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1. Uvod

Posljednjih godina pojacano je zanimanje za istrazivanjem oksidativnog stresa, odnosno
neravnoteze izmedu metaboliCke proizvodnje reaktivnih molekula koje oSte¢uju stanicne
komponente (proteine, lipide i nukleinske kiseline) i sposobnosti stanica da reaktivne
metabolite uklanjaju ili popravljaju nastala oStecenja. Molekulne vrste koje uzrokuju
oksidativni stres su reaktivne vrste kisika (ROS, engl. Reactive Oxygen Species) 1 dusika
(RNS, engl. Reactive Nitrogen Species), poput superoksidnog aniona (0O,"), peroksinitrita
(ONOOQ)) ili hidroksilnog radikala (OH"). O, je produkt stani¢nog disanja koji iz mitohondrija
difundira u stanicu i potom vrlo brzo reagira s NO tvore¢i ONOO'. koji se dalje raspada na
OH’ i radikal dui¢nog dioksida ('NO,).! ONOO™ takoder moze reagirati s CO,, pri ¢emu

nastaje radikal karbonatnog aniona (CO;"™).?

Djelotvornu obranu stanice od O," ¢ine enzimi iz klase superoksid-dismutaza (SOD) koji
kataliziraju reakciju 20, + 2H" — H,0, + O,, a nastali H,O, se potom enzimatski reducira u
vodu (glutation-peroksidaza). Manjak SOD dovodi se u vezu s brojnim patoloskim stanjima

(dijabetes, pulmonalne, kardiovaskularne i degenerativne bolesti, te karcinogeneza)." **

Potraga za terapijskim sredstvima koja bi mogla neutralizirati O, i time onemoguc¢iti nastanak
ostalih ROS i RNS dovela je do razvoja makrociklickih kompleksa prijelaznih kovina kao
obecavajucih redoks-aktivnih terapeutika. Zahvaljuju¢i iznimnim elektronskim svojstvima,
osobito djelotvornima pokazali su se spojevi iz klase manganoporfirina (MnP) koji mogu
dovesti do povecane razgradnje reaktivnih vrsta stvaraju¢i redoks cikluse sa stanicnim
reducensima poput glutationa, tetrahidrobiopterina ili askorbinske kiseline. Manganoporfirini
su vrlo obe¢avajuéi terapeutici jer mangan (za razliku od Zeljeza i bakra) ne sudjeluje u
Fentonovoj reakciji kojom iz H,O, nastaje OH"."! Manganoporfirini su takoder vrlo stabilni
kompleksi, a supstitucijom porfirinskog prstena moguce je ciljano modificirati njihov redoks-

potencijal, naboj i lipofilnost, koji bitno uticu na njithovu SOD-mimetsku djelotvornost.



Kationski meso(ortho-tetraetilpiridil) manganoporfirin (MnTE-2-PyP) jedan je od najsnaznijih

mimetika SOD i trenutno se nalazi u pretklini¢koj fazi razvoja.’

U neutralnom vodenom mediju, spoj koji moze dismutirati slobodni radikal O,” mora imati
formalni redukcijski potencijal u rasponu izmedu jednoelektronske redukcije O, (O; + ¢ —
0,", E* =-160 mV prema normalnoj vodikovoj plinskoj elektrodi - NHE) i jednoelektronske
redukcije O, (0,” + 2H" + ¢ — H,0,, E° = +890 mV prema NHE).® Optimalna sposobnost
dismutacije postize se ako je formalni potencijal na polovini izmedu potencijala ovih dviju
reakcija, odnosno oko +360 mV, §to je upravo slutaj s enzimima SOD,’ ali i s nekoliko
manganoporfirina (MnP), osobito meso(ortho-N-alkilpiridil) manganoporfirinima. Utvrdena je
povezanost redukcijskog potencijala srediSnjeg kovinskog iona i kataliticke konstante brzine
dismutacije 05", ke, §to je rezultiralo sintezom najsnaznijih funkcionalnih mimetika SOD.>*”*
Pojacana djelotvornost manganoporfirinskih mimetika SOD postignuta je supstitucijom
porfirinskog prstena, ¢ime dolazi do promjene redukcijskog potencijala kovinskog iona.
Alkiliranjem piridilskih prstena meso(ortho-tetrapiridil) manganoporfirina postignut je

redukcijski potencijal vrlo blizak optimalnom.

Jedan od manganoporfirina koji pokazuje visoku djelotvornost in vivo i in vitro je meso(ortho-
tetraetilpiridil) manganoporfirin (MnTE-2-PyP, slika 1.1 a), ¢ija vrijednost formalnog
redukcijskog potencijala iznosi +228 mV prema NHE.'"° Rije¢ je o vrlo stabilnom kompleksu u
kojem je ion mangana u vodenim otopinama stabiliziran u oksidacijskom stanju +3.
Smjestanje pozitivnih naboja u blizinu srediSnjeg kovinskog iona elektrostati¢ki 1
termodinamicki olakSava reakciju s negativno nabijenim slobodnim radikalima, istovremeno

smanjujuéi nezeljenu interakciju s nukleinskim kiselinama."’

Pored prikladnog formalnog redukcijskog potencijala, za uspjeSnost djelovanja
manganoporfirina in vivo klju¢na je njihova lipofilnost. Povecana lipofilnost rezultira lakSim
prolaskom kroz stanicne membrane, ukljucuju¢i krvno-mozdanu barijeru, ¢ime se povecava
bioraspolozivost. Lipofilnost manganoporfirina moze se povecati pomicanjem alkilnih
supstituenata iz orto u meta polozaje, te su nedavno sintetizirani meso(meta-tetraalkilpiridil)
manganoporfirini, uklju¢ujuéi meso(meta-tetraetilpiridil) manganoporfirin (MnTE-3-PyP, slika

1.1 b)."” Novi meta izomeri imaju nesto niZi antioksidativni u¢inak uslijed negativnijih



redukcijskih potencijala (E” (MnTE-3-PyP) = +54 mV prema NHE)", ali se odlikuju
povecanom lipofilnoscu i rotacijskom fleksibilnos¢éu zbog kojih dolazi do olakSanog unosa u

stanice.

Slika 1.1. a) meso(ortho-tetraetilpiridil) manganoporfirin = MnTE-2-PyP. b) meso(meta-tetraetilpiridil)
manganoporfirin = MnTE-3-PyP.

Navedeni manganoporfirini imaju visoku sposobnost uklanjanja O,” i ONOO' iz stanica.
Reakcija O,” s manganoporfirinima odvija se u dva koraka: prvi je oksidacija O,” u O,
(Mn(IIT)P + O, — Mn(II)P + O,), a drugi reoksidacija Mn(II)P u Mn(III)P (Mn(II)P + O, +
2H" — Mn(II)P + H,0,)." Redukcija Mn(III)P superoksidom (prvi korak) je kineticki sporiji
proces, ali u stanicama dolazi do ucinkovite redukcije Mn(III)P stani¢nim reducensima i
prevladava drugi, kineticki brzi korak reakcije. S druge strane, uklanjanje ONOO™ odvija se
takoder u dva koraka od kojih je prvi oksidacija Mn(III)P u O=Mn(IV)P (Mn(III)P + ONOO"
— O=Mn(IV)P + NOy,"), a drugi redukcija O=Mn(IV)P u Mn(III)P stani¢nim reducensom R
(O=Mn(IV)P + R + 2H" — Mn(II)P + R + H,0)."* S obzirom na raspolozivost stani¢nih
reducensa, vjerojatna je i dvoelektronska redukcija ONOO™ u manje toksi¢ni NO,". Sposobnost
stvaranja redoks ciklusa sa stanicnim reducensima razlog je visoke ucinkovitosti

manganoporfirina u uklanjanju reaktivnih vrsta iz stanica.

Bioloska, odnosno medicinska vaznost navedenih manganoporfirina upucuje na istrazivanje
oksidoredukcijskog ponaSanja parova Mn(II[)P/Mn(I)P i Mn(IV)P/Mn(III)P. IzraZzen ucinak
na redukcijski potencijal i lipofilnost koji se postize strukturnom promjenom porfirina, tj.

pomicanjem N-etilpiridinskih supstituenata iz orto u meta polozaj, ¢ini ovo istraZzivanje jos



pokazuju da MnTE-2-PyP ima antiangiogenetsko djelovanje, ¢ime potiskuje rast tumora, a
takoder mu se pripisuje radioprotektivno djelovanje na normalno tkivo i preventivno

djelovanje na razvoj antinociceptivne tolerancije na morfin."

Cilj prvog dijela ovog rada je istraziti kiselo-bazna svojstva meso(ortho- 1 meta-tetraetilpiridil)
manganoporfirina. U vodenim otopinama manganoporfirini koordiniraju do dvije aksijalno
smjeStene molekule vode ¢ija deprotonacija moze imati velik utjecaj na redukcijski potencijal
manganoporfirina i time na njihovu citoprotektivnu djelotvornost. Supstitucija porfirinskog
prstena, tj. smjeStanje pozitivnog naboja na razli¢itim udaljenostima od srediSnjeg
manganovog iona, morala bi utjecati na kiselost koordiniranih molekula vode promjenom
elektronske gustoce na manganovom ionu, a time i na polarizacijsko djelovanje tog iona na O-

H vezu u koordiniranim molekulama vode.

S obzirom da je vrijednost redukcijskog potencijala klju¢na za njihovo bioloSko djelovanje,
cilj drugog dijela ovog rada je istraziti elektrokemijska svojstva meso(ortho- 1 meta-
tetraetilpiridil) manganoporfirina u Sirokom pH rasponu vodenih sredina. Za oc¢ekivati je da ¢e
se gore opisani ucinak supstitucije odrazavati 1 na vrijednosti redukcijskog potencijala

istrazivanih manganoporfirina.



2. Obrazlozenje teme

2.1. Pregled dosadasSnjih istrazivanja manganoporfirinskih

kompleksa

2.1.1. Oksidativni stres i antioksidansi

Istrazivanja provedena u posljednjih nekoliko desetlje¢a pokazuju da reaktvine vrste izazivaju
oksidativna oStecenja Zivih stanica, koja mogu dovesti do apoptoze stanica i nekroze tkiva ili
mutacija koje mogu biti zadetak tumorskih promjena. Poznato je da ROS i RNS, poput O,",
ONOO" ili OH', sudjeluju u stani¢nim signalnim putevima i, moduliraju transkripcijsku
aktivnost stanice, te reguliraju upalne i imune procese.'® Molekulne vrste koje se najéesée
dovode u vezu s oksidativnim oSte¢enjem stanica posjeduju barem jedan nespareni elektron i
nazivaju se slobodnim radikalima, te su kemijski vrlo reaktivne s niskom specificnoséu za
reaktante (pojedine reaktivne vrste, poput ONOQO’, posjeduju sve sparene elektrone). Izvori
slobodnih radikala mogu biti endogeni i egzogeni. Endogeni izvori slobodnih radikala su
difuzija iz mitohondrija tijekom stani¢nog disanja, difuzija iz aktiviranih polimorfonuklearnih
leukocita i stanica endotela, autooksidacija nekih neurotransmitera (npr. noradrenalina i
dopamina), a mogu nastati i kao posljedica hipoksije ili ishemije, te dovesti do oSte¢enja tkiva.
Egzogeni izvori slobodnih radikala mogu biti primjerice polutanti iz okoliSa, dim cigareta, te
metabolizam lijekova.'” Povisene razine ROS/RNS u stanicama sa suprimiranim stani¢nim

antioksidativnim sustavima rezultiraju stanjem koje se naziva oksidativni stres.

Djelotvornu obranu od superoksida ¢ine enzimatski i ne-enzimatski (glutation, askorbinska
kiselina, o-tokoferol i dr.) antioksidansi. Enzimatski antioksidansi reguliraju koncentraciju
superoksida dismutacijom superoksida u vodikov peroksid (pomoc¢u enzima superoksidne
dismutaze, SOD) koji se zatim pretvara u vodu (pomocu peroksidaza kao §to su npr. glutation

peroksidaza i peroksiredoksin) ili se disproporcionira u vodu i kisik (enzim katalaza).



Stanje oksidativnog stresa je povezano s brojnim oboljenjima, poput osStecenja srediSnjeg
zivéanog sustava (amiotropna lateralna skleroza, Parkinsonova bolest, Alzheimerova bolest,
bipolarni poremecaji), kardiovaskularnih i pulmonalnih bolesti, dijabetesa, malignih oboljenja,
radijacijske bolesti ili kroni¢ne tolerancije na morfin (smanjena reakcija na morfin uslijed
oksidativnog oStecenja proteina koji sudjeluju u neurotransmisiji, s posljediénim nuznim

, . . . oy 1
poveéanjem doze za postizanje odgovarajuceg uéinka).'®

Spomenuta saznanja dovela su do intenziviranja potrage za spojevima koji bi bili u moguénosti
smanyjiti razine reaktivnih vrsta i time umanjiti oksidativna o$te¢enja stanica, ali i utjecati na
stani¢ne signalne mehanizme 1 posljedi¢no utjecati kako na upalne, tako i na imunoloske
odgovore organizma. S obzirom da je uklanjanje reaktivnih vrsta temeljeno na redoks
procesima, dosad je po uzoru na SOD razvijeno nekoliko razli¢itih klasa sintetskih
antioksidansa, ve¢inom kovinskih kompleksa ¢iji je sredi$nji iona odgovoran za kataliticku
redukciju/oksidaciju reaktivnih vrsta. Osobito uspjeSnima se pokazuju spojevi iz klase
metaloporfirina i1 slicnih spojeva, poput korola, teksafina, biliverdina 1 dr., zahvaljujuéi

iznimnoj stabilnosti kompleksa kovina-ligand koja osigurava integritet aktivnog mjesta

. . .. . .. v ey 1
kovinskog iona u uvjetima vrlo niske koncentracije u stani¢nom miljeu."®

2.1.2. Metaloporfirinski mimetici SOD

Velik je broj prirodnih metaloporfirinskih kompleksa kao prostetskih skupina bioloskih
molekula, poput hemoglobina, mioglobina, NO sintaze, citokrom oksidaze, sustava citokroma
P450, ciklooksigenaza itd. Molekule poput hema imaju klju¢nu ulogu u gotovo svim zivim
organizmima, te su se molekule sintetskih Fe i Mn porfirina nametnule kao logican izbor u
razvoju mimetika SOD. Terapijski potencijal metaloporfirina, osobito Mn(III) 1 Fe(IIl) meso-
tetrakis(N-metilpiridinij-4-il)porfirina, MnTM-4-PyP i FeTM-4-PyP, pokazan je u radovima u

kojima je opisana reakcija kojom navedeni kompleksi dismutiraju superoksid u vodu i kisik

prema reakcijama (2.1) i (2.2), u kojima M oznagava ion Mn ili Fe."”*
M(II)P +0,” &2 M(II)P +0,, E* =0,16 V vs. NHE (2.1)
M(I)P + O,” +2H" &2 M(III)P + H,0,, E* =0,89 V vs. NHE (2.2)



Porfirinski spojevi vazni su kandidati za razvoj antioksidativnih terapeutika zbog iznimne
stabilnosti kompleksa, biokompatibilnosti, topljivosti u vodi te vrlo Sirokim moguénostima
strukturnih modifikacija 1 izbora kovinskih centara. Uporaba enzima SOD kao terapeutika nije
moguca zbog njihove veli¢ine koja nepovoljno utjeCe na njihovu primjenu; stani¢nu
distribuciju 1 moguca antigenska svojstva. Osobito prikladni potencijalni mimetici SOD su
kationski Mn porfirini (MnP) temeljeni na orfo izomeru N-piridilporfirina, poput MnTE-2-PyP
1 MnTnHex-2-PyP, ¢ija je aktivnost na razini samog enzima SOD. Oni predstavljaju dosad
najuspjesnije porfirinske terapeutike u Zivotinjskim modelima oksidativnog stresa (slika 2.1)."®
Pregled sintetiziranih Mn porfirina sa supstituentima na meso polozaju porfirinskog prstena
prikazan je na slici 2.2. Mimetici SOD nisu selektivni samo za O,", ve¢ posjeduju podjednaku
sposobnost redukcije peroksinitrita, radikala karbonatnog aniona, hipoklorita, lipidnih radikala
i drugih reaktivnih vrsta.'® Pregled fizikalnokemijskih svojstava mimetika SOD s piridinskim

supstituentima na meso polozajima porfirinskog prstena prikazan je u tablici 2.1, %10 122130

MnTE-2-PyP°* MnTnHex-2-PyP %+

|
DN N\ NP
+

ortho

3
// meta
T
4
para
NN
Eq»= +228 mV vs.NHE Eyp=+ 314 mV vs.NHE
log Keat (O27) =7.76 log Kgat (Oo7) = 7.48

Slika 2.1. Najsnazniji Mn porfirinski mimetici SOD, MnTE-2-PyP i MnTnHex-2-PyP: E}, oznacava

standardni redukcijski potencijal sredi$njeg iona Mn, a k., konstantu brzine kataliticke dismutacije O,”
31



B meso pB

R @ @R
p B
meso = é@ meso = é@
meso meso
MnTM-2-PyP°*: B = H; R = Me MnTM-3-PyP%*: B = H; R = Me
B B MnTE-2-PyP"*: p = H; R = Et MnTE-3-PyP": f = H; R = Et
MnTnPr-2-PyP*: B = H; R = nPr MnTnPr-3-PyP>*: p = H; R = nPr
B meso B MnTnBu-2-PyP5": B = H; R = nBu MnTnBu-3-PyP*": p = H; R = nBu
MnTnHex-2-PyP"*: p = H; R = nHex MnTnHex-3-PyP%*: g = H; R = nHex
MnTnHep-2-PyP>*: B = H; R = nHep MnBrgTM-3-PyP**: § = Br; R = Me
meso = E@ MnTnOct-2-PyP%*: B = H: R = nOct
X MnTMOE-2-PyP%*: B = H; R = CH,CH,OMe ®
MnT-2-PyP™: § = H MnTTEG-2-PyP"": p = H; R = (CH,CH,0);Me  mMeso = §—<:\N—R
MnBrgT-2-PyP™: p = Br MnCl,TE-2-PyP%*: p = 1Cl + 7H; R = Et
MnCIl,TE-2-PyP%*: g = 2CI + 6H; R = Et MnTM-4-PyP5*: p = H; R = Me
meso = %—@N MnCl;TE-2-PyP"*: B = 3Cl + 5H; R = Et MnTE-4-PyP>*: B = H; R = Et
MnCI, TE-2-PyP®*: B = 4Cl + 4H; R = Et MnTnPr-4-PyP5*: B = H; R = nPr
MnT-4-PyP*:p=H MnClsTE-2-PyP™": p = 5Cl + 3H; R = Et MnBrgTM-4-PyP**: g = Br; R = Me

Slika 2.2. Pregled sintetiziranih Mn porfirina sa piridinskim supstituentima na meso polozajima
porfirinskog prstena.

Kljuéni parametri koji utje¢u na djelotvornost ovih antioksidativnih spojeva su njihov
standardni redukcijski potencijal i lipofilnost. Ustanovljena je povezanost njihove strukture i
djelotvornosti (engl. structure-activity relationship, SAR) istrazivanjem ovisnosti konstante
brzine kataliticke dismutacije O,", kca, 0 redukcijskom potencijalu sredi$njeg kovinskog iona,
Ey; (slika 2.3). Analiza SAR pokazuje da je pozitivnija vrijednost redukcijskog potencijala
poprac¢ena vecom vrijednoSéu ke, Pri vrijednostima £, << +200 mV vs. NHE, Mn porfirini
su stabilizirani u oksidacijskom stanju Mn(IIl) i njihova redukcija u Mn(II) prema jednadzbi
(2.1) je korak koji odreduje brzinu reakcije. Pri redukcijskom potencijalu £, = +228 mV vs.
NHE izmjerenom za MnTE-2-PyP, konstante brzine oksidacije i redukcije MnP superoksidom
su podjednake (2,5 x 10’ M s, odnosno 8,2 x 10’ M s™), kao i u slu¢aju enzima SOD. Pri
vrijednostima E;, = +500 mV vs. NHE postignute su najvise vrijednosti ke, dok pri visim
vrijednostima Ej, ponovo dolazi do opadanja k. uslijed stabiliziranja oksidacijskog stanja
Mn(II) u otopini, te reakcija (2.2) postaje korakom koji odreduje brzinu reakcije.”’ Shematski
prikaz dismutacijske sposobnosti MnP s obzirom na termodinamicke karakteristike reakcije s

O, prikazan je na slici 2.4.



Tablica 2.1. Pregled fizikalnokemijskih svojstava mimetika SOD s piridinskim supstituentima na meso
polozajima porfirinskog prstena: redukcijski potencijal Mn(III)/Mn(Il) (£),), aktivnost SOD (log
kea(O27)), aktivnost redukcije ONOO™ (log k.s(ONOQO)), vrijednost Ry prema MnTE-2-PyP, koeficijent
razdiobe izmedu n-oktanola i vode (log Pow).

E»/ mV .- ¢
MnP (vs‘.’ZNHE),, 10g keal(0:)° | 10g krea(ONOO)® | Ry | log Pow
kationski MnP
MnTM-2-PyP°* +220 7,79 7,28 0,5 | 7,86
MnTE-2-PyP** +228 776 eyt ) 7,53 10 | -6,89
7,73 (p.1.)e
MnTnPr-2-PyP”* +238 7,38 7,15 1,8 | -5,93
MnTnBu-2-PyP** +254 7,25 7,11 32 | -5,11
MnTnHex-2-PyP>* +314 7,48 7,11 6,3 | -2,76
MnTnHep-2-PyP> +342 7,65 - 7,7 | -2,10
MnTnOct-2-PyP>* +367 7,71 7,15 82 | —1,24
MnTMOE-2-PyP** +251 8,04(p.r.) 7,36 1,2 -
MnTTEG-2-PyP> +250 8,11 - 1,0 -
MnTM-3-PyP** +52 6,61 6,62 0,8 | —6,96
MnTE-3-PyP*" +54 6,65 - 1,7 | —5,98
MnTnPr-3-PyP** +62 6,69 - 3,7 | 5,00
MnTnBu-3-PyP>* +64 6,69 - 6,7 | —4,03
MnTnHex-3-PyP> +64 6,64 - 92 | 2,06
MnTM-4-PyP>* +60 6,58 6,63 0,5 -
MnTE-4-PyP>* +70 6,86 - - -
MnCl, TE-2-PyP>" +293 7,75 - 1,1 -
MnCl, TE-2-PyP** +343 8,11 - 1,2 -
MnCLTE-2-PyP>* +408 8,41 - 1,3 -
MnCI,TE-2-PyP°** +448 8,6 - 1,3 -
MnBrsTM-3-PyP*" +468 >8,85 - - -
MnBrsTM-4-PyP** +480 >8,67 - - -
neutralni MnP
MnT-2-PyP" -280 4,29 - 10,2 -
MnBrsT-2-PyP" +219 5,63 - - -
MnT-4-PyP" -200 4,53 - - -

* E1;u 0,05 M fosfatnom puferu, pH 7,8, 0,1 M NaCl,

b cyt ¢ test u 0,05 M fosfatnom puferu, pH 7,8, = (25 £ 1) °C,

“ mjerenja u 0,05 M fosfatnom puferu, pH 7,4, ¢t = (37 £ 0,1) °C,

4 mjerenja prema Ry vrijednosti MnTE-2-PyP dobivenoj tankoslojnom kromatografijom u smijesi
otapala KNOs(zas.):H,O:MeCN = 1:1:8,

“ mjereno pulsnom radiolizom.
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Slika 2.3. Analiza SAR izmedu konstante brzine katalitic
potencijala sredi$njeg kovinskog iona, E,,.”"

20, + 2H* ———= 0, + H,0,

Mn(I/I)SOD

ke dismutacije O,", ke, 1 redukcijskog

k =~5x10°M's(pH 7.0)
Keat(SOD) = ~ 10° M s

Mn(I)SOD -~ ~~ Mn(ll)SOD
redukcija oksidacija
- +e +2H* - -
0 = H,0, soD 0, —— 0
: i '
: ! ' E,, VS. NHE
1 1;2 .
| v l l l * l | v | | | 1 |
| | | | | | | | ] ] |
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Slika 2.4. Shematski prikaz utjecaja dismutacijske sposobnosti MnP s obzirom na termodinamicke

karakteristike reakcije s 0,".*'

Termodinamicko optimiziranje aktivnosti mimetika SOD podeSavanjem vrijednosti Ejp
postignuto je dodavanjem supstituenata koji privlace elektrone, ¢ime se smanjuje elektronska

gustoca srediSnjeg kovinskog iona i povecava formalni redukcijski potencijal. Primjerice,
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dodatkom metilnih supstituenata na atome duSika piridilskih supstituenata u para polozaju
kompleksa Mn(IlI) meso-N-tetrapiridil porfirina (MnT-4-PyP") koji nije mimetik SOD,
dobiven je kompleks MnTM-4-PyP°" ¢&iji je formalni redukcijski potencijal ¢ak 260 mV
pozitivniji od MnT-4-PyP" (E;;; = +60 mV vs. NHE) a vrijednost konstante brzine kataliticke
dismutacije O, iznosi ke = 3,8 x 10° M 5™, Pomicanjem metilpiridilskih supstituenata iz
para u orto polozaj dobiven je kompleks MnTM-2-PyP>", karakteriziran dodatnim
povecanjem formalnog redukcijskog potencijala (£, = +220 mV vs. NHE) 1 SOD aktivnosti
(keat = 3,8 x 10° M' s7).2! Nadalje, kompleksi s piridilskim supstituentima u para poloZaju
imaju planarnu strukturu koja omogucuje povezivanje s nukleinskim kiselinama ¢ime se
smanjuje njihova aktivnost ali i dovodi do toksi¢nih ucinaka, dok je u kompleksima sa
supstituentima u orto 1 meta polozajima interakcija sa nukleinskim kiselinama stericki

otezana.’>>?

Vazan ucinak pomicanja alkilpiridilskih supstituenata blize kovinskom ionu je elektrostaticko
optimiziranje reakcije sa superoksidnim anionom. Mimetici SOD s alkilpiridilskim
supstituentima u orto polozaju posjeduju pozitivne naboje razmjestene iznad ili ispod ravnine
porfirinskog prstena, ¢ime se znacajno olakSava usmjeravanje negativno nabijenog
superoksida do srediSnjeg iona Mn, odnosno do mjesta na kojem se odvija reakcija.
Posljedicno, kationski kompleksi MnP za nekoliko su redova veli¢ine u¢inkovitiji mimetici

SOD od neutralnih ili anionskih kompleksa sa sli¢nim vrijednostima £y, (tablica 2.1)."®

Posljednji, klju€an parametar ucinkovitosti mimetika SOD in vivo je njihova lipofilnost.
Vrijednost ke, za kompleks MnTnHex-2-PyP vrlo je sli¢na vrijednosti za MnTE-2-PyP (slike
2.1 1 2.3), ali primijenjen na SOD-deficijentnu E. Coli, MnTnHex-2-PyP se pokazao
u¢inkovitijim zbog bolje stani¢ne akumulacije kao posljedice veée lipofilnosti.”® Osim
produljenjem alkilnih lanaca piridilskih supstituenata, lipofilnost kompleksa MnP moguce je
povecati pomicanjem supstituenata iz orto u meta polozaje, te su nedavno sintetizirani novi
meta izomeri karakterizirani nesto negativnijim vrijednostima £, ali ih povecana lipofilnost i
rotacijska fleksibilnost piridilskih supstituenata ¢ini ucinkovitim mimeticima SOD. Primjerice,
kompleks MnTE-3-PyP (Ey,, = +54 mV vs. NHE)® za &itav je red veli¢ine slabiji antioksidans

u usporedbi s MnTE-2-PyP ali je deset puta lipofilniji i lakSe prolazi stani¢nu membranu.
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Povecana koncentracija u

dismutacije O," (slika 2.5).
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2.2. Cilj i hipoteze istrazivanja doktorskog rada

Osnovni razlog ovog istrazivanja kiselo-baznih i elektrokemijskih svojstava MnTE-2-PyP i
MnTE-3-PyP je bioloska, odnosno medicinska vaznost ovih kompleksa. Posebno zanimljivim
¢ini se vrlo snazan ucinak na lipofilnost i redukcijski potencijal istrazivanih spojeva uzrokovan
promjenom poloZaja N-etilpiridinijskih supstituenata iz orfo u meta. Redukcijski potencijali
diakva-kompleksa Mn(III)P/Mn(I)P i Mn(IV)P/Mn(III)P su poznati,M’ 222534 41 se podaci
razlikuju u identitetima relevantnih specija ili su zabiljeZeni pri razli¢itim eksperimentalnim
uvjetima. Moguée je uociti veliku raznolikost predlozenih kompleksnih specija, primjerice
(0):Mn(IV)P, (OH)(O)Mn(II[)P i Mn(I)P",* (H,0):Mn(IV)P i (H,O)(OH)Mn(IV)P,***" ili
(H,0)(HO)Mn(IV)P.** Nijedan od spomenutih radova ne navodi pri kojoj ionskoj jakosti su
mjerenja izvrSena, a taj parametar moze znatno utjecati na vrijednosti konstanti disocijacije
protona.”® S druge strane, termodinamitki parametri deprotonacije Mn meso-tetrakis(N-n-
butilpiridinij-2-il)porfirina, MnTnBu-2-PyP, ne potvrduju (O)(H,O)Mn(IV)P kao potpuno
protoniranu speciju Mn(IV)P u vodenim otopinama pri uvjetima 4 < pH < 13.*® U ovom radu
prikazano je detaljno istrazivanje protoliticke i elektrokemijske specijacije kompleksa Mn(II)-
(IV)TE-2-PyP i Mn(I)-(IV)TE-3-PyP u Sirokom rasponu vrijednosti pH. Obuhvaceno je i
detaljno istrazivanje elektrokemijskih parametara elektronskih prijelaza navedenih kompleksa.
Istrazivanje se ¢ini posebno aktualnim zbog velike vjerojatnosti klinicke uporabe istrazivanih

kompleksa MnP.

Ostvareni rezultati morali bi potvrditi utjecaj elektronskih svojstava supstituenata porfirinskog
prstena na kiselo-bazna svojstva istrazivanih manganoporfirina, kao i utjecaj na njihov
redukcijski potencijal. Kombiniranje rezultata svih navedenih tehnika moralo bi omoguditi i
definiranje specijacije manganoporfirinskih kompleksa u kiselim 1 bazicnim vodenim
sredinama, te definiranje vrsta koje sudjeluju u katalitickom disproporcioniranju aniona
superoksidnog slobodnog radikala. Koristenjem dobivenih specijacija i formalnih redukcijskih
potencijala moc¢i ¢e se procijeniti elektricni potencijal studiranih manganoporfirinskih
kompleksa u svim realno dostupnim sastavima vodenih otopina in vitro. Rezultati istrazivanja
trebali bi pridonijeti usmjeravanju buducih istrazivanja u sintezi novih manganoporfirina

optimalne SOD-mimetske djelotvornosti.
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3. Metode

3.1. Kemijska ravnoteza

Kemijske reakcije odvijaju se do stanja ravnoteze, u kojem su koncentracije reaktanata i
produkata stalne. Iako se ukupni sastav reakcijske smjese u ravnotezi ne mijenja, pojedine
molekule nastavljaju reagirati, no brzine nastajanja i1 nestajanja sudionika reakcije su
izjednacene,” prema jednadzbi (3.1) u kojoj su A i B reaktanti, C i D produkti reakcije, dok su

a,b,c 1 d odgovarajuci stehiometrijski koeficijenti.

aA +bB = cC +dD (3.1)

Odvijanje kemijske reakcije definiramo reakcijskim dosegom, & u rasponu od 0 do 1. Doseg
kemijske reakcije je omjer kvocijenta trenutne mnozine reakcijskog produkta, n,, 1 njegovog
stehiometrijskog koeficijenta, v,, te kvocijenta mnozine reaktanta u manjku na pocetku

reakcije, n;, 1 njegovog stehiometrijskog koeficijenta, vy, prema izrazu (3.2).

S
S

o
I
= |ﬁ< ‘

‘ =

(3.2)

<

Najveca koli¢ina mehani¢kog rada, wemax, koju je mogucée dobiti reverzibilnim izotermnim 1i

. . . . .. . 40
izobarnim procesom naziva se Gibbsovom energijom, AG, prema izrazu (3.3).

= AG (3.3)

€, max

Veli¢ina koja povezuje koli¢inu energije dostupnu za izvodenje mehanickog rada pri

konstantnom tlaku i temperaturi i koli¢inu tvari prema izrazu (3.4) naziva se kemijski

oG
H= (EJLP (34)
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Ovisnost Gibbsove energije i dosega kemijske reakcije prikazana je na slici 3.1. Nagib
ovisnosti Gibbsove energije o dosegu kemijske reakcije naziva se reakcijskom Gibbsovom

energijom, A;G, prema izrazu (3.5).

6G
AG= (%L (3.5)

O vrijednosti A;G ovisi smjer odvijanja kemijske reakcije:

0 dok je A:G < 0 reakcija se odvija slijeva udesno (povecava se koli¢ina produkata) i
naziva se egzergonom (grc. proizvodi rad),

0 dok je A;G > 0 reakcija se odvija zdesna ulijevo (povecava se koli¢ina reaktanata) i
naziva se endergonom (gr¢. koristi rad),

0 kad je A;G = 0 reakcija je u ravnotezi, odnosno koli¢ina tvari koje sudjeluju u

kemijskoj reakciji se ne mijenja.

Slika 3.1. Ovisnost Gibbsove energije o dosegu reakcije. *°

U otopinama ionskih spojeva privlacne sile izmedu iona rastu s pove¢anjem njihovog naboja i

koncentracije zbog cega se povecava odstupanje otopina elektrolita od idealnih otopina.
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Aktivitet jedinke X definira se izrazom (3.6), u kojem je a, aktivitet jedinke X, [X] je njezina

.. . N . . .. .. 41
molarna koncentracija, a y.x je veli¢ina koja se naziva koeficijentom aktiviteta.

[X]

a = —_—
* mol dm”

X C

(3.6)

Svojstvo otopine koje povezuje koncentraciju i naboj elektrolita zove se ionska jakost, a
definirana je izrazom (3.7), gdje je u ionska jakost, ¢ molna koncentracija (molarnost) ionske
specije n, a z njezin nabojni broj. Koeficijent aktiviteta, a prema tome i aktivitet ax, mijenja se

s ionskom jako$¢u otopine.
1 >
ﬂ:_zcx Zx (3.7)
2%

Pomocu ionske jakosti otopine moguce je procijeniti prosje¢an koeficijent aktiviteta, y., u
vodenim otopinama pravih elektrolita (tvari koje sadrze ione u ¢vrstom ili otopljenom stanju)
Debye-Hiickelovom jednadzbom (3.8), u kojoj je z nabojni broj iona, a 4 konstanta ovisna o
temperaturi (4 = 0,509 pri 25°C). Jednadzba (3.8) moZe se primijeniti ako je koncentracija

elektrolita manja od 0.01 M.
logy, :—|z+z_|Ay”2 (3.9)

Reakcijski kvocijent. O, jednak je umnosku aktiviteta produkata i reaktanata potenciranih
odgovaraju¢im stehiometrijskim koeficijentima, prema izrazu (3.9). Koli¢ina reaktanata
smanjuje se napredovanjem polazne reakcije, pa njihovi stehiometrijski koeficijenti imaju

negativan predznak.

O=[]a™ (3.9)

Reakcijski kvocijent povezan je s Gibbsovom energijom prema izrazu (3.10), u kojem je A,G°
standardna Gibbsova energija kemijske reakcije, R = 8,314 J K' mol"' je opca plinska

konstanta i 7 termodinamicka temperatura u izrazena u kelvinima.
AG=AG"+RTInQ (3.10)

Pri dosegu reakcije u kojem vrijedi A.G = 0 koli¢ina tvari koje sudjeluju u kemijskoj reakceiji
se ne mijenja, odnosno reakcijski kvocijent se viSe ne mijenja i naziva se konstantom

ravnotezZe, K, prema izrazu (3.11).
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K:(Ha;x} (3.11)

€q

Prema izrazu (3.10) uz uvjet A;G = 0 standardnu Gibbsovu energiju reakcije, A;G°, moguée je

racunati iz konstante ravnoteze prema izrazu (3.12).
AG'=-RTInK (3.12)

Konstanta ravnoteze je brojcan pokazatelj odredene kemijske reakcije pri odredenoj
temperaturi, koja ne govori o brzini postizanja ravnoteznog stanja ni o putu kojim je to stanje
postignuto. Kad jednom nastupi ravnotezno stanje, sustav iz njega ne izlazi spontano, vec
nekim vanjskim utjecajem. Takve utjecaje na pomak kemijske ravnoteZze opisuje Le

Chatelierovo nacelo:

Kad se reakcija u stanju ravnoteze podvrgne promjeni uvjeta, sustav reagira tako da

minimalizira utjecaj promjene.

Tako ¢e poviSenje temperature mijenjati odnos koncentracija u smjeru koji apsorbira toplinu,
porast tlaka povisuje koncentraciju onih sudionika koji zauzimaju manji volumen, a dodatak ili
smanjenje koliCine jednog ili viSe sudionika sustava pomice ravnotezu tako da se potrosi

dodana, odnosno nadomjesti uklonjena tvar.

3.1.1. RavnoteZe u otopinama Kkiselina i baza

Prema Brensted-Lowryjevoj teoriji, kiselina je kemijska vrsta koja pokazuje svojstvo davanja
protona a baza je vrsta koja pokazuje svojstvo primanja protona.*’ Pri tome proton oznalava
jezgru vodikova atoma, H', a ne ione koji nastaju u razli¢itim otopinama, pa je definicija
neovisna o otapalu. Slijedi da za kemijsku vrstu koja se ponasa kao kiselina doniraju¢i proton,
mora postojati baza koja taj proton prima. Brensted-Lowryjeva teorija moze se opcenito
prikazati jednadzbom (3.13), u kojoj kiselina i baza reagiraju tvore¢i konjugirane kiselo-bazne

parove.

kiselina + baza &2 konjugirana baza + konjugirana kiselina (3.13)
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U vodenim otopinama, kiselina HA reagira s vodom prema izrazu (3.14), pri ¢emu nastaju
hidronijev ion, H;0", kao konjugirana kiselina molekule vode, i konjugirana baza kiseline HA,

A
HA (aq) + H,O () 2 H,0" (aq) + A" (aq) (3.14)

U razrijedenim otopinama aktivitet vode iznosi priblizno 1, pa je ravnotezu iz izraza (3.14)
moguce prikazati jednadzbom (3.15), u kojoj se K, naziva konstantom kiselosti HA.

c _ Gy oy [H3O+][A'} (3.15)

~

: Ayn [HA]

Aproksimacija ay = [J] iz jednadzbe (3.15) vrijedi samo ako su sve vrste J koje sudjeluju u
ravnotezi prisutne u niskim koncentracijama. U otopinama 1:1 elektrolita koncentracije 10> M
koeficijenti aktiviteta iznose priblizno 0,96 pri 25°C, te njithovo zanemarivanje dovodi do
pogreske od 10% u procjeni konstanti ravnoteZe. Samo u otopinama elektrolita ¢ije su
koncentracije manje od 10?2 M prosjedan koeficijent aktiviteta moguce je radunati prema

izrazu (3.8).

Za bazu B u vodenim otopinama, reakciju s vodom moguce je prikazati jednadzbom (3.16), pri
¢emu nastaju hidroksidni ion, OH’, kao konjugirana baza molekule vode, i konjugirana
kiselina baze B, HB'. Konstanta ravnoteZe K}, za navedenu reakciju naziva se konstantom

baziCnosti 1 definirana je izrazom (3.17), ponovo uz pretpostavku a, , = 1 za razrijedene

otopine.

B (aq) + H,0 (I) = HB" (aq) + OH" (aq) (3.16)

Kb — aHB*aOH' ~ [HB+:H:OH_:|

dg [B]

(3.17)

Reakcije prijenosa protona baza B, uobicajeno je prikazivati deprotonacijom njihovih

konjugiranih kiselina , prema izrazima (3.18) 1 (3.19).

HB" (aq) + H,0 () & H;0" (aq) + B (aq) (3.18)
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o o [H,0" |[B]
oa [HB" |

(3.19)

Prema jednadzbama (3.14) i (3.16), molekula vode moze se ponasati i kao kiselina i kao baza,
odnosno dvije molekule vode mogu reagirati prema jednadzbi (3.20), karakteriziranoj
konstantom ravnoteZe K, u izrazu (3.21) koja se naziva ionskim produktom vode i pri 25°C

iznosi Ky, = 1,008 x 10,

2 H,0 (I) = H,0" (aq) + OH" (aq) (3.20)

K =a _.a

v~ "H0

~[H,0" |[OH] (3.21)

OH"

Koncentracije hidronijevih 1 hidroksidnih iona nastalih disocijacijom vode su jednake i pri 25

°C iznose priblizno 107 M ~ [H'] = [OH] . pH otopine definiran je kao pH = —log a te za

H30+ b
Cistu vodu na 25 °C vrijednost pH je ~7,00. Na sli¢an na¢in moguce je definirati vrijednosti

pOH (=log a_, ), pK. (=log K), 1 pKy (=log Kp). Koristenjem izraza (3.12) moguce je

povezati vrijednost pK, 1 Gibbsovu slobodnu energiju prema izrazu (3.22).
A,G’ =(RTIn10)xpK, (3.22)

Jake kiseline karakterizirane su velikom vrijednoséu K,, odnosno malom vrijednos¢u pK,, §to
znaci da potpuno disociraju u otopini. Koncentracija H;O" iona nastalih disocijacijom jake
kiseline odgovara analitickoj koncentraciji kiseline, ako svaka molekula HA daje jedan
hidronijev ion. Slabe kiseline karakterizirane su malom vrijednoséu K, odnosno velikom
vrijednos$¢u pK,, Sto znaci da samo djelomi¢no disociraju. Razlika u ponasanju jakih i slabih
kiselina prikazana je na slici . Minimum Gibbsove energije za disocijaciju jakih kiselina nalazi
se pri dosegu reakcije koji odgovara ioniziranim produktima reakcije (3.14), dok se minimum
Gibbsove energije za disocijaciju slabih kiselina nalazi pri dosegu reakcije koji odgovara
neioniziranim reaktantima reakcije (3.14). U ravnotezi je doseg disocijacije slabih kiselina
malen, pa koncentracija neionizirane kiseline HA priblizno odgovara analitickoj koncentraciji

kiseline u otopini.
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Slika 3.2. Usporedba minimuma Gibbsove energije reakcija disocijacije jakih i slabih kiselina.*

3.1.2. Elektrokemijska ravnoteza

Reakcije pri kojima je oksidacija jedne tvari vezana za istovremenu redukciju druge tvari
nazivaju se redoks reakcijama. Opcenito se moze pisati jednadzba (3.23), gdje su red; 1 oks;

reducirani 1 oksidirani oblik tvari 1, a oks; 1 red, reducirani 1 oksidirani oblik tvari 2.

red, + oks, - oks, + red, (3.23)

Prilikom redoks reakcije dolazi do stvarnog ili prividnog prijenosa elektrona s tvari 1 na tvar 2.
Proces u kojem neka kemijska vrsta otpusta elektron naziva se oksidacijom, dok se redukcijom
naziva proces u kojem neka kemijska vrsta prima elektron. Tvar koja daje elektrone i pri tom
se oksidira nazivamo redukcijskim sredstvom ili reducensom, a tvar koja prima elektrone i pri
tom se reducira nazivamo oksidacijskim sredstvom ili oksidansom. Sto lak3e reducirani oblik
redoks sustava prelazi u oksidirani oblik, tj. $to je manji elektronski afinitet reduciranog oblika
redoks sustava, to je on jace redukcijsko sredstvo i1 obrnuto. Opcenito, kovine su zbog svoje
male elektronegativnosti jaka redukcijska sredstva (elektrondonori), a nekovine su zbog svoje

velike elektronegativnosti jaka oksidacijska sredstva (elektronakceptori).*!
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Svaka redoks reakcija moze se izraziti kao razlika dviju polureakcija redukcije, odnosno
reakciju (3.23) mozemo pisati kao (oks; + ¢ — red;) — (oks; + ¢ — red,). Elektrokemijski
¢lanak sastoji se od dva vodica, elektroda, u dodiru s elektrolitom, otopinom, teku¢inom ili
krutinom koja provodi elektri¢nu struju pomocu iona. Elektroda s elektrolitom ¢ini elektrodni
odjeljak u kojem se odvija jedna od dviju polureakcija redoks reakcije. Elektroda na kojoj se

odvija redukcija naziva se katoda, a elektroda na kojoj se odvija oksidacija naziva se anoda.*’

Poput svih kemijskih reakcija, elektrokemijske reakcije pracene su promjenama energije.,
Elektri¢ni rad jednak je umnosku elektricnog naboja i potencijala elektrokemijskog ¢lanka, w,
= -0 x Ey, 1z ¢ega u elektrokemijskom c¢lanku slijedi odnos razlike potencijala izmedu
elektroda clanka 1 Gibbsove energije elektrokemijske reakcije prikazan izrazom (3.24), u
kojem je z broj izmijenjenih elektrona, a F' je Faradayeva konstanta koja odgovara naboju

jednog mola elektrona (96485 C mol™).*
AG = - zFE, (3.24)

U galvanskom ¢lanku proces tece spontano jer je razlika potencijala ¢lanka pozitivna, dok se u
elektrolitickim c¢lancima odvija suprotan proces u kojem elektricna energija omogucuje

odvijanje kemijske reakcije, a sam proces se naziva elektrolizom.

Kombiniranjem jednadzbi (3.10) i (3.24) dobiva se Nernstova jednadzba (3.25), u kojoj je E°

standardni potencijal elektrokemijskog &lanka. *°

E=E° —Ean (3.25)
zF
Za polureakciju redukcije Nernstova jednadzba moze se pisati izrazom (3.26), u kojem je ao
aktivitet oksidirane vrste, ar je aktivitet reducirane vrste, a m i n njihovi su stehiometrijski
koeficijenti.**
RT | 4

E=E'+—1In

am
n n
zF  ay

= E° +2,303 % log (3.26)

ag

Nernstova jednadzba ima veliku vaznost u elektrokemiji jer omogucava izraCunavanje
konstante ravnoteze elektrokemijske reakcije, K. Kada je reakcija ¢lanka u ravnotezi, odnosno
vrijedi O = K, reakcija viSe ne moze proizvesti elektricni rad jer nema razlike potencijala

izmedu elektroda, odnosno E; = 0 V, te se jednadzba (3.25) moze pisati prema izrazu (3.27).
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Drugim rije¢ima, izmjereni elektrodni potencijal pokazuje koliko se trenutne koncentracije

poluclanka razlikuju od njihovih ravnoteznih vrijednosti.

_zFE’
RT

In K

(3.27)

3.1.3. Utjecaj temperature na kemijsku ravnotezu

Prilikom promjene stanja kemijskog sustava pri konstantnoj temperaturi, Gibbsova energija
mijenja se prema izrazu (3.28), u kojem je A.H funkcija stanja koja se naziva entalpija, a A.S

funkcija stanja koja se naziva entropija.*’
AG=AH-TAS (3.28)

Le Chatelierovo nacelo predvida da ¢e se poviSenjem temperature sustav u ravnotezi mijenjati
u smjeru koji apsorbira toplinu, odnosno da ¢e biti favorizirana endotermna reakcija, i obrnuto,

da ¢e snizenjem temperature biti favorizirana egzotermna reakcija.

Izraz koji povezuje promjenu konstante ravnoteze s temperaturom naziva se van't Hoffova

jednadzba i moze se dobiti kombiniranjem izraza (3.12) 1 (3.28).

A1 _AS (3.29)
R T

-InK =

Iz nagiba pravca i1 odsjecka na ordinati ovisnosti konstante ravnoteze o 1/T moguce je odrediti

vrijednosti A/ odnosno A.S (slika 3.3).
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Slika 3.3. Ovisnost —In K o 1/T je pravac s koeficijentom smjera A.H/R i odsje¢kom na ordinati A.S/R.
40

3.2. Potenciometrija (PM)

Analiticke metode koje se temelje na mjerenjima razlike potencijala nazivaju se
potenciometrijskim metodama. Elektrodni potencijal definiran je kao napon (razlika
potencijala) nekog elektrokemijskog c¢lanka koji sadrzi pomno definiranu referentnu
(poredbenu) elektrodu, Sto znaci da elektrodni potencijali nisu apsolutne vrijednosti, veé
relativne, mjerene prema referentnoj elektrodi. Elektrodni potencijal predstavlja mjeru za
tendenciju tvari da se oksidira ili reducira. Medunarodno udruZenje za ¢istu i primijenjenu
kemiju (engl. The International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC)
Stockholmskom konvencijom odredilo je pravila koja se odnose na obiljezavanje elektrodnih
potencijala. Prema ovom dogovoru, izraz ,.elektrodni potencijal“‘ namijenjen je iskljucivo za
polureakcije napisane kao redukcije. Predznak elektrodnog potencijala odreden je predznakom
doti¢nog poluclanka spojenog sa standardnom vodikovom elektrodom. Ako se poluclanak
spontano ponasa kao katoda, njegov je elektrodni potencijal pozitivan, a ako se poluclanak

ponasa kao anoda, njegov je elektrodni potencijal negativan.*'
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3.2.1. Standardni elektrodni potencijal

Standardni elektrodni potencijal definira se kao razlika potencijala elektrokemijskog ¢lanka u
kojem je anoda standardna vodikova elektroda €iji potencijal dogovorno ima vrijednost 0 V pri
svim temperaturama, uz jedini¢ne aktivitet svih reaktanata i produktata koji sudjeluju u
polureakciji. Dogovorno se odnosi na polureakciju pisanu u obliku redukcije. Standardni
elektrodni potencijal mjeri relativnu silu koja pokre¢e polureakciju iz stanja u kojem svi
reaktanti 1 produkti imaju jedini¢ne aktivitete u stanje u kojemu su reaktanti i produkti u
ravnoteznim koncentracijama u odnosu prema standardnoj vodikovoj elektrodi. Pozitivan
standardni elektrodni potencijal polureakcije upucuje na to da se ona odvija spontano u odnosu

na polureakciju standardne vodikove elektrode, prema izrazu (3.24).*

3.2.2. Formalni potencijal

Za mnoge redoks sustave racunanja s elektrodnim potencijalom otezana su prisutnoséu drugih
ravnoteza koje ukljuCuju jednu ili viSe vrsta koje sudjeluju u polureakciji, te je predloZena
upotreba formalnih potencijala, E°. Formalni potencijal sustava je potencijal polu¢lanka prema
standardnoj vodikovoj elektrodi pri uvjetima jedini¢nih koncentracija svih jedinki koje
sudjeluju u polureakciji, uz pomno naznacene koncentracije svih drugih jedinki u otopini.
Standardni 1 formalni elektronski potencijal polu¢lanka povezani su izrazom (3.30), u kojem

. .. . .. C g . 43
su 7.0 1 yer koeficijenti aktiviteta oksidirane odnosno reducirane vrste.

E"=E"+""In22 (3.30)
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3.2.3. Apsolutni elektrodni potencijal

Elektrodni potencijal moguce je umjesto prema standardnoj vodikovoj elektrodi izraziti prema
nekoj drugoj referenci. Referenca koja se koristi za izrazavanje apsolutnog potencijala je
elektron u vakuumu u neposrednoj blizini izvan elektrolita u koji je uronjena elektroda.

Apsolutni potencijal kovinske elektrode, EM (abs) moguée je izraziti jednadzbom (3.31) ** u
kojoj je @™ radna funkcija elektrona u kovini M, odnosno najmanja energija potrebna za
uklanjanje elektrona iz Fermijeve razine u kovini preko nenabijene povriine, a Al'y razlika

potencijala izmedu kovine i otopine.
EM(abs) =™ + Ay (3.31)

Fermijevom razinom naziva se energija najviSe popunjene molekulne orbitale (engl. highest
occupied molecular orbital, HOMO) u kovini pri 7= 0 K, ** dok je vrijednost Ay definirana
jednadzbom (3.32), u kojoj je w™ elektrostati¢ki rad potreban za dovodenje jedini¢nog naboja

u vakuumu iz beskonacne udaljenosti do neposredne blizine kovine, X = M, odnosno otopine,

X=S.

Ay =y™ —y® (3.32)

3.2.4. Referentne elektrode

Uobicajeni ¢lanak za potenciometrijske analize sastoji se od referentne i indikatorske elektrode
i elektrolitnog mosta koji spreCava mijeSanje ispitivane otopine s otopinom u referentnoj
elektrodi. Referentna elektroda je poluclanak s to¢no poznatim elektrodnim potencijalom,
neovisnim o koncentraciji analita ili o koncentracijama drugih vrsta prisutnih u ispitivanoj

.. .. v . 40
otopini. Dogovorno se uvijek oznacuje kao anoda.
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3.2.4.1. Standardna vodikova elektroda

Standardna vodikova elektroda je referentna elektroda prema kojoj se iskazuju standardni
elektrodni potencijali svih ostalih tvari. Zbog reverzibilnosti i visoke reproducibilnosti
izabrana je kao univerzalni standard. Standardna vodikova elektroda se moze prikazati kao

anoda: Pt (s) |H2 (8 ay,=1) | H' (aq, a,.=1).

Standardna vodikova elektroda se sastoji od kovinskog vodi¢a u obliku platinske plocice
presvucene (platinizirane) fino usitnjenom platinom (crna platina), ¢ime se dobiva velika
povrsina. Ta elektroda je uronjena u vodenu otopinu kiseline jedinicnog aktiviteta vodikovih
iona. Otopina se odrzava zasi¢enom vodikom dovodenjem plinovitog vodika pod stalnim
tlakom od 1 bar, odnosno 10° Pa na povriinu elektrode. Platina ne sudjeluje u elektrokemijskoj
reakciji i sluzi samo kao mjesto prijenosa elektrona. Potencijal vodikove elektrode ovisi o
temperaturi, te aktivitetima vodikovih iona 1 molekularnog vodika u otopini. Dogovorno je
potencijal standardne vodikove elektrode, definiran reakcijom (3.33), jednak nuli pri svim

41-42
temperaturama.

H @) + ¢ 22 H, @ (3.33)

3.2.4.2. Ostale referentne elektrode

Standardna vodikova elektroda (engl. standard hydrogen electrode, SHE) univerzalna je
referentna elektroda prema kojoj se iskazuju potencijali ostalih elektroda. Budu¢i da je ona
neprakti¢na za rad, koriste se sekundarne referentne elektrode ¢iji su potencijali pomno
odredeni prema standardnoj vodikovoj elektrodi. Najc¢eS¢e se koriste zasi¢ena kalomelova
elektroda (engl. saturated calomel electrode, SCE) 1 srebro/srebrov klorid elektroda

(Ag/AgCl). %"

Kalomelova elektroda prikazuje se kao Hg | Hg,Cl, (zas.), KCI (x M) |, gdje je x molarna
koncentracija kalijevog klorida. Uobicajene su tri koncentracije kalijevog klorida: 0,1 M, 1 M i
zasi¢ena otopina (= 4,6 M pri 25 °C). Standardni potencijal zasi¢ene kalomelove elektrode je

Esceg = 0,244 V pri temperaturi 25 °C, a odnosi se na reakciju (3.34).
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Hg,Cl,(s)+2 ¢ == 2 Hg ()+2 CI” (3.34)

Srebro/srebrov klorid elektroda se sastoji od srebrne elektrode uronjene u otopinu zasi¢enu
kalijevim kloridom i srebrovim kloridom, a moZze se prikazati kao Ag ‘AgCl (zas.), KCl
(zas.) | . Standardni potencijal Ag/AgCl elektrode zasi¢ene kalijevim kloridom 1znosi Eag/aect =

0,199 V pri temperaturi 25 °C, a odnosi se na reakciju (3.35).

AgCl(s)+e &= Ag(s)+Cl (3.35)

3.2.5. Indikatorske elektrode

Indikatorska elektroda je uronjena u otopinu analita i razvija potencijal, Ei,g, koji ovisi o
aktivitetu analita. Postoje dvije osnovne vrste indikatorskih elektroda, kovinske (metalne) 1
membranske. Kovinske elektrode djeluju prijelazom elektrona kroz povrSinu kojom se
dodiruju elektroda i otopina, dok membranske elektrode djeluju prijelazom iona s jedne strane
membrane na drugu. Osobita vrsta indikatorske elektrode je staklena elektroda koja se koristi

za odredivanje pH vrijednosti otopina.

3.2.5.1. Staklena elektroda

Potencijal vodikove elektrode definirane reakcijom (3.33) proporcionalan je aktivitetu H™ iona

u otopini, te pri 25 °C i standardnom tlaku vrijedi izraz (3.36), gdje je pH = -log ay".*°

E =-59 mV x pH (3.36)

H'/H,

Mjerenjem potencijala vodikove elektrode prema nekoj referentnoj elektrodi moguce je
izmjeriti pH vrijednost otopine. U praksi se za mjerenje pH umjesto vodikove elektrode koristi
staklena elektroda pri ¢emu se mjeri potencijal §to nastaje na tankoj staklenoj membrani koja
odjeljuje dvije otopine razli¢itih aktiviteta (koncentracija) vodikovih iona. Sastoji se od
staklene membrane, unutarnje Ag/AgCl referentne elektrode i unutarnje otopine stalnog

aktiviteta vodikovih iona (npr. fosfatni pufer). Clanak za odredivanje pH &ine staklena
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elektroda, te kalomelova elektroda kao vanjska referentna elektroda. PovrSina staklene
membrane mora biti hidratizirana da bi posluzila kao pH elektroda. Kada se staklena
membrana na vrhu staklene elektrode uroni u vodenu otopinu, na njenoj povrsini formira se
tanki sloj hidratiziranog stakla debljine oko 0,1 pm, pri ¢emu dolazi do izmjene iona natrija u
kristalnoj reSetki stakla i vodikovog iona iz otopine. Isto se dogada na unutarnjoj strani

staklene membrane, prema reakciji (3.37).
H" +Na'Staklo- = Na" +H"Staklo~ (3.37)

Vrijednost pH otopine potom je moguée odrediti prema izrazu (3.38), u kojem je E potencijal
staklene elektrode pri pH = 0, a a iznosi =59 mV po jedinici pH pri 25 °C. Staklene elektrode
valja redovito bazdariti, te se parametri E° i a odreduju eksperimentalno mjerenjem odziva

elektrode u otopinama poznatih vrijednosti pH.

pH = (3.38)

3.3. Cikli¢ka voltametrija (CV)

Ciklicka voltametrija je jedna od najceS¢e korisStenih elektrokemijskih metoda zbog njezine
relativne jednostavnosti i visokog sadrzaja informacija koje pruza. Ponajprije se koristi za
dobivanje kvalitativnih informacija o elektrokemijskim reakcijama, osobito o termodinamici
redoks procesa, kinetici heterogenih reakcija prijenosa elektrona i procesa adsorpcije. Ova
metoda takoder se redovito primjenjuje u elektroanalitickim istrazivanjima novih sustava.
Ciklicka voltametrija omogucava brzo dokazivanje prisutnosti elektroaktivnih vrsta, a u vrlo
kratkom vremenu moze pruziti i kvalitativhu informaciju o stabilnosti oksidacijskog stanja
tvari. Pogodna je 1 za procjenu utjecaja medija na redoks proces. Osim toga, moguce je
odredivanje kapaciteta elektrode, odredivanje formalnog potencijala tvari i difuzijskog
koeficijenta oksidirane i reducirane vrste, te istrazivanje ucinka elektrodnog onecis¢enja na
izgled ciklickog voltamograma. Osobita je primjenjivost cikliCke voltametrije u istrazivanju
mehanizama elektrodnih reakcija na osnovi detekcije kemijskih reakcija koje prethode ili

slijede elektrokemijskoj reakciji. Istrazivanja reakcijskih mehanizama su mnogo sloZenija 1
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obi¢no zahtijevaju upotrebu posebnih racunalnih programa koji simuliraju elektrokemijske

. . . e ey . .. .. 42. 45-4
mehanizme u smislu jedno- ili vise-elektronskih reakcija prijenosa.* *>*’

Tehnika se zasniva na linearnoj promjeni potencijala narinutog na radnu elektrodu uz
istovremeno biljezenje jakosti struje koja je posljedica reakcije prijenosa elektrona. Potencijal
elektrode mijenja se od pocetnog potencijala, E;, do potencijala promjene, E>, u jednom ili
viSe ciklusa sastavljenih od naprednog i povratnog smjera, pri odredenoj brzini promjene
potencijala, v. Krivulja ovisnosti potencijala o vremenu koja se koristi u ciklickoj voltametriji
trokutastog je oblika (slika 3.4). Produkt reakcije prijenosa elektrona iz napredujuceg dijela

ciklusa moze posluziti kao uzorak za povratni dio ciklusa.**

Slika 3.4. Ovisnost primijenjenog potencijala o vremenu u pokusu cikli¢ke voltametrije.

Granice potencijala odabiru se ovisno o promatranim elektrodnim reakcijama. Obi¢no
eksperiment pocinje na potencijalu pri kojem nema elektrodne reakcije, odnosno izmjerena
jakost struje iznosi /(t = 0) = 0 A, i zatim se pomice prema pozitivnijim vrijednostima za
proucavanje oksidacije, odnosno prema negativnijim vrijednostima za proucavanje redukcije.
Brzina promjene potencijala odreduje duzinu trajanja pokusa. NajCeS¢e se koriste brzine
promjene potencijala u podru&ju od 0,025 — 0,5 V s”'. Gornja se granica moze progiriti do 10 —
100 V s, dok je koristenjem specijalnih tehnika temeljenih na mikroelektrodama (elektrode
polumjera manjeg od 10 pm) moguée postiéi brzinu od 10° V s, &ime je omoguéeno
proucavanje meduprodukata s poluzivotom reda velic¢ine 1 ps. Podaci sakupljeni mijenjanjem
granica potencijala 1 brzine promjene potencijala ili njezinog smjera, mogu se nadopuniti

promjenom drugih eksperimentalnih uvjeta kao $to su koncentracija reaktanata ili temperatura.
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3.3.1. Osnove elektrodne kinetike

Elektrokemijsku reakciju pretvorbe O u R moguce je prikazati izrazom (3.39), u kojem je n
broj izmijenjenih elektrona, a k¢ 1 k, konstante brzine polazne i povratne reakcije, odnosno

redukcije i oksidacije.

O—%ne'z:%:ill (3.39)

Kemijsku ravnotezu elektrodne reakcije (3.39) moguce je prikazati odgovarajuCom

Nernstovom jednadzbom (3.40), u kojoj su C,, i C, koncentracije O i R u otopini.

E:E”+£ché (3.40)
nF G,

Brzine polazne i povratne reakcije u jednadzbi (3.39), vr i v, moguce je prikazati izrazima
(3.41)1(3.42), u kojima su koncentracije tvari O i R na udaljenosti x od elektrode u vremenu ¢
prikazane kao Co(x, ¢), odnosno Cr(x, ), dok su i. 1 i, vrijednosti katodne 1 anodne struje, te 4
povrsina elektrode.*

lc

v, =k.Cy(0,1) = =y

(3.41)

la

%=k Ce(0,0)=—

(3.42)

Ukupna mjerena brzina reakcije w, razlika je brzina vy i v, a ukupna struja opazena na

elektrodi, i, razlika je katodne 1 anodne struje, prema izrazu (3.43).
i =i, —i, =nFA[k;Cy(0,1)—k,Cr (0,1)] (3.43)

Konstante brzine polazne i povratne reakcije, & 1 kb, Ovise o potencijalu narinutom na elektrodu,
prema izrazima (3.44) i (3.45), u kojima je k” standardna konstanta brzine elektrokemijske
reakcije, a je katodni koeficijent prijelaza i f= F/ R T. Pri postignutom ravnoteZznom potencijalu
u ekvimolarnoj otopini O i R, odnosno pri uvjetima E = E” i C, = Cy, vrijedi K = ki = k.
Vrijednost k° je mijera brzine postizanja ravnoteZe, te Ce sustav karakteriziran visokom

vrijedno$éu £ brzo postizati ravnotezu, dok ¢e sustav karakteriziran niskom vrijednoséu &°
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stanje ravnoteze postizati sporije. Vrijednosti k¢ 1 k, mogu posti¢i visoke vrijednosti neovisno o

k° primjenom potencijala E dovoljno razli¢itog od E°. *
k, = ke @V (EE) (3.44)

k, = [0 pUme (E-E") (3.45)

Brzine heterogenih reakcija izmjene elektrona odnose se na jedini¢ne povrSine na kojima se
.. .. . .- . .. . e o . 2
reakcija odvija. S obzirom da su elektrodne povrsine redovito manjih dimenzija izrazenih u cm”,
. e . . .. -1 2 .- . . .
brzine reakcija imaju dimenzije mol sec” cm™, §to znaci da su konstante brzine izrazene u cm
sec”, pod uvjetom da su koncentracije tvari koje sudjeluju u reakciji izrazene u mol cm™.
Takoder valja obratiti paznju na to da se u izrazima za brzinu reakcije koriste povrSinske

koncentracije tvari koje se mogu razlikovati od koncentracija u ostatku otopine.

Prema teoriji prijelaznog stanja, konstante brzine polazne i povratne reakcije moguce je izraziti
jednadzbama (3.46) i (3.47), u kojima su Ay i A4, konstante proporcionalnosti, AG¢ i AGy*
standardne slobodne energije aktivacije. Promjena slobodne energije tijekom reakcije prikazana

jenaslici 3.5.

k= de T (3.46)
k= Ae T (3.47)
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aktivirani kompleks

produkt

reakcijska koordinata

Slika 3.5. Promjena slobodne energije tijekom kemijske reakcije. A,G® je standardna Gibbsova energija
reakcije. ¥

Promjena slobodne energije za reakciju (3.39) u ovisnosti o narinutom potencijalu prikazana je
na slici 3.6, na kojoj su vrijednosti slobodne energije reaktanata i produkta prikazane
odgovaraju¢im krivuljama koje se sijeku pri vrijednosti slobodne energije aktiviranog
kompleksa. Pri ravnoteznom potencijalu, E°, slobodne energije reaktanata i produkta su
jednake, kao 1 visine energetskih barijera za polaznu i povratnu reakciju, te su brzine polazne i
povratne reakcije takoder jednake. Pri vrijednostima narinutog potencijala pozitivnijima od E”
dolazi do smanjenja energetske barijere procesa oksidacije, odnosno favoriziranja povratne
reakcije. Obrnuto, pri vrijednostima narinutog potencijala negativnijima od E° dolazi do

. .. .. .. . .. 45
smanjenja energetske barijere procesa redukcije, odnosno favoriziranja polazne reakcije.
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Slika 3.6. Promjena slobodne energije tijekom elektrokemijske reakcije (3.39): (a) E = E°, (b) E > E°,

()E<E".®

Detaljan prikaz promjena slobodne energije za reakciju (3.39) prikazan je na slici 3.7. Pri

vrijednosti potencijala £ = E°, aktivacijske energije redukcije i oksidacije prikazane su

vrijednostima AGOCI 1 AGOaI. Promjenom potencijala na pozitivniju vrijednost E, dolazi do
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promjene aktivacijskih energija u vrijednosti AG.* i AG,*, prema izrazima (3.48) i (3.49) u
kojima koeficijent prijelaza moze imati vrijednosti 0 < a < 1. Kombiniranjem s izrazima (3.46)

i (3.47) moguée je dobiti izraze (3.44) i (3.45).”
AG! =AG} —(1-)F(E-E") (3.48)

AG! = AG} +aF(E-E") (3.49)

reakcijska
koordinata

(1 — )F(E - E%)

reakcijska
koordinata

Slika 3.7. Detaljan prikaz utjecaja promjena potencijala na slobodne energije aktivacije redukcije i
oksidacije. ¥’

Koeficijent prijelaza o mjera je simetricnosti energetske barijere elektrokemijske reakcije.
Vrijednost o = 0,5 oznafava simetri¢no sjeciSte krivulja slobodnih energija reaktanata i
produkata, dok su nesimetri¢na sjeciSta obiljezena vrijednostima 0 < o < 0,511li 0,5 <a <1,

kako je prikazano na slici 3.8.
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Slika 3.8. Koeficijent prijelaza o kao mjera simetri¢nosti energetske barijere elektrokemijske reakcije.
45

Ako je brzina prijenosa elektrona za elektrokemijsku reakciju redukcije velika u usporedbi sa
brzinom promjene potencijala, na povrSini elektrode uspostavlja se ravnoteza na nacin
predviden Nernstovom jednadzbom (3.40). U sustavima u kojima elektrodna kinetika
ogranicava tok struje, strujni tok se opisuje Butler-Volmerovom jednadzbom (3.50), u kojoj je

i izmjerena jakost struje, iy je struja izmjene, a je katodni koeficijent prijelaza if=F /R T.*
i=i, (e“"f (87) _ goemlecr )j (3.50)

U stanju ravnoteze, ukupna struja u ¢eliji je jednaka nuli, a brzine polazne i povratne reakcije
su jednake. Struja izmjene, iy, mjera je faradejske aktivnosti u stanju ravnoteze prema izrazu

(3.51).

i, =nFAK"C{~Cy” (3.51)

Struja izmjene, kao 1 vrijednosti katodne 1 anodne struje uobiCajeno se normaliziraju na

jedini¢nu povrsinu prema izrazu (3.52), ¢ime se dobiva vrijednost gustoce struje, ;.

I
=— 3.52
j=- (3.52)

Ovisnost jakosti struje o narinutom potencijalu prikazana je na slici 3.9, na kojoj je vrijednost

prenapona ozna¢ena kao n = E — E°, a i je limitirajuca struja, odnosno najveéa struja koja
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moze te¢i elektrokemijskom ¢elijom u zadanim uvjetima prijenosa mase tvari iz otopine na
povrsinu elektrode. Limitiraju¢a struja dana je izrazom (3.53), u kojem je mo koeficijent

prijenosa mase tvari O.

i, =nFAm,C, (3.53)

I'J'rfla
i

1.0

0.8+
0.6
i
0.4
k 0.
N’ -200 -300 —400
| | I ==p=" — | |
300 200 P mn, mv

Slika 3.9. Krivulja ovisnosti jakosti struje i o prenaponu 7, a = 0,5, n =1, T=298 K, ij . = -i| 0, io / i1 =
0,2. Isprekidane linije oznagavaju vrijednosti katodne i anodne struje, ic i 7. *

3.3.2. Izgled cikli¢kog voltamograma

Ciklicki voltamogram predstavlja graficki prikaz ovisnosti jakosti struje na radnoj elektrodi o
primijenjenom potencijalu. Ciklicki voltamogram je slozena, vremenski ovisna funkcija
velikog broja fizikalnih 1 kemijskih parametara. Istrazivana otopina za vrijeme mjerenja
miruje, a karakteristike ciklickog voltamograma ovise o brzini prijenosa elektrona, brzini
prijenosa mase tvari, kemijskoj reaktivnosti elektroaktivne tvari i brzini promjene potencijala.
Najvazniji parametri odziva radne elektrode o primijenjenom potencijalu su vrijednosti

potencijala katodnog 1 anodnog strujnog vrha, E,. 1 Ep,, te jakost struje pri tim potencijalima,
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ipc 1 ipa. Tipican ciklicki voltamogram za reverzibilni jedno-elektronski prijelaz je prikazan na

slici 3.10.4»%

Slika 3.10. Primjer izgleda ciklickog voltamograma reverzibilnog jedno-elektronskog prijelaza, Ex je
potencijal referentne elektrode.

Kada se potencijal narinut na radnu elektrodu razlikuje od ravnoteznog potencijala (potencijala
pri kojem su brzine redukcije i oksidacije jednake) opaZza se tok struje. Potencijal elektrode
pozitivniji od ravnoteznog uzrokuje reakciju oksidacije na povrSini elektrode, dok potencijal
negativniji od ravnoteznog uzrokuje redukciju. Uz pretpostavku da na pocetku eksperimenta
istrazivana otopina sadrzi samo oksidirani oblik redoks para, O, pri potencijalima visima od
ravnoteznog potencijala tvari nece biti pretvorbe O u reducirani oblik tvari, R. Kako se
potencijal mijenja prema negativnijim (reduktivnijim) vrijednostima, pojavljuje se katodna
struja koja raste eksponencijalno s potencijalom, te se potom oblikuje vrh krivulje.
Primijenjeni napon utje¢e na ravnotezu koja se uspostavlja na povrsini elektrode u smjeru
stvaranja produkta R, a jakost struje se povecava kako se napon sve vise udaljava od pocetne

vrijednosti.

Vrh krivulje ovisnosti jakost struje o naponu pojavljuje se na voltamogramima otopina koje
miruju za vrijeme mjerenja jer u odredenom trenutku difuzijski sloj naraste do veli¢ine na
kojoj dotok reaktanta na povrSinu elektrode vise nije dovoljno brz da zadovolji Nernstovu
jednadzbu. U trenutku kada se sav reaktant na povrSini elektrode potroSi, odnosno
koncentracija O na povrSini elektrode jednaka je nuli, Cp(0, t) = 0, za nastavak reakcije
neophodno je da se povrsini elektrode priblizi reaktant iz ostatka otopine, $to je posljedica
procesa difuzije ¢ija je brzina kontrolirana veli¢inom koncentracijskog gradijenta. Kako
elektroliza napreduje, reaktant mora difundirati sa sve vece udaljenosti, zbog ¢ega se na nekoj

udaljenosti x od elektrode, koncentracijski gradijent smanjuje s vremenom. Usporedno sa
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smanjenjem koncentracijskog gradijenta smanjuje se i dotok reaktanta, te jakost struje. Razvoj

koncentracijskih profila reaktanta i produkta tijekom eksperimenta prikazan je na slici 3.11.

E=E, E»Ep,

E=E,
/ |‘/
povratni dio ciklusa

Pai i {oksidacija)

| 4 \__R
E<E,, E=E, E>»Ep

polazni dio ciklusa
{redukcija)

S
ﬁ

Slika 3.11. Razvoj koncentracijskih profila tijekom eksperimenta. Puna linija ozna¢ava koncentraciju
reaktanta O, a isprekidana koncentraciju produkta R, u zavisnosti o udaljenosti od elektrode, x.

Pad jakosti struje u podruc¢ju nakon strujnog vrha za otopine koje se ne mijesaju opisuje se

Cottrellovom jednadzbom (3.54), u kojoj je 4 povrsina elektrode, C;, koncentracija tvari O u

otopini i Do difuzijski koeficijent tvari O.*

i=nF AC.DYy'n "t (3.54)

Na voltamogramu za prvu polovinu ciklusa mogu se razlikovati dva podrucja, Nernstovo i
Cottrellovo, u kojem spomenuti ¢imbenici ispoljavaju svoj utjecaj, a prikazani su na slici Slika

3.12.
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i C,(0,t)=0
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/ podrugje
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|
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Slika 3.12. Razli¢ita podrucja voltamograma u kojima jakost struje odreduju elektrodna kinetika i
proces prijenosa mase, Er je potencijal referentne elektrode.

Za vrijeme povratnog dijela ciklusa, jedinke R stvorene u naprednom dijelu ciklusa i
akumulirane blizu povrsine elektrode oksidiraju se natrag u O, $to je obiljeZeno pojavom
anodne struje. Izgled strujnog vrha za proces oksidacije za reverzibilnu ¢e reakciju biti

istovjetan onom za proces redukcije.

Pri razli¢itim brzinama promjene potencijala, biljezi se i1 razliCita jakost struje. Slika 3.13
prikazuje seriju ciklickih voltamograma snimljenih pri razli¢itim brzinama promjene
potencijala za otopinu elektrolita koja u pocetku sadrzava samo oksidirani oblik tvari, O.
Svaka krivulja ima isti oblik, ali ukupna jakost struje povecava se usporedno s povecanjem
brzine promjene potencijala. Vrijeme potrebno za snimanje voltamograma bit ¢e dulje pri
nizim vrijednostima brzine promjene potencijala, te ¢e difuzijski sloj narasti mnogo dalje od

povriine elektrode, u usporedbi s ve¢im brzinama promjene potencijala.*
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Slika 3.13. Serija cikli¢kih voltamograma snimljenih pri razli¢itim brzinama promjene potencijala.*®

3.3.3. Reverzibilni i ireverzibilni elektrokemijski sustavi

Karakteristi¢no obiljezje elektrodnih reakcija koje imaju brzu kinetiku prijenosa elektrona je da
se smjestaj maksimuma jakosti struje pojavljuje pri istom naponu, neovisno o brzini promjene
potencijala. Ovakve brze procese nazivamo reverzibilnim reakcijama prijenosa elektrona. Za
reverzibilnu reakciju, razlika izmedu anodnog i katodnog potencijala vrha, AE,, iznosi 59 mV/z,
neovisno o brzini promjene potencijala. Veca razlika, ili postojanje nesimetri¢nih redukcijskih i

oksidacijskih vrhova, naznaka je ireverzibilnosti elektrokemijske reakcije.*

Veli¢ina strujnog vrha za reverzibilni par pri 25 °C, opisana je Randles-Sevéikovom
jednadZbom (3.55) u kojoj je i, jakost struje vrha (katodnog ili anodnog) u amperima, z je broj

izmijenjenih elektrona u reakciji, 4 je povriina elektrode u cm?, C. je koncentracija

elektroaktivne tvari u mol cm™, Do je difuzijski koeficijent u cm? s, a v je brzina promjene

potencijalau V s'.*

i,= 2,69 x 10°'n** 4 C; D,"*v'" (3.55)

Prema toj jednadZzbi, jakost struje je upravo razmjerna koncentraciji analita i raste s drugim

korijenom brzine promjene potencijala.
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Omjer vrijednosti vrs$nih strujaza povratni i napredni dio ciklusa , #,c/ip, jednak je jedinici za
reverzibilni proces. Ovaj omjer moze biti pod jakim utjecajem prateé¢ih kemijskih reakcija redoks
procesa.*? Vrhovi struja obi¢no se mjere ekstrapolacijom osnovne struje koja prethodi redukeiji ili
oksidaciji. PoloZaj vrhova struja na osi potencijala (vrijednosti Ep, 1 E,c) povezan je s poluvalnim

potencijalom redoks para izrazom (3.56).*
(3.56)

Udaljenost izmedu vrSnih potencijala za reverzibilnu reakciju iznosi AE, = Ep, — Epe = 59
mV/z pri 25 °C, 1 moze se koristiti za odredivanje broja prenesenih elektrona, te kao kriterij
ponaSanja sustava prema Nernstovoj jednadzbi. Brzom jednoelektronskom prijelazu odgovara

vrijednost AE, = 59 mV.*

U slucajevima sporih procesa prijenosa elektrona (u usporedbi s brzinom promjene
potencijala), reakcije se nazivaju ireverzibilnim reakcijama prijenosa elektrona.** ***¢ Kod
takvih procesa vrhovi krivulja su smanjeni i Siroko razdvojeni. Slika 3.14 prikazuje seriju
ciklickih voltamograma snimljenih pri istoj brzini promjene potencijala za razli¢ite vrijednosti

konstante brzine elektrokemijske reakcije, &°.

Slika 3.14. Niz cikli¢kih voltamograma za reakcije razli¢itih konstanata brzine redukcije, k°:
reverzibilna reakcija(—), kvazireverzibilna reakcija(—) i ireverzibilna reakcija(—).*

Za razliku od reverzibilnih reakcija, polozaj maksimuma jakosti struje ireverzibilnih reakcija
pomice se zavisno o konstanti brzine redukcije i/ili o brzini promjene potencijala. Pomak
vr$nih potencijala u zavisnosti o brzini promjene potencijala moze se opisati jednadzbom

(3.57), gdje je o katodni koeficijent prijelaza, a k° je konstanta brzine elektrokemijske reakcije.
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Strujni vrh oksidacijskog procesa pomice se prema pozitivnijim potencijalima, dok se strujni
vrh redukcijskog procesa pomice prema negativnijim vrijednostima. Jakost vr$ne struje za

ireverzibilne sustave je prikazana jednadzbom (3.58).%

1/2 1/2
E = E- R_; 0,78 + In D/?‘) +In (f—;) } (3.57)
.
i = 2,99x10° 0’4 C; D,"*v"? (3.58)

Kvazireverzibilne reakcije karakterizirane su vrijednos¢u £° izmedu reverzibilnih i
ireverzibilnih reakcija. Izgled voltamograma i udaljenost strujnih vrhova ovise o v, a i £°.
Nicholson™ je za opisivanje kvazireverzibilnih reakcija predlozio koristenje parametra y,
definiranog izrazom (3.59). Za vrijednosti 0,3 < a < 0,7 udaljenost strujnih vrhova AE, ovisi
samo o y, te je koridtenjem tabeliranih podataka mogucée procijeniti vrijednost &°
kvazireverzibilnih reakcija snimanjem voltamograma pri razliCitim brzinama promjene

potencijala.

/2
3) ¢
=R (3.59)

Ovisno o brzini promjene potencijala, kvazireverzibilne reakcije mogu se ponasati u rasponu
od reverzibilnog do ireverzibilnog. Pri niZim vrijednostima brzine promjene potencijala
moguce je uoCiti reverzibilne voltamograme, dok je pri veéim brzinama moguce uociti
ireverzibilne voltamograme. Matsuda i Ayabe’' su predlozili grani¢ne vrijednosti £° za
reverzibilne, kvazireverzibilne 1 ireverzibilne elektrokemijske reakcije prikazane u tablici 3.1.
Prijelaz reverzibilnog sustava u ireverzibilan povecanjem brzine promjene potencijala prikazan

jenaslici 3.15.
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Tablica 3.1. Graniéne vrijednosti kX’ za reverzibilne, kvazireverzibilne i ireverzibilne elektrokemijske
reakcije. °'

vrsta elektrokemijskih reakcija uvjeti
reverzibilne £>03v"7cms!
kvazireverzibilne 03v"7*>1">2x10°v”?cems
ireverzibilne K<2x10°v"? cms!

|7yl
/ reverzibilno

ireverzibilno

12

Slika 3.15. Prijelaz reverzibilnog sustava u ireverzibilno podruc¢je pove¢anjem brzine promjene
potencijala.™
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3.4. Kronokulometrija

Kronokulometrija je elektrokemijska metoda koja se zasniva na mjerenju koli¢ine naboja
proteklog elektrokemijskom ¢elijom u nekom vremenu. U kronokulometrijskom pokusu se na
radnoj elektrodi uronjenoj u otopinu tvari O koja se ne mijeSa primjenjuje potencijal £, pri
kojem je odvijanje elektrokemijske reakcije (3.39) zanemarivo, odnosno faradejska struja
iznosi i = 0. U vremenu ¢ = 0 potencijal na elektrodi se promijeni u E; ¢ija je vrijednost
negativnija od formalnog potencijala elektroaktivne tvari O, dovoljno da proizvede
limitirajuéu struju definiranu izrazom (3.53).* Jakost struje u takvom pokusu mijenja se s
vremenom prema Cottrellovoj jednadzbi (3.54). Koli¢inu naboja koja je protekla
elektrokemijskom c¢elijom moguce je dobiti integriranjem Cottrellove jednadzbe, ¢ime se
dobiva Ansonova jednadzba (3.60).* > Pokus je shematski prikazan na slici 3.16, na kojoj je
takoder prikazana vremenska ovisnost koncentracija tvari O i R na nekoj udaljenosti od
elektrode x. Usporedni prikaz pobudnog signala, te ovisnosti jakosti struje 1 koli¢ine naboja o

vremenu prikazan je na slici 3.17.

Q,=2nF AC,DJ*n "t (3.60)
Evs. t C(xt)
povrsina CO CR
elektrode\ *
r C
E N| t t2 ’
1 ' ' t

EDI ] IIH' \

Slika 3.16. Shematski prikaz kronokulometrijskog pokusa i koncentracijskih profila tvari O i R na
nekoj udaljenosti od elektrode x u ovisnosti o vremenu #: C:) je koncentracija tvari O u otopini.
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[ ] [ ] t

Slika 3.17. Usporedni prikaz pobudnog signala (a), promjene jakosti struje s vremenom prema
Cottrellovoj jednadzbi (b) i promjene koli¢ine naboja koja je protekla elektrokemijskom ¢elijom prema
Ansonovoj jednadzbi (c).”

Prema izrazu (3.60), koli¢ina naboja Q4 linearno raste s 7', te je nagib pravca moguée koristiti

za racunanje bilo kojeg parametra, n, 4, Do ili C,, ako su poznata ostala tri. Takoder, izraz
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(3.60) upuéuje na to da pri ¢ = 0 vrijedi Qg = 0, ali eksperimentalno dobiveni pravei Qg vs. 1"
uobicajeno ne prolaze ishodistem zbog dodatnih komponenti naboja elektri¢nog dvosloja, O,
1 elektroredukcije molekula O adsorbiranih na elektrodi, Q,qs (slika 3.18). Koli¢ine naboja Qq 1
Q.ds potrose se vrlo brzo prilikom promjene potencijala ¢elije u vremenu ¢ = 0, za razliku od
difuzijske komponente koja ovisi o prijenosu mase elektroaktivne tvari iz otopine.

°l o

7 Q1 + nFAT 5

Slika 3.18. Ovisnost koli¢ine naboja Q o "2 u kronokulometrijskom pokusu. Odsjetak pravca odgovara
koli¢ini naboja elektri¢nog dvosloja, Oy, 1 koli¢ini naboja utroSenog na elektroredukciju molekula O
adsorbiranih na elektrodi, Qads.45

Ukupna koli¢ina naboja, O, koja prolazi elektrokemijskom ¢elijom u kulometrijskom pokusu
moze se prikazati jednadzbom (3.61), u kojoj je vrijednost Q4 definirana jednadzbom (3.60), a

O,¢s jednadzbom (3.62) u kojoj je I'o povriinska koncentracija O izraZena u mol cm™.
Q:Qd+le+Qads (3.61)
Q.4 =NFATl, (3.62)

Odsjecak na pravcu jednak je Oq + n F 4 [, pa je za procjenu /o, odnosno veliine
adsorbiranih molekula O potrebno u dodatnom eksperimentu izmjeriti odziv O vs. 1" &istog
pozadinskog elektrolita te iz odsjecka pravca odrediti Qg Ovako izmjerena vrijednost Qg ipak

je samo aproksimacija jer adsorpcija tvari O utjede na kapacitanciju elektri¢nog dvosloja.*
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3.5. Spektrofotometrija u vidljivom i ultraljubi¢astom podrucju

(UV-Vis)

Elektromagnetno zrafenje je vrsta energije koja se moZe promatrati kao snop pojedinacnih
Cestica energije nazvanih fotonima. Elektromagnetno zracenje karakteriziraju frekvencija v,
koja je odredena izvorom i ne mijenja se bez obzira na sredstvo kroz koje zracenje prolazi, 1
valna duljina 4, koja je jednaka linearnoj udaljenosti izmedu dva uzastopna maksimuma
amplitude vala i mijenja se promjenom medija prema izrazu (3.63) (kao i brzina svjetlosti). U
tom izrazu c je brzina svjetlosti, 4 valna duljina, a v frekvencija. Brzina Sirenja svjetlosti u

vakuumu fizikalna je konstanta koja iznosi ¢ =299 792 458 m s™.
c=Av (3.63)

Energija elektromagnetnog zracenja ovisi o frekvenciji 1 jednaka je umnosku Planckove
konstante ( = 6,626176 x 107 J s) i frekvencije zrac¢enja, odnosno energija zrac¢enja raste

porastom frekvencije i opada porastom valne duljine, prema izrazu (3.64).
E=hv= % (3.64)

Svaka cCestica ima jedinstven skup i raspored energijskih stanja, pri ¢emu je najnize medu
njima osnovno stanje. Ukupna energija molekule E, priblizno se izrazava kao zbroj

elektronske (Eq), vibracijske (Eyip) 1 rotacijske energije (Eot), prema izrazu (3.65).
E,=E,+E, +E_ (3.65)

U spektralnim procesima zbog apsorpcije elektromagnetnog zrac¢enja dolazi do prijelaza atoma
ili molekule u vise energijsko stanje. Prema Bohrovom postulatu, razlika energije atoma ili
molekule nakon i prije apsorpcije, AE, jednaka je energiji apsorbiranog fotona, prema izrazu
(3.66), u kojem je E, energija atoma ili molekule nakon apsorpcije zracenja, a E, energija

atoma ili molekule prije apsorpcije zracenja.

AE =E-E =hv (3.66)

v n

Mjerno podrucje ultraljubicastog spektra obuhvaca valne duljine svjetla od priblizno 190 do

380 nm, a vidljivog dijela od ca. 380 do 780 nm. U tim podru¢jima valnih duljina mjeri se
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koli¢ina propuStene monokromatske svjetlosti kroz neko homogeno apsorbirajuce sredstvo.
Intenzitet zraCenja ulazne zrake slabi zbog apsorpcije i rasprsenja dijela zracenja od strane
apsorbirajuéeg sredstva.”* U homogenim opti¢kim medijima (plinovi, tekuéine, prave otopine)
rasprSenje se uglavnom moze zanemariti, te je apsorpcija glavni razlog smanjenja intenziteta
zraenja prolaskom kroz medij. Koli¢ina monokromatske svjetlosti propustene kroz neko
homogeno apsorbiraju¢e sredstvo moze se mjeriti fotometrima ili spektrofotometrima.
Fotometri (kolorimetri) su uredaji kojima se upotrebom optickih filtera izdvaja Siroko podrucje
valnih duljina zracenja, dok spektrofotometri posjeduju monokromator s prizmom ili optickom

mrezicom koji izdvaja usko podrucje valnih duljina zracenja.

Do apsorpcije fotona dolazi samo ako je energija fotona jednaka razlici izmedu osnovnog 1
nekog od visih energijskih stanja Cestice. To znaci da ¢e neka tvar apsorbirati samo zracenje
odredene frekvencije, dok ¢e ostalo zra¢enje pro¢i nesmanjenog intenziteta. Kemijska vrsta
koja apsorbira prelazi potom u vie energijsko stanje,” koje je posljedica porasta elektronske,
vibracijske 1/ili rotacijske energije, prema izrazu (3.65). Apsorpcijom zracenja u
ultraljubi¢astom i vidljivom podrucju spektra dolazi do elektronskih prijelaza i do porasta
elektronske energije. Povecanje vibracijske energije molekule posljedica je apsorpcije zra¢enja
u bliskom i srednjem infracrvenom podru¢ju spektra, dok se pobudom u dalekom
infracrvenom 1 mikrovalnom podrucju povecava rotacijska energija. Prikaz krivulje ovisnosti

apsorbancije o valnoj duljini zraenja naziva se apsorpcijski spektar ili krivulja apsorpcije.

Prema Beer-Lambertovom zakonu, intenzitet prolaznog zracenja (intenzitet ulaznog zracenja
umanjen za apsorbirano zracenje) razmjeran je intenzitetu ulaznog zracenja, debljini sloja
medija kroz koji zracenje prolazi, te koncentraciji apsorbiraju¢e tvari u mediju. Beer-
Lambertov zakon izrazen je jednadzbom (3.67), u kojoj je I intenzitet prolaznog zralenja, ¢
koncentracija apsorbirajuée tvari izrazena u mol dm™, / debljina sloja kroz kojeg zradenje
prolazi izrazena u cm i ¢ konstanta proporcionalnosti karakteristina za odredenu tvar koja se

. . .. e v . -1 -1
naziva molarni koeficijent apsorbancije i izrazena je u dm® cm™ mol™.

# = —ccdl (3.67)
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Integriranjem izraza (3.67) dobiva se izraz za apsorbanciju (3.68), u kojem je I intenzitet

ulaznog zracenja, a 4 apsorbancija.
10
log 7 =A=¢cl (3.68)

Beer-Lambertov zakon uspje$no se primjenjuje za razrijedene otopine kroz koje se propusta
monokromatska svjetlost. Do odstupanja od Beer-Lambertovog zakona dolazi pri viSim

koncentracijama Sto se oCituje pojavom nelinearne ovisnosti apsorbancije o koncentraciji.

Spektrofotometrija u ultraljubi¢astom i vidljivom podrucju najéesée se primjenjuje u:

0 kvalitativnoj 1 kvantitativnoj analizi anorganskih i organskih spojeva u svrhu
identifikacije 1 ispitivanja Cistoce,

0 studijama termodinamike i1 kemijske kinetike prilikom odredivanja konstante brzine
reakcije k, te konstante ravnoteze K,

0 odredivanjima strukture i svojstava tvari.

Kvalitativna analiza svodi se na identificiranje spojeva usporedivanjem apsorpcijskih spektara
s literaturnim podacima, no za tu svrhu korisnija je infracrvena spektrofotometrija.
Kvantitativna spektrofotometrijska analiza temelji se na Beer-Lambertovu zakonu, a izmjereni
spektar sluZi za izbor optimalne valne duljine pri kojoj ¢e se izvoditi mjerenja apsorbancije®.
Najcesce se u tu svrhu odabire maksimum apsorpcijske krivulje u promatranom spektralnom
podrucju. Na taj na¢in minimaliziraju se pogreske analize koje nastaju zbog oneciS¢enja koja

takoder apsorbiraju zracenje ili zbog ograni¢ene spektralne rezolucije spektrofotometra.
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3.6. Spektroelektrokemija (SEC)

Spektroelektrokemija (SEC) kombinira elektrokemijske 1 spektroskopske metode,
omogucujuéi istovremeno pracenje elektrokemijskih signala i spektroskopskih promjena
elektroaktivnih tvari.”® Razvoj spektroelektrokemijskih metoda posebno je napredovao
razvojem opticki transparentnih elektroda, poput ITO-elektroda (engl. Indium Tin Oxide) koje
se proizvode naparivanjem vodljivog sloja na kvarcno staklo. Najcesca je metoda koriStenja
OTTLSE ¢elije (engl. optically transparent thin-layer spectroelectrochemical cell), prikazana

na slici 3.19.

otopina
L1
\
detektor
iZvor
svjetlosti
|.#
A
kvarcno !‘: radna
staklo elekiroda

Slika 3.19. Shematski prikaz UV-Vis spektroelektrokemijske celije.

Prema Nernstovoj jednadzbi (3.25), omjer koncentracija oksidirane i1 reducirane vrste na
povrsini elektrode odreden je potencijalom narinutim na elektrodu. U SEC-¢eliji dolazi do
brzog uspostavljanja ravnoteze, pa se moze pretpostaviti da je taj omjer jednak i na povrsini
elektrode 1 u sloju otopine kroz koji prolazi svjetlost, odnosno da vrijedi ([O] / [R])o = ([O] /
[R])ot. Potom je iz izraza (3.68) moguce izvesti izraz (3.69), u kojem su Ao 1 Ar apsorbancije

oksidirane i1 reducirane vrste, a 4 apsorbancija izmjerena u ¢eliji.

[l (3.69)
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Koristenjem SEC moguce je odrediti formalni potencijal i broj izmijenjenih elektrona u redoks
procesu, termodinamicke parametre i promatrati elektrodnu kinetiku opticki aktivnih spojeva.

Prednosti SEC u mjerenju redoks procesa obuhvacaju:

mali volumen otopine,
brzo postizanje ravnoteze,
niska jakost struje i nizak pad napona,

jednostavno odrzavanje anaerobnih uvjeta,

O O O O O

jednostavno odrzavanje temperature.
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4. Rezultati

4.1. Kemikalije i otopine

Istrazivani manganoporfirini (MnTE-2-PyP i MnTE-3-PyP) su sintetizirani prema objavljenoj
proceduri® '* i donirani od dr. sc. Ines Batini¢-Haberle (Department of Radiation Oncology,
Duke University Medical Center, Durham, Sjeverna Karolina, SAD). Mati¢ne otopine MnP su
priredene otapanjem krutine u redestiliranoj vodi, a konac¢na koncentracija odredena im je
spektrofotometrijski koriStenjem poznatih molarnih koeficijenata apsorbancije (€455 (MnTE-2-

PyP)=1,38 x 10° M cm™ i &46; (MnTE-3-PyP) = 1,55 x 10° M cm™).

Oktacijanomolibdat(V), oksidans u pokusima kojima se istraZzuju svojstva Mn(IV)P, pripreman
je oksidacijom K4[Mo(CN)g] kalijevim permanganatom u 0,1 M HCIO,. Nastali Mn*(aq)
kvantitativno je istalozen dodatkom NaOH, a nastali Mn(OH), uklonjen filtracijom.
Koncentracija [Mo'(CN)s]> odredena je spektrofotometrijski pomoc¢u poznatog molarnog
koeficijenta apsorbancije (e3s = 1360 M’ cm™).”” K4[Mo(CN)g] sintetiziran je prema
objavljenoj proceduri®® i doniran od prof. dr. Nikole Kujundzi¢a (Zavod za analiti¢ku kemiju,

Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb).

Ostale kemikalije koje su koristene u pokusima su:

askorbinska kiselina > 99%, Fluka,

CAPS (N-cikloheksil-3-aminopropansulfonska kiselina) > 99%, Fluka,
kalijev hidrogenftalat 99,99%, Acros Organics,

kalijev heksacijanoferat(IIl) p.a., Merck,

klorovodi¢na kiselina min. 36,5 % p.a., Kemika,

natrijev acetat-trihidrat p.a., Kemika,

natrijev dihidrogenfosfat-dihidrat p.a., Kemika,

0O 0O 0O o o o o o

natrijev hidrogenfosfat-dihidrat p.a., Kemika,
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natrijev hidroksid 1 M, Titrival®, Kemika,
natrijev karbonat-dekahidrat p.a., Kemika,
natrijev klorid p.a., Merck,

natrijev perklorat p.a., Fluka,

natrijev tetraborat p.p.a., Riedel-de Haén,

O O O O O o

perklorna kiselina 70% p.p.a., Fluka.

Voda koriStena u pokusima redestilirana je u staklenoj aparaturi. KoriSteno je dvostruko

bazdareno laboratorijsko posude.

4.1.1.1. Otopina natrijevog perklorata (NaClO,)

Kruti NaClO4 otopljen je u redestiliranoj vodi uz dodatak NaOH tako da konac¢na otopina ima
vrijednost pH = 10, ¢ime dolazi do taloZzenja eventualno prisutnih oneciS¢enja kationima
drugih kovina. Otopina je filtrirana i neutralizirana dodatkom HCIO4. Koncentracija konacne
otopine odredena je propustanjem alikvota kroz kolonu jakog kationskog izmjenjivaca
Amberlite IR120. Oslobodeni H' ioni titrirani su 0,1 M standardnom otopinom NaOH, uz
fenolftalein kao indikator. 1z priredene koncentrirane otopine priredena je 2 M otopina NaClOy4

koja sluzi za podeSavanje ionske jakosti.

4.1.1.2. Otopina natrijevog hidroksida (NaOH)

Pripremljena je otapanjem Titrivala (Kemika) u propisanoj koliini redestilirane vode 1 ¢uvana

u atmosferi dusika.
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4.1.1.3. Otopina perklorne kiseline (HCIO,)

Otopina HCIO4 je pripremljena razrjedivanjem koncentrirane HCIO4 1 standardizirana
titriranjem standardnom otopinom Na,COj3 uz indikator metiloranz. Nakon prve promjene boje
indikatora otopina je zagrijana do vrenja kako bi se uklonio nastali CO; i potom dalje titrirana

do konacne promjene boje otopine.

4.1.1.4. Otopine za spektrofotometrijske titracije

Pripreme se dodatkom odgovaraju¢eg volumena otopine NaClOs (odjeljak 4.1.1.1) i1
redestilirane vode tako da kona¢na koncentracija NaClO4 bude 2 M. Spektar tako dobivene
otopine sluzi kao bazna linija za spektrofotometrijska mjerenja. Prije titracije u otopinu se
dodaju alikvoti mati¢ne otopine MnP. Alikvoti odgovaraju¢eg oksidansa ili reducensa dodaju

se u pokusima kojima se istrazuju svojstva Mn(IV)P ili Mn(II)P.

4.1.1.5. Otopine za ciklicku voltametriju i spektroelektrokemiju

Pripremaju se otapanjem NaCl i odgovarajuce soli (NaH,PO4, Na;B4O;, CAPS, Na,HPO,),
nakon Cega se pomocu pH-metra bazdarenog standardnim puferima pH 4,00, 7,00 i 10,00
podesi pH vrijednost otopine dodatkom odgovarajuce kolicine HCI ili NaOH. Otopine za
ciklicku voltametriju pri pH = 13 prirede se dodatkom odgovarajuc¢e kolicine standardne
otopine NaOH. Konac¢ne otopine prirede se dodatkom alikvota mati¢ne otopine MnP u otopinu
odgovarajuce vrijednosti pH. Prije izvodenja spektrofotometrijskih titracija pH elektroda je
bazdarena titracijom jake kiseline jakom bazom pri jednakim uvjetima (temperatura i ionska

Jakost) te za sve titracije vrijedi pH = —logc, . ). Koncentracija NaCl pri izvodenju mjerenja

iznosi 0,1 M, a koncentracija pufera 50 mM, osim Na,B4O7 ¢ija koncentracija iznosi 25 mM.

54



4.2. Mjerni instrumenti

Za potenciometrijske titracije koristen je titrator Mettler DL50 s Mettler DG111-SC staklenom
elektrodom i termostatiranom titracijskom posudom. Kalibracija pH-elektrode izvrSena je
titracijom jake kiseline jakom bazom u 2 M NaClO4 i obradom dobivenih podataka u

programu GLEE.”

Spektri u ultraljubi¢astom i vidljivom podru¢ju (UV-Vis) snimljeni su na spektrofotometru
Varian Cary 50 opremljenom optickom sondom (/ = 1 c¢m) ili termostatiranim drzacem kiveta.

Za obradu dobivenih spektara koristen je program SPECFIT.%%

Broj spektrofotometrijski
signifikantnih vrsta odreden je faktorskom analizom integriranom u programu, a izabran je
model koji daje najmanje vrijednosti standardne devijacije, o, i najbolje odgovara
eksperimentalnim podacima (fit). Faktorska analiza izvrSena je prema algoritmu SVD (engl.
Singular Value Decomposition), koji se smatra jednim od najstabilnijih, najrobusnijih 1
najsnaznijih numeric¢kih algoritama.”’ Prema tom algoritmu, matrica Y koja se sastoji od m
redova i n stupaca, primjerice spektara snimljenih variranjem nekog eksperimentalnog

parametra, dekomponira se u tri matrice, U, S 1 V, prema izrazu (4.1), odnosno shemi na slici

4.1.

Y=USV 4.1)

Slika 4.1 Graficki prikaz algoritma SVD: m i n oznacavaju broj redaka i stupaca u matricama.
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Dijagonalna matrica S dobivena algoritmom sadrzi vrijednosti koje se nazivaju singularnim
vrijednostima ili eigenvrijednostima matrice Y, poredanih prema veli¢ini, odnosno koli¢ini

informacija koje sadrze. Odabirom samo prvih nekoliko signifikantnih eigenvrijednosti, ne,

dobivaju se nove matrice U, S i V pomocu kojih je moguée rekonstruirati matricu Y prema

shemi na slici 4.2 bez znafajnog gubitka informacija u odnosu na pocetnu matricu Y, uz

ucinkovito uklanjanje Suma prisutnog u originalnim podacima. Matrice U 1 V sadrZe

vrijednosti koje se nazivaju singularnim vektorima ili eigenvektorima matrice Y .

n ne ne n
S ne vV

ne

Slika 4.2 Graficki prikaz matrica dobivenih odabirom signifikantnih eigenvektora algoritmom SVD.

Za elektrokemijska mjerenja koriSten je potenciostat CH Instruments CHI600D (verzija
softvera 9.23). Ciklicko-voltametrijska 1 kronokulometrijska mjerenja su izvedena u BASi VC-
5 voltametrijskoj ¢eliji (slika 4.3) opremljenoj dovodom inertnog plina, s radnom elektrodom
od staklastog ugljika (GC) povrsine 0,07 cm?®, Ag/AgCl referentnom elektrodom (3 M NaCl) i
platinskom Zicom (d = 0,5 mm) kao pomo¢nom elektrodom. Spektroelektrokemijska mjerenja
izvrSena su u BASi SEC-C tankoslojnoj spektroelektrokemijskoj ¢eliji (/ = 0,1 cm, slika 4.4)
opremljenoj dovodom inertnog plina, s platinskom mrezicom (80-mesh) kao radnom
elektrodom. Referentna i pomoc¢na elektroda su takoder Ag/AgCl elektroda (3 M NaCl) i1

platinska Zica (d = 0,5 mm). Elektrokemijska mjerenja simulirana su u programu DigiElch.**
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tadna
elektroda (GC)

referentna
omoina elekiroda
Elel-:trl:nda (AQiAGC)
(PtZFica) s
\ o
[~

| polupropusna
membrana QAcar)
dovod inertnog
plina \\
N

valtametrijska

posuda T

A

i

Slika 4.3 BASi VC-5 voltametrijska ¢elija.
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Slika 4.4 BASi SEC-C tankoslojna spektroelektrokemijska ¢elija (/ = 0.1 cm).

4.3. Kiselo-bazna svojstva kompleksa MnTE-m-PyP (m = 2,3)

U vodenim otopinama kompleksi Mn(IITI)P 1 Mn(IV)P mogu aksijalno koordinirati do dvije

molekule vode koje deprotonacijom mogu stvarati hidrokso- i/ili okso- komplekse, prema

jednadzbama (4.2) do (4.6).9°%

(H,0), Mn*TE —m - PyP" =2 (HO)(H,0)Mn*TE - m—PyP" " + H'
(HO) (HzO) Mn*TE —m—-PyP"" = (O) (H20) Mn*TE —m—PyP"2 4 H*
(O) (HZO) Mn*TE — m — PyP"? = (O) (HO) Mn*TE - m — PyP™™ 4 H*
(O)(HO)Mn*TE—m—PyP" =2 (0), Mn*TE—m—PyP"* + H'

(O)(H,0)Mn*TE —m—PyP"™ == (HO), Mn*TE —m — PyP"™

(4.2)

(4.3)

(4.4)

(4.5)

(4.6)

U ovim jednadzbama X predstavlja oksidacijsko stanje srediSnjeg iona (+3 ili +4), n je naboj

diakva kompleksa, a m broj duSikova atoma piridilskih supstituenata.
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Kompleksi Mn(II)P u vodenim otopinama mogu koordinirati jednu molekulu vode koje moze

deprotonirati prema jednadzbama (4.7) i (4.8).°%

(H,0)Mn"TE —m —PyP" == (HO)Mn"TE —m—PyP"™" + H" (4.7)
(HO)Mn'"TE —m—PyP"™" =2 (O)Mn"TE - m—PyP"™ + H" (4.8)

Konstante deprotonacije kompleksa Mn(III)P i Mn(IV)P definirane su jednadzbama (4.9) do
(4.12).

[(HO)(H,0)Mn*TE - m - PyP*™" |[H" |

Ra= [(H,0), Mn*TE - m - PyP" |

al —

(4.9)

© [(0)(H,0)Mn*TE - m— Py ][H"] »
* [(HO)(H,0)Mn*TE —m—PyP" "] (4.10)

[(0)(HO)Mn*TE —m—PyP" |[H" ]

= 4.11

" [(0)(H,0)Mn*TE —m—PyP" | 10
0), Mn*TE PyP" || H"

013y i .
[(0 HO)Mn*TE — m —PyP" |

Konstante deprotonacije kompleksa Mn(II)P definirane su jednadzbama (4.13) 1 (4.14).

HO)Mn"TE - m—-PyP"™" || H*

a1:|:( M Y }[ } (4.13)

[(H,0)Mn"TE —m - PyP" |

_[(O)Mn"TE —m—PyP™? | H" |
Ko™ [ (HO)Mn"TE —m—PyP" " | 19

59



4.3.1. Odredivanje konstanata disocijacije Mn(III)P spektrofotometrijskim

titracijama

Deprotonacije MnP popracene su spektralnim promjenama koje je moguée pratiti u UV-Vis
spektralnom podrucju. Konstante deprotonacije odredene su spektrofotometrijskim titracijama
otopina MnP. Sve titracije su izvedene tako da su otopini MnP poznatog volumena pomocu
titratora dodavani alikvoti standardne otopine NaOH, osim ako nije drugacije naznaceno u
tekstu. Nakon mijeSanja i postizanja ravnoteze izmjeren je potencijal pH-elektrode i snimljen

spektar otopine MnP.

Podaci dobiveni titracijama u kojima je opaZena samo jedna deprotonacija obradeni su prema
izrazu (4.15), u kojem je A izmjerena apsorbancija, Ax raCunane apsorbancije protonirane

(HA) 1 deprotonirane vrste (A), te K, konstanta deprotonacije.

Ay [H 44 K,
- [HK,

A (4.15)

U slucaju da su opazene dvije deprotonacije, podaci su obradeni prema izrazu (4.16), u kojem
je A izmjerena apsorbancija, Ax racunane apsorbancije protonirane (H,A), mono-deprotonirane

(HA) i di-deprotonirane vrste (A"), te K,; 1 K, prva, odnosno druga konstanta deprotonacije.

A [H ] 44, K, [H )44, K, K,

A= 2
[H' ] +K, [H"|+K, K,

(4.16)

Razlike izmedu izmjerene 1 apsorbancije dobivene modelom nazivaju se rezidualima

apsorbancije, 4.
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4.3.1.1. Disocijacija Mn(111) TE-2-PyP

Tipi¢na izmjerena spektralna promjena kompleksa Mn(III)TE-2-PyP u vodenoj otopini kao
posljedica promjene pH prikazana je na slici 4.5. S obzirom da nikakva spektralna promjena
nije uocena u podru¢ju pH izmedu 1,5 1 7, spektri izmjereni u tom podrucju nisu prikazani.
Izostanak izozbesti¢nih tocaka tijekom titracije upucuje na slozenu ravnotezu koja ukljucuje
barem tri spektralne specije. Faktorska analiza u programu SPECFIT potvrduje postojanje tri
relevantne spektralne specije povezane kiselo-baznom ravnotezom definiranom dvjema pK,
(slika 4.6). Obradom eksperimentalnih podataka prema takvom reakcijskom modelu
definiranom jednadzbom (4.16) rezultiralo je vrijednostima pK,; = 10,89 + 0,01 i pK,» = 11,62
+ 0,02. Preciznost modela moguce je procijeniti usporedbom izmjerenih i ra¢unanih
vrijednosti apsorbancije na valnim duljinama koje odgovaraju maksimumima apsorbancije
protonirane i di-deprotonirane vrste Mn(III)TE-2-PyP (slika 4.7). Model dobro opisuje
opazenu promjenu, Sto dodatno potvrduju niske vrijednosti reziduala apsorbancije, 4; < 0,01, 1
njihov nasumican izgled prikazan na slici 4.8. Teorijski spektri specija predlozenih modelom

prikazani su na slici 4.9.

0.7-
0.6-
0.5-
0.4-
0.3-
0.2-

0.14

0.0

3éO ' 460 ' 4é0 ' 560 ' 550 ' 660
A/ nm
Slika 4.5. Tipi¢na titracija 4,8 uM otopine Mn(II[)TE-2-PyP u 2 M NaClO, standardnom 0,2 M

otopinom NaOH (¢ = 25 °C, [ = 1 cm). Vrijednost pH otopine mijenjana je od 7 do 12,5 (neki spektri
nisu prikazani radi preglednosti).
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Slika 4.6. Spektralni eigenvektori 1-3 dobiveni faktorskom analizom titracije na slici 4.5.

0.65—-
0.60—-
0.55—-
0.50—-
0.45—-
0.40—-
0.35—-

0.30 1

0.25

0.20 T y T

Slika 4.7. Usporedba izmjerenih (4 = 454 nm (o), A = 443 nm (0)) i izraCunanih (—) vrijednosti
apsorbancije titracije na slici 4.5. Odabrane vrijednosti 4 su maksimumi apsorbancije ne-deprotonirane
i di-deprotonirane vrste prema modelu (4.16).
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0.025

0.020 1

0.015

0.010 1

0.005

0.000

-0.005

Slika 4.8. Reziduali apsorbancije titracije na slici 4.5 nakon obrade podataka modelom (4.16).

1.4
0.8+

0.6

£110° Mt em™

0.4+

0.2

0.0

T T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600
A/ nm

Slika 4.9. Teorijski spektri specija titracije na slici 4.5 dobiveni prema modelu (4.16): ne-deprotonirana
(—), mono-deprotonirana (—) i di-deprotonirana specija (—).
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4.3.1.2. Disocijacija Mn(111) TE-3-PyP

Promjenom pH vrijednosti otopine Mn(III)TE-3-PyP mogucée je zabiljeziti spektralnu
promjenu nalik opazenoj titracijom Mn(II[)TE-2-PyP. Ponovo je mogucée uocCiti izostanak
izozbesti¢nih tocaka, Sto takoder upucuje na kiselo-baznu ravnotezu definiranu dvjema pK,.
Jednakom obradom podataka u programu SPECFIT potvrdene su tri relevantne spektralne
vrste 1 dobivene vrijednosti konstanata disocijacije pK,; = 11,57 £ 0,01 1 pKa, = 12,70 + 0,09.
Opazene spektralne promjene, rezultati faktorske analize, preciznost modela 1 teorijski spektri

specija prikazani su na slikama 4.10 do 4.14.

0.0 y T y T y T T T T T
350 400 450 500 550 600

Al nm

Slika 4.10. Tipicna titracija 3,6 pM otopine Mn(II[)TE-3-PyP u 2 M NaClO, standardnom 0,2 M
otopinom NaOH (¢ =25 °C, /=1 cm). Vrijednost pH otopine mijenjana je od 7 do 13 (neki spektri nisu
prikazani radi preglednosti).
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0.20 1

0.15-
0.104
0.05-
S 000]
0.051
0.101

-0.154

-0.20

T T T T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650

Al nm

Slika 4.11 Spektralni eigenvektori 1-3 dobiveni faktorskom analizom podataka titracije na slici 4.10.

0.60-
0.55-
0.50-
0.45—-
0.40-
0.354
0.30-
0.25-
0.20-

0.154

Slika 4.12 Usporedba izmjerenih (4 = 462 nm (o), 4 = 446 nm (©)) i raCunanih (—) vrijednosti
apsorbancije titracije na slici 4.10. Odabrane vrijednosti A su maksimumi apsorbancije ne-
deprotonirane i di-deprotonirane vrste prema modelu (4.16).
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0.005

- 0.000 -

-0.005

Slika 4.13. Reziduali apsorbancije titracije na slici 4.10 nakon obrade podataka prema modelu (4.16).

1.6
1.4—-
1.2—-
104
0.8—-

0.6

£110° Mt em™

0.4+

0.2+

00 T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600
Al nm

Slika 4.14 Teorijski spektri specija titracije na slici 4.10 dobiveni prema modelu (4.16): ne-
deprotonirana (—), mono-deprotonirana (—) i di-deprotonirana specija (—).
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4.3.2. Odredivanje konstanata disocijacije Mn(II)P spektrofotometrijskim

titracijama

Literaturni podaci upuéuju na moguénost raspada Mn(II) kompleksa u kiselom mediju®®® pa

je prije izvodenja spektrofotometrijskih titracija provjerena stabilnost MnP nakon
elektroredukcije u vodenim otopinama pri razli¢itim vrijednostima pH (odjeljak 4.4.7).
Utvrdeno je da je u podrucju pH > 7 moguce izvoditi titracije na nacin kako je opisano u
odjeljku 4.3.1. Redukcija Mn(III) kompleksa postignuta je dodatkom askorbinske kiseline

(odjeljak 4.4.1), uz izvodenje titracije u inertnoj atmosferi argona.

4.3.2.1. Disocijacija Mn(I1) TE-2-PyP

Potpuna redukcija Mn(III)TE-2-PyP u vodenoj otopini pri vrijednosti pH > 7 postignuta je u
prisutnosti 1 mM askorbinske kiseline. Tipi¢na izmjerena spektralna promjena kompleksa
Mn(II)TE-2-PyP u vodenoj otopini kao posljedica promjene pH prikazana je na slici 4.15.
Faktorska analiza u programu SPECFIT upucuje na barem dvije relevantne apsorbirajuce
specije u otopini, ali postojanje trece specije nije moguce potpuno iskljuciti (slika 4.16). Prema
tome, podaci prikazani na slici 4.15 usporedno su obradeni prema modelima (4.15) (2
spektralne specije 1 jedna pK,) i (4.16) (3 spektralne specije i dvije pK,). Obradom prema
modelu (4.15) dobivena je vrijednost pK, = 11,75 + 0,01, dok su prema modelu (4.16)
dobivene vrijednosti pKa = 9,7 £ 0,2 1 pKpp = 11,76 + 0,01. Rezultati obrade prikazani su na
slikama 4.16 do 4.20.
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Slika 4.15. Tipicna titracija 5 uM otopine Mn(III)TE-2-PyP u prisutnosti 1 mM askorbinske kiseline u
2 M NaClO, standardnom 0,2 M otopinom NaOH (¢ = 25 °C, / = 1 cm). Vrijednost pH otopine
mijenjana je od 7,2 do 13 (neki spektri nisu prikazani radi preglednosti). Spektri zabiljezeni u podrucju
pH < 7 prikazani su na slici 4.45.

0.25+

0.20 1

0.15—-
0.10—-
0.05—-
0.00—-
-0.05—-
-0.10—-

-0.154

-0.20 . T . T . T . T . T
350 400 450 500 550 600
A/ nm

Slika 4.16. Spektralni eigenvektori 1-3 dobiveni faktorskom analizom titracije na slici 4.15.
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Slika 4.17. Usporedba izmjerenih (A = 437 nm (0), A = 407 nm (©)) i izracunanih (—) vrijednosti
apsorbancije titracije na slici 4.15. Odabrane vrijednosti 4 su maksimumi apsorbancije protonirane i
deprotonirane vrste prema modelu (4.15). Umetak: Usporedba izmjerenih i izraCunanih vrijednosti
apsorbancije titracije na slici 4.15 prema modelu (4.16).

0.020
0.015
0.010
0.005
0.000
< -0.005]
-0.010
-0.0151
-0.020
-0.025-
-0.0304

Slika 4.18. Reziduali apsorbancije titracije na slici 4.15 nakon obrade podataka prema modelu (4.15).

69



0.020 1
0.015
0.010 A

0.005 A

< .
0.000

-0.005

-0.010 4

-0.015 T T T y T

Slika 4.19. Reziduali apsorbancije titracije na slici 4.15 nakon obrade podataka prema modelu (4.16).
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Slika 4.20. Teorijski spektralni specija titracije na slici 4.15 dobivene prema modelu (4.15): protonirana
(—) 1 deprotonirana specija (—). Umetak: Teorijski spektri specija titracije na slici 4.15 dobiveni
prema modelu (4.16): ne-deprotonirana (—), mono-deprotonirana (—) i di-deprotonirana specija

(—).

Obrada podataka prema modelu (4.16) daje nesSto bolje rezultate, Sto se i ocekuje s obzirom na

veci broj stupnjeva slobode. Ipak, standardna devijacija obrade prema modelu (4.16) samo je
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neznatno manja u odnosu na obradu prema modelu (4.15) (¢ = 1,8 x 107 vs. 0 =2,1 x 107).
Reziduali apsorbancije vrlo su sli¢ni za oba modela, a predvideni spektri ne-deprotonirane i
mono-deprotonirane specije prema modelu (4.16) prakticki su jednaki. Nadalje, vrijednost pK,
dobivena modelom (4.15) vrlo je sli¢na vrijednosti pKy, dobivenoj modelom (4.16), dok je
vrijednost pK,; prema modelu (4.16) karakterizirana deset puta ve¢om standardnom
devijacijom od vrijednosti pK,; (o= 0,20 vs. 6 = 0,01). Iz navedenog je moguce zakljuciti kako
prikazano mjerenje sa sigurno$¢u potvrduje smo jednu deprotonaciju Mn(II)TE-2-PyP u

luZznatom podruc¢ju pH, pK, = 11,75 + 0,01, prema modelu (4.15).

4.3.2.2. Disocijacija Mn(Il) TE-3-PyP

Titracija otopine Mn(II)TE-3-PyP takoder je izvedena u atmosferi argona, ali u prisutnosti 10
mM askorbinske kiseline. S obzirom na negativniji standardni redukcijski potencijal
Mn(III)TE-3-PyP nego Mn(III)TE-2-PyP, potpuna redukcija askorbinskom kiselinom nije
postignuta pri vrijednostima pH < 10,5, ¢ak ni u prisutnosti 10 puta veée koncentracije
reducensa nego Mn(III)TE-2-PyP. Opazena spektralna promjena prikazana na slici 4.21 vrlo je
nalik promjeni opisanoj u odjeljku 4.3.2.1. Obradom podataka prema modelu (4.15) dobivena
je vrijednost pK, = 12,04 + 0,03 (rezultati obrade prikazani su na slikama 4.22 do 4.25).
Teorijski spektri pokazuju sli¢nost izmedu vrsta Mn(I)P obaju promatranih spojeva. Valja
takoder primijetiti kako se spektri specija dobiveni elektrokemijskom 1 kemijskom redukcijom

Mn(IIT)TE-3-PyP askorbinskom kiselinom izvrsno podudaraju (slika 4.108).

71
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Slika 4.21. Tipicna titracija 4 uM otopine Mn(III)TE-3-PyP u prisutnosti 10 mM askorbinske kiseline u
2 M NaClO, standardnom 0,2 M otopinom NaOH (¢ = 25 °C, / = 1 cm). Vrijednost pH otopine
mijenjana je od 10,5 do 13,1 (neki spektri nisu prikazani radi preglednosti). Spektri zabiljeZeni u
podrucju pH < 10,5 prikazani su na slici 4.46.

T T T T T T T T T
400 450 500 550 600
A/ nm

Slika 4.22. Spektralni eigenvektori 1-2 dobiveni faktorskom analizom podataka titracije na slici 4.21.
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Slika 4.23. Usporedba izmjerenih (A = 441 nm (©), A = 455 nm (©)) i izracunanih (—) vrijednosti
apsorbancije titracije na slici 4.21. Odabrane vrijednosti 4 su maksimumi apsorbancije protonirane i
deprotonirane vrste prema modelu (4.15).
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Slika 4.24. Reziduali apsorbancije titracije na slici 4.21 nakon obrade podataka prema modelu (4.15).
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Slika 4.25. Teorijski spektri specija titracije na slici 4.21 dobiveni prema modelu (4.15): protonirana
(—) 1 deprotonirana specija (—).

4.3.3. Odredivanje konstanata disocijacije Mn(IV)P spektrofotometrijskim

titracijama

Oksidacija kompleksa Mn(III)P postignuta je dodatkom oktacijanomolibdata(V) kao
ucinkovitog oksidansa (odjeljak 4.4.2), uz izvodenje titracije u inertnoj atmosferi argona. U
otopinama cija je vrijednost pH < 9,7 reducirani oblik kompleksa je toliko stabilan da
eventualna konstanta deprotonacije kompleksa Mn(IV)P u tom podru¢ju pH nije dostupna

titracijama u prisutnosti [Mo(CN)g]*.

4.3.3.1. Disocijacija Mn(1V)TE-2-PyP

Potpuna oksidacija Mn(III)TE-2-PyP u vodenoj otopini pri vrijednostima pH > 9.7 postignuta
je u prisutnosti 0.1 mM [Mo(CN)s]*. Tipi¢na izmjerena spektralna promjena kompleksa
Mn(IV)TE-2-PyP u vodenoj otopini kao posljedica promjene pH prikazana je na slici 4.26.
Faktorska analiza u programu SPECFIT upuduje na dvije relevantne spektralne specije

povezane jednom pK, Obradom podataka prema modelu (4.15) dobivena je vrijednost
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konstante disocijacije pK, = 11,14 £ 0,02 (slike 4.27 do 4.30). S obzirom da u podru¢ju pH >

12,3 nije uocena dalja spektralna promjena, spektri izmjereni u tom podrucju nisu prikazani.

0.35 -
0.30
0.25 1

0.20 1

T T T T T T T T T —
350 400 450 500 550 600
Alnm

Slika 4.26. Tipi¢na titracija 4,6 uM otopine Mn(II)TE-2-PyP u prisutnosti 0,1 mM [Mo(CN)s]* u 2 M
NaClO, standardnom 0,2 M otopinom NaOH (¢ = 25 °C, [ = 1 cm). Vrijednost pH otopine mijenjana je
od 9,7 do 12,3 (neki spektri nisu prikazani radi preglednosti). Spektri zabiljezeni u podruc¢ju pH < 9,7
prikazani su na slici 4.55.

0.20 1

015;
010;
005;
QOOQ

005
0104 \J

T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600
Al nm

Slika 4.27. Spektralni eigenvektori 1-2 dobiveni faktorskom analizom podataka titracije na slici 4.26.
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0.36
0.34
0.32—-
0.30—-
0.28—-
0.26—-
0.24—-
0.22—-

0.20 1

Slika 4.28. Usporedba izmjerenih (1 = 423 nm (©0), 4 = 444 nm (©)) i izracunanih (—) vrijednosti
apsorbancije titracije na slici 4.26. Odabrane vrijednosti 4 su maksimumi apsorbancije protonirane i
deprotonirane vrste prema modelu (4.15).

0.010—-
0.008—-
0.006—-
0.004—-
0.002—-
0.000—-
-0.002—-
-0.004—-
-0.006—-

-0.008 . T . T . T . . .
9.5 10.0 10.5 11.0 115 12.0 125

Slika 4.29. Reziduali apsorbancije titracije na slici 4.26 nakon obrade podataka prema modelu (4.15).
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Slika 4.30. Teorijski spektri specija titracije na slici 4.26 dobiveni prema modelu (4.15): protonirana
(—) 1 deprotonirana specija (—).

4.3.3.2. Disocijacija Mn(1V)TE-3-PyP

Titracija Mn(IV)TE-3-PyP izvedena je u jednakim uvjetima kao titracija u odjeljku 4.3.3.1.
Tipi¢na izmjerena spektralna promjena kompleksa Mn(IV)TE-3-PyP u vodenoj otopini pri
vrijednostima pH > 9,9 prikazana je na slici 4.31. Faktorska analiza u programu SPECFIT
upucuje na dvije relevantne spektralne specije povezane jednom pK, Obradom podataka
prema modelu (4.15) dobivena je vrijednost konstante disocijacije pK, = 11,99 + 0,04 (slike
4.32 do 4.35). Spektri izmjereni podrucju pH > 12,7 nisu prikazani jer nije uoCena dalja

spektralna promjena.
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350 ' 4(I)0 ' 4&I'>O ' 5(I)0 ' 550 ' 660

Alnm
Slika 4.31. Tipi¢na spektralna promjena 4,8 puM otopine Mn(III)TE-3-PyP u prisutnosti 0,1 mM
[Mo(CN)s]> u 2 M NaClOy u titraciji standardnom 0,2 M otopinom NaOH (¢ = 25 °C, [ = 1 cm). pH

otopine mijenjan je od 9,9 do 12,7 (neki spektri nisu prikazani radi preglednosti). Spektri zabiljezeni u
podrucju pH < 9,9 prikazani su na slici 4.56.

0.20+

—1

0.15—-
0.10—-
0.05—- /
0.00—-
-0.05—-

-0.104
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A/ nm

Slika 4.32. Spektralni eigenvektori 1-2 dobiveni faktorskom analizom podataka titracije na slici 4.31.
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0.454
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0.35
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0.104
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Slika 4.33. Usporedba izmjerenih (4 = 425nm (©), 4 = 561 nm (©)) i izraCunanih (—) vrijednosti
apsorbancije titracije na slici 4.31. S obzirom da su maksimumi apsorbancije protonirane i
deprotonirane vrste bliski (425nm i 427 nm), odabrane vrijednosti 4 su maksimum apsorbancije
protonirane vrste i karakteristiCna Q vrpca deprotonirane vrste prema modelu (4.15).

0.020
0.015 A
0.010
0.005
0.000

-0.005

-0.010

Slika 4.34. Reziduali apsorbancije titracije na slici 4.31 nakon obrade podataka prema modelu (4.15).
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Slika 4.35. Teorijski spektri specija titracije na slici 4.31 dobiveni prema modelu (4.15): protonirana
(—) 1 deprotonirana specija (—).

4.3.4. Odredivanje termodinamickih parametara disocijacije Mn(IIDP i

Mn(IV)P spektrofotometrijskim titracijama

Termodinamicki parametri disocijacije Mn(III)P i Mn(IV)P odredeni su titracijama u rasponu
temperatura od 15 do 35 °C. Promjena opazenih konstanata disocijacije prikazana je na tablici
4.1 1 na slikama 4.36 do 4.38. Dobiveni su linearni van't Hoffovi dijagrami (0,947 < R <
0,992) iz ¢ijih su koeficijenata smjera i odsjecaka na ordinati raCunane reakcijske entalpije 1

entropije prema izrazu (3.29). Rezultati obrade podataka prikazani su u odjeljku 4.3.5.
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Tablica 4.1. Konstante disocijacije meso(ortho- 1 meta-N-alkilpiridil) manganoporfirina dobivene
spektrofotometrijskim titracijama u rasponu temperatura od 15 °C do 35 °C, I =2 M (NaClOy).

oksidacijsk t/°C
MnP 1Gacijsko 15 20 25 30 35
stanje
konstanta
pKar 1120 | 11,05 | 10.89 | 10,77 | 10.62
M) +6 £0,02 | £001 | £0,01 | £0,03 | £0,03
MATE2-Pup pKa 11,90 | 11,82 | 11.62 | 1149 | 11.36
y +o +004 | £003 | £002 | £003 | +0,03
pKar 11,40 | 1126 | 11,14 | 1092 | 10,80
Mn(IV
n(v) +o +£0,02 | 004 | £002 | £0,02 | +0,03
pKar 11,82 | 11,68 | 11,57 | 1137 | 11.23
M) +o £0,02 | £004 | £0,03 | £005 | £0,03
pKa 13.00 | 12,80 | 12,70 | 12,50 | 12.40
MnTE-3-PyP . +£0,1 | £0,10 | £009 | £0,10 | £0,10
pKar 12,18 | 12,08 | 11,99 | 11,75 | 11,60
Mn(IV
n(Iv) +o +£004 | 004 | 004 | £003 | 0,03
24+
_25 .
v -26-
=
_27 .
O
'28 T T T T 1
0.0033 0.0034 0.0035
KIT

Slika 4.36. Van’t Hoffov dijagram disocijacije Mn(III)TE-2-PyP u 2 M NaClO4: K, () i Ky (0).
Konstante su definirane u odjeljku 4.3.1.1.
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Slika 4.37. Van’t Hoffov dijagram disocijacije Mn(III)TE-3-PyP u 2 M NaClO4: K,; () i Ky (0).
Konstante su definirane u odjeljku 4.3.1.2.

24 -
25

-26 1

In K

-274

-28
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0.0033 0.0034 0.0035
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Slika 4.38. Van’t Hoffov dijagram disocijacije Mn(IV)P u 2 M NaClO4: Mn(IV)TE-2-PyP (o),
Mn(IV)TE-3-PyP (o). Konstante su definirane u odjeljcima 4.3.3.114.3.3.2.
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4.3.5. Ukupni rezultati odredivanja konstanata disocijacije kompleksa

MnTE-m-PyP (m = 2,3) spektrofotometrijskim titracijama

Ukupni rezultati spektrofotometrijskog odredivanja konstanata disocijacije kompleksa MnTE-
m-PyP (m = 2, 3) prikazanog u odjeljcima 4.3.1 do 4.3.4 prikazani su u tablicama 4.2 1 4.3.
Tablica 4.2 sadrzi pregled konstanata disocijacije i termodinamickih parametara disocijacije
kompleksa MnP, a tablica 4.3 prikazuje spektralne maksimume, Amax, pojedinih specija MnP 1
pripadajuée molarne koeficijente apsorbancije. Za specije (HO)Mn(II)TE-m-PyP>* prikazane
su karakteristike obiju opazenih apsorpcijskih vrpci u Soretovom podrucju, dok je sekundaran
maksimum opazen u Soretovom podru&ju za specije (H,O)(HO)Mn(III)TE-m-PyP*" oznagen

simbolom (sh).

Tablica 4.2. Termodinamicki parametri i konstante disocijacije meso(ortho- i meta-N-alkilpiridil)
manganoporfirina dobiveni spektrofotometrijskim titracijama, / = 2 M (NaClO,). Vrijednosti A,H
iskazane su u kI mol™, a vrijednosti A,Su J K mol™.

.o pKal Aa lH Aa IS pKaZ A aZH Aazs
specija

to +t0 | 0 o +0 | 0
11,75
Mn(I1)TE-2-PyP 0,01 - - - - -
12,04
Mn(II)TE-3-PyP 0,03 - - - - -

10,89 49 | 44 | 11,62 48 -62
+0,01 +1 +3 |£0,02| £3 | £11
11,57 51 | =51 | 12,70 51 =72
+0,03 +3 | £9 | +£0,09| £3 | £11
11,14 52 | =37
Mn(IV)TE-2-PyP +0,02 +3 | £11 i i i
11,99 50 | =59

Mn(IV)TE-3-PyP £0,04 | £6 |£19 ] ) i

Mn(IIT)TE-2-PyP

Mn(III)TE-3-PyP

Tablica 4.3. Spektralne karakteristike razliCitih  specija kompleksa MnP  dobivene
spektrofotometrijskim titracijama pri 25 °C, I = 2 M (NaClOy). Sekundarni maksimum u Soretovom
podruéju oznacen je simbolom (sh).
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specija m=2 m=3
peet Amaxynm | &/10° Mem™ | Zpa/nm | £/10° M'em™
(H,O)Mn(IT)TE-m-PyP*" 437 2,021 441 2,601
4 2 4
e -
(H20):Mn(III) TE-m-PyP>* 455 1,384 462 1,549
435 440
(H,O)(HO)Mn(II) TE-m-PyP** 453 (sh) 0,766 456 () 0,923
(O)(H,O)Mn(IIT) TE-m-PyP>" 443 1,300 446 1,562
(0)(H,O)Mn(IV)TE-m-PyP* 423 0,738 425 0,996
(0)(HO)Mn(IV)TE-m-PyP>" 444 0,755 427 0,849

Udjeli pojedinih specija Mn(IT)P, Mn(IIT)P i Mn(IV)P u ovisnosti o vrijednosti pH otopine

prikazani su na slikama 4.39 do 4.44. Udjeli su oznaceni kao oax, gdje X oznacCava

odgovarajucu speciju, a ra¢unani su prema izrazima (4.17) do (4.19) za specije Mn(III)P, te

izrazima (4.20) 1 (4.21) za specije Mn(I)P i Mn(IV)P.%

Rl

B (1 + K, [H ]+ K K,

o =

K,[H]

HA™

[H ] +K,[H]+K,K,

KalKa2

(IAZ

[H]

(XHA:|:

al

Oyp =

H+]+K

(H° ] +k,[H]+K,K,

al

al

(4.17)

(4.18)

(4.19)

(4.20)

4.21)
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Slika 4.39. Udjeli pojedinih specija Mn(II)TE-2-PyP u ovisnosti o pH otopine.
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HA

Slika 4.40. Udjeli pojedinih specija Mn(III)TE-2-PyP u ovisnosti o pH otopine.
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Slika 4.41. Udjeli pojedinih specija Mn(IV)TE-2-PyP u ovisnosti o pH otopine.
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Slika 4.42. Udjeli pojedinih specija Mn(II)TE-3-PyP u ovisnosti o pH otopine.
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Slika 4.43.

Slika 4.44.

HA 2
1.0 A

0.8
HA
0.6+

0.4+

0.2+

0.0 T T T T T T T T T T T T T 1

Udjeli pojedinih specija Mn(III)TE-3-PyP u ovisnosti o pH otopine.

HA A
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0.6

0.4+
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0.0 T T T T T T T T T 1

pH

Udjeli pojedinih specija Mn(IV)TE-3-PyP u ovisnosti o pH otopine.
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4.4. Elektrokemijska svojstva kompleksa MnTE-m-PyP (m = 2,3)

4.4.1. Redukcija Mn(IIT)P askorbinskom Kiselinom

Formalni  redukcijski  potencijal redoks parova Mn(III)P/Mn(Il)P  odreden je
spektrofotometrijskim titracijama u prisutnosti askorbinske kiseline. Spektralni podaci
pokazuju postupnu redukciju oba kompleksa uz postupni dodatak NaOH otopinama odredenih
pocetnih vrijednosti pH. Poznato je da se oksidacija askorbata, Asc”, odvija u dva odvojena
koraka prikazana jednadzbama (4.22) i (4.23).* U prvom koraku nastaje slobodni radikal,

anion Asc”, koji brzo disproporcionira na askorbatni anion i dehidroaskorbinsku kiselinu.
Asc” 2 Asc” +¢ (4.22)
2Asc” =2 Asc” +D (4.23)

Dehidroaskorbinska kiselina se dalje transformira u kona¢ne produkte relativno sporom, ali
ireverzibilnom reakcijom.”” Stoga su titracije izvedene snimanjem spektara odmah nakon
mijesSanja reaktanata pri odredenoj vrijednosti pH, ¢ime je izbjegnuta ireverzibilna razgradnja
dehidroaskorbinske kiseline i kompleksa Mn(II)P (odjeljak 4.4.7), odnosno zadovoljen uvjet
,reverzibilnosti* reakcije. U svim pokusima koncentracije askorbinske i dehidroaskorbinske
kiseline odrzavane su stalnima dodatkom 0,5 mM fericijanata koji oksidira dio 20 mM

askorbinske kiseline prema reakciji (4.24).
2[Fe(CN), |+ Asc* @ 2[Fe(CN), | + D (4.24)

Konaéne otopine sadrzavale su 19,75 mM askorbat 1 0,25 mM dehidroaskorbinsku kiselinu,
obje u velikom suvisku prema 5 uM otopini odgovaraju¢eg MnP. Tipi¢ne spektralne promjene
opisanih otopina MnTE-2-PyP i MnTE-3-PyP uzrokovane promjenom pH prikazane su na
slikama 4.45 1 4.46.
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Slika 4.45. Tipicna titracija 4,9 uM otopine Mn(II[)TE-2-PyP u prisutnosti 20 mM askorbinske kiseline
i 0.5 mM [Fe(CN)]> u 2 M NaClO, standardnom 0,2 M otopinom NaOH (¢ = 25 °C, [ = 1 cm).
Vrijednost pH otopine je mijenjana od 1,3 do 7,2 (neki spektri nisu prikazani radi preglednosti). Spektri
Mn(II)TE-2-PyP zabiljezeni u podruc¢ju pH > 7,2 prikazani su na slici 4.15.

129 pH=105 T

1.0 1 .

I r T — — T T
400 450 500 550 600
Al nm

Slika 4.46. Tipic¢na titracija 4 uM otopine Mn(III)TE-3-PyP u prisutnosti 20 mM askorbinske kiseline i
0,5 mM [Fe(CN)]> u 2 M NaClO, standardnom 0,2 M otopinom NaOH (¢ = 25 °C, [ = 1 cm).
Vrijednost pH otopine je mijenjana od 7,4 do 10,5 (neki spektri nisu prikazani radi preglednosti).
Spektri Mn(I) TE-3-PyP zabiljezeni u podrucju pH > 10,5 prikazani su na slici 4.21.
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Faktorska analiza daje dvije relevantne apsorbirajuce specije povezane reakcijom (4.25) prema

kojoj je izvedena konstanta ravnoteze Keq. (4.26).
Mn(IIDTE — m — PyP"* = Mn(INTE - m —PyP" ™" + H* (4.25)

B [ Mn(INTE —m —PyP™"" |[H" |
K = [ Mn(IITE - m — PyP" | (4.26)

Podaci prikazani na slikama 4.45 1 4.46 obradeni su prema izrazu (4.27), gdje su Amnp 1
Annamp apsorbancije protoniranih vrsta Mn(II)TE-m-PyP i Mn(III)TE-m-PyP. Rezultati obrade
podataka prikazani su na slikama 4.47 do 4.54.

Ay | H [+, K

_ “Mnamp Mn(IDP > red

A

(4.27)

[H]+K,,

0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
> 005
0.00
0.05
0.10
0.154
0.204

T T T T T T T T T T 1
400 450 500 550 600 650
A/ nm

Slika 4.47. Spektralni eigenvektori 1-2 dobiveni faktorskom analizom podataka titracije na slici 4.45.
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Slika 4.48. Usporedba izmjerenih (A = 455 nm (©), 4 = 437 nm (©)) i izracunanih (—) vrijednosti
apsorbancije titracije na slici 4.45. Odabrane vrijednosti A su maksimumi apsorbancije Mn(III)TE-2-
PyP i Mn(II)TE-2-PyP vrste prema modelu (4.27).
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Slika 4.49. Reziduali apsorbancije titracije na slici 4.45 nakon obrade podataka prema modelu (4.27).
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Slika 4.50. Teorijski spektri specija titracije na slici 4.45 dobiveni prema modelu (4.27): Mn(III)TE-2-
PyP (—) i Mn(ID)TE-2-PyP (—).
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Slika 4.51. Spektralni eigenvektori 1-2 dobiveni faktorskom analizom titracije na slici 4.46.
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Slika 4.52. Usporedba izmjerenih (4 = 462 nm (o), A = 441 nm (o)) i raCunanih (—) vrijednosti
apsorbancije titracije na slici 4.46. Odabrane vrijednosti 4 su maksimumi apsorbancije Mn(III)TE-3-
PyP i Mn(II)TE-3-PyP vrste prema modelu (4.27).
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0.04
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0.00 1
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Slika 4.53. Reziduali apsorbancije titracije na slici 4.46 nakon obrade podataka prema modelu (4.27).
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Slika 4.54. Teorijski spektri specija titracije na slici 4.46 dobiveni prema modelu (4.27): Mn(III)TE-3-
PyP (—) i Mn(ID)TE-3-PyP (—).

U vodenim otopinama askorbinska kiselina moze deprotonirati prema izrazima (4.28) i (4.29)

u kojima su HyAsc, HAsc ™ 1 Asc® askorbinska kiselina, askorbatni monoanion i dianion.
H,Asc &= HAsc'+H" (4.28)
HAsc 22 Asc”+H" (4.29)

Konstante ravnoteze za reakcije (4.28) 1 (4.29) definirane su izrazima (4.30) i (4.31).

~ |:HASC_:||:H+:|

alA = [HzASC]_ (4.30)
_[Asem (1]

A = [HAsc'] (4.31)

Vrijednosti konstanata disocijacije pKaia = 4,21 + 0,03 1 pKaoa = 11,13 £ 0,05 odredene su
potenciometrijskom titracijom 1 mM otopine u 2 M NaClO4 pri 25 °C. Ove vrijednosti dobro

odgovaraju konstantama odredenima u 3 M NaClOy pri 25 °C (pKaia = 4,37 1 pKapa = 1 1,34).71
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Kombiniranjem izraza (4.22), (4.23), (4.30) i (4.31) moguce je izvesti Nernstovu jednadzbu za
redukciju dehidroaskorbinske kiseline (4.32).

, RT . [H,Asc]
ED,zH*/HZAsc - Eg,zH*/HzAsc _Eln [D]ZI:H+ :Iz

(4.32)
Uvrstenjem ukupnih koncentracija askorbinske i dehidroaskorbinske kiseline, [AscCliot 1 [D]iots
u izraz (4.32) dobiva se izraz (4.33).

, Asc
E_ . =E° _0,091 log [ ]t‘)‘ (4.33)

D.H' /H,Asc D,H" /HyAsc 2 (I:H+ :|2 +|:H+}K31A + KalAKaZA )[D]tot

S obzirom da rezultati spektrofotometrijskih titracija obaju kompleksa Mn(III)P iskljucuju
deprotonaciju u podru¢ju pH < 10, a faktorska analiza upuéuje na samo dvije relevantne
apsorbirajue specije, opaZene spektralne promjene mogu se pripisati promjeni formalnog
potencijala oksidacije askorbinske kiseline uslijed promjene pH vrijednosti otopine prema
izrazu (4.33), zbog cega dolazi do promjene ravnoteznih koncentracija protoniranih vrsta
Mn(II)P 1 Mn(IT)P. Iz dobivenih vrijednosti pKieq. = 3,21 £ 0,02 (m = 2) 1 pKred. = 8,84 + 0,04
(m = 3) moguce je odrediti tocke poluredukcije, odnosno vrijednosti pH = pKiq. pri kojoj u
otopinama postoji ekvimolarna smjesa reducirane i oksidirane vrste MnP ([Mn(II)TE-m-PyP] /

[Mn(II)TE-m-PyP] = 1). Iz poznatog formalnog redukcijskog potencijala askorbinske

kiseline, EgH =+390 mV,72 odredenih konstanata disocijacije askorbinske kiseline pK,ia

JH™/H,Asc
1 pKa2a 1 poznatih koncentracija [Asclior = 19,75 mM 1 [D]ior = 0,25 mM pri 25 °C prema izrazu
(4.33) moguce je racunati formalni redukcijski potencijal protoniranih vrsta Mn(II)TE-m-PyP /

Mn(IIDTE-m-PyP, E = E__, pri pH = pKieq. UvrStavanjem vrijednosti pH = pKieq, U

D,H" /H,Asc
izraz (4.33) izradunane su vrijednosti formalnih redukcijskih potencijala £,° = (+145 + 1) mV
(m=2)iE" =(-52+ 1) mV (m = 3). Valja uotiti kako se teorijski spektri specija prikazani na
slikama 4.50 1 4.54 dobro podudaraju sa teorijskim spektrima specija protoniranih vrsta

Mn(III)P i Mn(ID)P (slike 4.9, 4.14, 4.20 i 4.25).
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4.4.2. Oksidacija Mn(IIT)P oktacijanomolibdatom(V)

Pri vrijednostima pH < 10, u prisutnosti oktacijanomolibdata(V) kompleksi MnP u vodenim se
otopinama pojavljuju kao smjese oksidacijskih stanja Mn(III) 1 Mn(IV). Reakcija Mn(III)P s

oktacijanomolibdatom(V) je jednoelektronska oksidacija, prema izrazu (4.34).
5+ \% 3- 6+ v 4—
Mn(IITE —m —PyP** +[Mo" (CN), T~ & Mn(IV)TE —m —PyP** +[Mo" (CN) 1" (4.34)

Postupnim dodatkom standardne otopine NaOH neutralnoj otopini, u prisutnosti 0.1 mM
[Mo"(CN)s]* dolazi do postupne oksidacije kompleksa Mn(IIT)P. Tipi¢ne spektralne promjene
opazene promjenom pH opisanih otopina MnTE-2-PyP i MnTE-3-PyP u prisutnosti

ekvimolarne smjese oktacijanomolibdata(V)/(IV) prikazane su na slikama 4.55 i 4.56.

0.7 l pH=8
06; ﬁ

0.5

0.0

T T T T T T T T T T T - 1
350 400 450 500 550 600

Al nm

Slika 4.55. Tipicna spektralna promjena 5 pM otopine Mn(III)TE-2-PyP u prisutnosti 0,1 mM
[Mo(CN)g]> i 0,1 mM [Mo(CN)s]* u 2 M NaClOj, u titraciji standardnom 0,2 M otopinom NaOH (¢ =
25 °C, [ = 1 cm). Vrijednost pH otopine mijenjana je od 8 do 10 (neki spektri nisu prikazani radi
preglednosti). Spektri zabiljezeni u podrucju pH > 10 prikazani su na slici 4.26.
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Slika 4.56. Tipi¢na titracija 4,8 uM otopine Mn(III)TE-3-PyP u prisutnosti 0,1 mM [Mo(CN)s]* i 0,1
mM [Mo(CN)s]* u 2 M NaClO, standardnom 0,2 M otopinom NaOH (¢ = 25 °C, [ = 1 cm). Vrijednost
pH otopine mijenjana je od 8 do 10 (neki spektri nisu prikazani radi preglednosti). Spektri zabiljezeni u
podrucju pH > 10 prikazani su na slici 4.31.

Faktorska analiza daje dvije relevantne apsorbirajue specije povezane istovremenom

disocijacijom dvaju protona. Formalni redukcijski potencijal oktacijanomolibdata,

E’ ., = +870 mV, odreden je ciklickom voltametrijom u 2 M NaClOy4

[MoV (CN)g ]3' /[MO'V (CN)S]

(odjeljak 4.4.3) 1 nije ovisan o pH u cjelokupnom promatranom podrucju, te su spektralne
promjene pripisane deprotonaciji kompleksa MnP. S obzirom da prethodni rezultati pokazuju
da kompleksi Mn(III)TE-m-PyP samo neznatno disociraju u podrucju pH < 10 (odjeljak 4.3.1),
opazena promjena moze se pripisati dvostrukoj deprotonaciji Mn(IV)P, prema polureakciji

oksidacije (4.35) i izvedenoj konstanti ravnoteze Ky (4.36).

(H,0), Mn(IINTE — m —PyP** &2 (0)(H,0)Mn(IV)TE—m—PyP* + 2H" + ¢~ (4.35)

[(0)(H,0)Mn(IV)TE —m ~PyP* |[H' ]
[(HZO)2 Mn(IINTE — m — PyP5+]

(4.36)

tit

Podaci prikazani na slikama 4.55 1 4.56 obradeni su prema izrazu (4.37), gdje su Amnamp 1
Amnavyp apsorbancije vrsta Mn(III)P 1 Mn(IV)P koje sudjeluju u reakciji. Rezultati obrade
podataka prikazani su na slikama 4.57 do 4.64.
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2
N
A= AMn(III)P |:H :I +AMn(IV)PKtit

(4.37)

(1] K,

T T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600

Al nm

Slika 4.57. Spektralni eigenvektori 1-2 dobiveni faktorskom analizom titracije na slici 4.55.

00— T T

Slika 4.58. Usporedba izmjerenih (4 = 455 nm (©), 4 = 423 nm (©)) i izraCunanih (—) vrijednosti
apsorbancije titracije na slici 4.55. Odabrane vrijednosti A su maksimumi apsorbancije protonirane i
deprotonirane vrste prema modelu (4.37).
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-0.014

-0.02

Slika 4.59. Reziduali apsorbancije titracije na slici 4.55 nakon obrade podataka prema modelu (4.37).

1.4 1
1.2 1
1.0 1
0.8

0.6 1

£/ 10°M* em™

0.4+

0.2+

0.0

T T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600
Al nm

Slika 4.60. Teorijski spektri specija titracije na slici 4.60 dobiveni prema modelu (4.37): Mn(II)TE-2-
PyP (—) i Mn(IV)TE-2-PyP (—).
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Slika 4.61. Spektralni eigenvektori 1-2 dobiveni faktorskom analizom titracije na slici 4.55.

00777 7T T

Slika 4.62. Usporedba izmjerenih (A = 462 nm (o), 4 = 425 nm (©)) i izraCunanih (—) vrijednosti
apsorbancije titracije na slici 4.55. Odabrane vrijednosti 4 su maksimumi apsorbancije protonirane i
deprotonirane vrste prema modelu (4.37).
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Slika 4.63. Reziduali apsorbancije titracije na slici 4.55 nakon obrade podataka prema modelu (4.37).

1.6+
1.4—-
1.2—-
101
0.8—-

0.6 1

£/ 10°M* cm™

0.4+

0.2+

0.0

T T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600
A/ nm

Slika 4.64. Teorijski spektri specija titracije na slici 4.55 dobiveni prema modelu (4.37): Mn(III)TE-3-
PyP (—) i Mn(IV)TE-3-PyP (—).
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Obradom podataka prema modelu (4.37) za komplekse MnTE-m-PyP dobivene su vrijednosti
pKii. = 17,71 £0,02 (m =2) 1 pKyi, = 17,85 £ 0,01 (m = 3). Teorijski spektri relevantnih specija
prikazani na slikama 4.60 1 4.64 dobro se podudaraju s teorijskim spektrima protoniranih vrsta

Mn(III)P i Mn(IV)P na slikama 4.9, 4.14, 4.30 1 4.35.

Ukupna reakcija kompleksa Mn(III)TE-m-PyP u podru¢ju pH < 10 prikazana je jednadzbom

(4.38) 1 izvedenom konstantom ravnoteze Koks, (4.39).

(H,0), Mn(IITE —m~PyP* + [Mo(CN), | &
(0)(H,0)Mn(IV)TE—~m~PyP* + [Mo(CN), |  + 2H* (4.38)

3 [(O) (Hzo) Mn(IV)TE —m — PyP* ] |:[M0 (CN)g T- J [H+ ]2 .
. [(H20)2 Mn(IIDTE —m — PyP5+ J [I:MO (CN)g ]3} (4.39)

Koncentracije [Mo"(CN)s]” i [Mo' (CN)s]* su u velikom suvisku prema koncentraciji MnP i

prakticki su jednake tijekom cijelog pokusa, te su vrijednosti Ko numericki jednake

racunanim vrijednostima K. 1z dobivenih vrijednosti Ky = Kok, moguée je odrediti tocke

poluredukcije Mn(IV)P, odnosno vrijednosti pH = pKqs/2 pri kojoj u otopinama postoji

ekvimolarna smjesa Mn(IV)P 1 Mn(III)P. Pri toj vrijednosti pH, potencijal redukcije Mn(IV)P

prema povratnoj reakciji u izrazu (4.35), jednak je formalnom potencijalu
o

oktacijanomolibdata, tj. EMnaV)p,szMn(m)p = E[MO(CN)ST'/[MO(CN)ST' . Formalni potencijal redukcije

Mn(IV)P pri 25 °C potom je moguce racunati prema izrazu (4.40).

0 oo
EMn(IV)P,zH*/Mn(m)P - E[Mov (CN)}%T- /[Mow (CN)sT' + 0’ 059 pKoks (4-40)
Uvritavanjem poznatih vrijednosti Kos i E° . U izraz (4.40) izraCunane su

[MoV (CN)g ]3' /[MO'V (CN)S]

vrijednosti formalnog potencijala za redukciju (O)(H,0)Mn(IV)TE-m-PyP*", E”

Mn(IV)P,2H" /Mn(II)P

=(+1911+ 1)mV (m=2)i E°

Mn(IV)P,2H* /Mn(III)P

= (+1916 + 1) mV (m = 3).
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4.4.3. Termodinamika oksidacije Mn(IIT)P oktacijanomolibdatom(V)

Termodinamicki parametri oksidacije kompleksa Mn(IIT)P oktacijanomolibdatom(V) dobiveni
su mjerenjem temperaturne ovisnosti Kys, definirane izrazom (4.39), u rasponu od 15 do 35
°C. Prije odredivanja termodinamickih parametara oksidacije Mn(III)P oktacijanomolibdatom,
ciklickom voltametrijom je odredena temperaturna ovisnost formalnog potencijala redukcije
[Mo" (CN)S]% +e 2[Mo" (CN)8]47. Izmjereni ciklicki voltamogrami 1 mM otopine
[Mo"Y(CN)s]* u2 M NaClO4 u rasponu temperatura od 15 do 45 °C prikazani su na slici 4.65.
Karakteristicne vrijednosti katodnog i anodnog strujnog vrha, E. 1 Ep,, dobivene su direktno
upotrebom elektrokemijskog softvera CHI koriStenog pri mjerenju, te su prema njima

racunane vrijednosti poluvalnog potencijala, £, prema izrazu (3.56).

—15°C
——20°C
37 ——25°C
1 ——30°C
2 ——35°C
] ——40°C
1. ——45°C
< 01
‘.ro ]
g
24
-34
-4 T T T T T T T T T T T T
0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3

E/V vs. SCE

Slika 4.65. Cikli¢ki voltamogrami 1 mM otopine [Mo' (CN)s]* u 2 M NaClO,4 u rasponu temperatura
od 15 do 45 °C. Voltamogrami nisu korigirani za baznu liniju elektrolita.

Poluvalni potencijal raCunan je prema zasi¢enoj kalomelovoj elektrodi (SCE) poznate
temperaturne ovisnosti potencijala prema SHE, Escg.”” Poluvalni potencijal i formalni
potencijal povezani su izrazom (4.41),”* gdje su Do i Dr difuzijski koeficijenti oksidirane i

reducirane vrste, odnosno [Mo"(CN)s]*" i [Mo'(CN)s]*.
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1/2
E, ="+, [&) (4.41)
2F

1/2
R

S obzirom da nije vjerojatna znacajna razlika difuzijskih koeficijenata reduciranog 1
oksidiranog oblika oktacijanomolibdata (odnosno vrijedi Do =~ Dy i E1, = E), iz poznatih

vrijednosti  Escg 1 El/z[Mo(CN)g]“'/[MO(CN)S]"" moguce je odrediti temperaturnu ovisnost

0'

. . prema SHE. Rezultati dobiveni ciklickom voltametrijom otopine
[Mo(CN), /[ Mo(CN), |

[Mo"Y(CN)g]* prikazani su u tablici 4.44 i na slici 4.66.

Tablica 4.4. Temperaturna ovisnost formalnog potencijala za redukciju oktacijanomolibdata(V), / = 2
M (NaClO,). E” je izrazen u V prema SHE.

t/°C T/K Epa!V | Epe/V | Eip/V |Esce/ V| E'/V
15 288,15 0,717 | 0,580 | 0,649 | 0242 | 0,891
20 293,15 0,717 | 0,574 | 0,646 | 0239 | 0,884
25 298,15 0,703 | 0,566 | 0,635 | 0,235 | 0,870
30 303,15 0,697 | 0,563 | 0,630 | 0,232 | 0,862
35 308,15 0,684 | 0552 | 0,618 | 0,228 | 0,846
40 313,15 0,671 | 0,538 | 0,605 | 0,225 | 0,829
45 318,15 0,655 | 0,536 | 0,596 | 0221 | 0817
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Slika 4.66. Temperaturna ovisnost formalnog potencijala za redukciju oktacijanomolibdata(V),
[[Mo"(CN)s]*1=1 mM, I =2 M (NaClO,).

o T moguée je izracunati AS’

. ) Y
Iz nagiba pravca ovisnosti E N o), T Totolc), T

[Mo(CN), ] /[Mo(CN) ]”
= (245 + 12) J K" mol™ prema izrazu (4.42), u kojem je AE”/AT nagib pravca na slici 4.66, te

potom AH[OILAO(CN) T [we(cn), T = (-157 + 4) kJ mol™! prema izrazu (4.43).8

o
AS® = AL (4.42)
AT
AH® = —nFE” + TAS® (4.43)
Naposljetku, iz poznatih vrijednosti E° . 1 vrijednosti Kos dobivenih

[Mo(CN), /[ Mo(CN), |
titracijama nalik onima iz odjeljka 4.4.2 pri razli¢itim temperaturama i koncentracijama
[Mo¥(CN)s]™ i [Mo"V(CN)g]*, moguée je prikazati temperaturnu ovisnost formalnog

potencijala za redukciju Mn(IV)P, E° prema povratnoj reakciji iz izraza (4.35).

Mn(IV)P,2H" /Mn(Il)P °
Rezultati odredivanja termodinamickih parametara oksidacije kompleksa Mn(IIT)P

oktacijanomolibdatom(V) prikazani su u tablici 4.5 1 na slikama 4.67 1 4.68.
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Tablica 4.5. Temperaturna ovisnost formalnog potencijala oksidacije kompleksa Mn(III)P oktacijano-
molibdatom(V), /=2 M (NaClO,). Vrijednosti potencijala izraZene su u voltima prema SHE.

t/°C
MnP 15 20 25 30 35
parametar
PKoks 18,02 18,25 17,65 17,8 17,82
t0 +0,01 +0,01 +0,02 | £0,01 +0,01

[MoV(CN)J*]/mM | 0,07 | 0,04 | 0,09 | 006 | 005

MnTE-2-PyP | [[Mo"(CN)s]*]/mM | 0,13 0,15 0,10 0,13 0,14

E[Mo<CN)RT'/[Mo<CN)RT'/V 0,876 | 0,851 | 0867 | 0841 | 0,819

"
Eavparamane! V| 1,906 | 1912 | 1,911 | 1912 | 1,908

PKoks 18,21 17,50 17,85 17,96 17,96
+0 +0,01 | £0,01 | £0,01 | £0,01 | £0,01

[[MoV(CN)J'1/mM | 0,05 0,12 | 0,08 | 0,05 0,05

MnTE-3-PyP | [[Mo™(CN)J*]/mM | 0,14 | 008 | 0,12 | 0,14 | 0,15

E[MO(CN)ST-/[MO(CN)J-/V 0,867 | 0,895 | 0.860 | 0837 | 0,817

o

Ey ovpoamane’ V| 1,908 | 1913 | 1916 | 1,918 | 1915

1.94 -

1.93

1.92 1

1.91 4

1.90

Mn(IV)P,2H Mn(lll)P 'V vs. SHE
O
O
O

o = 1.894
L

1.88 T T T T T T T T T 1
285 290 295 300 305 310
T/K

Slika 4.67. Temperaturna ovisnost formalnog potencijala £ 1=2M (NaClO,), MnP =

Mn(IV)P,2H" /Mn(III)P °
MnTE-2-PyP.
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Slika 4.68. Temperaturna ovisnost formalnog potencijala E 1=2M (NaClOy), MnP =

Mn(IV)P,2H"* /Mn(IID)P °
MnTE-3-PyP.

, .. o . 0
o T mogucée je izraCunati AS e PTEMA

. . .0
1z nagiba pravca ovisnosti £ Mn(V)P 2H"

Mn(IV)P,2H" /Mn(II))P

izrazu (4.42), u kojem je AE"/AT nagib pravca na slikama 4.67 i 4.68, te potom

0

Mn(V)P2H" e PTEMA izrazu (4.43). Rezultati su prikazani u tablici 4.6.

Tablica 4.6. Termodinamicki parametri oksidacije Mn(II[)P oktacijanomolibdatom(V), / = 2 M
(NaClQ,). Vrijednosti su ratunane iz formalnih potencijala izrazenih prema SHE.

"+ "+
MnP AR o Asi °/
kJ mol J K" mol
MnTE-2-PyP -182+5 8+ 18
MnTE-3-PyP —174+5 37+16

. , . .. . .. 44 0 _
Nadalje, pomocu poznatih vrijednosti apsolutnog potencijala SHE, o, (abs) =

(4,44+0,02) V i apsolutne entropije standardne jednoelektronske redukcije H',” A ' rS;*/Hz -

2

85,2 J K" mol™, moguée je ratunati E’ (abs) prema izrazu (4.44) koji obuhvaca i

Mn(IV)P,2H* /Mn(III)P

temperaturnu korekciju apsolutnog potencijala.
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Al,,S *H* /H,
E’ (abs)= E” +4,44+ (1 - 25°C)2T (4.44)

Mn(IV)P,2H* /Mn(II)P Mn(IV)P,2H"* /Mn(II)P

Dobivene vrijednosti apsolutnog formalnog potencijala oksidacije kompleksa Mn(III)P

oktacijanomolibdatom(V) prikazane su u tablici 4.7.

Iz nagiba pravca ovisnosti E’

L e ey . 0
VR — (abs) o T moguce je izraGunati AS

Mn(IV)P,2H" /Mn(III)P

(abs) prema izrazu (4.42), u kojem je AE”/AT nagib pravca na slikama 4.69 i 4.70, te potom

0

Ma(IV)P2H" Ma(II)P (abs) prema izrazu (4.43). Rezultati su prikazani u tablici 4.8.

Tablica 4.7. Apsolutni formalni potencijal oksidacije kompleksa Mn(III)P oktacijanomolibdatom(V), /
=2 M (NaClO,).

0
t/°C Mn(IV)P,2H " /Mn(II)P (abs) / V

MnTE-2-PyP MnTE-3-PyP
15 6,345 6,347
20 6,348 6,348
25 6,350 6,355
30 6,349 6,354
35 6,350 6,357

Tablica 4.8. Apsolutni  termodinamicki  parametri  oksidacije = kompleksa ~ Mn(III)P
oktacijanomolibdatom(V), I = 2 M (NaClO,). Vrijednosti su racunane iz apsolutnih formalnih
potencijala.

' + ' +
MaP AH" (abs) *o / AS® (z:bs) N /
kJ mol J K mol
MnTE-2-PyP —606 +2 21+7
MnTE-3-PyP —598 + 4 50+ 12
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Slika 4.69. Temperaturna ovisnost apsolutnog formalnog potencijala E°

(NaClO;), MnP = MnTE-2-PyP.
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Mn(IV)P,2H* /Mn(III)P
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Slika 4.70. Temperaturna ovisnost apsolutnog formalnog potencijala E°

(NaClO,), MnP = MnTE-3-PyP.
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Mn(IV)P,2H" /Mn(II))P

(abs), I=2 M

(abs), I=2 M
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4.4.4. Odredivanje  elektrokemijskih  parametara redoks parova

Mn(IIT)P/Mn(II)P i Mn(IV)P/Mn(III)P ciklickom voltametrijom

Elektrokemijskim istrazivanjem svojstava vodene otopine kompleksa Mn(III)P pri razli¢itim
kiselostima 1 brzinama promjene potencijala v, dobiveni su cikli¢ki voltamogrami na kojima je
moguce uociti dva elektronska prijelaza. OpaZeni elektronski prijelazi mogu se pripisati redoks
parovima srediSnjeg iona mangana Mn(III)/Mn(Il) i Mn(IV)/Mn(Ill). U neutralnim i1 blago
luznatim otopinama, na ciklickim voltamogramima MnTE-2-PyP i MnTE-3-PyP je moguce
uociti samo jedan par strujnih vrhova, pripisan redoks prijelazu Mn(III)P/Mn(I1)P (slike 4.71 1
4.72). U luznatim otopinama (pH > 10), mogucée je uociti jo§ jedan par strujnih vrhova
pomaknut prema pozitivnijim potencijalima, pripisan redoks prijelazu Mn(IV)P/Mn(III)P
(slike 4.73 1 4.74).

. . D L 12
Ovisnost jakosti vrSne struje, ip, 0 v

(slike 4.71 do 4.74) jasno pokazuje odstupanje od
vrijednosti dobivenih jednadzbom (3.55). Medusobna udaljenost potencijala katodnog i
anodnog strujnog vrha, AE, = | Epe - Epa | , povecava se s porastom v, §to takoder upucuje na
zakljucak da je rije¢ o kvazireverzibilnim elektronskim prijelazima. U tablicama 4.9 do 4.12.
prikazani su parametri zabiljeZenih ciklickih voltamograma: Eyc, Epa, ipe, Ipas E12, AEp, W, 1
koapp,. Vrijednosti kinetickog parametra y, definiranog jednadzbom (3.59), dobivene su iz
izmjerenih vrijednosti AE, prema polinomnom modelu objavljene ovisnosti AE, o log w,

prikazane na slici 4.75.

Dodatna analiza podataka dobivenih ciklickom voltametrijom nacinjena je simulacijom
krivulja u programu DigiElch. Rezultati elektrokemijskih simulacija prikazani su na slikama

4.76 do 4.89 1 u tablicama 4.13 1 4.14.
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Slika 4.71. Ciklicki voltamogram 0,65 mM otopine MnTE(III)-2-PyP, pH
=17,5, [NaH,PO4] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M, v=0,1 Vs, r=25°C.
Umetak: Ovisnost |iy| o v'? za elektronski prijelaz Mn(IIT)/ Mn(II): ipe (0),
ipa (A), Randles-Sevéikova jednadzba (3.55) za reverzibilni elektronski
prijelaz (—), jednadzba (3.58) za ireverzibilni elektronski prijelaz, o = 0,5

(—).
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Slika 4.72. Ciklicki voltamogram 0,52 mM otopine MnTE(III)-2-PyP, pH
= 11,3, [CAPS] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M, v=0.1 Vs, =25 °C.
Umetak: Ovisnost |iy| o v'? za elektronski prijelaz Mn(IIT)/ Mn(II): ipe (0),
ipa (A), Randles-Sevéikova jednadzba (3.55) za reverzibilni elektronski
prijelaz (—), jednadZba (3.58) za ireverzibilni elektronski prijelaz, o = 0,4

(—).
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Slika 4.73. Ciklicki voltamogram 0,65 mM otopine MnTE(IIl)-2-PyP, pH = 7,5, [NaH,PO,] = 50 mM,
[NaCl]=0,1 M, v=0,1 Vs', t=25°C. Umetak lijevo: Ovisnost lip| 0 v!? za elektronski prijelaz
Mn(IV)/ Mn(I1I): 7, (©), ipa (A), Randles-Sevéikova jednadzba (3.55) za reverzibilni elektronski
prijelaz (—), jednadZba za ireverzibilni elektronski prijelaz (3.58), o = 0,3 (—).Umetak desno:
Ovisnost [i,| 0 v'? za elektronski prijelaz Mn(IIT)/ Mn(II): ipc (©), ipa (A), Randles-Sevéikova jednadzba
(3.55) za reverzibilni elektronski prijelaz (—), jednadzba (3.58) za ireverzibilni elektronski prijelaz, a

= 0,3 (—).
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Slika 4.74. Ciklicki voltamogram 0,52 mM otopine MnTE(IIl)-2-PyP, pH = 11,3, [CAPS] = 50 mM,
[NaCl]=0,1 M, v=0,1 Vs, t=25°C. Umetak lijevo: Ovisnost |ip] 0 v'"? za elektronski prijelaz
Mn(IV)/ Mn(I1I): i, (©), ipa (A), Randles-Sevéikova jednadzba (3.55) za reverzibilni elektronski
prijelaz (—), jednadzba za ireverzibilni elektronski prijelaz (3.58), a = 0,2 (—).Umetak desno:
Ovisnost |ip| 0 v! za elektronski prijelaz Mn(IIT)/ Mn(II): ipc (0), Ipa (A), Randles-Sevéikova jednadzba
(3.55) za reverzibilni elektronski prijelaz (—), jednadzba (3.58) za ireverzibilni elektronski prijelaz, o
=03 (—).
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Slika 4.75. Ovisnost AE,, o log y (©) i polinomni model (—) prema jednadzbi AE, = -21,358 (log w)
+ 52,932 (log w)* — 53,849 log v + 83,97, R* = 0,9999.
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Tablica 4.9. Elektrokemijski parametri elektronskog prijelaza Mn(I11)/Mn(II) dobiveni ciklickom voltametrijom otopina MnTE-2-PyP.

0

otopina vIVsty vs.ip;//AgCl Y vs.i);/;gCl halBA |y vs.li/gz//AgCl AEIV| ¥ 10"€2 :);i/s" Foc/ipa
0,05 20,070 3,94 20,004 13,58 20,037 0,066 | 403 | 161 | 1,10

0,10 20,071 5,51 0,000 5,01 20,036 0071 | 2,18 | 123 | 1,10

0,20 20,072 7,73 0,002 7,04 20,035 0074 | 1,72 | 137 | 110

0,30 20,075 9,38 0,000 18,59 20,038 0075 | 1,61 | 157 | 1,09

pH=7,5 0,50 20,075 11,99 0,003 110,96 20,036 0,078 | 1,34 | 169 | 1,09
0,75 20,073 14,57 0,005 113,29 20,034 0,078 | 1,34 | 207 | 1,10

[MnP]=0,65mM | 1,00 20,078 16,62 0,008 15,25 20,035 0,086 | 0,92 | 164 | 1,09
1,50 20,080 20,21 0,008 118,37 20,036 0,088 | 0,85 | 186 | 1,10

2,00 20,082 23,39 0,008 21,01 20,037 0,09 | 0,79 | 200 | L1l

3,00 20,081 28,02 0,016 25,12 20,033 0,097 | 0,63 | 195 | 112

5,00 20,088 35,74 0,024 230,59 20,032 0112 | 043 | 171 | 117

0,05 20,066 3,91 0,000 33,62 20,033 0,066 | 403 | 161 | 1,08

0,10 20,070 5,53 0,001 5,12 20,035 0,071 | 2,18 | 123 | 1,08

0,20 20,069 7,76 0,002 7,22 20,034 0,071 | 2,18 | 174 | 1,07

0,30 20,072 9,48 0,002 18,83 20,035 0,074 | 1,72 | 168 | 1,07

pH =89 0,50 20,072 12,12 0,006 11,38 20,033 0,078 | 1,34 | 169 | 1,07
0,75 20,072 14,87 0,008 13,92 20,032 0,080 | 1,20 | 186 | 1,07

[MnP]=0,65mM | 1,00 20,071 17,12 0,008 116,05 20,032 0079 | 127 | 226 | 1,07
1,50 20,075 20,86 0,011 119,65 20,032 0,086 | 0,92 | 201 | 1,06

2,00 20,078 24,17 0,012 222,66 20,033 0,09 | 0,79 | 200 | 1,07

3,00 20,078 29,49 0,017 27,55 20,031 0,095 | 0,67 | 207 | 1,07

5,00 20,079 37,58 0,021 34,71 20,029 0,100 | 0,58 | 231 | 1,08
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0,05 -0,053 3,00 0,007 -3,02 -0,023 0,060 - - 0,99

0,10 -0,053 4,21 0,008 -4,29 -0,023 0,061 - - 0,98

0,20 -0,054 5,90 0,008 -6,12 -0,023 0,062 - - 0,96

0,30 -0,057 7,22 0,008 -7,52 -0,025 0,065 | 4,82 4,71 0,96

pH =10,0 0,50 -0,059 9,29 0,013 -9,81 -0,023 0,072 | 2,00 2,53 0,95
0,75 -0,058 11,39 0,012 -12,17 -0,023 0,070 | 2,40 3,71 0,94

[MnP] = 0,53 mM 1,00 -0,059 13,17 0,016 -14,13 -0,022 0,075 | 1,61 2,86 0,93
1,50 -0,058 16,12 0,016 -17,48 -0,021 0,074 | 1,72 3,76 0,92

2,00 -0,062 18,73 0,019 -20,50 -0,022 0,081 | 1,15 2,89 0,91

3,00 -0,063 23,13 0,021 -25,13 -0,021 0,084 | 1,00 3,09 0,92

5,00 -0,068 30,29 0,028 -32,75 -0,020 0,096 | 0,65 2,60 0,92

0,05 -0,136 2,63 -0,068 -2,85 -0,102 0,068 | 3,01 1,20 0,92

0,10 -0,137 3,59 -0,065 -3,98 -0,101 0,072 | 2,00 1,13 0,90

0,20 -0,137 4,88 -0,065 -5,63 -0,101 0,072 | 2,00 1,60 0,87

0,30 -0,141 5,83 -0,064 -6,85 -0,103 0,077 | 1,42 1,38 0,85

pH=11,3 0,50 -0,139 7,21 -0,057 -8,82 -0,098 0,082 | 1,09 1,38 0,82
0,75 -0,140 8,48 -0,052 -10,64 -0,096 0,088 | 0,85 1,32 0,80

[MnP] =0, 52 mM 1,00 -0,144 9,57 -0,054 -12,33 -0,099 0,090 | 0,79 1,41 0,78
1,50 -0,142 11,27 -0,050 -14,97 -0,096 0,092 | 0,74 1,62 0,75

2,00 -0,147 12,59 -0,048 -17,10 -0,098 0,099 | 0,60 1,50 0,74

3,00 -0,147 14,75 -0,041 -20,59 -0,094 0,106 | 0,49 1,53 0,72

5,00 -0,148 17,99 -0,032 -25,58 -0,090 0,116 | 0,39 1,56 0,70
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0,05 -0,217 2,59 -0,135 -3,13 -0,176 0,082 | 1,09 0,44 0,83

0,10 -0,223 3,43 -0,131 -4,36 -0,177 0,092 | 0,74 0,42 0,79

0,20 -0,229 4,47 -0,129 -5,96 -0,179 0,100 | 0,58 0,46 0,75

0,30 -0,229 5,17 -0,124 -7,14 -0,177 0,105 | 0,51 0,50 0,72

pH=12,1 0,50 -0,235 6,16 -0,119 -8,90 -0,177 0,116 | 0,39 0,49 0,69
0,75 -0,239 7,01 -0,113 -10,53 -0,176 0,126 | 0,32 0,50 0,67

[MnP] = 0,55 mM 1,00 -0,242 7,68 -0,108 -11,89 -0,175 0,134 | 0,28 0,49 0,65
1,50 -0,246 8,63 -0,103 -13,95 -0,175 0,143 | 0,24 0,52 0,62

2,00 -0,250 9,16 -0,098 -15,54 -0,174 0,152 | 0,21 0,52 0,59

3,00 -0,257 9,58 -0,092 -17,91 -0,175 0,165 | 0,17 0,54 0,53

5,00 -0,265 11,65 -0,080 -21,62 -0,173 0,185 | 0,13 0,54 0,54

0,05 -0,284 2,11 -0,172 -2,64 -0,228 0,112 | 0,43 0,17 0,80

0,10 -0,290 2,75 -0,167 -3,55 -0,229 0,123 | 0,34 0,19 0,78

0,20 -0,306 3,55 -0,157 -4,59 -0,232 0,149 | 0,22 0,17 0,77

0,30 -0,309 4,06 -0,153 -5,29 -0,231 0,156 | 0,20 0,19 0,77

pH=13,0 0,50 -0,320 4,84 -0,144 -6,28 -0,232 0,176 | 0,15 0,19 0,77
0,75 -0,327 5,03 -0,136 -7,08 -0,232 0,191 | 0,13 0,19 0,71

[MnP] = 0,52 mM 1,00 -0,345 5,53 -0,128 -7,63 -0,237 0,217 | 0,10 0,17 0,73
1,50 -0,360 6,33 -0,120 -8,51 -0,240 0,240 | 0,08 0,17 0,74

2,00 -0,371 6,57 -0,113 -9,02 -0,242 0,258 | 0,07 0,16 0,73

3,00 -0,371 7,05 -0,103 -9,74 -0,237 0,268 | 0,06 0,19 0,72

5,00 -0,403 8,74 -0,080 -10,30 -0,242 0,323 | 0,04 0,16 0,85
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Tablica 4.10. Elektrokemijski parametri elektronskog prijelaza Mn(IV)/Mn(IIl) dobiveni ciklickom voltametrijom otopina MnTE-2-PyP.

0
otopina vIVsty vs.ip;//AgCl Y vs.i);/;gCl i/ HA vs.iig//AgCl AETV ] v 10,'62 acp;i/s'l foc/ipa
0,05 0,343 2,58 0,438 -2,90 0,391 0,095 | 0,67 0,29 0,89
0,10 0,341 3,44 0,445 -3,96 0,393 0,104 | 0,52 0,32 0,87
0,20 0,338 4,51 0,455 -5,38 0,397 0,117 | 0,38 0,34 0,84
0,30 0,333 5,18 0,464 -6,37 0,399 0,131 | 0,29 0,31 0,81
pH =10,0 0,50 0,331 6,09 0,473 -7,83 0,402 0,142 | 0,24 0,34 0,78
0,75 0,326 6,73 0,479 9,20 0,403 0,153 | 0,21 0,35 0,73
[MnP] = 0,53 mM 1,00 0,322 7,22 0,489 -10,31 0,406 0,167 | 0,17 0,33 0,70
1,50 0,321 7,69 0,498 -12,14 0,410 0,177 | 0,15 0,36 0,63
2,00 0,313 7,88 0,509 -13,54 0,411 0,196 | 0,12 0,33 0,58
3,00 0,307 7,49 0,526 -15,85 0,417 0,219 | 0,09 0,32 0,47
5,00 0,299 6,61 0,549 -19,28 0,424 0,250 | 0,07 0,31 0,34
0,05 0,248 2,90 0,316 3,01 0,282 0,068 | 3,01 1,32 0,96
0,10 0,248 4,00 0,316 -4,26 0,282 0,068 | 3,01 1,87 0,94
0,20 0,247 5,52 0,319 -6,01 0,283 0,072 | 2,00 1,76 0,92
0,30 0,249 6,65 0,32 -7,42 0,285 0,071 | 2,18 2,35 0,90
pH=11,3 0,50 0,241 8,28 0,323 9,62 0,282 0,082 | 1,09 1,52 0,86
0,75 0,244 9,94 0,325 -11,83 0,285 0,081 | 1,15 1,95 0,84
[MnP] =0, 52 mM 1,00 0,244 11,21 0,326 -13,74 0,285 0,082 | 1,09 2,15 0,82
1,50 0,238 13,12 0,328 -16,81 0,283 0,090 | 0,79 1,90 0,78
2,00 0,239 14,87 0,332 -19,40 0,286 0,093 | 0,72 1,99 0,77
3,00 0,237 17,33 0,34 23,77 0,289 0,103 | 0,53 1,82 0,73
5,00 0,235 20,59 0,348 -30,50 0,292 0,113 | 0,42 1,84 0,68
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0,05 0,199 3,12 0,266 -3,28 0,233 0,067 | 3,45 1,51 0,95

0,10 0,196 4,29 0,267 -4,63 0,232 0,071 | 2,18 1,36 0,93

0,20 0,196 5,89 0,27 -6,52 0,233 0,074 | 1,72 1,51 0,90

0,30 0,197 7,05 0,271 -7,98 0,234 0,074 | 1,72 1,85 0,88

pH=12,1 0,50 0,195 8,81 0,271 -10,29 0,233 0,076 | 1,51 2,09 0,86
[MnP] = 0,55 mM 0,75 0,195 10,49 0,277 -12,62 0,236 0,082 | 1,09 1,86 0,83
1,00 0,193 11,78 0,277 -14,52 0,235 0,084 | 1,00 1,96 0,81

1,50 0,189 13,78 0,281 -17,66 0,235 0,092 | 0,74 1,78 0,78

2,00 0,188 15,48 0,286 -20,40 0,237 0,098 | 0,61 1,70 0,76

3,00 0,181 17,71 0,288 -24,90 0,235 0,107 | 0,48 1,64 0,71

5,00 0,175 20,58 0,299 -31,48 0,237 0,124 | 0,33 1,46 0,65

0,05 0,148 2,76 0,22 -2,98 0,184 0,072 | 2,00 0,88 0,93

0,10 0,146 3,75 0,224 -4,15 0,185 0,078 | 1,34 0,83 0,90

0,20 0,142 5,09 0,224 -5,84 0,183 0,082 | 1,09 0,96 0,87

0,30 0,142 6,04 0,227 -7,09 0,185 0,085 | 0,96 1,03 0,85

pH=13,0 0,50 0,140 7,46 0,233 -9,05 0,187 0,093 | 0,72 0,99 0,82
0,75 0,139 8,77 0,232 -11,00 0,186 0,093 | 0,72 1,22 0,80

[MnP] = 0,52 mM 1,00 0,136 9,78 0,233 -12,58 0,185 0,097 | 0,63 1,24 0,78
1,50 0,132 11,22 0,236 -15,24 0,184 0,104 | 0,52 1,25 0,74

2,00 0,128 12,44 0,242 -17,35 0,185 0,114 | 0,41 1,14 0,72

3,00 0,123 13,82 0,244 -20,91 0,184 0,121 | 0,35 1,20 0,66

5,00 0,120 15,99 0,256 -26,24 0,188 0,136 | 0,27 1,18 0,61
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Tablica 4.11. Elektrokemijski parametri elektronskog prijelaza Mn(III)/Mn(II) dobiveni ciklickom voltametrijom otopina MnTE-3-PyP.

0

otopina vIVstly vs.ip;//AgCl Y vs.i);/;gCl i/ HA vs.iig//AgCl AETV ] v 10,'62 t’;/s'l foc/ipa
0,05 20,249 3,88 20,170 3,77 20,210 0079 | 1,27 | 0,67 | 1,03

0,10 20,251 5,26 20,166 5,24 20,209 0,085 | 0,96 | 0,72 | 1,00

0,20 20,255 7,17 20,160 7,24 20,208 0,095 | 0,67 | 0,71 | 0,99

0,30 20,257 8,58 20,158 8,72 20,208 0,09 | 0,60 | 0,77 | 098

pH=7.5 0,50 20,259 10,69 20,152 110,84 20,206 0,107 | 0,48 | 081 | 099
0,75 20,265 12,68 20,147 12,81 20,206 0,118 | 038 | 0,77 | 0,99

[MnP]=0,54mM | 1,00 20,265 14,30 20,145 114,38 20,205 0,120 | 0,36 | 0,86 | 099
1,50 20,270 16,90 20,138 116,65 20,204 0,132 | 029 | 083 | 1,02

2,00 20,273 19,04 20,134 118,47 20,204 0,139 | 025 | 086 | 1,03

3,00 20,281 22,49 20,126 220,93 20,204 0,155 | 020 | 082 | 1,07

5,00 20,288 27,38 20,110 123,39 20,199 0,178 | 0,15 | 0,78 | 1,17

0,05 20,242 3,68 20,167 3,82 20,205 0,075 | 1,61 | 085 | 096

0,10 20,242 5,09 20,163 5,32 20,203 0,079 | 1,27 | 095 | 096

0,20 20,244 7,01 20,158 741 20,201 0,086 | 092 | 098 | 0,95

0,30 20,249 8,42 20,153 8,96 20,201 0,09 | 0,65 | 085 | 094

pH=9,1 0,50 20,250 10,60 20,150 11,29 20,200 0,100 | 0,58 | 097 | 094
0,75 20,252 12,72 20,145 113,46 20,199 0,107 | 048 | 0,99 | 095

[MnP]=0,53mM | 1,00 20,257 14,51 20,139 115,07 20,198 0,118 | 038 | 0,89 | 096
1,50 20,257 17,51 20,134 717,80 20,196 0,123 | 034 | 099 | 098

2,00 20,258 19,93 20,126 119,65 20,192 0,132 | 029 | 096 | 1,01

3,00 20,263 24,09 20,117 222,36 20,190 0,146 | 0,23 | 094 | 1,08

5,00 20,273 30,72 20,108 26,17 20,191 0,165 | 0,17 | 092 | 1,17
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0,05 -0,226 3,92 -0,151 -3,79 -0,189 0,075 | 1,61 0,85 1,03

0,10 -0,226 5,35 -0,147 -5,19 -0,187 0,079 | 1,27 0,95 1,03

0,20 -0,232 7,46 -0,144 -7,36 -0,188 0,088 | 0,85 0,90 1,01

0,30 -0,232 9,05 -0,141 -8,87 -0,187 0,091 | 0,77 0,99 1,02

pH=104 0,50 -0,233 11,60 -0,134 -11,18 -0,184 0,099 | 0,60 1,00 1,04
0,75 -0,239 14,07 -0,129 -13,29 -0,184 0,110 | 0,45 0,92 1,06

[MnP] = 0,52 mM 1,00 -0,239 16,25 -0,126 -14,99 -0,183 0,113 | 0,42 0,99 1,08
1,50 -0,244 19,74 -0,119 -17,51 -0,182 0,125 | 0,33 0,95 1,13

2,00 -0,246 22,67 -0,112 -19,36 -0,179 0,134 | 0,28 0,93 1,17

3,00 -0,256 27,50 -0,103 -21,84 -0,180 0,153 | 0,21 0,84 1,26

5,00 -0,264 35,74 -0,091 -24,83 -0,178 0,173 | 0,16 0,83 1,44

0,05 -0,232 3,56 -0,157 -3,74 -0,195 0,075 | 1,61 0,84 0,95

0,10 -0,232 4,92 -0,152 -5,19 -0,192 0,080 | 1,20 0,89 0,95

0,20 -0,237 6,81 -0,149 -7,23 -0,193 0,088 | 0,85 0,89 0,94

0,30 -0,237 8,25 -0,148 -8,69 -0,193 0,089 | 0,82 1,05 0,95

pH=114 0,50 -0,238 10,52 -0,141 -10,94 -0,190 0,097 | 0,63 1,04 0,96
0,75 -0,242 12,69 -0,135 -13,02 -0,189 0,107 | 0,48 0,97 0,97

[MnP] = 0,52 mM 1,00 -0,243 14,56 -0,135 -14,71 -0,189 0,108 | 0,47 1,10 0,99
1,50 -0,248 17,68 -0,126 -17,24 -0,187 0,122 | 0,35 0,99 1,03

2,00 -0,250 20,30 -0,121 -19,37 -0,186 0,129 | 0,30 1,00 1,05

3,00 -0,257 24,66 -0,117 -22,09 -0,187 0,140 | 0,25 1,01 1,12

5,00 -0,263 32,00 -0,103 -25,48 -0,183 0,160 | 0,19 0,97 1,26
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0,05 -0,271 3,26 -0,196 -3,71 -0,234 0,075 | 1,61 0,84 0,88

0,10 -0,272 4,44 -0,193 -5,17 -0,233 0,079 | 1,27 0,93 0,86

0,20 -0,277 6,02 -0,185 -7,23 -0,231 0,092 | 0,74 0,77 0,83

0,30 -0,275 7,17 -0,184 -8,78 -0,230 0,091 | 0,77 0,98 0,82

pH=12,2 0,50 -0,278 8,83 -0,176 -11,14 -0,227 0,102 | 0,55 0,90 0,79
0,75 -0,281 10,57 -0,171 -13,34 -0,226 0,110 | 0,45 0,91 0,79

[MnP] = 0,50 mM 1,00 -0,282 11,93 -0,169 -15,17 -0,226 0,113 | 0,42 0,98 0,79
1,50 -0,282 14,15 -0,160 -18,05 -0,221 0,122 | 0,35 0,99 0,78

2,00 -0,283 16,06 -0,155 -20,40 -0,219 0,128 | 0,31 1,02 0,79

3,00 -0,283 19,22 -0,150 -23,90 -0,217 0,133 | 0,28 1,14 0,80

5,00 -0,290 24,42 -0,135 -28,17 -0,213 0,155 | 0,20 1,04 0,87

0,05 -0,300 1,81 -0,215 -2,18 -0,258 0,085 | 0,96 0,50 0,83

0,10 -0,299 2,42 -0,209 -3,06 -0,254 0,090 | 0,79 0,58 0,79

0,20 -0,303 3,21 -0,203 -4,28 -0,253 0,100 | 0,58 0,60 0,75

0,30 -0,304 3,76 -0,198 -5,16 -0,251 0,106 | 0,49 0,63 0,73

pH=12,9 0,50 -0,308 4,64 -0,194 -6,56 -0,251 0,114 | 0,41 0,68 0,71
0,75 -0,303 5,45 -0,189 -7,84 -0,246 0,114 | 0,41 0,83 0,69

[MnP] = 0,34 mM 1,00 -0,310 6,21 -0,176 -8,84 -0,243 0,134 | 0,28 0,65 0,70
1,50 -0,297 7,40 -0,170 -10,45 -0,234 0,127 | 0,31 0,90 0,71

2,00 -0,306 8,39 -0,167 -11,75 -0,237 0,139 | 0,25 0,84 0,71

3,00 -0,301 10,44 -0,157 -13,79 -0,229 0,144 | 0,24 0,95 0,76

5,00 -0,301 13,57 -0,147 -16,07 -0,224 0,154 | 0,20 1,05 0,84
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Tablica 4.12. Elektrokemijski parametri elektronskog prijelaza Mn(IV)/Mn(II) dobiveni ciklickom voltametrijom otopina MnTE-3-PyP.

0
otopina vIVsty vs.ip;//AgCl Y vs.i);/;gCl i/ HA vs.iig//AgCl AETV ] v 10,'62 acp;i/s'l foc/ipa
0,05 0,206 2,99 0,308 3,72 0,257 0,102 | 055 | 027 | 0,80
0,10 0,202 3,95 0,316 5,16 0,259 0,114 | 041 | 029 | 0,77
0,20 0,195 5,09 0,328 7,05 0,262 0,133 | 028 | 028 | 072
0,30 0,193 5,83 0,336 8,42 0,265 0,143 | 024 | 029 | 0,69
pH =114 0,50 0,183 6,64 0,343 110,47 0,263 0,160 | 0,19 | 029 | 0,63
0,75 0,181 7,26 0,357 12,39 0,269 0,176 | 0,15 | 029 | 059
[MnP]=0,52mM | 1,00 0,172 7,37 0,365 13,88 0,269 0,193 | 0,12 | 027 | 053
1,50 0,167 7,58 0,373 16,17 0,270 0206 | 0,11 | 029 | 047
2,00 0,155 8,20 0,390 17,92 0273 0235 | - - 0,46
3,00 0,146 9,31 0,404 220,67 0,275 0258 | - - 0,45
5,00 0,126 10,53 0,449 131,20 0,288 0323 | - - 0,34
0,05 0,129 3,13 0,207 3,72 0,168 0,078 | 1,34 | 0,67 | 084
0,10 0,127 425 0211 527 0,169 0,084 | 1,00 | 0,70 | 0,81
0,20 0,123 5,66 0,214 7,50 0,169 0,091 | 0,77 | 0,76 | 0,76
0,30 0,121 6,65 0217 922 0,169 0,09 | 0,65 | 0,79 | 0,72
pH =122 0,50 0,120 8,10 0,225 211,99 0,173 0,105 | 0,51 | 0,80 | 0,68
0,75 0,119 9,35 0,229 14,75 0,174 0,110 | 0,45 | 086 | 0,63
[MnP] = 0,50 mM 1,00 0,111 10,19 0,234 -16,97 0,173 0,123 | 0,34 0,76 0,60
1,50 0,106 11,33 0,238 20,72 0,172 0,132 | 029 | 0,78 | 0,55
2,00 0,103 12,04 0,246 23,82 0,175 0,143 | 024 | 0,75 | 051
3,00 0,094 12,60 0,253 128,86 0,174 0,159 | 0,19 | 0,73 | 0,44
5,00 0,087 13,50 0,265 136,25 0,176 0,178 | 0,15 | 0,73 | 0,37
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pH=12,9

[MnP] = 0,34 mM

0,05 0,065 1,95 0,140 -2,30 0,103 0,075 | 1,61 0,80 0,85
0,10 0,065 2,66 0,144 -3,22 0,105 0,079 | 1,27 0,89 0,82
0,20 0,065 3,60 0,149 -4,55 0,107 0,084 | 1,00 1,00 0,79
0,30 0,062 4,21 0,149 -5,63 0,106 0,087 | 0,89 1,08 0,75
0,50 0,062 5,21 0,156 -7,27 0,109 0,094 | 0,69 1,09 0,72
0,75 0,058 5,99 0,156 -8,91 0,107 0,098 | 0,61 1,18 0,67
1,00 0,058 6,66 0,160 -10,30 0,109 0,102 | 0,55 1,22 0,65
1,50 0,052 7,52 0,163 -12,50 0,108 0,111 | 0,44 1,20 0,60
2,00 0,044 7,83 0,169 -14,26 0,107 0,125 | 0,33 1,03 0,55
3,00 0,044 8,91 0,175 -17,35 0,110 0,131 | 0,29 1,13 0,51
5,00 0,040 9,37 0,185 -21,88 0,113 0,145 | 0,23 1,15 0,43
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Slika 4.76. Usporedba mjerenja () i elektrokemijskih simulacija () u programu DigiElch: [MnTE-2-
PyP]= 0,65 mM, pH = 17,5, [NaH,PO,4] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M, ¢ =25 °C.
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Slika 4.77. Usporedba mjerenja (—) i elektrokemijskih simulacija (©) u programu DigiElch: [MnTE-2-
PyP] = 0,65 mM, pH = 8,9, [Na,B,07] =25 mM, [NaCl] = 0,1 M, =25 °C.
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Slika 4.78 Usporedba mjerenja i elektrokemijskih simulacija (o) u programu DigiElch: [MnTE-2-PyP]
=0,53 mM, pH = 10,0, [CAPS] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M, ¢ =25°C.

: : , : , :
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E/V vs. Ag/AgCI

Slika 4.79. Usporedba mjerenja () i elektrokemijskih simulacija (©) u programu DigiElch: [MnTE-2-
PyP]= 0,52 mM, pH = 11,3, [CAPS] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M, =25 °C.
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Slika 4.80. Usporedba mjerenja (—) i elektrokemijskih simulacija () u programu DigiElch: [MnTE-2-
PyP]=0,55 mM, pH = 12,1, [Na,HPO,] = 50 mM, [NaCl] =0,1 M, =25 °C.
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Slika 4.81. Usporedba mjerenja (—) i elektrokemijskih simulacija (©) u programu DigiElch: [MnTE-2-
PyP]= 0,52 mM, [NaOH] = 0,1 M, [Na,HPO,] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M, ¢ =25 °C.
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Slika 4.82. Usporedba mjerenja (—) i elektrokemijskih simulacija () u programu DigiElch: [MnTE-3-
PyP] = 0,54 mM, pH = 7,5, [NaH,PO,] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M, ¢ =25 °C.
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Slika 4.83. Usporedba mjerenja () i elektrokemijskih simulacija () u programu DigiElch: [MnTE-3-
PyP]=0,53 mM, pH = 9,1, [Na,B,07] = 25 mM, [NaCl] = 0,1 M, =25 °C.
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Slika 4.84. Usporedba mjerenja (—) i elektrokemijskih simulacija (©) u programu DigiElch: [MnTE-3-
PyP]=0,52 mM, pH = 10,4, [CAPS] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M, ¢t =25 °C.

i/ pA

E/V vs. Ag/AgCI

Slika 4.85. Usporedba mjerenja (—) i elektrokemijskih simulacija (©) u programu DigiElch: [MnTE-3-
PyP]=0,52 mM, pH = 11,4, [CAPS] =50 mM, [NaCl]=0,1 M, =25 °C.
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Slika 4.86. Usporedba mjerenja (—) i elektrokemijskih simulacija (©) u programu DigiElch: [MnTE-3-

E/V vs. Ag/AgCI

PyP] = 0,50 mM, pH = 12,2, [Na,HPO,] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M, ¢ =25 °C.

——0.05Vs"
——0.1Vs"t
-1
10 70.2Vsl
——0.3Vs
05Vs®
5 83088 ——0.75Vs*
OO -1
oo% ——1Vs
< 0+
= %EH:
- — (fg“ &‘
5 oo 60
@9 99
o 7
10 oo
'15 T T T T T T T T T T
0.4 0.2 0.0 -0.2 -0.4 -0.6

Slika 4.87. Usporedba mjerenja (—) i elektrokemijskih simulacija (©) u programu DigiElch: [MnTE-3-

E/V vs. Ag/AgCI

PyP] = 0,34 mM, [NaOH] = 0,1 M, [Na,HPO,] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M, ¢ = 25 °C.



Tablica 4.13. Elektrokemijski parametri MnTE-2-PyP i MnTE-3-PyP dobiveni iz prosjecnih vrijednosti
E i koapp u tablicama 4.9 do 4.12 i simulacijom ciklickih voltamograma u programu DigiElch.
Formalni potencijali izraZeni su prema Ag/AgCl referentnoj elektrodi.

tablice 4.9 do 4.12 simulacija
elek?*onski MnP pH (E" +6)/ ) (E" +0)/ ,
prijelaz V vs. (k b o )1/ Vvs. |Oyp£0 Kapp. £6) /
107 cem s ApP- 107 cm s™
Ag/AgCl Ag/AgCl
7 49 -0,0036 1,70 -0,0555 | 0,31 2,18
’ + 0,002 +0,20 [+0,0001| +0,01 +0,03
2.89 -0,033 1,86 -0,0538 | 0,23 3,07
’ +0,001 +0,31 +0,0001 | +£0,01 + 0,06
10.03 -0,022 3,27 -0,0243 | 0,32 3,51
’ +0,001 +0,74 |+0,0001| +0,01 +0,08
MnTE-2-PyP
1132 -0,098 1,42 -0,1016 | 0,13 1,06
’ + 0,004 +0,16 [+0,0001| +0,01 +0,01
12.13 -0,176 0,49 -0,1730 | 0,17 0,42
’ + 0,002 +0,04 |[+0,0001| +0,01 +0,01
13.00 -0,235 0,18 -0,2190 | 0,23 0,19
’ + 0,005 +0,01 +0,0001 | +£0,01 +0,01
Mn(IIT)P/Mn(I1I)P
750 -0,205 0,78 -0,2057 | 0,36 0,71
’ + 0,003 + 0,06 +0,0001 | £0,01 +0,01
9.1 -0,198 0,94 -0,1997 | 0,38 0,93
’ + 0,005 +0,05 |[+0,0001| +0,01 +0,01
1036 -0,183 0,92 -0,1856 | 0,45 0,97
’ + 0,004 +0,06 |+0,0001| +0,01 +0,01
MnTE-3-PyP
1137 -0,189 0,98 -0,1921 | 0,44 0,96
’ + 0,004 +0,08 [+0,0001| +0,01 +0,01
12.16 -0,225 0,95 -0,2279 | 0,26 0,91
’ + 0,007 +0,10 [£0,0001| +0,01 +0,01
12.93 -0,244 0,75 -0,2481 | 0,19 0,65
’ +0,011 +0,18 [+0,0001| +0,01 +0,01
10.03 0,405 0,33 0,3954 0,49 0,23
’ +0,010 +0,02 [+0,0001| +0,01 +0,01
1132 0,285 1,86 0,2839 0,16 1,15
’ + 0,003 +0,28 |+0,0001| +0,01 +0,01
MnTE-2-PyP
.13 0,234 1,70 0,2334 0,19 0,92
’ + 0,002 +0,23  [+£0,0001| +0,01 +0,01
0,185 1,08 0,1843 0,22 0,62
Mn(IV)P/Mn(ITHP 3000 0001 | =015 [x00001| 001 | +001
1137 0,268 0,29 0,2771 0,39 0,31
’ +0,001 +0,01 +0,0001 | +£0,01 +0,01
0,1720 0,75 0,1850 0,21 0,84
MnTE-3-PyP | 12,161 0,003 | +£0,05 |+0,0001| +0,01 +0,01
12.93 0,107 1,07 0,1225 0,20 1,05
’ + 0,003 +0,13 [+£0,0001| +0,01 +0,01
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Tablica 4.14. Difuzijski koeficijenti MnTE-2-PyP i MnTE-3-PyP dobiveni simulacijom ciklickih
voltamograma u programu DigiElch.

Mn(ITT)TE-2-PyP Mn(IT)TE-3-PyP
Dxo)/ D+o)/

pH lf)'6 cmz) s pH lf)'6 cmz) s
7,49 2,384 + 0,004 7,52 3,540 + 0,006
8,89 2,371 £ 0,004 9,12 3,552+ 0,006
10,03 2,414 £ 0,002 10,36 3,806 + 0,006
11,32 2,296 + 0,001 11,37 3,538 +£ 0,002
12,13 2,446 + 0,002 12,16 3,849 + 0,003
13,00 2,233 +£0,002 12,93 3,386 + 0,004

Dobiveni rezultati upucuju na postojanje jednostavne jednoelektronske redukcije Mn(III)P u
neutralnom mediju, prema jednadzbi (4.45).

(H,0), Mn(ITE —m - PyP"" +¢~ = (H,0)Mn(IDTE - m —PyP" " + H,0  (4.45)

Neovisnost formalnog redoks potencijala 1 ostalih elektrokemijskih parametara o pH u
podruc¢ju do pH < 10 pokazuje da pri ovim uvjetima (0,05 M puferi i 0,1 M NaCl) nijedan
proton nije uklju¢en u proces redukcije. Pri vrijednosti pH > 10 pocinje se opazati pomak
potencijala prema negativnijim vrijednostima, Sto se nastavlja daljim povecanjem vrijednosti
pH. Ovo smanjenje moze se pripisati deprotonaciji aksijalne molekule vode Mn(III)P prema
jednadzbi (4.2). Pri viSim vrijednostima pH dobiveni cikli¢ki voltamogrami rezultat su
postojanja smjese razli€itih deprotoniranih specija Mn(III)P 1 Mn(II)P koja se ponasa kao
jednostavan jedno-elektronski prijelaz &iji formalni potencijal E° i konstanta prijelaza koapp_
ovise o pH.”*® OpaZena vrijednost katodnog koeficijenta prijelaza Oapp. < 0,5 pri viSim
vrijednostima pH upucuje na asimetri¢nost funkcije potencijalne energije prijelaznog stanja,
odnosno da je struktura aktiviranog kompleksa redoks para Mn(III)P/Mn(II)P predominantno
nalik oksidiranoj vrsti jer promjena potencijala elektrode pokazuje veci utjecaj na aktivacijsku

energiju redukcije, AG.*, prema izrazima (3.48) i (3.49).%
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Redoks reakcija prijelaza Mn(IV)P/(Mn(IIT)P pokazuje znacajnu ovisnost o pH. U neutralnom
podrucju pH nije moguée uociti ovaj prijelaz jer je njegov formalni potencijal znatno visi od
potencijala oksidacije vode (odjeljak 4.4.2), ali porastom pH smanjuje se formalni potencijal i
raste brzina prijenosa elektrona ¢ime vrhovi krivulja ciklickih voltamograma postaju
definirani. Ovakvo ponaSanje moze se pripisati reakciji redukcije Mn(IV)P uz izmjenu 2
protona, prema povratnoj reakciji u jednadzbi (4.35). U podrucju pH > 10 dolazi do pomicanja
redoks potencijala para Mn(IV)/Mn(IlI) prema negativnijim vrijednostima za oko —120 mV po
jedinici pH, §to se izvrsno podudara s Nernstovom jednadzbom koja predvida promjenu redoks
potencijala od -118 mV/pH za dvoprotonsku, jednoelektronsku reakciju koja je

termodinamicki favorizirana u bazi¢nim otopinama.

Pri jo$ visim vrijednostima pH dolazi do pomicanja formalnog potencijala za oko —60 mV po
jedinici pH, Sto se opet izvrsno podudara s Nernstovom jednadzbom koja predvida promjenu
redoks potencijala od —59 mV/pH za jedno-protonsku, jedno-elektronsku reakciju, prema
izrazu (4.46). Ovisnost izgleda ciklickih voltamograma o pH prikazana je na slikama 4.88 1

4.89.

(O)(OH)Mn(IV)TE - m-PyP™ +H"+e &2 (O)(H,0)Mn(II)TE - m-PyP™  (4.46)
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Slika 4.88. Ovisnost cikli¢kih voltamograma otopina MnTE-2-PyP o vrijednosti pH, v = 0,1 V s™,
[NaCl] = 0,1 M, ¢ =25 °C, (o) simulacija u programu DigiElch.
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Slika 4.89. Ovisnost cikli¢kih voltamograma otopina MnTE-3-PyP o vrijednosti pH, v = 0,1 V s™,
[NaCl] = 0,1 M, ¢ =25 °C, (o) simulacija u programu DigiElch.
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4.4.5. Termodinamika elektroredukcije Mn(IIT)P

Termodinamicki parametri elektroredukcije kompleksa Mn(III)P dobiveni su mjerenjem
temperaturne ovisnosti formalnog potencijala redoks para Mn(III)P/Mn(II)P ciklickom
voltametrijom, prema postupku opisanom u odjeljku 4.4.3. Izmjereni ciklicki voltamogrami
otopina MnP koristenih u pokusima u odjeljku 4.4.4 u rasponu temperatura od 20 °C do 45 °C

prikazani su na slikama 4.90 1 4.91.

Karakteristicne vrijednosti katodnog i anodnog strujnog vrha, Ej i Ep,, dobivene su direktno iz
elektrokemijskog softvera CHI koriStenog pri mjerenju, te su prema njima racunane vrijednosti
poluvalnog potencijala, E|,, prema izrazu (3.56). Ciklicki voltamogrami izmjereni su pri pH =
7,5 jer su pri tim uvjetima dominantne protonirane specije kompleksa Mn(III)P i Mn(II)P

(odjeljak 4.3.5).
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Slika 4.90. Ciklicki voltamogrami otopine MnTE-2-PyP u rasponu od 20 °C do 45 °C: [MnTE-2-PyP]
= 0,65 mM, pH = 17,5, [NaH,PO,] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M.
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Slika 4.91. Ciklicki voltamogrami otopine MnTE-3-PyP u rasponu od 20 °C do 45 °C: [MnTE-3-PyP]
= 0,54 mM, pH = 7,5, [NaH,PO,] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M.

Odziv radne elektrode mjeren je prema Ag/AgCl referentnoj elektrodi (3 M NaCl), u skladu s
prethodnim voltametrijskim pokusima, te je iz potencijala anodnog i katodnog strujnog vrha
odreden E), za redoks par Mn(III)P/Mn(II)P. Temperaturna ovisnost potencijala Ag/AgCl
elektrode prema SCE prethodno je odredena u istim eksperimentalnim uvjetima, a pomocu
poznate temperaturne ovisnosti potencijala zasiéene kalomelove elektrode prema SHE, Escg,
obradom podataka dobiven je izraz za temperaturnu ovisnost potencijala Ag/AgCl elektrode
prema SHE: Eagagc vs. SHE =2 x 10° 7%+ 0,01 T— 1,295, R* = 0,9948 (tablica 4.15 i slika
4.92).
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Tablica 4.15. Temperaturna ovisnost potencijala Ag/AgCl elektrode prema SCE, odnosno prema SHE.

EA /A Cl/ ESCE / EA /A Cl/
o g/Ag g/Ag
t/°C T/K V vs. SCE V vs. SHE V vs. SHE
15 288,15 -49.9 0,242 0,192
20 293,15 -45.,4 0,239 0,193
25 298,15 -43.0 0,235 0,192
30 303,15 -39,9 0,232 0,192
35 308,15 -38.9 0,228 0,189
40 313,15 -38,2 0,225 0,187
45 318,15 -38,4 0,221 0,183
0.194
] O
0.1924 © o
" ]
& 0.190-
g' 4
< 0.188-
<0.186 -
w ]
0.184
0.182 T T T T T T T T T T T T T T 1
285 290 295 300 305 310 315 320
T/IK

Slika 4.92. Temperaturna ovisnost potencijala Ag/AgCl elektrode prema SHE: pH = 7.5,
[NaH,PO,] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M.

Kombiniranjem poznatog izraza za temperaturnu ovisnost potencijala Ag/AgCl elektrode
prema SHE i poznatih vrijednosti £, za redoks parove Mn(III)P/Mn(IT)P moguce je odrediti
temperaturnu ovisnost EOVMH(HI)p/Mn(H)p prema SHE, kao 1 temperaturnu ovisnost apsolutnog
formalnog potencijala, E° 'Mn(HI)p/Mn(H)p(abs). Rezultati dobiveni ciklickom voltametrijom
otopina MnTE-2-PyP i MnTE-3-PyP prikazani su u tablici 4.16 i na slikama 4.93 do 4.96.
Pretpostavljeno je da rigidnost porfirinskog prstena iskljucuje znacajnu razliku difuzijskih
koeficijenata specija Mn(III)P i Mn(I)P, odnosno da vrijedi Do = D i Ey» = E” prema izrazu

(4.41), dok je za radun vrijednosti apsolutnog formalnog potencijala koristen izraz (4.44).** ™
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Nadalje, iz poznate ovisnosti potencijala o 7 moguce je prema izrazima (4.42) i (4.43) raCunati

termodinamicke parametre elektroredukcije Mn(III)P prikazane u tablicama 4.17 1 4.18.

Tablica 4.16. Temperaturna ovisnost formalnog potencijala E° 'Mn(][])p/Mn(]])p prema SHE i temperaturnu
ovisnost apsolutnog formalnog potencijala, E° mnampMn(np (@bs) izmjerena ciklickom voltametrijom
otopina MnTE-2-PyP i MnTE-3-PyP: pH = 7,5, [NaH,PO,] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M.

E,./VVs.|[Ey/ Vs |E' I Vvs.| EY/Vvs. | ,
MnP t/°C | T/IK |7™ pa E" (abs) /V
n Ag/AgCl | Ag/AgCl | Ag/AgCl|  SHE (abs)
20 | 293,15 | -0,084 | 0001 | -0,042 | 0.146 4,584
25 |298.15| -0.084 | 0.008 | -0.038 | 0,149 4,589
30 | 303.15] -0,082 | 0009 | -0,037 | 0.150 4592
M TE_Z-P P 2 b 2 2 b b
n Y35 30815 -0,072 | 0,011 | -0,031 0.153 4,598
40 | 313.15] -0,072 | 0,02 | -0.026 | 0.155 4.602
45 | 318.15| -0,067 | 0,028 | -0.020 | 0,158 4.607
20 |293.15| -0319 | -0.142 | -0231 | -0,043 4395
25 |298.15]| -0296 | -0.142 | -0219 | -0.032 4.408
30 | 303.15| -0286 | -0.139 | -0213 | -0,026 4416
M TE_3_P P b b b b b b
n Y35 30815 -0271 | 0136 | -0204 | -0.020 4425
40 | 313.15] -0262 | -0.135 | -0.199 | -0.017 4.429
45 | 318.15| -0251 | -0.133 | -0.192 | -0.015 4.434
0.17
w 0.164
T
wn
@
> 0.15-
£
% 0.144
-
Tu
0.13 T T T T T T T
290 295 300 305 310 315 320
T/K

Slika 4.93. Temperaturna ovisnost formalnog potencijala E° 'Mn(][])p/Mn([])p: [MnTE-2-PyP] = 0,65 mM,
pH = 7,5, [NaH,PO,4] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M.
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Slika 4.94. Temperaturna ovisnost formalnog potencijala E° 'Mn(][])p/Mn(]])p: [MnTE-3-PyP] = 0,54 mM,
pH = 7,5, [NaH,PO,4] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M.

4.64-
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Slika 4.95. Temperaturna ovisnost apsolutnog formalnog potencijala EO'MH([]])p/Mn(]I)p (abs): [MnTE-2-
PyP]= 0,65 mM, pH = 7,5, [NaH,PO4] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M.
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Slika 4.96. Temperaturna ovisnost formalnog potencijala E° 'Mn(]]])p/Mn(][)p (abs): [MnTE-3-PyP] = 0,54
mM, pH = 7,5, [NaH,PO,4] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M.

Tablica 4.17. Termodinamicki parametri elektroredukcije kompleksa Mn(II)P: pH = 7,5, [NaH,PO,] =
50 mM, [NaCl] = 0.1 M. Vrijednosti su raunane iz formalnih potencijala izrazenih prema SHE.

AH" + AS" +
MnP (-,1/ SA-)l ° {1
kJ mol J K" mol
MnTE-2-PyP -29+1 48 £3
MnTE-3-PyP -29+6 106 £ 19

Tablica 4.18. Apsolutni termodinamicki parametri elektroredukcije kompleksa Mn(III)P: pH = 7,5,
[NaH,PO,4] = 50 mM, [NaCl] = 0,1 M. Vrijednosti su ratunane iz apsolutnih formalnih potencijala.

' + ' +
MnP AH" (abs) o / AS® (z}})s) N /
kJ mol J K" mol
MnTE-2-PyP —469 +2 88 + 7
MnTE-3-PyP —468 + 6 145+ 12
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4.4.6. Kronokulometrijsko mjerenje elektroredukcije Mn(III)P

Kronokulometrijska mjerenja izvrSena su pri razli¢itim vrijednostima pH u jednakim uvjetima
kao 1 mjerenja u odjeljku 4.4.4. Grani¢ne vrijednosti primijenjenog potencijala, £, 1 E,
odabrane su tako da vrijednost £; bude oko 200 mV pozitivnija, a vrijednost £, oko 300 mV
negativnija od formalnih potencijala redoks parova Mn(III)P/Mn(II)P odredenih digitalnom
simulacijom ciklickih voltamograma (tablica 4.13). Dobiveni kronokulogrami i ovisnost

koli¢ine naboja O o 1"* u trajanju od fyay = 0,4 s prikazani su na slikama 4.97 do 4.101.

Difuzijski koeficijenti Mn(III)P, D, dobiveni su iz nagiba pravaca ovisnosti O o ¢, AQ/At” 2
prema jednadzbi (3.60), dok je povrSinska koncentracija molekula MnP, I'o, dobivena iz
odsjecka pravaca, Qy, prema jednadzbi (3.62). Vrijednost Q,gs koriStena u izrazu (3.62)

dobivena je oduzimanjem vrijednosti odsjetka pravaca Q vs. ¢

Cistog pozadinskog
elektrolita, Qq, odnosno Q.45 = Qo - Oai. Molekulni promjeri su procijenjeni iz vrijednosti /o

prema izrazu » = (I’ o Na ny2.

Rezultati kronokulometrijskih mjerenja (tablica 4.19) upucuju na smanjenje vodenih Supljina
obaju kompleksa povecanjem pH otopine, Sto se moZe pripisati smanjenju pozitivnog naboja
na srediSnjem ionu uslijed deprotonacija aksijalnih molekula vode. S druge strane, prva
deprotonacija MnTE-2-PyP (pK, = 10.89, tablica 4.2) neznatno utje¢e na veli¢inu vodene
Supljine orto kompleksa, najvjerojatnije zahvaljujuci ja¢im vodikovim vezama molekula vode
u otopini s nastalim OH-ligandom. Takoder je moguce uociti ve¢i polumjer vodene Supljine
MnTE-3-PyP (r = 32,64 A vs. r = 24,47 A za MnTE-2-PyP), §to je u skladu s o¢ekivanim

povecanjem voluminoznosti molekule pomicanjem supstituenata iz orto u meta polozaj.
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Tablica 4.19 Rezultati kronokulometrijskih mjerenja otopina MnTE-2-PyP i MnTE-3-PyP.

[MnP]/ | (AQ/Af*+6)/ | (Qvto)/| (Dxo)/ (Toxo0)/
+
MnP pH mM 10 C 512 10°C | 10%em?s” | 107 molem? | * =9/ A
0,6933+ | 2.8070+ 24.47 +
+ +
75 0.65 | 8318300009 | " 0006 8,82 = 0,07 010
04863+ | 27033+ 24,66 +
- + +
MOTE-2PyP | 113 | 051 | 6449400003 | "0 0.0003 8,69 + 0,02 003
0.1606 + | 25393 + 18.48 +
+ +
130 | 052 | 6327400007 | " o 10006 15,47 + 0,06 003
09597+ | 4.9984 + 32,64 +
+ +
75 0.54 | 9.2265+0.0011 |~ 00012 4,96 + 0,09 029
MnTE-3-PyP 09390+ | 44119+ 2233+
:l: b b :l: b
122 | 050 | 7.9584+00008 | " 0009 10,60 + 0,06 007

Q/uC

01 02 03

12

t°/s

04 05 06

0.0 0.1

T
0.2 0.3

t/s

0.4

Slika 4.97. Kronokulometrijsko mjerenje MnP: [MnTE-2-PyP] = 0,65 mM, pH = 7,5, [NaH,PO,4] = 50
mM, [NaCl] =0,1 M, t=25°C, E, =02V, £, =-0,35V, tyux = 0,4 s. Umetak: Ansonov dijagram

ovisnosti Q o ¢

12
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Slika 4.98. Kronokulometrijsko mjerenje MnP: [MnTE-2-PyP] = 0,52 mM, pH = 11,3, [CAPS] = 50
mM, [NaCl] = 0,1 M, t=25°C, E; =0,1 V, E; =-04V, tmy = 0,4 s. Umetak
ovisnosti 0 o 1'?

: Ansonov dijagram

Q/uC

0 . . . . . .
00 01 02 03 04 05 06

2 1 ¥
0
0.0 0.1

T T 1
0.2 0.3 0.4
t/s

Slika 4.99. Kronokulometrijsko mjerenje MnP: [MnTE-2-PyP] = 0,52 mM, [NaOH] = 0,1 M,
[Na,HPO4] = 50 mM, [NaCI]=0,1 M, t=25°C, E; =0V, E;=-0,5V, tya = 0,4 s. Umetak: Ansonov
dijagram ovisnosti O o 1"
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Slika 4.100. Kronokulometrijsko mjerenje MnP: [MnTE-3-PyP] = 0,54 mM, pH = 7,5, [NaH,PO,] = 50
mM, [NaCl] = 0,1 M, r=25°C, E; =0V, E, =-0,5V, th = 0,4 s. Umetak: Ansonov dijagram

ovisnosti 0 o 1",
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0 T T T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

t/s

Slika 4.101. Kronokulometrijsko mjerenje MnP: [MnTE-3-PyP] = 0,50 mM, pH = 12,2, [Na,HPO,] =
50 mM, [NaCl] =0,1 M, t=25°C, E; =0V, E; =-0,55V, tyux = 0,4 s. Umetak: Ansonov dijagram

ovisnosti Q o 1'%
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4.4.7. Spektroelektrokemijsko mjerenje redoks parova Mn(IIT)P/Mn(II)P

Literaturni podaci ukazuju na nestabilnost Mn(II)P koji se u kiselom mediju raspadaju na

slobodne kovinske ione i porfirinski ligand.*>%

Prije odredivanja kiselo-baznih svojstava
kompleksa Mn(I[)P (odjeljak 4.3.2) odreden je raspon vrijednosti pH u kojem su dovoljno
stabilni za izvodenje titracija. Stabilnost kompleksa Mn(I)P provjerena je primjenom
potencijala oko 250 mV negativnijeg od formalnog redukcijskog potencijala odgovarajuceg
kompleksa Mn(III)P (Eypp. = —450 mV vs. Ag/AgCl za MnTE-2-PyP 1 Eypp. = 600 mV vs.
Ag/AgCl za MnTE-3-PyP, rezultati odredivanja formalnih redukcijskih potencijala prikazani
su u odjeljku 4.4.4). Vodene otopine Mn(II)P odredenog pH, deaerirane su propustanjem
argona u trajanju od barem 15 minuta kroz SEC UV-Vis ¢eliju (odjeljak 4.2) kako bi se
smanjila moguénost reoksidacije Mn(II)P kisikom iz zraka. Opazene spektralne promjene

prikazane su na slikama 4.102 do 4.106. Spektri su snimani u intervalima od 30 s tijekom 30

minutnog narinuca potencijala na Pt-elektrode uronjene u otopinu u ¢eliji.

0.0

3%0 ' 460 ' 4%0 ' 560 ' 5é0 ' 660
Alnm
Slika 4.102. Spektralna promjena opazena elektroredukcijom Mn(III)TE-2-PyP u SEC UV-Vis ¢celiji

pri pH = 8 (0,05 M NaH,PO,): [Mn(III)TE-2-PyP] = 4,9 x 10° M, I = 0,1 M (NaCl), t =25°C,[=0,1
cm, Eypp =—450 mV vs. Ag/AgCl. Neki spektri izostavljeni su radi preglednosti.

146



Slika 4.103. Spektralna promjena opazena elektroredukcijom Mn(III)TE-2-PyP u SEC UV-Vis ¢celiji
pri pH = 4 (0,05M CH3COONa): [Mn(III)TE-2-PyP] = 2,9 x 10° M, I = 0,1 M (NaCl), ¢ = 25 °C, [ =
0,1 cm, Eypp =—450 mV vs. Ag/AgCl. Neki spektri izostavljeni su radi preglednosti.

0.0

T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600
A/ nm

Slika 4.104. Spektralna promjena opazena elektroredukcijom Mn(III)TE-2-PyP u SEC UV-Vis ¢celiji
pri pH = 1,5: [Mn(IIl)TE-2-PyP] = 3,7 x 10° M, I = 0,1 M (NaCl), £ = 25 °C, [ = 0,1 cm, E,pp = —450
mV vs. Ag/AgCl. Neki spektri izostavljeni su radi preglednosti.
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Slika 4.105. Spektralna promjena opazena elektroredukcijom Mn(III)TE-3-PyP u SEC UV-Vis ¢celiji

pri pH = 9 (0,025M Na,B,0,): [Mn(Il)TE-3-PyP] = 5 x 10° M, I = 0,1 M (NaCl), t = 25 °C, [ = 0,1
cm, Eypp =—600 mV vs. Ag/AgCl. Neki spektri izostavljeni su radi preglednosti.
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Slika 4.106. Spektralna promjena opazena elektroredukcijom Mn(III)TE-3-PyP u SEC UV-Vis ¢celiji
pri pH = 4 (0,05M CH;COONa): [Mn(III)TE-3-PyP] = 3,1 x 10° M, I = 0,1 M (NaCl), t =25 °C, [ =
0,1 cm, Eypp =—600 mV vs. Ag/AgCl. Neki spektri izostavljeni su radi preglednosti.

Zabiljezene spektralne promjene potvrduju nestabilnost oba kompleksa Mn(I)P u kiselom
mediju. U slucaju Mn(II)TE-2-PyP pri pH < 2 nakon pocetne redukcije dolazi do

ireverzibilnog raspada kompleksa i pojave nove specije Ciji apsorpcijski maksimum odgovara
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ishodnom porfirinu, HoTE-2-PyP (Amax = 414 nm) (slika 4.104). Spektralne promjene
zabiljezene elektroredukcijom Mn(III)TE-2-PyP na pH = 4 (slika 4.103) i pH = 7 (slika 4.102)
vrlo su sli¢ne, ali na pH = 4 nije moguce potpuno reverzibilno elektrokemijski reoksidirati
nastali Mn(I[)TE-2-PyP u pocetni Mn(III)TE-2-PyP, ve¢ se pojavljuje ista specija kao
prilikom redukcije na pH < 2, §to upucuje na brzi raspad kompleksa pri nizem pH. Spektralne
specije Mn(II)TE-2-PyP dobivene elektrokemijskom redukcijom i reakcijom s askorbinskom
kiselinom ne podudaraju se u potpunosti (slika 4.107). Razlika u spektrima nakon reakcije s
askorbatom 1 nakon elektroredukcije na pH = 7 vjerojatno se moze objasniti nepotpunom
redukcijom u ¢eliji (tj. u Celiji je prisutna smjesa Mn(II)TE-2-PyP i Mn(III)TE-2-PyP). Spektar
zabiljezen elektroredukcijom na pH = 4 takoder je smjesa reduciranog i nereduciranog

porfirina te H,TE-2-PyP.

£110°M™* ecm™

Slika 4.107. Spektralne specije dobivene redukcijom Mn(III)TE-2-PyP s askorbatom pri pH = 8 (—) i
elektroredukcijom pri pH = 8 (—) i pH =4 (—).

Kompleks Mn(II)TE-3-PyP je jos nestabilniji u kiselom mediju te elektroredukcija ve¢ na pH
= 4 izaziva raspad porfirinskog kompleksa i1 pojavljivanje nove specije koja izgledom spektra
odgovara ishodnom porfirinu, HyTE-3-PyP (Amax = 418 nm) (slika 4.106). Spektralne specije
Mn(II)TE-3-PyP dobivene elektrokemijskom redukcijom (slika 4.105) i reakcijom s
askorbinskom kiselinom dobro se podudaraju (slika 4.108), najvjerojatnije uslijed sporije

reoksidacije Mn(II)TE-3-PyP u usporedbi Mn(II)TE-2-PyP.
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Slika 4.108. Spektralne specije dobivene redukcijom Mn(III)TE-3-PyP askorbatom pri pH = 10,5 (—)
i elektroredukcijom pri pH = 9 (—).

Rezultati spektroelektrokemijskog mjerenja redoks parova Mn(IITI)P/Mn(II)P pokazuju je da je
u podru¢ju pH > 7 moguce izvoditi titracije reduciranih kompleksa MnP na nacin kako je

opisano u odjeljku 4.3.2.
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S. Rasprava

Rezultati odredivanja konstanata disocijacije kompleksa MnP spektrofotometrijskim
titracijama potvrduju postojanje triju specija Mn(III)P u vodenim otopinama u rasponu pH
vrijednosti 1,5 < pH <13. Uzimaju¢i u obzir razli¢ite eksperimentalne uvjete u kojima su
izvrSena prethodno objavljena mjerenja, dobivene vrijednosti (odjeljak 4.3.5) dobro se
podudaraju s vrijednostima konstanata disocijacije sliénih kompleksa, primjerice metil- ili
butil- analoga istrazivanih Mn porfirina: (pK,(Mn(III)TM-2-PyP) = 10,5, pK,x(Mn(IIT)TM-2-
PyP) = 11,4, pKa(Mn(I)TM-3-PyP) = 11,5, i pKp(Mn(IIl)TM-3-PyP) = 13,2,
pKa(Mn(II)TnBu-2-PyP) = 10,3, pK,(Mn(II)TnBu-2-PyP) = 11,2)."* ** * Mjerenja su
izvrSena i u vrlo kiselim otopinama, te je moguce zakljuciti da su potpuno protonirane specije
Mn(IIT)P dobivene spektralnom obradom podataka diakva-kompleksi sa dvije aksijalno

koordinirane molekule vode.

Nasuprot tome, samo dvije specije kompleksa Mn(II)P su eksperimentalno potvrdene u
zadanim uvjetima. Pitanje o kojim specijama je rije¢ razjasnjeno je kombiniranjem rezultata
kiselo-baznih titracija u kojima su MnP potpuno reducirani (odjeljak 4.3.2) s onima u kojima
su u otopini prisutne smjese oksidiranih i reduciranih oblika, odnosno Mn(III)P i Mn(II)P
(odjeljak 4.4.1). Mjerenje spektara u podruc¢ju pH u kojem su oba kompleksa Mn(III)P
potpuno protonirana (diakva-specije), pokazuje da redukcija kompleksa askorbinskom
kiselinom nije ovisna o izmjeni protona na molekulama MnP. Stoga je moguce zakljuciti da su
u tom podrucju eksperimentalno dostupne specije Mn(II)P potpuno protonirane, odnosno da su

uz njih u mjernom podrucju dostupne i mono-deprotonirane specije.

Izostanak detekcije potpuno deprotoniranih specija Mn(II)P ponesto iznenaduje, osobito jer su
titracije izvrSene u vrlo luznatom podrucju, pH = 13. Medutim, za razliku od kompleksa
Mn(IIDP i Mn(IV)P, kompleksi Mn(II)P koordiniraju samo jednu aksijalnu molekulu vode)*
uslijed povecanja ionskog radijusa Mn nakon redukcije. Zbog toga dolazi do pomicanja Mn
iznad ravnine porfirinskog prstena i oslobadanja jedne koordinirane molekule vode.
Termodinamicka stabilnost i kineti¢ka inertnost Mn(II)P znatno slabe u kiselom mediju, $to
kona¢no dovodi do opazenog raspada kompleksa (odjeljak 4.4.7). Na temelju toga, moguce je

zakljuciti da specija nastala potpunom deprotonacijom Mn(II)P moZze koordinirati samo jedan
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aksijalni okso-ligand, prema jednadzbi (4.8). Takav kompleks moze biti destabiliziran
nepovoljnom reorganizacijom molekula otapala, te smanjenjem i redistribucijom naboja na

kompleksu kao posljedice snazne 7=veze okso-liganda i sredi$njeg iona Mn*",

Obradom podataka spektrofotometrijskih titracija Mn(IV)P u vodenom mediju takoder su
(odjeljak 4.3.3) potvrdene samo dvije specije, premda je raspon eksperimentalno dostupnih
vrijednosti pH ograni¢en nemoguénoscu potpune oksidacije Mn(III)P pri pH < 10. Kompleksi
Mn(IV) nestabilni su u neutralnom i kiselom mediju jer dolazi do reakcije s molekulama vode
i regeneracije Mn(II)P, prema reakciji 2 Mn(IV)P + H,0 — 2 Mn(II[)P + % O, + 2 H".** Pri
izvodenju pokusa bilo je mogucée odabrati mnogo snazniji oksidans, ali moguca oksidacija
vode i vjerojatna oksidacija kompleksa u Mn(V)* rezultirali su pokusima prikazanima u ovom

radu.

S obzirom da bi povecanje pozitivnog naboja na ionu Mn trebalo povecati kiselost
koordiniranih molekula vode,** identitet specija Mn(IV)P moguée je obrazloZiti vrijednostima
konstanata disocijacije. Prema shemi 5.1, oksidacija (H,O),Mn(III)P°* mogla bi biti popra¢ena
opazenom dvostrukom deprotonacijom (odjeljak 4.4.2) samo ako je vrijednost pK . < 9, §to
podrazumijeva da prilikom oksidacije Mn(III)P u Mn(IV)P dolazi do smanjenja vrijednosti
konstante deprotonacije za ¢ak 3 ili 4 jedinice (pK. (MnTE-2-PyP) = 11,62, odnosno pKa»
(MnTE-3-PyP) = 12,70, odjeljak 4.3.5). Prema tome, Cini se da su specije eksperimentalno

nedostupne u odabranim uvjetima diakva-, hidroksoakva- i diokso-kompleksi Mn(IV)P.

Prema svim dobivenim rezultatima konstruiran je vjerodostojan model deprotonacije i redoks
reakcija kompleksa Mn(IV)/(IIT)/(II)P prikazan reakcijskom shemom 5.1, koja sadrzi sve
relevantne specije kompleksa MnP i ravnoteZe koje ih povezuju. Horizontalne reakcije na
shemi karakterizirane su dobivenim vrijednostima pK, (odjeljak 4.3.5), dok su vertikalne
reakcije karakterizirane vrijednostima formalnih redukcijskih potencijala prikazanih u tablici

5.1. Formalni redukcijski potencijali E,”, E" i Es dobiveni su kombinacijom

eksperimentalno odredenih vrijednosti Ko, 1 E[OM (0, ] el T te eksperimentalno odredenih
vrijednosti K4, 1 poznate vrijednosti Eng* A (0djeljci 4.4.2 1 4.4.1). Najjednostavniji nacin

snalazenja u predlozenoj reakcijskoj shemi je racunanje odgovarajucih vrijednosti Gibbsove
energije, prema izrazima AG, = — R T InK,, odnosno AG" = — v F E°, kao npr. E’ =
AGF=K)F = {AG"(D=K+2H") + AG"(D=E+H") + AG"(E=F+H"}/F. Formalni
potencijali svih eksperimentalno dostupnih redoks prijelaza prikazani su u tablici 5.2.
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K, pK'y A = (H,0O)Mn''P
A B C B = (OH)Mn'P
C = (OMn'P
E° E," Ey° D = (H0),Mn"'P
E = (OH)H,0)Mn"'P
F = (0)H,0)Mn''P
Ka Ka Kq pKa4 2
D P&, E PRa2 F PA,y3 G _ H G — (O)(OH)MHIVP
H = 0),Mn'VP
I = H,0),Mn"P
E ES" Eg’ E Eg J = (OH)H,0)Mn''P
K = 0)H,0)Mn'VP
PK" 41 PK";» pK", PK"a4 L = (0)OoH)Mn!VP
I K L M = (0),Mn'VP

Shema 5.1. Kemijske ravnoteze karakteristicne za opaZzeno ponasanje kompleksa MnP u vodenim
otopinama. Direktno odredene konstante ravnoteze ili potencijali prikazani su crnom bojom, indirektno
odredene parametri prikazani su plavom bojom, dok su eksperimentalno nedostupne specije i parametri
oznaceni crvenom bojom.

Tablica 5.1. Formalni redukcijski potencijali, £” vs. SHE, jedno-elektronskih redukcija prema shemi
5.1, dobiveni spektrofotometrijskim pH titracijama, ¢t = 25 °C, I =2 M (NaClOy).

MnTE-3-PyP | MnTE-2-PyP

formalni potencijal , ,
potencuall e i0)/vV | (B o)/ V

EY —0,052 + 0,001 | +0,145 + 0,001
EY —0,080 = 0,001 | +0,094 + 0,001
E +0,479 + 0,001 | +0,578 + 0,001

Vrijednosti konstanata disocijacije prikazane u tablici 4.2 (odjeljak 4.3.5) pokazuju postupno
smanjenje vrijednosti pK, kompleksa MnTE-2-PyP poveéanjem oksidacijskog broja
srediSnjeg iona Mn. Povecanje kiselosti koordiniranih molekula vode najvjerojatnije je
povezano s jacanjem veze Mn-O 1 posljedi¢nim slabljenjem veze O-H do kojeg dolazi
povecanjem pozitivnog naboja na srediSnjem ionu. Male razlike u vrijednostima pKj,
kompleksa Mn(III)P i Mn(I)P vjerojatno su posljedica koordinacije dodatne molekule vode u
kompleksima Mn(III)P. Niza vrijednost pK, opazena za orto izomer u usporedbi s meta
izomerom moze se objasniti blizinom 1 jacim elektronakceptorskim efektom pozitivnih naboja

na atomima dusika u piridilskim prstenovima orto izomera.
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Tablica 5.2. Formalni redukcijski potencijali, £ vs. SHE, svih eksperimentalno dostupnih redoks
parova prema shemi 1, dobiveni spektrofotometrijskim pH titracijama, ¢t = 25 °C, I =2 M (NaClOy).

Y
Mn*/Mn*"! redoks par
MnTE-2-PyP MnTE-3-PyP
D/B.H" -0,550 —0,764
Mn(III)Mn(ID) E.H/A +0,789 +0,632
n n F2H /A +1.477 +1.384
F,H'/B +0,782 +0,671
K,2H"/D +1,911 +1,916
K.H/E +1,266 +1,231
Mn(IV)/Mn(I1I) L,3H'/D +2,569 +2,624
L2H/E +1,925 +1,940
L.H'/F +1,237 +1,189
K/A2H" +1,028 +0,932
L/A3H" +0,680 +0,575
Mn(IV)/Mn(II ’ d ’
n(IV)/Mn(ID) K/BH 1357 11,286
K/B,2H" +1,009 +0,930

Izmjereni termodinamicki parametri (odjeljak 4.3.4) pokazuju da su sve reakcije deprotonacije
popradene znatnim smanjenjem entropije. Ukupne reakcijske entropije u najvecoj su mjeri
rezultat hidratacijske entropije oslobodenog protona (ApaS(H") = —87,6 J K mol™),** dok su
vrijednosti promjena entropije povezanih s promjenama MnP pozitivne, u rasponu od ca. +7 J
K' mol! do +72 J K" mol”. Objasnjenje je mogucée pronaéi u pretpostavljenoj slabijoj
hidrataciji deprotoniranih kompleksa MnP uzrokovanoj smanjenjem ukupnog naboja nakon
otpuitanja protona. Kao $to je uo¢eno za kompleks MnTnBu-2-PyP,”® dobivene vrijednosti
reakcijskih entalpija deprotonacije Mn(IV)P priblizno odgovaraju reakcijskim entalpijama
druge deprotonacije Mn(III)P, ali sve dobivene vrijednosti reakcijskih entalpija nalaze se
unutar eksperimentalne pogreske, pa je ocigledno da taj termodinamicki parametar nije

primjenjiv u asignaciji specija koje sudjeluju u deprotonaciji Mn(IV)P.

Promatranjem vrijednosti formalnog potencijala prikazanih u tablici 5.1 moguce je uociti da su
formalni redukcijski potencijali redoks parova Mn(IV)P/Mn(II)P egzergoni, dok formalni
potencijal redoks prijelaza Mn(III)P/Mn(II)P mijenja predznak iz pozitivnog (egzergonog) za
MnTE-2-PyP u negativni (endergoni) za MnTE-3-PyP, kao rezultat pomicanja supstituenata na
piridilskim prstenovima. Ova je pojava rezultat vece razdvojenosti elektronakceptorskih

pozitivnih naboja na piridilskom supstituentu meta izomera i sredi$njeg iona Mn, ¢ime se
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smanjuje elektronska deficijencija Mn, odnosno otezava njegov prijem elektrona. Ovi su
rezultati u skladu s opazenim “orto-efektom” na metilnim izomerima MnTM-PyP za redukciju
Mn(III)P, ali su znatno umanjeni u slucaju redoks prijelaza Mn(IV)P/Mn(IIT)P zbog
poniitavajuéeg ucinka promjena deprotonacijskih konstanata pK, i pKwo.® Vrijednosti
formalnog potencijala prikazane u tablici 5.1 razlikuju se od prethodno objavljenih vrijednosti
dobivenih ciklitkom voltametrijom.”> Te razlike moguée je pripisati razligitoj
eksperimentalnoj metodologiji i referentne kalibraciji elektrode. Medutim, relativne razlike u
dobivenim vrijednostima E° vs. SHE odgovaraju prethodnim istraZivanjima, te su svi zakljuéci

temeljeni na njima valjani.

Nadalje, pregledom termodinamickih parametara redoks procesa prikazanih u shemi 5.1
(tablice 5.3 i 5.4), moguce je opaziti da su svi redoks parovi koji ukljucuju izmjenu dva
protona karakterizirani pozitivnom promjenom entropije, najvjerojatnije = povezanom S
dehidratacijom protona. Opazanje da pozitivne promjene opadaju u redukcijama koje
ukljucuju jedan proton, a osobito u redukcijama pri kojima ne dolazi do izmjene protona,
potvrduje ovu pretpostavku. Takoder je moguce opaziti da je pri sobnoj temperaturi primarni
pokreta¢ redukcije promjena reakcijske entalpije. UzevSi u obzir da su entalpije nastajanja
H'(aq) i ¢ dogovorno izjednatene s nulom pri svim temperaturama, radunane reakcijske
entalpije odgovaraju transformacijama specija kompleksa MnP. Smanjenje entalpije posljedica
je egzotermnog vezanja jednog ili dva protona na okso-ligand ili povecane hidratacije
kompleksa povecanjem ukupnog naboja od +4 na +5 oksidacijom Mn(III)P. Termodinamika
vezanja protona moguce je izbjeéi razmatranjem reakcija (O)(H,O)Mn(IV)TE-2-PyP*(aq) + ¢
—  (O)H,0)Mn(IIDTE-2-PyP*"(aq) i (O)(H,O)Mn(IV)TE-3-PyP*'(aq) + & —
(0)(H,O)Mn(II)TE-3-PyP**(aq). Izratunani termodinamilki parametri za te reakcije iznose
AH” = -85kJ mol ™, AS” =98 JK! mol™”, odnosno AH"=-72 kI mol™", AS” =-86 J K™ mol
! (tablica 5.3). Promjene entropije protivne su spontanom odvijanju obiju navedenih reakcija,
ali poveéanje entalpije uzrokovano smanjenom hidratacijom kompleksa uslijed smanjenja
pozitivnog naboja daleko nadilazi egzotermni elektronski afinitet kationskih kompleksa

Mn(IV)P.
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Tablica 5.3. Termodinamicki parametri eksperimentalno dostupnih redoks parova kompleksa
Mn(IV)P/Mn(II)P prema shemi 5.1, 7 = 2 M (NaClO4). Vrijednosti su racunane iz formalnih
potencijala, £” vs. SHE.

Parametar *°

redoks par A o A i o

(0)(H,0)Mn(IV)TE-2-PyP*" + 2H" + ¢ — (H,0),Mn(III)TE-2-PyP"" —182+5 +8+18
(0)(H,O)Mn(IV)TE-2-PyP*" + H" + ¢ — (OH)(H,O)Mn(II)TE-2-PyP*" | —133+8 | -36+21
(0)(H,O)Mn(IV)TE-2-PyP*" + ¢" — (O)(H,O)Mn(III)TE-2-PyP*" —85+11 | —98+32
(O)(OH)Mn(IV)TE-2-PyP*" + 2H" + ¢ — (OH)(H,O)Mn(II[)TE-2-PyP>" | —185+11 | +1+32
(0)(H,0)Mn(IV)TE-3-PyP* + 2H™ + ¢” — (H,0),Mn(III)TE-3-PyP"" ~174+5 | +37+16
(0O)(H,O)Mn(IV)TE-3-PyP*" + H" + ¢ — (OH)(H,O)Mn(III)TE-3-PyP*" | —123+8 | —14+25
(0)(H,O)Mn(IV)TE-3-PyP* + ¢” — (0)(H,O)Mn(III)TE-3-PyP"*" —72+11 | —86+36
(O)(OH)Mn(IV)TE-3-PyP*" + 2H" + ¢ — (OH)(H,O)Mn(III)TE-3-PyP>" | —173 £ 14 | +45+44

* Reakcijske entalpije izrazene su u kJ mol™.
® Reakcijske entropije izrazene su u J K™ mol™.

Tablica 5.4. Termodinamicki parametri eksperimentalno dostupnih redoks parova kompleksa
Mn(IV)P/Mn(IIl)P prema shemi 5.1, / = 2 M (NaClOy4). Vrijednosti su racunane iz apsolutnih
potencijala, E*.

Parametar ™"
redoks par ; ;
AH* + o | AS* 0
(0)(H,O)Mn(IV)TE-2-PyP*" + 2H" + ¢ — (H,0),Mn(III)TE-2-PyP°" —606 + 2 21+7
(0)(H,O)Mn(IV)TE-2-PyP* + H + ¢ — (OH)(H,O)Mn(III)TE-2-PyP*" | —557+5 23£10
(0)(H,O)Mn(IV)TE-2-PyP*" + ¢” — (O)(H,O)Mn(III)TE-2-PyP"" -509+8 | —85+21
0)(OH)Mn(IV)TE-2-PyP*" + 2H' + - — (OH)(H,O)Mn(II)TE-2-PyP>" | —609 + 8 14 +21
y y
(0)(H,O)Mn(IV)TE-3-PyP*" +2H" + ¢ — (H,0),Mn(III)TE-3-PyP’" —598 + 4 50+ 12
(0)(H,O)Mn(IV)TE-3-PyP* + H" + ¢ — (OH)(H,O)Mn(III)TE-3-PyP*" | —547+7 —1+21
(0)(H,O)Mn(IV)TE-3-PyP*" + ¢” — (O)(H,O)Mn(III)TE-3-PyP"" 496+ 10 | -73+32
(0O)(OH)Mn(IV)TE-3-PyP* + 2H" + ¢ — (OH)(H,O)Mn(III)TE-3-PyP°" | —597 + 13 58 + 40

* Reakcijske entalpije izrazene su u kJ mol™.
® Reakcijske entropije izrazene su u J K™ mol™.

Elektronski afiniteti specija (O)(H,O)Mn(IV)TE-m-PyP*"(aq) mogu se radunati iz razlika
promjena apsolutnih reakcijskih entalpija (tablica 5.4) 1 promjena hidratacijskih entalpija kao

iona. hidratacijskih specija

87-88

posljedica redukcije kompleksnih Promjene entalpija

(O)(H,0)Mn(IV)TE-m-PyP*"(aq) radunane su prema modificiranoj Bornovoj jednadzbi
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pomoc¢u vrijednosti polumjera vodenih Supljina specija (O)(H,O)Mn(III)TE-2-PyP* (aq) i
(0)(H,O)Mn(IIT)TE-3-PyP* (aq) dobivenih kronokulometrijski (» = 18,5 A, odnosno r = 22,3
A, tablica 4.19), uz pretpostavku da rigidnost porfirinskog prstena onemoguéuje znadajnu
promjenu polumjera Supljina oksidacijom ili redukcijom kompleksa. Dobivene vrijednosti
promjene hidratacijske entalpije za redukciju Mn(IV)P/Mn(III)P iznose ca. 88 kJ mol™,
odnosno 73 kJ mol™. Potom je moguée procijeniti elektronski afinitet ~ 600 kJ mol”, &to je
usporedivo s prvom ionizacijskom energijom Mn (717,4 kJ mol™). ***° Taj rezultat dovodi do
zakljucka da je pozitivni naboj na srediSnjem ionu Mn u specijama (O)(H,O)Mn(IV)TE-m-

PyP* (aq) uistinu ve¢im dijelom neutraliziran koordiniranim okso- i porfirinato-lignadima.

Spektri protoniranih i1 di-deprotoniranih specija oba diakva kompleksa Mn(III)P pokazuju
intenzivnu Soretovu apsorpcijsku vrpcu izmedu 407 i 455 nm, dok je na spektrima
hidroksoakva kompleksa (mono-deprotoniranih specija) moguée opaziti i sekundarni
maksimum u tom podrucju (tablica 4.3, odjeljak 4.3.5). Takvo opazanje upucuje na smanjenje
molekularne simetrije hidroksoakva kompleksa koje nije posve moguce pripisati prostornoj
orijentaciji hidrokso liganda s obzirom na to da slican efekt nije opazen za komplekse
(0)(OH)Mn(IV)TE-m-PyP>". U slu¢aju da prostorna orijentacija hidrokso liganda zaista
uzrokuje takav ucinak, spektri di-deprotoniranih specija Mn(III)P ukazuju na preferenciju
oksoakva prema dihidrokso prototropnoj strukturi ovih kompleksa. Deprotonacijom akva
kompleksa MnP dolazi do hipsokromnog pomaka apsorpcijskih maksimuma $to je u skladu s
o¢ekivanim povecanjem elektronske gustoce na porfirinskom prstenu i posljedi¢nog poveéanja

konjugacije i tranzicijske energije elektrona.

OpaZzeni apsorpcijski maksimumi akva Mn(IT)P kompleksa pokazuju batokromni pomak pri
oksidaciji u Mn(III)P najvjerojatnije uslijed povecane sposobnosti privlacenja elektrona iona
Mn(III) koja uzrokuje smanjenje elektronske gustoce na porfirinskom prstenu. Posljedi¢no
dolazi do smanjenja konjugacije 1 smanjenja tranzicijske energije elektrona u porfirinskom
prstenu Sto dovodi do crvenog pomaka maksimuma apsorbancije Mn(III)P. S druge strane,
prilikom oksidacije okso-akva specija Mn(III)P u Mn(IV)P dolazi do hipsokromnog pomaka,
$to navodi na zakljuCak kako vjerojatno postoje i drugi znacajni faktori koji utjeCu na

energijsku razliku HOMO 1 LUMO orbitala porfirinskih kompleksa.

Rezultati elektrokemijskih mjerenja redoks parova Mn(III)P/Mn(I1)P (odjeljak 4.4.4) pokazuju
da deprotonacijom dolazi do smanjenja konstante brzine heterogenog elektronskog prijelaza

kompleksa MnTE-2-PyP za ¢itav red velicine (od koapp, =2,18 x 10% cm s™ pri pH = 7,49 do
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koapp, =0,19 x 107 cm s pri pH = 13,00, tablica 4.13), vjerojatno uslijed smanjenja ukupnog
pozitivnhog naboja kompleksa i formalnog redukcijskog potencijala. Utjecaj deprotonacije na
vrijednost koapp, kompleksa MnTE-3-PyP mnogo je manje izraZzen (od koapp. =0,71 x 102 cm s™
pri pH = 7,52 do koapp_ = 0,65 x 107 cm s™' pri pH = 13,00, tablica 4.13), §to se vjerojatno moze
pripisati fleksibilnosti strukture meta izomera koja olakSava pristup redoks aktivnog mjesta
povrsini elektrode, ali i slabijim elektronakceptorskim efektom pozitivnih naboja na atomima
dusika u piridilskim prstenovima meta izomera. Vrijednost koapp, elektronskog prijelaza
Mn(IV)/Mn(III) kompleksa MnTE-2-PyP nesto je niza u usporedbi s elektronskim prijelazom
Mn(III)/Mn(II) i manje se mijenja s promjenom pH otopine (od koapp, =1,15x 10% cm s™ pri
pH = 11,32 do koapp‘ = 0,62 x 102 cm s pri pH = 13,00, tablica 4.13), §to se najvjerojatnije

moze pripisati stabiliziraju¢em ucinku okso liganda.

Oba elektronska prijelaza karakterizirana su vrijednostima katodnog koeficijenta prijelaza olqpp.
> (.5, §to upucuje na asimetri¢nost njihove energijske barijere. Prilikom redukcije kompleksa
Mn(IIT)P u Mn(II) dolazi do spomenute promjene geometrije kompleksa iz oktaedralne u
priblizno kvadratno piramidalnu, dok prilikom redukcije kompleksa Mn(IV) u Mn(III)P u
promatranom rasponu vrijednosti pH najvjerojatnije dolazi do supstitucije okso liganda

hidrokso ili akva ligandom, §to bi moglo biti uzrokom opazene energijske asimetrije.

Elektrokemijsko ponasanje otopina kompleksa MnP u ovisnosti o pH prema modelu na shemi
5.1 uspjesno je simulirano u programu DigiElch i prikazano na slikama 5.1 1 5.2. Za simulacije
su koriStene vrijednosti konstanata deprotonacije iz tablice 4.2, vrijednosti formalnih
potencijala £, i E¢” iz tablice 5.1., te vrijednosti elektrokemijskih parametara Olapp. 1 koapp. iz
tablica 4.13 1 4.14. Vrijednosti eksperimentalno nedostupnih konstanata deprotonacije iz
sheme 5.1 postavljene su minimalno 1 jedinicu pH izvan podru¢ja obuhvacenog
spektrofotometrijskim mjerenjima u odjeljcima 4.3, 4.4.1 1 4.4.2, odnosno (pK'xx = 14, pKa3 =
14, pKas = 15, pK"y1 = 5, pK'22 = 6, pK".4 = 14), uz pretpostavku da bi deprotonacije manje
udaljene od mjerenog podrucja ipak morale biti uoc¢ene prilikom mjerenja, s obzirom da prema
jednadzbi (3.15) vrijednost pH = pK, — 1 odgovara molnom udjelu deprotonirane specije =
10%, odnosno vrijednost pH = pK, + 1 odgovara molnom udjelu protonirane specije od =

10%. Takoder je koristena literaturna vrijednosti difuzijskog koeficijenta H'(aq)’’, Dy =

9,3 x 10 cm® s, povrsina elektrode definirana je kao 4 = 0,07 cm?, dok su konstante brzine

protonacije procijenjene kao kg = 10'" dm’ mol" s™.”2
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Slika 5.1. Simulacija elektrokemijskog ponasanja otopina 0,5 mM MnTE-2-PyP u ovisnosti o pH.
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Slika 5.2. Simulacija elektrokemijskog ponasanja otopina 0,5 mM MnTE-3-PyP u ovisnosti o pH.
Prema shemi 5.1 mogucée je izvesti Nernstove jednadzbe za ovisnost formalnog potencijala oba

elektronska prijelaza, E OI; o vrijednosti pH otopine pri 25 °C, prikazane izrazima (5.1) 1 (5.2)

app ?
u kojima su E,° i E,* formalni potencijali redoks prijelaza protoniranih specija Mn(III)/(I1)P,

odnosno Mn(IV)/(IIT)P, a fx nazivnici u izrazima za udjel pojedine specije u ovisnosti o pH.
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E) =E"~-0,05916 logM (5.1)

app 2

[H+ :I 1y Mn(IDP

EY =E!-0,05916 1ogM (5.2)

wr Mn(IP
e =[H | +[H K, + K, K, (5.3)
unay =[H ] +[H T K, +[H ] KK, +[H KKKy + K, KKK, (5.4)
Fuaoe =[H | +[H T K, +[H' T KK, +[H |K, KK, + K, KKK, (55

S obzirom da vrijednost £,° nije eksperimentalno dostupna, formalni potencijal redoks para

Mn(IV)/(IIT)P u ovisnosti o pH moguce je iskazati prema poznatom formalnom potencijalu

E. .. (tablica 5.2) pomoéu izraza (5.6) u kojem su vrijednosti fx definirane jednadzbama

(5.4)i (5.7).

E,, =E . —0,05916 1ogM (5.6)

app K,2H" 2

[H+ :| Sy Mn(IIDP

an(IV)P = I:H+ :|2 + |:H+]K;3 + K;3K;4 (5.7)

Usporedba vrijednosti formalnih potencijala dobivenih izrazima (5.1) 1 (5.6) 1
eksperimentalnih vrijednosti iz odjeljaka 4.4.1, 4.4.2, 4.4.4 1 4.4.5 prikazana je na slikama 5.3 1
5.4. Za simulacije su koriStene vrijednosti konstanata deprotonacije kao u simulacijama na

slikama 5.115.2.
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Slika 5.3. Usporedba vrijednosti formalnih potencijala MnTE-2-PyP dobivenih izrazima (5.1), (—), i
(5.7), (—), 1 eksperimentalnih vrijednosti: (®) oksidacija Mn(III)P oktacijanomolibdatom(V) (odjeljak
4.4.2), (0) ciklicka voltametrija redoks para Mn(IV)P/Mn(III)P (tablica 4.13), (A) redukcija Mn(III)P
askorbinskom kiselinom (odjeljak 4.4.1), (©) ciklicka voltametrija redoks para Mn(II[)P/Mn(I)P
(tablica 4.13), () termodinamika elektroredukcije Mn(III)P (odjeljak 4.4.5).

1.0+
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Slika 5.4. Usporedba vrijednosti formalnih potencijala MnTE-3-PyP dobivenih izrazima (5.1), (—), i
(5.7), (—), 1 eksperimentalnih vrijednosti: (@) oksidacija Mn(III)P oktacijanomolibdatom(V) (odjeljak
4.4.2), (0) ciklicka voltametrija redoks para Mn(IV)P/Mn(III)P (tablica 4.13), (A) redukcija Mn(III)P
askorbinskom kiselinom (odjeljak 4.4.1), (©) ciklicka voltametrija redoks para Mn(II)P/Mn(I1)P
(tablica 4.13), (v) termodinamika elektroredukcije Mn(III)P (odjeljak 4.4.5), (=) simulacija
formalnog potencijala prema izrazu (5.1) uz vrijednost £," = 0,01 V vs. SHE.
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Eksperimentalne vrijednosti formalnih potencijala obaju kompleksa MnP dobro se podudaraju
s vrijednostima predvidenima shemom 5.1, odnosno izrazima (5.1) i (5.6). Do manjih
odstupanja najvjerojatnije dolazi zbog razliCitih eksperimentalnih uvjeta u elektrokemijskim
pokusima 1 spektrofotometrijskim titracijama. Vrijednosti konstanata deprotonacije kompleksa
MnP pokazuju zna¢ajnu ovisnost o ionskoj jakosti otopine,”® a elektrokemijski pokusi i
titracije izvrSene su u razli¢itim elektrolitima (0,1 M NaCl i 2 M NaClO,). Najznacajnije je
odstupanje vrijednosti £,° za MnTE-3-PyP dobivenih redukcijom s askorbinskom kiselinom i
elektrokemijskim pokusima (slika 5.4). S obzirom da u podru¢ju pH < 10 redukcija Mn(III)P
ne ukljucuje izmjenu protona jer u otopini dominiraju protonirane specije Mn(III)P i Mn(IT)P
(slike 4.42 1 4.43), ovo odstupanje nije posljedica razliite ionske jakosti, ve¢ je vjerojatnije da
u tom podrucju pH ipak u odredenoj mjeri dolazi do razgradnje dehidroaskorbinske kiseline,
Sto pomice ravnotezu opisanu u odjeljku 4.4.1, a posljedi¢no se vrijednost formalnog
potencijala askorbinske kiseline pomice prema pozitivnijim vrijednostima od onih predvidenih

jednadzbom (4.33).

Elektrokemijskim mjerenjima takoder su odredeni difuzijski koeficijenti i veli¢ina kompleksa
pri razli¢itim vrijednostima pH. Niza vrijednost difuzijskog koeficijenta kompleksa MnTE-2-
PyP vjerojatno je posljedica jace hidratacije uslijed povecane elektronske deficijencije
srediSnjeg iona Mn. S druge strane, procijenjena vrijednost polumjera vodenih Supljina veca je
za kompleks MnTE-3-PyP, kao posljedica veée razdvojenosti piridilskih supstituenata.
Veli¢ina vodenih Supljina obaju kompleksa smanjuje se deprotonacijom, $to je u skladu s

neutralizacijom pozitivnog naboja kompleksa i smanjenom hidratacijom specija MnP.
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6. Zakljudci

0 Potvrdeno je postojanje sljedec¢ih specija u vodenim otopinama kompleksa MnP, u
rasponu vrijednosti pH 2-13: (H,O) Mn(II)TE—m—PyP‘H, (HO)Mn(II)TE—m—PyP3+,
(H,0);Mn(II)TE-m-PyP>*, (H,O)(HO)Mn(Il)TE-m-PyP**, (O)(H,O)Mn(III)TE-m-
PyP**, (0)(H,O)Mn(IV)TE-m-PyP*" i (O)(HO)Mn(IV)TE-m-PyP** (m =2, 3).

O Pronadeni su uvjeti za reproducibilnu redukciju ili oksidaciju kompleksa MnP i

stabilnost specija provjerena je spektroelektrokemijski.

0 Odredene su sve konstante disocijacije koje povezuju navedene specije u navedenom

rasponu vrijednosti pH.

0 Odredeni su termodinamicki parametri navedenih konstanata disocijacije.

0 Odredeni su apsolutni formalni redukcijski potencijali 1 formalni redukeijski potencijali
prema standardnoj vodikovoj koji povezuju navedene specije u navedenom rasponu
vrijednosti pH.

0 Odredeni su termodinamicki parametri navedenih formalnih redukcijskih potencijala.

0 Odredeni su elektrokemijski parametri elektronskih prijelaza navedenih specija i

potvrdeni raCunalnim simulacijama mjerenja.

O PredloZena je potpuna shema ponasanja kompleksa MnP u vodenim otopinama
navedenom rasponu vrijednosti pH, s obzirom na navedene disocijacijske 1 redoks
ravnoteze.

0 Elektrokemijskim mjerenjima odredeni su difuzijski koeficijenti specija MnP i

procijenjene veli¢ine njihovih vodenih Supljina.
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8. Sazetak

Istrazivanje oksidativnog stresa stanica 1 molekula koje mogu umanjiti ili ukloniti oSte¢enja
stanica uzrokovana njime predmetom je velikog interesa suvremenih istrazivanja. Molekulne
vrste koje uzrokuju oksidativni stres su reaktivne vrste kisika (ROS) i dusika (RNS), poput
superoksidnog aniona (0O,"), peroksinitrita (ONOQO") ili hidroksilnog radikala (OH).
Djelotvornu obranu stanice od O, ¢ine enzimi iz klase superoksid-dismutaza (SOD) koji
kataliziraju reakciju 20, + 2H" — H,0, + O,. Potraga za terapijskim sredstvima koja bi
mogla neutralizirati O, dovela je do razvoja makrocikli¢kih kompleksa prijelaznih kovina kao
potencijalnih redoks-aktivnih terapeutika. Zahvaljuju¢i iznimnim elektronskim svojstvima,
osobito djelotvornima pokazali su se spojevi iz klase manganoporfirina (MnP) koji mogu
stvarati redoks cikluse sa stanicnim reducensima poput glutationa, tetrahidrobiopterina ili

askorbinske kiseline.

Pojac¢ana djelotvornost manganoporfirinskih mimetika SOD postignuta je supstitucijom
porfirinskog prstena, ¢ime dolazi do promjene redukcijskog potencijala kovinskog iona.
Alkilacijom piridilskih prstena meso(orto-tetrapiridil) manganoporfirina postignut je
redukcijski potencijal vrlo blizak optimalnom, pri ¢emu se svojom aktivnoS¢u istice
meso(orto-tetraetilpiridil) manganoporfirin, MnTE-2-PyP. Pored prikladnog formalnog
redukcijskog potencijala, za uspjeSnost djelovanja manganoporfirina in vivo klju¢na je njihova
lipofilnost. Povecanje lipofilnosti moZe se posti¢i pomicanjem alkilnih supstituenata iz orfo- u
meta polozaje, te su nedavno sintetizirani meso(meta-tetraalkilpiridil) manganoporfirini,

ukljucujuéi meso(meta-tetraetilpiridil) manganoporfirin, MnTE-3-PyP.

U prvom dijelu ovog rada istrazena su kiselo-bazna svojstva meso(orto- i meta-tetraetilpiridil)
manganoporfirina. U vodenim otopinama manganoporfirini koordiniraju do dvije aksijalno
smjesStene molekule vode ¢ija deprotonacija moZe imati velik utjecaj na redukcijski potencijal
manganoporfirina i time na njihovu citoprotektivnu djelotvornost. U vodenim otopinama
kompleksa MnP u rasponu vrijednosti pH 2-13 potvrdeno je postojanje sljede¢ih specija:
(H,0)  Mn(I)TE-m-PyP*,  (HO)  Mn(I)TE-m-PyP**,  (H,0),Mn(III)TE-m-PyP"",
(H,O0)(HO)Mn(II) TE-m-PyP*", (O)(H,O)Mn(III)TE-m-PyP*", (O)(H,O)Mn(IV)TE-m-PyP*" i
(0)(HO)Mn(IV)TE-m-PyP>" (m =2, 3). Spektrofotometrijskim titracijama odredene su sve
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konstante disocijacije koje povezuju navedene specije u navedenom rasponu vrijednosti pH,

kao 1 termodinamicki parametri navedenih konstanata disocijacije.

S obzirom da je vrijednost redukcijskog potencijala klju¢na za njihovo biolosko djelovanje, u
drugom dijelu ovog rada istrazena su elektrokemijska svojstva meso(orto- 1 meta-
tetraetilpiridil) manganoporfirina. Ciklickom voltametrijom odredeni su apsolutni formalni
redukcijski potencijali i formalni redukcijski potencijali prema standardnoj vodikovoj elektrodi
koji povezuju navedene specije u rasponu vrijednosti pH 2-13, kao i termodinamicki parametri
navedenih formalnih redukcijskih potencijala. Takoder su odredeni elektrokemijski parametri
elektronskih prijelaza navedenih specija 1 potvrdeni racunalnim simulacijama mjerenja.
Kronokulometrijskim mjerenjima odredeni su difuzijski koeficijenti specija MnP i

procijenjene veli¢ine njihovih vodenih Supljina.

Naposljetku, predlozena je potpuna shema ponasanja kompleksa MnP u vodenim otopinama

navedenom rasponu vrijednosti pH, s obzirom na navedene disocijacijske 1 redoks ravnoteze.
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9. Summary

There has been a great deal of interest in the research of cellular oxidative stress and
particularly the molecules which could alleviate the damage it can cause. Molecular species
causing oxidative stress are the reactive oxygen (ROS) and nitrogen species (RNS), such as
superoxide anion (O;"), peroxynitrite (ONOQ) or hydroxyl radical (OH"). A class of enzymes
called the superoxide dismutases (SOD), catalyzing the reaction 20, + 2H" — H,0, + 0,,
constitutes an effective cellular protection from oxidative damage. Macrocyclic complexes of
transition metals have been developed as potential redox-active therapeutics able to neutralize
O,". The compounds from the class of manganese porphyrins (MnPs) have been shown to be
particularly effective, due to their unique electronic properties enabling them to construct
redox cycles that involve the consumption of superoxide and NO-derived oxidants at the
expense of readily available biochemical reductants like glutathione, tetrahydrobiopterine or

ascorbic acid.

The increased activity of MnPs has been achieved by attenuating the metal-centered redox
potential using various substituents to the porphyrin ring. The alkylation of the meso(ortho-
tetrapyridyl) MnP yielded the redox potential close to optimal and one of the most active
compounds was found to be the meso(ortho-tetracthylpyridyl) derivative, MnTE-2-PyP.
Besides the appropriate redox potential, the efficiency of MnPs as scavengers of reactive
species is influenced by their lipophylicity. Changing the position of alkyl substituents from
ortho- to meta- positions on the porphyrin ring increases lipophilicity and new meso(meta-
tetraalkylpyridyl) derivatives have been synthesized recently, including meso(meta-

tetraethylpyridyl) derivative, MnTE-3-PyP.

In the first part of this work, acid-base properties of meso(ortho- 1 meta-tetraethylpyridyl)
MnPs have been investigated. In aqueous solutions MnP complexes can coordinate two axial
water molecules which can deprotonate and have a significant influence on the redox potential
of MnPs and therein their citoprotective activity. The following species have been confirmed
to exist in aqueous solutions in the pH range 2-13: (H,0) Mn(II)TE-m-PyP*", (HO)Mn(I) TE-
m-PyP>", (H,0),;Mn(II[)TE-m-PyP*, (H,0)(HO)Mn(III)TE-m-PyP*", (O)(H,O)Mn(III)TE-m-
PyP*", (O)(H,O)Mn(IV)TE-m-PyP*" and (O)(HO)Mn(IV)TE-m-PyP*" (m =2, 3).. Using the
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combined potentiometric and spectrophotometric measurements all dissociation constants
connecting these species have been determined, as well as the thermodynamic parameters of

dissociation reactions.

Considering that the redox potential of MnPs is crucial for their biological activity, in the
second part of this work the electrochemical properties of meso(ortho- and meta-
tetraethylpyridyl) MnPs have been investigated. The absolute formal potentials and the formal
potentials vs. standard hydrogen electrode have been determined by cyclic voltammetry in the
pH range 2-13 and the thermodynamic parameters of these formal potentials have been
determined as well. Additionally, the electrochemical parameters of these electron transitions
have been determined and confirmed by computer simulations. Chronocoulometric
measurements enabled the determination of the diffusion coefficients of the MnP species and

the sizes of their water cavities have been estimated.

Finally, a complete scheme describing the behaviour of MnP complexes in aqueous solutions
in the pH range 2-13 has been constructed, taking into account the dissociation and redox

equilibria.
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Spectrophotometric pH-titrations (I <pH < 12) of manganese ortho-tetrakis(N-n-butylpyridi-
nium-2-yl)porphyrin (MnTnBu-2-PyP) have been performed in aqueous solution at various
temperatures and ionic strengths, studying complexes of various manganese oxidation states
(Mn(ID)—(IV)). The observed results indicate three absorbing species of Mn'""TnBu-2-PyP, but
only two absorbing species of Mn''"TnBu-2-PyP and Mn'YTnBu-2-PyP within the studied
acidity range. The first and second deprotonation constants are related to fully protonated and
monodeprotonated species, i.e., the aqua and hydroxo complexes, respectively. The same
complexes have been studied by cyclic-voltammetry and the results can be summa-
rized as follows: E°(Mn™TnBu-2-PyP(H,0);"/Mn"TnBu-2-PyP(H,0)*") 40.203V,
EY Mn"TnBu-2-PyP(H,O)OH)" /Mn"TnBu-2-PyPOH)*™) +0.191V, and  E°(Mn"VTnBu-2-
PyP(H,O)(OH)>*/Mn"'TnBu-2-PyP(H,0);") +0.62V, all versus NHE. In neutral and
acidic media the oxidation of the aqua Mn(III) complex may also occur as a one-electron
two-proton process yielding the oxoaqua Mn(IV) complex.

Keywords: Manganese tetra(ortho-n-butylpyridyl)porphyrin; Thermodynamics; Electrochem-
istry; Tonic strength; Proton dissociation

1. Introduction

Metalloporphyrins have been utilized as important electron carriers in a variety
of biological and chemical redox systems, as their electron-transfer reactions can be finely
tuned by the metal, the porphyrin macrocycle, and the electronic properties of the axial
ligands. Over the last decade, there has been a great deal of interest in manganese
porphyrins (MnP) because of their high reactivity and the accessibility of several
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Figure 1. Manganese ortho-tetrakis(N-n-butylpyridinium-2-yl)porphyrin (Mn'""TnBu-2-PyP).

oxidation states that enables the construction of redox cycles involving the consumption
of superoxide and NO-derived oxidants at the expense of readily available biochemical
reductants. There is a growing interest in using MnPs as therapeutics for oxidative stress-
related diseases, as the removal of reactive oxygen and nitrogen species is redox-based
[1 3]. A structure activity relationship found for the manganese-centered reduction
potential and the Mn-porphyrins catalytic rate constant of O, dismutation, guided the
synthesis of the most potent functional superoxide dismutase (SOD)-mimics [4 8].
Modulation of SOD activity has been achieved by tuning the metal-centered reduction
potential of metalloporphyrins via alkylation of the tetrapyridylporphyrin ring.
Manganese ortho-tetrakis(N-ethylpyridinium-2-yl)porphyrin was found to have an
excellent in vitro and in vivo SOD-like activity [7 9] and to exert an exceptional efficacy
in ameliorating neurological disorders, injuries of central nervous system (stroke and
spinal cord), radiation injury, cancer, diabetes, sickle cell disease, renal and
cardiac ischemia reperfusion, and pain. In addition to the intrinsic antioxidant capacity
of manganese porphyrins, bioavailability plays a major role in their in vivo efficacy [10].
For instance, the hexyl-MnP analogue (MnTnHex-2-PyP) exhibits similar
antioxidant capacity as the ethyl-analogue (MnTE-2-PyP), but because of its higher
lipophilicity the former is up to 120-fold more efficient in reducing oxidative
stress injuries [11].

Among the manganese porphyrins where lipophilicity and the catalytic rate constant
for O; dismutation were determined, ortho-tetrakis(N-n-butylpyridinium-2-yl)porphy-
rin (MnTnBu-2-PyP, figure 1) exhibits the antioxidant efficiency comparable to the
most efficient methyl- and ethyl-analogues, while its partition between n-octanol
and water (log Pow) is ca 2 and 3 units more positive than the partition of other two
analogues. Its lipophilicity that results in a high intracellular accumulation, along with
its antioxidant potency, makes it prospective drug for treating diseases that have
oxidative stress in common. The still relatively high hydrophilicity is expected to prevent
its precipitation in strongly alkaline water solution, where the charge of the aqua
complex reduces by two units due to the deprotonation of coordinated water. The latter
property should allow a detailed study of both the proton-dependent speciation and the
formal reduction potentials within a wide range of acidity, which should improve our
understanding of in vitro and possibly in vivo catalytic effectiveness of manganese
porphyrins.

In this work we present the results of spectrophotometric and voltammetric
investigations of the deprotonation of MnTnBu-2-PyP at various temperatures and



Manganese porphyrin 3

ionic strengths of aqueous solutions for the Mn(II), Mn(III), and Mn(IV) porphyrin
complexes.

2. Experimental

Throughout the experiments, water was doubly distilled in an all-glass apparatus and
the highest purity chemicals were used. The water was further boiled for 1 h and cooled
under nitrogen (purified by a Sigma Oxiclear cartridge) in order to exclude CO, and O,.
The ionic strength was maintained constant with sodium perchlorate (Sigma).
Perchloric acid (70%, Fluka) and sodium hydroxide (p.a., Merck) concentrations
were determined, respectively, by the titration of sodium tetraborate solution
(puriss. p.a., Fluka) in the presence of methyl red as indicator and
potassium hydrogenphthalate (99.99%, Acros Organics) with phenolphthalein
as indicator.

Investigated metalloporphyrin, MnTnBu-2-PyPCls was synthesized according to
published procedures [12]. Manganese(II) porphyrin was prepared by the reduction of
manganese(III) porphyrin with ascorbic acid (Fluka), whereas the oxidation of
manganese(IIT) porphyrin was performed by K5[Mo(CN)g] that was prepared according
to the published procedure [13, 14] immediately before the experiment. Concentration of
K5[Mo(CN)g] was determined spectrophotometrically (355 =1360(molL ') 'em 1)
[15]. Both reduction and oxidation reactions were completely reversible, and the original
manganese(III) porphyrin could be fully recovered by changing the ratio of reductant
and oxidant or by changing the pH (vide infra).

A solution of Mn"TnBu-2-PyPCls (~4.0 x 10 ®molL ') was prepared by the
dilution of a stock solution in water. The ionic strength was adjusted with sodium
perchlorate. Aliquots of 20mL of this solution were introduced into a jacketed cell,
maintained at (25.0 & 0.2)°C. The free hydrogen ion concentration was measured with a
combined glass electrode Mettler DG111-SC and Mettler T70 titrator. The Ag/AgCl
reference electrode was filled with 3molL ' NaCl. The combined glass electrode was
calibrated as a hydrogen concentration probe by titrating standard solution of HCIO4
with standard CO,-free NaOH solution [16, 17].

The spectrophotometric titrations were carried out by the addition of aliquots of
standardized NaOH solution with a piston microburet (Eppendorf). Special care
was taken to ensure that complete equilibration was attained. Simultaneous p[H*] and
UV-Vis absorption spectra (350 600 nm) were recorded. Absorption spectra were
recorded using a Varian CAry 50 UV-Vis spectrophotometer fitted with Cary 50 Fibre
Optic Dip Probe Coupler.

Cyclic-voltammetry (CV) measurements were performed using a three-electrode
potentiostat CH Instruments 600D, on-line connected to a PC. The data were treated
by CHI software v9.23. The working, reference, and auxiliary electrodes were a glassy
carbon (GC) electrode, the Ag/AgCl standard electrode (3molL ' NaCl), and
a platinum wire, respectively. GC electrode was polished with an aqueous alumina
slurry with particles 0.05 um in diameter before every experiment and the electrode
surface was determined to be 0.08cm” by chronocoulometry of 2mM solution of
K;5[Fe(CN)g] in 1 molL ! aqueous KCI. The pH of aqueous solutions was determined
on a Mettler Toledo T70 titrator with Mettler DG-111-SC glass electrode calibrated
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with standard pH 4.00, 7.00, and 10.00 buffers. The supporting electrolyte in CV
measurements of manganese porphyrin was 0.1 molL ' NaCl.

3. Results

3.1. Spectrophotometric pH titration of MnTnBu-2-PyP complexes

In aqueous solution, manganese porphyrins coordinate one or two axial waters, which
depending on the pH could deprotonate according to reaction patterns (1) (3).

(H,0), Mn*TnBu-2-PyP" .= (HO)(H,0),, ;Mn*TnBu-2-PyP" D + HT (1)

(HO)(H,0),, ;Mn*TnBu-2-PyP" D .—(0)(H,0), ,Mn*TnBu-2-PyP" 2 +H* (2)

(O)(HzO)m anXTnBu'z'PyP(n 2) (—_)(HO)2MHXTHBU-2-P}/P(" 2) (3)

In these equations X and n stand for oxidation numbers of manganese and the formal
charges of the (di)aqua complexes, and m is 1 or 2 depending on the oxidation state
of manganese and/or degree of deprotonation, respectively.

3.2. Deprotonation of Mn"" TnBu-2-PyP

As a representative example, the observed visible spectral change of the
Mn""TnBu-2-PyP in aqueous solution as a function of p[H'] at /=2molL ' is
shown in figure 2.

Up to p[H']=9, the absorption spectrum of Mn"'"TnBu-2-PyP is characterized by an
intense and sharp absorption centered at ~454nm together with two weaker and
broader absorption bands lying at 366 and 568 nm. The increase of p[H*] induces
a clear hypsochromic shift of the intense absorption band from 454 to 444 nm and the
loss of the band at 366 nm. Absence of isosbestic points during the titration clearly
indicates an involved equilibrium that includes several absorbing species. Spectral
analysis using the SPECFIT program revealed three relevant absorbing species related
by two mono-deprotonation processes. Fitting such a model to the experimental data
at different ionic strengths resulted in the values of deprotonation constants given in
table S1. Theoretical electronic spectra of different Mn'"TnBu-2-PyP species predicted
from the fit are presented in the inset on figure 2.

Variations of the observed ionization constants of Mn'"TnBu-2-PyP with ionic
strength and temperature are presented in figures 3 and 4, respectively.

Linear fit to the data shown in figure 3 resulted in the following parameters: (i) the
first ionization constants; slope=1.040.1, intercept=10.334+0.07; (i) the second
ionization constants; slope=1.1+£0.3, intercept=11.2+0.2. The obtained values
of intercepts correspond to the first and second thermodynamic acidity
constants of (H,0),Mn'"TnBu-2-PyP>*  calculated as 2.14x10'" and
1.58 x 10" dm’mol ', respectively. From the intercepts and slopes of van’t
Hoff plots shown in figure 4, the reaction enthalpies and entropies were calculated as
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Figure 2. Spectrophotometric titration of 4 x 10°*mol L™" Mn"'TnBu-2-PyP with NaOH, I 2molL"!
(NaClO,), 6 25°C, ! 1cm. The p[H™] values of the solution were varied within the p[H"]-range 9.3-12.4

(for the sake of clarity not all the measured spectra are shown).

0.0 0.3 0.6 0.9 1.2
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Figure 3. Dependence of pK,s of Mn"'"TnBu-2-PyP on 1'% at 25°C.

follows: Ay ;H=60+2kImol ', A;;S= 16+8JK 'mol ', Ap,H=49+4kImol ',
and A,,S= 67+8JK 'mol .

3.3. Deprotonation of Mn" TnBu-2-PyP

As a representative example, the observed visible spectral change of Mn'"TnBu-2-PyP in
aqueous solution as a function of p[H'] at /=2molL ' is shown in figure 5.



6 A. Budimir et al.
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Figure 4. van’t Hoff plots for the first and second ionization constants of (H,0),Mn'"'"TnBu-2-PyP>"
at I 2molL~" (NaClOy).
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Figure 5. Spectrophotometric titration of 4 x 107 °mol L™ Mn"TnBu-2-PyP with 0.2molL~' NaOH,
in 10mM ascorbic acid, 7 2molL™" (NaClOy), 6 25°C, [ 1cm. For the sake of clarity not all
the measured spectra are shown.

The titration was carried out under purified nitrogen. Manganese ion in
MnTnBu-2-PyP was maintained in reduced form by the addition of ascorbic acid
in a large molar excess.

A slight shift of the isosbestic points observed during the titration could be indicative
of an involved equilibrium. The SPECFIT factor analysis reveals at least two
relevant absorbing species existing in solution, but the third one could not be
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Figure 6. Dependence of pK, of Mn'"TnBu-2-PyP species on ' at 25°C.

definitively discarded. Therefore, the observed spectral data were fitted to two different
models, one affording two spectral species and one pK, value and another one affording
three spectral species and two pK,’s.

The three-species model for Mn'"TE-2-PyP deprotonation produces a slightly better
fit, which can be expected due to more degrees of freedom. Judging from the standard
deviations, that model is only slightly better than the two-species model and the
residuals of spectral data are similar for both models. According to the three-species
model, the first deprotonation of (H,O)Mn''TnBu-2-PyP*" causes an almost negligible
hypsochromic shift of the spectrum, with the practically identical spectral shapes of
diprotonated and monoprotonated species of Mn'"TnBu-2-PyP, differing only in their
intensities. The calculated pK,; value has a 10-fold larger standard deviation than pK,»,
and the pK, value for the two-species model is remarkably similar to pK,, obtained
from the three-species model. Therefore, the existence of the third spectral species could
be just an artifact related to experimental errors and we assume with certainty only one
pK, for acid base equilibrium of Mn'"TnBu-2-PyP, whereas the other pK, cannot
be confirmed with the current experimental data.

Accordingly, the two-species model was fitted to the observed spectral changes
affording the calculation of the pK, values (table S2), and the electronic spectra for the
different Mn'"TnBu-2-PyP species (inset of figure 5). The variations of the observed
ionization constant of Mn"TnBu-2-PyP>" with the ionic strength and temperature are
presented in figures 6 and 7, respectively.

Linear fit to the data shown in figure 6 resulted in the following parameters:
slope=1.5+0.2, intercept =10.6 =0.2. The intercept corresponds to the thermody-
namic acidity constant of (H,O)Mn"TnBu-2-PyP*" calculated as 3.98 x 10"
dm’mol '. From the intercept and slope of van’t Hoff plot shown in figure 7,
the reaction enthalpy and entropy were calculated as follows: A, H=59+2kJmol ',
AnS= 32+7JK 'mol .

3.4. Deprotonation of Mn"" TnBu-2-PyP

In order to determine the deprotonation patterns of the manganese(IV) porphyrins,
the spectrophotometric titrations had to be performed in the presence of an
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Figure 7. van’t Hoff plot for acid dissociation of Mn""TnBu-2-PyP at I/ 2molL~"' (NaClOy,).
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Figure 8. Spectrophotometric titration of 4 x 10 °molL™" Mn'YTnBu-2-PyP with 0.2molL~" NaOH,
I 2molL~" (NaClOy), 6 25°C,/ 1cm. For the sake of clarity not all the measured spectra are shown.

efficient oxidant. Maintenance of MnTnBu-2-PyP in oxidized form was easily achieved
by the addition of 0.lmM [Mo(CN)g]® , and by carrying out the pH titration in
aqueous solution under purified argon. Dependence of the observed visible spectrum of
the Mn'YTnBu-2-PyP on pH in aqueous solution at 2mol L ' ionic strength is shown
in figure 8 as a representative example.

The spectral analysis using the SPECFIT program revealed two relevant absorbing
species related through a single-proton exchange. Fitting such a model to the
experimental data at different ionic strength resulted in the values of deprotonation
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Figure 9. Dependence of pK, of (H,O)(OH)Mn' TnBu-2-PyP>* on I'* at 25°C.
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Figure 10. van’t Hoff plot for Mn"VTnBu-2-PyP at / 2mol L™! (NaClO,).

constants given in table S3. The predicted theoretical spectral species are shown as inset
in figure 8. Below pH 10 the Mn(III) form of complex (Mn'"TnBu-2-PyP) was
extremely stable, hence any deprotonation constant were inaccessible by the present type
of experiments. The variations of the observed ionization constants of Mn'VTnBu-2-
PyP>" with the ionic strength and temperature are presented in figures 9 and 10,
respectively.

Linear fit to the data shown in figure 9 resulted in the following parameters:
slope=1.0640.08, intercept=10.25+0.09. The latter corresponds to 1.78 x 10'°
dm’mol ' for the thermodynamic acidity constant of (H,O)(OH)Mn' ' TnBu-2-PyP>".
From the intercept and slope of the van’t Hoff plot shown in figure 10, the reaction
enthalpy and entropy were calculated as follows: A, H=48+2kJmol ',
AayS= 63+7JK 'mol .
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3.5. Cyclic voltammetry of MnTnBu-2-PyP

In acidic and mildly basic media only one pH-independent current peak pair has been
observed and attributed to Mn(III)/Mn(II) electron transfer (figure 11). At pH values
above 9, an additional current peak pair appeared at more positive potentials, becoming
fully developed at pH =11, corresponding to the Mn(IV)/Mn(III) redox transition
(figure 12). Cathodic (E,.) and anodic (£},,) peak separation for both redox processes
increases with scan rate, v, indicative of a quasi-reversible single-electron transfer. Both
potentials shift toward more negative values with increase in pH of the solution.
Dependence of peak current, iy, versus v for the reduction of Mn"'TnBu-2-PyP>"
(inset of figure 11), clearly demonstrates the transition from approximately reversible
electron transfer at low values of v to approximately irreversible electron transfer at
high values of v. Similarly, peak currents of the Mn(IIl)/Mn(Il) electron-transfer
process measured at pH =12 display even larger deviation from the reversible case,
approximating to irreversible electron transfer at high values of v (right-side inset of
figure 12) [18].

Parameters of the recorded cyclic voltammograms were evaluated according to the
previously published procedure [19, 20] and simulated using CHI software v9.23.
A summary of the estimated electrochemical parameters for the Mn(II1)/Mn(II) and
Mn(IV)/Mn(III) redox couples is given in table 1. The data in table 1 are identical to the
values of E,, versus Ag/AgCl published previously [I12], and the differences in
potentials versus NHE are due to the differences in calibration. Yet, importantly, the

3.0
2.5 -
< 201 .
g
2 15 e
o /// f_,.
0.8 - ' o
0.6 -
0.4 1 1.0 15 20 25
< 02_' V112 (y1i2g-112)
L ]
— 0.0 -
-0.2 1
-0.4 1
0.6 +————

0.3 0.2 0.1 00 -01 -02 -03
E (V) vs. Ag/AgCI

Figure 11. Cyclic voltammogram of 4.8 x 10 *molL™" Mn""TnBu-2-PyP>*, pH 7.6, [NaH,PO,]
0.05molL~", [NaCl] 0.ImolL™", v 02Vs™' 6 25°C, (-) measured values, (o) simulated values.
Inset: Dependence of i, on v!2, for the reduction of Mn"'TnBu-2-PyP*", (——) Randles-Sevcik equation
for reversible electron transfer, (- --) equation for irreversible electron transfer (@ 0.3), (o) measured values
of ipe.
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differences in potentials among the members of Mn(III) N-alkylpyridylporphyrin series
hold and thus all relationships that have been based on E;; hold also. Diffusion
coefficients were obtained by chronoamperometry in the same cell.

The obtained results indicate a single-electron redox transition for the Mn(III)/
Mn(II) redox couple, as defined by equation (4):

Mn"'TnBu-2-PyP(H,0);" + ¢ >Mn"'"TnBu-2-PyP(H,0)*" + H,0 (4)

The observed negative shift of the formal redox with increasing potential can be
attributed to the above determined deprotonation equilibria of Mn(III) and Mn(II)
species, in a way described by Laviron [21].

Deprotonation of these species also reduces the heterogeneous rate constant,
probably caused by a decrease of the overall positive charge and formal reduction
potential of the reacting species upon deprotonation. The value of cathodic electron-
transfer coefficient & < 0.5 is indicative of an asymmetric potential-energy function for
the transition state, meaning that the structure of the activated complex of Mn(III)/
Mn(II) redox couple has predominantly the structure of oxidized species. The literature
data indicate that similar MnPs in the oxidized form, i.e., Mn(III), are six-coordinate
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"
25 . - 25
—_— '.’ _—
s 2.0 1 ° << 20 1
o > o I
- 15 o’ o D., - 15 - =
_— ‘o —_ ” .
£10 AL 210 <o
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0.0 . . . . 00— : : .
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0.4 0.2 0.0 -0.2 -0.4
E (V) vs. Ag/AgCI

Figure 12. Cyclic  voltammogram  of 4.9x10 *molL™" Mn"'TnBu-2-PyP°*, pH 12,
[Na,HPO4;] 0.05molL~!, [NaCl] 0.1molL™', v 0.2Vs~™' 6 25°C, (-) measured values, (c) simulated
values. Left-side inset: Dependence of i, on v!72, for the oxidation of Mn™'TnBu-2-PyP>*, (-—) Randles—
Sevcik equation for reversible electron transfer, (e) measured values of i, (---) equation for irreversible
electron transfer (¢ 0.2), (J) measured values of i,.. Right-side inset: Dependence of i, on v!2, for the
oxidation of Mn"™'TnBu-2-PyP**, (--) Randles-Sevcik equation for reversible electron transfer, (---)
equation for irreversible electron transfer (@ 0.2), (M) measured values of ip,.
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with distorted octahedral geometry whereas in the reduced form, i.e., Mn(II), are
five-coordinate with geometry near a tetragonal pyramid [22]. The asymmetry of the
potential-energy function is further increased upon deprotonation of the involved
species (¢=0.3 at pH=7.6 and «=0.2 at pH 12).

The oxidation of Mn(I1I) to Mn(IV) species is hindered in acidic media. The absence
of electrochemical response of the Mn(III)/Mn(IV) redox pair in acidic media is most
likely due to oxo-/aqua-equilibrium of Mn(IV):

(H,0),Mn"TnBu-2-PyP%* .= (H,0)(0O)Mn'Y TnBu-2-PyP*" 4 2H™" (5)

Whereas, the electrochemical reaction is limited to the oxo-complex making
it thermodynamically unfavorable in acidic media. As the pH of the medium increases,
the rate of electron transfer increases, resulting in fully developed anodic and cathodic
waves at sufficiently high pH. However, this electron-transfer process is also
characterized by asymmetric potential-energy function for the transition state
(¢=0.2). This asymmetry is further demonstrated by the observed peak current for
the oxidation of Mn"TnBu-2-PyP°" at pH =12 matching the criteria of reversible
electron transfer quite well, but this is not the case for the reduction of Mn(IV) species
(left-side inset of figure 12).

4. Discussion

The equilibrium spectrophotometric measurements reveal that within the studied
acidity range three forms of Mn'""TnBu-2-PyP and only two forms of Mn'" TnBu-2-PyP
and Mn"TnBu-2-PyP could be identified in an aqueous solution with certainty. The
assignments of these species to the deprotonation steps defined by equations (1) (3)
could be based on the effect of the charge of the central metal ion on the polarization of
the O H bond of the coordinated water. The higher the positive charge localized on the
manganese ion, the lower is the pK, of the corresponding complex. Accordingly,
it seems possible that for Mn'YTnBu-2-PyP, the species that is missing is the fully
protonated one, which could eventually exist at a much lower pH. However, as clearly
shown by CV measurements presented in figure 11, due to its high reduction potential
this complex species cannot be observed and studied by conventional techniques. On
the other hand, for the Mn"TnBu-2-PyP the inaccessible species under the studied
experimental conditions is probably the fully deprotonated one whose pK, is perhaps
shifted to a much higher value due to the decrease of positive charge on the central
manganese ion. This hypothesis is confirmed by the thermodynamic data shown in
table 2. Deprotonation of the Mn(II) porphyrin complex is characterized by 59 kJ mol
reaction enthalpy and 32JK 'mol ! reaction entropy that closely resembles the
values for the first deprotonation step of Mn(III) complex, whereas the deprotonation
of the Mn(IV) porphyrin complex is characterized by 48 kI mol ' reaction enthalpy and

63JK 'mol ! reaction entropy that closely resembles the values for the second
deprotonation step of Mn(III) complex. Furthermore, according to such an assignment
of the deprotonation steps, the obtained first ionization constant for Mn(II) complex
(pK,=10.6) is slightly larger than for Mn(IIl) complex (pK,=10.3), reflecting the
stronger polarization of the O H bond of coordinated water in the latter complex due
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Table 1. Estimated electrochemical parameters for the Mn(IIT)/Mn(I1) and Mn(IV)/Mn(III) redox couples
of MnTnBu-2-PyP complex.

pH 7.6 pH 12
Redox couple Mn(I1T)/Mn(IT) Mn(I1T)/Mn(IT) Mn(IV)/Mn(III)
EY (V) vs. NHE 0.203 0.113 0.471
o 0.3 0.2 0.2
k° (cms™h) 0.004 0.0015 0.011
Do (em?s™h) 28x107°¢ 28x107° 3.7x107°¢
D (cm?s™!) 26x107° 26x107°¢ 28x107°

Conditions: [NaH,PO4] 0.05molL~" or [Na,HPO4] 0.05molL~", [NaCl] 0.ImolL™', 6 25°C.

to its higher positive charge. In other words, Mn'"TnBu-2-PyP°", with the manganese
in the Mn(III) form, is more electron deficient and binds axial water more strongly than
the electron-rich reduced Mn(Il) site in Mn"TnBu-2-PyP*", making the water
molecules in the former complex more acidic.

A decrease of ca 40JK "mol ! in reaction entropies from the first to the second
deprotonation step is probably caused by the formation of oxo-manganese porphyrin
complexes in the latter step, whose stronger hydration due to the increased dipole
moments could decrease the reaction entropies. Such a hypothesis is also confirmed by
CV measurements, namely, by the reduction of heterogeneous rate constant upon
deprotonation of the Mn(III) species, from k°=0.004cms ' to k°=0.0015cms ! at
pH 7.6 and 12 (table 1), respectively. The same situation is repeated in the second
protonation step of the Mn(IIl) complex (pK,=11.3) compared to Mn(IV) complex
(pK,=10.3), where a higher positive charge on manganese again causes a stronger
polarization of O H bond and in turn smaller pK, of Mn(IV) complex.

Our values of deprotonation equilibrium constants obtained for Mn"'TnBu-2-PyP
favorably compare to values reported for the methyl analogue of the studied
metalloporphyrin  [23], ie., pK, Mn"TM-2-PyP)=10.5, pK,, Mn"'TM-
2-PyP)=11.4, and pK, (Mn"YTM-2-PyP) = 10.5, additionally confirming the proposed
assignment of deprotonation steps.

Substitution of butyl for methyl chains in the porphyrin ring does not change the
acidity of coordinated water, although it was suggested that the core exposure in the
ortho-manganese porphyrins is strongly affected by the length of the alkyl side chains
[24]. A possible hindrance of coordinated water and a decrease in local dielectric
constant caused by the alkyl chains, which may slow the rate of proton transfer between
the axial ligand and the bulk water, must have a similar effect on both deprotonation
and protonation rates of the complexes, causing no effect on the acid base equilibria.

As shown in the distribution diagram (figure 13) of various species of MnTnBu-2-PyP
calculated by use of the Hyss program [25], at pH 7.6 both Mn(II) and Mn(I1I) complexes
are fully protonated, therefore the calculated formal reduction potential can be
assigned to the couple MnIHTnBu-2-PyP(H20)§+/MnHTnBu-2-PyP(H20)4+
(E° (Mn""TnBu-2-PyP(H,0);"/Mn"TnBu-2-PyP(H,0)*") = +0.203 V vs. NHE).

From the determined values of deprotonation constants and the formal reduction
potential for the aqua Mn(III)/Mn(II) porphyrin couple, the calculation of the
formal potential for Mn''"TnBu-2-PyP(H,0)(OH)*"/Mn"TnBu-2-PyP(OH)** couple
according to the Nernst equation vyielded (E®(Mn™TnBu-2-PyP(H,O)(OH)*"/
Mn"TnBu-2-PyP(OH)**")=+40.191V vs. NHE). As expected, the calculated value
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Figure 13. Distribution of MnTnBu-2-PyP species as function of pH at 25°C. Species: (1) Mn'"Tn
Bu-2-PyP(H,0);", (2) Mn'""TnBu-2-PyP(H,0)(OH)*", (3) Mn"'TnBu-2-PyP(H,0) O*"; (1) Mn"TnBu-
2-PyP(H,0)*" and (2) Mn"TnBu-2-PyP(OH)*".
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Figure 14. Distribution of MnTnBu-2-PyP species as function of pH at 25°C. Species: (1) Mn'"'TnBu-2-PyP
(H,0)3*, (2 Mn"'TnBu-2-PyP(H,O)(OH)**, (3) Mn'"'TnBu-2-PyP(H,0) O*'; (1) Mn"TnBu-
2-PyP(H,0)(OH)*" and (2) Mn'YTnBu-2-PyP(H,0) O*".

demonstrates that upon deprotonation of Mn(III) and Mn(II) aqua porphyrin
complexes, the electron density on Mn(III) is slightly increased over Mn(II) central
ion. As the presence of the oxo-complex was not confirmed for the Mn(II) complex,
analogous comparison for this type of complex is impossible.

From figure 13 it is obvious that at pH 12, in both the oxidized and reduced form of
the porphyrin complex, no complex species dominates in solution. Therefore, reduction
potential in that solution was calculated using the appropriate form of Nernst equation.
The estimated formal potential of 0.129 V versus NHE is in good agreement with the
observed value at that pH listed in table 1, i.e., 0.113V versus NHE indicating
a reliability of the results obtained by two techniques used throughout this study.

A similar analysis can be performed for the reduction of Mn(IV)/Mn(III) studied
complex. Figure 14 shows that at pH 10 two species dominate, the diaqua complex of
Mn(III)-porphyrin complex and hydroxo complex of the Mn(IV) species. Therefore, the
formal reduction potential, E” =0.62V versus NHE, obtained by CV measurements at
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Table 2. Equilibrium parameters for the deprotonation of MnTnBu-2-PyP of various oxidation states
of central metal ion.

Second

First deprotonation deprotonation
Manganese
oxidation state in AH, AS, AH, AS,
MnTnBu-2-PyP  pKy® (25°C) (kJmol™") (K 'mol™) pKp* 25°C) (kJmol™") (K 'mol™)
Mn(IT) 10.6 0.2 59+2 —32+7
Mn(I11) 10.34+0.1 60+2 —16+£8 11.24+0.2 49+3 —67+£8
Mn(1V) 10.34+0.1 48 +2 —63+7

aAt ] 0, obtained from the intercept of the “pK, vs. I'* plots.

pH 10, mainly  corresponds to the = Mn'YTnBu-2-PyP(H,O)(OH)’"/
MnI“TnBu-2-PyP(HZO)§Jr couple, described by the half-reaction: Mn' 'TnBu-
2-PyP(H,0)(OH)’"+H" +e — Mn"'TnBu-2-PyP(H,0);".

At pH 12 there is no the oxidized or reduced MnP species that dominates the solution
and the equilibrium appears to be too much involved to permit calculation of any
particular formal reduction potential. However, combining the obtained value of
E”(Mn"TnBu-2-PyP(H,0)(OH)>"/Mn""TnBu-2-PyP(H,0);") with the pK, values
from table 2 yielded the formal reduction potential of ca 0.58 V at pH =12 for any
hypothetical value of the first deprotonation constant of the Mn(IV) species pK,; < 9.5.
It is unlikely that the pK,; is higher than 9.5 because the third absorbing species,
MnIVTnBu-2-PyP(HzO)g+, should have been observed in the spectrophotometric
titrations. The calculated formal reduction potential is significantly different from the
observed formal potential of 0.471V versus NHE, indicating that equation (5) might
indeed be significant at lower pH values.

In conclusion, our results confirm that the fully deprotonated Mn"TnBu-2-
PyP(=0)>" species does not exist in a basic water solution up to pH 13. On the
other hand, based on the obtained results the Mn'VTnBu-2-PyP inaccessible species
could not be specified with certainty. It could be the fully protonated one, but because
of the possible formation of Mn"  TnBu-2-PyP(H,0)( = O)*" in a double-deprotonation
step from MnIHTnBu-2-PyP(HZO)§Jr the inaccessible species could also be the fully
deprotonated oxo-complex. Therefore, further studies including other MnP analogues
should be undertaken in order to clarify this point.
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The difference in electrostatics and reduction potentials between manganese ortho-tetrakis(N-
ethylpyridinium-2-yl)porphyrin (MnTE-2-PyP) and manganese meta-tetrakis(N-ethylpyridinium-3-
yl)porphyrin (MnTE-3-PyP) is a challenging topic, particularly because of the high likelihood for their
clinical development. Hence, a detailed study of the protolytic and electrochemical speciation of
Mn""VTE-2-PyP and Mn""VTE-3-PyP in a broad pH range has been performed using the combined
spectrophotometric and potentiometric methods. The results reveal that in aqueous solutions within
the pH range ~2-13 the following species exist: (H,O)Mn"TE-m-PyP*, (HO)Mn"TE-m-PyP**,
(H,0),Mn"'TE-m-PyP**, (HO)(H,O)Mn"" TE-m-PyP*, (O)(H,O)Mn"' TE-m-PyP**,
(O)(H,O)Mn"VTE-m-PyP* and (O)(HO)Mn"VTE-m-PyP** (m = 2, 3). All the protolytic equilibrium
constants that include the accessible species as well as the thermodynamic parameters for each
particular protolytic equilibrium have been determined. The corresponding formal reduction potentials
related to the reduction of the above species and the thermodynamic parameters describing the

accessible reduction couples were calculated as well.

Introduction

Over the last decade, there has been a great deal of interest in
manganese porphyrins (MnPs) because of their unique electronic
properties — robustness as oxidation catalysts. Based on structure—
activity relationships where metal-centred reduction potential,
E,,,, was related to ability to disproportionate/dismute superox-
ide, the ortho Mn(111) N-alkylpyridylporphyrins were identified
as the most potent SOD mimics." We have recently shown
that the water-exchange rates at Mn(1u) in this type of MnPs
is fast enough not to interfere with their high rates of O,
dismutation.” Furthermore, based on their ability to easily donate
or accept electrons, efficacious MnP-based SOD mimics proved
to be excellent scavengers of peroxynitrite and most efficacious
in favourably affecting cellular transcription activities, resolving
the excessive inflammatory and immune response.>** Mn(IIr)
N-alkylpyridylporphyrins possesses five positive charges in the
proximity of the metal site and thus afford both thermodynamic
and electrostatic facilitation for the reaction with anionic super-
oxide and peroxynitrite. Thus they proved remarkable efficacy in
ameliorating diseases that have oxidative stress in common, such
as central nervous system disorders, diabetes, cancer radiation
injuries, efc. The rate of O,"~ dismutation, k., can conveniently
be taken as an indicator of their potential as therapeutics. In
addition to the ability to affect redox-based processes, their efficacy
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in vivo is affected by their bioavailability. This in turn is affected
by their lipophilicity, shape, size, rotational flexibility, etc. The
comprehensive study on SOD-deficient E. coli shows that meta
isomer, MnTE-3-PyP>*, with 10-fold lower k. provides same
efficacy in protecting E. coli as ortho isomer, MnTE-2-PyP**, due to
10-fold higher lipophilicity, which in turn results in 10-fold higher
cellular accumulation. Thus both ortho and meta isomers of N-
ethylpyridylporphyrin may be considered perspective therapeutics.
While the O, dismutation involves the Mn"™P/Mn"P redox-
couple, the removal of peroxynitrite (ONOQO- is widely considered
as a major damaging species in vivo) occurs through its binding
to the Mn(11) site followed by its two-electron reduction to NO,~
along with oxidation of Mn"P to Mn'VP.¢

Hence, the basic chemistry of manganese(li-1v) ortho-
tetrakis(N-ethylpyridinium-2-yl)porphyrin and meta-tetrakis(N-
ethylpyridinium-3-yl)porphyrin (Fig. 1la and 1b), related to the
Mn site which is responsible for their ability to affect redox-based
cellular signalling processes, is addressed in this study.

Although biological relevance of MnPs was the primary reason
for conducting this study, an additional reason to undertake it
was the observation of a strong effect of a slight positional change
of ethylpyridinium substituents on the lipophilicity, the metal-
centered formal reduction potential and the antioxidant capacity
of the MnPs.

The reduction potentials for diaqua Mn"™P/Mn"P and
Mn'VP/Mn'"P couples have been reported,”®® but several reports
differ in the identities of all relevant species, or the data have been
collected under different experimental conditions. A great variety
of different complex species have been proposed so far, as for
instance (0),Mn"P, (O)(HO)Mn"P and Mn"P",”* (H,0),Mn""P
and (HO)(H,O)Mn"P,**? as well as (HO)(H,O)Mn'VP species.’
However, none of the papers report the ionic strength, which has
been shown to affect the proton dissociation of the complexes to
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Fig. 1 a) Manganese ortho-tetrakis(N-ethylpyridinium-2-yl)porphyrin =
MnTE-2-PyP. b) Manganese meta-tetrakis(N-ethylpyridinium-3-yl)por-
phyrin = MnTE-3-PyP. X, and X, stand for the aqua, hydroxo, or/and
oxo ligand(s), with X, not necessarily included.

a) R=

a great extent.”® On the other hand, the obtained thermodynamic
parameters of manganese ortho-tetrakis(N-n-butylpyridinium-2-
yl)porphyrin (MnTnBu-2-PyP) deprotonation have not supported
the identification of the (O)(H,O)Mn'YP complex as the “fully”
protonated Mn'"P species in an aqueous solution 4 < pH < 13.13

In order to improve our understanding of the rather complex
behaviour of MnPs, in this work we report the results of a
detailed study of the protolytic and electrochemical speciation
of Mn"VTE-2-PyP and Mn""VTE-3-PyP in a broad pH range.
The difference in electrostatics and reduction potentials of these
two isomers is a challenging topic, particularly because of the high
likelihood for their clinical development.

Experimental

Throughout the experiments, double distilled water and the
highest purity chemicals were used. The measurements were
performed under an N, or Ar atmosphere. The buffers used were
prepared from CH;COONa (Sigma), Na,B,0;-10H,O (Riedel-
de Haén), CAPS (N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid)
(Sigma), Na,HPO,-2H,0O (Merck) and NaH,PO, (Merck). The
pH of aqueous solutions was determined on a Mettler DL50 titra-
tor with a Mettler DG111-SC glass electrode and a thermostatted
titration vessel. The pH electrode was calibrated by titration of a
strong acid with a strong base in 2M NaClO,.

The investigated metalloporphyrins, Mn™'TE-2-PyPCl; and
Mn"TE-3-PyPCl;, were synthesized according to the published
procedures.'*'* Mn"Ps were prepared by the reduction of Mn"'Ps
with ascorbic acid (Fluka), whereas the oxidation of Mn'"'Ps
was performed by K;[Mo(CN)] prepared according to published
procedure'®'” immediately before the experimental measurements.
An equimolar solution of octacyanomolybdate(v/1v) was pre-
pared by oxidation of K,[Mo(CN)s] with KMnO, in perchloric
acid and the formed Mn?**(aq) was quantitatively removed by
filtration of precipitated Mn(OH), formed upon the addition of
0.1 M NaOH. The concentration of K;[Mo(CN);] was determined
spectrophotometrically (e = 1360 M~ cm™)."®

The UV-Vis spectra were recorded on a Cary 50 spectropho-
tometer equipped with an optic fiber immersion probe and a
thermostatted titration vessel or a thermostatted cell holder.

BASIi SEC-C thin layer quartz glass spectroelectrochemical cell
with 1 mm light path and Princeton Applied Research PAR-273A
potentiostat were used for spectroelectrochemical measurements
(SEC). As the working, reference, and auxiliary electrode an 80-
mesh Pt-gauze, a Ag/AgCl standard electrode (3M NaCl) and a
platinum wire were used, respectively. The potentials are reported
vs. standard hydrogen electrode (SHE, referring to the hydrogen
pressure of 1 bar).

Results
Acid-base properties of MnTE-m-PyP (m = 2, 3) complexes

Deprotonation of Mn"™' TE-m-PyP. In an aqueous solution,
MnPs can axially coordinate water molecules, which can de-
protonate to hydroxo- and/or oxo-complexes, depending on the
oxidation state and pH. Such deprotonation is usually associated
with an immediate spectral change observable in the UV-Vis
spectral region. The observed spectral change of the Mn"'TE-
2-PyP in an aqueous solution as function of pH is shown in Fig. 2.
Since no spectral change has been observed from pH 9 down to
pH 1.5, these spectra are not shown in the figure.
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Fig.2 A typical titration profile of 4.8 uM Mn"'TE-2-PyP in 2 M NaClO,
with 0.2 M NaOH (6=25°C, /=1 cm). The pH values of the solution were
varied within the pH-range 9.1-12.9 (for the sake of clarity not all measured
spectra are shown). Inset: The theoretical spectra of the protonated (black),
mono-deprotonated (red), and double-deprotonated (blue) species.

An absence of isosbestic points during the titration clearly indi-
cates an involved equilibrium that includes at least three absorbing
species. Indeed, the spectral analysis by the SPECFIT**! pro-
gram confirmed three relevant absorbing species related through
the acid-base equilibrium defined by two pK,-s. Fitting such a
reaction model to the experimental data resulted in the following
values: pK,, = 10.89 £ 0.01 and pK,, = 11.62 = 0.02. The inset
of Fig. 2 illustrates the theoretical spectra of the relevant species
predicted from the fit.

A similar spectral change as function of pH in an aqueous
solution was observed for Mn"TE-3-PyP and is shown in Fig.
S1.f Fitting the model to the experimental data resulted in the
following values: pK,, = 11.57 £ 0.01 and pK,, = 12.70 £ 0.09.

Deprotonation of Mn"TE-m-PyP. Since in acidic medium
Mn"Ps decompose to free metal ions and the porphyrin ligand,?
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it was necessary to determine the acidity range in which the
Mn"Ps were stable enough to perform the titrations. Hence, an
aqueous solution of each MnP was adjusted to a particular
pH, purged with argon in a SEC UV-Vis cell and a negative
potential of ca. =250 mV vs. the formal potential of a particular
MnP was applied to the Pt-electrodes inserted in the solution.
The time-dependent spectral changes observed for both Mn'"'Ps,
continuously monitored for ca. 30 min in an anaerobic cell
at constant pH (Fig. S2 and S3, respectively),t confirm the
thermodynamic lability of both Mn"Ps. After the initial reduction
at pH <2, an “irreversible” decomposition of the formed Mn"TE-
2-PyP was observed, characterized by the formation of a species
with an absorbance maximum characteristic of the free porphyrin
(H,TE-2-PyP, A, = 415 nm). The observed spectral changes at
pH 4 and 8 are similar, except that at pH 4 the formed product
cannot be quantitatively re-oxidized to Mn'"TE-2-PyP. This is
an indication of the proton-concentration dependence of the
decomposition rate. Mn"TE-3-PyP was found to be even more
unstable, since the extensive decomposition of this complex to
the free metal ion and the porphyrin ligand was observed already
at pH 4. Therefore, the “safe” acidity ranges for the acid-base
titrations of both Mn"Ps were established at pH > 7.
Maintenance of the total MnTE-2-PyP in reduced form was
accomplished by the addition of 1 mM ascorbic acid and by
keeping aqueous solutions under purified argon. The observed
spectral change of Mn"TE-2-PyP in an aqueous solution in the
presence of ascorbic acid as a function of pH is shown in Fig. 3.

|
1.0+ '

0.0

460 ' 450 560 550 660
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Fig. 3 A typical titration profile of 5 uM Mn"TE-2-PyP in 2 M NaClO,

with 0.2 M NaOH, (6 =25 °C, / = 1 cm). The pH values of the solution

were varied within the pH-range 9.2-12.8 (for the sake of clarity not all
measured spectra are shown).

The SPECFIT factor analysis reveals two relevant absorbing
species present in the solution, but the existence of the third
one could not be definitively ruled out. Therefore, the observed
spectral data were fitted to two different models, one affording
two spectral species and one pK, value and another one affording
three spectral species and two pK,-s. Fitting the former model to
the experimental spectral data resulted in the value of pK,=11.75+
0.01, whereas fitting the latter model to the same experimental data
resulted in pK,; =9.7%£0.2 and pK,, =11.76 £ 0.01.

The 3-species model for Mn"TE-2-PyP deprotonation produces
a slightly better fit, which can be expected due to more degrees

of freedom. Standard deviation for that model is only slightly
better than the one for the 2-species model (¢ = 1.8 x 107 vs.
o0 =2.1 x 107) and the residuals of spectral data are very similar
for both models. However, the theoretical spectra of the fully
protonated and monodeprotonated species of Mn"TE-2-PyP in
the 3-species model are practically identical (Fig. S4),7 and the
calculated pK,, value has a ten times larger standard deviation
than pK,,. Furthermore, the pK, value for the 2-species model is
remarkably similar to pK,, for the 3-species model. In conclusion,
our result on the acid—base equilibrium of Mn"TE-2-PyP confirms
only one pK, with certainty, while the other one is not supported
by the current experimental data.

The observed visible spectral change of the Mn"TE-3-PyP in
the presence of ascorbic acid as a function of pH is similar to the
one obtained for Mn"TE-2-PyP and is shown in Fig. S5, but to
maintain the total MnTE-3-PyP in its reduced form, an addition
of 10 mM ascorbic acid was necessary. Fitting the 2-species model
including a single-proton dissociation to the experimental data
resulted in the value of pK, = 12.04 £ 0.03. The theoretical spectra
of the involved species (inset of Fig. S5)1 reveal the similarity
of the two studied Mn"Ps. It is worth noting that the spectra of
Mn"TE-3-PyP obtained by either the electrochemical reduction
or the chemical reduction with ascorbic acid, match each other
more than satisfactorily (Fig. S6).}

Deprotonation of Mn"“TE-m-PyP. In order to determine the
deprotonation patterns of the Mn' Ps, the spectrophotometric pH-
titrations were performed under purified argon in the presence
of an efficient oxidant. Maintenance of the total MnTE-2-PyP in
oxidized form in mildly basic conditions was achieved with 0.1 mM
[Mo(CN)s]*. Dependence of the observed visible spectrum of
Mn"VTE-2-PyP in an aqueous solution on pH is shown in Fig. 4.
Above pH 12.3 no further spectral change has been observed and
these data are not shown in the figure.
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Fig. 4 A typical titration profile of 4.6 puM Mn"VTE-2-PyP in 2 M
NaClO, with 0.2 M NaOH (0 = 25 °C, / = 1 cm), in the presence of
0.1 mM [Mo(CN)s]*. The pH values of the solution were varied within
the pH-range 9.7-12.3 (for the sake of clarity not all measured spectra
are shown). Imset: The theoretical spectra of protonated (black) and
deprotonated (red) species.

The spectral analysis revealed two relevant absorbing species
related through a single-proton exchange. Fitting the model to the
experimental data resulted in the value of pK, =11.14 £ 0.02. The
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predicted theoretical spectra of relevant species are shown as an
inset in Fig. 4. Below pH 9.7 the reduced form of the complex is
extremely stabilized and a possible deprotonation constant in that
pH range was inaccessible by the presented type of experiments.
The titration of Mn"VTE-3-PyP was carried out under very
similar experimental conditions as described for Mn"VTE-2-PyP,
and the observed spectral change is similar as well (Fig. S7).}
The spectral analysis using the SPECFIT program again revealed
only two relevant absorbing species and fitting this model to the
experimental data resulted in a single value of pK, =11.99 £ 0.04.

Electrochemical properties of MnTE-m-PyP (m = 2, 3) complexes

As presented above, the deprotonations of each Mn"P and
Mn'"VP were found to be characterized by only one pK,. Based
on these results alone, structures of the species linked by a
single proton exchange cannot be distinguished. In order to
resolve this ambiguity we set up a new series of experiments
including pH-spectrophotometric titrations of both MnPs in the
presence of either ascorbic acid or octacyanomolybdate(v) but
with the particular MnP present in two oxidation states. The
obtained results allow relating the thermodynamic parameters
of the investigated acid—base equilibria to the formal reduction
potentials of each couple, as well as the number of transferred
electrons to the number of protons transferred in the equilibria
involved.

Reduction of Mn"Ps with ascorbate. In order to determine
the values of the formal reduction potential for the studied
Mn""P/Mn"P couples, the spectrophotometric titrations were
performed in the presence of ascorbic acid, with respect to the
“safe” acidity range. The spectral data reveal a gradual reduction
of both MnPs with ascorbic acid upon addition of NaOH to the
solutions.

The oxidation of ascorbate, Asc’, proceeds through two distinct
steps. The first-step formation of a free-radical anion, Asc', is
followed by a very fast disproportionation of the formed radical
yielding ascorbate dianion and dehydroascorbic acid: 2Asc™ =
Asc* + D.» Dehydroascorbic acid is further transformed to the
final product by a relatively slow but irreversible reaction.? There-
fore, in order to maintain the “reversibility” of the studied redox
reactions during the spectrophotometric titrations, each spectrum
has been measured immediately after mixing the reactants at the
appropriate pH, thus avoiding the degradation of both Mn"Ps and
dehydroascorbic acid.

Fig. 5 and Fig. S8t show the spectral changes of Mn'TE-2-
PyP and Mn"'TE-3-PyP in the presence of a large molar excess of
ascorbic acid upon addition of NaOH, respectively. In both exper-
iments the concentration of dehydroascorbic acid was maintained
constant and in a large molar excess over MnPs by the initial
addition of ferricyanide to oxidize a part of ascorbate according
to the reaction: 2[Fe(CN)J** + Asc> = 2[Fe(CN)]** + D.

The spectral analyses of the data indicate two absorbing species
for each MnP, related through a proton dissociation reaction:
Mn"'TE-m-PyP™ 2 Mn"TE-m-PyP“"* + H*, with the apparent
reaction equilibrium constant defined as:

- [Mn"TE-m-PyP* |[H"]
"~ [Mn"™TE-m-PyP**
[ y

K

()

red.
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Fig. 5 A typical titration profile of (4.9 uM Mn"'TE-2-PyP + 20 mM
ascorbic acid + 0.5 mM [Fe(CN),]*) in 2 M NaClO, with 0.2 M NaOH
(6 =25°C, =1 cm). The pH values were varied within the pH-range
1.5-5.1 (for the sake of clarity not all measured spectra are shown). Inset:
The theoretical spectra of Mn"™' TE-2-PyP** (black) and Mn"TE-2-PyP**
(red).

The data shown in Fig. 5 and Fig. S81 were fitted in order to
determine the half-reduction points, i.e. the pH values at which
[Mn"TE-m-PyP)/[Mn" TE-m-PyP] = 1. For Mn"' TE-2-PyP and
Mn"'TE-3-PyP the calculated half-reductions are found at pH =
pK.a = 3.21 £ 0.02 and pH = pK,., = 8.84 £ 0.04, respectively.
The theoretical spectra shown in the insets of these two figures
are in excellent agreement with the theoretical spectra of the same
species obtained by the separate spectrophotometric pH-titrations
of each MnP: Mn"'TE-2-PyP** (Fig. 2), Mn"TE-2-PyP** (Fig. 3),
Mn"'TE-3-PyP** (Fig. S1) and Mn"TE-3-PyP* (Fig. S5).1

The formal reduction potential of ascorbic acid, Epp+/uas’ =
+390 mV,” is pH-dependent due to the deprotonations of H,Asc.
Our potentiometric titration of ascorbic acid in 2 M NaClO, at
25°C afforded the values of pK, 4 =4.21£0.03 and pK . =11.13%
0.05. The Nernst equation for the potential of D, H*/H,Asc couple
expressed in terms of total concentrations of both ascorbic acid
and dehydroascorbic acid at 25 °C is therefore:
£ g ~0.0591 [Asc]

D,H ™ /Hj Asc 2

tot

log 5
([H+] + [H+]K31A +KalAKa2A)[D]mt

2

Using eqn (2), the potentials of the 0.25 mM dehydroascorbic
acid/19.75 mM ascorbic acid couple at pH = 8.84 and pH = 3.21
can be calculated as —52 mV and +145 mV, respectively. Since
the reaction solutions were left to equilibrate at each point of
the titration, the calculated potentials equal the formal reduction
potentials of fully protonated Mn"P/Mn"P couples.

Oxidation of Mn"Ps with octacyanomolybdate(v). Below
pH 10, in the presence of octacyanomolybdate(V), the investigated
porphyrin complexes were mixtures of Mn(1)/(1v) oxidation
states. The reactions of both Mn"'Ps with octacyanomolybdate(v)
can be written as: Mn""TE-m-PyP>* + [MoY(CN);]*> =2 Mn" TE-
m-PyP* + [Mo"(CN)]*. By a gradual increase of pH from neu-
tralup to 10,a0.1 mM [Mo(CN),]* gradually oxidizes either of the
Mn'""Ps in solution. The spectral changes caused by the addition
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Table 1 Thermodynamic data and deprotonation constants at 25 °C, I =2 M NaClO, (assigned as in Scheme 1) of manganese alkylpyridyl complexes

Species pK. to AyH to A,S8°tc pK,to AoH*to A,Sto pKsto AsH*o AszSto  Ref
Mn"TE-2-PyP 11.75+0.01 — — — — — — — — This work
Mn"TE-3-PyP 12.04+0.03 — — — — — — — — This work
Mn"TnBu-2-PyP 11.99+0.03 5942 -32+7 — — — — — — 13
Mn"'TE-2-PyP 10.89+0.01 49+1 —-44+3 11.62+£0.02 48%3 -62+11 — — — This work
Mn"TE-3-PyP 11.57+0.01 51+£3 -51+9 1270+ 0.09 51+3 -72+11 — — — This work
Mn"'TnBu-2-PyP 11.36 +0.01 60+2 -16+8 12.33+£0.01 49%3 6718 — — — 13
Mn'VTE-2-PyP — — — — — — 11.14+£0.02 52£3 -37+11 This work
Mn"VTE-3-PyP — — — — — — 11.99+0.04 50+6 —-59+19 This work
Mn"“VTnBu-2-PyP — — — — — — 11.78 £0.02 48+2 -63+7 13

“ Reaction enthalpies are given in kJ mol™'. * Reaction entropies are given in J K! mol™.

of NaOH to the neutral solutions of MnTE-2-PyP and MnTE-3-
PyP in the presence of equimolar octacyanomolybdate(V/IV) are
shown in Fig. 6 and Fig. S9, respectively.

0l : ; : ) ;
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Alnm

0.0

450 500
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Fig. 6 A typical titration profile of 5 uM Mn™TE-2-PyP in 2 M NaClO4
with 0.2 M NaOH (0 = 25 °C, I = 1 cm) in the presence of 0.1 mM
[Mo(CN) - and 0.1 mM [Mo(CN);]*. The pH values of the solution were
varied within the pH-range 8-10 (for the sake of clarity not all measured
spectra are shown). Inset: The theoretical spectra of the reduced (black)
and oxidized forms of MnTE-2-PyP (red).

For each MnP, the SPECFIT spectral analyses indicate two
absorbing species related through the simultaneous dissociation of
two protons. The formal reduction potential of octacyanomolyb-
date has been determined as E[MO(CN)R]“’/[MO(CN)SP’0' = +870 mV by
CV experiments in 2 M NaClO,. Within the studied pH range, this
formal reduction potential is pH-independent and the observed
pH-dependence of measured spectra must be a consequence of
the MnPs’ deprotonation. Furthermore, as the above presented
results on the proton dissociation reveal that within the used pH
range both Mn"'Ps deprotonate negligibly, the observed proton
dependence must be attributed solely to a double deprotonation
of Mn'VPs species. Therefore, an oxidation half-reaction suitable to
the observed spectral changes can be written as: (H,0),Mn"'TE-
m-PyP** = (O)(H,O)Mn" TE-m-PyP** + 2H*+ ¢-, characterized
by the following apparent equilibrium constant:

K = (0)(H,0)Mn"TE —m — PyP*" [H+r

app. 1T 5+ (3)
|(H,0), Mn"'TE — m — PyP

Table 2 The formal reduction potentials for the one-electron couples
obtained by the spectrophotometric pH titrations at 6 =25 °C, I =2 M
(NaClQ,), assigned as in Scheme 1

MnTE-3-PyP  MnTE-2-PyP  MnTnBu-2-PyP
Formal potential (E” +6)/V (E" t0)/V (E" £ 0)/Ve
E\" —0.052+£0.001  +0.145£0.001 +0.203
EY -0.080 £0.001  +0.094+0.001 +0.191
E" +0.479+£0.001 +0.578 £0.001  +0.399

“ Values taken from reference 13

Fitting the proposed model to the experimental data resulted
in the value of pK,,, = 17.71 £ 0.02 and pK,, = 17.85 %
0.01 for (H,0),Mn"TE-2-PyP>* and (H,0),Mn"TE-3-PyP*,
respectively. The theoretical spectra shown in the inset of these two
figures are again in excellent agreement with the theoretical spectra
of the same species obtained by the separate spectrophotometric
pH-titrations of each MnP: Mn"'TE-2-PyP** (Fig. 2), Mn"VTE-2-
PyP* (Fig. 4), Mn""'TE-3-PyP>* (Fig. S1)T and Mn'VTE-3-PyP*
(Fig. S7).¥

Taking the above mentioned into account, the experimen-
tal data should be fully depicted by the redox reaction:
(H,0),Mn""TE-m-PyP>* + [Mo(CN)]* = (O)(H,O)Mn"“TE-m-
PyP* + [Mo(CN)]* + 2H", and the equilibrium constant given
by eqn (4).

2

[(0)(H,0)Mn"TE —m —PyP* | [Mo(CN), |

B

|(H,0),Mn""TE — m — PyP*" @

[Mo(CN)g]S_}

Considering that the concentrations of [Mo(CN)]*> and
[Mo(CN)s]*~ were practically equal during the entire titrations
(the total octacyanomolybdate is in a very large molar excess over
MnPs), the calculated values of K, for the two MnPs numerically
equal the corresponding values of K,,, given above. From the
values of K, and the deprotonation constants listed in Table 1
for the two MnPs, the values of the formal reduction potentials
of individual species were easily calculated from Nernst equation
and are listed in Table 2.

Thermodynamics of deprotonation of Mn* TE-m-PyP (X =III, IV;
m =2, 3) complexes

In an attempt to identify the species of MnPs involved in the
reaction with octacyanomolybdate(v) (Fig. 6 and Fig. S97F), we
have performed additional pH-spectrophotometric titrations of
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Table 3 Thermodynamic data for the accessible redox couples of the studied manganese porphyrin complexes obtained in 2 M NaClO,. The values

were calculated from formal redox potentials vs. SHE

Parameter “*

Couple AH" 6 AS" to
(O)(H,O)Mn"VTE-2-PyP* + 2H* + ¢~ — (H,0),Mn" TE-2-PyP** -182+5 +8+ 18

(0)(H,O)Mn"TE-2-PyP* + H* + ¢ — (HO)(H,0)Mn"TE-2-PyP* ~133+38 -36+21
(O)(H,O)Mn" TE-2-PyP* + & — (O)(H,0)Mn"" TE-2-PyP** —85+11 —98+32
(0)(HO)Mn" TE-2-PyP* + 2H* + - — (HO)(H,0)Mn" TE-2-PyP** —185+ 11 +1£32

(0)(H,0)Mn"TE-3-PyP* + 2H* + ¢ — (H,0),Mn""TE-3-PyP5* —174+5 +37+16
(0)(H,0)Mn"VTE-3-PyP* + H* + & — (HO)(H,0)Mn™ TE-3-PyP* —123+38 ~14+25
(0)(H,0)Mn"TE-3-PyP* + ¢ — (O)(H,0)Mn"TE-3-PyP* 7211 -86+36
(O)(HO)Mn"TE-3-PyP* + 2H* + ¢ — (HO)(H,0)Mn"'TE-3-PyP** _173+ 14 +45+44

“Reaction enthalpies are given in kJ mol™. ® Reaction entropies are given in J K™ mol™'.

both MnPs in the temperature range from 15 °C to 35 °C. The
variations of the observed ionization constants of Mn"'Ps and
Mn'VPs with temperature are presented in Fig. S10 and S11,}
respectively. An excellent linearity of the van’t Hoff plots was
obtained with the correlation coefficients 0.947 < R < 0.992. From
the intercepts and slopes of van’t Hoff plots, the reaction enthalpies
and entropies were calculated and are given in Table 1.

Thermodynamics of oxidation of Mn*TE-m-PyP (X =1IIL, IV; m =
2, 3) complexes with octacyanomolybdate(v)

In order to evaluate the thermodynamic parameters for the
MnV!Ps electron-transfer reactions, the temperature depen-
dences of K, defined by eqn (3) were also examined in the temper-
ature range from 15 °C to 35 °C. The values of K,,, determined at
different temperatures and the measured temperature dependence
of the formal reduction potential of octacyanomolybdate (Fig.
S12)t combined with the reported value of absolute reduction
potential of hydrogen gas electrode (E* = +4.44 V)* enabled the
construction of plots for the temperature dependence of both the
formal and the absolute reduction potentials of (O)(H,O)Mn" TE-
m-PyP* 2H*/(H,0),Mn" TE-m-PyP** redox couples (Fig. S13
and S14).7 Omitting the variation in heat capacity in the tem-
perature interval from 288.15 K to 303.15 K, the thermodynamic
parameters can be calculated from the slopes of E” vs. T and E”
vs. T (AS =nFAE/AT and AH = —nFE + TAS), resulting in the
values given in Tables 3 and S1.}

Discussion

The equilibrium spectrophotometric measurements reveal three
forms of Mn"Ps within the studied pH range (1.5 < pH <
13). Considering the different experimental conditions used, the
obtained values of the deprotonation constants of Mn'"Ps are
quite close to the ones reported for similar complexes, e.g. the
methyl analogues of the studied porphyrins (pK,,(Mn""TM-2-
PyP) = 10.5, pK,(Mn"TM-2-PyP) = 11.4, pK, (Mn""TM-3-
PyP) =11.5, and pK,,(Mn"'"TM-3-PyP) = 13.2, pK,,(Mn"'TnBu-
2-PyP) = 10.3, pK,,(Mn""TnBu-2-PyP) = 11.2).%*”® Since the
titrations were carried out down to pH 1.5, it can be safely assumed
that the observed fully deprotonated species of both Mn''Ps are
diaqua complexes, with two axially coordinated water molecules.

On the other hand, only two forms of Mn"Ps could be
experimentally identified. The question that arises is which species

is experimentally inaccessible. This dilemma was resolved by
combining the results of acid/base titrations when total MnPs
were reduced, with the results of the titrations when the manganese
in MnPs existed in both +2 and +3 oxidation states. When Mn"'Ps
were titrated with NaOH in the presence of ascorbic acid in
the pH region where only their fully protonated (diaqua species)
complexes exist, the redox reactions were accomplished by no
proton exchange on the MnPs. Obviously, the experimentally
accessible Mn"Ps species are the fully protonated and the mono-
deprotonated ones.

The inability to detect fully deprotonated Mn"Ps came rather
as a surprise, considering that during the titrations the pH of
the solutions was increased up to 13. However, in contrast to
the Mn"Ps and the Mn''Ps, the Mn"Ps coordinate only one
axial water molecule® because of an increase of the manganese
ion radius upon its reduction. In turn, manganese is inserted
slightly above the porphyrin plane, one of the coordinated water
is driven away, the thermodynamic stability is decreased and the
kinetic inertness of Mn'"Ps in acidic medium is lost, leading to the
observed decomposition of the complexes (Fig. S2 and S3).}

For the same reason, the species that would form upon a full
deprotonation of Mn"TE-2-PyP must coordinate only an oxo-
ligand. Such a complex may be destabilized by the unfavourable
solvent reorganizations caused both by the overall charge decrease
of the complex and a charge redistribution within the complex
species induced by a strong n-bonding of oxo-ligand to the central
Mn(11) ion. A plausible model for the deprotonation and redox
reactions of Mn"""Ps, based on the above mentioned arguments,
is depicted by the reaction Scheme 1 and the values of the
deprotonation constants obtained according to this model are
listed in Table 1.

Based on the fitting procedure, only two forms of Mn'VPs were
identified in aqueous solutions. It should be noted that the inability
to detect more protolytically related species is a consequence of our
inability to maintain total MnPs in the +4 oxidation state below
pH 10, which limited the pH range of titrations. It has been shown
that Mn'YPs are unstable, particularly at a low pH, reacting with
water to regenerate Mn'"Ps.”> Hence, though we could have chosen
a much stronger oxidant than octacyanomolybdate, a possible
interference of the water oxidation prevented such an option.

Besides the question of identification of the experimentally
inaccessible species, an additional question is whether the observed
deprotonated complexes have coordinated water molecule(s) at
all. An increase of positive charge on the manganese is expected
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Scheme 1 The equilibria describing the observed behaviour of MnPs in aqueous solutions. The directly determined, the indirectly determined and the
experimentally inaccessible equilibrium constants, the formal reduction potentials and the species involved are coloured black, blue, and red, respectively.

to increase the acidity of the coordinated water molecules.®
According to Scheme 1, the oxidation of (H,0),Mn"'P** could
be accompanied by the observed double-deprotonation only if
pK’'» < 9. This implies at least a four-units decrease of pK,
upon oxidation of Mn(111) to Mn(1v). Therefore, it appears that
under the studied experimental conditions for both Mn'VPs the
experimentally inaccessible species are the diaqua-, hydroxoaqua-,
and dioxo-complexes.

On the basis of the obtained results, Scheme 1 is proposed to
depict all of the reactions involved in the equilibrium embedding
all the relevant complex species. The vertically presented reactions
are more conveniently characterized by the formal reduction
potentials, as shown in Table 2, rather than by the pK values.
The combination of the calculated values of K, with the
determined Epvocngi- ,[Mo(cmx]y"', as well as the calculated values
of K4 with the reported Epp+mya.’, afforded the calculation
of the relevant formal reduction potentials E,%, E,” and E”
given in Table 2, along with the potentials recalculated for
MnTnBu-2-PyP complex®® according to the model given in
Scheme 1. The most convenient way of navigating through the
Scheme 1 is to calculate the corresponding values of AG,”
—RTInK, or AG” = —vFE", allowing simple calculation of the
formal redox potentials. For instance, E," = AG"(F=K)/F =
{AG"(D=K+2H*) + AG"(D=E+H*) + AG"(E=F+H*")}/F (the
formal redox potentials for all experimentally available redox
transitions are given in Table S2+).

The values shown in Table 1 reveal a gradual decrease of pK,,
values of MnTE-2-PyP upon the increase of oxidation number
of the coordinated manganese ion. The increased acidity of
the coordinated water molecule is very probably caused by the
strengthening of the Mn—O bond and consequent weakening of
the O-H bond upon the building up of positive charge on the
central metal ion. Rather small differences between pK,, of the
reduced and oxidized forms of MnPs are probably caused by the
additional coordination of a water molecule in the latter forms.
The lower pK, for the ortho than meta derivatives is attributed to
the proximity, and hence stronger electron-withdrawing effect of
the pyridyl positive charges to the porphyrin ring.

The obtained thermodynamic parameters reveal that all the
deprotonation reactions are accomplished by a significant decrease
of entropy. The reported value of proton hydration entropy
(AneS(H*) = =87.6 J K™ mol™)* clearly shows that the overall

reaction entropies are dominated mainly by the hydration entropy
of the released proton, whereas the entropy changes related to
the individual MnP moieties are all positive ranging from ca.
+7 J K mol™ up to +72 J K™ mol™. This can be explained
by the weakened hydration of the deprotonated MnPs caused by
a decrease of their overall charge upon the dissociation of one
proton. As in case of MnTnBu-2-PyP,"® the obtained reaction
enthalpies for the deprotonation of Mn'YPs are indeed very
close to the enthalpies for the second deprotonation of Mn'"'Ps.
However, all the enthalpy values obtained in this work, including
the enthalpies for the first deprotonation of Mn'"'Ps, are within
the limits of experimental errors, making this thermodynamic
parameter indecisive regarding the assignation of the Mn''Ps
deprotonation processes to the diaqua or aquaoxo species.

The calculated values in Table 2 differ somewhat from the previ-
ously published potentials determined by cyclic voltammetry.” The
differencesin E” vs. SHE are due to the differences in methodology
and electrode calibration. Yet, importantly, the differences in £,
among members of Mn(111) N-alkylpyridylporphyrin series remain
and thus all relationships that have been based on E,,, are also
correct.

It is interesting to inspect the values of the formal reduction
potentials shown in Table 2. While the formal reduction potentials
for the Mn'"VPs/Mn""Ps couples are all exergonic, the formal
reduction potentials of the Mn"'Ps/Mn"Ps couples for both ortho-
MnPs are still exergonic, though less positive, whereas for the
meta-MnPs they switch to the endergonic (i.e. negative). This
phenomenon is a consequence of a larger separation between
the electron-withdrawing positive charges on the pyridinium
substituent and the central Mn ion in the meta complexes, which
decreases the Mn-site electron deficiency making Mn less apt
to accept electrons. The results are consistent with the reported
observation for MnTMPyP complexes, which show that the
“ortho effect” observed for the Mn(111)/Mn(i1) couple is greatly
diminished in the case of the high-valent Mn(1v)/Mn(111) couple
due to the mutual cancellation with the effect of pK,, and pK,,
changes.®

Additionally, it is interesting to make a short inspection of
the thermodynamic data collected in this work regarding the
electron transfer processes. All the accessible couples that involve
the double protonation are characterised by a positive entropy
change. Its origin must be in the dehydration of the proton since
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Table 4 The spectral characteristics of various MnP species obtained by the spectrophotometric pH titrations at 8 = 25°C, I =2 M (NaClO,)

m=2 m=3

Species Anax /M &/10° M'cm™ Ainax /M e/10° M'ecm™
(H,O)Mn"TE-m-PyP* 437 2.021 441 2.601
(HO)Mn"TE-m-PyP* 407 449 0.702 0.587 408 455 0.7951.064
(H,0), Mn" TE-m-PyP>* 455 1.384 462 1.549
(HO)(H,O)Mn"'TE-m-PyP* 435 453(sh) 0.766 440 456(sh) 0.923
(O)(H,O)Mn"'TE-m-PyP** 443 1.300 446 1.562
(O)(H,O)Mn"V TE-m-PyP* 423 0.738 425 0.996
(0)(HO)Mn" TE-m-PyP* 444 0.755 427 0.849

the positive entropy changes diminish in the reductions linked to
the dissociations of only one proton and, even more so, in the
reductions with no proton dissociation at all. Furthermore, at
the ambient temperature, the main driving force of the reduction
is the enthalpy change. Taking into account the convention by
which the formation enthalpies of H*(aq) and e equal zero at
all temperatures, the calculated reaction enthalpies correspond
to the transformation of related complex species. Therefore, the
enthalpy decrease must be due either to the exothermic binding of
proton(s) to the oxo ligand, or to the increased hydration of the
complex species which undergoes the increase of charge from +4 to
+5. The thermodynamics of proton binding can be circumvented
by considering the reactions; (O)(H,O)Mn"YTE-2-PyP*(aq) + e
—  (O)(H,O)Mn"TE-2-PyP**(aq) and (O)(H,O)Mn'"'TE-3-
PyP*(aq) + ¢« — (O)(H,O)Mn"'TE-3-PyP**(aq). The calculated
relative thermodynamic parameters are AH” =—85 kI mol™, AS” =
—98 J K™ mol!, and AH” =-72 kJ mol™', AS® =-86 J K™' mol,
respectively (Table 3). The entropy changes oppose the spontaneity
of these two reductions, but the increase in enthalpies, caused by
a decrease of the hydration of complex species as their positive
charge is reduced, is by far exceeded by the exothermal electron
affinity of these two Mn(1v) complex cations.

The electron affinities, ie., their opposites, the ionisation
potentials, (which in turn can be compared to the ionisation
potential of Mn*") can be calculated for (O)(H,O)Mn" TE-m-
PyP*(aq) species as the difference between the calculated absolute
enthalpy changes (Table S1) and the hydration enthalpy changes
caused by the reduction of these two ions. The hydration enthalpy
changes for (O)(H,O)Mn"“TE-m-PyP*(aq) species have been
calculated by means of a slightly modified Born equation,®?
using the values of the aqueous cavity radii of (O)(H,O)Mn"'TE-
2-PyP*(aq) and (O)(H,O)Mn"TE-3-PyP*(aq) obtained by the
preliminary chronocoulometric measurements (r=18.5 A and r =
22.3 A, respectively), and assuming in the first approximation
that the rigidity of the porphyrin ring prevents a significant
change of the cavity radius upon the oxidation/reduction. The
calculated hydration enthalpy changes caused by the reduction
of coordinated manganese from +4 to +3 are ca. 88 kJ mol™
and 73 kJ mol™', respectively. This value approximates the elec-
troaffinity to ~600 kJ mol™', which is close to the first ionisation
energy of manganese (717.4 kJ mol™).3* This may indicate that
the positive charge on the manganese in (O)(H,O)Mn"TE-m-
PyP*(aq) is indeed mostly neutralized by the coordinated oxo
and porphyrinato ligands.

All the MnTE-m-PyP complexes exhibit an intense Soret band
between 407 and 455 nm, but the hydroxo-complexes display an

additional strong peak or shoulder in that spectral region (Table 4).
It is not clear whether or not the space orientation of the hydroxo
ligand itself could cause such a molecular symmetry decrease
in these complexes, since such an effect is not observed for the
(O)(HO)Mn'VTE-m-PyP**. If the space orientation of the hydroxo
ligand causes such an effect, the spectra of double-deprotonated
complex species would all indicate a preference for the oxo- over
dihydroxo prototropic structures.

The UV peaks of all aqua-Mn"Ps show red shift upon the
manganese oxidation to Mn(111) ion, possibly due to the electron-
withdrawing nature of the central metal ion in the higher oxidation
state which caused the electronic density on the porphyrin
macrocycle to decrease to a certain degree. This in turn decreases
the conjugation throughout the ring and causes the reduction
of the electron transition energy of the porphyrin macrocycle,
accounting for the red shift in its UV absorption peak. An opposite
direction peak-shift is caused by the deprotonation of the aqua
MnPs, by which the electron density in the porphyrin ring is
increased, increasing the conjugation and in turn the electron
transition energies as well. Upon the oxidation of manganese
from +3 to +4 in (O)(H,O)Mn"'TE-m-PyP*, a blue shift was
also observed, which was much smaller in the meta derivative, in
accordance with the above mentioned difference in the proximity
of the electron withdrawing group on the porphyrin. The similar
spectral characteristics are exhibited by the butyl derivative as
well,”® showing that the length of the side chains has little effect
on the spectral shapes and peak positions of the MnP complexes.

In conclusion, our results reveal that in aqueous solutions
in the pH range ~2-13 the following accessible species exist:
(H,O)Mn"TE-m-PyP*, (HO)Mn"TE-m-PyP**, (H,0),Mn" TE-
m-PyP**,  (HO)(H,O)Mn"TE-m-PyP*, (O)(H,O)Mn"TE-m-
PyP*, (O)(H,O)Mn"“TE-m-PyP* and (O)(HO)Mn"TE-m-
PyP*. We have determined all the protolytic equilibrium constants
that include these species as well as the thermodynamic parameters
of the relevant protolysis reactions. The corresponding formal
reduction potentials related to the reduction of the above species
and the thermodynamic parameters describing the accessible
reduction couples were calculated as well.

While for the speciation of Mn"TE-m-PyPs the obtained
results entirely confirm the reaction model proposed for the
Mn"TnBu-2-PyP, the previous attribution of the observed species
for Mn"YTnBu-2-PyP that was based on the thermodynamic pa-
rameters alone, erroneously proposed (H,0),Mn" TnBu-2-PyP®*,
(O)(HO)Mn"TnBu-2-PyP** and (O),Mn" ' TnBu-2-PyP** as the
experimentally inaccessible species.”* Therefore, the presented
results proved that the derivation of a correct reaction model
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based only on the thermodynamic data could be rather misleading,
indicating the necessity of a more comprehensive approach,
including the investigation of electrochemical properties of MnP
complexes as well.
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SAZETAK

Istrazivanje oksidativnog stresa stanica i molekula koje mogu umanjiti ili ukloniti o$tecenja stanica uzrokovana njime predmetom je
velikog interesa suvremenih istrazivanja. Molekulne vrste koje uzrokuju oksidativni stres su reaktivne vrste kisika (ROS) i dusika
(RNS), poput superoksidnog aniona (O,"), peroksinitrita (ONOO) ili hidroksilnog radikala (OH"). Djelotvornu obranu stanice od
0,” ¢ine enzimi iz klase superoksid-dismutaza (SOD) koji kataliziraju reakciju 20, + 2H" — H,0, + O,. Potraga za terapijskim
sredstvima koja bi mogla neutralizirati O,” dovela je do razvoja makrociklickih kompleksa prijelaznih kovina kao potencijalnih
redoks-aktivnih terapeutika. Zahvaljuju¢i iznimnim elektronskim svojstvima, osobito djelotvornima pokazali su se spojevi iz klase
manganoporfirina (MnP) koji mogu stvarati redoks cikluse sa stani¢nim reducensima poput glutationa, tetrahidrobiopterina ili
askorbinske kiseline.

Pojacana djelotvornost manganoporfirinskih mimetika SOD postignuta je supstitucijom porfirinskog prstena, ¢ime dolazi do
promjene redukcijskog potencijala kovinskog iona. Alkilacijom piridilskih prstena meso(orto-tetrapiridil) manganoporfirina
postignut je redukcijski potencijal vrlo blizak optimalnom, pri ¢emu se svojom aktivnoscu istiCe meso(orto-tetraetilpiridil)
manganoporfirin, MnTE-2-PyP. Pored prikladnog formalnog redukcijskog potencijala, za uspjesnost djelovanja manganoporfirina
in vivo klju¢na je njihova lipofilnost. Povecanje lipofilnosti moze se posti¢i pomicanjem alkilnih supstituenata iz orto- u meta
polozaje, te su nedavno sintetizirani meso(meta-tetraalkilpiridil) manganoporfirini, ukljucujuc¢i meso(meta-tetraetilpiridil)
manganoporfirin, MnTE-3-PyP.

U prvom dijelu ovog rada istrazena su kiselo-bazna svojstva meso(orto- i meta-tetraetilpiridil) manganoporfirina. U vodenim
otopinama manganoporfirini koordiniraju do dvije aksijalno smjestene molekule vode ¢ija deprotonacija moze imati velik utjecaj na
redukcijski potencijal manganoporfirina i time na njihovu citoprotektivnu djelotvornost. U vodenim otopinama kompleksa MnP u
rasponu vrijednosti pH 2-13 potvrdeno je postojanje sljedecih specija: (H,0) Mn(ITE-m-PyP*", (HO) Mn(II)TE-m-PyP**,
(H,0),Mn(II))TE-m-PyP™*, (H,0)(HO)Mn(II) TE-m-PyP**, (O)(H,O)Mn(III)TE-m-PyP**, (O)(H,O)Mn(IV)TE-m-PyP*" i
(O)(HO)Mn(IV)TE-m-PyP*" (m =2, 3). Spektrofotometrijskim titracijama odredene su sve konstante disocijacije koje povezuju
navedene specije u navedenom rasponu vrijednosti pH, kao i termodinamicki parametri navedenih konstanata disocijacije.

S obzirom da je vrijednost redukcijskog potencijala klju¢na za njihovo biolosko djelovanje, u drugom dijelu ovog rada istrazena su
elektrokemijska svojstva meso(orto- i meta-tetraetilpiridil) manganoporfirina. Cikli¢kom voltametrijom odredeni su apsolutni
formalni redukcijski potencijali i formalni redukcijski potencijali prema standardnoj vodikovoj elektrodi koji povezuju navedene
specije u rasponu vrijednosti pH 2-13, kao i termodinamicki parametri navedenih formalnih redukcijskih potencijala. Takoder su
odredeni elektrokemijski parametri elektronskih prijelaza navedenih specija i potvrdeni raunalnim simulacijama mjerenja.
Kronokulometrijskim mjerenjima odredeni su difuzijski koeficijenti specija MnP i procijenjene veli¢ine njihovih vodenih Supljina.
Naposljetku, konstruirana je potpuna shema koja bi mogla opisati ponasanje kompleksa MnP u vodenim otopinama navedenom
rasponu vrijednosti pH, s obzirom na navedene disocijacijske i redoks ravnoteze.
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SUMMARY

There has been a great deal of interest in the research of cellular oxidative stress and particularly the molecules which could
alleviate the damage it can cause. Molecular species causing oxidative stress are the reactive oxygen (ROS) and nitrogen species
(RNS), such as superoxide anion (O,"), peroxynitrite (ONOQO) or hydroxyl radical (OH"). A class of enzymes called the superoxide
dismutases (SOD), catalyzing the reaction 20, + 2H" — H,0, + O,, constitutes an effective cellular protection from oxidative
damage. Macrocyclic complexes of transition metals have been developed as potential redox-active therapeutics able to neutralize
0,". The compounds from the class of manganese porphyrins (MnPs) have been shown to be particularly effective, due to their
unique electronic properties enabling them to construct redox cycles that involve the consumption of superoxide and NO-derived
oxidants at the expense of readily available biochemical reductants like glutathione, tetrahydrobiopterine or ascorbic acid.

The increased activity of MnPs has been achieved by attenuating the metal-centered redox potential using various substituents to
the porphyrin ring. The alkylation of the meso(ortho-tetrapyridyl) MnP yielded the redox potential close to optimal and one of the
most active compounds was found to be the meso(ortho-tetracthylpyridyl) derivative, MnTE-2-PyP. Besides the appropriate redox
potential, the efficiency of MnPs as scavengers of reactive species is influenced by their lipophylicity. Changing the position of
alkyl substituents from ortho- to meta- positions on the porphyrin ring increases lipophilicity and new meso(meta-tetraalkylpyridyl)
derivatives have been synthesized recently, including meso(meta-tetraethylpyridyl) derivative, MnTE-3-PyP.

In the first part of this work, acid-base properties of meso(ortho- i meta-tetraethylpyridyl) MnPs have been investigated. In aqueous
solutions MnP complexes can coordinate two axial water molecules which can deprotonate and have a significant influence on the
redox potential of MnPs and therein their citoprotective activity. The following species have been confirmed to exist in aqueous
solutions in the pH range 2-13: (H,0) Mn(I))TE-m-PyP*", (HO)Mn(II)TE-m-PyP**, (H,0),Mn(III)TE-m-PyP**,
(H,O)(HO)Mn(II)TE-m-PyP*, (O)(H,O)Mn(III) TE-m-PyP**, (O)(H,0)Mn(IV)TE-m-PyP** and (O)(HO)Mn(IV)TE-m-PyP*" (m
=2, 3).. Using the combined potentiometric and spectrophotometric measurements all dissociation constants connecting these
species have been determined, as well as the thermodynamic parameters of dissociation reactions.

Considering that the redox potential of MnPs is crucial for their biological activity, in the second part of this work the
electrochemical properties of meso(ortho- and meta-tetracthylpyridyl) MnPs have been investigated. The absolute formal potentials
and the formal potentials vs. standard hydrogen electrode have been determined by cyclic voltammetry in the pH range 2-13 and the
thermodynamic parameters of these formal potentials have been determined as well. Additionally, the electrochemical parameters
of these electron transitions have been determined and confirmed by computer simulations. Chronocoulometric measurements
enabled the determination of the diffusion coefficients of the MnP species and the sizes of their water cavities have been estimated.
Finally, a complete scheme describing the behaviour of MnP complexes in aqueous solutions in the pH range 2-13 has been
constructed, taking into account the dissociation and redox equilibria.
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