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POVZETEK

V okviru raziskovalne naloge smo proucevali interakcije metil galata — monomera
hidrolizirajocih taninov, tj. spojin, ki se ze od prazgodovine uporabljajo za strojenje usnja in
izdelavo barvil. Danes jih uporabljamo tudi za nadzor in zaviranje rasti bakterij, vplivajo pa
tudi na bioloSko dostopnost kovinskih ionov. Za razumevanje njihove aktivnosti in uporabnosti
so klju¢nega pomena Studije interakcij taninov s kovinskimi ioni. V okviru raziskovalnega dela
smo z uporabo UV-Vis spektroskopije izmerili absorbance raztopin metil galata in Fe(ll) oz.
AI(I11) ionov ter z eksperimentalno pridobljenimi podatki konstruirali Jobove diagrame.
Z cekstrapolacijo skrajnih tock na Jobovih diagramih smo dolo¢ili stehiometrijo tvorjenih
koordinacijskih spojin in pokazali, kako pH-medija vpliva na njihovo stehiometrijo in koli¢ino.
Eksperimentalno dolocenim tockam Jobovega diagrama smo prilegali modelno funkcijo, pri
izpeljavi katere smo predpostavili, da s posameznimi kovinskimi ioni reagira reakcijska zvrst
enkrat deprotoniranega metil galata (H2MeG"). Z modelom smo izracunali vrednosti konstant
tvorb koordinacijskih spojin metil galata in Fe(ll) oz. AI(Ill) ionov ter modelne molarne
absorpcijske koeficiente in pokazali, po kakSnem reakcijskem mehanizmu pride do tvorbe

tovrstnih spojin.

Kljucne besede: metil galat, zelezovi(Il) ioni, aluminijevi(Ill) ioni, koordinacijske spojine,

UV-Vis spektroskopija, Jobova metoda, modelna funkcija
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ABSTRACT

In this research, the interactions of methyl gallate, a monomer of hydrolysable
tannins — compounds that have been used since prehistoric times for tanning leather and the
production of dyes — were studied. Today, these compounds are used to control and inhibit
bacterial growth and they affect the bioavailability of metal ions, as well. Studies on the
interactions of tannins with metal ions are crucial for understanding their activity and utility.
In our research, the absorbances of solutions of methyl gallate and Fe(ll) or Al(lI1) ions were
measured using UV-Vis spectroscopy, and Job diagrams were plotted using the experimentally
obtained data. By extrapolating the extreme points on the Job diagrams, the stoichiometry of
the coordination compounds formed was determined. It was shown how the pH of the media
affects the stoichiometry and the amount of coordination compounds that are formed. A model
function was fitted to the experimentally determined points of the Job diagram, which was
derived by assuming that the reaction species of the once deprotonated methyl gallate
(H2MeG") reacts with the individual metal ions. The model was used to calculate the values of
the formation constants of the coordination compounds of methyl gallate and Fe(Il) or Al(I1I)
ions, and the model molar absorption coefficients and to show by which reaction mechanism

the formation of such compounds occurs.

Key words: methyl gallate, iron(ll) ions, aluminium(lll) ions, coordination compounds,

UV-Vis spectroscopy, Job's method, model function
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UPORABLJENI SIMBOLI IN KRATICE

Simboli

A absorbanca [/]

b dolzina opti¢ne poti kivete [cm]

c vsota mnozinskih koncentracij ligandov (L) in kovinskih ionov (K) [mol-L™]
Ck analitska mnoZinska koncentracija kovinskih ionov [mol-L™]

CL analitska mnoZinska koncentracija ligandov [mol-L™]

k konstanta [mol-L"]

Ka konstanta disociacije kisline [/]

Kr konstanta ravnoteZzja za tvorbo koordinacijske spojine [/]

m masa [g]

M molska masa [g-mol™]

P jakost transmitiranega, prepusScenega svetlobnega toka [W]

Po jakost vstopnega svetlobnega toka [W]

pH  pHI]

Tuvvis transmitanca [/]

U navidezna konstanta ravnoteZja za tvorbo koordinacijske spojine [/]

Vaiqny prostornina raztopine aluminijevih(111) ionov v posameznem vzorcu [mL]
Vreqy  prostornina raztopine zelezovih(Il) ionov v posameznem vzorcu [mL]
Vmec  prostornina raztopine metil galata [mL]

Xmec ~mnozinski delez metil galata [/]

z konstanta za posamezen pH [/]
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Grski simboli

€ molarni absorpcijski koeficient [L-mol™*-cm™]

A valovna dolzina [nm]

o elektriéna prevodnost [pS-cm™]

Kratice

H:MeG nevtralna zvrst metil galata

HoMeG™ enkrat deprotonirana zvrst metil galata

HMeG? dvakrat deprotonirana zvrst metil galata

MeG?*- trikrat deprotonirana zvrst metil galata

HsO* oksonijev ion

KS koordinacijska spojina (angl. coordination compound)
MCV metoda zveznih variacij (angl. method of continuous variations)
MeG metil galat (angl. methyl gallate)

M kovinski ion

uv ultravijoli¢na svetloba (angl. ultraviolet radiation)
Vis vidna svetloba (angl. visible radiation)
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1 UvOD
1.1 Opredelitev problema

Tanini (creslovine) so skupina sekundarnih metabolitov, ki jih rastline tvorijo kot odziv na
okoljski stres. Gre za polifenolne spojine, ki jih delimo na kondenzirane in hidrolizirajoce
tanine [1,2]. Zgodovina njihove uporabe sega Ze v Case pred naSim Stetjem, ko so njihove
ekstrakte uporabljali za strojenje usnja, skozi stoletja pa smo razvili Se Stevilne druge nacine
njihove uporabe, mdr. so se veC stoletij uporabljali v zelezo-taninskih ¢rnilih, saj tanini s
Stevilnimi kovinskimi ioni tvorijo razlicno obarvane spojine [3]. Danes najve¢ pozornosti
posvecamo njihovemu antioksidativnemu, protivnetnemu, antikancerogenemu, protivirusnemu
in zlasti protibakterijskemu delovanju [1,4]. V sodobnem svetu namre¢ ¢edalje vecji problem
predstavlja odpornost bakterij na antibiotike, zaradi Cesar je njihova uporaba vedno bolj
omejena. Eden od pristopov pri zamenjavi antibiotikov v krmi zivali je prav dodajanje taninskih
ekstraktov [5-7]. Studije njihove aktivnosti namre¢ kaZejo, da tanini z razliénimi mehanizmi

zavirajo rast bakterij in vplivajo na biolosko dostopnost kovinskih ionov [8].

Raziskave interakcij taninov s kovinskimi ioni so zato nujne za razumevanje njihovih lastnosti.
Pri tem se za proucevanje reakcij uporabljajo taninski monomeri z veliko hidroksilnimi
skupinami, ki se lahko deprotonirajo, kelirajo razlicne kovinske ione, zlasti ione prehodnih
kovin, in z njimi tvorijo koordinacijske spojine [9]. Med tovrstne monomere uvr§éamo tudi
metil galat, spojino, ki je predmet nasega raziskovanja. Z razumevanjem njegovih interakcij
lahko namre¢ sklepamo, kako s tovrstnimi ioni reagirajo taninske makromolekule, kar

dolgoroc¢no prispeva k poznavanju reakcijskih mehanizmov taninov.
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1.2 Namen, hipoteze in cilji
V okviru raziskovanja smo si zastavili naslednji raziskovalni vprasanji:

e Kaksna je stehiometrija koordinacijskih spojin metil galata (osnovnega gradnika
hidrolizirajo¢ih taninov) in kovinskih ionov Fe(II) ter AI(III)?
e Kako pH-raztopin vpliva na stehiometrijo in koncentracijo tvorjenih koordinacijskih

spojin?

Namen raziskovalnega dela je z uporabo UV-Vis spektroskopije in Jobove metode
eksperimentalno dolociti stehiometrijo koordinacijskih spojin, ki se tvorijo pri reakciji
zelezovih(Il) in aluminijevih(IIl) ionov z metil galatom in prouditi, kako se stehiometrija in
koli¢ina tvorjenih koordinacijskih spojin spreminjata s pH-vrednostjo raztopine, mehanizem
tvorbe, pripadajoce ravnotezne konstante in molarne absorpcijske koeficiente pa dolociti s

prileganjem modelne funkcije eksperimentalnim podatkom.
Pred zacetkom dela smo si tako zastavili naslednje cilje:

e pregledati literaturo na podro¢ju taninov in njihovih interakcij s kovinskimi ioni,

e na podlagi literature izbrati modelno spojino 0z. monomer taninov, interakcije katerih
Se niso dodobra raziskane, kovinske ione, s katerimi bo modelna spojina reagirala, in
pogoje (pH), pri katerih lahko pride do tovrstnih interakcij,

e pripraviti ustrezne raztopine in reagente,

e izmeriti absorbance v ultravijolicnem in vidnem delu spektra svetlobe za raztopine z
razliénimi razmerji med koncentracijo modelne spojine in kovinskih ionov (Jobova
metoda),

e analizirati pridobljene podatke in iz njih dolo¢iti stehiometrijo tvorjenih kompleksov ter
vpliv pH-ja na stehiometrijo in koli¢ino tvorjenih koordinacijskih spojin,

e dolociti eksperimentalne molarne absorpcijske koeficiente (&) tvorjenih koordinacijskih
spojin pri razli¢nih pH-jih,

e cksperimentalno pridobljenim podatkom prilegati modelno funkcijo in s tem dolociti
konstanto tvorbe koordinacijskih spojin, modelne molarne absorpcijske koeficiente in
mehanizem tvorbe,

e ovrednotiti dobljene rezultate in postavljene hipoteze ter

e predlagati mozne izboljSave oz. nadgradnje raziskovalnega dela.

2



Interakcije metil galata z Fe(ll) in Al(I11) ioni

Na podlagi pregledane literature smo postavili naslednje hipoteze:
Hipoteza 1: Stehiometrija koordinacijskih spojin metil galata in Fe(lI1) ionov bo 1:1.

Argumentacija hipoteze: Metil galat velja za sorazmerno majhno molekulo, ki je s strukturnega

vidika zelo podobna molekuli galne kisline. Studija tvorbe koordinacijskih spojin galne kisline
in Zelezovih(II) ionov, ki so jo izvedli Freser, F. in sodelavci, je pokazala, da se omenjena
reaktanta vezeta v stehiometricnem razmerju 1:1 [10]. Zaradi podobnosti struktur molekul
predpostavljamo, da bo metil galat z istovrstnimi ioni reagiral po podobnem mehanizmu kot

galna kislina.

Hipoteza 2: Stehiometrija koordinacijskih spojin metil galata in Al(I11) ionov bo 1:1.

Argumentacija hipoteze: Studije interakcij galotaninskih monomerov z AI(III) ioni kaZejo, da

imajo lahko tvorjene koordinacijske spojine razli¢ne stehiometrije, npr. 1:1, 1:2 in 3:1 [11].
Sami bomo tovrstne reakcije proucevali v obmoc¢ju nizjih vrednosti pH-jev (5,5-3,5), v katerem
lahko kovinske ione kelira manj hidroksilnih skupin, zato sklepamo, da se bo v tem obmoc¢ju

na kovinski ion koordiniralo manjSe Stevilo enot metil galata.

Literatura nakazuje tudi na to, da galotaninski monomeri, kot sta galna kislina in metil galat,
kovinske ione kelirajo preko dveh sosednjih deprotoniranih hidroksilnih skupin, pri ¢emer pride
do nastanka stabilnega petélenskega obroca, kot prikazuje Slika 1 (na njej M oznacuje kovinski
ion) [12]. V sklopu hipotez 1 in 2 tako predvidevamo, da bo prislo do nastanka tovrstnih

struktur.

O

HO
o~

3
p—O

Slika 1: Nastanek petclenskega obro¢a po deprotonaciji dveh hidroksilnih skupin in vezavi

kovinskega iona (lasten vir)
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Hipoteza 3: pH bo vplival na koli¢ino tvorjenih koordinacijskih spojin.

Argumentacija hipoteze: Literatura navaja, da pri vi§jih vrednostih pH-ja hitreje pride do

deprotonacije hidroksilnih skupin, ki pomakne kemijsko ravnotezje v desno — vecje Stevilo
deprotoniranih hidroksilnih skupin v vecji meri kelira kovinske ione [10,13]. Na podlagi tega
predvidevamo, da se bo pri vi§jih pH-jih tvorila vecja koli¢ina koordinacijskih spojin metil

galata in kovinskih ionov, kar bo razvidno iz ve¢jih vrednosti UV-Vis absorbanc.

Hipoteza 4: pH ne bo vplival na stehiometrijo tvorjenih koordinacijskih spojin.

Argumentacija hipoteze: Geng, H. in sodelavci so v eni izmed svojih $tudij mdr. proucevali

vpliv pH-ja na zmoznost derivatov katehola, da kelirajo Fe(III) ione [13]. Ugotovili so, da lahko
z viSanjem pH-ja kovinske ione kelira ve¢ deprotoniranih hidroksilnih skupin, s ¢imer se na

centralni ion koordinira ve¢ enot katehola (Slika 2).

\VER —_— AT ""34,____
oH Fe* Ho ﬂpH O ; "-,F'e ﬂpH o-—-—-/-;F'g\ -0
e & o

Mono-kompleks Bis-kompleks Tris-kompleks

Slika 2: Vpliv pH-ja na stehiometrijo koordinacijskih spojin derivatov katehola in Fe(l11)

ionov (Geng, 2022, str. 17, prevedeno)

V okviru naSega proucevanja tvorbe koordinacijskih spojin metil galata smo se omejili na
obmocje pH-jev med 3,5 in 5,5. Predvidevamo, da se znotraj njega protolitsko ravnotezje metil
galata ne bo bistveno spremenilo, zato bo stehiometrija tvorjenih koordinacijskih spojin skozi

celotno obmocje priblizno enaka.
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2 TEORETICNI DEL
2.1 Tanini
2.1.1 SploSno o taninih

Tanini ali ¢reslovine so skupina sekundarnih metabolitov, ki skupaj z lignini tvorijo najbolj
raz§irjeno in obsezno skupino polifenolov v rastlinah [1,2]. Pri delovanju rastlin imajo
pomembno vlogo, te jih namrec tvorijo kot odgovor na okoljski stres — $¢itijo jih pred insekti,
rastlinojedimi Zivalmi (S0 trpkega okusa in znaéilnega vonja), okuzbami in elektromagnetnim
valovanjem [1,14]. V naravi jih najdemo v veliki vec€ini vi§jih rastlin, npr. v njihovem lesu,
listih, koreninah in semenih [1]. Glavni viri taninov v hrani pa so predvsem razli¢ni sadezi,
vkljuéno s kakijem, brusnicami, robidami, granatnim jabolkom in grozdjem [4]. V trdni obliki

so tanini praski bele ali svetlorumene barve [14]. Veljajo za fenolne spojine, ki so zmozne

tvoriti vezi s proteini in z nekaterimi makromolekulami, predvsem z ogljikovimi hidrati [15].

2.1.2 Delitev taninov

Tanine delimo na ve¢ razredov spojin, vsem pa sta skupna velika molekulska masa (od 300 pa
vse do 30 000 Da) in vecje Stevilo funkcionalnih skupin, preko katerih lahko tvorijo
koordinacijske spojine z ogljikovimi hidrati, proteini, ki jih obarjajo [14,16], in kovinskimi
ioni [17].

Tanine najpogosteje delimo na dve veliki skupini, in sicer na:

e kondenzirane tanine (proantocianidine) in

e hidrolizirajoce tanine [1].
Hidrolizirajo€e tanine nadaljnjo delimo na elagitanine, ki hidrolizirajo do elagi¢ne kisline, in
galotanine, ki hidrolizirajo do galne kisline [1]. Glede na strukturo monomernih enot lahko

tanine, ob kondenziranih in hidrolizirajocih, delimo $e na kompleksne tanine in florotanine, kot
prikazuje Slika 3 [1,14].
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‘ TANINI ]

(hidrolizirajoéi kondenzirani ’ ( kompleksni

tanini tanini tanini

{ elagitanini ’ { galotanini ’

’ ( florotanini ’

Slika 3: Delitev taninov (lasten vir, povzeto po [1])

2.1.3 Uporaba taninov
2.1.3.1 Splos$na uporaba

Tanini imajo bogato zgodovino uporabe. Njihovo ime izhaja iz 18. stol., ko so s tanini,
(njihovimi rastlinskimi ekstrakti) v veliki meri strojili usnje (fr. tanner — strojenje) [18]. Pri tem
so zivalske koZe potopili v raztopino vode in taninskih ekstraktov ter jih tako ustrojili [15,19].
Za strojenje so se uporabljali Ze pred ve¢ tisocletji, danes pa se uporabljajo tudi na podroc¢ju
medicine in prehrambene industrije [15]. V medicini so njihovi ekstrakti uporabljeni proti
diareji in bole¢inam v Zelodcu, pa tudi kot protivnetno in antisepti¢no sredstvo. Ker so zmoZzni
obarjati tezke kovine in alkaloide, jih pogosto uporabljajo pri zastrupitvah z omenjenimi

snovmi [1].

Taninom pripisujejo tudi antioksidativno delovanje, saj imajo sposobnost odstranjevanja
prostih radikalov, kako uspesSni so pri tem, pa je odvisno od strukture in stopnje polimerizacije
taninov. Vi§ja, kot je stopnja polimerizacije, ve¢ prostih radikalov bo lahko nevtralizirala vsaka
molekula. Prav zato lahko tanini predstavljajo tudi potencialne antikancerogene in
antimutagene uc¢inkovine [15]. Tanine so zgodovinsko uporabljali tudi za pripravo ¢rnila, saj S
Stevilnimi kovinskimi ioni tvorijo razli¢no obarvane spojine. V zivilski industriji pa se

uporabljajo za bistrenje vina, piva in sadnih sokov [1].

Tanini so predmet raziskav na Stevilnih podro¢jih. Eno izmed njih je farmacija, saj se zaradi
Stevilnih pozitivnih ucinkov taninov (antioksidativnost, protivnetnost, antikancerogenost,
protibakterijska in protivirusna aktivnost), raziskujejo novi potencialni farmacevtski
izdelki [15].
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2.1.3.2 Vloga koordinacijskih spojin taninov in Zeleza

Pomembna lastnost taninov so njihove protibakterijske lastnosti, zaradi katerih se jih v veliki
meri uporablja za nadzor in zaviranje rasti bakterij, istoCasno pa vplivajo Se na bioloSko
dostopnost kovinskih ionov [8,20]. Tanini kot makromolekularni polifenoli vsebujejo veliko
hidroksilnih skupin, vezanih na benzenov obro¢, kar je eden izmed glavnih razlogov za njihovo
moc¢no protibakterijsko delovanje. Omenjene skupine se namre¢ zlahka deprotonirajo in tvorijo

koordinacijske spojine z ioni (zlasti prehodnih) kovin [4,9].1

Dosedanje Studije nakazujejo, da naj bi tanini na bakterijsko rast v prvi vrsti delovali po

naslednjih mehanizmih:

¢z inhibicijo bakterijskih encimov,

e stvorbo koordinacijskih spojin s proteini rastline [2],

e 7z delovanjem na metabolizem mikroorganizmov (inhibirajo proces oksidativne
fosforilacije, kar prekine elektronsko transportno verigo) [15],

e 7z interakcijami z bakterijsko celi¢no steno in membrano [22] ter

e s kelacijo esencialnih kovinskih ionov in tvorbo koordinacijskih spojin z njimi [9].2

Na zadnji mehanizem se navezuje tudi nasa Studija, saj lahko nastanek koordinacijskih spojin
med tanini in Zelezovimi(II) ioni povzroéi njihovo pomanjkanje v mediju. Zelezo je namre¢
kljuénega pomena za mnoge bakterijske celi¢ne procese, zato lahko tanini S tem mehanizmom

obcutno zavirajo rast bakterij.

2.1.3.3 Vloga koordinacijskih spojin taninov in aluminija

Aluminij je prisoten v mnogih kamninah, ki se v kisli prsti pocasi raztapljajo, pri Cemer se
sproscajo Al(III) ioni. Slednji so za dele rastlin, zlasti korenine, toksi¢ni. Aluminijevi(IIl) ioni
zavirajo njihovo rast, rastline zaradi pomanjkanja hranilnih snovi odmirajo, posledi¢no pa se

zmanjSuje koli¢ina pridelka.

! Deprotonacija — odstranitev protona iz molekule (vodikovega protona (H*) iz hidroksilne (-OH) skupine) [21].

2 Kelacija — nastanek dveh ali ve¢ koordinacijskih vezi med ve¢veznim ligandom in enim centralnim atomom oz.
ionom. Tovrstne ligande pogosto imenujemo kelatorji, nastale komplekse pa kelati [23,24].
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Prav zato toksi¢nost aluminija v kislih tleh predstavlja pomembno omejitev za pridelavo
poljs¢in po vsem svetu. ZmanjSanje pridelka najbolj obcutijo v drzavah v razvoju, zlasti na

obmodju tropskega in subtropskega sveta, kjer je kar 60 % tal Kislih [25-27].

Da bi zmanjsale kopicenje aluminija in z njim povezane poskodbe, so rastline razvile razlicne
fizioloske mehanizme, s katerimi se spopadajo s toksi¢nostjo prostih Al(IlI) ionov v prsti.

Predmet najvec raziskav sta predvsem naslednja mehanizma:

e izrazanje genov za odpornost proti Al(IIl) ionom (regulacija proteinov),

e izlocanje snovi, ki kelirajo Al(III) ione in z njimi tvorijo nereaktivne komplekse [26,27].

Pri slednjem mehanizmu rastline izlocajo sekundarne metabolite (razlicne organske kisline,
fenolne spojine idr.), med katere uvr§¢amo tudi tanine, ki so zmozni kelirati AI(III) ione v prsti.
Tvorjene koordinacijske spojine za rastline niso toksi¢ne, istocasno pa se zmanjSa koncentracija
AI(IIT) ionov v prsti. Zato re¢emo, da tanini s svojo zmoznostjo vezave aluminijevih ionov
obcutno vplivajo na njihovo biolosko dostopnost v prsti in imajo pomembno vlogo pri

obrambnih mehanizmih rastlin [28].

2.2 Metil galat

Metil galat (MeG) je metilni ester galne kisline. Gre za preprost in biolosko aktiven polifenol,
ki ga je mogoce sintetizirati s procesom kondenzacije galne kisline z metanolom [29]. Omenjen

proces prikazuje Slika 4.

O O

H
© OH HO 0/

metanol / 55 °C

HO HO
OH OH

Slika 4: Proces kondenzacije galne kisline z metanolom, ki vodi do nastanka metil galata

(lasten vir, povzeto po [30])
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Najdemo ga tudi v naravi, saj je kot antioksidant prisoten v raznem sadju in zelenjavi, npr. v
vzhodnoindijskem mandlju (Terminalia myriocarpa), breskvah in granatnem jabolku [29].
Metil galat (CsHgOs) je tetrasubstituirani derivat benzena, pri katerem so na centralni benzenov
obro¢ vezane tri hidroksilne (—OH) skupine in metil ester (—-COO-CHz). Njegovo
poimenovanje po IUPAC-nomenklaturi je metil 3,4,5-trihidroksibenzoat [29]. Strukturno
formulo metil galata prikazuje Slika 5.

@)
HO e

HO
OH

Slika 5: Kemijska struktura metil galata (Wikipedia, 2023)

Ker je metil galat derivat galne kisline, se, kot slednja, v Studijah obravnava kot monomer
hidrolizirajo¢ih taninov (natan¢neje galotaninov) oz. kot modelna spojina za proucevanje

interakcij omenjenih spojin [31].

Studije metil galatu, podobno kot hidrolizirajodim taninom, pripisujejo veliko biolosko
aktivnost oz. Stevilne farmakoloske ucinke — mdr. deluje antisepticno, antimikrobno,
antialergijsko in protivnetno, prav tako pa mu pripisujejo mo¢no antioksidativno delovanje oz.
zmoznost lovljenja prostih radikalov [32-35]. Raziskave rastline Acacia hydasica, v kateri je
izmed biolosko aktivnih sestavin prisoten tudi metil galat, prav tako kaZejo na obetavno
antikancerogeno oz. protirakavo delovanje, saj inducirajo apoptozo rakavih celic [36]. Omeniti
velja Se Studijo, v kateri se je pokazalo, da metil galat zavira razmnozevanje virusa HIV-1,
zatorej mu pripisujejo tudi protivirusno delovanje [37]. Zaradi protivnetnega ucinka pri
zdravljenju artritisa ga najdemo v razliénih farmacevtskih izdelkih, uporablja pa se tudi v
kozmeti¢ni in prehrambeni industriji, kjer se dodaja za preprecevanje oksidacije Zivilskih

izdelkov in za podalj$anje njihovega roka uporabnosti [33,38].
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2.3 Koordinacijske spojine

V splosnem s pojmom koordinacijske spojine (KS) opredeljujemo spojine, pri katerih so na
centralni delec vezane oz. koordinirane nevtralne molekule ali anioni, imenovani
ligandi [23,39]. Poleg izraza koordinacijska spojina sta za tovrstne spojine v rabi tudi termina
kompleksne spojine oz. (koordinacijski) kompleksi [40].

Ligandi morajo imeti vsaj en nevezni elektronski par, ki ga pri vzpostavitvi koordinacijskih
vezi donirajo centralnemu delcu, ki je najpogosteje atom ali ion prehodnih kovin. Ti so idealni
kandidati za akceptorje elektronskih parov, saj imajo delno zasedene d-orbitale. Njihovo viogo
pa lahko prevzamejo tudi drugi delci, npr. ioni elementov p-bloka, kot je Al(lIl) ion. Tako v
koordinacijskih spojinah prevladujejo interakcije med s in p molekulskimi orbitalami ligandov

ter d-orbitalami kovinskih atomov oz. ionov [23,24,39].

Primer preprostega koordinacijskega iona prikazuje Slika 6. V tem primeru imajo molekule
amonijaka vlogo ligandov, pri katerih dusikov atom donira nevezni elektronski par centralnemu

kobaltovemu(Il) ionu. VVzpostavljene koordinacijske vezi so prikazane s puséicami.

— -2+

Slika 6: Heksaaminkobaltov(I1) ion (Housecroft, 2005, str. 179)

Razli¢ne razporeditve ligandov okrog centralnega delca povezujemo s koordinacijskimi Stevili.
Koordinacijsko Stevilo centralnega iona/atoma je Stevilo vseh vezi, s katerimi se ligandi vezejo
nanj. Veéina struktur je taks$nih, da je centralni atom v sredi$¢u nekega poliedra, ligandi pa so
v njegovih oglis¢ih [23]. Ena izmed lastnosti mnogih koordinacijskih spojin je tudi njihova
obarvanost, ki je posledica absorpcije vidne svetlobe oz. prehoda elektronov med energijskimi
nivoji [23,39].
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Tvorbo koordinacijskih spojin lahko prouc¢ujemo z razlicnimi metodami:

e meritvijo magnetnega momenta KS (za dolocitev Stevila samskih elektronov v spojini),

e rentgensko kristalografijo ali jedrsko magnetno resonanco (NMR, angl. nuclear
magnetic resonance) (za dolocitev strukture KS) in

e UV-Vis-spektroskopijo, potenciometrijo ali voltametrijo za Studije ravnoteZja (z njimi

lahko spremljamo koncentracijo KS v ravnoteznem stanju) [2,40,41].

V zadnjih desetletjih se obsezno raziskuje pomen koordinacijskih spojin v biokemijskih

procesih, odkrivajo pa se tudi nove moznosti njihove uporabe v medicinske namene [42].

2.3.1 Koordinacijske spojine taninov

Kot omenjeno, je eden izmed mehanizmov, s katerimi tanini vplivajo na rast bakterij, kelacija
esencialnih kovinskih ionov in tvorba koordinacijskih spojin z njimi. Pri nastanku
koordinacijskih spojin taninov in kovinskih ionov najprej pride do deprotonacije hidroksilnih
skupin. Preostali kisikov atom deprotonirane oblike fenolne skupine liganda v nadaljevanju
predstavlja dobro vezavno mesto kovinskih ionov, npr. Fe(ll), Fe(l1l), Zn(11). Al(111) in Cu(ll),

kar vodi do kelacije ionov in tvorbe koordinacijskih spojin [9].

Stevilne $tudije so pokazale, da morajo biti funkcionalne skupine na ligandu primerno
orientirane za tvorbo kompleksov med tanini in kovinskimi ioni. Kadar imajo fenolne
komponente na svojem obroc¢u zgolj eno OH-skupino, se kovinski ioni namre¢ ne vezejo in
posledi¢no ne pride do tvorbe koordinacijskih spojin. Pokazalo se je, da morajo ustrezati dvema

pogojema:

e vsebovati morajo vsaj dve hidroksilni skupini,

e hidroksilni skupini morata biti na sosednjih mestih, saj jim to omogoca tvorbo
stabilnih KS [43].

Lastnost tvorbe koordinacijskih spojin danes s pridom izkoris€ajo v mnogih Studijah, kjer
preiskujejo vpliv njihove tvorbe na rast in razvoj bakterij [5,44,45]. Tvorjene koordinacijske
spojine pa ne vplivajo zgolj na protibakterijsko aktivnost taninov, temve¢ prispevajo tudi k
njihovi antioksidativni aktivnosti [12].

11
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Ligandi lahko s kovinskimi ioni tvorijo koordinacijske spojine v razli¢nih stehiometri¢nih

razmerjih (najpogosteje 1:1, 2:1 ali 3:1), kar je odvisno od:

e koncentracij liganda in kovinskih ionov ter

e pH-jaraztopine [9].

Reakcija deprotonacije fenolne skupine je prikazana na Sliki 7. Pri tem M" predstavlja kovinski

kation.

H
n+
/H‘ \O _____ H O/M O_M

| \0 H \
O—H O o - 0
_ I

Slika 7: Reakcija deprotonacije kvercetina in nastanka petélenskega obroca

(lasten vir, povzeto po [12])
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2.4  Zelezo

Zelezo (Fe) je element 8. skupine periodnega sistema, ki ga zaradi delne zapolnjenosti d-orbital
uvrS¢amo med prehodne kovine. V naravi je vezan v Stevilnih mineralih in je druga najbolj
razSirjena kovina v zemeljski skorji, takoj za aluminijem. Je tehni¢no najpomembnejsa kovina,
zgodovina njene uporabe pa sega ze v ¢ase pred nasim Stetjem. V ¢loveskem telesu predstavlja
pribl. 0,004 %, vecina pa ga je vezana v hemoglobinu, beljakovini, ki prenasa kisik iz plju¢ v

telesna tkiva. Pri tem pride prav do tvorbe kompleksov Zeleza z molekularnim kisikom.

Zelezovi ioni se uvri¢ajo med bolj reaktivne, saj tezijo k pritegnitvi ali oddaji elektrona in
vzpostavitvi elektronskega para [46,47]. Poenostavljen prikaz nastale koordinacijske spojine

zeleza prikazuje Slika 8. Pri tem rdeca puscica predstavlja vzpostavljeno koordinacijsko vez.

Slika 8: Poenostavljen prikaz odseka hemoglobina, na katerega je preko zeleza

vezan molekularni kisik (LibreTexts Chemistry, 2019)
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2.4.1 Koordinacijske spojine Zeleza

Elektronska konfiguracija zelezovega atoma je [Ar]3d®4s2. V spojinah se najpogosteje pojavlja
v enem izmed dveh oksidacijskih stanjih, +2 in +3. Ligandi, ki najpogosteje sodelujejo pri
nastanku koordinacijskih spojin z Fe(Il) ioni, pavsebujejo kisik z dvema prostima elektronskima
paroma (npr. COz, Oz in NO) [39,40].

Pogost vir Fe(Il) ionov je Zelezov(Il) sulfat heptahidrat (FeSO4-7H20), ki ima obliko granul
modrozelene barve. Kot vecina vodnih soli Fe(ll) ionov se omenjeni sulfat v vodi raztaplja do
heksaakvazelezovih(ll) ionov [Fe(H20)s]?*. Pri nadaljnjem nastanku koordinacijskih spojin
pride do zamenjave ligandov vode. Nastale KS imajo najpogosteje koordinacijsko $tevilo 6 in
oktaedri¢no razporeditev ligandov (npr. [Fe(CN)s]* in [Fe(NHs)s]**). Redkejse pa so
koordinacijske spojine Fe(Il) ionov, ki imajo koordinacijsko Stevilo 4 in tetraedricno

razporeditev ligandov (npr. [FeCl4]?) [39,40].

Kot omenjeno, je za Fe(ll) in Fe(l11) ione znadilna oktaedri¢na razporeditev ligandov, pri ¢emer
se lahko na en Zelezov ion veZejo do trije bidentatni ligandi.® V primeru taninov so to obi¢ajno

deprotonirane galoilne enote (Slika 9) [48].

OH

OH

OH

Slika 9: Galoilna enota (lasten vir, povzeto po [14])

Enega izmed mehanizmov tvorbe koordinacijskih kompleksov med galoilnimi enotami in
Fe(111) ionom prikazuje Slika 10. Pri tem do kelacije zelezovega iona pride preko kisikovih
atomov po deprotonaciji hidroksilnih skupin galoilnih enot. V konkretnem primeru se na en ion
vezejo trije bidentatni ligandi, KS ima oktaedri¢no razporeditev ligandov, stehiometri¢no

razmerje med ligandi in centralnim ionom pa je 3:1.

3 Bidentaten ali dvovezen ligand — ligand, ki centralnemu delcu donira dva nevezna elektronska para [48].
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(0]
_ 13
OH
OH o OH
OH 5 E |
S \
3 + Fe¥r — F'e~-"“‘\ + 6H*
O
OH (0] O/‘\o
O
L. HO .

(o)

Slika 10: Eden izmed mehanizmov tvorbe KS med Fe(l11) ionom in galoilnimi enotami
(Perron, 2016, str. 79)

Poudariti je treba, da stehiometrija polifenolov in Zelezovih ionov vedno ni 3:1. Odvisna je

namre¢ od strukture specifi¢nih polifenolov (le-te so izredno raznolike) in pH-ja medija [48].

Za KS Zelezovih ionov in polifenolov so znadilne tudi redoks reakcije. Zelezovi(Il) ioni
namre¢ v tvorjeni KS s polifenoli ob prisotnosti v raztopini raztopljenega kisika oksidirajo
do zelezovih(IIl) ionov (nastanejo torej kompleksi Fe(IIl)—polifenol). Polifenolni ligandi
oksidacijo Se pospesijo tako, da znizajo redukcijski potencial Fe(II) ionov, saj Fe(IIl) ione
stabilizirajo mocneje kot Fe(II).* Interakcije z Fe(IIl) ioni so stabilnej$e od tistih z Fe(II)

ioni [48]. Omenjen proces, imenovan tudi avtooksidacija Fe(ll) do Fe(lll) ionov, prikazuje
Slika 11.

+
R
OH o 0
3 \ .. o] \ .l
+ Fe< —_— XFB‘ + H — ,/FEU
OH o o

Slika 11: Oksidacija Fe(ll) ionov v Fe(l11) ione pri tvorbi koordinacijske spojine s polifenoli

ob prisotnosti kisika v raztopini (Fermisek, 2021, str. 4)

4 Redukecijski potencial — merilo za sposobnost spojine 0z. njena teznja, da se reducira s sprejemanjem
elektrona [49].
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Zanimivo je, da lahko, kot prikazuje Slika 12, po vezavi ligandov na Fe(l1l) ion pride do
redukcije le-teh do Fe(ll) ionov. Pri tem se polifenolni ligandi oksidirajo do (semi)kinonskih

R
o) o
) Fe¥* )
R e + Fe”
0 .

o}

spojin.

R

+ el ——

OH

Slika 12: Redukcija Fe(l11) ionov do Fe(l1) ionov po tvorbi koordinacijskih spojin s polifenoli

do semikinonske in kinonske spojine (Fermisek, 2021, str. 4)

Koordinacijske spojine, ki jih tvorijo hidrolizirajo¢i tanini z npr. Fe(Ill) ioni, se obarvajo
modro-vijolicno. To lastnost so v preteklosti s pridom izkoris¢ali pri proizvodnji

Zelezo-taninskih ¢rnil [50].
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2.5 Aluminij

Aluminij (Al) je element 13. skupine periodnega sistema in najbolj razsirjena kovina v
zemeljski skorji. V naravi ga ne najdemo v elementarnem stanju, je pa vezan v Stevilnih
mineralih, ki gradijo zlasti magmatske kamnine. Prisoten je tudi v glini, zato so ga posredno
uporabljale Ze prve civilizacije. Velja za mehko, lahko in reaktivno kovino. Istocasno je tudi
odporen na korozijo, saj se na zraku s procesom pasivacije prevlece s tanko oksidirano

plastjo Al.O3 [51].

2.5.1 Koordinacijske spojine aluminija

Aluminij je v koordinacijski kemiji zastopan v manjsi meri kot Zelezovi ioni. Ni prehodna

kovina, vendar je vseeno zmozen tvorbe koordinacijskih spojin.

Elektronska konfiguracija aluminijevega atoma je [Ne]3s23pl. V spojinah se najpogosteje
pojavlja v oksidacijskem stanju +3, v katerem je najstabilnejSi. Vecina koordinacijskih
aluminijevih(IIT) spojin ima oktaedri¢no, npr. [AI(H20)s]**, ali pa tetraedriéno koordinacijo,

npr. [AI(OH)4]~ . Omenjeni spojini prikazuje Slika 13.

r 73+ - - -
OH, OH
HEO,,” ‘ \\\\OHZ J\I
ALY iy
H30/ ‘ \OHE HO/ \i OH
OH2 i OH |

Slika 13: Koordinacijski spojini aluminija z oktaedri¢no oz. tetraedri¢no razporeditvijo

ligandov (Housecroft, 2005, str. 173)

Kot centralni delec je AIl(II) ion prisoten tudi v drugih koordinacijskih spojinah, kot so
[AIFs]*, Li[AIH4], [AI(NO3)s]" idr. Tudi v njih je njegovo koordinacijsko $tevilo bodisi 6
bodisi 4.
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V naravi AI(III) ioni sodelujejo v razli¢nih reakcijah, tudi s polifenoli. Pri tem pa so Studije
pokazale, da v primerjavi z Fe(ll) ioni aluminijevi ioni sodelujejo v bistveno manj tovrstnih
interakcijah, saj niso zmozni tvorbe tako moc¢nih, stabilnih koordinacijskih vezi. Je pa obojim
skupno, da do njune kelacije pride preko kisikovih atomov deprotoniranih hidroksilnih
skupin [52].

Pri proucevanju interakcij Al(IIT) ionov in galoilnih enot so bile predlagane razli¢ne strukture

KS, ki bi potencialno lahko bile tvorjene. Nekatere izmed njih so prikazane na Sliki 14.

OH o T H,0
O .-G O, .G N0 LG
\C/\/\O“ “Cl \C = O“ “Cl \C/\/\.O" l:-| o Cl
i i ; 2

Slika 14: Mozne kemijske strukture KS Al(I11) ionov in galoilne enote (Zhang, 2019, str. 71)
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3 METODE DELA
3.1 UV-Vis spektroskopija

UV-Vis spektroskopija temelji na merjenju absorpcije elektromagnetnega valovanja (svetlobe)
pri prehodu skozi raztopino [53]. Znotraj spektra elektromagnetnega valovanja lo¢imo razli¢na
obmocja, od mikrovalov, IR (angl. infrared radiation), UV (angl. ultraviolet radiation) in
Vis (angl. visible radiation), pa vse do rentgenskega in gama sevanja. V vsakem obmodcju
svetloba povzroCi razlicne atomske in molekularne prehode, ki so posledica interakcij
elektromagnetnega valovanja s snovjo. V IR-obmoc¢ju npr. pride do nihanj atomov v molekuli,
v UV in vidnem obmocju pa do prehoda elektronov med elektronskimi nivoji. Ko ultravijoli¢na
ali vidna svetloba potuje skozi analizirani vzorec, se del svetlobe namre¢ absorbira, pri Cimer

elektroni analita preidejo na viji energijski nivo [53,54].°

UV-Vis spektroskopijo uporabljamo za kvantitativno doloevanje anorganskih, organskih,
biolosko aktivnih in koordinacijskih spojin, ki absorbirajo svetlobo v podro¢ju valovnih dolzin
med 190 in 800 nm (ultravijolicno in vidno podroc¢je) [54]. UV-Vis spektrofotometer je v
splosnem sestavljen iz vira svetlobe (devterijeve in volframove Zarnice), ki mu sledita
monokromator in filter, ki zagotavljata, da vzorec presvetli svetloba to¢no doloCene valovne
dolzine. Svetloba nato potuje skozi kiveto z vzorcem, kjer se je del absorbira, del odbije, del pa
prepusti. Transmitirano oziroma prepusceno svetlobo zazna detektor, Ki svetlobni tok pretvori
v elektri¢ni signal in ga posreduje racunalniku. Rezultat meritev je tako spekter odvisnosti

transmitance ali absorbance od valovne dolzine [53,54].

Poenostavljen koncept delovanja UV-Vis spektrofotometra prikazuje Slika 15.
/@\ i—ﬂ : T
elektri¢ni
svetloba P p— svetloba EeE—— svetloba signal
= M()M)lf;:{.:‘)fi\l'{‘mm‘ — ".‘;(‘):i:i;;‘l =) | DETEKTOR R‘ RACUNALNIK

Slika 15: Poenostavljen princip delovanja UV-Vis spektrofotometra

(lasten vir, povzeto po [53])

% Analit — snov, spojina oz. komponenta, ki jo dolo¢amo [55].
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Pri merjenju transmitance spektrofotometer primerja delez svetlobe, ki preide skozi referenéno
raztopino (slepi vzorec) in skozi merjeni vzorec. Vrednost transmitance (Tuv-vis) je enaka
kvocientu med jakostjo svetlobnega toka, ki preide skozi merjeni vzorec (P), in jakostjo
svetlobnega toka, ki preide skozi slepi vzorec (Po). Povezavo med transmitanco, absorbanco in

koncentracijo analita opisuje Beer-Lambertov zakon, ki je definiran z enacbo 3.1 [53].

R

A=—logT,, i = IogF =¢b-c (3.1)
Kjer je:
A absorbanca [/],

Tuvvis transmitanca [/],

Po jakost vstopnega svetlobnega toka [W],

P jakost transmitiranega, prepusc¢enega svetlobnega toka [W],
€ molarni absorpcijski koeficient [L-mol™*-cm™],

b dolZina opti¢ne poti kivete [cm],

c koncentracija raztopine [mol-L™].

Iz Beer-Lambertovega zakona je razvidno, da je absorbanca analita odvisna od molarnega
absorpcijskega koeficienta, dolzine opti¢ne poti in koncentracije preiskovane snovi. Molarni
absorpcijski koeficient (¢) je konstanta, odvisna od vrste preiskovane snovi (njene kemijske

strukture) in od valovne dolzine svetlobe [56].

Absorbanca, izmerjena v UV-Vis podro¢ju, spada med fizikalne koli¢ine, ki so najpogosteje

uporabljene za konstrukcijo Jobovega diagrama [57].
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3.2 Jobova metoda

Nastanek koordinacijskih spojin je temelj Stevilnih kemijskih, fizikalnih in bioloskih procesov.
Za obravnavo in njihovo razumevanje je kljuénega pomena dolocitev stehiometrije tvorjenih

koordinacijskih spojin [58].
Doloc¢imo jo lahko z razlicnimi metodami. Najpogosteje so v uporabi:

e metoda molskih razmerij,
e metoda naklonskih razmerij in
e metoda zveznih variacij ali Jobova metoda

(angl. Job's method ali MCV, angl. method of continuous variations) [58,59].

V okviru raziskovalnega dela smo za $tudijo koordinacijskih spojin uporabili slednjo. Jobova
metoda velja za eksperimentalno metodo, s katero lahko na podlagi opazovanja ene izmed
lastnosti koordinacijske spojine dolo¢imo njeno obstojnost, molarni absorpcijski koeficient in
stehiometrijo. Uporablja se predvsem v organokovinski kemiji [57]. Pri tej metodi pripravimo
niz binarnih vzorcev, ki vsebujejo raztopino liganda in kovinskih ionov. Skupna mnozinska
koncentracija reaktantov mora biti v vseh vzorcih konstantna (enacba 3.2), posameznim

vzorcem pa postopoma spreminjamo mnozinsko razmerje med ligandi in kovinskimi ioni [60].

c=c,+c =Kk (3.2)
Kjer je:

c vsota mnozinskih koncentracij ligandov (L) in kovinskih ionov (K) [mol-L™],

Ck analitska mnoZinska koncentracija kovinskih ionov [mol-L?],

C analitska mnoZinska koncentracija ligandov [mol-L],

k konstanta [mol-L1].

Odvisno koli¢ino, v nasem primeru absorbanco, merimo, ko se v posamezni raztopini vVzpostavi
ravnotezje [57]. Pridobljene vrednosti uporabimo za konstrukcijo Jobovega diagrama. Ta
prikazuje odvisnost vrednosti fizikalne koli¢ine (P) od sestave raztopin (najpogosteje

mnozinskega deleza liganda oz. X.).
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Dobljen Jobov diagram oz. krivulja ima pri doloceni sestavi (X)) maksimum ali minimum.
Le-ti nam omogocijo dolocitev stehiometri¢nega razmerja med kovinskimi ioni in ligandi oz.
stehiometrijo tvorjene koordinacijske spojine [57]. Idealni primeri treh Jobovih krivulj so

prikazani na Sliki 16.

Slika 16: Primeri Jobovih krivulj koordinacijskih spojin, ki se nanasajo na razli¢ne

stehiometrije (Freser, 2022, str. 20)

Prikazane krivulje imajo maksimume pri vrednostih mnozinskih delezih ligandov 0,25; 0,33 in
0,50. Vrh pri mnozinskem delezu 0,25 npr. kaze na to, da je stehiometrija tvorjene
koordinacijske spojine 1:3 (en kovinski ion veze tri molekule liganda). Pri mnozinskih delezih
0,33 in 0,50 pa iz vrhov razberemo, da kovinski ion in ligand reagirata v razmerju 1:2
0z. 1:1 [57,59]

Za uspesno uporabo metode morajo biti izpolnjeni naslednji pogoji:

e linearna odvisnost merjene (odvisne) koli¢ine od koncentracije nastale KS,
e prevladovanje ene KS pri danih pogojih,
e konstantna skupna koncentracija liganda in kovinskega iona v raztopinah ter

e konstantni drugi parametri, npr. pH [60].
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Jobova metoda ima kljub uporabni vrednosti nekaj pomanjkljivosti:

e ne moremo je uporabiti v primeru prisotnosti drugih kemijskih ravnoteznih reakcij — te
namre¢ lahko vplivajo na tvorbo prvotnega kompleksa in onemogocijo pravilno
dolocitev stehiometrije KS,

e v okviru nje ne moremo meriti fizikalne koli¢ine, ki ni linearno odvisna od koncentracije

nastalega kompleksa,

e Vv kolikor je v vzorcu prisotna zvrst, ki ne reagira, lahko le-ta povzro¢i merilno
napako [59].
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4 EKSPERIMENTALNI DEL

4.1 Nacrt dela

Eksperimentalni del naloge smo izvedli v Laboratoriju za fizikalno kemijo in kemijsko
termodinamiko na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Mariboru. Shemo
poteka eksperimentalnega dela prikazuje organigram na Sliki 17.

Priprava raztopin Priprava pufrov

MeG | Fe(Il) | AN(III) ‘ pH 3.5 ‘ pH4,5 || pHS,5

MeG + Fe(1l) MeG + Al(IIT)
& N & N Y
‘v&; E ,’*a .w“é g l‘?o
> : N\ D 2\
pH3,5 || pH4,5 || pH 5,5 pH3,5 || pH4,5 || pH 5.5
UV-Vis spektroskopija
Konstrukcija Jobovih diagramov
Dolotitev .
Prileganje modelne funkcije stehiometrije | | DOlotitev &

Dolocitev reakcijskega

f Doloc¢itev modelnega &
mehanizma

Dolotitev K|

Slika 17: Shema poteka eksperimentalnega dela (lasten vir)
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4.2 Kemikalije in laboratorijska oprema
4.2.1 Kemikalije
Pri raziskovalnem delu smo uporabili naslednje kemikalije:

e CgHsOs, metil galat (Fluorochem, Hadfield, Velika Britanija, M = 184,15 g-mol™),

e FeS047H20, zelezov(Il) sulfat heptahidrat (Emsure, Darmstadt, Nemcija, vsebnost
99,5-102,0 %, M = 278,02 g'mol™?),

e AICl3, aluminijev klorid (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nem¢ija, M = 133,34 g'mol™),

e H20, voda tipa | (Adrona, Riga, Latvija, c = 0,055 uS-cm™, vsebnost organskega
ogljika <2 ppb),

e CH3COONa, natrijev acetat (Emsure, Darmstadt, Nemcija, vsebnost 99,0 %,
M = 82,03 g-mol™),

e CH3COOH, etanojska kislina (Emsure, Darmstadt, Nemcija, 100,0 %-raztopina,
M = 60,05 g-mol™),

e standardna raztopina pufra s pH-jem 7 (Honeywell Fluka, Nemcija),

e standardna raztopina pufra s pH-jem 4 (Fluka Analytical, Nem¢ija).

4.2.2 Laboratorijska oprema
Eksperimentalni del smo izvedli z uporabo naslednjih instrumentov in inventarja:

e analitska tehtnica MS205DU/M (Mettler Toledo, ZDA), s katero smo izmerili mase

kemikalij na 1-10° g natan¢no,
o 7licka,
e lopatica za tehtanje,

o kapalke in
e merilne bucke (V =100 mL, 50 mL in 25 mL), ki smo jih uporabili pri pripravi raztopin;

e ultrazvocna kopel Ultrasonic cleaner PRO 30 (ASonic, Ljubljana, Slovenija), s katero smo

pospesili raztapljanje metil galata, zelezovega sulfata heptahidrata in aluminijevega klorida;
e centrifugirke (V =50 mL), v katere smo shranili zalozno raztopino Al(III) ionov,
e avtomatske pipete razlicnih kapacitet (2—20 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL) (Transferpette in

LLG-Labware), s katerimi smo odmerili volumne raztopin,
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e vortex stresalnik VVortex Wizard (Starlab, Milton Keynes, Velika Britanija), s katerim smo

pripravljene vzorce pred izvedbo meritev pretresli,
e pH meter 780 pH meter (Metrohm, Svica), s katerim smo od¢itali pH-vrednosti raztopin,

e kombinirana steklena elektroda (Metrohm, Svica), ki smo jo uporabili na pH metru za

merjenje pH-ja pufrov,

e magnetno mesalo 801 Stirrer (Metrohm, Svica), ki smo ga uporabili pri pripravi pufrov na

pH metru,

e spektrofotometer Cary 4000 UV-Vis Spectrophotometer (Agilent, Santa Clara, USA), s
katerim smo spremljali tvorbo koordinacijskih spojin,
e Kivete iz kremencevega (kvarénega) stekla z dolzino opti¢ne poti 1 cm (Hellma Analytics,

Miillheim, Nemcija), ki smo jih uporabili za merjenje absorbance v spektrofotometru.

Instrumente, ki smo jih uporabili pri izvedbi eksperimentalnega dela, prikazuje Slika 18.

coEsssn

Slika 18: Instrumenti, uporabljeni pri izdelavi raziskovalne naloge: a) pH meter, b) analitska
tehtnica, c¢) vortex stresalnik, d) ultrazvocna kopel, e) UV-Vis spektrofotometer (lasten vir)
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4.3 Priprava raztopin in pufrov
Pred izvedbo meritev smo si pripravili naslednje raztopine:
e zaloZna raztopina metil galata s koncentracijo 2-10° mol-L*

V 50 mL merilno bucko smo zatehtali 0,0185 g metil galata, do oznake dolili vodo in bucko
postavili v ultrazvocno kopel, da se je topljenec v celoti raztopil. Pripravljeno raztopino s

koncentracijo 2-10 mol-L™* smo shranili v zamrzovalniku v mikrocentrifugirkah.

e raztopina Fe(ll) ionov s koncentracijo 2:10- mol-L*

V 50 mL merilno bucko smo zatehtali 0,2782 g FeSO4-7H20, do oznake dolili vodo in bucko
postavili v ultrazvo¢no kopel. V nadaljevanju smo iz prvotne bucke v 25 mL merilno bucko
odpipetirali 2,5 mL raztopine in razred¢ili do oznake. Omeniti velja, da smo morali vsak dan

zaradi oksidacije Fe(Il) ionov do Fe(III) ionov pripraviti svezo raztopino Fe(Il) ionov.

e zaloZna raztopina AI(III) ionov s koncentracijo 2-:10- mol-L™!

V 100 mL merilno buc¢ko smo zatehtali 0,2667 g AICls, do oznake dolili vodo in buc¢ko postavili
v ultrazvocno kopel. V nadaljevanju smo iz prvotne bucke v 25 mL merilno bucko odpipetirali
2,5 mL raztopine in razred¢ili do oznake. Te raztopine ni bilo potrebno dnevno sveze pripraviti,

saj aluminij ne oksidira v vi§ja oksidacijska stanja.
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e acetatni pufris pH-ji 3,5;4,5in 5,5

Acetatne pufre smo pripravili z raztapljanjem natrijevega acetata v vodi in potrebnim dodatkom
etanojske Kisline. Pri tem smo v 500 mL ¢aSo zatehtali dolo¢eno maso natrijevega acetata in
dolili vodo, da se je topljenec v celoti raztopil. Zatehtane mase natrijevega aceteta so prikazane
v Tabeli 1.

Tabela 1. Sestava posameznih acetatnih pufrov

pH-pufra

3,5 4,5 5,5
sestava

m(CHsCOONa) [g] 0,1246 1,1630 2,3170

V nadaljevanju smo uporabili pH meter s kombinirano stekleno elektrodo, ki smo jo pred
merjenjem Kalibrirali s standardnima raztopinama pufrov (s pH-vrednostma 4,00 in 7,00). Po
umeritvi smo priceli z merjenjem pH-ja posameznega acetatnega pufra. Pri tem smo v raztopino
z avtomatsko pipeto postopoma dodajali koncentrirano etanojsko kislino. Ko je bila
pH-vrednost ustrezna, smo dobljene pufre shranili za nadaljnjo uporabo. Njihove mnozinske

koncentracije so bile 6,3-102 mol-L™.

4.4 UV-Vis spektroskopija in priprava vzorcev metil galata ter kovinskih ionov

Po pripravi osnovnih raztopin in pufrov smo proucevali reakcije metil galata z Fe(Il) in Al(111)
ioni. Vrednosti absorbanc vzorcev smo izmerili z UV-Vis spektrofotometrom v kivetah iz
kremencevega (kvar¢nega) stekla z dolzino opti¢ne poti 1 cm. Vse meritve smo izvedli pri
temperaturi 25 °C. Sestave posameznih vzorcev, obmoc¢ja valovnih dolZin svetlobe in dolzina
izvajanja meritev so se razlikovale glede na kovinske ione, ki so reagirali z metil galatom. Vsem
merjenim vzorcem pa sta bila skupna volumen (1,5 mL) in prisotnost acetatnega pufra, s
katerim smo zagotovili konstanten pH, kar je eden izmed pogojev za izvedbo Jobove metode.
Prav tako smo pred vsakim nizom meritev za t. i. bazno linijo pomerili slepi vzorec. Ta je vedno

vseboval 1,2 mL pufra z ustrezno vrednostjo pH-ja in 0,3 mL vode.
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4.4.1 Interakcije metil galata z Fe(ll) ioni
a) Sestava vzorcev:

Vzorci so se med seboj razlikovali po mnozinskih delezih MeG (Xwec) In Fe(ll) ionov.
Posamezen vzorec smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirko z volumnom 1,5 mL dodali
1,2 mL ustreznega acetatnega pufra in 0,3 mL skupne prostornine raztopin MeG in Fe(Il) ionov.
Njuno skupno mnozinsko koncentracijo definira enacba 4.2. Pri prikazovanju sestave vzorca,
nadaljnjih izracunih in konstrukciji diagramov pa smo uporabili mnozinski delez metil galata,

ki je definiran z enacbo 4.1. V obeh enacbah K predstavlja Fe(ll) ione.

—_ nMeG — CMeG
X = = 4.1
Mee nMeG + nK c ( )
C = Cpe + Cx (4.2)
Kjer je:

Xvec ~ mnozinski delez metil galata [/],

Nves  Mmnozina metil galata [mol],

Nk mnozina kovinskih ionov [mol],

Cwes  mnozinska koncentracija metil galata [mol-L™],

Ck mnozinska koncentracija kovinskih ionov [mol-L™?],

c skupna mnozinska koncentracija metil galata in kovinskih ionov [mol-L™].

Sestavo posameznih raztopin oz. skupne prostornine metil galata in Fe(ll) ionov prikazuje
Tabela 2. V njej Vme predstavlja prostornino raztopine metil galata, Ve pa prostornino

raztopine zelezovih(Il) ionov v posameznem vzorcu.
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Tabela 2: Sestava vzorcev MeG in Fe(ll) ionov

St. vzorca | Xwes | Viwes [ML] | Veeqn[uL]
0 0,00 0 300
1 0,05 15 285
2 0,10 30 270
3 0,15 45 255
4 0,20 60 240
5 0,25 75 225
6 0,30 90 210
7 0,35 105 195
8 0,40 120 180
9 0,45 135 165

10 0,50 150 150
11 0,55 165 135
12 0,60 180 120
13 0,65 195 105
14 0,70 210 90
15 0,75 225 75
16 0,80 240 60
17 0,85 255 45
18 0,90 270 30
19 0,95 285 15
20 1,00 300 0

b) Obmocje valovnih dolZzin

Tvorbo KS metil galata in Fe(ll) ionov smo opazovali v obmocju valovnih dolzin med 450 in
650 nm. Korak meritve je bil 1 nm, meritev pri posamezni valovni dolzini pa je trajala 0,2

sekunde.

c) DolZina opazovanja

Vzorcem pri pH-ju 5,5 smo absorbanco izmerili eno uro po njihovi pripravi, vzorcem pri nizjih

pH-jih pa smo absorbanco merili 10 (pH 4,5) oz. 20 ur (pH 3,5).
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4.4.2 Interakcije metil galata z Al(I11) ioni
a) Sestava vzorcev:

Posamezen vzorec smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirko z volumnom 1,5 mL dodali
1,2 mL ustreznega acetatnega pufra, 150 uL vode in 150 pL skupne prostornine raztopin MeG
in AI(IIT) ionov. Njuno skupno mnozinsko koncentracijo definira enacba 4.2. Pri prikazovanju
sestave vzorca, nadaljnjih izraunih in konstrukciji diagramov pa smo uporabili mnoZzinski

delez metil galata, ki je definiran z enacbo 4.1. V obeh enacbah K predstavlja Al(111) ione.

Sestavo posameznih raztopin oz. skupne prostornine metil galata in Al(I1I) ionov prikazuje
Tabela 3. V njej Vwec predstavlja prostornino raztopine metil galata, Vaigny pa prostornino

raztopine aluminijevih(l11) ionov v posameznem vzorcu.

Tabela 3: Sestava vzorcev MeG in Al(l11) ionov

St. vzorca | Xwec | Vwmes [ML] | Vaiam [pL]
0 0,00 0,0 150,0
1 0,05 7,5 1425
2 0,10 15,0 135,0
3 0,15 22,5 1275
4 0,20 30,0 120,0
5 0,25 37,5 112,5
6 0,30 45,0 105,0
7 0,35 52,5 97,5
8 0,40 60,0 90,0
9 0,45 67,5 82,5
10 0,50 75,0 75,0
11 0,55 82,5 67,5
12 0,60 90,0 60,0
13 0,65 97,5 52,5
14 0,70 105,0 45,0
15 0,75 1125 37,5
16 0,80 120,0 30,0
17 0,85 1275 22,5
18 0,90 135,0 15,0
19 0,95 1425 7,5
20 1,00 150,0 0,0
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b) Obmocje valovnih dolZin

Tvorbo KS metil galata in Al(111) ionov smo opazovali v obmocju valovnih dolzin med 200 in
500 nm. Korak meritve je bil 1 nm, meritev pri posamezni valovni dolzini pa je trajala 0,2

sekunde.

c) Dolzina opazovanja

Vsem vzorcem smo absorbanco izmerili neposredno po pripravi vzorcev.

4.5 UV-Vis spektri metil galata in koordinacijskih spojin metil galata s kovinskimi ioni

Proucevanje reakcij med MeG in Fe(Il) ioni smo zaceli tako, da smo pri vseh treh pH-jih
pomerili UV-Vis spektre metil galata v prosti obliki, tj. brez dodatka Fe(ll) ionov
(Xmee = 1,00), in UV-Vis spektre raztopin, v katerih sta bila mnozinska deleza MeG in Fe(II)
ionov enaka (xwes = 0,50). Tako smo lahko spremljali spremembe UV-Vis spektra metil galata

pri tvorbi koordinacijske spojine z zelezovimi(Il) ioni.

UV-Vis spekter izbranih vzorcev smo pomerili vsakih pet minut in opazovali, po kolik§nem
Casu se pri dolocenem pH-ju vzpostavi kemijsko ravnotezje (tj. kdaj se vrednosti absorbance v
okviru eksperimentalne napake ve¢ bistveno ne spreminjajo). Na podlagi tega smo dolo¢ili
dolZino opazovanja oz. merjenja absorbanc nizov vzorcev (vseh raztopin MeG in Fe(Il) ionov).
Pred meritvami vsakega niza smo spektrofotometer umerili s slepim vzorcem, ¢igar absorbance
smo pri kasnej$i obdelavi podatkov odsteli od absorbanc posameznih vzorcev. 1z sprememb
spektra smo dolocili tudi obmocje valovnih dolZin, kjer sta se spektra najbolj razlikovala. To

obmocje smo v nadaljevanju uporabili za proucevanje KS, tvorjenih med MeG in Fe(II).

DolZino opazovanja in opazovano obmocje valovnih dolzin smo predhodno dolo¢ili tudi za
raztopine, v katerih je prislo do tvorbe KS med MeG in AI(III) ioni. Pri tem smo pri vsakem
pH-ju primerjali UV-Vis spekter raztopine z ekvimolarnim mnozinskim delezem MeG in
AI(1) ionov (xweec = 0,50) s spektrom identi¢ne raztopine brez dodanih Al(IIl) ionov — vsi
merjeni vzorci (pri razli¢nih pH-jih) so tako vsebovali enako mnozino MeG. Ob razlikah v
spektrih absorbanc smo, tako kot pri Fe(ll) ionih, opazovali tudi, koliko ¢asa je potrebno za

vzpostavitev ravnotezja pri posameznem pH-ju.
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4.6 Jobov diagram

Za koordinacijske spojine, ki so nastale pri reakcijah metil galata z Fe(Il) oz. Al(I1) ioni, smo
iz pridobljenih vrednosti absorbanc konstruirali Jobov diagram. Za vsak diagram smo, kot
omenjeno, pripravili niz 21 vzorcev (Tabeli 2 in 3) z razli¢cnimi mnozinskimi delezi MeG pri
treh razli¢nih pH-jih: 3,5; 4,51in 5,5.

Z Jobovo metodo smo pokazali, kako se absorbanca raztopin spreminja v odvisnosti od njihove
sestave in pH-ja. V nadaljevanju smo dobljene Jobove krivulje ekstrapolirali s prileganjem
trendnih ¢rt, na podlagi njunih presecis¢ razbrali, pri kolikSnem mnozinskem delezu MeG ima
krivulja maksimum, ter iz njega dolocili stehiometrije tvorjenih koordinacijskih spojin in

njihove molarne absorpcijske koeficiente v omenjenem pH-obmogju.

4.7 Ujemanje modelne funkcije in Jobovega diagrama

Reakcijo med metil galatom in zelezovimi(Il) oz. aluminijevimi(IIl) ioni smo poskusali opisati
z uporabo modelne funkcije. Z njo smo z vkljuditvijo razli¢nih spremenljivk opisali
eksperimentalno doloCene toCke Jobovega diagrama in izraCunali konstanto ravnotezja za
tvorbo koordinacijske spojine (K) ter pripadajo¢i modelni molarni absorpcijski koeficient (&).
S pomoc¢jo modela smo dolocili Se, katera zvrst metil galata preferencno reagira z Fe(Il) in

AI(111) ioni v opazovanem pH-obmo¢ju.
4.7.1 Model

Pri modelu smo predpostavili, da z Fe(l1l) oz. Al(111) ioni reagira le ena zvrst (H2MeG"), ki je v
ravnotezju s preostalimi zvrstmi metil galata. S tem smo v modelno funkcijo vkljucili tudi
opazeno odvisnost absorbance od pH-ja. Predpostavili smo reakcijsko shemo, ki je prikazana
na Sliki 19. Preizkusili smo tudi preostale mozne modele, pri katerih s posameznimi kovinskimi
ioni posamicno reagirajo druge zvrsti MeG, a se je izkazalo, da model, ki je izpeljan za zvrst
H>MeG™, najboljSe opiSe dano reakcijo oz. da je pri njem najveéje ujemanje teoreticno

izraunanih in eksperimentalno doloc¢enih vrednosti absorbanc.
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Na reakecijski shemi ¢rka M predstavlja posamezen kovinski ion. Omeniti pa velja, da je lahko
metil galat pri zvrsteh HoMeG~ in HMeG?~ deprotoniran tudi na drugih mestih, kot je prikazano

na sliki, ter da do nadaljnje oksidacije tvorjene KS pride le v primeru, ko MeG reagira z Fe(ll)

ioni.
H,MeG H,MeG HMeG?* MeG*
M3 GHs CHs
0.0 0.0 0.0
'H3O 'H3O+, Kaz "H3O+, KGS
MO o *HO" o o *HO0" ¢ o
OH o o}
+
M

) /

oksidacija e
[H,MeGM]™"* """ [H,MeGM]
Slika 19: Reakcijska shema modela, pri kateri zvrst H2MeG™, ki je v ravnotezju s preostalimi

zvrstmi, reagira z Fe(Il) oz. AI(III) ioni, pri ¢emer nastane koordinacijska spojina

[H2MeGM]™D* (lasten vir)

Iz reakcijske sheme na Sliki 19 smo izpeljali modelno funkcijo (enacba 4.14) za ravnotezno
reakcijo zvrsti HoMeG™ s kovinskimi ioni, pri kateri pride do tvorbe koordinacijske spojine
[H2MeGM]™D* Modelne funkcije, kjer je bilo predpostavljeno, da s kovinskimi ioni reagirajo
druge zvrsti metil galata, so bile izpeljane na analogen na¢in. Matemati¢en zapis ravnoteZja za

reakcijo zvrsti H2MeG™ s posameznimi kovinskimi ioni prikazuje enacba 4.3.
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(n-1)+
H,MeGM
K, = [H, : ] — (4.3)
[H,MeG |-[M™ ]
kjer je:
[HoMeGM] "D+ ravnotezna koncentracija koordinacijske spojine enkrat deprotoniranega

metil galata in kovinskih ionov [mol-L™],
[HoMeGT] ravnotezna koncentracija enkrat deprotoniranega metil galata [mol-L],
[M™] ravnotezna koncentracija posameznih kovinskih ionov [mol-L™].

Iz reakcij disociacij MeG, ki so prikazane na Sliki 19, sledijo enacbe 4.4 — 4.6, pri katerih smo

vrednosti pKa metil galata pridobili s programom MarvinSketch (ChemAxon, MadZarska).

_[H,MeG"|-[H,0" ]

_ . 109
e [HMeG] = 7,762 - 10 (4.4)
2- +
L= [HMeG ]'[Hso I 5,248 - 1012 (4.5)
[ H,MeG" ]
3- . +
_ [Mec J[HO] = 1,698 - 10 (4.6)

w [HMeG* ]

kjer so:

Ka1, Ka2, Kaz  konstante disociacij posameznih ravnoteznih zvrsti metil galata [/],
[HsMeG] ravnotezna koncentracija nevtralnega metil galata [mol-L™],

[HoMeGT] ravnotezna koncentracija enkrat deprotoniranega metil galata [mol-L™],
[HMeG? ] ravnotezna koncentracija dvakrat deprotoniranega metil galata [mol-L™],
[MeG*] ravnotezna koncentracija trikrat deprotoniranega metil galata [mol-L™],

[H30%] ravnotezna koncentracija oksonijevih ionov [mol-L].

35



Interakcije metil galata z Fe(ll) in Al(I11) ioni

Skupno koncentracijo metil galata lahko zapiSemo kot vsoto koncentracij posameznih
ravnoteznih zvrsti, kot prikazuje enacba 4.7, oz. kot vsoto ravnoteznih koncentracij nevtralne
oblike metil galata (nezreagirani preostanek), moznih deprotoniranih zvrsti metil galata in

tvorjene koordinacijske spojine (oz. metil galata, vezanega vanjo).

Cues = [HyMeG] +[H,MeG"] + [HMeG?> |+ [MeG* | + [H,MeGM " ™" (4.7)

Koncentracijo posameznih zvrsti smo izrazili iz enacb 4.4 — 4.6 in jih vstavili v enacbo 4.7.
V njej smo izpostavili ¢len [HaMeG] ter dobljen izraz v oklepaju v enacbi 4.8 iz prakti¢nih
razlogov zamenjali s spremenljivko z, ki je funkcija koncentracije oksonijevih ionov
(torej pH-ja) in konstant disociacij metil galata. Tako smo dobili enacbo 4.9, ki prikazuje

skupno koncentracijo metil galata v posameznem vzorcu.

Cues = [HMeG]- |1+ Ky Ka Ko o Ka Ko K |y 1y mogmye” 4.8)
H0'] [HO ] [HO"]
Cus = [H,MeG] - 2 + [H,MeGM]""" @9)

Iz enacb 4.4 in 4.9 smo izrazili koncentracijo zvrsti HoMeG™, ki je prikazana z enacbo 4.10.

al

(CMeG _ [HZMeGM}("'m
z-[H0"]

[HZMeG'J = (4.10)
Z enacbo 4.11 smo zapisali masno bilanco posameznih kovinskih ionov, ki opisuje, da je
ravnotezna koncentracija le-teh v posameznem vzorcu enaka razliki koncentracije dodanih
ionov in koncentracije tvorjene KS (oz. keliranih kovinskih ionov). Nato smo vpeljali novo
spremenljivko U, ki smo jo definirali z enac¢bo 4.12 in jo poimenovali navidezna konstanta

ravnotezja.

36



Interakcije metil galata z Fe(ll) in Al(I11) ioni

Preostale predpostavke so enake tistim, ki smo jih definirali z enac¢bama 4.1 in 4.2. Z vstavitvijo
enacb 4.2 in 4.9 — 4.12 v enacbo 4.3 smo prisli do kon¢nega izraza, ki je podan s kvadratno
enacbo 4.13. Le-to se pogosto uporablja za opis reakcij, pri katerih nastane KS s stehiometrijo
1:1 [57].

(n-1)+

[M™]=c, n —[H,MeGM] (4.11)
— Kr. Kal 4 12

[HzMeGM](n-m - 7. [H3O+} ( . )
U [H,MeGM]* = (U -c+1)-[H,MeGM ]+ U ¢, ~U -2 =0 (4.13)

Z upostevanjem resitve kvadratne enacbe (fizikalno smiselno resitev namre¢ dobimo le, ¢e pred
kvadratnim korenom upos$tevamo negativen predznak — le takrat bo koncentracija tvorjene
koordinacijske spojine pozitivna), Beer-Lambertovega zakona (enacba 3.1) in enacbe 4.1 smo
dobili modelno funkcijo, ki je prikazana z enacbo 4.14. Pri tem smo reSitev kvadratne enacbe,
torej koncentracijo tvorjene KS, vstavili v Beer-Lambertov zakon in po njem izracunali
teoretiéne (modelne) vrednosti absorbanc vzorcev, ki smo jih primerjali oz. prilegali

eksperimentalno pridobljenim vrednostim.

(14U c-y142-U e+ U C (1= 2 Xyyeo)]
2.U

2
b

model —

Ao = [H,MeGM ™" &b

(4.14)

Izpeljava modelnih funkcij, pri katerih je bilo predpostavljeno, da s kovinskimi ioni reagirajo
druge posamezne zvrsti metil galata, je analogna izpeljavi za zvrst HoMeG™. Kon¢ne funkcije
so enake oblike kot enacba 4.14, med seboj pa se razlikujejo le v navidezni ravnotezni
konstanti U. Enacbe 4.15 — 4.17 tako prikazujejo zapis navidezne konstante ravnotezja U za

razlicne mozne tvorjene koordinacijske spojine.
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KI’
[HgMeGM|™ sz (4.15)
K- K., K
_ r al a2
U[Hl\/le(;l\/l]‘”’z)+ - +72 (4.16)
z-[Hgo }
K- -K, - K.-K
— r al a2 a3 (4.17)

U[l\/leelvl]‘”’s)+ ;. [H3O+T

Modelne vrednosti absorbanc, podane z enacbo 4.14, smo v nadaljevanju primerjali z
izmerjenimi vrednostmi. Prileganje modelne funkcije smo izvedli tako, da smo kot prilagodljiva
parametra vzeli ¢ in K.. Najustreznejsi vrednosti teh dveh spremenljivk pa smo dolodili z
metodo najmanjsih kvadratov, pri ¢emer smo uporabili prileganje, s katerim smo dolo¢ili
vrednosti prilagodljivih parametrov, pri katerih so razlike med modelnimi in eksperimentalnimi

vrednostmi absorbanc najmanjse.
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA
5.1 Koordinacijske spojine metil galata s kovinskimi ioni
5.1.1 Koordinacijske spojine metil galata z Fe(l1) ioni

Primerjava UV-Vis absorpcijskega spektra raztopine z ekvimolarno mnozino metil galata in
zelezovih(Il) ionov (Xmec = 0,50) s spektrom raztopine metil galata v prosti obliki je pri vseh
treh vrednostih pH-ja pokazala, da v obmoc¢ju valovnih dolzin med 500 in 600 nm pride do
pojava Sirokega absorpcijskega vrha. Ta je posledica tvorbe koordinacijske spojine, saj metil
galat v tem obmoc¢ju svetlobe ne absorbira. Omenjeno spektralno obmocje smo nekoliko
razsirili (med 450 in 650 nm) in ga v nadaljevanju uporabili pri merjenju absorbanc nizov
vzorcev raztopin MeG in Fe(Il) ionov. Drugih vecjih sprememb spektra ni bilo, pri tvorbi KS
je prislo le do rdecega premika (angl. red shift) znacilnih absorpcijskih vrhov metil galata v
desno, tj. proti dalj§im valovnim dolzinam. Prvi vrh se je premaknil za 6 nm, drugi pa za
29 nm. Absorpcijski spekter raztopine metil galata v prosti obliki ter raztopine z ekvimolarno
mnozino MeG in Fe(ll) ionov pri pH-ju 5,5 prikazuje Graf 1. Za prikaz obeh spektrov smo
izmerjene absorbance pretvorili v molarne absorpcijske koeficiente (¢), pri cemer smo v obeh

primerih upostevali koncentracijo MeG, ki je znasala 4-10° mol-L™.
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Graf 1: Primerjava UV-Vis absorpcijskih spektrov raztopine MeG v prosti obliki ter raztopine

z ekvimolarno mnozino MeG in Fe(II) pri pH-ju 5,5 (Cwec = 4-10"° mol-L %)

Primerjava izmerjenih spektrov z izsledki drugih je pokazala, da so enak absorpcijski spekter
raztopine MeG v prosti obliki izmerili tudi Prakashkumar, N. in sodelavci v svoji Studiji
nevroprotekcijskega potenciala metil galata [61]. O nastanku absorpcijskega vrha v omenjenem
obmo¢ju valovnih dolZin pri tvorbi KS galne kisline z Fe(II) ioni pa so porocali tudi Lu, L. in

sodelavci [62].

Posledica absorpcijskega vrha v omenjenem spektralnem obmocju je bila obarvanost raztopin.
Z nastankom koordinacijskih vezi med ligandi (MeG) in kovinskimi (Fe(l1)) ioni se elektronski
energijski nivoji slednjih namre¢ tako spremenijo, da oksidirajo v visje oksidacijsko stanje oz.
do stabilnejsih Fe(111) ionov. Nastanek teh ionov pa zaznamo kot modro-vijoli¢no obarvanost
raztopin. Podobno so opazili Freser, F. in sodelavci v §tudiji tvorbe koordinacijskih spojin galne

kisline in Fe(ll) ionov [10].
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Vzporedno z nastankom Fe(111) ionov se je po dolo¢enem casu ustalila tudi absorbanca raztopin,
testne vzorce pa smo opazovali dalje, da bi ugotovili, ali se bo po doloenem casu nastala

koordinacijska spojina zacela obarjati. Do nastanka oborine ni pri§lo pri nobenem vzorcu.

Na podlagi ugotovljene ¢asovne odvisnosti absorbance testnih raztopin z ekvimolarno mnozino
reagentov pri posameznem pH-ju smo sklepali, koliko ¢asa je potrebno, da se v raztopinah MeG
in Fe(II) ionov vzpostavi kemijsko ravnotezje, ko se absorbanca bistveno vec ne spreminja.
Tako smo pri nadaljnjih meritvah absorbanc nizov vzorcev raztopin MeG in Fe(ll) ionov
upostevali, da raztopine pri pH-ju 5,5 ravnotezno stanje dosezejo v eni uri po njihovi pripravi,
medtem ko je pri nizjih pH-jih potrebno pocakati priblizno 10 (pH 4,5) oz. 20 ur (pH 3,5). Na
tej tocki velja poudariti, da pri tem ne moremo govoriti o hitrosti vezave, temvec o hitrosti

oksidacije Fe(ll) ionov.

Obarvanost raztopine MeG in Fe(ll) ionov prikazuje Slika 20, na kateri je vidna razlika v
obarvanosti levega (stanje brez dodatka Fe(ll) ionov) in desnega vzorca (Stanje po vzpostavitvi

ravnotezja oz. po nastanku koordinacijskih spojin).

Slika 20: Obarvanost raztopine MeG in Fe(ll) ionov brez dodatka Fe(Il) ionov (levi vzorec) in

po vzpostavitvi ravnotezja (desni vzorec) (lasten vir)

41



Interakcije metil galata z Fe(ll) in Al(I11) ioni

Pri posameznih vzorcih se je pri istem pH-ju zaradi drugac¢ne sestave raztopin (Xwmec) ravnotezje
vzpostavilo tudi prej. Meritev, pri kateri je prislo do tega, smo zato za vsak vzorec pri pH-jih
4,5 in 3,5 razbrali z grafa Casovne odvisnosti absorbance posamezne raztopine — izbrali smo
toCko (Stevilko zaporedne meritve), ki je nakazovala ustalitev oz. izravnavo krivulje
absorbance. Ker je obstajal dovolj dolg interval, ko se je vrednost absorbance ustalila, smo
predpostavili, da je to maksimalna koncentracija nastale KS. Pri konstrukciji Jobovega
diagrama smo v nadaljevanju uporabili vrednosti absorbanc pri tej meritvi. Konkreten primer
(vzorec MeG in Fe(ll) ionov pri pH-ju 4,5 Z xvec = 0,40) prikazuje Graf 2, na katerem je z rdeco

barvo oznacena izbrana toc¢ka.
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Graf 2: Casovni potek nastajanja koordinacijske spojine pri reakciji MeG z Fe(II) ioni

(Xmec = 0,40; pH = 4,5) s spremljanjem odvisnosti absorbance pri valovni dolzini 570 nm
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5.1.2 Koordinacijske spojine metil galata z Al(I11) ioni

Primerjava UV-Vis absorpcijskega spektra raztopine z ekvimolarno mnozino metil galata in
aluminijevih(I11) ionov (Xwec = 0,50) s spektrom identi¢ne raztopine brez dodanih Al(III) ionov
je pri vseh treh pH-jih pokazala, da v obmocju valovnih dolzin med 250 in 450 nm pride do
pojava absorpcijskega vrha, ki se delno prekriva z vihom MeG. Nastali vrh je posledica tvorbe
koordinacijske spojine. Omenjeno spektralno obmocje smo tudi tukaj nekoliko razsirili (med
200 in 500 nm) in ga v nadaljevanju uporabili pri merjenju absorbanc nizov vzorcev raztopin
MeG in AI(III) ionov. Drugih veéjih sprememb spektra ni bilo, podobno kot pri KS MeG in
Fe(Il) ionov sta se oba znacilna absorpcijska vrhova MeG nekoliko pomaknila proti dalj$im
valovnim dolzinam (rde¢i premik). Prvi vrh se je pri tem premaknil za 2 nm, drugi pa za 31 nm.
Hkrati lahko opazimo, da ima prvi vrh z absorpcijskim maksimumom pri 219 nm pod seboj $e
en vrh — gre za ramo pri valovni dolzini pribl. 230 nm. Primerjavo spektrov testnih raztopin pri
pH-ju 5,5 prikazuje Graf 3. Za prikaz obeh spektrov smo izmerjene absorbance po
Beer-Lambertovem zakonu pretvorili v molarne absorpcijske koeficiente (¢), pri ¢emer smo v

obeh primerih upostevali koncentracijo MeG, ki je znasala 1-10* mol-L™.
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Graf 3: Primerjava UV-Vis absorpcijskih spektrov raztopine z ekvimolarno mnozino MeG in
AI(IIT) ionov ter raztopine z identi¢no sestavo brez dodatka AI(IIT) ionov pri pH-ju 5,5
(cmec = 1-:10* mol-L™?)

Kot pri KS MeG in Fe(ll) ionov smo dobljena spektra primerjali, da bi izbrali obmoc¢je valovnih
dolzin, kjer bomo opazovali absorbanco nizov raztopin. Slednjo navadno opazujemo v
ekstremih (v maksimumih oz. minimumih), saj je tako eksperimentalna napaka najmanjsa. Da
bi se v primeru koordinacijskih spojin MeG in Al(I1l) ionov znebili absorpcijskega prispevka
MeG, smo izbrali valovno dolZino, kjer so bile motnje absorbance s strani MeG najmanjse.
Tvorbo KS med MeG in Al(I11) smo zato opazovali pri valovni dolzini 320 nm, torej pri valovni
dolzini, kjer najvecji del svetlobe absorbirajo tvorjene koordinacijske spojine (pri tej valovni
dolzini je namre¢, kot je razvidno z grafa, absorbanca MeG prakti¢no nicelna). Kasnejsa
primerjava rezultatov z izsledki drugih pa je pokazala, da so tudi v sorodnih $tudijah, npr. od
Zhang, L. in sodelavcev, za meritve absorbanc KS galotaninskin monomerov in Al(I11) ionov

izbrali to valovno dolZino [63].
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Pri tvorbi KS MeG z Al(I11) ioni do obarvanja raztopin, za razliko od KS z Fe(II) ioni, ni prislo.
Meritve ¢asovne odvisnosti absorbance testnih vzorcev MeG in Al(l11) pa so pokazale, da pri
njih do tvorbe koordinacijskih spojin oz. vzpostavitve ravnoteZja v raztopinah pri vseh treh
pH-jih pride v zelo kratkem c¢asu, prakti¢no takoj po dodatku AI(IIT) ionov. Tako smo v
nadaljevanju meritve absorbanc nizov vzorcev raztopin MeG in Al(ll) ionov izvedli
neposredno po njihovi pripravi. Sklepamo, da do hitre vzpostavitve ravnotezja pride, ker pri
reakcijah MeG in AI(Il1) poteceta le deprotonacija fenolnih hidroksilnih skupin in nadaljnja
kelacija AI(IIl) ionov, torej nastanek MeG-Al(lll) kompleksov, medtem ko nadaljnja
oksidacija AI(III) ionov ne potece — ti ioni namre¢ ne morejo oksidirati v visja oksidacijska

stanja.
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5.2 Jobov diagram koordinacijskih spojin metil galata in Fe(ll) ionov
5.2.1 Jobov diagram

Iz pridobljenih meritev absorbance nizov vzorcev raztopin MeG in Fe(Il) ionov z razli¢nimi
sestavami smo pri vsakem pH-ju konstruirali Jobov diagram, ki prikazuje odvisnost najvisje
izmerjene absorbance vzorca od njegove sestave (Xwes). Zdruzene Jobove diagrame pri vseh
pH-jih prikazuje Graf 4. Z grafa je razvidno, da absorbanca narasc¢a z visanjem pH-vrednosti
medija, vrhi posameznih krivulj pa so v obmocju Xmec 0d 0,45 do 0,55. Opazimo lahko, da so
razlike vrednosti absorbance za niza s pH-jema 5,5 in 4,5 majhne, medtem ko so absorbance za
niz s pH-jem 3,5 znatno nizje. Iz razlike med absorbancami vzorcev z enakimi sestavami pri
posameznih pH-jih zato sklepamo, da se pri nizjih vrednostih pH-ja tvori manj koordinacijskih

spojin MeG in Fe(ll) ionov. To se kaze tudi s poloznostjo krivulje pri pH-ju 3,5.
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Graf 4: Jobov diagram koordinacijskih spojin MeG in Fe(ll) ionov
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5.2.2 Sprememba valovne dolZine absorpcijskega maksimuma v odvisnosti od sestave

vzorca

Polozaj absorpcijskega maksimuma koordinacijske spojine je odvisen od sestave vzorca. Tako
Graf 5 prikazuje spreminjanje oz. odvisnost valovne dolzine maksimuma absorbance
koordinacijske spojine MeG in Fe(ll) ionov od sestave raztopin pri pH-ju 5,5 in 4,5. Pri vseh
raztopinah se je absorpcijski vrh nahajal v merjenem obmocju valovnih dolzin med 450 in 650
nm. Pri konstrukciji grafov nismo upoStevali vrednosti za vzorce s sestavo Xwes = 0,00 in
Xmec = 1,00; saj pri njih ni prislo do tvorbe koordinacijskih spojin (v njih ni bilo enega izmed
reaktantov). Tovrstnega grafa nismo konstruirali za raztopine pri pH-ju 3,5; saj so bili
absorpcijski vrhovi koordinacijskih spojin pri tem pH-ju Siroki in hkrati tudi nizki (absorbance

so bile pod 0,1), zato smo njihovo vrednost opazovali pri valovni dolzini 570 nm.
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Graf 5: Spreminjanje valovne dolzine absorpcijskega maksimuma koordinacijske spojine

MeG in Fe(ll) ionov v odvisnosti od sestave vzorca pri: a) pH =5,5; b) pH = 4,5

Z grafa je razvidno, da se polozaj absorpcijskega maksimuma v prvi polovici grafa (tj. pri
vzorcih, kjer je Xwec manjsi od 0,50 0z. so v presezku Fe(II) ioni) skoraj ne spreminja. Dobljene
krivulje, kot pri Jobovem diagramu, vrh dosezejo v obmocju Xwec 0d 0,45 do 0,55. V drugi
polovici grafa (tj. pri vzorcih, kjer je xmec vecji od 0,50 — takrat je v presezku metil galat) pa je
razvidno, da se absorpcijski maksimum pri obeh pH-jih z visanjem mnozinskega deleza metil
galata pomika proti krajSim valovnim dolZzinam. Povedano drugace, valovna dolZina

absorpcijskega maksimuma se manjsa s presezkom MeG.
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5.2.3 Stehiometrija koordinacijskih spojin metil galata in Fe(ll) ionov

Jobove krivulje, konstruirane v podpoglavju 5.2.1, smo v nadaljevanju ekstrapolirali. Z
ekstrapolacijo smo dolocili stehiometrije in molarne absorpcijske koeficiente tvorjenih
koordinacijskih spojin MeG in Fe(ll) ionov. Stehiometrijo smo doloc¢ili na podlagi presecisca
premic, dolocenih z ekstrapolacijo posameznega dela Jobove krivulje (oz. z enacenjem enacb

premic, tj. trendnih Crt levega in desnega dela diagrama).

Graf 6 prikazuje ekstrapolacije Jobovih krivulj koordinacijskih spojin, ki se tvorijo pri reakcijah
MeG z Fe(ll) ioni pri posameznih pH-jih. Za posamezne premice so navedeni tudi koeficienti

determinacije R?.
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Graf 6: Ekstrapolacija Jobovih krivulj tvorjenih koordinacijskih spojin MeG in Fe(ll) ionov
pri:a) pH=5,5;b) pH=4,5;c)pH=35
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Z grafov lahko razberemo, da so vrednosti prese€iS¢ premic oz. trendnih ¢rt pri vseh treh

pH-jih zelo podobne. Zbrane so v Tabeli 4.

WV W

Tabela 4: Vrednosti presecis¢ ekstrapoliranih Jobovih krivulj za reakcije MeG in Fe(II) ionov

pH XMeG
5,5 0,55
4,5 0,54
3,9 0,50
XMeG
0,53

Na podlagi rezultatov (povprecne vrednosti presecis¢) sklepamo, da je stehiometrija
koordinacijske spojine, ki se tvori pri reakciji MeG z Fe(ll) ioni v pH-obmo¢ju 5,5-3,5
enaka 1:1 (ena molekula MeG kelira en Fe(ll) ion). Tako lahko potrdimo hipotezo 1.

V Tabeli 5 so zbrane vrednosti molarnih absorpcijskih koeficientov koordinacijskih spojin MeG
in Fe(Il) ionov pri posameznem pH-ju, ki smo jih na podlagi pridobljenih vrednosti presecisé
izraCunali po Beer-Lambertovem zakonu. Z njimi smo izraCunali povpre¢no vrednost
molarnega absorpcijskega koeficienta koordinacijskih spojin MeG in Fe(ll) ionov v
pH-obmocju 5,5-4,5. Zaradi merilne negotovosti oz. slabse kakovosti podatkov pri pH-ju 3,5

vrednosti koeficienta za to pH-vrednost nismo navedli.

Tabela 5: Vrednosti molarnega absorpcijskega koeficienta koordinacijskih spojin MeG in Fe(ll)

ionov
pH Eexstrapoliran ['—'mol'l‘cm'l}
5 3452
4,5 3000
;[meicmi}
3226
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Freser, F. in sodelavci so v $tudiji tvorbe koordinacijskih spojin galne kisline z Fe(Il) ioni v
pH-obmoc¢ju 5,5-4,0 za povpre¢no vrednost molarnega absorpcijskega koeficienta dolo¢ili
vrednost 3369,3 L-mol*cm™ [10]. Ce le-to primerjamo z vrednostjo nasega koeficienta,
opazimo, da sta njuni vrednosti zelo podobni. Sklepamo, da je to posledica dejstva, da sta si
strukturi galne kisline in metil galata zelo podobni — njuna kromofora sta namre¢ popolnoma
enaka.® Razlog za nekoliksno odstopanje pa bi lahko bil ta, da se nasi $tudiji razlikujeta v

pH-obmoc¢ju meritev.

¢ Kromofor — del molekule, ki absorbira svetlobo [64].
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5.3 Jobov diagram koordinacijskih spojin metil galata in Al(I11) ionov
5.3.1 Jobov diagram

Iz pridobljenih meritev absorbance nizov vzorcev raztopin MeG in Al(III) ionov z razli¢nimi
sestavami smo pri vsakem pH-ju konstruirali Jobov diagram. ZdruZene Jobove diagrame pri
vseh pH-jih prikazuje Graf 7. Na njem je razvidno, da absorbanca vzorcev naras¢a z viSanjem
pH-vrednosti medija, pH torej vpliva na koli¢ino tvorjenih koordinacijskih spojin. Ker smo
enak pojav opazili tudi pri tvorbi KS MeG z Fe(ll) ioni, lahko potrdimo hipotezo 3.

Vrhi posameznih Jobovih krivulj na spodnjem grafu se nahajajo v obmocju Xmec 0d 0,55

do 0,65.
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Graf 7: Jobov diagram koordinacijskih spojin MeG in Al(l11) ionov

Ker smo, kot omenjeno v podpoglavju 5.1.2, tvorbo koordinacijskih spojin vzorcev MeG in
AI(IIT) ionov opazovali pri valovni dolzini 320 nm, se, za razliko od KS z Fe(Il) ioni, tukaj
valovna dolZina absorpcijskega maksimuma v odvisnosti od sestave vzorca ni spreminjala oz.

je bila konstantna.
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5.3.2 Stehiometrija koordinacijskih spojin metil galata in Al(I11) ionov

Jobove krivulje, konstruirane v podpoglavju 5.3.1, smo v nadaljevanju ekstrapolirali in tako
dolo¢ili stehiometrije ter molarne absorpcijske koeficiente tvorjenih koordinacijskih spojin
MeG in AI(I11) ionov.

Graf 8 prikazuje ekstrapolacije Jobovih krivulj koordinacijskih spojin, Ki se tvorijo pri reakcijah
MeG z AI(I1) ioni pri posameznih pH-jih. Za posamezne premice so navedeni tudi koeficienti
determinacije R?.
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Graf 8: Ekstrapolacija Jobovih krivulj tvorjenih koordinacijskih spojin MeG in Al(111) ionov
pri:a) pH=5,5; b) pH=4,5;c) pH =35
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Woew W

Vrednosti presecis¢ so zbrane v Tabeli 6.

Tabela 6: Vrednosti presecis¢ ekstrapoliranih Jobovih krivulj za reakcije MeG in AI(III) ionov

pH Xute
5,5 0,55
4,5 0,53
3,5 0,43
XMeG
0,50

Na podlagi rezultatov (povpre¢ne vrednosti presecis¢) sklepamo, da je stehiometrija
koordinacijske spojine, ki se tvori pri reakciji MeG z Al(I11) ioni v pH-obmoc¢ju 5,5-3,5 enaka

1:1 (ena molekula MeG kelira en Al(111) ion). Tako lahko potrdimo hipotezo 2.

Stehiometrije nastalih koordinacijskih spojin MeG tako z Fe(ll) kot tudi z Al(l11) ioni so bile
pri proucevanih pH-jih enake. pH-raztopin tako ni vplival na stehiometrijo KS, zato lahko

potrdimo tudi hipotezo 4.

V Tabeli 7 so zbrane vrednosti molarnih absorpcijskih koeficientov koordinacijskih spojin MeG
in AlI(111) ionov pri posameznem pH-ju. Z njimi smo izracunali povpreéno vrednost molarnega
absorpcijskega koeficienta KS MeG in Al(I1) ionov v pH-obmoc¢ju 5,5- 4,5. Zaradi merilne
negotovosti oz. slabSe kakovosti podatkov pri pH-ju 3,5 vrednosti koeficienta za to

pH-vrednost, kot pri KS MeG in Fe(ll) ionov, nismo navedli.

Tabela 7: Vrednosti molarnega absorpcijskega koeficienta koordinacijskih spojin MeG in
AI(111) ionov

P H l(“ekstrapoliran [L-mol'l.cm'l}
5,5 6008
4,5 5150
;,' [L-mol‘l»cm'l}
2790
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5.4 Primerjava koordinacijskih spojin metil galata z Fe(Il) in Al(I11) ioni

Graf 9 prikazuje primerjavo Jobovih diagramov koordinacijskih spojin metil galata z Fe(ll)
(c =1-10*mol-L1) oz. Al(l11) ioni (c = 2-:10 mol-LY) pri pH-ju 4,5. Z grafa je razvidna razlika
v obliki Jobovih krivulj — pri krivulji KS MeG in AI(IIl) je vrh znatno poloznejsi in $irsi.
Sklepamo, da do tovrstne oblike diagrama pride, ker imajo koordinacijske spojine MeG in
AI(IIT) ionov manjSo konstanto tvorbe v primerjavi s KS MeG in Fe(Il) ionov 0z. manjSo

zmoznost vezave Z ligandi.
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Graf 9: Primerjava Jobovih diagramov koordinacijskih spojin metil galata z Fe(ll) oz. Al(I11)
ioni (pH =4,5)
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5.5 Ujemanje modelne funkcije in Jobovega diagrama

Ujemanje modelne funkcije, podane z enacbo 4.14, z eksperimentalno dobljenimi podatki za
niza vzorcev MeG in Fe(ll) oz. AI(I11) ionov pri pH-ju 5,5 prikazuje Graf 10. Na njem vidimo,
da je ujemanje modela, torej teoreti¢no izracunanih vrednosti absorbanc, in eksperimentalnih
podatkov, torej izmerjenih vrednosti absorbanc, za model, ki je predpostavil, da s posameznimi
kovinskimi ioni reagira enkrat deprotonirana zvrst metil galata (H:MeG"), pri ¢emer pride do

tvorbe koordinacijske spojine [H:MeGM]™Y*, dobro.
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Graf 10: Ujemanje modelnih vrednosti (modelne funkcije) z eksperimentalnimi vrednostmi
Jobovih diagramov: a) MeG + Fe(ll), b) MeG + Al(l11) (pH =5,5)

Na enak nacin smo prilegali tudi druge modele, pri katerih smo predpostavili, da je reaktivna
zvrst bodisi nevtralna (HsMeG) bodisi dvakrat (HMeG?") oz. trikrat (MeG*") deprotonirana
oblika metil galata. Ugotovili smo, da je bilo pri vseh nastetih ujemanje z eksperimentalno
dolo¢enimi tockami Jobovega diagrama bistveno slabSe, v primeru, ko je predpostavljena
reaktivna zvrst HsMeG, pa z modelom nismo mogli niti razloziti eksperimentalno opazenih
trendov. Prileganje modela s predpostavko, da je reaktivna zvrst enkrat deprotonirana zvrst

metil galata (H.MeG"), je tako bilo najboljse.
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Uporaba modelne funkcije, ki je predpostavila reaktivno zvrst H-MeG~, nam je za nize raztopin
s skupno koncentracijo ¢ = 4-10 mol-L za vzorce z Fe(ll) ioni in ¢ = 2-:10* mol-L* za vzorce
z AI(IIT) ioni omogocila izraCun ravnoteznih koncentracij posameznih zvrsti v raztopinah.
Izradunana vsota koncentracij zvrsti metil galata in koordinacijske spojine [H:MeGM]™V* je
bila pri tem enaka skupni koncentraciji metil galata, ki smo ga dali v raztopino, kar smo tudi

predpostavili pri izpeljavi modela (enacba 4.7).

Ce povzamemo, iz rezultatov prileganja modelne funkcije k Jobovim diagramom sklepamo, da
vV pH-obmod¢ju med 3,5 in 5,5 z Fe(Il) in AI(III) ioni preferencno reagira zvrst HoMeG™, pri
gemer pride do tvorbe koordinacijske spojine [H:MeGM]™V*, v kateri érka M predstavlja

posamezen kovinski ion.

Za omenjen model sta v Tabeli 8 prikazani modelno izracunani vrednosti konstant tvorbe
koordinacijske spojine MeG z Fe(ll) oz. Al(IlI) ioni pri pH-ju 5,5 in pripadajo¢a modelna

molarna absorpcijska koeficienta.

Tabela 8: Konstanti tvorbe in molarna absorpcijska koeficienta za tvorbo koordinacijske spojine
[H2MeGM]™D* (M = Fe(ll) oz. Al(I11)) pri pH-ju 5,5; ki so izradunani z uporabo modela

ioni K, & model [L-mol'l- cm'l}
Fe(Il) 3,42 - 107 4003
AI(I) 2,36 - 10’ 10102

V podpoglavju 5.4 smo na podlagi razlik v oblikah Jobovih diagramov sklepali, da imajo KS
MeG in AI(III) ionov manjSo konstanto tvorbe v primerjavi s KS MeG in Fe(Il) ionov. Z
uporabo predpostavljenega modela smo izra¢unali njihovi natan¢ni vrednosti in s tem potrdili

nasSe sklepanje.

Ce primerjamo $e velikosti modelnih in eksperimentalno doloéenih vrednosti molarnih
absorpcijskih koeficientov KS pri pH-ju 5,5 (podpoglavji 5.2.3 in 5.3.2), opazimo, da so njihove

vrednosti zelo podobne. Pri tem sta najblizje vrednosti za KS MeG z Fe(l1) ioni.
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FreSer, F. in sodelavci so v Studiji tvorbe KS galne kisline in Fe(II) ionov za le-te v pH-obmocju
med 3,52 in 5,50 dolo¢ili vrednost konstante tvorbe Kr = 4,34 - 107 in molarni absorpcijski
koeficient & = 3553 L-mol*-.cm™ [10]. Primerjava le-teh z vrednostmi nase konstante in
koeficienta za KS MeG in Fe(II) ionov kaze, da so si omenjene vrednosti blizu. Podobno kot
pri njihovih eksperimentalnih vrednostih sklepamo, da je le-to posledica podobnega kromofora
molekul galne kisline in metil galata (s strukturnega vidika se razlikujeta na drugem,
neabsorbirajo¢em delu molekule, kar znatno ne vpliva na mehanizem tvorbe KS), do
nekolikSnega odstopanja pa pride zaradi razlicnih pH-obmocij meritev in koncentracij merjenih
vzorcev. Isto¢asno pa smo opazili, da je pH-odvisnost KS galne kisline in Fe(II) ionov vecja —
na pripadajoc¢ih Jobovih diagramih so razlike v vrednostih absorbanc pri pH-ju 5,5 in 4,5
namre¢ bistveno vecje v primerjavi z majhnimi razlikami med naSimi vrednostmi absorbanc
KS MeG in Fe(Il) ionov pri istih pH-jih [10]. Sklepamo, da je le-to posledica razli¢ne strukture
molekul ligandov — galna kislina v primerjavi z metil galatom v kemijski strukturi vsebuje
karboksilno (-COOH) skupino, ki ima precej nizjo vrednost pKa (pKa = 4,32) kot hidroksilne

(—OH) skupine, ki so vezane na centralni benzenov obro¢ obeh molekul [65].
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6 DRUZBENA ODGOVORNOST

Izsledki naSe raziskave predstavljajo korak blizje k razumevanju reakcijskih mehanizmov
taninov. Z oblikovanjem reakcijske sheme in modela reakcije, ki smo ga preverili s prileganjem
modelne funkcije eksperimentalno dobljenim podatkom, smo pokazali, kako galotaninski
monomer metil galat reagira s posameznimi kovinskimi ioni. Poznavanje interakcij
monomernih enot pa nam omogoca lazje razumevanje interakcij taninskih makromolekul in

odkrivanje novih nacinov njihove uporabe.

V sodobnem svetu tanini zanimanje vzbujajo predvsem zaradi svoje tvorbe koordinacijskih
spojin z zelezovimi(Il) ioni. Ker je Zelezo kljuénega pomena za mnoge bakterijske celi¢ne
procese, lahko tanini s tem mehanizmom obcutno zavirajo rast bakterij [2]. Nasa Studija tako
predstavlja tudi doprinos k resitvi enega izmed aktualnejSih svetovnih problemov, tj. vedno

vecje odpornosti bakterij na antibiotike.

Isto¢asno pri tvorjenju omenjenih kompleksov z Fe(II) ioni pride do obarvanja raztopin, kar so
skozi zgodovino s pridom izkoriscali za pripravo Zelezo-taninskih ¢rnil. Prou¢evanje sestave in
informacije o njihovem izvoru in naravi, kar je pomembno pri odkrivanju ponaredkov in

proucevanju zgodovinskih rokopisov, kakor tudi njihovi uspesni restavraciji [3].

TeZavo dana$nje druzbe predstavlja tudi zmanjSanje pridelka polj$¢in na obmocju s kislo prstjo.
V njej se namre¢ spros¢ajo aluminijevi(Ill) ioni, ki zavirajo rast rastlin in so za njih toksic¢ni.
Rastline zato pri tem v obrambo izlo¢ajo sekundarne metabolite, mdr. tudi tanine. Le-ti zaradi
svoje zmoznosti kelacije AI(IIT) ionov obcutno vplivajo na njihovo bioloSko dostopnost v prsti.
NaSa raziskava, izvedena prav v pH-obmocju kislih prsti, je tako pripomogla tudi k

razumevanju tovrstnih obrambnih mehanizmov rastlin.
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7 ZAKLJUCEK

Studije interakcij taninskih monomerov s kovinskimi ioni so zaradi tvorbe koordinacijskih
spojin nujne za razumevanje njihove aktivnosti in uporabnosti. Ker taninom pripisujemo
Stevilne pozitivne ucinke, predstavljajo obetavne kandidate za reSitev aktualnih svetovnih

problemov — npr. odpornosti bakterij na antibiotike in toksi¢nosti AI(III) ionov.

V raziskovalnem delu smo proucevali interakcije metil galata, tj. monomera hidrolizirajocih
taninov, z zelezovimi(Il) in aluminijevimi(IIl) ioni. Z uporabo UV-Vis spektroskopije smo
raztopinam metil galata in omenjenih kovinskih ionov pri treh razli¢nih vrednostih pH-ja
(3,5; 4,5in 5,5) izmerili absorbance. Z eksperimentalno pridobljenimi podatki smo konstruirali
Jobove diagrame in z njihovo ekstrapolacijo dolocili stehiometrijo tvorjenih koordinacijskih
spojin. Ta je pri koordinacijskih spojinah metil galata z Fe(ll) in Al(lIl) ioni v omenjenem
pH-obmodju pri obeh kovinskih ionih znasala 1:1. V nadaljevanju smo raziskali vpliv
pH-ja medija na koli¢ino tvorjenih koordinacijskih spojin in na njihovo stehiometrijo. Ugotovili
smo, da absorbanca vzorcev naras¢a z visanjem pH-vrednosti medija, pH torej vpliva na
koli¢ino tvorjenih koordinacijskih spojin. Ker so bile stehiometrije nastalih koordinacijskih
spojin MeG tako z Fe(lIl) kot tudi z AI(IHI) ioni pri vseh pH-jih enake, smo sklepali, da
pH-raztopin ni vplival nanje. Iz ekstrapoliranih Jobovih krivulj smo izracunali tudi molarne
absorpcijske koeficiente raztopin metil galata z Fe(Il) oz. Al(I11) ioni pri posameznih vrednostih
pH-ja. Prav tako smo primerjali Jobove krivulje koordinacijskih spojin metil galata z Fe(ll) in
z AI(1) ioni.

Na podlagi pridobljenih podatkov smo razvili model, ki predvideva nastanek koordinacijske
spojine iz metil galata in posameznih kovinskih ionov. V njem smo upostevali protolitsko
ravnotezje MeG, s ¢imer smo v modelno funkcijo vkljucili tudi odvisnost absorbance od
pH-ja. S prileganjem modelne funkcije eksperimentalnim podatkom smo dolocili konstanti
tvorbe KS MeG in Fe(Il) oz. Al(IIl) ionov ter pripadajo¢e molarne absorpcijske koeficiente.
Izkazalo se je, da model, ki predpostavlja reakcijo kovinskih ionov in enkrat deprotonirane
ravnotezne zvrsti metil galata (HoMeG"), najboljSe opiSe eksperimentalno spreminjanje
vrednosti absorbanc, s ¢imer naloga prispeva k razumevanju reakcijskih mehanizmov taninskih

monomernih enot.
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Prileganje modela bi nam lahko dodatno zapletla morebitna oksidacija Fe(ll) do Fe(l1l) ionov.
Posledi¢no bi lahko nalogo nadgradili tako, da bi raztopine MeG in Fe(Il) ionov pripravili ob
popolni odsotnosti kisika, s ¢imer bi dodatno potrdili model, saj bi v vzorcih imeli le Fe(Il)

ione.

.....

stehiometrijo KS MeG z Fe(ll) oz. Al(lI1) ioni ter vpliv pH-ja medija nanjo in na koli¢ino
tvorjene KS. Z dobljenimi rezultati smo vse hipoteze potrdili. Prav tako smo uspesno realizirali

vse zastavljene cilje.

»V znanosti je lepota v odkrivanju, razumevanju in razlaganju narave.«

— Marie Curie
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