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1. UVOD

U posljednjih nekoliko godina povećan je interes za istraživanje oksidacijskog stresa stanica i molekula koje mogu umanjiti ili ukloniti oštećenja stanica uzrokovana oksidativnim stresom. Oksidacijski stres je poremećaj u ravnoteži oksidacijsko-redukcijskih procesa u organizmu, pri čemu je pomak ravnoteže usmjeren prema oksidaciji. Ovaj poremećaj ima za posljedicu prekomjerno stvaranje slobodnih radikala kisika, a štetno utječe i na strukturu molekula, pri čemu kao krajnji rezultat nastaju promjene u tkivima i organima. Oksidacijski stres je obilježje i uzročnik nastanka brojnih poremećaja poput kardiovaskularnih bolesti, infektivnih i neurodegenerativnih bolesti, dijabetesa, autoimunih bolesti i nekih vrsta karcinoma.


Obrana organizma od oksidativnog stresa temeljena je na djelovanju enzima superoksidne dismutaze (SOD), katalaze i glutation-peroksidaze. SOD štiti stanice od slobodnih radikala obrambenim mehanizmom koji uključuje katalizu reakcije dismutacije superoksida: 2O2•- + 2H+ 
[image: image1.wmf]¾¾®

 H2O2 + O2. Tako umjesto izuzetno toksičnog HO• radikala nastaju vodikov peroksid i kisik. Spontana dismutacija je vrlo brza. Među enzimima SOD ima najveći pretvorbeni broj čime je naglašena izuzetna biološka važnost dismutacije. Poznate su tri vrste humane SOD. Tetramer smješten u mitohondriju u svom reaktivnom središtu sadrži mangan. Da bi se izbjegli nedostatci nativne SOD kao terapijskog sredstva, razvijen je niz antioksidansa kao što su na primjer kompleksi mangana (salenski kompleksi, ciklički poliamini te metaloporfirini).

Manganovi porfirini (MnP) ublažavaju posljedice oksidativnog stresa djelujući poput funkcionalnih dvojnika Mn-SOD. Strukturno-djelatni odnos opažen za brzinu dismutacije O2•- i metalocentriranog standardnog redukcijskog potencijala Mn porfirina, pokazao je da su Mn(III)-alkilpiridil porfirini među najdjelotvornijima u tretmanu posljedica oksidativnog stresa povezanog s moždanim udarom, karcinomom, srčanim disfunkcijama, dijabetesom ili bolešću srpastih stanica. 

Imajući na umu iznimnu biološku važnost MnIII/MnII redoks para u ovom radu su podrobno istražena kiselo-bazna svojstva Mn(III) meso-tetrakis((N-butil)piridin-2 il) porfirina u vodenom mediju.
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Slika 1. Kemijska struktura Mn(III) meso-tetrakis((N-butil)piridin-2-il) porfirina.
2. TEORIJSKI DIO

2.1. Oksidacijski stres i slobodni radikali
Oksidacijski stres definira se kao pomak ravnoteže u staničnim oksidativno-redukcijskim reakcijama u smjeru oksidacije.
 Riječ je o stanju prekomjernog stvaranja kisikovih reaktivnih molekulnih vrsta, pri čemu dolazi do neuravnoteženog stvaranja slobodnih radikala i premašivanja mogućnosti neke stanice da ih razgradi, što rezultira oštećenjem stanica. Drugim riječima, oksidacijski stres može se definirati kao oštećenje tkiva uvjetovano poremećajem ravnoteže pro- i anti-oksidativnoga sustava. Oksidacijsko oštećenje može utjecati na strukturu i funkciju brojnih biomolekula (polinezasićenih lipida, ugljikohidrata, proteina i nukleinskih kiselina), što konačno rezultira promjenama u strukturi i funkciji stanica, tkiva i organa. Tako nastala oštećenja mogu narušiti homeostazu iona, prijenos signala u stanici, gensku transkripciju i dovesti do drugih poremećaja. Oksidacijski stres ima značajnu ulogu u etiopatogenezi kardiovaskularnih i infektivnih bolesti, karcinoma, dijabetesa, neurodegenerativnih bolesti, fibroze, hemolize, procesa starenja.

Slobodni radikali su definirani kao bilo koji atom, molekula, ili ion s nesparenim elektronom.2 Zbog nesparenog elektrona, koji predstavlja slobodnu valenciju, slobodni radikali su kemijski jako reaktivni pa im je niska specifičnost za reaktante. Kao posljedica toga u kemijskoj reakciji oksidacije, brzo se i nepredvidivo spajaju s bilo kojom prostorno bliskom molekulom proteina, lipida, ugljikohidrata ili nukleinske kiseline. Vezivanjem slobodnih radikala na spomenute organske molekule mogu nastati novi radikali s mogućnošću pokretanja novog niza neenzimskih lančanih reakcija. 

Biološki su najznačajniji kisikove reaktivne vrste (engl. reactive oxygen species, ROS), što je zajednički naziv za radikale kisika kao i njegove reaktivne neradikalne derivate: superoksidni anion
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 i drugi. Uz reaktivne kisikove spojeve, veliku važnost imaju i reaktivne dušikove vrste (engl. reactive nitrogen species, RNS), u koje ubrajamo dušikove slobodne radikale kao što su dušikov(II) oksid 
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Osim izravnog djelovanja na razne biološke entitete prisutne u organizmu neke od reaktivnih vrsta mogu se oksidoredukcijskim reakcijama prevesti u još agresivnije oblike. Npr. superoksid može reagirati s vodikovim peroksidom i u ovoj rekaciji nastaje vrlo toksičan hidroksilni radikal (1) ili može stupiti u reakciju s dušičnim monoksidom pa nastaje još jedan izuzetno agresivan oblik, peroksinitrit (2). 
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Izvori slobodnih radikala mogu biti endogeni i egzogeni. Endogeni slobodni radikali u organizmu mogu nastati tijekom metabolizma kisika, fagocitoze, kemotaksije, apoptoze, koagulacije, hipoksije ili hiperoksije. Egzogeni izvor slobodnih radikala mogu biti dim cigareta, lijekovi, prehrana, pesticidi, radioaktivno zračenje ili UV-zračenje.
2.2. Superoksidna dismutaza (SOD) 
Enzim superoksidna dismutaza (SOD) katalizira dismutaciju superoksida u kisik i vodikov peroksid pa je važan antioksidativni čimbenik u obrani gotovo svih stanica izloženih aerobnom metabolizmu.
,
 SOD su bjelančevine koje kao kofaktor sadrže bakar, cink, mangan, željezo ili nikal. Dismutacija superoksida enzimom SOD prikazana je reakcijama (3) i (4).
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Poznato je pet različitih izoformi SOD enzima od kojih su tri struktutno karakterizirana. U sisavaca su prisutna tri oblika superoksid dismutaze. SOD1 je smješten u citoplazmi, SOD2 u mitohondrijima, a SOD3 u izvanstaničnom prostoru. SOD1 je dimer sastavljen od dvije jedinice, ukupne mase 32 kDa (1 dalton ( masa jednog atoma vodika), dok su SOD2  i SOD3 tetrameri ukupne mase 89 kDa i 135 kDa. SOD1 i SOD3 sadrže Cu i Zn , dok SOD2 ima Mn na aktivnom mjestu (Slika 2). 
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Slika 2. Kristalna struktura humanog SOD2 enzima

Aktivno mjesto Mn-SOD sadrži tri bočna histidinska lanca, aspartatni lanac i molekulu vode, ovisno o oksidacijskom broju Mn (Slika 3).
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Slika 3. Aktivno mjesto humane mangan-superoksid-dismutaze (SOD2)
Fiziološku važnost SOD može se ilustrirati na primjeru pokusa s miševima.
 Miš kojem nedostaje enzim SOD2 ugiba nekoliko dana nakon okota zbog izuzetno jakog oksidativnog stresa. Miš kojem nedostaje SOD1 razvija niz patoloških stanja, uključujući rak jetre, ubrzano starenje, gubitak mišićne mase. Miš kojem nedostaje SOD3 nema nikakvih zdravstvenih posljedica. Ovaj pokus pokazuje važnost prisutnosti enzima SOD1 u sprječavanju raznih neuroloških i ostalih oboljenja, ali prvenstveno prisutnosti enzima SOD2 i njegove primarne uloge u neutralizaciji nastanka oksidativnog stresa i njegovih posljedica.

Većina saznanja o ulozi slobodnih radikala u stanju bolesti dobivena je proučavanjem nativnog enzima superoksidne dismutaze. Iako je nativni enzim pokazao obećavajuća protuupalna svojstva u pretkliničkim i kliničkim ispitivanjima, postojali su određeni nedostatci u njegovoj primjeni kao terapijskog sredstva, kao npr. imunološka reakcija zbog načina na koji se dobivao.
 Zbog toga se razvijeni spojevi male molekulne mase, manganovi porfirini, koji oponašaju djelovanje enzima superoksidne dismutaze i nemaju ograničenja kakva su svojstvena nativnom enzimu.
,

2.3. Opća svojstva metaloporfirina
Porfirini su heterociklički spojevi u čijoj makrocikličkoj strukturi su 4 pirolska prstena povezana metilenskim mostovima (=CH-). Porfirini koordiniraju kovinske ione, smještajući ih u središnju šupljinu porfirinskog prstena.

[image: image18.wmf]N

H

N

N

H

N


Slika 4. Struktura porfirina

Porfirini tvore vrlo stabilne koordinacijske spojeve s ionima željeza (Fe), magnezija (Mg), cinka (Zn), bakra (Cu), nikla (Ni), kobalta (Co), mangana (Mn) i drugih kovina. Takvi spojevi se zovu metaloporfirini (npr. hemoglobin, mioglobin, citokromi b i c, klorofil, vitamin B-12 i drugi). To su vrste spojeva u kojima je kovinski ion koordiniran atomima dušika na pirolskim prstenovima. Najčešće se radi o kvadratno-plošnoj geometriji kompleksa, a do reakcije dolazi uz otpuštanje dvaju protona (Slika 5, reakcija I). Koordinirani kovinski ion može otpuštati ili primati elektrone u reakciji s odgovarajućim supstratom, a reakcija ovisi o njihovim redoks-potencijalima (Slika 5, reakcija II.). Kovinski ion može biti dodatno koordiniran ligandima u aksijalnom položaju (Slika 5, reakcija III.). Takva svojstva metaloporfirine čine idealnim prostetskim skupinama metaloenzima koji reguliraju stanični redoks-potencijal, a modificirani metaloporfirini mogu djelotvorno oponašati djelovanje metaloenzima, osobito u stanjima oksidativnog stresa.
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Slika 5. Koordinacija kovinskog iona u metaloporfirinima

Slobodni porfirini i njihovi kovinski kompleksi imaju posebno mjesto u modernoj kemiji djelujući kao katalizatori, prijenosnici kisika, kemijski senzori, ili u molekularnim elektronskim napravama. U medicini su prikladni za tretman u fotodinamičkoj terapiji,
 porfirijama,11 malariji te kao antitumorski lijekovi. Široko su rasprostranjeni u prirodi te se nazivaju „pigmenti života“, i igraju ključne uloge u mnogim biokemijskim procesima. 
2.4. Manganoporfirini

Manganovi porfirini su se pokazali najmanje toksičnim metaloporfirinima. Takvi kompleksi nazivaju se manganoporfirini, MnP. Mangan u MnP može biti u četri oksidacijska stanja, Mn(II), Mn(III), Mn(IV) i Mn(V). Većina MnP je stabilna in vitro kada je mangan u oksidacijskom stanju +3. MnP su osobito istraživani kao funkcionalni dvojnici Mn-SOD zbog nekoliko razloga:
 
a) vrlo su stabilni i zadržavaju središnji kovinski ion čak i u prisutnosti jakih kiselina ili suviška jakog kelatora kao što je EDTA ,

b) mogući pozitivni ili negativni naboj osigurava im topljivost u vodi i elektrostatički potpomaže njihovu interakciju sa superoksidom

c) redoks potencijal središnjeg kovinskog redoks para pože se podešavati mijenjanjem supstituenata koji odvlače elektrone s porfirinskog prstena. Supstituenti koji odvlače elektrone s porfirinskog prstena pomiču redoks centralnog kovinskog redoks para prema pozitivnijim vrijednostima što rezultira većom katalitičkom aktivnošću.

Istraživanja odnosa između strukture i aktivnosti (SAR)9,10,
 dovela su do otkrića manganovih porfirina s visoko pozitivnim potencijalom središnjeg kovinskog para većim od +200 mV prema NHE, koji posjeduju jaki antioksidativni učinak, tj. sposobnost da uklanjaju kisikove i dušikove reaktivne vrste.

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i priprava otopina

MnIIITnBu-2-PyPCl5 (M = 1077,34 g mol-1) pripravljen je u grupi prof. Ines Batinić-Haberle sa sveučilišta „Duke“, SAD. Stojna otopina MnIIITnBu-2-PyPCl5 pripremljena je otapanjem krutog MnIIITnBu-2-PyPCl5 u poznatom volumenu redestilirane vode. Koncentracija otopine određena je mjerenjem apsorbancije na 454 nm gdje je molarni apsorpcijski koeficijent njegove razrijeđene otopine (454 = 1.70 ( 105 M-1 cm-1. Natrijev perklorat (NaClO4, Sigma), perklorna kiselina (HClO4, Merck, 70 %), natrijeva lužina (NaOH, Titrival), askorbinska kiselina (Fluka) bile su najveće čistoće i korištene su bez daljnjeg pročišćavanja. Sva voda korištena u pokusima bila je demineralizirana, a zatim dva puta destilirana, prvi puta iz kiselog KMnO4. Stojna otopina NaClO4 korištena za podešavanje ionske jakosti otopina korištenih u pokusima, pripravljena je otapanjem odgovarajuće mase NaClO4 (Sigma) u redestiliranoj vodi te filtracijom kroz Millipore (tip filtera HV 0,45 (m), a njena točna koncentracija je određena propuštanjem odgovarajuće količine otopine kroz snažni kationski izmjenjivač Amberlite IR 120 i titracijom tako oslobođenog H+ iona sa standardnom lužinom uz fenolftalein kao indikator. Otopina HClO4 (( 0.02M) načinjena je iz koncentrirane kiseline i standardizirana titracijom sa standardnom otopinom natrijevog tetraborata uz metilno crvenilo kao indikator. Otopina NaOH ((0.2 M) načinjena je iz Titrival otopine i standardizirana titracijom sa standardnom otopinom kalijevog hidrogenftalata uz fenolftalein kao indikator.
3.2. Spektrofotometrijske pH titracije
Konstante disocijacije manganovih porfirina određene su spektrofotometrijskom pH-titracijom. Kiselost otopina izražena je negativnim logaritmom koncentracije vodikovih iona, log([H+]/mol dm-3) ( p[H+]. 

Iz stojne otopine MnIIITnBu-2-PyPCl5 pripravljene su (3.0 ( 10-6 M otopine MnIIITnBu-2-PyPCl5 različitih ionskih jakosti. Ionska jakost je podešena natrijevim perkloratom. U svakom pokusu stavljeno je 20 mL otopine u termostatiranu titracijsku posudu i titrirano sa standardnom otopinom NaOH u atmosferi argona. Stalna temperatura, ( = (25.0 ( 0.1) (C, je održavana s Haake DC100-K10 vodenim termostatom. Za potenciometrijsko određivanje korišten je Mettler Toledo T70 titrator s Mettler DG111-SC pH elektrodom. Ag/AgCl referentna elektroda je bila napunjena s 3 M NaCl. Mjerenja pH korigirana su pri (25,0 ± 0,1) ºC i određenoj ionskoj jakosti na temelju koncetracijske kalibracije titracijom standardne otopine HClO4 standardnom otopinom NaOH. Parametri elektrode dobiveni su obradom potenciometrijskih podataka računalnim programom GLEE. U slučaju titracije MnIITnBu-2-PyPCl5, MnIIITnBu-2-PyPCl5 je bio reduciran s 10 mM askorbinskom kiselinom.

Spektrofotometrijske titracije su provedene dodacima poznatih volumena standardizirane otopine NaOH s mikropipetom (Eppendorf). Po svakom dodatku NaOH izmjeren je potencijal elektrode te snimljen UV-Vis spektar otopine.  Posebna pažnja je posvećena tome da se osigura postizanje potpunog uravnoteženja. Za snimanje UV-Vis spektara korišten je jednozračni spektrometar Cary 50, Varian. Spektri su snimani pomoću sonde povezane optičkim vlaknima sa spektrofotometrom u koracima od 1 nm uz korekciju osnovne linije. Za obradu spektralnih podataka korišteno je PC računalo opremljeno komercijalnim programom SPECFIT. 
 
4. REZULTATI

U ovom dijelu prikazani su rezultati dobiveni u istraživanju kiselo-baznih svojstava  manganovog(III) meso-tetrakis((N-butil)piridin-2-il) i manganovog(II) meso-tetrakis((N-butil)piridin-2-il) porfirina, te utjecaja ionske jakosti medija na konstante ionizacije ovih kompleksa. 
4.1. Konstante deprotonacije MnIIITnBu-2-PyP5+
 
U vodenim otopinama manganovi(III) porfirini koordiniraju dvije molekule vode u aksijalnom položaju (Slika 6). 

[image: image20.emf]N

N

N

N

N

+

N

+

N

+

N

+

Mn

+

OH

2

H

2

O


Slika 6. Kemijska struktura MnIIITnBu-2-PyP5+ u vodenim otopinama.
Ovisno o pH otopine ovaj kompleks se može deprotonirati prema jednadžbama (5) i (6) 
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Konstante disocijacije definirane su jednadžbama (7) i (8)
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Konstante deprotonacije MnIIITnBu-2-PyP5+ izračunane su iz podataka dobivenih spektrofotometrijskom pH titracijom u NaClO4 pri 25 ˚C.  Kao relevantan primjer, UV-Vis spektri snimljeni tijekom titracije MnIIITnBu-2-PyP5+ kod 1 M ionske jakosti prikazani su na Slici 7. 
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Slika 7.
UV-Vis spektri MnIIITnBu-2-Py5+ u ovisnosti o p[H+]. 


[MnIIITnBu-2-PyPCl5] = 3,0 (M, I = 1 M (NaClO4), t = (25,0 ( 0,1) (C, l = 1 cm.


U blago lužnatom mediju p[H+] ( 9, apsorpcijski spektar MnIIITnBu-2-PyP5+ karakteriziran je intenzivnom i oštrom apsorpcijskom vrpcom na 454 nm te dvije široke vrpce slabijeg intenziteta na 366 i 567 nm. Povećanje p[H+] dovodi do pomaka apsorpcijske vrpce s 454 nm prema nižim valnim duljinama i nestajanja dviju širokih vrpci. Izostanak izosbestične točke tijekom titracije jasno upućuje na ravnotežu između više od dviju apsorbirajućih specija. Faktorska analiza spektralnih podataka, uključena u program SPECFIT, pokazala je postojanje triju apsorbirajućih specija u kiselo-baznoj ravnoteži. Spektralni podaci obrađeni su prema izrazu (9):
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gdje je A izmjerena apsorbancija, a H2A, HA- i A2- predstavljaju 
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Dobivene konstante deprotonacije kod različitih ionskih jakosti otopina prikazane su u Tablici 1.
Tablica 1.
Konstante deprotonacije MnIIITnBu-2-PyPCl5 u ovisnosti o ionskoj jakosti 
otopina pri 25 ºC.
	I/M
	pKa1 ( (
	pKa2 ( (

	0,5
	10,55 ( 0,01
	11,49 ( 0,01

	1,0
	10,91 ( 0,01
	11,65 ( 0,02

	1,5
	11,07 ( 0,02
	11,80 ( 0,02

	2,0
	11,36 ( 0,01
	12,33 ( 0,01



Izračunane su i vrijednosti molarnog koeficijenta apsorbancije pri različitim valnim duljinama za različite specije MnIIITnBu-2-PyP. Kao primjer dobivene vrijednosti molarnog koeficijenta apsorbancije pri različitim valnim duljinama pri 1 M ionskoj jakosti pokazuje Slika 8. 
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Slika 8.
Ovisnost molarnih koeficijenata apsorbancije specija MnIIITnBu-2-PyP o valnoj 
duljini.  I = 1 M (NaClO4), ( = (25,0 ( 0,1) ºC.

Vrijednosti apsorpcijskih maksimuma i odgovarajućih molarnih koeficijenata apsorpcije  prikazani su u Tablici 2.
Tablica 2.
Spektrofotometrijski podaci za MnIIITnBu-2-PyP specije.

I = 1 M (NaClO4), ( = (25,0 ( 0,1) ºC
	apsorbirajuća vrsta
	λmax/nm
	(max/M-1 cm-1
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Iz dobivenih konstanti deprotonacije i uz pomoć programa Hyss
 izračunana je specijacija različitih vrsta MnIIITnBu-2-PyP u ovisnosti o p[H+], pri ( = (25,0 ( 0,1) ºC.
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Slika 9. 
Specijacija MnIIITnBu-2-PyP u ovisnosti o p[H+].

[MnIIITnBu-2-PyPCl5] = 3,0 (M, I = 1 M (NaClO4), (= (25,0 ( 0,1) (C.
4.2. Konstante deprotonacije MnIITnBu-2-PyP4+

U vodenim otopinama manganovi(II) porfirini koordiniraju jednu molekule vode u aksijalnom položaju (Slika 10).
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Slika 10. Kemijska struktura MnIITnBu-2-PyP4+ u vodenim otopinama
Ovisno o pH otopine ovaj kompleks se može deprotonirati prema sljedećim jednadžbama: 
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Konstante disocijacije definirane su jednadžbama:
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Konstante deprotonacije MnIITnBu-2-PyP4+ izračunane su iz podataka dobivenih spektrofotometrijskom pH titracijom u NaClO4 pri 25 ˚C.  MnIITnBu-2-PyP4+ je održavan u reduciranom obliku dodatkom 10 mM askorbinske kiseline. Kao relevantan primjer, UV-Vis spektri snimljeni tijekom titracije MnIITnBu-2-PyP4+ kod 1 M ionske jakosti prikazani su na Slici 11.
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Slika 11.
UV-Vis spektri MnIITnBu-2-Py4+ u ovisnosti o p[H+]. 

[MnIIITnBu-2-PyPCl5] = 3,0 (M, [askorbinska kiselina]= 10 mM,  I = 1 M 
(NaClO4), ( = (25,0 ( 0,1) (C, l = 1 cm.


Pri p[H+] ( 9, apsorpcijski spektar MnIITnBu-2-PyP4+ karakteriziran je intenzivnom i oštrom apsorpcijskom vrpcom na ~440 nm te širokom vrpcom slabijeg intenziteta na ~567 nm. Povećanje p[H+] dovodi do smanjenja intenziteta ovih apsorpcijskih vrpci te nastanka dviju novih na (400 i 450 nm. Kao i u slučaju titracije MnIIITnBu-2-PyP5+ izostanak izosbestične točke tijekom titracije jasno upućuje na ravnotežu između više od dviju apsorbirajućih specija. Zaista, faktorska analiza spektralnih podataka je pokazala postojanje tri apsorbirajuće specije u kiselo-baznoj ravnoteži. Spektralni podaci obrađeni su prema izrazu (14).
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gdje je A izmjerena apsorbancija, a H2A, HA- i A2- predstavljaju 
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Izračunane konstante deprotonacije kod različitih ionskih jakosti otopina prikazane su u Tablici 3.
Tablica 3.
Konstante deprotonacije MnIITnBu-2-PyP4+ u ovisnosti o ionskoj jakosti otopina 
pri 25 ºC.
	I/M
	pKa1 ( (
	pKa2 ( (

	0,5
	10,09 ( 0,04
	11,77 ( 0,05

	1,0
	10,43 ( 0,05
	11,81 ( 0,04

	1,5
	10,66 ( 0,07
	12,06 ( 0,02

	2,0
	11,06 ( 0,03
	12,19 ( 0,02


Izračunane su i vrijednosti molarnog koeficijenta apsorbancije pri različitim valnim duljinama za različite vrste MnIITnBu-2-PyP. Kao primjer, dobivene vrijednosti molarnog koeficijenta apsorbancije pri različitim valnim duljinama pri 1 M ionskoj jakosti prikazane su na Slici 12. 
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Slika 12.
Ovisnost molarnih koeficijenata apsorbancije specija MnIITnBu-2-PyP o valnoj 
duljini.  I = 1 M (NaClO4), ( = (25,0 ( 0,1) ºC.

Vrijednosti apsorpcijskih maksimuma i odgovarajućih molarnih koeficijenata apsorpcije  prikazani su u Tablici 4.

Tablica 4.
Spektrofotometrijski podaci za MnIITnBu-2-PyP


I = 1 M (NaClO4), ( = (25,0 ( 0,1) ºC
	apsorbirajuća vrsta
	λmax/nm
	(max/M-1 cm-1
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Iz dobivenih konstanti deprotonacije i uz pomoć programa Hyss15 izračunana je specijacija različitih vrsta MnIITnBu-2-PyP u ovisnosti o p[H+], pri ( = (25,0 ( 0,1) ºC.
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Slika 13. 
Specijacija MnIIITnBu-2-PyP u ovisnosti o p[H+].


[MnIIITnBu-2-PyPCl5] = 3,0 (M, [askorbinska kiselina]= 10 mM,  I = 1 M 
(NaClO4), ( = (25,0 ( 0,1) (C. 
5. RASPRAVA


Ravnotežna, spektrofotometrijska mjerenja pokazuju da u lužnatim vodenim otopinama koegzistiraju tri oblika manganovih(III) i manganovih(II) porfirina. Titracijom utvrđene vrijednosti ionizacijske konstante ravnoteže dane su u tablicama 1 i 3. Izračunane vrijednosti pokazuju vrlo malu standardnu pogrešku što potvrđuje pouzdanost spektrofotometrijskih i potenciometrijskih mjerenja. Dobivene konstante su u skladu s konstantama određenim za slične MnP komplekse kakav je na primjer etil- analog ovdje istraživanog butil-kompleksa: pKa1(MnIIITE-2-PyP) = 11,13,
 pKa2(MnIIITE-2-PyP) = 11,96,17 pKa1(MnIITE-2-PyP) = 10,54
 te pKa2(MnIITE-2-PyP) = 11.98.18 Manje pKa vrijednosti reduciranih u odnosu na oksidirane komplekse mogu se objasniti razlikom u koordinaciji MnIII i MnII u porfirinskim kompleksima. Naime, MnIII je u porfirinskom kompleksu heksakoordiniran dok je MnII pentakoordiniran.6

Zanimljivo je razmotriti spektralne promjene povezane s istraživanim deprotonacijskim procesima. Izračunani spektri MnIIITnBu-2-PyP i MnIITnBu-2-PyP prikazani su na slikama 8 i 12. Prva deprotonacija oksidiranog oblika uzrokuje hipsokromni pomak apsorpcijskog maksimuma dok u reduciranom obliku gotovo da nema utjecaja na položaj maksimuma. Drugi deprotonacijski korak uzrokuje potpunu promjenu spektara, što upućuje na bitnu promjenu strukture manganovih porfirina. Taj rezultat može se objasniti već ranije objavljenom pretpostavkom da se potpunom deprotonacijom manganovih porfirinskih kompleksa stvaraju okso-kompleksi.
 Naime, u prvom deprotonacijskom koraku apsorpcijski maksimum se pomiče samo blago ili nikako zbog promjene naboja kompleksa, ali je veza aksijalnih liganada u osnovi ostala nepromijenjena, tj. i nakon deprotonacije to je jednostruka σ-veza. Drugom deprotonacijom i pregradnjom dihidroksido-kompleksa u MnIIITnBu-2-PyP nastaju okso-kompleksi u kojima je aksijalni okso-ligand povezan sa središnjim manganovim ionom dvostrukom vezom, tj. jednom σ-vezom i jednom π-vezom. Tako nastala delokalizacija elektronske gustoće je vjerojatni uzrok promjene oblika spektara, odnosno pomaka spektralnih maksimuma u vrpcama prijenosa naboja između metalnog iona i liganda. Na temelju ovih rezultata moguće je predložiti sljedeću shemu deprotonacije: 
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Slika 14. Reakcijska shema deprotonacije MnTnBu-2-PyP kompleksa.


Nadalje, u ovom radu istraživan je i utjecaj ionske jakosti na deprotonacijske konstante MnP, te je dobivena linearna ovisnost pKa o drugom korijenu ionske jakosti. Za procjenu utjecaja ionske jakosti na konstante ionizacije korišten je Debye-Hückelov granični zakon. 
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Slika 15. Ovisnost pKa manganovih porfirina o I1/2. a) MnIIIP b) MnIIP

Iz grafičkog prikaza je vidljiv linearan porast pKa vrijednosti s drugim korijenom ionske jakosti. Iz linearne ovisnosti pKa versus I1/2 izračunane su vrijednosti odsječaka i nagiba pravaca koji su pokazani u Tablici 5.
Tablica 5. Parametri dobiveni matematičkom obradom ovisnosti pKa MnP o I1/2. 
	MnP
	pKa
	odsječak

na 

ordinati
	eksperimentalno određen 

nagib pravca
	teorijski procijenjen nagib pravca

	MnIIIP

MnIIP
	pKa1

pKa2
pKa1

pKa2
	9,8 ( 0,1

10,6 ( 0,4
9,1 ( 0,2

11,3 ( 0,2
	1,1 ( 0,1

1,1 ( 0,3
1,3 ( 0,2

0,6 ( 0,1
	4,08

3,06

3,06

2,04


Funkcionalna ovisnost deprotonacijske konstante istraživanih metaloporfirina o ionskoj jakosti otopina može se promatrati kroz prizmu promjene koeficijenata aktiviteta sudionika reakcije povezane s različitim koncentracijama dodane neutralne soli, NaClO4.Prvi stupanj disocijacije manganova(III) porfirina može se prikazati sljedećom jednadžbom:
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a koncentracijska konstanta ravnoteže pri različitim ionskim jakostima otopine definirana je izrazom:
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Standardna, termodinamička konstanta ravnoteže iste reakcije definirana je kao:
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uvrštavanjem 
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 u izraz za koncentracijsku konstantu dobivamo 
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odnosno
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Koeficijente aktiviteta možemo izračunati primjenom jednadžbe (Debye-Hückelov granični zakon):
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Logaritmiranjem izraza za koncentracijsku konstantu ravnoteže i uvrštavanjem izraza za koeficijente aktiviteta dobivamo izraz koji opisuje utjecaj ionske jakosti na konstante ionizacije
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odnosno 
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Na jednak način izračunani su nagibi pravaca i za ostale deprotonacijske reakcije istraživanih metaloporfirina.

5. ZAKLJUČAK


U vodenom mediju manganovi porfirini kordiniraju molekule vode u aksijalnim položajima te ovisno o pH te molekule vode se mogu deprotonirati. S obzirom na veliku biološku važnost manganovih porfirina te MnIII/MnII redoks para u ovom radu su podrobno istražena kiselo-bazna svojstva Mn(III) meso-tetrakis((N-butil)piridin-2 il) porfirina u vodenom mediju. Ionizacijske konstante su određene pri 25 ºC te je istražen utjecaj ionske jakosti na ravnotežu ionizacije ovih kompleksa.
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Kiselo-bazna svojstva Mn(III) meso-tetrakis((N-butil)piridin-2-il) porfirina u vodenom mediju








	U ovom radu istražena su kiselo-bazna svojstva Mn(III) meso-tetrakis((N-butil)piridin-2-il) porfirina i Mn(II) meso-tetrakis((N-nutil)piridin-2-il) porfirina u vodenom mediju. 


	U vodenom mediju maganovi porfirini kordiniraju molekule vode u aksijalnim položajima te ovisno o pH te vode se mogu deprotonirati. Ravnotežna spektrofotometrijska i potenciometrijska mjerenja pokazala su da u bazičnim vodenim otopinama koegzistiraju tri oblika manganovih(III) i manganovih(II) porfirina.  Ionizacijske konstante su određene pri 25 ºC i pri različitim ionskim jakostima. Porast ionske jakosti uzrokuje smanjenje konstanti deprotonacije manganovih porfirina što je objašnjeno snažnijom stabilizacijom jače nabijenog kationa u koncentriranijem mediju. Na temelju dobivenih rezultata predložena je sljedeća reakcijska shema deprotonacije.
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Kjučne riječi: manganovi porfirini, ionizacijske konstante, ionska jakost, slobodni radikali, 		oksidacijski stress
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8. ABSTRACT








Tomislav Šmuc








Acid-Base Properties of Mn(III) meso-tetrakis(N-butylpyridinum-2-yl) porphyrin in Aqueous Medium 








	The main objective of this work is focused on the acid-base properties of Mn(III) meso-tetrakis(N-butylpyridinum-2-yl) porphyrin in aqueous medium. In aqueous solution, manganoporphyrins coordinate two axial water molecules, and they can undergo up to two ionization steps in the alkaline pH range.


	Spectrophotometric equilibrium measurements reveled that three different absorbing species of manganese(III) and manganese(II) porphyrin coexist in basic solutions. Ionization constants were determined at 25 ºC and different ionic strength. Decrease of dissociation constants with increase in ionic strength is explained by stronger stabilization of  more charged cation in higher ionic strength. Our experimental data allowed us to construct following reaction scheme: 


� EMBED ChemDraw.Document.6.0  ���





Key words:	manganese porphyrins, ionization constants, ionic strength, free radicals, 			oxidative stress





12. DODATAK
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Slika 1.	UV-Vis spektri MnIIITnBu-2-PyP5+ u ovisnosti o p[H+]. 


	[MnIIITnBu-2-PyPCl5]=2,8(M, I=0,5M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C, l=1 cm.





� EMBED Origin50.Graph  ���


Slika 2.	Ovisnost molarnih koeficijenata apsorbancije specija MnIIIP o valnoj duljini. 


	 I=0,5M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C.


� EMBED Origin50.Graph  ���


Slika 3.	UV-Vis spektri MnIITnBu-2-PyP4+ u ovisnosti o p[H+].


[MnIIITnBu-2-PyPCl5]=2,8(M , [askorbinska kiselina]=10mM, I=0,5M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C, l =1cm.





� EMBED Origin50.Graph  ���


Slika 4.	Ovisnost molarnih koeficijenata apsorbancije specija MnIIP o valnoj duljini. 


	 I=0,5M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C.
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Slika 5.	UV-Vis spektri MnIIITnBu-2-PyP5+ u ovisnosti o p[H+]. 


	[MnIIITnBu-2-PyPCl5]=3,01(M, I=1M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C, l=1 cm.





� EMBED Origin50.Graph  ���


Slika 6.	Ovisnost molarnih koeficijenata apsorbancije specija MnIIIP o valnoj duljini. 


	 I=1M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C.
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Slika 7.	UV-Vis spektri MnIITnBu-2-PyP4+ u ovisnosti o p[H+].


[MnIIITnBu-2-PyPCl5]=3,01(M , [askorbinska kiselina]=10mM, I=1M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C, l =1cm.





� EMBED Origin50.Graph  ���


Slika 8.	Ovisnost molarnih koeficijenata apsorbancije specija MnIIP o valnoj duljini. 


	 I=1M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C.
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Slika 9.	UV-Vis spektri MnIIITnBu-2-PyP5+ u ovisnosti o p[H+]. 


	[MnIIITnBu-2-PyPCl5]=3,01(M, I=1,5M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C, l=1 cm.





� EMBED Origin50.Graph  ���


Slika 10.	 Ovisnost molarnih koeficijenata apsorbancije specija MnIIIP o valnoj duljini. 


	 I=1,5M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C.
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Slika 11.	UV-Vis spektri MnIITnBu-2-PyP4+ u ovisnosti o p[H+].


[MnIIITnBu-2-PyPCl5]=3,01(M , [askorbinska kiselina]=10mM, I=1,5M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C, l =1cm.
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Slika 12.	 Ovisnost molarnih koeficijenata apsorbancije specija MnIIP o valnoj duljini. 


	 I=1,5M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C.
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Slika 13.	UV-Vis spektri MnIIITnBu-2-PyP5+ u ovisnosti o p[H+]. 


	[MnIIITnBu-2-PyPCl5]=2,99(M, I=2M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C, l=1 cm.
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Slika 14.	Ovisnost molarnih koeficijenata apsorbancije specija MnIIIP o valnoj duljini. 


	 I=2M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C.
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Slika 15.	UV-Vis spektri MnIITnBu-2-PyP4+ u ovisnosti o p[H+].


[MnIIITnBu-2-PyPCl5]=2,99(M , [askorbinska kiselina]=10mM, I=2M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C, l =1cm.
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Slika 16.	Ovisnost molarnih koeficijenata apsorbancije specija MnIIP o valnoj duljini. 


	 I=2M(NaClO4), t=(25,0 ( 0,1) (C.
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