Filip Bihelovi¢

Primena reakcije kataliticke oksidacije
mono-, di- 1 tr1 hidroksi arena vodonik
peroksidom za odredivanje
mikrokoliina bakra

Ispitivana je mogucnost primene reakcije oksidacije hidroksi arena (hidrohinon,
pirogalol, rezorcinol i 2-naftol) vodonik peroksidom za odredivanje bakra, Cija se
koncentracija nalazi u intervalu od I do 10 g Culem’ rastvora. Metoda Jje dala
zadovoljavajuce rezultate sa rezorcinolom, hidrohinonom i 2-naftolom, dok je si-
stem sa pirogalolom dao loSe rezultate. Bakar se ovom metodom moze odrediti u
prisustvu deset puta visih koncentracija platine, nikla, cinka, kobalta, hroma, ma-
ngana, olova, kalaja, Zive i arsena, dok prisustvo titana potpuno onemogucava
njegovo odredivanje (usled stvaranja narandZastog peroksititanil jona koji apsor-
buje na oko 450 nm). Prisustvo selena inhibise, dok prisustvo nanogramskih
koli¢ina gvoidja snaino kataliSe ove reakcije, tako da se bakar u njihovom pri-
sustvu ne moZe odrediti.

Uvod

Hidroksi areni predstavljaju jedinjenja koja lako podlezu oksidaciji
vodonik peroksidom. Ovu reakciju, €iji su krajnji proizvodi jedinjenja tipa
hinhidrona, ubrzava mala (kataliticka) koli¢ina pojedinih metala, (Pine et
al. 1984). Ova Cinjenica predstavlja osnovni preduslov za njihovo odredi -
vanje kinetickom metodom.

Mnoge kineticke metode za odredivanje mikrokoli¢ina metala se zas -
nivaju na reakcijama oksidacije organskih supstrata, (Miti¢ et al. 1997).
Tako se, na primer, paladijum moZe odrediti oksidacijom 1-amino-2-
naftol-4-sulfonske kiseline vodonik peroksidom u koncentraciji od samo 4
ng/cm?, (Vajgand et al. 1975). Kako oksidacija ovakvih organskih jedin-
jenja vodi stvaranju obojenih, uglavnom kondenzacionih proizvoda, to se
pracenje kinetike oksidacije vr$i spektrofotometrijski, (Yatsimirskij 1966;
Peshkova & Gromova 1976).

Metoda prezentovana u ovom radu se bazira na katalitickom dejstvu
jona bakra(IT) na oksidaciju fenolnih jedinjenja (hidrohinon, rezorcinol, pi -
rogalol, 2-naftol) vodonik peroksidom u vodenom rastvoru, u cilju njego -
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vog kvantitativnog odredivanja. Oksidacija npr. hidrohinona odvija se slo-
bodno-radikalskim mehanizmom (Vollhardt, Schore 1996), pri ¢emu nas-
taje benzohinon. Ovaj hinon dalje reaguje sa ekvimolarnom koli¢inom
neizreagovanog hidrohinona, dajuci kondenzacioni proizvod Zute boje — hi-
nhidron.

Eksperimentalni deo 1 metoda

Sve upotrebljene hemikalije bile su pro analysi kvaliteta i koriS¢ene
su bez prethodnog preciséavanja.

Vodonik peroksid koncentracije 1.50 mol/dm? napravljen je razblaZi-
vanjem odgovarajuce koli¢ine komercijalnog 30%-nog rastvora, destilova-
nom vodom. Ta¢na koncentracija vodonik peroksida odredivana je svakog
dana, standardnom volumetrijskom metodom (titracijom joda koji se oslo-
bodi u reakciji vodonik peroksida i kalijum jodida u kiseloj sredini, natri-
jum tiosulfatom koncentracije 0.1 mol/dm?, uz skrob kao indikator
(Kolthoff 1951).

Rastvori hidroksi arena koncentracije 2102 mol/dm?, dobijeni rastva-
ranjem tacne (izraCunate) mase hidroksi arena u destilovanoj vodi, ¢uvani
su u normalnim sudovima obloZenim aluminijumskom folijom (zastita od
svetlosti) i zatvoreni parafilmom (zastita od vazdusnog kiseonika). Rastvo-
ri su koris¢eni odmah nakon pripremanja.

Rastvor bakra ima pocetnu koncentraciju metala od 50 g/cm?.

Za sva spektrofotometrijska merenja koriSéen je spektrofotometar
GBC UV-VIS, model Cintra 10 sa kvarcnim kivetama optickog puta 1 cm.
Sva merenje vrSena su na sobnoj temperaturi (oko 25°C), bez prethodnog
termostatiranja.

Merenja se vrie na slede¢i na¢in: izmeri se pipetom 5 cm?® rastvora
hidroksi arena u erlenmajer, i doda odgovarajuéa zapremina destilovane
vode. Hronometar se tada ukljuci, i odmah zatim doda 10 cm? rastvora
vodonik peroksida, i odredena zapremina rastvora bakra (0.5-5 cm® sa
koracima od po 0.5 odnosno 1 cm?). Nakon isteka 1 minuta snima se
promena apsorbance u toku prvih 10 minuta, na prethodno odredenoj talas-
noj duZzini (oko 450 nm). Ukupna zapremina rastvora bakra i destilovane
vode iznosi 10 cm?, dok ukupna zapremina rastvora iznosi 25 cm?®. Kon-
centracije svake vrste u momentu mesanja iznose: hidroksi aren 410~ mol
dm™3; vodonik peroksid 0.6 mol dm~3; bakar od 1 g cm™ do 10 g cm™.

U toku reakcije, bezbojna reakciona smeSa postepeno poprima Zutu
boju koja potice od vec pomenutog hinhidrona. Snimanjem UV-VIS spek-
tra pocetnog rastvora i rastvora nakon 10 minuta odredjena je optimalna
talasna duZina za pracenje kinetike ove reakcije (navedena je kod svakog
postupka).
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Rezultati 1 diskusija

Hidrohinon

Sistem hidrohinon-vodonikperoksid-bakar je pokazao relativno dobre
rezultate, $to omo%uéava odredivanje bakra ovom metodom u koncentraciji
od 2 do 10 g/cm™. Spektrofotometrijsko vremensko skeniranje radeno je
na 450 nm, 5 minuta. Promena koncentracije proizvoda u jedinici vremena
(brzina reakcije) zavisi od koncentracije bakra, pa dobijene prave imaju ra-
zli¢ite nagibe (tgy). Ova zavisnost se linearno povecava sa povecanjem po-
Cetne koncentracije bakra, kao Sto je prikazano na slici 1.

> | 3 3 Slika 1.
2 0.454 C hidrohinon = 4-10 “mol dm 3 Zavisnost brzine
Cvodonik peroksid = 0.6 mol dm' reakcije od
_ koncentracije bakra u
sistemu hidrohinon-
0.40+ vodonikperoksid-bakar
Figure 1.

0.35 Dependence of the
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copper concentration
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Relativna greSka pri koriSéenju ove metode iznosi do 3%, tako da se
bakar moZe ovom metodom precizno odrediti u koncentracijama od 2 do
10 g/cm?.

Rezorcinol

Sistem rezorcinol-vodonikperoksid-bakar se moZe upotrebiti za odre-
divanje bakra u koncentraciji od 1-10 g/cm?3. Spektrofotometrijsko skenira-
nje radeno je na 455 nm, 10 minuta. Zavisnost nagiba pravih (brzine reakcije)
od koncentracije bakra u navedenom sistemu prikazana je na slici 2.

Relativna greSka pri koriScenju ovog sistema za odredjivanje bakra
iznosi od 2% za vise koncentracije, do 13% za niZe koncentracije bakra.
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; Slika 2.
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Rezultati dobijeni u ovom slucaju nisu u saglasnosti sa ocekivanim.
Promena apsorbance sa vremenom jeste linearna, ali ne dolazi do promena
nagiba pravih, tako da se ova metoda ne moZe nazvati kinetickom. Me-
dutim, ovaj sistem je dao vrlo dobre rezultate, jer se merenjem apsorbance
rastvora nakon deset (pa i manje) minuta moZe odrediti sadrZaj bakra sa
relativno velikom preciznoscu.

Vremensko skeniranje radeno je na 410 nm, 10 minuta. PoCetne kon-
centracije bakra su varirane od 1 do 10 g/cm?. Na slici 3 prikazano je li-
nearno povecanje srednje vrednosti apsorbance (dobijene usrednjavanjem
apsorbanci izmerenih na svakih 60 s) u zavisnosti od koncentracije bakra.

Relativna greska pri odredivanju bakra ovom metodom je mala i iz-
nosi oko 0.03% za koncentracije preko 10 g/cm?, dok za koncentracije od
1 g/cm? iznosi oko 8%.

Pirogalol

Kod sistema sa pirogalolom nije uocena adekvatna zavisnost nagiba
krive (ili vrednosti apsorbance nakon izvesnog vremena) od pocetne kon-
centracije bakra, tako da se ovaj sistem ne moZe primeniti za njegovo kva-
ntitativno odredjivanje. Vremensko skeniranje je radeno na 455 nm, 10
minuta. Mogudi i najverovatniji razlog ovakvom ponaSanju je izuzetna nes-
tabilnost pirogalola prema vazdu$nom kiseoniku, koji ga lako moZe oksi-
dovati do Zutog hinona.
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- Slika 3.
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Izvesna odstupanja od idealne linearnosti kod svih sistema mogu biti
uzrokovana i promenom temperature (sistem je bio netermostatiran). Po-
znato je da vrlo mala promena temperature jako menja brzinu ovakvih re-
akcija (Miti¢ et al. 1997)

Platina, nikl, cink, kobalt, hrom, mangan, olovo, kalaj, titan, Ziva i
arsen u koncentraciji koja je 10 puta viSa ne uti€u na brzinu reakcije, tj.
ne dolazi do promena nagiba prave u njihovom prisustvu. Niska koncen-
tracija gvozda ubrzava ovu reakciju mnogo puta, tako da se u njegovom
prisustvu bakar ne moZe kvantitativno odrediti.

Zakljucak

PredloZene metode za odredivanje mikrokoli¢ina Cu®* na bazi njego-
vog katalitickog dejstva na reakciju oksidacije hidrohinona, rezorcinola i
2-naftola vodonik peroksidom dale su zadovoljavajuce rezultate u pogledu
preciznosti i reproduktivnosti.

Bakar se najpreciznije mozZe odrediti koristeci sistem sa hidrohino-
nom, pri ¢emu relativna greSka iznosi maksimalno 3% za izuzetno niske
koncentracije bakra (2 g/cm?). Metoda sa rezorcinolom ima gresku do 13%
$to je Cini pogodnom za odredivanje bakra u koncentracijama iznad 5
g/em3. Koristeéi 2-naftol kao supstrat, bakar se moZe odrediti u koncen-
traciji od 1 g/cm? rastvora (sa relativnom greSkom oko 8%) do koncen-
tracije od 10 g/cm? rastvora (sa relativnom greskom oko 0.03%). Bakar se
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ne moze kvantitativno odrediti koriste¢i pirogalol kao organski supstrat
usled izrazite nestabilnosti pirogalola prema svetlosti i vazduSnom
kiseoniku.

Sve metode su ocenjene kao relativno selektivne, dok prisustvo gvo-
7da u vrlo niskim koncentracijama jako ubrzava reakciju.
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Filip Bihelovi¢

Using the Reaction of Oxidation Mono-, Bi- and Tri
hydroxy Arens with Hydrogen Peroxide in Determination of
Microamount of Copper

Using the reaction of oxidation mono-, bi- and tri-hydroxy benzene
with hydrogen peroxide in determination of microamount of copper in the
concentration range from 1 to 10 g/cm® has been examined. The method
gave good results with hydroquinone, resorcinol and 2-naphthol, while the
results with pyrogallol are bad and unrepresentative.

The kinetic method for copper determination with hydroquinone is
useful in the range from 2 g/cm? (the relative error is 3%) to 10 g/cm?
(the relative error is 1%).

The method based on the oxidation of resorcinol with hydrogen per-
oxide is useful, but has a higher relative error than the method with hy-
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droquinone. Namely, the relative error is from 2 to 13% for concentration
of copper from 10 to 1 g/cm? respectively.

2-Naphthol is also good for use as an organic substrate in copper de-
termination with the relative error from 8%, for smaller concentrations, to
0.03% for higher concentrations.

Using these methods, copper can be determinated in the presence of
10-fold amounts of platinum, nickel, beryllium, zinc, cobalt, chromium,
manganese, lead, tin, mercury and arsenic, until the presence of small con-
centration of titanium make the determination of copper completely impos-
sible, because of forming orange peroxytitanyl complex, which absorb at
450 nm. Selenium inhibits this reaction, while the presence of ultramicro
amounts of iron has a strong accelerating effect, so that copper couldn’t
be determinated in its presence.
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Filip Petronijevic¢

Ispitivanje uticaja gvozdenog eksera na
promenu hemijskog sastava jabuke

Ispitivano je dejstvo gvozdenog eksera na promenu sadrZaja organskih i neorgan-
skih materija u plodu domace jabuke. Ideja autora bila je da razmotri osnovanost
jednog narodnog recepta za lecenje anemije, prema kojem oboleli koriste u
ishrani jabuke u kojima je izvesno vreme stajao gvozdeni ekser. U eksperimentu
Jje u plodove jabuke, u trajanju od jednog do Sest dana, postavljan gvozdeni ekser
i ispitivane promene hemijskog sastava ploda u zavisnosti od duZine vremena izla-
ganja. Dobijeni rezultati ukazuju da koriscenje ovakvih jabuka u leCenju malok-
rvnosti ne mora da bude bez osnova.

Uvod

Nedostatak gvozda u organizmu moZe izazvati razna oboljenja. Jedno
od njih je anemija (malokrvnost), patolosko stanje u kome dolazi do sman -
jenja ukupne mase eritrocita (crvenih krvnih zrnaca) i do 45%. U narodnoj
medicini poznato je da se ovaj oblik anemije, uzrokovan nedostatkom gvo -
zda, moZe nadoknaditi koriS€enjem u ishrani jabuka u kojima je izvesno
vreme stajao gvozdeni ekser. Inace, pored nedostatka gvozda, uzroci nas -
tanka ove bolesti mogu biti razna trovanja, krvarenja, nedostatak bakra,
esencijalnih belancevina, avitaminoza B12 (perniciozna anemija), nepravi -
lan oblik crvenih krvnih zrnaca (npr. srpasta anemija), itd. (Stevanovi¢ et
al. 1972; Nikoli¢ 1982).

GvoZde je makro i mikroelement. U organizmu ucestvuje u mnogo -
brojnim procesima i njegove fizioloske funkcije poti¢u od osobine da for -
mira komplekse helatnog tipa, kao i mogucnosti da menja valentnost:

Fe’* > Fe** +e,0=-077V

GvoZde ulazi u sastav katalitickih centara mnogih oksidoredukcionih ~ Fillip Petronijevic
(1982), Cacak,

. . . . . . . . Nestora Belica 3,
peroksidaze. Citohromi su sastavni delovi respiratornog i fotosintetskog la -  yeenik 3. razreda

nca za transport elektrona. Gimnazije u Cacku

fermenata. U obliku heminske grupe ulaze u sastav citohroma, katalaze i
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Mehanizam apsorpcije gvozda zapoCinje njegovom oksidacijom od
elementarnog do dvovalentnog i trovalentnog stanja:

Fel — Fe?t + 2e-, Q=404 V
Fe0 — Fe3* + 3e, ¢®=+004V

a zatim se vrsi usvajanje ovog elementa u obliku jona ili kompleksnih stru-
ktura (helati). Kalcijum, magnezijum i kalijum usporavaju usvajanje gvo-
Zda zbog antagonistickog dejstva, a fosfatni jon zbog taloZenja. Visoke pH
vrednosti (bazna sredina) i dobri aeracioni uslovi oteZavaju apsorpciju, jer
istovremeno olakSavaju oksidaciju Fe2+?Fe3+, a trovalentno gvozde se spo-
rije usvaja (Stojanovi¢ et al.1982).

Apsorbovano gvozde (Fe?* i Fe3*) stvara &itav niz kompleksnih jed-
injenja u kojima se kao ligandi pojavljuju brojna organska jedinjenja (vi-
tamini, organske kiseline). Od ovih jedinjenja su najznacajniji vitamin C
(L-askorbinska kiselina) i limunska (citratna) kiselina. L-askorbinska i de-
hidroaskorbinska kiselina lako prelaze jedna u drugu, a proces kataliSe pri-
sutno gvozde. Dehidroaskorbinska kiselina ima sposobnost da u prisustvu
gvozda prelazi u derivate koji nemaju vitaminska svojstva ( Dzamic¢ 1978).

Kompleks gvozda sa limunskom kiselinom uslovljen je strukturom i
strukturnim osobinama ove kiseline, odnosno vrednostima njenih konstanti
disocijacije koje iznose: pKa; = 3.08, pKa; = 4.74, pKaz = 5.40. Kao §to
se moZe videti na osnovu vrednosti ovih konstanti disocijacije, limunska
kiselina spada u red umerenih kiselina, $to je znacajno za njenu sposobnost
da gradi kompleksne strukture sa jonima gvozda.

Joni gvozda, usled hidrolize u vodenom rastvoru, reaguju bazno i uti-
¢u na poveéanje pH vrednosti sredine. Kao posledica ovog procesa dolazi
do razgradnje pektina na svoje komponente: D-galakturonsku kiselinu, D-
galaktopiranozu i L-arabinofuranozu. Pektin je smeSa polisaharida koji, za-
jedno sa skrobom i celulozom, ucestvuje u izgradnji éelijskog zida (Lajsi¢
1998).

Eksperiment

Eksperiment je izveden sa plodovima jabuke (Malus domestica L.). U
plodove jabuke zabodeni su gvozdeni ekseri ¢ija je dodrna povrSina izno-
sila oko 2.8 cm?. Ekseri su prethodno oiiéeni kuvanjem u razblaZenoj
hlorovodoni¢noj kselini, a zatim ispirani etanolom i destilovanom vodom.
Uzorci su podeljeni u sedam grupa, oznacenih respektivno od FO do F6,
prema vremenu (izraZenom u danima) izlaganja plodova jabuke dejstvu
gvozdenog eksera. Nakon toga su homogenizovani i kori§ceni za odredi-
vanje sledeéih parametara:

1. vitamin C — metoda po Tilmansu (Tillmans) (DZami¢ 1975)
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2. ukupni redukujuéi Seéeri — metoda po Bertrandu (Bertrand)
(Dzami¢ 1975)

3. saharoza — metoda po Bertrandu, posle inverzije uzorka sa koncen-
trovanom HCIl (Dzami¢ 1975)

4. pektin — metodom po Ludkeu i Felzeru (Liidke, Felser) (DZami¢
1975)

5. ukupan organski azot — mikro-kjeldalovom metodom (Rakocevié
1997)

6. fosfati-kolorimetrijskom metodom (sa amonijum-molibdatom i ka-
laj (IT)-hloridom)

7. sadrZaj mikroelemenata (gvozde, cink, bakar, mangan, kadmijum,
olovo, hrom)-metodom atomske apsorpcione spektrofotometrije,
posle koncentrovanja uzorka do 1/5 prvobitne zapremine

8. sadrzaj kalijuma i natrijuma — plamenofotometrijski (Rakocevié
1997)

9. ukupna koncentracija sulfata — nefelometrijski (nakon tretiranja
uzorka sa glicerinom) koli¢ina kalcijuma — kompleksometrijski,
posle kuvanja uzorka sa rastvorom urotropina (Rakocevi¢ 1997)

Kao referentni uzorak (uzorak oznacen sa FO) koriscen je plod jabuke
u kome nije bio postavljen gvozdeni ekser.

U ekseru su, standardnim metodama, odredeni sledeci parametri: pro-
cenat ugljenika (0.12%), mangana (0.4%), gvozda (99%), sumpora
(0.04%), fosfora (0.04%) i silicijuma (0.21%).

Rezultati 1 diskusija

Rezultati analiza prikazani su u tabeli 1. Brojevi u oznakama F1 do
F6 predstavljaju vreme u danima koliko je ekser stajao u plodu jabuke.
Sve vreme eksperimenta uzorci su drZani u mraku pri sobnoj temperaturi.

Kao $to se vidi, sadrzaj gvozda se povecava u odnosu na ’referentnu’
vrednost (uzorak FO; 0 mg/g), sto je uslovljeno elktrohemijskim procesima
rastvaranja’ gvoZda, pri ¢emu nastali joni gvozda (Fe’* i Fe**) prelaze u
jabucnu pulpu i grade odgovaraju¢a kompleksna jedinjenja sa vitaminima
i organskim kiselinama.

Uocava se povecanje koncentracije ukupnih redukujucih Secera. Jedan
od razloga za to bi mogao da bude razlaganje pektina u prisustvu slobod-
nih jona gvoZda koji stvaraju alkalnu sredinu.

U svim uzorcima koji su bili izloZeni dejstvu gvozdenog eksera (uzo-
rci F1-F6) test na pektin do je negtivnu reakciju (0%). Koli¢ina pektinskih
materija u kontrolnom plodu iznosila je 15 procenata od ukupne mase.
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Sadrzaj saharoze najpre opada u odnosu na pocetnu vrednost (uzorci
F1 i F2), a zatim se povecava. Objasnjenje za ovo je sledece: kada se u
plodu jabuke nagomila dovoljna koli¢ina jona gvoZda, dolazi do razgradnje
polisaharida na manje jedinice (mono- i disaharide), pri ¢emu se sadrZaj
prostih Secera povecava.

Koncentracija vitamina C opada sa vremenom izloZenosti ploda gvo-
zdenom ekseru, jer se u prisustvu gvozda L-askorbinska kiselina oksiduje
(Dzami¢ 1976). Osim toga, vitamin C sa jonima gvozda(Il) i gvozda(IIl)
gradi komplekse helatne strukture. Ovo je takode pokazano time $to su
snimljeni UV-spektri rastvora vitamina C u kojima je 32 Casa stajao gvo-
zdeni ekser. Pojava karakteristi¢nih traka stepenicastog oblika je dokaz za
formiranje pomenutih kompleksa (LajSi¢ et al. 1998).

Koli¢ina organskog azota (a time i koliCina proteina) se smanjuje, jer
gvozde kataliSe reakciju raspdanja azotnih organskih jedinjenja, pri ¢emu
se taj azot pojavljuje u neorgnskom obliku (ntritni i nitratni joni).

Merenja u ovom eksperimentu nisu dovoljno pouzdana (izostaje pro-
cena greske), pa se ne mogu diskutovati promene onih parametara za koje
su karakteristicne niske koncentracije. Ipak, uocava se i trend povecanja
koli¢ine mangana, $to je najverovatnije usled prelaska jona mangana iz ek-
sera (u kome je procenat ovog elementa bio 0.4%) u pulpu jabuke. Isto se
uocava da se koli¢ina fosfata se najpre povecava (uzorci F1 i F2), a potom
smanjuje, verovatno usled nagomilavanja gvozda i taloZenja fosfata u obli-
ku gvozde-fosfata (Stojanovi¢ er al.1989).

Zakljucak

Osnovni zakljuCak eksperimenta je da evidentno dolazi do povecanja
koli¢ine gvozda u pulpi jabuke sa vremenom njene izloZenosti gvozdenom
ekseru. Iz rezultata eksperimenta takode se uocava i sledede:

— dolazi do poveéanja sadrzaja redukujuéih Secera i saharoze (posle-

dica raspadanja pektinskih materija)

— sadrzaj vitamina C se smanjuje

— procenat organskog azota se smanjuje

Dakle, moZe se zakljuciti da upotreba plodova jabuke u ishrani, u ko-
jima je nekoliko dana stajao gvozdeni ekser, moZe dati pozitivne rezultate
u lecenju nekih oblika anemije.
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Filip Petronijevic¢

The Effect of Iron Nail on the Change of the Chemical
Content in Apple

The aim of this paper was to examine the effect of iron nail on the
change of organic and nonorganic substances content in apple ( Malus do-
mestica L.). The idea was to prove the ’chemical reasons’ of usage of such
apples in folk medicine, as remedy for the anaemia. The causes of this
illness are different, but the most striking is decreases of iron content. In
our experiment we examined the content of iron, and other substances, as
a function of time length of holding the nail in an apple.

As the experiment shows, the concentration of iron increases very
much, while the contents of other metals decrease. Further, the concentra -
tions of reducible carbohydrates and sacharose are increased (because of
the decaying of pectin materials), and the content of vitamin C is decre -
ased, as well as the percentage of organic nitrogen. During these processes

the chelate type complexes are formed, where the central ion is iron (Fe 2*,

Fe3*).
It can be stated that usage of these apples (in which was put an iron
nail) in food can give results in curing some forms of anaemia.
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