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Az értekezésben eléfordulo roviditések magyarazata

Ala alanin

Arg arginin

Asn aszparagin

Asp aszparaginsav

BCAA elagazo lancu aminosavak (branched-chain amino
acids)

COoO— karboxilatcsoport

Cys cisztein

DBP a fert6tlenités melléktermékei (disinfection by-products)

GIn glutamin

Glu glutaminsav

Gly glicin

His hisztidin

Iba izobutiraldehid

lle izoleucin

Iva izovaleraldehid

Leu leucin

Lys lizin

Mba 2-metilbutiraldehid

MCI N-klérizoleucin

MCL N-klérleucin

MCV N-klérvalin

Met metionin

MTT 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-tetrazolium bromid

NAA N-acetilalanin

NH; aminocsoport

Phe fenilalanin

Pro prolin

Ser szerin

Thr treonin

Trp triptofan

Tyr tirozin

Val valin
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1.BEVEZETES

Az utdbbi években a kornyezetkémiai és az in vivo folyamatok jelent6sége
miatt intenziv kutatdsok targyat képezik a klor és a hipokldorossav reakcidi aminokkal,
aminosavakkal és peptidekkel. Ezek a reakciok a koriilményektdl fliggden sokféle N-
kloramin kialakuldsahoz vezetnek. Az N-kléraminok képzodése tobb teriileten is
fontos szerepet tolt be. Kornyezetkémiai szempontbol a szenny- és ivovizkezelési
technologidk miatt érdekesek, mert a klort vagy hipoklorossavat alkalmazo
eljarasokban a jelenlévd aminosavakbol konnyen képzddnek.! Masodlagos
fert6tlenitészerek, hiszen részt vesznek a mikroorganizmusok elpusztitasaban.

Biologiai rendszerekben is kiemelkedd jelentdségliek ezek a vegyiiletek. A
szervezetben a gyulladasos folyamatok soran hipoklorossav képzddik a kloridion és
hidrogén-peroxid mieloperoxidaz enzim altal katalizalt reakciojaban. A hipoklorossav
erélyes oxidaloszer, ami gyorsan reagal aminosavakkal. Az N-kléraminok kialakulésa
rovid ido6 alatt torténik (néhany masodperc), azonban ezek a vegyiiletek nem stabilak,
igy a bomlasuk soran tovabbi intermedierek és termékek keletkeznek. Amellett, hogy
részt vesznek a szervezet patogénekkel szembeni védekezd mechanizmusaban,
bioldgiai szempontbol a képzddésiik részben negativ hatast, mert a sejtfalon térténd
athatolas utan ezek a molekulak oxidativ stresszt valtanak ki, ami az egészséges sejtek
pusztulasahoz is vezethet. Emellett szamos citotoxikus és genotoxikus hatast is
feltételezhetlink, amit a bomlas soran keletkezd termékek okozhatnak.

Az N-kléraminok kémidjat és biologiai hatdsmechanizmusat mar régota
vizsgaljak, azonban szdmos kérdés megvalaszolatlan vagy ellentmondasos napjainkig
is. Emiatt célunk volt ezen tisztazatlan kérdések megvalaszolasa, a képzddési- és
bomlasi reakciok kinetikdjanak és mechanizmusidnak mélyebb megértése és az
ellentmondasok tisztazasa.
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2. IRODALMI ELOZMENYEK

A hipoklérossav (HOCI) a klor legegyszeriibb oxosavja, ami kloridion
jelenlétében, savas kdzegben egyensulyban van a klorral (1) és gyors protonalddasi
egyensulyban vesz részt a hipokloritionnal (2). Emellett viszonylag kis
koncentracioban Cl20 is képzédik (3). A HOCI erésebb oxidaloszer, mint a konjugalt
bazis parja?, ezért az a HOCI/OCI™ oxidéacids reakciok erds pH-fiiggést mutatnak.
Erélyes oxidalo hatdsa miatt fertOtlenitd- és fehéritoszerként kiterjedten hasznaljak.
So61i a hipokloritok, amelyek szintén oxidaloszerek.

HOCI + CI- + H*= Cl, + H,0 1)
OCI- + H* = HOCI 2)
2 HOCI = CI,0 + H,0 3)

Vizes kozegben az (1) — (3) egyensulyi folyamatok figyelembevételével az 1.

~~~~~~

0.003{—ocr
—HOCI
S BS
ol
0.002 -
=
)
0.001 - x 5000
0.000 ‘ : i
0.0 3.0 6.0 9.0

pH

.....

Cciz = 2,50 x 1072 M.
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A viztisztitasi technoldgidkban koltséghatékonysaga miatt gyakran klort vagy
hipoklorossavat alkalmaznak fertStlenit@szerként.! Ezekben az eljarasokban gyakran
egészségkarosito klorozott termékek képzddnek a jelenlévd szerves komponensekkel.
Egyre szélesebb korben hasznaljak a klorozas felvaltasara alkalmas kdrnyezetkiméld
technologiakat, amik alkalmazasaval elkeriilhetd a karos melléktermékek képzodése.*

A vizben eléfordulé aminokkal ez az oxidaloszer N-klor- (4) vagy N, N-diklor
(5) vegyiileteket képez az adott koncentracioviszonyoktol, illetve a pH-tol figgden.
Az ammonia klorozasaval trikloramin (NCls) képzdédik (6), ami rendkiviil instabil, igy
spontan bomlik nitrogéngaz fejlédése kdzben (7). Ez a folyamat a torésponti klorozas
alapja.>*®

R-NH; + HOCI = R-NHCI + H,0 (4)
R-NHCI + HOCI = R-NCl, + H,0 (5)
NH; + 3HOCI = NCl; + 3H,0 (6)
2NCl;5 + 3H,0 = N, + 3HOCI + 3CI" + 3H* 7)

Az N-klorvegyiiletek masodlagos fert6tlenitdszerek, mivel kisebb
hatékonysaggal, de képesek kiilonb6z6 baktériumok és mikroorganizmusok
elpusztitasara. A vizkezelési technologidk soran lényegesen eltéré koriilményeket
alkalmaznak, ezért a kloraminok képzOdése és bomlasa viszonylag széles pH-
tartomanyban megtorténhet. Emiatt alapvet6 jelent6séggel bir, hogy ezen folyamatok
lejatszodasanak részleteit minél szélesebb pH-tartomanyban tisztazzuk.

Az N-klér-a-aminosavak képzédését és bomlasat eldszor Langheld®® kozolte,
aki azt irta le, hogy az a-aminosavak reakcidja hipoklérossavval olyan moédon
jatszddik le, hogy mono- vagy diklérozott szarmazékok képzbddnek.

A 70-es évek elejétdl az érdeklddés kdzéppontjaba keriiltek a fert6tlenités soran
képz6dé melléktermékek (disinfection by-products, DBP-k) a klorozott ivovizben és
kiterjedt vizsgalatokat végeztek ezek kialakulasanak és kezelésének megértése
érdekében. Bar tobb mint 600 DBP-t mar azonositottak, ezeknek a vegyiileteknek az
elo6fordulasaval vagy toxicitasaval kapcsolatban csak korlatozott informacio all
rendelkezésre. !

A természetes €s ivovizekben az N-kloraminosavak jelenlétével kapcsolatos
problémakat és potencialis veszélyforrasokat mar korabban felismerték, azonban az
emogott meghtizodd kémiai magyardzat nem teljeskorii. Ebbdl a szempontbol
kiilonosen érdekes kérdés, hogy az N-kloraminosavak milyen folyamatokban vesznek
részt, kiilonos tekintettel a DBP-k képz6désére.

8
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Az €16 szervezetek patogénekkel szembeni védekez6 mechanizmusaban HOCI
képzoédik a kloridion hidrogén-peroxiddal lejatszodd oxidaciojaban, amit a
mieloperoxidaz enzim katalizal (2. abra).5® 213 A jelenlévé aminosavakbol és rokon
vegyiiletekbol (peptidek, fehérjék) a HOCI-lel lejatszodé gyors reakcidkban
kiilonb6z6 oxidacids termékek, koztiik N-kloraminosavak képzédnek. A szervezetben

a 3-klortirozin megjelenése jelzi a HOCI képzodését.

H.O, + CI- + H"=HOCI + H.0 (8
Intracelluldris tér Extracelluléris tér
: R
NADPH i 0,
NADPH| RH
oxidaz .
I"d '} +50D cr .
NADP'+H' T 0 - HO, '
RN,

R-NHC1

HO0+0,

2. 4bra A hipoklorossav képz6dése in vivo az extracelluléris térben.™

A hipoklérossav ellentmondasos szerepet tolt be az €16 rendszerekben, hiszen
amellett, hogy a szervezetet védi a korokozoktol azok sejtjeinek roncsolasaval, az
egészséges sejtekben is ugyanazon folyamatokat indukalja. %8

A HOCI in vivo fagocita sejtekb6l szabadul fel és jelentds oxidativ stresszt
okozhat a gazdasejtekben és szovetekben.™> A HOCI-r8l kimutatték, hogy szdmos
olyan sejtalkotd szintjének és aktivitisdnak megvaltoztatasaért felelds, amik a
sejtmiikodés fenntartasaban fontosak. Az ATP-szint lecsokken a sejtek HOCI-lel
torténd kezelésének hatasara. A tumorsejtekben a HOCI a NAD csokkenését és a
sejtlégzés gatlasat indukalja.’® Ezen kiviil a megbetegedett veseszdvetekben és az
érsziikiileti plakkokban is hipokldrossav képzddését bizonyitottak.’® Azok a
laphamsejtek, amik az érfalak belso részét képezik (endotélsejtek) kis mennyiségii
HOCI jelenlétében apoptozist szenvednek, mig nagyobb HOCI-koncentracio mellett
a sejtek nekrotikus haléla kovetkezik be.’® A HOCI reagalhat a DNS-sel is. A reakcio
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lasst és a DNS inaktivalasdhoz vezet, mivel a hidrogénkotés megsziinése a kettds szal

......

Az é16 szervezet alapkoveinek tekinthetjiik a fehérjéket, hiszen nagyrészt ezek
a biomakromolekulak épitik fel. Az emberi szervezetben megtalalhato fehérjék 20
kiilonb6z6 L-a-aminosavbol épiilnek fel. Ezek a vegyiiletek egységesen amino- és
karboxilcsoportot tartalmaznak az a-C-atomon, de oldallancaik eltéréek, ennek
megfelelden kiilonbozo mérettel, toltéssel és fizikai-kémiai tulajdonsaggal birnak. A
glicin kivételével optikailag aktiv molekulak, mivel aszimmetrikus C-atomot
tartalmaznak. Semleges korilmények kozott a molekuldk karboxilcsoportja
deprotonalt, mig az aminocsoportja protonalt formaban van jelen, vagyis ikerionos
szerkezet alakul ki.

Az aminosavaknak kiemelkedd szerepilkk van az ¢él6 rendszerek
energiagazdalkodasaban is, hiszen olyan nitrogéntartalmu vegylletek, mint a
hormonok, nukleotidok kialakulasahoz is aminosavakra van sziikség. Az aminosavak
szénhidratokbdl és nitrogénbdl képzddnek, ami kdzel 80 kiilonbdzo enzim lebontd és
felépitd munkajat igényli. Vannak az a-aminosavak koziil olyanok, amik szintézisét a
szervezet még igy sem képes, vagy nem megfeleld mennyiségben képes elvégezni,
ezeket esszencialis (hisztidin, izoleucin, leucin, valin, lizin, metionin, fenilalanin,
treonin, triptofan) és szemiesszencialis (arginin) aminosavaknak nevezziik.

A hipoklorossav in vivo korilmények kozott a jelenlévd, aminocsoportot
tartalmazo vegyiileteket, mint példaul aminosavakat vagy peptidek oldallancait a
megfeleld N-klor-szarmazékokka alakitja at. Az aminosavak nagy feleslegben vannak
a HOCI-hez képest, igy csak N-kloraminosavak keletkeznek és az N, N-diklor-
szarmazékok képzddése varhatdoan nem torténik meg fizioldgias koriilmények kozott.

A kléraminok bioldgiai rendszerekben kifejtett hatasarol igazoltak, hogy a
sejtkarosodas mediatorai, kevésbé reaktivak, lassabban oxidalnak és szelektivebbek
mint a HOCI, azonban a sejtmembranon at tudnak diffundalni, igy a HOCI
képzO6désének helyétdl messzebb is ki tudjak fejteni oxidativ hatdsukat.’® A
kloéraminok toxikusak a sejtekre €s baktériumokra, aminek a mértéke fiigg a
szerkezetiiktél és a plazmamembranon vald athatold képességiikt6l.?> * Az a-
aminosavakbol képz6d6 kloéraminok raadasul aldehidekre bomlanak, ami
citotoxikussa teszi 6ket.'®

Az elézdekben emlitettek miatt az N-kloraminosavak hipoklérossavbol és
aminosavakbdl torténd képzddése évtizedek ota a kutatdsok kdzéppontjaban 411,223

A legalaposabb tanulményokat Armesto és munkatarsai végezték.®>
Megallapitottak, hogy a folyamatra jellemz6 sebességi allando erésen fligg a kozeg

pH-jatol.* Leirtdk tovabba, hogy a bimolekulas sebességi egyiitthaté értéke a pH
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fliggvényében maximumgorbe szerint valtozik és a legnagyobb sebességi allando a
HOCI és aminosav megfeleld pKa-i atlaganal van, vagyis a reakciosebesség pH-
fiiggése a reagensek sav - bazis egyensulyai alapjan értelmezhet6.*

Az altaluk vizsgalt kloraminok esetében a képzddésre jellemzé Kk
nagysagrendileg 107 — 108 M~1s™!, ami megfeleld koriilmények kozott csak stopped-
flow modszerrel vizsgalhato.* Korabban arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
dominans reakcioutban a deprotonalt aminosav és a protonalt HOCI forma vesz részt
a (9) egyenlet szerint. 337

NH,CH(R)COO™ + HOCI = CINHCH(R)COO™ + H.0 9)

A reakci6 brutté masodrendi, elsérendii az aminosavra és a HOCl-re nézve is.
A kléraminok képzddésére jellemzd sebességi allando (Kobs?™) pH-fiiggése tehat a (10)
egyenlettel adhat6é meg.®

+
and — k KAA[['I ] 10
obs (Kaa+ [H¥D(Kuoci+ [HY]) (10)

ahol Kops®™@, Khoci és Kaa a pH-fiiggd maésodrendii sebességi allandd és a
hipoklérossav, valamint az aminosav protonalt aminocsoportjanak savi disszociacios
allandoja.

Néhany aminosav esetében az a-szénatomhoz kapcsol6dd oldallancok olyan
funkcios csoportokat tartalmaznak, amik reagalhatnak a HOCI-lel és az oxidaloszer
teljes mennyisége vagy ezekkel a csoportokkal val6 reakcidban fogy el, vagy az
alkalmazott koriilményeknek megfeleléen kompeticié indul el az aminocsoport és
ezen oldallancokat tartalmazo funkcios csoportok reakcidi kozott.

Kimutattak, hogy a HOCI sokkal gyorsabban reagal a tiolcsoporttal, mint az
aminocsoporttal, igy el6szor a jelen 1évé SH szubsztitualt vegyiiletek oxidalédnak az
¢18 szervezetben.? 342 A cisztein és a metionin esetében a termékek a megfeleld
diszulfidok és szulfoxidok. Igazoltak, hogy a fehérjék HOCI hatasara t6rténd
oxidéacioja keresztkdtéshez vagy aggregaciohoz vezethet.'> *

A ciszteinnel diszulfidok és oxi-savak képzddnek, koztitermékként szulfenil-
kloridok, metioninnal pedig szulfoxid jon létre.** A folyamat ebben az esetben is
brutt6 masodrendli és a sebességi allandd erdsen fligg a pH-tdl, egyre lagosabb
kozegben egyre kisebb.? Semleges, enyhén lugos kdzegben a reakcié olyan gyors,
hogy stopped-flow médszerrel sem kovethetd.?

Annak a bizonyitasara, hogy a kéntartalmii aminosavak esetében nem az
aminocsoport klorozasa torténik meg leirtak, hogy 255 nm-en nem jelenik meg az N-
kloraminosavakra jellemz6 abszorpcids sav, tovabba hasonlo pKa értékek mellett a
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kén atomot nem tartalmazé aminosavak legaldbb egy nagysagrenddel lassabban
reagalnak, mint a Cys és a Met. Emellett az N-klorvegyiiletek bomlasakor aldehidek,
ketonok, alfa ketosavak és nitril vegytiletek jelennek meg kiilonboz6 koriilmények
kozott, azonban ezek egyikét sem lehetett azonositani a kéntartamu aminosavak
HOCI-lel lejatszodo reakcidja esetében.?

Az aromas oldallancot tartalmazd aminosavak esetében is felmeriil a kérdés,
hogy N-klorvegyiiletek képzédnek-e az oxidaloszerrel lejatszodd folyamatokban,
vagy az aromas csoportok reagalnak-e a HOCI-lel.

A hisztidin esetében a pH-tol fliggéen klorozodhat az aminocsoport és az
imidazol gyfirii is.** A tirozin — HOCI reakcioban a primer aminocsoport mellett a
gyuri is klérozhatd funkcids csoport, de aminosav felesleg mellett N-klortirozin
képzbdik, amit NMR mérésekkel bizonyitottak.®

Az aminosavak relativ reaktivitisa a HOCI-lel torténd oxidacidjukban is
intenziv kutatasok targyat képezi.** 1 3¢ Pattison és Davies tobb aminosav oxidéacios
reakcidjat hasonlitotta 6ssze és reaktivitasi sorrendet allapitottak meg.'* Hasonlo

crer

crer

vizsgalatokat koriilbeliil 7,4 pH-n végezték, mivel az N-kloraminosavak képzdodését
fizioldgias pH-n tartottak relevansnak. Nem vették azonban figyelembe azt a tényt,
hogy a kloridion mieloperoxidiz enzim (MPO) altal Kkatalizalt oxidacioja
hipoklérossavva enyhén savas koriilmények kozott is lejatszodhat a fagoszomaban.
aminosavbol késziilt oldattal reagaltattak, hogy a relativ reakcioképességet
vizsgaljak.'! Amikor kétszeres aminosav felesleget alkalmaztak, akkor a kiindulasi
aminosavak 90%-a nem alakult at, de a metionin, cisztein és triptofan alig volt jelen
kimutathat6 koncentracioban, tehat ezek az aminosavak reagaltak a leggyorsabban.!!
Na és Olson is vizsgalta az aminosavak relativ reaktivitasat 17 aminosav
esetében.®® A folyamatot jellemzd sebességi allandot hibas képlettel szamoltak ki,
mivel a hipoklorossav sav-bazis egyensulyat nem vették figyelembe. Az
aminosavakat a reakcio eldtt és harom ordval a folyamat elinditdsa utan HPLC
modszerrel kvantitativen analizaltak fluoreszcens detektorral. Reaktivitasuk alapjan
harom csoportra osztottdk az aminosavakat. A probléma ezzel a megkdzelitéssel az,
hogy koézvetleniil nem a reakcidk kinetikajat kovették, tehat lehetséges, hogy a
viszonylag hosszll varakozasi id6 alatt transzklorozasi vagy egyéb mellékreakciok is
lejatszodtak, amik megvaltoztatjak a primer reakcioban képz6dd N-kléraminosavak
Az N-kléraminosavak nem stabil vegyiiletek, jellemzOen elsérendii
folyamatban bomlanak és bel6liik az él6 szervezetre artalmas kozti-, mellék- és
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végtermékek képzodhetnek. Az N-kloraminosavak reakcioinak vizsgalatat nem csak
az alapvegyiiletek, hanem a bomlasuk soran keletkezett termékek potencialis biologiai
hatasai is motivaltak. A kloraminok bomlasabol képzddd, biologiailag aktiv termékek
atalakulasan keresztiill keletkezd vegyiiletek masodlagos hatasai szintén relevansak
lehetnek. -4

Korabban az volt a meghatarozd elképzelés, hogy az N-kloraminosavak
bomlasa a Grob mechanizmus szerint torténik, ami azt feltételezi, hogy a deaminalas,
valamint a kloridion és a CO; Iehasadésa egyidejiileg torténik meg. Igy tehat egy olyan
aldehid vagy keton képzddik, ami egy szénatommal rovidebb, mint a kiindulési
aminosav.  Koztitermékként iminek  képzodését  feltételezik  ebben a
mechanizmusban.® 4470 A folyamat elsérendii az N-kloraminosavra nézve, fiiggetlen
a pH-tdl és az ionerdsségtdl, de gyorsul az olddszer polaritasanak csokkentésével.*

Az a megallapitdas, hogy a Grob mechanizmus minden rendszerben
mikodoképes, erdsen vitathatd. A folyamat ugyanis szamos, egymastol tavoli kotés
egyideju felhasadasat és 1j kotések kialakulasat feltételezi, ami vélhetden egy
reakcidlépésben nem torténhet meg.

Az N-klorglicin (MCG) bomlaskinetikajat Hand és munkatarsai részletesen
vizsgaltak®® és a folyamatot a kovetkezd, (11) és (12) reakcidegyenletekkel irtak le.

CINHCH.COO =CI" + HN=CH; + CO; (11)
HN=CH: + H.0 =NH3; + HCHO (12)

Termékként formaldehidet és glioxalsavat, valamint ammoniat azonositottak.
Megallapitottak, hogy a reakcié egyszerl elsérendii kinetikaval leirhatd, azonban a
kinetikai gorbék elején szisztematikus eltérést tapasztaltak, ami feltételezésiik szerint
az MCG oldat eléallitasa soran kis mértékben képzddé N, N-diklorglicin bomlasaval
értelmezhetd. Ennek a feltételezésnek némiképpen ellentmond az MCG rendkiviil
gyors képzédése a (9) folyamatban, mert varhatoan glicin felesleg mellett a HOCI
teljes mennyisége elfogy, miel6tt reakcioba 1éphetne a képz6d6 MCG-vel, azaz a
diklor-szarmazék  legfeljebb  elhanyagolhatd  koncentracioban  képzddhet.
Eredményeik szerint a sebességi egylitthato értéke pH = 5 — 9 tartoméanyban 25,0 °C-
on:k=(4,2+0,4)x 10°s14

Az MCG bomlassebességének pH-fiiggésére vonatkozod korabbi irodalmi
eredmények is ellentmondasosak. Awad és munkatarsai, illetve Armesto és
kutatocsoportja is arrol szamoltak be, hogy a MCG bomléssebessége nem fiigg a pH-
tol lagos kozegben.®® 5! Ugyanakkor egy masik munkdban Armesto és munkatarsai
azt talaltak, hogy a bomlas sebessége linedrisan fiigg a hidroxidion koncentraciojatol
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erésen lugos kdzegben.® How és munkatérsai kisérleti is azt bizonyitottak, hogy a pH
novelése destabilizalja a kloraminokat.'!

Az irodalomban szamos adatot talalunk az a-alaninbol képzédé N-klor-a-alanin
bomlasara vonatkozoan is. Hand és munkatarsai kisérletei szerint a reakcio egyszeri
elsdrendi kinetikaval jellemezhet6 és pH = 5 — 9 tartomanyban 25,0 °C-on a sebességi
egyiitthatora k = (2,67 + 0,02) x 10~* s°* értéket hataroztak meg. Eredményeik alapjan
a bomlési reakcid sebessége filiggetlen az alkalmazott pH-tol. Termékekként
pirosz8lésavat, acetaldehidet és ammoniat azonositottak.

Awad és munkatarsai 6 — 13 kozotti pH-tartoményban vizsgéltdk az N-klor-a-
alanin bomlasat. Megallapitottak, hogy a bomlas sebessége fiiggetlen a kezdeti
alaninkoncentraciotol, az ionerdsségtol, az alkalmazott puffer koncentraciotol,
valamint a pH-t61.%°

Scully és kutatocsoportja is behatéan tanulmanyozta a kléraminok képzddését
és bomlasat kiillonbozé aminosav/HOCI] aranyok esetében. Azt talaltak, hogy
izoleucin esetében, aminosav felesleg mellett mono-N-klorizoleucin képzddik, ami 2-
metilbutiraldehiddé alakul 4t a bomlasi folyamatban.®? A leucin — HOCI reakcidban
izobutiradehid képzddését irtdk le.>® Ezekben a vizsgalatokban a folyamatok végén
analizaltak a reakcioelegyet a termékek meghatarozasa céljabol, azonban idében nem
kovették a reakciokat, vagyis nem vették figyelembe, hogy esetleges mellékreakciok
is lejatszodhattak.

Annak érdekében, hogy megértsiik ezen vegyiiletek biologiai rendszerekben
kifejtett hatasat, ezeknek a reakcioknak az alapos kinetikai leirasa, a kozti- és
végtermékek azonositdsa és végiil ezek alapjan a reakciok mechanizmusanak
felallitasa els6dleges fontossagu.
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3. KIiSERLETI KORULMENYEK

3.1 Felhasznalt vegyszerek

Natrium-hipoklorit oldatot elsdsorban klorgdz NaOH-oldatba t6rténd
bevezetésével allithatunk el6 a (13) egyenlet alapjan.

2 NaOH + Cl; = NaOCI + NaCl + H;O (13)

Savas korilmények kozott, kloridion jelenlétében az (1) egyensuly a
klorképzodés felé tolodik el, vagyis az oxidaloszer két formaja Osszemérhetd
koncentracioban van jelen egyidejiileg az oldatban, ezért a kloridionmentes NaOCI-
oldat eldallitasa alapveté fontossagl, hogy a kinetikai sajatsagokat egyértelmiien
tudjuk értelmezni.

HOCI + CI- + H* 2 Cl, + H,0 (1)

A kloridionmentes oldat el8allitisa soran ~ 40 g sarga higany-oxidot 300 cm?®

vizben szuszpendaltatunk, majd a szuszpenzidba kdzepes aramban Klorgazt vezettiink
6 — 7 oran keresztiil. A szilard fazis a kezdeti feketedés utan kifehéredett. Ezt kovetéen
a feleslegben 1évé klor eltavolitasara még ~ 5 ¢ higany-oxidot adtunk a
szuszpenzidhoz.
NaOH-oldatba favattuk at argon gazzal. A képz6dott NaOCIl-oldat pH-ja nem
csokkenhet pH ~ 9 ala, mert ilyen koriilmények kozott elkezdédik a hipoklorossav
autokatalitikus bomlasa klorat- és kloridionra®, ezért folyamatosan ellendriztiik a
fogado oldat kémhatasat az atfavatas soran.

Az eldallitas reakcidegyenletei:

2HgO + 2Cl; + H,0 = 2HOCI + Hg,OCl, (14)
2 HOCI = CI,0 + H,0 (3)
Cl,O + 2 NaOH = 2 NaOCl + H,0 (15)
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Arrdl, hogy az eldallitott NaOCl-oldat valdoban nem tartalmaz kloridiont,
spektrofotometrias méréssel bizonyosodtunk meg. Egy tandemkiivetta egyik felébe
hipoklérossav oldatot pipettaztunk és felvettiik a spektrumot az oldatok dsszekeverése
elott és azt kovetden is. A deprotonalt OCI -forma abszorpcidés maximuma 292 nm-
en, mig a protonalt HOCI formaé 235 nm-en van. Amennyiben az oldat kloridionokat
tartalmaz, az (1) egyenlet a klorképz6dés iranyaba tolodik el és megjelenik a klorra
jellemz6 elnyelési sav, melynek maximuma 325 nm-nél van. Ezzel a modszerrel kis
koncentracidban is kimutathatd a kloridionok jelenléte viszonylag tomény NaOCI
oldatban, mivel a klornak kelléen nagy a molaris abszorpciods koefficiense (e325 nm =
69,7 Mtcm™).%®

Az NaOCl torzsoldatot 4 °C-on, sotétben taroltuk. Az oldat pontos

crcr

crer

torzsoldat egy masik részletét a feleslegben 1€v6 lug mennyiségének meghatarozasara
perklorsav mérdoldattal titraltuk. Ebben a titralasban két ekvivalencia pontot kaptunk,
amib6l mind az OCI~, mind az NaOH koncentracioja kiszamolhato. A két analitikai
modszerbol kapott hipoklorition-koncentracio 1%-on beliil megegyezett.

Az értekezésben bemutatott kisérletekhez tovabbi tisztitas nélkiil, analitikai
mindségl vegyszereket hasznaltunk. A mintakat kétszeresen ioncserélt és ultrasziirt
vizzel készitettiik a Purelab Classic (ELGA) viztisztitd rendszerrel. A kinetikai
vizsgalatokat (a homérsékletfliiggd mérések kivételével) 25,0 £ 0,1 °C-on és 1,00 M
ionerdsség mellett végeztiik. Az ionerdsség beallitasahoz hasznalt NaClOs-et HCIO,-
bdl (Sigma-Aldrich) és NaOH-bol (Sigma-Aldrich) allitottuk €l8.>” A hidroxidion-

srer

crer

Az ionkromatografias mérések soran az eluens 5,00 x 1072 M koncentracidju
NaOH-oldat volt.

3.2 Miiszerek

A jodometrids és pH-metrias titralasokat Metrohm 888 titratorral végeztiik. A
Titrando rendszerhez Metrohm 6.0451.100 szamu platina és Metrohm 6.0262.100
szamt kombinalt tivegelektrodot csatlakoztattunk. A kombinalt tivegelektrodot
naponta kalibraltuk KH-ftalat (0,05 M) és boérax (0,01 M) standard oldatok
alkalmazasaval. A pH-mérével mért adatokat Irving és munkatérsai altal leirt modon
konvertaltuk és a dolgozatban a pH = —log[H"] jel5lést alkalmazzuk.%® Az aminosavak
savi disszociacios allandojat pH-metrias titralassal hatdroztuk meg és a kapott adatok
kiértékelését a SUPERQUAD programmal végeztiik el.>®
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Az N-kléraminosavak képzddésének vizsgalatdhoz Applied Photophysics SX-
20 tipust, megallitott aramlasos (Stopped-flow) késziiléket hasznaltunk, amiben a
detektor fotoelektronsokszorozd volt. A kinetikai gorbéket 10,0 mm-es optikai
uthossz alkalmazasaval vettikk fel. Egy kinetikai gorbét 3 - 5 parhuzamos mérés
atlagabol kaptunk meg. A megallitott aramlasos rendszer holtidejét — tg = 1,51 ms —
ugy hataroztuk meg, hogy 2,6-diklor-fenol-indofenol (DCPIP) aszkorbinsavval
torténd redukcidjat pszeudo-elsdrendi koriilmények kozott, a redukaloszer feleslege
mellett vizsgaltuk.®® Az elsérendi kinetikai gorbéket a miiszer vezérlészoftverével
értékeltiik ki. Minden mas adatillesztést a megfeleld fiiggvény alapjan az OriginPro
2018 programcsomaggal végeztiink és a nemlinedris legkisebb négyzetek elvét
alkalmaztuk.

A bomlaskinetikai vizsgalatok soran Agilent Technologies Cary 8454 UV —
Vis diodasoros spektrofotométerrel végeztitk a méréseket. A nem kivant fotoreakciok
lehet8ségét kiilonbozé megvilagitasi protokollok segitségével teszteltiik.®? A
tanulmanyozott rendszerekben nem volt megfigyelhet6 fotokémiai hatas. A méréseket
lezart tandemkiivettakban végeztiik, amik fényttja 8,74 mm. A cella hdmérsékletét a
késziilékbe beépitett Peltier tipust termosztattal tartottuk allando értéken. A legtobb
esetben a spektrofotometrias kisérletek alapvonalat az aminosav feleslegét tartalmazé
mintaval vettiik fel, igy az aminosavnak UV-tartomanyban (240 nm alatt) nem volt
spektralis hozzajarulasa a mért spektrumhoz. A kisérletek soran az aminosav és a
hipoklorition oldatok 6sszekeverése utan a spektralis valtozasokat a 220 — 400 nm-es
spektrumtartomanyban kovettiik.

Az NMR méréseket Bruker DRX 400 (9,4 T) spektrométeren végeztiik, ami
Bruker VT-1000 homérsékletszabalyzoval és BB inverz z gradiens fejjel (5 mm)
felszerelt. Mivel az NMR méréseket is vizes oldatokkal végeztiik, vizelnyomasos
technikat alkalmaztunk. A vizben [évé 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) tartalmazott. A
DSS kiilsd standardként szolgalt az 'H NMR jelek kémiai eltolodasanak
megallapitasahoz. A DSS jelei a spektrumokban a kovetkezok: 0,00 ppm (szingulett),
0,63 ppm (triplett), 1,76 ppm (multiplett), 2,91 ppm (triplett). Az *H NMR spektrumok
felvételéhez egy kisérletben 32 pasztazast (scan) végeztiink, 1,366 s akvizicios idovel
és 90°-0s impulzussal. A kapott spektrumokat Bruker WinNMR és MestReNova
szoftvercsomagokkal elemeztiik. A J-modulélt *C-NMR spektrumokat 22075 Hz-es
ablakban, 90°-0s impulzussal, 0,74 s akvizicios- és 5 s relaxacios idével vettiik fel. A
COSY, NOESY, HSQC és HMBC kisérletekhez standard Bruker impulzus
programokat alkalmaztunk. A NOESY kisérletekben a keveredési id6 (D8) 300 ms
volt.
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Az ionkromatografidas méréseket Thermo ICS 5000+ rendszerrel végeztiik,
szuppresszalt vezetOképességi detektalassal.

A tomegspektrumokat pozitiv és negativ ionmodban rogzitettik Bruker
micrOTOF-Q tipusu Qg-TOF-MS késziilékkel. A paramétereket a kivant
tomegtartomanyra (50 - 500 m/z) optimalizaltuk. A bels6 kalibralasahoz minden
minta utan Na-formiat-oldatot injektaltunk (a relativ tomeghiba < 2 ppm). A
reakciotermékek MS/MS vizsgalatakor titk6zés altal indukalt fragmentaciot (CID)
hasznaltunk. Kiilonboz6 iitkozési energiakat alkalmaztunk 5 és 30 eV kozott, az
optimalis fragmentacios energia ~ 13 eV volt. A tomegspektrumokat az otofControl
4.1 verzidjaval rogzitettilk és a Compass DataAnalysis 4.4 verzidjaval dolgoztuk fel
(200.55.2969).

A  bomlasi folyamatokban megjelend szines részecskék szamanak
meghatérozasahoz matrixrang-analizist végeztiink MatLab®® program segitségével.

3.3 Vizsgalt aminosavak

1. tablazat Az értekezésben bemutatott kutatasokhoz hasznalt aminosavak

aminosav rovidités szerkezet
ﬁ
Alanin Ala H2N CH—C OH
CHs
I
Ho,N——CH—C——QH
CH,
CH,
Arginin Arg
CH,
NH
C——=NH
NH,
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@)
H,N——CH—C——0H
Aszparagin Asn CH,
cC—=0
NH,
ﬁ
H,N——CH—C——O0H
Aszparaginsav Asp CH,
C—=0
OH
ﬁ
H,N——CH—C——0H
Cisztein Cys
[
SH
O
H,N——CH—C——0H
CH,
Fenilalanin Phe

19




N-kloraminosavak képzodés- és bomldskinetikdja

O

Glicin Gly H;N——CH—C——OH

CH,

Glutamin GIn
CH-»

Cc—

NH,

O

H,;N——CH—C——0H
CH,
Glutaminsav Glu

CH,

c—=0

OH

Ho,N——CH—C——OH

Hisztidin His
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Izoleucin

lle

HoN——CH—C——OH

CH—CHj

CH,

CHs

Leucin

Leu

H,N—— CH—C——OH
CH,

CH—CH;

CHs

Lizin

Lys

HsN——CH—C —— OH

CH,

CHy

CH,

CH,

NH»
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O
H,;N——CH—C——OH
CH,
Metionin Met
CH,
S
CH3
I
C—OH
Prolin Pro
HN
O
HoN——CH—C——0H
Szerin Ser
I
OH
I
H;N——CH—C——OH
CH,
Tirozin Tyr
OH
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I
H;N——CH—C——0H
Treonin Thr
(|3H—OH
CH,
I
H2N—C|2H— C—OH
CH»
Triptofan Trp
/
HN
I
H;N—CH—C——OH
Valin Val
CH_CH3
CH4
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 N-kléraminosavak képzédéskinetikaja

A hipoklérossav és a feleslegben 1évd aminosavak reakcidjaban gyorsan
képzddik a megfeleld N-kloraminosav, aminek jellegzetes abszorpciés maximuma
van 255 nm koriil. A spektrumokat a 3. abra, az abszorpciés maximumok
hullamhosszat és a molaris abszorpcids koefficiensek értékét a 2. tablazat tartalmazza.

1.5

— keverés elit
—— Asp + HOCI
— Gly + HOCI
Ala + HOCI
—— Arg + HOCI
—— Thr + HOCI
Pro + HOCI

1.0+

0.54

Abszorbancia

0.0

250 300 350 400
A (nm)

3. abra Az aminosav és a hipoklorossav 0sszekeverése elott és azt kovetden
tandemkiivettaban felvett spektrumok.
Choct = 3,00 x 103 M; caa = 6,00 x 1072 M; con = 5,00 x 1072 M;
I =1,00 M (NaClOs); T = 25,0 °C.

2. tablazat Az N-kléraminosavak abszorpcidés maximumanak hullamhossza €s a
megfeleld molaris abszorpciods koefficiensek.
Con = 5,00 x 1072 M; 1 =1,00 M (NaClOy); T = 25,0 °C.

Aminosav Amax (NM) e(M?tcm™
alanin 253 365,7
arginin 254 340,5
aszparagin 260 4410
aszparaginsav 256 4129
glutaminsav 255 382,4
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Aminosav Amax (M) e(M?tcm™
glutamin 255 3719
glicin 255 378,7
izoleucin 256 377,6
leucin 255 381,2
lizin 253 374,6
prolin 260 291,9
szerin 255 340,4
treonin 256 330,5
valin 256 370,2

Az N-klorvegyiiletek képzddése a kiilonbozé aminosavakbol hasonlé kinetikai
viselkedést mutat. Lugos koriilmények kozott, az aminosav feleslegében egyszerii
elsérendli kinetikai gorbéket kaptunk. A megfelelé pszeudo-elsérendii sebességi
allandok (Kobs'™) origobol indulé lineéris fliggést mutatnak az aminosav-koncentracio
figgvényében (4. abra). A varakozasoknak megfelelden, ilyen koriilmények kozott a

Kobs™* nem fiigg a HOCI koncentraciojatol (5. abra).

= Pro A
e Cly //" /
A Ala -
v e o
40 Arg e

0 4 Asn =

) .

Ba

o

20+

0 e T T T T T
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

Can (M)

4. abra A Kobs'™ véltozasa az aminosav-koncentricio fiiggvényében, ligos
koriilmények kozott.
Choct = 1,00 x 102 M; con = 5,00 x 1072 M; 1 = 1,00 M (NaClO4); T = 25,0 °C.
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20
H Leu
® Arg
A Ala
¥ GIn
€ Asn
o YV VYN A A 4 .
% jo — - “
25
oy [ X ]
vyvy : :
o o * *
0 T T T
0.000 0.001 0.002 0.003
Crocl (M)

5. abra A Ko™ az oxidéalészer-koncentracio fiiggvényében, lgos koriilmények
kozott.
caa=2,50 x 1072 M; con = 5,00 x 102 M; I = 1,00 M (NaClQ4); T =25,0 °C.

Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a reakciéo mindkét reaktansra nézve
elsérenddl, azaz a reakcio6 bruttd masodrendii (16).

deuoct _ _7,2nd
ac = “kobs CHociCan (16)

ahol a croci és a Caa a hipoklorossav és az aminosav teljes koncentracioja.

Az N-kloraminosavak képzodése egyre gyorsabb a pH csokkentésével és végiil
a pszeudo-elsérendii feltételek nem alkalmazhatok a stopped-flow kisérletekben, mert
a folyamat a késziilék holtideje alatt jorészt lejatszodik. Ezért enyhén lagos
koriilmények kozott a reagenseket kozel azonos koncentracioban hasznaltuk és a
kapott kinetikai gorbéket a (17) masodrendii 6sszefiiggéssel illesztettiik.

Ao[HOCI],

Abs = (€yoc1 — Encl) + enc [HOC (17)

2nd
[AA]OexpkobS Aot_ [HOCI],

ahol Abs a mért abszorbancia, gygc) és €xc @ hipoklorossav és az N-kloraminosav
latszolagos molaris abszorpcids koefficiense az adott pH-n, [HOCI]o és [AA]o a
hipoklérossav és az aminosav kiindulasi koncentracidja, Ao a [HOCI]o és [AA]o
kiilonbsége, a Kobs?" az N-kléraminosav képzédésére jellemzd, pH-fiiggd masodrendii
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sebességi 4llandé. A masodrendii sebességi egyiitthatok (Kops2") pH-fliggését a 6. dbra
mutatja.

Koréabbi eredmények szerint extrém gyors masodrendl folyamatok esetében
figyelembe kell venni, hogy a reaktansok tokéletes keveredése nem jatszodik le a
stopped-flow késziilék optikai celldjanak feltoltési ideje alatt.®* Esetiinkben ez a
probléma nem jelentkezik, mivel a tanulmanyozott reakciok felezési ideje 1ényegesen
nagyobb, mint a cella feltdltési ideje.

= GIn
* Gly
;‘\ 50- A Glu
o v lle
T% ¢ Ala
w0
o
s 2.51
Ba
f\_i:é
0.0 -pmemns
3.0

pH

6. abra A Kons?" pH-fiiggése. A kisérleti eredményeket a pontok, a (10)
Osszefiiggések alapjan torténd illesztésiiket a folytonos vonal jelzi.
Chocl = 5,00 X 1074 M; caa = 7,50 x 1074 M; 1 = 1,00 M (NaClQ4); T = 25,0 °C.

Ezen megfigyelések koherens értelmezéséhez figyelembe kell venni, hogy az
N-kloraminosavak elvileg négy, egymassal versengé reakciduton képzodhetnek,
amint azt a (18) — (21) egyenletek mutatjak.

HOCI + RNHs* = RNHCI + H,0 + H* (18)
OCI" + RNH;* = RNHCI + H,0 (19)
HOCI + RNH, = RNHCI + H,0 (20)
OCI" + RNH, = RNHCI + OH- (21)
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Ezek a reakcidutak a HOCI és az aminosav NH; vagy NHR (prolin esetében)
csoportjanak sav-bazis egyensulyanak figyelembevételével irhatok fel. Az
aminosavak karboxilcsoportjai a vizsgalt pH-tartomanyban teljesen deprotonalt
formaban vannak jelen és igy a megfelel6 sav-bazis egyensulynak nincs jelentdsége a
pH-fiiggés értelmezésében. Azok a reakcidutak elhanyagolhatok, amikben mindkét
reagens protonalt (18), valamint deprotonalt (21) formaban van jelen. A reagensek
protonalodasi egyensulyai rendkiviil gyorsak, tipikusan diffazidkontrollaltak, ezért a
masik két ut (19, 20) kisérleti modszerekkel megkiilonboztethetetlen. Korabbi
irodalmi eredmények egyértelmiien igazoltdk, hogy a HOCI forma lényegesen
reaktivabb, mint a deprotonalt, vagyis a folyamat nagy valoszinliséggel a (20)
egyenlet alapjan jatszodik 1e®. Igy a kons™ a (10) Ssszefliggéssel adhato meg.

+
and — k KAA[['I ] 10
obs (Kaa+ [H¥D(Kuoci+ [HY]) (10)

ahol Kops?, Kk, Kuoci és Kaa a pH-fiiggd, a pH-fiiggetlen pszeudo-mésodrendii
sebességi allando, valamint a hipoklorossavnak és az aminosav protonalt
aminocsoportjanak a savi disszocicios allanddja. A (10) 6sszefiiggés alapjan a Kops?"
a pH fliggvényében haranggorbét ad, aminek maximuma a pKuoci €s pKaa atlaganal
van. Sajat kisérleti eredményeink alapjan az aminosavak savi disszociacios allandoit
a 3. tablazat tartalmazza. Ezek az értékek jo egyezésben vannak az irodalmi
adatokkal.®®

3. tablazat A tanulmanyozott aminosavak amino-, karboxilcsoportjainak, valamint
oldallancainak pK, értékei.
I =1,00 M (NaClOgs); T = 25,0 °C.

Aminosav pKcoon PKNH3+ pKr
alanin 2,37(2) 9,60(1)

arginin 2,10(3) 9,08(1)

aszparagin 2,44(1) 8,72(1)

aszparaginsav 2,08(2) 9,49(2) 3,74(1)
glutaminsav 2,20(2) 9,37(1) 4,17(1)
glutamin 2,26(1) 8,97(1)

glicin 2,46(2) 9,42(1)

izoleucin 2,26(2) 9,46(1)

leucin 2,51(1) 9,49(2)
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Aminosav PKcooH PKNHs+ pPKRr”
lizin 2,44(2) 9,25(3) 10,81(2)
prolin 2,18(4) 10,49(2)

szerin 2,08(2) 8,92(1)

treonin 2,19(1) 8,87(1)

valin 2,59(2) 9,41(1)

triptofan 2,42(1) 9,28(1)

tirozin 2,41(1) 8,99(2) 9,90(2)
hisztidin 1,88(1) 9,10(2) 6,29(1)
fenilalanin 2,20(2) 9,02(1)

metionin 2,45(2) 9,05(1)

cisztein 2,12(1) 8,15(1) 10,12(1)

“Asp, Glu: karboxilcsoport; Lys: e-ammoéniumcsoport;
His: imidazolium csoport; Tyr: hidroxilcsoport; Cys: tiolcsoport

A HOCI pK-ja korabbi irodalmi elézmények alapjan pKa = 7,40.%%. A kisérleti
kinetikai adatokat a (10) Osszefuiggéssel illesztettiik a nem-linearis legkisebb
négyzetek elvét alkalmazva, mikdzben a hipoklorossav és az aminosav pK-it rogzitett
értéken tartottuk. A mért és illesztett adatok Kivalo egyezést mutatnak (6. abra). A pH-
fliggetlen masodrendii sebességi egylitthatokat (k) a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat Az aminosavak aminocsoportjainak klorozasat jellemz6 kinetikai
paraméterek.
I =1,00 M (NaClOgs); T = 25,0 °C.

Aminosav kx107 (M1s?) AS (I molt K™ AH* (kJ mol™)
alanin 2,91 £ 0,06 -37,1+4,5 184+1,4
arginin 2,15+0,05 -40,5+ 1,5 18,2+0,5
aszparagin 1,74 +£ 0,04 -73,0+ 2,0 9,64 + 0,63
aszparaginsav 2,89 £0,05 -40,4 + 2,2 18,1 £0,7
glutaminsav 2,78 £ 0,05 -39,7+0,8 18,3 +0,2
glutamin 2,82 +£0,06 -33,6 £ 6,5 224+20
glicin 3,94 +0,09 36,8+ 1,1 18,1 +£0,3
izoleucin 2,65 +0,03 -59,0+ 0,8 12,3+0,2
leucin 2,90 £ 0,04 -73,1 £ 3,6 7,73 £1,1
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lizin 4,32 +£0,08 -36,3+ 3,3 16,4+ 1,0
prolin 7,02 +£0,01 722+ 7,7 245+24
szerin 2,60 + 0,04 -432+14 18,0 £0,4
treonin 1,55+ 0,03 -65,5+ 1,6 12,2+0,5
valin 3,35+0,07 -60,0+ 1,1 12,1+0,3
tirozin 1,98 +£0,19 -59,1+1,9 12,7+0,6
hisztidin 2,74 +£0,10 -493+ 1,2 16,4 +0,4
fenilalanin 2,53 +0,06 -40,6 + 1,2 18,4+0,4

Azoknal az aminosavaknal, ahol az a-aminocsoport mellett mas reaktiv
funkcios csoport is van a molekulaban, minden esetben meg kell vizsgalni, hogy ezen
funkcios csoportok részt vesznek-e kompetitiv reakciokban az a-aminocsoporttal.
Ebben az esetben két parhuzamos klorozasi reakciot és két sav — bazis eléegyensulyt
kell figyelembe venni a kovetkezok szerint.

HeA = HA + H* (22)
_ [HAJ[H*]
AT THAL
HA=A+H* (23)
e
v = ka[HAJ[HOCI] + k,[A][HOCI] (24)

Ezek alapjan a Kops?™ a (25) egyenlettel adhaté meg:

2nd _ kiKa1[HY]?+ koKa1Ka2[H]
Obs ™ (Ka1Kap+ Kas [HH+H]2) (Knoci+ [H])

k

(25)

ahol ki és ko a HOCI-nek az aminosav HA, valamint A formaival lejatsz6do
reakcidinak sebességi allandoi. Feltételezziik, hogy HA az a-aminocsoport
deprotonalt és az oldallanc funkcids csoportja protonalt allapotban van, mig A a
teljesen deprotonalt forméaja az adott aminosavnak. Ez aldl kivételt képez a hisztidin,
ahol a HA a teljesen protonalt a-aminocsoportot tartalmazo6 format jeldli.
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A kovetkez0 részben azon aminosavak HOCl-lel lejatszodo reakcioit targyaljuk
részletesen, ahol az oldallanc sav — bazis egyensulyat, vagy klorozasra valo hajlamat
figyelembe kell venni.

A korabbi kutatasok alapjan a glutamin és az aszparagin esetében az amid-
nitrogén klorozasa lassu és elhanyagolhatdo a HOCI és az alifas aminocsoport kdzotti
reakci6 mellett, ha az aminosavat feleslegben alkalmazzuk.?

Az arginin esetében a guanidin-csoport erdsen bazikus, deprotonaldodasa csak
erésen lugos koriilmények kozott torténik meg, azaz a csoport klérozasa csak nagy
pH-n lehetne relevans. A guanidincsoport szerkezeti jellemz6i azonban erésen
hasonlitanak az amidcsoportéhoz, ami sokkal kevésbé reaktiv, mint az alifas
aminocsoport. Tehat nem valdszinii, hogy a guanidincsoport a klorozasi folyamatban
az aminocsoporttal verseng.

A lizin esetében az e-aminocsoport bazikusabb (pK = 10,81), mint az a-
aminocsoport (pK = 9,25). A megfelel6 pKa értékek alapjan a HA és A formak
koncentracidja Osszemérhetévé valik pH = 10 folott. Valoszinii, hogy a két
aminocsoport reaktivitasa HOCI-lel nem tér el jelent6sen, ezért elészor pH = 9,5-ig
illesztettiik az adatokat a (10) egyenlettel (k = 4,32 x 10" M s1), azaz a (24)
Osszefiiggésben a masodik tagot (koJA][HOCI]) elhanyagoltuk. A k: sebességi
allandéju reakcioutnak a teljes folyamathoz valdé hozzajarulasat olyan moédon
becsiiltiik, hogy az el6z6 illesztésbdl kapott ki sebességi allandot rogzitettiik és a teljes
pH-tartomanyban kapott kisérleti adatokat a (25) Osszefiiggéssel illesztettiik. Ahogy
az varhatd volt, a ko sebességi allandéra nagyon bizonytalan, de a ki -gyel azonos
nagysagrendii becsiilt értéket kaptunk (k2 = (5,58 + 2,67) x 10" M s1) . Ezen
eredmények alapjan nem zarhato ki, hogy az a- és e-aminocsoportok klérozasa erésen
lagos kozegben parhuzamosan jatszodik le, de nyilvanvalo, hogy fizioldgias pH-n
dontden az a-aminocsoport oxidacioja torténik meg.

Az aromas oldallanci aminosavak esetében felvetddik az aromas gyiiri
konkurens klorozasanak lehetésége is. Korabban az ilyen aminosavak reakcioit
elsdsorban peptidlancokban tanulmanyoztak HOCI vagy kloramin indukalt oxidacios
reakciokban.' 19 6. 67 foy ezeknek a komponenseknek az aminocsoportjai a
peptidkotések miatt blokkoltak voltak.

Az aromas oldallancot tartalmaz6 aminosavak esetében a legegyszeriibb eset a
fenilalanin klorozasa, ahol a reakciora jellemz6 masodrendi sebességi allando értéke
az N-kloramin képzddésére utal. A korabbi eredményekkel* 6sszhangban igazoltuk,
hogy az aromas gyiiri nem reagal a hipoklérossavval. Amikor az aminosavat 3-
fenilpropansavval helyettesitettiik, vagyis nem volt aminocsoport a molekuldban, nem
tapasztaltunk klorozasi reakciora wutald abszorbanciavaltozast a reaktansok
Osszekeverését kovetden.
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Részletes vizsgalatok szerint a triptofan €s a tirozin oxidacidja 2-oxindol és 3-
klortirozin vagy 3,5-diklortirozin képzodéséhez vezet. Régota igazolt, hogy a 3-
klértirozin kivalo markere a HOCI altal kivaltott fehérje oxidacionak.'® Ez a molekula
peptidlancokban kotétt tirozin transzklorozési reakcidjaban alakulhat ki 14 466667 A
szabad tirozin aromas gylriijének klorozdsara vonatkozdan eredmények vitatottak
aminosav felesleg esetén.'* 8’ Valojaban egy ilyen folyamat akkor mehet végbe, ha
feltételezziik, hogy az aminocsoport klérozéasa kevésbé kedvezményezett, mint az
aromas gylrié, ami nem valdszinii, ha figyelembe vessziik az aminocsoport nagy
reakcioképességét. A tirozinban az aromds OH-csoport deprotonalodasa
megvaltoztathatja a klorozas altalanos kinetikai profiljat. A megfeleld kinetikai
adatokat a (25) osszefiiggéssel illesztettiik. Az eredmények alapjan megallapithato,
hogy az OH-csoport deprotonaldédasa nem befolyasolja az aminocsoport reaktivitasat,
vagyis ki ~ ko. Annak kizarasa érdekében, hogy az aromas gytirii klérozasanak van-e
szerepe a teljes reakcioban, dsszehasonlitottuk a szabad és a klorozott tirozin *H NMR
spektrumat (7. abra). Ehhez a reakcioelegy spektrumat a reagensek Osszekeverése
utan a lehet6 legrévidebb idoén, jellemzbéen 3 — 4 percen beliil vettiik fel. Ezekben a
vizsgalatokban ionerdsséget nem allitottunk és az aminosavat 20%-0s feleslegben
alkalmaztuk. A klorozasi reakcidé néhany masodpercen beliil befejez6dott és UV —
lathato spektrofotometrias modszerrel igazoltuk, hogy az N-kléraminosav bomlasa
nem jelentds az NMR mérések idéskalajan. Az *H NMR spektrumok aromads
tartomanya az alapvegyiilet és a klorozott termék esetében nagyon hasonld, ami
igazolja, hogy nincs 0j szubsztituens az aromas gytirlin (7. abra). Ez azt jelenti, hogy
az aromas gyurd érintetlen marad a klorozasi reakcio6 soran. Ez azonban nem zarja ki
annak lehetdségét, hogy a tirozin aromas gytrije klérozhatd, ha az aminocsoportjat
egy bioldgiailag fontos molekula peptidkotése védi. Eredményeink csak azt zarjak ki,
hogy a 3-klortirozin képzddése a HOCI és a tirozin kozotti kozvetlen reakcidban
megtorténik.
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7. 4bra A tirozin és a tirozin — HOCI reakcioelegy *H NMR spektruma.
C|-|o(;|0 =5,00 x 1078 M;: canl = 6,00 x 1073 M; T = 25,0 °C.

A triptofan klérozasa nagyon komplex kinetikai sajatsagokat mutat, amint azt
korabban is leirtak.'* Egyértelmiien latszik, hogy a kloramin képzddése és az azt
koéveté bomlas nem valik el id6ben gy, mint a tobbi tanulmanyozott rendszerben. A
reakci6 kvantitativ kinetikai értékelése tovabbi alapos vizsgalatokat igényel.
Figyelemre mélté azonban, hogy az *H NMR spektrum aromas részének szerkezete a
kloérozasi folyamat kovetkeztében nem valtozik jelentdsen. Bar a két jelcsoport kdzott
erés atfedés van, egyértelmiien megallapithatd, hogy a triptofan és a klorozott termék
azonos spektralis jellemzokkel bir mind semleges, mind lugos koriilmények kozott (8.
abra). Korabban a 2-oxindol képzddését irtak le a triptofant tartalmazé peptidek
oxidaciojaban.'* Azonban egy ilyen vegyiiletben a pirrol gylirii elveszti aromas
jellegét és jelentds valtozas lenne varhato az H NMR  spektrumban.
Kovetkezésképpen nem valoszinii, hogy a HOCI és a szabad triptofan indol gyfirije
reagal egymassal.
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8. abra A triptofan és a triptofan — HOCI reakcidelegy *H NMR spektruma.
Crocl’ = 5,00 x 1072 M; can’ = 6,00 x 1072 M; T = 25,0 °C.

A hisztidin - HOCI reakcio két pH-fiiggd, parhuzamos reakcidotiton megy
végbe. A (25) Osszefiiggéssel torténd illesztéssel a kovetkez6 eredményeket kaptuk:
ki=(3,7+0,4) x 10° Mtstés ko = (2,74 £ 0,10) x 10" Mt 57, A két reakciont
hozzajaruldsat a teljes folyamathoz a 9. abran mutatjuk be. A két sebességi allando az
aromas gylrii kloérozasahoz és az N-kloéramin képzddéséhez rendelhetd hozza. Ezt
tamasztja ala egyfeldl az, hogy a ki jo egyezésben van az N-acetilhisztidin imidazol
gylriijének klorozasakor kapott sebességi allanddval (8,0 x 10* M1 s71).14 Masfeldl,
a ko értéke O0sszhangban van tobbi rendszerben az N-kloramin képz6désére kapott
eredményekkel (4. tablazat). Amint az varhato volt, ez utobbi reakcié dominans a
lugos pH-tartomanyban. A 9. dbra alapjan a két kiilonb6z6 klorozott termék azonos
mennyiségben képzddik pH = 7,1 koriil. Megprobaltuk igazolni ezen molekulak
egyiittes létezését olyan modon, hogy UV-lathatd spektrumokat vettiink fel pH = 5,6
— 8,7 tartomanyban. Osszességében csak Kismértékii valtozasokat figyeltiink meg a
HOCI teljes fogyasat kovetden felvett spektrumokban (1 s utan), bar az alifas N-
kléraminra jellemz6 255 nm-es fényelnyelési sav abszorbancigja valamelyest csokken
a pH csokkentésével. Ez a valtozas ugyan nem mond ellent a Kkinetikai
megfigyeléseknek, de nem szolgaltat kozvetlen bizonyitékot sem a termékek
eloszlasara vonatkozoan.
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9. abra A hisztidin — HOCI reakcio6 sebességi allandojanak pH-fiiggése és a
parhuzamos reakcioutak hozzajarulasa a reakcidohoz.
Choc® = 5,00 x 1074 M; can? = 7,50 x 1074 M; 1 = 1,00 M (NaClOy); T = 25,0 °C.

A klorozott termékek képzodését pozitiv ionmodia MS kisérletekkel is
probaltuk igazolni 6,0; 7,1 és 8,0 pH-ju reakcidelegyekben. Minden esetben
detektaltuk a klorozott hisztidin H™-nal és Na*-nal képzett adduktumjaira jellemzé m/z
=190,0379 és 212,0194 csucsokat. Mivel a két termék molekulatdmege ¢€s toltése
megegyezik, ezzel a kisérletettel nem allapithat6 meg, hogy a klor az
aminocsoporthoz vagy az imidazol gytrtih6z kapcsolodik-e. Ezt kovetéen MS/MS
kisérleteket is végeztink, hogy a fragmensionok alapjan megerdsitsiik a két
kiilonbozé termék jelenlétét. Az els6 fragmentacido minden mintaban a ClI
leszakadasahoz vezetett és igy a tovabbi fragmensionok megegyeztek a kiilonb6z6
pH-ji mintak esetében.

A reakcioelegyek pH-fiiggé 'H NMR spektrumainak aromés tartomanyat
mutatja a 10. abra a hisztidin és a HOCI 6sszekeverését kovetéen. Az J és ¢ protonok
megfeleld cstcsai kozott erds atfedés van pH ~ 7,0 koriil, ahol harom fiiggetlen
komponens jeleit latjuk a spektrumban (hisztidin és 2 klorozott termék). pH = 7,15 és
7,54 értéken a hisztidin ¢ protonok jelei 7,81 és 7,75 ppm kémiai eltoloédassal jelennek
meg. A 7,98 ppm és 7,86 ppm kémiai eltolodasnal kapott jelek a klorozott vegyiiletek
¢ protonjaihoz rendelt csticsok, amiknél vallcsucsok mutatkoznak. Figyelemre mélto,
hogy a o és ¢ protonok kémiai eltolodasai szignifikansabbak kisebb pH-n. Ez a trend
Osszhangban lehet kisebb pH-n egy N-klorozott aromas gytra kialakulasaval, mivel
ez a reakcid varhatdéan nagyobb hatast gyakorol az aromas CH protonok kémiai
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eltolodasara, mint az N-kléramin kialakulasa. Ugy tiinik tehat, hogy a megfigyelések
Osszhangban vannak a két kiilonboz6 N-klorozott termék jelenlétével ebben a
rendszerben. Hangsulyozni kell azonban, hogy minden ilyen mérést néhany perccel a
reagensek Osszekeverése utan végeztiink és a primer klorozott termék részt vehet
tovabbi reakciokban. Korabban igazoltak, hogy a hisztidin N-klor-aromas gytriije
képes a-aminocsoportok viszonylag gyors klorozasara, tehat transzklorozasi reakcio
is lejatszodhat.

pH

7.99

e
JLA JJL 7.54
L J 7.15
b
L

0
L

8.5 8.0 7j5 7.0 6.5
8 (ppm)

6.59

597

10. abra A HOCI — hisztidin reakcidelegy *H NMR spektrumanak aromas
tartomanya a pH fiiggvényében, néhany perccel a reaktansok dsszekeverése utan.
Croc® = 5,00 x 1073 M; can? = 6,00 x 1073 M; T = 25,0 °C.

Az N-kléraminosavak képzddésének hémérsékletfiiggését 0,05 M NaOH-ban,
11 — 40 °C tartoméanyban vizsgaltuk. A Kops?" hémérsékletfliggését az 11. abra
szemlélteti néhany aminosav esetében. Ilyen koriilmények k6zott Knoci >> [H] és
Kaa >> [H*]. A (10) Osszefliggés igy a kovetkezOképpen egyszerlisodik (Kw a
vizionszorzat):

k2nd — 1 Kw
obs [OHT] Knocl

(26)
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11. abra Néhany N-kloraminosav képzédésének masodrendii sebességi allandoja a
hémérséklet fiiggvényében.
Croc® = 1,00 x 1073 M; can’= 1,10 x 1072 M; Con= 5,00 x 102 M; | = 1,00 M
(NaClO).

A Kk, Ky és Kaa homérsékletfiiggését az Eyring-Polanyi és a van't Hoff egyenletek
felhasznalasaval irhatjuk le. Igy a (26) egyenlet a kovetkezé formaban irhato fel:

AHy ASy
kgT e RT e R
= — @R @ RT (27)
h _AHyocl ASHoal
RT R

e e

A kisérleti adatokat a (27) sszefliggéssel illesztettiik és a szamitott aktivalasi
paramétereket (AH' és AS') a 4. tablazatban foglaltuk 6ssze. Az irodalomban 0 M
ionerdsségnél ismert a Kw hémérsékletfiiggése, ezért munkank soran 1,00 M NaClO4
ionerdsség mellett, erds sav — erds bazis titralas alapjan hataroztuk meg kiilonb6z6
hémérsékleten a molaris entalpiat és entropiat, majd a kapott primer adatokat a van't
Hoff egyenlettel illesztettiik: AHy = 48,7 2,2 kJ mol * K1, AS, =-97,8 £ 6,8 J mol *
megtalalhatok: AHpoci = 12,4 kJ mol™ K™% ASpoci = -99,7 J mol™* K™1.5* Ezeket a
termodinamikai paramétereket az illesztések soran rogzitettik.

Az aminocsoport klorozasara jellemz6 masodrendii sebességi allandok nagyon
hasonléak, 10”7 M s! nagysagrendiiek (4. tiblazat). Ennek megfeleléen gyenge
korrelécié van az aminocsoport reaktivitasa és bazikussaga kozott (12. abra). Nagyon
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hasonlé tendenciat mutattak a kiilonb6z0 aminok klérozasara kapott korabbi
eredmények is.%

8.5

6.5 . : : : ,
8.5 9.5 10.5

PKaa

12. abra A log k és az aminosavak pKaa értéke kozotti korrelacio.
I =1,00 M (NaClOgs); T = 25,0 °C.

Az aktivalasi paraméterek nem mutatnak az aminosavak szerkezeti vagy egyéb
jellemz6it tiikrozo jelentds tendenciat. Az aktivalasi entalpia és aktivalasi entropia
értéke azt jellemzi, hogy milyen nagy a N — CI kotéserésség, illetve mennyire
rendezett az atmeneti allapot. Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
nagyméretli oldallancok valamelyest csokkentik a reagensek kozotti kotddés
erOsségét és a szerkezetet diffuzabba teszik az atmeneti allapotban. Ebben a
tekintetben érdemes megjegyezni, hogy a glutamin hosszabb oldallanca az
amidcsoportot tavolabb tartja a reakciokozponttdl az aszparaginhoz képest.
Kovetkezésképpen ennek a két, szerkezetileg hasonlé aminosavnak az aktivalasi
paraméterei jelentésebben kiilonboznek egymastol. Vélhetéen a leucin és a prolin
esetében is a szubsztituens hatasara vezethetd vissza a viszonylag negativabb
aktivalasi entropia.

Szamos kisérlet tortént az aminosavak reaktivitasi  sorrendjének
meghatarozéasara a korabbi szakirodalomban.!* 3¢ 42 Elég gyakran ezek a vizsgalatok
csak a fiziologids pH-tartomanyra korlatozoédtak (pH = 72 — 7,4) és a
kovetkeztetéseket ezek alapjan vontak le. Amint az irodalmi el6zmények ismertetése
soran kifejtettiik, gyakran téves megkozelitést hasznaltak.

38



Szabo Maria egyetemi doktori (PhD) értekezés

Az egyes aminosavak ¢és hipokldorossav kozotti reakcid sebességi allandoi (4.
tablazat) kozotti eltéréseket a 13. dbra mutatja be.

8.0+

kx 107 (M s
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13. abra Néhany aminosav HOCIl-lel lejatsz6d6 reakcidjanak sebességi allandoja.
I =1,00 M (NaClOgs); T = 25,0 °C.

Ezen sebességi allandok konnyen felhasznalhatok az aminosavak
hipoklorossavval szembeni reaktivitdsi sorrendjének modellezésére széles pH
tartomanyban. Ennek illusztralasara feltételezziik, hogy egy 7 aminosavat ekvimolaris
mennyiségben és feleslegben tartalmazé oldat reagal az oxidaloszerrel. Az egyes
klérozasi sebességeket a pH fiiggvényében lehet kiszamitani a (10) egyenlet alapjan.
Az egyes aminosavak relativ hozzajaruldsa a HOCI fogyasahoz a 14. abran lathato.
Kevéssé savas, semleges koriilmények kozott — [H+] >> Kaa — a relativ sebesség nem
valtozik a pH valtozasaval. Ez a helyzet jelentésen megvaltozik, amikor az
aminocsoportok sav-bazis egyenstlya a deprotonalddas felé (pH > 8,5) tolodik el.
Lugos kortilmények kozott a relativ aranyokat erdsen befolyasolja az aminosavak
Kaa-értéke. Ebben a tekintetben érdekes megjegyezni, hogy a legnagyobb sebességi
egyiitthatot a prolinra kaptuk. Mindazonaltal pH 7,0-nél a HOCI-lel 1ényegesen
lassabban reagal, mint a tobbi aminosav a viszonylag nagy pKaa miatt. A prolin
klorozasanak relativ sebessége a pH novelésével jelentdsen nd, mivel a deprotonalt
formajanak koncentracioja fokozatosan dsszemérhetdvé valik a tobbi aminosavéval.
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14. abra Néhany aminosav HOCI-lel lejatszodo6 reakcidjanak szamolt relativ
sebessége.
I =1,00 M (NaClQOgs); T = 25,0 °C.

A Na és Olson,* valamint az altalunk kapott eredmények kozotti jelentds
eltérés a kiilonbozo kisérleti megkdzelitések kovetkezménye lehet. Vizsgalataink
soran a sebességi allandokat kozvetlen kinetikai kisérletekb6l nyertiik, amik lehetévé
tették a reakciosebességek kdzvetlen Osszehasonlitasat. Az idézett munkaban viszont
a reakcioelegyek analizisét hosszi id6vel a klorozasi folyamat befejezése utan
végezték, igy masodlagos folyamatok, pl. a kloraminok bomlasa vagy transzklorozasi
reakciok miatt téves kovetkeztetésekre juthattak.

Pattison és Davis modellezni kivantak a hisztidin imidazol gyirijének
klorozasat a HOCI és 4-imidazolecetsav kozott lejatszodd reakcidval. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az alifas amin kevesebb, mint 30%-kal reaktivabb, mint
az imidazol csoport pH = 8,0-on.** Adataink azt igazoljak, hogy ezen csoportok
reaktivitisaban hatszoros kiilonbség van ilyen koriilmények kozott és a gylrl
klorozasa csak pH = 7,0 alatt valik meghatarozova (9. abra).
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4.2 N-kléraminosavak bomlaskinetikaja

4.2.1 N-klérglicin (MCG) bomlasa

A feleslegben 1évo glicin €s HOCI reakcidjaban pillanatszertien képzodé MCG
viszonylag lassan bomlik semleges — lugos pH-tartomanyban. A karakterisztikus
elnyelési csucson (Amax = 255 nm) monoton abszorbancia csékkenést tapasztalunk,
mig kisebb hullamhosszaknal kezdetben az abszorbancia n6é majd csékken (15. abra).

Amikor HOCI felesleget alkalmazunk az MCG elnyelési savjan egy vall
figyelhet6 meg, ami az N, N-diklorglicin képz6désével magyarazhatd (16. abra).
Ennek a mellékreakcionak a kizarasara a vizsgalatok soran a HOCI-hez képest mindig
feleslegben alkalmaztuk a glicint.

0.6 17—

0.3

0.0

240 280 320

15. abra A hipoklorition és glicin dsszekeverése utan detektalt spektralis valtozas.
oy’ =2,00 x 107* M; cmea® = 1,00 x 102 M; con = 5,40 x 102 M, 1 =1,00 M
(NaClOg); T = 25,0 °C; t=5000 s; At = 40 s.

41



N-kloraminosavak képzodés- és bomldskinetikaja

0.5

0.0 T T T T T T T
200 250 300 350 400

16. abra A karakterisztikus spektralis valtozas a glicinhez képest kétszeres HOCI-
felesleg mellett.
C(;|y0 =2,00 x 1073 M; C|-|oc|0 =4,00 x 103 M; Con = 5,40 x 1072 M;1=1,00M
(NaClOg); T=25,0°C; t=3600s; At =180 s.

A kinetikai vizsgalatok soran kapott gorbéket a 17a. és 17b. abra mutatja.

A 280 nm
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17. abra Tipikus kinetikai gorbék az MCG bomlasa soran 280 (a) és 228 (b) nm-en,
kiilonboz6 glicinfelesleg esetén. A kisérleti adatokat a (28) és (29) Osszefiiggésekkel
illesztettiik.

cmea” = 3,00 X 107 M; con = 5,40 x 1072 M; cen” = 1,50 x 1072 (0); 3,00 x 102 (1);
1,20 x 1072 (©); 2,70 x 1072 (A) M; 1 = 1,00 M (NaClQ,); T = 25,0 °C.

A 280 nm-en kapott kinetikai gérbéket egyszerii elsérendii 6sszefiiggéssel lehet
illeszteni (28).

A=A, e Kobsit 4 A (28)

ahol A az abszorbancia, kons: az MCG bomlasara jellemz6 elsérendil sebességi
egyltthato. A legnagyobb glicinkoncentracio mellett az A, 0-t61 valo eltérése azt jelzi
(17a. abra), hogy legalabb egy terméknek spektralis hozzajarulasa van a mért
gorbékhez 280 nm-en. Kisebb hullamhosszakon (240 nm alatt) a kinetikai gorbe
koztitermék(ek) képzodésével és tovabbalakulasaval értelmezheté (17b. abra).

A kiilonb6z6 pH-n, lagos kdzegben mért spektralis valtozasokat matrixrang-
analizissel elemeztiik® egyrészt csak egy-egy adott pH-hoz tartozd adatokat
kiértékelve, masrészt a teljes mérési sorozat egylittes figyelembe vételével (5.
tablazat). A szines részecskék szama a nem nulla sajatértékek szamaval egyenld.
Gyakorlati probléma, hogy a fényelnyelés mérése is hibaval terhelt, ezért a
sajatértékek soha nem valnak nullavd, csupan monoton csdkkennek. Ennek a
problémanak a kikiiszobolésére azokat a sajatértékeket tekintjiikk nullatol eltéronek,
amelyek jelentésen nagyobbak, mint a kovetkezd sajatérték. Minél nagyobb egy
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sajatértek, annal nagyobb a hozzéjarulasa a fényelnyeléshez az adott részecskének.
Az eredmények egyértelmiien mutatjak, hogy a hattérként felvett glicin mellett 3
fényelnyeld részecskét tartalmaz a reakcidelegy. Ezek vélhetéen az MCG, egy
koztitermék és egy végtermék. A matrixrang-analizis eredményei teljes 6sszhangban
vannak a 17.b abran lathat6 abszorbancia valtozassal is.

5. tablazat Az id6fiiggd spektrumok matrixrang-analizise soran kapott els6 7
sajatérték kiilonb6z6 pH-Kon, illetve az 6sszes adat kiértékelése soran.

H 12,15 11,65 10,30 9,84 osszes

15,59 | 40,30 | 30,03 | 68,08 123,05
5140 | 8,224 | 5,761 9,942 27,56
0,039 | 0,192 | 0,098 | 0,081 1,791
0,013 | 0,086 | 0,023 | 0,021 0,796
0,007 | 0,031 | 0,011 0,018 0,311
0,004 | 0,020 | 0,009 0,011 0,063
0,004 | 0,017 | 0,005 | 0,010 0,038

N B~ WIN -

A 228 nm-en kapott kinetikai gorbéket két exponencialis tag 0sszegébdl allo
Osszefiiggéssel tudtuk illeszteni (29).

A = Aje kobsit 4 A e~kobs2t 4 A (29)

ahol kobs1 megegyezik a (28) egyenletben szerepld paraméterrel, Kons2 pedig a
koztitermék tovabb alakulasara jellemzd sebességi egyiitthatd. A két sebességi
allando értéke nagyon hasonld, ami bizonytalanna teszi az illesztést. Emiatt el6szor
280 nm-en illesztettiik a kinetikai gorbéket és a kapott Kons1 értéket rogzitettiik a 228
nm-en mért gorbék illesztése soran. A kapott sebességi allandok a kdvetkezok: Kopst =
(3,2£0,3) x 1035 €s Kobsz = (1,2 £ 0,1) x 103572,

A 18. abra a sebességi allandok hidroxidion-fiiggését mutatja be.
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18. abra A sebességi allandok (Kobs1 (m) és Kons2 (@)) @ hidroxidion-koncentracio
fiiggvényében.
I =1,00 M (NaClOgs); T = 25,0 °C.

A Kobs1 a teljes MCG bomlasi folyamat els6 1épéséhez rendelhetd. Ennek a 1épésnek a
képzddik, ami a kovetkez6 1épésekben egy masik koztitermékké és végiil a termékké
alakul at. A masodik, pH-fiiggetlen sebességi allandé ezen reakcidlépések egyikéhez
rendelheto.

A kinetikai eredmények Osszhangban vannak a Hand és munkatarsai altal
leirtakkal, amennyiben az MCG bomlasanak elsd 1épése egy elsérendli folyamat.*®
Ugyanakkor sajat eredményeink alapjan egyértelmiien igazolhatd, hogy kisebb
hullamhosszon az elsorendt viselkedéstol vald eltérés nem az altaluk feltételezett N,
N-diklorglicin jelenlétével magyarazhato, hanem a koztitermék képzodésével és
tovabb alakuldsaval. Ezt a hatdst minden korabbi vizsgalatban figyelmen kiviil
hagytak, mivel csak a jellemzé MCG savon (Amax = 255 nm) mértek abszorbancia-
valtozast.

Ennek a reakciorendszernek egy érdekes és rendkiviil szokatlan jellemzdje,
hogy mig a Kobs1 és a Kobsz fliggetlen a glicin koncentracidjatol, mégis a végso
abszorbancia egyértelmiien né a reagens feleslegének névelésével. Ez a megallapitas
Osszhangban van egy olyan kinetikai modellel, ami magaban foglal két, a
koztitermékek képzddésével és tovabb alakulasaval kapcsolatos
sebességmeghatarozo reakciolépést, valamint tobb gyors reakciot a teljes folyamat
utolsé szakaszaban. A kompetitiv reakcioutak relativ sebessége hatarozza meg a
termékek végso sztochiometriai ardnyat.
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Az UV-tartomanyban megfigyelt spektrdlis valtozasok nem alkalmasak az
intermedierek és a termékek azonositasara. Ezért 'H és *C NMR vizsgalatokat
végeztiink, hogy részletes informaciot kapjunk ezen vegyiiletek szerkezetérdl. Meg
kell jegyezni, hogy az NMR spektrométert minden esetben a reakcidelegyre hangoltuk
és simmeltiik, ami tobb percet igényelt. E miiveletek sordn az MCG bomléasa
elorehaladt, ezért a reakcid kezdeti fazisat nem lehetséges ezzel a modszerrel
tanulmanyozni. Az els6 spektrumot a reagensek dsszekeverése utan ~ 3 perccel vettiik
fel. A tipikus *H NMR spektrumokat az id6 fiiggvényében a 19. dbra mutatja be és
ehhez kapcsoloddan az MCG, a koztitermék és termékek cstcsintenzitasainak idébeli

valtozasa a 20. abran lathato.
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19. 4bra 1d6fiiggd *H NMR spektrumok az MCG bomlasa soran vizes kdzegben. A
spektrumok két része kiilonb6zo nagyitasban van abrazolva.
cmea’ = 1,00 x 1072 M; cay® = 1,00 x 102 M; Con = 5,40 x 1072 M; T = 25,0 °C.
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20. abra Az 'H NMR csticsok intenzitasa az id6 fiiggvényében az MCG bomlasa
soran: reaktansok (a), koztitermék (b) és végtermékek (c), (d).
cmea’ = 1,00 x 1072 M; cay® = 1,00 x 102 M; Con = 5,40 x 1072 M; T = 25,0 °C.

A 3,16 (Gly) és 3,57 (MCG) ppm-nél lathato csucsok a glicin és az MCG CHa
csoportjaihoz tartoznak. Ezen csucsok intenzitasanak id6beli valtozasa dsszhangban
(20a. abra). A 3,80 (P1) és 8,08 (Pw) ppm kémiai eltolédasu cstcsok a reakcid
végtermékéhez tartoznak, mivel intenzitasuk hosszabb reakcididéknél allando értéket
ér el (20c. abra). Ezek a csuicsok megegyeznek egy CH: és egy aldehidcsoport (CHO)
jelével, amik ugyanazon molekulahoz tartoznak a COSY spektrum alapjan (21. abra).
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f1 (ppm)

cmea’ = 1,00 x 1072 M; cay® = 1,00 x 102 M; Con = 5,40 x 1072 M; T = 25,0 °C.

TSbbféle modon igazoltuk, hogy a reakci6 terméke az N-formilglicin. gy a
szakirodalomban™ leirt modon elBallitott N-formilglicin vizes oldatinak NMR
spektrumaban ugyanazon csucsokat talaltuk, mint a MCG bomlédsa soran kapott
reakcidelegy spektrumaban. Tovabbi bizonyitékot ad a termékre a reakcio végén
negativ ion modban felvett MS spektrum, amiben m/z = 102,022 és 124,006-nal
megjelennek az N-formilglicinnek a H*-nal és Na*-nal képz6d6 adduktumok csucsai.
A BC NMR spektrumokban 48 (CH), 184 (COO") és 167 (CHO) ppm kémiai
eltolodasnal kapott csticsok szintén megerdsitik a termékre vonatkozo kdvetkeztetést
(22. abra). A glicin jelei a spektrumban 43 (CH) és 171 (COO") ppm kémiai
eltolodasnal jelennek meg. Ezek az eredmények Osszhangban vannak az N-
formilglicin D,O-ban felvett *H NMR spektrumaval is, amiben a CH, és a CHO
csucsok 3,78 — 3,86 és 8,06 ppm-en jelennek meg.™
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22. abra A C NMR spektrum az MCG bomlésa utan.
cmec’ = 1,00 x 1072 M; caiy® = 1,00 x 102 M; Con = 5,40 x 1072 M; T =25,0 °C.

Az amidkdotés koril a formilcsoport forgasa gatolt az N-formilglicinben és igy
ennek a vegytiletnek két kiilonallo izomer formaja van jelen vizes oldatban az 1. séma
szerint.

"00C—CH,._ .0 H “ c’o
H “H “00C—CH,” “H

cisz transz

1. séma Az N-formilglicin izomer formai.

Altalaban a cisz izomer aldehid-proton jelei varhatoan kisebb kémiai eltolodast
mutatnak a transz formahoz (Pi, Pi) képest. igy a megfeleld csucsok kémiai
eltolodasanak Osszehasonlitasa azt mutatja, hogy a két kisebb intenzitisu csucs a Cisz
izomerhez tartozik 3,84 ppm (P2, CH2) és 7,91 ppm (P2, CHO). A vegyiilet
képzddésének idobeli lefutasat a 20d. abra szemlélteti. A megfeleld csucsok
intenzitdsanak aranya 10:1 (CH») és 9:1 (CHO), azaz a transz izomer koriilbeliil 9-
szeres feleslegben van jelen a masik formahoz képest.
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Altalaban az 'H NMR csucsok 4,8 ppm vizjel koriili integraljat nem lehet
kvantitativ értékelésre hasznalni a vizelnyomas alkalmazasa mellett, mert a viz
protonok teljesen szelektiv és sziik tartomanyban torténd magnesezése nem érhetd el.
Ilyen probléma nem varhaté az MCG, a glicin és az N-formilglicin CH> csucsaival
kapcsolatban, mivel ezek messze vannak a vizjeltél. Fontos megjegyezni, hogy a
fotermék két izomerje CHo-intenzitdsanak Osszege az MCG kezdeti CHa-
intenzitasanak kozel fele. Ez arra utal, hogy egy N-formilglicin molekula
kialakulasahoz két MCG molekula atalakulasa sziikséges.

A szakirodalmi eredmények alapjan feltételezhet6, hogy ebben a rendszerben a
formaldehid koztitermékként képzédik. Egy kordbbi tanulmany*® és kisérleti
megfigyeléseink, amiket a késébbiekben targyalunk, egyértelmiien megerdsitik a
glioxalation képz6dését is. Fliggetlen NMR kisérletekben megerésitettiik, hogy a
formaldehid *H NMR jele nem mutathat6 ki vizben az itt alkalmazott koriilmények
kozott. Ugyanakkor a glioxalation esetében a semleges — enyhén lagos
reakcioelegyekben 5,33 ppm-nél csucsokat figyeltiink meg, amik a korabban
ismertetett spektrumokkal Osszhangban a glikoxalation hidratalt formajahoz
tartoznak.

A reakcioelegyben két kisebb csucs az *H NMR spektrumokban 4,19 (Psa) és
7,66 (Pab) ppm-nél megerdsiti egy kisebb mennyiségben képzodott termék jelenlétét.
Amikor glicint és formaldehidet kevertiink dssze, akkor ezek a csucsok nem jelentek
meg a spektrumokban, azonban a glicin glioxalationnal torténd elegyitése utan a Pz,
csucsok intenzitasat. Amikor ezeket a reagenseket 1:1 aranyban elegyitjiik, a
spektrumban még viszonylag nagy intenzitasi marad a glicin CH; csticsa, ami
megerdsiti, hogy a glicin jelentés mennyisége nem alakul 4t a reakcioelegyben. Ez a
megfigyelés arra a kovetkeztetésre vezet, hogy a reaktansok egyensulyban vannak az
emlitett termékkel, ami feltehet6en a glioxalation és a glicin k6zott képz6dott Schiff-
bazis. Egy korabbi vizsgalatban részletesen tanulmanyoztak a kiilonb6z6 aldehidek és
ketonok Schiff-bazisaival réz(I1)-komplexek képzodését és megallapitottak, hogy
szamos komplexet lehet eléallitani ilyen ligandumokkal.”” A glioxélsav és a glicin
kozotti Schiff-bazissal képz6édé komplexet nem allitottak eld, de koztitermékként
feltételezték ennek a jelenlétét. Legjobb tudomasunk szerint a Schiff-bazisra
vonatkozoan nem allnak rendelkezésre jellemz6 NMR adatok az irodalomban. Kivétel
a megfeleld diészter-etil-(E)-N-[(etoxikarbonil)-metilén]-glicinat,”® aminek CDCls-
ban felvett spektrumaban a jelek 4,10 (CH.) és 7,85 (=CH) ppm kémiai eltolédasnal
jelentek meg, ami jo egyezést mutat a vizes kézegben altalunk kapott jelekkel. Ezek
a csuicsok hosszabb id6 elteltével eltiinnek a spektrumokbol, mivel a megfeleld Schiff-
bazis lassan elbomlik.
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A kinetikai és az NMR eredmények kombinacidja alapjan részletes
mechanizmust javasoltunk az MCG bomlasara. A mechanizmus vazlata a 2. séman
lathatd, mig a mechanizmus részleteit a 3 — 5. sémak mutatjak be.

CHNH—CH,~COO ™~

I on | -cr o
NH=CH—COO™
sz \-IZO
OH + CO, + NH=CH, NH,~CH—CO0
OH
I, Ho! 1 .
O o)
7 . -
NH, + H—CT 00C—CT + NH,
MC(N Ace ‘\cflv
_ 0 _ _
00C— CHy~NH—C” 00C—CH,~N=CH—CO00
H

2. séma Az MCG bomlasmechanizmusanak vazlata.

A 2. séman bemutatott, két konszekutiv 1épésbdl allo kinetikai modell azt
bizonyitja, hogy az MCG bomladsa nem mehet végbe a korabban feltételezett
egylépéses Grob fragmenticids mechanizmus szerint.**®! Az elsd 1épéshen az
elsérendi sebességi allando [OH]-fliggése (18. abra) alapjan feltételezhet6, hogy az
MCG bomlasat egy karbanion képzédése inditja el, ami a kovetkezd
sebességmeghatarozo reakciolépésben elveszit egy kloridiont és iminné alakul (3.
séma).

Ko — —
CI-NH—CH,-COO~ + OH == CINH—CH—COO  + H,0
CI-NH—CH—CO0~ —- NH=CH-COO + ¢

3. séma Az MCG bomlasanak kezdeti 1épései. (I. rész a 2. sémaban).
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Az MCG CH; csoportjanak pK, értéke varhatoan nagy’, igy a 3. sémaban
mutatott egyenstly balra van eltolddva. Ebb6l kovetkezik, hogy a Kost @
kovetkezOképpen fejezheto ki:

Kobs1 = Kon ki[OH] (30)

A 18. abran lathat6 adatok egyenessel torténd illesztése Kon ki = (6,4 + 0,1) x
102 M! s meredekséget eredményez, ami j6 egyezést mutat egy korabbi, 0,5 M
NaCl-ban végzett vizsgalatban kapott eredménnyel (4,4 x 102 M1 s1).75

Az iminoacetat hidrolizise két, egymassal versengé parhuzamos reakciouton
valosulhat meg (I1. és Ill. rész a 2. sémaban), melyek soran termékként ammonia is
képzodik. A képzodott ammonia mennyiségét nem hataroztuk meg, de a Nessler-
proba® a korabban kozolt eredményekkel Osszhangban megerdsitette jelentds
mértékli  képzOdését.®*St ™ A I, reakciduton a dekarboxilezés formaldimin
képzOdéséhez vezet, ami egy tovabbi hidrolitikus 1épésben formaldehidet eredményez
(2. séma). A koztitermékek lehetséges szerepének tisztazasara dsszehasonlitottuk az
MCG bomlasa soran, valamint az MCG — formaldehid és — glioxalation reakcidkban
kapott kinetikai gorbéket (23. abra). A két kiilonbdz6 hullamhosszon kapott kinetikai
gorbék igazoljak, hogy formaldehiddel az MCG bomlasa gyorsabba valik, viszont
ebben az esetben koztitermék képzédése nem észlelheté 228 nm-en. Ezekkel a
megfigyelésekkel dsszhangban a formaldehid — MCG reakcioban felvett *H NMR
spektrumok csak az N-formilglicin és a glicin jellegzetes cstcsait tartalmazzak. A
javasolt mechanizmus akkor van Osszhangban ezekkel az eredményekkel, ha
feltételezziik, hogy a képzédott formaldehid az MCG-vel gyorsan tovabb reagal (4.
séma).

NH=CH—COO + H,0 —> NH=CH, + CO, + OH
NH=CH, + H,0 == H—C_ + NH,

#

o) ~ - N _ _
H—C[  + CHNH-CH-COO + OH —= | C-NH CHCOO + CI + HO
H

4. séma Az N-formilglicin képz6dése iminoacetatbol formaldehid koztiterméken
keresztiil. (Il. rész a 2. sémaban).
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23. abra Az MCG bomlésa (), valamint az MCG formaldehiddel (¢) és
glioxalationnal (4) lejatszodo reakcidi soran kapott kinetikai gorbék 280 (a) és 228
(b) nm-en.

CoLy? =2,00 x 107* M; cmec® = 1,00 x 1073 M; con- = 5,40 x 1072 M;

CCHOHO =2,00 x 1073 M; CGLYOXO =1,00 x 1073 M;1=1,00M (NaCIO4); T =25,0 °C.

Az N-formilglicin képzddésének masik utjat a 5. séma mutatja be (111. rész a 2.
sémaban). Ez figyelembe veszi, hogy az iminoacetat egyensulyban van a
glioxalationnal és az ammoniaval a hidroxiglicinen keresztiil. Mint az el6z6ekben mar
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targyaltuk, a glicin és glioxalation kozotti egyensulyi reakcioban a megfelelé Schiff-
bazis képzddik. Ezek az egyensulyi 1épéseket az imin hidrolizise felé tolodnak el,
amikor a glioxalation koncentraciojat megnoveljik. A 23b. abran 228 nm-en éles
kezdeti abszorbancia novekedés figyelhet6 meg, mert a glioxalation gyorsan
fogyasztja az MCG-t. Ezt kovetden egy lassabb reakcioban képzddik a végtermék. A
kinetikai profil nagyon hasonlé az MCG hozzaadott glioxalation nélkiil lejatszodo
bomlasakor megfigyelthez. Az egyetlen kiilonbség az, hogy az abszorbanciavaltozas
jelentésebb és a novekedés sokkal gyorsabb a glioxalation — MCG reakcid elsé
szakaszaban. EbbOl kdvetkezik, hogy ez a reakcio felelds a reaktiv koztitermék
képzddéséért az MCG bomlasa soran, amibdl tovabbi reakciolépésben N-formilglicin

képzédik.

NH=CH—COO~ + H,0 == NHZ—?H—COO_
OH
NH,—CH—CO0O — 0
2 H7C00 . soc—c” + NH,
OH H
_ ~0 _ _ _
00C—C_ + NH; CH;COO <= ~0OO0C—CHN=CH—COO + H,0
H

_ -0 _ ClI—N—CH;-CO0
00C—C_ + CI-NH—CH;-COO0 — |
H

HO—CH—COO0™
c:—rf—c:H;ooo* - (l)H B
Ho—cH-coo-  * OH ~ T00C—CH;N—C—cog~ * HO * Cl
4 i
“00C—CH;~N=C—COO = 00C—CH;~NH—C—CO0O0

o
_ I _ o]
00C—CH;~NH—C—CO0  + H,0 —= ~00C—CHNH—C_ + CO, + OH"
H

5. séma Az N-formilglicin képz6dése iminoacetatbol glioxalationon keresztiil.
(1. rész a 2. sémaban).

Az 'H NMR mérések teljes mértékben alatdmasztjak ezeket a megfontolasokat.
Amikor az MCG-t és a glioxalationt ekvimolaris koncentracioban dsszekeverjik az
MCG CH; csucsa gyakorlatilag eltiinik mire az elsé spektrum felvételre keriil (~ 6
perc). Az MCG fogyasa utan a két koztitermékhez tartozd cslics intenzitasa
folyamatosan csokken, mig az N-formilglicinhez tartoz6 cstcsok intenzitasa
folyamatosan ndvekszik (24. abra).
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24. abra Az MCG és a glioxalation dsszekeverése utan kapott *H NMR spektrumok
az 1d6 fuggvényében.

CGLYO = 4,00 x 10 3 M, CMCGO = 2,00 x 10 2 M, Con- = 5,40 x 10 2 M, CGLYOXO = 2,00
x 102M, T=25,0 °C.

Az ezt kovetb kisérletekben a bomlasi reakciot koriilbeliil 5 perces reakcididéd
elteltével, amikor a koztitermék koncentracidja elérte a maximalis értéket hirtelen
fagyasztassal leallitottuk. A befagyasztott mintat liofilizaltuk és a szilard anyag H
NMR spektrumat D,O-ban vettiik fel. Ez a kisérlet ismét megerésitette, hogy a
glioxalation és az MCG reakcidja generalja az intermediert, ami az N-formilglicin
képzOdéséhez vezet. A 4,08 és 9,17 ppm-nél kapott csucsok intenzitasaranya 2:1.
Ezeket a csuicsokat az N-oxalilglicin CH, és NH csoportjaihoz rendeltiik, feltételezve,
hogy az NH proton a negativ t6ltésii karboxilatcsoporthoz egy bels6 hidrogénkotésen
keresztiil kapcsolodik és igy gyors cserefolyamatban nem vesz részt. Ez a feltételezés
Osszhangban van a korabbi 'H NMR eredményekkel, amiben 3,80 és 8,97 ppm
csucsok jelentek meg az N-oxalilglicin DMSO-ds oldataban.”

A kinetikai gorbék kiértékelése soran (17b. abra) Kopsz = (1,2 £ 0,1) x 103 s7?
értéket kaptunk. A legegyszerlibb magyarazat az lenne, hogy ez az allando az
iminoacetat hidrolitikus bomlasara jellemz6. A reakcio irreverzibilis, ha a bomlas
formaldehid képz6désen keresztiil torténik meg (II. reakciout) és ha az egyensuly a
glioxalation képzddése felé tolodik el, akkor az alternativ uton is elsérendi
folyamatnak tekinthet6. Ez a magyarazat azonban nem felel meg az NMR mérések
eredményeinek, mivel nem magyarazza a 4,08 és 9,17 ppm kémiai eltolodasu
csucsokkal jellemzett koztitermék képzOodését. Ezen kiviil a kisérleti adatok
egyértelmiien arra utalnak, hogy a koztitermék képzddéséhez glioxalation jelenléte
sziikkséges, ami maga is az iminoacetatbol képz6do koztitermék. Tehat a Kops
sebességi allandoval jellemezhetd reakcionak a glikoxalation képzodését kovetden
kell lejatszodnia. Feltételezziik, hogy a koztitermék az N-oxalilglicin, ami gyorsan
kialakul a 5. sémaban bemutatott reakcidsorozatban és viszonylag lassan bomlik egy
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elsérendti folyamatban, amit a Kons2 allando jellemez. Ennek a feltételezésnek a
megerdsitése érdekében a glioxalation — MCG reakcidoban 228 nm-en kapott Kinetikai
gorbe 500 s utani szakaszat exponencialis fiiggvénnyel (28) illesztettiik. A kapott
sebességi allando k = (1,2 £ 0,1) x 107% 571 kival6 egyezésben van az MCG bomlasa
soran nyert Kbz allandoval. Ez er6sen alatamasztja a leirt mechanisztikus
megfontolasokat.

Kulcskérdés, hogy a 2. sémaban bemutatott két ut hogyan jarul hozza a teljes
reakcidhoz. A kisérleti eredmények egyértelmiien bizonyitjak, hogy a glioxalation
fontos koztitermék az MCG bomlasaban. A kisérleti eredmények nem lennének
értelmezhetdek ezen vegyiilet nélkiil. Kdvetkezésképpen a Ill. reakcioutnak jelentds
szerepet kell jatszania a reakcidban. Ezzel szemben a formaldehid jelentdsége
megkérddjelezhetd, annak ellenére, hogy ennek a vegyiiletnek a kialakulasat a korabbi
vizsgalatokban az MCG bomlas végtermékeként irtak le, mert sem kozvetlen, sem
kozvetett bizonyitékot nem talaltunk a képzddésére vonatkozoan. Mas szdval, a 11
reakciout csak aldrendelt szerepet jatszhat, vagy akar ki is hagyhaté a
mechanizmusbdl, anélkiil, hogy veszélyeztetné a kisérleti eredmények
értelmezésének érvényességét.
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4.2.2 N-Kléralanin (MCA) bomlasa

Az MCA bomlasat spektrofotometrias modszerrel kdvettiik (25. dbra). Ligos
kozegben 253 nm-en és ennél nagyobb hullamhosszon a spektralis valtozas az MCA
fogyasaval értelmezhetd (26a. abra), kisebb hullamhosszon pedig a reakcioban
aminosav feleslegben volt minden kisérletben, hogy elkeriiljiik az N, N-dikloralanin
képzodését.

0.0

250 300
A (nm)

25. abra Az MCA bomlasat kisér6 spektralis valtozas (Amax = 253 nm).
Cala® = 3,00 x 103 M; cmca’= 3,00 x 103 M; con- = 5,00 x 102 M;
I =1,00 M (NaClOg); T=25,0°C; At=30s; t=7200s.

Lugos tartomanyban, nagyobb hullamhosszakon a kinetikai gorbéket egy
exponencialis tagot tartalmazd Osszefiiggéssel (28), 240 nm alatt pedig két
exponencialis tag sszegét tartalmazo fiiggvénnyel (29) tudtuk leirni. A Kons: pszeudo-
elsérendii sebességi allando az MCA bomlasahoz rendelhetd, a 250 nm fo6lott
kiilonbdz6 hullamhosszakon meghatarozott sebességi allandok jo egyezést mutatnak:
Kobst = (1,04 + 0,01) x 103 st és ezzel van Osszhangban a 240 nm alatt kapott
eredmény is: Kobs: = (1,09 £ 0,01) x 103 s, A masodik folyamatra jellemzé elsérendii
sebességi allandd: Kopsz = (1,46 +0,02) x 1074572,
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26. abra Tipikus kinetikai gorbék az MCA bomlasa soran lugos kozegben. A
kisérleti adatokat a (28) és (29) osszefiiggésekkel illesztettiik.

Cai® = 3,00 x 1073 M; cmca’= 3,00 x 1073 M; con- = 5,00 x 1072 M;
I =1,00 M (NaClOgs); T = 25,0 °C.

Az enyhén bazikus (pH = 8,94) és az er6sen lugos kézegben kapott kapott

spektralis valtozasok jelentdsen kiilonboznek (25. és 27. abrak). Ez arra utal, hogy a
pH-tdl fiiggben mas reakciduton keresztiil jatszodik le a bomlas, és a kozti-, valamint

59



N-kloraminosavak képzodés- és bomldskinetikdja

végtermékek killonboznek a lugos kozegben meghatarozottaktol. A (28)
Osszefiiggéssel torténd illesztéssel kapott sebességi allandok 220 — 290 nm
hullamhossz tartomanyban rendkiviil jo egyezésben vannak: Kobs1 = (2,97 + 0,03) x
10* s71. Eredményiink 6sszhangban van a Hand és munkatarsai (k = 2,67 x 1074 s%;
pH =6,85; T=25,0 °C)*, valamint a Stanbro és Smith (k=2,50 x 10*s™; pH = 6,51;
T =25,0 °C) altal kozolt adatokkal.

1.2

: =
200 250 300 350

A(nm)

27. abra Az MCA bomlésat kisérd spektralis valtozas enyhén lagos kozegben.
Cai’ = 2,50 X 1073 M; cmcal= 2,50 x 1072 M; pH = 8,94;
I =1,00 M (NaClOy); T=25,0 °C; At =600 s; t = 30000 s.

A 28. abra azt mutatja, hogy a Kops: értéke haromszorosara né a pH 8,94-r6l

crcr

valtoztatja a bomlas sebességi allandojat, vagyis a szubsztratum nem vesz részt a
sebességmeghatarozé 1€pésben.
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28. abra A pszeudo-elsérendii sebességi allandok az alaninkoncentracio
fiiggvényében.
cmcal=3,00 x 10°M; 1 = 1,00 M (NaClOg); T = 25,0 °C.

Korabbi irodalmi el6zmények alapjan az MCA bomlas sebessége fliggetlen a
pH-t6l lagos kozegben®® %, Sajat kisérleti munkéank soran azt tapasztaltuk, hogy
semleges, enyhén ligos kozegben viszonylag stabil MCA oldat allithat6 eld, azonban
a pH novelésével, egyre lugosabb kozegben az MCA-oldat stabilitasa jelentdsen
csokken. Az irodalmi eredményekt6l valo eltérés abbol adodik, hogy korabban
szamos esetben csak nagyon sziik pH-tartomanyban végeztek kisérleteket, ami nem
volt alkalmas a pH-valtoztatas hatdsanak felismerésére.

Az MCA bomlasa soran a 253 nm-en és ennél nagyobb hullamhosszakon kapott
pszeudo-elsérendi sebességi allando pH-fiiggését a 29. abra mutatja be.
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29. abra Az MCA bomlésa soran kapott pszeudo-elsérendi sebességi allandé a pH
fliggvényében.
Cai’= 2,50 x 103 M; cmca’=2,50 x 103 M; 1 = 1,00 M (NaClOy); T = 25,0 °C.

A pszeudo-elsérendli sebességi allandd linearisan fiigg az alkalmazott
hidroxidion koncentraciojatol. Az MCG bomlasa soran tapasztaltaktol eltéréen az
egyenes tengelymetszete nem nulla, vagyis a hidroxidion katalizalja a bomlasi
folyamatot, de egy pH-tdl fiiggetlen, parhuzamos reakciouton is lejatszodik a reakcio.

Kobs1 = K + ko [OH] (31)
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30. abra Az MCA bomlésa soran kapott pszeudo-elsérendil sebességi allando a
hidroxidion-koncentraci6 fiiggvényében.
Caia® = 2,50 x 1073 M; cmca’= 2,50 x 1073 M; 1 =1,00 M (NaClQOy); T = 25,0 °C.

A 30. abran bemutatott pontok illesztésével a kovetkez6 sebességi allandokat
kaptuk: kon = (1,38 +£ 0,02) x 102 Mstand k = (2,95 £ 0,09) x 10* s*. Ak jo
egyezésben van a pH = 8,94-en kapott allandoval (29. abra).

A kisérleti adatok alapjan lathatd, hogy a tanulmanyozott reakciérendszer
Osszetett kinetikai sajatsagokat mutat. A spektralis valtozasok alapjan a fényelnyeld
részecskék szamat matrixrang-analizissel hataroztuk meg. A kiilonb6z6 pH-n felvett
spektrumsorok kiértékelésével azt kaptuk, hogy négy fényelnyeld komponens van a
reakcioelegyben, amik feltehetéen az N-kloralanin, a koztitermék €s két termék.

A koztitermékek és a végtermékek azonositasara idéfiiggd *H NMR méréseket
végeztiink. (31. abra). Az elsd spektrumban az a-alanin és az MCA jellegzetes csucsai
konnyen hozzarendelheték a kovetkezok szerint: CHs (d): 1,21 (Alay), 1,25 (MCA.)
ppm és CH (q): 3,30 (Alaz), 3,51 (MCAz) ppm. Az MCA esetében a megfeleld
csucsok nagyobb kémiai eltolodasai a Cl elektronvonzé hatdsanak koszonhetok.

Amint az varhato volt, az Ala csticsok intenzitasa allandd, mig az MCA csucsok
intenzitasa csokken a bomlasi folyamat soran. Ezzel egyidejiileg a spektrumokban
harom cstcs intenzitdsa novekszik 1,31 (d), 2,00 (s) és 2,35 (s) ppm kémiai
eltolodasnal. A 2,35 ppm-es csucs a piruvation CHs-csoportjahoz tartozik, amint azt
egy tiszta piruvation oldat spektrumanak 12,3 pH-n térténé felvételével igazoltuk. A
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pirosz6ldsav pKa érteke ~ 2,0, igy a vegylilet savas form4ja elhanyagolhat6é lugos
oldatban. A piruvation hidratacids és keto-enol tautomerizacios egyensulyokban vesz
részt (6. séma). Irodalmi eredmények alapjan a keto és a hidratalt (diol) forma
osszemérhetd, mig az enol elhanyagolhatdan kis koncentracioban van jelen.”” A diol
1,47 ppm-nél jelentkez6 CH3 csucsa egyértelmiien azonosithatdo a tiszta piruvat
oldatok pH = 6,18 — 11,53 tartomanyban felvett NMR spektrumaiban. A 31. abran ez
a cstics nem latszik, aminek az az oka, hogy erdsen lugos oldatban a diol részlegesen
deprotonalodik és a savas és bazikus forma kozotti gyors protoncsere miatt a jel
kiszélesedik és belesimul az alapvonalba. Vélhetéen a piruvation kiillonb6zé
formainak  egymasba  torténd  baziskatalizalt  atalakulasdhoz  rendelhetd
cserefolyamatok miatt szélesedik ki a CHs jel (2,35 ppm) is. Az enol forma CHa-
proton jele a kis koncentracié miatt sem és a viz protonjelével valo atfedés miatt sem
detektalhato.

Az emlitett masik két csucs egyidejiileg n6 a reakcio elérehaladtaval. Ezeket az
N-acetilalanin (NAA) a-CHs (1,31 ppm) és acetil-CHs (2,00 ppm) csoportjahoz
rendeltiik a tiszta N-acetilalanin NMR spektruma alapjan.

O OH OH
(on (op H,0 (o
HaC -_— H,C - HsC OH
o} e} o}

6. séma A piruvation keto — enol tautomerizacios és hidrataciés egyenstlya.

Az MCA, Pyr és NAA jellegzetes csucsainak intenzitasat az id6 fliggvényében
a 31. abran mutatjuk be. Ugy tiinik, hogy a piruvation az MCA bomlasaval
egyidejiileg képzodik, mikozben van egy kismértékii késés az NAA cstcsok
novekedésében. Az MCA bomlasara és a piruvation képzédésére kapott pszeudo-
elsérendii sebességi allandok jo egyezésben vannak: 6,15 x 107 és 5,49 x 10*s™%. Az
N-acetilalanin 1ényegesen kisebb koncentracioban képzédik, mint a piruvation és a
megfigyelések erdteljesen azt sugalljak, hogy ez egy masodlagos termék, ami
valamilyen modon a piruvationbol képzodik a bomlasi reakcidban. Technikai okokbol
az NMR kisérletekben ionerdsséget nem allitottunk, igy az NMR kinetikai adatokat
nem lehet kdzvetleniil Gsszehasonlitani a spektrofotometrias kisérletekbol nyert
sebességi allandokkal. Mindazonaltal a két modszerrel kapott értékek kozel allnak
egymashoz. A megfeleld jelintenzitasokat figyelembe véve megallapithato, hogy a
bomlas sordn a Pyr / NAA koncentracio arany folyamatosan csokken, és végiil eléri a
~6: 1 aranyt.
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31. abra Az 'H NMR spektrumok (a) és a jelek intenzitasa (b) az MCA (e 3,51
ppm), a Pyr (m 2,35 ppm) és az NAA (A 2,00 ppm) esetében az id6 fiiggvényében.
A folytonos vonal a (28) Gsszefliggéssel torténd illesztést mutatja.

Cala’ = 3,00 x 107* M; tmca’=3,00 x 1072 M; con-= 5,00 x 1072 M; T = 25,0 °C.

Felvettiik a kiilonboz6 pH-ju reakcidelegyek *H NMR spektrumat a bomlési
folyamat végén. Amint a 32. abran lathato, a pH csokkentésével a piruvation és az N-

acetilalanin cstcsai eltlinnek és négy 0j csucs jelenik meg (az &bran csak kettd
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lathatd). Fuggetlen kisérletekben megerdsitettiik, hogy ezek a csucsok az
acetaldehidhez tartoznak, ami szintén részt vesz hidratalasi’® és keto-enol
tautomerizacios egyensulyokban (7. séma). A csucsokat az alabbiak szerint rendeljiik
a keto-formahoz (acetaldehid): CH3; 2,25 ppm (Acai), CHO 9,67 ppm (Acaz) és a
hidratalt formahoz: CHs 1,35 ppm (Acas), CH 5,26 ppm (Acaz). Az enol forma ebben
az esetben sem detektalhato.

105

Aca, Aca,
pH
— JLL o
L
_c

1127

8 (ppm)

32. abra Az MCA bomlasi reakcidjanak végén kapott H NMR spektrumok
kiilénb6z6 pH-n.
Cala = 2,50 x 10 M; cmca’= 2,50 x 10°M; T = 25,0 °C.

0] OH OH

)k )\ ‘-—HZO
=

HsC H H,C H HsC H
3 2 3 OH

7. séma Az acetaldehid — vinil-alkohol keto — enol tautomerizacids és hidratacios
egyensulya.

Az eredmények megerdsitik, hogy az MCA bomlasa két kiilonbdzo reakcidtiton
keresztiil torténik. Erdsen lugos oldatban az MCA hidroxidion altal katalizalt bomlésa
piruvation és N-acetilalanin képz6déséhez vezet. Az acetaldehid semleges — enyhén
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lagos pH-tartomanyban, pH-fiiggetlen uton képzddik. Ebbdl kovetkezik, hogy a két
reakciout egymashoz viszonyitott sulyat a pH-val lehet szabalyozni. Az id6fiiggd *H
NMR spektrumok egyértelmiien bizonyitjak mindkét termék egyideji képzddését pH
= 10,5 - 11,9 tartomanyban (33. abra).

S (ppm)

33. abra Az MCA bomlasa soran kapott *H NMR spektrumok.
Cala’ = 2,50 x 1073 M; cmca’=2,50 x 103 M; pH = 11,91; T = 25,0 °C.

A reakcioelegyek ionkromatografias elemzése megerdsiti a fent leirt
kovetkeztetéseket (34. abra). pH = 12,3-nal kapott reakcidelegyben a piruvat- és
kloridion csucsai: tr = 3,54 perc és 4,12 perc retencios idonél jelentkeznek. A pH =
7,12-nél kapott reakcidelegy kromatogramjaban a piruvation-csucs hidnya megerdsiti,
hogy ez a vegyiilet semleges koriilmények kozott nem képzddik. (Ez a kromatogram
a foszfation csucsat is tartalmazza, amit pufferként haszndlunk a pH beallitasahoz.)
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34. abra A 12,3 és 7,12 pH-nal kapott reakcioelegyek ionkromatogramja.
Ca|a0= 5,00 x 1073 M;: CMCAO= 2,50 x 1073 M Cpoasz- = 1,00 x 1072 M; T = 30,0 °C.

A kinetikai megfigyelések alapjan kizarhato annak lehetésége, hogy az MCA
bomlésa egyszeriti Grob mechanizmuson keresztiil torténik. A kisérleti eredményekkel
Osszhangban olyan kinetikai modellt javaslunk, ami két parhuzamos reakcioutat
feltételez (8. séma). A 9. séma részletesen értelmezi az OH katalizalt bomlast (1.
reakciout). Az N-klorglicin (MCG) bomlasi mechanizmusahoz hasonloan’™ a reakciot
egy gyors eléegyensuly inditja, ami egy karbanion képzdéséhez vezet. Ezt kdvetden
a karbanion elvesziti a kloridiont egy sebességmeghatarozo 1épésben. Ezen
megfontolasok alapjan Kon a (32) egyenlet alapjan adhato meg. Feltételezhet6, hogy
az ebben a reakcioban képzodott imin a fényelnyeld koztitermék az idofiiggd UV

spektroszkopiai kisérletekben.

kOH = KoH kl (32)
Az MCA-bol szarmazo6 iminopropionat képzddése csaknem oOtszor lassabb,

mint az MCG-rendszer megfelel reakcidja (Kon = 1,38 x 1072 vs. 6,4 x 102 M1ts™),

Ezt a kiilonbséget az MCA-ban 1évé elektronkiildd CHs-csoport jelenlétének
figyelembevételével magyarazhatjuk. Ez a szubsztituens varhatdan noveli az elektron
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stiriségét a CH szénatomon és a nitrogénatomon. Ennek a hatdsnak koszonhetden a
CH csoport gyengébb savva valik, kovetkezésképpen a Kow Kisebb lesz. Ezzel
ellentétben az N-atomon a megndvekedett elektronstiriiség kedvezdbbé teszi a
ennek a két ellentétes hatasnak az Osszjatéka hatarozza meg. Ezen megfontolasok
alapjan nagy valoszintliséggel a metilcsoport jelentésen nagyobb hatast gyakorol az a-
hidrogén savassagara, mint az N — CI kotés reaktivitasara.

Az iminopropionat vizzel valo reakcioja hidroxialanint termel, ami piruvationra
és NHs-ra bomlik. Az iminopropionat hidratalasa viszonylag lassu 1épés, amit a
hidroxialanin gyors atalakulasa kovet. Ezt a feltevést alatamasztja az a tény is, hogy a
hidroxialanin jellegzetes cstcsait nem talaltuk meg az *H NMR spektrumokban. Ha a
masodik reakcié lassu lenne, akkor a hidroxivegylilet felhalmozodhatna a
reakcioelegyben. A zar6 1épés a piruvation reakcioja MCA-val.

Cl—NH—CH—CO0™ OoH Cl—NH—lé—ooo‘ K.,
CH, H,O CH,
V N(:
_ + _ _
CI" + HN—GH-COO™ HN=C—COO™ + I + HO
CH, CH,
| { o
Il co, + HN:(‘ZH (‘)H |
: CH, HZNf(‘B—coo_ -
CH,
}L HO
OH
HN—CH Ovc—coom ¢ NH,
CH, CH,
‘ MCA knhsz
CH
O\ | 3
NHy + C7CHy 0=¢
_ o+ T+ C
NH—(‘DH—COO cl %
CH

8. séma Az MCA bomlasmechanizmusanak vazlata.
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9. séma A hidroxidion katalizalt MCA bomlas mechanizmusa.

Az MCG bomlésa soran a koztitermékként képz6do glioxalation gyorsan reagal
az MCG-vel aminek kovetkeztében a reaktans (MCG) — termék (N-formilglicin) arany
jo kozelitéssel 2 : 1. Az MCA bomlasa soran viszont a Pyr fel tud halmozddni, mert
tovabbi reakcidja az MCA-val viszonylag lassu. Igy az N-acetilalanin csak kis
koncentracioban, masodlagos termékként képzodik.

A pH-fiiggetlen, acetaldehid képzddését a 8. séma II. reakcioutja értelmezi,
esetében ilyen reakcidlépést nem észleltiink. A kiilonbség minden bizonnyal az MCA-
ban az elektronkiildd metilcsoporthoz rendelhetd, ami a N-atom elektronsiiriségét
ndvelve elésegiti a Cl™ tavozasat. Ezt kdvetéen imin képzddésén és hidratacidjan
keresztiil képzddik a végtermék.
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4.2.3 N-Kklérvalin, -leucin és izoleucin bomlasa

Az elagaz6 oldallancot tartalmazé aminosavak (branched-chain amino acids,
BCAA-k) N-klor szarmazékainak (N-klorleucin: MCL, N-klérvalin: MCV, N-
klérizoleucin: MCI) bomlasa soran kapott idéfiiggd spektralis valtozasok igazoljak,
hogy az MCV ¢és MCI bomlasa nagyon hasonlé kinetikai viselkedést mutat a teljes
semleges — lugos pH tartomanyban. Példaként a 35. dbra az MCI bomlasat mutatja be.
Az egyes hullamhosszaknal kapott kinetikai gorbék a teljes hullamhossz-
tartomanyban jol illeszthetok a (28) egyenlettel és a pszeudo elsérendil sebességi
allandok értéke 1 — 2 % szorassal becstilheto.

0.0

250 300 350
A(nm)
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35. abra ld6fiiggd spektralis valtozas az MCI bomlasa soran.
e’ = 3,00 x 102 M; cmei®= 3,00 x 103 M; 1 = 1,00 M (NaClO4); T =25,0 °C; At =
60 s; t=10800s. a: pH = 7,41; b: con = 5,00 x 102 M.

Lugos koriilmények kozott az MCL esetében a spektralis valtozasok jelentds
eltérést mutatnak a masik két kloraminnal tapasztaltakhoz képest. Amint az a 36.
abran lathatd, az abszorbancia valtozas 270 nm-nél és nagyobb hullimhosszakon
Osszhangban van az MCL bomlasaval és a masik két rendszerhez hasonloan elsérendii
kinetikai gorbéket kapunk. Kisebb hullamhosszakon egy masodlagos folyamat
lejatszodasa is egyértelmtien lathato.
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36. abra 1dofiiggo spektralis valtozas az MCL bomlasa soran.
Cee®=3,00 x 103 M; cmcl’= 3,00 x 103 M; con- = 5,00 x 1072 M;
I =1,00 M (NaClOs); T=25,0°C; At=60s; t = 10800 s.

Ebben a hullamhossz tartomanyban a kinetikai gorbék részletes
tanulméanyozasa azt mutatja, hogy ez a viszonylag lassti folyamat egy jelentds
fényelnyelésti termék képzddésével jar. Ennek a reakcionak a sebessége a pH
novelésével novekszik (37. abra), azonban a folyamat nem fejezddik be 12 ora utan
sem, a legnagyobb vizsgalt pH-n sem.
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37. abra Kinetikai gérbék az MCL bomlasa sordn a hidroxidion-koncentracio
fliggvényében.
CLeu® = 3,00 x 103 M; cmc®= 3,00 x 10°M; | = 1,00 M (NaClOy);
T=25,0°C; At=60s;t=10800s; [OH]=5,00x1072-1,00 x 10t M.

Megallapitottuk, hogy az aminosav feleslege egyik vizsgalt rendszerben sem
befolyasolja a bomlés sebességét, bar a folyamat primer terméke egy tovabbi, gyors
reakcidlépésben reagalhat az aminosavval.

Az N-kléraminosavak bomlasi sebessége a pH novelésével n6, hasonldan az
MCG ¢és MCA rendszerekben tapasztaltakhoz a kops az [OH] linearis fiiggvénye (38.
abra, (30) egyenlet). Az egyeneseknek ebben az esetben sem nulla a tengelymetszete
(Isd. MCA bomlasa), azaz a bomlasi folyamat ebben az esetben is két egymassal
versengd reakciouton keresztiil jatszodik le.
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38. abra Az N-kloraminosavak bomlasa soran kapott pszeudo-elsérendi sebességi
allandok a hidroxidion-koncentracié fiiggvényében.
caa’= 3,00 x 103 M; cnei®= 3,00 x 103M; 1 = 1,00 M (NaClOy); T = 25,0 °C.

Kobs = k + kon[OH ] (30)

Az MCI és MCV reaktivitasa nagyon hasonlo, viszont az MCL bomlasa a pH-
fiiggetlen és az OH -fliggd reakciouton rendre koriilbeliil kétszer és négyszer

gyorsabb (6. tablazat).

6. tablazat Az N-klor-BCAA-k bomlasanak sebességi allandoi.
I =1,00 M (NaClOgs); T = 25,0 °C.

N-klér-BCAA k x 10% (s kon x 10* (M1 s™?)
MCI 2,28 £ 0,01 3,81 +0,29
MCV 1,96 + 0,01 4,39 + 0,06
MCL 3,83 +0,04 17,2 +0,90

Semleges koriilmények kozott felvettiik a folyamat lejatszodasat kdvetden a
reakcidelegyek 'H NMR spektrumait. Az ezekben a folyamatokban résztvevd dsszes
vegyiilet jeleinek hozzarendelését a 7. tablazatban adjuk meg.
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7. tablazat A BCAA-k bomlasaban szerepld dsszes vegyiilet 'H NMR cstcsai.

Kémiai
pH Vegyiilet neve Vegyiilet szerkezete Proton Rovidités | Multiplicitas eltolédas
(ppm)
. _ CH. Vali d 3,60
H;N—CH—CO00
valin CH—CHj, CH Val2 m 2,26
CH,
2 x CHs Valz d, d 0,97; 1,02
_ CH. MCV1 d 3,18
CINH— CH—COO
6,75 N-kl6rvalin CH—CHjs CH MCV:2 m 1,83
CHj
2x CHs MCV3 d, d 0,95
CH, CHO Ibay s 9,57
u(L 0
izobutiraldehid e Ne# CH Ibaz m 2,54
!
2x CHs Ibas d, d 0,90; 1,08
. _ CH. Valy d 3,04
H;N—CH—C00
valin CH—CH, CH Valz m 1,90
CH,
2 x CHs Valz d, d 0,84; 0,91
CH. MCV1 d 3,18
CINH—CH—COO
123 | N-klérvalin CH—CH CH MCV2 m 1,83
CHj
2 x CHs MCV3 d, d 0,91; 0,95
HC —N—CH—CO0 N=CH ValSh1 d 7,48
Schiff-bazis? /Q\H HC
H,C CH; HyC CHy CH-N ValSh2 d vizjel alatt
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Kémiai
pH Vegyiilet neve Vegyiilet szerkezete Proton Rovidités | Multiplicitas eltolédas
(ppm)
. _ CHq Leu: t 3,72
H;N—CH—C00
' CH, CH:2 Leu
leucin m 1,69
CH—CH; CH Leus
CH;4
CHs Leus dd 0,94
~ CH. MCL1 t 3,48
CINH— CH—COO0
CH CH: MCL>
. 2
N-klorleucin m 1,43
CH—CH, CH MCLs
CH,
CHs MCLa4 dd 0,90
6,47
CHO lvay t 9,65
CH2 \VEY) dd 2,39
H,C H,C 0 !
izovaleraldehid e T N
CH lvaz m 2,16
CH, H
CHs Ivay d 0,94
OH- .-
CH(OH)- Ivas d vizjel alatt
. . OH
izovaleraldehid Hy(C \HC/HZC ~¢ CHz Ivas dd 1,48
. > ~
(diol forma) I I!I OH CH Ivas m 1,68
CHs Ivag d 0,90
. _ CH. Leu: t 3,25
H;N—CH—CO0
_ i, CH:2 Leu? m 1,36; 1,44
leucin
CH—CH; CH Leus m 1,63
CH,
CHas Leus dd 0,89
12,3
B CH. MCL1 t 3,46
CINH—CH—COO0
CH, CH2 MCL: m 1,41
N-klérleucin
CH—CH, CH MCLs m 1,62
CH;,
CH3 MCLa4 dd 0,89
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Kémiai
pH Vegyiilet neve Vegyiilet szerkezete Proton Rovidités | Multiplicitas eltolédas
(ppm)
HT:N—CH—COOW N=CH LeuSh: t 7,66
CH, CH,
12,3 |  Schiff-bazis® | |
CH HC
/ /\ CH-N LeuShz t vizjel alatt
HyC CH; HsC CHy
CHa lles d 3,66
HN—CH—CO0
’ CH llez m 1,96
CH—CH,
izoleucin CH2 lles m 1,45;1,24
CH,
| CHs lles d 0,99
CH;4
CHs lles t 0,92
CHa MCly d 3,29
C‘NH_T”_COO CH MCI; m 1,64
N-klérizoleucin | CH2 MCls m 1,51;1,18
CH,
| CHs MCls d 0,88
CHj
CHs MCls t 0,86
645 CHO Mba d 9,56
(|:H3 CH Mbaz m 2,41
2-metil- H;C HC 0] .
butiraldehid Sue” NP CH: Mbas m L7147
}L CHs Mbaas d 0,91
CHs Mbas t 0,87
OH- .
CH(OH)- Mbas d vizjel alatt
Tlﬁ CH Mbay m 1,51
2 -metil- OH
H;C HC
butiraldehid SNpe” \C/ CH. Mbas m 1,14
R 2v -~
(diol forma) | OH
H CHs Mbag d 0,92
CHs Mbaio t 0,88
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Kémiai
pH Vegyiilet neve Vegyiilet szerkezete Proton Rovidités | Multiplicitas eltolédas
(ppm)
CH. lley d 3,09
HN— CH—C00
CH lle2 m 1,64
CH—CH,
izoleucin CHz lles m 1,39; 1,12
CH,
CHs lles d 0,89
CH;j
CHs lles t 0,86
CH. MCl1 d 3,29
CINH—CH—COO0
CH MClI2 m 1,64
123 CH—CH;
' N-klorizoleucin CH> MCls m 1,51;1,21
I
CH, CHs MCl4 d 0,89
CHs MCls t 0,86
HC:NMTHHCOO' N=CH lleSb dd 7,45
Schiff-bazist | MM TH—C“R
CH, CH,
| | CH-N lleShz d vizjel alatt
CH; CH,

a: az alifas oldallanc proton NMR csucsai atfednek a megfelelé aminosav jeleivel

Néhany cstcs azonositasa céljabél HSQC proton — szén korrelacios

spektrumokat is felvettiink, példaként az izoleucin spektrumat a 39. abran mutatjuk

be.
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39. abra Az izoleucin HSQC spektruma D,O-ban.
A CHj; protonok diasztereotrop tulajdonsagainak kdszonhet6en két kiilonalld
multiplett jelet adnak.
(CHjs (t): 0,87 — 10,98 ppm; CHjs (d): 0,94 — 14,59 ppm; CH, (m): 1,20; 1,40 — 24,33,;
CH (m): 1,92 — 35,77 ppm; CH (d): 3,60 — 59,43 ppm.)

Mindharom N-kléraminosav esetében a megfelelé aldehid képzodését
tapasztaltuk semleges kézegben, melyek CHO proton jelei a kovetkezok. Iva: 9,65
ppm, Mba: 9,56 ppm, Iba: 9,57 ppm. Ezt a brutt6é folyamatot a (33) egyenlet irja le.

R-CH(NHCI)COO™ + H,0 = R-CHO + CO;, + NHs +CI- (33)

Az aldehidek képzddését a pozitiv ionmddban végzett TOF-MS mérések is
megerdsitették. Az MS spektrumokban az aldehidek Na*-nal képzett adduktumjaira
jellemz6 csucsok a kovetkezd m/z értékeknél jelentkeztek: 109,0623 (Iva), 109,0622
(Mba), 95,0466 (Iba). Az N-kléraminosavak bomlasat és a megfelelé aldehidek
képzddését szelektiven kovettik NMR modszerrel semleges pH-tartomanyban. Az
MCV bomlasa soran rogzitett spektrumokat és az MCYV, illetve a termék (Iba)
kivélasztott *H NMR csucsainak intenzitasat az id6 fiiggvényében a 40. dbrakon
mutatjuk be. Az MCL és MCI esetében kapott intenzitas — id6 gorbéket a 41. abra
mutatja. Az NMR és a spektrofotometrids mérésekbol kapott sebességi allandok jo
egyezésben vannak minden rendszerben, annak ellenére, hogy a kisérleti koriilmények
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némileg eltéréek voltak, hiszen az NMR kisérletekben nem allitottunk allando

ionerdsséget.
Iba, Val, val, t(s)
Iba,,
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40. abra Az *H NMR spektrumok (a) és a jelek intenzitasa (b) az MCV (m 3,18
ppm) és az Iba (e 9,57 ppm; A 1,08 ppm) esetén az id6 fiiggvényében. A folytonos
vonal a (28) 6sszefliggéssel torténd illesztés eredményét mutatja.

Cva’ = 3,00 x 103 M; cmev®= 3,00 x 103 M; pH = 6,75; T = 25,0 °C.
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41. abra A jelek intenzitasa az MCL (a) (® 3,47 ppm), az lva (® 2,16 ppm; A 2,38
ppm), az MCI (b) (m 3,28 ppm) és Mba (® 9,56 ppm; A 1,05 ppm) esetén az id6
fliggvényében. A folytonos vonal a (28) 6sszefiiggéssel torténd illesztést mutatja.

caa?= 3,00 x 102 M; cnei®= 3,00 x 103M; a: pH = 6,47; b: pH = 6,46; T = 25,0 °C.
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42. abra A reakcio lejatszodasat kovetden a reakcidelegyek *H NMR spektruma a
pH fiiggvényében az MCV bomlasa soran.

Cva®=3,00 x 103 M: cmev®= 3,00 x 103 M; T = 25,0 °C.

A pH novelésével az Iba jellegzetes csucsai szélesebbé valnak és végiil
eltlinnek a spektrumro6l (42. abra). Ennek a jelenségnek a megértéséhez figyelembe
kell venni, az aldehidek korabban targyalt reakcioit, vagyis azt, hogy részt vesznek
hidratacios (34) és keto-enol tautomerizacios egyensulyokban (36). Ezekben a
rendszerekben a hidratalt forma gyakran nagyobb koncentracidban van jelen a
tobbihez képest. Mind a geminalis diol, mind az enol forma deprotonalédhat nagyobb

pH-n ((35), (37)).

R-CHO + H,0 = R-CH(OH), (34)
R-CH(OH), + OH- = R-CH(OH)(0)™ + H,0 (35)
R-CHO = R=CH(OH) (36)
R=CH(OH) + OH" = R=CH(O)" 37)

A diol és az enol CH csticsai varhatdan egybeesnek a szuppresszalt vizjelekkel
¢és igy nem detektalhatok. Jol ismert, hogy a keto-enol tautomerizacios egyensuly
baziskatalizalt, ahogyan az aldehidek hidratélasa is.?® 8! igy a pH novelésével kapott
spektralis effektusok az aldehidek harom kiilonb6z6 formaja kozotti gyors kémiai
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cserével magyarazhatok. Ezeket a megfontolasokat a tiszta aldehidek vizes oldataiban
felvett 'H NMR spektrumok igazoljak, amennyiben a megfeleld cstcsok
kiszélesednek és eltiinnek lugos koriilmények kozott (43. dbra).

pH

AN 12.5
_JL 12.2

I _Mﬂﬁ

Iba, Iba, Ibas Ibag
e 9.30
9.7 94 27 2.3 1.2 0.8
S (ppm)

43. abra Az Iba *H NMR spektruma a pH fiiggvényében.
Cia’ = 0,20 M; T = 25,0 °C.

A pH novelésével az NMR spektrumokban 1j jeleket lathatunk 7,5 ppm koriil
(42. abra). Ez az aldehid és a feleslegben 1évé aminosav kozotti reakcidban képz6do,
megfeleld Schiff-bazis megjelenésével magyarazhato, azaz a 4-metil-2-[(3-metil-
butilidén)-amino]-pentanoat (LeuSb), 3-metil-2-[(2-metil-butilidén)-amino]-
pentanoat (TleSb) és 3-metil-2-[(2-metil-propilidén)-amino]-butanoat  (ValSb)
képzodik. Ezek az 'H NMR csucsok a vart multiplicitisokat mutatjak és az MS
csucsok negativ ionmddban 198,1539 (LeuSb), 198,1530 (IleSb), 170,1180 (ValSb)
m/z értékek megjelenésével megerdsitik a Schiff-bazis 1étezését mindegyik vizsgalt
rendszerben. A Schiff-bazisok az aldehid és az aminosav teljesen deprotonalt formaja
kozotti reverzibilis folyamatokban képzddnek. Amikor az N-kloraminosav ligos
bomlasa befejez6dott, néhany reakcidelegy pH-jat foszfat puffer hozzaadasaval
enyhén savasra (pH = 5,23) allitottuk be. Ezeknek az oldatoknak az NMR
spektrumaban ugyanazokat a -CHO-csucsokat detektaltuk, mint a semleges
reakcioelegyek spektrumaban, azaz az aminosav protonaldodasa a Schiff-bazis
képzodését visszafelé tolja el.
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44, abra A Schiff-bazis jelintenzitisdnak névekedése ndvekv$ aminosav
koncentracio esetén.

a) az MCV bomlasanak lejatszodasat kdvetden a reakcioelegy spektrumaban és b) a
Val és Iba kozotti reakcidelegy spektrumaban.
a: Cva’=1i: 1,50 x 103 M ii: 3,00 x 103 M; iii: 9,0 x 102 M; cne®= 3,00 x 103 M;
Con-=5,00 x 102 M; T =25,0 °C.
b: cva®=4,00 x 1072 M; cipa’ = i: 1,00 x 1072 M; ii: 2,00 x 1072 M; iii: 4,00 x 1072 M;
Con-=1,00 x 1071 M; T = 25,0 °C.
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Az aminosavak és a megfeleld aldehidek reakcidelegyeinek NMR vizsgalata
szintén alatamasztja ezeket az eredményeket, mivel a bomlasi reakciokban kapott
Schiff-bazis jeleit latjuk ezen rendszerek NMR spektrumaiban is (44. abra). Az
jelének intenzitasa folyamatosan nd, még akkor is, amikor az aminosav és az aldehid
koncentracidaranya nagyobb, mint 1:1. Ez azt jelenti, hogy az aldehidnek csak egy
része alakul 4t Schiff-bazisséa az alkalmazott koriilmények kozott.

Lugos kozegben is kovettik NMR moddszerrel is az N-kloraminosavak
bomlasat. Mivel az aminosav feleslege gyakorlatilag allando ezen kinetikai mérések

crcr

(45. abra) és az id6fliggd NMR mérésekbdl kapott pszeudo-elsérendii sebességi
allandok megegyeznek az UV — Vis kisérletekbdl kapottakkal.

a
Val, : (S)
ValSb, Val,

. NN 17340

R, T M_Lm LN 9660
IS NN JJ{_M e, 4800
T—— _)’L)LJA\ b, 1155
MCV, MCV,
JUU M 151

7.5 3.0 25 2.0 1.5
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45, abra Az *H NMR spektrumok (a) és a jelek intenzitésa (b) az id6 fiiggvényében
MCV bomlasa soran: MCV (# 3,18 ppm) és ValSb (A 1,01 ppm). A folytonos vonal
a (28) osszefliggéssel torténd illesztés eredményét mutatja.

Cva®= 3,00 X 1073 M: cmcv®= 3,00 x 103 M; con- = 5,00 x 102 M; T = 25,0 °C.

Az N-klor-BCAA-k bomldsa az MCG-vel és az MCA-val Osszehasonlitva
eltérd kinetikai sajatsagokat mutat. Utdbbi vegyiiletek bomlasakor két egymast kdvetd
elsérendli sebességmeghatarozo 1épést igazoltunk a hidroxidion altal katalizalt
reakciouton. A masodik 1épést a reaktiv intermedierek és az N-kloraminosavak kdzotti
reakciokkal értelmeztiik. Ilyen folyamat nem jatszodik le az N-klor-BCAA-k
bomlasakor. MCL esetén, lugos kozegben egy tovabbi reakciolépés figyelheté meg,
azonban ez tul lasst ahhoz, hogy egy koztitermék és az N-klor vegyiilet reakciojahoz
rendeljiik. Valgjaban a masodik folyamat az MCL teljes bomlasa utan még hossza
ideig folytatodik, vagyis ez a reakcid valdszinlileg a bomléstermék tovabb
alakulaséhoz rendelhetd. Ezzel sszhangban a tobb napos idéskalan felvett *H NMR
spektrumok a Schiff-bazis lasst bomlasat mutatjak.

A semleges kozegben tapasztalt elsérendii kinetikai viselkedés elvileg
magyarazhat6 lenne a Grob fragmentacios mechanizmussal, amiben az dsszes termék
képzddése egyidOben torténik meg a (33) egyenlet alapjan. A masik lehetOség az,
hogy egy sebességmeghatarozd 1épésben képzodik egy koztitermék, ami gyors
reakcioban alakul at termékekké. A glicin- és alanin-kléramin bomlasa soran kapott
eredmények alapjan gy wvéljik, hogy a BCAA-k atalakuldsa is az utobbi
mechanizmussal magyarazhato. Ennek megfeleléen feltételezhetd, hogy a pH-
fliggetlen reakciouton a klor spontan lehasadasa dekarboxilez6dés utan egy imin
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képzddésével jar. Az imin hidratdlodasa egy nagyon instabil hemiaminal 1étrejottét
eredményezi, ami a végtermékké alakul at (10. séma).

A kisérleti eredmények szerint a pH-fiiggetlen ¢s az [OH ]-fiigg6 reakcioaton
az N-klor-BCAA-k bomlasa soran ugyanaz az aldehid képzddik. Ez vératlan
eredmény, kiilondsen, ha figyelembe vessziik az MCA bomlasa sordn semleges és
erésen lagos koriilmények kozott kiillonbozo termékek képzodnek. Feltételezhetd,
hogy hasonléan az MCG és MCA bomlasahoz a BCAA-k bomlédsa sordn a OH™
részvételével lejatszodd gyors egyensulyi 1épésben karbanion képzodik, ami
deklorozas révén iminné alakul at a ki sebességmeghatarozo 1épésben. Az MCA
esetében az imin deaminalasa a 2-keto-karbonsav termék stabilizalasahoz vezet. Ez a
reakciolépés kizarhato a BCAA-K esetében, mivel a dekarboxilezésnek a deaminalast
meg kell eléznie, hogy aldehidet kapjunk végtermékként. A viszonylag nagy alkillanc
jelenléte a BCAA-k oldallancaban el6idézheti a CO; felszabadulasat az NHs helyett
(10. séma). Ez a szekvencia ugyanannak a hemiaminalnak a képzddéséhez vezet, mint
a pH-fiiggetlen reakciont.
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10. séma Az N-klor-BCAA-k bomlasanak mechanizmusa.
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5. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam soran a korabbi tanulményokhoz képest sokkal részletesebben
vizsgaltuk az N-kléraminosavak képzodés- és bomlaskinetikajat.

Megero0sitettiik, hogy az N-kléraminosavak képzddése a protonalt HOCI és a
deprotonalt aminosav kozott jatszodik le egy bruttd masodrendii reakcidban. Stopped-
flow modszerrel meghataroztuk a folyamatokra jellemz6 pH-fiiggetlen masodrendi
sebességi allandok értékét, valamint homérsekletfiiggd kisérletek alapjan leirtuk a
képzOdési reakciokat jellemz6é aktivalasi entalpiat és entropiat a kiillonbozo
aminosavakbol képz6dd N-klor szarmazékok esetében. A kapott eredmények alapjan
ezekben a vegyiiletekben a N — Cl kotéserdsség kozel azonos €s az atmenti komplex
rendezettségében sem talaltunk kiugré kiilonbséget.

Bizonyitottuk, hogy fiziologids koriilmények kozott a lizin klorozasa nagy
valosziniiséggel csak az a-aminocsoporton torténik meg, azonban ligos kozegben
nem zarhat6 ki az e-aminocsoport reakcioja sem. Alatamasztottuk, hogy a fenilalanin
esetében az aromas oldallanc nem reagal a HOCI-lel. Részletes vizsgalatok alapjan a
tirozin oldallancdban talalhat6 OH-csoport deprotonalédasa nem befolyasolja az
aminocsoport reaktivitasat. A triptofan és a tirozin esetében a megfeleld
reakcioelegyek NMR spektruma alapjan kijelenthetd, hogy az adott koriilmények
kozott nem jatszodik le az oldallincokban 1év6 aromas gytrik klorozasa.

A hisztidin — HOCI reakci6 tanulmanyozasa soran bizonyitottuk, hogy két, pH-
fliggd, parhuzamos reakciduton megy végbe a folyamat, vagyis adott kériilmények
kozott megtorténhet az N-kloramin képzddése €s az aromds oldallanc klorozasa is,
amit NMR vizsgalatokkal tdmasztottunk ala.

Az MCG bomlasi reakcidja sordn egyértelmiien igazoltuk egy koztitermék ki-
és tovabbalakulasat 228 nm-en. Ezt NMR vizsgalatokkal is alatimasztottunk, illetve
bizonyitottuk kiilonb6zo szerkezetvizsgalati modszerek segitségével, hogy a reakciod
koztiterméke az N-oxalilglicin, aminek az él6 szervezetben jelent6s demetilaz
inhibitor szerepe van.®% A bomlasi folyamat két konszekutiv 1épésbdl all, ami céfolja
a korabban leirt Grob mechanizmus 1étjogosultsagat. A reakcid végterméke az N-
formilglicin, ami cisz és transz izomer formakban képzédik az NMR spektrumok
alapjan. Ennek a vegyiiletnek fontos szerepe van a szulfatidz enzim aktivalasaban.8”!

Az MCA bomlésa soran azt tapasztaltuk, hogy a pH-t6l fiiggden két
reakcioiton mehet végbe a folyamat. Semleges, enyhén lagos kézegben acetaldehid
képzddik, mig erésen lugos kozegben a fétermék a piruvation, ami a kiindulasi MCA -
val kis mennyiségii N-acetilalanint képez. Az MCA-val ellentétben pH-fiiggetlen
folyamatot nem talaltunk az MCG bomlasa soran. A kiilonbség az MCA-ban 1év6
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metilcsoport jelenlétének kdszonhetd, ami noveli az N-atomon az elektronsiiriiséget,
ezaltal elésegiti a kloridion tavozasat. Valosziniileg ez a sebességmeghatarozo 1€pés.

A BCAA-k esetében az adott kloramin bomlasa a megfeleld aldehid
kialakulasahoz vezet. Az MCV, MCL és MCI esetében nem azonositottunk két
parallel reakcioutat, azonban lugos kézegben az aminosav és a képz6dott aldehid egy
egyensulyi folyamatban Schiff-bazist képez. Az ezekben a rendszerekben képz6dott
aldehidek mérsékelt toxicitassal rendelkeznek. Az ivdviz kezelése soran azonban iz-
és szagproblémak léphetnek fel a képz6dé aldehidek miatt, ezért ezen vegyiiletek

A vizsgalt N-kléraminosavak semleges kozegben viszonylag stabilak, azonban
erésen lugos kozegben a stabilitdsuk az alkalmazott hidroxidion-koncentracidval
linearisan csokken.
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6. SUMMARY

My thesis reports the results we have obtained on the formation and
decomposition kinetics and mechanisms of N-chloro amino acids. These studies offer
much more detailed descriptions of these systems than the ones reported previously.
We also have clarified some of the controversies found in the earlier literature.

We have confirmed that the formation of N-chloro amino acids occurs in an
overall second order reaction. The corresponding second order rate constants were
determined by the stopped-flow method. The pH-dependence of the rate constants can
be interpreted in the terms of the acid — base equilibria of the reactants. We have
concluded that the protonated HOCI and the deprotonated amino acid are the reactive
species in these processes. On the basis of temperature dependent experiments, the
activation enthalpies and entropies were determined for the formation of the N-chloro
derivatives. The results strongly suggest that there are no significant differences in the
N — CI binding strengths and the structures of the transient complexes.

We have proved that the a-amino group of lysine is chlorinated under
physiological conditions, however, the reaction between HOCI and the e-amino group
cannot be excluded in alkaline solution. We have confirmed that the aromatic side
chain of phenylalanine does not react with HOCI. Based on detailed studies in the
neutral — alkaline pH range, the deprotonation of the OH group of the tyrosine side
chain does not affect the reactivity of the amino group. In the case of tryptophan and
tyrosine, the NMR spectra of the corresponding reaction mixtures confirm that the
aromatic rings of the side chains are not chlorinated by HOCI when the amino acid is
used in excess.

We have shown that the chlorination process proceeds via two pH-dependent
parallel paths in the histidine — HOCI system. As demonstrated by NMR experiments,
these reaction paths can be assigned to the formation of N-chloramine and the N-
chlorination of the aromatic side chain.

Kinetic studies on the decomposition of MCG clearly demonstrated the
formation and further decomposition of an intermediate at 228 nm. It was confirmed
by NMR measurements, and also proved by various other methods that the
intermediate of the reaction is N-oxalylglycine. This compound plays a significant
role in inhibiting demethylase inhibition in living organisms. The final product of the
reaction is N-formylglycine which is formed in cis and trans isomeric forms according
to the NMR spectra. This compound has an important role in the activation of the
sulfatase enzyme under in vivo conditions.
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In the decomposition of MCA, it was found that the process takes place via
two distinct reaction paths depending on the pH. In neutral — slightly alkaline medium
acetaldehyde is formed, while the main product is pyruvate in strongly alkaline
medium, which is included in a subsequent reaction with MCA and produces a small
amount of N-acetylalanine. Unlike to MCA, a pH-independent process was not found
in the decomposition of MCG. The noted difference is due to the presence of the
methyl group in MCA, which increases the electron density of the N atom, thus
facilitating the spontaneous departure of chloride ion. Most likely this is the rate
determining step via the pH-independent path.

In the case of BCAAs, the decomposition of the N-chloramines leads to the
formation of the corresponding aldehydes. Two reaction paths — a pH-independent
and an [OH]-dependent — were identified in these systems. The unique feature of
these reactions is that the two paths lead to the formation of the same aldehyde as
primary product. The aldehyde form a Schiff base with the excess of amino acid in an
equilibrium process under alkaline conditions. The aldehydes formed in these systems
have moderate toxicity. However, taste and odor problems may arise due to the
presence of aldehydes in drinking water, therefore the concentration of these
compounds should be controlled in water treatment technologies.

Our overall assessment is that the N-chloro amino acids are relatively stable
under neutral conditions, but their stability decreases linearly with increasing
hydroxide ion concentration in strongly alkaline medium.
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