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1. Bevezetés

A triptofan a 20 létfontossaghi aminosav egyike. Esszencialis aminosav, azaz az emberi
szervezet nem képes eldallitani, azonban az egészséges miikodéshez nélkiilozhetetlen, igy
taplalékkal kell potolni (példaul: tej, tojas, hal, csokoladé, foldimogyoro). L- és D-
sztereoizomerei egyarant ismertek, de az utdbbi természetben valo eléfordulasa nagyon ritka.
A szervezet Bs-vitamint, illetve szerotonint allit el6 a triptofanbdl. A névények antranilsavbol
vagy sikimisavbol szintetizaljak. A triptofant eldszor Frederick Hopkins izolalta a kazein
hidrolizise soran 1901-ben. Egyik szerkezetileg fontos jellemzdje az oldallancban talalhato

indolgytrd.

Az indol kondenzalt policiklusos heteroaromas vegyiilet, melynek elsdsorban szarmazékai a
jelentések. Jellemz6 reakcidja az addicios (polimerizacios) és az elektrofil szubsztitlcid. Az
indolgyliri reaktivabb részét a heterogyliri képviseli. A kondenzalt benzolgylrii a

savérzékenységet nem sziinteti meg, csak kis mértékben csokkenti.

A kélium-peroxomonoszulfatot (KHSOs) széles korben hasznaljak oxidaloszerként.
Kereskedelmi forgalomba &sszetett soként oxon (2KHSOs-K,SO4-KHSO4) néven keriil.
Felhasznaljak a medencék vizének tisztantartasahoz, csokkentve ezzel a klorfelhasznalast,
valamint szennyvizek toxikus vegyiiletektdl valé mentesitésére is alkalmazzak. Az oxon és a
triptofan reakcidja az emlitett felhasznaldsok miatt vizsgalandd, mivel az ivovizkészleten
keresztiil az emberi szervezetbe juthatnak a bomlastermékek. Ezért fontos a triptofan

oxidaloszerrel valo reakcidinak kinetikai tanulmanyozasa.

2. Irodalmi attekintés




2.1. A szabad triptofan, valamint a peptidekben és fehérjékben 1évé triptofan

oxidaciéja’

Ebben a munkdban a fehérjékben ¢és peptidekben 1€évé szabad triptofan ¢és kotott
triptofanegységek oxidaciojat tanulmanyoztak hidrogén-peroxiddal. A szabad triptofdnon
kiviil négy triptofantartalmu peptidet és lizozimet haszndlnak vizes kozegben szubsztratként.
A triptofan oxidacios sebességének és a 16 lehetséges bomlastermék képzddésének
vizsgalatanal RP-HPLC-t (forditott fazist HPLC), UV-Vis-t, floureszcencids, valamint
diddasoros detektalast alkalmaztak. Ezekkel a vizsgdlati modszerekkel bizonyitottdk, hogy a
triptofan bomlasi sebessége a lizozim, rovid-lancu peptidek, szabad triptofan sorrendben
novekszik. A teljes triptofanveszteségnek csak a 20 %-at lehet megmagyarazni az azonositott
bomlastermékekkel. Oxindolalanint (Oia), 3a-hidroxi-1,2,3,3a,8,8a-hexahidropirrolo[2,3-
b]indol-2-karbonsavat (PIC), N-formilkinurenint (NFK), dioxindolalanint (DiOia), kinurenint
(Kyn) és 5-hidroxitriptofant (5-OH-Trp) azonositottak bomlasi termékekként. A triptofan
szerkezetében 1évo pirrolgytirti bizonyult a leghajlamosabbnak az oxidaciora. A rovidebb
peptideket, mint a H-Ala-Trp-Ala-OH-t a Pronaz-E enzim teljes mértékben hidrolizalja, 6
bomlasi termékekként Oia és NFK azonosithaté, a Kyn-t, DiOia-t, PIC-t és az 5-OH-Trp-t
pedig csak kis mennyiségben lehetett kimutatni. Fehérjékben hidrogén-peroxiddal torténd
oxidacié soran Kyn, Oia, ¢és DiOia jelenlétét tapasztaltdk. Megéllapitottak, hogy a
peptidekben sokkal kevesebb bomléasterméket lehet kimutatni.

2.2. A triptofan oxidaciéjanak mechanizmusa néhany szervetlen gyék-anionnal’

A halogenidionok, a tiocianation, a karbonation és a szelenition hidroxilgyokokkel valo
oxidacidja soran keletkezé gyokok oxidaljak az aminosavakat, igy pédaul a triptofant és a
tirozint is. A bromidionbol, tiocianationbdl, karbonationbdl és szelenitionbol képzddott
gyokok és a triptofan kozotti reakcidban nyert termékek spektrumai és kinetikai tulajdonsagai
nagyon hhasonlok mind semleges, mind lagos kozegben. A triptofan szabad gyok képzodését
kisér6 spektralis valtozas és a megfigyelt bomlasi kinetikat 3-as pH-n is tanulmanyoztak, A
tapasztalatok szerint a triptofan (TrpH) oxidacidja Br,” és (SCN),” gyokanionokkal olyan
gyokot ad, amelyeket protonalodik (pK ~ 4.3) és 3-as pH-n egyszeres pozitiv toltéssel




rendelkezik. A protonalt szabad gyokos TrpH™ tovabbi reakcioba 1ép tiocianationnal, emiatt
az (SCN), latszolagos reaktivitasa csokken a folyamat soran, kiilondsen Kicsi pH-n, nagy
tiocianation- vagy Kicsi triptofankoncentracio esetében. A tiocianat és a triptofan reakcidjanak
protonnal TrpH-val és tiocionationnal. A cikk szerz6i modellt allitottak fel, amely értelmezte

a kinetikai és egyensulyi megfigyaléseket.
2.3. A triptofan oxidaciéjanak vizsgilata plazma lipoproteinekben5

A human lipoproteinek apoprotein komponenseinek [high-density lipoprotein (HDL) és low-
density lipoprotein (LDL)] és ezek alosztidlyanak oxidacidja soran mérték a triptofan
fluoreszciajanak csokkenését a mieloperoxidaz/H,O,/Cl" rendszerben. A triptofan az egyik
legérzékenyebb aminosav a hipoklorossavval valoé oxidacioval szemben. A nagyobb
hidrogén-peroxid-koncentraci6 mindkét lipoproteinben gatld hatast fejt ki. Ez a tény azzal
magyarazhaté, hogy a mieloperoxidaz a HyO,-t katalazszerii aktivitasa révén HOCI
keletkezése nélkiil bontja le. Ez tgy lehetséges, hogy vagy a HOCI tulzott termelése vezet a
mieloperoxidaz gyors inaktivalashoz, vagy a H,0, reagal a hipoklorossavval oxigénatomot
adva. Az LDL és HDL-lel lezajlo reakcidok optimalis sebessége pH = 6 esetén figyelhetd meg.
A HDL gyorsabban valtozik, mint az LDL, melynek oka a kiilonb6z6 méret és kiilonb6zo
fehérjék/lipid arany lehet. Megfigyelték, hogy nincs kiilonbség az LDL alosztalyainak

reakciosebességében.

2.4. Aminosavak oxidaciéjanak kinetikaja és mechanizmusa peroxomonoszulfation

jelenlétében6

Ebben a munkdban az aminosavak (AA) oxidaciojanak kinetikajat tanulményoztdk a
peroxomonoszulfat-ion (PMS) jelenlétében, formaldehid tavol- és jelenlétében. A vizsgalatok
alapjan az alabbi eredményeket kaptak:

—d[PMS] _
ac

— 4lland6 [H'] és formaldehid nélkiil a sebességi egyenlet: k, [AA][PMS]

— 4llando [H'] és formaldehid jelenlétében a sebességi egyenlet:

—d[PMS]
dt

= k,[AA][HCHO][PMS] + k [HCHO][PMS]




Az aminosav és a peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcid formaldehid jelenlétében kb. 10°
faktorral gyorsabb. Ez valoészintileg a Schiff-bazis-képz6dés katalitikus hatasanak tudhato be.
Az aminosavak és a peroxomonoszulfat-ion kozott lejatszodo oxidacios folyamatban a valin
jelentdsen kiilonbozik a tobbi aminosavtol (példaul glicin, alanin, leucin stb). A valin
oxidacidja peroxomonoszulfat-ionnal brutté masodrendii kinetikat mutat allandé [H'] mellett,
és elsdérendi mind az aminosavra, mind az az oxidaldoszerre nézve. A tObbi aminosav
oxidaciojaban viszont a termék, azaz az aldehid katalizalja a folyamatot. Ez a tapasztalat
magyarazhaté azzal, hogy az aminosavak oxidaciojabol szarmazo termék adduktumot (Schiff-
bazist) képez az eredeti aminosavval. A valin esetében viszont a Schiff-bazis képzddése
valoszintlileg nem lehetséges a sztérikus gatlasok miatt. Annak érdekében, hogy megtalaljak a
valin viselkedéséért felelds sztérikus gatlas forrasat a peroxomonoszulfationnal valo oxidacio
soran, a formaldehid katalitikus hatasat néhany étrendileg fontos aminosav, mint példaul a B3-
fenilalanint, izoleucint és treonin esetében is elvégezték a peroxomonoszulfationos oxidacios

reakcioban.

2.5 Vizes triptofan fotoionizacioja nanoszekundumos UV lézerrel: a hidratalt elektron

bomlasanak, a folyamat kinetikdjanak és mechanizmusanak vizsgalata’

Ebben a munkdaban a vizes triptofan oldat természetes pH-n val6 fotoionizaciojat 266 nm-en
tanulmanyoztdk 3-18 mlJ energidju, és 7 ns impulzusidejii 1ézer villanofény-fotolizissel.
Abszorbanciamérések segitségével hidratalt elektronokat sikertilt detektalni a folyamatban. A
fotoionizacids mechanizmus az egy- €s kétfotonos eljarasok kombinacidjanak bizonyult. A
triplett allapot és a fotoionizacid energiatol valo fliggésének mérési eredményei azt sugalltak,
hogy mindkét eljaras tartalmazza ugyanazt az egy- ¢és kétfotonos koztiterméket. A hidratalt
elektronok szama a homérséklet novekedésének hatasara novekszik, ez elsOsorban az
egyfotonos fotoionizacios utnak tulajdonithatdé. A hidratalt elektronok bomlésa nem volt

leirhat6 exponencialis fiiggvénnyel.




3. Célkitiizések

Tudomanyos diakkori dolgozatunk célja két triptofanszarmazék, az 1-metil-L-triptofan és L-
triptofanamid és a peroxomonoszulfat-ion kozotti reakciok kinetikai tanulmanyozasa volt.
Elsddleges feladatunknak tiiztiikk ki az oxidacios folyamatban a 1épések szaménak s az elsd

1épés(ek) sebességi egyenletének meghatarozasat.




4. Kisérleti koriilmények

cyey

Kisérleteinkben a triptofanszarmazékainkbol (Aldrich) tobbnyire 1 x 10° M koncentracioja
oldatokat készitettiink, ahol az analitikai mérlegen bemért szilard mintdinknak molaris

tomegei:

— 1-metil-triptofan : 218,25 g/mol
— triptofanamid : 239,70 g/mol

crer

egyes kisérletek soran. Az oldatok elkészitéséhez szilard oxont hasznaltunk
(2KHSO5-K,S04-KHSOy). Ez mas peroxoszarmazékokhoz képest igen stabil vegyiilet, ennek
ellenére hatoanyagtartalmat bizonyos idékdzonként ellendrizni kell jodometrias titraldssal. A
szilard anyag vizes oldata joval kevésbé stabil, mint a szildrd anyag, ebbdl kifolydlag az
oldatot minden alkalommal frissen készitettiik. A kisérleteknél hasznalt oxidaloszer molaris
tomege 344,03 g/mol, az anyag kozvetleniil a mérések el6tt meghatarozott Gsszegképlete
1,787KHSO5K;S04-KHSO, volt.

A triptofdn oxidacigjat savas és semleges kozegben egyarant vizsgaltuk. Ezen kisérleteknél
foszfatpuffert, illetve kénsavat hasznaltunk. A kénsavat a koncentracionak megfeleléen egy
el6zben elkészitett torzsoldatbol higitottuk. A foszfatpuffert analitikai mérlegen bemért
szilard NaH,PO4 -bol (156,01 g 50 cm>-ben ) és szilard NayHPO, -bol (177,99 g 50 cm-ben)
készitett oldatok elegyitésével allitottuk elé (100 cm?).

Meéréseinket Shimadzu UV-1800 spektrofotométeren, Perkin Elmer Lambda 2S UV/Vis
spektrofotométeren, valamint Perkin Elmer Lambda spektrofotométeren végeztiik. Az utdbbi
miiszerben nyolc féréhelyes kiivettavaltd van, amely hosszii idejii reakciok kinetikai
vizsgalatara a szokasosnal lényegesen idOtakarékosabb lehetdséget nyujt. Minden esetben
dugos kvarc tandemkiivettat vagy hagyomanyos dugés kiivettakat hasznaltunk (Hellma
Suprasil). A mérési hullamhossztartomany 200-400 nm kozott volt. Eredményeink
kiértékeléséhez Origin® 6.1 és Microsoft Office 2010® programokat hasznaltuk.

Minden reakcidt 25 °C-on termosztalt kornyezetben vizsgaltunk.




5. Eredmények és értelmezésiik
5.1. Triptofanamiddal végzett kisérletek

5.1.1. Eldkisérletek

Az el6kisérleteink sordn a spektrumokat kétsugaras, pasztazo spektrofotométeren vettik fel.
A vizsgdlatokndl tandemkivettat haszndltunk, 200-400 nm-ig terjed6 ultraibolya
tartomanyban. A triptofdnamid-oldat koncentraciéjat 1x 102 M-nak, az oxon
koncentracidjat pedig 2 x 10 M-nak vélasztottuk. A keverés utdn 5 percenként ésszesen 60
spektrumot regisztraltunk. Az 1. dbra szemlélteti, hogy a kinetikai méréseknél a 278 nm

olyan hulldmhossz, amelyen jelent6s valtozasokat lehet detektalni.
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1. dbra Triptofanamid és peroxomonoszulfat-ion reakcidja; [Trp] = 1 x 103 M, [HSOs] = 2 x
10> M, T = 25 °C, 200-400 nm




Kovetkezs |épésként vizsgaltuk a triptofanamid és a peroxomonoszulfat-ion reakcidjat savas
és semleges kdzegben. A 2. dbra a foszfatpufferben detektdlt spektralis valtozasokat mutatja
kozel 7-es pH-n. A 3. 3bra pedig ugyanezen reakciét kénsavas kozegben 3,3-as pH-n. A
triptofanamid-oldat koncentracidja 1x 10> M, a peroxomonoszulfat-ion koncentracidja
pedig 1 x 10° M volt mindkét esetben. A kisérlet kivitelezésénél az el6zéekhez hasonldan
tandemkiivettat hasznaltunk és a spektrumot keverés el6tt egyszer, illetve keverés utan 5
oran keresztill 5 percenként vettiik fel. Mindharom abrara jellemz6, hogy csak viszonylag
sz(ik id6intervallumban taldlhaté rajtuk izobesztikus pont, vagyis O0sszességében a teljes
reakcidoban nincsen. A spektrumok azonban tobb helyen is atmetszik egymast. Ebbdl

egyértelmdlen kovetkezik, hogy a tanulmanyozott reakcid tobb kinetikai lépést tartalmaz.
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2. abra A triptofanamid és a peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcié foszfatpufferben;
[Trp] =1 x 10 M, [HSOs] = 2 x 10 M, [foszfatpuffer ] =0,1 M, pH = 7, T = 25 °C, 200-400
nm
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3. dbra Triptofanamid és a peroxomonszulfat reakcidja savas (H,SO,) kozegben; [Trp] = 1 x
103 M, [HSOs] =1 x 103, [H,S0,4] = 0,1 M, pH = 3,3, T = 25 °C, 200-400 hm
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5.1.2. Részletes kinetikai vizsgalat

A sebességi egyenletet a pszeudozérusrendek mddszerével hataroztuk meg, azaz az egyik
reaktdnshoz képest a tobbit nagy feleslegben alkalmaztuk. A triptofanamid kiilonb6z6
koncentracioju oxidaldszerrel torténd reakcidjat szemlélteti a 4. dbra. Ezeknél a kisérleteknél
a triptofan a meghatarozo reaktans, igy a gorbealak analiziséb6l ennek rendlségére lehet
kovetkeztetni. Az abszorbancia-id6 gorbéken az oxonfeleslegtél fliggben egy vagy két
szélsGérték van, ebbdl egyértelmlen kovetkezik, hogy legaldbb harom egymadst kovetd
folyamat torténik az els6 ora alatt. A HSOs rend(ségére vonhatunk le kovetkeztetést, a nagy
feleslegben alkalmazott oxidalészer koncentrdcidvaltozasdnak vizsgalatabdl. A gorbék elsé,
csokkend szakaszat exponencidlis (pszeudo-elsérend(i) gorbével igen jol lehetett illeszteni,

igy a sorozat els6 reakcidja triptofanra nézve els6rendd.
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4. dbra A triptofanamid és peroxomonoszulfat-ion reakcidja foszfatpuffer alkalmazasaval;
[Trp] =1 x 10 M; [ HSOs] =2 x 10° M-3 x 102 M; T = 25 °C
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A gorbék kezdeti szakaszanak nemlinearis legkisebb négyzetes illesztésével minden esetben
meghataroztuk a pszeudo-elsérendi sebességi allanddéjat (k;). Az adatokat az 1. tablazatban
foglaltuk Ossze. Az illesztés azt mutatta, hogy a gorbék hosszabb szakaszat kétexponencidlis
gorbével is jol lehetett értelmezni. Az 1. tablazat ezért tartalmazza a masodik illesztett

pszeudo-els6rend(i sebességi dllandot is (k).

Az igy kapott sebességi egylitthatokat dbrazoltuk az oxonkoncentracio fliggvényében, melyet

az 5. dbra szemléltet.

1. tablazat Az egysége koncentracidkhoz tartozé sebességi egyiitthatok

Oxonkoncentracié (mM) ki (57) ko(s)

2 0,001667 | 0,0003229
4 0,003776 | 0,000598
6 0,00626 | 0,000884
8 0,007823 | 0,00113

10 0,010645 | 0,0014648
15 0,0146 0,002228
20 0,021 0,0030256
30 0,0325 0,0045648

13
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Az el6z6ekben ismertetett kisérletet savas kozegben is elvégeztiik, ugyanazon kisérleti
korilmények alkalmazasaval. Az oxidaldszer koncentracidja ismételten 2 x 10° M - 3 x 10°°
M kozo6tt valtozott, a triptofdnamid-oldat koncentracidjat pedig 1 x 10 M-nak vettiik. A
savas kozeget 0,3 M kénsavval (H,SO4) biztositottuk, melyet 1 M-os torzsoldat higitasaval
készitettiik el. Ezen mérési eredmények a 6. dbra foglalja 6ssze. Megallapithatd, hogy az
oxidalészer koncentracidjanak a novekedésével egyre kevesebb id§ sziikséges a reakcid

végbemeneteléhez.

Legkisebb négyzetes illesztéssel meghatdroztuk minden goérbének a pszeudo-elsérendd

sebességi allanddit, amelyeket a 2. tablazatban foglaltuk ossze.
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6. abra A triptofanamid és valtozé peroxomonoszulfat koncentracio k6zotti reakcié savas

kézegben ; [Trp] =1 x10* M; [HSOs] =2 x 10° M-3 x 102 M; T=25 °C

2. tablazat Az oxonkoncentracidhoz tartozo k; és k , sebességi egyiitthatok

Oxonkoncentracié (mM)

ki (s

ka(s™)

2 0,001954 | 0,000347
4 0,003963 | 0,000589
6 0,005828 | 0,000786
8 0,007955 | 0,000981
10 0,00876 |0,001187
15 0,010685 | 0,001435
20 0,017572]0,002158
30 0,02362 | 0,002982
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7. abra Sebességi egyiitthatok abrazolasa az oxonkoncentracio fliggvényében.

Mindkét koncentraciofiiggést vizsgalva megallapithatd, hogy a pH nincs szdmottevd hatdssal
az oxidacidéra, mivel mind savas, mind pedig semleges kdzegben a sebességi allanddk, igy a

sebességi egyenlet is hasonldak.

A reakcid sztochiometridjat is vizsgdltuk: ebben az esetben nem a kivettaban lejatsz6dd
folyamat spektralis valtozasait rogzitettik, hanem a mar végbement reakcid
abszorbanciavaltozasat mértik a hullamhossz fliggvényében spektrofotometrias titralas
segitségével. Az oxon koncentracidja 0,05 x 10° M — 1,8 x 10° M kozott véltozott. A
foszfatpuffer jelenlétében végeztiik. A triptofanamidot, a puffert és az oxidalészert 1:1:1

aranyban osszekevertik, majd egy napig allni hagytuk a reakcidé teljes végbemenetele
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érdekében. Masnap termosztalt kornyezetben felvettiik az egyes koncentraciékhoz tartozd

spektrumokat, melyet a 8. abra szemléltet.

1,6 1

Abszorbancia

0,6 -

0,2 ~

200 250 300 350 400
hullamhossz (nm)

8. abra A triptofanamid, a foszfatpuffer és a valtozé koncentracidju oxidalészer 1:1:1
aranyu elegyének reakciéja [Trp] = 0,2 x 10° M; [ HSO5] = 0,05 x 10° M - 1,8 x 10°M; T =
25 °C, 200-400 nm

A sztochiometriai aranyok meghatdrozasahoz a 8. abrat figyelembe véve kivalasztottunk 4
olyan hulldmhosszat, ahol a legnagyobb az abszorbanciavaltozas, illetve 2 olyat, ahol a
legkisebb a valtozas. Ezeknél a hullamhosszaknal mért abszorbanciaértékeket abrazoltuk az
oxon és a triptofanamid koncentraciéaranyanak a fliggvényében, amit az 9. abra szemléltet.

Az eredményeket a 3. tdblazatban foglaltuk dssze.
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3. tablazat Abszorbanciaértékek az oxon és triptofanamid aranyanak fiiggvényében a
vizsgalt hullamhosszakon

oxon/trp 218nm 240nm 261nm 280nm 300nm 320nm
0,25 1,912 0,195 0,24 0,315 0,033 -0,006
0,5 1,647 0,245 0,238 0,286 0,054 0,014
0,75 1,453 0,28 0,237 0,264 0,068 0,029
1 1,314 0,33 0,253 0,26 0,093 0,055
15 1,058 0,397 0,266 0,243 0,128 0,098
2 0,889 0,451 0,281 0,243 0,169 0,147
2,5 0,818 0,487 0,289 0,249 0,202 0,19
3 0,824 0,505 0,302 0,253 0,209 0,197
3,5 0,857 0,509 0,321 0,264 0,218 0,205
4 0,88 0,501 0,327 0,27 0,223 0,207
5 0,936 0,505 0,359 0,291 0,234 0,204
7 0,925 0,462 0,348 0,282 0,224 0,185
9 0,956 0,443 0,339 0,276 0,221 0,176

A jobb szemléltethetGség érdekében az eredményeket két diagramban abrazoltuk, mivel
218 nm-en a nagy abszorbancia valtozas miatt a tobbi hulldmhosszon a téréspont nem volt

annyira észrevehetd.

€218 nm

Abszorbancia
|_\
w
L 2

0,5 A

O T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Oxon/ triptofanamid arany

9. dbra 218 nm-en mért abszorbancia értékek abrazolasa az oxon és triptofanamid
aranyanak fliggvényében
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10. abra Oxon/triptofanamid arany és az abszorbancia értékek fliggvénye 240, 261, 280,
300 valamint 320 nm-en.

Kisérleti munkainkban nemcsak valtozé oxonkoncentracié mellett vizsgdltuk a triptofanamid
és a peroxomonoszulfat kozotti reakciot, hanem valtozé triptofdnamid-koncentracié mellett
is. A triptofdnamid koncentracié 0,01 x 10° M - 0,15 x 10° M kozétt valtozott, az
oxidalészerkoncentraciét 0,02 M-nak valasztottuk. A méréseket savas kdzegben végeztik
25 °C-on. Ezek az abrak jol szemléltetik, hogy a triptofanamid mennyiségének ndvekedésével
egyre nagyobb mennyiségben keletkeznek a termékek. A kétexponencialis illesztések (12.
abra) a varakozasnak megfelel6en azt mutattdk, hogy a pszeudo-elsérendl sebességi

allanddk fliggetlenek a meghatarozo reaktans koncentraciojatol.
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11. abra Valtozo triptofanamid koncentraciékor mért abszorbancia fliggvények, savas
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S 01
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0,02

koézegben.
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Triptofanamid koncentracio
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12. abra Sebességi egyiitthatdk abrazolasa a triptofanamid koncentracid fliggvényében
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13.4bra 0,12 x 10 M és 0,15 x 10 > ™ triptofanamid és az oxidaldszer kozotti reakcio
savas kézegben.

A 13. dbrdbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a reakcié nem ment végbe teljes mértékben,
ezért ezt a kisérletet megismételtik egy hosszabb id6skalan (14. abra). A mérés végeztével a
gorbérdl 3 szélsGérték olvashatd le, és megfigyelhetd, hogy a reakcié még ebben az esetben
sem jatszédott le teljesen, ezért Ujra megismételve ezt a reakciét 24 o6ran keresztil
vizsgdltuk, aminek a spektrumat a 15. dbra szemléltet. Az ilyen hosszu id6skalan detektalt
kinetikai gorbék egészen egyediek: négy szélsGérték taldlhatd rajtuk. Ez a tapasztalat
legaldabb 6t egymadst kovetd folyamatra utal, igy a kinetikai gorbe illesztésére elvileg az
Otexponencidlis fliggvény lenne alkalmas, ennek részletesebb tanulmanyozasat a

kozeljovGben tervezziik.
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14. abra A triptofanamid és az oxon reakcidjanak kévetése savas kozegben 278 nm-en
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15. abra 0,15 x 10 > M triptofdnamid és az oxon reakci6janak detektalasa 24 6ras
idSintervallumban.
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5.2 1-metil-triptofannal végzett kisérletek

5.2.1 1-metil-triptofan és peroxomonoszulfat-ion reakcidja puffer nélkil

ElGkisérleteinket kétsugaras, pdasztazé spektrofotométerrel vald spektrumfelvétellel
készitettik, tandemkivettakat hasznélva. A tandemkiivetta egyik részébe az 1 x 10° M
koncentracidju 1-metil-L-triptofant, a masik részébe a 2 x 10> M koncenracidju oxont
tettlink. A kivettat feltoltése utan keverés nélkil a spektrofotométerbe helyeztiik és
felvettik spektrumat. Majd az oldatok egymadssal torténé reagdltatdsa utdn 5 drdn
keresztil 5 percenként tortént a spektrumfelvétel. Ezen kinetikai mérésekbél adéddan a
vizsgalatainkat 296 nm-es hulldmhosszon folytattuk, mivel itt észlelhet6 a legnagyobb

abszorbancia valtozas.

2
1,8
16 -
14 -
1,2 -

1
0,8 7
0,6 -
0,4 -

0,2 ~

O T T T T T T T [ D |

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

16. 4bra 1-metil-triptofan és peroxomonoszulfat-ion reakciéja; [Trp] = 1 x 10°M,
[HSOs ] =2 x 103 M, T = 25°C, 200-400 nm
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5.2.2 1-metil-triptofan és peroxomonoszulfat-ion reakcidja puffer jelenlétében

A kinetikai vizsgalatot foszfatpuffer (Na,HPO,; és NaH,PO,; megfelel6 anyagmennyiség
aranyu keveréke) jelenlétében is a spektrumfelvétel el6zte meg, a pufferrel bedllitott pH
korulbeliil 7-es volt. Az 1-metil-triptofan-oldat koncentracidja 1 x 10 M, az oxoné pedig
ennek kétszerese. A spektralis valtozasokat mutatja a 17. abra. A diagramon eleinte 260
nm (A=0,8) és 310 nm (A=0,4) korili izobesztikus pontra hasonlé metszéspontok a
folyamat el6rehaladasaval megsziinnek. A spektrumoknak igy 6sszességében nincs k6zos
metszéspontja, ami egyértelm bizonyiték tobb reakcidlépés jelenlétére.

2 -
1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2

1,

Abszorbancia

0,8 -
0,6 -
0,4 -

0,2 ~

0

200 250 300 350 400
Hullamhossz (nm)

17. dbra 1-metil-triptofan és peroxomonoszulfat-ion reakcioja foszfatpuffer
jelenlétében; [Trp] = 1 x 10 M, [HSOs ] = 2 x 10°M, puffereletlen pH , T=25°C

A spektrumsorok felvételét kdvet6en megallapitottuk a tovabbiak vizsgalatokhoz optimalis
296 nm-es hullamhosszat. A kinetikai vizsgalatok sordn az 1-metil-triptofan koncentracidjat
nem valtoztattuk, ugyanolyan pH-n vizsgdltuk a reakcid oxonkoncetraciotol vald fliggését

(18. abra). A kiivettabeli koncentracié az oxonra nézve 2 mM és 30 mM kozott valtozott. A
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kiivettaba mindig az 1-metil-triptofan oldatot pipettaztunk utoljara, a végtérfogat 3000 pl
volt. Az 18. abrdn lathatd, hogy a 2 mM-os oxon koncentracidjakor a reakcid teljes
lejatszdddsahoz 90 percnél tobb idd kell, viszont toményebb koncentracidban ez a folyamat

egyre gyorsabbnak bizonyul.

0,85 ~
0,8 -
0,75 A

0,65
0,6
0,55
0,5
0,45

Abszorbancia

0,4

0,35 A

0,3 T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

idé(s)

18. abra 1-metil-triptofan és peroxomonoszulfat-ion reakcidjanak koncentraciofiiggése
foszfatpuffer jelenlétében;[Trp]=1 x 10 M, [HSOs™ ] = 2-30 mM, puffereletlen pH,
T=25°C

Részletesebb tanulmanyozas céljabdl a 18. dbran lathatd gorbék, valamint a pszeudozérus-
rendek moddszerének segitségével meghataroztuk a sebességi allanddékat és a sebességi
egyenletet. Ezen modszer lényege, hogy ahhoz a reaktdnshoz képest, melynek
koncentraciovaltozasat kovetjik, a tobbit nagy feleslegben (itt az oxidalészer) alkalmazzuk,®
igy az oxidaldszer koncentracidjanak valtoztatasaval a peroxomonoszulfat-ion rend(iségére

kovetkeztethetlink.
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Nemlinearis legkisebb négyzetes illesztéssel az egyes gorbékhez a 4. tablazatban szerepl6

sebességi egylitthatdkat kaptuk. Ennek abrazolasat szemlélteti a 19. dbra.

4. tablazat Az oxonkoncenraciokhoz tartozo sebességi egyiitthatok

c(oxon) 2 4 6 8 10 15 20 30
ki (s | 0,00484 | 0,00756 | 0,0106 | 00141 | 00178 0,0229 | 0,0237 | 0,0338
k(s |0,000560] 0,00120 | 0,00162 | 0,00221 | 0,00280 0,00297 | 0,00549 | 0,00873
0,03 -
0,025 - y = 0,0016591x
/'/’
0,02 - o Kl
./
0,015 - m ke
\n @/
)
4 //
o
0,01 - y=0,0002737x
0005 | e/ =
_wETT -
._---.’
.
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

c(oxon) (mM)

19. dbra Sebességi egyiitthatok az oxon koncenracidjanak fliggvényében foszfatpuffer
jelenlétében

5.2.3 1-metil-triptofan és peroxomonoszulfat-ion reakcidja puffer jelenlétében a reakcio

véghemenetelét koveto vizsgalat

Az el6z6 kisérletsorozathoz hasonldan a kdvetkez6 esetben is a foszfatpufferrel (Na,HPO,4 +

NaH,PO,4) hoztuk létre a semleges kozeget, és a foszfatpuffer:oxon:1-metil-triptofan 1:1:1

sztoéchiometriai ardnyba kevert elegyeit 1 napi allas utan a reakcié végbemenetelét kovet6en

vizsgaltuk spektrofotometrias méréssel. Ezt szemlélteti a 20. abra.
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20. dbra 1-metil-triptofan és peroxomonoszulfat-ion reakciéjanak koncentraciofiiggése
foszfatpuffer jelenlétében; [Trp] = 0,2 mM; [HSOs5 ] = 0,05-1,8mM, puffereletlen pH,T=25°C

5.2.4 1-metil-triptofan és a peroxomonoszulfat-ion reakcidja savas k6zegben

Az el6z6ekben mar lattuk, hogyan viselkedik a vizsgalt rendszer puffer nélkiil. Tovabbmenve
savas tartomdanyban valé viselkedésére keressiik a valaszt, melyben kénsav all a

segitséglinkre. Ennek a vizsgalatnak a grafikus dbrazoldsat a 21. dbra szemlélteti.
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21. dbra 1-metil-triptofan és peroxomonoszulfat-ion reakciéjanak koncentraciofiiggése
kénsav jelenlétében; [Trp] = 1 x 10 M; [HSOs ] = 2-30mM, pH < 7,T = 25°C, 24 6ras mérés
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22. abra Sebességi egyiitthatok az oxon koncenraciéjanak fliggvényében kénsav

jelenlétében
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23. abra Sebességi egyitthatok az oxon koncenracidjanak fiiggvényében kénsav
jelenlétében
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6. Osszefoglalas

Tudomdnyos didkkoéri munkank sordn a triptofdanamid és az 1-metil-triptofan
peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcid kinetikdjat és mechanizmusat vizsgald kisérleteket
végeztlnk. A triptofanamid esetén 278 nm-es hulldmhosszon, valamint az 1-metil-triptofan
esetén a 296 nm-es hulldmhosszon végzett spektrofotometrias vizsgdlatok alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a gorbék els6, csokkend szakaszat exponencidlis gorbével jél lehet
illeszteni, igy az emlitett két triptofanszarmazékokra tekintve elsérend(. A gérbék hosszabb
szakaszat kétexponencialis gorbével jol lehet értelmezni, igy meghataroztuk a masodrend(
sebességi egyltthatdkat is. Kovetkeztetésképpen levonhatd, hogy a reakcidk oxonra nézve is
els6rendlek. Spektrofotometrids titrdlas segitségével a reakcid sztochiometridjara
kovetkeztethetiink. Az dltalunk vizsgalt mindkét triptofanszarmazék esetében ezen kisérletek
alapjan megdllapithatd, hogy a reakcid tobb lépést tartalmaz. A két vegylilet vizsgdlatat
Osszehasonlitva arra kovetkeztethetlink, hogy sem az amid sem pedig a metil csoport nem
befolyadsolja a reakcié végbemenetelét. A kisérleteket savas és semleges pH-n is elvégeztiik
és megallapitottuk, hogy a pH nincs szdmottevé hatdssal az oxidacidra. A triptofanamid
valtozd koncentraciéjanak a vizsgalata sordn a vartnak megfelel6en azt a kovetkeztetést
kaptuk, hogy a meghatdarozdé reaktans koncentracidjatdol a pszeudo elsérendl sebességi

allandék fliggetlenek.
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