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Bevezetés és célkitiizés

Az utobbi években a kornyezetkémiai és az in vivo folyamatok jelentdsége
miatt intenziv kutatdsok targyat képezik a klér és a hipoklorossav reakcioi
aminokkal, aminosavakkal és peptidekkel. Ezek a reakciok a koriilményektol
fliggben sokféle N-kléramin kialakulasdhoz vezetnek. Az N-kléraminok
képzddése tobb teriileten is fontos szerepet tolt be. Koérnyezetkémiai szempontbol
a szenny- és ivovizkezelési technologidk miatt érdekesek, mert a klort vagy
hipoklérossavat alkalmazd eljarasokban a jelenlévéd aminosavakbol konnyen
képzddnek. Masodlagos fertétlenitdoszerek, hiszen részt vesznek a

mikroorganizmusok elpusztitdsaban.

Bioldgiai rendszerekben is kiemelkedd jelentdségliek ezek a vegytiletek. A
szervezetben a gyulladéasos folyamatok soran hipoklérossav képzddik a kloridion
és hidrogén-peroxid mieloperoxidaz enzim 4altal katalizalt reakcidjaban. A
hipoklérossav erélyes oxidaloszer, ami gyorsan reagal aminosavakkal. Az N-
kloraminok kialakuldsa rovid 1d6 alatt torténik (néhany masodperc), azonban ezek
a vegyliletek nem stabilak, igy a bomlasuk soran tovabbi intermedierek és
termékek keletkeznek. Amellett, hogy részt vesznek a szervezet patogénekkel
szembeni védekezd mechanizmusaban, bioldgiai szempontbdl a képzddésiik
részben negativ hatdsu, mert a sejtfalon térténo athatolas utan ezek a molekulak
oxidativ stresszt valtanak ki, ami az egészséges sejtek pusztulasahoz is vezethet.
Emellett kozvetett citotoxikus €s/vagy genotoxikus hatasa is lehet ezeknek a

vegyiileteknek, amit a bomlas soran keletkez6 termékek okozhatnak.

Az N-kléraminok kémidjat és bioldgiai hatdsmechanizmusat mar régota
vizsgaljak, azonban szdmos kérdés megvalaszolatlan vagy ellentmondasos
napjainkig is. Célunk volt ezen kérdések megvalaszolasa, a képzddési- s bomlasi
reakciok kinetikdjanak ¢és mechanizmusanak mélyebb megértése ¢és az

ellentmondasok tisztazasa.
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Alkalmazott modszerek

A jodometrids €s pH-metrids titralasokat Metrohm 888 tipusu titratorral
végeztiik, amihez Metrohm 6.0451.100 szamu platina vagy Metrohm 6.0262.100

szamu kombinalt tivegelektrodot csatlakoztattunk.

Az aminosavak savi disszocidcids allandojat pH-metrids titralassal
hataroztuk meg és a kapott adatok kiértékelését a SUPERQUAD programmal
végeztiik el.

Az N-kléraminosavak képzodésének vizsgalatdhoz Applied Photophysics
SX-20 tipust, megallitott aramlasos (stopped-flow) késziiléket hasznaltunk,
amiben a detektor fotoelektronsokszorozo volt. A kinetikai gérbéket 10,0 mm-es
optikai uthossz alkalmazasaval vettiik fel. Egy kinetikai gorbét 3 — 5 parhuzamos
mérés atlagabol kaptunk meg. Az elsérendli kinetikai gorbéket a miiszer
vezérloszoftverével értékeltiik ki. Minden mas adatillesztést a megfeleld
figgvény alapjan az OriginPro 2018 programcsomaggal végeztiink és a

nemlinedris legkisebb négyzetek elvét alkalmaztuk.

A bomlaskinetikai vizsgalatok soran a méréseket Agilent Technologies Cary
8454 UV — Vis diddasoros spektrofotométerrel lezart tandemkiivettdkban
végeztilk, amik fényutja 8,74 mm. A cella hdmérsékletét a késziilékbe beépitett

Peltier tipusu termosztattal tartottuk allando értéken.

Az NMR méréseket Bruker DRX 400 (9,4 T) spektrométeren végeztiik, ami
Bruker VT-1000 hdmérsekletszabalyzoval és BB inverz z gradiens fejjel (5 mm)
felszerelt. Mivel az NMR méréseket is vizes oldatokkal végeztiik, vizelnyomasos
technikat alkalmaztunk. A vizben 1évé protonok jelét (4,8 ppm) watergate
impulzusszekvenciaval nyomtuk el (12,6 dB). A kisérletekhez az NMR-csében a
vizsgalandé mintan kiviil egy mindkét végén leforrasztott kapillarist is

elhelyeztiink, ami D,O-ban oldott DSS-t (4,4-dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsav)
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tartalmazott. A DSS kiilsé standardként szolgalt az '"H NMR jelek kémiai
eltolodasanak megallapitasahoz. Az '"H NMR spektrumok felvételéhez egy
kisérletben 32 pasztazas (scan) tortént, 1,366 s akvizicidés iddvel és 90°-os
impulzussal. A kapott spektrumokat Bruker WinNMR é&s MestReNova
szoftvercsomagokkal elemeztiik. A J-modulalt *C NMR spektrumokat 22075 Hz-
es ablakban, 90°-os impulzussal, 0,74 s akvizicids- és 5 s relaxacios iddvel vettiik
fel. A COSY, NOESY, HSQC és HMBC kisérletekhez standard Bruker impulzus

programokat alkalmaztunk.

A tomegspektrumokat pozitiv €s negativ ionmddban rogzitettiik Bruker
micrOTOF-Q tipust Qqg-TOF-MS késziilékkel. A paramétereket a kivant
tomegtartomanyra (50 - 500 m/z) optimalizaltuk. A belsd kalibraldsahoz minden
minta utdn Na-formiat-oldatot injektaltunk (a relativ tomeghiba < 2 ppm). A
reakciotermékek MS/MS vizsgélatakor iitkdzés altal indukalt fragmentaciot
(CID) hasznaltunk. Kiilonb6z6 titkdzési energidkat alkalmaztunk 5 és 30 eV
kozott, az optimalis fragmentacids energia ~ 13 eV volt. A tomegspektrumokat az
otofControl 4.1 verzidjaval rogzitettik és a Compass DataAnalysis 4.4

verziojaval dolgoztuk fel (200.55.2969).

A bomlési folyamatokban megjelend szines részecskék szamdénak

meghatarozasdhoz matrixrang-analizist végeztliink MatLab program segitségével.
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Uj tudomanyos eredmények

1.  Meghataroztuk 17 N-kloraminosav képzodésére jellemzo sebességi
allandot széles pH-tartomanyban. Bizonyitottuk, hogy a reakcidosebesség pH-
fiiggését a reaktansok protonalédasi egyensiulyai szabalyozzak. Igazoltuk,
hogy a klorozasi reakcio a HOCI és a deprotonalt aminocsoport kozott

jatszodik le.

Megallapitottuk, hogy az N-kloraminosavak képzddése hipokldrossavbol és

aminosavakbdl bruttd masodrendli reakcioban megy végbe az (1) Osszefliggés

szerint.
dchocr _ 2nd
—a = “Kobs CHociCaa (1)

Stopped-flow mddszerrel meghataroztuk a folyamatokra jellemzo pH-fliggd
sebességi allandok értékét (kops"d), amit a pH fliggvényében az 1. 4bra mutat.

A kisérleti eredmények alapjan egyértelmiien igazoltuk, hogy a lehetséges
reakcioutak koziil a protonalt HOCI forma és a deprotonalt aminosav kdzott megy
végbe az N-kléraminosavak képzddése.

A 1. abran lathato sebességi allandok (2) 6sszefiiggéssel torténd illesztésébol
meghataroztuk a pH-fliggetlen masodrendt sebességi allandok (k) értékét (2.
abra), valamint homérsékletfiiggd kisérletek alapjan megadtuk a képzdodési
reakciokat jellemz0d aktivalasi entalpiat és entropiat a kiillonb6z6 aminosavakbol
képz6dd N-klor szarmazékok esetében. A kapott eredmények alapjan az atmeneti
komplexekben a N — Cl kotéserdsség kozel azonos és rendezettségiikben sem

talaltunk kiugro kiilonbséget.

+
f2nd _ Kaa[H™] )
obs (Kaa+ [HYD(Kuoci+ [HY]) 2)
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1. abra A k2™ pH-fliggése. A kisérleti adatokat a pontok, a (2)
Osszefliggés alapjan torténd illesztésiikkel kapott eredményeket a folytonos
vonalak jelzik.
cnel = 5,00 x 107 M; can = 7,50 % 107 M;7/=1,00 M (NaClO4);
T=125,0°C.

8.0 1

kx 107 (M"'s™)

2. abra A pH-fliggetlen masodrend sebességi allando (k) a kiillonb6z6
aminosavak esetében az aminocsoport kldrozasi reakcidjara vonatkozoan.

I=1,00 M (NaClOy); T= 25,0 °C.
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Megallapitottuk, hogy fizioldgias koriilmények kozott a lizin klérozédsa nagy
valoszinliséggel csak az a-aminocsoporton torténik meg, azonban ligos kdzegben

nem zarhat6 ki az e-aminocsoport reakcioja sem.

2. Bizonyitottuk, hogy az aromas oldallancot tartalmazo aminosavak
esetében az aminosavat feleslegben alkalmazva a hisztidin kivételével nem
torténik meg az aromas funkcios csoport klorozasa. Igazoltuk, hogy a
hisztidin — HOCI reakcioban a pH-tol fiiggoen az aminocsoport és az

imidazolgyiirii klorozasi reakcidja is lejatszodik.

Alatamasztottuk, hogy a fenilalanin esetében az aromas oldallanc nem reagal
a HOCI-lel. Részletes vizsgalataink alapjan a tirozin oldallancaban talalhato OH-
csoport deprotonaléddsa nem befolydsolja az aminocsoport reaktivitdsat. A
triptofan és a tirozin esetében a megfeleld reakcidelegyek NMR spektruma
alapjan bizonyitottuk, hogy az adott koriilmények kozott nem jatszodik le az

oldallancokban 1év6 aromas gytrik klorozasa.

A hisztidin — HOCI reakcié tanulméanyozasa soran bizonyitottuk, hogy két,
pH-fliggd, parhuzamos reakciolton megy végbe a folyamat, vagyis adott
korilmények kozott megtorténhet az N-kléramin képzdédése és az aromads
oldallanc klérozasa is, amit NMR vizsgalatokkal tdmasztottunk ald. A mért
masodrend(i sebességi allandokat a pH fiiggvényében abrazoltuk és a két
reakciout hozzajarulasat figyelembe véve illesztettiik a kisérleti adatokat a (3)

Osszefliggéssel (3. 4dbra).

and — k1Ka1[H 12+ k;Ka1Kao[H] (3)
obs (Ka1Kaz+ Ka1[HY]+HT]2) (Ko + [HY])
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3. abra A hisztidin — HOCI reakcid sebességi allandojanak pH-fiiggése és a
parhuzamos reakcioutak hozzjaruldsa a reakcidhoz.
enet’ = 5,00 x 107 M; can’ = 7,50 x 107* M; 7= 1,00 M (NaClOy); T= 25,0 °C.

3.  Feltartuk az N-klorglicin bomlasanak kinetikai sajatsagait, valamint
felallitottuk a reakecido részletes mechanizmusat. Bizonyitottuk, hogy a
reakcio foterméke az N-formilglicin, egyik fontos koztiterméke pedig az /V-

oxalilglicin.

Az N-klorglicin (MCGQG) bomlasa soran (4. abra) az abszorpciés maximumon
(Amax = 255 nm) és annal nagyobb hullamhosszakon az exponencialis
abszorbancia-csOkkenést a kléramin bomlasaval értelmezziik (kobs1). Kisebb
hulldmhosszakon (4 < 240 nm) az abszorbancia kezdeti novekedése majd
csokkenése egy koztitermék képzodését majd egy elsdrendli folyamatban torténd
tovabb alakulasat igazolja (kobs2) (5. abra). Kiilonb6zé hulldmhosszakon a
kinetikai gorbék (4) egyenlettel torténd illesztésével meghataroztuk a két
folyamatra jellemzé sebességi allandét. Igazoltuk, hogy nagyobb
hulldmhosszakon a masodik folyamat nem jarul hozz4 az abszorbancia-

valtozashoz, ezért a szamitdsok soran a kbe-t tartalmazo tagot elhanyagoltuk.

A = Ajekobsit + A e Kobs2l + A 4)
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4. abra A hipoklorition és glicin 6sszekeverése utan detektalt idofliggd
spektralis valtozas.
cay’ =2,00 x 107* M; ene® = 1,00 x 107 M; cop = 5,40 x 102 M, 7= 1,00 M
(NaClOy); T= 25,0 °C; t= 5000 s; At =40 s.

0 | 25|00 | 5000
t(s)

5. abra Tipikus kinetikai gorbék az MCG bomlésa sordn 228 nm-en, kiillonb6z6
glicinfelesleg esetén. A kisérleti adatokat a (4) 6sszefliggéssel illesztettiik.
kobst = (3,2 £0,3) x 107 7! kb = (1,2 £ 0,1) x 1073 7!
ena” = 3,00 x 107 M; con = 5,40 x 1072 M; cqry” = 1,50 x 107 (0); 3,00 x 1072
(0); 1,20 x 1072 (©); 2,70 x 1072 (A) M; 1= 1,00 M (NaClOy); T= 25,0 °C.
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Igazoltuk, hogy a bomlési reakcio sebessége jelentdsen fligg a pH-t6l, a kopsi
sebességi allandé linedrisan né a hidroxidion koncentraciojdnak novelésével.
Semleges kozegben a bomlas rendkiviil lassan jatszodik le. A kobs» allandoval

jellemzett reakcid sebessége fliggetlen a hidroxidion koncentraciojatol (6. abra).

7.5
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o
x
x
2.5
7/ L J @ L &
0.0 : . : ,
0.00 0.05 0.10
[OHT (M)

6. abra Az MCG bomlésa soran meghatarozott sebességi allandok a
hidroxidion-koncentracio fiiggvényében.
I=1,00 M (NaClOy); T'=25,0 °C.

'H és C NMR modszerrel is kovettiik a reakciok iddbeli lefutdsat €s
bizonyitottuk, hogy az N-klorglicin bomldsaban a fétermék az N-formilglicin,
aminek cisz és transz formdja 1:9 aranyban képzddik (7. abra). Koztitermeékként
az N-oxalilglicint azonositottuk. A feleslegben 1évé glicin és a bomléas soran
képz6dd masik koztitermek, a glioxaldtion egyenstlyi folyamatban Schiff-bézist
képez, aminek NMR csucsait egyértelmiien azonositottuk a spektrumokban. Ez a
termék lényegesen kisebb koncentracioban képzddik a foétermék N-

formilglicinhez képest.
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7. abra 1d6fiiggd 'H NMR spektrumok az MCG bomlésa soran vizes
kozegben. A spektrumok két része kiilonb6z6 nagyitasban van dbrazolva.
MCG: N-klorglicin; Gly: glicin; P;: transz-N-formilglicin; Pa: cisz-N-
formilglicin; P;: Shiff-bazis; P4: formiation.
enal’ = 1,00 x 1072 M; ¢y’ = 1,00 x 1072 M;
con = 5,40 x 107 M; T'=25,0 °C.

A kinetikai és NMR vizsgalatok alapjan részletes mechanizmust allitottunk

fel az N-klorglicin bomlasara. A mechanizmus vazlatat az 1. séma szemlélteti.

CHNH—CH,~COO ™

l. OH | -CI, H,0

NH=CH—COO

ny \-ﬂlp

NHZ—(le—Coo’
OH

I. Ho]) 1 .

/O

~

wo e NGy

~00C—CH;~N=CH—CO00_

OH + CO, + NH=CH,
00C—CT | + NH,

NH, + H—C

— Z
00C—CH—NH—CT_

1. séma Az N-klorglicin bomlasmechanizmusanak vazlata.

10
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Igazoltuk, hogy a kobs1 sebességi allanddval jellemzett sebességmeghatarozo
1épés két folyamatra bonthat6. Az elsd egy karbanion képzddése az N-
klérglicinbdl egy egyenstlyi deprotonalddasi 1épésben (Kon), ami ezt kdvetden

egy irreverzibilis reakcidban iminoacetatta alakul (k) (2. séma).

kobst = Kon ki[OH™] (5)

KOH

CI-NH—CH;~COO + OH == CFNH—CH—COO + H,0

CI-NH-CH-COO~ - NH=CH—COO~ + oI

2. séma Az N-klorglicin bomlasanak kezdeti 1épései. (1. rész az 1. sémaban).

A mechanizmusban a ko allandéval jel6lt folyamatot az N-oxalilglicin

koztitermék N-formilglicin fotermékké torténd atalakuldsaval értelmezziik.

4. Igazoltuk, hogy az N-kléralanin bomlasi reakcidgja két parallel
reakciouton jatszodik le, amit az alkalmazott pH szabalyoz. Semleges
kozegben az acetaldehid, mig ligos kozegben a piruvation a reakcio
foterméke. Bizonyitottuk, hogy az N-klorglicin és az N-kloralanin bomlasa

eltéré mechanizmus szerint jatszodik le.

Megallapitottuk, hogy az aminosavak oldalldnci funkcidscsoportjanak
jelentds hatasa van a kléraminosavak bomlésara nézve. Igazoltuk, hogy lugos
kozegben, nagyobb hulldmhosszakon az exponencialisan csokkend kinetikai
gorbék az  N-kléralanin bomldsahoz tartoznak (kopsi), mig kisebb
hulldmhosszakon a kinetikai gorbék a bomlashoz és a termékképzddéshez

rendelhetok (kobs2). Ezeket a gorbéket a (4) 0sszefiiggéssel illesztettiik (8. abra).

11
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8. abra Tipikus kinetikai gorbék az N-kldéralanin bomlasa sordn lugos kozegben.
A kisérleti adatokat a (4) 0sszefliggéssel illesztettiik:
kobst = (1,09 £ 0,01) x 107 s7'; kopso = (1,46 £ 0,02) x 107* 57!
cal’= 3,00 x 107 M; enct® = 3,00 x 107> M; con-= 5,00 x 1072 M;
1=1,00 M (NaClOy); T= 25,0 °C.

Megallapitottuk, hogy semleges és enyhén lugos kozegben a spektralis
valtozasok Iényegesen eltérnek az erdsen lugos kézegben tapasztaltakhoz képest.
Ez alapjan egyértelmi, hogy a pH-tol fliggden mas reakciduton jatszodik le a
bomlasi folyamat, igy a kozti- és végtermékek is kiilonbdznek. Igazoltuk, hogy a
pH novelésével a bomlas sebességi allandoja (kons1) N6, azaz a kléramin-oldat

stabilitasa egyre csokken (9. abra).

12
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9. abra Az N-kloralanin bomlasa soran kapott pszeudo-elsérendii
sebességi allando a pH fliggvényében.
CAlaO: 2,50 x 1073 M; CNClO: 2,50 x 1073 M;I=1,00M (NaClO4),
T'=25,0°C.

Amint azt a 10. abran a nem nulla tengelymetszet igazolja, az N-kloralanin
bomlasa két parhuzamos reakciouton, egy spontan és egy hidroxidion-katalizalt
folyamatban jatszédik le. Ezzel 6sszhangban a bomlasra jellemzd pszeudo-
elsorendii sebességi allando (kqns1) a (6) Osszefliggéssel adhaté meg, ahol & és kon
a két reakcioutra jellemz0 sebességi allando. A kisérleti adatok illesztése alapjan:

k=(2,95%0,09) x 10757 és koy = (1,38 £ 0,02) x 102 M's™".

kobst = k + kon [OH] (6)

Az N-kloralanin esetében a két reakciout sebessége 6sszemérhetd a vizsgalt
pH-tartoméanyban, mig az N-klérglicin bomlédsa sordn a spontan reakcid sebessége
elhanyagolhatd, amit a 6. dbran az origébol induld egyenes is bizonyit. Ezt a
kiilonbséget az a-alanin a-szénatomjan 1évé metil-szubsztituens elektronkiild

hatasaval értelmeztik.

13
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10. abra Az N-kloralanin bomlasa soran kapott pszeudo-elsérendii sebességi
allando a hidroxidion-koncentracié fliggvényében.
cal’= 2,50 x 1073 M; enet® = 2,50 x 103 M; 1= 1,00 M (NaClOy); T= 25,0 °C.

NMR vizsgalatok alapjan bizonyitottuk, hogy erdsen lugos kdzegben az N-
kléralanin baziskatalizalt bomldséban a piruvétion a fotermék, melléktermékként
kis koncentracidoban pedig N-acetilalanin képzddik a piruvation €s a kléramin
reakciojaban. A reakcioelegy pH-janak csokkentésével ezen termékek jeleinek az
intenzitasa egyre csokken és pH ~ 10 alatt az acetaldehid valik fotermékké (11.

abra).

Azonositottuk mind a piruvationnak, mind az acetaldehidnek a hidratalt,

geminalis diol form4jahoz tartozd jeleit is az NMR spektrumokban.

14



Szabo Maria doktori (PhD) értekezés tézisei

pH

A .8 JL_‘)LJLL 9.15
.

oA Ao e
A[aZJ‘ U Py ANAAL A u/-‘\la1 197

4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0

3 (ppm)

11. abra Az N-kloralanin bomlasi reakcidjanak végén kapott 'H NMR
spektrumok kiilonb6z6 pH-n.
ca’= 2,50 x 107 M; enet®= 2,50 x 107° M; T'= 25,0 °C.

Bizonyitottuk tovabba, hogy kordbbi irodalmi feltételezésekkel ellentétben
az N-kloralanin bomlasa sem az egylépéses Grob-mechanizmus alapjan jatszodik
le. A kisérleti eredményekkel Osszhangban feléllitottuk a bomlasi reakcid
részletes mechanizmusat. Ennek egyszertisitett vazlatat mutatja a 3. séma. Az N-
klorglicin bomlasahoz hasonldéan a hidoxidion katalitikus hatasat egy karbanion

képzodésével értelmezziik.
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3. séma Az N-kloralanin bomlasmechanizmusanak vazlata.

A karbanion a kj-gyel jelolt, sebességmeghatdroz6 Iépésben kloridion
vesztésével iminopropionattd alakul, azaz kop = Kou ki. Az N-kloralaninbol
szarmazd iminopropionat képzdédése csaknem 6tszor lassabb, mint az N-klorglicin
rendszer megfeleld reakcidja (koy = 1,38 x 1072 és 6,4 x 107> M! s7!). Ezt a
kiilonbséget az N-kldéralaninban 1€vo elektronkiildd CHs-csoport jelenlétéhez
rendeljiik. Ez a szubsztituens varhatéan noveli az elektron strliségét az o-
szénatomon ¢€s a nitrogénatomon. Ennek a hatdsnak kdszonhetéen a CH csoport
gyengébb savva valik, kovetkezésképpen a Kon kisebb lesz. Ezzel ellentétben az
N-atomon a megndvekedett elektronsiiriség kedvezobbé teszi a kloridion
disszociacidjat és a kj-et noveli. A kon sebességi allando értékét alapvetden ennek

a két ellentétes hatdsnak az 6sszjatéka hatdrozza meg.
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Az iminopropiondt vizzel vald reakcioja hidroxialanint termel, ami
piruvationra és ammoniara bomlik. Az iminopropionat hidratilasa viszonylag

lasst 1épés, amit a hidroxialanin gyors atalakulasa kovet.

5. Megallapitottuk, hogy az elagazé lancu aminosavakbol képz6do N-
kloraminosavak bomlasa minden pH-n ugyanazon, az aminosavhoz képest
eggyel rovidebb szénlancu aldehid képzodéséhez vezet. Feltartuk a reakciok
kinetikai sajatsagait és részletes mechanizmust dolgoztunk ki a bomlasi
folyamatok értelmezésére. Igazoltuk, hogy ligos kozegben egyensilyi

folyamatokban a megfelelo Schiff-bazisok is képz6dnek.

Az elagazo oldallancot tartalmaz6 aminosavak N-klor szarmazékainak (V-
klorleucin, N-klorvalin és N-kldrizoleucin) bomlasa soran kapott iddéfliggd
spektralis valtozasok alapjan megallapitottuk, hogy az N-klorvalin és N-
klorizoleucin bomlasa nagyon hasonld kinetikai viselkedést mutat a teljes
semleges — lugos pH tartomanyban (12. abra). Az egyes hullamhosszaknal kapott
kinetikai gorbék a teljes hullamhossz-tartomanyban jol illeszthetok egy
exponencialis tagot tartalmazé egyenlettel, a kiilonb6z6 hulldmhosszakon kapott

pszeudo-elsérendii sebességi allanddk értéke 1 — 2 % szoérassal megegyezik.

Igazoltuk, hogy lugos koriilmények kozott az N-klorleucin esetében a
spektralis valtozasok jelentds eltérést mutatnak a masik két kloraminnal
tapasztaltakhoz képest (13. abra). 270 nm-nél €s nagyobb hullamhosszakon a
masik két rendszerhez hasonloan elsérendl kinetikai gorbéket kapunk. Kisebb
hulldmhosszakon egy masodlagos folyamat lejatszddasa is egyértelmiien lathato,
azonban ez a reakcio 12 ora alatt sem megy végbe teljesen, vagyis kozvetlentil

nem az N-klorleucin bomlasahoz rendelheto.
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0.0

250 ' 300 ' 350
A(nm)

12. abra Iddfiiggd spektralis valtozas az N-kldrizoleucin bomlésa soran.
e’ = 3,00 x 102 M; enct®= 3,00 x 107 M; 1= 1,00 M (NaClOy); T'= 25,0 °C;
At=60s; t=10800s; con-= 5,00 x 1072 M.

390

A (nm)

13. abra [dofliggd spektralis valtozas az N-klorleucin bomldsa soran.
CLe’ = 3,00 X 107 M; exel®= 3,00 x 1073 M; con- = 5,00 x 1072 M;
I=1,00 M (NaClOy); T= 25,0 °C; At=60s; = 10800 s.
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Megallapitottuk, hogy az N-kléraminosavak bomlasi sebessége a pH
novelésével n6, hasonloan az alanin- és glicinkléraminhoz, vagyis a ko az [OH]
linearis fliggvénye (14. abra, (6) egyenlet). Az egyeneseknek ebben az esetben
sem nulla a tengelymetszete, azaz a bomlasi folyamat az N-kléralanin bomlasaval

analog modon két egymassal versengd reakciduton keresztiil jatszodik le.

5.0
l‘il m  N-klérleucin
% & ® N-klorizoleucin
— 35, A N-klérvalin
X
8
-KO J
2o F::’w‘wf/‘k
0.00 0.05 0.10
[OHT (M)

14. abra Az N-kloraminosavak bomlasa soran kapott pszeudo-elsérendli
sebességi allanddk a hidroxidion-koncentracié fliiggvényeében.
can’=3,00 x 107 M; enct® = 3,00 x 107 M; 7= 1,00 M (NaClOy); T= 25,0 °C.

Bizonyitottuk tovabba, hogy az izoleucin és valin esetében a reaktivitas
nagyon hasonlo, viszont az N-klorleucin bomléasa a pH-fuiggetlen és az OH -fiiggd

reakciouton rendre koriilbeliil kétszer €s négyszer gyorsabb.

Mindharom N-kléraminosav esetében a megfeleld aldehid képzodését

tapasztaltuk semleges kdzegben, igy a brutté folyamatot a (7) egyenlet irja le.
R-CH(NHCI)COO™ + H,O = R-CHO + CO, + NH; +CI” (7)

A pH novelésével az NMR spektrumokban 1j jeleket azonositottunk.
Igazoltuk, hogy ezek az aldehid és a feleslegben 1évé aminosav k6zotti egyensulyi
reakcioban képzddd megfeleld Schiff-bazisokhoz rendelheték. Az aminosav
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koncentraciojat ndvelve a Schiff-bazis jelének intenzitasa folyamatosan n6, még
akkor is, amikor az aminosav és az aldehid koncentracidéaranya nagyobb, mint
1:1. Ez azt jelenti, hogy az aldehidnek csak egy része alakul at Schiff-bazissé az

alkalmazott koriilmények kozott.

Az elagazd lancu aminosavakbol képzddo kloraminok bomlasa a glicin- és
alanin-kloraminokkal dsszehasonlitva eltérd kinetikai sajatsagokat mutat. Utobbi
vegyiiletek bomlasakor két egymast kovetd elsérendli sebességmeghatarozo
1épést igazoltunk a hidroxidion altal katalizalt reakcidtiton. A masodik 1épést a
reaktiv intermedierek és az N-kloraminosavak kozotti reakcidkkal értelmeztiik.
Ilyen folyamat nem jatszodik le az N-klérleucin, -izoleucin €s -valin bomlasakor.
A kisérleti eredmények alapjan a pH-fiiggetlen és az [OH ]-fliggd reakciotuton
ugyanaz az aldehid képzddik. Ez varatlan eredmény, kiilondsen, ha figyelembe
vesszilk, hogy az N-kloralanin bomldsa sordn semleges és erdsen lugos

koriilmények kozott kiilonbozo termékek képzddnek.

Hasonloan az el6zd fejezetekben targyalt rendszerekhez, az elagazo lancu
aminosavakbdl képzddd kloraminok bomldsa soran a pszeudo elsérendli
sebességi egylitthatd (kobs) [OH ]-fliggését azzal értelmezziik, hogy az OH™
részvételével egy gyors egyensulyi 1épésben karbanion képzddik, ami deklorozas
révén iminné alakul 4t a k;-gyel jellemzett sebességmeghatarozo 1épésben. Az N-
kloralanin esetében az imin deamindldsa a 2-keto-karbonsav termék
stabilizalasahoz vezet. Ez a reakciolépés kizarhat6 a most targyalt kléraminok
esetében, mivel a dekarboxilezésnek a deamindldst meg kell eléznie, hogy
aldehidet kapjunk végtermékként. Feltételezésiink szerint a viszonylag nagy
alkillanc jelenléte az oldallancban a CO, felszabadulasat idézi el6 az NH; helyett
(4. séma). Ez a szekvencia ugyanannak a hemiamindlnak a képzddéséhez vezet,

mint a pH-fliggetlen reakciout.
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4. séma Az elagazo lancu aminosavakbol képzddd N-kléraminok
bomlasdnak mechanizmusa.
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Az eredmények hasznositasi lehetdségei

Munkank soran a hipoklorossav és kiilonb6z6 aminosavak kozott lejatszodo
klorozasi reakcid kinetikgjat és mechanizmusat tanulméanyoztuk. Az ezekben a
folyamatokban képzddd N-kloraminosavak képzddés- és bomlaskinetikdjanak
sajatsagait tisztaztuk. Azonositottuk a kozti- és végtermékeket, illetve azok
aranyat, ami hozzajarul a vizkezelési technoldgiakban megjelend vegytiletek
feltérképezéséhez. A képzodd vegyiiletek alapvetéen meghatarozzak az ivoviz
izét és szagat, ami a felhasznalas soran problémat jelenthet, tehat eredményeink a
vizkezelési eljarasok optimalizalasahoz, jobb mindségli ivoviz eldallitdsdhoz is

hozzdjarulhatnak.

A tanulményozott reakcidknak jelentds bioldgiai szerepiik is van, hiszen az
616 szervezetben is végbemennek. Igy a tanulmanyozott reakciok részletes
mechanizmusanak feltarasa bioldgiailag is fontos, in vivo folyamatok mélyebb
megértéséhez is hozzajarul. Az azonositott kdztitermékek és termékek koziil tobb
aktivan részt vesz kiilonbdzd biologiai folyamatokban, példaul hatassal van
enzimek mikodésére. Igy eredményeink elbsegitik az in vivo képzédd N-
kloraminosavak bomlasahoz rendelhet6 biologiai hatdsok molekularis hatterének

értelmezését is.
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