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Ucinak iona Na*, K" i (CHs),N" na protonom spregnuti prijelaz elektrona (PCET) u reakciji askorbata
s heksacijanoferat(lll) ionom u vodi ukazuje na utjecaj kationa na dvostruko elektronsko/protonsko
tuneliranje u PCET procesu, $to kod vecih koncentracija kationa moze dovesti do “ekstenzivnog”
tuneliranja. Dobiveni uvidi obuhvacaju, uz ostalo: a) opazanje primarnog kinetickog solnog ucinka
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porastom koncentracije Kkationa; d) izotopnu razliku Arrheniusovih predeksponencijalnin faktora
An/Ap = 2,3 kod 0,5 mol dm® Na*, u odnosu na A./Ap = 0,97 u vodi bez dodatka iona; €) izotopnu
razliku aktivacijskih entalpija AAH*(D,0/H,0) = 1,3 kJ/mol u prisutnosti 0,5 mol dm™ Na* iona, koja
se zna¢ajno razlikuje od semiklasi¢no predvidenog iznosa, kao i od AAH*(D,0/H,0) = 3,9 ki/mol u
vodi bez dodatka iona. Rezultati su raspravljeni s obzirom na pretpostavljeni pocetni trimolekularni
asocijacijski kompleks u toj reakciji, koji bi se sastojao od redoks para i kationa, unutar kojega bi se
kation mogao naci u neposrednoj blizini aktiviranog kompleksa. OpaZanje “ekstenzivnog” tuneliranja
protona je objaSnjeno primjenom modela za tuneliranje koji polazi od Marcusove teorije
(Marcusianski model tuneliranja), uz pretpostavku da je dinamika solvatnog kaveza sli¢na onoj u
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The effects of Na*, K™ and (CH3), N* observed in the proton coupled electron transfer (PCET) reaction
of ascorbate monoanion with hexacyanoferrate(ll1) ion in water suggest an influence of the cations on
the proton/electron double tunnelling event in the PCET process, which can lead to the extensive
tunnelling in the presence of higher concentrations of cations. The evidence comprised, among others:
a) observation of the primary kinetic salt effect at low ion concentrations and the linear dependence of
the rate constant on the cation concentration in the presence of higher salt concentrations; b) kinetic
isotope effect and thermochemical analysis involving the comparison of driving forces for the
sequential ET/PT or PT/ET pathways with the observed activation free energy in the reaction, which
strongly suggests a PCET reaction; c) change of kinetic isotope effect (KIE) from kp/kp = 4.6 in the
absence of ions to ky/kp = 3.3 in the presence of 1.0 mol dm™ Na*, where KIE decreases linearly with
the increase of cation concentration; d) the isotope effects on Arrhenius pre-factor Ag/Ap = 2.3 at 0.5
mol dm™ Na*, which differs from the Ay/Ap = 0.97 in the absence of cations; €) isotope difference in
the enthalpies of activation AAH*(D,0/H,0) = 1.3 kJ/mol in the presence of 0.5 mol dm™ Na*, which
differs markedly from the expected semiclassical value, and also from the AAH*(D,0/H,0) = 3.9
kJ/mol in the absence of added cations. The results are discussed in terms of termolecular encounter
complex consisting of redox partners and the cation, where the cation can be found in a near proximity
of the reaction activated complex. The observation of “extensive” tunnelling in the reaction has been
explained applying a ,,Marcus-like tunneling® model for hydrogen tunnelling, where a solvent-cage
dynamics similar to that in an enzyme active site is assumed, in accordance with existing theoretical
predictions.
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1. UvOD

Reakcije spregnutog prijelaza elektrona i protona (proton coupled electron transfer - PCET)
su reakcije u kojima dolazi do uskladenog prijelaza elektrona i protona u jednom reakcijskom
stupnju."** Ove reakcije imaju vitalnu ulogu u velikom broju vaznih biologkih procesa, kao
Sto su fotosinteza, disanje i brojne enzimske reakcije.’* Smatra se da veliki broj procesa u
biologiji uopée ne bi bio mogu¢ bez sprezanja elektrona i protona. Osim toga, reakcije
spregnutog prijelaza elektrona i protona su zastupljene i u brojnim kemijskim,
elektrokemijskim i drugim heterosustavima kao 3to su filmovi i nanostrukture.® Po uzoru na
PCET reakcije u fotosustavu II se razvijaju nove vrste solarnih gorivih éelija.> Stoga se danas

1,3,4,6-9 : 2,5,10-13

PCET naveliko istrazuje i eksperimentalno i teorijski.

Reakcije u kojima dolazi do spregnutog prijelaza elektrona i protona (PCET) imaju odredene
zajednicke karakteristike s reakcijama prijelaza elektrona (electron transfer - ET) i reakcijama
prijelaza protona (proton transfer - PT).** U svakoj od navedenih reakcija dolazi do
preraspodjele naboja, koju prati znacajno sprezanje s okolnim medijem. Ve¢ dugo je poznato
da prisutnost iona zna¢ajno utjeée na reakcije prijelaza elektrona.'**® Medutim, utjecaj iona na
PCET reakcije do danas je vrlo malo ispitan, iako su ioni prisutni u velikom broju bioloskih 1
kemijskih PCET sustava. Ca*" i CI” ioni su sastavni dio OEC kompleksa (oxygen evolving
complex) u fotosustavu Il, u kojemu u nizu PCET procesa dolazi do oksidacije vode do
kisika.’*?° Fe** ion je prisutan u 8 podjedinici enzima ribonukleotid reduktaze, koji sudjeluje
u replikaciji DNA.** Nedavno su objavljena poletna teorijska istraZivanja o utjecaju
koordiniranih kationa na mehanizam PCET reakcije u acilamidnim jedinicama, koja
predvidaju utjecaj kationa na reakcijski mehanizam.?*? U sklopu istrazivanja utjecaja
enzimske dinamike na uginkovitost tuneliranja protona,?*?®
(PCET) izmedu NADPH i dihidrofolata, koju katalizira enzim dihidrofolat reduktaza utvrdeno

u reakciji prijelaza hidrida

je da promjena ionske jakosti utjece i na brzinu i na kineticki izotopni u¢inak reakcije, $to se

v . . v . . . 27
tumaci kao utjecaj na u¢inkovitost tuneliranja.

Cilj 1 svrha ove disertacije je istraziti a) utjecu li ioni na mehanizam PCET reakcije, te b)
razliite manifestacije tog fenomena. Pretpostavka od koje se polazi je da ioni utjeCu na
temeljne karakteristike PCET reakcije. S obzirom da u PCET reakciji dolazi do prijelaza
elektrona i protona, tijekom reakcije dolazi do promjene u raspodjeli naboja. Stoga je moguce

ocekivati da bi prisutnost iona u blizini reakcijskog aktiviranog kompleksa mogla utjecati na
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reakciju. U prilog polaznoj pretpostavci ide 1 €injenica da PCET reakcije, isto kao i reakcije
prijelaza elektrona, znatajno ovise o okolidu,>*? &ija svojstva takoder ovise o prisutnosti iona.
Utjecaj iona na PCET reakciju mogao bi se manifestirati kao promjena brzine, kinetickog

izotopnog ucinka 1 aktivacijskih parametara reakcije.

U disertaciji je prikazano istrazivanje kinetike 1 mehanizma interakcije askorbata i
heksacijanoferat(l11) iona u vodi i u smjesama otapala koje imaju manju polarnost. S obzirom
da ispitivana reakcija ukljuc¢uje dva anionska reaktanta, u sklopu ovog istrazivanja ispituje se
utjecaj kationa na PCET reakciju. Ispitivanja su provedena kod male ionske jakosti, te u

prisutnosti ve¢ih koncentracija kationa.

Istrazivanje utjecaja kationa na navedenu reakciju pruza dodatni uvid u temeljne
karakteristike PCET procesa. Osim toga, mogao bi doprinijeti razumijevanju vaznih bioloskih
procesa, kao $to je oksidacija vode do kisika u OEC kompleksu fotosustava II, koji u blizini
reakcijskog centra sadrzava ione. Dobiveni kineticki i aktivacijski parametri (Arrheniusovi
eksponencijalni i predeksponencijalni parametri) daju uvid u dinamicke karakteristike procesa
u solvatnom kavezu, kao i uvid u eventualne sli¢nosti s enzimskim reakcijama, $to je osobito

fundamentalno pitanje.

Proucavanje kinetike i mehanizma ove reakcije ukljucuje standardne kineticke metode za
odredivanje konstanti brzina reakcije u razli¢itim reakcijskim uvjetima, primjenom UV-Vis

spektrofotometrije, pH-metrije i drugih metoda.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Reakcije spregnutog prijelaza elektrona i protona - PCET

PCET reakcije prema opcoj definiciji obuhvacaju sve reakcije u kojima dolazi do prijelaza
elektrona i protona.” Reakcije u kojima elektron i proton prelaze izmedu istog donora i
akceptora tj. reakcije prijelaza atoma vodika - HAT (hydrogen atom transfer) reakcije - su se
intenzivno proucavale zadnjih sto godina zbog svoje velike zastupljenosti i znacaja u
kemijskim i u biologkim sustavima.>® Prijelaz elektrona i protona moZe se odvijati spregnuto
(uskladeno) u jednom reakcijskom stupnju ili stupnjevito (prvo dolazi do prijelaza protona,
nakon &ega slijedi prijelaz elektrona, PT/ET ili obratno ET/PT)." Spregnuti i stupnjeviti
procesi teorijski se obi¢no promatraju unutar jedinstvenog okvira, bez obzira na znacajne

razlike u mehanizmu.®

Zadnjih se godina termin PCET uobicajeno odnosi na spregnuti prijelaz elektrona i protona.
Unutar ovog podrucja jo§ uvijek nema jedinstvenog dogovora u svezi s nomenklaturom.
PCET reakcije (spregnuti prijelaz elektrona i protona) se vrlo Cesto dijele na HAT reakcije
(HAT kao podvrsta PCET-a) u kojima elektron i proton prelaze izmedu istog donora i
akceptora (A-H + B — A + H-B), te na PCET reakcije u uzem smislu, u kojima elektron i
proton prelaze izmedu razli¢itih donora i akceptora (AH-B + C* — A-BH* + C).® Prema
podjeli koju je uveo Nocera,* PCET reakcije se mogu podijeliti na jednosmjerne i dvosmjerne
reakcije, s obzirom na akceptor protona. Jednosmjerne PCET reakcije su one u kojima
elektron i proton prelaze na isti akceptor, a dvosmjerne one u kojima elektron i proton prelaze
na razlicite akceptore. Dvosmjerni PCET procesi su vrlo zastupljeni u bioloSkim sustavima, u
kojima je prijelaz elektrona na velike udaljenosti spregnut s prijelazom protona na male
udaljenosti. Za jednosmjerni PCET koriste se jo§ i nazivi CEP? (concerted electron-proton
transfer), EPT*'? (electron-proton transfer), CPET"? (concerted proton-electron transfer) i
ETPT™ (concerted electron transfer proton transfer), te za dvosmjerni PCET nazivi CEP®
(bidirectional concerted electron-proton transfer) i MS-EPT® (multiple site electron-proton
transfer). U PCET reakcije ubrajaju se i reakcije u kojima dolazi do prijelaza 2e/1H", tj.

reakcije prijelaza hidrida.»

Temeljne karakteristike PCET procesa su prijelaz elektrona i protona u jednom reakcijskom
stupnju, te izravno sprezanje elektrona i protona u procesu.** Koncept sprezanja elektrona i

protona ve¢ je dugo poznat u termodinami¢kom smislu.* Pourbaix je 1950.-ih uveo u
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primjenu dijagram koji prikazuje ovisnost redoks potencijala o pH. Westheimer je 1949. na
temelju kinetickog izotopnog ucinka (kinetic isotope effect — KIE) utvrdio sprezanje protona s
redoks procesom u reakciji oksidacije alkohola s kromnom kiselinom. Analiza KIE je
postupno postala standardna metoda za analizu organskih, anorganskih i enzimskih reakcija
koje ukljucuju elektron i proton. Spregnuti prijelaz elektrona i protona (PCET) je po prvi put
kao reakcijski mehanizam predlozio T. J. Meyer 1981. godine za reakciju komproporcionacije
rutenijevih bipiridilnih kompleksa, u kojoj je izmjeren kineti¢ki izotopni u¢inak ky/kp =16,1.%°
Pocetkom 1990.-tih Nocera i sur. su sintetizirali intramolekularni kompleks, u kojemu su u
otapalu niske dielektri¢ne konstante donor 1 akceptor elektrona povezani vodikovim vezama -
simetri¢ni karboksilatni solni most.® Na ovom kompleksu je utvrdena znacajna promjena
brzine ispitivane ET reakcije, uslijed promjene strukturne matrice za prijelaz protona. Tako je
prvi put izravno utvrden utjecaj protona na brzinu procesa prijelaza elektrona. Na temelju
ovih rezultata Cukier je 1994. postavio prvu PCET teoriju.®* S povijesnog stajalista, PCET

teorija se razvila iz Marcusove teorije prijelaza elektrona,®

I S njom povezanih teorija za
vibracijski dijabatni prijelaz protona.**® Kasnije, sve do danas, PCET teorija se sustavno
razvija u nizu radova. Najznacajniji doprinos imaju dvije grupe autora, predvodene s

2,13,36 | Ham meS'SCh iffer.5,10,11,12,29,37-43

Cukierom U pocetnoj Cukierovoj teoriji koordinata za
prijelaz protona se tretira kao unutarnja reorganizacija konfiguracije reaktanata.? lzraz za
konstantu brzine ukljucuje Franck-Condonovo prekrivanje protonskih vibracijskih valnih
funkcija. Cukier PCET reakciju opisuje kao dvostruki tunelski dogadaj, koji ukljucuje
tuneliranje i elektrona i protona. Kasnije Hammes-Schiffer sa sur. poopcuje ovu teoriju,
uvodenjem dvije medusobno neovisne kolektivne koordinate otapala, koje odgovaraju
prijelazu elektrona i protona.**?*3"*® Unutar ove teorije, PCET reakcija se opisuje kao skup
veceg broja reakcijskih kanala, koji se odnose na (a)dijabatne prijelaze izmedu mijeSanih

elektron-protonskih vibronskih stanja.>*

37,38

U pocetnim verzijama teorije otapalo se opisivalo

kao dielektricni kontinuum,
5,39

a kasnije se preslo na opis eksplicithog molekularnog
okolisa. Daljnja proSirenja teorije uklju¢uju dinamicke ucinke vibracijskog gibanja
kofiguracije D---H---A (D — donor, A — akceptor protona).>*® Unutar ove teorije reakcije se
dijele na HAT i PCET s obzirom na stupanj adijabatnosti prijelaza protona, gdje se HAT
odnosi na reakcije u kojima je prijelaz protona elektronski adijabatan, a PCET na reakcije u
kojima je prijelaz protona elektronski dijabatan.® Teorija se primjenjuje na reakcije u otopini i
u proteinskom okoliSu. Costentin 1 Savéant su modificirali dijelove teorije za primjenu na

elektrokemijske PCET reakcije.**
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Spregnuti (uskladeni) prijelaz elektrona i protona je zastupljen u velikom broju bioloskih,

1,4,7,8,19-21,45-52 : L1
te se stoga danas naveliko proucava.

biokemijskih i kemijskih sustava,
1323365354 posljednih deset godina broj objavljenih radova u podru¢ju PCET-a ubrzano se
povecava (broj radova se povecao desetak puta u odnosu na prethodno razdoblje). Na temelju
ovih istrazivanja utvrdeno je vrlo sloZzeno ponasanje PCET sustava. U PCET reakcijama su
izmjereni kineti¢ki izotopni u¢inci, od malih™**®’ do iznimno velikih vrijednosti, te ¢ak i
inverzni KIE.*®*° U reakcijama niza Os kompleksa s kinonima izmjereni su ,.kolosalni* KIE,
ki/ko od 180 do 400.°°°' U nekoliko sludajeva izmjerena je inverzna ovisnost KIE o
temperaturi (KIE se povecava s porastom temperature).’®*3*°%2 U velikom broju enzimskih

PCET reakcija,***>® te u manjem broju reakcija u otopini®®®

u podru¢ju oko sobne
temperature utvrdena je temperaturna neovisnost KIE 1 omjer Arrheniusovih
predeksponencijalnih faktora Ap/Ap>>1, §to nije moguée objasniti niti semiklasicnom

teorijom, niti uvodenjem Bellove korekcije tuneliranja.

Ispitan je veliki broj reakcija u kojima elektron i proton prelaze izmedu istog donora i
akceptora - HAT reakcija, %% te dvosmjernih PCET reakcija.>?®*® Na temelju ovih
istrazivanja dobiveni su uvidi u temeljne karakteristike PCET procesa. Potvrda PCET
mehanizma uobicajeno se temelji na kinetiCkom izotopnom ucinku i na termokemijskoj
analizi, uz primjenu ,kvadratne sheme“ u okviru koje se usporeduju AG® hipotetskog
pocetnog ET ili PT procesa s eksperimentalno odredenom AG*u reakciji (AG* > AG°).3’69 Na
velikom broju primjera je pokazano da se primjenom Marcusove krizne relacije (vidi
Teorijska osnovica, str. 37.) dobivaju konstante brzine u skladu s eksperimentalno izmjerenim
vrijednostima. To je potvrda, da je Marcusova teorija zaista prikladan okvir koji se moze
primjeniti i za opis PCET reakcija.*®? Brzina PCET procesa ovisi 0 standardnoj reakcijskoj
Gibbsovoj energiji, AG®. PCET proces je termodinamicki povoljniji od stupnjevitog procesa,
budu¢i da se uskladenim prijelazom elektrona i protona izbjegava nastajanje meduprodukata
visoke energije.>® Brzina tj. RT In k PCET reakcije linearno ovisi 0 AG®, u slu¢aju kada je 1
>> |[AG°."*™ U dvosmjernoj PCET reakciji tirozina s osmijevim kompleksima, AG® je
varirana promjenom redoks potencijala oksidansa, te promjenom pK, proton akceptora.”” U
oba slucaja dobivena je linearna ovisnost RT In k o AG®, s nagibom pravca 0,6. Odstupanje
nagiba pravca od teorijski predvidene vrijednosti (0,5) se tumaci uklju¢enjem pobudenih
vibronskih stanja u reakciju. Sli¢an rezultat dobiven je i u reakciji komproporcionacije Ru
kompleksa.”" U velikom broju PCET reakcija eksperimentalno je utvrdena ovisnost brzine

reakcije o pH.%®"® Kod (dvosmjernih) PCET reakcija u kojima dolazi do prijelaza protona na
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neki baziéni proton akceptor, brzina ovisi 0 pK; baze (o kojoj ovisi AG®), te je ovisnost o pH

L7273 i komputacijskom analizom.* Kod

samo prividna,” u skladu s teorijskim predvidanjima
PCET reakcija u kojima dolazi do prijelaza protona na vodu u okolnom mediju, prema
Sjodinu ovisnost brzine o pH je temeljno svojstvo PCET reakcije, te je vjerojatno posljedica
ovisnosti AG* o pH.53’67’68’74 To medutim nije opc¢e prihvacena ideja 1 tema je velikog broja
rasprava. "%’

PCET reakcija (kao i ET reakcija) se odvija na racun reorganizacije konfiguracija reaktanata i
produkata te okoliSa. Reorganizacijsku energiju, A, je moguce odrediti na temelju konstanti
brzina reakcija samoizmjene.***"® Usporedbom s reorganizacijskom energijom odgovarajuée
ET reakcije utvrdeno je da je u velikom broju slucajeva A(PCET) priblizno jednaka
MET).>**%70 Tg je posljedica dvaju suprotnih efekata: zahtjevniji prijenos dviju Gestica kod
PCET-a kompenzira se manjom vanjskom reorganizacijskom energijom, u slucaju kada
elektron i proton prelaze izmedu istog donora i akceptora, s obzirom da dolazi do manje
preraspodjele naboja. Medutim, u slu¢aju dvosmjernih PCET reakcija, kada elektron i proton
prelaze u razli¢itim smjerovima, vanjska reorganizacijska energija PCET reakcije je znatno
veéa od vanjske reorganizacijske energije usporedive ET reakcije,3?°27® t¢ ¢e PCET
mehanizam biti povoljniji jedino u slucaju znatne termodinamicke prednosti PCET
mehanizma.®®"’ Unutarnja reorganizacijska energija PCET reakcije Cesto je priblizno jednaka
zbroju reorganizacijskih energija ET-a i PT-a. Reakcije prijelaza protona izmedu
elektronegativnih atoma (O, N) u vodi se odvijaju brzinom blizu difuzijske granice, dok je
prijelaz protona s C obi¢no znatno sporiji. Prema Marcusovoj terminologiji, PT reakcije
(Marcusova teorija je primjenjena i za opis PT reakcija),”® a stoga i PCET reakcije koje
ukljucuju C-H vezu imaju znatno vecu reorganizacijsku energiju od reakcija koje ukljucuju
O-H ili N-H vezu.*® Postoje i slu¢ajevi u kojima je A(PCET) znatno veéa i od A(ET) i od
A(PT).” Pritom bi znacajnu ulogu moglo imati nastajanje prethodnog kompleksa, te dijabatni
ucinci vezani za PCET. U ovom slucaju obi¢no je povoljniji stupnjeviti mehanizam. lako
PCET proces znacajno ovisi o reorganizacijskoj energiji, utjecaj otapala na PCET reakcije
zasad je vrlo oskudno ispitan.®

Na brzinu i mehanizam PCET reakcije znacajno utjeCe i udaljenost izmedu donora i akceptora

30377176 Jginak se

protona. Pritom manja udaljenost odgovara vecoj brzini i manjem KIE.
uglavnom pripisuje utjecaju na vibronsko sprezanje, buduéi da o udaljenosti ovisi prekrivanje
protonskih vibracijskih valnih funkcija (vidi Teorijska osnovica, str. 45.). Usporedena je

brzina i KIE dviju reakcija Ru polipiridilnih kompleksa za koje je komputacijski utvrdena
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razli¢ita PT udaljenost. U reakciji kompleksa s manjom udaljenosti izmjerena je za oko red

71,76

veli¢ine veca brzina, te smanjeni KIE (11,4 vs 16,1). Nazoc¢nost vodikove veze izmedu

donora i akceptora protona, buduci da utje¢e na udaljenost, takoder ima vaznu ulogu u PCET

procesu.l Smatra se, da je u nazo¢nosti vodikove veze u prvom redu povecano sprezanje,l’s4

ali isto tako da vodikova veza moze dovesti do Smanjenja unutarnje reorganizacijske

%7 te do promjene standardne reakcijske Gibbsove energije.®* Osim toga, u PCET

energije,
reakciji metalnih kompleksa i fenola s internom vodikovom vezom utvrdeno je da dinamicki
utjecaji okoline mogu dovesti do dodatnog smanjenja udaljenosti, te do povecane vjerojatnosti
tuneliranja protona, Sto se manifestira kao znacajno povecanje brzine i smanjenje KIE (vidi
nize, str 11.).°

Ispitan je veliki broj reakcija metalnih kompleksa: Fe,>>°®%8 Cg*® Ry,?%000838 Rg o7
QsP00L70.7985 1 8687 \/-75 malih organskih molekula: fenola,?®°"%% 748889 kinona,*®% stabilnih
radikala (TEM PO'),62’65’80 biologki vaznih molekula kao §to su askorbat®®°*®" i tokoferol:* te
veliki broj slozenih sustava, npr. solni mostovi,”**% pacmanovi i Hangmanovi kompleksi.*®
Posebno velika pozornost posveéena je istrazivanju reakcija niza supstituiranih fenola s
razli¢itim metalnim kompleksima. To su uobi¢ajeno dvosmjerne PCET reakcije u kojima
dolazi do prijelaza elektrona s fenola na metalni kompleks, te do prijelaza protona s OH

68,74

skupine fenola na odredeni proton akceptor. Pritom proton prelazi ili na vodu, ili na neki

drugi proton akceptor, kao $to je npr. bazna komponenta nekog puferaSﬂ"G?’70

9,28,57,74,106,107

ili na bazu koja je
prisutna kao supstituent na fenolnom prstenu. U zadnjem slucaju, izmedu donora
1 akceptora protona je prisutna interna vodikova veza, za koju je utvrdeno da znacajno utjece
na PCET reakciju. Ovakvi sustavi posebno su zanimljivi jer oponasaju bioloSku oksidaciju

ti rozina.54’66'68’86’107'111

3 -59,99-

. e . - . v . . . .y 31 - . .
Naveliko se ispituju i1 sloZeni sustavi, kao §to su solni mostovi. Simetri¢ni~ 1 asimetri¢ni

102112 5o1ni mostovi bili su medu prvim PCET sustavima na kojima je izravno utvrden utjecaj
protona na brzinu procesa prijelaza elektrona, na temelju usporedne kineticke analize na D-
[amidinij-karboksilat]-A kompleksu i zamjenjenom D-[karboksilat-amidinij]-A kompleksu,
koji se medusobno razlikuju po strukturnoj matrici za prijelaz protona. Zamjena donora (D) 1
akceptora (A) je dovela do ubrzanja ~ 40 puta. Amidinij-karboksilatni solni mostovi s
razli¢itim donorima i akceptorima elektrona su znacajni jer po strukturi nalikuju arginin-
aspartat solnom mostu, koji je vazni strukturni motiv u biologiji.* Na temelju ovih istraZivanja

nastoji se utvrditi uloga protona u transportu elektrona kroz mrezu vodikovih veza u

proteinima. Kao elektron donori uobicajeno se koriste metalni kompleksi u pobudenom
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stanju: razli¢iti Ru(Il) bipiridilni kompleksi,’®®*® Zn(I1) porfirinski kompleksi...>*%% Na

Zn(1l) porfirinskom solnom mostu je izmjeren inverzni KIE, te inverzna ovisnost KIE o
temperaturi; kn/kp ~ 0,9 na 120 K, koji na 300 K iznosi ~ 1,2.* Ovo se tumagi unutar modela
prema kojemu ,(fluktuacije unutar vodikovog mosta dinamicki moduliraju elektronsko
sprezanje“.4'113 Inverzni kineti¢ki izotopni ucinak kod niske temperature se tumaci
ukljucenjem pobudenih stanja u reakciju, uzimajuéi u obzir njihovu termalnu napucenost. Kod
D-supstrata, uslijed manjeg razmaka izmedu vibracijskih stanja, veca je napucenost
pobudenih stanja. Povecano prekrivanje vibracijskih valnih funkcija u pobudenom stanju
pospjesuje tuneliranje elektrona, $to dovodi do vecée brzine reakcije s D u odnosu na reakciju s
H. Ovo neuobicajeno izotopno ponasanje je utvrdeno i u reakciji oksidacije ubikinola (UQH-
0) s fotoaktivnim rutenijevim bipiridilnim kompleksom.”® KIE koji je na visoj temperaturi
normalan, na niskoj temperaturi postaje inverzan (283-313 K), §to ujedno znaci i inverznu

ovisnosti KIE o temperaturi.'®®

104,105

U zadnje vrijeme poceli su se ispitivati 1 ionizirani solni

Mmostovi.

PCET u bioloskim sustavima

Svakako jedan od najvaznijih bioloskih sustava u kojemu dolazi do uskladenog prijelaza
elektrona i protona je fotosustav Il (photosystem Il - PSII), u kojemu unutar OEC kompleksa
dolazi do oksidacije vode do O, (vidi Teorijska osnovica, str 53.).1920304573114-18 girjietyra
OEC-a"*'® i mehanizam oksidacije vode u njemu jo$ nisu nedvojbeno utvrdeni. OEC je
CaMn, Klaster, koji je preko tirozina Yz povezan s klorofilom Pggy koji apsorbira svjetlosnu
energiju. Fotokemijski potaknuti ET dovodi do oksidacije Yz do neutralnog tirozil radikala
yz* 1194012 1 je vrlo vazan primjer PCET mehanizma, u kojemu je prijelaz elektrona na
veliku udaljenost, s Yz na klorofil Pggy®, spregnut s prijelazom protona na vodikovom vezom
vezani obliznji histidinski ostatak. Osim tirozina Yz, PSII sadrzi jo$ jedan redoks aktivni
tirozin, Yp, koji je takoder vezan vodikovom vezom na obliznji histidin, te se oksidira PCET
mehanizmom.'® Nastali Yz* oksidira vodu unutar OEC-a u nizu stupnjeva koji ¢ine Kokov
ciklus. Oksidacija vode do kisika u OEC-u ukljucuje niz PCET procesa, ¢ime se izbjegava
nastajanje intermedijera visoke energije.?***'?*1% Utyrdeno je da ioni Ca?**?" 131 j C| 12713213
imaju vaznu ulogu u OEC-u.

Fotosinteza u zelenim biljkama, algama i cijanobakterijama vrlo efikasno koristi Suncevu

energiju za prijetvorbu CO; i H,O u ugljikohidrate bogate energijom. Po uzoru na PSII,

nastoje se dizajnirati integrirani optoenergetski sustavi®® kao §to su molekularne nakupine,
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fotoelektrokemijske ¢éelije, nanostrukturirani sklopovi® — umjetna fotosinteza (Slika
2.1.1.).>M1%%1%8 Ognovni cilj umjetne fotosinteze je iskoristavanje solarne energije za
dobivanje spojeva bogatih energijom, s moguénoséu dugotrajne pohrane energije - solarnih
energenata. Pritom se primjenjuju isti temeljni principi kao u PSII. Klju¢na reakcija na kojoj
se temelji proizvodnja solarnih energenata je oksidacija vode do kisika. Oksidacija vode je
vrlo slozeni proces koji zahtjeva gubitak cetiri elektrona i Cetiri protona s dvije molekule
vode, povezano s nastajanjem O-O veze. U sklopu modularnog pristupa povezuje se
apsorpcija svijetla, prijelaz elektrona u pobudenom stanju (MLCT — metal to ligand charge
transfer) te PCET proces koji uklju¢uje usmjereni prijelaz elektrona na veliku udaljenost.6
Posebni zahtjev pri tome je kontrola akumulativnih prijelaza elektrona; uslijed apsorpcije
svjetla dolazi do prijelaza jednog elektrona, dok je oksidacija vode multielektronski proces.
Oksidacija vode se odvija u otopini (uz Ce(1V)) ili na elektrodi uz prisutnost molekularnog
katalizatora. Prvi dizajnirani, dobro definirani molekularni katalizator koji je primjenjen za
oksidaciju vode bio je ,,plavi dimer*, cis,cis-[(bpy)2(H20)Ru"'ORu"(H,0)(bpy).]** (bpy —
2,2"-bipiridin).>***° Osim njega, ispitana je reaktivnost velikog broja Ru polipiridilnih

kompIeksa’6,108,109,139,141-144 0516 |r137 te niz Mn51,145,146 komp|9k5a.

PCET oksidacija/redukcija tirozina je vazna i u drugim bioloskim sustavima, kao S$to je enzim
ribonukleotid reduktaza (RNR), koji katalizira redukciju nukleozid difosfata (NDP).*%47
RNR ima vitalnu ulogu u replikaciji i obnavljanju strukture DNA, i predmet je velikog broja
istrazivanja. Podetno, tirozil radikal (Y122°) nastaje u PCET reakciji s Fe"-OH, iz
dizeljezovog klastera. Potom Y122° pokrece redukciju NDP-a, oksidacijom cisteinskog
ostatka (C439) na udaljenosti od 35 A, pri ¢emu nastaje tiil radikal (S°®). Redukcija Y122°
radikala odvija se kroz niz sekvencijalnih PCET procesa, koji ukljucuju veci broj tirozinskih

ostataka.

Osim RNR, utvrdeno je da jo$ veliki broj enzima koristi PCET mehanizam: citokrom ¢

146 citokrom ¢ peroksidaza,! superoksid

oksidaza (katalizira respiratornu redukciju O,),
dismutaza (katalizira disproporcionaciju superoksida, O, i tako sprjecava oksidativne procese
koje on pokrece),! sojina lipoksigenaza (SLO),*3'*#1* dihidrofolat reduktaza (DHFR)...™* S
obzirom da u PCET reakciji male promjene u udaljenosti izmedu donora i akceptora protona
mogu dovesti do znacajne promjene u brzini reakcije, PCET mehanizam osigurava

selektivnost enzima prema supstratima.*
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bioreaktor H* H,

hidrogenaza ; :
(=

fotosinteza

Slika 2.1.1. Umjetna fotosinteza — procesi unutar PSII se oponasaju s ciljem razvoja
novih vrsta solarnih gorivih ¢elij a>

Tuneliranje protona — Marcusianski model tuneliranja

U velikom broju enzimskih reakcija aktivacije C-H veze je utvrdeno tuneliranje

24,25,151-158

protona. Proveden je veliki broj istraZivanja na enzimima: SLO,?>*43149.15%-161

DHFR, 121162183 g1k ohol dehidrogenazi,”>***** glukoza oksidazi,*** format dehidrogenazi,'®®

166 26,152,167-169

timidilat sintazi (kljuéni enzim u sintezi DNA),
152,170

morfinon reduktazi (MR),

171

aromatskoj amin dehidrogenazi, protoklorofilidnoj oksidoreduktazi...”"" Vrlo vazna tema

u ovom podrudju je utjecaj enzimske dinamike na tuneliranje protona.**"*'" QOpée
prihvadena ideja je da enzimsko gibanje utjeCe na efikasnost tuneliranja - ,tuneliranje
spregnuto s okoligem“ ili ,,vibracijski pospjeseno tuneliranje,24201°1193165176.177 1 gyim
reakcijama je tuneliranje protona utvrdeno na temelju KIE i/ili odstupanja od semiklasi¢no
predvidenih vrijednosti reakcijskih aktivacijskih parametara. Osim H/D omjera Arrheniusovih
predeksponencijalnih faktora Ap/Ap<<1 koji je moguce objasniti unutar Bellove korekcije
tuneliranja,’® u velikom broju enzimskih reakcija utvrden je omjer Ap/Ap>>1, mala razlika u
energiji aktivacije, te temperaturna neovisnost KIE u podrucju oko sobne temperature, $to nije
moguce objasniti unutar Bellovog pristupa. Ovakvi rezultati obi¢no se objasSnjavaju unutar
modela kojega su razvili Kuznetsov i Ulstrup'” za dijabatne reakcije prijelaza atoma vodika,

na temelju ranijih modela Dogonadze-a, Kuznetsova i Levicha. Knapp i Klinman*® su model

10
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prilagodili da bi objasnili veliki broj enzimskih reakcija aktivacije C-H veze. Model se temelji
na Marcusovoj teoriji prijelaza elektrona — Marcusianski model tuneliranja (prema R. A.
Marcusu).?2>1>4155180018L prema  ovom modelu prijelaz protona je kvantno-mehanicki
dogadaj, spregnut s dinamikom okolnog proteina (vidi Teorijska osnovica, str. 50.).

26,162,166,167,180 25,164 t

Proucava se utjecaj mutacija enzima, promjene temperaturnog podrucja, e
utjecaj ionske jakosti?’ na tuneliranje. U velikom broju sludajeva ove promjene dovode do
promjene temperaturne ovisnosti KIE i do promjene omjera Ay/Ap, $to se tumaci promjenom
organizacije aktivnog mjesta enzima. Jedan od najproucavanijih enzima je sojina

lipooksigenaza, koja katalizira odvajanje atoma vodika od linolenske kiseline.2>*4816!

Reakcija se odvija PCET mehanizmom,®**4°

u kojemu elektron prelazi iz z-sustava linolenske
kiseline na Zeljezo, a proton s ugljika supstrata na hidroksilni ligand kofaktora. Za nemutirani
enzim izmjeren je KIE, kn/kp=81 i Au/Ap = 18, a kod mutiranih enzima KIE od 92 do 112, te
Aw/Ap od 4 do 0,12."°

Smatra se da su proteinska dinamika i tuneliranje protona vazni i u PCET procesima u

fotosustavu 11,282

Prema Warshelu doprinos dinamickih fluktuacija okoliSa u aktivnom mjestu
enzima je sli¢an doprinosu dinamickih u¢inaka otapala unutar solvatnog kaveza u reakciji u
otopini, te enzimskoj katalizi najvise doprinose -elektrostaticki ucinci/elektrostaticka
preorganizacija.'®?

Tuneliranje protona je utvrdeno i u velikom broju PCET reakcija u otopini.‘r"r”ﬁo'ez'80le6 Prema

Johanissenu® i Pudney-u®

dinamicke fluktuacije wudaljenosti (promotivne vibracije,
kompresivni nacin vibriranja) nisu iskljuéivo svojstvo enzimskih reakcija, ve¢ su vazne i u
reakcijama u otopini. Johanissen i sur.” su primjenili modificirani Marcusianski model
tuneliranja na dvosmjernu PCET reakciju fenola s internom vodikovom vezom. Utvrdili su da
promotivne vibracije (vibracije spregnute s reakcijskom koordinatom, koje dovode do
promjene udaljenosti izmedu donora i akceptora protona) mogu dovesti do smanjenja
prevladavajuce udaljenosti izmedu donora i akceptora u reakciji u odnosu na ravnoteznu
udaljenost, te do povecane vjerojatnosti tuneliranja protona, Sto se manifestira kao znatno
povecanje brzine i smanjenje kinetickog izotopnog ucinka reakcije.

26,176,183

Scrutton i sur., u okviru istrazivanja dinamike u enzimskim reakcijama koje ukljucuju

tuneliranje protona isticu da osim udaljenosti izmedu donora i akceptora protona vaznu ulogu

ima i konstanta sile (force constant u literaturi®®>*'8

) kompresivnog moda, ky. Smatra se da
znaCajna temperaturna ovisnost KIE odrazava promotivne vibracije s malom Ky, dok

temperaturna neovisnost KIE odrazava ili promotivne vibracije s velikom Ky ili nepostojanje

11
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promotivnih vibracija spregnutih s reakcijskom koordinatom za prijelaz protona.'” Pokazali
su da smanjenje udaljenosti izmedu donora i akceptora protona (D-A) ne mora dovesti do
smanjenja KIE, buduéi da radi smanjenja D-A udaljenosti dolazi do povecanja potencijalne
konstante kompresivnog moda, ky, §to dovodi do porasta KIE.?® Na ovaj na¢in se tumadi
relativna nepromjenjivost KIE, uslijed promjene udaljenosti izmedu donora i akceptora
protona. Prema Scruttonu ukupnu reakciju potrebno je promatrati kao kombinaciju
reakcijskog smjera preko reakcijske energetske barijere 1 tuneliranja kroz barijeru.
Kompresivni nacin vibriranja moze utjecati na oba reakcijska smjera tj. moze dovesti i do
smanjenja visine 1 do smanjenja Sirine barijere. Smanjenje visine barijere povecava
vjerojatnost dostizanja prijelaznog stanja tj. vjerojatnost reakcijskog mehanizma preko
reakcijske energetske barijere. Smanjenje Sirine barijere (tj. D-A udaljenosti) povecava
vjerojatnost tuneliranja kroz barijeru. Komputacijska analiza je pokazala da kod smanjenja
Sirine barijere moze do¢i do smanjenja doprinosa reakcijskog mehanizma koji ukljucuje
tuneliranje kroz barijeru (iako je povecana vjerojatnost tuneliranja), buduci da tada postaje
povoljniji i reakcijski mehanizam preko barijere. Zasad jo$ uvijek nije moguée razlikovati jeli
povecanje brzine, povezano za kompresivni nacin vibriranja, posljedica ,,0lakSanog® prijelaza

preko barijere ili povecane vjerojatnosti tuneliranja.

2.2. Askorbinska kiselina

lako se askorbinska kiselina (vitamin C) proucava ve¢ dugi niz godina, jo§ je mnogo
nepoznanica vezano za njezina kemijska, biokemijska i bioloska svojstva.184 A. Szent-
Gyorgyi je 1928. g. izolirao tvar formule CgHgOs, koja zbog slicnih kemijskih svojstava
uronskoj kiselini dobiva ime heksuronska kiselina. Kasnije se pokazalo da je izolirana tvar
esencijalni sastojak svih do tada poznatih pripravaka s antiskorbutnim djelovanjem, pa joj je
naziv promijenjen u askorbinska kiselina. Uskoro je odredena i kemijska struktura L-
askorbinske kiseline (1933. g. Sir W. N. Haworth i A. Szent-Gyorgyi; Sir W. N. Haworth —
1937. g. Nobelova nagrada za kemiju; A. Szent-Gyorgyi — 1937. g. Nobelova nagrada za
fiziologiju i medicinu).

L-askorbinska kiselina ili 2-okso-L-treo-heksono-1,4-lakton-2,3-en-diol*®

gotovo je planarni
y-laktonski prsten, s endiolnom skupinom u susjedstvu karbonilne skupine, te s kiralnim
lancem vezanim na C(4) atom laktonskog prstena.’®®*®® Ova konjugirana struktura daje

askorbatu vrlo specifi¢na kemijska svojstva.
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HO

Slika 2.2.1. Struktura L-askorbinske kiseline

Askorbinska kiselina (H.Asc) je dvoprotonska kiselina.****¥ U prvom disocijacijskom
stupnju disocira proton s 3-OH skupine askorbinske kiseline, pri ¢emu nastaje askorbatni
monoanion (Shema 2.2.1), HAsc, koji je dobro opisan s dvije rezonancijske strukture, te je
dodatno stabiliziran intramolekularnim vodikovim vezama.’® U drugom disocijacijskom
stupnju disocira proton s 2-OH skupine askorbinske kiseline, te nastaje askorbatni dianion,
Asc”. L-askorbinska kiselina ima apsorpcijski maksimum na 242 nm (emax ~ 10800 mol

Ydm3cm™), te askorbatni monoanion na 265 Nm (emax ~ 14500 mol™*dm®cm™) u vodi.*®

-H
64,7 kJ/mol
_ (pKa = 11,34)1%0 2—
HAsc o > ASC
- e‘

69,5 kJ/mol e 1,8 kJ/mol
(E®= 0,720 V)92 (E®= 0,019 V)12
- H+
HAsc ' - L Asc =

- 2,6 kd/mol

(pKa = _0,45)191

Shema 2.2.1. Termokemijska analiza L-askorbata u vodi (uz pKa i E° su navedeni iznosi AG®
izraCunani prema izrazima: AG® = -nFE°; AG® = 2,3RTpK)

Askorbatni monoanion (askorbat) je izvrstan reducens. Oksidira se u dva oksidacijska stupnja,

pri ¢emu kao krajnji produkt nastaje dehidroaskorbinska kiselina (DHA).'®

HAsc™ 2 Asc®™ + HY + e~
2Asc®” + Ht 2 HAsc™ + DHA

Jednoelektronskom oksidacijom askorbata nastaje askorbil radikal anion, Asce’, vrlo stabilni

n-radikal, €iji je nespareni elektron delokaliziran preko visoko konjugiranog trikarbonilnog 7-

189,191,193

sustava. Identificiran je u pH podrugju od 1-13." Apsorpcijski maksimum askorbil

radikal aniona je na 360 nm (gmax ~ 3380 mol™dm3cm™) u vodi.**
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Askorbil radikal anion, nastao oksidacijom askorbata, u sljede¢em stupnju se disproporcionira
do askorbata i DHA, prema shemi koju je predlozio Bielski:'***%

2Asc®” 2 Ascs™
k
AscZ™ + H* - HAsc™ + DHA
k
AscZ™ + H,0 = HAsc™ + DHA + OH"™

Dva askorbil radikal aniona daju dimer (Asc,?), K = 10 mol™dm?, koji reagira s HsO", k; ~

10*° mol™dm?s?, ili s H,0, k, ~ 10° mol™*dmqs™. Reakcija s vodom je znatno sporija, buduci

da je voda slabiji proton donor od H3O", pa se brzina disproporcionacije naglo povecava

povecanjem kiselosti od pH 8 do 4. Odredene su konstante brzine velikog broja reakcija Asce

s nizom radikala, metalnih kompleksa, fenola, kinona...**® Askorbil radikal anion reagira i s
3.1y

O, pri &emu nastaje superoksid radikal, O,*", brzinom ~ 10% mol™*dm?3s™ sto je znatno sporije

od brzine disproporcionacije.'®

Oksidacija askorbata se moZe odvijati stupnjevito, tako da HAsc™ prvo otpusti elektron,™ pri
Gemu nastaje vrlo kiseli HAsce radikal (pKa = -0,45),"*" koji u sljede¢em stupnju brzo otpusta
proton (ET/PT) ili PCET mehanizmom, tako S§to askorbat u jednom reakcijskom stupnju
predaje i elektron i proton (spregnuti prijelaz elektrona i protona), uz nastajanje Asce’. Poznat
je veci broj reakcija askorbata koje se odvijaju PCET mehanizmom: reakcija s citokromom

bser, 249 %097 nitrozobenzenom,***  TEMPOe (TEMPO - 2,2,6,6-
8,80,92

nizom kinona,

tetrametilpiperidin-1-oksil) radikalom i tokoferolom.*®

Ve¢ dugo je poznato da tragovi prijelaznih metala kataliziraju oksidaciju askorbata s Q,. 1919
Prijelazni metali vezu ili koordiniraju askorbat (i kisik), pritom uklanjaju spinsko ograni¢enje
za reakciju s kisikom 1 povecavaju brzinu oksidacije. Stabilnost otopina askorbata se postiZze
dodatkom kompleksiraju¢ih agensa kao §to je EDTA (etilendiamintetraacetat) ili DETAPAC
(dietilentriaminopentaacetat), koji uklanjanju prijelazne metale iz otopine. Medutim, za
kompleks Fe(l11)-EDTA je utvrdeno da je jo$ ucinkovitiji katalizator oksidacije askorbata od
slobodnog Fe(ll1) iona u otopini. Oksidacija askorbinske kiseline i askorbata u odsutnosti
metalnih katalizatora (autooksidacija) je vrlo spora.'®®'®® Zza razliku od njih askorbatni
dianion (Asc®) podlijeze znacajnoj autooksidaciji (k~100 mol™dm?3s™), pri Gemu nastaju

superoksid radikal (O.") i askorbil radikal anion (Asc™).*®®
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FizioloSka uloga

Covjek, za razliku od veéine Zivotinja i biljaka, uslijed nedostatka enzima L-gulonolakton
oksidaze koji sudjeluje u zavrSnom stupnju sinteze, ne moze sintetizirati askorbinsku

kiselinu.'8

Zbog toga, te zbog iznimno vazne uloge u organizmu askorbinsku kiselinu
ubrajamo u vitamine. Nedostatak ovog vitamina u prehrani u proslosti je bio poguban za
veliki broj mornara, radi posljedica razvoja skorbuta. Vitamin C je vrlo vazan antioksidans u
bioloskim sustavima.’®***’ Sudjeluje u nizu oksido-redukcijskih procesa kao hvata& slobodnih

radikala.*®®

Na taj nacin sprjecava oksidaciju proteina, lipida i DNA. Oksidacijom askorbata
nastaje relativno nereaktivni askorbil radikal anion (Asc®). Ovo svojstvo &ini askorbat
superiornim bioloSkim antioksidansom. Smatra se da je askorbat krajnji reducens u
oksidativnom lancu radikalskih reakcija, pa se koncentracija Asc® u bioloskim tkivima i
teku¢inama koristi kao mjera oksidativnog stresa.'®***® Askorbat uklanja veliki broj 3tetnih
radikala, ukljugujuéi hidroksil (HO®), alkoksil (RO®), peroksil (ROO®) radikal...*8%931% Ng
granici s lipidnim sustavima reducira lipofilni tokoferoksil radikal, te na taj nain regenerira
vitamin E, koji ima vaZznu ulogu u sprjecavanju peroksidacije lipidnih komponenata stani¢nih
membrana.’® Regenerira i glutation radikal (GS®), vrlo vani fiziolodki antioksidans u
vodenim sredinama. Askorbil radikal anion koji pritom nastaje se enzimski regenerira do
askorbata i dehidroaskorbinske kiseline. Askorbil radikal anion reagira s O, pri ¢emu nastaje
vrlo mala koli¢ina superoksid aniona, O,*, koju uspijeva ukloniti enzim superoksid
dismutaza, te se tako sprjecavaju daljnje radikalske reakcije. U istraZivanjima provedenim in
vitro je utvrdeno da askorbat prisutan u niskim koncentracijama moze imati i prooksidativni
ucinak. Askorbat reducira kataliticke metale kao §to su Fe** i Cu®, pri ¢emu nastaju vrlo
Stetni hidroksil i1 alkoksil radikali koji potom pokrecu lancane radikalske reakcije.189 Medutim
na temelju istrazivanja provedenih in vivo smatra se da u normalnim fizioloskim uvjetima

askorbat nema prooksidativni u¢inak.

Askorbat ima i niz drugih uloga u organizmu. Esencijalni je kofaktor velikog broja enzimskih
reakcija hidroksilacije in vivo, tako §to odrzava metalne ione u aktivnom centru enzima u
reduciranom stanju.®**** Sudjeluje u biosintezi kolagena (vazna strukturna komponenta
kostanog 1 vezivnog tkiva, ¢ini oko tre¢inu proteina u organizmu), noradrenalina, serotonina,
karnitina (sudjeluje u transportu masnih kiselina do mitohondrija gdje se koriste za dobivanje
energije)... Sudjeluje u metabolizmu kolesterola i masnih kiselina. Vazan je za normalnu
funkciju folne kiseline, za redukciju methemoglobina u funkcionalni hemoglobin. Potpomaze

apsorpciju zeljeza. Smatra se da sudjeluje i u prijenosu elektrona i stvaranju protonskog
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gradijenta na unutra$njoj membrani mitohondrija, §to pokrece sintezu ATP-a. Kao kofaktor
citokroma P450 sudjeluje u biotransformaciji ksenobiotika. Glavni izvor vitamina C su svjeze
voée i povrée. Preporudena dnevna doza je 100 - 120 mg.'*® Ortomolekularna medicina
(lijeCenje bolesti i ¢uvanje dobrog zdravlja mijenjanjem koncentracija supstancija koje se
inace normalno nalaze u ljudskom tijelu), ¢iji je utemeljitelj L. Pauling, preporuca uzimanje
znatno veéih doza vitamina C, 1-18 g/dan.”® Prema Paulingu (dobitnik 2 Nobelove nagrade:

1954. g. za kemiju, 1963. g. za mir)*"

primjerene koli¢ine vitamina C mogu poboljsati
zdravlje 1 kvalitetu zivota pomazuci u borbi protiv niza bolesti i usporavajuéi procese starenja.
Vitamin C ima opc¢e antivirusno djelovanje, u prevenciji i lije¢enju prehlade, gripe i drugih
virusnih bolesti kao $to je mononukleoza, zutica, herpes. Ima vaznu ulogu u zacjeljivanju
rana. Efikasan je u prevenciji i lijeCenju kardiovaskularnih bolesti, Secerne bolesti,
neurodegenerativnih bolesti, katarakte i drugih bolesti oka i usne Supljine, alergija, ¢ak i
karcinoma. PoboljSava kvalitetu zivota 1 produljuje Zivot terminalnih bolesnika s
karcinomom, a u nekim slucajevima dovodi i do potpunog povlacenja karcinoma (intravenski,

> 10 g/dan).?%? Primjena megadoza vitamina C je jo§ uvijek tema velikog broja rasprava.®
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3. TEORIJSKA OSNOVICA

3.1. Kemijska kinetika kao osnova za proucavanje reakcijskih

mehanizama

Kemijska kinetika prougava brzinu kemijske reakcije.?%%%

Jedna od najvaznijih primjena
kineticke analize je proucavanje reakcijskih mehanizama.’”’?*° Reakcijski mehanizam
predstavlja slijed dogadaja na molekulskoj razini kojima reaktanti prelaze u produkte.
Poznavanje reakcijskog mehanizma omogucuje pouzdano predvidanje ponaSanja reaktanata,
razumijevanje faktora koji utjeCu na reakciju, te predvidanje ponaSanja sli¢nih reakcijskih
sustava. Opazanjima Cesto odgovara veci broj mehanizama. Stoga se na pocetku istraZivanja
odredene reakcije razmatra veci broj reakcijskih shema. Potom se provode testovi na temelju
kojih se neke od njih (ili sve osim jedne) mogu iskljuéiti. Pritom je vazno provesti $to
prikladnije testove, koji ¢e dokazati sve pretpostavke. Svaki reakcijski mehanizam je

podlozan reviziji u sluc¢aju kada se pojave novi podaci, novi uvidi ili teorije o reaktivnosti.

Prijetvorba reaktanata u produkte se moze odvijati u jednom reakcijskom stupnju, prijelazom
kroz jedno prijelazno stanje — elementarna reakcija. Organske reakcije ¢esée ukljucuju niz
elementarnih reakcija, koje €ine slozeni reakcijski mehanizam. U slucaju kad se reakcija
odvija kroz niz uzastopnih reakcija, tijekom reakcije nastaju meduprodukti. Elementarna
reakcija je dogadaj na molekulskoj razini. Molekularnost reakcije oznacava broj molekula
reaktanata koje sudjeluju u elementarnoj reakciji. Elementarne reakcije su obi¢no
unimolekularne ili bimolekularne. Trimolekularne reakcije, koje ukljucuju istovremeni susret

triju molekula, su vrlo rijetke.

Prvi korak u kinetickoj analizi reakcije je identifikacija reaktanata, produkata i
meduprodukata u sluaju kada nastaju tijekom reakcije, te odredivanje stehiometrijskih
koeficijenata svih sudionika reakcije. Nakon toga slijedi ispitivanje brzine reakcije.
Odredivanje brzine reakcije se temelji na pra¢enju promjene koncentracije reaktanata ili
produkata u vremenu. Budu¢i da promjene koncentracije pojedinih reaktanata/produkata u
jedinici vremena nisu uvijek jednake (zbog razlike u stehiometrijskim koeficijentima), brzina
reakcije (v) se definira preko broja prijetvorbi reaktanata u produkte u jedinici vremena, tj.
preko prirasta dosega reakcije (mnoZine prijetvorbi), &:

1d¢ 1 dg

VSV Ty,
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vi — stehiometrijski koeficijent; negativan za reaktante, pozitivan za produkte

Brzina reakcije ovisi o nizu faktora: koncentraciji reaktanata, temperaturi, tlaku, otapalu,
ionskoj jakosti, prisutnosti katalizatora... Ovisnost brzine reakcije o koncentraciji reaktanata

za reakciju tipa A + B — P dana je izrazom:
v = k[A]*[B]

k - konstanta brzine reakcije,

a, b —red reakcije u odnosu na reaktante A i B, ¢iji zbroj odgovara ukupnom redu reakcije

Kombinacija dvaju gornjih izraza daje zakon za brzinu reakcije:

1 d[A] 1 d[B] arob
U=ZW=EW=I{[A] [B]
Glavni cilj kineti¢ke analize je postavljanje zakona za brzinu reakcije, koji ¢e biti u skladu s
predloZzenim reakcijskim mehanizmom. Pritom je potrebno odrediti konstantu brzine reakcije 1
red reakcije u odnosu na svaki pojedini reaktant. Zakon za brzinu reakcije je diferencijalna
jednadzba, koja dovodi u vezu promjenu koncentracije reaktanta/produkta reakcije u vremenu
s pocetnim koncentracijama reaktanata. Integracijom zakona za brzinu reakcije dobije se
integrirani zakon za brzinu, koji definira ovisnost koncentracije reaktanta/produkata reakcije o
vremenu. Eksperimentalno utvrdena ovisnost koncentracije sudionika reakcije o vremenu se
usporeduje s pretpostavljenim zakonom za brzinu reakcije. Kada se utvrdi slaganje izmedu
pretpostavljene ovisnosti koncentracije o vremenu i eksperimentalno dobivene, moguce je na
temelju integriranog zakona za brzinu odrediti konstantu brzine reakcije. Red reakcije se
obi¢no odreduje tako da se redom ispituje ovisnost brzine reakcije o koncentraciji svakog
pojedinog reaktanta, dok se koncentracije svih ostalih reaktanata drZze konstantnim. Zbog
jednostavnosti analize reakcija prvog reda, reakcije drugog ili viSeg reda se Cesto ispituju u
uvjetima pseudo-prvog reda. Uvjeti pseudo-prvog reda se postizu tako da se koncentracije
svih reaktanata, osim onog koji se prati, drze konstantne tijekom reakcije, obi¢no tako §to se
drze u velikom suvisku. Iz izmjerene konstante brzine (Kops) se, uzimaju¢i u obzir

koncentracije reaktanata u suvisku, dobije mikroskopska konstanta brzine (k).

U slucaju slozenih reakcija, koje uklju¢uju veci broj uzastopnih stupnjeva, brzinu reakcije

odreduje najsporiji reakcijski stupan;j (rate determining step, rds).
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Ovisnost konstante brzine reakcije o temperaturi prema Arrheniusovoj jednadzbi dana je
izrazom:
k = Ae~Ea/RT

A — Arrheniusov predeksponencijalni faktor

Ea — energija aktivacije

Prema Eyringovoj jednadzbi, koja proizlazi iz teorije prijelaznog stanja, konstanta brzine
reakcije ovisi o Gibbsovoj aktivacijskoj energiji, AG*:

o 0T sctyar

h
AG* = AH* — TAS*

Usporedbom Arrheniusove i Eyringove jednadzbe proizlazi:
E, = AH* +RT

kg

AS*/R
e
h

A

3.1.1. Kineticki izotopni ucinci

Kineticki izotopni uc¢inak (KIE) je promjena brzine kemijske reakcije uslijed izotopne

203,204.207-209 Njaicesca je izotopna zamjena vodika (*H) s deuterijem (°D), iako se

zamjene.
koriste i druge izotopne zamjene kao npr.. *HAT, 2C/Bc/*c, °0/*®0, *s/*'s, *CIF'Cl.

Kineticki izotopni ucinak se izrazava kao omjer konstanti brzina reakcija:

ky
KIE = —
kp

Moze biti normalan (KIE > 1) ili inverzan (KIE < 1). Kineticki izotopni uéinci se mogu
podijeliti na primarni, sekundarni te na KIE otapala, ovisno o tome je li izotopna zamjena
1zvrSena na vezi koja puca ili nastaje tijekom reakcije, na nekom drugom mjestu u molekuli ili
u otapalu. lzotopna zamjena osim promjene brzine reakcije (kineticki izotopni u¢inak), moze
dovesti i do promjene polozaja ravnoteze — ravnotezni izotopni ucinak.

Odredivanje KIE-a je vrlo korisno u proucavanju reakcijskih mehanizama. Na temelju KIE
mozemo utvrditi mijenja li se veza na kojoj je izvrSena izotopna zamjena u stupnju koji
odreduje brzinu reakcije, a nekad mozemo dobiti 1 informacije o strukturi prijelaznog stanja.
Osim toga, KIE je jedan od kriterija na temelju kojih je moguce razlikovati odvija li se

prijelaz protona u reakciji preko reakcijske energetske barijere ili tuneliranjem kroz barijeru.
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Semiklasicni pristup

Budu¢i da se atomi koji se zamjenjuju kod izotopne zamjene medusobno razlikuju po masi,
izotopna zamjena utjeCe na ona svojstva koja ovise o masi atoma. U prvom redu dolazi do
promjene frekvencije vibracijskog gibanja, v. Prema Born-Oppenheimerovoj aproksimaciji
moguce je pretpostaviti da pritom ne dolazi do promjene povrSine potencijalne energije tj. da

elektronska struktura ostaje nepromijenjena. Frekvencija vibracijskog gibanja dana je

1 k1 |k
V= 2m |u 2w |my
k - konstanta sile veze

m; — masa lakSeg atoma, s obzirom da za m;<< My, u=my (u = (M X My) /(M + my,))

izrazom:

205,218

Vibracijska energija (E,) je kvantizirana i ovisi o frekvenciji vibracije:
1
E, = (V + E) hv

v=0, 1, 2... - vibracijski kvantni broj

Iz gornjih izraza je vidljivo da uslijed izotopne zamjene dolazi do promjene vibracijske
energije. Na sobnoj temperaturi gotovo sve molekule su u osnovnom vibracijskom stanju, v =

0, tj. imaju nultu vibracijsku energiju Eg (energiju nulte tocke - zero point energy, ZPE):

E—lh
e

Budu¢i da je ZPE obrnuto proporcionalna masi, molekula s tezim izotopom (D) uvijek ima
niZzu ZPE od molekule s lakSim izotopom (H). Upravo ta razlika u energiji nulte tocke (AZPE)

dovodi do pojave kineti¢kog izotopnog ucinka.

Primarni kineticki izotopni ucinak

Primarni KIE se javlja kada je izotopna zamjena izvrSena na vezi koja puca u stupnju koji
odreduje brzinu reakcije. U reakcijama u kojima dolazi do prijelaza protona vrlo Cesto je
slu¢aj da je upravo pucanje X-H veze najsporiji reakcijski stupanj. Tada je reakcijska
koordinata vibracija istezanja X-H veze. U molekuli reaktanta, uslijed razlike u frekvenciji

istezanja X-H i X-D veze, postoji i H-D razlika u energiji nulte tocke (AZPEgr = ZPEy -
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ZPEp). Ako je u prijelaznom stanju doslo do potpunog pucanja veze, vibracija istezanja
prelazi u translacijsko gibanje, te u prijelaznom stanju nema H-D razlike u energiji (AZPE+s =
0). Stoga, u ovom slu¢aju H-D razlika u energiji aktivacije (AE; = E2 — EH) proizlazi
isklju¢ivo iz razlike u energiji nulte tocke reaktanta (AZPER), $to odgovara maksimalnom
iznosu kinetickog izotopnog ucinka. Maksimalni iznos KIE je moguce odrediti na temelju
frekvencija istezanja, koje su poznate iz vibracijskih spektara. Za dvije molekule koje se

razlikuju samo po zamjeni H s D moZemo pretpostaviti da imaju jednaku AS* tj. da je ZPE+rs —

ZPEgr = AG*.
AG*y — AG*p = (ZPEy — ZPEp)ts — (ZPEy — ZPEp)g

AG*y — AG*p = —(ZPEy — ZPEp)g

ky 1 hc 1 hc 1
—=exp|z=—= 0y — VD)] exp [EﬁvH (1 — ﬁ)]

¥ - valni broj istezanja X-H(D) veze

Tablica 3.1.1.1. Maksimalni iznos KIE (298 K) za disocijaciju X—H veze'"®

veza Tlem? EP — EF kimol™® EP — EH /kimol™® KIE KIE®
C-H 2900 4,52 5,66 6,2 10
N-H 3100 4,81 5,97 7,0 11
O-H 3300 5,10 6,29 7,9 13
S-H 2500 3,89 5,04 4,8 8

% jzraGunano iz H-D razlike u frekvenciji istezanja X—H veze

b jzradunano uzimajuci u obzir vibraciju istezanja i vibracije savijanja X—H veze

Puno ces¢i je slucaj u kojemu je X-H(D) veza u prijelaznom stanju samo djelomic¢no
pokidana. U tom sluc¢aju X-H veza i u prijelaznom stanju ima normalne nacine vibriranja, te i
u prijelaznom stanju postoji H-D razlika u ZPE (AZPErs) koja moze ponistiti dio ili cijelu
AZPER (Slika 3.1.1.1.). To dovodi do smanjenja KIE u odnosu na prethodni slucaj. KIE je

posljedica H-D razlike u energiji nulte tocke i u reaktantskom i u prijelaznom stanju.
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Kineti¢kom izotopnom uéinku doprinose sve vibracije koje se mijenjaju od reaktantskog do

prijelaznog stanja, te je KIE preciznije definiran izrazom:

¥
k
iz nexp[ 2RT(V1H le)¢”_[6Xp[ ZRT(VIH VlD)T]

i
Prvi produkt se odnosi na normalne vibracije u prijelaznom stanju, a drugi na normalne
vibracije u reaktantskom stanju. Vibracija koja je reakcijska koordinata doprinosi samo
reaktantskom produktu.

K

“‘:-:_—__ reakeijska koordinata
ostali nadini -
vihtirarys

Slika 3.1.1.1. Dijagram reakcijske koordinate reakcije prijelaza
protona. Prikazane su razlike u energijama nulte tocke za H, D, T

Prema Westheimer — Melanderovom trocentricnom modelu prijelaznog stanja:

AH + B » A--H--B > A + HB

iznos KIE ovisi o simetriji prijelaznog stanja. KIE je maksimalan u slu€aju simetricnog

prijelaznog stanja, kada je H u prijelaznom stanju ,,napola presao* izmedu donora 1 akceptora,

Sto je vidljivo iz izraza za frekvenciju simetricnog istezanja prijelaznog stanja:210

1/2

1{kA ka+ kg — 2/ kakp kB}/
v = +—
mp

21 my

ka i kg — konstante jakosti parcijalnih veza A-H i B-H
maimg—masaAiB

To objasnjava i ovisnost KIE o standardnoj reakcijskoj Gibbsovoj energiji, AG°. KIE je

maksimalan kada je reakcija termoneutralna.
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Ipak, veliki broj slucajeva nije moguce objasniti unutar ovog modela, pogotovo u reakcijama
prijelaza protona koje ukljutuju C-H vezu.!”® Oni se objasnjavaju sprezanjem prijelaza
protona s ,,gibanjem teskih jezgara“.
Ovisnost KIE o temperaturi je vidljiva iz Arrheniusovog izraza:
ku _ 4n ¢~ (E&'~EZ)/RT
kp Ap
KIE se smanjuje s porastom temperature. Ovisnost KIE o temperaturi je odredena izotopnom
razlikom u energiji aktivacije, AEy = (ED — E), s time da AE, ne moze biti veéa od H-D
razlike u energiji nulte tocke reaktanta (AZPER). Omjer An/Ap kojega je moguce objasniti
semiklasi¢nim pristupom je unutar granica m > Ay/Ap > un/up, 4. 05 — 1,4, a

N .v. 1 15415517
uobicajeno je puno blizi 1. 415,178

Sekundarni kineticki izotopni ucinak

Sekundarni kinetic¢ki izotopni u¢inak se javlja kada je izotopna zamjena izvrSena na vezi koja
ne puca u rds-u, ve¢ u blizini veze koja puca. Razlikujemo «, f (y, &...) sekundarni KIE,
ovisno o tome je li izotop na a, S (y, &...) polozaju u odnosu na vezu koja puca. Obi¢no je
posljedica promjene hibridizacije veze na kojoj je izvrSena supstitucija ili uklju¢enja veze u
hiperkonjugaciju. U tom sluc¢aju dolazi do promjene konstante jakosti veze izmedu
reaktantskog 1 prijelaznog stanja, te stoga do promjene AZPE(H-D) izmedu reaktantskog i
prijelaznog stanja (AZPEts # AZPER), Sto dovodi do pojave KIE-a. Reakcijska koordinata ne
doprinosi KIE-u budu¢i da nije pod utjecajem izotopne zamjene, pa je maksimalni sekundarni
KIE po iznosu znac¢ajno manji od primarnog KIE. Ako je konstanta sile veze u prijelaznom
stanju manja od konstante jakosti veze u reaktantskom stanju, KIE ¢e biti normalan, te u
obratnom slu¢aju inverzan. Kod promjene hibridizacije sp® u sp? maksimalni iznos KIE za
prijelazno stanje jako nalik sp? hibridnom produktu je 1,41 (298 K), a uobicajeno izmedu 1,15
i 1,25. Kod promjene hibridizacije sp? u sp® KIE je inverzan, s minimumom 0,71 za prijelazno

stanje jako nalik sp® hibridnom produktu, a uobigajeni iznos je izmedu 0,8 i 0,9.

Kineticki izotopni ucinci otapala

KIE otapala se javlja uslijed izotopne zamjene u otapalu. KIE otapala mogu biti primarni,

sekundarni, normalni, inverzni ovisno o ulozi otapala. Analiza izotopnih uc¢inaka otapala se
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zasniva na frakcionacijskim faktorima, ¢. Frakcionacijski faktor je konstanta ravnoteze

izmjene H 1 D izmedu odredenog mjesta u molekuli i otapala:

AH + SolD 2 AD + SolH

[AD][SolH]

¢ = [AHI[SoID]

Jedna molekula moze imati viSe od jednog izmjenjivog mjesta, s razlic¢itim frakcionacijskim

faktorima. Ukupni frakcionacijski faktor molekule je produkt svih frakcionacijskih faktora.
Omijer konstanti brzina u deuteriranom i protoniranom otapalu dan je izrazom:

ko _ T} ¢}

ke  IIi é;

ky — konstanta brzine u protoniranom otapalu
kp — konstanta brzine u deuteriranom otapalu

gbi — frakcionacijski faktor svih izmjenjivih mjesta u prijelaznom stanju
¢L - frakcionacijski faktor svih izmjenjivih mjesta u reaktantu

Proton inventory je metoda koja se koristi za procjenu broja H atoma koji su ukljuéeni u
stupanj koji odreduje brzinu reakeije.?**** Provodi se niz pokusa u kojima se varira udio D
atoma u otapalu. Omjer konstante brzine u smjesi protoniranog i deuteriranog otapala i

konstante brzine u protoniranom otapalu dan je izrazom:

ky Hf(l —x+ xq,')i)

kn T —x + x¢p))

X —mnozinski udio deuteriranog otapala
kx — konstanta brzine u smjesi protoniranog i deuteriranog otapala

Omjer konstanti brzina ovisi o svim izmjenjivim mjestima u molekuli ¢iji se frakcionacijski
faktori mijenjaju od reaktantskog do prijelaznog stanja. Frakcionacijski faktor se mijenja
samo onim izmjenjivim mjestima koja su dio veze koja se mijenja u rds-u. Za te protone
kazemo da se "gibaju" ili da su "u letu" za vrijeme rds-a. Vrlo Cesto, za jednostavne O-H i N-
H veze, moze se pretpostaviti da su frakcionacijski faktori izmjenjivih mjesta u reaktantu
priblizno 1, jer su odgovarajuce veze priblizne jakosti i u reaktantu i u otapalu. Stoga je

moguce zanemariti nazivnik u gornjem izrazu, pa proizlazi da je:

:_f; =1 -x+xp)A—x+xP)(1—x+x¢3)...
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Svaki ¢lan u ovom izrazu predstavlja jedan proton koji se "giba" u prijelaznom stanju, a ¢,
@2, ¢s su frakcionacijski faktori tih protona. Prikazuje se ovisnost ki/ky 0 x(D20), te iz tipa
ovisnosti odreduje broj protona koji su ukljuéeni u stupanj koji odreduje brzinu reakcije: ako
je uklju¢en samo 1 proton, ovisnost je linearna, ako su ukljucena 2 protona ovisnost je

kvadratna...

3.1.2.Tuneliranje

Tuneliranje je kvantno-mehanicki fenomen, prema kojemu cCestica, na temelju svoje valno-
Sesti¢ne prirode, umijesto da ide preko barijere, prolazi kroz barijeru.*® Tuneliranje se javlja
kad se vjerojatnost nalazenja Cestice “ispod” barijere na reaktantskoj strani prekriva s
vjerojatnosti nalaZenja estice “ispod” barijere na produktnoj strani. Sto je veée prekrivanje

funkcija gustoce vjerojatnosti, veca je vjerojatnost tuneliranja (Slika 3.1.2.1.).1°36*

T T -
1 X

reakcijska koordinata

Slika 3.1.2.1. Primjer tuneliranja H/D iz osnovnog vibracijskog stanja.

Prekriv%nje reaktantskih (R) i produktnih (P) funkcija gustoce vjerojatnosti

H 1 D. Sto je vece prekrivanje R 1 P funkcija gustoce vjerojatnosti, veca je

vjerojatnost tuneliranja*®
Tuneliranje je karakteristicno za Cestice male mase, kao Sto su elektron 1 proton. Prema de
Broglie-u valna duljina Cestice, 4, obrnuto je proporcionalna masi, m:

h
A= GmE)r

Vazan je odnos izmedu udaljenosti na koju Cestica moZe tunelirati i Sirine barijere kroz koju
Cestica treba pro¢i. Valna duljina elektrona je znacajno veca od valne duljine protona, pa
elektron moZe tunelirati na znatno veée udaljenosti (10-30 A) od protona (0,6-0,7 A).153’161
Prijelaz elektrona se, prema Marcusovoj teoriji, uvijek dogada tuneliranjem.*® U velikom
broju slucajeva, Sirina barijere za prijelaz protona je usporediva s udaljenosti na koju proton
moze tunelirati. Vjerojatnost tuneliranja protona znacajno ovisi o malim promjenama

udaljenosti izmedu donora i akceptora protona.161
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Tuneliranje protona se uobicajeno opisuje polaze¢i od Bellovog modela tuneliranja, koji se
temelji na teoriji prijelaznog stanja (TST).!® Bell je u izraz za konstantu brzine uveo

korekcijski faktor, Q, koji odrazava sklonost izotopa tuneliranju:2*’

k = QAe~Fa/RT

Q= e_“a (,Be_“ — ae_ﬁ)

B
a =E,/RT
B = 2am?(2mE,)"?/h

Vjerojatnost tuneliranja ovisi o masi Cestice koja tunelira, Sirini (2a), te 0 visini barijere.
Vjerojatnost je veca, §to je barijera viSa, buduéi da je u tom slucaju prijelaz preko barijere
nepovoljan,® te §to je barijera uZa.

Prema Bellovom modelu tuneliranja tezi izotop tunelira blize vrhu reakcijske energetske
barijere, na mjestu gdje je barijera uza, Sto odgovara vi$oj energiji aktivacije (Slika
3.1.2.2.).178214

\

oy \

g

reakedjska koordinata

Slika 3.1.2.2. Prikaz Bellovog modela tuneliranja: dijagram tumaci razlike u
energijama aktivacije u reakcijama prijelaza H, D i T. Tezi izotop tunelira
blize vrhu reakcijske energetske barijere Sto dovodi do razli¢itog KIE za
razlicite izotope161
U velikom broju slu€ajeva tuneliranje protona dovodi do pojave KIE znatno veéeg od
maksimalne semiklasi¢no predvidene granice (Tablica 3.1.1.1., str 22.). Medutim u slucaju
znatnog tuneliranja i H 1 D KIE moze biti 1 manji od gornje semiklasi¢no predvidene
granice.”** Tuneliranje moZe dovesti i do odstupanja od Arrheniusove ovisnosti konstante

brzine o temperaturi,24'153~154

Na niskim temperaturama, buduéi da nema termalne energije za
aktivaciju, doprinos tuneliranja moZe postati znacajan, Sto moze dovesti do zakrivljene
Arrheniusove ovisnosti. Tuneliranje (iz osnovnog stanja) je neovisno o temperaturi.

Razlikuju se tri eksperimentalna temperaturna podruéja s obzirom na tuneliranje (Slika

3.1.2.3.A). U slucaju kada nema tuneliranja, na visokim temperaturama, In k se linearno
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povecava, a In KIE se linearno smanjuje s porastom temperature: podruéje I — bez tuneliranja.
U ovom sluéaju (ED — EHY i Au/Ap su unutar semiklasi¢no predvidenih granica (vidi str. 22. i
24.). Na vrlo niskim temperaturama, kada se i H i D reakcije odvijaju tuneliranjem: podrucje
Il — ekstenzivno tuneliranje. U tom slucaju, konstante brzine i H i D reakcija, te stoga i KIE
su neovisni o temperaturi. Tada je (E? — EX) = 0, te Au/Ap znadajno veéi od semiklasiéne
granice. U podru¢ju izmedu niskih i visokih temperatura, Arrheniusova ovisnost konstante
brzine i KIE-a o temperaturi je zakrivljena, s obzirom da laksi izotop pocinje tunelirati kod
visih temperatura: podrugje I — umjereno tuneliranje. U ovom slucaju (E2 — E!) je veéa, te
An/Ap manji od semiklasi¢ne granice. Au/Ap < 1 upucuje na tuneliranje samo lakSeg izotopa,

a An/Ap > 1 na tuneliranje obaju izotopa

[ [l 1 \
a
: H Ag b

Ink

7

A \r B

Slika 3.1.2.3.

A) a) Arrheniusova ovisnost konstante brzine H i D reakcije o reciprocnoj
temperaturi, b) Arrheniusova ovisnost KIE (ku/kp) o reciprocnoj temperaturi.
Oznacena su tri eksperimentalna temperaturna podruc¢ja: I — nema tuneliranja, Il —
umjereno tuneliranje, Il — ekstenzivno tuneliranje. 4 B) Arrheniusova ovisnost
konstante brzine H, D i T reakcije o recipro¢noj temperaturi u podru&ju I1.*%
Tipi¢ni pokazatelji koji upucuju na tuneliranje su KIE veéi od maksimalne semiklasicno
ocekivane vrijednosti, zakrivljena Arrheniusova ovisnost, te temperaturna neovisnost KIE.?*
To su jasni pokazatelji u slucaju kad je mehanizam nedvojbeno definiran. Osim ovih,
standardni pokazatelji tuneliranja su odstupanje (EP —E!) i Au/Ap od semiklasi¢no
ocekivanih vrijednosti. Ay/Ap je posebno dobar test za tuneliranje u slucaju kada KIE nije
veéi od maksimalne semiklasi¢ne vrijednosti.'”® U nekim slugajevima u kojima je doprinos
tuneliranja znacajan, §to se vidi iz velikog KIE, (EP — E!") i Apu/Ap, mogu biti i unutar

semiklasi¢nih granica.!’®%°
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3.1.3. Utjecaj ionske jakosti

Gibbsova energija (ili prema starijem nazivu slobodna energija), funkcija stanja G, je

217
1.

izotermni termodinamicki potencija Gibbsova energija je ekstenzivno svojstvo, pa 0sim o

temperaturi 1 tlaku, ovisi i 0 mnozini svih prisutnih sastojaka u sustavu. Ukupni diferencijal

funkcije G sustava koji sadrzava sastojke A (na) i B (ng) je:

dG (66) d +(aG) dT+(aG> d +(66) d
= | — p -_— P Na YRl ng
dp Tnang aT p.nang ony p,T.ng ong p,T,na

tj.
dG = Vdp — SAT + Z udn,
i

gdje je ui kemijski potencijal sastojka i, definiran izrazom:

_ (66)

V' pTnjEn;

U slucaju kada se neki kemijski proces odvija u izobarno-izotermnim okolnostima (p, T

dG = z ,uidni
i

Kemijski potencijal sastojka i u realnoj otopini ovisi o aktivitetu sastojka, a;:**

konstantni):

Ui = ,ul-° + RT In a;

ui - standardni kemijski potencijal, tj. kemijski potencijal sastojka i u standardnom stanju
(hipotetsko stanje sastojka u otopini u kojoj je molalitet sastojka jednak standardnom
molalitetu, b’=1 mol kg™)

b:
ai:Vib_Z y; =1 kada b; =0

yi — koeficijent aktiviteta sastojka i
bi — molalitet sastojka i

Sva odstupanja od idealnosti su sadrzana u koeficijentu aktiviteta. Ova odstupanja su

izrazenija u otopinama iona u odnosu na otopine neutralnih molekula. Odstupanju u
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otopinama iona u prvom redu doprinose Coulombske interakcije izmedu iona. Prema Debye-
Hiickelovoj teoriji ionskih otopina (1923.), Coulombske interakcije izmedu iona predstavljaju
prevladavajuéi doprinos odstupanju od idealnosti. U sklopu ove teorije se razmatraju ucinci
ionske atmosfere. Ionska atmosfera je vremenski uprosje¢ena sfera oko centralnog iona, u
kojoj je broj iona suprotnog naboja veci od broja iona istoga naboja koji ima centralni ion; te
ima ukupni naboj po iznosu isti, ali suprotnog predznaka od naboja centralnog iona. Uslijed
elektrostaticke interakcije centralnog iona s pripadaju¢om ionskom atmosferom dolazi do
smanjenja energije, tj. do smanjenja kemijskog potencijala i koeficijenta aktiviteta centralnog
iona. Prema Debye-Hiickelovoj teoriji, Gibbsova energija interakcije iona i s jednim molom
ostalih iona je dana izrazom:*®®
zte?N K
 (4me%)2e *1 + Kka

_|8000mNe?]
= (4me®)ekgT

lonska jakost otopine je precizno definirana mjera koncentracije soli, koja uzima u obzir

AGL' =

gdje je

a— promjer iona
| —ionska jakost otopine

koncentracije i naboj svih iona u otopini:

1
I=§Zcizi2

Iz ovog modela proizlazi grani¢ni Debye-Hickelov zakon, prema kojemu je moguce
izraCunati koeficijent aktiviteta iona u razrijedenim otopinama, do | = 0,01 (kod iona veceg

naboja granica je kod niZe ionske jakosti):

logy; = — AZL-Z\/T

A- konstanta, u vodenoj otopini na 298 K iznosi 0,509.
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Kod vec¢ih ionskih jakosti dolazi do znacajnog odstupanja od ovog zakona, te koeficijent

aktiviteta opisuje empirijski, prosireni Debye-Hiickelov zakon:*®

AzAT
o8V T T TR

lako se B konstanta mozZe interpretirati kao mjera najblizeg pristupa iona, najbolje je tretirati

kao prilagodljivi empirijski parametar.”®®

Primarni kineticki solni ucinak

Primarni kineticki solni uc¢inak je utjecaj ionske jakosti na konstantu brzine reakcije izmedu
ionskih reaktanata.?®**® Bronsted i Bjerrum su, na temelju ispitivanja utjecaja koncentracije
elektrolita na veci broj reakcija izmedu ionskih reaktanata u vodi, utvrdili da konstanta brzine

reakcije tipa AZ%A 4+ B% — P ovisi 0 ionskoj jakosti prema izrazu:*'®

ke = ko x 10247228V
ko — konstanta brzine reakcije kod ionske jakosti | =0

Ovisnost konstante brzine koju su dobili Brensted i Bjerrum moguée je izvesti iz teorije

prijelaznog stanja i Debye-Hiickelove teorije. Prema teoriji prijelaznog stanja:
KkF
A” + B”s 2 (AB)* — P
reaktanti A*A i B*B su u ravnoteZi s aktiviranim kompleksom (AB)*, s konstantom ravnoteZe
K}

ot = Hany [(AB)*] L
¢ apag [AI[B] ~ vave

S obzirom da je brzina proporcionalna koncentraciji (a ne aktivitetu) aktiviranog kompleksa

proizlazi:
v = K*[(AB)¥] = k*KZ[A][B] X y‘;YB
+
k = ky X YaYB
I£:

Ako se uzme da je naboj aktiviranog kompleksa (za + zg), te da koeficijent aktiviteta slijedi

prosireni Debye-Hiickelov zakon dobije se Bronsted-Debye-Hiickelova jednadzba:
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AVI
1+ BVI

Prema ovoj jednadzbi brzina reakcije izmedu dva aniona ili dva kationa se povecava s

logk = logk, + 2z, zp

porastom ionske jakosti, dok se brzina reakcije izmedu dva suprotno nabijena iona smanjuje.
Jedna od primjena ovog izraza je odredivanje naboja reaktanata. Kod ispitivanja utjecaja
ionske jakosti obi¢no se koriste soli koje su kemijski inertne i najmanje sklone stvaranju

ionskih asocijata, tipi¢no alkalijski metali i anioni kao: CFsSOs’, ClO4’, p-CICgH,SO5". %
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3.2. Marcusova teorija prijelaza elektrona

Klasicna teorija

Marcusova teorija prijelaza elektrona (R. A. Marcus, Nobelova nagrada za kemiju, 1992. g.),
odnosi se na bimolekularne reakcije prijelaza elektrona na vanjskoj sferi.****° To su reakcije
kod kojih dva reaktanta izmedu kojih dolazi do prijelaza elektrona ne dijele zajednicki atom
ili grupu, tj. kod kojih je interakcija elektronskih orbitala slaba. Za razliku od njih, postoje i

reakcije prijelaza elektrona na unutrasnjoj sferi kada reaktanti dijele zajednicki atom ili grupu.

Reakcija prijelaza elektrona prikazuje se kao prijelaz elektrona izmedu dva dijabatna
elektronska stanja (dijabatna — izmedu stanja nema interakcije), od kojih jedno odgovara
stanju kada je elektron lokaliziran na donoru, a drugo stanju kada je elektron lokaliziran na
akceptoru (Slika 3.2.1., str. 34.). Kao reakcijsku koordinatu Marcus uvodi kolektivnu
“nuklearnu koordinatu” koja ukljucuje vibracijske koordinate sudionika reakcije, Cije se
ravnotezne vrijednosti prije 1 poslije prijelaza elektrona razlikuju, te orijentacijske koordinate
molekula okolnog otapala: prosjecna ravnotezna orijentacija molekula otapala oko reaktanata
I produkata se razlikuje, buduci da se razlikuju po naboju. Potencijalna energija reaktanata
(produkata) i okolnog medija, koja ovisi o konfiguraciji reaktanata (produkata) i o okolnom
mediju, prikazuje se parabolama. SjeciSte parabola odgovara prijelaznom stanju, tj.
konfiguraciji jezgara kod koje elektron prelazi izmedu dvije dijabatne povrSine slobodne
energije. Elektron se zbog male mase giba znacajno brze od jezgara, pa se prema Franck-
Condonovom principu moze pretpostaviti da za vrijeme prijelaza elektrona jezgre ne
mijenjaju polozaj. Stoga, do prijelaza elektrona moze do¢i tek onda kada je postignuta
konfiguracija jezgara kod koje je energija reaktanata i okolnog medija jednaka energiji
produkata 1 okolnog medija. Ta energija se postiZze na racun reorganizacije konfiguracija
reaktanata (promjenom duljine veza, kuteva izmedu veza), te na raun reorganizacije otapala
(promjena orijentacije molekula otapala), §to odgovara ukupnoj reorganizacijskoj energiji, 4.
Nakon prijelaza elektrona sustav se reorganizira do konfiguracije jezgara koja odgovara
ravnoteZnoj konfiguraciji produkata 1 okolnog medija.

Kad sustav jednom dosegne prijelazno stanje, vjerojatnost prijelaza elektrona s donora na
akceptor ovisi 0 sprezanju elektronskih orbitala donora i akceptora, Hpa. U blizini sjecista
dijabatnih stanja dolazi do interakcije dijabatnih povrSina slobodne energije, te do cijepanja
energijskih nivoa. Razmak izmedu nastalih energijskih nivoa ovisi o elektronskom sprezanju i
jednak je 2Hpa. U slucaju jakog sprezanja, dolazi do znacajnog spustanja barijere, te svaki

dolazak reaktanta do prijelaznog stanja zavrSava prijetvorbom u produkt (x ~ 1), proces je
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adijabatan. Kada je elektronsko sprezanje slabo, sustav vise puta dosegne prijelazno stanje
prije nego dode do prijetvorbe u produkte (x < 1). Takav proces je dijabatan. Elektronsko
sprezanje, Hpa, ovisi o udaljenosti izmedu reaktanata; $to je manja udaljenost, sprezanje je

vece.

nuklearna koordinata

Slika 3.2.1. Ovisnost energije donora (1) i akceptora (11)
elektrona o ,,nuklearnoj koordinati“ u reakciji prijelaza
elektrona. AG® - standardna reakcijska Gibbsova energija,
J—reorganizacijska energija, Hpa-energija sprezanja

Klasi¢na Marcusova teorija se odnosi na adijabatne reakcije prijelaza elektrona. Konstanta

brzine reakcije prijelaza elektrona, ket, prema klasi¢noj teoriji dana je izrazom:

—AGH
kET = KAO'ZB AG*/RT

Ac? ima dimenzije frekvencije sudara,
o — prosjecna udaljenost izmedu donora i1 akceptora u prijelaznom stanju,

x — transmisijski koeficijent

AG* - Gibbsova aktivacijska energija reakcije prijelaza elektrona:
_ (AG°+2)?

42
AG® - standardna reakcijska Gibbsova energija,

AGH#

A —reorganizacijska energija
Reakcija prijelaza elektrona se odvija u tri stupnja:*
D+A 2D,A: K, (AG)
D,A—D*,A": Kgr (AGgr = AG®)
DY, A" > D"+ A : (Kx)™' (AGy)
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Prijelazu elektrona prethodi nastajanje prethodnog kompleksa. AG°® odgovara promjeni
slobodne energije u reakciji prijelaza elektrona unutar prethodnog kompleksa (AGgr).

Povezana je s ukupnom promjenom Gibbsove energije, AG°":

AG® = AGgr — RTIn(K,/K,)
Marcusova jednadzba predvida nelinearni odnos izmedu AG* i AG®. Ovisnost AG* 0 AG® je
paraboli¢na, s minimumom kod (- AG®) = 4, $to odgovara reakciji bez barijere. Poc¢etno, kako
reakcija postaje egzergonija (§to je AG® negativnija), AG* se smanjuje. To odgovara tzv.
“normalnom podru¢ju”. Daljnjim smanjenjem AG®, AG* se ponovo pocinje povecavati —
“invertno podruc¢je”. Medutim, u velikom broju slucajeva, kada je 4 >> AG°®, dobivena je
linearna ovisnost izmedu RT In ket 1 AG®, s nagibom pravca 0,5.
Ukupna reorganizacijska energija moze se podijeliti na unutarnju reorganizacijsku energiju, 4;

i vanjsku reorganizacijsku energiju, Ao,. | unutarnja i vanjska reorganizacijska energija

ukljucuju doprinose obaju reaktanata (donora i akceptora elektrona).

A=A+ A

Unutarnja reorganizacijska energija je energija potrebna za reorganizaciju konfiguracije

reaktanata (promjena duljina i kuteva veza):

TP
J 7] 2
i =Z p(qu)
oy

f;" — konstanta sile j-tog normalnog na¢ina vibriranja reaktanata

f;? — konstanta sile j-tog normalnog na¢ina vibriranja produkata

AQj — promjena ravnotezne vrijednosti j-te normalne koordinate

Vanjska reorganizacijska energija je energija potrebna za reorganizaciju otapala (promjenu

orijentacije molekula otapala). Prema teoriji dielektri¢nog kontinuuma:

op sl

2o = (A0)? |5 ———H

2a,

Ae —naboj koji se prenosi izmedu reaktanata
ap 1 a, — radiusi dvaju (sfernih) reaktanata

I — udaljenost izmedu centara reaktanata (r = o)
Dop — opticka dielektri¢na konstanta otapala

D; — static¢ka dielektri¢na konstanta otapala
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Reorganizacijsku energiju je moguce izravno odrediti za reakcije samoizmjene (AG°=0, A =

ANGY).

Marcusova kriZna relacija

Marcusova krizna relacija je kombinacija Marcusove jednadzbe za Gibbsovu aktivacijsku
energiju, AG*, i postulata aditivnosti prema kojemu je reorganizacijska energija krizne
reakcije, Axy, priblizno jednaka srednjoj vrijednosti reorganizacijskih energija reakcija
samoizmjene, Axx i Ayy.

T = (Axx + Ayy)
XY= 5

Jxy — reorganizacijska energija krizne reakcije X + Y"

Jxx, Ayy — reorganizacijske energije reakcija samoizmjene X + X*, Y + Y*

Krizna-relacija je definirana izrazom:

kxy = (kxxkyyKxy fxy)'/?

kxy — konstanta brzine krizne reakcije
kxx, kyy — konstante brzina reakcija samoizmjene
Kxy — konstanta ravnoteze krizne reakcije

fxy — faktor koji ovisi 0 kxx, Kyy i Kxy, obi¢no je ~ 1:

(InKxy) 2

oin ()

Infyy =

Z = Aoxgx0Oyy

Marcusova krizna relacija povezuje konstantu brzine krizne reakcije, kxy, S konstantom
ravnoteze krizne reakcije, Kxy, te s odgovaraju¢im konstantama brzina reakcija samoizmjene,
kxx I Kyy. Osnovna prednost krizne-relacije je u tome $to se svi ¢lanovi u izrazu mogu
eksperimentalno odrediti, §to omogucuje izraCunavanje konstanti brzina koje nije moguce
eksperimentalno odrediti. Utvrdeno je da vrijedi i za druge reakcije, koje ukljucuju pucanje i
stvaranje veze, kao §to su reakcije prijelaza protona, hidrida ili H-atoma, premda nema
teorijske osnovice za njenu primjenu. Krizna relacija je prikladan test za procjenu moze li se

Marcusov pristup primijeniti i na PCET reakcije.
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Da bi se opisale dijabatne reakcije prijelaza elektrona (x < 1), klasi¢na Marcusova teorija je
prosirena uvodenjem kvantno-mehanickog efekta elektronskog sprezanja:
Konstanta brzine reakcije prijelaza elektrona definirana je Marcus-Levich-Hush izrazom:
21 1 [—(AG°+/1)2)
exXp|l————————

kpr = —H2, ————
ET ™ n "DPA(4rART)1/2 4)ART
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3.3. Reakcije spregnutog prijelaza elektrona i protona - PCET

Reakcije spregnutog (uskladenog) prijelaza elektrona i protona su reakcije u kojima se
prijelaz elektrona 1 protona odvija u jednom reakcijskom stupnju, bez nastajanja
meduprodukata visoke energije.'** Temeljna Kkarakteristika PCET procesa je izravno
sprezanje elektrona i protona,® s time da sami dogadaji prijelaza elektrona i protona mogu biti
sinkroni ili asinkroni. Bez sprezanja elektrona i protona, veliki broj procesa uopce ne bi bio
mogu¢. PCET reakcija je kvantno-mehanicki dogadaj, s obzirom da ukljucuje tuneliranje i

elektrona i protona.*'®?

Budu¢i da je masa protona ~ 2000 puta veca od mase elektrona, te
valna duljina protona ~ 40 puta kraca od valne duljine elektrona (kod iste energije), proton je
ograni¢en na male udaljenosti, dok elektron moze prelaziti na znatno vece udaljenosti. Za
razliku od elektrona, vjerojatnost tuneliranja protona je vrlo osjetljiva na male promjene u
udaljenosti izmedu donora i akceptora. Bioloski sustavi vrlo ¢esto koriste PCET mehanizam
kod transporta elektrona na velike udaljenosti, jer omogucuje prijelaz elektrona u fizioloskim
uvjetima (prijelaz prikladnom brzinom uz mali prenapon).** Jedan od najzna&ajnijih primjera
je oksidacija tirozina s P680" u fotosustavu 11.> PCET je temeljni mehanizam i u velikom
broju enzimskih reakcija, u kojima elektron i proton prelaze na malu udaljenost, s obzirom da

osigurava selektivnost.* Mala promjena udaljenosti izmedu donora i akceptora, vezana za

promjenu supstrata, dovodi do velike promjene u brzini.

Prema Noceri, reakcija u kojoj dolazi do prijelaza elektrona i protona se moze prikazati
pomocu sheme paralelograma (Slika 3.3.1.) u kojoj dvije ,.koordinate otapala“, z, (odgovara
reakciji prijelaza elektrona) i 1z, (odgovara reakciji prijelaza protona), definiraju
dvodimenzijski koordinatni prostor PCET reakcije.’

s A DD HA AT

___,.-'_.-"" - // . H_, e
.-"'-'; zE — T
X . e.H
De-_DpH '''' 'ﬁln -"}i.r / D..-;I_Dr.H-""lﬁlp_lﬂ.: H .

Slika 3.3.1. Shema paralelograma — dvije medusobno neovisne kolektivne
koordinate otapala: z. (odgovara reakciji prijelaza elektrona) i z, (odgovara
reakciji prijelaza protona), definiraju dvodimenzijski koordinatni prostor PCET
reakcije. Rubovi odgovaraju stupnjevitim PT 1 ET reakcijama, a cijelo podrucje
unutar paralelograma se odnosi na PCET reakciju.'®
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Rubovi odgovaraju stupnjevitim PT 1 ET reakcijama, a cijelo podru¢je unutar paralelograma
se odnosi na PCET reakciju. PCET reakcija se moze odvijati po razli¢itim reakcijskim
putevima unutar paralelograma. Reakcijski put po dijagonali paralelograma odgovara
prijelazu elektrona i protona kod kojega dolazi do minimalne promjene u raspodjeli naboja u
prijelaznom stanju, tj. prijelazu atoma vodika (HAT). Ostali reakcijski putevi mogu
zahtijevati odredeni stupanj pocetne polarizacije duz ,elektronske” ili duz ,protonske*
koordinate. Prijelazno stanje moze vise nalikovati prijelaznom stanju za ET ili za PT, ovisno o
tome kolika je reorganizacija potrebna da bi doslo do prijelaza elektrona u odnosu na prijelaz

protona, te sposobnosti otapala da podupre povec¢anu polarizaciju.

Brzina PCET reakcije je, analogno reakcijama prijelaza elektrona, odredena Gibbsovom
aktivacijskom energijom, AG?, te sprezanjem izmedu donora i akceptora, Hpa. Gibbsova

aktivacijska energija je kao i za reakcije prijelaza elektrona definirana izrazom:

_(AG®+2)?

AGH*
4] kgT

AG°® — standardna reakcijska Gibbsova energija,

A — reorganizacijska energija

Za razliku od reakcija prijelaza elektrona, u sluc¢aju PCET-a, proton utjeCe na svaki od
parametara o kojima ovisi brzina reakcije, tj. na AG®, A i Hpa.* Ovisno o polozaju protona
mijenja se redoks potencijal redoks partnera; promjena u raspodjeli naboja vezana za prijelaz
elektrona 1 protona utjeCe na reorganizacijsku energiju. Isto tako, sprezanje reaktantskih i
produktnih stanja ovisi i o prekrivanju elektronskih i protonskih vibracijskih valnih funkcija
reaktanata i produkata, s time da oba ovise o poloZaju protona. Osim toga za PCET reakciju je
vazna promjena udaljenosti izmedu donora i akceptora protona na vremenskoj skali koja
odgovara PCET procesu, §to je dobro poznato za reakcije prijelaza protona. Prema uZzoj
definiciji u PCET reakciji uopée ne mora do¢i do prijelaza protona, ve¢ je samo dovoljno da

prijelaz elektrona ovisi o poloZaju jednog ili veceg broja protona.

Reakcije spregnutog prijelaza elektrona i protona su termodinamicki povoljnije (niza AG®) od
reakcija u kojima se prijelaz elektrona i protona odvija stupnjevito u dva reakcijska stupnja,
budu¢i da se uskladenim prijelazom elektrona i protona u jednom reakcijskom stupnju
izbjegava nastajanje meduprodukata visoke energije. Stupnjeviti proces se moze odvijati tako
da prvo dode do prijelaza protona, nakon ¢ega slijedi prijelaz elektrona (PT/ET) ili obratno

(ET/PT). Stoga je AG° PCET reakcije uvijek niza od AG® prvog stupnja konsekutivnog
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procesa koji ukljucuje stupnjeviti prijelaz elektrona i protona.3‘69 U slucaju kada je drugi
stupanj brz, nije jednostavno detektirati meduprodukt, pa je stupnjeviti mehanizam teSko

razlikovati od PCET mehanizma.

Za razlikovanje PCET mehanizma od stupnjevitog ET/PT ili PT/ET mehanizma obi¢no se
provodi termokemijska analiza, uz primjenu kvadratne sheme.> U kvadratnoj shemi

vodoravne linije se odnose na PT, okomite na ET, a dijagonala na PCET:

H* .
pKa

e- | EO H e (H) e |E°
—_— H+

AG® ET i PT procesa moguce je odrediti iz standardnog redoks potencijala, E° i konstante
disocijacije kiseline, pKa. AG° PCET procesa odgovara zbroju AG® odgovarajué¢ih ET i PT
procesa:
AG°(ET) = -nFE®
AG°(PT) = 2,3RTpKa

AG°(PCET) = AG°(ET) + AG°(PT)

Da bi se utvrdilo radi li se o PCET ili stupnjevitom procesu, usporeduje se eksperimentalno
odredena AG* s AG® pocetnog ET i PT procesa, uz pretpostavku da je uvijek AG* > AG®.
Stupnjeviti proces moguce je iskljuciti ako je AG* manja od AG° pocetnog ET 1 PT procesa. 1z
kvadratne sheme je vidljivo termodinamicko sprezanje izmedu elektrona i1 protona. Promjena
redoks stanja dovodi do promjene u Kkiselosti (ApK,) i obratno disocijacija protona dovodi do
promjene standardnog redoks potencijala (AE®): unutar sustava viSe oksidacijsko stanje je
kiselije, a protonirana vrsta je jaci oksidans.®® ApK, i AE° odgovaraju po iznosu jednakoj
promjeni standardne reakcijske Gibbsove energije AAG®, a ona je kvantitativna mjera
termodinamickog sprezanja protona i elektrona.

Prijelazu elektrona i protona u PCET reakciji, prethodi nastajanje prethodnog kompleksa. U
nekim slu¢ajevima, unutar ovog kompleksa moze postojati jaka vodikova veza, uobicajeno
kod H-X veze kada je X elektronegativni atom, kao F, O, N, Cl. Termokemijska svojstva

supstrata unutar prethodnog kompleksa se mogu znacajno razlikovati od svojstava supstrata u
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otopini. Medutim, ova odstupanja su obi¢no znatno manja od termodinamicke prednosti

PCET-a.

3.3.1. PCET teorija

PCET teorija koja se danas najvise primjenjuje je teorija koju razvija Hammes-Schiffer sa
suradnicima.>*1223™40 gya teorija je multidimenzijsko proSirenje Marcusove teorije
prijelaza elektrona. Izmedu PCET reakcija i reakcija prijelaza elektrona postoje odredene
sli¢nosti: obe ukljucuju preraspodjelu naboja, koja znacajno ovisi o sprezanju s okolnim
medijem.*® Marcusova krizna relacija precizno predvida konstante brzine za veliki broj PCET
reakcija.® Medutim, PCET reakcija je po sebi kompliciranija od reakcija prijelaza elektrona,
buduéi da se u PCET reakciji, i elektron i proton ponasaju kvantno-mehanicki.***?° Proton se
tretira na isti na¢in kao i elektron, s obzirom na to da ima malu masu, te se stoga giba brze i

viSe je delokaliziran od ostalih jezgara.

Unutar teorije, elektronska struktura reaktanata se opisuje u okviru VB modela.®® Aktivni
elektroni i proton koji prelazi u reakciji se tretiraju kvantno-mehanicki. U pocetnoj teoriji
otapalo se opisivalo kao dielektricni kontinuum, a kasnije se preslo na opis eksplicitnog

molekularnog okolisa.

PCET reakcija se opisuje preko Getiri dijabatna elektronska stanja:®
(1a) Dz — *DpH-- - A, — A,
(1b) Dg —Dp e - HAJ — A,
(2a) De— *DpH - - Ap, — A;
(2b) De—Dp-- - HAJ — A

De (Ae) — donor (akceptor) elektrona

Dy (Ap) —donor (akceptor) protona

1 - elektron je lokaliziran u blizini donora elektrona,

2 - elektron je lokaliziran u blizini akceptora elektrona,

a — proton je lokaliziran u blizini donora protona,

b - proton je lokaliziran u blizini akceptora protona.

a — b — prijelaz protona,
1 — 2 — prijelaz elektrona.

Ovaj teorijski okvir obuhvaca i stupnjeviti (npr. la—1b—2b ili la—2a—2b) i spregnuti

prijelaz elektrona i protona (la—2b; u okviru ove teorije se oznacava kao EPT).
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Eksperimentalno mjerenje brzine PCET reakcije se obi¢no svodi na pracanje brzine reakcije
prijelaza elektrona, tako §to se prati promjena apsorbancije donora ili akceptora elektrona.
Stoga se kod opisivanja PCET reakcije reaktanti odnose na strukturu u kojoj je elektron
lokaliziran na donoru, a produkti na strukturu u kojoj je elektron lokaliziran na akceptoru.’
Reaktansko stanje (1) je definirano kao smjesa stanja la i 1b, a produktno stanje (1) kao
smjesa stanja 2a i 2b. S obzirom na kvantno-mehanic¢ku prirodu protona, PCET reakciju je
prikladnije prikazivati preko mijesanih elektronsko-protonskih vibronskih stanja, nego preko
elektronskih stanja. Za pojedino elektronsko stanje, I i II se, raGunaju protonska vibracijska

stanja, te se kao rezultat dobiju dva seta dijabatnih reaktantskih i produktnih vibronskih stanja.

PCET reakcija se opisuje kao prijelaz izmedu reaktanskih i produktnih dijabatnih vibronskih
stanja. Za PCET reakcije su vazna i osnovna i pobudena vibronska stanja. Dvodimenzijske
povrSine slobodne energije reaktantskih i produktnih vibronskih stanja ovise o dvije
medusobno neovisne ,kolektivne koordinate otapala®, z. i z,, od kojih se jedna odnosi na
prijelaz elektrona, a druga na prijelaz protona (Slika 3.3.1.1.). Pocetno, sustav je u termalnoj
ravnotezi na reaktantskoj povrsini slobodne energije. Na racun reorganizacije otapala dostize
sjeciSte dviju povrsina slobodne energije, tj. prijelazno stanje, gdje je energija reaktanata i
produkata jednaka, te dolazi do prijelaza elektrona i protona. Nakon prijelaza, sustav se
relaksira do ravnoteZnog stanja na produktnoj povrsini slobodne energije, ponovo na raun

reorganizacije otapala.

Promjena koordinata otapala duz reakcijskog puta mijenja energetski odnos izmedu
protonskih krivulja potencijalne energije reaktanata i produkata, s time da je u prijelaznom
stanju energija reaktantskog i produktnog stanja jednaka (Slika 3.3.1.2.). Protonska krivulja
potencijalne energije prikazuje energiju vibronskog stanja u ovisnosti o polozaju protona (rp),
tipi¢no je asimetri¢na i ima dva minimuma, od kojih jedan odgovara PT stanju a, a drugi PT
stanju b. U osnovnom reaktantskom vibronskom stanju PT stanje 1la ima niZzu energiju od
stanja 1b, a u osnovnom produktnom vibronskom stanju PT stanje 2b ima niZu energiju od
stanja 2a, sto je posljedica Coulombskih elektrostatickih privlacnih sila (stanje u kojemu su i
elektron i proton lokalizirani na donoru/akceptoru ima nizu energiju). Stoga je, u osnovhom
reaktantskom stanju, protonska vibracijska valna funkcija lokalizirana u blizini donora
protona (u ,,dolini a), a u osnovnom produktnom stanju u blizini akceptora protona (u
,»dolini“ b). To ima za posljedicu slabo prekrivanje protonskih vibracijskih valnih funkcija, te
slabo sprezanje izmedu reaktanskih i produktnih vibronskih stanja. S obzirom da je vibronsko

sprezanje znatno manje od termalne energije ksT, PCET reakcija je obi¢no u vibronski
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dijabatnom rezimu.’ Dijabatni prijelaz protona i elektrona se opisuje kao simultano kvantno-

mehani¢ko tuneliranje protona i elektrona.”®

T
AN t“:}’%éff’
‘\%‘i“%%f ‘ 7'\ /

N t\\{éﬁ\\ o
W "““;‘\"
W

A

kolektivna koordinata otapala

Slika 3.3.1.2. Presjek povrSina slobodne

Slika 3.3.1.1. Dvodimenzijske vibronske €nergije osnovnog reaktantskog (I) i
povrsine slobodne energije reaktanta (I) i produlftnog (H)_ vibronskog  stanja _dlﬁ
produkta (II) PCET reakcije; z. koordinata Kolektivne koordinate otapala. U krugovima
otapala koja odgovara reakciji prijelaza SU Prikazane protonske krivulje potencijalne
elektrona i z, — koordinata otapala koja €nergijle i protonske vibracijske valne
odgovara reakciji prijelaza protona funkcije

Brzina PCET reakcije

Izraz za konstantu brzine PCET reakcije je slican Marcus-Levich-Hush izrazu za reakcije
prijelaza elektrona.'” Konstanta brzine PCET reakcije je proporcionalna doprinosu i
konstantama brzine veceg broja reakcijskih kanala, koji odgovaraju prijelazima izmedu

reaktantskih i produktnih vibronskih stanja y—v:

2T 2 (AG®,, + /1/41/)2
k=—ZP Z|V I? (47 d ks T) ™ V2exp — |—b
hL L wv 2, kgT

AG;V = AGEPT + (,Ll - V)ha)

1 — reaktantska vibronska stanja
v — produktna vibronska stanja

P, — Boltzmanova napucenost reaktantskog stanja x
AG,fv— Gibbsova aktivacijska energija reakcijskog kanala u — v
AG,L, — standardna reakcijska Gibbsova energija reakcijskog kanala 4 — v

A, — reorganizacijska energija reakcijskog kanala yu — v
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Vv — vibronsko sprezanje reakcijskog kanala u — v

ho — razmak izmedu susjednih vibracijskih stanja

Reorganizacijska energija, standardna reakcijska Gibbsova energija i sprezanje pojedinog
reakcijskog kanala se medusobno razlikuju, zbog male razlike u udaljenosti za prijelaz
protona. Sumiranje po reaktantskim stanjima obi¢no ukljucuje ogranic¢eni broj stanja (<4).
Pobudena stanja mogu biti znacajno zastupljena u reakciji. Doprinos pojedinog reakcijskog
kanala ukupnoj reakciji ovisi o Boltzmanovoj napucenosti reaktantskih stanja, te o kompeticiji
Gibbsove aktivacijske energije i vibronskog sprezanja.*’ S obzirom na Boltzmanovu
napucenost najvjerojatniji je prijelaz iz osnovnog reaktantskog stanja. U slucaju prijelaza iz
oshovnog reaktantskog stanja, s obzirom na Gibbsovu aktivacijsku energiju najpovoljniji je
prijelaz u osnovno produktno stanje. S obzirom na vibronsko sprezanje povoljniji su prijelazi
koji uklju¢uju pobudena stanja, budu¢i da je kod pobudenih stanja vece prekrivanje
protonskih vibracijskih valnih funkcija. Jedan dio reakcijskih kanala odgovara EPT, a drugi
dio ET mehanizmu, ovisno o udjelu PT stanja a i b u reaktantskim i produktnim vibronskim
stanjima. Budu¢i da uvijek u osnovnom reaktantskom stanju dominira stanje la, te u
produktnom stanju dominira stanje 2b, prijelaz izmedu osnovnih stanja odgovara EPT
mehanizmu. Medutim, pobudena vibronska stanja mogu biti lokalizirana i u ,,dolini“ @, i u
,»dolini“ b, ili delokalizirana, te stoga reakcijski kanali koji ukljucuju pobudena vibronska
stanja mogu odgovarati i ET i EPT i nedefiniranom mehanizmu ("ni ET, ni EPT" ili "i ET i
EPT").37 Ukupni reakcijski mehanizam se odreduje na temelju vjerojatnosti pojedinog
mehanizma, §to ovisi o doprinosu pojedinog reakcijskog kanala, te o udjelu PT stanjaaib u

EPT
P

pripadaju¢im vibronskim stanjima. Kada je vjerojatnost EPT-a > 0,6 ukupni reakcijski

mehanizam je EPT, a kada je vjerojatnost ET-a P" > 0,6 ukupni mehanizam je ET.

Standardna reakcijska Gibbsova energija i reorganizacijska energija su definirane prema

tradicionalnim definicijama u Marcusovoj teoriji prijelaza elektrona.*

Reakciji prijelaza elektrona i protona prethodi nastajanje prethodnog kompleksa (D — H -+ A):
D-—H+A 2 D-H-A: Ky (AG)
D—H:-+A—=Dox"H—Areq: Kgpr (AGgpr)

Dox " H—Ared @ Dox+ H—Areq : (Ka)™ (AGH)

Standardna reakcijska Gibbsova energija, AG,,°, odgovara promjeni slobodne energije u

reakciji prijelaza elektrona i protona unutar prethodnog kompleksa (AGgpr), koja je povezana

s ukupnom promjenom Gibbsove energije, AG®":
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AG® = AGEPT — RTIH(KA/KA)

Ka, Ka” - asocijacijske konstante reaktanata i produkata

Isto kao 1 za reakcije prijelaza elektrona, teorija i za PCET reakcije predvida linearni odnos
slobodne energije, u slucaju kad je A >> |AG°|. Kada u reakciji prevladava reakcijski kanal O
— 0, ovisnost RT Ink 0 -AG° je linearna, uz nagib pravca 0,5. Ukljucenje pobudenih
vibronskih stanja dovodi do odstupanja od nagiba 0,5. Za razliku od invertnog Marcusovog
podrucja kod reakcija prijelaza elektrona, za PCET reakcije teorija predvida da se konstanta
brzine stalno povecava smanjenjem AG®, na racun ukljucenja pobudenih vibronskih stanja.

Ovo podrucje jos nije sustavno eksperimentalno ispitano.

Prema teoriji,> prijelaz protona u PCET procesu moze biti elektronski adijabatan ili dijabatan.

U rezimu elektronski dijabatnog PT-a vibronsko sprezanje (V,,) je definirano izrazom:
V[n/ ~ VelS#v

Ve _ elektronsko sprezanje
S.» — prekrivanje reaktantskih i produktnih protonskih vibracijskih valnih funkcija

Prekrivanje protonskih vibracijskih valnih funkcija tj. vibronsko sprezanje znacajno ovisi o
udaljenosti izmedu donora i akceptora protona. Sto je veéa udaljenost, manje je prekrivanje, te

je manja konstanta brzine reakcije.

Opisani izraz za konstantu brzine reakcije ide od pretpostavke da je udaljenost izmedu donora
i akceptora protona, R, fiksna veli¢ina tj. ne uzima u obzir u¢inke vibracijskog gibanja
konfiguracije D---H---A. Dobro je poznato da ovo gibanje ima vaznu ulogu u vibracijski
dijabatnim reakcijama prijelaza protona, koje se takoder opisuju u okviru Marcusove teori] e.%
Male promjene udaljenosti dovode do znacajne promjene sprezanja, buduci da se prekrivanje
protonskih vibracijskih valnih funkcija brzo smanjuje s povecanjem udaljenosti. Udaljenost
izmedu donora 1 akceptora utjeCe na visinu PT barijere; §to je manja udaljenost, barijera je
niza.* Moduliranjem PT barijere vibracijsko gibanje konfiguracije D---H---A znacajno utjece

na vjerojatnost tuneliranja protona.

Stoga je PCET teorija proSirena, uzimaju¢i u obzir kvantne i dinamicke ucinke vibracijskog
gibanja konfiguracije D---H---A (,,R-moda“) i otapala. Promjena udaljenosti izmedu donora 1

akceptora protona dovodi do dinamickih fluktuacija vibronskog sprezanja:

. _
Vv = Yy exp[ =0y (R = R,)]
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ﬁu- ravnotezna udaljenost izmedu donora i akceptora protona u reaktantskom stanju u
Vﬁ) - vibronsko sprezanje izmedu stanja u i v na udaljenosti Eu

a,, — parametar koji odrazava ovisnost vibronskog sprezanja o udaljenosti izmedu donora i
akceptora protona

Prevladavajuca udaljenost u reakciji moze biti znac¢ajno manja od ravnotezne udaljenosti, $to
je odredeno odnosom sprezanja kod odredene udaljenosti i Boltzmanove vjerojatnosti da se

donor i akceptor nadu na odredenoj udaljenosti.®®

Izvedeni su izrazi za konstanu brzine u dva grani¢na sluc¢aja s obzirom na frekvenciju ,,R-
moda“, Q: za podru¢je niskih frekvencija (visokih temperatura), te za podru¢je visokih
frekvencija (niskih temperatura).>*® U podrugju niskih frekvencija (AQ << kgT) ,,R-mod* nije
dinamic¢ki spregnut s fluktuacijama otapala, pa ga se ne ukljuuje u dinamicki opis. U
podru¢ju visokih frekvencija, ovo gibanje je znacajno brze od fluktuacija otapala, pa postaju
vazna kvantna svojstva ,,R-moda‘“ koji se tada, isto kao elektron i proton, tretira kvantno-

mehanicki.

Kineticki izotopni ucinak u PCET reakciji

Kineticki izotopni ucinak je vrlo koristan u proucavanju PCET reakcija.s’11 Vrlo cesto se
koristi za utvrdivanje PCET mehanizma, tj. za razlikovanje PCET od stupnjevitog ET/PT
mehanizma (budu¢i da se PCET reakcije obicno prate mjerenjem promjene koncentracije
donora/akceptora elektrona). Na temelju KIE je moguée dobiti uvide u temeljna svojstva
PCET-a, npr. moguce je razlikovati dogada li se prijelaz protona preko reakcijske barijere ili
tuneliranjem kroz barijeru.*® U slu¢aju tuneliranja kroz barijeru, KIE je obi¢no velik, buduéi
da proton zbog manje mase tunelira ucinkovitije od deuterija. Medutim, u slu¢aju znatnog

tuneliranja obaju izotopa (ekstenzivno tuneliranje) KIE mozZe biti i izrazito mali.*®
Prema teoriji koju razvija Hammes-Schiffer sa suradnicima iznos i temperaturna ovisnost KIE
su u prvom redu odredeni ravnoteznom udaljeno$¢u izmedu donora i akceptora protona, R, te

frekvencijom vibracijskog gibanja konfiguracije D---H---A, Q.**

U podrucju niskih frekvencija R-moda, uz pretpostavku da su u reakciju uklju¢ena samo
osnovna vibronska stanja, te da jedino vibronsko sprezanje ovisi o masi, kineticki izotopni

ucinak dan je izrazom:

L 2kuT
KIElel ex {— B

GSE w0z (%~ “5‘)}
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Iznos KIE je odreden H/D omjerom kvadrata prekrivanja vibracijskih valnih funkcija
|S412/1Sp|?, H,D razlikom u ovisnosti vibronskog sprezanja o udaljenosti (ad — af) i
frekvencijom vibracijskog gibanja konfiguracije D---H:--A, Q, uz pretpostavku da
elektronsko sprezanje, V*' ne ovisi 0 masi.

Vibracijska valna funkcija deuterija je, zbog vece mase, vise lokalizirana od vibracijske valne
funkcije vodika, te je stoga kod D manje prekrivanje S (Slika 3.3.1.3.). Osim toga, kod
deuterija se prekrivanje brze smanjuje s povecanjem udaljenosti nego kod vodika (ap > ap),
pa je H/D omjer prekrivanja, a stoga i KIE veci §to je veca udaljenost izmedu donora i
akceptora protona. U podrucju niskih frekvencija ,,R-moda“, KIE je veéi Sto je veca
frekvencija Q, budué¢i da veca frekvencija ne omoguéuje ucinkovito probiranje malih
udaljenosti.* Cesto u eksperimentalnim sustavima, promjena ravnotezne udaljenosti dovodi
do promjene frekvencije . Povecanje ravnotezne udaljenosti tipicno dovodi do smanjenja
frekvencije Q, jer vece udaljenosti odgovaraju slabijoj vodikovoj vezi. Ova dva efekta djeluju

na KIE u suprotnom smjeru, pa kod povecanja udaljenosti moze do¢i i do smanjenja KIE.

U podrucju visokih frekvencija ,,R-moda“, koje odgovaraju jakoj vodikovoj vezi, mala je

udaljenost izmedu donora i akceptora protona, te je KIE mali.

o -
I w11

vibracijske
valne funkeije

L6 04 -02 02 04 0.6

0
r(A)

Slika 3.3.1.3. Prekrivanje reaktantske (1) i produktne (II) vibracijske
valne funkcije: H (puna crta) i D (isprekidana crta), za reakcijski kanal
u=0—v=0; r, — koordinata protona, 0 odgovara polovici udaljenosti
izmedu donora i akceptora H/D*

U reakciju su cesto, uz osnovna, uklju¢ena i pobudena vibronska stanja. U pobudenim
stanjima je vele prekrivanje vibracijskih valnih funkcija, te je stoga manji H/D omjer
prekrivanja. Osim toga doprinos pobudenih stanja ukupnoj reakciji je obi¢no veci kod
deuterija nego kod vodika, budu¢i da je kod D manji razmak izmedu susjednih energijskih

nivoa. Op¢enito, ukljuc¢enje pobudenih vibronskih stanja dovodi do smanjenja KIE.
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KIE ovisi i o standardnoj reakcijskoj Gibbsovoj energiji. Prema novijoj verziji teorije,™ koja
se odnosi na C-H-O model, KIE je maksimalan kod AG®° = 0, s time da se znac¢ajno smanjuje
kako AG°® postaje ili pozitivnija ili negativnija, jer se povecava zastupljenost pobudenih
stanja. U podrucju visokih frekvencija ,,R-moda®, KIE je neovisan o AG®°. Prema ovoj verziji
teorije, KIE je relativno neosjetljiv na promjene reorganizacijske energije. Prema starijoj
verziji teorije,*” koja se odnosi na O-H-O model, KIE postaje veéi §to je reakcija endotermnija
(ii manje egzotermna). U sklopu ovog pristupa predvida se i ovisnost KIE o polarnosti
otapala: $to je manja polarnost otapala veci je KIE (utjecaj je manje izrazen kod egzotermnih
reakcija), te o udaljenosti izmedu donora i1 akceptora elektrona: Sto je manja udaljenost KIE je
veéi (jer su u tom slucaju vibracijske valne funkcije vise lokalizirane i manje je njihovo

prekrivanje).

Temperaturna ovisnost KIE

Unutar PCET teorije predvida se normalna i inverzna ovisnost KIE o temperaturi.'**

U podrudju niskih frekvencija ,,R-moda®, ovisnost KIE o temperaturi dana je izrazom:

d 2kg
7 In(KIE) = - S

(ap — @)
Temperaturna ovisnost KIE je normalna (porastom temperature KIE se smanjuje), te je veca

Sto je frekvencija manja.

U podrucju visokih frekvencija ,,R-moda®, u slucaju kad su u reakciju ukljucena samo
osnovna vibronska stanja, KIE je neovisan o temperaturi. Uklju¢enje pobudenih vibronskih
stanja moze dovesti ili do normalne ili do inverzne temperaturne ovisnosti KIE, §to ovisi o
relativnom doprinosu pobudenih stanja. U ovom podruju ovisnost KIE o temperaturi

odredena je faktorom exp[—(AG;V(H) - AG;V(D)) /kBT], prema kojemu u slucaju kada je

Aij(H) > AG;fv(D) moze do¢i do inverzne ovisnosti KIE o temperaturi. Gibbsova
aktivacijska energija reakcije D-supstrata moze biti niza od Gibbsove aktivacijske energije
reakcije H-supstrata, u slucaju prijelaza u pobudena stanja, s obzirom da je razmak izmedu
susjednih energijskih nivoa kod D manji nego kod H. To je moguce u slucaju male
reorganizacijske energije, kada je |-AG°| > 4, tj. kada su osnovno reaktantsko i produktno
stanje u invertnom Marcusovom podrucju, a pobudena stanja u normalnom podrucju, te stoga

znacajno doprinose ukupnoj reakciji.
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HAT vs PCET

U okviru teorije koju razvija Hammes-Schiffer, i HAT i PCET procesi se odnose na spregnuti
prijelaz elektrona i protona, a razlikuju se po stupnju elektronske adijabatnosti reakcije
prijelaza protona, s time da HAT odgovara elektronski adijabatnom prijelazu protona, a PCET
elektronski dijabatnom prijelazu.’ U oba sludaja, ukupna reakcija je vibronski dijabatna, §to
znaci da kvantni subsistem koji se sastoji od elektrona i protona ne odgovara trenutno na
gibanje otapala. Prema pristupu koji su razvili Georgievskii i Stuchebrukhov, HAT i PCET
moguce je razlikovati na temelju parametra adijabatnosti, p, koji je jednak omjeru vremena
koje je potrebno za tuneliranje protona, 7, i vremena koje je potrebno za promjenu

elektronskog stanja, z:
P= /%
7, ~ Ve /|AF v
7o ~ hJVE
V¥ _ elektronsko sprezanje

|AF| - razlika u nagibu protonskih krivulja potencijalne energije u sjecistu elektronskih stanja

vy — brzina tuneliranja protona

U slucaju znacajnog elektronskog sprezanja, vrijeme tuneliranja protona je puno dulje od
vremena koje je potrebno za promjenu elektronskog stanja. Tada elektroni imaju trenutni
odgovor na gibanje protona, te je prijelaz protona elektronski adijabatan. To je slucaj u
reakciji samoizmjene benzil/toluen, za koju je utvrdeno da elektron i proton prelaze izmedu
istih setova orbitala, te je stoga veliko elektronsko sprezanje 1 veliki razmak izmedu osnovnog

i pobudenog vibronskog stanja (HAT).>%%

Za razliku od ovog slucaja, u reakciji
samoizmjene fenoksil/fenol elektron i proton prelaze izmedu razli¢itih setova orbitala, te su
elektronsko sprezanje i razmak izmedu osnovnog i pobudenog vibronskog stanja mali, $to

odgovara elektronski dijabatnom prijelazu protona, tj. PCET procesu.

3.3.2. Tuneliranje protona — Marcusianski model tuneliranja

U velikom broju enzimskih reakcija je utvrdeno tuneliranje protona, na temelju KIE 1i/ili
aktivacijskih reakcijskih parametara, koje nije moguce objasniti unutar semiklasicnog
pristupa. U velikom broju slucajeva dobiven je H/D omjer Arrheniusovih

predeksponencijalnih faktora, Auw/Ap >> 1, mala D-H razlika u energiji aktivacije, te
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temperaturno neovisni KIE u podru¢ju oko sobne temperature, $to nije moguce objasniti niti
semiklasi¢no, niti unutar Bellovovog modela tuneliranja.?**'"® Qvakvi rezultati obi¢no se
interpretiraju unutar Marcusianskog modela, kojega su razvili Kuznetsov i Ulstrup,™

kasnije prilagodili Knapp i Klinman.**

Model polazi od Marcusve teorije prijelaza elektrona
prosirene na fenomene prijelaza vodikovog atoma ili hidridnog iona. Unutar modela moguce
je objasniti cijeli raspon Ay/Ap, od Au/Ap >> 1 do An/Ap <<1, a isto tako i temperaturno
neovisni te izrazito temperaturno ovisni KIE. Model povezuje ucinkovitost tuneliranja s
gibanjima u ,,proteinskom okoligu*.**?**3" Osnovna pretpostavka je da je prijelaz atoma
vodika u potpunosti kvantno-mehanic¢ki dogadaj (H/D tuneliranje), na kojega izravno utjece

dinamika okolisa.

Prema ovom modelu konstanta brzine reakcije dana je izrazom:'*

( (AG°+Eyip+2)? )
Keun = Z Z o Vel ARThZ exp 42RT X (F.C.term),,,,

kwn — konstanta brzine koja se odnosi na tuneliranje
v — vibracijski kvantni broj reaktanta
w - vibracijski kvantni broj produkta

P, — termalna napucenost reaktantskog stanja v

Konstanta brzine reakcije je definirana kao suma konstanti brzina veceg broja reakcijskih
kanala, koji ukljucuju osnovna i pobudena vibracijska stanja (dijabatni rezim). Prvi ¢lan u
izrazu za konstantu brzine odnosi se na elektronsko sprezanje, V., 1 neovisan je o izotopu.
Drugi ¢lan je Marcusova aktivacijska energija, koja se odnosi na reorganizacijsku energiju, 4,
1 na standardnu reakcijsku Gibbsovu energiju, AG°. E.i, je razlika u vibracijskoj energiji
izmedu reaktanta i produkta. Tre¢i c¢lan, F.C.term, je Franck-Condonovo nuklearno
prekrivanje, specifi€no za odredene vibracijske nivoe reaktanta i produkta. F.C. term odreduje
vjerojatnost tuneliranja protona. Ukljucuje doprinos C-H istezanja koje se tretira kvantno-
mehanicki.

—mHa)HArzl

F.C.termg, = exp l o7

Ar —ravnotezna udaljenost izmedu donora i1 akceptora protona
My, wx— masa, frekvencija oscilatora kod prijelaza protona na ravnoteznu udaljenost
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S obrzirom da prekrivanje protonskih vibracijskih valnih funkcija znacajno ovisi o
udaljenosti, oscilacije u okoliSu ga mogu znatno mijenjati, pa krajnji izraz za F.C. term uzima
u obzir dinamicki moduliranu udaljenost za tuneliranje:

—hw,X?

—mH(J)HATZ
2RT

2h

To
F.C.term,, =f expl X expl ldX
T

X = TXW,

ry — promjena udaljenosti izmedu donora i akceptora protona u odnosu na ravnoteznu
udaljenost, uslijed doprinosa promotivnih vibracija

Ar = (rg - ry) - dinamic¢ki modulirana udaljenost izmedu donora i akceptora protona, odgovara
ravnoteznoj udaljenosti (rp) umanjenoj za udaljenost ry

my, wy - masa, frekvencija oscilatora kod prijelaza protona kroz fluktuirajuéu barijeru

Tuneliranje protona je vrlo osjetljivo na oblik reakcijske energetske barijere. Dinamika
okolisa modulira barijeru potencijalne energije i na taj nacin utjece na tuneliranje protona.
Postoje dva tipa gibanja u okoli§u koja utjedu na prijelaz protona (Slika 3.3.2.1.).** To su
gibanja na rac¢un kojih se postize degeneriranost reaktantskog i produktnog stanja (Marcusov
¢lan), te gibanja koja dovode do fluktuacije udaljenosti za prijelaz protona (F.C. ¢lan).
Vibracije spregnute s reakcijskom koordinatom za prijelaz protona, koje dovode do
fluktuacije udaljenosti izmedu donora i akceptora protona se Cesto nazivaju promotivne
vibracije® ili kompresivni na&in vibriranja.”® Smanjenje udaljenosti izmedu donora i akceptora
dovodi do povecanog prekrivanja protonskih vibracijskih valnih funkcija, te do ucinkovitijeg
tuneliranja. Kada je konfiguracija aktivnog mjesta enzima visoko optimizirana, $to omogucuje
ucinkovito tuneliranje 1 H 1 D, doprinos promotivnih vibracija nije znacajan. U tom slu¢aju
KIE je neovisan o temperaturi (za adijabatni proces), D-H razlika izmedu energija aktivacije
je mala, a Au/Ap je veéi od maksimalne semiklasicno predvidene vrijednosti, u
temperaturnom podrucju oko sobne temperature. Za razliku od toga, u slucaju kada je pocetna
udaljenost izmedu donora 1 akceptora protona prevelika da bi bilo moguce ucinkovito
tuneliranje doprinos promotivnih vibracija postaje znacajan, $to dovodi do izrazite
temperaturne ovisnosti KIE, te do omjera Ay/Ap manjeg od semiklasi¢no predvidene granice.
Udaljenost kod koje dolazi do tuneliranja je odredena s vjerojatnosti tuneliranja kod odredene
udaljenosti, te s vjerojatnosti dostizanja te udaljenosti.**® Smanjenje udaljenosti u odnosu na
ravnoteznu je razli¢ito za H 1 D (vjerojatnost tuneliranja D vise ovisi o udaljenosti). To dovodi

do dodatne temperaturne ovisnosti konstante brzine, te do temperaturne ovisnosti KIE. Stoga,
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temperaturna ovisnost KIE odrazava relativni doprinos promotivnih vibracija reakcijskoj

koordinati.
A B
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Slika 3.3.2.1. Prikaz Marcusianskog modela tuneliranja: A-dijagram reakcijske
koordinate reakcije prijelaza protona utemeljen na Marcusovoj teoriji prosirenoj
na reakcije prijelaza protona — reorganizacija okoliSa doprinosi postizanju
konfiguracije prijelaznog stanja, Q — reakcijska koordinata; B — promotivne
vibracije — vibracije okolisa spregnute s reakcijskom koordinatom za prijelaz
protona, koje dovode do fluktuacije udaljenosti izmedu donora i akceptora
protona; ry — dinamicki modulirana udaljenost izmedu donora i akceptora protona,
I'o — ravnotezna udalj enost®
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3.4. Fotosustav 11 (PSII)
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Slika 3.4.1. Tilakoidna membrana kloroplasta Slika 3.4.2. Struktura fotosustava 1%

Biljke, alge i cijanobakterije u procesu fotosinteze koriste Suncevu energiju za proizvodnju

glukoze i O, iz vode i CO,:?%°

h
6C0, + 6H,0 — CeH;,06 + 60,

Fotosinteza se odvija u tilakoidnim membranama kloroplasta u dvije faze (Slika 3.4.1.). U
reakcijama na svijetlu dolazi do oksidacije H,O do O, (PSII), te do produkcije NADPH i
ATP-a, koji se potom u reakcijama u tami, uz CO; koriste za sintezu ugljikohidrata (Calvinov
ciklus).

Fotosustav 11 (Slika 3.4.2.) je multi-polipeptidni kompleks smjeSten u tilakoidnoj membrani
kloroplasta, star &ak ~ 2 bilijuna godina.®® Unutar njega u OEC kompleksu dolazi do
oksidacije vode do 0,.2° Oksidacija vode do O, u PSII ukljucuje niz PCET procesa. Pokreée
je svjetlosna energija (680 nm) koju apsorbiraju antena pigmenti unutar klorofila P680, pri
gemu P680 prelazi u pobudeno stanje P680*. P680* se oksidira pri ¢emu nastaje radikal Pggo”,
najjaci poznati oksidans u biologiji (1,25 V). Oslobodeni elektron u nizu ET procesa, koji
ukljucuju feofitin i kinon Qa, reducira kinon Qg, koji potom difundira do citokroma bef, gdje
se oksidira i oslobada protone (Q-ciklus) u tilakoidni lumen stvarajuéi protonski gradijent koji
pokreée sintezu ATP-a. Utvrdeno je da je i oksidacija kinona Qa” PCET proces.?”* Radikal
Psso” nastao oksidacijom pobudenog Pggo*, pokrece oksidaciju H,O do O, u CaMn, OEC
kompleksu:

2H,0 - 0, + 4H™" + 4e”
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Pocetno, Pego” Oksidira tirozin, Yz, pri ¢emu nastaje neutralni Yz* tirozil radikal, koji potom
oksidira OEC. OEC povezuje &etiri uzastopne jedno-elektronske redukcije Pego’ s &etiri-
elektronskom oksidacijom vode do O,. Pritom OEC prolazi kroz niz oksidacijskih stanja, So
— S1 — Sy — S3 — Sy, koja ¢ine Kokov ciklus (Slika 3.4.3.). Svaki prijelaz izmedu S stanja,

osim S; — Sy, je potaknut fotokemijskom oksidacijom Pggo.

H* H* 2H*

AR UAY

Sg — S, S, Sy —» [5,]

t I\

v | o,
~2H,0 ’

Slika 3.4.3. Kokov ciklus®!

Oksidacija Yz (Y161) je dvosmjerni PCET proces, u kojemu dolazi do prijelaza elektrona na
radikal Pego’, te do prijelaza H" na N histidina (H190), koji je s tirozinom vezan kratkom
vodikovom vezom. Za vrijeme Kokovog ciklusa H* se izmjenjuje izmedu tirozina i histidina.
Osim tirozina Yz, PSII sadrzi jo$ jedan redoks aktivni tirozin Yp (Y160), koji ne sudjeluje
izravno u oksidaciji vode, nego je upleten u stabilizaciju OEC-a. Yp, isto kao i Yz je

vodikovom vezom vezan na histidin (H189), s kojim izmjenjuje H* u PCET procesu.*??

Prema kristalografskim podacima Ferreire i suradnika (rezolucija 3,5 A; Slika 3.4.4.), OEC je
MnsCaO, kuboid s jednim Mn atomom vezanim na kut kuboida preko atoma O.**° Mn ioni su
koordinirani O i N atomima aminokiselinskih ostataka (His, Asp, Glu). Na jednomu kutu
manganskog kuboida je Ca?*, u blizini tirozina Yz (5 A). Smatra se da OEC sadrzava i CI,,
iako jo$ nije poznat njegov toCan polozaj. OEC sadrZi najmanje jednu supstratnu molekulu
vode koordiniranu tijekom cijelog ciklusa, te najmanje dvije u stanju S, od kojih je jedna

voda vezana terminalno na Mn (brzo se izmjenjuje), a druga na Ca** (sporo se izmjenjuije).

161

CP43-R357

Slika 3.4.4. Kristalografski model OEC kompleksa i okolisa (rezolucija 3,5 A)llg
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Tijekom Kokovog ciklusa iz OEC kompleksa se oslobada 4e” i 4H". Prijelaz elektrona i
protona u jednom dijelu S ciklusa se odvija PCET mehanizmom, pri ¢emu se izbjegava
nastanak znacajnih koli¢ina reaktivnih intermedijera kao $to je superoksid, vodikov peroksid i
hidroksil radikal.* Opéenito je prihvaéeno da se promjena oksidacijskog stanja OEC-a
uglavnom, ili ¢ak u potpunosti odnosi na Mn. Protoni koji se oslobadaju potjecu od supstratne
vode, i od drugih proton donora ¢iji se pK, mijenja uslijed oksidacije OEC-a.

PredlozZen je veci broj mehanizama oksidacije vode u OEC-u. Prema Brudvigu (Slika 3.4.5.)
prijelaz So — S; je PCET proces.?® Stupanj Si— S, ukljuduje samo prijelaz elektrona, §to
dovodi do promjene naboja OEC kompleksa. Sljede¢a dva stupnja, S; — Sz i S3 — Sy, SU
PCET procesi u kojima elektron prelazi s Mn(4) OEC kompleksa na Yz°*, a proton s Mn-
vezane supstratne vode na neutralni arginin CP430-Arg357. ClI” vezan na Ca?* osigurava
preciznu orijentaciju supstratne vode unutar mreze vodikovih veza. Nakon stupnja S3 — Su,
Mn(4) je u obliku MnV=0, kojega u sljedeem stupnju, S4 — S, nukleofilno napada

supstratna voda vezana na Ca®*, pri emu nastaje O-O veza.?%'?

Toni, kalcij i klorid imaju zna¢ajnu ulogu u reakciji oksidacije vode.?2*2"1%* Ca?*

veze jednu
supstratnu molekulu vode, te utjece na redoks potencijal OEC-a. Ca?* i Cl' su ukljuceni u
prijelazima nakon stanja S,, u kojima dolazi do uskladenog prijelaza elektrona i protona.
Nedostatak Ca”* blokira, a nedostatak CI™ usporava prijelaz S, — S3. Smatra se da Ca®* i CI
imaju vaznu ulogu u stvaranju mreze vodikovih veza u okolini OEC-a, te da na taj nacin

utjetu na prijelaz protona. Osim toga, smatra se da Ca”" elektrostaticki utjece na OEC, te mu

pritom mijenja redoks potencijal. Uloga Ca?* i CI” jo3 nije u potpunosti razjasnjena.
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Slika 3.4.5. PredloZeni mehanizam oksidacije vode do kisika u OEC kompleksu®
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4. EKSPERIMENTALNI DIO

4.1. Uporabljeni instrumenti i pribor

Za mjerenje UV-Vis spektara i praéenje promjene apsorbancije u vremenu KoriSteni su
Hewlet-Packard HP 8453 spektrofotometar, te za brze reakcije Ocean Optics S2000
spektrofotometar opremljen sa sustavom za brzo mijeSanje otopina reaktanata Applied
Photophysics RX 2000 Rapid Kinetics Spectrometer Accesssory, prikljuceni na stolna
racunala. Oba spektrofotometra su opremljena termostatiranim blokovima priklju¢enim na
termostat, s mogu¢no$¢u tocnog namjestanja i odredivanja temperature (= 0,1 K). Mjerenje
pH otopina izvedeno je pH-metrom METTLER TOLEDO SP 230 i staklenom pH-elektrodom
(Mettler Toledo, InLab Semi-Micro), koji su prije uporabe kalibrirani standardnim puferskim
otopinama pH=7,00 i pH=4,00 (Merck, p.a.), prema standardnoj proceduri. Za pripravu
otopina koriSteno je rebazdareno odmjereno posude i automatske mikropipete Eppendorf
1000, 200, 100, 10 pL s odgovaraju¢im nastavcima. Redestilirana Ultra—Cista voda 1 teSka
voda (99,9 % D, Aldrich) su koristene svjeze prokuhane i minimalno 30 minuta propuhane
strujom N3 (99,999%) kako bi se uklonili O, i1 CO, (G <2 uS). Sve krutine su bile p.a. ¢istoce
(Aldrich, Fluka, Merck, Invitrogen), po potrebi osuSene prije uporabe. Dinatrijev DETAPAC
(dietilentriaminopenta acetat) je pripremljen dodatkom standardne 0,100 moldm™ otopine
NaOH (Merck) u otopinu DETAPAC kiseline.

4.2. Kineticka mjerenja

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(Ill) iona su odredene pracenjem
promjene koncentracije heksacijanoferat(l11) iona u vremenu spektrofotometrijski, mjerenjem
apsorbancije na valnoj duljini 420 nm, $to odgovara apsorpcijskom maksimumu, Amax,
heksacijanoferat(I11) iona; &maxvota=1000 mol™*dm®*m™ (Slika 4.2.1.). Na valnoj duljini 420
nm niti jedan sudionik reakcije, osim heksacijanoferat(Ill) iona nema znafajan molarni
apsorpcijski koeficijent. Promjena koncentracije heksacijanoferat(lll) iona u ispitivanim

reakcijskim uvjetima slijedi zakon za prvi red.
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Slika 4.2.1.

Promjena UV-Vis spektra tijekom reakcije askorbata i heksacijanoferat(lll) iona u
vodi tijekom 50 s. c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm?, c(KsFe(CN)s) = 0,00005 mol dm™,

c(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm™, ¢(NaCl) = 0,001 mol dm™, I = 0,0033, na 298 K.

0.1

0.1

A oo

0064

004
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Slika 4.2.2.

Promjena apsorbancije heksacijanoferat(Ill) iona na 420 nm (tocke) u vremenu u
reakeiji askorbata i heksacijanoferat(IIl) iona u tegkoj vodi. c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm=,
c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol dm™, c(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm™, I = 0,0023, na 298 K.
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Konstante brzine reakcije tipi¢no se racunaju iz 200 parova (A, t) podataka skupljenih u barem
pet poluvremena reakcije, kao kinetike pseudo-prvog reda, uz dobivenu standardnu pogresku
obi¢no manju od 0,3 % (Slika 4.2.2.). Konstanta brzine reakcije u odredenim reakcijskim
uvjetima odredena je kao prosjek barem tri ovakva mjerenja.

Konstante brzine reakcije su odredene u uvjetima pseudo-prvog reda. Uvjeti pseudo-prvog
reda su postignuti tako Sto je koncentracija askorbata bila obicno 20 puta veca od
koncentracije heksacijanoferat(IIl) iona (uzimajuéi u obzir reakcijsku stehiometriju, askorbat :
heksacijanoferat(Ill) = 1:2), tipicno 0,0005 moldm™ Na-askorbat i 0,00005 moldm™
K3sFe(CN)s na pH=5,7, te 0,0005 moldm™ askorbinska kiselina i 0,00005 moldm™ KsFe(CN)g
na pH=3,8. I u slucaju pseudo suviska 12 puta, dobivena je ista konstanta brzine kao 1 kod
veéeg pseudo suviska, unutar eksperimentalne pogreske (usporedene su konstante brzine
izmjerene na klasicnom HP spektrofotometru u uvjetima pseudo suviska 12 puta s
konstantama brzine koje su izmjerene na spektrofotometru koji je opremljen s dodatkom za
pracenje brzih reakcija, Ocean Optics, u uvjetima pseudo suviska 20 puta).

Konstante brzine drugoga reda (kuasc-) izracunane su iz izmjerene konstante brzine pseudo-
prvog reda (Kops) 1 koncentracije askorbata, koja je odredena spektrofotometrijski (vidi nize),

prema izrazu:

59



EKSPERIMENTALNI DIO

Kobs = 2kniasc-[HASC ]

Konstante brzine pseudo-prvog reda izmjerene na pH=5,7 u prisutnosti Na,EDTA (EDTA =
etilendiamintetraacetat; 0,0005 moldm™) i na pH=3,8 bez Na,EDTA se u potpunosti slazu,
isto kao i konstante brzine koje su dobivene kada je Na,EDTA zamijenjen s Na,DETAPAC-
om (DETAPAC - dietilentriaminopenta acetat). EDTA i DETAPAC su dodani u reakcijsku
otopinu kako bi sprijecili oksidaciju askorbata koja se dogada u prisutnosti tragova metalnih
iona i Kisika, te nastajanje askorbil radikal aniona, koji bi u usporednoj reakciji vrlo brzo
reagirao s heksacijanoferat(l11) ionom. Poznato je da u prisutnosti kisika i tragova metalnih
iona dolazi do oksidacije askorbata do askorbil radikal aniona, Asc®”.**'%® Nastali radikal se
potom disproporcionira do askorbata i dehidroaskorbinske kiseline.'* Reakcija
disproporcionacije ovisi o pH, tj. na nizemu pH je brZa. Stoga je u neutralnom, s obzirom da
je uklanjanje Asc®  disproporcionacijom usporeno, potrebna posebna paznja kako bi se
izbjegla usporedna reakcija askorbil radikal aniona i heksacijanoferat(lll) iona. To je
postignuto uklanjanjem tragova metalnih iona dodatkom EDTA ili DETAPAC-a, koji vrlo
efikasno stvaraju komplekse s metalnim ionima, te uklanjanjem kisika propuhivanjem vode
strujom dusika.

Reakcijska smjesa bez kalijevog(lll)heksacijanoferata termostatirana je u kvarcnoj kiveti
najmanje 20 minuta prije pocetka kinetike. Reakcija se zapocinje dodatkom 1,0 uL 0,1
moldm™ otopine heksacijanoferat(I1l) iona u 2,0 mL reakcijske smjese. 0,1 moldm™ otopina
Na-askorbata za kinetiCka mjerenja je pripremljena otapanjem Na-askorbata u vodi koja

sadrzava 0,0005 moldm™ Na,EDTA, kako bi se osigurala stabilnost askorbata.
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4.3. Odredivanje koncentracije askorbata

Koncentracija askorbata u reakcijskoj smjesi odredena je spektrofotometrijski, mjerenjem
apsorbancije na repu apsorpcijske vrpce askorbata (Amax = 265 nm), na 294 ili 300 nm, prije
dodatka kalijevog (Ill) heksacijanoferata. Mjerenje apsorbancije na valnoj duljini koja
odgovara maksimumu nije bilo moguce zbog prevelike apsorbancije u danim reakcijskim
uvjetima (s(HASC)26snm ~ 14500 mol™dm3cm™).® Na ovaj nacin se izbjeglo odredivanje

vrlo malih promjena pK, vrijednosti, pod utjecajem ionske jakosti.

Odredeni su molarni apsorpcijski koeficijenti askorbata na 294 i 300 nm, na temperaturama
od 278 do 313 K, u vodi i teskoj vodi (Tablice 4.3.1. 1 4.3.2.; Slike 4.3.1.14.3.2.), te na 298 K
kod razli¢itih mnozinskih udjela D,O u H,O (Tablica 4.3.3., Slika 4.3.3.), mjerenjem
apsorbancija 0,0005 moldm™ otopine Na-askorbata. pH otopina u vodi je bila 5,7, te 6,2 u
teSkoj vodi (pDogitani ® 5,8, PD = pDocitani + 0,4). U ovim uvjetima, jedini molekularni oblik
askorbata je askorbatni monoanion (HAsc"). Utvrdeno je da dodatak soli ne utjeCe na molarni

apsorpcijski koeficijent askorbata.
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Tablica 4.3.1.

Molarni  apsorpcijski  koeficijenti askorbata (HAsc) u vodi, pri razli¢itim
temperaturama, na 294 i 300 nm.

294 nm 300 nm
T/°C e€(HASC )294nm &€(HASC )204nm €(HASC™)300nm E(HASC™)300 nm

/mol*dmem®  /mol*dm®cm?®  /mol*dmecm®  /mol*dm3cm™

1339 420
52 1351 (17) 424 (6)
1363 428
1397 446
10,0 1406 (14) 450 (6)
1416 454
1461 477
14.9 1473 (17) 485 (11)
1485 492
1528 503
198 1516 (17) 501 (3)
1504 498
1574 531
25.0 1590 (22) 536 (7)
1605 540
1659 567
30,1 1678 (27) 576 (12)
1697 584
34,7 1708 1724 (21 295 601 (6
1766 625

1790 (34 632 (9
39,1 1814 (34) 638 ®)

c(NaHAsc) = 0,0005 moldm™, pH = 5,7

62



EKSPERIMENTALNI DIO

Tablica 4.3.2.

Molarni apsorpcijski koeficijenti askorbata (HAsC) u teskoj vodi, pri razli¢itim
temperaturama, na 294 i 300 nm.

294 nm 300 nm

T/°C E(HASC )294nm E(HASC )2094nm €(HASC )300 nm €(HASC™)300 nm
/mol*dm®*m™®  /mol*dm®em®  /moldm®*cm™  /moltdm3m™

1181 359
52 1179 (3) 360 (2)
1177 362
1225 372
10,0 1235 (14) 375 (4)
1245 378
1260 392
14.9 1268 (11) 395 (4)
1275 397
1273 404
198 1289 (23) 413 (13)
1305 421
1349 442
25.0 1368 (27) 448 (9)
1387 454
1459 486
30,1 1444 (21) 479 (11)
1430 471
34,7 1462 1470 (10 484 491 (10

, i (10) 108 (10)
1568 530

1551 (24 526 (5

39,1 1534 (24) 522 ©)

c(NaHAsc) = 0,0005 moldm™, pD = 6,2 (pDogitani=5,8).
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Slika 4.3.1.

Ovisnost molarnog apsorpcijskog koeficijenta askorbata o temperaturi u vodi (®) i
teSkoj vodi (O), na 294 nm. Podaci iz Tablica 4.3.1.14.3.2..
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Slika 4.3.2.

Ovisnost molarnog apsorpcijskog koeficijenta askorbata o temperaturi u vodi (®) i
teSkoj vodi (O), na 300 nm. Podaci iz Tablica 4.3.1.14.3.2..
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Tablica 4.3.3.

Molarni apsorpcijski koeficijenti askorbata (HAsC") kod razli¢itih mnozinskih udjela
D,0 u H,0, na 294 i 300 nm, pri 298 K.

294 nm 300 nm
x(D20) e(HASC )294nm €(HASC )z04nm €(HASC)300nm E€(HASC™)300 nm

/mol*dm®*cm™®  /mol*dmicm™®  /moltdm®ecm?  /mol*dm3cm™

1574 531

0,0000 1590 (22) 536 (7)
1605 540
1523 510

0,2512 1542 (28) 517 (10)
1561 524
1477 491

0,5016 1495 (25) 497 (8)
1512 502
1459 479

0,7512 1445 (20) 475 (6)
1431 470

0,9970 1349 1368 (27) 4z 448 (9)
1387 454

c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™
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Slika 4.3.3.

Ovisnost molarnog apsorpcijskog koeficijenta askorbata (HAsC) o mnoZinskom
udjelu D,O u H,0, na 294 (®) i (©) 300 nm, pri 298 K, r =0,999. Podaci iz Tablice 4.3.3..
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5. REZULTATI | RASPRAVA

Reakcije u kojima dolazi do spregnutog prijelaza elektrona i protona (PCET) imaju
odredene zajedniCke karakteristike s reakcijama prijelaza elektrona (ET). Oba tipa reakcija
ukljucuju preraspodjelu naboja, koju prati znacajno sprezanje s okolnim medijem.13 Vee
dugo je poznato da prisutnost iona znatajno utjee na reakcije prijelaza elektrona.'**®
Medutim, utjecaj iona na PCET reakcije je do danas vrlo oskudno ispitan, premda su ioni

prisutni u vaznim biologkim PCET sustavima.'*

Ci]j istrazivanja u okviru ove disertacije je prouciti utjecaj kationa na PCET reakciju. Kako
bi utjecaj kationa bio $to izrazeniji, kao modelna reakcija na kojoj se ispituje utjecaj
kationa na PCET reakciju odabrana je reakcija izmedu dva aniona: askorbatnog

monoaniona (HAsC) i heksacijanoferat(l11) iona.

Reakcija izmedu askorbata i heksacijanoferat(Ill) iona je od ranije poznata.'®2222%4

Askorbat (HAsC) reducira heksacijanoferat(IIl) ion pri ¢emu nastaje dehidroaskorbinska
kiselina (DHA\) i heksacijanoferat(ll) ion:

HAsc™ + 2Fe(CN)3~ — DHA + 2Fe(CN)4™ + 2H*

Stehiometrija ukupne reakcije je askorbat:heksacijanoferat(I11) ion = 1:2.22%%*

Kineticka analiza reakcije se zasniva na praenju smanjenja koncentracije
heksacijanoferat(IIl) iona (smanjenje apsorbancije na 420 nm), $to je povezano s njegovom

redukcijom. Empirijski zakon za brzinu reakcije dan je izrazom; 222224

R =—d [Fe(CN)¢ ]/ dt = 2kyase- [HAsc ] [Fe(CN)s™ ]
kuasc- — konstanta brzine drugog reda reakcije askorbata 1 heksacijanoferat(IIl) iona

Reakcija je ukupno drugog reda, tj. prvog reda s obzirom na askorbat, te s obzirom na
heksacijanoferat(Ill) ion. Konstante brzine reakcije su odredene u uvjetima pseudo-prvog

reda, tako §to je koncentracija askorbata bila u velikom suvisku.
Kobs = 2kuasc-[HASC ]

Na temelju provedene kineticke analize predloZen je sljedec¢i reakcijski mehanizam. U
prvom, relativno sporom reakcijskom stupnju (Shema 5.1.) dolazi do uskladenog prijelaza
elektrona i protona (PCET). Pritom dolazi do prijelaza elektrona s askorbata na

heksacijanoferat(I1) ion, Fe(CN)s>, koji se reducira i prelazi u Fe(CN)s*. U istom
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reakcijskom stupnju, spregnuto s prijelazom elektrona dolazi do prijelaza protona s 2-OH
skupine askorbatnog monoaniona najvjerojatnije na molekulu vode. S obzirom da je
pKa(Fe(CN)s") ~ 4,3, u reakcijskim uvjetima u kiselom, pH ~ 3,8, jedan dio protona ¢e
nakon pocetnog prijelaza na vodu, pre¢i na Fe(CN)64'. U neutralnom pH podrucju

(najcesce u ovom istrazivanju) proton prelazi na vodu.

OH OH

(@] o e)
HO O 3- kHASC- HO - 4
__ + [Fe(CN)g] ———> — + [Fe(CN);] + H
o  OH ‘o o
HAsc” Asc®

Shema. 5.1. Prvi reakcijski stupanj reakcije askorbata i heksacijanoferat(I11)
iona (PCET)

U prvom reakcijskom stupnju uslijed uskladenog prijelaza elektrona i protona nastaje
askorbil radikal anion (Asc*®’) koji u sljede¢em brzom stupnju reducira drugu molekulu

193,222-224 4

heksacijanoferat(l11) iona ili se u konkurentnom procesu brzo disproporcionira,*®

pri ¢emu nastaju dehidroaskorbinska kiselina i askorbat:

Asc®” + Fe(CN);~ — DHA + Fe(CN)¢™

2Asc®” + H' - DHA + HAsc™

PredloZeni reakcijski mehanizam je obrazloZeni i dokazani ispravak u literaturi ranije
predlozenog mehanizma, prema kojemu je reakcija opisana kao reakcija prijelaza elektrona

na vanjskoj sferi. 222224

5.1. PCET ili stupnjeviti mehanizam?

Poznato je da se neke od reakcija oksidacije askorbata odvijaju PCET mehanizmom,®89*

% tj. da se prijelaz elektrona 1 protona s askorbata odvija uskladeno, u jednom reakcijskom
stupnju.

U okviru ovog istrazivanja utvrdeno je da se i reakcija izmedu askobata I
heksacijanoferat(l1l) iona odvija PCET mehanizmom. Evidencija koja govori u prilog
PCET mehanizmu je izmjereni kineti¢ki izotopni uc¢inak u reakciji (KIE) i provedena

termokemijska analiza, uz primjenu ,.kvadratne sheme*?
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Stupnjeviti mehanizam moze znaciti ili da prvo dolazi do prijelaza protona s askorbata,
nakon cega slijedi prijelaz elektrona (PT/ET) ili obratno da prvo dolazi do prijelaza
elektrona nakon kojega slijedi prijelaz protona (ET/PT). Stupnjeviti ET/PT mehanizam, u
kojem pocetno dolazi do prijelaza elektrona, je moguce iskljuciti na temelju izmjerenog
kinetickog izotopnog ucinka (KIE), kn/kp (k = kpasc-), Koji u reakcijskim uvjetima bez
dodatka soli (na ionskoj jakosti I = 0,0023) iznosi 4,6. Konstante brzine reakcije su
odredene spektrofotometrijski, pra¢enjem smanjenja apsorbancije heksacijanoferat(III)
iona tj. reakcije prijelaza elektrona. Izmjereni KIE jasno upucuje na to da se tijekom
stupnja koji odreduje brzinu reakcije dogada prijelaz protona, a pocetni ET u kojemu bi
nastao protonirani askorbil radikal (HAsc®) ne ukljucuje prijelaz protona. Prijelaz protona s
HAsC®, koji bi slijedio nakon prijelaza elektrona bio bi brz, buduéi da je pKs(HAsc®) = —
0,45, te stoga ne bi doveo do pojave KIE. Na temelju KIE nije moguée posve iskljugiti
stupnjeviti PT/ET mehanizam, u kojemu bi pocetno dolazilo do prijelaza protona, buduci
da bi u tom slucaju brzina nestajanja heksacijanoferat(Ill) iona bila odredena brzinom
prijelaza protona. S obzirom da je prijelaz deuterija s 2-OD skupine askorbata sporiji od
prijelaza protona s 2-OH skupine to bi takoder dovelo do pojave KIE. Medutim, stupnjeviti
PT/ET mehanizam moguce je iskljuciti na temelju provedene termokemijske analize. U
sklopu termokemijske analize usporeduje se standardna reakcijska Gibbsova energija
(AG®) odgovaraju¢ih konsekutivnih PT/ET, te ET/PT reakcija s eksperimentalno
odredenom aktivacijskom reakcijskom Gibbsovom energijom (AG*), uz pretpostavku da je
uvijek AG* > AG®. AG° PT procesa moguce je odrediti iz pK, odgovarajuée kiseline (AG®
= 2,3 RT pK,), a AG® ET procesa iz redoks potencijala E° (AG®° = - nFE®).

PT/ET
Fe(CN)s> + HAsC” — Fe(CN)g® , Asc® + H*

AG® pocetnog PT procesa u stupnjevitom PT/ET procesu je izracunan kao zbroj AG°
disocijacije askorbatnog monoaniona i AG®° nastajanja asocijacijskog kompleksa (Fe(CN)s*

,Asc?), te iznosi od najmanje 66,2 kJ/mol do 70,2 kJ/mol.

(1) HAsC — Asc” + H (pK, 11,3"li 11,8'%) i

(2) Fe(CN)g¥ + Asc? — Fe(CN)s®,Asc® (K od 0,1 do 0,5)
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ET/PT
Fe(CN)s® + HAsc” — Fe(CN)g" + HAsc®

AG°® pocetnog ET procesa u stupnjevitom ET/PT procesu je na temelju izmjerenog redoks
potencijala E® (Fe(CN)s*/Fe(CN)s*) = 0,411 V (I = 0,1, Tablica 5.2.1.11., str. 93.) i
E* (HAsc*/HAsC) = 0,720 V,% te iznosi 31,0 kd/mol.

PCET
Fe(CN)s> + HAsC — Fe(CN)s* + Asc® + H*

AG° PCET procesa je na temelju izmjerenog E° (Fe(CN)s>/Fe(CN)s*) = 0,411 V (1 = 0,1)
i E°(Asc®" ,H'/HAsc) = 0,693 V, te iznosi 28,5 kd/mol.
E°(Asc® H'/HAsC) = AG°(Asc® H'/HASC)/F

AG°(Asc® H'/HAsC)® = FE°(HAsc*/HAsSC)* + 2,303RTpK,(HAsc®)

Aktivacijska Gibbsova energija, AG*, odredena iz ovisnosti konstante brzine reakcije o
temperaturi prema Eyringovoj jednadzbi, u reakcijskim uvjetima bez dodatka iona, na
ionskoj jakosti I = 0,0023 iznosi 62,3 kJ/mol (vidi Tablica 5.2.2.7., str. 106.). AG® za
pocetni PT u stupnjevitom PT/ET procesu izosi najmanje 66,2 kJ/mol do 70,2 kJ/mol, Sto
je barem 4 kJ/mol-u vise od izmjerene aktivacijske energije u reakciji. S obzirom da AG*
ne moze biti manja od AG°, stupnjeviti PT/ET mehanizam je moguce iskljuciti. AG°
pocetnog ET procesa u stupnjevitom ET/PT procesu izosi 31 ki/mol. lako je AG® pocetnog
ET procesa znatno manja od izmjerene AG*, ovaj mehanizam je moguée iskljuciti na

temelju izmjerenog KIE, kao Sto je ranije opisano.
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5.2. Utjecaj kationa na reakciju askorbata i

heksacijanoferat(l11) iona u vodi

Ispitan je utjecaj dodatka soli, natrijevog klorida, na brzinu, kinetic¢ki izotopni uc¢inak te na
aktivacijske parametre reakcije askorbata i heksacijanoferat(l11) iona u vodi. Ispitivanja su
provedena u koncentracijskom podru¢ju u kojemu vrijedi grani¢ni Debye-Hiickelov
zakon,?'® kod ionskih jakosti | < 0,01 (0,001-0,008 moldm™ NaCl), te u podrugju visih
koncentracija natrijevog klorida (0,05 do 1,0 moldm™ NaCl). Rezultati su navedeni u
Tablicama: 5.2.1.1. - 5.2.1.8.15.2.2.1.-5.2.2.8,, te na Slikama: 5.2.1.1. - 5.2.1.8.15.2.2.1. -
5.2.2.6..

5.2.1. Utjecaj kationa na brzinu i Kineticki izotopni ucinak reakcije

askorbata i heksacijanoferat(l11) iona u vodi

Podrudje vrlo niskih ionskih jakosti (1< 0,01)

Ispitan je utjecaj niskih koncentracija kationa (0,001-0,008 moldm™ Na*) na brzinu te na
kineticki izotopni ucinak reakcije askorbata i heksacijanoferat(Ill) iona u vodi. Ionska
jakost u ispitanim reakcijskim uvjetima je < 0,01, §to odgovara podru¢ju u kojemu vrijedi
grani¢ni Debye-Hiickelov zakon. Rezultati su navedeni u Tablicama 5.2.1.1., 5.2.1.2.,
5.2.1.3.

U skladu s predloZenim reakcijskim mehanizmom, prema kojemu su reaktanti u reakciji
askorbatni monoanion (HAsc) i heksacijanoferat(lll) ion (Fe(CN)¢>), normalno je

ocekivati da ¢e dodatak soli u reakcijsku otopinu dovesti do povecanja brzine reakcij e. 23
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Tablica5.2.1.1.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(l11) iona u vodi, kod
razli¢itih ionskih jakosti (NaCl), pri pH = 5,7 na 298 K, c¢(NaHAsc) = 0,0005 mol dm®,
c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol dm™, c(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm™.

c(NacCl)/ —
( )3 I kHASC' / mOI-l de S-l kHASC— / mOI-l dm3 S-l

mol dm’

64,4
0* 0,0011 65,3 64,7 (0,5)
64,5

71,8
70,8

0 0,0023 70,4 71,3 (0,7)
71,4
72,2

76,1

0,001 0,0033 77,8 77,0 (0,9)
77,0

85,8

0,003 0,0053 83,8 84,8 (1,1)
84,9

93,4
0,005 0,0073 95,3 94,7 (1,1)

95,2

100,8

0,007 0,0093 102,4 100,7 (1,5)
98,9
100,6

105,7
0,008 0,0103 104,1 104,2 (1,5)

102,9

*c(Na,EDTA) = 0,0001 mol dm™
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Tablica5.2.1.2.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(IIl) iona u teSkoj vodi, kod
razli¢itih ionskih jakosti (NaCl), pri pD = 6,2 (PD=pDqitani +0,4), na 298 K, c(NaHAsc) =
0,0005 mol dm™, c(K3Fe(CN)s) = 0,00005 mol dm™, ¢(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm>,

c(NaCl)/

-1 31 7T - -
4 | Krasc-/ mol™dm® s™  kyase— / mol™dm?®s™
mol dm

13,4
0* 0,00078 138 13,5 (0,3)
132

15,4
15,5
0 0,0023 15,7 15,5 (0,1)
15,5
15,4

17,0
0,001 0,0033 17,0 16,9 (0,2)
16,7

19,5
0,003 0,0053 19,0 19,1 (0,4)
18,8

20,5
0,005 0,0073 21,0 20,8 (0,3)
20,8

22,2
0,007 0,0093 22,9 22,7 (0,4)

22,9

23,5
0,008 0,0103 235 23,7 (0,3)

24,1

*c(H,Asc) = 0,001 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol dm™, c(Na,EDTA) = 0,0001
mol dm™, pDearc = 3,8, pKa (H2Asc, D,0, 298 K) = 4,63.%°
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Tablica5.2.1.3.

Konstante brzine u vodi i teskoj vodi, te pripadajuci kineticki izotopni ucinci za
reakciju askorbata i heksacijanoferat(Ill) iona u vodi, kod razli¢itih ionskih jakosti (NaCl),
pri pH = 5,7 (pD = 6,2) na 298 K. c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™, c(KsFe(CN)s) = 0,00005
mol dm™, ¢(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm.

H,O D,O D2O0kor™
c¢(NaCl) / | kyase— ! Mol kyase— / mol™ (kyase—)kor / KIE KIE, *
mol dm” dm®s™ dm®s?  moltdm?s?

0 00023  713(07) 155(0,1)  153(0,1) 4,60 (0,06) 4,66 (0,06)
0,001 00033  77,0(09) 169(02) 165(0,2) 456 (0,07) 4,67 (0,07)
0,003 00053  sag(ry)  191(04) 186 (04) 444 (0,10) 456 (0,10)
0,005 00073  947(11)  208(03) 20,1(0,3) 4,55(0,08) 4,71 (0,08)
0,007 00093  100,7(15) 227(04) 21.8(04) 444 (0,10) 4,62 (0,10)
0,008 00103 1042 (L5) 237(0,1) 228(0,3) 440 (0,08) 457 (0,08)

*Kkonstante brzine u D,0 su korigirane uzimajuci u obzir razlike u dielektri¢noj konstanti i
gusto¢i izmedu H,0 i D0, §to dovodi do razlike u Debye-Hiickelovoj A konstanti za H,O
i D,O (vidi Dodatak D1. i Tablicu D.1.)*®
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Slika 5.2.1.1.

Ovisnost log kyasc- 0 korijenu ionske jakosti (NaCl) za reakciju askorbata i
heksacijanoferat(l1l) iona u vodi, pH=5,7, 298 K, r = 0,999.
c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol dm™, c(Na,EDTA) = 0,0005
mol dm™. Podaci iz Tablice 5.2.1.1..

2,1

19 -

18 -

1,7 r

log (Kyasc./mol-tdmss 1)

1,6
0,00 0,03 0,06 0,09 0,12

| 1/2

Slika 5.2.1.2.

Ovisnost log kyase- 0 Kkorijenu ionske jakosti (NaCl) za reakciju askorbata i
heksacijanoferat(III) iona u teskoj vodi, pD=6,2, 298 K, r = 0,999.
c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™, c(KsFe(CN)s) = 0,00005 mol dm™, c¢(Na,EDTA) = 0,0005
mol dm™. Podaci iz Tablice 5.2.1.2..

1,5

14 -

13 -

1,2 -

11 -

log (kg s../moltdm3s™)
& \VWHA=c .

0,00 0,03 0,06 0,09 0,12

|1/2

75



REZULTATI | RASPRAVA

Tablica5.2.1.4.

Parametri dobiveni iz ovisnosti log kyasc- 0 korijenu ionske jakosti (NaCl) za
reakciju askorbata i1 heksacijanoferat(II) iona u vodi 1 teSkoj vodi, na pH = 5,7 (pD=6,2), u

prisutnosti 0,0005 mol dm™ Na,EDTA, na 298 K. (Slike 5.2.1.1.15.2.1.2., Tablice 5.2.1.1.
i5.2.1.2.).48

H,0 D,0 D2O0kor”
nagib 3,06 (0,04) 3,34 (0,04) 3,15 (0,04)

odsjecak 1,71 (0,00) 1,04 (0,00) 1,04 (0,00)
ZaZ8" 3,00 (0,03) 3,09 (0,04)

Kiasc- o 51,3 (0,3) 11,0 (0,1) 11,0 (0,1)
KIE" 4,66 (0,04)

# korigirano uzimajuéi u obzir razlike u dielektriénoj konstanti i gustoéi
izmedu H,0O i D,0, s§to dovodi do razlike u Debye-Hiickelovoj A konstanti
(vidi Dodatak D1. i Tablicu D.1.)®

® za i 25 su naboji reaktanata

¢ ekstrapolirane konstante brzine (na | = 0)

d (KHAsc—,0)H
KIE, = ————=—
0 (kHAsc-,0)D
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Tablica5.2.1.5.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(l1l) iona u vodi, kod
razli¢itih ionskih jakosti (Na,EDTA), pH = 5,7, 298 K. c(H,Asc) = 0,0005 mol dm™,
c(K3Fe(CN)g) = 0,00005 mol dm.

c(Na;EDTA) e
) | Krasc- / mol™dm® s™ kyacc— / mol™dm®s™
/moldm’

63,8

0,0001 0,0011 63,0 63,4 (0,4)
63,5
69,6

0,0005 0,0023 70,3 70,1 (0,5)
70,5
77,3

0,001 0,0038 77,8 77,3 (0,5)
76,9
89,2

0,002 0,0064 90,4 89,4 (0,9)
88,6
102,8

0,004 0,0128 103,5 103,6 (0,9)

104,5
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Tablica5.2.1.6.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(l1l) iona u vodi, kod
razli¢itih ionskih jakosti (NaCl), pri pH = 3,8 na 298 K. c(H»Asc) = 0,0005 mol dm™,
c(K3Fe(CN)g) = 0,00005 mol dm”.

c¢(NaCl) /moldm’ I Kuase- / mol™ dm® s™ Feyaoe_ / moltdm?® s

59,0
0 0,00045 60,2 59,6 (0,6)
59,7

70,9
0,002 0,00245 71,7 71,8 (1,0)
72,8

80,1

0,004 0,00438 81,4 80,3 (1,0)
79,4

88,3

0,006 0,00645 89,6 89,0 (0,7)
89,1

107,0

0,01 0,01045 105,6 105,9 (1,0)
105,0
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Slika 5.2.1.3.

Ovisnost log knasc- 0 korijenu ionske jakosti (Na,EDTA) za reakciju askorbata i
heksacijanoferat(l1l) iona u vodi, pH=5,7, 298 K, r = 0,999.
c(H.Asc) = 0,0005 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol dm™. Podaci iz Tablice
5.2.15.

2,1

1,8 -

log (kga/moltdm?is?)
-
[(e]
T

1,7
0,00 0,03 0,06 0,09 0,12

|l/2

Slika 5.2.1.4.

Ovisnost log kyasc- 0 korijenu ionske jakosti (NaCl) za reakciju askorbata i
heksacijanoferat(l11) iona u vodi, pH=3,8, 298 K, r = 0,999. c(H,Asc) = 0,0005 mol dm™,
c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol dm™. Podaci iz Tablice 5.2.1.6..

2,1

19 r

1,8 r

1,7

log (kga/moltdm?is?)

1,6
0,00 0,03 0,06 0,09 0,12
|1/2
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Tablica5.2.1.7.

Parametri dobiveni iz ovisnosti log kyasc- 0 korijenu ionske jakosti?'®

a) ionska jakost je varirana dodatkom Na,EDTA, na pH=5,7 (Tablica 5.2.1.5.,
Slika 5.2.1.3.)

b) ionska jakost je varirana dodatkom NaCl, na pH=3,8, bez prisutnosti Na,EDTA
(Tablica5.2.1.6., Slika 5.2.1.4.)

pH=5,7 pH=38
Na,EDTA NaCl
nagib® 3,20 (0,09) 3,05 (0,08)
odsjeéak 1,69 (0,01) 1,71 (0,00)
Kriase0” 49,4 (0,6) 50,9 (0,7)

% nagib = 2Azazg; za i Zg SU Naboji reaktanata
b ekstrapolirana konstanta brzine (na I = 0)
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Ispitan je utjecaj dodatka vrlo niskih koncentracija Na* iona na brzinu i kineti¢ki izotopni
ucinak reakcije askorbata i heksacijanoferat(Ill) iona u vodi. Ionska jakost u ispitanim
reakcijskim uvjetima je < 0,01, $to odgovara podrucju u kojemu vrijedi grani¢ni Debye-
Hiickelov zakon. I u vodi i u teskoj vodi je utvrdeno povecanje brzine reakcije, uslijed
povecanja ionske jakosti, u skladu s o¢ekivanim primarnim kinetickim solnim u¢inkom za

reakciju izmedu reaktanata istoimenog naboja (Tablice 5.1.1.1 .1 5.1.1.2., str. 72.1 73.).

Ispitivanje je provedeno u neutralnom pH podruc¢ju (pH=5,7, pD=6,2), u prisutnosti
Na,EDTA (0,0005 mol dm™). Na,EDTA je dodan u reakcijsku smjesu kako bi se osigurala
stabilnost askorbata (vidi Literaturni pregled, str 14.; Eksperimentalni dio, str. 60.).2%1%
Pocetna ionska jakost, koja potjeCe od samih reaktanata i Na,EDTA iznosi 1=0,0023.
Daljnje poveéanje ionske jakosti ostvareno je dodatkom natrijevog klorida u
koncentracijama od 0,001 do 0,008 mol dm™. I u vodi i u teskoj vodi dobivene su vrlo
dobre linearne ovisnosti izmedu log Kuyasc- 1 Korijena ionske jakosti, r=0,999 (Slike 5.1.1.1.
i 5.1.1.2,, str. 75.), u skladu s Brensted-Debye-Hiickelovim izrazom u grani¢cnom Debye-

Huckelovom podrugju (do 1=0,01):%*8

log knasc— = 108 ka0 + 22pzgAVI

kyasc— o — konstanta brzine reakcije kod | =0

Za, Zg — Naboji reaktanata

Dobiven je nagib pravca 3,06 (0,04) u vodi, te 3,34 (0,04) u teskoj vodi (Tablica 5.2.1.4.,
str. 76.). Razlika u nagibu pravaca u vodi i teskoj vodi moze se jednim dijelom objasniti
razlikom u Debye-Hiickelovoj A konstanti u vodi i teskoj vodi, koja je povezana s razlikom
u dielektri¢noj konstanti 1 gusto¢i izmedu vode i teske vode.?®2% A konstanta na 298 K u
vodi iznosi 0,509, te 0,540 u teSkoj vodi. Stoga su konstante brzine u teSkoj vodi
korigirane, uzimaju¢i u obzir ovu razliku (vidi Dodatak, D1.). Nakon provedene korekcije
nagib pravca u teskoj vodi iznosi 3,15. Produkt naboja reaktanata, zazg, iz dobivenih
nagiba pravaca u vodi iznosi 3,00 (0,03), te 3,09 (0,04) u teskoj vodi, $to jasno pokazuje da
Su u podrucju niskih ionskih jakosti reaktanti u reakciji askorbatni monoanion 1
heksacijanoferat(l1l) ion, tj. da su jedino askorbatni monoanion i heksacijanoferat(l1l) ion
ukljuceni u pocetni bimolekularni asocijacijski kompleks iz kojega ide reakcija. U ovom
podrucju se €ini da je jedini utjecaj ionske jakosti o kojemu treba voditi racuna utjecaj
ionske atmosfere u okolici reaktanata na njihov aktivitet. To u slu¢aju heksacijanoferat(III)

. - , .. . C .. -2
iona znati veéu koncentraciju kationa u blizini Fe(CN)g>.2®
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Utjecaj ionske jakosti na kineti¢ki izotopni ucinak u podrucju niskih ionskih jakosti je
relativno malen. Korekcija konstanti brzina u teskoj vodi, vezana za razliku u Debye-
Hiickelovoj A konstanti izmedu H,0 i D,0O, dovodi do dodatnog smanjenja promjene KIE
unutar ovog podruc¢ja, te ona po iznosu postaje priblizno jednaka eksperimentalnoj
pogreski (~ 0,08). KIE u podrucju niskih ionskih jakosti iznosi ku/kp = 4,6.

Kako bi se dobiveni rezultat dodatno provjerio, u vodi je provedeno i dodatno ispitivanje
utjecaja ionske jakosti na konstantu brzine reakcije u podru¢ju niskih ionskih jakosti (do
1=0,01). Provedeno je ispitivanje u neutralnom, na pH=5,7, s time da je porast ionske
jakosti postignut poveéanjem koncentracije Na,EDTA (0,0001 — 0,004 mol dm™). Ovo
ispitivanje je provedeno da bi se vidjelo ima li Na,EDTA eventualno neki dodatni utjecaj,
osim osiguranja stabilnosti askorbata. (Tablica 5.2.1.5., Slika 5.2.1.3., str. 77.1 79.). l u
ovom slucaju dobivena je linearna ovisnost log Kyasc- 0 korijenu ionske jakosti, s priblizno
jednakim nagibom, 3,20 (0,09) i odsjeckom pravca kao i u slucaju kada je porast ionske
jakosti bio povezan za dodatak natrijevog klorida (Tablica 5.2.1.7., str. 80.), s time da
linearna ovisnost izmedu log kyasc- 1 Korijena ionske jakosti prestaje na ionskoj jakosti
nesto manjoj od 0,01. Konstanta brzine na | ~ 0,01 je manja od vrijednosti koja bi se
ocekivala na temelju linearne ovisnosti. To bi moglo biti posljedica asocijacije Fe(CN)g™ i
EDTA?, medutim za sada nema dovoljno informacija o takvoj moguénosti. Provedeno je i
ispitivanje u kiselom, na pH=3,8, bez dodatka Na,EDTA, gdje je porast ionske jakosti
postignut dodatkom NaCl-a. Na pH 3,8 prisutnost Na,EDTA nije nuzna s obzirom da je
otopina askorbata znatno stabilnija nego na pH 5,7, povezano za vecu brzinu reakcije
disproporcionacije askorbil radikal aniona. I u ovom slucaju takoder je dobivena linearna
ovisnost log kyasc- 0 korijenu ionske jakosti, sve do | ~ 0,01, uz nagib 3,05 (0,08) i
odsjecak pravca priblizno jednak onima koji su dobiveni u dva prethodna slu¢aja (Tablica

5.2.1.6,5.2.1.7. i Slika 5.2.1.4., str. 78.- 80.).
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Podrudje visih koncentracija kationa (0,05-1,0 mol dm>NacCl)

Tablica5.2.1.8.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(Ill) iona u vodi i teskoj vodi
1 pripadajuéi kineticki izotopni ucinci (KIE), pri razli¢itim koncentracijama natrijevog
klorida, pH = 5,7 (pD = 6,2), 298 K. c(NaHAsc) = 0,00015 mol dm?, c(KsFe(CN)g) =
0,000025 mol dm™, ¢(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm".

c(NaCl)/  Kuase-/ mol™ Tyase / Mol Kuase-/ mol™

EHASC— /

moldm™ dm3 st dm?3 s dm®s?  moltdm®s? KIE

183

0,05 177 181 (3)
181
263 62,3

0,1 240 252 (10) 59,6 62 (2) 4,06 (0,15)
249 62,9
256
407 106

0,3 403 409 (8) 103 104(2)  3,93(0,10)
418 103
543
533 143

0,5 539 537 (9) 144 142(2)  378(0,07)
543 140
524
693 196

0,75 665 683 (15) 193 197 (4) 3,47 (0,09)
690 200
835 252

1,0 847 847 (13) 260 256 (8)  331(0,07)
865 259
842 248

* konstante su provjerene u reakcijskim uvjetima: c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm~, c(K;Fe(CN)g) = 0,00005
mol dm, ¢(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm™ (pseudo suvisak 20x), na spektrofotometru koji je opremljen sa

sustavom za mjerenje brzih reakcija
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Slika 5.2.1.5.

Ovisnost konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(l1l) iona o ionskoj

jakosti u vodi (®) i teskoj vodi (O), pH = 5,7 (pD = 6,2), 298 K. Podaci iz Tablica 5.2.1.3.
i5.2.1.8..

1000
°
F'c'n 750 r
& Y
£
T 500 | ®
g o
o o
'v 250 ()
2 e O
F o O
8 O
0
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25

Slika 5.2.1.6.

Ovisnost 1/log (Kuasc/Knasc-0) 0 reciproénom korijenu ionske jakosti (NaCl) prema
Brensted-Debye-Hiickelovoj jednadzbi za reakciju askorbata i heksacijanoferat(l11) iona u
vodi (@), r=0,999 i teskoj vodi (O), r=0,999, pri pH = 5,7 (pD = 6,2), 298 K. Podaci iz
Tablica5.2.1.3.15.2.1.8..

1/|1/2
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Slika 5.2.1.7.

Ovisnost konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(lll) iona o
koncentraciji natrijevog klorida u vodi (®) r = 0,999 i teskoj vodi (O), r = 0,999, pH =5,7
(pD = 6,2), pri 298 K. c(NaHAsc) = 0,00015 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,000025 mol dm"
® c(Na;EDTA) = 0,0005 mol dm™. Podaci iz Tablice 5.2.1.8.

1000
&L 0 -
S
2
S 500 |
&
< 250 ¢ @/@/@/@/@
X7
O 1 1
0,00 0,40 0,80 1,20
c(NaCl) / mol dm-
Slika 5.2.1.8.

Ovisnost kineti¢kog izotopnog uéinka (KIE) o koncentraciji natrijevog klorida za
reakciju askorbata i heksacijanoferat(lll) iona u vodi, r = 0,999 pri 298 K. Podaci iz
Tablice 5.2.1.8..

4,5
40 r
=
X
35 r ®
3,0
0,00 0,40 0,80 1,20

c(NaCl) / mol dm-
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Ispitan je utjecaj veéih koncentracija kationa (Na*) na brzinu reakcije askorbata i
heksacijanoferat(lll) iona u vodi i teskoj vodi, tj. moguéi utjecaj kationa na kineticki
izotopni ucinak. Poveéanje koncentracije narijevog klorida dovodi do povecanja konstante
brzine reakcije i u vodi i u teSkoj vodi (Tablica 5.2.1.8., Slika 5.2.1.5.; str. 83., 84.). Utjecaj
ionske jakosti na konstantu brzine reakcije i u ovom podrucju je u skladu s Bronsted-
Debye-Hiickelovom jednadzbom.?****® Dobivena je vrlo dobra linearna ovisnost 1/log
(Knase-/Knase-0) 0 1/1Y2 1 u vodi i u teskoj vodi (r=0,999; Slika 5.2.1.6., str 84.). U podrucju
od 0,1 do 1,0 mol dm™ koncentracije Na* dobivena je linearna ovisnost konstante brzine
reakcije o koncentraciji Na* i u vodi i u teskoj vodi (Slika 5.2.1.7., str. 85.). To upuéuje na
prisutnost Na* iona unutar pocetnog trimolekularnog asocijacijskog kompleksa na putu do
prijelaznog stanja, uz pretpostavku da je konstanta nastajanja ionskog para Fe(CN)s*",Na*
dovoljno mala.’® Pogetni trimolekularni asocijacijski kompleks u tom slu¢aju &ine redoks
par heksacijanoferat(l1l) ion — askorbatni monoanion i kation (Na"). Pritom se mozZe
pretpostaviti da prvo nastaje ionski par Fe(CN)e>,Na* s obzirom da je konstanta nastajanja
ionskog para izmedu heksacijanoferat(IIT) iona i Na* veéa od konstante nastajanja ionskog
para izmedu heksacijanoferat(IIl) iona i askorbata, s obzirom na njihove naboje. lonski par
Fe(CN)s>,Na* se potom asocira s askorbatom u pocetnom trimolekularnom asocijacijskom
kompleksu. Konstanta nastajanja asocijata izmedu ionskog para Fe(CN)¢>,Na* i askorbata
je vjerojatno bitno manja od konstante nastajanja ionskog para Fe(CN)s>,Na*, s obzirom
da su i ionski par i askorbat negativnog naboja.

Kod niskih ionskih jakosti, ionski asocijat koji se sastoji od heksacijanoferat(ll1) iona i
askorbata vjerojatno je onog tipa u kojemu su ioni odvojeni hidratacijskom ljuskom,
buduéi da su oba redoks partnera negativno nabijena.’”® Prisutnost kationa u pocetnom
trimolekularnom asocijacijskom kompleksu bi mogla u odredenoj mjeri promijeniti
hidratacijsku ljusku redoks partnera. U skladu s navedenim, moguce je ocekivati da bi se
Na® prisutan unutar pocetnog trimolekularnog asocijacijskog kompleksa mogao naéi u
vecoj blizini aktiviranog kompleksa (koji se sastoji od redoks partnera heksacijanoferat(I1I)
iona i askorbata) u odnosu na slucaj kad reakcija ide iz pocetnog bimolekularnog
asocijacijskog kompleksa, te na taj nacin utjecati na reakciju.

Osim utjecaja na brzinu reakcije, u podru¢ju vecéih koncentracija kationa utvrden je 1
znaGajan utjecaj kationa na kineticki izotopni u¢inak. Veé¢ na 0,1 moldm™ koncentraciji
Na* KIE iznosi 4,06 (0,15), $to je znaajno smanjenje u odnosu na KIE odreden u podruéju
niskih ionskih jakosti, KIE ~ 4,6. Daljnje povecanje koncentracije Na* do 1,0 moldm™

dovodi do linearnog smanjenja KIE, koji kod 1,0 moldm™ koncentracije iznosi 3,31 (0,07),
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(Slika 5.2.1.8., str. 85.). U ovom koncentracijskom podruéju prevladavajuéi reakcijski
smjer je onaj koji ukljuuje pocetni trimolekularni asocijacijski kompleks. Znacajna
promjena KIE u prisutnosti kationa, u odnosu na KIE u podrucju vrlo niskih koncentracija

kationa je izravna evidencija o utjecaju kationa na aktivacijski proces u PCET reakciji.
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»Proton inventory“. Utjecaj acetata

Tablica 5.2.1.9a.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(Ill) iona u vodi kod razli¢itih
mnozinskih udjela D,O u H,0, na ionskoj jakosti I = 0,0023, pri 298 K, u neutralnom.
c(NaHAgsc) = 0,0005 mol dm, c(KsFe(CN)s) = 0,00005 mol dm™, ¢(Na,EDTA) = 0,0005
mol dm™.

x(D20) Krase-/ Mol dm® st ks / mol™dm?®s™

71,8
70,8

0,0000 70,4 71,3 (0,7)
71,4
72,2

54,2
0,2512 53,9 54,2 (0,3)

54,5

39,6
0,5016 39,4 39,3 (0,3)

39,0

27,1
0,7512 26,9 26,9 (0,3)

26,5

15,4
15,5

0,9970 15,7 15,5 (0,1)
15,5
15,4
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Tablica 5.2.1.9b.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(Ill) iona u vodi kod razlicitih
mnozinskih udjela D,O u H,0, u prisutnosti 0,5 mol dm™ Na*, na 298 K, u neutralnom.
c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol dm™, c(Na,EDTA) = 0,0005
mol dm™, ¢(NaCl) = 0,5 mol dm™.

x(D20) Krase-/ moldm® s*  kpyace_ / moltdm® s

543
533

0,0000 539 537 (9)
543
524

420

0,2512 424 422 (2)
421
324

0,5016 321 317 (11)
305
209

0,7512 226 217 (8)
220
213

143
0,9970 144 142 (2)

140
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Slika 5.2.1.9.
Ovisnost konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(lll) iona o

mnozinskom udjelu D,O u HyO (,,proton inventory*) na ionskoj jakosti I = 0,0023, u
neutralnom, 298 K. Podaci iz Tablice 5.2.1.9a..

80

60

40

20

Knase. / mol-tdm3 st

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
x(D,0)

Slika 5.2.1.10.

Ovisnost konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(lll) iona o
mnozinskom udjelu D20 u HO (,.proton inventory*) u prisutnosti 0,5 moldm™ Na*, u
neutralnom, 298 K. Podaci iz Tablice 5.2.1.9b..

600

500

400

300

Knase. / mol-tdm3 st

0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0
X(D,0)
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Tablica 5.2.1.10.

Konstante brzine 1 kineticki izotopni ucinak reakcije askorbata i
heksacijanoferat(l11) iona u vodi u prisutnosti natrijevog acetata na 298 K, u neutralnom.

H,O D,O
Knasc-/ kiase— ! Knasc-/ kunse_ !
c(acetat) . * - fiase . * - fase KIE
mol™dm®s™ mol*dm?®*s* mol~dm®s™ mol*dm®s™

564 152

0,5 543 561 (16)* 147 149 (3)° 3,77 (0,12)
575 147
854

1,0 856 856 (3)°
859

2 ¢(NaHAsc) = 0,00015 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,000025 mol dm™, c(Na,EDTA) = 0,0005
mol dm?, c(Na-acetat) = 0,5 mol dm™, c(octena kiselina) = 0,05 mol dm™ pK,(octena kiselina,
H,0, 298 K) = 4,68

> ¢(NaHAsc) = 0,00015 mol dm™, c(K3Fe(CN)s) = 0,000025 mol dm, ¢(Na,EDTA) = 0,0005
mol dm™, c(Na-acetat) = 1,0 mol dm™, c(octena kiselina) = 0,1 mol dm

¢ ¢(NaHAsc) = 0,00015 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,000025 mol dm™, c(Na,EDTA) = 0,0005
mol dm?, c(Na-acetat) = 0,5 mol dm™, c(octena kiselina) = 0,16 mol dm™ pK,(octena kiselina,
D,0, 298 K) = 5,20%
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Ispitana je ovisnost konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(lll) iona o
mnozinskom udjelu D,O u HyO (,proton inventory*) kod vrlo male ionske jakosti
(1=0,0023) i u prisutnosti 0,5 moldm™ natrijevog klorida (Tablice 5.2.1.9a. i 5.2.1.9b.,
Slike 5.2.1.9. 1 5.2.1.10.). I u podrucju niskih ionskih jakosti i u prisutnosti 0,5 moldm™
Na* dobivena je konkavno zakrivljena ovisnost Kyasc- 0 mnozinskom udjelu D,0, x(D,0).
Dobivene ovisnosti upucuju na cinjenicu da je vise od jednog protona ukljuceno u

21213 %t znati da 2-OH proton s askorbata ne prelazi izravno na

prijelazno stanje,
heksacijanoferat(l11) ion, nego na molekulu vode.

Osim toga utvrdeno je da se ni konstanta brzine, ni KIE nisu promijenili kada su 0,5 1 1,0
moldm™ natrijevog klorida u reakcijskoj smjesi zamijenjeni natrijevim acetatom (Tablica
5.2.1.10.), sto upucuje na prijelaz protona na jednu od molekula vode koja je smjestena
izmedu askorbata i heksacijanoferat(Ill) iona unutar aktiviranog kompleksa. Kada bi
dolazilo do prijelaza protona s askorbata na vodu u okolnom otapalu, normalno bi bilo
ocCekivati da ¢e dodatak acetata u ovim koncentracijama dovesti do povecanja brzine
reakcije (i do promjene KIE), budu¢i da je acetat znacajno bolji proton akceptor od vode
(PKa(CH3COOH) = 4,75, pK,(H30") = -1,74, u vodi na 298 K). U sluéaju prijelaza protona
na molekulu vode koja je dio mreze vodikovih veza izmedu redoks partnera, PCET
reakcija je jednosmjerna. Prednost jednosmjerne PCET reakcije u odnosu na dvosmjernu
(Sto bi bio slucaj kod prijelaza protona na vanjsku vodu) je manja aktivacijska energija,
vezano za manju reorganizacijsku energiju, 2.>™ Eventualno ukljuenje acetata u mrezu

vodikovih veza izmedu redoks partnera dovelo bi do povecanja udaljenosti izmedu redoks

partnera, Sto bi smanjilo (elektronsko sprezanje) i brzinu reakcije, te stoga nije vjerojatno.
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Odnos slobodne energije - AG* vs AG®

Tablica5.2.1.11.

Formalni redoks potencijal Fe(CN)s*/Fe(CN)s" redoks para u vodi pri razli¢itim
ionskim jakostima (NaCl), na 298 K u neutralnom.

Slika 5.2.1.11.

| E%ImV
0,0523 399 (1)
0,1023 411 (2)
0,3023 434 (2)
0,5023 447 (3)
0,7523 456 (2)
1,0023 466 (3)

* rezultati iz laboratorija Zavoda za fizikalnu kemiju, FBF

c(KsFe(CN)g) = 0,005 mol dm™

Ovisnost formalnog redoks potencijala Fe(CN)s*/Fe(CN)s* redoks para u vodi o
12/(1+1%2), na 298 K u neutralnom, r = 0,999. Podaci iz Tablice 5.2.1.11..

E°"/mV

490

470

450

430

410

390

0,1 0,2

0,3 0,4
|12/ (1+|1/2)

0,5 0,6
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Slika 5.2.1.12.
Ovisnost RT In kyas- (izraCunano iz podataka u Tablici 5.1.1.8.) o AG®

(izraCunano iz podataka u Tablici 5.1.1.11.; AG°=nFE®°"), za reakciju askorbata i
heksacijanoferat(l11) iona u vodi na 298 K (r = 0,999). Nagib pravca je 0,58 (0,01).

18

RT In kyage. / kJmolt

12

38 40 42 44 46

AG®" [ kJmol-?
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Klasi¢na Marcusova teorija prijelaza elektrona predvida linearni odnos izmedu Gibbsove
reakcijske aktivacijske energije AG* i standardne reakcijske Gibbsove energije AG®, u
slu¢aju kada je reorganizacijska energija, 4, znacajno vec¢a od AG®. U tom slu¢aju ovisnost
AG* 0 AG® je linearna, s nagibom pravca 0,5.33 Prikazana je ovisnost RT In kyasc- 0 AG®
ispitivane reakcije, te je dobivena izvrsna linearna ovisnost (r=0,999) s nagibom pravca
0,58 (0,01) (podaci iz Tablica 5.2.1.8. i 5.2.1.11.; Slika 5.2.1.12.; str 83., 93. i 94.).
Promjena AG® je povezana s promjenom ionske jakosti (NaCl), u rasponu od 0,1 do 1,0.
Vrijednosti AG® (stavljene u ovisnost) su izraGunane iz formalnih redoks potencijala
heksacijanoferat(Ill) iona u vodi, izmjerenih na odredenoj ionskoj jakosti, uz pretpostavku
da se formalni potencijal askorbata vrlo malo mijenja s promjenom ionske jakosti (Tablica
5.2.1.11., str 93.). Formalni redoks potencijal redoks para Fe(CN)¢*/Fe(CN)s* se pri
promjeni ionske jakosti od 0,1 do 1,0 promijeni 55 mV, tako $to linearno raste s I*%/(1 +
Illz), (Slika 5.2.1.11., str. 93.). Redoks potencijal askorbata nije moguce jednostavno
odrediti ciklickom voltametrijom, budué¢i da jednoelektronska oksidacija askorbata nije
reverzibilna. S obzirom da je Gibbsova interakcijska energija izmedu odredenog iona i
jednog mola okolnih iona proporcionalna kvadratu naboja iona, moguce je pretpostaviti da
se formalni redoks potencijal Asc®’,H"/HAsC™ para mijenja zna¢ajno manje od formalnog
redoks potencijala Fe(CN)s*/Fe(CN)s* redoks para.?®® U prilog tome ide i promjena
formalnog redoks potencijala redoks para TEMPO*/TEMPO® (TEMPO = 2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-oksil radikal) uslijed povecanja ionske jakosti od 0,1 do 1,0, koja
iznosi 14 mV (rezultat iz laboratorija Zavoda za fizikalnu kemiju, FBF). Nasuprot
Fe(CN)s>/Fe(CN)s* redoks paru, &iji se formalni redoks potencijal pove¢ava kod poveéane
ionske jakosti, kao posljedica jage stabilizacije Fe(CN)g", za formalni redoks potencijal
Asc® ,H*/HAsC™ para normalno je ocekivati da ¢e se kod poveéane ionske jakosti smanjiti.
Ako se pretpostavi da se formalni redoks potencijal Asc® H*/HAsc™ para, pri promijeni
ionske jakosti od 0,1 do 1,0 smanji za 12 mV, te ako se u skladu s time uvede korekcija
izraCunane AG®, nagib pravca ovisnosti RT In kyasc- 0 AG® ¢e postati 0,5, $to je u skladu s
vrijednosti nagiba koju predvida klasicna Marcusova teorija. Nagib pravca veci od 0,5

upuéuje na ukljudenje visih vibronskih nivoa u PCET proces,™"

medutim u slucaju
ispitivane reakcije na temelju dobivenih rezultata to nije moguce nedvojbeno utvrditi. Bez
obzira §to nije moguce utvrditi toénu AG® u reakciji, o€ito je da u prisutnosti sve vece
koncentracije iona, reakcija postaje sve egzergonija (tj. AG° postaje sve manje pozitivna).

Iz toga proizlazi da ioni utje¢u na PCET reakciju, barem preko utjecaja na AG®, buduéi da
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prema teorijskim predvidanjima i brzina i kineticki izotopni uc¢inak PCET reakcije ovise o

AGe.®’

Utjecaj drugih soli na brzinu i kineticki izotopni ucinak reakcije
Tablica 5.2.1.12.

Konstante brzine 1 kineticki izotopni ucCinak reakcije askorbata i
heksacijanoferat(l1l) iona u vodi u prisutnosti kalijevog klorida i tetrametilamonijevog
klorida na 298 K, pH=5,7 (pD=6,2). c(NaHAsc) = 0,00015 mol dm™, c(KsFe(CN)g) =
0,000025 moldm™, c(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm.

kHASC-/ EHAsc—* / kHASC- / EHASC— /
sol c(sol) KIE
mol*dm®s® moltdm®s? moltdm®s® moltdm?3s?

799 258
KCl 05 845 821 (25) 265 266 (6) 3,09 (0,09)

804 270

835

378

CHyNel 03 368 378 (12)

391

U prisutnosti 0,5 moldm™® K* dobivena je oko 50 % vecéa konstanta brzine, nego u
prisutnosti iste koncentracije Na*. Buduéi da je na istoj ionskoj jakosti dobivena zna¢ajno
razli¢ita konstanta brzine reakcije s dvije vrste kationa, ionski utjecaj nije moguce objasniti
iskljucivo utjecajem samoga naboja iona na reakciju. Iako bi se moglo ocekivati da manji
kation (Na") ima izrazeniji u¢inak, dobiveni rezultat govori o inverznoj ovisnosti konstante
brzine reakcije o radiusu kationa. To bi barem jednim dijelom moglo biti posljedica razlika
u solvataciji iona na putu od reaktantskog do prijelaznog stanja. Pritom se moze
pretpostaviti da je veci kation slabije solvatiran, te stoga ima izrazeniji uc¢inak na PCET
reakciju. Ovaj rezultat je dodatna evidencija u prilog reakciji iz po¢etnog trimolekularnog
asocijacijskog kompleksa, u prisutnosti vecih koncentracija kationa. Konstanta brzine u
prisutnosti 0,3 moldm™ tetrametilamonijevog klorida je priblizno jednaka konstanti brzine
s istom koncentracijom natrijevog klorida, §to se mozZe objasniti kompenzacijom dvaju

ucinaka: razlike u radiusu i solvataciji iona.
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5.2.2. Utjecaj kationa na aktivacijske parametre reakcije askorbata i

heksacijanoferat(l11) iona u vodi

. . ce g . .. 207,208
Odredeni su aktivacijski parametri reakcije

askorbata i heksacijanoferat(l1l) iona u
vodi i teSkoj vodi, u neutralnom (pH=5,7, pD=6,2), kod vrlo niske ionske jakosti
(1=0,0023), te u prisutnosti 0,5 moldm™ Na".

Konstantu nastajanja ionskog para Fe(CN)s,Na® moguée je pretpostaviti na temelju

usporedbe s konstantom nastajanja ionskog para Fe(CN)> K"

Na ovaj nacin
procijenjena konstanta je reda veli¢ine ~ 10 mol™dm®. U tom sludaju, u prisutnosti 0,5
moldm™ Na*, vise od 80 % heksacijanoferat(I1l) iona je u ionskom paru s Na*. Osim toga,
ako pretpostavimo da je reakcijski smjer koji ukljuéuje pocetni trimolekularni asocijacijski
kompleks brzi (Na® prisutan u pocetnom trimolekularnom asocijacijskom kompleksu
nalazi se u neposrednoj blizini redoks partnera, te stoga ima izrazeniji utjecaj na brzinu
PCET reakcije) proizlazi da je u prisutnosti 0,5 moldm™ Na* prevladavajuéi reakcijski
smjer onaj koji ukljucuje pocetni trimolekularni asocijacijski kompleks. Za razliku od ovog

slucaja, u reakcijskim uvjetima bez dodatka soli prevladavajuéi reakcijski smjer je onaj

koji ukljucuje pocetni bimolekularni asocijacijski kompleks.
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Tablica 5.2.2.1.
Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(IIl) iona u vodi pri razliitim
temperaturama, na ionskoj jakosti | = 0,0023. c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm?,

c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol dm™, c(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm™.

T/°C Krase-/ mol*dm®s™  kpa. / moltdm®s?

38,5
51 39,0 38,1 (1,2)
36,7

44,2

9,8 44.1 44,4 (0,5)
45,0
51,5

14,9 51,8 51,6 (0,2)
51,5
59,9

19,6 59,3 59,9 (0,5)
60,1

71,8
25,0 70,8

70,4 71,3 (0,7)
71,4
72,2

85,6

30,1 83,7 84,4 (0,9)
84,0
94,7

34,4 94,1 94,2 (0,4)
93,8
105,9

39,2 108,7 107,4 (1,5)
107,6
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Tablica5.2.2.2.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(Ill) iona u teskoj vodi pri
razli¢itim temperaturama, na ionskoj jakosti | = 0,0023. ¢(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™,

c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol dm™, c(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm™.

T/°C Kiase-/ moldm? s kyasc— ! mol™dm?s?

7,70
51 7,56 7,63 (0,07)

7,63
9,08

9,8 8,99 9,04 (0,05)
9,04
10,7

14,9 11,0 10,9 (0,2)
11,0
13,0

19,6 13,0 13,0 (0,1)
13,1
15,4

15,5
25,0 15,7 155(0,1)

15,5
15,4
18,6

30,1 19,2 18,9 (0,4)
19,0
22,6

34,4 220 22,3 (0,3)
22,1
258

39,2 25,2 25,7(0,9)
26,3
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Tablica5.2.2.3.

Konstante
heksacijanoferat(Ill) iona u vodi pri razli¢itim temperaturama, na ionskoj jakosti |
0,0023. c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol dm™, c(Na,EDTA)

0,0005 mol dm,

brzine 1

kineticki

izotopni

udinci

reakcije

askorbata

i

H,0 H,Okor™ D,O D,Okor™
/e kuase— ! kuase— ! Mol™ kyase— / mol™ kyase— / mol™ KIE KIE, >
moltdm®s? dm®s? dm®s? dm?s™
5,1 38,1(0,6) 27.6(04) 7.6 (0,1) 54(0,1) 501(0,09) 5,11 (0,09)
9,8 444(02) 322(02)  9,0(0,1) 63(01)  4,93(0,03) 5,11 (0,03)
149  51,6(02) 373(02) 109(02)  7,6(01)  473(0,07) 491 (0,07)
19,6  59,9(05) 431(04) 130(01)  91(01)  461(0,05) 4,74 (0,05)
250  71,3(0,7) 513(05) 155(01)  108(0,1) 4,60 (0,06) 4,75 (0,06)
30,1  844(09) 605(06) 189(04)  131(03) 447 (0,09) 4,62 (0,09)
344  942(04) 67,3(03) 223(02) 154(0,1) 4722 (0,04) 4,38(0,04)
392  1074(L,5) 764(L1) 257(05)  17.7(03) 4.18(0,09) 4,32 (0,09)

* konstante brzine reakcije u vodi i teSkoj vodi su korigirane uzimajuéi u obzir razlike u
temperaturnoj ovisnosti Debye-Hiickelove A konstante izmedu vode i teske vode;
korigirane kostante brzine reakcije odgovaraju iznosu konstante brzine pri 1=0 (vidi
Dodatak D2. i Tablicu D.1.)*®
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Tablica5.2.2.4.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(IIl) iona u vodi pri razli¢itim
temperaturama, u prisutnosti 0,5 mol dm™ NaCl. c(NaHAsc) = 0,00015 mol dm,
c(KsFe(CN)g) = 0,000025 mol dm™, ¢(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm".

T/°C Kiase- / moldm? s kyasc— ! mol™dm?3s?

286
5.1 281 283 (3)
280

323
9,8 322 331 (15)

347

392
14,9 365 383 (16)

391

453
19,6 481 468 (15)

469

543
533

25,0 539 537 (9)
543
524

628
30,1 632 630 (2)

631
755

34,4 751 756 (5)
761

839
39,2 848 845 (5)

849
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Tablica5.2.2.5.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(lll) iona u teskoj vodi pri
razliitim temperaturama, u prisutnosti 0,5 mol dm™ NaCl. c(NaHAsc) = 0,00015 mol dm"
% c(K3Fe(CN)s) = 0,000025 mol dm™, c¢(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm".

T/°C Kiase- / moldm? s kyasc— ! mol™dm?s?

72,3
51 71,6 71,8 (0,4)

71,6
79,4

9,8 82,7 82,0 (2,4)
83,9
101

14,9 104 102 (2)
102
117

19,6 122 119 (3)
117
143

25,0 144 142 (2)
140

164
30,1 170 164 (6)
158

203
34,4 198 200 (2)

198

234
39,2 226 229 (6)

222
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Tablica5.2.2.6.

Konstante brzine 1 kineticki izotopni ucinci reakcije askorbata i
heksacijanoferat(Ill) iona u vodi pri razliCitim temperaturama, u prisutnosti 0,5 mol dm™
NacCl.

H,0® D,0*"

T/°C kyase— ! moltdm® s kyase— / moltdm®s™ KIE
5,3 283 (3) 72 (1) 3,93 (0,05)
10,1 331 (15) 82 (2) 4,04 (0,21)
14,9 383 (16) 102 (2) 3,75 (0,16)
19,9 468 (15) 119 (3) 3,93 (0,15)
25,0 537 (9) 142 (2) 3,78 (0,07)
30,1 630 (2) 164 (6) 3,84 (0,13)
34,9 753 (3) 200 (2) 3,77 (0,04)
39,2 845 (5) 229 (6) 3,69 (0,10)

2 ¢(NaHAsc) = 0,00015 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,000025 mol dm™, c(Na,EDTA) =
0,0005 mol dm

bc(NaH,?\sc) = 0,0005 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol dm™, c¢(Na,EDTA) = 0,0005
mol dm’
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Slika 5.2.2.1.

Eyringova ovisnost za reakciju askorbata i hekacijanoferat(lll) iona na ionskoj
jakosti 1=0,0023 (bez dodatka soli) u vodi, (®), r=0,999 i teskoj vodi (©O), r=0,999. Podaci
iz Tablice 5.2.2.3..

c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™, c(KsFe(CN)s) = 0,00005 mol dm™, c¢(Na,EDTA) = 0,0005
mol dm, pH=5,7 (pD=6,2).

In ((Kyase/T) / mol-tdmisiK-1)

-5
0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036 0,0037

(UT) / K
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Slika 5.2.2.2.

Eyrigova ovisnost za reakciju askorbata i hekacijanoferat(lll) iona na ionskoj
jakosti 1=0,5 (0,5 moldm™ NaCl) u vodi, (), r=0,999 i teskoj vodi (o), r=0,999. Podaci iz
Tablice 5.2.2.6..

U vodi: c(NaHAsc) = 0,00015 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,000025 mol dm™, c(Na,EDTA)
=0,0005 mol dm™, pH=5,7. U teskoj vodi: c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™, c(KsFe(CN)g) =
0,00005 mol dm™, ¢(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm™, pD=6,2.

In ((Kyase/T) / mol-tdm3siK-1)

-3
0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036 0,0037

(UT) | K2
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Tablica5.2.2.7.

Eyringovi aktivacijski parametri za reakciju askorbata i heksacijanoferat(l11) iona u
vodi na ionskoj jakosti | = 0,0023 (bez dodatka soli) i na ionskoj jakosti 1=0,5 (0,5 moldm™
NaCl). i iz ovisnosti na Slikama 5.2.2.1 1 5.2.2.2..

AHY/ AS?/ AGY/ AAHY/ AAS?/

I otapalo
kJmol™ JK mol? kJmol™*® kImol™  JK'mol™®

00023  H0 197(0,2)  -142,7(0,7)  623(0;3)

DO  236(03) -1424(L0) 660004 004 0313

H,0 21,1(04)  -1212(1,3)  57,3(0,5)
05 13(06) 69(21)
D,0 224(05)  -1281(L7) 60,6 (0,7)

298,15 K, ® AAH*= AH¥(D) - AH*(H), AAS*= ASH(H) - AS¥(D)
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Aktivacijski parametri reakcije dobiveni primjenom Eyringove jednadZbe -
AHY, ASHi AGH

Na temelju izmjerene ovisnosti konstante brzine o temperaturi, uz primjenu Eyringove
jednadzbe, odredeni su aktivacijski parametri reakcije askorbata i heksacijanoferat(III)
iona: AH*, AS* i AG* kod ionske jakosti 1=0,0023 (Tablice 5.2.2.1., 5.2.2.2.; Slika 5.2.2.1.;

str. 98., 99. i 104.), te u prisutnosti 0,5 moldm™ Na* (Tablica 5.2.2.4, 5.2.2.5.; Slika
5.2.2.2.; str. 101., 102. i 105.) u vodi i teSkoj vodi.

U vodi, kod niske ionske jakosti (I = 0,0023) odredena je AH* = 19,7 (0,7) kimol™, a u
prisutnosti 0,5 moldm™ Na* AH* = 21,1 (0,4) kJmol™ (Tablica 5.2.2.7., str. 106.).
Prisutnost kationa u reakciji dovela je do poveéanja AH* tj. reakcija je postala
endotermnija. lako je povecanje AH* malo, ovaj rezultat na prvi pogled izgleda
neocekivano, s obzirom da prisutnost kationa dovodi do povecanja konstante brzine
reakcije. Povecanje aktivacijske entalpije mogucée je objasniti polaze¢i od pocetnog
trimolekularnog  asocijacijskog kompleksa, koji se sastoji od redoks para:
heksacijanoferat(Ill) iona i askorbata, te kationa. U tom sluaju, poveéanje AH* je
povezano za parcijalnu desolvataciju kationa na putu od reaktantskog (askorbatni
monoanion i heksacijanoferat(l11)-kation par) do prijelaznog stanja, u kojemu bi se kation
mogao naci u neposrednoj blizini redoks para unutar solvatnog kaveza. Desolvatacija je,
suprotno solvataciji, endotermni proces tj. za svladavanje privla¢nih ion-dipolnih sila
izmedu kationa i okolnih molekula vode potrebno je utrositi dodatnu energiju, Sto se vidi
na povecanju AH.

Kod niske ionske jakosti u vodi (1=0,0023) odredena je relativno velika negativna
reakcijska aktivacijska entropija, AS* = -142,7 (0,7) JK*mol™ (Tablica 5.2.2.7., str. 105.).
To je u skladu s vrijednosti predvidenom za bimolekularni proces, u kojemu na putu od
reaktantskog do prijelaznog stanja dolazi do asocijacije dvaju slobodno difundirajucih

reaktanata.’®®

Predvidena vrijednost negativne aktivacijske entropije za gubitak jednog
translacijskog stupnja slobode iznosi ~ -126 JK'mol™. Dodatni negativni entropijski
doprinos moguce je objasniti nastajanjem prikladnog prethodnog kompleksa, koji prethodi
reakciji spregnutog prijelaza elektrona i protona. Smatra se da nastajanje prethodnog
kompleksa Cesto mozZe biti energetski zahtjevno, s obzirom da zahtijeva prikladnu
orijentaciju reaktanata i za prijelaz elektrona i za prijelaz protona.® Nastajanje prethodnog
kompleksa zahtjeva dodatno sredivanje unutar asocijacijskog kompleksa, te stoga

predstavlja dodatni negativni entropijski doprinos.
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U prisutnosti 0,5 moldm™® Na odredena je AS* = -1212 (1,3) JK™mol™, znacajno
pozitivnija od AS* odredene kod niske ionske jakosti. Dobivena vrijednost odgovara
aktivacijskoj entropiji procesa u kojemu dolazi do asocijacije dviju Cestica, te je u skladu s
pretpostavkom da aktivacijski proces polazi od asocijacijskog kompleksa koji se sastoji od
heksacijanoferat(l1l) ion — kation para i askorbatnog monoaniona, tj. s pretpostavkom da na
putu od reaktantskog do prijelaznog stanja dolazi do asocijacije dvaju redoks partnera.
Povecanje aktivacijske entropije u odnosu na vrijednost dobivenu kod niske ionske jakosti
je u skladu s promjenama koje su povezane za parcijalnu desolvataciju kationa na putu od
reaktanskog do prijelaznog stanja. Pritom uredene molekule vode iz neposrednog okolisa
kationa predu u okolno otapalo, gdje je manja uredenost, $to se vidi kao pozitivni
entropijski doprinos. Parcijalna desolvatacija kationa tijekom aktivacijskog procesa bi
mogla biti povezana i s odredenom ,,prilagodbom* kationa unutar solvatnog kaveza u

blizini redoks para (iako nema izravne evidencije koja bi govorila u tome prilog).
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Slika 5.2.2.3.

Arrheniusova ovisnost za reakciju askorbata i hekacijanoferat(I11) iona na ionskoj
jakosti 1=0,0023 (bez dodatka soli) u vodi (®), r=0,999 i teskoj vodi (O), r=0,999. Podaci
iz Tablice 5.2.2.3..

c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™, c(KsFe(CN)s) = 0,00005 mol dm™, c¢(Na,EDTA) = 0,0005
mol dm, pH=5,7 (pD=6,2).

In (Kyase/mol-tdmss?)

1
0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036 0,0037

(UT) / KL
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Slika 5.2.2.4.

Arrheniusova ovisnost za reakciju askorbata i hekacijanoferat(l11) iona na ionskoj

jakosti 1=0,5 (0,5 moldm™ NaCl) u vodi (®), r=0,999 i teskoj vodi (O), r=0,999. Podaci iz
Tablice 5.2.2.6..

U vodi: c(NaHAsc) = 0,00015 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,000025 mol dm™, c(Na,EDTA)
=0,0005 mol dm™, pH=5,7. U teskoj vodi: c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™, c(KsFe(CN)g) =
0,00005 mol dm™, ¢(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm™, pD=6,2.

In (Kyase/mol-tdm3s?)

3
0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036 0,0037

(UT) | K2
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Tablica5.2.2.8.

Arrheniusovi aktivacijski parametri za reakciju askorbata i heksacijanoferat(l1)
iona u vodi na ionskoj jakosti | = 0,0023 (bez dodatka soli) i na ionskoj jakosti 1=0,5 (0,5
moldm™ NaCl). i iz ovisnosti na Slikama 5.2.2.3 i 5.2.2.4..

I otapalo Ea/kimol*  10°A/mol*dm3™ An/Ap
H,0 22,2 (0.2) 0,59 (0,05)
0,0023 0,97 (0,15)
D,0 26,0 (0,3) 0,61 (0,08)
H,0 23,6 (0,4) 7,78 (1,21)
05 2,29 (0,60)
D,0 248 (0,5) 3,40 (0,71)
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Slika 5.2.2.5.

Ovisnost In KIE o reciprocnoj temperaturi za reakciju askorbata i
hekacijanoferat(l11) iona na ionskoj jakosti 1=0,0023 (bez dodatka soli). Podaci iz Tablice
5.2.2.3.

1,65 ~

1,60

1,55

In KIE

1,50

1,45

1,40 T T T T 1
0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036

(LUT) / K2

Slika 5.2.2.6.

Ovisnost In KIE o recipronoj temperaturi za reakciju askorbata 1
hekacijanoferat(111) iona na ionskoj jakosti 1=0,5 (0,5 moldm™ NaCl). Podaci iz Tablice
5.2.26..

1,60 -

1,40 -
L ’__._’._’—../.—.
v ®
=
1,20 -
1,00 - - . .
0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036

(UT) [ KL
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Arrheniusovi aktivacijski parametri

Na temelju izmjerene ovisnosti konstante brzine o temperaturi, uz primjenu Arrheniusove
jednadzbe, odredeni su Arrheniusovi aktivacijski parametri, A i Ej, reakcije askorbata i
heksacijanoferat(l1l) iona kod ionske jakosti 1=0,0023 (Tablice 5.2.2.1., 5.2.2.2.; Slika
5.2.2.3.; str. 98., 99. i 109.) te u prisutnosti 0,5 moldm™Na* (Tablice 5.2.2.4, 5.2.2.5.; Slika
5.2.2.4.; str. 101., 102. i 110.) u vodi i u te§koj vodi. U prisutnosti 0,5 moldm™ Na*
dobiven je H/D omjer Arrheniusovih predeksponencijalnih faktora, Au/Ap = 2,29 (0,60), te
D,H razlika u energiji aktivacije, AEs = Ea(D) - Ea(H) = 1,3 (0,6) kdmol™, sto je znadajno
razli¢ito od vrijednosti dobivenih u reakcijskim uvjetima bez dodanih iona (I = 0,0023),
AnlAp = 0,97 (0,15), AE, = 3,9 (0,4) kdmol™ (Tablica 5.2.2.8. str. 111.). U prisutnosti 0,5
moldm™ Na* KIE je priblizno neovisan o temperaturi, dok je u reakcijskim uvjetima bez
dodanih iona ovisnost KIE o temperaturi ,,normalna“ (Slika 5.2.2.5., 5.2.2.6.; str. 112.), u
skladu s odredenim aktivacijskim parametrima. Omjer Arrheniusovih predeksponencijalnih
faktora dobiven u prisutnosti 0,5 moldm™ Na*, Aw/Ap = 2,29 nije moguée objasniti unutar
semiklasi¢nog pristupa, niti primjenom Bellove korekcije tuneliranja koja se zasniva na
teoriji prijelaznog stanja. Ag/Ap = 2,29 znacajno je iznad gornje grani¢ne vrijednosti koja
se moze objasniti semiklasi¢nim pristupom. Grani¢ne vrijednosti Ay/Ap koje se mogu
objasniti unutar semiklasi¢nog pristupa su 0,7 — 1,4 (0,5-1,4), za linearno prijelazno
Stanje.ls‘r"l‘r’ﬁ’m’215 Bellova korekcija tuneliranja predvida omjer Au/Ap veci od gornje
semiklasi¢ne granice jedino u podrucju niskih temperatura, gdje nema termalne energije za
aktivaciju, te stoga nema ni razlike u D,H energiji aktivacije. U tom slucaju reakcija se
odvija tuneliranjem, a omjer Au/Ap veéi od 1,4 posljedica je razlike u vjerojatnosti
tuneliranja H i D.'"® Semiklasi¢nim pristupom nije moguée objasniti niti dobivenu razliku
u energiji aktivacije izmedu H,O i D,0, AE4(D,H) koja iznosi 1,3 kJmol™, te priblizno
temperaturno neovisni KIE, dobivene u prisutnosti Na®. Razlika u energiji aktivacije
znacajno je manja od semiklasi¢no predvidene vrijednosti. Prema semiklasicnom pristupu
maksimalna razlika u energiji aktivacije izmedu vode i teSke vode jednaka je razlici u
energijama nulte tocke (Eq” - Eqo™), koja za disocijaciju O-H veze iznosi 5,1 kJmol™®.*"® Na
temelju KIE odredenog u prisutnosti 0,5 moldm™ Na", ku/kp = 3,7, semiklasi¢no ocekivana
razlika u energiji aktivacije, AE4(D,H) iznosila bi 3,3 kmol™, sto je znatajno vise od
izmjerene razlike u iznosu od 1,3 kJmol™. S malom D,H razlikom u energiji aktivacije,
povezana je i dobivena ovisnost KIE o temperaturi, koja je znacajno manja od one koju bi

ocekivali prema semiklasicnom pristupu, na temelju izmjerenog KIE. Za razliku od ovog
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sluGaja, aktivacijski parametri dobiveni u reakcijskim uvjetima bez dodatka iona (I =
0,0023): Ay/Ap = 0,97, AE; = 3,9 kJmol™? te temperaturna ovisnost KIE u skladu su sa

1 ix a4 . . 155,156,178,215
semiklasi¢no predvidenim vrijednostima.

An/Ap >> 1 odreden u ispitivanoj reakciji u prisutnosti kationa u temperaturnom podrucju
oko sobne temperature vrlo je neuobi¢ajen. Do danas je utvrden u malom broju reakcija u
otopini.”®®? Kwart je predvidio An/Ap >> 1 u sludaju nelinearnog prijelaza atoma vodika,

sa savijenim prijelaznim stanjem.”*®

Medutim, u slucaju ispitivane reakcije, gdje proton
prelazi s 2-OH skupine askorbata na vodu, malo je vjerojatno da je rije¢ o takvom slucaju.
Ag/Ap veéi od gornje semiklasi¢ne granice u temperaturnom podruéju oko sobne
temperature i temperaturna neovisnost KIE izmjereni su u velikom broju enzimskih
reakcija. Ovakva opazanja se uobiCajeno objasnjavaju Marcusianskim modelom
tuneliranja, prema kojemu je tuneliranje protona spregnuto s dinamickim fluktuacijama u
enzimskom okoligu. 2425152 Ovaj model objasnjava cijeli raspon An/Ap, od Au/Ap << 1 do
Au/Ap >> 1. Prema Johanissenu® i Pudneyu® promotivne vibracije (kompresivni nacin
vibriranja) tj. vibracije spregnute s reakcijskom koordinatiom za prijelaz protona koje
moduliraju udaljenost za prijelaz protona, nisu iskljucivo svojstvo enzimskih reakcija ve¢
su vazne 1 u reakcijama u otopini. Johanissen i sur. su primjenili modificirani oblik
Marcusianskog modela tuneliranja na PCET reakciju fenola s internom vodikovom vezom,
u kojoj proton prelazi na vodikovom vezom vezani proton akceptor.® Utvrdili su da
promotivne vibracije mogu dovesti do znacCajnog povecanja brzine, te do smanjenja
kinetickog izotopnog ucinka.

Stoga se ¢ini opavdanim za objasnjenje dobivenih rezultata primjeniti Marcusianski model
tuneliranja. Prema ovom modelu brzina reakcije dana je izrazom (vidi Teorijska osnovica,
str. 50.):48

1 | a4 (_M)
ko = z P, Z Py |Vl RTI2 exp 4ART x (F.C.term)
v w

tj. ovisi o Marcusovom clanu koji se odnosi na reorganizaciju strukture reaktanata i
okolnog otapala, te o F.C. Clanu koji se odnosi na oscilacije u okoliSu koje mijenjaju
udaljenost za prijelaz protona. Udaljenosti izmedu donora i akceptora protona mijenjaju
vibracije spregnute s reakcijskom koordinatom u reakciji prijelaza protona — promotivne
vibracije (kompresivni nacin vibriranja). Promotivne vibracije dovode do temperaturne
ovisnosti KIE. U slucaju precizno organizirane reakcijske koordinate za prijelaz protona,

mogucée je ucinkovito tuneliranje i H i D — ekstenzivno tuneliranje, te doprinos
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promotivnih vibracija nije znac“:ajan.g‘148 U tom sluc¢aju KIE je neovisan o temperaturi, D,H
razlika u energiji aktivacije je mala, a An/Ap ve¢i od maksimalne semiklasi¢no predvidene
vrijednosti, u temperaturnom podrucju oko sobne temperature.

Unutar ovog modela, An/Ap = 2,29, AEL(D,H) = 1,3 kJmol™, te relativna neovisnost KIE o
temperaturi, dobiveni za reakciju askorbata i heksacijanoferat(lll) iona u prisutnosti 0,5
moldm™ Na*, upucuju na optimiziranu organizaciju okoli$a prijelazne konfiguracije i same
prijelazne konfiguracije unutar asocijacijskog kompleksa, tj. na precizno organiziranu
reakcijsku koordinatu za prijelaz protona, $to omogucuje ucinkovito (ekstenzivno)
tuneliranje i H i D. Budu¢i da je tuneliranje ucinkovito, doprinos promotivnih vibracija
koje mijenjaju udaljenost izmedu donora i akceptora protona nije znacajan. Za razliku od
ovog slucaja, aktivacijske parametre dobivene u reakcijskim uvjetima bez dodatka iona (I
= 0,0023), Ay/Ap = 0,97, AE, = 3,9 kJmol™? i temperaturnu ovisnost KIE moguce je
objasniti unutar semiklasi¢nog pristupa. U ovim uvjetima nema ocitog dokaza koji bi
govorio u prilog tuneliranju, ni H, ni D. Prijelaz protona (u PCET reakciji) najvjerojatnije
se odvija reakcijskim mehanizmom preko reakcijske barijere. Blaga temperaturna ovisnost
KIE u prisutnosti 0,5 moldm™ Na* mogla bi se objasniti odredenim udjelom reakcijskog
smjera preko reakcijske barijere.?

Kineticki izotopni ucinak izmjeren u reakciji, iako je unutar semiklasi¢ne granice (vidi
Teorijska osnovica, str. 23.) nije nuzno u suprotnosti s mehanizmom tuneliranja protona
kroz barijeru. Postoji veliki broj primjera u kojima je utvrdeno tuneliranje protona, a KIE
je unutar semiklasi¢nih granica.***>*®*41%8  okviru Marcusianskog modela tuneliranja
utvrdena promjena KIE u prisutnosti ve¢ih koncentracija kationa moZe se promatrati kao
posljedica promjene i Sirine i visine energetske barijere, §to je povezano S promjenama
udaljenosti izmedu donora i akceptora protona i S promjenama potencijalne konstante
kompresivnog moda (Sto je rezultat interakcije izmedu ionskog okoliSa i aktiviranog

kompleksa u reakciji).>*

Iz svega navedenoga proizlazi da je upravo prisutnost kationa dovela do promjene
reakcijskog mehanizma iz reZima prijelaza protona preko reakcijske barijere u rezim
tuneliranja kroz barijeru. U prisutnosti kationa reakciju je moguce opisati polaze¢i od
pocetnog trimolekularnog asocijacijskog kompleksa, koji se sastoji od redoks partnera i
kationa. Kation prisutan u pocetnom trimolekularnom asocijacijskom kompleksu mogao bi
se za vrijeme procesa aktivacije naci u blizini reakcijskog aktiviranog kompleksa (koji se

sastoji od redoks partnera i barem jedne molekule vode) i na taj nacin utjecati na brzinu i
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mehanizam PCET reakcije. Prisutnost Kkationa unutar pocetnog trimolekularnog
asocijacijskog kompleksa doprinosi postizanju optimizirane prijelazne konfiguracije, koja
omoguéuje uéinkovito tuneliranje i H i D. Cini se da kation, zbog elektrostaticke
interakcije, dovodi do odredenog sredivanja unutar solvatnog kaveza. Pritom prijelazna

konfiguracija postaje rigidnija i prikladnija za ucinkovito tuneliranje i H1i D.
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5.2.3. Reakcija askorbata i heksacijanoferat(l11) iona u vodi, u kiselom

Tablica5.2.3.1.

Konstante brzine 1 kineticki izotopni ucinak reakcije askorbata i1
heksacijanoferat(l11) iona u vodi u prisutnosti 0,0918 moldm™ perklorne kiseline.

c(H2Asc) = 0,1 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,00015 moldm™.

C(HC|O4) / I Knase-/ EHASC—/ Knase-/ EHASC—/ mol-l CIE
moldm™ moltdm®s® mol*dm®s* moltdm3s?  dm®s®
710 302
0,0918 0,093 702 705 (4) 296 301(4)  2,35(0,04)
703 304

Na temelju preliminarnih pokusa u vodi u kiselom utvrdeno je da je konstanta brzine
reakcije askorbata i heksacijanoferat(lll) iona izmjerena na pH ~ 1, i u H,O i u D0,
znacajno veca od konstante brzine reakcije odredene u neutralnom, na pH = 5,7, pri istoj
ionskoj jakosti. Kineti¢ki izotopni u¢inak odreden u ovim uvjetima znatno je manji od

odgovarajuc¢eg KIE u neutralnom.

To je moguce objasniti reakcijom izmedu askorbata 1 protoniranog heksacijanoferat(II)
iona, HFe(CN)s> ili eventualno para Fe(CN)s>,H*. pKa(HFe(CN)s®) u vodi na 298 K

iznosi -0,6.2%

Dobiveni rezulatat moguce je objasniti pretpostavi li se da je protonirani
heksacijanoferat(Ill) ion znacajno reaktivniji od slobodnog heksacijanoferat(Ill) iona.
Moguce je pretpostaviti da protonirani heksacijanoferat(Ill) ion ima pozitivniji redoks
potencijal u odnosu na neprotonirani heksacijanoferat(III) ion (sli¢no utjecaju dodatka Na®
na redoks potencijal heksacijanoferat(Ill)iona). U tom slucaju bi reakcija s askorbatom bila

manje endergona, $to bi se manifestiralo kao povecanje brzine reakcije.

Za reakciju izmedu askorbata i protoniranog heksacijanoferat(Ill) iona treba ocekivati
utjecaj inverznog KIE, koji je posljedica ApKa(D,O, H,0) i za HFe(CN)s” i (Fe(CN)s>
,H"). To bi objasnilo, barem jednim dijelom, smanjenje KIE u odnosu na KIE odreden kod
iste ionske jakosti u neutralnom. Eventualno dodatno smanjenje KIE moglo bi se objasniti
sa smanjenom endergonosti reakcije, tj. manjom AG°® u skladu s teorijskim

predvidanjima.®’
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5.3. Reakcija askorbata i heksacijanoferat(IlI) iona u mijeSanim

organskim otapalima

5.3.1. Reakcija askorbata i heksacijanoferat(lll) iona u smjesi

dioksan:voda =1:1 v/v

Tablica5.3.1.1.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(lll) iona u smjesi
dioksan:voda=1:1 v/v, kod razli¢itih ionskih jakosti (NaCl), pH = 6,4, 298 K.
c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™, ¢(H,Asc) = 0,0001 mol dm™, c(K3Fe(CN)g) = 0,00005 mol
dm™, c(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm™.

c(NaCl) / moldm™ I Kase-/ moldm® s™ Jeyace / mol™tdmd s

11,9
0 0,0023 11,8 11,8 (0,2)
11,6

16,2

0,001 0,0033 15,8 16,1 (0,3)
16,5

19,4
0,002 0,0043 19,6 19,6 (0,3)
19,9

34,8

0,007 0,0093 34,3 34,4 (0,4)
34,0
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Slika 5.3.1.1.

Ovisnost log kyasc- 0 korijenu ionske jakosti (NaCl) za reakciju askorbata i
heksacijanoferat(l11) iona u smjesi dioksan:voda=1:1 v/v, pH=6,4, 298 K, r = 0,996.

c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™, ¢(H»Asc) = 0,0001 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol
dm, ¢(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm™. Podaci iz Tablice 5.3.1.1..

1,8

16

14 +

1,2 r

log (Kyase/mol-tdm3st)

0,8

0,00 0,03 0,06 0,09 0,12

| 1/2

Tablica5.3.1.2.

Parametri dobiveni iz ovisnosti log kyasc- 0 korijenu ionske jakosti (NaCl) za
reakciju askorbata i heksacijanoferat(l11) iona u smjesi dioksan:voda=1:1 v/v, na pH = 6,4,
u prisutnosti 0,0005 mol dm™ Na;EDTA, na 298 K (Slika 5.3.1.1., Tablica 5.3.1.1.).

nagib 12,6 (1,1)
odsjecak 0,47 (0,06)

Zaz8° 4,51 (0,38)
Krascmo” /mol*dm®s™ 2,98 (0,42)

% zai2p su naboji reaktanata, zazg iz nagiba pravca (nagib = 2 zazg x A;
A(dioksan:voda = 1:1 v/v, 298 K) = 1,392),%%

® ekstrapolirane konstante brzine (na | = 0)
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Tablica5.3.1.3.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(lll) iona u smjesi
dioksan:voda = 1:1 v/v kod razli¢itih ionskih jakosti (NaCl), pH = 6,4, 298 K.
c(NaHAsc) = 0,00025 mol dm™, c(H,Asc) = 0,00005 mol dm™, c(KsFe(CN)s) = 0,00005
mol dm™, ¢(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm’>.

¢(NaCl) / moldm™ | Knase- / mol™ dm® s Fepaco_ / moltdm?® s

153

0,1* 0,1023 147 152 (4)
155

218

0,2 0,2023 223 219 (4)
216

367
05 0,5023 378 372 (5)
373

625

0,94 0,9423 628 632 (9)
642

*konstanta je provjerena i u rekcijskim uvjetima u kojima je suviSak askorbata 20 puta:
c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm™, c¢(H,Asc) = 0,0001 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol
dm™, c(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm™.
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Slika 5.3.1.2.

Ovisnost konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(l11) iona u smjesi
dioksan:voda = 1:1v/v o koncentraciji natrijevog klorida, pH=6,4, 298 K, r = 0,999.
c(NaHAsc) = 0,0005 mol dm, c¢(H,Asc) = 0,0001 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol
dm, c¢(Na,EDTA) = 0,0005 mol dm™. Podaci iz Tablice 5.3.1.3..

750
P
™
& 500
2
o
e
T, 250
e
T
X7
0 @
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
¢ (NaCl) / moldm=
Tablica 5.3.1.4.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(lll) iona u smjesi
dioksan:voda=1:1 v/v, kod razli¢itih koncentracija perklorne kiseline, 298 K.

c(HCIO4) / moldm | Krase-/ mol™dm® s Jeyace. / moltdm?s™

43,9
0,0001° 0,0008 40,3 40,9 (2,7)
38,6

190
0,001° 0,0018 179 180 (9)

172

1793
0,01° 0,0101 1656 1735 (70)
1756
3c(H,Asc) = 0,02 mol dm™, c(KsFe(CN)g) = 0,00005 mol dm”™,
"c(H,Asc) = 0,01 mol dm?, c(KsFe(CN)g) = 0,00015 mol dm™
°c(H,Asc) = 0,0015 mol dm™, ¢(KsFe(CN)g) = 0,00015 mol dm™.
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Reakcija izmedu askorbata i heksacijanoferat(Ill) iona u smjesi dioksan:voda =1:1 v/v je
ispitana u podrucju vrlo malih ionskih jakosti, u neutralnom na pH=6,4. lonska jakost je
varirana dodatkom natrijevog klorida (Tablica 5.3.1.1., str. 118.). Na prikazu ovisnosti log
Knasc- 0 korijenu ionske jakosti je vidljivo da ve¢ kod 12 > 0,07, sto odgovara dodatku
0,002 moldm™ natrijevog klorida, dolazi do odstupanja od linearne ovisnosti (Slika
5.3.1.1,, str. 119.). Iz nagiba pravca, koji je odreden za dio intervala u kojemu je dobivena
linearna ovisnost log kyasc- 0 korijenu ionske jakosti, dobiven je produkt naboja reaktanata
zazg = 4,51 (0,38) (Tablica 5.3.1.2. str. 119.). U racun je uzeta Debye-Hiickelova A
konstanta koja u smjesi dioksan:voda na 298 K iznosi 1,392. Dobiveni rezultat ukazuje na
to da u smjesi dioksan:voda = 1:1 v/v ve¢ u podrucju vrlo niskih ionskih jakosti dolazi do
ionskog sparivanja. U prisutnosti 0,1 moldm™ natrijevog klorida dobivena je 12,5 puta
veca konstanta brzine u odnosu na konstantu kod | = 0,0023 (bez dodatka NaCl) §to je
znatno vece ubrzanje u odnosu na reakciju u vodi, gdje je u istom intervalu dobiveno
ubrzanje 3,5 puta. U skladu s ocekivanjem, u otapalu smanjene polarnosti utvrden je
znatno izrazeniji utjecaj iona na reakciju. Povecanje koncentracije natrijevog klorida od 0,1
do 0,94 moldm™ je dovelo do linearnog poveéanja konstante brzine reakcije (Tablica
5.3.1.3, Slika 5.3.1.2., str. 120. i 121.). Reakcija izmedu askorbata i heksacijanoferat(III)
iona u smjesi dioksan:voda=1:1 v/v ispitana je i u kiselom, (Tablica 5.3.1.4., str 121.). Ve¢
kod 0,0008 moldm™ perklorne kiseline je dobivena konstanta brzine reakcije znacajno veca
od konstante brzine u neutralnom, pri istoj ionskoj jakosti. Povecanje koncentracije
perklorne kiseline na 0,01 moldm™ je dovelo do poveéanja konstante brzine ~ 45 puta.
Dobiveni rezultat vjerojatno upucuje na reakciju askorbata s protoniranim

heksacijanoferat(l11) ionom.
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5.3.2. Reakcija askorbata i heksacijanoferat(l11) iona u smjesi

acetonitril:voda = 9:1 v/v

Tablica 5.3.2.1.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(lll) iona u smjesi
acetonitril:voda = 9:1 v/v, u prisutnosti natrijevog klorida i tetrametilamonijevog klorida,
na 298 K.

g(HzAsc) = 0,01 mol dm™, ¢(K3Fe(CN)s) = 0,000075 mol dm™, ¢(HCIO,) = 0,001 mol dm™

1

sol c(sol)/moldm™ Kobs/ S kops /5™

0,0168
NaCl 0 0,0174 0,0171 (0,0003)

0,0172

0,0128
NaCl 0,001 0,0125 0,0127 (0,0002)

0,0127

0,0056
NaCl 0,01 0,0058 0,0057 (0,0001)

0,0058

0,0145

(CH4)sNCl 0,001 0,0138 0,0141 (0,0004)
0,0139

Utjecaj ionske jakosti na reakciju askorbata i heksacijanoferat(I11) iona je ispitana u smjesi
acetonitril:voda=9:1 v/v (Tablica 5.3.2.1.).

Dodatak soli, natrijevog klorida i tetrametilamonijevog klorida, je doveo do smanjenja
izmjerene konstante brzine reakcije, §to je vjerojatno posljedica znaCajnog ionskog

sparivanja askorbata i Na*, ve¢ kod vrlo niskih ionskih jakosti.
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U sklopu ispitivanja utjecaja kationa na PCET reakciju, u okviru ove disertacije, utvrdeno je

da prisutnost kationa utjeCe na temeljne karakteristike PCET reakcije, §to se manifestira kao

promjena brzine, kinetickog izotopnog uéinka i aktivacijskih parametara PCET reakcije.

Prisutnost kationa u reakciji doprinosi postizanju optimizirane konfiguracije za prijelaz

protona, koja omogucuje njegovo ucinkovito tuneliranje.

1.

Na temelju kinetickog izotopnog ucinka i1 termokemijske analize (uz primjenu
kvadratane sheme)?® utvrdeno je da se reakcija izmedu askorbata i heksacijanoferat(III)
iona odvija mehanizmom spregnutog (uskladenog) prijelaza elektrona i protona
(PCET).

U podru¢ju vrlo malih ionskih jakosti, do 1=0,01, utvrdeno je povecanje brzine
reakcije u skladu s primarnim kineti¢kim solnim u¢inkom. Iz nagiba pravca ovisnosti
log Kpasc- 0 korijenu ionske jakosti moguée je zakljuciti da u podru¢ju vrlo malih
ionskih jakosti reakcija ide iz po¢etnog bimolekularnog asocijacijskog kompleksa koji
se sastoji od askorbatnog monoaniona i heksacijanoferat(l11) iona.

U prisutnosti veéih koncentracija Na*, od 0,1 do 1,0 moldm™, dobivena je linearna
ovisnost konstante brzine reakcije o koncentraciji Na*. To upuéuje na reakciju iz
pocetnog trimolekularnog asocijacijskog kompleksa koji se sastoji od redoks partnera:
askorbata i heksacijanoferat(lll) iona, te kationa; unutar kojega bi se kation mogao
naci u neposrednoj blizini reakcijskog aktiviranog kompleksa.

Prisutnost kationa u reakciji dovodi do smanjenja kineti¢kog izotopnog ucinka. KIE je
smanjen od vrijednosti 4,6 u podru¢ju vrlo niskih ionskih jakosti na 3,3 kod 1,0
moldm™ koncentracije Na*. Dobiveno je linearno smanjenje kinetickog izotopnog
ucinka s poveéanjem koncentracije Na* od 0,1 do 1,0 moldm™. Smanjenje kineti¢kog
izotopnog ucinka u prisutnosti kationa predstavlja izravnu manifestaciju utjecaja
kationa na aktivacijski proces u PCET reakciji.

Na temelju ovisnosti konstante brzine reakcije o mnozinskom udjelu D,O u H,O
(,,proton inventory“) proizlazi da je viSe od jednog protona ukljuceno u prijelazno
stanje, §to zna¢i da 2-OH proton s askorbata ne prelazi (izravno) na
heksacijanoferat(III) ion, nego vjerojatno na jednu od molekula vode koja je smjeStena

izmedu askorbata i heksacijanoferat(l11) iona unutar aktiviranog kompleksa.
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6. Dodatak Na* u reakciju je doveo do malog porasta AH, te do poveéanja AS* u odnosu
na reakciju kod niske ionske jakosti, §to se objasSnjava parcijalnom desolvatacijoim
kationa unutar pocetnog trimolekularnog asocijacijskog kompleksa na putu od
reaktantskog do prijelaznog stanja, tj. odredenim ,,prilagodbom* kationa unutar kaveza
otapala u blizini redoks para (iako nema izravnog uvida koji bi govorio tome u prilog).

7. U prisutnosti Na*, u reakciji je dobiven omjer Arrheniusovih predeksponencijalnih
faktora, Aw/Ap = 2,3, §to je znacajno iznad gornje semiklasi¢no predvidene granice.!™
Uz to je dobivena i razlika u energiji aktivacije, AEa(D,H) = 1,3 kJmol™, te priblizna
temperaturna neovisnost kinetickog izotopnog ucinka. Ove rezultate nije moguce
objasniti unutar semiklasi¢nog pristupa, niti uz primjenu Bellove korekcije tuneliranja.
Sli¢ni fenomeni u enzimskim reakcijama objasnjavaju se unutar modela prema kojemu
je tuneliranje protona povezano s enzimskom dinamikom (Marcusianski model
tuneliranja).****"® Prema Johanissenu® i Pudney-u®® dinamicke fluktuacije udaljenosti
uzduz reakcijske koordinate za prijelaz H (promotivne vibracije, kompresivni nacin
vibriranja) nisu svojstvo isklju¢ivo enzimskih reakcija, ve¢ su vazne i u reakcijama u
otopini. Johanissen i sur.” su primjenili modificirani oblik ovog modela na PCET
reakciju u otopini. Stoga je za objasnjenje dobivenih Arrheniusovih aktivacijskih
parametra u prisutnosti Na* primjenjen Marcusianski model tuneliranja. Unutar ovog
modela Aw/Ap = 2,3, AE4(D,H) = 1,3 kdmol™, te relativna neovisnost KIE o
temperaturi, dobiveni za reakciju u prisutnosti Na’, upuéuju na optimiziranu
organizaciju okolisa prijelazne konfiguracije i same prijelazne konfiguracije unutar
asocijacijskog kompleksa, §to omogucuje ekstenzivno tuneliranje i H i D. Aktivacijske
parametre dobivene u podru¢ju vrlo malih ionskih jakosti, Ay/Ap = 0,97,
AE4(D,H)=3,9 kimol™, te ,,normalnu“ ovisnost KIE o temperaturi moguce je objasniti
unutar semiklasi¢nog pristupa. U ovim uvjetima nema ocitog dokaza koji bi govorio u
prilog tuneliranju, ni H, ni D.

Iz toga proizlazi da je upravo prisutnost kationa u pocetnom trimolekularnom
asocijacijskom kompleksu, sto ima za posljedicu prisutnost kationa u blizini
aktiviranog kompleksa, dovela do prijelaza iz reakcijskog rezima prijelaza preko
reakcijske barijere u rezim tuneliranja protona kroz barijeru. Prisutnost kationa je tako
doprinijela postizanju optimizirane organizacije okoli$a prijelazne konfiguracije i

same prijelazne konfiguracije $to je omogucéilo u¢inkovito tuneliranje protona.
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8. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

A — akceptor

ATP — adenozin trifosfat

bpy — 2,2 -bipiridin

DAD — donor acceptor distance — udaljenost izmedu donora i akceptora protona
DETAPAC — dietilentriaminopentaacetat

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

DHFR — dihidrofolat reduktaza

D — donor

EDTA — etilendiamintetraacetat

EPT — electron proton transfer — spregnuti prijelaz elektrona i protona u okviru teorije koju

razvija Hammes-Schiffer sa sur.

ET — electron transfer — prijelaz elektrona

HAT — hydrogen atom transfer — prijelaz atoma vodika

KIE — kinetic isotope effect - kineti¢ki izotopni u¢inak

MLCT — metal to ligand charge transfer — prijelaz naboja s metala na ligand
MR — morfinon reduktaza

MS—EPT — multiple site electron-proton transfer — dvosmjerni PCET

NDP — nukleozid difosfat

OEC - oxygen evolving complex — kompleks u kojemu dolazi do razvijanja kisika
PCET — proton coupled electron transfer — spregnuti prijelaz elektrona i protona
PT — proton transfer — prijelaz protona

PSII — fotosustav |1

RNR - ribonukleotid reduktaza

rds — rate determining step — stupanj koji odreduje brzinu reakcije

SLO - sojina lipooksigenaza

TEMPO - 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil

ZPE —zero point energy — energija nulte tocke
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DODATAK

9. DODATAK

Debye-Hiickel-ova A konstanta prema izrazu:*®

p1/2

A=——-A
( 8T)3 /2
uz ostalo ovisi o gustoci, p, dielektri¢noj konstanti otapala, &, 1 0 temperaturi, T .

Izradunane su vrijednosti A konstante u vodi i teskoj vodi (p, £)**" na temperaturama od 278,3

do 312,4 K.

Tablica D.1.

Debye-Hiickelova A konstanta u vodi i teskoj vodi na temperaturama od 278,3 do 312,4 K.

T/K Ay Ap

278,3 0,493 0,521
283,0 0,498 0,526
288,0 0,501 0,530
292,8 0,506 0,536
298,2 0,509 0,540
303,3 0,513 0,545
307,6 0,519 0,552
312,4 0,524 0,558

VII



DODATAK

D1. Korekcija konstanti brzine u teSkoj vodi u podruéju niske ionske jakosti, do | <
0,01.

Konstante brzine reakcije askorbata i heksacijanoferat(lll) iona (kuase- = k) u teskoj vodi
(Kp,exp) u podrucju niske ionske jakosti, do | < 0,01, su korigirane kako bi se iskljucila razlika
povezana za razliku u Debye-Hiickelovoj A konstanti u vodi i teSkoj vodi, prema sljedecem
izrazu (Koexp = Kokor):

k
log (—) = 2z5zgApVI

ko D,exp

k A
log (k_o) = 2ZAZBAH (ﬁ) \/7

D,exp
oa(7) =toa() /()
og|— = log|— —
ko D, kor ko D,exp Ay
k

log (—) = 2zpzgAgVI
ko D,kor

D2. Procjena utjecaja razlike u temperaturnoj ovisnosti Debye-Hiickelove A konstante
izmedu vode i teSke vode na razliku u aktivacijskim reakcijskim parametrima izmedu
vode i teSke vode (AAH*(D,H), AAS*(D,H), An/Ap)

Razlika u temperaturnoj ovisnosti Debye-Hiickelove A konstante izmedu vode i teSke vode je
isklju¢ena tako $to su iz izmjerenih konstanti brzina reakcije kod I = 0,0023 na odredenoj
temperaturi (Kexp,7) izracunane konstante brzine reakcije kod | = 0 (ko,1), prema sljedecem

izrazu:
kexp> k Ar
s < kO T & kO 25 A25
logky+ = logk 1 (k> (—AT)
= - — *
0g 0,T 0g exp,T 0g ko . AZS

ko25 — odredena na temelju izmjerene ovisnosti konstanste brzine reakcije o ionskoj jakosti u
podrucju ionske jakosti do | = 0,01, prema grani¢cnom Brgnsted-Debye-Hiickelovom zakonu.

Na temelju provedene analize, utvrdeno je da razlika u temperaturnoj ovisnosti Debye-
Hiickelove A konstante izmedu vode i teske vode neznatno utjece na razliku u aktivacijskim
reakcijskim parametrima izmedu vode i teske vode (AAH*(D,H), AAS*(D,H), An/Ap).
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