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1. Bevezetés

Az enzimek a fehérjék azon csoportjaba tartoznak, amelyek a szervezetben tgynevezett
biokatalizator tulajdonsagot toltenek be, vagyis a lejatszodd kémiai reakciok sebességét
gyorsitjak azaltal, hogy Uj reakcidutat nyitnak meg, igy jelentds mértékben csokkentik az
aktivalasi energiat (1. Abra) [1]. Ennek koszonhet6en a lassabb kémiai folyamatok is sokkal
gyorsabban jatszodhatnak le amellett, hogy az enzimet a reakcid végén valtozatlanul
visszakapjuk. Szamos biokémiai folyamat jatszodik le az él6 szervezetekben, amelyeket
enzimek katalizalnak [2,3]. Olyan rendkiviil fontos folyamatokért felelések, mint példaul az
anyagcsere, a DNS- vagy fehérjeszintézis. Az enzimek képesek akéar milliészorosara is
felgyorsitani egy biokémiai folyamatot. Amellett, hogy az enzimek feladatukat roppant
hatékonyan hajtjak végre, csak egy kivalasztott kémiai atalakulast katalizalnak, azaz nagy a
szelektivitasuk is [4,5]. Segitségiikkel lehetéségiink van kiilonb6zé kémiai kotések
szobahomérsékleten torténd felbontasat és kialakitasat is megvalositani. Az €16 szervezetet
felépitd anyagok is enzimreakciok sorozatan keresztiil jonnek létre, ezt a folyamatot hivjuk
anabolizmusnak. Erdekes tovabbé, hogy meghatarozott enzimek is adott enzimek segitségével

épiilnek fel.
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1. Abra: Enzimek katalitikus aktivitasa.

Az enzimek biokatalizator tulajdonsaganak felhasznalasa jelentésen megnétt az elmult
évtizedekben, szamos helyen taladlkozhatunk veliikk az életben. Az ipar szamos teriiletén
alkalmaznak enzimeket, fontos szerepet toltenck be a vegyiparban, a gyogyszeriparban, az
¢lelmiszeriparban, a textil- és papiriparban, de egyre nagyobb figyelmet kapnak a diagnosztika

¢s a kornyezetvédelem teriiletén is. A mérés- és miiszertechnika rohamos fejlédésének



koszonhetden az utobbi évtizedekben eltérbe keriilt az enzimek kutatasa, illetve fejlesztése.
Az enzimek ipari folyamatokban biokatalizatorként torténd felhasznalasa, napjainkban igen
intenziven kutatott teriilet, hiszen képesek lennénk enzimekkel szamos zavar6, karos ipari
mellékterméket kizarni a termelés soran. Komoly problémat jelent viszont, hogy az iparban
nem alkalmazhatéak olyan koriilmények, amelyek teljes mértékben megfelelnének az
enzimmiikodéshez, igy azok nem tudjak kifejteni hatasukat, megvaltozik a viselkedésiik, amint
kiszakitjuk a szervezet fiziologias kornyezetébdl [6,7]. Ezért is roppant fontos az enzimek
tulajdonsagainak részletes megismerése €s vizsgalata, hogy konnyebben tudjuk meghatarozni
¢és optimalizalni az eléallitasi koriilményeiket, stabilitasukat, pH és homérséklet igényeiket [8].
Ezek ismeretében van lehetdséglink megtaldlni a szdmunkra leghatékonyabban miikodd
enzimet egy adott ipari folyamathoz és felhasznalashoz. Az ipari kutatas mellett kozéppontba
keriilt a miikodésiik pontos mechanizmusanak megértése €s vizsgalata is, amelynek megoldasai
nagyban eltérnek az iparban ismertekt6l. Az enzimek felépitését és az altaluk katalizalt
folyamatokat napjainkban még nem vagyunk képesek reprodukalni. Viszont kevésbé bonyolult
szerkezeti- ¢s miikodési modelleken keresztiil vizsgalhatjuk Oket, amelyek segitségével
gyorsabban ¢és hatékonyabban tudjuk tanulményozni miikddésiiket és felépitésiiket.
Az atmeneti fémet tartalmazd komplexeken végzett kisérletek segitségével valodi

enzimreakciok mechanizmusat tudjuk megkdzeliteni modell vegytileteken keresztiil [9].

Kutatomunkam soran célom olyan bioutanzé reakciok kivalasztasa ¢és kifejlesztése
enzimmodelleken keresztiil, amelyeknek segitségével konnyebben és hatékonyabban vagyunk
képesek vizsgalni és megérteni az ¢l0 szervezetben lejatsz6dd enzimfolyamatokat.
Az oxidéciés folyamatok az €16 szervezetekben jelentds szereppel birnak, reakciok soran
oxidaloszerként felhasznalhatnak dioxigént, peroxidokat vagy akar szuperoxidokat is, ezeket a
biokémiai kolcsonhatasokat az enzimek metalloenzimek csoportjaba tartozo oxidoreduktazok
katalizaljak. A kutatdsom sordan a dioxigén aktivalasara keriilt nagyobb hangstly, mivel a

dioxigén stabil, inert, aktivalasdhoz megfeleld hatékonysagu katalizatorra van sziikség.



2. Irodalmi attekintés

Az enzimek felépitésiiket tekintve egyszerli vagy Osszetett fehérjék, attol fiiggden, hogy
peptidkotéssel  Osszekapcsolodott  aminosavakon — kiviill  tartalmaznak-e mas nem

fehérjetermészetii ugynevezett prosztetikus csoportokat is.

Az enzimek csoportosithatoak a katalizalt reakcid és a szubsztratum szerint, ahol hat kiilonb6z6
csoportot kiilonboztetiink meg. Szubsztratumnak azt a vegyiiletet nevezziik, amelynek

atalakulasa az enzim segitségével torténik.

- Oxidoreduktdzok: Olyan enzimek, amelyek oxidaljak a szubsztratumot egy masik
molekula redukélasa kozben.
- Transzferdzok: Atvisznek egy adott csoportot a szubsztratmolekulardl egy masikra.
(pl.: -NHz2, -CHO, -SO3H)
- Hidrolazok: Kiilonbozo fehérjék peptid-, glikozidkotését vagy zsirok és foszfatok
észterkotését hidrolizaljak.
- Lidzok, szintdzok: A lejatszodo folyamatokban kiilonb6zd eliminacios és addicios
reakciokat katalizalnak.
- Izomerdzok: Katalizaljak a szubsztratmolekula izomerizacios atalakuldsat.
- Ligdzok, szintetazok: Olyan 06sszekapcsolodasos folyamatokat katalizalnak,
amelyek energiaigényesek. Lehet az akar C-C, C-N vagy C-O kotést kialakito
folyamat [10].
Az inhibitorok olyan specialis kémiai anyagok, amelyek az enzimek altal katalizalt reakciok
lejatszodasat akadalyozzak vagy lassitjak példaul azaltal, hogy kiszoritjak a szubsztratumot az

aktiv helyrdl. Az aktiv hely az enzim azon része, ahol a katalizis lezajlik.

Az aminosavak karboxil- ¢és aminocsoportokat tartalmaznak, amelyek peptidkotéssel
kapcsolodnak Gssze (2. Abra). Az élélények metabolizmusaban résztvevd széntartalmi
vegyiiletek, mint enzimek lehetséges szubsztratjai viszonylag egyszeriiek, 100-nal tobb atomot
tobbségiik nem tartalmaz. Az anyagcserén atmend anyagoknak nagysagrendekkel kisebbnek
kell lenniiik, mint a folyamatban résztvevé enzimeknek. Amennyiben csak aminosavak épitik
fel 6ket, akkor egyszeri proteinekrél, vagyis apoenzimekr6l beszéliink, ha prosztetikus
csoportot is tartalmaznak (koenzim), akkor dsszetett proteidekrdl vagy holoenzimekrdl van szo6
[11]. A nem fehérje tipust felépitési rész, a prosztetikus csoport, olyan legtobbszor fémion vagy
szerves molekula, ami nélkiil az enzim képtelen lenne hatast gyakorolni a lejatszodo

folyamatokra [12].



R |0 H R 0
Ha 1 |l | o
N—C—C—N~C~—C
HY | | NoH
H H
Peptidkotés +H,0

2. Abra: Aminosavak 6sszekapcsolodasa peptidkotéssel.

Az enzimek alakfelismeré tulajdonsaga igen specifikus, amikor kifejtik hatasukat teljes
mértékben figyelembe veszik a reakcioban résztvevo szubsztratmolekula teljes térszerkezetét.
Mindezen tapasztalatok alapjan a 19. szazad végén alakult ki az enzimek "kulcs-zar" elmélete,
amely Emil Fischer nevéhez fiizodik. Az enzim-molekula csak meghatarozott molekulahoz
illeszkedhet alak és toltéstérkép szerint [13,14]. A geometriai szerkezetiiknek koszonhetéen
csak egyetlen egy kivalasztott kotést modositanak, torzitanak el szelektiven, éppen annak az
aktivalasi energiajat csokkentik le olyan mértékben, hogy a reakcié akar millidszorosara is
felgyorsulhat. Ezért Iehetséges az, hogy Osszegképlet alapjan nagyon sokféle Iehetséges izomer
koziil az €16 természetben csak egy adott tipus talalhato meg. Az aminosavak elsédleges
szerkezete a kapcsolodasi sorrendjilk masnéven az aminosav-szekvencia. Jelenleg 20-féle
fehérjealkoté aminosavat ismeriink. Vegyiink példaul egy viszonylag kisebb fehérjét, amely
100 db aminosavbol épiil fel és minden épitéelem helyére a 20 kiilonb6z6 fehérjealkotd
aminosavbol vélaszthatunk, igy 20190 db lehetséges fehérjelancot kapunk, ami egy hatalmas
szam. A természetben pedig egy atlagos fehérje akar tobb ezer aminosavbol is allhat, lathatjuk
tehat milyen nagy a lehetséges variaciok szama [15]. Tehat minden eddig ismert biokémiai
reakcidhoz 1étezik/létezhet egy olyan enzim, amely képes katalizalni azt. Viszont feltérképezni
minden biokémiai folyamathoz tartozé megfeleld enzimet nagyon nehéz feladat, valoszintileg

nem is lehetséges.

Ahhoz, hogy egy enzimreakcié (3. Abra) lejatszodjon sziikséges a szubsztratum aktiv allapota,
ami nélkiil nem lenne képes az enzim felvenni azt. Ez egy olyan allapot, amelyet az enzim hoz
létre abbdl a célbol, hogy eldsegitse a katalizist. Példaul olyan térszerkezetbe hozza a
szubsztratmolekulat, amely eldsegiti a kotések felbontasat vagy az atmeneti allapot elérését.

Az enzim ¢és a szubsztrat egy egyensulyi folyamat soran kapcsolodik dssze, ekkor mar enzim-



szubsztrat komplexrdl beszéliink. Ezt kdvetden megtorténik a megadott biokémiai reakcio. A
komplex a folyamat végén nem marad meg, ugyanis szétesik a kivéalasztott enzimre ¢és a

termékre, igy nyerjik vissza az enzimet, amivel tovabb ismétlddhetnek a ciklusok [16,17].

\’éf-rrermékek
Szubsztrat Aktiv hely Enzim alakja megy: altozik,
N amint a szubsztrat bekdtddik

- D

Enzim Enzim-szubszirit komplex Enzim-véstermék komplex Enzim

3. Abra: Enzimreakciok miikodése az é16 szervezetekben.

2.1 Metalloenzimek

Az aktiv hely, masnéven aktiv centrum a legtobb enzimnek egy olyan kdzponti része, ahova
valamilyen, leggyakrabban atmenetifémnek lehetésége van koordinacié révén és aminosavak
kozremiikodésével beépiilni. Az eddig feltérképezett enzimek kozel egyharmada fémiont vagy
fémionokat tartalmaz az aktiv centrumukban, amelyek tobbféleképpen kapcsolédhatnak a
fehérjéhez és tobb 1ényeges funkcidt is ellathatnak, ezeket az enzimeket hivjuk gytijténéven
metalloenzimeknek. Az adott fémion az enzimmolekula kozponti alkotorésze, amennyiben ezt
a fémiont kiszakitjuk bel6le az enzim el fogja veszteni Kkatalitikus szerepét [18,19].

Beszélhetiink olyan enzimekrol is, amelyeket fémionok koézremiikodésével aktivalhatunk.

Ilyenek példéaul a pirokatechin oxidaz, a katalaz és a peroxidaz enzimek. A pirokatechin oxidaz
metalloenzimek oxidacidés folyamatokat hajtanak végre molekularis oxigén segitségével,
vagyis példaul ndvényekben is megtalalhato orto-difenolokat (példaul a pirokatechin) orto-
kinonokka képesek atalakitani. A katalaz enzimek feladata a kiilonb6zé biokémiai
folyamatokban keletkez6 kéaros peroxidok lebontasa vizre és oxigénre (4. Abra).
A peroxidazok pedig, hasonloan a katalaz enzimekhez, szintén képesek lebontani és 1étrehozni
oxidalt vegyiileteket (példaul a NADPH-oxidaz altal termelt) hidrogén-peroxid lebontasaval
[20,21].

2™+ H,0, - 2 M+ 0O, + 2 H
2 Mn" + H,0, + 2 H" — 2 Mn™ + 2 H,0O

4. Abra: Mangant tartalmazé kataldz enzim H20-dal valo reakcidjanak egyenletei.



A redoxireakciokat katalizal6 enzimek aktiv centrumaiban olyan fémionok helyezkednek el,
amelyek redoxi aktivitast mutatnak (5. Abra). Ilyen fém lehet példaul a vas(II), a réz(I) vagy
a mangan(Il). Gyakran a fehérje és a fém stabilis kelatkomplexet képeznek.
A kelatkomplexek olyan két vagy tobb részbdl felépiilé gytriis komplexek, ahol ligandumok
tobb atomja ugyanahhoz a kézponti fématomhoz kapcsolodik. Altaldban oxidaz a réz, a
dehidrogenaz ¢s a hidrolaz a cink, az elektrontranszfer enzimek és az oxigenazok pedig a vas
¢s mangan ionokat preferaljak [22]. A fémion képes erésen befolyasolni az aktiv centrum
viselkedését és tulajdonsdgait is (példaul a centrum sztereokémidjat, elektronszerkezetét).
A szervezetben keletkez karos peroxidok lebontasaban is jelentds szerepet jatszanak a fentebb
megemlitett enzimek. Ilyen reaktiv részecske lehet példaul a hidrogén-peroxid, illetve a
szuperoxid- ¢és a hidroxilgyok is. A metalloenzimek tobbsége nemcsak egy fémkdzpontot
tartalmazhatnak, a tobb kozponttal rendelkezd enzimekben az adott fémionok fehérjeszerti

kormyezetben funkciondlisan helyezkednek el.

5. Abra: Néhany példa fémiont tartalmazo metalloenzimre.

2.2 Az oxidoreduktazok

Azokat a metalloenzimeket, amelyek dioxigént hasznalnak fel, Osszefoglald néven
oxidoreduktazoknak nevezziik. Az oxidoreduktazok csoportjaba tartozik az oxidaz és oxigenaz
enzimek tobbsége, széles korben megtalalhatoak az €16 szervezetekben, ndvényekben és még a
mikroorganizmusokban is. Funkcidjukat vizsgélva kulcsfontossagli szerepet toltenek be aerob
koriilmények kozott lejatszodo bioszintézisekben és lebontési reakciokban. Ilyen lebontési
reakcid vagy szintézis lehet kiilonbozd esszencialis vegyiileteknél (példdul aminosavak,
cukrok, lipidek, szteroidok) vagy az él6 szervezetek szamara mérgez0 anyagoknal [23,24].
Tobbek kozott alkanok és mas vegyiiletek kemo-, regio- és sztereoszelektiv oxigenizacidjat is
oxigenazok katalizaljak, ahol alkoholok, aldehidek, epoxidok és karbonsavak keletkeznek.
Az oxigenazoknak koOszonhet6en 1 ipari szintetikus lehetOségek johettek 1étre nehezen

cléallithatd Osszetett molekulak (példaul masodlagos metabolitok) gyogyszerészeti



intermediereik szamara. Az oxigenazok képesek a kéolajvegytileteket is aktiv intermedierekké
alakitani, ami igen kecsegtet6 a polimeripar szamara, mivel a szénhidrogének funkcionalizalasa
nehéz és energiaigényes. A nagy léptéki felhasznalasokhoz még szamos fejlesztés és kutatéas

lesz sziikséges, mivel még nem ismerjiik teljes egészében az oxigenazok muiikodését.

Az oxidaz és oxigendz enzimek kozOs tulajdonsaga, hogy az altaluk katalizalt reakciokhoz
dioxigén sziikséges. Ezen enzimek kutatdsa azért is nagy jelentdségii, mivel vannak olyan
fehérjek, amelyeknek nem sziikséges specialis kiilsé koriilmény (hdmérséklet, nyomas) ahhoz,
hogy reaktivva tegyék az alapallapotban inert dioxigént. Az oxigenazoK aktiv centrumukban
altalaban atmenetifémeket tartalmaznak, (példaul rezet, vasat és mangant) amelyek a dioxigén
molekula egy vagy két oxigénatomjanak beépiilését katalizaljdk a megfeleld szerves
szubsztratumba [25]. Ez alapjan megkiilonboztetiink monooxigenazokat és dioxigenazokat
aszerint, hogy egy vagy két oxigénatom épiil be. Dioxigendzok esetében tovabbi két
alcsoportrél is beszélhetiink, az intra- illetve az intermolekularis dioxigenazokrol.
Az intramolekuléris enzimek esetében a dioxigén mindkét atomja ugyanazon szubsztratumba
keriil beépiilésre, az intermolekuldris dioxigendzok, pedig megosztjak a dioxigént a két

szubsztratum kozott [26,27].

Az elmult években egyre nagyobb hangsulyt kap a vasat tartalmazé dioxigenaz enzimek két
csoportja, a Fe(l11)-iont tartalmazo intradiol és a Fe(l1)-iont tartalmazé extradiol dioxigenazok.
A Fe(lll)-iont tartalmazé intradiol dioxigenazok olyan gyorsan képesek aktivalni a
szubsztratumot, hogy csak az aktivalas utan tud reakcioba lépni molekularis oxigénnel. Fe(l1)-
iont tartalmazo extradiol dioxigenazoknal pedig nem a szubsztratum aktivéaladsa a meghatarozo
1épés, hanem a molekularis oxigén aktivalasa [28]. Az oxidaz enzimek miikodéséhez is
elengedhetetlen az aerob koriilmény megléte, de az oxigenazokkal szemben, itt nem jatszodik
le oxigén beépiilés a szubsztratumba, az enzim a szubsztratum oxidativ dehidrogénezddésében
jatszik szerepet. A dehidrogénezés soran termékként tovabba nyerhetiink hidrogén-peroxidot
is.

Az olvasottak alapjan elmondhatjuk, hogy a fémet tartalmazé oxidoreduktazok igen fontos
szerepet toltenek be a szervezetiinkben lezajlé kiilonboz6 fontos biokémiai reakciokban.
Ez azért lehetséges, mert a dioxigén aktivalasdnak koszonhetden szamos eltéré fém-oxigén
intermedier keletkezhet (6. Abra), amik ugyancsak kedvezéek a lehetséges szubsztratumok

szamara [29].
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6. Abra: Metalloenzimek lehetséges vas-0xo intermedierjei.

Pé¢ldaul a ribonukleotid reduktaz enzim elengedhetetlen feladatot 1at el a DNS szintézisénél,
(7. Abra) ugyanis a folyamat soran ugynevezett tirozil gyokot hoz létre aktivalt dioxigén
segitségével [30]. Vagy példaul a laktat dehidrogenaz enzim nélkiil szervezetiinkben a glikogén

felhasznalas nem valdsulhatna meg a megfeleld izommiikddéshez.

0 0 NADPH + H' =3 NADP' + H-O Q Q
"0-P—0—P-0-CH, 2 0-P—0—P-0-CH, '
O o O. Bazis Ribonukleotid reduktaz O O O. Bézis
H,
OH OH OH H

7. Abra: DNS szintézis, ribonukleotid reduktaz altal katalizalt reakcio.

2.3 Dioxigenaz enzimek

Korabbi kutatasok soran az aktiv centrumok vizsgélatainak eredményei azt mutattak, hogy az
enzimekben igen eltér6 lehet a fémek oxidaciofoka és a dioxigén aktivalasanak mechanizmusa.
A dioxigén aktivalasat legegyszerlibben ugy fogalmazhatjuk meg, mint egy tOobblépéses
clektronatadasos részfolyamatok Osszeségét. A dioxigén nem egylépésben, hanem
tobblépésben redukalodik, ezzel parhuzamosan értelemszertien a két fém oxidalodik.
A divas(l11) esetében szuperoxo-vas(l1)vas(l11) részecske alakul ki azaltal, hogy a kiindulo
lépésben az oxigén hozzakapcsolodik az egyik vashoz. Elektronatadast kovetden Iétrejohet a

u-peroxo-divas(l11) koztitermék (8. Abra) [31].

H,0O 0 111
Vas-kozpontt komplex —————»=  Fell” N\ Fe

8. Abra: p-1,2-peroxo-divas(IIl) kialakulasa.



Egyes enzimtipusokndl az utobbi intermedierben a peroxo kotés képes felszakadni egy
magasabb vegyértéki részecske kialakulasat eredményezve. Fontos elérelépést jelentett az is,
hogy azt tapasztaltak: az aktiv hely kozvetlen kornyezete hatdssal lehet a kiilonbdzd reaktiv
intermedierek keletkezésére, amelyek részt vehetnek valamilyen katalitikus reakcioban.
Altaldban ezekben a Kkatalizalt folyamatokban az intermedierekre jellemz8, hogy
elektronhianyosak és magas vegyértékiiek [32]. Kutatasok soran igazoltak, hogy a kiilonb6z6
szerkezetli reaktiv intermedierek nukleofil vagy elektrofil sajatsaggal is rendelkezhetnek.
A kialakuld részecske karakterének feltérképezésével kozelebb keriilhetiink a katalizis soran

lejatszod 6 reakcido mechanizmusahoz is [33,34].

Az intermedierkutatds sordn a reaktiv részecskék elkiilonitésének és spektroszkopiai
vizsgalatanak segitségével kaphatunk informaciot a bioutanzo6 rendszerekben a dioxigén- és a
hozzakothetd szubsztrataktivalds mechanizmusardl. A vastartalmi oxidoreduktidzokat az
alapjan tudjuk csoportositani, hogy éppen az aktiv centrumukban hany fémion foglal helyet,
igy megkiilonboztetiink egy- illetve kétmagviakat. Csoportositas soran figyelembe kell venni
a fémeket koriilvevé ligandumokat is. Ligandumok alapjan vizsgalhatunk hem tipusu
oxidoreduktazokat, amelyeket hemoglobinban is megtalalhato feszitett porfirinvazas szerkezet
jellemzi, illetve nem-hem tipusuakat (9. Abra), ahol pedig a kozponti fématomhoz aminosavak
kapcsolodnak ligandumként [35]. Ezen feliil targyalhatunk terminalis és hidhelyzetl

ligandumokrol is, amelyek részt vesznek a komplexképzésben.
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9. Abra: Két szemlélteté példa nem-hem tipusi metalloenzim aktiv centrumara.

A korabbi kutatasokbol azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a termodinamikailag inert
dioxigén-molekula aktivalasa reaktiv vas-peroxo- ¢és oxointermedierek képzddésének
segitségével torténik, amelyek reakcidja a megfeleld szubsztrattal konnyedén vizsgalhato
[36,37]. Ugyanis bizonyos enzimek tanulmanyozasa soran megfigyelték, hogy a dioxigén

aktivalasa egyszertsitve két £f6 1épésre bonthato. El6szor az oxigén belépésével egy u-peroxo



intermedier alakul ki, amely az enzimatikus reakciokban nukleofil karakterrel rendelkezik [38].
A kovetkezo 1épésben ez az intermedier tovabb alakulhat kiilonb6z6 magas vegyértékli oxo-
vas(lV) intermedierekké, amelyek viszont mar elektrofil karakterliek. A természetben talalni

példat mind a két intermedier katalitikus szerepére. (10. Abra).
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10. Abra: Dioxigén aktivalisa sordn keletkez6 lehetséges vas-0xo intermedierek.

Kutatécsoportunkban ehhez hasonld intermediereket probaltak meg eldallitani atmenetifém
komplexek és H202 segitségével. A kialakult intermedier lényegesen reakcioképesebb és
segitségével torténhet meg a szubsztrat katalizise. Kordbban igazoltdk, hogy a keletkezd
u-peroxo-divas(I1T) reaktiv részecske nukleofil karakterrel rendelkezik, viszont ahogy az abra
is bemutatja, az intermedier rendelkezhet elektrofil sajatsaggal is, ha megfeleld6 modon fel
tudjuk bontani a u-peroxo-divas(l11) részecskét. A dioxigén ezen Gton torténé aktivalasa egy

lehetséges mechanizmusa lehet az enzimeknek.

2.4 Enzimmodellezés

A kutatasokban nehézségeket jelent az enzimek vizsgalata, mivel a bioldgiai szervezetekbol
vald izolalasuk nem konnyt, laboratériumi kornyezetben valod kezelésiik és tanulmanyozasuk
nehéz és bonyolult. Nagy hatékonysdguk miatt a reakcidkban nem vagyunk képesek nyomon
kovetni a folyamat lejatszodasat, amelyet katalizalnak. Ezért a tudomany az eddig jol
alkalmazhat6é enzimmodellek vizsgalatara tért at, amelyekkel egyszeriibben, kdnnyebben

vagyunk képesek tanulmanyozni az enzimek miikodését [39].

Az enzimmodelleket két nagy csoportra bonthatjuk, a funkcionalis- és a szerkezeti modellekre.
Funkcionalis vagy masnéven milkddési modellek segitségével az enzimreakciok

mechanizmusat toreksziink megérteni, a szerkezeti modellek felhasznalasaval pedigaz enzimek



aktiv helyének felépitéséhez, alakjahoz tudunk kozelebb keriilni. A kiilonb6z6é funkcionalis
enzimmodellek feltérképezésével lehetdségiink van tUgynevezett bioutdnzo reakciokat
kidolgozni, amelyek az enzimkatalizalt folyamatok tulajdonsagainak (példaul reakciokinetika,
szelektivitas) vizsgalatara alkalmasak. Enzimoldgiai tudas ismeretében jobb hatékonysagu,
milkddési, stabilabb és 1j tulajdonsagokkal rendelkezd katalizatorokat fejleszthetiink ki.
A kiilonboz6 analitikai modszerekkel az enzimek nehezen vizsgalhatoak, mivel az dket alkoto
fehérjék nagy molekulatomege, nehézkes tisztithatosdga és nehéz kristalyosithatosaga
kovetkeztében nem alkalmazhat6ak minden esetben a vizsgalati modszerek. Az enzimmodellek
kutatasa elokeld helyen szerepel, hiszen a fémkomplexeket 1ényegesen konnyebb vizsgalni és

eldallitani, mint a hozzajuk hasonld valés metalloenzimeket [40].

A bioszervetlen kémia (masnéven biokoordindciés kémia) egy feltdrekvé tudomdényag,
amelynek szakteriilete és célja az egyszerlien eldallithatd kiilonb6zd szerkezeti és miikodési
enzimmodellek vizsgalata, amik segitségével torekszik felderiteni az enzimek aktiv
centrumaban lejatszod6 folyamatokat és az aktiv hely spektroszkopiai viselkedését. Az utobbi
években jelentds fejlodést mutat a tudomanyteriilet. Nagy segitséget nyujt a tudomanyban az
is, hogy a felhaszndlt modelleknek nincs megfeleld hatékonysaguk a katalizator szerep
betoltésekor, mint a valodi enzimeknek, igy ezzel aranyosan reakciosebességiik sem
pillanatszerti, ezért megfigyelésiik jelentdsen egyszeriibb és megoldhatobb. Erre a feladatra

tokéletes analitikai modszer tobbek kozott a UV-Vis spektroszkopia.

2.5 Kétmagvu vastartalmu modellek

Az egy- és kétmagvu nem-hem vastartalmu enzimek kutatasanal leggyakrabban az a-ketosavat
(réviden: 0-KG) koszubsztratumként tartalmazo enzimeket emlitik, mivel ezen enzimcsoport
tulajdonsagait tekintve igen sokoldali. Ezek az enzimek roppant reakcioképesek, szamos
atalakitasban részt tudnak venni, ilyen példaul hidroxilezés, deszaturacio, heterociklusos
gylriiképzodés, epoxidacio, vagy a halogénezés. Ezen enzimek kodzponti szerepléi szamos
fontos biologiai folyamatnak is, 6k felelnek tobbek kozott sejtek oxigénérzékeléséért,
epigenetikai szabalyozas soran a hiszton demetilezéséért is. A nem-hem divastartalmi enzimek
nagyon valtozatos, fontos kémiai folyamatok lejatszodasaban vesznek részt. A felépitésiiket
tekintve fontos megjegyezni a két vasmagva enzimek Szerkezetében rejlé hasonlosagokat,
ugyanis spektroszkopiai mérések alapjan egyértelmiien tapasztalhaté a két vasmag kozotti
aszimmetriai jelenség annak ellenére, hogy a két fémmag koordinacios dvezete majdnem

tokéletesen szimmetrikus. Ennek okat jelenleg is keresi a tudomany.
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Korabban a kutatocsoportunkban vizsgaltak egy vas(l1)-kézponta prekurzor komplexbél

generalt peroxo-divas(l11) intermedier reakcioképességét (11. Abra).
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11. Abra: Kordbban a kutatocsoportunkban alkalmazott ([Fe!'(N-Me-PB1)3](CFsSOs)2 prekurzor komplex és a
u-peroxo-divas(l11) intermedier szerkezete.

Egy olyan nem-hem két vasmagva enzim funkcionalis modell kidolgozasara tettek probat, mint
a cianobaktériumok altal hasznalt aldehid-deformilezé-oxigenaz enzim (CADO) (12. Abra),
ahol az oxidalészer hatasara generalodott peroxo-divas(l11) intermedier nukleofil karakterti

viselked ést mutat.

12. Abra: A cADO enzim szerkezete (ARCB). [41,42]

A kisérletek soran kiilonb6zd aldehideket alkalmaztak szubsztratmolekulaként, mint példaul a
2-fenil-propionaldehid, fenil-acetaldehid, de vizsgaltak para-szubsztitualt benzaldehid
szarmazékokat is. A Kutatasok soran arra a kdvetkezésre jutottak, hogy a hidrogén-peroxiddal
a prekurzor komplexbdl generalt reaktiv u-peroxo-divas(l11) intermedier nukleofil természetii.
Az intermedier reaktivitasait nagyban befolyasolta a szubsztrat szerkezete. Ebben a
tanulmanyban tovabba javaslatot tettek a kiilonb6z6 aldehidek reaktiv intermedierekkel torténd
oxidacidjanak mechanizmusara, ahol a deformilez6dés egy Bayer-Villiger reakcion keresztiil
valosul meg, ahol a sebességmeghatarozo 1épés az alkalmazott szubsztrat nukleofil addicidja,

amelyet egy Criegee-tipusu atrendezédés kovet. Igazoltak, hogy a prekurzor komplex altal
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torténd aldehid deformilez6dés nukleofil oxidacion keresztiil zajlik le (13. Abra). Illetve a
u-peroxo-divas(l11) intermedier szerkezetét a kutatocsoportban korabban kiilonb6z6 analitikai
modszerekkel azonositottak, tobbek kozott Rezonancia-Raman, UV-Vis, valamint ESI-MS
mérésekkel [43].

R R Fc:-
<O YO\ H
R
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O
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|l R™ R | . . Criegeer A
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13. Abra: Feltételezett mechanizmus aldehidek oxidaciojéra:
1. Szubsztrat nukleofil addicioja, 2. Criegee atrendez6dés.

13



3. Célkitlizések

A kutatasom soran célom volt, hogy a kutatocsoportomban korabban igazolt nukleofil
tulajdonsagta reaktiv u-peroxo-divas(l11) részecskét tanulmanyozzam, amelyet egy vas-
kozpontu prekurzor komplexbdl generdltak oxidéaloszer hatasara. Tovabba célként szolgalt,
hogy megvizsgaljam a dioxigén aktivalasnak mechanizmusat bioutanzo reakciokon keresztiil.
Az altalam hasznalt prekurzor komplex a ([Fe'(2’-(2-piridil)-benzimidazol)s](CF3SOs3)2
(késbébbiekben: 1) volt, amelyben a kézponti fémiont harom kétfogh nitrogén donoratommal
rendelkezd ligandum vesz koriil. A Fe!''-O-O-Fe!'! hid kialakuldsa soran a prekurzor komplex
lead egy ligandumot, igy a hat koordinacios helyébdl kett6 felszabadul, amelyekbdl egyet a
u-peroxo hid foglal el, a masikat pedig feltehetden egy oldészermolekula (S) (14. Abra).
A szabad koordinacios helyet képesek vagyunk betdlteni valamilyen koligandummal az
oldoszer molekula kiszoritasaval. fgy munkam soran azt is vizsgaltam, hogy kiilonboz6
szerkezetli és tulajdonsagu heterociklusos koligandumok képesek-e hatast kifejteni az
intermedier reaktivitasara és szelektivitasara, és haigen, akkor hogyan, milyen mechanizmuson
keresztiil. Kiilonboz6 elektronszivo és elektronkiildé csoportokat tartalmazo koligandumok

segitségével tudjuk meghatarozni a kialakulé intermedier reakcidoban betoltott szerepét is.

14. Abra: Peroxo-divas(III) részecske szerkezete jeldlve az oldoszer molekula 4ltal elfoglalt szabad
koordinacids hely.

Feltételezésiink szerint a koligandumok segitségével fel tudjuk bontani a u-peroxo hidat, igy
egy oxo-vas(lV) intermediert kapva. Ez azért érdekes, mert igy a részecske karakterének is meg

kell valtoznia, méghozza elektrofil tulajdonsagtiva.
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4. Eredmények és értékelésuk

A Kkisérleteimhez a korabban megemlitett ([Fe"(PBI)s](CFsSOs), prekurzor komplexet
alkalmaztam. A prekurzor komplexbdl hidrogén-peroxiddal in situ generaltam a u-peroxo-
divas(I1I) reaktiv részecskét (15. Abra). A nukleofil karakteri intermedier felszabadult
koordinacios helyeit kiillonboz6 heterociklusos szerves molekulakkal, vagyis koligandumokkal
toltottem be. A tapasztalataink alapjan a koligandum kiszoritja a szabad koordinacids helyrdl

az old6szer molekulait (MeCN).

QNH (\
N, NN N MeCN N K Tq
= WN__~ H,O , N 0] N
e” 272 "Fe"' Pl e * gV
/ \N / \o Fe — ) Fe\
N ! § "|1 MeCN/rls! N S
X N
H K_/ \
=
_|(OTf),

15. Abra: A p-1,2-peroxo-divas(l11) illetve a oxo-vas(IV) részecske képzddési reakcioja, ahol Nx: koligandum.

Az oxidaloszer hatésara a Fe!''-O-O-Fe!!'hid kialakulasakor felszabadul egy-egy koordinéacios
hely (14. Abra), amelyet alapvetden olddszer molekuléak képesek betdlteni. Kisérleteim soran
a részecske generalasa utan koligandumot adagoltam a reakcidelegyhez. Koligandumként
piridin  kiilonb6zé para-szubsztitualt szarmazékai mellett alkalmaztam még imidazolt,

imidazol-szarmazékokat, illetve eltér6 heteroatomot tartalmazd tiazolokat és oxazolokat
(16. Abra).
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16. Abra: Kisérletek soran felhasznalt heterociklusos koligandumok.
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4.1 Az enzimmodell szerkezetének vizsgalata

A p-peroxo-divas(l11) intermedier eldallitasa utan munkamat a részecske szerkezetének
vizsgalataval folytattam, amelyhez UV-Vis spektroszkopiai méréseket végeztem el
Tanulmanyoztam az 1 abszorpcios spektrumat (17. Abra), amelyet az abran fekete vonallal
tintettem fel. A prekurzor komplex fényelnyelési maximuma 505 nm-nél lathato.
Megfigyelhetjiik, hogy oxidaloszer hozzaadasat kovetéen az abszorpcidés spektrum
megvaltozik, az 1 savja eltiinik és egy Uj sav keletkezik, amelyet piros vonallal emeltem Kki.
Az (j sav a kialakulo u-peroxo-divas(l11) intermedierre enged kovetkeztetni. Az intermedier

fényelnyelési maximuma 720 nm-nél volt.
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17. 4bra: [1] = 1 mM, [H202] = 4 mM, T =293 K, V = 2 ml MeCN

Az 1 és alétrejovo reaktiv részecske abszorpcios spektrumanak felvétele utan, azt vizsgaltam,
hogyan valtozik a spektrum para-szubsztitualt piridin szarmazékok hozzdadasat kovetden
(18. Abra). Azt tapasztaltam, hogy a koligandumok alkalmazisa soran az intermedier
fényelnyelési maximuma jelentésen nem valtozott, Kisebb (foként hipszokrom) eltolodasokat
vehettem észre bizonyos piridin szarmazékok esetében. A legjelentdsebb hatast a piridinek
koziil a 4-metilpiridin okozta, amely a felhasznalt koligandumok koziil az egyetlen, amely
elektronkiild6 hatassal rendelkezik. A 4-metilpiridin esetében 680 nm-re tolddott el a

megfigyelt sav (1. tablazat).
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18. Abra: [1] = 1 mM, [H202] = 4 mM, [koligandum] = 10 mM, T =293 K, V = 2 ml MeCN

1. tablazat: Kiilonb6z6 koligandumok alkalmazasa mellett kialakul6 intermedierek fényelnyelési maximumai.

Komplex Koligandum H.0O; Amax
[1 mM] [10 mM] [mM] [nm]
1 MeCN 4 720

1 MePy 4 680

1 Py 4 690

1 AcPy 4 716

1 OCPhPy 4 720

1 CNPy 4 728

1 Imidazol 4 670

1 4-Metilimidazol 4 670

1 Benzimidazol 4 698

1 Tiazol 4 720

1 Benzotiazol 4 712

1 Oxazol 4 720

1 Benzoxazol 4 715

A részecske UV-Vis spektroszkopias elemzése utan ciklikus voltammetridas méréseket
végeztem el, amellyel redoxpotencial értékeket és annak valtozasat tudtam nyomon kovetni.
A 19. abran lathatjuk piros szinnel jeldlve az 1 voltammogramjat, feketével pedig az
oxidaloszerrel generalt u-peroxo-divas(Ill) részecske voltammogramjat. Jelentds csokkenés
tapasztalhat6 a jel intenzitasaban, ami feltehetéen az oldatban 1évo szabad hidrogén-peroxidnak
koszonhetd. Az 1 redoxpotencialja 482,1 mV, a kialakulo intermedieré pedig 429,9 mV-nak
bizonyosult.
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19. Abra: [1] = 1 mM, (100 mM TBACIO4), [H202] = 4 mM, MeCN (10 cm3), Ref.: Ag/Ag*,
szken. seb.: 100 mV/s, T =0-25 °C

Hasonloan az UV-Vis spektroszkopias vizsgalatokhoz, ciklikus voltammetrias méréseket is
elvégeztem koligandumok alkalmazasa mellett (20. Abra). Tanulmanyoztam, hogyan
befolyéasoljak az eltéré tulajdonsagu para-szubsztitualt piridin szdrmazékok a kialakulo
intermedier redoxpotencialjat (2. tablazat). A kisérletek soran jobban érzékelheté valtozas
tortént a u-peroxo-divas(IIl) részecske redoxpotencidljara, amikor a reakcioelegyhez
koligandumot adtam. A legjelentésebb valtozast itt is a 4-metilpiridin okozta 391 mV

kiilonbséggel a reaktiv intermedier redoxpotencialjahoz képest.

2. tablazat: A p-szubsztitualt piridinek alkalmazasa mellett kialakuld intermedierek redoxpotencialjai.

Komplex Koligandum H,0; Epc Epa Eip
[1 mM] [10 mM] [mM] [mV] [mV] [mV]
1 MePy 100 -58 136 39
1 Py 100 93 193 143
1 ACPy 100 294 360 327
1 OCPhPy 100 295 370 332
1 CNPy 100 367 446 407
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20. Abra: [1] = 1 mM, (100 mM TBACIOs), [H202] = 4 mM, [4X-Py] = 10 mM, MeCN (10 cm?3),
Ref.: Ag/Ag*, szken.seb.: 100 mV/s,CV: T =0 °C,UV: T=20°C

Ezt kovetden abrazoltam az el6z6 mérésekbdl adodo koligandumok alkalmazasa mellett
kialakulo intermedierek redoxpotencial értékeit a szubsztituensek Hammett konstansainak
fiiggvényében (21. Abra). Az abran egy linedris Osszefiiggést lathatunk, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy ténylegesen lehet befolyasolni a 1étrejové részecske redoxpotencialjat

azzal, hogy kiilonb6z6 elektronszivo vagy kiild6 koligandumokat alkalmazok.
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21. Abra: [1] = 1 mM, [H20;] = 4 mM, [koligandum] = 10 mM, T = 293 K, MeCN
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A kovetkezd abran azt lathatjuk, hogy hasonléan az el6z0hdz, linearis Osszefiiggés van a
koligandumok alkalmazasa mellett kialakuld intermedierek redoxpotencial értékei és a
hullamhosszak kozott, vagyis az elektronszivo vagy kiildo csoportokon keresztiil valtoztatni

tudom a hullamhosszakat, redoxpotencial értékeket egyarant (22. Abra).
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22. Abra: [1] = 4 mM, [H20;] = 4 mM, [koligandum] = 10 mM, T = 293 K, MeCN

Kiilonb6z6 heteroatomot tartalmazo koligandumok esetében is vizsgaltam a kialakulo
részecske redoxpotencial értékeit (23. Abra). Tanulméanyoztam, hogyan befolyasoljak a
kivalasztott koligandumok a wu-peroxo-divas(l11)-hoz képest a részecske redoxpotencialjat.
(3. tablazat) Mérések soran hasonld hatasok tapasztalhatéak, azonban az imidazol

szarmazékoknal intenzivebb valtozas észlelhetd. Azimidazol esetében az eltérés a legnagyobb

694,4 mV-al.

3. tablazat: Eltéré heteroatommal rendelkez6 koligandumok alkalmazédsa mellett kialakuld intermedierek
redoxpotencialjai.

*?frfn‘l’\;e]x K‘[’l"gir]‘ﬁ/l‘im E"niaz] Epc [MV] Epa [MV] Ey [MV]
1 Imidazol 100 -366 -163 -265
1 Me-imidazol 100 -312 -197 -255
1 Benzimidazol 100 -18 123 53
1 Tiazol 100 344 423 384
1 Oxazol 100 359 438 399
1 Benzotiazol 100 360 439 399
1 Benzoxazol 100 440 494 467
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23. Abra: [1] = 1 mM, (100 mM TBACIOs), [H202] = 4 mM, [koligandum] = 10 mM, MeCN (10 cm?3),
Ref.: Ag/Ag*, szken.seb.: 100 mV/s,CV: T =0 °C,UV: T=20°C

A piridinekre vonatkoztatott szubsztituensek hatasat alapul véve megallapithatd, hogy az
Ottagu heterociklusos vegyiiletekre kapott redoxpotencial eltolodasok 6sszhangban vannak a
NH, S és az O atomok elektronegativitas kiilonbségével. A redoxpotencialokat tekintve
200 mV alatti koligandumok a vas(l11)-t,200 mV felett, pediga vas(l1)-t stabilizalja (24. Abra).

Szubsztituens konstans (o)
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24. Abra: Egyes koligandumok hozzdadasat kdvetSen kialakulo intermedierek redoxpotencial értékei.
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4.2 Funkcionalis cADO modellek vizsgalata

4.2.1 Sztochiometrikus oxidacios reakciok

A szerkezetek tanulmanyozéasat kovetden az eldallitott reaktiv részecske tulajdonsagait
vizsgaltam sztochiometrikus korliilmények kozott. UV-Vis spektroszkopia segitségével
kovettem az intermedier koncentracido valtozasat. Oxidaloszerrel generaltam a prekurzor
komplexbdl a u-peroxo-divas(I111) részecskét, amelyhez hozzaadagoltam az adott koligandumot
¢és végezetiil a szubsztratot. A reakcidkinetikai mérések alapjan sebességi allanddkat tudtam
meghatdrozni. Linedris Osszefiiggés tapasztalhatd, ha 4brdzoljuk a sebességi allanddkat a
szubsztituensek Hammett konstansanak fiiggvényében (25. Abra). Az eredményekre egyenest
tudtam illeszteni, amelynek meredeksége pozitiv. Megfigyelhetjik a szubsztituensek
elektronszivd vagy kiild6 csoportjanak hatasat, ugyanis minél jobban érvényesiil a koligandum

szubsztituensének elektronszivd hatdsa, anndl nagyobb aktivitast tudunk elérni.
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25. Abra: [1] = 1 mM, [koligandum] = 10 mM, [PPA] = 50-200 mM, T = 293 K, MeCN

Tanulményoztam a sebességi allandok és az adott koligandum mellett kialakulod intermedier
redoxpotencial értékei kozti kapcesolatot. Hasonldan egy linedris Osszefiliggést tapasztaltam, a
sebességi allandok egyenesen aranyosak a redoxpotencial értékekkel, vagyis a reaktivitast

befolyasolni tudjuk a redoxpotencial valtoztatasaval, finomhangolésaval (26. Abra).
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26. Abra: [1] = 1 mM, [koligandum] = 10 mM, [PPA] = 100 mM, T = 293 K, MeCN

4.2.2 Katalitikus oxidacios reakciok

Sztochiometrikus kisérleteket kovetden katalitikus reakcidkat dolgoztunk ki a korabban
generalt és azonositott peroxo-divas(l11) intermedier Iehetséges szerepének, illetve a katalitikus
reakcid mechanizmusanak kideritése céljabol. Bioutanzo6 reakcidoként, szubsztratmolekulaként
2-fenil-propionaldehidet (PPA) és fenil-acetaldehidet (PAA) hasznaltam. A katalizis soran
keletkez6 termékeket gazkromatografia-tomegspektrometria segitségével azonositottam.
Mindkét szubsztratmolekula esetében termékként egy szénatomszammal kisebb alkoholt és
karbonilvegyiiletet kaptam (27. Abra). A kisérletek soran minden esetben a karbonilvegyiilet

mennyisége Volt a nagyobb.

0
0 - -
f 1-H,0, (4-RPy) ©)k N @/LOH

2-Fenil-propionaldehid Acetofenon 1-Feniletanol
PPA o PhEtOH
©/\”H 1-H,0, (4-RPyL @/LLH ©/\OH
+
0]
Fenil-acetaldehid Benzaldehid Benzil-alkohol
PAA BA BOH

27. Abra: A yu-1,2-peroxo-divas(III) intermedier reakcioja PPA és PAA szubsztratokkal.

Vak kisérleteket végeztem el annak érdekében, hogy megvizsgaljam, mekkora hatasa van a

[Fe(PB1)3](OTf)2 (1) komplexnek a katalizis soran (28. Abra). Csak oxidalészert (H202) vagy
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oxidaloszert és vas(l1)-sot (Fe(OTf)2) adagoltam az elegyhez. A 28. abran lathatjuk, hogy az 1
hatasara négyszeres, illetve kétszeres hozam novekedést is tapasztalhatunk. Azaz a reakciot az
alkalmazott komplex valoban katalizalja. Megvizsgaltam piridin alkalmazasa mellett is a

hozam értéket, azt tapasztaltam, hogy az kisebb csékkenést eredményezett.
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28. Abra: [1] = 1 mM, [H202] = 100 mM, [PPA] = 300 mM, T = 293 K

Vak kisérletek elvégzése utan olyan méréseket végeztem el, ahol kdvetni tudtam a termékek
koncentracidjanak véltozasat az id6 fiiggvényében (29. Abra). A reakcidelegyben bekovetkezd
valtozast parhuzamosan UV-Vis spektroszkopia segitségével is kovettem a 2-fenil-
propionaldehid oxidacidja esetében. Az UV-Vis spektrum alapjan egyértelmiien latszik a
peroxo-divas(I11) képzddése (720 nm), valamint lathatjuk, hogy a termék képzddése csak a

részecske jelenlétében jatszodik le, vagyis az kulcsszerepet jatszik a reakcioban.
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29. Abra: [1] = 1 mM, [H202] = 100 mM, [PPA] = 300 mM, [CNPy] = 10 mM, T = 293 K,
V =2 mlMeCN
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Kovetkezo kisérleteknél is hasonldéan az eldzéekhez a termékek konverzidjanak valtozasat
vizsgaltam az id6 fiiggvényében (30. Abra). Ezzel az volt a célom, hogy megtalaljam az
optimalis reakcididot a katalizis soran. Két kisérletet végeztem el, 4-metilpiridin és
4-ciano-piridin koligandumok alkalmazasa mellett, kiilonb6z6 reakcididOket megvalasztva.

Az eredményekbdl azt a kdvetkeztetést vontam le, hogy az idealis reakcidid 6 nagyjabol két ora.

60
& MePy
- CNPy
& 40 -
g °
o Y ()
% 20 -0 @
N ®
O T T T T T T T
0 2000 4000 6000 8000
1d6 [s]

30. Abra: [1] =1 mM, [H20,] =100 mM, [PPA] = 300 mM, [koligandum] =10 mM, T = 293 K,
V =2 mlMeCN

A 2-fenil-propionaldehid (PPA) és a fenil-acetaldehid (PAA) szubsztratokkal és kiilonb6zo
koligandumokkal elvégzett katalitikus kisérletek eredményei lathatoak a kovetkezd abrakon.
Megfigyelhetd, hogy adott koligandumoknal adott szubsztratmolekukak mellett hogyan
valtozik a termékek hozam aranya a katalizis végén (Fiiggelék 1.). Alabbi méréseknél is
tapasztalhatd a koligandumok szubsztituenseinek hatasa, legnagyobb csokkenést a
4-metilpiridin alkalmazasakor értiikk el. Kovetkezd két abran a PPA szubsztrattal torténd
katalizisek figyelhetok meg (31-32. Abra), ahol termékként 1-fenil-etanol és acetofenon
keletkezett.

A termékeket GC-MS késziilék segitségével azonositottam. Acetonitrillel (MeCN) jelolt oszlop

azt az esetet jelenti, amikor nem alkalmaztam koligandumot a kisérlet soran.
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31. Abra: [1] = 1 mM, [H202] = 100 mM, [koligandum] =10 mM, [PPA] = 300 mM, T = 293 K, MeCN

A katalitikus kisérleteket elvégeztem az eltérd heteroatomot tartalmazéd koligandumokkal is
(Fiiggelék 2.). A benzolgytriivel rendelkez6 koligandumoknal megfigyelhetd a sztérikus és
elektronikus hatas is, amely miatt kisebb mértékii valtozas tapasztalhato a Katalitikus

tulajdonsagukban. Legnagyobb csokkenést a 4-metilimidazol esetében értiink el.
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32. Abra: [1] = 1 mM, [H20;] = 100 mM, [koligandum] = 10 mM, [PPA] = 300 mM, T = 293 K, MeCN

A 2-fenil-propionaldehid szubsztratmolekulaval végzett katalitikus kisérleteket kovetden, fenil-

acetaldehiddel is elvégeztem a kisérleteket ugyanazon koligandumok és reakciokoriilmény ek
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alkalmazasa mellett. Kovetkezd két abran a PA A szubsztrattal torténd reakciok figyelhetok meg

(33-34. Abra), ahol termékként benzaldehid és benzil-alkohol keletkezett (Fiiggelék 3.).
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33. Abra: [1] = 1 mM, [H20;] = 100 mM, [koligandum] =10 mM, [PAA] = 300 mM, T =293 K, MeCN

Fenil-acetaldehid szubsztratmolekulaval is elvégeztem a katalitikus kisérleteket az eltérd
heteroatommal rendelkez6 koligandumok alkalmazéasa mellett (Fiiggelék 4.). Az alabbi abran
is megfigyelhetd a benzolgyliri sztérikus és elektronikus hatisa. A legnagyobb csokkenést

hasonldan itt is a 4-metilimidazol okozta.
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34. Abra: [1] = 1 mM, [H202] = 100 mM, [koligandum] = 10 mM, [PAA] = 300 mM, T =293 K, MeCN
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Kiszamoltunk egy relativ sebességi allandot (Kye), hogy informaciot kapjunk a reakcid
mechanizmusarél, amelyhez a kovetkezé egyenletet alkalmaztuk (1. egyenlet).
Az Osszefliggést csak para-szubsztitualt piridin szarmazékoknal tudjuk alkalmazni kiilon PPA

és PAA esetében.

rel — W (1)

Ahol: ¢,: Az adott para-szubsztitualt koligandum mellett elvégzett reakcio soran at nem alakult
szubsztratum koncentracidja. c¢,: Az adott para-szubsztitualt koligandum mellett elvégzett
reakcio kezdetiszubsztratum koncentracidja. ¢, : Piridin mellett elvégzett reakcid soran atnem
alakult szubsztratum koncentracidja. c¢,,: Piridin mellett elvégzett reakcid kezdeti

szubsztratum koncentracioja.

Az egyenlet alapjan kiszamolt relativ sebességi allanddkat és a reakciokoriilményeket a

kovetkez6 két tablazatban foglaltam Ossze. (4. és 5. tablazat).

4, Tablazat: Kiilonb6z6 p-szubsztitualt piridin szarmazékokra kiszamolt relativ sebességi allandok PPA
esetében.

Komplex Koligandum H,0O, PPA

[1 mM] [10 mM] mM]  [mm] K
1 MePy 100 300 079
1 Py 100 300 1,00
1 ACPy 100 300 135
1 OCPhPy 100 300 122
1 CNPy 100 300 1,40

5. Tablazat: Kiilonboz0 p-szubsztitualt piridin szarmazékokra kiszamolt relativ sebességi allandok PAA
esetében.

Komplex Koligandum H,0; PAA

[1 mM] [10 mM] [mM] [mM] Krei
1 MePy 100 300 0,90
1 Py 100 300 1,00
1 ACPy 100 300 1,11
1 OCPhPy 100 300 1,10
1 CNPy 100 300 1,16
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A Hammett dbran azt lathatjuk, hogy a korabban bemutatott relativ sebességi allandé linearis
osszefiiggésben van a szubsztituensek Hammett konstansaval (35. Abra). Egyenest tudtam
illeszteni a kapott sebességi allandokra, amelynek meredeksége pozitiv. A meredekségeket
p-val jeloltem az abran. Az egyenes pozitiv meredeksége azt jelenti, hogy a para helyzetben
1év6 elektronszivo csoportu koligandumok esetében volt a legmagasabb a reakciosebesség, ami
a kialakulo intermedier elektrofil jellegére utal. Minél erdsebb a koligandum para helyzetben
1évé csoportjanak elektronszivo hatasa, annal gyorsabb lesz a reakcid. A kutatocsoportban
korabban igazoltak, hogy a u-peroxo-divas(l1l) intermedier nukleofil karakterii [43], ezzel
ellenkezdleg jelen kisérleteim azt mutattadk meg szamunkra, hogy elektrofil sajatsag
tapasztalhat6, azaz sikertilt felbontani a u-peroxo hidat. Feltételezésiink szerint egy oxo-vas(lV)

reaktiv intermedier képz6dott a u-peroxo-divas(l11) szerkezet homolitikus felhasadasabol.
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35. Abra: [1] = 1 mM, [H20,] = 100 mM, [koligandum] = 10 mM, [szubsztrat] = 300 mM,
T=293 K, MeCN

A kovetkez6 abran a relativ sebességi allandot a redoxpotencial fliggvényében abrazoltam.
Az abran ismételten azt tapasztalhatjuk, hogy linearis Gsszefiiggésben van a relativ sebességi
allando a redoxpotenciallal, az egyenes meredeksége pozitiv (36. Abra). Ez alapjan arra
kovetkeztetek, hogy a reaktivitast ténylegesen Ilehet befolyasolni, finomhangolni a

redoxpotenciallal.
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36. Abra: [1] = 1 mM, [H20,] = 100 mM, [koligandum] = 10 mM, [szubsztrat] = 300 mM,
T=293 K, MeCN

Kovetkez6 abran az altalunk javasolt mechanizmus lathaté ahol az 1-b6l H202-dal generalt
u-peroxo-divas(I11) részecske kialakul, majd a koligandum hatasara felbomlik. Az igy 1étrejovo

elektrofil karakterli oxo-vas(lV) intermedier pedig katalizalja az aldehid oxidéciojat
(37. Abra).
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37. Abra: Katalizisre javasolt mechanizmus.

Az alabbi abran lathato, hogy a koligandumok hozzaadasat kovetden kialakult reaktiv
intermedier redoxpotencialjai megkozelitdleg azonosak. Erdemes ezért osszehasonlitani az

ezekkel végzett katalitikus kisérletek hozam értékeit is (38. Abra), amelybsl azt a
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kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a heteroatom mindsége jelentdsen nem befolyasolja a

katalizist, viszont bizonyos koligandumok sztérikus hatasa kisebb valtozast eredményez a

reakcid hozamara.
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38. Abra: [1] = 1 mM, [H20;] = 100 mM, [koligandum] =10 mM, [PPA] = 300 mM, T = 293 K,
V =2 mlMeCN

Az eredményeim alapjan az alibbi mechanizmust (39. Abra) javasoljuk az aldehidek
oxidacidjara. A javasolt mechanizmus egy korabban mar kozo6lt rendszeréhez hasonlit [44].
Tovabbi bizonyitékként szolgalnak az elektrofil oxo-vas(IV) szerkezet kialakulasara a
sztochiometrikus rendszeren elvégzett kinetikus izotop effektus vizsgalatok, ahol is
PhCDO-val és PhACHO-val elvégzett kisérletek alapjan az effektus kn/kp = 4,5-nek addodott. Ez
egyértelmiien arra utal, hogy a sebességmeghatarozd 1épés a C-H kotés felhasadéasa, amely
soran képz6do gyok reakcidja argon alatt a hidroxovas(111) intermedierrel OH-visszacsatolas
révén karbonsavhoz vezethet, dioxigén jelenlétében pedig gyokos folyamatban a deformilezett
termékek keletkeznek. A kisérleteinket dioxigén atmoszféraban végeztiik, ezért az utobbi

gyokos mechanizmus a kedvezo.
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39. Abra: Aldehidek oxid4cidjara javasolt mechanizmus.
Az alabbi tablazatban (6. tablazat), pedig Osszevetettem a sztochiometrikus €és a katalitikus
koriilmények soran kapott eredményeket. Osszehasonlitottam a 25-26. Abran feltiintetett
meredekségeket (p és m) a 35-36. Abran kapott meredekségekkel (p és m). A tablazatban
feltiintetett értékek alapjan lathatjuk, hogy az eredmények egybevagnak, vagyis a két rendszer

ugyanazon intermedieren és ugyanazon mechanizmuson keresztiil jatszodik le.

6. Tablazat: Két rendszer eredményeinek (meredekségek) 6sszefoglalasa.

Koriilmények p log(K) vs. E1p
Sztochiometrikus rendszer 0,300 0,00068
Katalitikus rendszer 0,309 0,00071
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5. Osszefoglalas

A kutatomunkam soran sikeresen el6allitottam az 1 prekurzor komplexet, mint szintetikus
enzimmodellt. A prekurzor komplexbdl in situ hoztam létre oxidaloszerrel (H202) a katalizis
soran jelentds szerepet jatszé reaktiv intermediert: a u-1,2-peroxo-divas(Ill) részecskét.
Tanulmanyoztam a prekurzor komplex és az intermedier szerkezetét UV-Vis spektroszkopiai
¢s ciklikus voltammetrids mérésekkel. A prekurzor komplex fényelnyelési maximuma 505 nm-
nél volt, redoxpotencialja pedig 482,1 mV-nal volt. A reaktiv részecske fényelnyelési
maximuma és redoxpotencidlja az 1-hez képest 720 nm-nek és 429,9 mV-nak bizonyosult.
Ezt kovetden vizsgaltam tobb kiilonbozd szerkezetli és tulajdonsagu koligandum hatésat az
intermedier szerkezetére, reaktivitdsara és szelektivitasara sztOchiometrikus és katalitikus
koriilmények kozott. Ugyanis a keletkezd u-peroxo-divas(IIl) részecskének felszabadult
koordinécids helyét képesek vagyunk betolteni. Koligandumkeént kiilonbdzé para-szubsztitualt
piridin szarmazékokat ¢és eltérd heteroatommal rendelkezd molekuldkat alkalmaztam.
Fényelnyelésben és az intermedier redoxpotencialjaban a legnagyobb eltérést az elektronkiild 6
csoporttal rendelkez6 4-metilpiridinnél tapasztaltuk. A 4-metilpiridin fényelnyelési maximuma
700 nm-nél volt megfigyelhetd, alkalmazasa mellett kialakul6 intermedier redoxpotencialja
pedig 39,4 mV-nak bizonyosult. Bioutanzo reakciokon keresztiil tanulmanyoztam a
koligandumok katalitikus hatasat. Katalitikus kisérletek soran 2-fenil-propionaldehidet és fenil-
acetaldehidet alkalmaztam, mint szubsztraitmolekuldk. A kisérletek soran termékként egy
szénatomszammal kisebb alkoholt és karbonilvegyiiletet kaptam, amelyeket GC-MS késziilék
segitségével azonositottam. Vak kisérleteket is elvégeztem azzal a céllal, hogy meg tudjam
hatdrozni az optimalis reakcidid6t a katalizisben. Hammett Osszefliggések segitségével
feltételezhettiik, hogy a kordbban igazolt nukleofil jellegli u-peroxo-divas(Ill) részecske
koligandum segitségével felbonthatd, ennek soran kialakul egy elektrofil tulajdonsagi oxo-
vas(1V) intermedier. Az eredményeim alapjan javaslatot tettiink a vizsgalt reakcio
mechanizmusdra. A sztochiometrikus ¢és katalitikus rendszerek Osszevetése alapjan
elmondhato, hogy a két rendszer azonos intermedieren és azonos mechanizmuson keresztiil

vezetheto le.
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6. Kisérleti rész

Kisérleteimet, ahol sziikséges volt levegd ¢és nedvesség kizardsaval, azaz inert technika
alkalmazasaval végeztem. Az alkalmazott argon gazt P20s-o0s és blaugéles szaritorendszeren
tovabba szén-dioxid és oxigén mentesitén at (KOH és DEOXO katalizator) szaritottam.
A hasznalt ligandumokat és komplexeket az irodalmi adatok alapjan allitottam eld, a
tisztasdgukat is az irodalom alapjan ellendriztem. Az egyéb vegyszereket kereskedelmi

forgalombdl szereztiik be.

6.1 Hasznalt késziilékek

GC késziilék: Agilent 7820A késziilék langionizacidés detektorral és 30 méteres Equity-1

kolonnaval felszerelve.

GC-MS Kkésziilék: GCMS-QP2010-SE A késziilék automata injektorral van ellatva, az
injektalas: 1 pl, 10:1 split, 250 °C. Eluens gaz: He, 40 cm®/sec. Oszlop: HP-5ms, 30 m x 0,25
mm [.D., 0,25 pm. Hémérséklet: 100 °C (2 min), 20 °C/min 325 °C-ig (11,75 min).
A tomegspektrometrias mérést kvadrupdl analizatorral ellatott tomegspektrométerrel végeztem.

A mennyiségi analizishez bels6é sztenderdet hasznaltam.

UV-Vis késziilék: A reakciokinetikai méréseket egy HP Agilent 8453 UV-Vis egyfényutas
késziiléken végeztem el, mintatartonak pedig 1 cm-es kvarc kiivettdt hasznaltam.

A késziilékben egy deutérium és egy volfram lampa talalhato.

Ciklikus voltammetria: A redoxpotencial értékének és annak megvaltozasanak mérésére a
kisérleteket SP-150 potenciosztattal és EC-Lab V11.41 szoftverrel végeztem. A mérések soran
haromelektrodos cella Osszeallitast hasznaltam, ahol egy 3,0 mm atmérdji liveges-szén
elektrodat alkalmaztam, mint munkaelektrod. Segéd elektrodként egy Platina huzalt hasznaltam
¢és végiil referenciaclektrodom egy Ag/Ag* (1 M TBACIO4 MeCN-ben) volt. A vezet6so 0,1 M

tetrabutil-ammonium-perklorat oldat volt.
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6.2 Prekurzor komplex eldallitasa

H N { N
N — ~A s
MeCN O/ Fell
11 _ VRN (CF5803),
3 C[ )—Q + Fe'l(CF;80;), ~ P N/‘ N
N N |
X

40. abra: A [Fe"(PBI1)3](CF3S0s), komplex eléallitdsanak egyenlete.

[Fe''(PBI)3](CF3S0s3),: A komplexet a [Fe''(PBI)3](CFsSO3)>-ot a 40. abran lathatod
reakcioegyenlet alapjan allitottuk eld. A ligandumot (2’-(2-piridil)-benzimidazol) (0,586 g) és
a vas(ll)-triflatot (0,354 g) 20 cm® MeCN-ben oldottuk fel kiilon-kiilon (A ligandum
kereskedelmi forgalomban kaphato.). Az anyagok 0sszemérése utan kapott vords oldatot négy
orat kevertettiik, majd vdkuum alatt teljesen beparoltuk. gy egy ragacsos anyagot kaptunk,
amelyet folyamatosan mostunk éterrel (200 cm?), végiil piros porszerli termék valt ki. A hozam

kb. 60% [45].

6.4 Sztochiometrikus kisérletek

A sztochiometrikus reakcioknal el6szor kivalasztottam, mely koligandummal végzem el
kisérletet és elvégeztem a méréshez sziikséges el6zetes feladatokat. A kiindulasi anyagokbol és
a reagensekbdl torzsoldatokat készitettem. UV-Vis spektrofotométer segitségével kdvettem a
reakciot, az allandé homérsékletet termosztat segitségével allitottam be, majd 1 mM
(2x10°8 mol) prekurzor komplexhez 4 ekv H202-ot adagoltam. A u-peroxo-divas(I11) részecske
teljes képzddése utan hozzdadtam az oldathoz 2x10-6 molt a kivalasztott koligandumbol, majd

utolsé lépésben hozzdadtam a szubsztratot. A mérések két orasak voltak.

6.5 Katalitikus kisérletek

A katalitikus reakciok vizsgalatanal az elsé 1épésben mindig kivélasztottam a koligandumot €s
eldkészitettem a méréshez sziikséges alapanyagokat. A kiinduldsi anyagokbdl és a reagensekbdl
torzsoldatokat készitettem. Acetonitril (MeCN) old 6szerhez a prekurzor komplexbdl elkészitett
torzsoldatbol 3x10® molt adagoltam (Prekurzor komplex feloldasa sordn is acetonitril
oldoszerrel dolgoztam). Az oldatot allandé 20 °C homérsékletti vizfiirdébe helyeztem,
folyamatos kevertetés mellett. Miutan beallt a megfeleld hémérséklet az oldathoz adagoltam

9x10* mol szubsztratot attol fiiggden, hogy az adott kisérletben PPA-val vagy PAA-val
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dolgoztam. Szubsztrat hozzaadasat kovetden 3x104 mol hidrogén-peroxidot (torzsoldatbol)
adtam az elegyhez, hogy megkezdédjen a u-peroxo-divas(l11) intermedier generalodasa. A
részecske 1étrejottét a reakcid elegy sotétzold szine jelezte (nagyjabol két csepptdl szdmitva 5
masodperc) ekkor hozzdadagoltam a kivélasztott koligandumbol 3x10° molt. A reakciot
alland6 hOmérsékleten tartottam, intenziv kevertetés mellett 2 6ran keresztiil. A két Ora letelte
utdn a reakciot aluminium-oxidon keresztiil lesziirtem, ezzel megszakitva a reakcid tovabb
haladasat. Termékelegyet higitottam az analitikai méréshez. A termékeket GC és GC-MS

késziléken azonositottam és szamoltam a hozamokat. A termékek és a szubsztratumok

crer
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7. Fu

ggelék

Fiiggelék 1. : Piridin ¢és piridin szarmazékokra kiszamitott konverzio, katalitikus ciklusok szama
(TON = TurnOver Number = [Yield/ctm]*Cox) és id6egységre jutd ciklusok szama (TOF = TurnOver Frequency
= TON/t) PPA szubsztratumra nézve.

Komplex Koligandum Yieldpheton TONpreon TOF:  Yieldacetofenon TON Acetsferon TOF,
[MM]  [10 mM] % [1/h] % [1/h]
1 MePy -0,17 4,7 14,1 7,0 25,5 76,5 38,3
1 Py 0 7.4 22,2 111 29,1 87,2 43,6
1 ACPy 0,5 9,1 27,2 13,6 36,8 110,3 55,2
1 OCPhPy 0,42 10,0 30,0 15,0 32,4 97,2 48,6
1 CNPy 0,66 11,4 34,3 17,1 35,6 106,9 53,5
Fiiggelék 2. : Imidazol szdrmazékokra, tiazolokra és oxazolokra kiszdmitott konverzio, katalitikus ciklusok
szama (TON = TurnOver Number = [Yield/cfm]*Cox) és id6egységre jutd ciklusok szama (TOF = TurnOver
Frequency = TON/t) PPA szubsztratumra nézve.
Komplex Koligandum Yieldpheton TON TOF:  Yieldacetofenon TON TOF;
[mM] [10 mM] % PhEtOH [1/h] % Acetofenon [1/h]
1 Imidazol 5,9 17,7 8,9 22,8 68,4 34,2
1 Me-imidazol 5,4 16,2 8,1 21,1 63,2 31,6
1 Benzimidazol 6,8 20,3 10,1 26,8 80,4 40,2
1 Tiazol 10,7 32,0 16,0 34,3 102,9 51,4
1 Oxazol 8,7 26,1 13,1 30,0 89,9 45,0
1 Benzotiazol 11,6 34,9 17,4 355 106,4 53,2
1 Benzoxazol 9,4 28,2 14,1 29,0 87,0 43,5
Fiiggelék 3. : Piridin ¢és piridin szdrmazékokra kiszamitott konverzid, katalitikus ciklusok szama
(TON = TurnOver Number = [Yield/cfsm]*Cox) és idéegységre jutd ciklusok szama (TOF = TurnOver Frequency
= TON/t) PAA szubsztratumra nézve.
Komplex Koligandum Yield TOF; Yield TOF
] [10 mM] op % TONeow (i gp TONea |y
1 MePy -0,17 0,8 2,5 1,2 9,7 29,2 14,6
1 Py 0 1,0 2,9 1,4 10,6 31,9 16,0
1 ACPy 0,5 1,2 3,6 1,8 11,6 34,8 17,4
1 OCPhPy 0,42 1,3 3,8 19 11,4 34,2 17,1
1 CNPy 0,66 1,3 4,0 2,0 12,0 36,0 18,0
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Fiiggelék 4. : Imidazol szarmazékokra, tiazolokra és oxazolokra kiszamitott konverzid, katalitikus ciklusok
szama (TON = TurnOver Number = [Yield/cfm]*Cox) és id6egységre juto ciklusok szama (TOF = TurnOver
Frequency = TON/t) PAA szubsztratumra nézve.

Komplex Koligandum  YieldgoH TOF:  Yieldga TOF;
[mM] [10 mM] 0 1 ONeon [1/h] % TONga [1/h]
1 Imidazol 0,8 2,3 1,1 8,4 25,2 12,6

1 Me-imidazol 0,5 1,5 0,7 8,1 24,3 12,1

1 Benzimidazol 0,7 2,2 11 9,7 29,2 14,6

1 Tiazol 1,4 4,3 2,2 10,7 32,2 16,1

1 Oxazol 1,5 4,5 2,2 11,5 34,4 17,2

1 Benzotiazol 1,1 3,3 1,7 10,7 32,1 16,1

1 Benzoxazol 11 3,2 1,6 10,4 31,2 15,6
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