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A dolgozatban el6fordulo roviditések magyarazata:

BMIMCI: 1-butil-3-metil-imidazélium-klorid
t-BuOK: ferc-butoxi-kéalium

DGDG: digalaktozil-diacil-glicerol

DHB: 2,5-dihidroxi-benzoesav

DMSO: dimetil-szulfoxid

DOPC: dioleil-foszfatidil-kolin

DOPE: dioleil-foszfatidil-etanolamin

ESI: elektron spray ionizacio

ESR: elektron-spin rezonancia

FRET: fluoreszcencia energia transzfer

HSP: heat shock protein

IMes: bisz-(1,3-(2,4,6-trimetil-fenil)imidazol-2-ilidén)
MALDI: matrix segitett 1ézer deszorpcid €s ionizacid
MGDG: monogalaktozil-diacil-glicerol
NHC-karbén: N-heterociklusos karbén

Pd(QS);: palladium(II)-alizarinvoros

PC: foszfatidil-kolin

PClys: triciklohexil-foszfin

PE: foszfatidil-etanolamin

PG: foszfatidil-glicerol

PPhs: trifenil-foszfin

PTA: 1,3,5-triaza-7-foszfaadamantan

ROMP: gylri felnyilasos metatézises polimerizacid
SL: szulfolipid

TOF: (Turnover Frequency):orankénti katalitikus ciklusszam (&talakult szubsztratum)(katalizator
x id6), mol/mol h

TOF-MS: (Time of Flight) reptilési id6 detektorral felszerelt tomegspektrométer
mTPPDS: fenil-bisz(3-szulfofenil)-foszfin
mTPPMS: difenil-(3-szulfofenil)-foszfin

pTPPMS: difenil-(4-szulfofenil)-foszfin

mTPPTS: trisz(3-szulfofenil)-foszfin

18:0: 18 szénatomos telitett zsirsav

18:1(2)(3): 18 szénatomos, egy (két) (harom) telitetlen kotést tartalmazé zsirsav



16:0-18:1 lipid: olyan lipid, mely egy 16:0 és egy 18:1 zsirsavrészt tartalmaz
C10H14I p-cimol
[RuCLL(C0Hy4)] = L: 1-butil-3-metil-imidazol-2-ilidén



1. Bevezetés

Az €16 sejteket hatarold bioldgiai membranok szamos egyéb alkotorész mellett két o
komponensbdl, lipidekbdl és fehérjékbdl éplilnek fel. A membranok elsddleges szerepe a sejt
mechanikai védelme, kornyezetétdl torténd elszigetelése. A sejtmembranokkal szembeni egyik
legfontosabb kovetelmény, hogy a rajtuk keresztiil végbemend anyag- és energiatranszport
teljesen zavartalan legyen, hiszen csak igy valosulhat meg a sejt akadaly nélkiili anyagcseréje,
illetve mas sejtekkel torténd egyiittmiikodése. E tekintetben a membranok nagy jelentéséggel bird
fizikai allapotjelzéje a fluiditds. A fluiditds befolyasolasaban kitiintetett szerepe van a membran
felépitésében részt vevd telitett illetve telitetlen lipidek aranyanak. Altaldban igaz, hogy minél
tobb telitett zsirsavrészt tartalmaz egy biomembran, annal ,,keményebb”, ridegebb, annal kevésbé
atjarhato.

A membranok sajatsagai, ezaltal az egész sejt miikddése tehat megvaltoztathatd a telitett
¢s telitetlen zsirsavardny modositasdval, vagyis a membranbeli lipidek telitetlen szén-szén
kotéseinek katalitikus hidrogénezésével. Az iparban hasznalatos hidrogénezési koriilmények
(mint példaul a tercier-foszfin/kobalt rendszerekkel ([CoH(CO)3(Pbu";)], [CoH(CO);(PPh;)])
végrehajtott hidrogénezéshez sziikséges 30 atm nyomas és 150-200°C hémérséklet)! é16 sejtek
esetében természetesen nem alkalmazhatoak. Ennél sokkal enyhébb koriilményeket kell
teremteni.

A sejtek hidrogénezésekor az egyetlen szoba johetd olddszer a viz, a legtobb mas oldoszer
ugyanis a sejt pusztuldsahoz vezet. A biomembranok, illetdleg lipidkeverékek valodi vizes oldatai
nem allithatok el6. Vizben torténd diszpergalassal ugynevezett liposzomak nyerhetdk, melyek —
az adott lipid molekula szerkezetétdl fliggben — kiilonbozd szerkezetli micelldkat, vagy
vezikuldkat tartalmaznak.2 A lipid-hidrogénez6 katalizatorokkal szemben tdmasztott
alapkovetelmény a vizoldékonysagon kiviil, hogy sem 6nmaguk, sem pedig a reakcid soran
keletkez6 termékek ne legyenek mérgezdek a sejt szamara. A hidrogénezésnek enyhe
koriilmények (max 37°C, 1-10 bar H, nyomas) kozott kell végbemennie, melyeket a sejtek még
karosodas nélkiil képesek elviselni. Fontos tovabba, hogy a katalizator szelektiven miikodjon,
vagyis csak a zsirsavrészek C=C kotéseit redukalja, a C=0 és egyéb telitetlen csoportok
hidrogénezésében viszont inaktiv legyen.

Munkdm soran a mar ismert palladium(Il)-alizarinvords (Pd(QS),), illetve az altalam
eldallitott ruténium(Il)-N-heterociklusos karbén komplexek hidrogénezd aktivitdsat vizsgaltam

részletesen.



2. Irodalmi el6zmények

2.1. A biologiai membranok szerkezete, felépitése

2.1.1. Membranalkoto lipidek

A lipidek csaldadjdba olyan vegyiiletek tartoznak, melyek kizardlag apolaros
zsirolddszerekben (pl. kloroform, benzol, szén-tetraklorid) oldédnak. Megkiilonboztetiink
elszappanosithatd és nem elszappanosithatd lipideket. Az eldbbiek lugos f6zés hatdsara
komponensekre (altalaban zsirsavakra, glicerinre, alkoholokra) hidrolizalnak, mig az utébbiak (pl
terpének, szteroidok) valtozatlanok maradnak.

A membrant felépito lipideket tobb nagy csoportba soroljak. Munkdm szempontjabodl a két
legfontosabb csalad a foszfolipidek és a glikolipidek osztalya volt, de emlitést érdemelnek a
szfingolipidek is, melyek jelentds szerepet jatszanak a membran inhomogenitasaért felelds lipid

raftok” (lasd 2.1.3. pont) kialakitasaban.3
2.1.1.a. Foszfolipidek

A foszfolipidek altalanos szerkezete (2.1.1.a. dbra) glicerin molekulabol kiindulva
szarmaztathatd oly modon, hogy a glicerin 1-es és 2-es szénatomjan 1évé OH-csoportot egy-egy
nagy szénatomszamu, telitett vagy telitetlen zsirsav (RCOO ¢és R’COQ), a harmadik OH-
csoportot pedig egy foszforsav észteresiti. A foszforsavrész egyik szabad hidroxil-csoportjahoz
tovabbi csoportok kapcsolodhatnak. Ezek mindsége szerint tobb fontos foszfolipidet

kiilonboztetink meg, melyek nagy mennyiségben fordulnak elé az ¢€l6 szervezetek

sejtmembranjaiban.
2.1.1.a. abra A foszfolipidek altalanos szerkezete
i
IcH,—0—C—R
(0]
) Il
CH @) C R'
\ 0
3 I
CH, 0] 1‘3 0—X
OH
X= CH,—CH,—NH, — foszfatidil-etanolamin (PE)



X=CH,CHN'—(Me); — foszfatidil-kolin (PC)
X=CH,-CH(OH)-CH,-OH — foszfatidil-glicerol (PG)

A foszfatidil-etanolamin ill. foszfatidil-kolin féleg novényi és allati membranokban
talalhaté meg, mig a foszfatidil-glicerol a baktériumok fontos membranalkotoja.
Az észteresitd zsirsavak tekintetében is viszonylag nagy valtozatossag tapasztalhato. A

legfontosabbak a kovetkezdk:

R,R’= (CH;);—~CH=CH—(CH,)s—CH; — palmitoleil (16:1)
R,R’= (CH,);—CH=CH—(CH,);—CHj3 - oleil (18:1)
R,R’= (CH,);~CH=CH-CH,~CH=CH(CH,)4CH; —  linoleil (18:2)
R,R’= (CH,);CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH; — linolenil(18:3)

A zsirsavakban talalhato kettds kotéseknek nagy szerepe van a zsirsavlanc, igy a lipid
molekula térszerkezetének a kialakitasaban. A telitett lancok egyenesek, mig a telitetlen lipidek
apolaros lancaiban torések figyelheték meg a C=C kotések jelenléte miatt. A telitett lipidek
kisebb térigénye szorosabb illeszkedést biztosit a membranban, mely jelentds hatassal van a sejt

bizonyos tulajdonsagaira (lasd 2.2. pont).
2.1.1.b. Glikolipidek
A glikolipidek szerkezete szintén glicerinbdl szarmaztathato (2.1.1.b. abra), de esetiikkben
a polaris molekularészlet valamilyen szénhidrat, foszforsavrészt nem tartalmaznak. A glikolipidek

legfontosabb képviseldi a monogalaktozil-diacil-glicerol (MGDG), a digalaktozil-diacil-glicerol
(DGDQG), illetve a szulfolipidek (SL).
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3CH—0—X

2.1.1.b. abra A glikolipidek altalanos szerkezete

Az R ¢és R’ zsirsav-csoportok az imént latottakhoz hasonloan tetszélegesen kombindlodhatnak.

H
o H
X = H ——®  monogalaktozil-diacil-glicerol
MGDG
OH

—OH
o—I H
—0O—— H
0 H
X = H H —> digalaktozil-diacil-glicereol
DGDG
H
——O0S05Na

O— H

X - H .

= — wmszulfolipidek
SL

OH

2.1.1.c. Szfingolipidek

A sejtmembranok tanulmanyozasa soran elért legujabb kutatasi eredmények kapcsan
feltétleniil meg kell emliteni a szfingolipidek osztalyat. A szfingolipidek, amellett hogy nagy
mennyiségben megtalalhatok az agyban és az idegsejtekben®, fontos alkotéelemei a lipid-fehérje,

valamint a lipid-lipid kdlcsonhatasok eredményeként képz6do lipid ,,raftoknak™ (2.1.3. pont).
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A szfingolipidek kozds molekularészlete a szfingozin (2.1.1.c. ébra). A szfingozin N-
acilezett szarmazékai koziil a legfontosabbak a szfingomielin, a ceramid, a cerebrozidok, illetve a

glikoszfingolipidek.

CH,OH

H,N——C——H

H C CH—CH—(CHz)lZ_CH:;
OH

2.1.1.c. abra A szfingolipidek kdzds molekularészlete: a szfingozin

Az emlitett lipid tipusok koz0s sajatsaga az amfipatikus szerkezet, ami azt jelenti, hogy a
molekuldk egy kis méretli poldros ,.fejrészt”, valamint egy hosszi apolaros ,farokrészt”
tartalmaznak. Ez elengedhetetleniil fontos a micellaképzési, igy a membranképzési hajlam

szempontjabol is.

2.1.2. A Singer-Nicolson féle folyadék-mozaik modell

A biologiai membranok szerkezetét leird elméletek koziil hosszu ideig (kb. 30 évig) a
Singer-Nicolson féle folyadék-mozaik modell® volt a legelterjedtebb. Eszerint a membrant egy
amfipatikus szerkezetli lipid molekulakbol allo kettdsréteg alkotja, melyben a lipid molekuldk
apolaros részeikkel egymas felé tekintenek, mig polaros csoportjaik a sejt belsd, illetve kiilso tere
fel¢ iranyulnak (2.71.2. abra). A lipid kettdsrétegbe kisebb-nagyobb mértékben fehérjerészek
mélyednek bele. Ezek koziil egyesek teljesen atérik a memb

rant, kapcsolatot teremtve az intra- és extracellularis tér kozott (pl: citokrom oxidaz, ATP-
az). Ezeket integrans fehérjéknek nevezziik, melyek nem tavolithatok el a kettdsrétegbdl a
membranszerkezet megbomldsa nélkiil. A periférias fehérjék elvétele azonban, melyek csak

részben mélyednek bele a kiilsd vagy belsé lipidrétegbe, altaldban nem okoz dramai valtozast.

12



W

W
.......

2.1.2. abra A biologiai membranok kettdsréteg szerkezete

A modell szerint mind a lipidek, mind pedig a fehérjék szabadon mozoghatnak,
,uszhatnak” a membranban. Liposzoémakon végzett ESR-vizsgalatokkal bebizonyitottdk, hogy a

lipidmolekulak sajat rétegiikon beliill meglehetdsen gyorsan valtoztatjak a helyzetiiket, diffuzios

allandojuk mintegy 107*-10"" m%s™. ° Ezzel ellentétben az egyik rétegb6l a masikba torténd
atjutas joval ritkabban kovetkezik be. A fehérje komponensek szintén képesek lassu, oldaliranyu
helyvaltoztatd mozgéasra. A sejtmembrant tehat végsd soron a fehérjerészek két dimenzids
orientaltsagu oldatanak tekinthetjiik a viszkozus lipid kettésrétegben.”-8

A Singer-Nicolson modell hidnyossaga, hogy homogénnek tekinti az egyes lipidféleségek
membranbeli eloszlasat. A membran alkotorészeinek eloszlasa azonban kozel sem egyenletes,
kisebb nagyobb inhomogenitasok mindenhol megfigyelhetdk A membranban elhelyezkedd
egyedi lipidek hidrogénezéssel, illetve egyéb modositdsokkal szembeni reaktivitasa pedig fligg az

adott lipid molekula kérnyezetétdl.

2.1.3. A dinamikusan strukturalt mozaik modell — a lipid ,,raft”-elmélet

A miszeres technikak fejlédésével az utobbi iddben lehetdség nyilt a membranok
szerkezetének egészen apro részletekig torténd felderitésére. A Singer-Nicolson modell megddini
latszik, hiszen szamos 0j eredmény nem egyeztethetd Ossze az eredeti membranszerkezeti

leirassal. Szamos esetben mutattak ki példaul hierarchikusan felépiil6 szupramolekularis protein-

13



komplexeket a sejtmembranban,”-10 illetéleg felfigyeltek azok gatolt diffuzidjarall-12. Ezeket a
pontosan koriilhatarolhaté membranbeli doméneket ,,raftoknak” nevezték ell3.

FRET (Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transzfer) mérésekkel példaul 1-10 nm-es
molekula-asszociatumokat detektaltak, mig elektron mikroszkopia, illetve pdasztazd térerd
mikroszkdpia kombindlt alkalmazasdval magasabb szintli receptor-szervezddéseket is kimutattak
limfocita sejtek vizsgalata soran.!4 ImmunoGold jeldlés segitségével egyes receptorok esetében
akar 400-800 nm-es nagysagu klasztereket is sikeriilt azonositani.!3

A raftok szerkezetének tlizetesebb tanulméanyozasa fényt deritett arra, hogy a membréanbeli
fehérjemolekuldk bizonyos lipidmolekuldkat gytijtenek maguk koré kisebb-nagyobb méretii
klasztereket képezve. A raftok a lipid kettdsréteg exoplazmikus részében foként koleszterint és
szfingolipideket, endoplazmikus részében pedig koleszterint ¢&s telitett foszfolipideket
tartalmaznak.3 A raft ,magjat” egy fluidabb szerkezetli, telitetlen lipidekben gazdag ,.kdpeny”
veszi koriill®, melyben nagy mennyiségben taldlhatok meg foszfatidil-kolin, illetve foszfatidil-
etanolamin molekulak.!7 A raft lipidosszetételét azonban jelentds mértékben befolyésolja a raftot
alkoto fehérjék mindsége, hiszen ezen klaszterek {6 dsszetartd ereje a protein-lipid kdlcsonhatas.
Egy fehérje akkor 1étesit konnyebben kapcsolatot egy adott lipidféleséggel, ha bizonyos szintii
hasonlésagok fedezhetdk fel a molekuldk térszerkezetében. A térszerkezetet lipid molekuldk
esetében a zsirsavlancban talalhato kettds kotések szama és helyzete szabja meg. Nem szabad
elfeledkezniink arrdl sem, hogy a lipid raftok kialakitdsdban fontos szerepe van a koleszterinnek,
mely a molekuldk koz¢ ékelddve hatassal van a szerkezeten beliili 0sszetartod erdkre (2.1.3. abra.).
A koleszterin fontos szerepet jatszik a raftok méretének és tagoltsaganak kialakitasaban is.18

A sejtmembranok szerkezete pillanatrdl pillanatra valtozik. A stabilis domének élettartama
minddssze néhanyszor tiz masodpercben mérhet6!2; a lipid raftok folyamatosan atrendezédnek és
valtoztatjak helyiiket, melynek soran ujabb, eltéré méretii aggregatumok jonnek létre. Mindezek
egyiittesen teszik lehetévé, hogy a lipid raftok fontos szerepet toltsenek be a jelatviteli

folyamatokban.
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2.1.3. abra A lipid raftok felépitésének sematikus rajza
(forras: Expert Reviews in Molecular Medicine, 2002, Cambridge University Press)

A membranban lipid raftok kialakulasaval szdmolo6 0j elméletet dinamikusan strukturalt
mozaik modellnek!® nevezték el, ahol a hangstlyt a mozaik szerkezetre, nem pedig a membran

fluid, folyadék jellegére helyezik.

2.2. A membran-hidrogénezés jelentdsége, élettani hatdsai

A membranbeli telitett és telitetlen lipidek aranya hatdssal van a sejt bizonyos
tulajdonsagaira, miikddésére. Az egyik ilyen tulajdonsadg példaul a sejtek hotird képessége.
Sokaig rejtély volt a kutatok szamara, hogy hogyan képesek érzékelni a sejtek a kornyezetiikben
bekovetkezd hdmérsékletvaltozast. Késobb kideriilt, hogy 1éteznek tin. HSP (Heat Shock Protein)
fehérjék, melyek szerepet jatszanak a homérséklet-valtozasra adott sejtvalasz realizdlasdban. A
HSP fehérjék indukéldsihoz sziikséges szenzorok20-21 attél fiiggben érzékelik a hémérséklet-
valtozast, hogy milyen mennyiségl telitett lipidet tartalmaz a sejtmembran. Az tehat, hogy a
membranban elhelyezkedd szenzorok milyen hdmérsékleten ,.kapcsolnak be”, azaz hogy milyen
hémérsékleten indul meg a HSP proteinek képzddése, jelentés mértékben fiigg a membran
fluiditasatol, vagyis telitettségi fokatol.

Minél tobb telitett lipidet tartalmaz a sejtmembran, annal ,.keményebb”, annal kevésbé
fluid szerkezetli. Ellenben egy tobbségében telitetlen lipidekbdl 4ll6 membran ugyanolyan
hémérsékleten sokkal folyékonyabb, lazdbb szerkezetli. A kiilonbség oka a lipidek
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zsirsavrészeiben talalhato kettOs kotések altal eldidézett térszerkezet-valtozasban keresend6 (2.2.

abra).

telitett telitetlen

Mint az a fenti dbran megfigyelhetd, a telitett lipid molekuldk zsirsavlancai egyenes lefutasuak,

Kett6s
kotések

2.2. abra telitett és telitetlen lipidek térszerkezete

torést nem tartalmaznak. Ezzel ellentétben, ha a lancban kettds kotés talalhatd, mely altalaban cisz
eredményezi. A szerkezeteket szemiigyre véve vilagosan adodik, hogy a telitett lipidek szorosabb
illeszkedést képesek megvalositani a membranban, mig a telitetlen lipid molekulak tavolabb
helyezkednek el egymastol.

Az €16 sejtek membranjainak lipiddsszetétele megvaltoztathatd. Megfigyelték példaul,
hogy a Synechocystis PCC 6803 nevii cianobaktérium tilakoid membranja sokkal fluidabb, azaz
tobb telitetlen lipidet tartalmaz abban az esetben, ha a sejteket alacsony hémérsékleten (22°C)
nevelik. A 36°C-on nevelt sejtek membranjaban ugyanakkor a telitett lipid komponensek
domindlnak. A hdsokk-vizsgalatok soran kideriilt, hogy a HSP fehérjék termelodését kivaltd
membranbeli szenzorok aktivalédasa a 22°C-on nevelt sejtek esetében alacsonyabb homérsékleti
hatarértéknél (38-40°C) kovetkezik be, mint a 36°C-on neveltek esetében (44°C).22 A fentiek
alapjan nem meglepd a cianobaktériumok hémérséklet emeléshez, illetve csokkentéshez vald
alkalmazkodd képessége, mely a telitett és telitetlen lipidek aranyéval, illetve a lipidek
fehérjékhez viszonyitott membranbeli mennyiségével hozhatd 6sszefiiggésbe.23-24

A sejtek membrandsszetétele, igy a sejtek bizonyos sajatsagai mesterségesen, katalitikus
hidrogénezés utjan is megvaltoztathatok. Az Anacystis nidulans kékalga sejtek fokozatos
hidrogénezésekor példaul az egyre nagyobb szamu telitett lipid komponens megjelenésével
csokken a sejt fagytlird képessége, vagyis a sejtpusztulds mar magasabb hdémérsékleten

bekovetkezik, mint a fluidabb membranszerkezettel rendelkez6 sejtek esetében.25
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A membranbeli lipidek hidrogénezése befolyassal lehet a membranon keresztiil
végbemend transzport folyamatokra is. A fent emlitettekbdl egyenesen kovetkezik, hogy a sok
telitett lipidet tartalmazo membran merevebb, igy a rajta keresztiil megvaldsuld anyag-transzport
folyamatok gatoltak, a molekuldk atjutdsa nehezebb.

A biologiai membranok hidrogénezése tehat szamos élettani hatds valtozasat vonhatja
maga utan. Talan ennek is kdszonhetd, hogy a kutatokat régota foglalkoztatja a membranalkotd

lipidek katalitikus hidrogénezésében aktiv vizoldhat6 katalizatorok eldallitasa.

2.3. Membran-hidrogénezo katalizatorok

Hosszi id6n keresztiil nem sikeriilt olyan katalizatort taldlni, mellyel vizes oldatban,
enyhe koriilmények kozott véghezvihetd lenne a sejtmembranokat felépitd telitetlen lipidek
hidrogénezése.

Az aldbbiakban néhéany katalizator tipus keriil feltiintetésre. Az egyes katalizatorok
bemutatdsa nem szigortian eldallitasuk idérendjében torténik, hanem lipid hidrogénezésre vald
felhasznalhatosdguk alapjan, a legkevésbé alkalmasoktol haladva a legeredményesebben

alkalmazhatokig.

2.3.1. Adams-katalizdator

Chapman és Quinn nevéhez fiizédnek azok a kisérletek26-27, melyekben szojalecitinbl
izolalt foszfatidil-kolint hidrogéneztek Adams-katalizator (PtO,) jelenlétében, tetrahidrofuran
oldoszerben. Azt tapasztaltdk, hogy a hidrogénezett elegyben jelentésen megnétt a nagyobb
telitettségi foku (18:0, 18:1) zsirsavak aranya a kiindulasi allapothoz képest. A reakciot vizes

kozegben lejatszatva azonban nem tortént atalakulés.

2.3.3. Atmenetifém-foszfin komplexek

2.3.3.a. Vizben nem oldodo foszfin-komplexek
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Szamos katalitikus folyamat aktiv katalizatorai az atmenetifémek foszfin ligandumokkal
(PMes, PEt;, P(z-Bu)s, PPh;, P(p-tolil)s, stb.) képzett komplexei. A foszfin ligandumok altalaban a
foszfor atom nemkd6td elektronparjan keresztiil kapcsolddnak a kdzponti fémionhoz, stabilizélva
annak alacsoy oxidacids allapoti formdit. Ezen komplexek legismertebb képviseldje a Wilkinson-
katalizator ([RhCI(PPh;)]), melynek eldallitasat és hidrogénez6 aktivitasat 1965-ben kozolték.28
A telitetlen szén-szén kotések hidrogénezését leiro katalitikus ciklus vézlata a 2.3.3.a. abran

figyelhetd meg.

[Rh,CLH,L,] === [RhCIL,], LS
H

-L; c==c

2.3.3.a. abra Az [RhCIL;] (L = PPh;) komplex altal katalizalt alkén hidrogénezés katalitikus ciklusa

A bels6 kor a {6 katalitikus ciklust szemlélteti, melyben a di-(tercier-foszfin)-rodium(I)
komplex (B) valamilyen klorid-hidas olefin tartalmi komplexbdl (pl. [RhCI(C,Hy):]2, vagy
[RhCI(CgH4)2]2) in situ keletkezik két ekvivalens mennyiségii tercier-foszfin hozzdadasara. (Ezt a
Iépést az 4bra nem tartalmazza, csupan a mar kialakult B komplex lathaté) Kozvetleniil
[RhCI(PPh3)] (A) alkalmazésa soran a hidrogén aktivalasa, illet6leg a szubsztratum hidrogénezése
nagy valoszinliséggel a kiils6 ciklusnak megfelelden kovetkezik be.

Biomembranok hidrogénezésére azonban ez a katalizator sem alkalmas, mivel egyrészt rosszul
oldodik vizben, masrészt nem tavolithatd el a szubsztratumtdl anélkiil, hogy a membran
szerkezete megsériilne. Ugyanez mondhat6 el a tobbi, vizben nem old6dé atmenetifém-foszfin

komplexrdl is.
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2.3.3.b. Vizoldhato foszfin-komplexek

A legtobb foszfin nem oldodik vizben. Ezeket legegyszeriibben valamilyen ionos, vagy
erésen polaros csoport (-SO”, -COO", -OH, -NH;") beépitésével lehet vizben oldhatéva tenni
(2.3.3.b. abra). Léteznek azonban olyan nitrogén tartalmu foszfinok is (pl: PTA, AMPHOS),
melyek eleve vizoldhatdéak, igy a beldliik képzett komplexek is rendelkeznek ezzel a
tulajdonsaggal.

A 2.3.3.b. abran feltiintetett mTPPMS ligandummal képzett atmenetifém-komplexeket

els6ként Joo és Beck éallitotta eld, illetve hasznalta vizes kozegli membran-hidrogénezési reakciok

.o CH3
p lP\/\ N
) o
N-|___~-N CH,4
LN/
PTA AMPHOS
NSNS
© © SO?;
mTPPMS pTPPMS
: _ .‘1;\ SO5 % P .f\ : S0,
SO; SO, : ~SO;
mTPPDS mTPPTS

katalizalasara.2® A komplexekben kozponti fémionként rédiumot, ruténiumot és iridiumot,
alkalmaztak. A kinetikai vizsgélatok arra vilagitottak rd, hogy az olyan Ru- és Rh- komplexek,
melyekben a foszfin/fémion arany 2, sokkal aktivabbak azoknal, melyek harom szulfonalt

foszfin-ligandumot tartalmaznak fémiononként.

2.3.3.b. abra Vizoldhato foszfin-ligandumok

A szulfonalt trifenil-foszfin ligandumokkal képzett dtmenetifém-komplexek legnagyobb
probléméja az oxigénre vald fokozott érzékenység, mely jelentdsen megneheziti a veliik vald

munkat.
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2.3.4. Szulfonalt alizarin komplexek

Az oxigén-érzékenység problémajat kiiszobolte ki Bulatov, aki Pd, Pt és Ru kiilonb6z6
szulfonalt alizarin-komplexeit 4llitotta €18.30 Ezen vegyiiletek vizoldhatdak, oxigénre kevésbé
érzékenyek, ¢és rendkiviil stabilisak. A vegyiiletcsalad egyik legismertebb képviseldje a
palladium(Il)-alizarinvords (Pd(QS),) komplex, melyet mind a mai napig elterjedten alkalmaznak
biomembranok ¢és lipid-rendszerek hidrogénezésére. Munkam soran Pd(QS);-vel katalizalt lipid-
hidrogénezési reakciok kovetésére dolgoztam ki megfeleld analitikai mddszert, és hasonlitottam
Ossze az egyedi lipidféleségek lipidkeverékekben mutatott reaktivitasat (lasd Eredmények és
ertékelésiik).

A Pd(QS); eléallithatd (NH,),PdCly, és alizarinvords reakcidjaban KOH jelenlétében30:

o
SO3Na
‘ l ‘ OH
2 0

o]
SOsNa
(NHg),PdCly 2 O‘O + 2KOH Pd 4+ 2NHCL+ 2KCI + 2H,0 (] )
OH
o) 0 o}
) "
NaO;S
o)
Pd(QS),

A Pd(QS), minden tekintetben megfelel a membran-hidrogénezd katalizatorokkal szemben
tamasztott kovetelményeknek (vizoldhato, enyhe koriilmények kozt hidrogénez, a reakcid utan a
szubsztratumtol elvalaszthatd). Ezen eldnyok mellett megemlitendd a szelektivitas is. Szelektiv
membran-lipid hidrogénezést sikeriilt ugyanis megvalositani Pd(QS), katalizatorral kloroplaszt
szuszpenziok esetében.3! A termékek vizsgalata soran bizonyossa valt, hogy a tilakoid membran
lipidjeinek C=C kotései jelentds mértékben hidrogénezddtek, mig az egyéb telitetlen
komponensek gyakorlatilag valtozatlanok maradtak.

A Pd(QS), szinte egyediili hatranyaként a katalizator eldzetes aktivalasdnak sziikségessége
emlithetd. A kutatdsok fényt deritettek arra, hogy vizes oldatban, hidrogén atmoszféra
jelenlétében, illetve tavollétében a komplexnek 6t kiillonbozd formaja 1étezik (4, B, C, D és E),
melyek oldataik szine, illetve UV-VIS spektrumaik alapjan kiilonboztethetok meg egymastol. Az

0t forma szerkezete mind a mai napig ismeretlen, de bizonyitott tény, hogy katalitikus aktivitassal
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csak a B, C és D forma rendelkezik. (A lipid hidrogénezési reakciok soran a B forma vizes oldatat

hasznaltam.) A kiilonb6zd szerkezetek egymasba alakithatosaganak lehetdségei a kovetkezok:32

Az ESR-mérések alapjan kideriilt, hogy C és E szabad gyokdk, mig A, B és D nem
paramagnesesek.

A katalizator aktivalasa (lasd 4.3.2. fejezet) elkeriilhetetlen, hiszen ha a szubsztratumot
csak egyszeriien a katalizator 4 forméjanak oldatahoz adjuk, és igy végezziik a hidrogénezéseket,
reprodukélhatatlan eredményeket kapunk. Ennek feltehetdleg az az oka, hogy a reakcidelegy
tokéletes oxigénmentesitése még ismételt evakualasi 1épésekkel sem érhetd el. A nyomokban
bennmaradd oxigén igy gyokfogo szerepet tolthet be a gyokos hidrogénezési mechanizmusban.
Emiatt jelentds szubsztratum hidrogénezddés nem torténik, amig O, van jelen a rendszerben. Ha
viszont a B format eldzetesen kialakitjuk, nincs indukcids szakasz, a hidrogénezés azonnal

elkezdédik.32

2.4. N-heterociklusos karbén-komplexek, mint potencidalis membran-hidrogénezo katalizatorok

2.4.1. A karbének dltalanos jellemzése

Karbéneknek nevezziik azokat a toltés nélkiili szerves vegytileteket, melyekben olyan két
vegyértékll szénatom talalhaté melynek vegyértékhéjan mindossze hat elektron helyezkedik el. A
karbén vegyiiletekben a karbén szénatom menti kotés lehet egyenes vagy hajlitott, a hibridizacid
mértékétdl fiiggden. Linedris geometria esetén sp hibridizacidji szénatommal szamolhatunk, ahol
a nemkotd elektronok két nemkotd degeneralt orbitdlon (p. és p,) jelennek meg. A lineéris
geometria csak kiilonleges esetekben valdsulhat meg, a legtobb karbén vegyiilet hajlitott
szerkezetii. Ilyenkor a nemkotd palyak degeneréltsdga megsziinik, a karbén szénatom sp’-tipusu
hibridizaciot vesz fel ugy, hogy a p, palya gyakorlatilag valtozatlan marad, mig a p, orbital s
sajatsagokhoz jutva stabilizalodik.33

A karbén vegyiiletek régota ismertek, elészor Curtius34 és Staudinger3> munkaiban
keriiltek emlitésre. Az utdbbi koriilbeliill 50 évben a karbének mint egyes reakcidk atmeneti
termékei valtak ismertté. A karbén-kémia robbanasszerii fejlédése azonban csak akkor

kovetkezett be, amikor sor keriilt az elsé diaril-karbének36, valamint a heteroatomot is tartalmazo
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Un. szinglet karbének elballitasara.37-38 (A karbén vegyiiletek csoportositdsa a 2.4.1. abran
lathatd.) A karbén-kémia teriilete jelentdsen kiboviilt, amikor felfedezték a karbének nagyszerii
komplexképz0 sajatsagait. Az els6 fém-karbén komplexek megjelenése egy 11j, sokszinli, modern

kémia megsziiletését jelentette.

| | |
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2.4.1..4bra Karbén vegyiiletek csoportositasa

2.4.2. Imidazol-2-ilidének (NHC-karbének)
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Az imidazol-2-ilidének a nitrogén heteroatomokat tartalmazdé, Gn. N-heterociklusos
karbének (NHC-karbének) csaladjaba tartoznak (lasd 2.4.1. dbra). A tovabbiakban az egyszeriiség
kedvéért az ,,imidazol-2-ilidének” helyett az ,, NHC-karbének™ elnevezést fogom hasznalni.

Az utdbbi évtizedben, azt kdvetden, hogy az elsd rontgen-szerkezet megsziiletett az elsé
kristalyos NHC-karbén vegyiiletr6139, jelentésen megnétt a karbének ezen csaladjaba tartozo
ujonnan eléallitott vegyliletek szama. Az 0j komplexek széles korben alkalmazhatonak
bizonyultak kiilonféle kémiai folyamatok katalizalasara.

Az NHC-karbének karbén szénatomjanak elektronszerkezete az un. szinglet karbén modell
(‘A1) alapjan értelmezhetd, mely szerint a szén megkozelitéleg sp” hibridizacos allapoti. Ilyen
koriilmények kozott a két szubsztituens, illetve a maganyos elektronpar a harom sp’ hibrid
orbitalon helyezkedik el, mig a szénatomon egy formalisan iires p palya marad (2.4.2. abra). A
szénen talalhaté maganyos elektronpar kémiailag hasonldan viselkedik, mint a foszfinok esetén a

foszfor nemkatd elektronparja.

2.4.2. abra A karbén szénatom elektronszerkezete NHC karbének esetében

A nemkotd elektronpar kiilonbozé fémionokhoz koordindlodhat, fém—NHC karbén
komplexek képzddését eredményezve. Az NHC-karbének maganyos -elektronparja joval
bazisosabb, mint a foszfinok hasonld elektronjai. A formalisan iires p-orbitdl gyenge n-
akceptorként funkcionalhat, de irdnyultsdga més, mint a P-X c*-palyaké a foszfinok esetében.40
A fentiek egyiittesen teszik lehetévé, hogy az NHC-karbén-komplexekben egy rendkiviil erds

fém-szén kotés alakulhasson ki a komplexek kiemelkedd stabilitdsat eredményezve.
2.4.2.a. Vizoldhato NHC-karbén komplexek

Az irodalombol csak kevés vizoldhatdé N-heterociklusos karbén komplex ismert. Ezek
nagy részét is in situ allitottak eld és hasznaltak fel kiilonb6zo kémiai folyamatok katalizalasara
anélkiil, hogy azonositottdk volna az oldatban kialakulo6 részecskék szerkezetét.

Herrmann és munkatérsai rodium(I) és rodium(IIl) vegyiiletekbdl, valamint a megfeleld

imidazolium sokbdl kiindulva in situ allitottak eld vizes kdzegben NHC-karbén komplexeket. A
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kialakul6 komplexek vizes oldatat kozvetleniil olefinek hidroformilezési reakcidinak
katalizdlasara hasznaltdk fel. A komplexeket azonban szildrd formaban nem izolaltak,
szerkezetiiket nem deritették fel.41

Az NHC-karbén komplexek vizoldhatosaga elvileg kétféle modon valdsulhat meg. Az
egyik lehetdség, hogy a karbén polaros csoportot tartalmaz, vagy vizben val6 oldaskor fellépd
hidrolizis révén alakul ki ilyen csoport (2.4.2.a.1. abra). A masik lehetdség, hogy a karbén
toltéssel rendelkez6 komplex részeként szerepel. Ez a toltott részecske kialakulhat semleges
komplexbdl is, melyben a kdézponti fémionhoz kénnyen disszocidlé negativ toltésti csoport
koordinalodik (halogén), mely eltdvozva a koordinacids szférabol pozitiv toltésti kationos
komplexet hagy maga utan. A nitrogénen 1évd szubsztituensek természetesen ilyen esetben sem
lehetnek tul nagy méretiiek.

NHC-karbén komplex vizoldhatova tételére latunk példat a 2.4.2.a.1. 4bran.42

KOH

—_—_—

o o
/\OJVNYN o > OJVN\REN 0 (K'Y
/ /

R R

\_ Br k Br
= 7
2.4.2.a.1. abra Rédium(I)-NHC karbén komplex vizoldhatova tétele

Az éabran feltiintetett KOH-os kezelés hatasara hidrolizist kovetden bisz-kalium-acetat s6 alakul
ki, mely sarga szilard anyag formdjaban izolalhato, és meglehetdsen jol oldodik vizben.

A kis szamu ismert vizoldhato6 NHC-karbén komplexek egyik képviseldje a 2.4.2.a.2.
abran feltiintetett, a 2,3-dimetil-furdn eldallitasa soran katalizatorként hasznalt Ru(II)-NHC-

karbén komplex.43

2.4.2.a.2. abra Vizoldhatd Ru(II)-NHC-karbén komplex
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A vegyiilet barna szinii szilard anyagként preparalhatd, melynek karbén-szén jele a *C-NMR
spektrumban CDCls-as oldatban 205 ppm-nél jelentkezik.

Az irodalombdl stabilis vizoldhat6 eziist(I)-NHC-karbén komplex is ismert (a munkam
soran eldallitott eziist(I)-karbén komplex rendkiviil bomlékony — l4sd kisérleti rész). Kétmagvu
eziist-komplexet ugy tettek stabilissa, hogy ligandumként makrociklusos NHC-karbén vegyiiletet

alkalmaztak.44

2.4.3. NHC-karbén komplexek elodllitasa

N-heterociklusos karbén komplexek legegyszeriibben imidazolium sokbol kiindulva
allithatok el6 (2.4.3.a. abra).

N_N+ > o + X
R/ 7 \R' H R/N\/N\R'
H
N_N
- —=
~ )

M
~ | ™~
@ kénnyen helyettesithetd ligandum

2.4.3.a. abra NHC karbének eldallitasa

A karbénképzés legfontosabb 1épése az imidazolium so két nitrogénje kozott elhelyezkedd CH-
csoport deprotondlasa. A proton kilépésével semleges toltésti karbén részecske keletkezik az
addig kvaterner nitrogént tartalmazo6 s6bol. A szénatomon 1évé nemkotd elektronpar ezutan oldat
fazisban konnyen koordinalédhat valamilyen fémionhoz. Karbén-komplexeket leggyakrabban
ugy allitanak el6, hogy az in situ képzett karbén ligandumot olyan fémkomplexszel hozzak Gssze,
mely konnyen helyettesithetd csoportot tartalmaz. Az egyes komplex-eléallitasi modszerek

lényegében a deprotonalast végzd bazis mindségében térnek el egymastdl. Arduengo ¢és
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munkatarsai klasszikusnak szamito kozleményében39 az elsé kristalyos karbén vegyiilet (1,3-di-1-
adamantil-imidazol-2-ilidén) eldallitdsa soran a proton levalasztdsat natrium-hidriddel, illetve

terc-butoxi-kaliummal (-BuOK) oldottak meg (2.4.3.b. &bra).

| |

n o/ VA
N

N
‘ 4 NaH THF f
R T
/ 25°C 2 + NaCl

N (+BuOK)

\

2.4.3.b. abra Az elso kristalyos karbén vegyiilet eloallitasa

A keletkez6 vegyiilet azért preparalhat6 kristalyos formaban, mert a nitrogénen elhelyezkedd két
nagy méretll szubsztituens megakadalyozza a dimerképzddés révén torténd stabilizalodast.
Altalaban igaz, hogy a nagyméretii szubsztituensek hozzajarulnak az NHC karbének
stabilitasanak ndveléséhez, azonban komplexképzéskor, mint azt az elért eredményeimbdl is latni
fogjuk, nem feltétleniil sziikséges nagy térkitoltésti szubsztituenseket valasztani stabilis
ruténium(I)-NHC karbén-komplexek eléallitasdhoz. A Ru-C kotés ugyanis elegendden erds
ahhoz, hogy biztositsa a keletkez6 komplexek stabilitasat.

Eldfordulhat olyan eset is, amikor a deprotonald agens valamilyen fém-s6. Erre példa a

palladium-acetdt, mellyel Herrmann ¢és munkatarsai allitottak eld palladium(Il)-karbén

komplexeket4> tetrahidrofuran olddszerben.(2.4.3.c. dbra).

2 @> +  Pd(OAc), — /N{ < + 2HOAc
R
“\ .
N\R.

2.4.3.c. abra Pd(II) karbén-komplexek eléallitasa Pd(OAc), bazissal

A karbénképzés Cs,CO; jelenlétében is kivitelezhetd szerves olddszerekben. Dixneuf és

munkatarsai klorbenzolban in situ allitottak eld gylri felnyilasos polimerizacidt eldsegitd

26



katalizatort kétmagva [RuCly(arén)], komplex és nagy térkitoltésii szubsztituenseket tartalmazé
imidazolium sok reakcidjaban.#0 A keletkezett katalizatorok szerkezetét azonban nem
azonositottak, minddssze katalitikus aktivitasukat tanulményoztak.

Munkam szempontjabol alapvetd jelentdségli az eziist metatézises karbén-komplex
eléallitas, melynek soran a kivant komplex preparalasat egy eziist(I)-oxiddal torténd Ag-karbén
képzés elozi meg (2.3.4.d. dbra). Az Ag-karbén komplexek fokozott reaktivitassal rendelkeznek a
C-Ag kotés kis stabilitdsa miatt. Ez teszi lehetdvé, hogy kiilonbozé atmenetifém komplexekkel

reagalva a megfeleld fém — karbén komplex mar k6zonséges koriilmények kézott kialakulhasson.

N N—
" Y
+
+ Ag,0 Ag----- AgX, + H,O
2 R/N /N\R' g2 —>R g gA2 2
~y /R

2.3.4.d. abra Fém — karbén komplex eléallitasa eziist metatézises modszerrel

(M: atmenetifém, X: halogén)

2.4.4. NHC karbének felhasznalasi lehetoségei katalitikus folyamatokban

Az N-heterociklusos karbén-komplexek rendkiviil sokféle kémiai folyamat katalizalasaban
hasznalhatok eredménnyel, lipidkeverékek hidrogénezésére azonban mindezidaig egyetlen
képviseldjiiket sem alkalmaztak. A kovetkezokben néhany reakcidtipust sorolok fel a teljesség

igénye nélkiil.
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2.4.4.a. Gyiirii felnyilasos metatézises polimerizdacio (ROMP)

Gytri felnyildsos metatézises polimerizaciordl cikloalkének esetében beszélhetiink. A
folyamat lényege, hogy n darab gylrli felnyilasaval egy n darab monomeregységet tartalmazo

telitetlen polimerlanc alakul ki (2.4.4.a. abra).

katalizator ZVZ
n _—
3

- - n
2.4.4.a. dbra Gytri felnyilasos metatézises polimerizacio

A gylri felnyilds és az azt kovetd polimerizacid kivalo katalizatorai a ruténium(Il)-karbén
komplexek. [RuCl,(arén)(karbén)] vegyiiletekkel mar szobahdmérsékleten sikeriilt megvaldsitani

a ciklooktén polimerizaciéjat lathatd fénnyel torténd besugarzas mellett.47

2.4.4.b. Telomerizdacio

A telomerizacio rovid lancu oligomerek diénekbdl torténd képzodését és nukleofilekkel

crcr

os atom-hatékonysdgu reakcidtipusok kozé sorolhatd, hiszen a kiinduldsi diének minden egyes

atomja beéplil a keletkezd lancokba.

/\/
L—Pd} P NS L —
\/\

2.4.4.b. abra A telomerizacié mechanizmusa
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1,3-butadién ¢és kiilonbozé aminok reakciojaban létrejové telomerek képzodését érték el
[(NHC)Pd(allil)]X tipusu kationos komplexek jelenlétében (X: BFs, PFs) enyhe

reakciokoriilmények és kis katalizator koncentraciok mellett(2.4.4.b. 4bra).43

2.4.4.c. Hidroformilezés

A hidroformilezés aldehidek eldallitasara szolgalé moédszer; egy H- és egy CHO-csoport
addicigjat jelenti C=C kettds kotésre:

katalizator (3)
RCH=——CH, + CO + Hp ——— > RCH,CH,CHO + RCH(CH3)CHO

A hidroformilezés az egyik legjelentdsebb ipari folyamat, melynek kivitelezésére leginkabb Co,
illetve Rh katalizator rendszereket alkalmaznak. A legfontosabb katalizatorok a kovetkezok:
[CoH(CO),], [CoH(CO,)PBus], [RhH(CO3)].!

Annak ellenére, hogy ipari méretekben még nem terjedtek el, egyre gyakrabban
alkalmaznak in situ eléallitott dtmenetifém (féleg rodium) — NHC-karbén komplexeket {pl.: 1-
metil-3-(butil-4-szulfonat) imidazolium betain + rédium(III)-acetat, vagy 1-metil-3-(natrium-etil-
szulfonat) imidazélium-bromid + rodium(Ill)-acetat} hidroformilezési reakciok katalizalasara4!.
Ezen komplexek joval enyhébb reakciokoriilmények (0,1-30 bar, 20-180°C) alkalmazasat teszik
lehetévé, mint az imént emlitett hagyomanyos katalizatorok (10-300 bar, 100-180°C).

2.4.4.d. Hidroszililezés

Sikerrel hasznaltak [(NHC)Cu(I)Cl] katalizatorokat kiilonféle ketonok hidroszililezésére
enyhe koriilmények kozott toluolban?®. A hidroszililezés soran a keton redukalédik, C=O

csoportjanak m-kotése megszinik, helyette egy erds oxigén-szilicium kotés alakul ki (2.4.4.d.

abra).

O .
)J\ katalizator QSIEL
Et;SiH )\
R R' R RI
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2.4.4.d. abra Ketonok reduktiv hidroszililezése

A hidroszililezés 1ényegében olyan keton-redukciés modszer, mely véddcsoporttal rendelkezd

alkoholok keletkezéséhez vezet.
2.4.4.e. Hidrogén transzfer reakciok

A hidrogén transzfer reakciok C=C ¢és C=0 kotést tartalmazo vegyliletek redukalasara
alkalmasak. A reakciokhoz mindig sziikség van egy olyan reakciopartnerre, mely a folyamatban
oxidalodik (hidrogént veszit), mig a telitetlen vegytilet redukalodik (felveszi a leadott hidrogént)
(2.4.4.e. abra).

0]

(0]
OH H
katalizator
)J\ " /k ! )J\
R CH;3 H;C CH;

R CH;

2.4.4.e. abra Hidrogén transzfer reakcio karbonil vegyiiletek esetében

Jelentés konverzidkat értek el fenil-propionaldehid hidrogén transzfer reakcidiban 2-propanol

olddszerben iridium-bisz-NHC karbén komplexekkel.50
2.4.4.f. Hidrogénezés

Munkdm szempontjabdl kiemelt jelentOséggel bir a telitetlen szén-szén kotések
homogénkatalitikus hidrogénezése, hiszen a membranban fellelhetd lipidek szénlancai is ilyen
kotéseket tartalmaznak.

Nolan és munkatarsai megfigyelték, hogy ha [HRu(CO)CI(PCys3);] (PCys = triciklohexil-
foszfin) komplexben a nagy térkitoltésii foszfin ligandumot IMes (bisz-(1,3-(2,4,6-trimetil-
fenil)imidazol-2-ilidén)) (2.4.4.f. abra) csoportra cserélik, nagyobb aktivitasu katalizatorhoz

jutnak hexén, allil-benzol és ciklooktén hidrogénezésekor.3!
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2.4.4.f. abra Az IMes, egy tipikus karbén ligandum szerkezeti képlete

A tapasztalatok alapjan altalaban igaz, hogy ha egy atmenetifém-komplex foszfin ligandumait
karbén ligandumokra cseréljiik, nagyobb katalitikus aktivitdssal rendelkezé komplexhez
jutunk.52.53

Az iménti példak alapjan jol lathatd, hogy az atmenetifém-NHC karbén komplexek enyhe

koriilmények kozott képesek katalitikus aktivitast kifejteni a legkiilonfélébb kémiai reakcidkban.

3. Célkituzeések

Munkam soran olyan vizoldhaté hidrogénezo katalizatorok eldallitasa volt a f6 cél, melyek
az ¢l6 sejtek szdmara is elviselhetd koriilmények kozott (T<37°C, p=1-10 bar, pH~7) képesek
szelektiven hidrogénezni a membranbeli lipidek C=C kettds kotéseit. Az irodalmi elézmények
figyelembe vételével valasztasunk az N-heterociklusos karbén komplexekre esett, hiszen az el6bb
felsorolt elényok mellett fontos volt szamunkra a katalizator tovabbépithetdségének lehetdsége is.
Az NHC karbének nitrogén atomjain taldlhatd szubsztituensek megvaltoztatdsaval vagy
cser¢jével ugyanis tetszéleges hosszusagu lanccal/lancokkal rendelkezé ligandumokhoz
juthatunk. A raft-elmélet ismeretében igy olyan hosszulancu hidrogénezd katalizatorok
eléallitdsara nyilhat lehetdség, melyek egyik végiikon a raftok proteinjeihez torténd kapcsolodasra
alkalmas funkcids csoportot, masik végiikon komplexképzd ligandumot tartalmaznak. Ilyen
katalizatorokkal — a membranbeli proteinekhez térténd hozzakotdédés utdn — megoldhatd lenne a
raftokban felhalmozddd azonos tipusu lipidféleségek szelektiv hidrogénezése a tobbi lipiddel
szemben.

A sejtmembran nem tekinthetd idealis oldatnak, vagyis az egyedi lipidféleségek

hidrogénezéssel szembeni reaktivitasa fligg a lipid kdrnyezetétdl, és az atlagos lipidosszetételtdl

_ﬁ/vv\/\@\/\w\ _(IJ)/\/\/\/\%/\/\A
Hz(l:/o o HZC/O o
HC_OJJ/\/\/\/\/\/\/\/\ HE_OJJ/\/\/\/\/\/\/\/\
me T N t
70-p—0->N-CH, HC o~ NH;

I CHj (")

PC (18:1-18:0) MeOH/HCI PE (18:1-18:0)
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Masik f6 célunk éppen ezért az volt, hogy megfeleld analitikai eljarast dolgozzunk ki egyedi
lipidek lipidkeverékekben mutatott hidrogénezédésének nyomon kovetésére. Tobbkomponensii
lipidkeverékek hidrogénezési konverzioit eddig ugyanis foként gazkromatografidval hataroztdk
meg, melynek hatranya, hogy a lipidek csekély illékonysaguk miatt nem mérhetdk kozvetleniil,
ezért atészterezésre van sziikség. Az atészterezés eredményeként viszont olyan zsirsav-észter
keverékhez jutunk, melybdl a teljes hidrogénezési konverzidt ugyan megadhatjuk, de nem tudjuk,
hogy melyik zsirsav-észter melyik tipust lipid molekulabol szarmazik (3. &bra). Az egyedi

lipidféleségek reaktivitasara vonatkozé informéacio tehat nem szerezhetd.

3. abra Lipidek atészterezése gazkromatografias analizishez

Az  egyedi lipidek  keverékekben  torténd  reaktivitds-meghatirozasara  a
tomegspektrometria (MALDI-TOF-MS) bizonyult a legalkalmasabb technikanak. Az 0j karbén
katalizatorok eldallitasa elott terveink kozott szerepelt a lipid meghatarozas pontos kidolgozasa,
melyhez a hidrogénezéseket a mar jol bevalt palladium(II)-alizarinvords (Pd(QS),) katalizatorral
kivantuk elvégezni. Kiilon figyelmet forditottunk annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy
létezik-e reaktivitasbeli kiilonbség az egyes lipidek kozott kozds liposzomakban vald
hidrogénezéskor. Ebbdl a szempontbol tobbféle, kiilonbdzd szamu lipid komponenst tartalmazé
természetes, €s mesterséges eredetli keverék vizsgalatat tliztiik ki célul. Végezetiil terveink kozott
szerepelt az 0j karbén komplexek szerkezetének meghatarozdsa, a katalitikus aktivitadsok
kiilonb6z6 kémiai folyamatokban torténd vizsgalata, illetve a lipid hidrogénezési reakcidkban

val6 felhasznéalhat6sag tanulmanyozasa.

4. Kisérleti anyagok és modszerek
4.1. Felhasznalt anyagok, vegyszerek

A hidrogénezési kisérleteim soran felhasznalt lipideket tobb forrasbol szereztiik be. A
liofilizalt por alakban forgalmazott dioleil-foszfatidil-kolint (DOPC), dioleil-foszfatidil-
etanolamint (DOPE)), illetve foszfatidil-glicerolt (PG) a SIGMA-t6l vasaroltuk. A Synechocystis
PCC 6803 baktérium tilakoid membranjabol nyerhetd négykomponensi lipidelegyet,
(monogalaktozil-diacil-glicerol (MGDG), digalaktozil-diacil-glicerol (DGDG), foszfatidil-
glicerol (PG), szulfolipid (SL)) Szegeden, az MTA SZBK Biokémiai Intézetében izolaltak, és 1
mg/ml koncentracioji  kloroformos oldat formdjaban bocsatottdk rendelkezésemre. A

tobbkomponensti szojalecitin lipidkeveréket gydgyszertarban vasaroltuk.
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A hidrogénezési kisérleteknél alkalmazott hidrogén gaz (99,5%), valamint az inert gazok
(argon, nitrogén) (99,99%) a Linde cég termekei voltak, felhaszndldsuk kozvetleniil a palackbol
tortént.

A hidrogénezési reakciok egy részénél a katalizator szerepét betdltd palladium(Il)-
alizarinvords (Pd(QS),) komplexet az irodalombdl ismert médon allitottam €l8.30 Az anyag
Osszetételét s tisztasagat NMR és MS technikakkal ellenériztem.

A Ru(Il)-karbén komplexek preparalasdhoz sziikséges [-butil-3-metil-imidazolium-
kloridot (BMIMCI) szintén ismert recept alapjan preparaltam.54 A legtobb esetben felhasznalas
elétt sziikség volt a BMIMCI vékuumban torténd szaritdsdra, ugyanis az anyag hamar
elfolyosodhat a levegd nedvességtartalmanak megkotése miatt.

Kisérleteim soran az irodalombdl még nem ismert modon allitottam eld 1-(natrium-etil-2-
szulfonat)-3-(etil-2-szulfonat) imidazolium betaint. A reakciohoz felhasznalt paraformaldehid,
taurin (2-amino-etan-szulfonsav), illetve 40 %-os glioxal oldat az ALDRICH termékei voltak.

A Ru(Il)-karbén komplexeket az irodalombol ismeretes eziist-metatézises modszerrel
allitottam eld (lasd késobb), melyhez az eziist(I)-oxidot egyszertien 0,1 M-os AgNO; és NaOH
oldatok azonos térfogatainak 0sszeontésével, és a keletkezd csapadék szlirésével nyertem.

A Ru(Il)-karbén komplexek szintézise soran a ruténium forras a kétmagvu [RuCly(p-
cimol)]; komplex volt (p-cimol = 4-izopropil toluol). E184llitasdhoz5> a RuCl3.3H,0-t a Johnson-
Matthey bocsatotta rendelkezésiinkre, a 85 %-os terpinent az ALDRICH-t6l szereztiik be, mig a
vegyes karbén/foszfin komplex eléallitasahoz sziikséges 1,3,5-triaza-7-foszfaadamantant (PTA)
irodalmi recept alapjan szintetizaltam.50

A hidrogénezendd oldatok pH-jat 0,1 M-os Na,HPO4/NaH,PO4 foszfat pufferrel allitottam
be A reagensek analitikai tisztasaguak voltak.

A felhasznalt oldoszerek szintén analitikai tisztasagliak voltak, kivéve a MALDI- és ESI-
TOF-MS méréseknél alkalmazott HPLC tisztasagli vizet, metanolt, etanolt, tetrahidrofurant és
kloroformot.

A MALDI mérések soran 2,5-dihidroxi-benzoesav (DHB) matrixszal dolgoztam
(ALDRICH), az NMR mérésekhez 99,9 %-os D,O-t, CDCl;-t, CD,Cl>-t €és DMSO-t (Cambridge

Isotope Laboratories Inc.) hasznaltam.

4.2. Eloallitott vegyiiletek
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4.2.1. [RuCly(p-cimol)]; elodllitasa

0,885 g (3,38 mmol) RuCl;.3H,0-t Ar alatt feloldottam 50 ml absz. etanolban. Az igy
kapott barna szinli oldathoz egy adagban 7,5 ml (p = 0,837 g/ml) 85 %-os a-terpinent mértem
(41,04 mmol), majd keverés kozben 4 oran keresztiil reflux homérsékleten tartottam a
reakcioelegyet. A reakcio végeztével hiillni hagytam az oldatot, melybdl sotét vorods, csillogd
kristalyok valtak ki. A szildrd anyagot szlirtem, dietil-éterrel mostam, majd széritottam. A
szlirletet felfogtam, az olddszer kb. felét elparoltam, majd a betoményitett oldatot éjszakara
hiitészekrénybe tettem. Masnapra ebben is kristdlyos anyag jelent meg, melyet az elébbiekhez
hasonloan sziirtem, mostam ¢és széritottam. Kitermelés: 0,72 g (1,18 mmol) (35%). A termék

tisztasagat 'H- és ?C-NMR technikéval ellenSriztem.

4.2.2. I-(natrium-etil-2-szulfonat)-3-(etil-2-szulfondt) imidazolium betain elodllitasa

Az 1-(natrium-etil-2-szulfonat)-3-(etil-2-szulfonat) imidazolium betain az irodalombol
mar ismert vegyiilet, melynek preparalasi 1épéseit Herrmann és munkatarsai irtdk le imidazol és
2-brom-etan-szulfonsav reakcidjaban.#! A vegyiiletet azonban mas kiindulasi anyagokbol, mas
kortilmények kozott is sikertilt eléallitanom. A szintézis megvaldsitasanak otletét az Arduengo
altal 1,3-diszubsztitualt imidazdlium sok elallitdsara szabadalmaztatott leiras adta.>’

Héaromnyaku lombikba 0,9 g (0,03 mol) paraformaldehidet mértem, melyhez 5 ml vizet
adtam. Mivel a paraformaldehid nem oldodott vizben, 4 ml toluol segitségével szuszpenziot
képeztem, és melegités kozben oldottam fel az anyagot. 3,75 g (0,03 mol) taurint melegités
kdzben 5 ml vizben oldottam, majd a tiszta oldatot egyszerre adtam a paraformaldehid oldatidhoz.
15 perc kevertetést kdvetden ujabb 3,75 g taurin/5 ml viz oldatot juttattam a reakcidelegybe.
Ujabb 15 perc kevertetés utin az oldatot hiilni hagytam, majd lasst iitemben 5 ml 6 M-os HCI
oldatot (0,03 mol) csepegtettem a rendszerbe kb 20 perc alatt. A HCI hozzdadasat kdvetd 5 perc
mulva 3,44 ml 40 %-os (0,015 mol) glioxal oldatot csepegtettem a lombikba. Ezutan tjra
felmelegitettem az oldatot, és 2 oOraig refluxaltattam. A reakcié végeztével az oldoszert
vakuumban elparoltam, mire fehér zsirszeri anyagot kaptam, melyet 20-20 ml etanollal majd

éterrel mostam. Kitermelés: 7,16 g (25,21 mmol) (84%). A terméket ESI-TOF-MS technikéval

azonositottam, tisztasagat 'H-NMR mérésekkel ellenSriztem.
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4.2.3. [Ag(1-butil-3-metil-imidazol-2-ilidén),][AgCl] eldallitasa

0,30 g (1,72 mmol) 1-butil-3-metil-imidazoélium kloridot (BMIMCI) 25 ml
diklérmetanban oldottam, majd az oldatot Schlenk edénybe toltottem. A BMIMCI oldatdhoz Ar
atmoszféra alatt 0,24 g (1,03 mmol) eziist(I)-oxidot adtam. Az Ag,O nem oldodott fel, de 3 oras,
50°C-on végzett keverés hatasara szemmel lathatoan csokkent a mennyisége, mikdzben az oldat
halvany sarga szinlivé valt. A reakcid végeztével kiszlirtem az elreagalatlan Ag,O-t, ligyelve arra,
hogy az oldat levegdvel ne érintkezzen. Az igy kapott diklérmetanos oldatot a legtobb esetben
kozvetleniil hasznaltam fel a tovabbi szintetikus lépések kivitelezéséhez. A termék vizre és
oxigénre rendkiviil érzékeny, sarga szinli viaszos szilard anyag formajaban izolalhaté az oldoszer
vakuumban torténd elparologtatdsaval. Kitermelés: 0,32 g (0,57 mmol) (66%). 'H-NMR (360
MHz, 298 K, CD,Cl,) ¢ 0.95 (t, 6H, N-CH,CH,CH,CH5), 1.34 (szextet, 4H, N-CH,CH,CH,CH3),
1.81 (kvintet, 4H, N-CH,CH,CH,CH3), 3.84 (s, 6H, N-CHj;), 4.12 (t, 4 H, N-CH,CH,CH,CH3),
7.10 (s, 4 H, CH=CH). “C-NMR (90 MHz, 298 K, CD,CL,) & 13.38 (CH,-CH3), 19.59 (N-
CH,CH,CH>»), 33.41 (N-CH,CH»), 38.67 (N-CHj3), 51.58 (N-CH,), 121.00 (CH=CH), 122.25
(CH=CH), 179.64 (NCN).

4.2.4. [RuCly(1-butil-3-metil-imidazol-2-ilidén) (p-cimol)] (1) elodllitasa

0,27 g (0,44 mmol) [RuCl,(p-cimol)] komplexet 5 ml diklormetanban Ar alatt feloldottam,
majd az oldatot [Ag(1-butil-3-metil-imidazol-2-ilidén),][AgCl] oldatdhoz adtam (0,25 g (0,49
mmol) 7,5 ml CH,Cl,-ben). Azonnali csapadékkivalast figyeltem meg (AgCl), de a reakcid
teljessé tételéhez az elegyet 40°C-on még 2 o6ran at kevertettem. A keletkezd Ru(Il)-karbén
komplex levegdre nem érzékeny, ezért az AgCl csapadék sziirését mar nem sziikséges inerten
végezni. A kapott sziirletet szarazra parolva egy barna, ragacsos anyaghoz jutottam. A
nyersterméket tartalmaz6 Schlenk-edényt ezutan folyékony nitrogénben lehitottem, majd 5 ml
¢tert adtam az anyaghoz. Néhany perces triturdlds €s intenziv kevertetés utan a barna ragacsos
anyag halvany narancssarga szildrd csapadékka kezdett 4talakulni. Ekkor az étert Pasteur
pipettaval eltavolitottam, a kis mennyiségli maradék olddszert vdkuumban leszivattam, majd a
reakcidedényt Gjra lehiitottem az éteres kezeléshez. Ezen miiveleteket addig ismételtem, mig a
ragacsos barna anyag egésze at nem alakult narancssarga sziladrd anyagga. A termék levegére nem
érzékeny, vizes oldatban napokon keresztiil eltarthatdo anélkiil, hogy szerkezete megvaltozna.

Kitermelés: 0,25 g (61%). Analitikai tisztasagli anyag diklormetdnos oldatbdl nyerhetdé hexan
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rétegzésével torténd kristalynovesztéssel. MS (ESI): m/z 373 [M-2CI-H]", 409 [M-CI]". '"H-NMR
(360 MHz, 298 K, CD,Cl,) 6 1.04 (t, 3H, N-CH,CH,CH,CH53), 1.31 (d, 6H, CH;-CH-CH3), 1.47
(szextet, 2H, N-CH,CH,CH,CH3), 1.74 (kvintet, 2H, N-CH,CH,CH,CH3), 2.02 (s, 3H, C-CH;)
2.97 (heptet, 1H, CH3-CH-CH3), 4.01 (s, 3H, N-CHj), 4.49 (t, 2H, N-CH,CH,CH,CH3), 5.01-5.43
(m, 4H, -CH-), 7.11 (d, 1H, N-CH=CH-N), 7.16 (d, 1H, N-CH=CH-N). *C-NMR (90 MHz, 298
K, CD,Cl,) & 13.71 (-CH,CH3), 18.34 (C-CHj3), 20.10 (N-CH,CH,CH,), 21.42 (CH-CH3), 30.72
(CH-CH3), 33.82 (N-CH,CHa»), 39.34 (N-CH3), 51.21 (N-CH,), 81.17, 81.74 (CH-CH), 98.85 (C-
CH3), 108.91 (CH-CH(CHs;)y), 121.51, 124.02 (N-CH=CH-N) 173.68 (NCN). Szamolt
elemdsszetétel CigHosN,CloRu-ra: C, 48.65; H, 6.35; N, 6.30; Cl, 15.96%. Elemanalizis soran
meghatarozott: C, 48.10; H, 6.50; N, 6.76; Cl, 15.57%.

4.3. Kiserleti modszerek, kisérleti technikak

4.3.1. Lipid diszperziok keészitése

Minthogy a hidrogénezési reakcidkat vizes kozegben hajtottam végre, sziikség volt a
lipidek illetve lipidkeverékek vizben (0,1 M foszfat-pufferben) torténd diszpergélasara.

Egy tipikus diszperzio készitési eljaras soran elsé 1épésként a felhaszndlni kivant
lipidekbdl, vagy lipidkeverékekbdl (Synechocystis tilakoid lipidek, szojalecitin) kloroformos
torzsoldatot (C = 10 mg/ml) készitettem. Ezt kovetden a megfeleld lipid oldatokbdl a kivant
mennyiségeket egy lerdviditett, vastag falu kémcsdbe, vagy egy 25 ml-es f6z6poharba mértem,
attol fliggden, hogy mekkora volt a vizes kozeg tervezett térfogata, majd a kloroformot inert gaz
(N,, Ar) raftvatasaval elparologtattam. Hidrogénezés sordn az 0Ossz lipid koncentracio az
alkalmazott katalizatortdl fliggéen 0,1-1 mg/ml volt.

A kivant mennyiségli foszfat puffert (pH = 6,9) a kémcsdbe vagy a fézOpoharba toltdttem,
¢s BRANSON SONIFIER 250 tipust ultrahangos dezintegratorral 5V kimend fesziiltség mellett
20 % teljesitményen 3x2 percig szonikaltattam az oldatot jeges-vizes hiités kozben. A szonikalas
eredményeképpen enyhén opdlos kolloid oldatokat kaptam, melyeket kdzvetleniil hasznaltam fel

hidrogénezési reakciokban.
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4.3.2. Lipidek hidrogénezése

Kisérleteim soran a lipidek hidrogénezését az alkalmazott nyomas nagysagatol fiiggden

magneses keverdvel ellatott Schlenk-edényben (p = 1 bar), vagy vastag falll nyomasallo iiveg

Gazbevezetd- = A
Nyomasmérd
szelep
Magneses keverd Olajfiirdé

N h
o ’ﬂ“

reaktorban (4.3.2. dbra) valdsitottam meg.
4.3.2. Abra Nyomasall6 iiveg reaktor

A katalizator eldzetes aktivalasa csak a Pd(QS), esetében volt sziikséges a Ru(Il)-karbén
komplexeket szilard formdban adtam a szubsztratum oldatdhoz. A Pd(QS), mar atmoszférikus
nyomdason is jelentds konverzidkat okoz, ezért a hidrogénezéseket ezzel a komplexszel
egyszeriien Schlenk-edényben végeztem. A Ru(Il)-karbén katalizatorokkal torténd hidrogénezési
reakcidkat viszont nagyobb nyomason (10 bar) kellett kiviteleznem, ilyenkor a nyomdasalld
reaktort hasznaltam.

Kis nyomasokon, Pd(QS), katalizator alkalmazasa mellett tehat a megfeleld lipid vagy
lipidkeverék vizes diszperziojat (V = 5 ml, C = 0,1-0,2 mg/ml) Schlenk-edénybe toltottem,
elézetesen a termosztatot a kivant hdmérsékletre allitottam (altaldban 37°C). A reakcioedény
lezardsa utdn az oldat folotti gdztérben talalhatdo levegdt vakuumszivattyu segitségével
leszivattam, majd H, atmoszféra ala helyeztem a rendszert. Ezen miiveleteket 3-4-szer ismételtem
meg egymas utan a tokéletes oxigénmentesités céljabol.

A lipid hidrogénezési reakciok kivitelezése soran a Pd(QS); katalitikusan aktiv B formajat
mindig kozvetleniil felhasznalas el6tt allitottam eld oly modon, hogy a szilard Pd(QS),-t pH 6,9-
es 0,1 M-os foszfat-pufferben oldottam (4 forma), majd az igy nyert oldatot mindaddig hidrogén
alatt tartottam, mig az oldat lilas szine 4t nem valtott sargéara (C forma). Ezutdn a H, atmoszférat
megsziintettem, majd az oldat levegdvel torténd érintkezésekor a kivant B forma képzddott. A

lipid hidrogénezési reakciokhoz ezt az oldatot hasznaltam fel. Az aktiv formdba hozott
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katalizatort a Schlenk-edény zarokupakjaban 1évo szeptumon keresztiil, fecskendd segitségével
juttattam a lipid reakcidelegybe (Cya=9,5 pg/ml).

A Ru(Il)-karbén katalizatorok nagyobb nyomasok alkalmazasat kovetelték meg. Az
katalizatort (2,5 mg; 1,88 mM), illetéleg — amennyiben vegyes foszfin/karbén katalizatort
kivantam in situ eldallitani — enyhe feleslegben a PTA-t (1 mg; 2,12 mM). A reaktort lezartam,
néhanyszor evakudltam (annak ellenére, hogy a katalizaitor nem érzékeny O,-re), majd

hidrogénnel a kivant nyomasra toltottem fel.

4.3.3. Egyéb szubsztratumok hidrogénezése

Miel6tt az ujonnan eldallitott Ru(Il)-karbén katalizatorokat lipidek hidrogénezésére
hasznaltam volna, egyszeriibb és olcsobb szubsztratumokon teszteltem dket. A C=C ¢és/vagy C=0
kotéseket tartalmazé vegyliletek 3 ml, 0,667 M-os ,,o0ldatait” (az apolaris szubsztradtumok ugyanis
vizben nem olddédtak) nyomdsalld iiveg reaktorban készitettem el (4.3.2. dbra), melyhez a
katalizator megfelel6 mennyiségét mértem (6,3 mg; 4,73 mM). A hidrogénnel vald feltoltést a csé
evakualéasa eldzte meg. Vizben nem old6do szubsztratumok esetén sem hasznaltam a viz mellett

kiilon szerves fazist, kizarélag egytazisi rendszerekkel dolgoztam.

4.3.4. Hidrogénezési konverziok meghatarozdsa

Lipidkeverékek egyedi lipidjeinek hidrogénezési konverzidit MALDI-TOF-MS technikaval
hataroztam meg. A hidrogénezett vizes lipid diszperzidkat kloroformos/metanolos (2:1)
extrakcionak vetettem ald. A diszperziokhoz kétszeres térfogati kloroform/metanol elegyet
mértem, az extrahalast kémcsorazo (vortex) segitségével végeztem. A két fazis elvalasa utan a
felsd vizes részt Pasteur-pipettaval tavolitottam el. Az als6 kloroformos fazist kevés (0,1-0,2 g)
vizmentes MgSOjy-tal széritottam, majd tiszta kémcsObe szlirtem és szdrazra paroltam. A

beszaradt anyagokat a kémcsd falarél annyi kloroformmal oldottam le, hogy kb. 5mg/ml

e ey

crer

1:1 aranyu elegye volt.
Bizonyos méréseknél Na'-t kellett a vizsgalandd rendszerbe juttatnom, hogy a

lipidkeveréket alkot6 lipidek jelei 0Osszemérhetdé intenzitastiak legyenek. DOPE-DOPC
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keverékekben példaul a DOPE [M+H]" csucsai gyengén, vagy egyaltalan nem latszanak a DOPC
[M+H]" csucsai mellett, ha viszont Na'-t adunk az oldatba, a megfelelé [M+Na]  jelek —
[DOPE+Na]", illetve [DOPC+Na]" — intenzitasa dsszemérheté. E célbol telitett etanolos NaCl
oldatot készitettem ugy, hogy 1ml EtOH-hoz 5 mg NaCl-t adtam.

Az egyes oldatokat Eppendorf-csovekben mértem 0ssze a kdvetkezok szerint:
— 5 pul minta
—15 ul NaCl/EtOH (sziikség szerint)
~50 ul DHB

Az igy létrejott elegyekbdl 0,5 ul térfogatokat cseppentettem fel a mintatartd lemezre, ahol az
oldoszer szinte azonnal elparolgott, és csak a kristalyos szilard anyag maradt vissza.

Méréseimet BRUKER Biflex III MALDI-TOF-MS késziilékkel hajtottam végre pozitiv
ionmddban, reflektron tizemmod alkalmazasdval. Kisérleteim sordan a lézerimpulzusok szama
120-ra, a csillapitas értéke 63—72% kozotti értékre volt beallitva. A spektrumok kiértékelését az
XMASS 5.0 szoftverrel végeztem.

A lipid hidrogénezés dsszkonverzidjanak meghatarozasara szojalecitin mintak esetében
gazkromatografiat alkalmaztam. Ekkor a hidrogénezést és kloroformos extrakciét kovetden
beszaritott mintara ampullaban 4-5 ml 5%-0s HCI-MeOH elegyet toltdttem, majd a leforrasztott
ampullat 3 orara 80°C-on blokk termosztitba (,,block therm”) helyeztem. Az atészterezés
befejeztével a mintdkat kevés (kb 0,5 ml) viz hozzdadasa utan 2ml n-hexannal extrahaltam.
Atészterezéskor a zsirsavak megfelelé metil-észterei  képzédtek, melyek mar megfeleld
illékonysagtiak voltak a gazkromatografias elemzéshez.2-58 Szaritas (MgSO,) és ampulléba sziirés
utan az olddszert elparologtattam, majd a mérés elétt 50-60ul n-hexdnnal oldottam le a lipideket
az uiveg falarol.

Szoéjalecitin és Synechocystis mintak vizsgélatakor az dsszkonverziot a kovetkezd képlet

alapjan szamitottam ki:

A(16:1) + A(18:1) + 2A(18:2) + 3A(18:3)
Konverzio = <1 - * 100
B(16:1) + B(18:1) + 2B(18:2) + 3B(18:3)
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A: az adott zsirsav %-0s mennyisége a hidrogénezett elegyben

B: az adott zsirsav %-o0s mennyisége a hidrogénezés elott

A Symnechocystis lipidkeverék egyedi lipidjeinek azonositasa, illetve az azokbdl szarmazd
zsirsavak aranyanak meghatarozasa tomegspektrometriasan (MALDI-TOF) tortént.

A gazkromatografids meghatarozasokat HEWLETT-PACKARD 5890 Series II tipusu
gazkromatograf segitségével hajtottam végre SP 2330 kapillaris kolonnan, langionizacids

detektorral, a kovetkezd hdmérsékleti paraméterek mellett:

Tgetektor = 250°C
Tinjektor = 250°C
Tkolonna =170°C

A C=C ¢és/vagy C=0 kotéseket tartalmazd egyéb szubsztratumok hidrogénezési
konverzioit 'H-NMR tecnikaval hatdroztam meg. Vizoldhaté vegyiiletek hidrogénezése utan
kozvetleniil a reakcioelegybdl vettem mintat (kb. 0,5 ml), melyhez NMR-csében D,O-t (kb. 0,2 -
0,3 ml) adtam. Vizben nem old6d6 anyagok esetében kloroformos extrakciot hajtottam végre, a

szerves fazist beparoltam, majd CDCl;-mal mintat készitettem.

4.3.5. Ru(Il)-karbén komplexek szerkezetazonositisa

A Ru(Il)-karbén komplexek szerkezetazonositasahoz sziikséges 'H- °'P- és C-NMR
méréseket szobahdmérsékleten, BRUKER DRX 360 tipust NMR késziiléken végeztem.

A tomegspektrometrias adatokat BRUKER BioTOF II ESI-TOF tomegspektrométer
segitségével gylijtottem be.

A kristalyos [RuCl,(1-butil-3-metil-imidazol-2-ilidén)(p-cimol)] (1) komplex rdntgen-
krisztallografids szerkezetazonositdsa 20°C hoémérsékleten tortént Enraf Nonius MACH3
diffraktométerrel. A meghatarozast egyetemiink rontgen-krisztallografias laboratériumaban Dr.
Bényei Attila tudomanyos fdmunkatars végezte.

Az 1+PTA reakciot spektrofotometriasan kovettem. A mérések sordn 1 koncentracidja
0,93 mM, a PTA torzsoldat koncentracidja 16,25 mM volt. A PTA torzsoldatot 20 pl-es
részletekben adtam a kiivettdban 1év6 2 ml térfogati 1 oldatdhoz. A spektrumokat 370-550 nm

hullamhossz-tartomanyban Hitatchi U2000 tipust spektrofotométer segitségével vettem fel.
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4.3.6. pH potenciometrikus titraldasok

Az 1-es komplex pH-potenciometrikus titrdlasat Metrohm 6.0234.100 kombinalt

iivegelektroddal felszerelt Metrohm 702 S14 automata titralo rendszerrel végeztem (4.3.6. abra).

Lug oldat

Ar bevezet6 csé

Uvegelektrod

Automata biiretta Lug adagolo

Termosztalhato
reakcidoedény

4.3.6. abra Metrohm 702 S14 automata titrald rendszer

A titrdland6é oldatot tigy allitottam Ossze, hogy bemértem 0,01788 g (0,04027 mmol)
komplexet, 5,00 ml 0,0200 M-os so6savat, 1,00 ml 1,0000 M-os KCI oldatot, és 5 ml desztillalt
vizet. Az igy kapott oldatot 0,1950 M-os KOH oldattal titraltam meg. Az automata adagold ugy
volt bedllitva, hogy az egyes KOH részletek (5 pl) hozzdadéasa kozott 100 s teljen el. Az oldat
keveredését folyamatos argon buborékoltatds biztositotta. A titraldsi adatok kiértékelése
PSEQUAD programmal tortént, a pH fliggvényében megfigyelhetd részecskeeloszlast MEDUSA
v. 9 programmal szamitottam és abrazoltam.

Az 1-es komplex pH-sztatikus (allando pH értéken végzett) titralasat pH 7,5-6n és pH
10,8-on valositottam meg. A pH-sztatikus titralas 1ényege, hogy a mérés soran allando értéken
tartjuk a pH-t, vagyis ha példaul a vizsgalt rendszerben proton-termeld folyamat indul meg, a
mérOomiiszer lugot adagol a titrdlando oldatba. Ilyen esetben a fogyott lugtérfogatbol tudunk
kovetkeztetni a keletkezd protonok mennyiségére. A hémérsékletet mindkét titralasnal 60°C-ra
allitottam, a titrdl6 KOH koncentracioja 0,0965 mol/dm3, a komplex koncentracioja 4,51){10"3

mol/dm’ volt. Az 4llando ionerdsséget KCl-dal allitottam be (0,1 M).
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Lipidek, lipidkeverékek Pd(QS),-vel torténo hidrogénezésének vizsgalata

5.1.1. DOPC hidrogénezése

A Ru(Il)-NHC karbén komplexek eldallitasat, illetve vizes kozegli lipid hidrogénezési
reakciokban  torténd felhasznalasat az egyedi lipidek hidrogénezési konverzidinak
meghatarozasara alkalmas analitikai modszer kidolgozasa elézte meg.

A szakirodalom bovelkedik olyan kozleményekben, melyekben a nemillékony lipidek
vizsgalatira a tomegspektrometriat talaltak a leginkdbb alkalmazhatonak.59-61 Ezen eldzmények
utan a lipid-hidrogénezés tanulmanyozéasara a MALDI-TOF-MS technikat valasztottuk.

Kisérleteimet a két telitetlen C=C kotést tartalmazé DOPC hidrogénezésének vizsgalataval
kezdtem. A reakcidoban két termék képzddésére nyilik lehetdség; az egyik C=C kotés
hidrogénezddésével egy félig telitett (18:1-18:0), mindkét C=C kotés hidrogénezddésével pedig
egy teljesen telitett (18:0-18:0) lipid alakul ki (5.17.1.a. abra).

Viarakozasainknak megfeleléen a DOPC, illetve a hidrogénezés soran képzddd termékek
kivaléan detektalhatoak voltak MALDI-TOF-MS-sel (5.1.1.b. és 5.1.1.c. dbra). Matrixként DHB-t
alkalmaztam, a tobbi kiprobalt matrix (SA — szinapiksav, DIT — ditranol, CHCA — a-ciano-4-
hidroxi-fahéjsav, HABA — 2-(4-hidroxi-fenil-azo)-benzoesav) hasznalata mellett ugyanis nem
kaptam jo mindségli spektrumokat. A mddositattan DOPC MALDI-spektrumaban jelentkezd 786
Da tomegszamu cstics a DOPC molekulaion csucsa, mely az ionizacio soran, proton felvételével
keletkezé [M+H]" iont jeldli. A nagyobb m/z értékeknél (787, 788, 789 Da) észlelhetd csticsok

izotépesticsok, melyek intenzitdsaranya fiigg « POPC (18:1-18:1)

pitd elemek mindségétol,
azok természetes izotopjainak szamatol, az egyes izotopok gyakorisdgatdl. Az izotdpcsiicsok
mintazatdbol tehat mindségi analitikai informacidk szarmaztathatok az adott vegyiilet

Osszetételére vonatkozoan.

42



[Se SN
0
Hzc‘: (0]
CHOéJ/\/\/\C/H\@\/\/\/\
CHy | o
2 O,pfo/\/N CH,
I CH,

o)
Hz? o) Hz? 0
CH \ NP CH,. | NN
20-p—o- >N -CH, 20-p—o- >N CH,
I CH, u CH,
PC (18:1-18:0)

PC (18:0-18:0)
5.1.1.a. abra DOPC hidrogénezése

A hidrogénezett minta spektrumat (5././.c. dbra) szemiigyre véve lathatd, hogy Pd(QS),
jelenlétében mar 2 perces, 30°C-on ¢és 106 kPa-on végzett hidrogénezés hatasara is 790 Da-nal
egy viszonylag nagy intenzitdsu csucs jelentkezik, mely a teljesen telitett (18:0-18:0) lipidnek
felel meg. A félig telitett forma (18:0-18:1) csticsa 788-nal figyelhetd meg. Megjegyzendd

azonban, hogy ez a jel egybeolvad a 786-os csucs masodik izotdpcsucsaval. Az izotdpcsucs-
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5.1.1.b. abra DOPC MALDI-spektruma 5.1.1.c. abra Hidrogénezett DOPC MALDI-

spektruma;[Pd(QS),]=12,1uM, [DOPC]=127uM
T=30°C, p(H,)=106 kPa, t=2 perc
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Lipid Lipid mennyisége a
zsirsavosszetétele hidrogénezett
keverékben (mol%)

18:1-18:1 55,61
18:0-18:1 5,94
18:0-18:0 38,45

5.1.1. tablazat DOPC hidrogénezés utani termékelegye

(18:1 — olajsav, 18:0 — sztearinsav)

Erdekes, hogy a 18:1-18:0 lipid mennyisége meglehetdsen csekély a hidrogénezett
elegyben. Ez azt jelenti, hogy ha a katalizator kdlcsonhatasba keriil a DOPC molekulaval, akkor
annak mindkét telitetlen kotését hidrogénezi, a félig telitett termék pedig csak kis valdszinliséggel
keletkezik.

Lathatjuk tehat, hogy MALDI-MS segitségével meghatarozhato a DOPC hidrogénezett
diszperzidjanak lipidosszetétele, mig a gdzkromatografia legfeljebb a 18:1 illetve 18:0 zsirsavak
MALDI mérések eredményeként kapott konverzido (41,42 %) jO egyezést mutat a
gazkromatografias adatokbol szamolt értékkel (42,48 %).

5.1.2. Kétkomponensii DOPE-DOPC lipidkeverékek hidrogénezése

Kutatomunkam kovetkezd pontjaként az egyes komponenseket kiilonbozd aranyban
tartalmaz6 DOPE-DOPC lipidkeverékek hidrogénezését végeztem el, és vizsgaltam az egyedi
komponensek keverékbeli reaktivitasat. Ismert tény, hogy vizes kdzegben torténd diszpergalaskor
a két lipidféleség eltérd szerkezetli vezikuldkat hoz létre. Amig a DOPC kettds réteget alkot,
addig a DOPE hexagonilis struktirat képez.2

A kisérletek sordn arra a kérdésre is kerestem a valaszt, hogy fiigg-e a DOPE illetve a
DOPC reaktivitasa attol, hogy melyik komponens van talsulyban a keverékben, azaz melyik
vezikulaszerkezet dominal.

DOPE, illetve DOPC egymas mellett torténd kimutatasa sordn azzal a problémaval
szembesiiltem, hogy — feltehetdleg az eltéré molekulaszerkezetbdl adodoan — az eldbbi lipid jelei
nem, vagy csak nagyon gyengén latszottak a MALDI-spektrumokban (fiiggetleniil az alkalmazott
matrixtol) a DOPC jelei mellett. A probléma még abban az esetben is fennallt, ha nagyrészt

(80%-ban) DOPE alkotta a mintat. Ennek feltehet6leg az az oka, hogy a belso so6 szerkezettel
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rendelkez6 DOPC, mely kvaterner nitrogént és negativ toltésli oxigént tartalmaz, sokkal
konnyebben protonalddik a mérési koriilmények kozott. Annak érdekében tehat, hogy értékelhetd
méréseket tudjak végezni, valamilyen modon 6sszemérhetd intenzitdsuva kellett tennem a jeleket.
Megfigyeltem, hogy a MALDI-minta el6készitése soran telitett etanolos NaCl oldatot (15 ul)
adva a hidrogénezett lipidkeverék extrakci6 utan nyert kloroformos oldatahoz, a két lipid

[M+Na]" spektrumbeli csticsai mar dsszemérhetd intenzitastiak voltak (5.1.2. abra).

810.432

— 812.4862

1000

1
— 766-388
— 768.396
— 770.417
—— 786.440
— 788.415
— 790.449
— 808.431

500
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5.1.2. abra DOPE-DOPC 4:1 aranyt keverékének hidrogénezés utani MALDI-spektruma
[DOPE+Na]": 766 Da, [DOPC+Na]": 808 Da, [DOPC+H]": 786 Da
[PA(QS), ]= 12,1 uM, [lipid] ((DOPEJ+[DOPC]) = 127 uM, T =30°C, p(H,) =109 kPa, t = 2,5 perc

A 766, 768 és 770 Da-os csucsok rendre a foszfatidil-etanolamin natrium ionnal ionizalt
telitetlen (DOPE), félig telitett és telitett formaihoz rendelhetdk. A foszfatidil-kolin megfelelé Na-
csucsai 808, 810, illetve 812 Da-nal jelentkeznek, mig a 786-790 tomegszam jelek a foszfatidil-
kolin [M+H]" jelei.

A hidrogénezés utani konverziokat Gigy hatdroztam meg az egyes lipidféleségekre, hogy az
izotdpcstcs hozzajarulasok levonasa utan dsszeadtam a telitetlen (18:1-18:1), a félig telitett (18:1-
18:0) és a telitett (18:0-18:0) molekulaion-csucsok intenzitas értékeit (100 %), majd kiszdmoltam
a termékelegy komponenseinek mennyiségét. A termékelegy lipidosszetételének ismeretében
végiil megadtam a hidrogénezddott kettds kotések aranyat.

Az elvégzett Kkisérletek alapjan kideriilt, hogy a kétkomponensii DOPE-DOPC
lipidkeverék Osszetételétdl gyakorlatilag fiiggetlen az egyedi lipidek hidrogénezéssel szembeni

reaktivitasa (5./.2. tablazat).
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Keverék osszetétele Hidrogénezddés mértéke

DOPE DOPC DOPE DOPC

(%) (%) (%) nmol (%) nmol
20 80 69,77 93,77 66,63 339,08
40 60 66,44 178,60 59,77 228,13
50 50 62,86 211,22 60,50 192,43
60 40 70,81 285,52 72,12 183,51
80 20 63,26 340,11 56,16 71,45

5.1.2. tablazat DOPE-DOPC lipidkeverékek hidrogénezése
[PA(QS), ]= 12,1 uM, [lipid] ((DOPEJ+[DOPC]) = 0,1 mg/ml, T = 30°C, p(H,) =109 kPa, t =30 perc

A MALDI-technika alkalmazésa tehat lehetdvé tette, hogy egymés mellett hatarozzam
meg a kiilonbozo lipidféleségek egyedi reaktivitasat. Mas analitikai modszerekkel ez a feladat

ilyen egyszerlien és pontosan nem lett volna elvégezhetd.

5.1.3. Kétkomponensii DOPE-DOPC lipidkeverékek hidrogénezése koleszterin jelenléteben

Az emlés, koztik az emberi sejtek membranjai jelentés mennyiségben tartalmaznak
koleszterint, melynek nagy szerepe van a lipid raftok szerkezetének kialakitasdban. Az egyszeri
DOPE/DOPC/koleszterin rendszer vizsgalataval arra kerestem a valaszt, hogy hogyan
befolyasolja a koleszterin jelenléte az egyedi lipidek hidrogénezéskor mutatott reaktivitasat. E
célbol DOPE:DOPC 1:1 aranyu keverékét kiilonbdzé mennyiségii koleszterin hozzdadasa mellett
diszpergéltam 6,9-es pH-ju foszfat-puffer oldatban. Az igy kapott vizes diszperziot a szokott
modon, szigorGan azonos korilmények kozott hidrogéneztem Pd(QS), katalizatorral, a

konverziokat MALDI-TOF-MS-sel hataroztam meg (5.1.3. 4bra).
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5.1.3.abra DOPE-DOPC 1:1 aranyu keverékének hidrogénezése koleszterin jelenlétében
[PA(QS), ]= 12,1 uM, [lipid] ((DOPEJ+[DOPC]) = 127 uM, T =30°C, p(H,) =109 kPa, t =5 perc

Az eredmények értékelésekor azt tapasztaltam, hogy a koleszterin mennyiségének
novekedésével mindkét komponens hidrogénezési konverzidja koriilbeliil azonos mértékben

csokkent, bar a DOPC reaktivitdsa valamivel nagyobb volt az egyes mintak esetében (5.1.3.

tablazat).
Hidrogénezési konverzio (%)
Koleszterin DOPE DOPC
(m/m%)
0 45,86 48,11
10 29,19 32,83
30 15,65 20,90

5.1.3. tablazat DOPE és DOPC reaktivitasanak valtozasa koleszterin hatasara

A konverzid értékek csokkenése azzal magyardzhatd, hogy a koleszterin molekuldk
beépiilve a membranba —jelen esetben a vezikuldkba — szoros illeszkedést biztositva merevitik
annak szerkezetét, aminek kovetkeztében a katalizator nehezebben tud hozzaférni a megfeleld

lipid molekulakhoz, igy a hidrogénez6dés mértéke sziikségszeriien lecsokken.

5.1.4. Synechocystis PCC 6803-bél izolalt lipidkeverék hidrogénezése

A Synechocystis PCC 6803 nevil cianobaktérium tilakoid membranjabol egy
négykomponensii lipidkeverék (MGDG, DGDG, PG, SL) izolalhat6. Az egyes komponenseken
beliil tobbféle lipid molekulat kiillonboztethetiink meg, melyek a zsirsavrészek mindségében
kiilonboznek egymastol. (Az MGDG elnevezés példaul olyan lipideket jel6l, melyek fejesoportja
ko6zos, az MGDG-re jellemzd, a zsirsavrészek viszont eltéréek.) A Synechocystis lipidkeverék

hidrogénezésével a novényi sejtmembranok hidrogénezését kivantuk modellezni.
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Ahhoz azonban, hogy az egyes lipidféleségek reaktivitdsat meghatarozhassuk, legeldszor
azonositani kellett a tilakoid membranbdl izolalhaté lipidmolekuldkat. Ennek megvalositasara a
tomegspektrometria nyujtott lehetdséget. Az egyes lipidek egymas mellett torténd kimutatasa
ebben az esetben is ugy volt lehetséges, hogy a MALDI mintdk készitése soran 15 pl telitett
etanolos NaCl oldatot adtam a DHB-t és a mintat tartalmaz6 oldatokhoz.. A Synechocystis PCC
6803 tilakoid membranjabol izolalt lipidkeverék MALDI spektruma az 5./1.4.a. dbréan lathatd, mig
az egyes lipid tipusokon beliil eléforduld kiilonbozd zsirsavrészeket tartalmazd egyedi lipid

molekulakat az 5.7.4.a. tdblazatban tiintettem fel.

5.1.4.a. abra A Synechocystis PCC 6803 tilakoid membranjabol izolalt lipidkeverék MALDI-spektruma
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MGDG DGDG PG SL

Tomeg  Zsirsav  Tomeg  Zsirsav  Tomeg  Zsirsav  Tomeg  Zsirsav

(Da)  Osszetétel (Da)  Osszetétel (Da)  Osszetétel (Da)  Osszetétel

773 16:1-18:3 935 16:1-18:3 765 16:1-18:3 837 16:0-16:1
775 16:0-18:3 937 16:0-18:3 767 16:0-18:3 839 16:0-16:0
777 16:0-18:2 939 16:0-18:2 769 16:0-18:2 861 16:0-18:3
779 16:0-18:1 941 16:0-18:1 771 16:0-18:1 863 16:0-18:2
781 16:0-18:0 943 16:0-18:0 773 16:0-18:0 865 16:0-18:1

867 16:0-18:0
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5.1.4.a. tablazat A Synechocystis PCC 6803 tilakoid membrant alkotd lipidek

A négykomponensii lipidkeverék hidrogénezése soran reaktivitasbeli kiilonbségeket
sikertilt kimutatnom az egyes lipidféleségek kozott. A hidrogénezés koriilményei, illetleg a
konverzio értékek az 5.1.4.b. tablazatban lathatoak.

Szembetling, hogy a telitetlen zsirsavrészek (18:3, 16:1) ardnya az egyes lipid tipusokon
beliil lecsokkent a hidrogénezés hatdsara, mig a nagyobb telitettségi foku zsirsavak mennyisége
(foként a teljesen telitett 18:0-¢) jelentésen megnétt. A zsirsavosszetétel valtozdsa alapjan
kiszdmoltam az egyes lipid tipusokra vonatkoz6 dsszkonverzio értékeket. Megéllapitottam, hogy
a hidrogénezés koriilményei kozott az MGDG és a DGDG koriilbeliil kétszer akkora konverziot

ért el (23,01, illetve 24,40 %), mint az SL és a PG (11,95, valamint 11,40 %).

Konv.

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 (%)

Hidro- |MGDG | 47,33 2,66 0,85 480 1295 3142
géne- |DGDG | 4596 4,04 1,40 2,43 11,62 34,55
zetlen SL 64,77 783 2,07 10,61 12,54 2,18
PG | 49,00 898 2,70 8,57 12,85 17,90

Hidro. IMGDG |47,71 229 568 1229 1241 19,61 | 23,01
géne- |DGDG [ 4804 196 491 1028 12,65 2215 | 2440

sett SL | 6606 649 3,56 12,76 856 2,57 | 11,95
PG 49,00 720 812 908 10,15 1644 | 11,40

5.1.4.b. tablazat Synecocystis tilakoid lipidkeverék hidrogénezése
[PA(QS),] =12 uM, [lipid] = 0,2 mg/ml, T = 30°C, p(H,) = 109 kPa, t =5 perc

Az Osszkonverziok szamitdsa a 4.3.4. fejezetben bemutatott képlet alapjan tortént.

5.1.5. Foszfatidil-glicerol (PG) hidrogénezése

49



Kutatomunkam soran azt is vizsgaltam, hogy tapasztalhato-e valamiféle reaktivitasbeli
kiilonbség abban az esetben, ha a Synechocystis membranlipidek egyikét nem a lipidelegyben,
hanem 6nmagéban diszpergéalom, illetve hidrogénezem. Kisérleteimet foszfatidil-glicerollal (PG)
végeztem, mivel a Synechocystis tilakoid membranja ebbdl tartalmaz a legkevesebbet, igy
varhatéan ennek modosul leginkdbb a vezikulaszerkezete a keverék-diszperzioban. A PG
onmagaban torténd hidrogénezésének konverzidja mindossze 6,04%-nak adodott, mig a
keverékbeli konverzio 11,40% volt. Megéllapithato tehat, hogy a Synechocystis lipidkeverékben a
PG nagyobb foku hidrogénezddése érhetd el, mint abban az esetben, amikor a lipid 6nalléan van
jelen a diszperzioban. A kiilonbség minden bizonnyal abbol adédik, hogy az 6nmagéban rosszul
diszpergalhatd PG a kozos vezikuldban a tobbi lipid hatasara egy olyan szerkezetbe épiil be,

melyben a katalizator molekulai konnyebben hozzaférnek a szubsztratum molekulaihoz.

5.1.6. Szojalecitin hidrogénezése

A szdjalecitin gyogyszertarakban is kaphato fontos taplalék-kiegészitd, mely gyakorlatilag
nem més, mint telitetlen, illetve tobbszorosen telitetlen lipidek keveréke. Epp ennek koszonheti
jotékony élettani hatasait, hiszen a telitetlen zsirsavak kiemelt szerepet jatszanak a vér karos
koleszterinszintjének csokkentésében.

A szojalecitin meglehet6sen sok komponenst tartalmazo Osszetett lipidkeverék. Ebbol
kifolyolag az 0Osszes lipid komponens azonositdsa, illetve az egyedi lipidekre vonatkozd
hidrogénezési konverziok meghatarozasa nem volt megvalosithatd. Atészterezést kovetéen
azonban lehetdvé valt a lipideket alkotd zsirsavak aranyanak gazkromatografidsan torténd
megadasa. Ezen adatokbdl az 0Osszkonverzid konnyedén kiszamithatd az 5.1.4. fejezetben
bemutatott képlet alapjan.

Az 5.1.6. tablazatban a szojalecitin hidrogénezés elbtti és utani zsirsavisszetételét
tiintettem fel. JOl lathatd, hogy a telitett komponensek mennyisége szamottevéen megnétt a
reakcio soran. (A 16:0 mennyisége feltehetdleg azért nem nétt, mert a kiindulasi szdjalecitin nem

tartalmazott kimutathaté mennyiségli 16:1 zsirsavrészeket.)
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Retencios id6 Zsirsav %-os arany hid-  %-os arany hid-
(perc) rogénezés elétt  rogénezés utan
7,78 16:0 27,82 24,44
11,78 18:0 6,56 26,84
13,16 18:1 8,88 24,29
15,85 18:2 51,56 13,13
19,10 18:3 5,18 1,29

5.1.6. tablazat Szojalecitin gadzkromatografidsan meghatarozott zsirsavosszetétele hidrogénezés elott és utan; [Pd(QS),] = 12 uM,

[lipid] = 1,43 mg/ml, T = 30°C, p(H,) = 109 kPa, t = 30 perc

A szojalecitin Osszkonverzioja a fent lathato kisérleti koriilmények kozott 57,33 %-nak

adodott.
Osszességében tehat megallapithato, hogy a vizsgalt lipidkeverékek esetében a MALDI-

TOF-MS — DHB matrix és NaCl alkalmazasaval — lehetové teszi az egyedi lipidek azonositasat és

reaktivitdsanak meghatarozasat.
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5.2. Ru(ll)-N-heterociklusos karbén komplexek eldallitasa és szerkezetazonositasa

5.2.1. [RuCl,(1-butil-3-metil-imidazol-2-ilidén) (p-cimol)] (1) szintézise

A lipid hidrogénezési reakcidok katalizalasara szant 1 komplexet az irodalmi részben

bemutatott eziist(I) metatézises reakcidban allitottam el6 (5.2.7.a. abra).
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[RuCl,L(C1oH44)]

5.2.1. abra [RuCL,L(C,oH,4)] el6allitasa eziist(I) metatézises modszerrel

L: 1-butil-3-metil-imidazol-2-ilidén

Az abran bemutatott eljards lényege, hogy az imidazdlium sobol (BMIMCI) Ag,O
segitségeével egy eziist(I) karbén komplexet képziink, melyet [RuCly(CioHj4)]2-szel reagaltatva
megkapjuk az atmenetifém NHC karbén komplexét (1). A reakcio elsé 1épésében az imidazolium
s0 deprotonalodasaval 1étrejovo eziist(I) karbén komplex rendkiviil kis hidrolitikus és oxidativ
stabilitassal rendelkezik. Viz, illetéleg oxigén hatdsara azonnal Ag,) kivalasa mellett bomlik. Ez
a fokozott instabilitds teszi azonban lehetévé azt, hogy a komplex karbén-atvivoként szolgaljon a
Ru(Il)-karbén katalizator eldallitisa sordan. Az eziist(I) karbént ugyanis a [RuCly(CioHi4)]2
dimerrel reagaltatva kialakul a Ru(II)-NHC-karbén komplex (1). A keletkez6 1 meglehetdsen
stabilis vegyiilet az erés Ru-C kotésnek kdszonhetden, vizes oldatban akar hetekig is eltarthato

bomlas nélkiil.

5.2.2. [RuCly(1-butil-3-metil-imidazol-2-ilidén)(p-cimol)] (1) szerkezet-azonositdasa
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A halvany narancssarga 1 BC.NMR spektrumat CD,Cl,-ben felvéve a karbén
szénatomokra jellemz6 kémiai eltolodas tartomanyban (6 = 173,7 ppm-nél) jol lathatd szinglet
jelet detektaltam (Az [AgL,][AgCl,] eziist-karbén komplex esetében is nyomon kdvethetd volt a
karbén ligandum kialakulasa, CD,Cl,-ben 173,7 ppm-nél jelentkezett a megfelelé N-C-N szinglet
rezonancia.) (5.2.2.a. dbra — A és B spektrum).

Az eldallitott 1 komplex MALDI-tomegspektrumaban két jelet azonositottam: az egyik
klorid ligandum eltdvozasaval kialakulo [M-CI]" (409 Da), illetve a mindkét klorid
leszakadasaval keletkez6 [M-2C1]" (373 Da) molekulaion-csucsokat (5.2.2.h. 4bra). A
spektrumban megfigyelhetd sok csucsbol allo izotdpcsucs-mintdzat jellemzé a ruténium
vegyiiletekre, mivel a ruténiumnak 16 természetes izotopja létezik.

Annak ellenére, hogy a semleges 1 komplexet apolaros cimol, és polaros funkcids
csoportot nem tartalmazé karbén épiti fel, kivalo vizoldhatosagot tapasztaltam. A szilard anyag
maradék nélkiil feloldodott, barna szinli oldat 1étrejottét eredményezve. A komplex D,O-s
oldatanak *C-NMR spektrumaban két szinglet karbén-jelet detektaltam169,5 ppm és 169,8 ppm
kémiai eltolodasoknal (5.2.2.a. abra — C spektrum).

+ 2+

D,0 = <
/ Hzo/f“bﬁI ’ “zz;f“w/
C N

T T T T T T T T T T T 2a 2b
180 176 172 168 164

¢] / N
L I ) B B B | T T T T T
180 176 172 168 164 1
CD,Cl,
=\
A - \/\/NTN\
Ag ------ AgCl,
e PN
N N
180 176 J%W 168 164 )

5.2.2.a. dbra A: [AgL,][AgCl,] *C-NMR spektruma CD,Cl,-ben
B: 1 *C-NMR spektruma CD,Cl,-ben
C: 1 *C-NMR spektruma D,0-ban
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A két jel két kiillonbozoé részecskének tulajdonithatod, ugyanis vizes oldatban 1 klorid
disszociaciét  szenved, melynek  kovetkeztében az  egyszeres  pozitiv  toltési
[RuCI(H,0)L(C1oH14)]" (2a), illetve a kétszeres pozitiv toltésii [Ru(H,0):L(C1H14)]*" (2b)
keletkezik:

[RUCLL(CroH1a)] =i [RUCIH,0)L(C1oHra)]* + [RUMOLCiHW®  (4)

1 2a 2b

o< )2 <

/
/N\=//\/\ cl D
[
- Ht
———g ""M.A}\M'\'T‘ B B e e e e T B
aso 370 380 ai0 m/z

5.2.2.b. abra [RuCl,L(C;¢H;4)] (1) MALDI-TOF-MS spektruma;
matrix: DHB, [M-2C1-H]": 373 Da, [M-C1]": 409 Da

A komplex vizes oldatanak vizsgalatakor felvetddott annak a lehetdsége is, hogy az
oldatban el6forduld két részecske a disszocialatlan dikloro szarmazék (1), valamint a mono-kloro
— mono akva (2a) szarmazék. Ennek a kérdésnek a tisztdzdsa ESI-TOF-MS moddszerrel tortént.

A komplex vizes oldatanak tomegspektrumaban (5.2.2.c. dbra) 409 Da-nal megfigyelhetd
cstcs jelolheti egyrészt az 1-bdl klorid vesztéssel kialakuld kationt ([1-Cl1]"), masrészt a 2a-bol
H,O eltavozasaval 1étrejové pozitiv toltésti részecskét ([2a-H,0]"). A 373 Da tdmegszamu csics
lehet az 1-bd] két klorid vesztéssel (és egy proton leadasaval) keletkez6 ion ([1-2CI-H])", lehet a
2a-bol klorid és viz kilépésével (és egy proton leadasaval) képz6dd ion ([2a-Cl1-H,O-H]"), de
lehet a 2b-bdl két vizmolekula (és egy proton) vesztésével kialakuld toltott részecske ([2b-2H,O-
H]") is. A komplex vizes fazisban felvett spektrumabdl tehat nem allapithatd meg kdzvetleniil,

hogy mely részecskék 1éteznek valdjaban az oldatban.
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5.2.2.c. 4bra [RuCL,L(CH,4)] (1) ESI-TOF-MS spektruma;
[M-2CI-H]": 373 Da, [M-CI]": 409 Da, [M-2C1+H,0-H]": 391 Da

Amennyiben az ESI-TOF spektrumot 0,1 M-os KCl oldatban vettem fel, azt tapasztaltam,
hogy a 373 Da-nal taldlhat6 csucs intenzitasa erdteljesen lecsokkent a 409 Da-os csucs
intenzitdsdhoz képest, és 483 Da-ndl egy Uj csucs jelent meg (5.2.2.d. ébra). A
tdmegspektrometrias eredmények kiegészitése végett felvettem a kloridos oldat C-NMR
spektrumat is. A kérdéses karbén-régidban mindossze egy jel mutatkozott (169,8 ppm-nél), a
kozonséges vizes oldatban detektdlhatdé masik jel (169,5 ppm) eltiint. A klorid feleslegben
megmarado jel nagy valosziniiséggel 1, vagy 2a jele, hiszen a harom részecske koziil 2b az,
amelyik nem tartalmaz kloridot, igy a klorid felesleg ennek nem kedvez. Az ESI-spektrum 483
Da-os cslicsa nem mas, mint az l-es komplex K'-al ionizalt jele ([1+K]"), vagyis klorid
feleslegben a disszocidlatlan dikloro-szarmazék (1) kimutathatd az oldatban. De vajon

kozonséges vizes oldatban melyik két részecskét azonosithatjuk?

Ley=y
oo

M

373.134
409 .114

<<
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5.2.2.d. abra [RuCl,L(C,oH4)] (1) ESI-TOF-MS spektruma 0,1 M-os KCl oldatban;
[M-2CI-H]": 373 Da, [M-CI]": 409 Da, [M+K]": 483 Da

A vélaszhoz tisztazni kellett hogy nem csak azért latszik-e a 483-as csucs 0,1 M-os KCl
oldatban, mert kalium ionok keriilnek a rendszerbe és a vizes oldatban egyébként is jelen 1évo 1
részecskék ekkor valnak ,,lathatova” a spektrumban ([1+K]"). Ennek megvalaszolasara 1-t 0,1 M-
os KNOs-ban oldottam (igy klorid nem, kizarélag kalium ionok keriiltek a rendszerbe), és
felvettem az oldat ESI-spektrumét. Azt tapasztaltam, hogy 483 Da-nal ([1+K]") nem jelentkezett
semmiféle csucs, vagyis klorid mentes vizes oldatban 1 nincs jelen.

A Kkisérletek alapjan tehat megallapithat6, hogy az eldallitott [RuCLL(CioH;4)] komplex
kozonséges vizes oldatdban két részecske, 2a és 2b 1étezik. 0,1 M-os KCl oldatban 2b nincs jelen,
a dominans részecske 2a, viszont a disszocialatlan dikloro szarmazék (1) kis mennyisége is
kimutathatd. Toményebb klorid-oldatokban (0,5 M KCI) 1 mennyisége novekszik, de még ekkor
is 2a az uralkodd forma. Kisérleteim soran azt is megfigyeltem, hogy a klorid koncentracid
novelésével csokken a komplex oldhatosaga. Ez érthetd is, hiszen egyre tobb semleges toltési 1
lesz az oldatban, melynek oldhatésaga rosszabb, mint akar 2a-¢, akar 2b-¢. Tomény klorid
oldatokban (0,5 M) értékelheté *C-NMR-spektrumokat sem sikeriilt produkalnom a minta rossz
oldhatosaga miatt, igy ilyen esetekben a komplexek vizsgalatiban egyedill a
tomegspektrometriara hagyatkozhattam.

Az eldallitott Ru(II)-NHC karbén komplex kristalyszerkezetét rontgen-krisztallografiaval
hataroztuk meg. Az egykristalyok novesztése diklor-metanos oldatbol hexan rarétegzésével
tortént, melynek eredményeként vékony, hosszikds alaki, narancssarga szinli kristalyok
keletkeztek (0,35 x 0,25 x 0,1 mm). Az elemi cella térfogata 1980,7(4) A’-nek adodott (a =
10,7371(10) A, b = 12,6167(10) A, ¢ = 16,800(2) A, o = 112,05(1)°, B = 93,31(1)°, y =
107,02(1)°), a siiriisége 1,49 g/em’-nek. A komplex Ortep-rajza az 5.2.2.e. dbran lathatd. A
meghatarozott szerkezetek josdgat leird R faktor a megengedett 10 % helyett 12 % volt, amit az
okozott, hogy az egyik klorid ligandum két pozicidt foglalt el 85:15 aranyban. Ilyen R érték
mellett a molekula kotésszogeit és kotéstavolsagait nem diszkutalhatjuk, de a kapott szerkezetbdl

igy is jol latszik az atomok varakozasnak megfeleld konnektivitasa.
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5.2.2.e. abra [RuCl,L(C;oH4)] (1) Ortep-rajza

5.2.3. [RuCly(1-butil-3-metil-imidazol-2-ilidén) (p-cimol)] (1) pH-potenciometrikus titrdldsa.

Atmenetifém — NHC-karbén komplexek sav-bazis sajatsdgait mindezidaig nem
tanulmanyoztak pH-potenciometrikus titralassal. A pH-potenciometrikus titralas soran elkészitjiik
lugoldatot adagolunk hozza, mikézben a pH valtozasat detektaljuk a hozzaadott lugoldat
térfogatanak fiiggvényében. Ha a vizsgalt komplexek protolitikus folyamatokban vesznek részt,
akkor a kapott titralasi gorbe pontjai alapjdn megadhatjuk az oldatban adott pH-n jelenlévd
részecskék mindségét és mennyiségét.

1 KOH oldattal torténd pH-potenciometrikus titraldsa sordn az 5.2.3.a. abran lathato

12
10 -

pH
»
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titralasi gérbéhez jutottam.

5.2.3.a. abra [RuCLL(C,oH,4)] (1) pH-potenciometrikus titralasi gorbéje
[KOH] = 0,1950 M, [CIJss,= 0,1 M, [HCI] = 9,09x10~ M, [Ru] = 3,67x107M, T = 25°C

A kapott két 1épcsOs titralasi gorbe alapjan a megfeleld szoftverek segitségével részecske-

eloszlast szamoltam a pH fiiggvényében (5.2.3.b. abra). JOl lathato, hogy 0,1 M-os klorid-

crer

folott megjelenik a H,O — OH™ cserével kialakulé [RuCI(OH)L(C;oH4)] (3a) komplex. pH 9 ¢és

pH 10 kozott ez a részecske talalhatd meg talnyomorészt az oldatban. A pH tovabbi

2a 3a 3b
100

60 -

mol %

40 -

20 ~

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

emelkedésével azonban ennek a koncentraciodja is csokken, a klorid ligandum fokozatosan OH -ra
cserélddik, és pH 12-n gyakorlatilag mar csak a dihidroxo-komplex ([Ru(OH),L(C;oHi4)] (3b))
mutathat6 ki. Fontos megjegyezni, hogy a "C-NMR mérések tanulsaga szerint a Ru(Il)-karbén
komplex Ru-C kotése a vizsgalt pH tartomanyban (2-12) mindvégig stabilis volt, még erdsen
savas kozegben (pH 2) is, ahol a ligandum karbén-szénatomjanak protonalddasat vartuk. A
titralas soran oldhatatlan polimerek képzddését, illetve kolloidalis csapadék kivalasat nem
figyeltem meg, ami azért rendkiviil fontos, mert igy valéban homogén katalizist valosithatunk

meg vizes kozegben a preparalt komplexszel, a pH értékétol fiiggetleniil.

5.2.3.b. abra Részecske-eloszlas a pH fliggvényében
[KOH] = 0,1950 M, [CIJss,= 0,1 M, [HCI] = 9,09x10~* M, [Ru] = 3,67x10~° M, T = 25°C

A kovetkezékben Osszefoglalasképpen tekintsiik at 1 kozonséges vizes oldataban ¢€s lugos

pH-n a klorid-tartalmu oldatban fennall6o egyensulyokat:
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[RICLL(C oH )] [RUCI(H,0)L(C ,oH, )1 + cr (5)

1 2a

HZO 2+

[RUCI(H,0)L(C,oH, )1 [Ru(H,0),L(C,oH )OI + CIF (6)

2a 2b
[RUCI(H,0)L(C oH, 1" + OH [RUCKOH)L(C1oHra)] + H-O (7)

2a 3a
[RUCI(OH)L(CoH,s)] + OH- _— [RU(OH),L(CroHya)] + CI ()

3a 3b

Megjegyzendd, hogy klorid hozzaadasa nélkiil végezve a titraldst bonyolultabb
rendszerhez jutottam volna, mivel az oldatban ilyenkor 2b jelenlétével is szdmolni kell. 2b
hidroxid-ionnal valo reakciojaban 3b keletkezése mellett elvileg lehetéség nyilik egy
monohidroxo-monoakva komplex ([Ru(OH)(H,O)L(CoH4)]") kialakulasara is. Munkam soran

azonban ezt a rendszert nem tanulméanyoztam.

5.2.3.a. pH-sztatikus titralasok

A pH-sztatikus titrdlasok sordan valamilyen moédon ,,megzavarjuk” az adott pH-n
egyensulyban 1év6 rendszert, melyben ennek hatasara proton- (vagy hidroxid-ion-) termeld
folyamat indul meg. A pH alland6 értéken tartasa érdekében a biirettabol automatikusan pontosan
konnyedén eldonthetjiik, hogy a zavard hatas valt-e ki H' (vagy OH') termelddést, masrészt
meghatarozhatjuk a keletkez6 protonok (illetéleg hidroxid-ionok) mennyiségét.

1 pH-sztatikus titralasat két pH-n (pH 7,5 és pH 10,8) végeztem el. A ,,zavard” hatas
hidrogén gaz atbuborékoltatasa volt. Ezt a kisérletet azért végeztem el, hogy megtudjam, a

komplex vizes oldatban reakcioba lép-e hidrogénnel, illetve hogy milyen modon torténik a H»
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molekula aktivalasa. A hidrogénnel vald reakcid ugyanis elengedhetetlen a komplex hidrogénezd
katalizatorként torténd felhasznéalasa szempontjabol.

A pH 7,5-en kivitelezett pH-sztatikus titralas titralasi gorbéje az 5.2.3.a.1. dbran lathato.

0,5
0,45 - H,
0,4 - gomm—
0,35 \ .
0,3 - *
0,25 - 7 4
0,2 -
0,15 -
0,1
0,05 -

Qe T T T

0 500 1000 1500 2000 2500

t(s)

Vkon (mL)

5.2.3.a.1. abra [RuCl,L(C;oH;4)] (1) pH-sztatikus titralasi gorbéje pH 7,5-en
[KOH] = 0,0965 M, [Cl Jss,= 0,1 M, [Ru] =4,51x10> M, T = 60°C

Titralas eldtt az ionerdsséget 0,1 M-os KCI oldattal allitottam be, ekkor ugyanis 1
oldodasat kovetden semleges oldatban 2a a dominans részecske a rendszerben. A szilard 1
komplex Ar alatt torténd feloldasakor rogton lugfogyast tapasztaltam a bekdvetkezd hidrolizis
miatt (0 - kb. 500 sec). A komplex feloldoddsa utan tovéabbra is argont buborékoltattam at az
oldaton, de ujabb KOH fogyast nem tapasztaltam. Kb. 1800 sec elteltével az argon aramot
hidrogén aramra cseréltem. Ekkor az addig sarga oldat pirossa valt, és azonnali proton termelddés

indult meg, melyet lug adagoldssal semlegesitett a rendszer. A gérbe masodik 1épcsdje tehat 2a

crer

[RuCI(H,0)L(C,oH, )1+ + HE—H —» [RuCHL(C,H;9)1 + H;0* 9)
2a

A reakcioban a hidrogén molekula heterolitikusan hasad hidrid-ionra és protonra. A viz —

hidrid csere eredményeként a semleges toltésti [RuCIHL(C oH;4)] hidrid részecske alakul ki, a
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koordinacids szférabol kilépé viz pedig a hidrogén molekulabdl szarmazé protonnal H;O'-t
képez, mely a titralas sordn lug adagolasat indukalja.

A pH 10,8-en felvett pH-sztatikus titralasi gorbe eltér az eldz6tdl (5.2.3.a.2. abra). 1
oldasakor az 5.2.3.bh abra alapjan két kiilonboz6 részecske alakul ki az oldatban: 3a, illetve 3b.
Proton termeld folyamatot azonban ennél a titralasnal csak akkor figyeltem meg, amikor a szilard
komplexet feloldottam. Az argon aramot hidrogén aramra cserélve nem indult be olyan folyamat
mely KOH-fogyast vont volna maga utan, annak ellenére, hogy az oldatban a hidrid részecskék
kialakulasat jelzd piros szin megjelent. Mi tehat az oka annak, hogy szinvaltozast latunk, proton

termelddést viszont nem?

0 I T T 1
0 1000 2000 3000 4000

t (s)

5.2.3.a.2. abra [RuCl,L(C;oH14)] (1) pH-sztatikus titralasi gorbéje pH 10,8-en
[KOH] = 0,0965 M, [Cl ss,= 0,1 M, [Ru] =4,51x10> M, T = 60°C

Ha megvizsgéaljuk 3a ¢és 3b hidrogénnel torténd reakcidjat, arra jutunk, hogy a
heterolitikusan hasadé hidrogén molekulabol képzddd hidrid-ion cserél a koordinacios szféraban
1évé hidroxid-ionnal, mely aztdn a H,-bél szadrmazd protonnal reagalva viz képzddését
eredményezi. Brutto proton termelés tehat nincs:

A pH-sztatikus titralasok segitségével tehat sikeriilt fényt deriteni arra, hogy az 1 vizes

[RUCOH)L(C,H)]  + [RUCHL(CH,)] + H,0 (10)

3a ‘)

— H—

[RU(OH),L(C;oH;)] + 2 |-|§—H _ J[RUH,K(CyH;)1 + 2H,0 (11)

3b v) 61



oldatdban 1év0 részecskék miként fejtik ki hidrogénezd aktivitasukat, miként aktivaljak a
hidrogén molekulat kiilonb6z6 pH-kon. A hidrogén molekula a komplexekkel vald reakcidban

minkét vizsgalt pH-n heterolitikusan hasad, melynek eredményeképpen proton és hidrid-ion

képzodik.

5.2.4. [RuCIL(PTA)(p-cimol)] (4a) és [Ru(H,0)L(PTA)(p-cimol)] (4b) ,,in situ” vizes oldatban

torténo elodllitasa és szerkezetazonositasa

Munkam soran ligandum-csere reakcidkban karbén, illetve foszfin ligandumokat egyarant
tartalmazé Ru(Il)-komplexeket is eldallitottam. Foszfin ligandumként PTA-t alkalmaztam. A
komplexképzes vizes oldatban egyszeriien uigy tortént, hogy 1 vizes oldatahoz (semleges oldatban
2a ¢és 2b van jelen) egy ekvivalensnyi mennyiségli PTA-t tartalmazd oldatot adtam, és a
reakcioelegyet szobahOmérsékleten kevertettem. A két oldat Osszedntésekor azonnali
szinvaltozast tapasztaltam: az addig sargas-barna oldat egyértelmiien sarga szini lett. A

végbemend folyamatokat az 5.2.4.a. dbran tlintettem fel.
5.2.4.a. abra [RuCIL(PTA)(p-cimol)]" (4a) és [Ru(H,O)L(PTA)(p-cimol)]** (4b) eldallitasa

T Sy

HQO/RU N/*/ NN
4 17 <40
/ \ keverés
2a 4a
M~ A——
N 2+
2+ T = 25°C
>—<T% / PTA >—@é K//
HZO//R%/N /:Ru
o 1) NFPHO N
RO
2b ab

A reakcidban két komplex keletkezik: egy monokloro — mono-PTA (4a), valamint egy
monoakva — mono-PTA (4b) szdrmazék. Arra vonatkozdan, hogy melyik részecske melyik
részecskébdl alakul ki (azaz hogy H,O — PTA vagy CI-PTA csere torténik-e¢) nem all
rendelkezésre bizonyiték, minddssze a kiindulasi €s a termékelegy dsszetétele hatdrozhatd meg.

A PTA tartalmi komplexek képzOdését fotometridsan kovettem. Ugy jartam el, hogy
felvettem a PTA-t még nem (csak 2a-t és 2b-t) tartalmazd oldat spektrumat 370 — 550 nm
hulldmhossz tartomanyban, majd kis adagokban megkezdtem a PTA oldat adagolasat. A PTA

oldatat olyan toményre készitettem, hogy két ekvivalensnyi mennyiség hozzaaddsa még ne
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okozzon jelentds higulast. Az egyes részletek hozzaadasat kovetden az oldatokat a kiivettaban jol

Osszeraztam, majd kb. 5 perc allas utan felvettem a spektrumukat (5.2.4.b. abra).
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370 390 410 430 450 470 490 510 530 550

hullamhossz (nm)

5.2.4.b. abra Ru(Il)-karbén-PTA komplexek képzddésének nyomon kdvetése spektrofotometriasan

[Ru] = 0,98 mM, [PTA-térzsoldat] = 16,25 mM, T = 25°C

Azt tapasztaltam, hogy eleinte PTA hozziadasdra az oldat abszorbancidja a vizsgalt
hulldamhossz-tartomény minden pontjaban csdokkent, majd mikor a Ru:PTA arany elérte az egyet,
tovabbi spektralis valtozas mar nem kdvetkezett be.

A fotometrids vizsgalatokat wgy is elvégeztem, hogy a vizsgalt tartomanybol
kivalasztottam egy hullamhosszat (A = 450 nm), és ezen a hullamhosszon mértem a PTA-

adagolas hatdsara bekovetkez6 abszorbancia véltozast (5.2.4.c. ébra).
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5.2.4.c. abra Ru(II)-karbén-PTA komplexek képzddésének tanulmanyozasa allandé hullamhosszon

[Ru] = 0,98 mM, [PTA-térzsoldat] = 16,25 mM, T =25°C

A kapott gorbébdl jol 1atszik, hogy eleinte kozel linearisan csokken az abszorbancia a PTA
adagolasaval, majd toréspont kovetkezik a gorbe lefutasdban. A gorbe nem lineédrisan csékkend
szakasza ([P]/[Ru] = 0,6-1 kozott) azzal értelmezhetd, hogy a PTA-részletek hozzaadasa kozott
eltelt 5 perc a kialakuld6 Ru(Il)-karbén-PTA komplex nagyobb koncentracioja esetén mar nem
elegend0 ahhoz, hogy a PTA teljes mennyisége beépiiljon. Emiatt a lineédris szakasz
meghosszabbitdsanak és a toréspont utani egyenes szakasznak a metszéspontja 1-nél kisebb
[P]/[Ru] aranynal taldlhat6. A PTA-t kétszeres feleslegben tartalmazd oldat ([P]/[Ru] = 2)
abszorbancidjat 24 6ra mulva ujra megmérve azt tapasztaltam, hogy a mért érték (A = 0,223)
kisebb volt, mint az egy nappal korabban kapott (A = 0,262). A reakcio teljessé valasdhoz tehat
szobahdmérsékleten meglehetdsen hosszi iddre van sziikség.

A fotometrias mérésekbdl kovetkeztetésként levonhatd, hogy kozonséges koriilmények
kozott csak egy ekvivalensnyi PTA épiil be a Ru(I)-karbén komplex koordinacios szférajaba. A
képz6do vegyes Ru(Il)-karbén-foszfin komplexek vizben stabilisak. Tovabbi reakcidikra utalo jel
(abszorbancia valtozas) nem figyelhetd meg.

A 4a és 4b részecskék azonositasa *'P-NMR-rel, illetve ESI-TOF-MS-sel tortént. Az ,,in
situ” eldallitott karbén/foszfin komplexek D,0-val késziilt oldatanak 3SIp_NMR spektrumaban két

35.5040
—-36.0694
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jel latszott: -35,5 és -36,1 ppm-nél (5.2.4.d. abra).
5.2.4.d. abra 1 + PTA D,0-val késziilt oldatanak *'P-NMR spektruma

A PC-NMR spektrumban szintén két jelet kaptam a karbén-szén tartomanyban 1654,
illetve 165,6 ppm-nél. A jelek azonositasa klorid hozzdadéssal tortént; 0,1 M-os KCI oldatban a
foszfor-spektrum —36,1 ppm-nél 1évo jelének intenzitdsa jelentdsen lecsokkent a masik jeléhez
képest. Igy ez a jel 4b-hez, a —35,5 ppm-es jel 4a-hoz rendelhetd. 0,1 M-os klorid oldatban tehat
4a az uralkodo részecske, ezt igazolja az alabbi ESI-TOF-spektrum is (5.2.4.e. abra), ahol 566
Da-nél figyelhetd meg az egyszeresen pozitiv toltésii 4a csiucsa. A 409 Da-os csucs feltehetdleg a

PTA leszakadasaval kialakul6 fragmens molekulaiont jeloli.
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5.2.4.e. abra [RuCIL(PTA)(p-cimol)]" (4a) ESI-TOF-MS spektruma;
[M]" : 566 Da, [M-PTA]": 409 Da

Mint az az eddig elvégzett kisérletekbdl kideriil, az eldallitott Ru(Il)-NHC karbén
komplexek tehat jol olddédnak vizben, rendkiviil stabilisak az erds C-Ru kotésnek kdszonhetéen
(oxigén jelenlétében is dolgozhatunk veliik), ezen kiviil hidrogénnel is reakcioba 1épnek. A fenti
tulajdonsagok alapjan a komplexeket jo eséllyel alkalmazhatjuk katalizatorként kiilonbozd

hidrogénezési reakciokban.
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5.3. Ru(ll)-N-heterociklusos karbén komplexek alkalmazasa homogénkatalitikus folyamatokban

Az eldallitott NHC-karbén komplexek tobbféle kémiai reakcid katalizalasara is

alkalmazhatonak bizonyultak vizes kdzegben, enyhe reakciokoriilmények kozott.

5.3.1. Hidrogénezés

Kutatémunkam legfébb célja az volt, hogy biolégiai membranok hidrogénezésére
alkalmas katalizatort allitsak eld. A hidrogénezd katalizatorként funkciondl6 ruténium-komplexek
aktivitasat és kemoszelektivitasat olyan egyszerli szubsztratumok hidrogénezési reakcidiban
deritettem fel, melyek esetében egyszeriien €és gyorsan meghatdrozhatok voltak a konverzid
értékek (‘"H-NMR technikaval).

Az irodalombdl nem 4llt rendelkezésre olyan adat, mely szerint vizoldhatdé Ru(Il)-NHC-
karbén komplexet hasznaltak volna telitetlen szubsztradtumok hidrogénezésére. Ez a tény is
hozzajarult ahhoz, hogy az alabbi C=C ¢és C=0 kotéseket tartalmazo vegyiiletek hidrogénezését
megvalositsam, az eldallitott katalizatorok jelenlétében.

Az aceton C=0 kotésének hidrogénezddése soran 2-propanol keletkezik:

H
HZ

v

| "
H3C—C—CHj HyC—C—CHs (12)

H

Kisérleteimhez azért valasztottam acetont, hogy megtudjam, a Ru(Il)-karbén komplexek
aktivak-e ketonok hidrogénezésében. Az 1 komplexhez hasonl6 szerkezeti [RuCl,(PR3)(CioHi4)]
(PR3 = PTA vagy mTPPTS) foszfin analdég ugyanis inaktivnak bizonyult ketonok
hidrogénezésében62.63

Aceton hidrogénezését 1, illetve 1+PTA (4a+4b, tovabbiakban 4) katalizatorokkal
végeztem el pH 6,9-en, 80 °C-on. Ezen koriilmények kozott 1 katalizatorral 33,6 %-os konverziot
értem el, 4-gyel ennek a haromszorosat, 98,2 %-ot. Az aceton atalakulasat 'H-NMR-rel kovettem

(5.3.1.a. és b. abra).
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5.3.1.a. abra Aceton hidrogénezése 1 katalizatorral 5.3.1.b. dbra Aceton hidrogénezése 4 katalizatorral
p(Hz) = 10 bar, T = 80°C, [Ru] = 4,73 mM, p(H,) = 10 bar, T = 80°C, [Ru] = 4,73 mM,
[aceton] = 667 mM, t =1 6ra, pH = 6,9 [aceton] = 667 mM, t =1 6ra, pH = 6,9

a: aceton (-CH,), b: 2-propanol (CH-CHs)

Egy masik keton, acetofenon hidrogénezési reakcioiban is 4 bizonyult aktivabbnak (1:
28,4 %. 4: 46,1 %). Megallapithatjuk tehat, hogy mind a karbén, mind pedig a karbén/PTA
ligandumokkal rendelkezé komplex aktiv ketonok hidrogénezésében, szemben a karbént nem
tartalmaz6 foszfin analogokkal.

A kovetkezOkben olyan szubsztratumot kerestem, amely C=C és C=0 kotést egyarant
tartalmaz. Valasztasom a benzilidén acetonra (4-fenil-3-butén-2-on) esett, melynek hidrogénezése
soran harom kiilonb6zo termék képzddhet (5.3.1.c. abra) attdl fiiggden, hogy a C=C (b), a C=0
(c), vagy mind a két kotés hidrogénezddik-e (d).

b
4-fenil-butan-2-on
H H
2
~ > »> \ c
4-fenil-3-butén-2-on 4-fenil-3-butén-2-ol
a H
d

4-fenil-butan-2-ol

5.3.1.c. abra Benzilidén-aceton hidrogénezése
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Az 5.3.1.d. és e. abran az 1, illetve 4 katalizator jelenlétében végzett hidrogénezés

eredményét tanulmanyozhatjuk.
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5.3.1.d. abra Benzilidén-aceton hidrogénezése 1 katalizatorral p(H,) = 10 bar, T = 80°C, [Ru] = 4,73 mM,
[benzilidén-aceton] = 667 mM, t =1 6ra, pH = 6,9

5.3.1.e. 4bra Benzilidén-aceton hidrogénezése 4 katalizatorral p(H,) = 10 bar, T = 80°C, [Ru] = 4,73 mM,
[benzilidén-aceton] = 667 mM, t = 1 6ra, pH = 6,9

Azonos korlilmények kozott 1-el 18,7 %-os konverzidt tapasztaltam, mig a hidrogénezés
szelektivitasa b-re, azaz a C=C kotés telitésével kialakulo 4-fenil-butan-2-onra 61,7 %-os volt. 4
alkalmazaséaval 42,3 %-os konverziot, és 91,9 %-os szelektivitast értem el, vagyis a C=0 kotés
elhanyagolhaté mértékben hidrogénez6dott a C=C kotés mellett.

A hidrogénezési reakciokat tobbféle szubsztraitummal is elvégeztem. A kapott

eredményeket az 5.3. 1. tablazatban tiintettem fel.
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Katalizator
Szubsztrdtum [RuCLL(CiH4)] (1) 1+PTA (4)
Konverzi6 TOF (h™) Konverzi6 TOF (h™)
(%) (%)
Aceton 33,6 47 98,2 139
Acetofenon 28,4 40 46,1 65
Allil-alkohol 85,6 121 95,6 135
Benzilidén- 18,7 26 42,3 60
aceton
Fahéjaldehid 27,3 39 42,0 59
Propanal 78,3 110 86,2 122
4-sztirol- 3,5 5 27,4 39
szulfonsav
Na-s6

5.3.1. tablazat Kiilonféle szubsztratumok hidrogénezése 1 és 4 katalizatorokkal

p(H,) = 10 bar, T = 80°C, [Ru] = 4,73 mM, [szubsztratum] = 667 mM, t =1 6ra, pH = 6,9

A 4 katalizator minden vizsgalt szubsztratum esetében nagyobb aktivitast mutatott, mint 1.
Erdemes kiemelni az aceton, az allil-alkohol, illetve a propanal hidrogénezését, hiszen itt
kiilondsen nagy (90 % koriili) konverzidkat tapasztaltam. Az 1 katalizatorral alig (3,5 %)
hidrogénezhetd 4-sztirol-szulfonsav Na soja 4 jelenlétében 27,4 %-os konverzidt szenvedett. A
viszonylag kis reaktivitas oka valdsziniileg az, hogy ebben az esetben a hidrogénezés mas

mechanizmus (gyokos) szerint jatszodik le.

5.3.2. Redox izomerizdcio

Allil-alkohol hidrogénezése soran deriilt ki, hogy az eldallitott Ru(Il)-karbén komplexek
aktiv katalizatorai a redox izomerizacios reakcioknak. Az irodalomban eddig nem volt példa
olyan vizoldhato atmenetifém NHC-karbén komplexre, mely ilyen tipusu reakcidkban mutatott
volna aktivitést.

Az allil-alkohol 1-el torténd hidrogénezése soran a C=C kettds kotés telitésével kialakulo
I-propanol keletkezését vartam. Meglepd moddon azonban a termékelegy vizsgalata soran
kideriilt, hogy a "H-NMR spektrumokban plusz jelek mutatkoznak. Mint késbb bebizonyosodott,
a hidrogénezés kortilményei kozott két termék: 1-propanol, valamint propanal keletkezik.
Erdekesség, hogy az izomerizacié csak hidrogén jelenlétében megy végbe, vagyis az atalakulas

valamilyen hidrid részecskéhez kotott.
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Megfigyeltem azt is, hogy a termékek aranya fiigg az alkalmazott koriilményektol
(reakci6idd, hémérséklet). Ha rovidebb ideig futtatjuk a reakciot (80°C-on 60-90 perc), a
propanal viszonylag nagy mennyiségben keletkezik. Ha azonban kelléen hossza id6t biztositunk a
reakcid szamara (3-4 oOra), az is elérhetd, hogy kizardlag csak propanol képzddjon. A kisérleti
eredmények szerint az allil-alkohol hidrogénezése soran az 5.3.2.a. dbran vazolt folyamatokkal

szamolhatunk.

Hidrogénezés
/\a/OH SUOREE /\b/o H

Allil-alkohol Propanol

Izomerizacio

Hidrogénezés

/‘\/O

Propanal

5.3.2.a. abra Allil-alkohol hidrogénezése és redox izomerizacioja

Az allil-alkohol C=C ké&tésének hidrogénezésével propanol, izomerizacidjaval propanal
alakul ki. A képz6d6 aldehid C=0O ko&tése azonban ugyancsak hidrogénezddhet, melynek
eredményeképpen szintén propanol keletkezik. A mindharom részecskét tartalmazo reakcidelegy

'H-NMR spektruma az 5.3.2.b. abran figyelhetd meg.

5] [

5.3.2.b. abra Allil-alkohol hidrogénezés utani "H-NMR spektruma; p(H,) = 10 bar, T = 80°C, [1] = 4,73 mM, [allil-alkohol] = 667
mM, t =1 o6ra, pH = 6,9 (a:allil-alkohol, b: propanol, ¢: propanal)
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Munkam sordn megvizsgaltam, hogy a hidrogénezési reakcid sordn a reakcidelegybdl
kiilonb6z6 1d6kozonként mintat véve hogyan alakul az egyes komponensek egyméshoz
viszonyitott aranya. A kapott 'H-NMR spektrumokat (5.3.2.c. 4bra) szemiigyre véve lathatjuk,
hogy 10 perc elteltével még csak épphogy kezdenek megjelenni a termékek jelei. Kb. 60 perc
utdn az allil-alkohol elfogy, megindul a propanal hidrogénezddése propanolla. Végil a

reakcioelegyben mar csak az alkohol mutathato ki.

b 10 min

20 min

N W e 40 min

Adkf M 60min

90 min

120 min

180 min

40 38 36 34 32 30 28 26 24 22
(ppm)

5.3.2.c. abra A konverzi6 id6beli valtozasa

p(Hy) =10 bar, T = 80°C, [1] = 4,73 mM, [allil-alkohol] = 667 mM, pH = 6,9

Mindaddig, amig a kiindulési allil-alkohol kb. 90 %-a 4t nem alakul, a két termék
egymassal parhuzamosan, nagyjabol 1:1 ardnyban képzddik. Az allil-alkohol elfogyasat kdvetden
megkezdddik a propanal atalakuldsa propanolld (5.3.2.d. abra) A propanal egyébként
meglehetésen gyorsan reagdl hidrogénnel mind az 1, mind pedig a 4-es katalizator jelenlétében

(5.3.1. tablazat).
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80°C, [1] = 4,73 mM, [allil-alkohol] = 667 mM, pH = 6,9

Az allil-alkohol hidrogénezését 1 katalizatorral kiilonbozé hdmérsékleteken elvégezve azt
tapasztaltam, hogy alacsony homérsékleten (40°C) egy Ords reakcioidd alatt sem torténik
atalakulas. A homérséklet emelésével azonban no a konverzid, 80°C-on a kezdeti allil-alkohol

mennyisé¢g csaknem 100 %-a elreagal (5.3.2.e. abra).

— [ B 1 T T 40°C
4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 24
A m
T T T (L T T 60°C
4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 24
T T T T T T T T T T T T T T T T 700C
4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 24
T T T T T T T T T T T T T T T 800C

4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 24
(ppm)

5.3.2.e. abra Allil-alkohol hidrogénezése ¢s izomerizacioja — A konverzié hdmérsékletfiiggése; p(H,) = 10 bar, t =1 6ra, [1] =

4,73 mM, [allil-alkohol] = 667 mM, pH = 6,9

Az izomerizacios reakcid egyik termékeként képzédd propanal Snmagaban torténd
hidrogénezése soran IR-spektroszkopiaval megvizsgaltam, hogy a C=0 rezgések tekintetében

van-e kiilonbség a tiszta propanal, illetve az 1 katalizatort is tartalmazd hidrogénezés utani
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propanalos oldat kozott (5.3.2.f dbra)

5.3.2.f. abra Propanal IR-spektruma (a), Propanal + 1 IR-spektruma (b) (p (H,) = 10 bar, t =1 6ra,
T =70°C, [1] = 4,73 mM, [propanal] = 667 mM)

A hidrogénezési reakciot 1 ora elteltével allitottam le, ekkor a kiindulasi propanal 65,4 %-
a alakult at. Az IR-spektrumokat a reakcioelegy beparlasa utan KBr-ban vettem fel Ggy, hogy a
minta diklér-metanos oldatat a mar elkészitett pasztillara cseppentettem. Azt tapasztaltam, hogy a
tiszta propanal IR-spektrumaban megfigyelheté karbonil-sav (v = 1743 cm™) az 1 jelenlétében
hidrogénezett propanal esetében eltolodik (1937 cm™). Ennek az a magyarizata, hogy a
hidrogénezés koriilményei kozott egy ruténium-karbonil (Ru-----C=0) kotés alakul ki, mely

megvaltoztatja a karbonil rezgés frekvenciajat.

5.3.3. Hidrogén transzfer reakciok

A vizsgalt Ru(Il)-NHC karbén komplexek hidrogén transzfer reakciok katalizisében is
aktivnak bizonyultak. Kisérleteim soran az acetofenont valasztottam szubsztratumnak, a hidrogén
donor reakcidpartner 2-propanol volt. A hidrogén transzfer a kdvetkezd egyenlet szerint megy

végbe:

9 OH " 2
katalizator
+ — + (13)
bazis CH
CH; 3 H;C CH;

A reakcidkban a 2-propanol nemcsak a reakcidpartner szerepét tolti be, de olddszeriil is
szolgal a szubsztratum, illetve a katalizdtor szdmara. A hidrogén transzfer lejatszoédasahoz
sziikség van valamilyen bazisra, mely eldsegiti a hidrogén-donor dehidrogénezddését. Kisérleteim
soran K,COs-ot és KOH-ot hasznéltam erre a célra. A reakciokat 4 jelenlétében jatszattam le, a
konverziokat 'H-NMR-rel hatiroztam meg. Bizonyos esetekben vizet adtam a reakcidelegyhez,
mely a kapott konverzidkat jelentdsen lecsokkentette. A kiilonboz6d bazisok jelenlétében kapott

konverzidkat és orankénti katalitikus ciklusszamokat (TOF) az 5.3.3. tdblazatban tiintettem fel.

Bazis Hozzaadott viz ~ Konverzi6 (%) TOF (h™)
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K,CO; 67,97 9,44
K,>COs 8,11 1,13
KOH 96,33 13,38
KOH 0,21 0,03

5.3.3. tablazat Acetofenon hidrogén transzfer reakcidja K,CO; és KOH jelenlétében 4 katalizatorral
t=2,5 ora, [4] = 25,74 mM, [acetofenon] = 1,00 M, [bazis] = 475,54 mM, Vcacicelegy = 1,12 ml, hozzaadott viz: 0,1 ml

A két bazis koziil a KOH alkalmazasa esetén kaptam nagyobb konverzidkat, ami érthetd
is, hiszen a KOH erdsebb bazis, mint a K,CO;, igy a 2-propanol dehidrogénezésében
eredményesebben hasznalhatd. Vizet adva a reakcioelegyekhez a hidrogén transzfer reakciok
konverzioi visszaestek, KOH esetében gyakorlatilag nem tortént atalakulas. Ez a jelenség
kétféleképpen is magyarazhatd. Elképzelhetd egyrészt, hogy a reakcid soran kialakuld ruténium-
akva komplex sokkal stabilisabb, mint az alkoholos komplex, igy gyakorlatilag a viz kiszoritja az
alkoholt a koordinacios szférabol, megakadalyozva annak 4talakuldsat. Az is okozhatja azonban a
konverziok csokkenését, hogy viz jelenlétében a hidroxid-ionok hidratdlodnak, és deprotonald

képességiik lecsokken a ,,csupasz” ionokéhoz képest.

5.4. Lipidkeverékek hidrogénezése NHC-karbén komplexekkel

5.4.1. DOPC hidrogénezése

Az 1) Ru(Il)-NHC-karbén komplexek katalitikus aktivitdsdnak megéllapitasara a
tomegspektrometridsan jol mérhetdé DOPC-t valasztottam szubsztratumnak. Az egyéb telitetlen
szubsztratumok hidrogénezése soran jol bevalt kisérleti koriilményeken valtoztatnom kellett,
hiszen — minthogy a katalizatort a késObbiekben ¢él6 sejtek membréanjainak hidrogénezésére
szeretnénk felhaszndlni — a hdmérséklet nem haladhatta meg a 37°C-ot. Emiatt azonban nagyobb
katalizator koncentraciokra, és hosszabb reakcioiddkre volt sziikség.

A DOPC hidrogénezés el6tti, valamint 1-el torténd hidrogénezése utani MALDI-

spektrumai, illetve a hidrogénezés koriilményei az 5.4.1.a. és b. abran lathatoak.
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5.4.1.a. abra DOPC MALDI-spektruma 5.4.1.b. abra Hidrogénezett DOPC MALDI-
spektruma; [1]=1,88mM, [DOPC]=1,27mM
T=37°C, p(H,)=10 bar, t=3 6ra

Ha a hidrogénezett lipid spektrumat dsszevetjiik az 5.1.1.c. dbran feltiintetett spektrummal,
jol lathatjuk, hogy amig Pd(QS), katalizatorral a félig telitett (18:0-18:1) (m/z = 788 Da) lipid
csekély mennyiségben képzddik (5,94 %), addig 1 jelenlétében a félig telitett forma (55,26 %)

domindl a hidrogénezett reakcidelegyben (5.4.1.a. tablazat).

Lipid Lipid mennyisége a
zsirsavOsszetétele  hidrogénezett keverékben
(mol%)
18:1-18:1 21,65
18:0-18:1 55,26
18:0-18:0 23,09

5.4.1.a. tablazat DOPC hidrogénezés utani termékelegye

(18:1 — olajsav, 18:0 — sztearinsav)

Az 1 katalizator tehat valészintiileg egy C=C kotés hidrogénezését kovetden ,.elengedi” a
szubsztratumot, a madasodik telitetlen kotés hidrogénezése csak akkor kovetkezik be, ha a
katalizator €s a félig telitett lipid molekula ujra kapcsolatba keriil.

Ha 0sszehasonlitjuk a Pd(QS),, illetve az 1-es komplex aktivitasat, azt allapithatjuk meg,
hogy az elébbi katalizator joval aktivabb, hiszen kisebb koncentracioban (12,1 uM), 30°C-on, 2
perces reakcididd alatt okoz majdnem akkora (41,42 %) mértékii hidrogénezddést, mint a
[RuCLL(CioH14)] (1) (Konverzi: 50,72 %) 37°C-on, 3 ora alatt. E18 sejtek hidrogénezésekor
azonban nem feltétleniil elényds, ha a katalizator rovid id6 alatt nagy mértékli hidrogénezddést
okoz, mivel a membran hirtelen annyira ,,megkeményedhet”, hogy a sejtek elpusztulnak. A
sejtmembran modositasakor gyakran célravezetdbb a lassu, kis konverziokig mend hidrogénezés.

A DOPC hidrogénezését az iméntivel teljesen megegyezd korlilmények kozott (lasd
5.4.1.b. &bra aldirdsa) a PTA tartalma 4 katalizatorral elvégezve nem tapasztaltam
hidrogénezddést. Megjegyzendd, hogy a reakcidé sordn az oldat szinvaltozésa (sargasbarnabol

piros) sem kovetkezett be, vagyis a hidrogénezésben kulcsszerepet jatszo hidrid részecske nem
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alakult ki 37°C-on. FErdekes viszont, hogy mas szubsztratum esetében (Synechocystis,
szOjalecitin), illetve kozonséges vizes oldatban mar ezen a homérsékleten is tapasztaltam
szinvaltozast és csekély mértékii hidrogénezd aktivitast.

A DOPC magasabb hémérsékleten végzett hidrogénezésekor a konverzid jelentdsebb volt
a PTA-t is tartalmaz6 4 katalizator esetén, mint az 1 jelenlétében kivitelezett reakcid soran

(5.4.1.b. tablazat).

Homérséklet (°C) Katalizator
[RuCLL(CoH14)] (1) [RuCI(PTA)L(CoH14)]"/
[Ru(H,0)(PTA)L(CioH,4)]*" (4)
Konverzié (%) Konverzié (%)

37 50,72 0

50 88,78 92,87

65 95,79 100

80 100 100

5.4.1.b. tablazat DOPC hidrogénezése 1 és 4 katalizatorokkal kiilonb6z6 hémérsékleteken
[katalizator] = 1,88mM, [DOPC] = 1,27mM, p(H,) = 10 bar, t = 3 6ra, pH = 6,9

A tapasztaltak alapjan megéllapithato, hogy alacsonyabb hémérsékleteken (30-40°C) 1,
magasabb hémérsékleteken 4 hidrogénez6 aktivitasa nagyobb. A 4 komplexbdl hidrid részecske
képzddését eredményezd folyamatnak feltehetdleg nagyobb az aktivalasi energiaja, igy a hidrid

csak magasabb homérsékleten alakul ki jelentds mennyiségben.

5.4.2. Synechocystis PCC 6803-bél izolalt lipidkeverék hidrogénezése

A Synechocystis PCC 6803 tilakoid membranjabdl izolalt négykomponensti lipidkeverék
egyedi lipidféleségeinek reaktivitasat sikerrel tanulmanyoztam Pd(QS),-vel katalizalt
hidrogénezési reakciokban. Ezen el6zmény utdn a Symnechocystis-lipidkeveréket alkalmasnak
véltem a Ru(II)-NHC-karbén katalizatorok aktivitdsanak vizsgalatara, valamint az egyes lipidek
reaktivitasbeli eltéréseinek meghatarozasara is.

A hidrogénezéseket tovabbra is enyhe koriilmények kozott (37°C, 10 bar H, nyomas)
hajtottam végre, a konverzidkat MALDI-TOF-MS-sel hataroztam meg. Az 1 katalizatorral

végzett hidrogénezés eredményeit az 5.4.2.a. tablazat szemlélteti. A hidrogénezés soran még
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hangsulyosabb volt a kiilonbség az MGDG/DGDG, valamint a PG és az SL konverzioi kozott,
mint Pd(QS), esetében. Az MGDG 23,29, a DGDG 18,09 %-o0s konverzidt szenvedett, mig a
masik két lipid koziil az SL dsszes kettds kotéseinek minddssze 3,10 %-a hidrogénezddott, a PG
esetében pedig egyaltaldn nem tortént kimutathaté atalakulas. Ugy tiinik tehat, hogy a PG és az
SL az alkalmazott katalizatortél fliggetleniil a legtobb esetben kisebb reaktivitast mutat
hidrogénezési reakciokban, mint a Synechocystis lipidkeverékben megtaldlhatd masik két
komponens.

Ezt tdmasztja ald a 4 katalizator jelenlétében kivitelezett hidrogénezési reakcid

termékelegyének vizsgalata is (5.4.2.b. tablazat).

Konv.

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 (%)

Hidro | MGDG | 47,33 2,66 0,85 4,80 12,95 31,42
DGDG 45,96 4,04 1,40 2,43 11,62 34,55
SL 64,77 7,83 2,07 10,61 12,54 2,18

PG 49,00 8,98 2,70 8,57 12,85 17,90

~géne-

zetlen

Hidro | MGDG | 46,98 3,02 5,12 10,66 18,47 15,75 23,29
DGDG 43,23 6,76 3,44 9,74 17,76 19,07 18,09
SL 62,84 3,53 8,15 9,47 12,52 3,49 3,10
PG 39,68 10,31 4,37 9,93 13,43 22,28 -

~géne-

zett

5.4.2.a.tablazat Synecocystis tilakoid lipidkeverék hidrogénezése
[1] = 1,88mM, [lipid] = 0,1 mg/ml, V=3 ml, T =37°C, p(H,) = 10 bar, t = 3 6ra, pH= 6,9

Konv.

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 (%)

Hidro- | MGDG | 47,33 2,66 0,85 4,80 12,95 31,42
DGDG |45,96 4,04 1,40 2,43 11,62 34,55
SL 64,77 7,83 2,07 10,61 12,54 2,18

PG 49,00 8,98 2,70 8,57 12,85 17,90

géne-

zetlen
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hidrogénez6dott (SL esetében nem mutathato ki valtozas), bar az MGDG ¢és a DGDG tovabbra is

nagyobb reaktivitast tantsitott, mint a PG és az SL.

alacsony homérsékleten (37°C-on) végzett hidrogénezési reakciokban 1 aktivabb, mint 4.

5.4.3. Szojalecitin hidrogénezése

illetéleg 80°C-on hajtottam végre. A hidrogénezés dsszkonverzidjat — sokkomponensii, bonyolult

lipidkeverék 1évén — gdzkromatografidsan hatdroztam meg. A 37°C-os hidrogénezés eredményeit

Hidro- MGDG

géne- DGDG

zett SL
PG

48,54
47,54
64,76
36,98

1,46
2,46
4,39
10,09

1,44
0,55
3,00
2,94

5,59
435
11,2

4

17,46

16,49
16,35
13,92
15,19

26,48
28,75
2,69

17,34

6,36
5,70

3,17

Az 5.4.2.b.

A kapott eredmények egybevagnak a DOPC hidrogénezése soran tapasztaltakkal, vagyis

Az 1 és 4 katalizatorokat szojalecitin hidrogénezése soran is kiprobaltam. A reakcidkat 37,

5.4.2.b.tablazat Synecocystis tilakoid lipidkeverék hidrogénezése
[1] = 1,88mM, [lipid] = 0,Img/ml, V =3 ml, T = 37°C, p(H,) = 10 bar, t = 3 6ra, pH = 6,9

tablazat

adatai

az 5.4.3.a. tiblazatban tiintettem fel.

szerint

mindegyik

lipidféleség csekély mértékben

Hidrogénezetlen

Hidrogénezett (37°C)

Zsirsav

Katalizator

[RuCLL(C oH14)] (1)

Zsirsav

1+PTA (4)

Zsirsav

16:0
(%)

18:0 | 18:1
(%) | (%)

18:2
(%)

18:3
(%)

16:018:0|18:1
(%) | (%) | (%)

18:2[18:3
(%) | (%)

16:0
(%)

18:0
(%)

18:1
(%)

18:218:3
(%) | (%)

20,14

4,01 | 8,69

59,61

7,55

2323 6,31 |13,32

51,59/ 5,55

20,52

4,69

9,59

57,79] 7,41

Konv.s,: 11,56 %

Konv.gs,: 2,10 %

5.4.3.a. tablazat Szojalecitin hidrogénezése 37°C-on 1, illetve 4 katalizatorral

[katalizator] = 4,73 mM, [sz6jalecitin] = 10 mg/ml, V =3 ml, p(H,) = 10 bar, t =3 6ra, pH =69
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Lathato, hogy 1 alkalmazasakor az dsszes kettds kotés 11,56 %-a hidrogénezddott, mig a 4
katalizatorral csupan 2,10 %-os konverzid valdsult meg. Ez az eredmény a varakozasnak
megfeleld, hiszen alacsony homérsékleten az eddigi lipid hidrogénezési kisérletekben mindig 1
bizonyult aktivabbnak.

Magasabb hdmérsékleten (80°C-on) viszont 4 hasznalatakor tapasztaltam joval nagyobb

mértékli hidrogénezddést (5.4.3.b. tablazat).

Hidrogénezetlen Hidrogénezett (80°C)
Katalizator
[RuCLL(CyHy4)] (1) 1+PTA (4)
Zsirsav Zsirsav Zsirsav

16:0 [18:0 | 18:1 [18:218:3[16:0 [ 18:0 | 18:1 [18:2 [18:3 |16:0 [ 18:018:1[18:2|18:3
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)

20,14 4,01 | 8,69 | 59,61 7,55 |24,89| 7,26 |15,96|47,42| 4,47 |19,65|80,22) 0 | 0,13| 0

Konv.s,: 17,50 % Konv.s,: 99,83 %

5.4.3.b. tablazat Szdjalecitin hidrogénezése 37°C-on 1, illetve 4 katalizatorral

[katalizator] = 4,73 mM, [sz6jalecitin] = 10 mg/ml, V = 3 ml, p(H,) = 10 bar, t = 3 6ra, pH = 6,9

A szubsztratumként bemért szgjalecitin szinte dsszes C=C kotése telitddott (konv.= 99,83
%). Az 1 katalizatorral is némileg nagyobb konverziot sikeriilt elérni, de a kiilonbség a 37°C-os
hidrogénezéshez képest kozel sem olyan szignifikdns, mint 4 esetében. Természetesen a 80°C
hoémérséklet nem biokompatibilis, €16 sejtek esetén nem alkalmazhato.

Osszességében megallapithatjuk, hogy az eléallitott Ru(Il)-N-heterociklusos karbén
komplexek alkalmasak lipidkeverékek vizes kozegben, enyhe koriilmények kozott torténd
hidrogénezésére. Az 1 és 4 katalizdtor nem mutat akkora hidrogénez6 aktivitast, mint a Pd(QS),,
ami azonban nem kimondottan jelent hatranyt, mivel ¢I6 sejtek hidrogénezésekor a tulzottan nagy

konverziok kénnyen a sejt pusztuldsdhoz vezethetnek.
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6. Osszefoglalas

Munkdm soran a sejtmembranokat felépitd telitetlen lipidek vizes kdzegii hidrogénezését
tanulmanyoztam palladium(Il)-alizarinvords (Pd(QS),), illetve ruténium(Il)-N-heterociklusos
karbén komplex katalizatorokkal.

A lipidek azonositasahoz, illetve keverékekben az egyedi lipidek egymas mellett torténd
kimutatasdhoz megfeleld analitikai modszert dolgoztam ki. A MALDI-TOF-MS technika
segitségével lehetévé valt kiilonbozd lipidkeverékekben az egyedi lipidek hidrogénezéssel
szembeni reaktivitdsinak nyomon kovetése is. A modszer elénye, hogy nem igényli a lipid
komponensek eldzetes szétvalasztasat (kromatografia), illetve a keverékek kiilondsebb tisztitasat.

DOPC Pd(QS);-vel torténd hidrogénezésekor MALDI-technikéaval sikeriilt megadni az
egyes lipidféleségek (18:1-18:1, 18:1-18:0, 18:0-18:0) ardnyat a hidrogénezett elegyben.
Gazkromatografiaval mindossze a zsirsavak (18:1 és 18:0) aranya adhat6 meg.

DOPE-DOPC kiilonb6z6 aranyt keverékek hidrogénezésekor a két komponens
reaktivitasa jelentdsen nem kiilonbozott, a mért konverziok kozel azonosak voltak. DOPE és
DOPC 1:1 ardnyt keverékéhez koleszterint adagolva — a vezikulaszerkezet merevebbé valdsa
miatt — lecsokkentek a hidrogénezési konverziok. A két komponens reaktivitdsa kozel azonos
mértékben valtozott.

Hidrogénezéssel szembeni reaktivitas-kiilonbségeket mutattam ki tobbkomponensii
lipidkeverék egyedi lipidféleségei kozott. A Synechocystis PCC 6803 cianobaktérium tilakoid
membranjabdl izolalt négykomponensii lipidkeverék Pd(QS);-vel torténd hidrogénezésekor az
MGDG ¢és a DGDG kb. kétszer akkora mértéki konverziot ért el (23,01 %, illetve 24,40 %), mint
az SL és a PG (11,95 %, illetve 11,40 %).

Munkam soran vizoldhaté Ru(Il)-NHC karbén komplexeket szintetizaltam, melyek enyhe
koriilmények kozott is aktivak kiilonbozé szubsztratumok C=C, illetve C=0O kotéseinek
hidrogénezésében, valamint redox izomerizacios, illetve hidrogén transzfer reakciok
katalizisében. Ezek az elsd atmenetifém — NHC-karbén komplexek, melyek ilyen tipusu
reakciokban katalizatorként alkalmazésra kertiltek.

A [RuCl,L(C;oH14)] (L = I-butil-3-metil-imidazol-2-ilidén) (1) komplexet az irodalombol
ismert ezlist metatézises reakcidval allitottam eld. A komplex erds Ru-C kotést tartalmaz, ennek
koszonhetden jelentds hidrolitikus és oxidativ stabilitdssal rendelkezik a vizsgalt teljes pH-

tartomanyban (pH 2-12). 1 vizben torténd oldasakor [RuCl(H,O)L(CioHi4)]" (2a) és
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[Ru(H,0),L(C10H14)]*" (2b) komplex kationok keletkeznek. A részecskék létezését ESI-MS és
BC-NMR technikékkal igazoltam. 0,1 M-os KCl oldatban 2a az uralkodo részecsketipus. 1 vizes
oldatdhoz egy ekvivalens mennyiségli PTA-t adva [RuCI(PTA)L(CoHi4)] (4a) és
[Ru(H,0)(PTA)L(C1oH,14)]*" (4b) képzbdését figyeltem meg. 0,1 M KCI oldatban tilnyomorészt
4a fordul el6.

Elséként tanulményoztam &atmenetifém-N-heterociklusos komplex sav-bazis sajatsagait
pH potenciometrikus titralassal. Az 1 vizes oldatara kapott titrdldsi gorbe alapjan részecske-
eloszlast szamoltam a pH fiiggvényében. pH 7 alatt 0,1 M-os klorid koncentracié mellett 2a
talalhatd meg az oldatban, majd a pH novekedésével megjelenik a monohidroxo-
([RuCI(OH)L(CioH14)]) (3a), illetdleg a dihidroxo-komplex ([Ru(OH),L(C;oH14)]) (3b). A hidrid-
részecskék vizes oldatban torténd képzodését pH-sztatikus titralassal vizsgaltam.

Az eldallitott Ru(Il)-karbén komplexeket sikerrel alkalmaztam ketonok hidrogénezésére.
Az 1 katalizatorral analdg szerkezetii foszfin-komplexek ([RuCl,(PR3)(CioHi4)]) (PR3 = PTA
vagy mTPPTS) ketonok hidrogénezésében nem mutatnak aktivitast.

Benzilidén-aceton hidrogénezésekor a 4 katalizatorral 42,3 %-os konverziot, és 91,9 %-os
szelektivitast tapasztaltam a C=C kotés telitésére vonatkozdan. Az 1 katalizatorral minddssze 18,7
%-os konverzidt €s 61,7 %-os szelektivitast kaptam.

Minden vizsgalt szubsztratum (5.3.1. tablazat) 80°C-on és 10 bar Hpy-nyomason torténd
hidrogénezése soran 4 bizonyult aktivabbnak.

Az eldallitott Ru(Il)-karbén katalizatorok az elsd olyan vizoldhaté atmenetifém-NHC
karbén komplexek, melyek redox izomerizacids reakciokban katalitikus aktivitdst mutattak.
Munkam soran az allil-alkohol redox izomerizacidjat tanulmanyoztam részletesen. Megfigyeltem,
hogy a propanal keletkezéséhez vezetd izomerizacio csak hidrogén atmoszféraban kovetkezik be,
vagyis a folyamat valdszintileg valamilyen hidrid-részecskéhez kotott.

Az acetofenon és 2-propanol kozott végbemend hidrogén transzfer reakcioja soran KOH
jelenlétében nagyobb konverzidkat értem el, mint K,CO; alkalmazéasakor. A reakcidokban a 2-
propanol toltotte be az oldoszer szerepét. Vizet adva a reakcioelegyekhez a konverziok jelentds
csokkenését tapasztaltam. KOH bazis esetében viz hozzdadasakor a reakcio teljesen befagyott.

A Ru(Il)-karbén komplexek szelektiven hidrogénezték kiillonbozo lipid molekuldk C=C
kotéseit az €16 sejtek szamadra is elviselhetd koriilmények (T = 37°C, p(H,) = 10 bar, semleges
oldat) kozatt.

A vizsgalt lipidek (DOPC, Synechocystis, szodjalecitin) hidrogénezése soran enyhe
kortilmények kozott 1 minden esetben aktiv volt, mig 4 a DOPC hidrogénezésekor egyaltalan
nem okozott atalakuldst, és a masik két minta esetében is csak csekély mértékli konverzid volt

detektalhatd. Synechocystis lipidkeverék vizsgéalatakor a Pd(QS),-vel katalizalt reakcidhoz
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hasonléan hidrogénezéssel szembeni reaktivitas kiilonbséget mutattam ki az egyes lipidféleségek
kozott Ru(Il)-karbén komplexek alkalmazasa soran. A reaktivitds kiilonbségek 1 hasznalatakor
voltak a leghangsulyosabbak: Az MGDG 23,29, a DGDG 18,09 %-os konverziot szenvedett, mig
az SL minddssze 3,10 %-a alakult at, a PG esetében pedig nem tortént kimutathat6 valtozas.

Szdjalecitin hidrogénezésekor 37°C-on 1 jelenlétében 11,56 %-os, 4 jelenlétében 2,10 %-
os konverziot detektaltam. 80°C-on az 1 katalizatorral 17,50 %-os, a 4 katalizatorral 99,83 %-os
konverziot értem el.

Megallapithatd tehat, hogy alacsony homérsékleten 1 alkalmazhatdé eredményesebben
lipidkeverékek hidrogénezésére. A Pd(QS),-hoz képest 1 hidrogénez6 aktivitasa ugyan kisebb, ez
azonban nem feltétleniil jelent hatranyt ¢l6 sejtek membranjainak hidrogénezésekor, ahol a tul
nagy konverzidk végzetesek lehetnek a sejt szamara.

Munkam soran az irodalomb6l nem ismert modon allitottam eld 1-(ndtrium-etil-2-
szulfonat)-3-(etil-2-szulfonat) imidazolium betaint, mely ligandumként funkcionalhat uj Ru(II)-

NHC-karbén komplexek eldallitasakor.
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7. Summary

The most important aim of this work was the study of the hydrogenation of unsaturated
lipid constituents of cell membranes in aqueous solutions catalysed by palladium(II) alizarin red
(Pd(QS),) and ruthenium(II)-N-heterocyclic carbene complexes.

The detection of individual lipid molecules in lipid mixtures meets several problems. Most
analytical methods — such as gas chromatography — are unappropriate to identify individual lipids
without previous separation of the components or modification of the sample. Since lipids are
non-volatile compounds, gas chromatographic study requires a trans-esterification carried out by
MeOH/HCI, which leads to the formation of fatty acid esters derived from the lipid molecules
found in the mixture. Thus gas chromatography provides information only on the ratio of the
different fatty acid residues, however the ratio of individual lipids remains unknown.

One of the aims of this study was to develop a fast and reliable method for the detection of
various lipids and the determination of the reactivity of individual lipid molecules in lipid
mixtures upon hydrogenation. MALDI-TOF-MS has proved to be an excellent technique to solve
these problems.

The hydrogenation of dioleyl-phosphatidyl-choline (DOPC) — a lipid containing two C=C
double bonds — could be followed by mass spectrometry. It turned out that the hydrogenation
catalysed by Pd(QS), leads to the formation of a half saturated (18:0-18:1) and a fully saturated
(18:0-18:0) product. The concentration of the half saturated product in the hydrogenated mixture
is smaller (5.94 %) than that of the fully saturated product (38,45 %).

The hydrogenation of DOPE (dioleyl-phosphatidyl-ethanolamine) and DOPC mixtures of
different ratios was carried out in the presence of Pd(QS),. We met the problem that the presence
of DOPC prevents the detection of DOPE by MALDI-TOF-MS. To produce spectra in which the
two components display signals of comparable intensities, solutions of NaCl in ethanol were
added to the samples. MALDI-TOF measurements revealed that the reactivity of these two lipids
is similar, no significant differences in conversions were detected, regardless of the ratio of the
lipids in the mixtures. The hydrogenation of DOPE:DOPC = 1:1 mixtures was examined in the
presence of different amounts of cholesterol. The reactivity of both components decreased by
about the same extent.

Different reactivities of the individual lipid species were obtained by the use of Pd(QS); in
the hydrogenation (T = 37°C) of lipid mixtures extracted from the thylakoid membrane of
Synechocystis PCC 6803. 1t was found that MGDG and DGDG exhibit higher conversions (23.01
and 24.40 % respectively) than SL and PG (11.95 and 11.40 %)).

83



With the aim of extending the armory of available catalysts, new water soluble Ru(II)-N-
heterocyclic carbene complexes were synthetized These proved to be active in hydrogenation,
hydrogen transfer and redox isomerisation reactions under mild conditions. These are the first
transition metal — NHC carbene complexes that catalyse the above processes in aqueous solutions.
The selective hydrogenation of the C=C bonds of membrane lipids is also possible by these
complexes under conditions tolerable even by live cells.

[RuCLL(CioH14)] (1) was prepared by the carbene transfer methodology.
[{RuCly(CoH14)}2] was reacted with [AgL,][AgCl;] obtained in the reaction of 1-butyl-3-methyl-
imidazolium chloride and Ag,O in CH,Cl,. The complex contains a strong Ru-C bond that
provides enhanced hydrolytic and oxidative stability. Interestingly 1 dissolves well in water,
however, in a D,O solution two singlet °C resonances (169.5 and 169.8 ppm) are seen in the
NMR spectrum. These two signals are assigned to [RuCl(H,O)L(CoHi4)]" (2a) and
[Ru(H,0),L(C1oH,4)]*" (2b). Conversely, in 0.1 M KCI solutions only the peak at 169.8 ppm (2a)
remains observable. The presence of these two particles in the aqueous solution of 1 was
confirmed by ESI-TOF-MS. In concentrated (> 0.5 M) cloride solutions the presence of the
undissociated 1 is significant.

The addition of PTA to the aqueous solution of 1 resulted in the formation of two new Ru-
complexes: [RuCI(PTA)L(C oH4)]" (4a) and [Ru(H,O)(PTA)L(C1oH4)]*" (4b). The species are
characterised by singlet *'P-resonances at —35.5 ppm and —36.1 ppm. On the addition of KCI the
resonance at —36.1 ppm (4b) almost disappears.

Our work is the first study that reports the pH-potentiometric titration of a transition metal
— N-heterocyclic carbene complex (1). According to “C-NMR spectra Ru(I)-NHC carbene
complexes are stable in a wide (2-12) pH range. On the basis of pH-potentiometric titrations the
particles that exist at different pH values could be identified. Under pH 7 in 0.1 M KCI solutions
the major species is 2a, which can be titrated as a diacid. In basic solutions [RuCI(OH)L(C;oH4)]
(3a) and [Ru(OH),L(C;oH14)] (3b) could be identified.

The formation of hydrido-particles was studied by pH-static titrations. It is concluded that
hydrogen is activated in the reaction with Ru-NHC carbene complexes by the heterolytic splitting
of the H-H bond.

The new Ru-complexes were used to hydrogenate ketones (acetone and acetophenone). It
is remarkable, that hydrogenation of ketones was not observed with the phosphine complexes
analogous to 1 ([RuCILy(PR3)(C;oH14)]) (PR3 = PTA or mTPPTYS).

Benzilideneacetone contains both a C=C and a C=0 bond. The hydrogenation of

benzilideneacetone in the presence of 1 resulted only in 18.7 % conversion and 61.7 % selectivity
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to the hydrogenation of the C=C bond. However, by the application of 4 (1+PTA) as a catalyst,
42.3 % conversion and 91.9 % selectivity was determined.

The hydrogenation of various substrates catalysed by 1 and 4 was studied. In these
reactions (T = 80°C, p(H,) = 10 bar) 4 proved to be more active in the case of all substrates
compared to 1.

The Ru(II)-NHC-carbenes studied in this work are the first transition metal — NHC
complexes that catalyse redox isomerization. The hydrogenation of allyl alcohol led to the
formation of propanol and propanal. Until about 90 % total conversion propanol and propanal
were produced in approximately 1:1 ratio. Following that propanol was formed on the expense of
propanal. Redox isomerization was observed exclusively under hydrogen atmosphere. The
changes of the concentration of the reactants were studied in the function of time and temperature.

The examination of the hydrogen transfer reaction between 2-propanol and acetophenone
revealed that the reactivity is higher when KOH (conversion = 96.33 %) is used as a base instead
of K,COs3 (conversion = 67.97 %) However, on the addition of water the conversions decreased
significantly. In the case of KOH the hydrogen transfer reaction was almost totally blocked in the

presence of water (8,2 vol %).

The new water soluble Ru(Il)-NHC-carbene complexes were used to hydrogenate lipid
mixtures under mild conditions (T = 37°C, p(H;) = 10 bar, pH = 6.9 (phosphate buffer)). Lipids
have never been hydrogenated by transition metal — carbebe complexes before.

Under these conditions 1 displayed hydrogenating activity for all studied lipids (DOPC,
Synechocystis PCC 6803, soy-bean lecithin), whereas 4 did not hydrogenate DOPC, furthermore
in the case of the other two samples low conversions were detected (T = 37°C).

The hydrogenation of DOPC catalysed by 1 led to the formation of a half saturated (18:0-
18:1) and a fully saturated (18:0-18:0) product, however — on the contrary to the hydrogenation
by Pd(QS), — the concentration of the half saturated product in the hydrogenated mixture was
higher (55.26 %) than that of the fully saturated product (23.09 %).

Differences in the reactivities of individual lipids upon hydrogenation catalysed by Ru(Il)-
carbene complexes were also experienced in the case of Synechocystis PCC 6803. Reactivity
differences between lipid constituents were extremely significant when 1 was used as a catalyst;
MGDG and DGDG reached relatively high conversions (23.29 and 18.09 % respectively),
whereas only 3.10 % of the unsaturated bonds of SL were hydrogenated. Besides this, no
hydrogenation of PG was observed.

In the hydrogenation of soy-bean lecithin by 1 at 37°C, 11.56 % of the double bonds were

saturated, while in the presence of 4 only 2.10 % conversion was obtained. However at 80°C the
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conversion detected on the application of 4 was 99.83 %, whereas with catalyst 1 it was only
17.50 %.

It is concluded that the new water soluble Ru(Il)-NHC-carbene complexes exhibit activity
in the hydrogenation of membrane lipids. Catalyst 1 is more active at low temperatures, while 4
shows higher activities at elevated temperatures, probably because of the high activation energy
barrier of the formation of the hydrido particle. The activity of these catalysts is not as high as it is
observed in the case of Pd(QS),, nevertheless such catalyst activities are in most cases suited for

the hydrogenation of cell suspensions where high conversions may even be lethal.
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