UV svetlosti, zatim od Stetnog dejstva slobodnih radikala, a smatra se | da
predstavljaju signalne molekule u odgovoru biljke na negativne spoljasne uticaje (Gould i
sar.,2009).

Antocijani se u grozdu, za razliku od ostalih flavonoida, pretezno nalaze u obliku
glukozida nastalih vezivanjem flavonoidne komponente, koja se naziva antocijanidin, sa
Se¢ernom komponentom, najcesc¢e glukozom. Pored glukoze kao Sec¢erna komponenta
glikozida mogu se naci i galaktoza i ramanoza. Vezivanjem za $e¢ernu komponentu povecava
se stabilnost antocijanidina i njegova rastvorljivost u vodi. Ukoliko antocijani sadrze samo
jedan molekul Secera onda se on nalazi isklju¢ivo vezan u polozaju 3, a ako sadrzi dva, onda
je ili diglikozid u polozaju 3, ili se Seceri nalaze u polozajima 3 i 5 (Lajsi¢ 1 Grujic¢-Injac,
1998). Struktura antocijana moZe biti dalje usloZena vezivanjem siréetne, kumarne ili kafene
kiseline, za Se¢ernu komponentu, pri ¢emu nastaju tzv. acil derivati (Slika 2.18).

Osnovna podela antocijana u Sest klasa izvrSena je na osnovu polozaja slobodnih i
metilovanih hidroksilnih grupa na prstenu B (slika 2.18). Medusobni odnos i koli¢ina svake
pojedina¢ne klase zavisi od sorte vinove loze I nacina njenog uzgajanja, pri ¢emu odnos
antocijanina veoma utie na nijansu i stabilnost boje grozda (Jackson, 2008). Nijansa, kao i
stabilnost boje, grozda direktno su uslovljeni brojem i polozajem slobodnih hidroksilnih
grupa na prstenu B, tako je plava nijansa izrazenija Sto je veéi broj slobodnih hidroksilnih
grupa, dok se njihovim metilovanjem dobija crvena nijansa.
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Antocijani su jedinstveni medu polifenolima biljaka jer mogu biti prisutni u razli¢itim
hemijskim oblicima u zavisnosti od pH sredine, pri ¢emu ove promene u strukturi se
odrazavaju i na promenu boje molekula (slika 2.17). Na niskim pH vrednostima antocijani su
prisutni u obliku veoma stabilnih, u vodenoj sredini crveno obojenih, flavonijum katjona. Pri
povecanju pH vrednosti flavonijum katjon moze preéi ili u ljubicasto obojenu konjugovanu
bazu hinonoidalne strukture, ili moze do¢i do njegove transformacije u poluacetalni oblik,
¢ijom hidrolizom nastaju zuto obojeni halkoni. Neke od predhodno opisanih transformacija
mogu biti i ireverzibilne. Na slici 2.19 prikazane su promene u strukturi i boji antocijana pri
promeni pH.

Malvidin-3-glikozid (33,0 uM, u fosfatno-citratnom puferu)

pH 1,0 3,0 4,0 5,0 7,0 9,0 11,0

Slika 2.17. Uticaj pH na boju antocijana.
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Antocijani Acil derivati

antocijana
Ry
OH Acetil
o L
HO ox
Rz
OH
= o HO o Ol‘!R R;= /ﬁ\CH
o3 ’
OH
Kumaril
Amax (NM)
Antocijanin = Ry R I Antocijani-
3= din OH
Ry = N
Delfinidin OH | OH 546 541 ©
Petunidin OH | OCHjs 543 540
Kafeoil
Malvidin Sf OCH; | 542 °38
Cianidin OH |H 535 530 o
Ry =
Peonodin oc H 532 528 \Q/\/Qio“
Hs
Pelargonidin | H H 520 516

Slika 2.18. Osnovne klase antocijana.
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OGLy

pKa=7

anjon hinonoidalne baze
plavo obojen

O~
Cly pKa=4
OH
OMe hinonoidalna baza
/ fubicasto obojena
OH /
- H+
; ¢
O OMe
O-GLy
OH
+
flaviljm katjon -H/H0
(crveno obojen) \ OMe
H
HO
OMe
OGLy
OH
hemiacetalni oblik

bezbojan

Slika 2.19. Promene u strukturi i boji antocijanina pri promeni pH.

U vinovoj lozi, antocijani se akumuliraju u listovima tokom njegovog bioloskog
starenja, a odgovorni su i za obojenost pokozice (ponekada i pulpe) crnih i roze sorti grozda.
Akumulacija antocijana u pokozici grozda pocinje nakon fenoloske faze, poznate pod
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imenom véraison, ali njihov sadrzaj u mnogome zavisi od vremenskih uslova, pre svega od
intenziteta svetlosti i temperatute, §to ograni¢ava uzgoj crnih sorti grozda na umereno topla
podrucija (Revilla i sar., 1998).

Antocijani su zasluzni i za obojenost crvenih i roze vina, koja pored grozda
predstavljaju vazan izvor ove klase flavonoida u ishrani. Medutim utvrdeno je da tokom
starenja vina dolazi do obrazovanja novih strukturno razli¢itih, najée$ée narandzasto
obojenih, kopigmenata reakcijom antocijana sa drugim bezbojnim polifenolima, karbonilnim
jedinjenjima, jonima metala, proteinima i ugljenim hidratima (Seabra i sar., 2008). Struktura
antocijana omogucava im izuzetnu reaktivnost kako ka elektrofilima tako 1 prema
nukleofilima (Gould i sar., 2009). Do nukleofilnog napada moze doc¢i u polozaju 2 i 4
piranovog prstena C, §to je favorizovano pozitivnom Sarzom na kiseoniku, dok su mesta
elektrofilnog napada hidroksilne grupe, kao i C6 i C8 atomi prstena A u hemiacetalnom
obliku antocijanina (slika 2.20).

b I e o
Jle o LS
") o

flavinijum katjon poluacetalni oblik

Slika 2.20. Mesta mogucih elektrofilnih i nukleofilnih napada u strukturi antocijanina.

Smatra se da ve¢ina novih familija kopigmenata iz crvenog vina nastaje:

a. U reakciji antocijanina sa malim molekulima (piruvatna Kiselina, acetaldehid, p-
vinilfenol) pri ¢emu nastaju piranoantocijaninski pigmenti,

b. Kondenzacijom antocijanina i flavanola u prisustvu aldehida,

c. Direktnom kondenzacijom antocijanina i flavanola.

Nastankom ovih kopigmenata vino zadobija narandzasto-braon nijansu tokom
starenja. Boja ovih kopigmenata znatno je stabilnija prema promeni pH, a i prema
dekolorizaciji pod dejstvom SO, u odnosu na antocijanine.

Skorasnje studije sa Cistim antocijaninima i ekstraktima koji su bogati njima na in
vitro bioloskim sistemima pokazale su njihovo blagotvorno dejstvo: u prevenciji ostecenja
jetre, na snizavanju krvnog pritiska, na poboljSanje vida, zatim, snazno antiimflamatorno i
antimikrobno dejstvo, kao inhibitorno dejstvo na mutacije nastale usled mutagena iz hrane i
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na proliferaciju kancerogenih ¢elija kod ljudi. Zajedno sa ostalim polifenolima predstavljaju
odli¢ne antioksidante, iako imaju i pro-oksidativno dejstvo. S obzirom na njihovu Siroku
paletu fizioloskih dejstava konzumacija antocijana moze imati vaznu ulogu u prevenciji
bolesti, povezanih sa stresnim i brzim nacinom zivota, poput kancera, dijabetesa,
kardiovaskularnih i neuroloskih bolesti.

2.2.3. Flavan-3-oli

Flavan-3-oli su gradivne jedinice tanina. Tanini (proantocijanidoli ili
proantocijanidini) su polimeri koji se sastoje iz dve ili viSe razli¢ito vezane jedinice flavan-3-
ola ili flavan-3,4-diola, pri ¢emu stereohemija supstituenata na C, i C3 atomu pojedinih
jedinica, kao 1 stereohemija medusobno povezanih jedinica ima vaznu ulogu. Najcesce
jedinice proantocijanidola su: (-)-epikatehin sa 2,3 cis i (+)-katehin sa 2,3 trans poloZajem
supstituenata.

U zavisnosti od broja OH-grupa u prstenu B i poloZaja supstituenata na C, i C3 atomu
razlikuju se katehinska i galokatehinska serija flavan-3-ola (Kovac i sar., 1991), §to je
prikazano na slici 2.21.

OH
Rl R2 R3 OH
Katehini:
(+)-katehin H OH H HO Or
(-)-epikatehin OH H H R3
Galokatehini: -
(+)-galokatehin H OH OH R
(-)-epigalokatehin ~ OH H OH R2

OH

Slika 2.21. Struktura flavan-3-ola.

Katehinska serija je znacajnija, poSto je zastupljenija u biljnom svetu. Ova jedinjenja
se nalaze u slobodnom obliku, ali mogu biti i esterifikovana, naj¢es¢e galnom kiselinom.
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2.2.4. Flavonoli

Flavonoli su flavonoidi pronadeni u mnogim biljnim vrstama, uglavnom u obliku
glikozida. To su pigmenti zute boje koji odreduju boju belih vina, dok su u crvenim vinima i
sokovima maskirani antocijanima — crvenim pigmentima. Sinteza flavonola se uglavnom
odvija u pokozici bobice (Price i sar., 1995). Ekstrakcija flavonola iz pokozZice odvija se u
fazi maceracije.

Hidroksilne grupe u B prstenu flavonola (slika 2.22) mogu se nalaziti na C-4, C-3' i C-4' i
C-3, C-4'i C-5, pa su u vocu i proizvodima od voca prisutni kemferol, kvercetin i miricetin.
Metilovanjem 3-OH kvercetina nastaje izorhamnetin. Produkt metilovanja miricetina na C-3,
poznat je pod nazivom laricitin. Singletin je dimetoksi derivat miricetina sa metoksi grupama
na polozajima C-3' i C-5 (Puskas, 2010).

R: R2
kemferol H H
kvercetin H OH
miricetin OH OH
izoharmnetin H OCHs
laricitrin OH OCHs
siringetin OCH; OCHj;

Slika 2.22. Struktura flavonola.

2.2.5. Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture

Fenolna jedinjenja neflavonoidne strukture, fenolne kiseline i stilbeni, sadrze Cg-Cy, Co-
Cs ili C4-C,-Cs 0snovni skelet. Fenolne Kkiseline su derivati benzoeve i cimetne Kiseline (slika
2.23).
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Rs COOH Rs OOH

=
R4 Rz R4 R2
R3 R3
Benzoeva kiselina R; R3 R4 Rs Cimetna kiselina
p-hidroksi benzoeva H H OH H Kumarinska
Prokatehinska H OH OH H Kafena
Vanilinska H OCHg3 OH H Ferulna
Galna H OH OH OH

Slika 2.23. Fenolne kiseline.

Fenolne kiseline su prisutne u vocu u glikozidnoj formi, iz koje se mogu osloboditi
kiselom hidrolizom (Riberau-Gayon, 1965). Slobodne fenolne kiseline prisutne u crvenim
vinima i sokovima, uglavnom su nastale reakcijama kiselom hidrolizom glikozida, alkalnom
hidrolizom estara ili termickom degradacijom kompleksa antocijana (Galvin, 1993). Estri sa
vinskom kiselinom, pre svega estar kafene kiseline lako podlezu oksidaciji i odgovorni su za
brzo potamnjivanje Sire.

Hidroksicimetne Kkiseline su delimi¢no zasluzne za boju crvenih vina, jer njihovom
oksidacijom nastaju zuto obojena jedinjenja. Takode iz derivata cimetne kiseline, pod
uticajem kvasca Bettannomzces i nekih mle¢nih bakterija nastaju isparljivi fenoli. Isparljivi
fenoli su jedinjenja koja i u veoma malim koncentracijama daju vinu neprijatan miris

(Puskas, 2010).
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2.3. SLOBODNI RADIKALI I OKSIDATIVNI PROCESI
2.3.1. Definicija i podela slobodnih radikala

Slobodni radikali predstavljaju atome, jone, molekule koji imaju jedan ili vise
nesparenih elektrona u svojoj strukturi. Nespareni elektroni su uzrok njihove visoke i
neselektivne aktivnosti i nestabilnosti. Oni mogu biti neutralni, ali i pozitivho (radikal-
katjon) i negativno (radikal-anjon) naelektrisani. Nespareni elektron se moze nalaziti na
atomima razliitih elemenata, pa se slobodni radikali dele na slobodne radikale (reaktivne
slobodnoradikalske vrste) kiseonika, hlora, azota itd.

Reaktivne vrste se dele na reaktivne slobodnoradikalske i neradikalske (oksidaciona
sredstva koja lako prelaze u slobodne radikale). Najvaznije reaktivne vrste kiseonika (ROS —
od engl. reactive oxygen species) date su u tabeli 2.4.

Tabela 2.4. Najvaznije reaktivne slobodnoradikalske i neradikalske vrste kiseonika.

Slobodnoradikalske vrste Neradikalske vrste
Superoksid anjon radikal, O, Vodonik peroksid, H,0,
Hidroksil radikal, "OH Hipobromna kiselina, HOBr
Hidroperoksil radikal, HO," Hipohlorna kiselina, HOCI
Peroksil radikal, RO’ Ozon, O3
Alkoksil radikal, RO’ Singletni kiseonik, ‘O,
Karbonatni radikal, CO3"~ Organski peroksid, ROOH
Ugljenoksidni radikal, CO,” Peroksinitrit, ONOO"

Slobodni radikali spadaju u najreaktivnije hemijske vrste i zbog svoje visoke hemijske
reaktivnosti oni lako stupaju u rekciju, medusobno ili sa drugim molekulima, pri ¢emu
nespareni elektroni obrazuju hemijske veze, oslobada se energija, a sistem prelazi u nize
energetsko stanje.

Reaktivni slobodni radikali mogu nastati brojnim reakcijama koje se uglavnom svode
na Cetiri osnovna tipa:

-termolizu

-fotolizu
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-oksido-redukcione procese i
-radijaciju visoke energije (Piletic¢ i sar., 1993).

U biosistemima se produkcija slobodnih radikala deSava tokom sledecih procesa:
apsorpcije radijacije, fagocitoze, biotransformacije egzogenih i endogenih supstrata u
endoplazmati¢nom retikulumu, enzimskih reakcija koje katalizuju oksidaze, itd. Koli¢inu
slobodnih radikala povecavaju zagadeni vazduh, pusSenje, stres, izlaganje suncu, hroni¢ne
bolesti, infekcije i genetska predispozicija na neku bolest (slika 2.24).

[ Formiranje slobodnih radikala |
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Slika 2.24. Sema nastanka slobodnih radikala.

Neki slobodni radikali nastaju i u toku normalnog metabolizma. Preko 90% kiseonika
iz vazduha u organizmu sisara redukuje se do vode primanjem Ccetiri elektrona od
transportnog sistema elektrona u respiratornom lancu mitihondrija (Acworth, 2003).

Superoksid anjon radikal (O,") odnosno njegov protonovani oblik, peroksilni radikal
(HO;"), nastaje jednoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika, a moZe se dobiti i
jednoelektronskom oksidacijom vodonik peroksida. Znacajne koli¢ine produkuju se u
reakcijama katalizovanim nekim oksidazama (npr. ksantin oksidazom) (Ohara i sar., 1993).

Hidroksil radikal, ("fOH) je najreaktivniji od svih ROS i najodgovorniji za
citostaticke efekte kiseonika. Brzo reaguje sa biomolekulima, pa je njegov poluzivot kratak.
Hidroksil radikal se u ¢elijama stvara kada postoje uslovi za Haber-Vajsovu ili Fentonovu
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reakciju. Takode, nastaje dejstvom y-zraenja na molekul vode, u procesu fagocitoze,
troelektronskom redukcijom iz molekulskog kiseonika u respiratornom lancu mitihondrija.

Vodonik peroksid (H,O>) nije slobodni radikal, ali se ubraja u reaktivne vrste kiseonika.
Najstabilniji je, odnosno najmanje reaktivan intermedijer redukcije kiseonika. Nastaje
direktno  dvoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika, jednoelektronskom
redukcijom superoksid anjon radikala ili njegovom enzimskom mutacijom, dejstvom
superoksid dismutaze:

202'_ +2H" — H,0, + O, 2.52

Proces stvaranja vodonik peroksida odvija se na nivou peroksizoma, mitohondrija,
mikrozoma 1 ¢elijske membrane.

Singletni kiseonik (*O,) je izrazito reaktivan, nastaje enzimskim putem, u prisustvu
mieloperoksidaza i laktoperoksidaza.

2.3.2. Antioksidanti

Najsire prihvac¢ena definicija bioloSkih antioksidanata jeste ona koju je dao Halliwell
(1990), a prema kojoj su antioksidanti “supstance koje prisutne u malim koncentracijama u
odnosu na supstrat (biomolekul) koji se oksiduje, znacajno usporavaju ili sprecavaju
oksidaciju tog supstrata”.

Antioksidanti mogu ispoljavati svoju aktivnost razli¢itim mehanizmima (slika 2.25)
zahvaljuju¢i njihovoj sposobnosti da:

- deluju kao “hvataci” (skevindzer) slodobnih radikala
- deluju kao donori elektrona ili

- donori H-atoma

peroksil ili hidroksil radikalima, ili da:
- deluju kao akceptori elektrona i
- akceptori H-atoma

ugljenikovih slobodnih radikala.
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Slika 2.25. Nacin delovanja antioksidanta.

Shi i sar. (2001) klasifikovali su antioksidante prema nivou i nafinu delovanja u
ljudskom organizmu na: preventivne antioksidante, ‘“skevindzer” antioksidante i
“reparacione” antioksidante. Preventivni antioksidanti sprecavaju nastanak slobodnih
radikala. “Skevindzer” antioksidanti poseduju sposobnost da “hvataju” slobodne radikale.
“Reparacioni” antioksidanti deluju posebnim mehanizmima, obnavljujuéi ili uklanjajuci
oStecene vitalne biomolekule koji nastaju u uslovima oksidativnog stresa. U “reparacione”
antioksidante ubrajaju se fosfolipaze, proteaze, enzimi koji obnavljaju DNK, transferaze, itd.

Prema mestu nastajanja antioksidanti znacajni za ljudski organizam dele se na: endogene
i egzogene. Endogeni antioksidanti predstavljaju antioksidante koji nastaju u ljudskom
organizmu, dok se egzogeni unose putem hrane ili lekova. Fenolna jedinjenja su jedna od
najvaznijih grupa prirodnih egzogenih antioksidanata, ¢ija je aktivnost uslovljena strukturnim
karakteristikama.

2.3.3. Oksidacija fenolnih jedinjenja

Voce 1 proizvodi od voca ispoljavaju snazan bioloski efekat koji se, pre svega pripisuje
visokom sadrzaju fenolnih jedinjenja (Cao i sar., 2009). Postoji visok stepen pozitivne
korelacije izmedu sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja, kao i pojedina¢nog udela galne
kiseline, katehina, epikatehina i antioksidativnog potencijala (Minussi i sar., 2003).

NajizraZeniju aktivnost u pogledu hvatanja slobodnih radikala ima galna kiselina, zatim
taninska kiselina, kafena kiselina, kvercetin, rutin, ferulna Kiselina, a najnizu aktivnost
poseduje resveratrol (Sanchez-Moreno, 1999). Medutim, prema Ghiselli i sar. (1998) najvisi
stepen antioksidativne aktivnosti pokazuju antocijani. Videli smo, da su antioksidanti
“hvataci” slobodnih radikala, a naj¢esc¢i slobodni radikali jesu reaktivne vrste kiseonika.
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Pri standardnoj temperaturi i pritisku, kiseonik postoji kao gas sa 20,9% u atmosferi. To
je diatomni molekul formule O,. Najstabilniji oblik kiseonika je triplet *0,. Tripletni kiseonik
je biradikal sa dva nesparena elektrona, koji imaju isti spinski kvantni broj i locirani su u
suprotno orijentisanim antivezivnim 7~ orbitalama (slika 2.26). Strukturna formula O = O ne
simbolizuje biradikalsku prirodu kiseonika, pa je zato treba prikazati kao *O-Os. Sa ovakvom
elektronskom konfiguracijom, kiseonik ne moze direktno reagovati u mnogim organskim i
neorganskim reakcijama.
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Slika 2.26. Elektronska konfiguracija tripletnog kiseonika
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