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وابستگی ثابت​های تشکیل کمپلکس کبالت(II)-تیازولیل بلوفرمازان به قدرت یونی در محیط میسل غیر یونی
مجید امیری1، مجید محمدحسینی2، بهزاد چهكندي2
1- دانشكده شيمي، دانشگاه دامغان 

2- دانشکده شیمی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد شاهرود 
تاریخ دریافت : 24/5/88                                                           تاریخ پذیرش : 22/11/88

چکيده: 
     در این تحقیق، روند تشکیل کمپلکس کبالت(II) تیازولیل بلوفرمازان در محیط میسل غیریونی در محدوده​ي pH 3 تا 10 با استفاده از روش اسپکتروفتومتری مرئی​- فرابنفش مورد مطالعه قرار گرفته است. هم​چنين، علاوه بر بررسي تأثير pH، مقدار عامل فعال سطحي، مقدار اتانول و زمان بر مقدار جذب کمپلکس،  نسبت استوكيومتري فلز به ليگاند در کمپلکس با استفاده از روش تغییرات پیوسته (روش جاب) و روش نسبت مولی در قدرت​های یونی مختلف و در 6 = pH به صورت 2:1 تعیین شده است. نهايتاً با استفاده از اطلاعات اسپکتروفتومتری، ضرایب جذب مولی کمپلکس و ثابت​های تشکیل کمپلکس در دمای ºC 25 و در محدوده​ی قدرت یونی3-mol​ dm 1/0 تا 0/1 پتاسیم نیترات تعیین گردید.
واژگان کليدي: جذب سطحي،  بنفش كريستال ، برگ گزنه، ايزوترم.
مقدمه

        کبالت، عنصری مهم در صنعت و سیستم​های بیولوژیکی است. بعضی ترکیبات کبالت مانند ویتامین B12 (( Cyano Cobalamin برای فعالیت​های بیولوژیکی اهمیت زیادی دارند1 . کبالت جزء فلزات سنگین می​باشد و این عناصر به طور ذاتی سمی بوده، تمایل به ترکیب با زنجیره​های غذایی داشته که سرعت تجزیه آن​ها بسیار کم می​باشد، به همین خاطر این عناصر در غلظت​های بسیار کم نیز برای محیط زیست مضر می​باشند. البته این حقیقت هم وجود دارد که مقادیر بسیار کم این فلزات برای بقای بسیاری از ارگانیزم​ها لازم می​باشد2 . اغلب کمپلکس​های هشت​وجهی کبالت(II) دارای حالت پراسپین هستند. کمپلکس​های هشت وجهی اين يون، صورتی یا قرمزرنگ و کمپلکس​های چهاروجهی آن به رنگ آبی تیره می​باشند. کبالت(II) کمپلکس​های متعددی می​دهد که علاوه بر دو ساختمان متداول هشت​وجهی و چهار​وجهی، ساختمان مربعی و پنج کئوردینه نیز دارند3 . ساختار تیازولیل بلوفرمازان (Thiazolyl blue formazan) در شکل1 نشان داده شده است. این لیگاند جزء ترکیبات تیازولیل آزو بوده که این ترکیبات به عنوان عوامل رنگ​زا (Chromogenic) برای اندازه​گیری همزمان یون​های فلزی مورد استفاده قرار می​گیرد4. لیگاند مذکور، از واکنش کاهش نمک تترازولیوم به​دست می​آید (شکل2) که از این واکنش در انجام آزمایش MTT استفاده می​گرد5 . آزمایش MTT برای اولین بار توسط Mosmann ابداع شد6. مطالعات نشان داده است که این آزمایش می​تواند به عنوان معرفی برای تکثیر سلولی  (Proliferation)در پاسخ به عوامل مختلف از قبیل هورمون رشد، داروهای ضد سرطان و نظایر آن مورد استفاده قرار گیرد 7.

در طی این آزمایش نمک زرد رنگ و محلول در آب تترازولیوم(3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide:MTT) در اثر احیاء سلولی به فرمازان (Formazan) بنفش رنگ نامحلول در آب تبدیل می​شود6،8. به عنوان مثال، با افزودن محلول MTT به مخلوط حاوی سلول​های سرطانی و داروی ضد سرطان، سلول​های سرطانی زنده مانده با انجام فعالیت​های متابولیسمی میتوکندریایی قادر به شکستن نمک تترازولیوم (MTT زرد رنگ) و کاهش آن به شکل فرمازان (ارغوانی رنگ) می​باشند. طول موج جذبی فرمازان، در 570 نانومتر بوده که با انحلال آن در حلال​های آلی مانند 2-​پروپانول اسیدی یا DMSO و با استفاده از تکنیک اسپکتروفتومتری میزان فرمازان تولید شده، اندازه​گیری می​شود. بدین ترتیب مقدار سلول​های سرطانی زنده مانده که متناسب با مقدار فرمازان تولید شده می​باشد تعیین می​گردد و در نتیجه میزان تاثیر داروی ضد سرطانی بر فعالیت سلول​های سرطانی مورد ارزیابی قرار می​گیرد 9.
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شکل1: ساختار تیازولیل بلوفرمازان
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شکل2: کاهش نمک MTT و تشکیل فرمازان

برای افزایش حساسیت این روش می​توان کاتیون​های دووالانسی معینی مانند روی، کادمیم و مس را به محلول مورد آزمایش اضافه کرد. افزودن این کاتیون​ها به محلول مورد آزمایش، سبب جابه​جا شدن پیک جذبی به سمت انتهای آبی طیف مرئی شده و ضریب جذب مولی تا حدود 40 درصدافزایش می​یابد10. کمپلکس کبالت(II) تیازولیل بلوفرمازان در محلول​های آبی حل نمی​شود، اما در حلال​های آلی انحلال​پذيري مناسبي دارد. یکی از گزینه​های مناسب برای جاگزینی حلال​های آلی، استفاده از عوامل فعال سطحي يا سورفاكتانت​ها (Surfactants) مي​باشد. اين عوامل به دليل شفافیت نوری، وفور و پایداری در کانون توجه بسیاری از تحقیقات قرار دارند 11. سورفاکتانت​ها یا عوامل فعال سطح به موادی گفته می​شود که بر هم​کنش​های بین سطحی را از طریق افزایش جذب، در سطح مشترک بهبود می​بخشند12.هر نوعی از سورفاکتانت​ها، در یک یا چند زمینه​ی خاص مناسب می​باشد. چهار گروه عمومی سورفاکتانت​ها، عبارتند از:

1- آنیونی، 2- کاتیونی، 3- غیر یونی، 4- آمفوتریک

در سیستم​های آبی گروه آبگریز معمولاً شاخه​ی بلند هیدروکربن، هیدروکربن هالوژن​دار، هیدروکربن اکسیژن​دار و یا زنجیره​های سیلوکسان است و گروه آبدوست یک گروه یونی یا یک گروه با قطبیت بالا می​باشد که سبب حلالیت مولکول در آب می​شود 13. حلالیت عوامل فعال سطحی غیر یونی به دلیل وجود گروه قطبی پلي​اکسی​اتیلن) -O-(CH2-CH2-O- یا پلی​اُل در ساختار آن​ها می​باشد14. غلظتی که در بالاتر از آن میسل تشکیل می​شود را غلظت بحرانی میسل یا CMC نامند. فاکتورهای متعددی در غلظت بحرانی میسل مؤثر می​باشند و یکی از آن​ها افزایش قسمت آبگریز (هیدروفوبیک مولکول​های فعال سطحی است، که تشکیل میسل را آسان​تر می​سازد15 .
    در این تحقیق از تریتون100-X به عنوان ماده فعال سطحی برای حلالیت بیشتر کمپلکس استفاده شده است. تریتون100-X (شكل3) یک سورفاکتانت غیر​یونی است 16و در ساختار آن، تعداد متوسط اتیلن اکساید بین 9 تا 10 می باشد.
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شکل3: ساختار تریتون100- X
محلول تریتون100- X در بالاتر از CMC می​تواند مواد آلی غیــر​مـحلول را با ایـجاد مــیسل​ها حل کند. بدین صـورت که در ابتدا تعداد زیادی میسل تشکیل شده، سپس کمپلکس​های تشکیل شده در فاز آلی توسط میسل​ها جذب می​شوند. با افزایش تعداد میسل​ها حلالیت کمپلکس​ها افزایش یافته و از راسب شدن آن​ها جلوگیری می​شود. با وجود این​که در سالیان اخیر، تعیین ثابت​های تشکیل بسیاری از کمپلکس​های فلز-​لیگاند در قدرت​های یونی مختلف درمحیط آبی18،17 یا در مخلوط حلال​ها19،20 زمینه تحقیقاتی برخی از مقالات بوده است، تعیین این ثوابت در محیط میسلی رویکردی جدید می باشد.
بخش تجربی
مواد و روش​ها
مواد شیمیایی مورد استفاده در این تحقیق، از قبیل پتاسیم نیترات، سدیم هیدروکسید، کبالت(II) نیترات6 آبه، هیدروژن کلراید از مؤسسه​ی مرک و ماده تیازولیل بلوفرمازان از مؤسسه​ی فلوکا با درجه​ی تجزیه​ای تهیه شدند. در تمام آزمایش​ها، آب دوبار تقطیر با هدایت ویژه برابر باµΩ-1cm-1  1/0 ± 3/1 استفاده شد. برای اندازه​گیری pH محلول​ها، از یک pH​متر مدل Horiba D-14 با حساسیتی برابر با 01/0 واحد استفاده شد. اندازه گیری​های اسپکتروفتومتری با استفاده از یک اسپکتروفتومتر UV-Vis مدل UVKON922 مجهز به سل کوارتز 1 سانتی​متری، انجام شد. در هر مورد، هر آزمايش سه بار تکرار، و مقادیر میانگین نتایج در متن و در جداول نشان داده شده است.
نتایج و بحث
طیف جذبی کمپلکس

اولین مرحله در هر اندازه​گیری اسپکترفتومتری، تعیین طول موجی است که گونه​ی مورد نظر حداکثر جذب را داشته باشد. در نمودار 1 طیف جذبی لیگاند تیازولیل بلوفرمازان و طیف جذبی کمپلکس برای محلول شامل 4-10× 2 مــولار تیازولیل بلوفرمازان و 5-10× 2 مـولار+2Co، نشان داده شده است

باتوجه به نمودار1، λmax لیگاند تیازولیل بلوفرمازان در حلال اتانول برابر با 570 نانومتر و λmax کمپلکس کبالت(II)تیازولیل بلوفرمازان برابر با 730 نانومتر می​باشد، و به دلیل هم​پوشانی بسیار کم در طیف جذبی لیگاند و کمپلکس در طول موج 730 نانومتر، تمام اندازه​گیری​های جذبی در این تحقیق در این طول موج یعنی در  λmaxکمپلکس انجام شد.
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نمودار1: طیف جذبی: تیازولیل بلوفرمازان(a) و کمپلکس کبالت(II)-تیازولیل بلوفرمازان(b)
بررسی اثر pH 
       برای تنظیم pH ، از محلول​های 1/0 مولار و 01/0مولار هیدروکلریک اسید و سود استفاده شد. جهت بررسی اثر pH بر جذب کمپلکس کبالت(II) تیازولیل بلوفرمازان، جذب محلول​های شامل 4-10× 4 مولار تیازولیل بلوفرمازان و 5-10× 4 مولار +2Co در محدوده​ی pH 1 تا 10 مورد بررسی قرار گرفت نتایج به​دست آمده در نمودار 2 نشان داده شده است. با توجه به این نتایج، در کلیه​ی آزمایش​ها، pH برابر با 6 به عنوان pH بهینه انتخاب شد.

بهینه کردن مقدار تریتون100- X 

       جهت بررسی اثر سورفاکتانت بر جذب کمپلکس کبالت(II) تیازولیل بلوفرمازان ، جذب محلول​های شامل 4-10× 4 مولار تیازولیل بلوفرمازان و 5-10× 4 مولار +2Co با درصدهای مختلفی از تریتون100-X مورد بررسی قرار گرفت نتایج به​دست آمده در نمودار (3) نشان داده شده است. بر اساس نتایج حاصل، بیشترین جذب در مقدار 5/0 درصد حجمی-حجمی تریتون100-X  مشاهده گردید و این مقدار، به عنوان مقدار بهینه​ی سورفاکتانت جهت ادامه​ی کار انتخاب شد.
بهینه کردن مقدار اتانول

       در این تحقیق، حلال اتانول برای انحلال لیگاند آلی و کمک به انحلال کمپلکس تشکیل شده انتخاب گردید. جهت بررسی اثر مقدار اتانول بر جذب کمپلکس کبالت(II) تیازولیل بلوفرمازان، جذب محلول​های شامل 4-10× 4 مولار تیازولیل بلوفرمازان و 5-10× 4 مولار با +2Co درصدهای مختلفی از اتانول مورد بررسی قرار گرفت نتایج به​دست آمده در نمودار (4) نشان داده شده است. بر اساس نتایج حاصل، زمان 45 دقیقه به عنوان زمان بهینه، جهت ادامه کار انتخاب گردید.
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نمودار2: اثر pH بر جذب کمپلکس                                      نمودار3: اثر سورفاکتانت بر جذب کمپلکس
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نمودار4: اثر مقدار اتانول بر جذب کمپلکس                                  نمودار5: اثر زمان بر جذب کمپلکس

بررسی اثر زمان
       جهت بررسی زمان بر جذب کمپلکس کبالت(II) تیازولیل بلوفرمازان، جذب محلول​های شامل 4-10× 4 مولار تیازولیل بلوفرمازان و 5-10× 4 مولار +2Co در زمان​های مختلف مورد بررسی قرار گرفت. نتایج به​دست آمده در نمودار 5 نشان داده شده است. بر اساس نتایج حاصل، زمان 45 دقیقه به عنوان زمان بهینه، جهت ادامه کار انتخاب گردید.

شرایط بهینه

       با توجه به نتایج به​دست آمده در مرحله​های قبل، انتخاب شرایط بهینه برای انجام آزمایش​ها،​ شامل محلول​های با 40 درصد حجمی- حجمی اتانول، 5/0 درصد حجمی- حجمی تریتون100-X  و 6 =PH  مي​باشد.

تعيين تركيب کمپلکس در شرایط بهینه

       با استفاده از روش تغییرات پیوسته (روش جاب) جذب محلول​های کمپلکس کبالت(II) تیازولیل بلوفرمازان با غلظت کل3-mol dm 4-10× 4 در ناحیه​ي مرئی (در طول موج 730 نانومتر) تحت شرایط بهینه و در قدرت​های یونی مختلف ناشی از پتاسیم نیترات اندازه​گیری شد. نتایج به​دست آمده در جدول (1) نشان داده شده است. در نتایج حاصل بیشترین جذب در کسر مولی لیگاند برابر با 66/0 دیده می​شود که نشان دهنده​ي ترکیب کمپلکس با نسبت فلز به لیگاند 2:1 است.

جدول1: روش جاب با غلظت کل فلز- لیگاند برابر با 3-mol dm 4-10× 4 در طول موج 730 نانومتر ودر قدرت​های یونی مختلف

	کسرمولی لیکاند
	قدرت یونی1/0
	قدرت یونی 3/0
	قدرت یونی 5/0
	قدرت یونی 7/0
	قدرت یونی 1

	1/0
	1637/0
	1711/0
	1887/0
	1988/0
	1787/0

	2/0
	3130/0
	3213/0
	3390/0
	349/0
	3289/0

	3/0
	4435/0
	4521/0
	4698/0
	4798/0
	4597/0

	4/0
	5997/0
	6057/0
	6234/0
	6334/0
	6133/0

	5/0
	7423/0
	7484/0
	7661/0
	7761/0
	756/0

	6/0
	8944/0
	9061/0
	9238/0
	9338/0
	9137/0

	66/0
	9729/0
	978/0
	9957/0
	0057/1
	9856/0

	7/0
	9028/0
	9118/0
	9295/0
	9395/0
	9194/0

	75/0
	805/0
	8138/0
	8315/0
	8415/0
	8214/0

	8/0
	675/0
	6808/0
	6985/0
	7085/0
	6884/0

	9/0
	448/0
	4508/0
	4685/0
	4785/0
	4584/0


       هم​چنین با انجام روش نسبت مولی در قدرت یونی3-mol dm  1/0 پتاسیم نیترات، ترکیب کمپلکس با نسبت 2:1 (فلز:ليگاند) تأیید شد، که نتایج به​دست آمده در نمودار6 نشان داده شده است.
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نمودار 6: روش نسبت مولی در قدرت یونی3-mol dm  1/0 پتاسیم نیترات
تعیین ضرایب جذب مولی کمپلکس در قدرت​های یونی مختلف

       مقادیر ضریب جذب مولی کمپلکس در قدرت​های یونی مختلف، از قسمت خطی منحنی​های روش جاب در کسر مولی بالای لیگاند (جدول1)، جایی​که تقريباً تمام یون​های فلز به شکل کمپلکـس درآمده​اند، تعیین شده و نتايج مربوطه در جدول (2) درج شده​اند.
جدول2: ضرایب جذب مولی کمپلکس در قدرت​های یونی مختلف

	قدرت یونی

mol dm-3
	ε ×103
(L/mol cm)

	1/0
	866/12

	3/0
	974/12

	5/0
	227/13

	7/0
	371/13

	0/1
	083/13


تعیین ثابت​های تشکیل کمپلکس در قدرت​های یونی مختلف

       با توجه به این​که کبالت(II) با لیگاند تیازولیل بلوفرمازان، کمپلکس پایدار با نسبت استوکیومتری فلز:لیگاند، 2:1 را تشکیل می​دهد، واکنش تشکیل کمپلکس به صورت معادله​ی (1) قابل نمایش است:

Co2+ + 2 L- [image: image10.bmp] CoL2                                          (1)

 برای محاسبه ثابت​های تشکیل کمپلکس، با استفاده از اطلاعات اسپکتروفتومتری به​دست آمده از روش جاب ]21[، طبق روش زیر عمل می​کنیم: 

 ثابت​های تشکیل کمپلکس از معادله​ی 2 به​دست می​آید:

β = [CoL2]/[Co2+ ][L-]2                                            (2)

       در کسرمولی لیگاند برابر با 66/0 در جداول1، 2و 3 (یعنی در نقطه​ی ماکزیمم منحنی​های روش جاب)، غلظت کمپلکس (-3CoL يا [C]) از معادله​ی (3) به​دست می​آید:

(3)[C] = Ac/ε                                                                 
       هم​چنین غلظت​های کل کبالت (CM) و لیگاند (CL) در نقطه​ی ماکزیمم شکل​های10، 11 و 12 با استفاده از معادلات (4) و (5) قابل تعیین می​باشد:

CM = [Co] + [C]                                                      (4)

   CL  = [L] + 2[C]                                                      (5)

با قرار دادن معادلات 3، 4 و 5 در معادله​ی 2 ، مقادیر ثابت​های تشکیل کمپلکس مطابق با معادله 1 محاسبه شد، که نتایج حاصل در جدول3 نشان داده شده است.

جدول 3: ثابت​های تشکیل کمپلکس کبالت تیازولیل بلوفرمازان در قدرت​های یونی مختلف

	قدرت یونی

mol dm-3

	نسبت فلز - لیگاند
L / M
	(β)ثابت تشکیل
nm     720  nm          λ =730 nm           λ =740     λ =

	1/0
	2:1
	1010× 210/3
	1010× 993/2
	1010× 203/3

	3/0
	2:1
	1010× 251/3
	1010× 251/3
	1010× 251/3

	5/0
	2:1
	1010× 311/3
	1010× 385/3
	1010× 335/3

	7/0
	2:1
	1010× 372/3
	1010× 461/3
	1010× 410/3

	0/1
	2:1
	1010× 227/3
	1010× 311/3
	1010× 239/3


نتیجه گیری

1- تریتون100- X با در صد حجمی-حجمی بهینه​ی 5/0 می​تواند به نحو مؤثری باعث افزایش روند انحلال کمپلکس کم محلول کبالت(II) تیازولیل بلوفرمازان شود.

2- روش​های جاب و نسبت مولی، نسبت 2:1 فلز به لیگانـد را (در کمپلکس) در قـدرت​های یونی مختلف و در pH بهینه​ی برابر با 6، تأیید می​نمایند.

3- با توجه به این نکته که ثابت​های تشکیل برای کمپلکس​های تشکیل شده بیشتر از 108 است، این کمپلکس​ها از نظر ترمودینامیکی پایدار می​باشند.

4- نتایج تجربی حاکی از آن است که ثابت​های تشکیل کمپلکس کبالت(II) تیازولیل بلوفرمازان با افزایش قدرت یونی از 1/0 تا 7/ 0افزایش و از 7/0 تا 0/1 کاهش می​یابد.
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