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1. Bevezetés

A tuberkulozis (TBC), magyar nevén giimokor fert6zd betegség, melyet a
Mycobacterium tuberculosis nevii baktérium terjeszt. FOként a tiidét tamadja meg, de a
kozponti idegrendszert, a keringési rendszert, az ivarszerveket, a csontokat, iziileteket és a

nyirokrendszert is megfertdzheti.

1. abra A Mycobacterium tuberculosis

A betegség a legtobb halélesetet okozta a torténelem sordn, napjainkban pedig tobb mint
kétmillidard ember hordozza a koérokozot. Ennek 90%-a jelent latens fertdzottséget, mig a
betegség kifejlodésének valoszintisége 10%. Kezelés hidnydban a TBC betegek 50%-anal
okoz halalt. A XX. szédzad végén megjelend, tobb antibiotikumra is rezisztens tuberkul6zis
komoly fenyegetést jelent, igy rendkiviil fontos, hogy a jovében meghatirozé legyen ellene a
védekezés, hiszen az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) eldrejelzése szerint 2000 és 2020
kozott ujabb 1 milliard ember valik fert6zotté. A fert6zottség észrevételét, valamint a kezelést
nagymértékben megneheziti az, hogy sokszor teljesen tlinetmentes, a kockazati tényezdket
pedig nem lehet kimutatni, igy gyakran csak a boncolas soran sikeriil megallapitani, hogy az
illet6 halalat a glimékor okozta. Sok esetben viszont sikeriil iddben megkezdeni a kezelést,
melynek célja a fertézOképesség leggyorsabb megakadalyozasa, a masodlagos gyogyszer-
rezisztencia megsziintetése, végil pedig a teljes gyogyulds elérése. Kutatisom soran az
izoniaziddal, tudomanyos nevén az izonikotinsav-hidraziddal foglalkoztam, mely a

tuberkuldzis elleni leghatékonyabb antibiotikumok egyike.
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2. abra Az izoniazid szerkezeti képlete

Ez a gybdgyszer sok szempontbol optimalis, igy hasznalata széles korben elterjedt.
Hasznalatat az 1950-es években vezették be, s ennek megddbbentd hatasa volt a
gyogykezelések mindennapjaira: egy évtizeden beliil bezartak a TBC-kezelésre szakosodott
magashegyi szanatoériumok. Az izoniazid semleges, valamint enyhén lagos kézegben, gyorsan
szaporod6 baktériumpopulaciokkal szemben a leghatékonyabb. Baktericid hatasat tigy fejti ki,
hogy meggatolja a mikolsav szintézisét, mely a mikobakterialis sejtfal egyik fontos
épitéeleme, a nikotinamid-adenin-dinukleotiddal adduktot képezve pedig megzavarja a
Mycobacterium  tuberculosis  anyagcsere-folyamatait. ~ Hagyomanyos  formajaban
tulajdonképpen prekurzor, igy ,,prodrug”-ként emlegetik. Bioldgiailag aktiv formajat a
kataldz-peroxiddaz (KatG) enzim 4altal éri el a bakteridlis sejtben, mig terapidsan inaktiv

formajat az N-acetiltranszferaz (NAT) enzim hozza 1étre a molekula acetilezésével.
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3. abra Az izoniazid oxidativ atalakulasai az €10 szervezetben
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2. Irodalmi attekintés

2.1. lzoniazid oxidacioja a Mycobacterium tuberculosis katalaz-

peroxidaz enzimje altal’

A hatdanyag-rezisztens TBC torzsek jelenlegi vizsgalatai arra engednek kovetkeztetni,
hogy az izoniazid biologiailag aktiv formajat a katalaz-peroxidaz enzimmel val6 reakci6 utdn
éri el.® Annak érdekében, hogy megértsiik az izoniazid hatasmechanizmusat és fejlettebb
gyogyszereket hozhassunk létre, részletesen meg kell érteniink az izoniazid Mycobacterium

tuberculosis-beli, katalaz-peroxidaz enzim segitségével torténd atalakitasat.

A kétfunkciés enzim peroxidaz-specificitdsa széles, kataldz aktivitdsa pedig nagy.“”5
Az enzim izoniaziddal valo reakcigjat K. Johnsson és P. G. Schultz HPLC modszerrel
kovette, a termékeket pedig hiteles sztenderdekkel vald Osszevetéssel, valamint
tomegspektrometria segitségével azonositotta. 7,5-6s pH értéken, 50 mM Na,HPO,
koncentraci6 mellett és 37 °C hdmérsékleten a kovetkezd termékeket azonositottak:
izonikotinsav, izonikotinamid, és piridin-4-karbaledhid, amelyek koziil a fétermék az
izonikotinsav volt. A relativ termékhozamok az izoniazid koncentracigjatol fiiggtek, valamint
a reakci6 utvonalatol fiiggden valtoztak: az aldehid végiil izonikotinsavva oxidalodott. Annak
érdekében, hogy meghatarozzak az oxigénatomok eredetét az izonikotinsavban, az izoniazid
enzimmel valo reakciojat '®0, atmoszféraban is végrehajtottik, a keletkezd izonikotinsavat
izolalas utan pedig tomegspektrometria segitségével elemezték. Az egyetlen 20O atomot
tartalmazo izonikotinsav mennyisége koriilbeliil 35%-nak adodott. A sav H,**O-ban torténd
tarolasa soran nem kovetkezett be az jelzett oxigén beépiilése, a kisérlet ugyanolyan
koriilmények kozott zajlott mint, amit a °O,-vel végzett. Az enzim reakcidja izoniaziddal
H,*®0-ban olyan izonikotinsav képzddéséhez vezetett, amelynek korilbeliil 33%-a nem
tartalmazott *°0-t, mintegy 50% egyetlen O-atomot, mig nagyjabol 17% két *20-atomot
tartalmazott. Az eredmény két utvonal egyidejii jelenlétére enged kovetkeztetni az
izonikotinsav képzddése soran. Egyetértésben ezekkel az adatokkal, egyértékii aminok
hozzdadasa a reakcioelegyhez a megfeleldo amidok képzddéséhez vezetett, tobb mint 50%-0S

hozammal.®
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2.2. Az izoniazid atalakulisa izonikotinil-NAD-d4’

A ,prodrug” izoniazid aktivaldsa tuberkulozis elleni hatéanyaggd magaban foglalja
annak izonikotinil-NAD-da alakulasat, amely reakcid katalaz-peroxidazt igényel. Ben
Wisemann és kutatocsoportja megallapitotta, hogy az elébb emlitett reakcio, bar kisebb
aranyban, KatG hianyéaban is tovabbhalad abban az elegyben, amely izoniazidot, NAD"-t,
Mn®* ionokat valamint molekularis oxigént tartalmaz. KatG jelenlétében az atalakulasi arany
tobb mint hétszeresére nd. A reakcid alapvetd fontossagu koztiterméke a szuperoxidion,
amely az oxigén redukcioja soran keletkezhet akar a Mn?*, akér a KatG katalitikus hatasara. A
peroxidacios folyamat elvétele a reakciot 60%-kal lassitja. Tehat ez a részfolyamat fokozza a
reakcidé sebességét, de nem létfontossagu az izonikotinil-NAD képzddésében. A reakcid
koztitermékeként azonositott izonikotinil-NAD™ gydk, illetve annak szuperoxid altali

redukcioja valdszinii.

Az atalakuldsra a kutatdcsoport a kovetkezO mechanizmust javasolta: a reakcidoban
eloszor a hidrazincsoport tdvozik, majd az izonikotinil részt pedig a NAD"-ra addicionalédik,
igy keletkezik az izonikotinil-NAD. Az izonikotinil-NAD a mikolsav szintézisét gatolja,
ezaltal pedig a Mycobacterium tuberculosis fejlédését, ugyanis megkoti a hossza lancu enoil-
acil hordoz6 reduktiz fehérjét (InhA).2 Annak ellenére, hogy IN-NAD szerepe a mikolsav
szintézisének meggatolasaban teljesen vilagos, valamint az is biztos, hogy az ¢l6 szervezetben
szlikség van KatG-re az izoniazid aktivalasahoz, mégis maradt bizonytalansag a képzodési

mechanizmusrol.

Az MtKatG részvétele az izoniazid aktivalasaban arra enged kovetkeztetni, hogy a
peroxidacios folyamatnak szerepe van a reakcidban, igy szdmos tanulmany szdl arr6l, hogy
kiilsé oxidaloszereket alkalmaztak arra, hogy ezt az utvonalat aktivaljak. Emellett EPR
tanulmanyok igazoltdk, hogy az izoniazid elektronforrasként is szolgalhat a peroxidacios
koztitermékek redukciojakor (koztiik kimondottan a triptofanbol képz6do Trp gyok esetében)

a MtKatG peroxoecetsavas oxidacidjat kovetéen. > 1°

Modszerek sokasagat alkalmaztdk az izoniazid aktivaldsdnak kozvetett és kozvetlen

. , , e L. . e . . , , s e, , ;12,1112
vizsgalatara, koztiikk az izoniazid izonikotinsavva vald oxidacidjanak meghatdrozasat

, aZ
izoniazid eltinésének HPLC-s vizsgalatat,”® az InhA inaktivaldsat InhA-KatG
elegyben,' %17 a7 INH-NAD HPLC-s észlelését'® valamint az IN-NAD koézvetlen mérését
annak jellemz6é elnyelési hullamhosszan, 326 nm-en. >89 A kiils§  oxidaloszerek

11,15,17,18

hianyaban lezajlo aktivalasi reakciok eredményei eleinte azt sugalltdk, hogy a

6
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peroxidacios folyamat nem sziikséges, viszont az izoniazid, NADH ¢és KatG keverékek a
molekuléaris oxigén szuperoxidda, valamint a kis koncentracidban jelen 1évé hidrogén-
peroxid’® NADH-val valé redukciojat biztositottdk volna, ezaltal aktivalva a peroxidaz

reakciot.

Annak ellenére, hogy mar korabban erds bizonyitékok szolnak a peroxidéacios folyamat
részvételére az izoniazid-NAD szintézisében, tovabbi kisérleteket végeztek arra, hogy a
peroxidacios utvonal segitségével értelmezzEék a reakciot. Ezek a kisérletek altalaban olyan

modelleket eredményeztek, amelyek vagy redoxiszemponbol befejezetlenek voltak*>*

(nem
volt vilagos minden lépésben, mi az oxidalé vagy a redukaldszer), vagy olyan feltételezett
koztitermékekekt tartalmaztak, amelyeket semmilyen mas rendszerben nem jellemeztek. Egy
felvetett lehetség szerint példaul az izonikotinil-gyok NAD"-al reagalva IN-NAD-ot termel,
noha egy ilyen reakcio tulajdonképpen az IN-NAD" gyokot termelne. A gydk oxidald
kornyezetben vald redukcidjanak sziikségessége azt sugallja, hogy az izoniazid aktivéalasi
folyamatanak egy egyszerii peroxiddciés utvonalnal tobbet kell tartalmaznia. Ez a
gondolatmenet a szuperoxidgyokhoz vezet (O; "), amelynek redukaldszerként jatszott szerepe
ismert az izoniazid aktivalasaban.>*%?! A peroxidazok, koztik a KatG-k, szuperoxidgyokot
generalhatnak a molekularis oxigénbdl, s egy elektrondonornak, mint példaul az izoniazidnak

vagy a NADH-nak!®182224

, €s a molekularis oxigénnek pedig szerepet kell jatszania az
izonazid aktivaldsaban, habar az még nem teljesen VilégOS.13’17'20 Végiil, harom korabbi
munka leirta az IN-NAD szintézisét KatG, INH és NAD" keverékekben olyan koriilmények
kozott, amelyeknél molekularis oxigénen kivill semmilyen oxidalészert nem hasznaltak.'®
Ekkor szintén a szuperoxidgyok képz6dés volt tapasztalhato. fgy tehat az IN-NAD

szintézisében a peroxidacios €s a szuperoxid vezette Utvonalak egymassal parhuzamosan

vannak jelen, noha relativ jelentdségiik még meglehetdsen bizonytalan.

2.3. A peroxidaz-katalizalt reakciok elgsegitése izoniaziddal®®

Korabbi munkakbdl ismert, hogy a kloérpromazin (CPZ) stimuldlja az izoniazid torma-
peroxiddz (HRP) katalizalta oxidacidjat. D. C. Goodwin és csoportja egy olyan rendszert
vizsgalt, amely izoniazidot, CPZ-t és HRP-t tartalmazott. A végbement reakcidoban a
Klorpromazin katalizator szerepet jatszott az izoniazid és a HRP kozotti elektronatmenetben,
ugyanis a HRP és CPZ reakciojakor keletkez6 CPZ'" oxidalta az izoniazidot a megfelelé
gyokké. A tapasztaltak megegyeznek Pelizetti megéllapitasaval, miszerint a CPZ:" erds

oxidaloszer’” (E° = 0,78 V), illetve Juchau és Horita megfigyelésével, amely szerint a
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hidrazinok altaldnossagban jo redukalészerként ismertek.”® A fent emlitett rendszerben a CPZ
redoxikdzvetité szerepe nyilvanvald, ugyanis a CPZ-* felhalmozodasa izoniazid jelenlétében
teljesen gatlodik, emellett az izoniazid oxidéacidjanak sebessége, noha fiigg a CPZ
mennyiségétdl, az izoniazid mennyiségétdl azonban mar fiiggetlen. Az emlitett kinetikus
sajatsagok a peroxidaz-katalizalt oxidacios reakciok jellemzé tulajdonsagai®® Igy tehat az
izoniazid oxidacidjanak sebessége CPZ jelenlétében vagy hidnyaban erdsen fiigg a HRP

katalitikus ciklusanak aktivitasatol.
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3. Célkituzések

Kisérleti munkam soran az izoniazid kalium-permanganattal valdé oxidacios reakciojat
vizsgaltam. ElsOként a cél a folyamat sztGchiometridjanak meghatarozasa volt, majd a
reakciosebesség koncentracio- illetve pH-fliggését kivantam tanulmanyozni. A kinetikat
tekintve a reakciosebesség tanulmanyozéasa utan tovabbi célként tiiztiik ki a reakcidsebességi
egyenlet meghatdrozasat, majd a reakcié mechanizmusanak tisztazasat valamint a termék(ek)
azonositasat, végiil pedig 0Osszehasonlitani a folyamat kinetikdjat olyan reakcidkéval,

amelyekben az izoniazid mas oxidaloszerekkel reagal.
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4. Kisérleti koriilmények

4.1. Felhasznalt vegyszerek

Az oldatok készitéséhez kétszer ioncserélt és ultraszirt (MILLI-Q RG tisztitérendszer)

vizet hasznaltunk.

Az izoniazid-torzsoldatot szilard izoniazidbol (Fluka Analytical, Sigma Aldrich), a
kalium-permanganat torzsoldatot szilard kalium-permanganatbol (Gyogyszeralapanyag

készletezé V.) készitettilk. A kénsavoldatokat tomény kénsavbol (J.T. Baker), készitettiik

crer

A pontos koncentraciok meghatarozasdhoz a sav-bazis titralasoknal szilard kalium-
hidrogén-ftalatbol (Reanal), a permanganometrias titralasoknal szilard natrium-oxalatbol

(Merck) készitett oldatokat hasznaltunk.

4.2. Méréshez hasznalt miiszerek és szamitogépes programok

Az oldatok készitéséhez RAININ EDP-plus elektronikus pipettakat hasznaltunk,

melyeket rendszeresen kalibraltunk.

A spektrofotometrias méréseket PERKIN ELMER UV/VIS LAMBDA 25, illetve
Agilent 8543 diodasoros spektrofotométerrel végeztik 1,000 cm-es valamint 2x0,454 cm-es

optikai uthosszl kvarckiivettakban.

A pontos koncentracio meghatarozasat Metrohm 785 DMP Titrino automata titratorral

végeztik.

A gyorskinetikai mérésekhez Applied Photophysics SX-17MV szekvencialis stopped-
flow késziiléket hasznaltunk, amelynek holtidejét kb. 1 ms-nak mértiikk az irodalomban

ismertetett modszerekkel, 303!

A késziilékkel felvett abszorbancia-idé gorbék feldolgozasahoz az Applied
Photophysics SX-17MV kinetikai programcsomagjat hasznaltuk. Az eredmények kiértékelését

a Micromath Scientist 2.01 illetve a Microsoft Excel szamitégépes programokkal végeztik.

A tomegspektrometrias vizsgalatokat Bruker MicrOTOF tomegspektrométeren

végeztiik, ESI ionforrast valamint pozitiv modot hasznalva.

10
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5. Kisérletek, eredmények és értelmezésiik

5.1. A reakcio sztochiometriaja, a végbemeno folyamatok kore

Kisérleti munkdm elsé 1épése a folyamat sztochiometridjdnak meghatarozasa volt.

Ehhez a spektrofotometrias titralas modszerét alkalmaztam.

crer

crer

cre

permanganat- oldatot titraltam 1,77x10° M koncentracioj izoniazid oldattal, szintén 0,100
cm®-t hozzdadva minden Iépésben, majd felvéve a spektrumot. A kénsavkoncentracid

megegyezett az el6z0 mérésben alkalmazottal.

A 4. adbra mutatja be egy spektrofotmetrids titralas soran felvett spektrumokat. Az
elektromagneses szinkép lathatd tartoméanydban az elnyeld részecske a kalium-permanganat,

igy az abran annak jellegzetes, tobb elnyelési maximumot is mutatd spektrumat lathatjuk.

Abszorbancia

290 340 390 440 490 540 590 640 690

Hullamhossz

4. abra A spektrofotometrias titralas soran felvett spektrumok
[izoniazid] = 2,50x10° M, [KMnQ4] = 4,85x10° M, [H,S04] = 9,85x10™" M, hozzaadott
KMnO,4= 0, 100 cm® minden egyes lépésben

A mérést kovetden kivalasztottunk két hullamhosszat. Az egyik az UV tartomanyban
talalhato, s itt az izoniazidnak és a permanganationnak is van elnyelése (308 nm). A masik a

lathato tartomanyban van, szelektiv kalium-permanganatra nézve (524 nm). Az itt mért

11
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abszorbanciaértékeket =~ megszoroztuk a  higulds  értékével, ezzel  korrigalt
abszorbanciaértékekhez jutottunk. Erre azért volt sziikség, mert az oldatok elnyelése reakcio
hianyaban is véltozna, hiszen a mérés sordn a koncentraciok a higulds miatt nem voltak
allandok. A korrigalt abszorbanciaértékeket az anyagmennyiség-aranyok filiggvényében
abrazolva olyan gorbéket kaptunk, melyeken jol definidlt toréspont lathatd: ez jelzi a
reaktansok anyagmennyiségének aranyat a reakcid ekvivalenciapontjaban. A toréspontot

minden esetben a mérési pontokra illesztett egyenesek metszéspontjaként hataroztuk meg.

2.0
1.8

O BB BB
o o N B o

Korrigalt abszorbancia

©c o 9
N B O

0.0 F—Q——f—‘——"_‘_’_’—f
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
n(KMnO,)/n(izoniazid)

5. abra A korrigalt abszorbanciaértékek valtozasa a reaktansok anyagmennyiség-ardnydnak
fiiggvényében
A =524 nm
[izoniazid] = 2,50x10° M, [KMnQ4] = 4,85x10° M, [H,S04] = 9,85x10™" M, hozzaadott
KMnO,4 = 0,100 cm® minden egyes lépésben

Az illesztett egyenesek egyenletébdl megkapott metszéspont: x = 0,714 + 0,003

Ennek alapjan a reakcidoban egy izoniazid molekulara 0,714 kalium-permanganat

molekula jut.

Az izoniazid-permanganation elegy elnyelésére jellemz6 hullamhosszon, 308 nm-en

vett korrigalt abszorbanciaértékek valtozasat kifejez6 gorbe a kdvetkezo:

12
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1.6

14

1.2

0.8

0.6

Abszorbancia

0.4

0.2

(]) 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
-0.2
n(KMnO,)/n(izoniazid)

6. abra A korrigalt abszorbanciaértékek valtozasa a reaktdnsok anyagmennyiség-aranyanak
fiiggvényében
A =308 nm
[izoniazid] = 2,50x10° M, [KMnQ4] = 4,85x10° M, [H,S04] = 9,85x10™" M, hozzaadott
KMnO,4 = 0,100 cm® minden egyes 1épésben

A metszéspontot szintén az illesztett egyenesekbdl hataroztuk meg, melynek értéke:

x=0,68+0,01

A kapott x érték szintén az egy izoniazidmolekuldra jutd permangandtionok szamat

jelzi.

Forditva elvégezve az eljarast, azaz kalium-permanganatot titrdlva izoniaziddal, az

izoniazid aranyat kifejezd toréspontot az eldbb kapott értékek reciprokanal vartuk.

Elészor a kalium-permanganatra jellemzd elnyelési hullamhosszon vizsgéaltuk a

korrigalt abszorbanciaértékek valtozasat.
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7. abra A korrigalt abszorbanciaértékek valtozasa a reaktansok anyagmennyiség-aranyanak
figgvényében
A =524 nm
[izoniazid] = 1,77x10™ M, [KMnO,] = 5,89x10° M, [H2S04] = 9,85x10™* M, hozzaadott

izoniazid = 0,100 cm® minden egyes 1épésben

Ebben az esetben a kapott metszéspont: x= 1,42 + 0,01

A kapott érték, mely ebben az esetben az egy permanganationra jutd izoniazidot jelzi,
nagyjabol megfelel a vart eredménynek. Ezt kovetden megfigyeltiik az értékek valtozasat az
izoniazid-permanganation elnyelésre jellemzé hullamhosszon is, és meghataroztuk a

toréspontot:
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8. abra A korrigalt abszorbanciaértékek valtozasa a reaktansok anyagmennyiség-aranyanak
fiiggvényében
A =308 nm
[izoniazid] = 1,77x10° M, [KMnQ4] = 5,89x10° M, [H,S04] = 9,85x10™" M, hozzaadott

izoniazid = 0,100 cm® minden egyes 1épésben

A metszéspont: x = 1,47 + 0,006

Miutdn meghataroztuk a sztochiometridt kifejez6 anyagmennyiség aranyokat,

feltérképeztiik a lehetséges folyamatok korét:

Az izoniazidmolekula szerkezetét, valamint a permanganation oxidaloképességét

tekintve a hidrazincsoport oxidacioja valoszinii. Ez azonban kétféle modon is végbemehet:

Els6 esetben az izoniazidbol keletkezd oxidacios termék a megfeleld karbonsav, az
izonikotinsav, mig a permanganation redukciojaval Mn?**-ionok keletkeznek, emellett

nitrogéngaz és viz is képzddik a reakciod soran:
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NH

AN X
5 +4MnO, +12H = 5 +5N,+4 Mn?*+ 22 H,O

= =
N N

A masik lehetséges reakcioban az oxidacios termék az izonikotinamid, amely mellett

szintén Mn”*-ionok, nitrogéngaz és viz keletkezik:

H
0 N o} NH,

10 _ +2MnO4 +6H" =10 +5 Ny + 2 Mn**+ 8 H,0

\ \
=

N
A két ismertetett reakcid sztochiometridjat figyelembe véve lathatd, hogy az elsé
esetben egy izoniazidmolekulara 0,8 permanganation fogy, mig a masodik reakcié esetén az
egy izoniazidra jutdé permanganationok szama 0,2. Ezt Osszevetve a sztdchiometria

meghatarozasanal kapott mérési eredményekkel 1athato, hogy a két lehetséges folyamat koziil

az elso reakcid dominal.

5.2. A reakciotermékek azonositasa

A sztochiometria ~meghatarozasa soran feltételezett termékek jelenlétérol
tomegspektrometrias méréssel gy6zodtem meg. A reakcidelegyben Osszekeverés eldtt az
izoniazid és a kénsav koncentracioja 1x10° M, a permanganation koncentracidja 5x10™* M

volt.
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|meni 7 +MS, 0.3-0.5min #(17-29), Background Subtracted
x10% ]
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9. abra A reakcidelegy tomegspektruma

A felvett tomegspektrumban nagy intenzitdssal megjelenik a feleslegben maradt
izoniazid protondlt csucsa 138 m/z értéknél, valamint a két protonalt termék csucsa: a
protonalt izonikotinsav 124 m/z, mig a protonalt izonikotinamid 123 m/z-nél ad jelet.
A termékek jelintenzitdsai emellett 6sszhangban vannak az el6z0 fejezetben meghatdrozott
ténnyel, miszerint a két termék koziil az izonikotinsav keletkezik szamottevd mértékben,

hiszen a protonalt izonikotinsav jele sokkal intenzivebb, mint a protonalt izonikotinamidé.

17
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5.3. A mérési hullamhossz meghatarozasa

A sztochiometria meghatarozdsa utan tovabbi spektrofotometrias kisérletekben
diddasoros keésziilekkel kovettem egy reakcidelegyben a spektralis valtozdsokat az 1d6
fliggvényében. Mivel lathatd hullamhossztartomanyban a kalium-permanganaton kiviil egyik
reaktansnak sincs elnyelése (az eredmények elemzése szerint a termékeknek sem), igy a
keverék abszorbancidjat is nagymértékben annak az elnyelése hatdrozza meg. A kinetikai
mérések elvégzéséhez ez az elnyelési hullamhossz idealis. Ezért részletes kinetikai

kisérleteket 537 nm-es hulldmhosszon végeztiink.

Abszorbancia

200 300 400 500 600
Hulldamhossz (nm)

10. abra A spektrum valtozasa az idében az izoniazid és kalium-permanganat reakcidja soran

[izoniazid] = 2,5x10° M, [KMnO4] = 1,25x10™* M, [H2S04] = 1,15 M

5.4. A reakcio kinetikajanak tanulmanyozasa

5.4.1. Elsorendii kinetika vizsgalata

A reakcid kinetikai gorbéjét stopped-flow késziiléken valdo mérés segitségével vettem
fel, ugyanis az izoniazid kalium-permanganattal valo reakciojanak idobeli lefutdsa rendkiviil

gyors, gyakorlatilag 2 maésodperc elteltével mar nem valtozott az abszorbancia, tehat a
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folyamat befejezettnek tekinthetd. A mérést az el6z6ekben meghatarozott hullamhosszon, 537

nm-en végeztiik. A reprodukalhatésagot jelzi, hogy az abran 6t egymas utani kisérlet gorbéje

lathato.
0,4 1
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10. abra Az abszorbancia idéfiiggése az izoniazid és KMnO4 k6zotti reakeid sordn
A =537 nm
[izoniazid] = 1,00x10 M, [KMnO,] = 4,29x10™* M, [H,S04] = 2,47x10° M

A reakci6 meghatirozo iddintervalluma a 10. dbrdn bemutatott koriilmények kozott
lényegében az elsd masodperc, igy a kovetkezOkben azzal foglalkoztunk. A feltiintetett
koncentracioértékek tiikrozik, hogy permanganationra nézve pszeudo-elsérendii koriilmények
kozott dolgoztunk, hiszen az izoniazidot nagy feleslegben alkalmaztuk. Ennek megfelelden a
10. 4bran lathat6 gorbe 0 és 1 masodperc kozotti szakaszat tekintettiik, majd erre kiséreltiik
meg az exponencialis fliggvény illesztését. A kapott eredmény bizonyos mértékben megfelelt
varakozasainknak, az exponencialis gorbe jo kozelitéssel railleszthetd a kisérleti adatokra,
amely azt bizonyithatna, hogy a reakciosebesség elsérendli a meghatdrozo reaktansra, azaz a
KMnQOgy-ra nézve. Az illeszkedés azonban nem tokéletes (lasd a reziduumokat a 12. abran).

Erre a jelenségre késébb még visszatériink.
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11. abra Exponencialis fiiggvény illesztése az izoniazid és KMnO4 koz6tti reakciod soran mért
kinetikai gérbére
A =537 nm
[izoniazid] = 1,00x102 M, [KMnO,] = 4,29x10™* M, [H2S0,] = 2,47x10° M

0,01

0,005 ~

-0,005 ~

AAbszorbancia

-0,01 -

-0,015
idé (s)

12. abra A mért és illesztett abszorbanciaértékek kiilonbsége exponencidlis illesztés esetén
(reziduumok)
A =537 nm
[izoniazid] = 1,00x10 M, [KMnO,] = 4,29x10™ M, [H,S04] = 2,47x10° M
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5.4.2. A reakciosebesség koncentraciofiiggésének vizsgalata

A reakciosebesség koncentraciofiiggését oly modon is vizsgaltuk, hogy egyik reaktans
allando kiinduléasi koncentracioja mellett a masikét folyamatosan valtoztattuk, az elsérendil
illesztéssel meghatarozott Kops értékeket pedig a koncentracio fliggvényében abrazoltuk.
Allandé permanganat- és valtozo izoniazidkoncentracié mellett azt tapasztaltuk, hogy a

koncentraciofiiggés nem linearis.

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025
koncentracioé (M)

13. abra Az izoniazid é¢s KMnO, k6zo6tti reakcid pszeudo-elsdrendii sebességi allanddjanak
fliggése az izoniazid koncentraciojatol
A =537 nm
[KMnOy] = 4,29x10* M

A kisérletsorozatot elvégeztiik allandé izoniazid és valtozo permanganation-
koncentracié mellett is, hasonlé6 modon az illesztett gorbékbél meghatarozott Kops értékeket
abrazoltuk a permanganation-koncentracié fliggvényében. Az eldzéekhez hasonloan, itt is azt

tapasztaltuk, hogy a reakcidosebesség nemlinearisan fiigg a permanganation koncentraciojatol.
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14. abra Az izoniazid ¢s KMnO, kozotti reakcid pszeudo-elsdrendil sebességi allandojanak
fliggése az kalium-permanganat koncentracigjatol
A =537 nm
[izoniazid]= 2,00x10% M

A permanganationra kapott koncentraciofiiggés élesen ellentmond az exponencialis
illesztéseknél feltételezett elsdrendii kinetikanak, hiszen abban az esetben a reakcidsebességre
jellemzd Kops értékek nem fiiggnének a koncentraciotol, tehat konstansfiiggvényt kellene
kapnunk. A mar emlitett nem talsagosan jo illeszkedés és az ilyen illesztésekbdl nyert Kops-
értékek jelentds fliggése a permanganation koncentracidjatol egylittesen mar bizonyossa teszi,
hogy nem egyszerli pszeudo-elsdrendii folyamatrél van sz6. Tehat bonyolultabb kinetikai
gorbét kell keresniink a jelenség értelmezésére, de kozben arra is gondolnunk kell, hogy
ennek fényében az exponencialis gorbe illeszkedése meglepden jo. Ezt a jelenséget feltétleniil

értelmezni kell majd a kinetikai megfontolasok soran.

5.4.3. Autokatalizis tanulmanyozasa

Az alkalmazott savas kozeg alapjan nyilvanvalo, de mar a sztdchiometria
meghatarozasanal is ismertettiik, hogy a lejatszodo reakciok soran Mn**-ionok keletkeznek,
melyek autokatalitikus hatdsa permanganometrias titralasok esetében mar régota ismert.
Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a reakcioban keletkez6 Mn®*-ionok a folyamatban az

autokatalizator szerepét tolthetik be, s igy a teljes kinetikai gorbe valdoban nem pszeudo-
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elsérendll lesz. A bemutatott gdrbéken viszont nem latszik az autokatalitikus folyamatokra
jellemzé indukcids periodus: ennek oka lehet az, hogy a kozvetlen €s az autokatalitikus

reakcioutak sebessége nem kiilonbozik nagymértékben.

Az autokatalizist legegyszeriibb formaban figyelembe vevo sebességi egyenlet, melynek
elsd tagja az autokatalizatortol fliggetlen, mig masodik tagja az autokatalizatorra elsérendi, a
kovetkezd:

% = —k,[KMnO,] — k,[KMnO,]([KMnO,], — [KMnO,])

A differencidlegyenlet megoldasaval az alabbi képlethez jutunk:

[KMnO, ], (k; +k,[KMnO,]o)e~ (Kitko[KMnO,]o):

KMnQO,] =
[ 4 Kk, 42K, [KMnO,Jo—k,[KMnO,]pe ~ (Kitk2[KMnO4]o):

Az igy kapott abszorbancia-id0 fliggvényt kitiinden lehetett illeszteni a kisérleti
adatokra (15-16. abra). Ez arra utal, hogy a folyamatban valoban szerepet jatszhat az

autokatalizis.

oa |
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15. abra Autokatalitikus sebességi egyenlet illesztése a mérési adatokra
A =537 nm
[izoniazid] = 1,00x10 M, [KMnO,] = 4,29x10™ M, [H2S04] = 2,47x10° M
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AAbszorbancia

idé (s)

16. abra A mért ¢és illesztett abszorbanciaértékek kiilonbsége exponencidlis illesztés esetén
(reziduumok)
A =537nm
[izoniazid] = 1,00x10 M, [KMnO,] = 4,29x10™* M, [H,SO,] = 2,47x10° M

Az elébbiekben mar emlitettiik, hogy a reakci6 feltételezett autokatalizatora a keletkezd
Mn®*-ion. Arrl, hogy ez valdban igy van-e, az egyik legegyszeriibb médon gy6zdédtiink meg:
két kisérletet végeztiink, amelyekben megegyezett az izonazid, a permanganation illetve a
kénsav koncentracidja is, s az egyetlen kiilonbség az volt, hogy egyikhez mangan(l1)-szulfatot

is adtunk. A kisérletpar kinetikai gorbéi a 17. abran lathatok.

24



Az izoniazid €s a permanganat kozotti reakcio

0.15
0
(9]
£ 0.10
£
S
)
<
0.05
0.00
0 1 2 3 4 5
ido (s)
17. abra A Mn?*-ionok autokatalitikus hatasanak vizsgalata
A =537 nm
[izoniazid] = 4,00x107% M, [KMnO,] = 8,00x10™* M, [H,S0,4] = 1,00 M, [MnSO,4]= 1,00x107
M

Az abran szemmel lathaté, hogy a Mn?*-ionoknak valéban van hatdsa a folyamatra,
hiszen a két gorbe nem egyezik meg. Habar a hozzdadott MnSO,4 hatdsdra valoban nd a
reakciosebesség, tehat meredekebb kinetikai gérbét kapunk, a hatds mégsem olyan intenziv,
ahogy az autokatalitikus gorbe illesztési adatai alapjan varhatd lett volna. A hattérben

valdszintileg igy valamilyen dsszetettebb kinetika allhat.

5.4.4. A reakcié lépéseinek tisztazasa

Maér a sztochiometria meghatarozasdhoz végzett kisérleteknél is észrevettiik, hogy
jellegzetes elhajlas figyelhetd6 meg a korrigadlt abszorbancia-anyagmennyiség arany
fiiggvények esetében, foként az izoniazid és a permanganation egyiittes elnyelésére jellemzd
hullamhosszon. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az oxidacios folyamat nem egyetlen
Iépésben zajlik, azonban err6l mas moddon is meggydzddhettink. A diddasoros
spektrofotométeren felvett spektrumbdl harom hullamhosszat valasztottunk ki, ahol jol
kovethetd a reakcid, tehat szamottevd abszorbanciacsokkenés vagy novekedés észlelhetd. A
valasztasunk a 238, 305 valamint az 525 nm-re esett, ugyanis ezek a hullamhosszak amellett,

hogy a reakcio elérehaladasarol jo informaciot szolgaltatnak, elég tavol vannak egymastol
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ahhoz, hogy ne feltételiil ugyanazt az informaciot szolgaltassak a folyamatrol. A harom
hullamhosszon mért abszorbanciaértékeket egymds fiiggvényében dbrazolva érdekes
kovetkeztetéseket vonhattunk le. A 305 nm-en vett értékek a 238 nm-en kapott értékek
figgvényében egyenest adnak, tehat a reakciorél nagyon hasonld informaciét nyerhetiink
mindkét hullamhosszon. Azonban az 525 nm-en mért abszorbanciaértékek fliggése mar nem
linearis, jelentds elhajlas észlehetd a gorbén, igy megallapithato, hogy a két hullamhosszon
torténd méréseknél részben kiilonbozd folyamatokat tanulményozunk, valamint az is, hogy a
folyamat biztosan nem egy kinetikai lépésben zajlik le (ebben az esetben minden ilyen
abszornancia-abszorbancia abranak egyenesnek kellene lennie). Tudomasunk szerint az
altalunk vizsgalt rendszerben 525 nm-en a permanganationon kiviil egyik reaktansnak és
terméknek sincs elnyelése, igy kijelenthetjiik, hogy az extra kinetikai 1épésre vonatkozo

informaciot nem ezen a hullamhosszon, hanem a masik ketton célszert keresni.
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18. abra Az izoniazid és KMnO4 k6z6tti reakcid 238, 305 és 525 nm-en mért
abszorbanciaértékei egymas fiiggvényében

[izoniazid] = 2,5%x10°° M, [KMnO4] = 1,25x10™* M, [H,SO4] = 1,15 M
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6. Osszefoglalas

Jelen tudomanyos didkkori dolgozatom targya az izoniazid és a permanganation kdzotti
reakcid. Az izoniazid a tuberkuldzis kezelésében hasznalt els6 szamu antibiotikum. Lebontasa
az ¢€lo szervezetben oxidacid valamint hidrolizis altal torténhet. Kisérleteim soran az

izoniazidot kalium-permanganattal oxidaltam kénsavas kozegben.

Els6 1épésben a reakcid sztochiometriajat hataroztam meg. Az izoniazid kalium-
permanganattal vald oxidacidja két reakciotton jatszodhat le. Egyik esetben a hidrazin
csoport oxidacigjaval izonikotinsav, mig a masik esetben izonikotinamid keletkezik. A
termékeket tomegspektrometrias méréssel is azonositottuk. A kutatasi eredmények, valamint
az MS-vizsgalatok mind arra engednek kovetkeztetni, hogy a két reakcio kozil az

izonikotinsavat eredményez6 dominal.

A kinetikai mérésekhez sziikség volt az optimalis hulldimhossz meghatarozasara. A
reakcioelegy teljes spektrumat felvéve ez a hullamhossz 537 nm-nek adodott, amely
Osszhangban van azzal, hogy a reakcid soran a permanganation jellegzetes szinének eltiinését

tapasztaltam. A tovabbi kinetikai méréseket ezen a meghatarozott hulldmhosszon folytattam.

Kisérleteimben az izoniazidot nagy feleslegben alkalmaztam, igy azt vartam, hogy
permanganationra nézve a reakciosebesség elsérendii lesz. Ezt az elméletet azonban el kellett
vetnem két okbdl is. Egyrészt az exponencialis gorbe illeszkedése a kinetikai gérbére nem
volt tokéletes, azonban a nagyobb ellentmondast az elsérendii illesztésbol kapott Kops értékek
koncentraciofiiggése esetén tapasztaltam, ugyanis az nemcsak az izoniazid, hanem a kalium-

permanganation koncentracigjatol is fiigg.

Figyelembe véve azt, hogy az altalam alkalmazott kézegben a permanganétionok
redukciojakor autokatalitikus hatast Mn?*-ionok keletkeznek, feltételeztem az autokatalizist.
Ezt alatdmasztja az autokatalitikus sebességi egyenlet meglepden jo illeszkedése a kinetikai

gorbére. Mindezek mellett azt is megéllapitottam, hogy a Mn”*- ionok hatisa nem nagy
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mértékll, tehat gyengén autokatalizalt reakcidorol van szo. Tovabba azt is meghataroztam,
hogy a folyamat nem egyetlen kinetikai 1épésben jatszodik le, azonban az erre vonatkozo
informdciot nem a kinetikai mérésekhez meghatarozott hulldimhosszon kell keresni, ugyanis

ott a rendszerben részt vevo részecskék koziil csak a permanganationnak van elnyelése.

Osszességében kimutattam tehdt, hogy az izoniazid és a permanganation kozotti reakcio

tobb Iépéses, benne autokatalitikus hatdsok is szerepet jatszanak.
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/. Summary

The topic of the present thesis is the reaction between isoniazid and potassium-
permanganate. Isoniazid is the first antibiotic used in the treatment of tuberculosis, its in vivo
breakdown can occur via oxidation and hydrolisis. During my experiments isoniazid was

oxidized with potassium- permanganate in a sulfuric acid medium.

At first, the stoichiometry of the reaction was determined. Oxidation of isoniazid with
potassium- permanganate gives two products: isonicotinic acid and isonicotinamide is formed.
Spectrophotometric titration results and electrospray mass spectrometric experiments suggest

that the reaction resulting isonicotinic acid dominates.

For my kinetic measurements, it was necessary to determine the optimal wavelength.
Taking the full spectrum of the mixture, this wavelength was found to be 537 nm, which is
related to the disappearance of the characteristic color of the permanganate ion. Detailed

Kinetic measurements were carried out at this wavelength.

During my experiments, a large excess of isoniazid was used so | expected first order
reaction rate with respect to permanganate ion. However, this theory had to be rejected for
two reasons. First, the fit of the exponential curve onto the measured kinetic curve was not
perfect. More importantly, the concentration dependence study showed that the value of the
pseudo-first order rate constant depended on the concentration of permangante ion in addition

to that of isoniazid.

Considering that in the medium | used Mn?* ions often have an autocatalytic effect, the
possibility of autocatalisis was considered. This is supported by the surprisingly good fit of
the autocatalytic rate equation to the kinetic curve as well. In addition, I found that the kinetic
curves are influenced by the initial addition of the Mn®" ions. Therefore, this is probably an

example of a weak autocatalysis.
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Furthermore, | determined that the process does not take place in a single kinetic step.
However, However, information on additional kinetic steps is unlikely to be available at the

wavelength used for the kinetic measurements as only permanganate ion has absorption there.

In summary, it was shown that the reaction of isoniazid and permangante ion is a

multistep process, in which autocatalytic phenomena also play a role.
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