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1. Bevezetés és célkitiizés

A homogén katalizatorok haszndlatdnak kozismert problémaja, hogy kedvezd
tulajdonsagaik mellett, a folyamat végén nem, vagy csak nehezen nyerhetdk vissza. A hatrany
kikiiszobolése, azaz az emlitett katalizatorok heterogenizalasa, ma egy igen fontos feladatnak
szamit. Szamos folyamatot a nagyon jo aktivitassal és szelektivitassal rendelkezé enzimekkel
is lehetne katalizalni, gyakran mégis heterogén katalizatorokat alkalmaznak, részben a mar
emlitett hatrany miatt.

Annak érdekében, hogy létrehozhatdak legyenek ) magas aktivitdssal, és ami még
fontosabb, magas szelektivitdssal rendelkezd katalizatorok, amelyek raaddsul a katalitikus
folyamat végén konnyen visszanyerhetdk, tobbféle stratégia alkalmazhat6. Egyik lehetséges
mod az ugynevezett bioinspiralt katalizatorkészités, vagyis az, hogy megprobaljak az enzimek
aktiv helyeit lemasolni, és kiilonféle hordozokon rogziteni. A szervezetben taldlhatod
metalloenzimek j6 mintdul szolgalhatnak ilyen nagyszelektivitasu katalizatorok készitéséhez.
Mintaul szolgalhatnak példaul a szuperoxid dizmutaz (SOD) enzimek is. A SOD enzimek az
€16 szervezetben a szuperoxid gyokanion oxigénre és hidrogén-peroxidra torténé bontasat
katalizaljak. Fontos része van tehét a szervezetben a karos oxidativ hatdsok elleni védekezd
mechanizmusban.

Az enzimek aktiv centrumahoz hasonlo, és valamilyen szilard feliilethez kapcsolt
komplexek készitése egy lehetséges utja a kiemelkedd szelektivitassal és aktivitassal
rendelkezd heterogenizalt katalizatorok eldallitasanak. A homogén katalizatorokhoz képest a
heterogenizalt katalizatorok stabilitisa és élettartama is nagy. Az igy -eléallitott
modellrendszer heterogenizalasanak tobbféle modja lehetséges, és sokféle szilard hordozo
alkalmazhato. Ilyen szilard anyag lehet példaul a Merrifield-gyanta vagy a modositott szilika-
gél.

Munkam célja az volt, hogy kétfajta szuperoxid dizmutaz enzim funkcionalis modelljeit,
azaz  Mn(Il)- és Ni(II)-C-védett aminosav (hisztidin, cisztein és cisztin) komplexeket
rogzitsek klorpropilezett szilikagél (SG) feliilletén kovalens kotéssel. Eldszor a C-védett
aminosavakat N-alkilezéssel hasonlo reakcidval kotottem a feliiletre. Az aminosavak feliiletre
kotését kovetéen a fémion—aminosav komplexek kialakitasat végeztem el, ligandumszegény
(csak feliileten kotott aminosav-szarmazékok vehettek részt a komplexképzddésben) és
ligandumgazdag (a szintéziselegy tartalmazott feliiletre nem kotdtt aminosav-szarmazékokat

is) kortilmények kozott.



Tovabbi célom volt a kialakult feliileti komplexek lehetséges szerkezetének
meghatdrozasa kozép/tavoli infravords és Raman spektroszkopia, valamint a Mn(II)-tartalmt
mintak esetén ESR spektroszkopia, a Ni(Il)-tartalma anyagoknal UV/VIS diffuz reflektancia
spektroszkopia felhasznélasaval.

Feladatom volt még a rendszerek SOD enzim aktivitasanak tesztelése, ezt a Fridovich-
Beauchamp tesztreakcio segitségével végeztem el, valamint alkalmazasuk a ciklohexén

oxidalasa soran katalizatorként.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Az enzimek tulajdonsagai

Az ¢l6 szervezetekben lejatsz6dd kémiai reakciok onmagukban rendkiviil lasstiak
lennének, felgyorsitasukhoz katalizatorra van sziikség. A biologiai rendszerekben a katalizist
enzimek végzik. Dont6 tobbségiik fehérje. Az enzimek megnovelik a reakciok sebességét,
mivel stabilizalni képesek az atmeneti allapotot, igy csokken az aktivalasi energidnak nevezett
energiagat. Az enzimek 10°-10"-szeresére képesek megnovelni az altaluk katalizalt reakcidok
sebességét. Mivel az enzimek biokatalizatorok, az energetikailag kedvezoétlen folyamatok
lejatszodasat energiabefektetés nélkiil nem tudjak eléidézni. Mint altaldban a katalizatorok, az
enzimek sem befolyasoljak a reakciok egyensulyi allapotat. Az enzimek tovabbi eldnyds
tulajdonsaga, hogy nagyon specifikusak. Kétféle specifitdssal rendelkeznek szubsztrat- és
reakciospecificitassal. Szubsztratnak az enzim altal katalizalt reakcioban atalakult molekulat
nevezziik. Egy adott enzim csak egy bizonyos molekuldval, vagy egy azzal nagyon analog
szerkezetli molekulaval képes kapcsolatra, tehat szubsztratspecifikus. Ennek mértéke az egyes
enzimeknél eltéré6. A reakcidspecifitas azt jelenti, hogy egy adott enzim egy adott
molekulanak csak egy meghatarozott atalakuldsat képes katalizalni. Egy masfajta reakciohoz
egy masik enzimre van sziikség. Léteznek olyan enzimek is, melyek tobb reakciot kapcsolnak
Ossze, mivel tobb, kiillonbozd funkcidju, egymadssal Osszehangoltan milkddd kotdhellyel

rendelkeznek [1,2].

2.2. A szuperoxid dizmutazok

A szuperoxid dizmutdz enzimek az evoltcid kiillonbozd szakaszaiban alakultak ki. A
legdsibbek feltehetdleg a vas-, illetve a mangéntartalmu, prokariota karakter(i enzimek voltak.
A vastartalmi SOD az evolicid6 korai szakaszdban jott Ilétre, amikor a vas
biohozzaférhetdsége kedvezd volt, a légkdr kicsi oxigénkoncentracid miatt oldhaté Fe(II)
formaban volt jelen. Az oxigénkoncentracio novekedésével a mangantartalmi SOD-ok vették
egyre inkabb at az O, ~ (szuperoxid gydkanion) semlegesitésének szerepét. Ekkor még a réz
nem nagyon volt hozzaférhetd, mivel tobbnyire rosszul oldhaté réz(I)-szulfid alakban fordult
el6. A késobbi szakaszban, amikor az atmoszféra oxidalova valt, a kialakult sejtmaggal
rendelkez0 eukariotdk sejtjeiben jott létre a rezet és cinket tartalmazé metalloprotein. Ez
stabilisan koti a fé,et Cu(I) és Cu(Il) allapotban is, ezért nem veszélyes az eukariotdk DNS-

tartalmara, ellentétben a vas-, illetve mangantartalmi SOD enzimekkel, melyek konnyen



elvesztik Fe(Il) és Mn(II) centrumaikat. Az elmult években felfedeztek nikkeltartalmazo SOD
enzimeket is.

A szuperoxid-dizmutaz a toxikus szuperoxid gyoOkanion diszproporcionalodasat
katalizalja oxigénné €s hidrogén-peroxidda.

20,7+ 2H" — 0, +H,0;

Miikodésiik alapja az, hogy az M(I)/M(II) redoxipotencial a réz, illetve M(II)/M(III) a
vas és a mangan esetén az 0,/0, ", illetve a O, /0,* parok redoxipotencialja kozé esik. Tehat
a szuperoxid gyOkaniont oxidalni és redukalni is tudjak. A keletkezé H,O, ugyancsak reaktiv,

a katalaz, illetve a peroxidaz enzim végzi a semlegesitését [3, 4].

2.2.1. A vas- és mangantartalmi szuperoxid dizmutaz (Fe-SOD, Mn-SOD) enzimek

A Fe-SOD enzimet a prokaridtakon kiviil néhany eukariéta csalad kloroplasztiszaban is
izolaltak, a Mn-SOD enzim pedig valamennyi aerob sejtben, illetve, emldsok esetén a
mitokondriumokban megtaldlhat6. A metalloenzimek gyakorlatilag homologok (1. abra).
Mindkét fémion kortl trigonalis bipiramisos elrendezddés alakul ki. Az ekvatorialis sikban
két hisztidin imidazol-oldallanca és egy aszparginsav karboxilatcsoportja koordinalodik. A
harmadik hisztidin és egy vizmolekula vagy egy hidroxidion axidlisan kotédik. Az aktiv

centrum kialakitasaban hidrogénkotések révén részt vesz még Tyr-, Trp-, GIn- és Asn-

g" Glnl46 } Glnt?

S HisT3 '-

Hisf]l ..., }r:H-

Tyrdd w—'}-‘ ;
—

Mp AspleT )| g Asplie
J-[uiIT]‘/l\ \.

His160
b ;
g Hisz EII:- 6

1. abra: A Mn- és a Fe-SOD enzim aktiv centrumanak szerkezete [6]

oldallanc is.

A két enzim kozel egyforma aktiv centruma miatt, a szuperoxid gyoOkanion
Fe(l11)/Fe(Il), illetve a Mn(IIT)/Mn(II) redoxipar kozvetiti. A katalitikus aktivitas pH-fliggé. A
protontranszfer altal kisért elektrontranszfer reakcidban feltehetdleg a Gln- és a Tyr-
oldallancanak protonjai vesznek részt. Az aminosavak kissé eltéré elhelyezkedése a Fe- és
Mn-tartalmt SOD enzimekben az enzimek redoxi finomszabalyozasaban jatszhat szerepet. A

katalitikus ciklusban két félreakcio kiilonithetd el. Az elsé az oxidativ szakasz, amikor egy
7



molekula szuperoxid-gyokanion kotédik az aktiv centrumban talalhatdo fémionhoz [M(111)],
majd a fémion koordinacios szférajaban talalhaté OH™ felvesz egy protont, az O, ~ dioxigénné
oxidalodik, a fémion [M(IID)] pedig redukalodik [M(II)]. A masodik a reduktiv félreakcid
soran a szuperoxid-gyokanion a fémion redukalt alakjdhoz koordinadlodik, és az el6zdleg
kotddott vizmolekula egy H felvételével hidrogén-peroxidda alakul, az aktiv centrum pedig
visszanyeri kiinduldsi allapotat. Tehat mindkét SOD enzim esetében felirhatjuk az alabbi
egyenleteket a dizmutéciora,

0, +H" +P(M*OH") — 0, + P(M*H,0)

0,” + H" + P(M**H,0) — H,0, + P(M**OH")

ahol M a Fe- vagy a Mn-ion, P pedig a fehérje [3, 5, 6].

2.2.2.A Cu,Zn-tartalma SOD enzim

A szuperoxid dizmutdzok koziil a Cu,Zn-tartalmi a legjobban ismert (2. 4bra). A
Cu,Zn-SOD enzim az eukariotak citoplazmajaban taldlhat6. Az enzim rontgendiffrakcios
vizsgalata alapjan tudjuk, hogy két egyforma alegységbdl all, melyeket hidrofob kolcsonhatas
tart 6ssze. Mindkettd tartalmaz egy réz- és egy cinkiont. A Cu(Il)-ion négy hisztidil-oldallanc
imidazol-nitrogénjéhez és egy vizmolekulahoz, a Zn(ll)-ion pedig harom imidazolnitrogénhez
és egy aszparaginsav karboxilatcsoportjahoz koordinalodik. Az egyik hisztidin k6zos, mely az
oxidalt formaja fémionokat hidligandumként koti 0ssze a deprotondlt imidazolat gytirtijén
keresztiil. A réz koordinacids szféraja erdsen torzult, &tmenetet képez a négyzetes piramisos
¢s a trigondlis bipiramisos geometria kozott, a cink(Il)-ion pedig kozel tetraéderes

geometriaju.

/ e - |
;?Quz'—Ni__ S5 N—Zn?_ _Glyag

e —K . "00G-ASPay

H:{% Hisg, N\%

2. abra: A Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak szerkezete [6]

A Zn(ll)-ionnak nincs szerepe a katalizisben, 6 funkcioja az aktiv szerkezet kialakitasa
¢s stabilizalasa. A réz(I)-ion vesz részt a katalitikus ciklusban, mikézben oxidécios allapota

valtozik. A dizmutalasi reakcio (3. abra) a kovetkezd egyenletekkel irhato le:



Zn(Im)Cu?* + 0, ~ — Zn(Im")Cu* + O,

Zn(Im)Cu" + H" — Zn(ImH) + Cu*

Cu"+ 0, — Cu*"-0,"

Cu?*-0,%" + H* + Zn(ImH) — Zn(Im")Cu** + H,0,

A szuperoxid-gyokanion kozvetleniil az aktiv centrum Cu(Il)-ionjahoz koordinalodik, a
vizmolekula helyére. Az els6 lépésben a Cu(I)-ion Oyné oxidalja a O, -t, a redukalt,
mostmar Cu(I)-iont egy proton kiszoritja az imidazolatrél. Tehat a ligandumhid megszlnik, és
a Zn(Il)-ionhoz kapcsolodik az elébbiekben kozos deprotonalt imidazolatgytirii protonalt
formaja. Igy a Zn(I)-ion koriil szabalyos tetraéderes geometria alakul ki. Ez a szerkezet
elosegiti a kovetkezd 0, redukcigjat. Mivel a masodik félreakcioban az 0,
hidrogénkotésekkel kozel keriil a még a fehérjéhez kotott koordinative telitetlen Cu(I)-ionhoz,
azt visszaoxidalja Cu(Il)-ionnd. A keletkez6 HO, -t a Zn(ll)-ion altal koordinalt hisztidin
imidazolnitrogénjérél tavozo proton protonalja HoO,-d4. gy visszaalakul a ligandumhid. A
folyamat hajtoéereje a Cu(Il)-ion affinitdsa a His-imidazolathoz. A reakcidé igen gyors
(k=2><10'9 M'ls'l), kozel van a diffazids hatarhoz, és igy a Cu,Zn-SOD antioxiddnsként
viselkedve képes a citoszolbol eltavolitani a O, -t, igy gatolva az 6regedést és a sejtek rakos

elfajulasat [3, 6, 7, 8].

N | /N / . N 24
N~ 2 Oy Zn—N
/Cu\+ /\N/Zn2+_N -2 \Cu SN \

Hisgy Hisgy

3. abra A Cu,Zn-tartalmi SOD enzim miikodésének abraja [7]

2.2.3. A Ni-tartalmu SOD enzim

Ujabban Ni-SOD enzimet azonositottak a Streptomyces tdrzsben. Enzimatikus
aktivitasa kozel annyi, mint a Cu/Zn-SOD enzimé, koriilbeliil 10° M ! s¥/aktiv centrum.

9



Rontgenkrisztallografidss mérések alapjan deriilt fény az aktiv centrum jellegére. Oxidalt
allapotban a nikkel(IlI)-hoz koordinalédik egy hisztidin imidazolnitrogénje és két cisztein
tiolatcsoportja, az egyik cisztein deprotonalt amid nitrogénje és a hisztidin aminocsoportjanak
nitrogénje. A nikkel koordinacids szféraja ekkor négyzetes piramisos. A redukalt forma
siknégyzetes geometriat mutat, az axialis imidazol disszocialodasa miatt. A Ni-SOD enzim

miitkodési mechanizmusat a 4. abra szemlélteti [9].

Cys2
—n
H
\NH <—<n " O3
6 R 2
Oz Cys ’t /Nii T
) i) (A)
H
o N
Cys2 NH Cys2
e s} H_H el
b L EXG HO ‘hu...g_ﬁ" d HO
Cys6 5\NI3;” o CysB—(\ \'!sz‘"
s l\NH;!: s~ \Nsz:o
M His1 His1
J/ yra i, Tyrg
HN LI"NH
Cys2

4. abra A Ni-SOD miikédésének mechanizmusa [9]

A szuperoxid dizmutdz enzimek tehat nagyon fontos metalloenzimek. Védik a sejteket
az 1gen reakciOképes szuperoxid-gyokanionoktol, melyek a lebontd folyamatok

melléktermékeként keletkeznek.

2.3. Bioinspiralt katalizis

Az enzimek el6nyds tulajdonsagait Osszevetve, direkt laboratoriumi alkalmazasuk
kézenfekvonek tlinhet, azonban nagyon érzékenyek a koriilményekre, szlik nyomas- és
hémérséklettartomanyban, valamint sotartalma vizes (fizioldgias) oldatban miikodnek
optimalisan. Problémat jelent tovabba az is, hogy az enzimek homogén katalizatorok, ezért a
reakcioelegybdl valo visszanyerésiik nagyon nehéz.

Ezeket a hatranyokat kikiiszobolhetjiik példaul gy, hogy az enzimet rogzitjiik kiilonféle
hordozokra/ban olyan modszerekkel, hogy a hordozoOmentes enzim aktivitasa €s szelektivitasa

megmaradjon.
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Az enzimek immobilizalasdnak szdmos eldénye van. Legfontosabbak, hogy szerves
oldoszerekben né az enzimaktivitas, szélesebb homérséklettartomanyban alkalmazhatok, nd
az enantioszelektivitas, a reakcio lejatszodasa utan sziiréssel vagy centrifugalassal kinyerhetd
a rogzitett enzim, valamint ujra felhasznalhaté egy masik reakcidban.

Az enzimeket rogzithetjiik kiilonféle hordozokhoz fiziszorpcioval, ionos kotéssel, vagy
kovalens kotéssel.

A fiziszorpcid egy egyszeri, gyors és reverzibilis modja az enzim rogzitésének, melynél
az enzim hidrogénhid-kotéssel, van der Waals vagy elektrosztatikus kolcsonhatdsokkal
kotédik a hordozohoz. Hatranya az, hogy ezek a kolcsonhatasok gyengébbek, mint az
elsédleges kotések, ezért az enzim deszorpcidja varhatd [10]. Sok kutatocsoport foglalkozik
ezzel a modszerrel. Egy példat emlitenék, melyben Candida rugosa-bol kinyert lipaz enzimet
adszorbealtak réteges cirkonium foszfatokra, foszfonatokra és alkalmaztak klorfenoxi
propionatok enantioszelektiv hidrolizisére. Tobb esetben sikeriilt a szabad enzimhez képest
nagyobb enantioszelektivitast elérni, a rogzitett enzim élettartama megnott, ¢€s
enantioszelektivitasa tobbszori felhasznalas utan sem csokkent Iényegesen [11].

Az ionos és kovalens kotések esetén kevésbé szamithatunk az enzim lemosodasara,
mely hatasara az enzim dezaktivalodhat. Ez utobbi esetben mind az enzim, mind a hordozo
hasznalhatatlanna valik [10]. Példaul tormabol kinyert peroxidazt rogzitettek szilika
mikrorészecskékre kovalens kotéssel, és tanulmanyoztdk az igy nyert anyag peroxidaz
aktivitasat ¢s stabilitasat. A rogzitett enzim élettartamanak felezési ideje a szabad enzimhez
képest 50 °C-on 2-rél 52 orara emelkedett, valamint DMSO 20%-nal toményebb vizes
oldataban a rogzitett enzim mutatott nagyobb aktivitast [12].

A kovalens kotéssel torténd rogzités a leggyakrabban alkalmazott modszer az enzimek
immobilizalasara. Tobbpontos kovalens kotés alkalmazasaval nagyobb hdstabilitast érhetiink
el, az enzimmolekula szerkezete merevebbé valik. Amennyiben az enzim aktiv formajat
sikeriil rogziteniink, az kevésbé lesz képes konformaciovaltozasra és inaktivalddasra [10].

Tovéabbi megoldas lehet az enzimek immobilizalasara, ha csapdaba zarjuk kiilonféle
szerves vagy szol-gél polimerekben. Szol-gél anyagokba rdgzitettek Candida rugosa-bol
kinyert lipazt, mely hatisara az enzimaktivitds Otvenkilencszeresére emelkedett a vizsgalt
észterszintézisben [13].

Tovabbi megoldas lehet az enzimek funkciondlis vagy szerkezeti modellezése, hiszen
igy az enzimek eldnyds tulajdonsagai megtarthatok. Funkcionalis modellezés esetén nem

masoljuk le a fémion kornyezetét, hanem olyan ligandumokat keresiink, melyekkel az
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enzimhez hasonléan mikodik a modellkomplex. Szerkezeti modellezéskor pedig arra
toreksziink, hogy az enzim aktiv centrumat minél pontosabban utanzé6 modellvegyiileteket
alakitsunk ki. Mindkét megkdzelitést sokan alkalmazzdk szerte a vilagon, és mindkét

megkozelités hozott mar figyelemreméltd eredményeket [7].

2.3.1.S0OD enzim modellezése

A Cu,Zn-tartalma SOD enzim szerkezeti és funkcionalis modellezésére iranyulo
kutatasok tobb kutatocsoport érdeklddését is felkeltették az utobbi évtizedekben, és mivel a
SOD enzimek koziil ez a leginkabb kutatott, ezen a példan mutatom be, hogyan lehetséges a
szerkezeti, illetve funkcionalis modellezés. Kozlemények sora sziiletett meg, amelyekben a
Cu,Zn-SOD szerkezetét utanzé modellkomplexeket vizsgaltak [15, 16, 17, 18]. A természetes
enzim szerkezetébdl addddan a vizsgalatok soran leginkabb imidazolathidat tartalmazo

vegyiileteket tanulmanyoztak (5. abra).

2 | ~
N ’|\l
2+ PN
/\/(\ N C|:LI —N" g N- cuZ— N
N —/
N— © N—Cu2+ N

5. abra: Cu(Il)-tartalmi modellrendszerek

Amint az abran is lathato, ligandumként imidazol- és piridintartalmi makrociklusos
vegylileteket, aminokat és imidazolt, mig fémionként réz(Il)-iont alkalmaztak. A pontos
szerkezetet szilard allapotban rontgendiffrakciés modszerrel és infravords spektroszkopiaval
hataroztak meg, mig vizes oldatban a leggyakrabban hasznalt mérési modszerek az UV-Vis és
ESR spektroszkopia, valamint a potenciometria voltak. Az esetek nagy tobbségében
vizsgaltak a komplexek magneses tulajdonsagait is. Az irodalomban fellelheté tobb olyan
cikk 1is, amelyben beszamolnak tobbmagva, imidazolathidat tartalmazé fémkomplexek

vizsgalatarol, amelyekben ligandumként egyszerli aminokat és imidazolt, mig fémionként
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réz(I1)-, cink(Il)- és nikkel(Il)-ionokat hasznaltak [19, 20]. A vizsgalati modszerek a pH-
fiiggd ESR spektroszkopia, magneses vizsgalatok, UV-Vis spektrofotometria, potenciometria
¢s SOD tesztreakciok voltak. A vizsgalt komplexek SOD aktivitasa minden esetben elmaradt
a természetes enzimétol.

A fent emlitetteken kiviil tovabbi tobbmagva réz(II)—réz(Il), réz(I1)—cink(11) komplexet
is vizsgaltak, mint Ilchetséges SOD modellvegyiileteket [21, 22]. Ligandumként
makrociklusos vegyiileteken kiviil olyan molekulakat (imidazolt, karboxilcsoportot tartalmazo
vegyiiletek) hasznaltak, amelyek képesek hidligandumként viselkedni két fémion kozott. A
vizsgalati moddszerek itt is hasonldak (magneses mérések, IR spektroszkopia, ESR
spektroszkopia, SOD tesztreakcio, rontgen-diffrakciés mérések, ciklikus voltammetria, UV-
Vis spektrofotometria) voltak, mint az el6z6 esetekben. Néhany esetben a vizsgalt komplexek
igen jo szerkezeti és miikodési SOD modellnek bizonyultak. A szerkezeti modellezésen kiviil
szamos olyan munkat kozoltek [23, 24], amelyekben a modellkomplex szerkezete ugyan nem
hasonlitott a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumahoz, de milkddésileg igen jol utanozta azt.
Ezekben az esetekben egymagvi réz(Il) komplexekrdl van sz6, amelyekben ligandumként az
el6zéekhez hasonloan imidazolt, makrociklusos vegyiileteket, illetve aminokat alkalmaztak.

Néhany egymagvi, SOD aktivitassal rendelkez6 réz(11) komplex szerkezete 1athato a 6. abran.

6. abra: Cu(II)-tartalmia funkcionalis modellek

2.4. Heterogén katalizis

A heterogén katalizis sok elénnyel rendelkezik a homogén katalizissel szemben (a
termék konnyen elvalaszthatd a katalizatortol, igy az ujrafelhasznalas konnyebb; bizonyos
reakcidknal a szelektivitds nagy, stb.), ezért a szilard hordozoéra rogzitett fémkomplexek
felhasznalasa heterogén katalizatorként igen elterjedt. Az utobbi évtizedekben sok esetben

hasznaltak oOket oxidacids-redukcids, polimerizacios, illetve mas szerves kémiai reakcidok
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katalizatoraiként. Ilyen reakciok lehetnek példaul a hidrogén-peroxid bontasa, szuperoxid
gyokok dizmutalasa, epoxidalés, stb. Szilard hordozoként szervetlen matrixokat alkalmaztak
(mint példaul fém-oxidok, agyagasvanyok, zeolitok, szilikagél), mivel a szervetlen
hordozdknak szdmos elénye van példaul a szerves hordozokkal szemben. Nagyon fontos a
kémiai stabilitas (bizonyos esetekben a kémiai inertség), ami a szervetlen hordozok egyik
nagy elénye. A kitlind mechanikai stabilitds is indokolja hasznélatukat, csakugy, mint a
termikus stabilitds (jobban ellenallnak a hémérsékletvaltozasnak, mint példaul a polimerek).
A modellkomplexek immobilizdlasa mellett a természetes enzimek rogzitése szilard
matrixokban is igen elterjedt az utobbi idoben. A heterogenizalastdl kiilonbozd elényds
tulajdonsagokat remélve szuperoxid dizmutaz enzimeket is immobilizaltak [25, 26].

Kisérleti munkdmban a funkcionalizalt szilikagélen torténd kovalens kotéssel torténd
feliiletre rogzitést hasznéltam, ezért ezt mutatndm be kozelebbrdl. A szilikagél azzal a nagy
elénnyel rendelkezik mas hordozokkal szemben, hogy feliileti hidroxilcsoportjai alkalmasak
funkcionalizalasra. Ez azt jelenti, hogy kovalens kotéssel tudunk kapcsolni a feliilethez arra
alkalmas szerves ligandumokat. A ligandumok immobilizalasat kovetéen pedig fémionok
hozzdadasaval a matrix feliiletén alakul ki a kivant komplex. Az ily moédon eldallitott
koordinacids vegyliletek viszonylag tavolabb helyezkednek el a feliilettél, &m kiilonféle
kolcsonhatasokkal (koordinativ kotés, hidrogénhid és van der Waals kolcsonhatasok)
kapcsolatban maradhatnak vele. A funkcionalizalt szilikagélek eldallitasara sokféle

kidolgozott technika all rendelkezésre [27], melyek koziil néhany modszer a 7. abran lathato.
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7. abra: Funkcionalizalt szilikagél eloallitasanak lehetoségei
A szilikagélen immobilizalt fémkomplexek legszéleskoriibb felhasznédldsa azonban a

kiilonboz6 szerves kémiai reakciok katalizalasaban van [28, 29, 30, 31] (epoxidalas, olefin

polimerizacid, alkan, alkén, illetve alkohol oxidacio, stb.).
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3. Kisérleti rész

3.1. Felhasznalt anyagok

A komplexek ligandumaként védett aminosavakat, L-hisztidin-metilésztert (H-His-
OMe), L-cisztein-metilésztert (H-Cys-OMe) ¢és L-cisztin-metilésztert (H-Cys-OMe),
hasznaltam. MnCl,x5H,0 Mn2+-ionja, illetve NiCl,x6H,0 Ni2+-ionja szolgaltatta a kozponti
fémiont. A hordozo, melyen kialakitottam a komplexeket klorpropilezett szilikagél (SG, 8%-
ban funkcionalizalt) volt. Oldoszerként 2-propanolt alkalmaztam. Az Osszes anyag

Sigma—Aldrich Chemical Co. termék.

3.2. Kovalens kotés kialakitasa, komplexképzés

Az els6 1épés a C-védett aminosav és a funkcionalizalt szilikagél kozti kovalens kotés
kialakitasa volt. A kotés az aminosav N-terminalisan, az aminocsoport és a klorpropilezett
szilikagél kloratomjanak reakcidjaval létesiilt, lugos korilmények kozott. A reakcid N-
alkilezéshez hasonld folyamattal ment végbe. Ezutan a komplexképzés kovetkezett semleges
kozegben, ligandumszegény (csak az immobilizalt aminosavak képesek koordinalédni a
kozponti fémionhoz), illetve ligandumgazdag kornyezetben (a védett aminosavakat
feleslegben alkalmaztam, azaz volt a reakcidelegyben feliiletre nem kotott aminosav-
szarmazék is). Egyfajta ligandumot tartalmazo rogzitett komplexeket allitottam eld.

A reakciok altalanos sémaja a kovetkezd volt: csiszolatos gomblombikba 0,5 g
funkcionalizalt szilikagélt mértem (~0,35 mmol klorpropilcsoportot tartalmaz), melyhez 2-
propanolt (60 cm®) és 1,75 mmol védett aminosavat adtam. A lagos kdzeg biztositasara
NaOH-ot adagoltam az elegyhez. A gomblombikra visszafolyds hiitét szereltem és
elektromosan flithetd magneses keverdvel a 2-propanol forraspontjan visszafolyattam és
kevertettem a reakcidelegyet 24 oraig. A kapott szilard anyagot szlirtem, tobbszor atmostam
2-propanollal, hogy a nem kovalensen kotott (mondjuk adszorbedlt) aminosavat eltavolitsam.
Ezutan a komplexképzés kovetkezett. A kapott anyaghoz 1,75 mmol fémsét és 60 cm® 2-
propanolt adtam majd 24 o6ran keresztiil, szobahdmérsékleten, folyamatosan kevertettem az
elegyet. A sziirést és az oldoszeres mosast kdvetden az anyag felét félretettem (kovalensen
kotott komplex ligandumszegény kornyezetben), a masik feléhez 0,875 mmol védett
aminosavat és 60 cm® 2-propanolt adtam. A szuszpenzidt 24 Oran 4t szobahémérsékleten
magneses keverdvel kevertettem. Végiil a kapott anyagot sziirtem, 2-propanollal mostam ¢és

Oraiivegen szaritottam (kovalensen kotott komplex ligandumgazdag kornyezetben).
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Az eléallitott komplexek: SG-His-OMe-Mn(Il), SG— His-OMe-Mn(I1)-H-His-OMe,
SG-Cys-OMe-Mn(ll), SG—Cys-OMe-Mn(I1)-H-Cys-OMe, SG—(Cys-OMe)—Mn(ll), SG—
(Cys-OMe),—Mn(11)—(H-Cys-OMe),, SG-His-OMe-Ni(ll), SG-His-OMe-Ni(Il)-H-His-
OMe, SG-Cys-OMe—-Ni(ll), SG-Cys-OMe—Ni(I)-H-Cys-OMe, SG—(Cys-OMe),—Ni(ll),
SG—(Cys-OMe),—Ni(I11)—(H-Cys-OMe)s.

3.3. Nitrogéntartalom meghatiarozasa Kjeldahl modszerrel

Az eldallitott anyagok nitrogéntartalméat Kjeldahl moddszerével hataroztam meg. Az
eljaras elso 1épése a roncsolas. Kjeldahl lombikba analitikai pontossaggal bemért mintahoz 5

3 30%-0s H,05-0ot adtam. Katalizatorként CuSO4-ot

cm?® tomény kénsavat és 1 cm
alkalmaztam. A reakcidelegyet 30 percen at forraltam, ugy hogy a lombikba egy tolcsért
helyeztem, melyen a kénsavgdzok kondenzaltak. El6szor a szenesedés miatt a lombik tartalma
megsotétedett, majd 15 perc elteltével kitisztult. A roncsolas sordn a mintdban taldlhatod
nitrogén (NH,4),SO4-ta alakult. Miutan az oldat kihiilt, 40 cm® vizzel higitottam, és 50%-0S
NaOH-oldattal semlegesitettem fenolftalein indikator jelenlétében. Ezutan kovetkezett a
masodik 1épés, a desztillaldas. A Kjeldahl lombikra desztillalé feltétet szereltem, és az

. 3
ammoniat 20 cm

0,05 M-os sosavat és 20 cm® desztillalt vizet tartalmazé elegybe
desztillaltam at, mely metilvords indikatort is tartalmazott. A modszer harmadik 1épése a
titraldas. A HCI feleslegét 0,05 M-0s NaOH-oldattal megtitraltam, majd kiszamoltam a

mintaban 1évo nitrogén mennyiségét.

3.4. Fémion mennyiségi meghatarozasa induktiv csatolasi plazma optikai emisszios

spektrometria (ICP-OES) médszerrel

A mintdinkat nem lehetett kozvetleniil szilard allapotban megmérni, ezért tomény
kénsavval elroncsoltuk, semlegesitettiik és sziirtiik.

A mérésekhez hasznalt ICP-OES késziilék egy UNICAM altal forgalmazott IRIS
Intrepid I XSP Duo késziilék, mely az axidlis és radialis nézetet is lehetévé teszi a plazmara.
A mintdk porlasztdsa egy kodkamran keresztiil tortént. A mérésekhez belsd sztenderdet

hasznaltunk, ami ittrium volt. Bels6 sztenderd alkalmazasa a mérés megbizhatdsagat novelte.

3.5. IR spektroszképia — analitikai hullimszam-tartomany (4000-400 cm™)
Az eldallitott anyagokat infravords spektroszkopidval vizsgaltam. A mintakészités soran
10 mg szilikagélen rogzitett komplexhez 300 mg KBr-ot mértem, és 8 percen at poritottam a

keveréket. A mérésekhez diffuz reflektancia feltétet hasznaltam. A spektrumokat BIO-RAD
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Digilab Division FTS-65 A/896 FT-IR spektrofotométerrel vettem fel, 2 cm™ felbontassal.
Egy spektrumhoz 256 interferogramot gytjtottem. A kiértékelést a Win-IR programmal
végeztem. El0szOr a minta egysugaras szinképébdl a KBr egysugaras spektrumanak
segitségével eldallitottam a kétsugaras szinképet. 4000—400 cm™ hulldmszam tartoméanyon
alapvonal-korrekciot végeztem el, majd simitast alkalmaztam (boxcar modszer), ha sziikséges
volt. Ezutan a hordozo kivonasa kdvetkezett. A dolgozatban csak az informativabb tartomanyt
(1850-600 Cm'l) mutatom be, és a szerkezeti sajatsagokat is az itteni hullamszam-eltolédasok

alapjan targyalom.

3.6. IR spektroszkodpia tavoli hullimszam-tartomany (500—-200 cm™)

A tavoli IR tartomanyban a szinképek felvételéhez a Nujoll Mull technikat
alkalmaztam. 10 mg mintat szuszpendaltattam egy csepp paraffinolajban, majd ezt a
szuszpenziot polietilén ablakra (50 mg polietilénbdl préseltem) cseppentettem fel, és
detektaltam a spektrumot. Egy minta spektrumdnak felvételéhez 256 interferogrammot
gylijtéttem 4 cm™-es felbontassal. A spektrumok feldolgozasa soran az 500-200 cm™
hullamszam-tartomanyon alapvonal-korrekcidt végeztem, majd simitast alkalmaztam (boxcar
modszer), ha sziikséges volt. Ezutan a hordozé kivonasa kovetkezett, igy allt eld a végleges
szinkép. A spektrumokat egy BIO-RAD Digilab Division FTS-40V tipusu késziiléken vettem
fel.

3.7. Raman spektroszkopia

A rogzitett komplexeket enyhe poritds utan egy NMR csdbe toltottem és detektaltam a
spektrumokat. Egy minta szinképének felvételéhez 1024 interferogrammot gyiijtdttem, 4 cm™
felbontas mellett. A spektrumok kiértékelése soran végeztem alapvonal-korrekciot, illetve ha
szilkséges volt, sSimitast. A méréseket egy BIO-RAD Digilab Division FT-Raman

spektrométeren végeztem el.

3.8. UV-Vis diffuz reflektancia spektroszképia (UV-Vis DRS)

A mérés mintaelOkészitést nem igényelt. A spektrumok feldolgozasa soran, ahol
sziikséges volt simitast végeztem. A méréseket egy Ocean Optics ADC1000-USB dioda soros

késziiléken hajtottuk végre.
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3.9. ESR spektroszkopia

A szilard mintdk ESR spektrumait mintaelokészités nélkiil, szobahdmérsékleten vettiik
fel. A kiértékelés soran egy ESR szamitogép programot hasznaltunk [32], amely segitségével
a mért gorbét szimulaltuk és igy nyertiik ki az informaciokat. A méréseket egy Bruker
EleXsys E500 spektrométeren végeztiik el, kvarc ESR kiivettaban. A spektrométer beallitasai
a kovetkezok voltak: mikrohullamu frekvencia 9,51 GHz, mikrohullamu teljesitmény 12 mW,

modulacids amplitadé 5G, valamint modulacios frekvencia 100 kHz.

3.10. Szuperoxid dizmutaz aktivitas mérése

Az eldallitott anyagok SOD aktivitast a Beauchamp és Fridovich modszeren alapul6
riboflavin—metionin—nitro-blue-tetrazolium (NBT) tesztreakcioval vizsgaltam [33]. A
méréseket két kvarckiivettaban végeztem, parhuzamosan mérve a vak és a katalizatort is
tartalmazoé elegyet.

A3cm® reakcioelegy a kovetkezd Osszeteviket tartalmazta:

2,8 cm® 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav (HEPES) puffer (pH=7,5), amely
tartalmaz 0,1 mM etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) és 13,0 mM metionint,
- 0,1cm®5,0 mM NBT oldat,
0,1 cm® 0,2 mM riboflavin oldat,
- avizsgalando feliileti komplex a megfeleld koncentracioban.
A 3 cm?® vakproba nem tartalmazott vizsgalando mintat.

A tesztreakcid megvilagitas hatdsara indul, és aerob koriilmények kozott jatszodik le. A
kiivettdkat egy sajat készitésti fénykamraba, mely egy beliill aluminiumfélidval boritott
papirdoboz, és két darab, egyenként 15 W-os fluoreszcens €got tartalmaz, az égdk kozott
rogzitett helyre tettem. A megvilagitas 10 percig tartott. Ennek hatasara a riboflavin oxidalja a
metionint és oxigénmolekuldkkal torténd reakcidjaban szuperoxid-gydkanionokat termel.
Ezek reakcioba l1épnek az NBT-vel, melynek szine sargdbol kékre valtozik. A folyamat
szabalyozhat6, mivel nem termel6dik t6bb szuperoxid-gyokanion, ha kikapcsoljuk a
fényforrast. A reakcidt spektrofotometriasan kovettem tgy, hogy 560 nm hullamhosszon
mértem az abszorbancia értékeket. Az immobilizalt fémkomplexet is tartalmazd elegyben
kisebb a szinvaltozas, mivel az dizmutélja a keletkezd gydkanionok egy részét, tehat az NBT
redukcigjat inhibialja. EbbOl az kovetkezik, hogy minél kisebb a szinvaltozas annal

hatékonyabb a mért komplex.
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3.11. A ciklohexén oxidalasa

Az eldallitott rogzitett komplexeket felhasznaltam katalizatorként a ciklohexén
oxidalasa soran. Oxidaloszerként diacetoxi-jodozilbenzolt és perecetsavat alkalmaztam. A
reakcidelegyben a ciklohexén (21ul):oxidaldészer molaranya 5:1 volt. Kiilonbozo olddszereket
alkalmaztam (1 cm?®) a tesztelés soran. A legidealisabb katalizator-koncentracié megtalalasa
érdekében valtoztattam a bemért feliileti komplex mennyiségét. A reakcioelegy 0sszedllitasa
el6tt nitrogén atbuborékoltatasaval kizartam a leveg6t a rendszerbol. Belsé sztenderdnek tolult
hasznaltam. A ciklohexén oxidaciojat gazkromatograffal kovettem nyomon, az alkalmazott

detektor egy langionizacios detektor (FID) volt.

3.12. Pasztazé elektronmikroszkophoz csatolt energiadiszperziv rontgenanalizator

(SEM-EDX)

A szintetizalt felilleti komplexek elemtérképét egy Hitachi S-4700 pésztazo
elektronmikroszkdphoz csatolt energiadiszperziv fluoreszcens spektrométerrel (Rontec QX2)

tanulmanyoztuk.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Mennyiségi meghatarozas
A munkam soran eléallitott feliileti komplexeknek meghataroztam a nitrogéntartalmat a
Kjeldahl modszerrel és a fémiontartalmat ICP-OES-sel. Ezekkel a modszerekkel probaltam

megadni a fémion:ligandum aranyt az immobilizalt komplexekben.

1. tablazat: Mn(II)-tartalmia komplexek nitrogén- és fémiontartalma

Nitrogéntartalom (mmol/g) Fémiontartalom (mmol/g)
SG-His-OMe-Mn(11) 0,496
SG-His-OMe-Mn(I1)-H- 0,120
1,726
His-OMe
SG—Cys-OMe—Mn(lI) 0,605
SG-Cys-OMe-Mn(11)-H- 0,607
1,955
Cys-OMe
SG—(Cys-OMe),—Mn(l1) 0,405
SG—(Cys-OMe)>—Mn(1N)—H- 0,243
(Cy )2 (11) 0.895
(Cys-OMe),
A Mn(Il) kozponti ionnal elkészitett immobilizalt komplexek nitrogén-, illetve

fémiontartalmat az 1. tablazatban tiintettem fel. A nitrogénmeghatarozasbol az tinik ki, hogy
az elméletileg lehetséges maximalis értéknél (~0,705 mmol) kevesebb aminosav kotédik meg
a szilikagélen, tehat nem minden klérpropilcsoport cserélddik le aminosavra. A harom
ligandumszegény kornyezetben kialakitott komplex fémiontartalmat tiintetem fel, mivel a
ligandumszegény feliileti komplex kialakitdsa utdn mar nem visziink be ujabb fémion
mennyiséget a rendszerbe, a lemosddas pedig elhanyagolhatonak bizonyult, igy ez az érték
megegyezik a ligandumgazdag feliileti komplex fémiontartalmaval. Meg kell emlitenem,
hogy a modositott szilikagél felilletén is megkotddik a fémion egy része, €z a mennyiség
~0,04 mmol-nak adodott. Ezt igy hataroztuk meg, hogy a szintézis els§ két 1épését
végrehajtottuk védett aminosav hozzaadasa nélkiil. A tablazatban ezt az értéket kivontam a
mért fémiontartalombol.

A C-védett hisztidintartalmi mintak esetében a ligandumszegény feliileti komplex
fémion:ligandum ardnya ~1:4. Ez kétféleképpen képzelhetd el: vagy tgy, hogy a valos

fémion:ligandum ardny 1:2 és taldlhaté a felilleten olyan aminosav is, melyhez nem
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koordinaldédik a Mn(II), mivel valosziniileg nem helyezkedhet el egymashoz olyan kozel négy
rogzitett aminosav, hogy egy fémionhoz koordinalddjanak; vagy tgy, hogy hidrogénhidas
kolcsonhatassal kapcsolodik egymashoz két hisztidinmolekula és igy jon 1étre az 1:4 arany.
Ligandumgazdag esetben a fémion:ligandum arany ~1:14, mely tobbszorose az elképzelhetd
maximumnak (1:6), ez alapjan azt feltételezziik, hogy hidrogénhid-kotéssel kapcsolodnak
egymashoz a hisztidinmolekulak.

A C-védett ciszteintartalmu feliileti komplexnél sszehasonlitva a nitrogéntartalmat a
fémiontartalommal, azt kovetkeztetést vontam le, hogy a ligandumszegény feliileti komplex
nagy valoszintiséggel 1:1 0Osszetételi, mig a ligandumgazdag kornyezetben kialakitott
komplex 1:3 osszetételii lehet.

A C-védett cisztinnel alkotott komplexeket vizsgalva megfigyelheté, hogy a
ligandumszegény feliileti komplex esetében a nitrogén és a fémion ardnya ~1:1,7, tehat
valoszintileg 1:1 és 1:2 aranyt komplexek talalhatok a feliileten. A ligandumgazdag komplex
Osszetétele 1:3,7. Ez alapjan azt feltételezem, hogy minden fémionhoz két feleslegben adott
C-védett cisztin koordinalodik.

Minden rogzitett komplexre igaz lehet, hogy vegyes Osszetételti komplexek talalhatok a
feliileten.

A nikkeltartalmi komplexek nitrogén-, illetve fémiontartalma a 2. tablazatban lathato.
Ezekr6l a mintakrol is hasonloak allithatok, mint a mangantartalmuakrol az elébbiekben.

A C-védett hisztidintartalma anyagokban sokkal tobb aminosav talalhat6, mint amennyi
csupan koordinacids kdlcsonhatasokkal elképzelhetd.

A C-védett ciszteintartalmi mintak esetén, minden bizonnyal vegyes 0Osszetételii
komplexek talalhatok a feliileten.

A C-védett cisztin esetén, ligandumszegény koriilmények kozott 1:1 és 1:2 ardnyt
komplexek képzelhetok el a szilikagélen. A ligandumgazdag kornyezetben kialakitott
komplexénél megfigyelhetd, hogy a feleslegben adott aminosav mennyisége kevesebb, mint a
minta fémiontartalma, ezért azt feltételezem, hogy nem minden fémionhoz koordinalodik
rogzitetlen aminosav, tehat a hordozon vegyesen helyezkednek el kiilonbozd Osszetételil
ligandumszegény és ligandumgazdag komplexek.

Mindezek alapjan lathato, hogy bonyolult, heterogén rendszerrdl van szo, pontosan nem

allapithato meg a feliileti komplex Osszetétele.
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2. tablazat: Ni(IT)-tartalmu komplexek nitrogén- és fémiontartalma

Nitrogéntartalom (mmol/g) Fémiontartalom (mmol/g)
SG-His-OMe—Ni(ll) 0,576
SG-His-OMe—Ni(Il)-H-His- 0,120
2,296
OMe
SG-Cys-OMe—Ni(ll) 0,554
SG-Cys-OMe—Ni(l1)-H- 0,345
1,091
Cys-OMe
SG—(Cys-OMe),—Ni(ll) 0,505
SG—(Cys-OMe),—Ni(11)-H- 0,384
(Cy )2-Ni(ll) 0.664
(Cys-OMe);

4.2. IR és Raman spektroszkopiai vizsgalatok

A kisérleti részben leirtak szerint készitettem el a komplexeket. Eldszor a megfeleld
védett aminosavat rogzitettem a modositott szilikagélre 2-propanolos kozegben. Ezutan
ligandumszegény, majd ligandumgazdag kornyezetben hoztam létre a Mn(Il)— és Ni(Il)—
védett aminosav komplexet.

A felileti komplexek szerkezetét, a komplexképzésben résztvevé koordinald
csoportokat infravords és Raman spektroszkopia segitségével hataroztam meg.

Az analitikai (k6zép) infravoros tartomanyban felvett spektrumokbol harom fontos
informacio nyerhetd. Megallapithatd, hogy az aminosav metilészterek feliiletre kotése, €s a
komplexek kialakitasa sikeres volt-e. Detektalhatd az, hogy a véddécsoport hidrolizalt-e az
alkalmazott lagos kozegben, és ha igen, akkor az igy kialakult karboxilatcsoport
koordinalodik-e a fémionhoz. Tudjuk, hogy a feliiletre kotott aminosav spektrumaban
megtalalhatok a karboxilatcsoporthoz tartozo aszimmetrikus (vqs), illetve szimmetrikus (vsim)
vegyértékrezgések, ezért minden esetben elmondhato, hogy a feliiletre kotés soran hidrolizalt
a véddcsoport. Amennyiben az ezek kozott 1€vo tavolsag (vas—Vsim) & Komplexalodas hatasara
novekszik, akkor egyfogi ligandumként (8. abra II), ha csokken, akkor kétfogh
kelatligandumként koordinalodik a karboxilatcsoport (8. abra III) . Ha a kiilonbség nem
valtozik, akkor elmondhato, hogy a koordinaciéo nem jott 1étre (8. abra I), ha kis elmozdulas
tortént a rezgésekben, akkor kétfogh hidligandumként koordinalodhat a karboxilatcsoport (8.
abra IV) [34, 35].
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8. abra: Kiilonbo6z6 tipusu fémion—karboxilat kolcsonhatasok [35]

A harmadik fontos informacié az, hogy a ligandumgazdag korilmények kozott
kialakitott komplexek esetében a karbonil-csoporthoz tartozé rezgés eltolodik-e, tehat a
karbonilcsoport részt vesz-e a koordinacioban.

A tavoli IR hulldmszam-tartomanyban felvett spektrumok esetében direkt informacio
nyerhet6 a fémion és valamely donorcsoport kozott kialakuld kotésrél. A rezgések
asszignalasa nehéz, mivel a rendelkezésre allo irodalmi adatok nagyfoku eltérést mutatnak.
Ezért egy (a kutatocsoportban) kisérleti uton felallitott korrelacios tablazatot alkalmaztam a

rezgések azonositasra [36]. A 3. tablazat tartalmazza a felhasznalt adatokat.

3. tablazat: Korrelacios tablazat: fémion—heteroatom kotéshez tartozo rezgések

rezgés/cm Mn(11) Ni(Il)
M—Namino 372,272 373, 264

M—Nimidazol 261 264
M—Siiolat 358 357

M—Oxarboxilat 355, 333 350, 339

Raman spektroszkopiaval is a donorcsoportok koordinacidja igazolhato, hasonloképpen
ahhoz, ahogyan az IR spektroszkopia esetében mar korabban leirtam.

A rezgési spektrumok targyalasa folyaman a kdvetkezOkben leirtak szerint fogok
eljarni. El6szor elemzem az analitikai hullamszam-tartomanyban detektalt IR spektrumokat
(1850-600 cm™), egy abran feltiintetve a védett aminosav, a felilletre kotott aminosav, a
ligandumszegény és a ligandumgazdag feliileti komplex spektrumat. Ezek utan bemutatom a
tavoli hullimszam-tartomanyban felvett IR spektrumokat (500-200 cm™), végiil a Raman

spektrumokat elemzem (500-200 cm™).

24



4.2.1. Mn(11)-tartalmu rogzitett komplexek vizsgalata

4.2.1.1. Mn(Il) kozponti fémiont tartalmazo L-hisztidin-metilészter tartalmu feliileti

komplexek rezgési spektrumai

A kovetkezéekben az SG-His-OMe-Mn(ll), valamint SG—His-OMe-Mn(Il)-H-His-
OMe rezgési spektrumainak elemzését Osszegzem. A 9. abran lathatdéak az analitikai
hullamszam-tartomanyban rogzitett IR spektrumok. A védett aminosav feliletre kotése
sikeres volt, hiszen a hordozé kivonasat kovetden jol strukturalt spektrumot kaptam (A). Az
alkalmazott ligos koriilmény miatt a véd6csoport hidrolizalt, ezt bizonyitja, hogy megjelenik
a karboxilatcsoporthoz tartozd aszimmetrikus vegyértékrezgés 1581 cm™-nél, mig a
szimmetrikus vegyértékrezgés 1410 cm™-nél (ez utdbbi rezgést a Raman spektrum alapjan
azonositottam, ott sokkal intenzivebb a szimmetrikus rezgés). Ezek alapjan a
ligandumszegény komplex spektrumat a feliiletre kotott aminosav spektruméval kell
Osszevetni. A ligadumszegény feliileti komplex esetében (C) A = Vascoo-—Vsimcoo- = 146 cm?,

mig a ligandum esetén ez az érték 171 cm™, tehat a karboxilatcsoport kétfoga ligandumként

koordinalodik.
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9. abra: Kozép IR spektrumok; A: SG-His-OMe, B: H-His-OMe, C: SG-His-OMe—
Mn(11), D: SG-His-OMe-Mn(I1)-H-His-OMe
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A ligandumgazdag kornyezetben kialakitott komplex spektruma (D) a szabad L-
hisztidin-metilészter spektrumara hasonlit jobban (B), ugyanis a szintézis soran az utolso
Iépésben mar csak szabad aminosavat adunk a rendszerhez, semleges kozegben. A tiszta
hisztidin spektrumaban megfigyelhetd 1759 cm™-nél  lathato rezgés rendelhetd a
karbonilcsoporthoz. Ez a sav nem toldodik el a ligandumgazdag komplex spektrumaban, tehat
a karbonilcsoport nem vesz részt a feliileti komplex kialakitasaban.

A 10. abran lathatéak a targyalt hisztidintartalmi mangéan(ll) komplexek tavoli IR

spektrumai.
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10. abra: Tavoli IR spektrumok; A: SG-His-OMe-Mn(l11), B: SG-His-OMe-Mn(I1)-H-
His-OMe

A korrelacios tablazat segitségével megadhatoak a fémion—heteroatom kotéshez tartozo
rezgések savjai. A ligandumszegény feliileti komplex esetében (A) 259 cm™-nél lathatd
rezgés egyértelmiien a Mn(Il)-imidazolnitrogén kotéshez tartozo rezgés. Ugyanakkor a
fémion—kaboxilatoxigén kotés rezgése is megjelenik egy savpar formajaban 350 cm™,
valamint 326 cm™ hullamszam értékeknél. A ligandumfeleslegben kialakitott komplex
spektrumaban (B) is két éles sav jelenik meg 356 em™-nél és 314 cm™-nél, amelyek
bizonyitékai, hogy van kotés a Mn(Il) és a karboxilatoxigének kozott. Ezen komplex
spektrumaban is jol lathatd rezgési sav jelenik meg 266 cm™-nél a hisztidinben tallhat6
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imidazolnitrogén koordinaciojatol. Mindkét spektrumban 400 cm™? feletti tartomanyban
megjelend savok a rendszerben 1évé vizhez/koordinalodott vizhez kothetdk [37].

A 11. abran lathatoak a targyalt komplexek Raman spektrumai. A mangan(ll)—
imidazolnitrogén kotéshez rendelhetd sav a ligandumszegény komplex spektrumaban 267 cm”
L.nél 1athatd (A), mig a ligandumgazdag komplex spektruméaban 270 cm™-nél (B) [38]. A
tobbi rezgés a hisztidin spektruméban is megjelenik (nem abrazoltam).

Osszességében a rezgési spektrumok értékelése alapjan elmondhato, hogy az SG—His-
OMe—-Mn(II) komplex kialakitasa sikeres volt, a ligandum koordinalédasa a karboxilatcsoport
oxigénjein keresztiil, valamint az imidazolnitrogén segitségével valdsult meg.
Ligandumfelesleg hatasara a ligandumszegény komplex atrendezddik, a feleslegben adott C-
védett hisztidin az imidazolnitrogénjén keresztiill kapcsolodik a  Mn(Il)-ionhoz.
Feltételezhetden mindkét immobilizalt komplex esetében viz is koordinalodik a kozponti

fémionhoz.
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11. abra: Raman spektrumok; A: SG-His-OMe-Mn(Il), B: SG-His-OMe-Mn(11)-H-
His-OMe
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421.2. A Mn(l) kozponti fémiont tartalmazé L-cisztein-metilészter-tartalmu

komplexek rezgési spektrumai

A kovetkezOekben a SG-Cys-OMe-Mn(ll), illetve a SG-Cys-OMe-Mn(I1)-H-Cys-
OMe komplexek rezgési spektrumainak elemzését irom le. A 12. dbran lathatok az adott
komplexeknek az analitikai hullamszam-tartomanyban detektalt IR spektrumai. A spektrumok
alapjan elmondhat6, hogy mind a szintézis, mind feliiletre kotés sikeres volt. Ismételten
megallapithatd, hogy a ligandumszegény feliileti komplexet (C) a feliiletre kotott aminosav
spektrumaval Osszehasonlitva kell értelmezni (A), mig a ligandumgazdag kornyezetben

kialakitott komplex spektrumat (D) a szabad aminosav spektrumaval kell Gsszehasonlitani

(B).
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12. abra: Kozép IR spektrumok; A: SG—Cys-OMe, B: H-Cys-OMeg, C: SG-Cys-OMe-
Mn(ll), D: SG-Cys-OMe-Mn(11)-H-Cys-OMe

A feliiletre kotott aminosav spektrumaban ismét megtalaljuk a karboxilatcsoporthoz
tartozo rezgéseket (1598 em™ és 1406 cm'l), amelyek kozott a kiilonbség 192 cm™. A feliileti
komplex esetében ezek a rezgések elmozdulnak (1610 cm™ és 1410 cm™), A = 200 cm™, ez
azt jelenti, hogy a karboxildtcsoport részt vesz a koordindcidban, méghozzd egyfogu

ligandumként. A szabad aminosav spektrumaban a karbonilcsoporthoz tartozéd rezgés savja
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1746 cm™ lathat6. Ez a sav a ligandumgazdag komplex spektrumaban nem mozdul el (1749
cm™), tehat a karbonilcsoport ebben az esetben sem jatszik szerepet a komplex kialakitaséban.
A szabad ligandum esetén 2511 em™-nél talalhatd S—H rezgés (nem abazoltam) mindkét
esetben eltiinik, tehét a cisztein a tiolatkénen keresztiil is koordinalodik. Erdemes ugyanakkor
megfigyelni, hogy a ciszteinnel kialakitott komplexek spektrumat elemezve jol latszik, hogy
ebben az esetben a ligandumgazdag komplex rezgései kozott megtalalhatok azok, amelyek
mar a ligandumszegény komplex esetében is megfigyelheték voltak, ellentétben a
hisztidintartalmt termékek spektrumaval. Ez azzal magyarazhat6, hogy a hisztidin jéval
nagyobb mennyiségben képes nem koordinalt allapotdban a feliileten maradni (felthetéen
hidrogénhidak segitségével), és az dltalam hasznalt DRIFT-technika érzékeny a feliiletre.

A 13. abran lathatoak az adott komplexek tavoli IR spektrumai.
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13. abra: Tavoli IR spektrumok; A: SG—Cys-OMe-Mn(l1), B: SG-Cys-OMe-Mn(11)-H-
Cys-OMe

. A spektrumok értelmezése igen nehéz, mivel széles elnyult jelek alkotjak a
spektrumokat. Ugyanakkor a 370-300 cm™-nél taldlhaté savok alatamasztjak a kozépsé
tartomany elemzése soran leirtakat, tehat a tiolatkén és a karboxilatoxigén koordindcidja

valoszintsithetd mindkét esetben. Ligandumgazdag koriilmények (B) kozott 363 cm™*-nél
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megjelend vall arra utalhat, hogy az aminonitrogén is részt vesz a komplexképzésben. A 400
cm™ feletti tartomanyban megjelend savok a mintaban 1évé vizhez/koordinalodott vizhez
kothetdk.

A 14. 4bran lathatok az ebben a részben targyalt komplexek Raman spektrumai. Ebben
az esetben kiilondsen hasznosnak bizonyultak a Raman spektrumok, mivel a tavoli IR
hulldmszam-tartomanyban sokkal jobban értelmezhetéek, mint az IR spektrumok. Jol
lathatéan mindkét spektrumban hasonlé helyen (340 cm™ és 356 cm™) talalhato egy sav,
amelyet a Mn(11)-S kotéshez tartozo rezgésként lehet értelmezni. A ligandumgazdag termék
spektrumaban (B) 278 cm™-nél megjelend sav arra enged kovetkeztetni, hogy az
aminonitrogén is koordinalodik a mangan(l1)-ionhoz. A 450 cm™-nél 1év6 sav a ligandumban

is megtalalhato.
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14. abra: Raman spektrumok; A: SG-Cys-OMe-Mn(l1l1), B: SG-Cys-OMe-Mn(I1)-H-
Cys-OMe

Tehat a rezgési spektrumok alapjan mindkét komplex esetében elmondhatd, hogy a
Mn(ll)-ionhoz a feliileten rogzitett cisztein részérél a karboxilatcsoport oxigénje egyfogu
ligandumként, valamint a tiolatkén koordinalodik, a feleslegben adott C-védett cisztein pedig
a tiolatkénen és az aminonitrogénen keresztiil kotddik. Vizmolekula mindkét esetben talalhatod

a koordinacids szféraban.
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4.21.3. A Mn(Il) Kkozponti fémiont tartalmazé L-cisztin-dimetilészter tartalmu

komplexek rezgési spektrumai

Ebben az alfejezetben bemutatom a SG—(Cys-OMe),—Mn(Il) és a SG—(Cys-OMe),—
Mn(I1)-H-(Cys-OMe), komplexek rezgési spektrumainak értékelését. A 15. abran lathatok az
adott termékek spektrumai, a megfelelé szabad aminosav és a feliiletre kotott aminosav
spektruma. Az eddigiekhez hasonléan ebben az esetben is a feliiletre kotott aminosavat (A)
hasonlitottam a ligandumszegény feliileti komplexhez (C), mig a ligandumgazdag komplexet

(D) a tiszta aminosavval (B) vetettem Ossze.
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15. abra: Kozép IR spektrumok; A: SG—(Cys-OMe),, B: H-(Cys-OMe),, C: SG—(Cys-
OMe)—Mn(I11), D: SG—(Cys-OMe),-Mn(11)-H-(Cys-OMe),

A feliiletre kotott aminosav esetében a karboxilatcsoport vegyértékrezgéséhez tartozo
aszimmetrikus rezgés 1596 cm™-nél lathato, mig az ugyanehhez a csoporthoz tartozd
szimmetrikus rezgés 1411 cm™-nél figyelheté meg, azaz a két sav kozott a kiilonbség 185 cm”
1A feliileti komplex esetében mindkét sav elmozdul rendre 1610 cm-re, illetve 1406 cm-
re, mig a kiillonbség a két sav kozott 204 cm™-re nd. Tehat megallapithatd, hogy ebben az
esetben is koordinalddik a karboxilatcsoport, méghozza egyfoghi ligandumként. A tiszta

aminosav spektruméaban a karbonilcsoportokhoz tartozo rezgések 1746 ¢és 1735 cm™-nél
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talalhatok, amelyek tulajdonképpen nem tolodnak el (1741 cm™) a ligandumgazdag komplex
spektrumaban sem, vagyis megéllapithatd, hogy ebben az esetben sem koordinaldédik a
karbonilcsoport a Mn(l1l)-ionhoz.

A 16. abran mutatom be a két komplex tavoli IR-spektrumat. A ligandumszegény
kornyezetben felvett spektrumban (A) a Mn(Il)—karboxilatoxigénhez tartozé elnyelés nem
jelenik meg, vagy csak nagyon kis intenzitassal, igy nehéz azonositani. A ligandumgazdag
komplexrdl (B) elmondhat6, hogy az aminonitrogén rezgési savjai megjelennek 360 és 272

cm™? értékeknél.
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16. abra: Tavoli IR spektrumok; A: SG—(Cys-OMe),—Mn(Il), B: SG—(Cys-OMe)-
Mn(11)-H-(Cys-OMe),

A Raman spektrumok ebben az esetben nem hordoznak tobbletinformaciot, ezért

dolgozatomban nem mutatom be azokat.

Osszességében tehat a cisztinnel kialakitott rogzitett komplexek esetében az mondhato
el, hogy ligandumszegény kornyezetben a koordinacids szféraban a karboxilatcsoportok
oxigénatomja és vizmolekulak helyezkednek el, a feleslegben adott C-védett cisztein pedig az

aminonitrogéneken keresztiil koordinaloédik a Mn(1l)-ionhoz.

32



4.2.2.Ni(ll)-tartalmia komplexek vizsgalata

A meghatarozas menete ugyanugy zajlik a Ni(II)-tartalmt mintaknal is, mint a Mn(ll)-
tartalmi mintdk esetében. A tavoli IR spektrumok értelmezéséhez hasznalt korrelacios
tablazat tovabbra is a 4.2.-es alfejezetben feltiintetett 3. tablazat. A komplexek targyalasat
ebben az esetben is harom részre fogom bontani a jobb atlathatosag és értelmezhet6ség

kedvéért, €s egy csoportba keriilnek az azonos aminosavat tartalmaz6 komplexek.

4.2.2.1. A Ni(Il) Kkozponti fémiont tartalmazé L-hisztidin-metilészeter-tartalmu

komplexek vizsgalata

Ebben a szakaszban a SG-His-OMe-Ni(ll), valamint a SG-His-OMe-Ni(ll)-H-His-
OMe komplexek vizsgalataval foglalkozom. A 17. abran lathatok a komplexek analitikai
hullamszam-tartomanyban detektalt spektrumai, a tiszta hisztidin metilészter, valamint a

feliiletre kotott hisztidin spektrumai.
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17. abra: Kozép IR spektrumok (1850-600); A: SG-His-OMe, B: H-His-OMe, C: SG-
His-OMe-Ni(ll), D: SG-His-OMe-Ni(I1)-H-His-OMe
A Mn(Il)-t tartalmazo mintakhoz hasonldan, ebben az esetben is a feliileti komplexet
(C) a feliiletre kotott aminosav spektrumaval (A), mig a ligandumgazdag koriilmények kozott

kialakitott komplexet (D) a szabad aminosav spektruméval (B) kell Osszehasonlitani. A

feliiletre kotott aminosav spektrumédban a karboxilatrezgésekhez tartozd savok 1581 cm™
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illetve 1410 cm™-nél talalhatok, a kozottik 1évé kiilonbség 171 ecm™. A feliileti komplex
spektruméban mindkét rezgés elmozdul (1610 és 1410 cm™), A = 200 cm™, azaz a
karboxilatcsoport egyfogi ligandumként vesz részt a komplex kialakitdsdban. Ha
ligandumgazdag komplex spektrumaban vizsgaljuk a karbonilrezgéshez tartozo savot,
Osszehasonlitasként meg kell nézni, hogy hol volt ez a sav a tiszta aminosav spektruméban.
1759 cm™-nél taldlhat6 meg az aminosavban ez a rezgés, mig a komplexben ez 1756 cm™
érteknél lathato, tehat elmondhat6, hogy a karbonilcsoport nem vesz részt a koordinacioban.

A két komplex tavoli IR spektrumait a 18. abran tiintettem fel. A feliileti komplex
esetében (A) 260 cm™-nél megjelend sav a nikkel(l1)—imidazolnitrogén kétéshez rendelheté

sav, a 355 cm *-nél megjelend elnyelés pedig a Ni(I)—karboxilatoxigén kotéshez rendelhetd.
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18. abra: Tavoli IR spektrumok; A: SG-His-OMe-Ni(ll), B: SG-His-OMe-Ni(Il)-H-
His-OMe

A ligandumfeleslegben kialakitott termék spektrumaban (B) lathatdé egy elnyuld sav,
amelynek maximuma 356 cm™-nél talalhat6 és a karboxilatoxigén koordinaciojara utal. A viz
koordinaciojat feltételez6 rezgések itt is megjelennek a 400 cm™ feletti tartomanyban.

A Raman spektrumokat a 19. abran tiintettem fel. A ligandumszegény (A) komplex

esetében a 269 cm™ értékeknél talalhato sav a nikkel(11)—imidazolnitrogén kétéshez tartozik.
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Ugyanilyen modon értelmezhetd a sav (264 cm™nél) a ligandumgazdag (B) komplex

esetében is.

264

Intensity

269

T T T T T T T T T T T 1
500 450 400 350 300 250 200
Raman Shift (cm™)

19. abra: Raman spektrumok; A: SG-His-OMe-Ni(ll), B: SG-His-OMe-Ni(l1)-H-His-
OMe

Osszességében elmondhatd, hogy a SG-His-OMe-Ni(ll) komplexben a feliiletre
rogzitett aminosav az imidazolnitrogénen ¢€s a karboxilatoxigénen keresztiil koordinalodik a
koézponti fémionhoz. A ligandumfeleslegben adott C-védett hisztidin az imidazolnitrogénjén

keresztiil koordinalodik a Ni(IT)-ionhoz.

4.222. A Ni(Il) kozponti fémiont tartalmazé L-cisztein-metilészeter-tartalmu

komplexek vizsgalata

Ebben az alfejezetben a SG—Cys-OMe-Ni(ll) komplex, valamint a SG—Cys-OMe-
Ni(I)-H-Cys-OMe komplexek rezgési spektrumait mutatom be. A 20. abran lathatoé a két
termék kozép IR tartomanyban detektalt spektruma (C, D), valamint a szilikagél feliiletén

rogzitett (A), illetve a szabad C-védett aminosav spektruma (B).
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20. abra: Kozép IR spektrumok; A: SG-Cys-OMeg, B: H-Cys-OMe, C: SG-Cys-OMe-
Ni(Il), D: SG-Cys-OMe-Ni(Il)-H-Cys-OMe

A mar az el6z6ekben folytatott elemzést kovetve, ismételten megallapithato, hogy a
karboxilatcsoport részt vesz a koordinacidban, mégpedig egyfogl ligandumként. Ez abbdl
kovetkezik, hogy jol lathatd modon a feliiletre kotdtt aminosav spektrumaban talalhato,
karboxilatcsoporthoz tartozo két rezgés (1598 cm™ és 1406 cm™) kozotti 192 cm™ kiilsnbség
a feliileti komplex kialakitasanak hatisara 206 cm™-re né. A ligandumfeleslegben kialakitott
komplex esetében pedig megallapithatd, hogy a karbonilcsoport nem vesz részt a
koordinéacidban, tekintve hogy a szabad aminosav spektruméaban 1741 cm™-nél jelentkezd
karbonilrezgés tulajdonképpen nem mozdul el, mivel a ligandumgazdag termék spektrumaban
ez az érték 1736 cm™. A szabad ligandum esetén 2511 cm™-nél talalhaté S—H rezgés (nem
abazoltam) mindkét esetben eltlinik, tehat a cisztein a tiolatkénen keresztiil is koordinalodik.

A 21. 4dbran az ebben az alfejezetben targyalt két komplex tavoli IR spektrumait
tintettem fel. A ligandumszegény termék spektruméaban (A) 354 cm™-nél megjelend sav
vélhetden a tiolatkén és a karboxilatoxigén koordinacidjat bizonyitjak. Ugyanez elmondhaté a
ligandumgazdag komplex spektrumaban ugyanezen hullamszam értéknél megjelend rezgésrol

is. A ligandumgazdag esetben 277 cm™-nél megjelend sav az aminonitrogén szerepére utal a
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komplexképzésben. A 400 cm?  hullamszam érték  felett megjelend savok nagy

valdsziniiséggel a koordindlodott vizhez kapcsolhatdak.
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21. abra: Tavoli IR spektrumok; A: SG-Cys-OMe—Ni(ll), B: SG-Cys-OMe—Ni(Il)-H-
Cys-OMe

A fémion—kén kotésre bizonyitékkal szolgalnak a komplexekrdl felvett Raman
spektrumok is. Ezeket a spektrumokat a 22. abran mutatom be. A ligandumszegény feliileti
komplex spektrumaban (A) intenziv savként megjelené 354 cm™ elnyelés a fémion—kén
kotéshez kapcesolhato. A ligandumgazdag komplex esetében (B) is megjelenik ez az elnyelés
343 cm™ hullamszam értéknél. A ligandumfeleslegben kialakitott termék spektruméaban 294

cm™-nél megjelend elnyelés az aminonitrogén koordinaciojat igazolja.
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22. abra: Raman spektrumok; A: SG-Cys-OMe-Ni(ll), B: SG-Cys-OMe-Ni(ll)-H-Cys-
OMe

4223. A Ni(Il) Kkozponti fémiont tartalmazé L-cisztin-dimetilészeter-tartalmu

komplexek vizsgalata

Ebben az alfejezetben a SG—(Cys-OMe),—Ni(ll) komplex, illetve a SG—(Cys-OMe),—
Ni(Il)-H-(Cys-OMe), komplex rezgési spektrumait mutatom be. A 23. abran lathatéak a
kozép IR tartomédnyban detektalt spektrumok. Ezek elemzésénél a korabbiakban alkalmazott
modon jartam el. Megallapitottam, hogy a feliiletre kotott aminosav spektrumaban (A) lathato
a karboxilatcsoporthoz kéthetd két sav (1596 cm™ és 1411 cm™) kozotti kiilonbség 185 cm™,
Ez a két sav a komplexalodas hatasara elmozdul (1610 cm™ és 1402 cm™, A = 208 cm™),
amint az a ligandumszegény feliileti komplex spektruman (C) lathat6. Ez azt jelenti, hogy a
karboxilatcsoport egyfogli ligandumként vesz részt a koordinacidoban. Az is megallapithato,
hogy a ligandumgazdag koriilmények kozott kialakitott komplexben (D) a karbonilcsoport
nem koordinal, mivel a tiszta C-védett aminosav spektrumaban (B) talalhat6 karbonilrezgések

poziciéi nem valtoznak.
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23. abra: Kozép IR spektrumok; A: SG—(Cys-OMe),, B: H-(Cys-OMe),, C: SG—
(Cys-OMe),—Ni(ll), D: SG—(Cys-OMe)—Ni(l1)-H-(Cys-OMe),

A fenti két komplex tavoli IR spektrumait a 24. abran tiintettem fel. A ligandumszegény
feliileti komplex spektrumaban (A) megjelend savpar (360 és 276 cm™) a fémion—
aminonitrogén és Ni(II)-karboxilatoxigén kotéshez tartozo rezgések. Ugyanez mondhato el a
ligandumgazdag termék spektrumaban taldlhato savparrol (352 és 277 cm™) is. Tehat a

ligandumszegény feliileti komplex ¢és a ligandumgazdag termék koordinacidos szférdja

hasonlo.
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24. abra: Tavoli IR spektrumok; A: SG—(Cys-OMe),—Ni(ll), B: SG—(Cys-OMe)-Ni(ll)-
H-(Cys-OMe),

A Raman spektrumok nem arulnak el 0j informaciot az immobilizalt komplexekkel

kapcsolatban, ezért ezeket a spektrumokat a dolgozatban nem tiintettem fel.

4.3. UV-DRS vizsgalatok

Az immobilizalt Ni(ll)-komplexeket UV-Vis diffiz reflektancia spektroszkopiaval is
vizsgaltuk. A modszer segitségével a mintaimban talalhato Ni(II) kdzponti ion koordinacios
megallapithato, hogy a nikkel(IT)-ion siknégyzetes, tetraéderes vagy oktaéderes komplexet
képez, mivel a harom spin megengedett atmenet eltérd energidju.

Oktaéderes Ni(II) komplexek spektrumaban harom hullamhossz-tartomanyban van
elnyelés. A legkisebb energidju a vi atmenet 1300-800 nm, a v, 750-500 nm és a legtobb
energiat igényld atmenet a vs 450-330 nm hulldmhossz-tartomanyban jelenik meg. A
tetraéderes komplexek esetén csak egy elnyelés talalhaté az UV-Vis tartomanyban 550—750
nm kozott. Siknégyzetes komplexeknél pedig mindharom elnyelés 300 és 450 nm kozé esik
[39].

A regisztralt spektrumokat a 25. és 26. abran mutatom be.
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25. abra: DRS spektrumok; A: SG-His-OMe-Ni(ll), B: SG-Cys-OMe—Ni(ll), C: SG-
(Cys-OMe),—Ni(ll)
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26. abra: DRS spektrumok; A: SG-His-OMe-Ni(l1)-H-His-OMe, B: SG-Cys-OMe-
Ni(l11)-H-Cys-OMe, C: SG—(Cys-OMe)—Ni(I1)—(H-Cys-OMe),



Amint az a spektrumokbdl lathato, a legtobb komplex esetében oktaéderes szerkezet
adodott. Kivételt képez ez alol a SG-(Cys-OMe),—Ni(ll) komplex, amely feltehetbleg
siknégyzetes szerkezetet alakitott ki. A technikai lehetéségeink korlatai miatt a 350—-800 nm-
es tartomanyban rogzitettiikk a spektrumokat, igy a v; atmenet vizsgalatara sajnos nem volt
lehetdségem.

A Mn(I)-tartalmt komplexekrél is késziltek ugyan DRS spektrumok, de ezek a
spektrumok nem hordoztak magukban informéciot, igy ezeket nem tiintetem fel a

dolgozatban.

4.4. ESR spektroszkopiai vizsgalatok

Az immobilizalt komplexeket az ESR spektroszkopia segitségével is
megvizsgaltuk. A Mn(11) komplexek spektrumai jol értelmezhetéek voltak ezzel a modszerrel.
A Ni(ll) komplexeket 77 K alatt lehet mérni, nekiink azonban csak szobahdmérsékletii
mérések elvégzésére volt lehetdségiink.

A spektrumokat a 27.—29. abrakon mutatom be.
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27. abra: ESR spektrumok; A: SG-His-OMe-Mn(lIl), B: SG-His-OMe-Mn(11)-H-His-
OMe
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28. abra: ESR spektrumok; A: SG-Cys-OMe-Mn(I1), B: SG-Cys-OMe-Mn(11)-H-Cys-
OMe
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29. abra: ESR spektrumok; A: SG—(Cys-OMe),—Mn(l11), B: SG—(Cys-OMe),—Mn(11)-H-
(Cys-OMe),

A mérések kezdetén megallapitottuk, hogy szilikagélnek, valamint a feliileten megkotott
aminosavnak nincs ESR spektruma. Minden komplex spektrumat Ggy lehetne jellemezni,
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hogy a szuperpozici6 egy igen széles szingulett jelet, valamint egy hat egységre felhasadt jol
feloldott jelet tartalmaz. A széles jel jellemz0 a kapcsolt Mn(II) centrumokra, amelyeknek a
legnagyobb a jelfelhasadédsa, a véletlenszerti térallasnak, és a centrumok kozott kialakulod
dipoléris kolcsonhatasnak kdszonhetden. A jol feloldott komponens nagy valdszintiséggel az
izolalt Mn(II) centrumoktol szdrmazik. A hiperfinom jelfelhasadds ez esetben az elektron-
spinnek a magspinnel (*°Mn, [=5/2) valo kolcsonhatisabol szarmazik. A g értékek
nagymértékben kozelitik a szabad elektron g értékét, és alapallapotban nincs spin-palya
felhasadas — ezek altalaban jellemzéek olyan rendezetlen rendszerekre, amelyekben a Mn(II)
oxigénatomokkal koordinalodik [40].

A g értekeket a 4. tdblazatban foglaltam Gssze. A masodik integral értékeket nem
tiintettem fel, csak a megfeleld kovetkeztetés vonom le beldlikk. Ez pedig az, hogy minden
komplex esetében igen nagy a fajlagos fémmegkotd-képesség. A g értékek némi eltérést
mutatnak az egyes komplexek kozott, nagy valdsziniiséggel a kiilonb6z6 koordinacios szféra
miatt, ugyanis a hisztidintartalma komplexekhez (amelyekben az imidazolnitrogén biztosan
koordinalodik) tartozo g érték 1,9984 a feloldott jelre, ez az érték a cisztein-, illetve
cisztintartalmu mintak esetében eltérnek.

A hiperfinom csatolési allandé minden esetben 88,5 G, ami azt jelenti, hogy a feliileti

komplexek oktaéderes szerkezetiiek [41].

4. tablazat: A kiilonb6zo komplexekhez tartozo g értékek

Komplexek Feloldott jel Szingulett jel
SG-His-OMe-Mn(ll) 1,9984 2,0139
SG-His-OMe-Mn(I1)-H-
His-OMe 1,9984 2,0132
SG-Cys-OMe-Mn(11) 1,9987 2,0124
SG—Cys-OMe-Mn(I1)-H-
Cys-OMe 1,9987 2,0146
SG—(Cys-OMe),—Mn(I1) 1,9987 2,0112
SG—(Cys-OMe),—Mn(I1)— 1.9987 20128

H-(Cys-OMe),
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4.5. SEM-EDX vizsgalatok

A pasztazd elektronmikroszkopos, illetve a SEM-hez kapcsolt energiadiszperziv
rontgenanalizatorral elvégzett vizsgalataimbol latszik, hogy az aminosavak, illetve a fémionok
nem egymastol térben elszeparalodva helyezkednek el, hanem nagyjabol homogénen oszlik el

a szén a felvételen lathato fémion-centrumok koril (30. és 31. abra).

30. abra: SEM—-EDX felvétel; SG—His-OMe-Ni(II)

31. abra: SEM—-EDX felvétel; SG-His-OMe-Mn(I1)
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4.6. SOD aktivitasmérések eredményei

A klorpropilezett szilikagélen kovalensen rogzitett komplexek hatékonysagat a
metionin—riboflavin—-NBT tesztreakcioval hataroztuk meg. Az 560 nm-en mért abszorbancia
értékbol kiszamoltam az inhibiciot szazalékban (1%). 1%=(Amina-Avak)/Avakx100, ahol A az

ey

crer

abrazoltam az immobilizalt komplexet tartalmazdé oldat fémion-koncentracidjanak
fliggvényében. A gorbe egyenes szakaszardl leolvastam az ICsy értéket, amely az 50%-0S
inhibiciohoz sziikséges fémion-koncentracionak felel meg. Példaként az SG-—His-
OMe—Ni(Il)-H-His-OMe komplex esetén végrehajtott értékelést mutatom be (35. abra). A
kiilonb6z6 enzimutdnzo komplexek hatékonysagat az ICsq értékeken keresztiil hasonlitottam

Ossze. Minél kisebb ez az érték, annal aktivabb a komplex.
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35. abra: Az inhibicio abrazolasa a Ni(IT)-koncentracio fiiggvényében a SG—His-
OMe-Ni(l1)-H-His-OMe komplex esetén

Az 5. tdblazatban 6sszefoglalt eredményeket szemlélve megallapithato, hogy

- minden komplex mutatott SOD aktivitast, a legjobbak kb. masfél nagysagrenddel
maradtak el a Cu,Zn-SOD enzim aktivitasatol,

- a feliileten rogzitett Mn(Il)—aminosav komplexek aktivitasa altalaban magasabb az
azonos osszetételit Ni(lIl)—komplexekénél,

- ez aldl kivétel a legaktivabb komplex, mely a SG—His-OMe—Ni(ll),

- a Mn(ll)-tartalmi komplexek esetén a ligandumgazdag, a Ni(Il)-komplexeknél a

ligandumszegény koriilmények kozt szintetizalt anyag mutatott nagyobb aktivitast.
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A hordozd, a hordozdn rogzitett aminosavak, illetve a hordozon adszorbealt fémionok

aminosav nélkiil nem mutattak szamottevé SOD aktivitast.

5. tablazat: Az eléallitott rogzitett komplexek 1Csg értékei

Komplexek ICs0 (UM)
Cu,Zn-SOD 0,4
SG—His-OMe-Mn(l11) 31
SG—His-OMe-Mn(l1)-H-His-OMe 26
SG-Cys-OMe-Mn(Il) 39
SG-Cys-OMe-Mn(l1)-H-Cys-OMe 30
SG—(Cys-OMe),—Mn(l11) 32
SG—(Cys-OMe),—Mn(11)—(H-Cys-OMe), 19
SG-His-OMe—Ni(ll) 10
SG-His-OMe—Ni(ll1)-H-His-OMe 59
SG-Cys-OMe-Ni(ll) 61
SG—Cys-OMe—Ni(l1)-H-Cys-OMe 170
SG—(Cys-OMe),—Ni(ll) 79
SG—(Cys-OMe),—Ni(I1)—-(H-Cys-OMe), 91

4.7. A ciklohexén oxidacidja

A munkam f6 célja az, hogy olyan heterogén katalizatorokat allitsak el6, melyek
alkalmazhatok kiilonféle szeves vegyiiletek szelektiv oxidalasara. A ciklohexén oxidaciojaban
teszteltem katalizatorként az immobilizalt komplexeket. A reakcid soran 4 fétermék
keletkezhet: ciklohexén-oxid, 2-ciklohexén-1-ol, 2-ciklohexén-1-on és 1,2-ciklohexandiol
[42].

A kisérleti koriilményeket a legjobb kitermelés, illetve szelektivitds érdekében
varidltam. El8szor a bemért katalizator mennyiségét valtoztattam. A rogzitett komplexekbdl 5,
10, illetve 15 mg-ot mértem be, oxidaldszerként diacetoxi-jodozilbenzolt, oldoszerként diklor-
metant alkalmaztam, a reakci6id6é 1 o6ra volt. Minden mas paraméter megegyezik a kisérleti
részben leirtakkal. Az eredményeket azon hirom mangantartalmt feliileti komplexen
mutatom be, melyek a SOD aktivitdsmérés alapjan a legaktivabbnak bizonyultak (36. 4bra).

Lathato, hogy a koncentraciéfiiggés maximumgorbe szerint valtozik, 5 mg katalizator

bemérése esetén a vizsgalt komplex még nem fejti ki a maximalis hatast, 15 mg esetén pedig
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mar inhibialja a reakciot. Az optimalis mennyiség minden esetben 10 mg-nak bizonyult. A
katalizatort nem tartalmaz6 reakcié konverzioja 3 % volt. A katalizator, ilyen koriilmények

kozott egyik termékre sem szelektiv.
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36. abra: A konverzié abrazolasa a bemért katalizatormennyiség fiiggvényében

Ezutan megallapitottam az optimalis reakcididét, 10 mg katalizator alkalmazasaval. A
tobbi paraméter megegyezett a koncentraciofiiggésnél alkalmazottakkal. A reakcié minden
esetben lejatszodott 1 oOra alatt, sem a konverzid, sem a szelektivitds nem valtozott jelentdsen
az 1d6 novelésével.

A kovetkezd paraméter amit valtoztattam az oldoszer volt. Megvizsgaltam a mintadimat
kiilonboz6 jellegii olddszerekben. A diklormetan polaris aprotikus oldoszer, ebbdl az
oldoszer-csoportbol még az acetont valasztottam. Apolaris olddszernek a kloroformot, mig
polaris protikus olddszernek a 2-propanolt és a metanolt alkalmaztam. Jol értelmezhetd
oldészerfiiggésrol nem beszélhetiink. A legrosszabb konverziokat minden esetben a kloroform
produkalta. A szelektivitds véletlenszeriien véltozik az oldoszerekben, kiugroéan magas értéket
egyik oldoszer esetében sem tapasztaltam. A mangantartalmi mintak koziil a legnagyobb

konverziot 10 mg SG-His-OMe-Mn(II) alkalmazasaval értem el 2-propanolban (6. tablazat).
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6. tablazat: Konverzié és szelektivitas adatok a SG-His-OMe-Mn(I1) komplexre

Oldoszer Konverzié (%)  Epoxid (%)  Alkohol (%)  Keton (%) Diol (%)

diklérmetan 15 31 19 29 21
aceton 22 24 27 29 20
metanol 23 20 25 19 36
2-propanol 28 16 20 34 30
kloroform 7 19 42 22 17

A szilikagélen rogzitett Ni(II)-komplexekre is hasonlo értékeket kaptam, a legnagyobb
konverziot (25 %) a SG-His-OMe-Ni(ll) komplex mutatta 2-propanolban.

Végiil az oxidaloszert valtoztattam, el6szor H,O,-t alkalmaztam, ekkor azonban nem
keletkezett termék, vélhetOen azért, mert a szintetizalt komplexek kataldz aktivitassal is
rendelkeznek. Ezek utan perecetsavat hasznaltam oxidaloszerként, remélve, hogy a katalaz
aktivitas kevésbé szamit szerves peroxid esetén. Diklormetanban, acetonban és 2-propanolban
végeztem el a méréseket. A perecetsav katalizator nélkiil is oxidalta a ciklohexént,
oldészerenként megmértem a vak reakciokat is.

Ereményeimet itt is a SG—His-OMe—Mn(II) komplexre mutatom be (7.tablazat), mely a

legnagyobb aktivitassal és szelektivitassal rendelkezett.

8. tablazat: Konverzié és szelektivitas adatok a SG—His-OMe-Mn(I1) komplexre

Oldoszer Konverzié (%) Epoxid (%) Alkohol (%) Keton (%) Diol (%)
diklormetan (vak) 60 88 0 1 11
diklérmetan 76 98 1 0 0
aceton (vak) 8 49 15 12 24
aceton 23 73 11 11 5
2-propanol (vak) 11 61 2 4 34
2-propanol 14 88 2 1 9

Osszeségében elmondhatd, hogy a perecetsav o&nmagaban is epoxidszelektiv
oxidaloszer, azonban az altalam el6allitott katalizatorok alkalmazasaval lehetett ndvelni az
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epoxidszelektivitast és a konverziot. A Ni(ll)-komplexekre is hasonldé eredményeket kaptam,
a legaktivabb és legszelektivebb katalizator koziiliik is a SG—His-OMe—Mn(l1) volt.
A tovabbiakban tevezem a reprodukalhatosag és katalizator ujrafelhasznalhatosaganak

vizsgalatat.
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5. Osszefoglalas

Munkam soran Mn(II)-, illetve Ni(ll)- tartalmi védett aminosavat tartalmaz6 SOD
enzim utanz6 komplexeket rogzitettem klorpropilezett szilikagélen. A szintézis soran
funkcionalis modellezést alkalmaztam, mivel a szintézis célja az volt, hogy a
modellrendszeriink redoxireakciokban az enzimekhez hasonld nagy szelektivitast és aktivitast
mutasson, kiegészitve azzal az elénnyel, hogy heterogén katalizator 1évén a reakcioelegybdl
konnyen kiszlirhetd és ujrafelhasznalhat6 legyen.

A rezgési spektrumok, legfoképpen az analitikai hullamszadm-tartomanyban detektalt
spektrumok azt mutattdk, hogy a szintézis sikeres volt, hiszen a szilard hordozora rogzités
utan megtalalhatdbak voltak az aminosavak rezgési savjai, majd a komplexképzés utan
bizonyos savok eltolddasabol kovetkeztetthettlink arra is, hogy lejatszddott a komplexképzes.

Feladatom volt még az eldallitott komplexek mennyiségi analizise ¢és
szerkezetvizsgilata is. A mennyiségi analizist Kjeldahl-féle nitrogénmeghatirozas
segitségével, illetve (a fémionokra nézve) ICP-OES modszerrel hajtottam végre.

A szerkezetvizsgalat soran a kiilonféle miliszeres modszerek segitségével
meghataroztam, hogy mely funkcios csoportok vesznek részt a komplexképzeésben. A kozép
infravoros spektrumok alapjan megallapitottam, hogy a karboxilatcsoport oxigénje minden
esetben részt vesz a komplex kialakitdsaban, valamint a ciszteintartalmi anyagokban a
tiolatkén is mindig szerepel a koordinacids szféraban. A fémion-heteroatom kotés
detektalasara a tavoli IR spektroszkopiat, illetve a Raman spektroszkopiat alkalmaztam.
Kidertilt, hogy a hisztidin esetében az imidazolnitrogén koordinacidja mindig feltételezhetd, a
tiolatcsoportot tartalmazo ciszteinnél megfigyelhetd a kén koordinacigja. Néhany esetben az
aminonitrogén is koordinal.

Az ESR spektroszkopia segitségével megallapithatd volt, hogy a mangan két kiilonb6z6
kornyezetben talalhaté meg a komplexekben (illetve a feliileten). A jol felhasadt jel lokalizalt
mangéancentrumokhoz kothetd. A kiszélesedett jel pedig a térben egymashoz kozeli mangén-
centrumokra utal. A g értékek koziil a hisztidintartalmi komplexek értéke eltér a tobbi
komplexhez tartozo6 g értékektol. Minden feliileti komplex oktaéderes szerkezetil.

Az UV-DRS segitségével megallapitottam, hogy a nikkelt tartalmazo komplexek egy
kivételtdl eltekintve oktaéderes szerkezetiiek.

Feladataim kozé tartozott még az elkészitett komplexek SOD aktivitdsdnak mérése,
valamint a komplexek katalizatorként valo felhasznalasa a ciklohexén oxidacios reakcidjaban.
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Minden komplex mutatott SOD aktivitast, és a legnagyobb aktivitasuak mar csak masfél
nagysagrenddel tértek el (kisebbek voltak) a Cu,Zn-SOD enzim aktivitasatol. A komplexek
képesek voltak katalizal6 hatast kifejteni a ciklohexén oxidacidja soran.

Osszességében, tehat sikeresen szintetizaltam SOD enzimet utanzé komplexeket,
amelyek mennyiségi analizisét elvégeztem. Sokféle miiszeres modszer felhasznalasaval
szerkezeti infromaciokat nyertem az eldallitott feliileti komplexekrél. Végezetiil pedig két

reakcioban teszteltem az eldallitott termékek aktivitasat.

52



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Irodalomjegyzék

E. S.-Banyai Eva, in Biokémia jegyzet (E. S.-Banyai, szerk.), Szent Istvan Egyetem
Kémia és Biokémia Tanszék, Budapest, 2001, pp. 70-87

A. Faragd, in Orvosi biokémia (V. Adam, szerk.), Medicina Konyvkiado6 Zrt., 2006, pp.
21-43

T. Kiss, T. Gajda, B. Gyurcsik, Bevezetés a bioszervetlen kémiaba, Nemzeti
Tank6nyvkiado, 2007, pp. 45-58, 135-138

B.G. Malmstrom, L.E. Andreasson, B. Reinhammar, Enzymes, Academic Press New
York, 1975, pp. 533-538

R.H. Holm, P. Kennepohl, E.I. Solomon, Chem. Rev. 96 (1996) 2239

Cs. Kallay, Doktori (PhD) értekezés, Debrecen, 2005

I. Palinko, in Inorganic Biochemistry: Research Progress. Nova Science Publishers Inc.,
2008, Ch 10, pp. 281-303

A.F. Miller, Curr. Opin. Chem. Biol. 8 (2004) 162

D.P. Barondeau, C.J. Kassmann, C.K. Bruns, J.A. Tainer, E.D. Getzoff, Biochem. 43
(2004) 8038

N. Miletic, A. Nastasovic, K. Loos, Biores. Techn. 115 (2012) 126

F. Bellezza, A. Cipiciani, U. Costantino, J. Mol. Catal. B 26 (2003) 47

A.M. Azevedo, D.M.F. Prazeres, J.M.S. Cabral, L.P. Fonseca, J. Mol. Catal. B 15
(2001) 147

J. Chen, W. Lin, Enz. Micr. Techn. 32 (2003) 801

A.E. Martin, S.J. Lippard, J. Am. Chem. Soc. 106 (1984) 2579

P.K. Coughlin, A.E. Martin, J.C. Dewan, E.-l. Watanabe, J.E. Bulkowski, J.-M. Lehn,
S.J. Lippard, Inorg. Chem. 23 (1984) 1004

C.-L. O'Young, J.C. Dewan, H.R. Lilienthal, S.J. Lippard, J. Am. Chem. Soc. 100
(1978) 7291

R.N. Patel, N. Singh, K.K. Shukla, U.K. Chauhan, Spectrochim. Acta Part A 61 (2005)
287

J. S. Pap, B. Kripli, V. Banyai, M. Giorgi, L. Korecz, T. Gajda, D. Arus, J. Kaizer, G.
Speier, Inorg. Chim. Act. 376 (2011) 158

R.N. Patel, N. Singh, K.K. Shukla, V.L.N. Gundla, U.K. Chauhan, J. Inorg. Biochem.
99 (2005) 651

A.L. Abuhijleh, J. Inorg. Biochem. 68 (1997) 167

53



21.
22.

23.

24,

25.

26.

27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.
42.

D. Li, S. Li, D. Yang, J. Yu, J. Huang, Y. Li, W. Tang, Inorg. Chem. 42 (2003) 6071
S. Autzen, H.-G. Korth, R. Boese, H. de Groot, R. Sustmann, Eur. J. Inorg. Chem.
(2003) 1401

D. Kovala-Demertzi, A. Galani, M.A. Demertzis, S. Skoulika, C. Kotoglou, J. Inorg.
Biochem. 98 (2004) 358

A.E. Martin, S.J. Lippard, J. Am. Chem. Soc. 106 (1984) 2579

P.K. Coughlin, S.J. Lippard, Inorg. Chem. 23 (1984) 1446

P.K. Coughlin, A.E. Martin, J.C. Dewan, E.-l. Watanabe, J.E. Bulkowski, J.-M. Lehn,
S.J. Lippard, Inorg. Chem. 23 (1984) 1004

R. Duchateau, Chem. Rev. 102 (2002) 3525

Y. lamamoto, K.J. Ciuffi, H.C. Sacco, L.S. Iwamoto, O.R. Nascimento, C.M.C. Prado,
J. Mol. Catal. A Chem. 116 (1997) 405

G. Gelbard, T. Gauducheau, E. Vidal, V.I. Parvulescu, A. Crosman, V.M. Pop, J. Mol.
Catal. A Chem. 182-183 (2002) 257

A. Molinari, R. Amadelli, V. Carassiti, A. Maldotti, Eur. J. Inorg. Chem. (2000) 91

J. Jarupatrakom, T.D. Tilley, J. Am. Chem. Soc. 124 (2002) 8380

Rockenbauer, A., Korecz, L. Appl. Magn. Reson. 10 (1996) 29

C. Beauchamp, I. Fridovich, Anal. Biochem. 44 (1971) 276

S.J. Swamy, E. R. Reddy, D. N. Raju, S. Jyothy, Molecules 11 (2006) 1000

S. K. Papageorgiou , E. P. Kouvelos, E. P. Favvas, A. A. Sapalidis, G. E. Romanos, F.
K. Katsaros, Carb. Res. 345 (2010) 469

G. Varga, Z. Csendes, P. Sipos, 1. Palinko, XXXV. Kémiai El6adéi Napok, 2012, pp.
135-137

S.F. Parker, K. Shankland, J.C. Sprunt, U.A. Jayasooriya, Spectrochim. Act. Part A. 53
(1997) 2333

W. Maret, A. K. Shiemke, W. D. Wheeler, T. M. Loehr, J. Sanders-Loehr, J. Am.
Chem. Soc. 108 (1986) 6351

W. Li, G. Zhou, T. C. W. Mak, in Advanced Structural Inorganic Chemistry, Oxford
Science Publications, 2008

S.K. Misra Phys. B-Cond. Matter 203 (1994) 193

P.F. Rapheal, E. Manoj, M.R. Prathapachandra Kurup, Polyhedron 26 (2007) 5088

H. Weiner, A. Trovarelli, R. G. Finke, J. Mol. Cat. A: Chem. 191 (2003) 217

54



Koszonetnyilvanitas

A dolgozatom végén szeretném megkdszonni mindenki munkdjat, aki segitett a
munkam soran.

Elsésorban szeretnék koszonetet mondani témavezetéimnek Dr. Palinké Istvannak és
Csendes Zitanak, hogy lehet6vé tették a dolgozat 1étrejottét. Koszonetet kell mondanom,
amiért elkezdhettem ezen a témateriileten dolgozni, és hogy barmikor fordulhattam hozzajuk
segitségért.

Koszonetet szeretnék mondani az Anyag- ¢és Oldatszerkezeti Kutatécsoport minden
egyes tagjanak, amiért segitettek a munkam soran.

Koszonet illeti az ESR-spektrumok felvételéért és a kiértékelésben nyujtott segitségéért
Dr. Nagy Nora Veronikat az MTA Kémiai Kutatokozpontjanak munkatarsat. Koszonetet
szeretnék mondani Dr. Dékany Imrének, az SZTE Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi
Tanszék egyetemi tanaranak, hogy lehet6vé tette az UV/DRS mérések kivitelezését.

Munkajukat ezaton is kdszénom.

55



