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1. Tartalmi 6sszefoglalo

A TDK-munkam célja a Ca’*-ionok és cukorszarmazékok kozott lejatszodo
reakciok vizsgalata semleges vizes oldatban multinuklearis NMR spektroszkopiaval és a
szamitasos kémia modszereivel. Ligandumként D-gliikonatot, D-glikézt vagy D-
szorbitolt hasznaltunk. Az oldat ionerdsségét allando értéken tartottuk (I =1 M).

A komplexképzédés tényét (mindharom ligandum esetén) “C és *Ca NMR
spektroszkdpiaval bizonyitottuk. A B3C NMR mérésekbdl szarmazé kémiai eltolodas
értékek valtozasabol megbecsiiltiik a komplexképzddés egyensulyi allandoit, és azt is
megallapitottuk, hogy az 1:1 dsszetételi komplexek a domindns részecskék. A kapott
egyensulyi allandok is azt mutattak, hogy ugyan van komplexképzddés, de a kapott
komplexek stabilitdsa — a varakozasnak megfeleléen — meglehetdsen kicsiny.

2D 'H-*Ca NMR spektrumok elemzése alapjan valoszinisitettiik a fémion
kotdhelyeit, és ennek alapjan felépitettiik komplexeink molekulamodelljeit. Az igy
megalkotott kezdeti modellek geometridjat optimalizaltuk HF 6-31 G** ab initio
szamitasokkal. A Ca-gliikonat komplex kation szerkezetét optimalizaltuk vizes oldatban
is. Ehhez a kiindulasi geometriat a HF 6-31 G** szerkezet szolgaltatta. Az oldoszert
explicit vizmolekuldkkal szimulaltuk. A szamitasokat, a rendszer nagy mérete miatt,
szemiempirikus kvantumkémiai modszerrel (PM3) végeztiik el.

NMR mérések ¢és molekulamodellezés egylittes alkalmazasaval felderitettiik a
fémion kotOhelyeit vizes oldatokban. Kideriilt, hogy minden alkalmazott
cukorszarmazék tobbfogh ligandumként viselkedett, és komplexalodas soran mintegy

kortlolelték a Ca(Il)-iont.




2. Bevezetés és irodalmi attekintés

2.1. Az aldozok és szarmazékaik

Az alddézok (polihidroxi-aldehidek) konnyen oxidalhat6 vegyiiletek. Enyhén savas
kozegben brommal formilcsoportjuk karboxilcsoporttd oxidalhatd, a keletkezd

vegyiiletet aldonsavnak nevezziik. (1. abra)

H (@] HO (@]
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1. abra Aldozok oxidacidja aldonsavva.

Tomény salétromsavval a formilcsoport mellett a lanc masik végén levd
hidroximetil-csoport is oxidalhat6. Az igy keletkez6 polihidroxi-dikarbonsavat

aldarsavnak vagy cukorsavnak nevezziik. (2. abra)
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2. abra Aldozok oxidacioja aldarsavva.

Az aldozok ugy is oxidalhatok, hogy az oxocsoportot dtmenetileg megvédjiik.
Ilyenkor csak a lancvégi hirdoximetil-csoport oxidaldédik karboxilla. Az igy képzddo

vegyiiletet uronsavnak nevezziik. (3. abra)
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3. abra Aldozok oxidacioja uronsavva.




Egyik oxidalt forma sem nyiltlancu alakban fordul eld, savas kozegben molekulan
beliili észterképzéssel gytiriis szerkezetii laktonokkd alakulnak (4. dbra). Ot- és hattagu
laktonok képzdédése egyarant bekdvetkezhet, de az oOttaghiak stabilisabbak. Kozel

semleges, vagy lugos oldatban a nyiltlancu forma dominal.
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4. abra A gliikonsav nyilt lancu, &-lakton, és y-lakton formaja

A kisérleteim szempontjabol fontos vegyiiletek szerkezetét az 5. &bra

mutatja.
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5. abra A D-gliikonat (a, a késébbiekben Gluc™), D-gliikoz (b, a késébbiekben Glu) és
D-szorbitol (¢, a késébbiekben Sor) szerkezete a szénatomok késébbiekben haszndlt
szamozdsavall.

A D-glikéz (sz6ldcukor) a természetben leggyakrabban eléforduld
monoszacharid (aldohex6z). Szabad éllapotban f6leg édes gylimdlcsokben fordul eld.
Kotott  allapotban, diszacharidok és poliszacharidok (keményité és celluloz)
alkotorészeként sokkal nagyobb mennyiségben talalhatd a természetben. Fontossadga a

bioldgiai folyamatokban alapvetd: a sejtek energia- és metabolitforrasként hasznositjak.




Bioszintézise a zold novényekben a fotoszintézis soran szén-dioxidbol és vizbdl
kiindulva fotonenergia felhasznalasaval torténik.

A D-szorbitol a D-gliikoz redukcidja soran keletkezé polialkohol. Szamos
gyiimdlesben megtalalhatd. A szervezetben nem alakul at glikozza, ezért diabetikus
készitményekben cukor helyettesitésére édesitdszerként alkalmazzak. Emellett kohogés
elleni  szirupokban, cukormentes ragoégumikban, illetve  élelmiszerekben
emulgedloszerként, ¢€s nedvességnoveld anyagként hasznaljak. A C-vitamingyartas
fontos intermediere.

A D-gliikonat (D-gliikonsav) a D-gliikoz oxidaciés terméke, az egyik
leggyakoribb ¢és legtobbet vizsgalt polihidroxi-karboxilat. Biologiai szerepe fontos, és
sz€les korben alkalmazzdk a gybdgyszerészetben ¢és az iparban. Gyiimdlcsokben,
mézben, tedkban, és borokban nagy mennyiségben megtalalhatd, de észterei is
gyakoriak. Elelmiszerek esetén altaldban cukorbol, gombak segitségével allitjak eld.
Foként kiilonb6z6 fémek megkotésére, valamint savanyusagot szabalyozo anyagként

alkalmazzak [1,2].

2.2. Cukortipusu ligandumok fémkomplexei

Kozismert, hogy az egyszerii cukrok és szarmazékaik (cukorsavak, polialkoholok)
vizes oldatban komplexeket képeznek a kiilonb6z0 fémionokkal. A kialakulo
komplexek szerkezete és stabilitdsa a cukormolekula donorcsoportjainak mindségétol és
a fémiontol fligg.

A csak alkoholos vagy aldehidcsoporthoz tartozé oxigén donoratomot tartalmazo
ligandumok esetén a komplexek egyensulyi viszonyainak pontos meghatarozasa igen
nehéz, mert ezek a komplexek savas és semleges kozegben altalaban Kis stabilitastiak.
Ezeken az oxigén donoratomokon kicsi az elektronsiirliség, ezért annak ellenére, hogy
nagy szamban taldlhatok meg a cukortipust ligandumokon, nem képesek kiszoritani a
vizet a fémion belsé koordinacids szférdjabol. A pH novelésével, lugos kdzegben a
legtobb fémion kivalik az oldatbol, ezért nagyobb stabilitasu komplexek képzodése csak
erésen ligos kozegben, az OH-csoportok deprotonalédasa utan véarhato. Altaldnosan
elmondhat6, hogy vizes oldatban a komplexképzéshez a ligandumnak legalabb harom
megfeleld térallasu hidroxilcsoporttal kell rendelkeznie. A koordinacié szempontjabol
,,legjobb” ligandumok azok, melyek gytiriis formainak szék konformaciojaban egymast

kovetden axialis-ekvatorialis-axialis helyzetben tartalmaznak harom hidroxilcsoportot.




A polihidroxi-karboxilatok, melyek az OH-csoportok mellett tartalmaznak egy
karboxilcsoportot is, nagysagrendekkel stabilisabb komplexeket képeznek a
fémionokkal. Mar semleges vagy savas kozegben is képesek stabilisan koordinalodni a
fémionhoz.

A cukortipust ligandumok vizes oldatdban az egyes vegylileteknek kiillonb6z6
izomerjei (anomerjei) lehetnek jelen, melyek eltéré modon viselkednek a fémionokkal.
Ez még inkabb megneheziti komplexeik szerkezetének és egyenstlyi viszonyainak
vizsgalatat. A hagyomanyos modszerekkel (pH-metrids vagy ISE [ionszeletiv elektrod]
potenciometrids titralasok, spektrofotometria, kalorimetria, polarografia) meghatarozott
stabilitasi allandok gy tekintendék, mint a fémionnak egy adott ligandum kiilonb6z6
formaival képzett komplexeire vonatkozo atlagos érték.

A modern szerkezetvizsgaldo modszerek megjelenésével, mint a multinuklearis
NMR, CD, FTIR és Raman spektroszkopia, lehetdvé valt a fémionhoz koordinal6do
OH- és egyéb csoportok azonositasa, illetve a komplexképzés soran a ligandumon
végbemend konformacio- és konfiguracidvaltozas tanulmanyozasa.

Egy masik lehetséges stratégia a komplexképzés soran a fémion valamely fizikai
tulajdonsaganak megvaltozasanak kovetése. Ilyen modon példaul Mossbauer-aktiv
magokat (Fe, Sn) tartalmaz6 komplexek lehetséges szerkezete és geometriaja, valamint

a kozponti fémion elektronallapota is vizsgalhato [3,4].

2.2.1. A D-gliikéz, D-szorbitol és D-gliikonat kalciumkomplexei

A kalciumion vizes oldatban gyenge komplexeket képez gyiiriis cukortipusu
ligandumokkal. **C NMR mérések azt mutattak, hogy egy viszonylag stabilis Ca-
komplex kialakulasanak az a feltétele, hogy a ligandum — szék konformaciéjaban —
rendelkezzék harom egymast kovetd, axialis-ekvatorialis-axialis helyzetti OH-csoporttal

[5,6]. Azok a fémionok, amelyek ionsugara megfeleld (kb. 1,0 A; r = 0,99 A),

Ca2+
stabilis komplexeket képeznek ezekkel a ligandumokkal, mert éppen beférnek a harom
szomszédos donorcsoport altal kialakitott liregbe. Azok a gyliriis cukrok, melyek nem
rendelkeznek a megfeleld (ax-eg-ax) szekvenciaval (példaul a Glu), sokkal gyengébb
komplexek kialakitasara képesek [7]. Ezek oldatahoz Ca’*-ionokat adva a 'H NMR
spektrumban nem mutatkozott jelentds eltolodas [6]. Termodinamikai mérésekbdl
azonban egyértelmiien kideriilt, hogy léteznek ezek a komplexek: a Glu Ca”'-
komplexének stabilitasi allandoja Ca®*-ISE potenciometraval 5 L mol*-nak [8],

kalorimetriaval 8,7 L mol™-nak [9] adodott.
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A Sor is gyenge komplexet képez vizes oldatban kalciumionokkal. A *C NMR
jelekben Ca’* hozzdadéasa soran végbemend valtozasokbél az 1:1 fém:ligandum aranya
komplex stabilitasi allandojat 0,6 L mol™® (36°C) és 1,2 L mol® (4°C) értékiinek
becsiilték [10]. A kémiai eltolodasbeli valtozas a *C NMR-spektrumokon a Ca?*
kotodése soran a 3. szénatomon volt a legjelentésebb, kisebb eltolédas volt
tapasztalhatd az 1., 4. és 6. szénatomon, és egészen Kicsi a 2. és 5. szénatomon (a
szamozas az 5. abran lathato). Ezek koziil néhany (C3 és C6) pozitiv irdnyba, néhany
pedig (C1 és C4) negativ iranyba tolodott el. Mindezekbdl arra kovetkeztettek, hogy a
kalcium eltolodasokat tobb hatids egyiittese okozhatja, ¢és a kémiai eltolodas
megvaltozasa 6nmagéaban nem elegendd a szerkezet meghatarozasahoz.

A polihidroxi-karboxilatok is képesek vizes oldatban a Ca®*-ionok megkdtésére
[3]. Erésen lugos kozegben nagy stabilitasu Ca2+-k0mplexek képzddnek (példaul
izoszacharinattal), ahol a fémion a szénhidrat alkoholatcsoportjaihoz koordinalodik
[11,12]. K6zepes pH-n az OH-csoportok deprotonalodasa nem jatszodik le, ezért ezek a
csoportok csak kismértékben jarulnak hozza a koordinaciohoz, és a képz6dé komplexek
viszonylag gyengék. A kis stabilitds miatt a stabilitasi allandok meghatarozasa igen
nehéz, és ezeknek a komplexeknek a szerkezetérdl kevés irodalmi adat all rendelkezésre
[3]. Ezek az allitasok a Gluc™ Ca®*-komplexeire is igazak. A CaGluc*-komplex (ionpar)
stabilitasi allandoja (K,,) nagyon Kicsi: H/Pt-clektroddal potenciometrids mérések
alapjan logK,; = 1,21 (20 °C, I = 0,20 M KCI) [13]. loncsere-egyensulyi mérésekbodl
logK,, = 1,22-nek adodott (25 °C, I = 0,16 M KCI) [14]. Ca®*-ISE potenciometrids
mérésekbdl kapott adatok: logK,, =1,31 (25 °C, | = 0,70 M KNO3) [15] ¢és logK,, =
1,05 (25 °C, 1 =10,50 M NaCl) [16].

Elegendéen nagy [Gluc_]T:[C¢’:12+]T aranynal a Ca(Gluc)zo-komplex képzddésére
utalo mérési adatokat kaptak [16].

A CaGluc*-komplexben a fémion kotShelyei még nem tisztazottak, igy a
szerkezetre vonatkozoan nincsenek egyértelmii irodalmi adatok. Kézenfekvd, hogy a
deprotonalt karboxilatcsoport részt vesz a koordinacidoban, de feltételezhetden valamely
alkoholos OH-csoport is koordinalodik. Ez lehet a C2-n levd OH-csoport (Gttagu
kelatgytirit), a C3 OH-csoportja (hattagu kelatgyirii), vagy a C6 OH-csoportja (fej-lab

koordinacio vagy makrokelat képzddés).




2.3. NMR spektroszképiardl altalaban

Az NMR spektroszkopia a molekuldk szerkezetének és a molekuldris
kolcsonhatasok vizsgalatanak rendkiviil hatékony és sokoldalian alkalmazhaté kutatési
eszkoze.

Az altalanos kivalasztasi szabaly a kdvetkezo:

Am = +1 1)
ahol Am a magneses kvantumszam megvaltozasa. Az atmenet csak akkor torténik meg,

ha az alabbi feltétel teljestil:

4

Vy = ;er 2)

ahol v, a két allapot kozti frekvencia kiilonbség, y a mag giromagneses tényezdje, H, a
kiils6 magneses tér erdssége. A rezonanciafrekvencia fligg a mag kémiai kornyezetétol,
még ugyanazon elem esetében is eltérd lehet. A rezonanciafrekvenciat egy

referencidhoz viszonyitva kémiai eltolodasnak nevezziik.

§=m"" y 106 @3)

Vi
ahol v a vizsgélt mag, v° pedig a referenciamag rezonanciafrekvencidja, v; a késziilék
miikodési frekvencidja. A kémiai eltolédast ppm egységekben fejezziik ki, €s fiiggetlen
az alkalmazott magneses térerGsségtél. Referencidnak 'H és BC NMR esetén a
tetrametilszilan (TMS), “*Ca NMR esetén az 1,0 M CaCl,-oldat megfeleld
rezonanciafrekvenciajat tekintjiik.

A 'H és a C NMR spektrumok szerkezete eltéré. Mig a *C NMR esetében
minden szénatom egy éles vonallal jellemezhetd, addig a *H NMR csucsok sokkal
sz¢lesebbek, és multiplettet alkotnak, ezért azonositasuk joval nehezebb.

NMR spektroszkopidval meghatdrozhaté a ligandumok protonalddasi allandoja,
valamint a komplexek stabilitasi allandodja.

Konnyiivizes oldatok nem alkalmasak *H NMR mérésekhez, helyette nehézvizet

(D,0) hasznalunk.

Az NMR iddéskélan értelmeziink lassu €s gyors cserét. Lassu csere esetén
jelszélesedés 1ép fel. Ennek feltétele, hogy a két hely kozti frekvenciakiilonbség nagy
legyen az egyes allapotok élettartamahoz képest.

1 k 1
AV =—-=-71 4)
VA—VB T T

T>»



http://hu.wikipedia.org/wiki/Neh%C3%A9zv%C3%ADz

ahol © az atlagos élettartam , v, és vy az eredeti jelek frekvencidja, Av a sdvszélesedés

¢és k a cseresebességi allando.

Gyors csere esetén savosszeolvadast tapasztalunk, de mar félérték-novekedés

nélkil.

.
\ + R
4
10 T
ovors  10° i
2t 'B

6. abra A lassu és gyors csere szemléltetése NMR spektroszkopiaban [17].

Lasst csere esetén két csticsot latunk. Protonalodas esetén az egyik a deprotonalt,
a masik a protonalodott vegyiilet jele. KomplexképzOdés esetén a szabad ligandum jele
az egyik, a komplex jele a masik cstcs.

Kisérleteinkben a ligandumok Ca(ll)-komplexei kozott varhatéan gyors csere

jatszodik le. Az 6sszeolvadt savok helyét a kovetkezd egyenlettel szamolhatjuk ki:
[L] [CaL]
Omere = C_L o, + L OcalL (6)

ahol 5., az Osszeolvadt sav helye, ¢, a teljes ligandum koncentracié, 5, a ligandum

mért

hatareltolodasa, 6., a komplex hatareltolodasa.

CaL

Ha a o _,, kémiai eltolodas elegendéen nagyszamu kiilonbozd [L]T:[CaZJ’]T
aranynal rendelkezésiinkre 4ll, akkor a legkisebb négyzetek modszerének
alkalmazasaval mind a stabilitdsi allando, mind a Cal-komplex hatéareltolodésai

meghatarozhatok.
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3. Célkituzeés

TDK-munkam célja a Ca?*-ionok komplexképzédési tulajdonsagainak vizsgalata
semleges vizes oldatban multinuklearis NMR spektroszkopiaval és a szamitasos kémia
modszereivel. A Ca®*-ion ligandumaként D-gliikonatot, D-gliikkozt és D-szorbitolt
hasznaltunk.

A Ca(ll)-tartalmu rendszerek tanulmanyozasa soran az alabbi célokat tiiztiik ki:

megvizsgalni, hogy képzddik-e komplex a fémion és a ligandumok kozott

semleges oldatban,

— meghatarozni a komplexek egyensulyi allandoit NMR spektroszkopiaval,

—  valosziniisiteni a ligandumok kotéhelyeit 2D 'H-"*Ca NMR spektrumok
segitségével,

— az NMR mérések alapjan felépiteni a komplexek modelljeit és optimalizalni

azokat vakuumban ¢€s lehetdség szerint vizes kdzegben is.

11



4. Kisérleti munka

4.1. Felhasznalt anyagok

Az oldatok készitéséhez az alabbi anyagokat hasznaltam:
— vizmentes D-gliikoz (Sigma Aldrich, > 99 %)
— vizmentes D-szorbitol (Sigma Aldrich, > 99 %)
— vizmentes Na-gliikkonat (Sigma Aldrich, > 99 %)
— vizmentes CaCl, (Reanal, analitikai tisztasagl), felhasznalas elétt egy éjszakan
at 200 °C-on széritva és P,O f016tt tarolva
— NaCl (Spectrum 3D, analitikai tisztasagl)

— sztenderdizalt HCI-torzsoldat (Merck, ¢, = 3,571 M)

HCI

— D,0 (Merck, 99,95 %)
—  Milli Q viz

4.2. Oldatkészités

A Glu ¢és a Sor vizsgalata soran a két anyag minden mintaban 0,200 M
koncentracioban volt jelen. A Ca-tartalma rendszerekben a kalcium-klorid
koncentraciojat 0,020-0,320 M kdzott szisztematikusan véltoztattam ([Ca®*]:[Sor/Glu] =
0,1-1,6). Az ioner6sséget minden esetben | = 1,0 M-re allitottam be natrium-kloriddal.

A NaGluc-os rendszerekben a gliikonation koncentracidja 0,200 M volt. A
protonalodas vizsgalata soran olyan oldatsorozatot készitettem, melyben [HCI]:[Gluc™]
= 0,00-1,00 kozott valtozott. Az ionerdsséget itt is NaCl-dal allitottam be 1 = 1,0 M-re.
A Ca-tartalmu rendszerekben a kalcium-klorid koncentracioja 0,020-0,400 M kozott
valtozott. Az ionerésséget NaCl-dal allitottam be, és az | = 1,00-4,00 M kozott
valtozott.

A 'H NMR mérések kivitelezése érdekében a mintakhoz 20 % (V/V) D,0O-ot
adtam.

A mintdk nem pontos beméréssel késziiltek, hanem a felhasznalt anyagokbol
elészor  torzsoldatot készitettem, majd pontos térfogatméréssel 10 cm’-es
mérdlombikokban mértem 6ssze a megfeleld oldatokat, és Milli Q vizzel allitottam dket

jelre. Ezekbl a mintakbol 0,5 cm®-t pipettaztam NMR cs6vekbe, majd 0,1 cm® D,0-ot
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adtam hozzajuk. Az NMR mérésekhez 5 mm-es NMR csoveket hasznaltam (Sigma-
Aldrich).

4.3. NMR mérések

A spektrumokat egy Bruker Avance DRX 500 NMR spektrométerrel vettiik fel,
melyben egy 5 mm-es szélessavu szonda talalhatd, z iranyu magneses térgradienssel. A
mintdk homérséklete a mérések alatt 25 £ 1 °C volt. A magneses tér homogenizalasat
viz és nehézviz elegyére végeztik el. A 'H NMR spektrumok felvétele soran az
adatgylijtés 32 vagy 64 szkenbdl allt. A *C NMR spektrumok esetén a *C izotop
kisebb elfordulasa (1,1 %) miatt 256 vagy 512 szkent vettink fel. A “*Ca NMR
mérések soran 64k (64x1024) felvételt készitettiink. Erre azért volt sziikség, mert a

43Ca-izotép rendkiviil ritka, a természetes kalcium-vegyiiletekben minddssze 0,135 %.

4.4. Molekulamodellezés

Az NMR mérésekbodl kapott adatok alapjan felépitettilk a CaGlu®* (a- és B-
anomer), a CaSor?* és CaGluc* komplex kationok molekulamodelljeit. Az igy
megalkotott kezdeti modellek geometriajat optimalizaltuk H(artree)-F(ock) 6-31 G** ab
initio szamitasokkal (Hyperchem program [18]). Az optimalizalast 0,1 gradiensnorma
eléréséig folytattuk.

A komplexek vizes oldatanak modellezését PM3 szemiempirikus kvantumkémiai
modszerrel végeztik [19]. Az optimalizalas kiindulasi allapotat az ab initio
szamitasokbol kapott komplex kationok képezték. Az oldatot explicit vizmolekulak és a
megfeleld komplex egy ionjaval szimulaltuk. Egy 216 vizmolekulabdl és a komplex
kationbol allo rendszer geometriajat optimalizaltuk, amig el nem értiik a 0,1
gradiensnormat. Az explicit vizmolekulak alkalmazasa miatt a modell nagymértékben
megkozeliti a valosagot, azonban a rendszer nagy mérete miatt modellezésre csak
szemiempirikus moédszert alkalmazhattunk. Az optimalizalas utan a vizmolekulakat
eltavolitottuk, és kiszamitottuk a komplex HF 6-31 G** energiajat (single point energy
calculation), amelyet Osszevetettiink a vakuumban végzett optimalizalassal kapott

molekulageometria energidjaval.
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5. Eredmények és értékelésiik
5.1. A gliikkonattartalmu rendszerek vizsgalata

5.1.1. Az 'H és °C NMR jelek asszignalasa

A NaGluc oldatanak **C NMR spektruman 6 jol elkiiloniild csicsot figyelhetiink

meg, melyek a gliikonation hat szénatomjahoz tartoznak (7. abra).

Mt ety

e ety W § § e sty At Ao

T T T T T T
180 170 80

ppm
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Cc5|C3

[

! I
70

\
e RN \\AIM» Mg W A NN i TNty Al NS,

A
‘

60

. 4bra 0,2 M NaGluc oldat **C NMR spektruma a szénatomok szamozdsaval.

A NaGluc-oldat *H NMR spektruma sokkal dsszetettebb, az egyes protonokhoz

multiplettek tartoznak, amik gyakran at is fednek egymassal (8. abra).

4.00
ppm

8. abra 0,2 M NaGluc oldat *H NMR spektruma a megfeleld sziamozdssal.
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Az egyes C- és H-atomokhoz tartozé csucsok azonositasa 2D HSQC *H-'*C

NMR spektrum alapjan tortént (9. abra).
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9. 4bra A NaGluc 2D *H-"*C NMR spektruma (0,2 M).

A 10. 4bran a NaGluc-oldat spektruma lathato Ca®*-ionok nélkiil és jelenlétében.
A fémion hozzaadéasa soran a jelek multiplicitdsa nem valtozott, igy megallapithato,

hogy a csere a Ca2+-komplex ¢s a szabad ligandum kozott gyors az NMR iddskalan.

ca c3
c2 c5
R e
740 730 720 710 70O
m
PR *} a
c1
C6
b
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10. 4bra 0,200 M NaGluc oldat *C NMR spektruma [Ca**],:[Gluc ],
(b) oldatosszetételnél.

=0,0 (a) ¢s 1,4
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5.1.2. A gliikonat protonalodasanak vizsgalata

A NaGluc 'H NMR spektrumaban a H2 és H3 protonok csucsai jol
meghatarozottak, mig a H4-H6 protonok (valosziniileg a H6 dupla kvartett jele miatt)
nehezen olvashatok le.

A NaGluc-oldat pH-jat ~6,6-t61 ~1,8-ig valtoztattuk HCl-oldat hozzaadasaval
([Gluc™] = 0,200 M, I = 1 M NaCl). Ennek hatasara a *C NMR csticsok a magasabb
értékek felé, mig a 'H NMR csticsok az alacsonyabb értékek felé tolodtak el. A pH-
csOkkentés hatasara pH=3,8 alatt (ijabb csucsok jelentek meg a 3C NMR spektrumon a
laktonizaci6 miatt.

A Gluc™ protonalodasi allandojat a H2 és H3 *H NMR, ill. a C1-C6 *C NMR
csucsok pH-valtozas hatasara torténd eltolodasaibol hataroztuk meg. A H2 és H3
protonok "H NMR kémiai eltolodasai, illetve a C1-C6 szénatomok *C NMR kémiai
eltolodasai a pH fliggvényében a 11. abran lathatok. Az egyszerlibb megfigyelés
érdekében a mért kémiai eltolddasokat a deprotondlt ligandum megfeleld kémiai

eltolodasaival normaltuk (a késdbbiekben is a normalt értékeket abrazolom).

1.005
1.000 - L
0.995 A o C1
A C2
., 0.990 - = C3
2 o C4
0
10 A C5
0.985 A
o H2a o Cé
o H2b —FIT
0.980 A A H3
—FIT
0.975 - : a
5.0 7.0
pH
0.970 T T T T T
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0

pH

11. abra A C1-C6 szénatomok hatdreltoléddssal normdlt *C NMR kémiai eltoléddsai
(nagy abra), ill. a H2 és H3 protonok YH NMR kémiai eltoléddsai (belsé abra) a pH
fliggvényében. A folytonos vonalak az illesztett gorbék.

16



A mért értékekre a PSEQUAD [21] programmal illesztettiink gorbéket. Ennek
alapjan a Gluc™ protonalodasi allanddja a "H NMR mérések alapjan logkK, = 3,23 +
0,01-nek, a *C NMR mérések alapjan logK, = 3,24 + 0,01-nek adédott, ahol K

[HGluc]
S [H*][Gluc™]
Ez gyakorlatilag megegyezik az irodalomban kozolt logK = 3,30 + 0,02 értékkel [20], a

kiilonbség az ionerdsségek kozti eltérés, valamint az livegelektrodok eltérd kalibracios

protokollja miatt lehet.

5.1.3. CaGluc™ komplex

Ca?*-ionok hozzaadasara a Gluc™ "H NMR kémiai eltolodasai igen kis mértékben,
0,03-0,06 ppm kozott valtoztak meg, még a karboxilat-csoporthoz legkdzelebb 1évo,
nem cser¢lddd proton jele is. Emiatt, valamint a C4-C6 szeneken taldlhaté nem
cserélédd protonok atfedd spektrumai miatt a 'H NMR spektroszkopiai adatokbol nem
tudtuk meghatarozni a CaGluc'-komplex képz6édési allanddjat.

A BC NMR spektrumban ezzel szemben szignifikans eltolodasokat tapasztaltunk
a kalciumionok hozzaadasa révén. Az egyes szénatomok komplexképzés miatti kémiai

eltolodasait az 1. tablazat és a 12. abra tartalmazza.

1.010
1.006
e C1
A C2
1.002 | m c3
- o Cc4
w
P A C5
0.998 4 o Cé6
5 —FIT
0.994 |
0.990
05 1.0 15 2.0 25 3.0

pCa

12. abra A Gluc™ szénatomjainak mért és szamitott **C NMR kémiai eltoléddsai a pCa
fiiggvényében. A folytonos vonalak a szamitott gorbék.
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C1 C2 C3 C4 C5 C6

Ligandum K 8 AS 5 AS 8 AS 8 A8 8 A3 8 A3
(Lmol™) (ppm) (ppm) (pPm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

D-gliikonat 9.8(0.2)* 178.38 0.38 73.80 0.68 70.72 -062 7230 -035 7099 -020 6240 -0.18
D-gliikoz
a-anomer 15(0.2)*" 91.85 -0.29 7125 -0.17 7258 -0.22 6942 -033 7117 -0.29 6043 -0.34
-anomer 1.7(0.2)*® 9564 -0.21 7398 -0.26 7556 -0.21 6942 -031 7564 -025 6057 -0.28

D-szorbitol 1.6 (0.2° 6233 -0.14 7272 -0.02 69.46 -1.03 70.94 0.47 70.88  0.26 62.66 0.56

1. tablazat A CaL (L = Gluc™, Glu, Sor) komplexek *C NMR adatokbdl szamitott képzdési dllanddja, I = 1 M NaCl ionerdsség és pH ~ 6,5
mellett. A ligandumok egyes szénatomjainak hatareltolodasai (0), valamint a komplex (Cal) és a szabad ligandum (L) hatareltolodasainak
kiilonbsége (Ad = O, -0, azaz a kémiai eltolodas valtozasa a komplexképzés hatasdra).

[CalL]
1 eI

a: szamitott stabilitasi allando mind a hat szénatom kémiai eltolodasat figyelembe véve
b: a szovegben leirt szamitasi mod
c: szamitott stabilitasi dllando a C3, C4 és C6 kémiai eltolodasait figyelembe véve



A stabilitdsi allandok és a komplexek Osszetételének meghatarozasara a
PSEQUAD programcsomag felhasznalasaval kétféle illesztési protokollt alkalmaztunk:
az egyik sordn csak a Cl ¢és C3 szénatomok kémiai eltoloddsainak valtozasat
illesztettiik, mig a masikban minden szénatom kémiai eltolédasanak valtozasat
felhasznaltuk az illesztéshez. Az optimalizaci® soran a Gluc -ion hatareltolodésait
alland6 értéken tartottuk. Az illesztési paramétereket (vagyis a mért és a modell alapjan
szamolt kémiai eltolédasok egyezését) az els6 moddszer alapjan kivalonak, mig a
masodik modszer alapjan szintén elfogadhatonak talaltuk, a két modszerrel ugyanazt az
egyensulyi allandot kaptuk: K;, =9,8+0,2 L mol ™. Megjegyzendé, hogy 3-20 kozotti
K, 1-ekkel a kisérleti eredmenyek szinteén kielegithetSen leirhatoak.

A legnagyobb Gluc™:Ca®* aranynal a mért és a szamitott kémiai eltolodasok kozott
szisztematikus eltérések tapasztalhatok. Ennek oka valosziniileg az irodalomban mar
feltételezett, de részletesen nem jellemzett CaGluczo-komplex keletkezése [16].
Ugyanakkor ennek az eltérésnek a mértéke annyira kicsi, hogy nem teszi lehetdvé az
1:2 dsszetételll részecske képzddési allandojanak kiszamitasat.

Gluc™ hozzdadasanak hatdsara a hidratalt Ca**-ion “*Ca NMR csticsa fokozatosan
az alacsonyabb frekvencidk felé tolodott el és jelentdsen kiszélesedett (a
félértékszelesség 1,2 Hz-r61 13,1 Hz-re ndtt 0.200 M NaGluc koncentracié mellett) (13.
abra). A *Ca NMR kémiai eltolodas megvaltozasa, valamint a szamitott stabilitasi
alland6 alapjan a CaGluc*-komplexben a Ca®* kémiai eltolodasa a hidratalt Ca**-ionhoz

képest —2,2 ppm.
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13. dbra [CaCl,] = 0,200 M oldat **Ca NMR spektruma [NaGluc] = 0,200 M

jelenlétéeben (nagy spektrum), és NaGluc nélkiil (belsé spektrum).



A ligandum kotéhelyeinek meghatérozasa érdekében 2D *H—"*Ca NMR mérést
végeztiink (14. abra).
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14. abra 2D "H-"*Ca NMR spektrum [Ca’*]; = 0,200 M és [NaGluc], = 0,200 M
oldatosszetételnél.

A spektrum azt mutatta, hogy a fémion a gliilkonat C2 és C3 OH-csoportjahoz
egyarant koordindlodik, emellett a karboxilat-oxigén kotédése nyilvanvalo, igy a
komplexképzddésnek két lehetséges kimenetele képzelhetd el. Az egyik szerint a 15.
abranak megfeleld kotési izoméria 1€p fel, 6t- és hattagu gytriis szerkezeti komplexek

tartanak egymassal egyensulyt az oldatban.

(8] 0. O
:“\.%f xlca Oﬁxf Ca
S g OH 2—0H
HO _ HO—3
HO._ 5 - 44— 0OH
] ©oH Ho%
CH,OH ECHon

15. abra Ot- és hattagu gyiiriis szerkezetii kalcium-gliikondt komplexek egyensiilya

A masik szerint a gliikonation tetradentat ligandumként viselkedik a karboxilat-

oxigének és a C2 és C3 OH-csoportokon keresztiil.
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A legvaldszinlibb szerkezet felderitése érdekében minden lehetséges szerkezetet
modelleztiink mind vakuumban (HF 6-31 G** ab initio optimalizalas), mind vizes
oldatban explicit vizmolekulakat alkalmazva (PM3 szemiempirikus szamitas).

Az ab initio szamitasokbol kapott szerkezetek a 16. és 18. abran lathatok.

(c) (d)
Ca—0O(C1): 222 pm (222 pm)
Ca—0(C2): 245 pm (245 pm)
Ca—0(C3): 239 pm (239 pm)
Ca—0(C4): 525 pm (525 pm)
Ca—0O(C5): 418 pm (418 pm)
Ca—0O(C6): 242 pm (242 pm)

16. abra Az izoldalt CaGluc™ komplex ion szerkezete HF 6-31 G** ab initio szdmitdsok
eredményekepp, kiindulasi szerkezetként ottagu (a és b) illetve egyidejiileg ot- és
hattagu (c és d) gyiiriis szerkezetet alkalmazva, a Ca-0 kétéstavolsagok feltiintetésével
(c és d szerkezetre vonatkozo adatok zardjelben).
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A 16. abrarol kideriil, hogy (nagy meglepetésiinkre) ottagu gyurlis szerkezetet
nem kaptunk eredményiil, ehelyett a Ca®*-ionhoz az O(C1), O(C2) és O(C3) mellett a
termindlis, C6-hoz kapcsolodd OH-csoport is koordindlodik. Tehat a fémion ugy
helyezkedik el, hogy a lehetd legtobb oxigénatom vegye koriil, ezzel egy ,,skorpionat”

tipustt komplexet létrehozva (17. ébra).

17. abra A Gluc™ ugy éleli koriil a Ca**-iont, mint egy skorpio: a fej, az ollok és a farok
egy-egy oxigénatomot szimbolizalnak.

(a) (b)
Ca—0O(C1): 221 pm
Ca—0(C2): 457 pm
Ca—0(C3): 230 pm
Ca—0(C4): 479 pm
Ca—0O(C5): 508 pm
Ca—0(C6): 254 pm

18. abra Az izolalt CaGluc™ komplex ion szerkezete HF 6-31 G** ab initio szamitdsok
eredményeképp, kiindulasi szerkezetként hattagu gytiriis szerkezetet alkalmazva, a Ca-O
kétéstavolsagok feltiintetésével.
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A 18. 4bra azt mutatja, hogy a Ca®*-ion az O(C1), O(C3) és O(C6) atomokkal
létesit kolesonhatast. Termodinamikailag az elsé feltételezés bizonyult kedvezdbbnek.

A vizes oldatra vonatkozo6 szamitasok eredménye a 19. abran lathato.

(a) (b)
Ca—O(C1): 231 pm Ca—0O(C1): 236 pm
Ca—0(C2): 251 pm Ca—0O(C2): 466 pm
Ca—0O(C3): 241 pm Ca—0O(C3): 238 pm
Ca—0(C4): 443 pm Ca—0O(C4): 449 pm
Ca—0O(Cbh): 236 pm Ca—0O(C5): 247 pm
Ca—0(C6): 239 pm Ca—0O(C6): 501 pm

19. abra A CaGluc® komplex ion vizes oldatbeli optimalizalt szerkezete explicit
vizmolekulak alkalmazasaval, kiindulasi szerkezetként az ab initio szamitasokbol kapott
ottagu (a) illetve hattagu (b) gytiriis szerkezetet alkalmazva, a Ca-0O kétéstavolsagok
feltiintetésével.

Ottagti gytirlis szerkezetbél kiindulva a vizes oldatbeli optimalizalas
eredményeképp azt kaptuk, hogy a Ca**-ion még inkdbb beagyazodik az oxigénatomok
altal képzett ,.kehelybe”, mint az izolalt komplex esetében: az O(CI1), O(C2), O(C3),
O(C5) és O(C6) atomokkal is létesit kolcsonhatast. A hattaghi gylirlis szerkezetbdl
kiindulva az eredmény egy olyan komplex, melyben a fémion az O(Cl), O(C2) és
O(C5) atomokhoz koordinalodik. A két komplex képz6dési entalpiaja 130 kcal/mol-lal

eltér, az (a) szerkezet a termodinamikailag stabilisabb.
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5.2. A CaGlu** komplexek

Mivel a D-gliikdznak vizes oldatban az a- és B-anomerje egyarant jelen van, a *3C
NMR spektrumon 12 csucs lathatd. Ezek kémiai eltolodasait az 1. tablazat tartalmazza.
Az egyes szénatomokhoz tartozé csucsok azonositisa 2D HSQC 'H-“C NMR

spektrum alapjan tortént (20. abra).
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20. abra A D-gliikéz 2D *H-"C NMR spektruma (0,2 M).

Kalcium-ionok hozzaadasara a jelek multiplicitisa nem valtozott, de a csticsok
pozicidja szisztematikusan €s szignifikdnsan az alacsonyabb értékek felé tolodott el,
(21. abra). Ha feltételezziik, hogy ez az eltolodas a komplexképzésnek tudhato be, akkor
megallapithatd, hogy a csere a Ca**-komplexek és a szabad ligandumok kézott gyors az
NMR iddskalan.

A O wvs. [Cat2+]T fliggvényekbdl megkiséreltiik meghatarozni a keletkezett

komplexek stabilitasi allandojat. Ehhez figyelembe vettiik mind a két anomer jelenlétét.
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21. dbra A Glu szénatomjainak mért és szamitott *>C NMR kémiai eltoléddsai a pCa
fiiggvényében. Az (a) abran az a-anomerhez, a (b) abran a f-anomerhez tartozo értékek
lathatok. A folytonos vonalak a szamitott gorbék.

A D-glikéz 'H NMR spektrumabol az o- és B-anomer arinya 36:64-nek
bizonyult, bar ez az egyensuly kalciumionok hozzdadasara az a-anomer képzddésének
iranyaba tolodott el. Ez elég bonyolultta tette a rendszert, ezért azzal a feltételezéssel

becsiiltiik meg a stabilitasi allandokat, hogy csak az a-anomer, ill. csak a B-anomer van
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Jelen. A két stabilitasi allandé: K, =15+ 0,2 L mol™ (a-anomer), Ki1=17+£02L
mol™ (B-anomer). A két érték gyakorlatilag megegyezik, ez jelzi, hogy mindkét anomer
ugyanolyan modon kotddik a fémionhoz. Meg kell azonban jegyezni, hogy az ezekhez
az értékekhez kozeli értékekkel a kisérleti adatok szintén kielégitden leirhatdak.

A *Ca NMR spektrumon (22. abra) a kémiai eltolodasban pozitiv eltolodast
¢észleltiink a glilkéz hozzdadasa soran. Ez az eltolodas ugyanolyan irdnyt és mértékd,
mint a glilkonatos rendszerekben megfigyelt eltol6das.

A 2D 'H-**Ca NMR spektrum (22. abra) azt mutatta, hogy mindkét anomer
esetén a glikozidos hidroxilcsoport részt vesz a komplexképzésben. A spektrumbol nem
deriil ki, hogy mas hidroxilcsoport is koordinalodik-e kozvetleniil a Ca®*-ionhoz.
Feltételezhetd, hogy az éterkotés oxigénje is kotddik a fémionhoz, és a Glu kétfogu
ligandumként kotddik a Ca®*-ionhoz.
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22. abra 2D "H-"*Ca NMR spektrum [Ca**], = 0,200 M és [Glu], = 0,200 M
oldatdsszetételnél, és egy 0,2 M CaCl,-oldat “caNMR spektruma.

A geometriai optimalizalas a fent emlitett kdtOhelyeken kiviil a terminalis OH-
csoport koordinacidjat is mutatta. Ez az NMR mérésekbdl nem deriilt ki. Ennek oka
valoszinlileg a gyenge tdvolhatd csatolas a termindlis szénatomon. A két anomer Ca®-

komplexének optimalis geometridjat a kotéstavolsagokkal a 23. dbra mutatja.
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Ca—0OC1: 236 pm
Ca—O(ring): 232 pm
Ca—0OC6: 230 pm

(a)

Ca—0C1: 239 pm
Ca—0O(ring): 233 pm
Ca—0C6: 238 pm

(b)

23. abra A CaGIu®*-komplex HF 6-31G** ab initio médszerrel optimalizdlt szerkezete.
Az (a) dbrdn az a-anomer, a (b) dbrdn a f-anomer Ca”*-komplexe lathato.
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5.3. A CaSor*" komplex

A D-szorbitol oldatanak *C NMR spektruman 6 jol elkiiléniils csucs lathato,
melyek a szorbitol 6 szénatomjahoz tartoznak, ezek kémiai eltolodasait az 1. tablazat
tartalmazza. A csicsok azonositdsa 2D 'H-"*C NMR spektrum alapjan tortént (24.
abra).
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24. abra A D-szorbitol 2D *H-"3C NMR spektruma (0,2 M).

Ahogy a Gluc™ és Glu tartalmii rendszerekben sem, a szorbitol esetében sem
valtozott a jelek multiplicitdsa a komplexaldédas révén, ezért itt is megallapithato, hogy
gyors csere jatszodik le a komplex €s a szabad ligandum kozatt.

A komplexalodas hatasara a BC NMR csacsok eltolédtak. A C4 csucs az
alacsonyabb, mig a C1-C3, C5 és C6 csucsok a magasabb értékek felé. A kémiai
eltolodas-valtozasok az 1. tablazatban lathatok.

A Cl1 és C5 eltolodasa nem volt elég nagy a komplex képzddési allanddjanak
meghatarozasahoz. Méréseink szerint a C1 csucs helyzet alig valtozott, ezzel szemben
az irodalomban kozoltek olyan adatokat, melyek szerint Ca** hatasara a C1 jelentésen
eltolodott az alacsonyabb értékek felé [10]. Ennek oka feltehetden az, hogy valtozd
ionerdsségek mellett mértek, igy az eltolédas valdszinlisithetéen a hidratacioban

bekdvetkezd valtozasok miatt volt ekkora.
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Az egyes csucsok kémiai eltolodasanak valtozasat a pCa fliggvényében a 25. abra

mutatja.

1.0025 4

1.0000 A

8/8sorb
> OO p m @
2 & 288

0.9975

pCa

25. abra A Sor szénatomjainak mért és szamitott BC NMR kémiai eltoléddsai a pCa
fiiggvényében. A folytonos vonalak a szamitott gorbék.

A CaSor’-komplex képzédési allandojat a C3, C4 és C6 jelek valtozasaibol
szamoltuk, és K,;, =16 £ 0,2 L mol™-nak adédott. Itt is meg kell azonban jegyezni,
hogy 0,2 és 4 kozotti K, ertékekkel szintén kielegithetGen leirhatoak a kisérleti
eredmények. A bizonytalansadg oka az, hogy a komplex hatareltolédasa nem hatarozhato
meg kisérletileg, és matematikailag korreldl K, ;-gyel.

Ahogy a gliikonat és a gliikoz esetében sem, ugy a szorbitolnal sem tudtuk a **C
NMR eredményekbél a ligandum kothelyeit meghatarozni. Ehhez 2D *H-**Ca NMR
mérést végeztiink (26. abra), mely azt mutatta, hogy a Sor O(C1), O(C2), O(C4) és
O(C6) atomja is koordinalodik Ca?*-ionhoz.
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26. abra 2D "H-**Ca NMR spektrum [Ca*"]; = 0,200 M és [Sor], = 0,200 M
oldatésszetételnél.
A HF 6-31 G** ab initio szamitasok a ligandumon négy kotOhelyet mutattak
nagyon hasonld Ca-O kotéstavolsagokkal (27. abra). A ligandum flexibilis, koriiloleli a

Ca®*-iont a 2D NMR mérések altal mutatott oxigénatomokon keresztiil.

Ca—-0OC1: 238 pm
Ca-0C2: 241 pm
Ca—0C4: 236 pm
Ca—0C6: 238 pm

5. abra A CaSor?*-komplex HF 6-31G** ab initio médszerrel optimalizdlt szerkezete, a
Ca-0 kotestavolsagok feltiintetésével.
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6. Osszefoglalas

A Ca**-ion hex6zszarmazékokkal (glikonat, gliikoz és szorbitol) valo komplexképzési

tulajdonsagainak vizsgélata soran az alabbi eredményeket kaptuk:

Megallapitottuk, hogy mindharom ligandummal kimutathato a Ca®*-komplexek
képzodése.

3C NMR mérésekbd] meghataroztuk az 1:1 fém:ligandum aranyt komplexek
stabilitasi allandojat.

2D 'H-*Ca NMR spektrumok alapjan valdszintsitettiik a ligandumok
kotéhelyeit, €s felépitettiik a komplexek modelljeit.

A feléllitott modellvegytiletek szerkezetét optimalizaltuk vikuumban és a
CaGluc® komplex kation esetén vizes kozegben is, azaz meghataroztuk a
komplexek optimalis geometriajat.

Megallapitottuk, hogy mindharom vizsgalt vegyiilet multidentat ligandumként
viselkedik a kalciumionnal szemben, a szerkezet emlékeztet az tn. ,,skorpionat”

tipust, sokkal komplikaltabb ligandumot tartalmaz6 komplexek szerkezetére.
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8. Koszonetnyilvanitas

Ez a tudomanyos didkkori dolgozat egy tanuldsi folyamat eredményeként jott
létre. A téma adott volt, és a tapasztalatok alapjan a témavezetOk koriilhataroltak a
modszereket, amelyek a sikeres feladatmegoldashoz elvezethettek. Hallgatoként az
egyes modszerekben mar jaratos PhD hallgatok mellett és segitségével igyekeztem a
mérési (Pallagi Attila és Csendes Zita — NMR mérések) és kiértékelési technikak
(Pallagi Attila — stabilitasi allandok meghatarozasa) alapjait megtanulni. A
kétdimenzios NMR méréseket Forgd Péter végezte. Témavezetdim segitségével
végeztem a kiértékelést. Ok tanitottak meg a molekulamodellezd programcsomag
hasznalatara is, és az O tapasztalataik segitségével tudtam a csomag Iehetdségeit
racionalisan kihasznalni. A dolgozat Osszeallitdsa sordn is szdmithattam mindkeét
témavezetOm tanito jellegli segitségére.

Minden segitséget koszonok, tovabbi munkdmmal igyekszem bizonyitani azt,

hogy befektetett energidjuk nem volt hiabavalo.
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