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1. Bevezetés

A tuberkulozis (TBC), magyar nevén giimokor fertdz6 betegség, melyet a
Mycobacterium tuberculosis nevii baktérium (1. abra) terjeszt. Foként a tiid6t 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 nagyon sok halalesetet okozott a torténelem sordn, napjainkban pedig tobb
mint kétmilliard ember hordozza a kérokozot. Ennek 90 %-a jelent latens fert6zottséget, mig
a betegség kifejlodésének valoszinisége 10 %. Kezelés hianyaban a TBC a betegek 50 %-anal
okoz halalt. A XX. szdzad végén megjelend, tobb antibiotikumra is rezisztens tuberkul6zis
komoly fenyegetést jelent, igy rendkiviil fontos, hogy a jovoben meghataroz6 legyen ellene a
védekezés, hiszen az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) elérejelzése szerint 2000 és 2020
kozott ujabb 1 milliard ember valik fert6zotté. A fertdzottség észrevételét, valamint a kezelést
nagymértékben megneheziti az, hogy a fert6zottek sokszor teljesen tiinetmentesek, a betegség
tiinetei pedig jellegtelenek, igy gyakran csak a boncoléas sordn sikeriil megéllapitani, hogy az
illet6 halalat a gimékor okozta. Sok esetben viszont sikeriil idében megkezdeni a kezelést,
amelynek célja a fertézoképesség leggyorsabb megakadalyozasa, a masodlagos gyogyszer-
rezisztencia megsziintetése, végilil pedig a teljes gyogyulas elérése. Kutatdsom soran az
izoniaziddal, tudomanyos nevén az izonikotinsav-hidraziddal (INH, 2. abra) foglalkoztam,
amely a tuberkuldzis elleni leghatékonyabb antibiotikumok egyike. Magyarorszdgon altalaban
Isonicid kereskedelmi néven hasznaljak, de gyogyszertari forgalomban nem kaphat6, mert a

raszorulok a tiidégondozd-haldzaton keresztiil, ingyen jutnak hozza.
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2. abra Az izoniazid szerkezeti képlete

Ez a gybgyszer sok szempontbdl optimalis, igy hasznalata széles korben elterjedt.
Hasznalatat az 1950-es években vezették be, s ennek megddbbentd hatiasa volt a
gyogykezelések mindennapjaira: egy évtizeden beliil bezartak a TBC-kezelésre szakosodott
magashegyi szanatoriumok. Az izoniazid semleges, valamint enyhén lugos kozegben, gyorsan
szaporodo baktériumpopulaciokkal szemben a leghatékonyabb. Baktericid hatasat ugy fejti ki,
hogy meggatolja a mikolsavnak, a mikobakterialis sejtfal egyik fontos épitéelemének
szintézisét emellett a nikotinamid-adenin-dinukleotiddal adduktumot képezve megzavarja a
Mycobacterium  tuberculosis  anyagcsere-folyamatait. = Hagyomanyos  formajaban
tulajdonképpen prekurzor, igy gyakran ,,prodrug”-ként emlegetik. Biologiailag aktiv formajat
a katalaz-peroxidaz (KatG) enzim daltal éri el a bakteridlis sejtben, mig terapiasan inaktiv
formajat az N-acetiltranszferdz (NAT) enzim hozza 1étre a molekula acetilezésével. (3. dbra)
Lebontasa az €16 szervezetben oxidacioval vagy hidrolizissel torténhet, ezért munkam soran

izoniazid szervetlen oxidaldszerekkel valo reakcioit vizsgaltam.

o N
“SNH
X ,
y Aktiv
o N
“SNH, KatG N/
X
~
N
o
NAT N \” CH,
Inaktiv
=
N

3. abra Az izoniazid oxidativ atalakulasai az €16 szervezetben
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Izoniazid oxidaciéja a Mycobacterium tuberculosis katalaz-

peroxidaz enzimje altal®

A hatoéanyag-rezisztens TBC torzsek jelenlegi vizsgalatai arra engednek kovetkeztetni,
hogy az izoniazid biologiailag aktiv formajat a katalaz-peroxidaz (KatG) enzimmel valo
reakci6 utan éri el.>* Annak érdekében, hogy vildgosan lassuk az izoniazid
hatdsmechanizmusat, ezaltal pedig fejlettebb gyogyszereket hozhassunk létre, részletesen meg
kell érteniink az izoniazid Mycobacterium tuberculosis-ban torténd atalakitasat, amely
folyamat a KatG altal megy végbe.

A kétfunkcios enzim széles peroxidaz-specificitassal illetve nagy kataldzaktivitassal
rendelkezik. Az enzim izoniaziddal val6 reakcidjat K. Johnsson és P. G. Schultz HPLC
modszerrel kovette, a termékeket pedig hiteles sztenderdekkel valdo Osszevetés, valamint
tomegspektrometrids analizis utdn azonositotta. 7,5-6s pH-értéken, 50 mM Na,HPO,
koncentracid mellett és 37 °C hdémérsékleten a reakcid termékeként azonositottak az
izonikotinsavat, izonikotinamidot illetve a piridin-4-karbaldehidet, melyek koziil a fétermék
az izonikotinsav volt. A relativ termékhozam az izoniazid koncentracidjanak fliggvénye,
valamint a reakcio utvonalatol fiiggben valtozott: az aldehid végiil izonikotinsavva
oxidalodott. Annak érdekében, hogy meghatarozzak a fétermékben az oxigénatomok eredetét,
az izoniazid enzimmel valo reakcidjat 80,-atmoszféraban is végrehajtottak, a keletkezo
izonikotinsavat izolalast kovetden pedig tomegspektrometria segitségével elemezték. Az
egyetlen *°0 atomot tartalmazé izonikotinsav mennyisége koriilbeliil 35 %-nak adodott. A sav
H,'®0-ban t6rténd tarolasa soran nem kévetkezett be a jelzett oxigén beépiilése. A kisérlet
ugyanolyan koriilmények kozott zajlott, mint a 80,-vel végzett. Az enzim reakcidja
izoniaziddal H,'®0-ban olyan izonikotinsav képz3déséhez vezetett, amelynek kériilbeliil 33
%-a nem tartalmazott *20-t, mintegy 50 % egyetlen *0O-atomot, mig nagyjabél 17 % két *°O-
atomot tartalmazott. A kisérlet eredménye két utvonal egyidejii jelenlétére enged
kovetkeztetni az izonikotinsav képzddése soran. Egyértékli aminok hozzdadasa a
reakcidelegyhez — Osszhangban ezekkel az adatokkal — a megfelelé amidok képzddéséhez

vezetett, tobb mint 50 %-0s hozammal.>®
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2.2. Az izoniazid atalakulasa izonikotinil-NAD-d4’

A ,,prodrug” izoniazid tuberkul6zis elleni hatoanyagga torténd aktivalasa magaban
foglalja annak izonikotinil-NAD-da alakulasat, ez a reakcio pedig katalaz-peroxidazt igényel.
Ben Wisemann és kutatocsoportja megallapitotta, hogy az elébb emlitett reakcid, bar kisebb
mértékben, kataldz-peroxiddz enzim hidnydban is tovabbhalad abban az elegyben, amely
izoniazidot, NAD"-t, Mn?* jonokat valamint molekuléris oxigént tartalmaz. Katalaz-peroxidaz
enzim jelenlétében az atalakulas sebessége tobb mint hétszeresére nd. A reakcio alapvetd
fontossagu koztiterméke a szuperoxidion (O, "), amely az oxigén redukcidja soran keletkezhet
akar a Mn”", akdr a kataldz-peroxidaz katalitikus hatisara. A reakcid koztitermékeként
azonositott izonikotinil-NAD™ gy6k szuperoxidion altali redukciéja valoszini.

Az atalakulasra a kutatocsoport a kdvetkez0 mechanizmust javasolta: a reakcidban
eldszor a hidrazincsoport tavozik, majd az izonikotinil rész a NAD"-ra addicionalodik,
kialakitva az izonikotinil-NAD adduktumot. Az izonikotinil-NAD a mikolsav szintézisét
gatolja, ezaltal pedig a Mycobacterium tuberculosis fejlédését.

A Mycobacterium tuberculosis-beli katalaz-peroxidaz részvétele az izoniazid
aktivaldsdban arra enged kovetkeztetni, hogy a peroxidacids folyamatnak szerepe van a
reakcioban, igy szamos tanulmény szol arrél, hogy kiils6 oxidaloszerek alkalmazéasaval ezt az
utvonalat aktivaltdk. Emellett ESR tanulmanyok igazoltdk, hogy az izoniazid
elektronforrasként is szolgalhat a peroxidacios koztitermékek redukcidjakor.

Modszerek sokasagat alkalmaztak az izoniazid aktivaldsdnak kozvetett és kozvetlen
Vizsgétlataira.s'15 A kiils6 oxidaloszerek hidnydban lezajlé  aktivalasi reakcidk

frerai12,14,16,17
eredményel

eleinte azt sugalltdk, hogy a peroxidacios folyamat nem sziikséges,
viszont az izoniazid, NADH ¢és katalaz-peroxidaz keverékek a molekuldris oxigén
szuperoxidionna torténd atalakitasat, valamint a kis koncentracioban jelen 1évé hidrogén-
pel’OXid8 NADH-val valé redukcidjat biztositottdk volna, ezaltal aktivalva a peroxidécios
utvonalat.

Annak ellenére, hogy mar erds bizonyitékok szoltak a peroxidacidos folyamat
részvételére az izonikotinil-NAD adduktum szintézisében, tovabbi kisérleteket végeztek a
célbol, hogy a peroxidacids utvonal segitségével értelmezzék a reakciot. Ezen kisérletek
altalaban olyan modelleket eredményeztek, amelyek redoxiszemponbdl befejezetlenek

voltak?*°

(nem volt vilagos minden Iépésben, hogy mi az oxidalo- vagy a redukaldszer), vagy
olyan feltételezett koztitermékeket tartalmaztak, amelyeket semmilyen mas rendszerben nem

jellemeztek. Egy felvetett lehetdség szerint példaul az izonikotinil-gyok NAD"-al reagilva
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izonikotinil-NAD-ot eredményez, noha egy ilyen reakci6 tulajdonképpen izonikotinil-NAD™
gyokot termelne. A gyok oxidald kornyezetben torténd redukcidjanak sziikségessége arra
enged kovetkeztetni, hogy az izoniazid aktivalasi folyamatanak tobbet kell tartalmaznia egy
egyszerli peroxidacios utvonalnal. Ez a gondolatmenet a szuperoxidionhoz vezet, amelynek
redukaloszerként jatszott szerepe ismert az izoniazid aktivalasaban.™ A Katalaz-
peroxidazok szuperoxidiont generalhatnak a molekularis oxigénbdl, az izoniazidnak vagy a
NADH-nak®!*4 pedig elektrondonorként van szerepe az aktivalasban.™*** Harom korabbi
munka leirta az izonikotinil-NAD szintézisét kataldz-peroxidaz, izoniazid és NAD"
keverékekben olyan koriilmények kozott, amelyeknél molekularis oxigénen kiviil semmilyen
oxidaloszert nem hasznaltak.*®’

Ekkor szintén szuperoxidion képzOdését tapasztaltak. Tehat az izonikotinil-NAD

szintézisében a peroxidaciés és a szuperoxidion altal vezetett utvonalak egymassal

parhuzamosan vannak jelen, noha relativ jelentdségiik még meglehetdsen bizonytalan.

2.3. A peroxidaz-katalizalt reakciok elgsegitése izoniaziddal'®

Korébbi munkakbdl ismert, hogy a klérpromazin (CPZ) stimuldlja az izoniazid torma-
peroxiddz (HRP) altal katalizalt oxidaciojat. D. C. Goodwin és csoportja egy olyan rendszert
vizsgalt, amely izoniazidot, CPZ-t és HRP-t tartalmazott. A végbement reakcioban a
klorpromazin katalizatorszerepet toltott be az izoniazid és a HRP kozotti elektronatmenetben,
ugyanis a HRP és CPZ reakciojakor keletkezd CPZ:" gydkkation oxidalta az izoniazidot a
megfeleld gyokké. A tapasztalatok megegyeznek Pelizetti megallapitasaval, miszerint a CPZ-"
erbs oxidaloszer™ (E° = 0,78 V), illetve Juchau és Horita megfigyelésével, amely szerint a
hidrazinok 4ltaldnossagban jo redukalészerként ismertek.?’ A fent emlitett rendszerben a CPZ
redoxmediator szerepe nyilvanvald, ugyanis a CPZ-" felhalmozddasa izoniazid jelenlétében
teljesen gatolt. Emellett az izoniazid oxidacidjanak sebessége, noha fiigg a CPZ
mennyiségének fliggvénye, fliggetlen a jelenlévd izoniazid mennyiségétdl. Az emlitett
kinetikus sajatsagok a peroxidaz-katalizalt oxidacios reakciok jellemzd tulajdonsagai.”* Azaz
az izoniazid oxidaciojanak sebessége CPZ jelenlétében vagy hianyaban is erdsen fiigg a HRP

katalitikus ciklusanak aktivitasatol.
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2.4. Karbonsav-hidrazidok oxidativ atalakitasa karbonsavakka. Az

ey e r e . . erer 22
N’-szubsztitucio hatasa a reakcio sztochiometriajara

A szerves kémiai szintézisek soran gyakran sziikséges a karboxilcsoport védelme,
melyre leggyakrabban észter, amid vagy hidrazid tipust véddécsoportokat hasznalnak. A
hidrazidok savakkal ¢s bazisokkal szemben nem reaktivak, azonban megfeleld
oxidaloszerekkel  (Cu?*/O,, NBS, NalOs, Pb(OAc)s, CrOs/AcOH, enzimek)®?
karbonsavakka alakithatok.”® Kovacs Lajos kutatocsoportjaval —szubsztitualatlan —és
szubsztitualt karbonsav-hidrazidokat oxidalt karbonsavakka, tobbek kozott KMnO4J/KHSO4
reagenseleggyel. A permanganation erds oxidaloszerként a szubsztrat mas részeivel is
reakcioba Iéphet. Azonban, ha a hidrazidcsoport a legkdnnyebben oxidalhaté funkcios
csoport, megfeleld koriilmények kozott valamint a reakcio sztochiometriajanak ismeretében, a

permanganationt is tartalmazo reagens alkalmas lehet a véddcsoport eltavolitasara.

A benzhidrazid réz(Il)-szulfattal benzoesavva oxidalhatd az aldbbi reakcioegyenlet

szerint:
PhCONHNH, + 4 Cu?* + H,0 = PhACOOH + 4 Cu* + N, + 4 H'

A fentivel analog reakciot elvégezve tobb szubsztitualt savhidraziddal, a hozam minden
esetben tobb mint 60 % volt, azonban UV sugarzas és/vagy katalitikus reagens jelenlétében az

atalakulas nem ment végbe.

A fenilecetsav-hidrazid és kalium-permanganat reakcidja az alabbi sztochiometriaval

megy végbe:

o H,O
(0]
25°C
+ 4 KMnOy4 + 12 NaHSO,-H,O ——»
HN OH
SNH,

+ N, + 4 MnSO, + 23 H,0 + 4 K,SO4 + 6 Na,SO,4

A fent ismertetett sztdchiometria alapjan szamolt mennyiségekkel elvégezve a reakciot
az néhany masodperc alatt hevesen végbement, intenziv hé- és gazfejlédés valamint a

permanganation szinének eltlinése kozben.
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Az N’-fenilbenzhidrazid réz(II)-vel valé oxidacioja a kdvetkezéképpen irhat6 le:
RCONHNHPh + 2 Cu®* + H,0 = RCOOH + 2 Cu* + N, + CeHe

Ezt Osszehasonlitva a benzhidrazid oxidacidjat leird egyenlettel, lathato, hogy a

sztochiometriat tekintve csak feleannyi réz(Il)-ion sziikséges.

Az aromas karbonsavak formaldehidszarmazakainak permanganationos oxidacioja a

vart sztochometria szerint, intenziv gaz- és hofejlodés kozben, j6 hozammal adta a megfeleld

termékeket:
o
HTLR AcOH
N 25 °C
R ( ﬁ R
5 )\ Lo +24 KMnO; + 72 KHSO, ~——>
o N/ NG o
H
OH

15 /g +15 Ny + 15 CO, + 51 H,O + 24 MnSO, + 48 K,SO,
R O

Az izonikotinsav-szarmazék esetében jelentds mennyiségii melléktermék keletkezett.

Az N,N-dimetilbenzhidrazid oxidéaciojanak részletes vizsgalata soran 0 °C-on 0,992,
mig 50 °C-on 1,30 ekvivalens permanganation-fogyast tapasztaltak potenciometrias
titralassal, GC-MS vizsgalatok soran pedig azonositottdk a nitrogénnek valamint a szén-
dioxidnak megfeleld csticsot 28 illetve 44 m/z értéknél. A kapott eredményeket Gsszevetve a
korabbi oxidacids reakciok egyenleteivel, a pontos sztochiometriadt még nem sikeriilt

egyértelmiien tisztazni.

2.5. Izoniazid, mint a myeloperoxidaz enzim szubsztratja és inhibitora:
aminadduktumok azonositasa és a szuperoxid-diszmutaz hatisa ezek
képzbdésére”

Ujabb tanulményok szerint a neutrofil fehérvérsejtek meghatarozo szerepet jatszanak a
TBC-betegek tiidejében jelenlévé Mycobacterium tuberculosis fagocitozisa soran®®. Ennek

fontos kovetkezménye lehet a kezelés soran alkalmazott izoniazid hatasaval kapcsolatban. A

neutrofilek ugyanis feleslegben tartalmazzak a myeloperoxidaz enzimet, amely a katalaz-
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peroxidaz enzimhez hasonlé mdodon képes oxidéalni az izoniazidot®**, Az enzim funkcidja a
neutrofilek altal bekebelezett baktériumok elpusztitasa. Ehhez H,0, illetve szuperoxidion
kolcsonhatasa a jelen 1év6 izoniaziddal igen fontos folyamat, hiszen egyrészt hatart szabhat a
gyogyszer hataserdsségének, emellett a neutrofilek tevékenységét is akadalyozhatja. A
mechanizmus tisztazasaval ujabb betekintést nyerhetiink az izoniazid katalaz-peroxidaz altali
oxidacids folyamataba.

A myeloperoxidaz enzimatikus korfolyamaton megy keresztiil a Cmpd 1 és Cmpd 1l
redoximediatorokon keresztiil.** Annak megallapitdsa végett, hogy az INH mennyire hatdsos
szubsztratja a Cmpd I-nek illetve Cmpd Il-nek, a folyamatokra jellemz6 sebességi allandok
értékeit stopped-flow kisérletek segitségével hataroztak meg. A kapott adatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy az izoniazid hatékony szubsztratja a Cmpd I-nek, azonban a Cmpd I1-vel
mar kevésbé hatékony a folyamat.

A mechanizmus tisztdzasa érdekében sziikség volt a termékek azonositdsara. A 0
oxidacios termék az izonikotinsav volt, emellett pedig izonikotinamid valamint egy adduktum
jelenlétét mutattak ki. Utobbi az izonikotinil-csoport metioninra térténd addicids reakcioja
soran alakult ki. Az addiciot egyéb vegyiiletekkel tanulmanyozva megallapitottak, hogy a
termékképzddéshez a megfelelé aminosavak primer aminocsoportja sziikséges. A keletkezett
adduktumok haptenként funkcionalhatnak, amely magyarazatot ad a TBC-betegek elnytilo
kezelése soran fellépd autoimmun tipusa szovédményekre.

Kordbban mar kimutattdk, hogy az izoniazid egy szerkezeti analdgja, a 4-
aminobenzoesavhidrazid irreverzibilisen inaktivalja a MPO-t az enzim hem prosztetikus
csoportjanak blokkolasaval.**** A hatast izoniaziddal tanulmanyozva arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy maga az izoniazid csekély hatissal van az enzim specifikus aktivitasara,
jelentdés aktivitascsokkenést csak H,O, jelenlétében figyeltek meg. Az oxidacid
mechanizmusara a kutatocsoport a kovetkezd mechanizmust javasolta: a kapott sebességi
allandok alapjan elsd lépésben az izoniazid hidrazilgyokké torténd oxidacidja valoszinll a
klasszikus peroxidacios korfolyamat részeként. A hidrazilgyokok tovabbi sorsat a helyi
aszkorbat-, illetve SOD-koncentracié hatirozza meg. A redoxpotencial értékeknek
megfeleléen® az aszkorbinsav altali redukcid valdszinii, azonban a redukaloszer kicsiny
koncentracioja esetén a gyok szabadon reagal. Ekkor acilgyokké torténd lebomlas illetve
molekularis oxigén jelenlétében egy diszproporcidés reakcioval acildiimid-képzodés is

11,35

lehetséges. A keletkezett acilgyok oxigénnel diffuziokontrollalt folyamatban

peroxilgyokot képez, amely egy lancreakciot eldsegitve egy ujabb izoniazidmolekula
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oxidacigjaval acilhidroperoxidot termel. A diszproporcioval képz6dé acil-diimid aminokkal,

mint nukleofilekkel reagalva a megfelel6 adduktumok keletkezéséhez vezet.

NH, NH2 NHz

- HNNH
- HNNH + RNH,
N\

R
2 = =
\N \N \N
4 ! 8
+0,
O (@]

~o. 0 o
+ e
= le 2
— |
NS NS
N N
5 6

4, abra Az izoniazid MPO altali oxidacidjanak lehetséges ttvonalai. A kiilonb6z6
szerkezetek a kovetkezok: izoniazid (1), hidrazilgyok (2), acil-diimid (3), acilgyok (4),
acilperoxilgyok (5), acil-hidroperoxid (6), izonikotinsav (7) illetve egy aminosavval képzett
adduktum (8)

A felvazolt mechanizmus tiikr6zi, hogy az izoniazid-MPO ko&lcsonhatds mind a
gyogyszer hatékonysagaért, mind a lehetséges mellékhatasokért is felelhet. A teriileten
folytatott tovabbi tanulmanyok alternativat biztosithatnak arra, hogy aszkorbinsav

alkalmazaséaval elbontva a hidrazilgyokoket lecsokkentsiik az izoniazid mellékhatasait.
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2.6. A NADH oxidacidja kloraminokkal és kloramidokkal %

A redukalt nikotinamid-nukleotidok hipohalogénessavakkal torténd irreverzibilis
lebontdsat a mai napig széles korben tanulmémyozzék.37‘38 Figyelembe véve a NADH, mint
elektrondonor szerepét az ¢élettani folyamatokban, illetve a NADPH enzim kofaktor
funkciojat, ezen nukleotidok lebontdsa valdsziniileg befolyasolja a sejtek metabolizmusat
valamint az emlitett halogénkozpontu oxidaloszerek mikrobaellenes és citotoxikus hatasat. A
HOX részecskéket az €16 szervezetben az aktivalt neutrofilek illetve a monocitak termelik a
halogenidek peroxidaz-katalizalt oxiddcidja soran. A vegyliletek fontos szereppel birnak az
immunvédelem valamint a gyulladdsos szovetelhalas soran. %4
A redukalt nikotinamid nukleotidok HOCI altali els6, gyors oxidacioja kiilonféle izomer

klérhidrinek képzédéséhez vezet *:

NADH + HOCI - NADH - kloérhidrinek

HOClI-felesleg esetén a NADH-klorhidrinek reakcioba 1épnek egy ujabb HOCI
molekulaval:
NADH — klorhidrinek + HOC1 = termékek
Tekintettel az amin- illetve amidkomponensek sejtekben valo jelenlétére, valamint a
hipoklérossavval vald relative nagy reaktivitdsukra, az N-halogén vegyiiletek in vivo
képzddése igencsak 1ényeges.
A NADH taurin-kléraminnal illetve HOCI-val végzett oxidacidja soran az abszorbancia

! emellett egyéb kloraminokkal is hasonld

kozel ugyanugy valtozott mindkét esetben’
valtozast figyeltek meg. Ennek alapjan lathatd, hogy kléraminokkal és kloramidokkal
ugyanaz az els6dleges termék keletkezik, mint HOCI esetén®’. A HOCl NAD*-dal lass
folyamatban reagal, amely valdsziniileg a nikotinamid alegység amidcsoportjanak illetve az
adenozin C6-aminocsoportjanak klorozasat foglalja magaban.

A NADH — kloramin reakciora a csoport az kovetkezé mechanizmust javasolta: elsé
lépésben a Cl savkatalizalt atvitele valosul meg a piridingytiri C5 és C6 kozotti

kettoskotésére, ezt pedig az intermedier hidroxilezése koveti, amely folyamat NADH-

klérhidrineket eredményez.
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HOCI + R - NH; » R-NHCI + | | ’

+ AH"

A+ R-NH, +
H (@]
H H
H — |
NH, R—N
H | .
CI"'HJ N A H
H
H,O H H O
HO
H K | NH,
H

5. abra A kutatocsoport javaslata a NADH kloraminokkal végzett altalanos savkatalizalt

oxidacidjanak mechanizmusara

2.7. Az izonikotinsav savas kézegben, tallium (III)-mal torténé

. r e re s . . e r . 42
oxidaciojanak kinetikaja és mechanizmusa

A karbonsavhidrazidok tallium(l11)-mal torténd oxidacidjat kevesen tanulmanyoztak
részletesen. A savhidrazidok reakcidja a legtobb oxidalészerrel a megfeleld
karbonsavakhoz®, bizonyos esetekben pedig észterekhez illetve amidokhoz vezet*. A
tallium(l11)-sok a szerves szintézisek soran gyakran hasznalt oxidaloszerek, elényiik, hogy
mind erdsen (perklorsavas illetve kénsavas kozegben), mind gyengébben (hig sosavas
kozegben) oxidaloszerként hasznalhatok. A szakirodalomban madar ismertették, hogy a
savhidrazidok esetében a tallium(Ill)-mal torténd reakcidé a C-N kotés felhasadéasat

; .50 - . o ites
eredményezi”, azonban a mechanizmust még nem vizsgaltak.
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A reakciokat pszeudo-elsérendli koriilmények kozott hajtottdk végre, azaz nagy
sztochiometridjat TI(III) ismert feleslegét haszndlva, a megmaradd oxidaldszer jodometrias

meghatarozasaval tanulmanyoztak. A kapott eredményt az alabbi egyenlet ismerteti:
RCONHNH; + 2 TI(lll) + HO — R - COOH + N, + 4H" + 2 TI(l)

A reakciot HCI és HC1O,4 keverékében hajtottak végre, ugyanis a reakcio perklorsavas
kozegben gyorsan végbemegy, sosav jelenlétében viszont lassabb, igy az alkalmazott
titralasos technikaval is mérhetdé a sebesség. A reagensek hatasdnak tanulményozasakor a
kovetkez6 eredményekre jutottak: a Kops sebességi egyiitthatdo értéke a hidrazid kezdeti
koncentraciojatol fiigg, valamint a hidrazidkoncentracié ndvekedésével értéke nd. A
reakciorend az oxidaloszerre nézve egységnyi, mig a sebességi allandd a hidrogénion

crer

koncentraciojanak ndvekedésével csokken. A kapott adatok alapjan a kloridion

crcr

egyértelmiien azt mutatjak, hogy a sebességi egyiitthatok mintegy kétszeresére nének, ha a

homérséklet 10 °C-kal emelkedik.
A reakcio kinetikaja és mechanizmusa

A hidrogénion és kloridion hatdsa a hidrazidok protonalodasabol kéivetkezik48,
emellett az oldatban a tallium(l1) kiilonb6z6 klorokomplexei talalhatok. A hidrazidok savas

kozegben az aldbbi egyenlet szerint protonalddnak:

RCONHNH, + H" =—= RCOHNHN;3" Ku

A TI(III) stabil komplexeket képez kloridionnal az alabbi formula szerint: TICI,>™,

ahol n a komplexben 1évd kloridionok szdmat adja meg, melyet a kovetkezd egyenletek

szemléltetnek.
TP +clr == TICI*
TICI* +CIf == TICI,"
T|C|2+ +CI’ _ TIClI;
TICl; + CI _ TICl,

A kisérleti koriilmények kozott gyakorlatilag az 6sszes TI(III) TICl," formajaban van

jelen, a sebességi allandok fliggése a kloridion-koncentraciotol pedig azt mutatja, hogy a
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redoxireakcioban az aktiv részecske a [TICl,"]-komplex. Igy a reakcid roviden az aldbbi

kinetikai sémaval irhato le:

TICI," + hidrazid —_— komplex Ke
komplex — RCONNH + TICI, + H* Ky
RCONNH + H,0 + TICI,” —— RCOOH + Ny + 2H" + TICI, gyors

(R = CsH, az izonikotinsav esetén)

A reakcio pedig az alabbi sebességi egyenlettel jellemezheto:

k1Kc[hidrazid]ejjes[TICI, ] teljes
(1+K[hidrazid])(1+Ky[H*]) (141 [C1=]+B,[C1-]2

Reakciosebesség =
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3. Célkituzések

Kisérleti munkdm sordn az izoniazid két szervetlen oxidaldszerrel torténd reakcidjat
vizsgaltam permanganation esetén savas, mig hipoklorition esetén lugos kozegben. Elsoként a
folyamatok sztochiometridjanak meghatarozasat, majd a reakcidsebesség koncentracio- illetve
pH-fiiggésének vizsgalatat terveztem. A kinetikai kisérleteket tekintve a reakciosebesség
koncentraciofiiggésének tanulmanyozésa utdn tovabbi célként tliztiik ki a reakcidsebességi
egyenlet meghatarozasat valamint a termék(ek) azonositasat. Végil pedig a Kinetikai

modellek felallitdsat kovetden a reakciok mechanizmusara kivantunk javaslatot tenni.
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4. Kisérleti koriilmények

4.1. Felhasznalt vegyszerek

Az oldatok készitéséhez kétszer ioncserélt és ultrasziirt (MILLI-Q RG tisztitérendszer)
vizet hasznaltunk.

Az izoniazid-térzsoldatot szilard izoniazidbol (Fluka Analytical, Sigma Aldrich), a
kalium-permanganat torzsoldatot szilard kalium-permanganéatbol (Gyogyszeralapanyag
készletezé V.), a Mn**-torzsoldatot szilard mangan(Il)-szulfatb6l (Reanal) készitettiik. A
kénsavoldatokat tomény kénsavbol (J.T. Baker), készitettiik higitassal, a méréoldatok pontos

Az izoniazid-hipoklorition reakcié tanulmanyozasakor Kkloridmentes NaOCI oldatot
hasznaltunk, amelynek el8éllitisa az irodalomban talalhaté médszer alapjan tortént.* Az
allando ioner6sség fenntartasa érdekében az oldatok higitasa minden esetben 1,0 M-0s
natrium-perklorat oldattal tortént, amelyet szintén az irodalomban talalhatd6 modszer alapjan
allitottunk el8.*® A natrium-hidroxid oldatokat szilard natrium-hidroxidbol (Normapur)
készitettiik.

A pontos koncentraciok meghatarozasahoz a sav-bazis titraldsokndl 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, Shimadzu
UV-1800, illetve Agilent 8543 diddasoros spektrofotométerrel végeztiik 1,000 cm-es valamint
2%0,454 cm-es optikai uthosszi kvarckiivettakban.

A pontos kénsav-, és natrium-hidroxid-koncentraci6 meghatarozasat Metrohm 785
DMP Titrino automata titratorral végeztiik.

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

ismertetett modszerekkel.*"*®
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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 szamitogépes programokkal végeztiik.

A tomegspektrometrias vizsgalatokat Bruker MicrOTOF tomegspektrométeren

végeztiik, ESI ionforrdst valamint pozitiv médot hasznélva.
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5. Kisérletek, eredmények és értelmezésiik

. . ey r rqe e ee e « r49
5.1. Az izoniazid és a permanganation kozotti reakcio

5.1.1. A reakcié sztochiometriaja, a végbemeno folyamatok kore

Kisérleti munkam elsé lépése a folyamat sztochiometridjanak meghatarozasa volt.

Ehhez a spektrofotometrias titralas modszerét alkalmaztam.

El6szor 1,000 cm® kezdeti térfogatn, 2,50x10° M koncentracioju izoniazidoldatot
1épésben 0,100 cm®-t adtam a rendszerhez, majd felvettem a keverék spektrumat. A kénsav
koncentracidja 9,85x107" M volt. A mérést forditva is elvégeztem, ekkor 1,000 cm® kezdeti
térfogatu, 5,89x107° M koncentracioji kalium-permanganat-oldatot titraltam 1,77x10° M
koncentracioji izoniazidoldattal, szintén 0,100 cm®-t hozzdadva minden 1épésben, majd

felvéve a spektrumot. A kénsav-koncentracié megegyezett az el6z6 mérésben alkalmazottal.

A 6. abra egy spektrofotmetrias titralas soran felvett spektrumsorozatot mutat be. Az
elektromégneses szinkép lathat6 tartomanyaban az elnyeld részecske a kalium-permanganat,

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

Abszorbancia

300 400 500 600 700 800
Hulldmhossz (nm)

6. abra A spektrofotometrids titralas soran felvett spektrumok
[izoniazid] = 2,50x1072 M, [KMnO4] = 4,85x10> M, [H,SO0.] = 9,85x10* M, hozzaadott
KMnO, = 0,100 cm® minden egyes 1épésben
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A mérést kovetden két hullamhosszat valasztottunk Ki. Az egyik az UV - tartomanyban
talalhato (308 nm), itt az izoniazidnak és a permanganationnak, valamint a reakcid
termékeinek is van elnyelése. A masik hulliamhossz a lathat6 tartomanyban van (524 nm), igy
kalium-permanganatra nézve szelektiv. Az itt mért abszorbanciaértékeket a higulas értékével
megszorozva korrigalt abszorbanciaértékekhez jutottunk. Erre azért volt sziikség, mert az
oldatok fényelnyelése reakcid hianyaban is valtozna, hiszen a mérés soran a koncentraciok a
higulds miatt nem voltak allandok. A korrigalt abszorbanciaértékeket az anyagmennyiség-
aranyok fliggvényében abrazolva olyan gorbéket kaptunk, melyeken jol definialt toréspont
lathato: ez jelzi a reaktansok anyagmennyiségének aranyat a reakcid ekvivalenciapontjaban. A
toréspontot minden esetben a mérési pontokra illesztett egyenesek metszéspontjaként

hataroztuk meg (7. ébra).

*
16 308 nm
0
e *
c
g2 % $
S * o ¢
n ‘ ’
® * 0
S 08 *
&
20
S 04
x ®  524nm
0 ’\ ’7? . .T ’ 0T ’ T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
n(KMnO,)/n(izoniazid)

7. abra A korrigalt abszorbanciaértékek valtozasa a reaktdnsok anyagmennyiség-ardnyanak
fliggvényében
A =308 nm, 524 nm
[izoniazid] = 2,50x10° M, [KMnO4] = 4,85x10™> M, [H,S04] = 9,85x10* M, hozzaadott
KMnO, térfogata = 0,100 cm® minden egyes 1épésben

Az illesztett egyenesek egyenletébdl megkapott metszéspont 524 nm-en: x = 0,714 +
0,003, ennck alapjan a reakcioban egy izoniazidmolekulara atlagosan 0,714 permanganation

jut.
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308 nm-en a metszéspontot szintén az illesztett egyenesekbdl hataroztuk meg, amelynek
érteke: x = 0,68 = 0,01. A kapott x érték szintén az egy izoniazidmolekulara jutod

permanganationok atlagos szamat jelzi.

Forditva elvégezve az eljarast, azaz kalium-permanganat oldatot titralva izoniaziddal, az

izoniazid ardnyat kifejezd toréspontot az elébb kapott értékek reciprokandl vartuk (8. abra).

038 i N
308 nm
©
g 06 - ¢
.‘E" *
2 TS
3 04 - .
©
g .
g 027 .
x 524 nm o & o
0 T T ‘ ? ’ T
1,2 1,3 1,4 1,5 1,6
n(izoniazid)/n(KMnO,)

8. abra A korrigalt abszorbanciaértékek valtozasa a reaktansok anyagmennyiség-aranyanak
figgvényében
A =308 nm, 524 nm
[izoniazid] = 1,77x1073 M, [KMnO,4] = 5,89x10 % M, [H,SO4] = 9,85x10* M, hozzaadott

izoniazid térfogata = 0,100 cm® minden egyes 1épésben

A kalium-permanganatra jellemz6 elnyelési hullamhosszon a kapott metszéspont: x =
1,42 +0,01.

A kapott érték, mely ebben az esetben az egy permanganationra jutd
izoniazidmolekulak szamat jelzi, nagyjabol megfelel a vart eredménynek. Az izoniazid-
permanganation elnyelésre jellemz6 hullamhosszon a téréspont: X = 1,47 + 0,006.

Miutdn meghataroztuk a sztdchiometriat kifejezd anyagmennyiség-aranyokat, a
lehetséges folyamatokon kezdtiink el gondolkodni. Az izoniazidmolekula szerkezetét,
valamint a permanganation oxidaloképességét tekintve a hidrazincsoport oxidacioja

valészinli. Ez azonban kétféle modon is végbemehet:
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Elsd esetben az izoniazidbdl keletkezd oxidacids termék a megfeleld karbonsav, az
izonikotinsav, mig a permanganation redukcidjaval Mn®*-ionok keletkeznek, emellett

nitrogéngaz és viz is képzddik a reakcid soran:

@)
ZzT
@)
o
T

~N
NH,

+4MnOs +12H"=5 +5 Ny + 4 Mn** + 22 H,0

Z
N

X N
/
N

A masik lehetséges folyamatban az oxidacio terméke az izonikotinamid, amely mellett

. r 2+ - . e I3 , , .
szintén Mn“"-ionok, nitrogéngaz ¢és viz keletkezik:

0 _N 0
NH
\NH2 2
N X
10 +2MnOs +6H =10 +5 Nz + 2 Mn*" + 8 H,0
N/ 2
N

A két ismertetett reakcid sztochiometridjat figyelembe véve lathatd, hogy az elso
esetben egy izoniazidmolekulara 0,8 permanganation fogy, mig a masodik reakcio esetén az
egy izoniazidra juté permanganationok szdma mindossze 0,2. Ezt sszevetve a sztochiometria
meghatdrozasanal kapott mérési eredményekkel 1athato, hogy a két lehetséges utvonal koziil

az elsd jelenléte a meghatarozo.

5.1.2. A reakcio termékeinek azonositasa

A sztochiometria —meghatarozasa soran feltételezett termékek jelenlétérdl
tomegspektrometrias analizis segitségével gydzodtem meg. A reakcioelegyben Osszekeverés
elétt az izoniazid és a kénsav koncentracidja 1x10° M, a permanganation koncentracidja

5x10~* M volt (9. 4bra).
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9. abra A reakcidelegy tomegspektruma

A felvett tomegspektrumban nagy intenzitassal megjelenik a feleslegben maradt
protonalt izoniazid csticsa 138 m/z értéknél, valamint a két protonalt termék csucsa: a
protonalt izonikotinsav 124 m/z, mig a protondlt izonikotinamid 123 m/z-nél ad jelet.
A termékek jelintenzitdsai emellett dsszhangban vannak az el6z6 fejezetben megallapitott
ténnyel, miszerint a két termék kozil az izonikotinsav keletkezik szdmottevé mértékben,

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

5.1.3. A mérési hullamhossz meghatarozasa

A sztochiometria meghatarozadsa utdn tovabbi spektrofotometrids kisérletek soran
diodasoros késziilékkel kdvettem a reakcidelegy a spektralis valtozasait az idd fiiggvényében
(10. abra). Mivel lathaté hullamhossztartomdnyban a kéalium-permanganaton kiviil egyik
reaktansnak sincs elnyelése (az eredmények elemzése szerint pedig a termékeknek sem), igy a
keverék abszorbancidjat is nagymértékben annak az elnyelése hatarozza meg. A kinetikai
mérések elvégzéséhez ez az elnyelési hullamhossz ideélis. Ezért tovabbi, részletes kinetikai

kisérleteket 537 nm-en folytattunk.
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10. abra A spektrum valtozasa az id6ben az izoniazid és permanganation reakcioja soran

[izoniazid] = 2,5x10° M, [KMnO,] = 1,25x10™* M, [H,S04] = 1,15 M

5.1.4. A reakcio kinetikajanak tanulmanyozasa

5.1.4.1. Elsérendii kinetika vizsgalata

A reakcid kinetikai gorbéjét stopped-flow késziiléken valdo mérés segitségével vettem
fel, ugyanis az izoniazid kalium-permanganattal vald reakciojanak iddébeli lefutdsa rendkiviil
gyors. Gyakorlatilag két masodperc elteltével mar nem valtozott az abszorbancia, tehat a
folyamat befejezettnek tekinthetd. A mérést az el6zdekben meghatarozott hulldmhosszon, 537
nm-en végeztilkk. A reprodukalhatosagot jelzi, hogy a 11. abran 6t egymas utani kisérlet

gorbéje lathato.
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11. abra Az abszorbancia iddfiiggése az izoniazid és KMnO, kdzotti reakeid soran
A =537 nm
[izoniazid] = 1,00x10 M, [KMnO,] = 4,29x10™* M, [H2SO,] = 2,47x10° M
T=25°C

A feltiintetett koncentracioértékek tiikrozik, hogy permanganationra nézve pszeudo-
elsérendii  koriilmények kozott dolgoztunk, hiszen az izoniazidot nagy feleslegben
alkalmaztuk. Ennek megfeleléen a 11. abran lathatd gorbére megkiséreltiik az exponencialis
fliggvény illesztését. A kapott eredmény bizonyos mértékben megfelelt varakozasainknak,
ugyanis az exponencilis gorbe viszonylag jo kozelitéssel illeszthetd a kisérleti adatokra.*® Ez
azt bizonyithatnd, hogy a reakcidsebesség elsérendli a meghatdroz6 reaktdnsra, azaz a
KMnQOy-ra nézve. Az illeszkedés azonban nem tokéletes, erre a jelenségre késébb még

visszatérink.

5.1.4.2. A reakciosebesség koncentraciofiiggésének vizsgalata

A reakciosebesség koncentraciofiiggését oly modon is vizsgaltuk, hogy az egyik
reaktans allandd kiindulasi koncentracidja mellett a masikét folyamatosan valtoztattuk, az
elsérendli illesztéssel meghatarozott Kqps értékeket pedig a koncentracid fiiggvényében
abrazoltuk. Allandd permanganation- és valtozo izoniazidkoncentracio mellett azt

tapasztaltuk, hogy a koncentraciofiiggés nem linearis (12. abra).
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12. abra Az izoniazid és KMnO, k6zotti reakcio pszeudo-elsérendii sebességi allanddjanak

fliggése az izoniazid koncentraciojatol

A =537 nm
[KMNnO4] = 4,29x10™* M, [H,S04] = 0,98 M
T=25°C

A Kkisérletsorozatot elvégeztik allandé izoniazid- és valtozd permanganation-
koncentracio mellett is, majd az illesztett gorbékbdl meghatarozott Kops értékeket abrazoltuk a
permanganation-koncentracié fiiggvényében. Az el6zéekhez hasonlodan itt is azt tapasztaltuk,

hogy a reakcidsebesség nemlinearisan fligg a permanganation koncentracigjatol (13. abra).

A permanganationra kapott koncentracidfiiggés élesen ellentmond az exponencialis
illesztéseknél feltételezett elsérendii kinetikdnak. Abban az esetben ugyanis a
reakciosebességre jellemzé Kops értékek nem fliggnének a koncentraciotol, tehat
konstansfiiggvényt kellene kapnunk. A mar emlitett nem tokéletes illeszkedés és az
illesztésekbdl nyert Kops-értékek jelentés fiiggése a permanganation koncentracidjatol
egylittesen mar bizonyossa teszi, hogy nem egy egyszerli pszeudo-elsérendli folyamatrol van
sz6 (13. abra). 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 feltétlentil értelmezni kell majd a kinetikai megfontolasok

soran.
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13. abra Az izoniazid és KMnOQOy4 koz6tti reakcid pszeudo-elsdrendil sebességi allandojanak
fliggése a permanganation koncentraciojatol
A =537 nm
[izoniazid]= 2,00x107? M, [H,SO4] = 0,98 M
T=25°C

5.1.4.3. Autokatalizis tanulmanyozasa

Az alkalmazott savas kozeg alapjan nyilvanvalo, de mar a sztochiometria
meghatarozasanal is ismertettiik, hogy a lejatszodo reakciok soran Mn”*-ionok keletkeznek,
amelyek autokatalitikus hatdsa permanganometrids titrdldsok esetében mar régdta ismert.
Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a reakcioban keletkezé Mn®*-ionok a folyamatban az
autokatalizator szerepét tolthetik be, igy a teljes kinetikai gérbe valdban nem pszeudo-
elsérendil lesz. A bemutatott gorbéken viszont nem latszik az autokatalitikus folyamatokra
jellemzd indukcids periddus, ennek oka lehet az, hogy a kdzvetlen és az autokatalitikus

reakcioutak sebessége nem kiilonbozik nagymértékben.

Az autokatalizist legegyszerlibb forméban leird sebességi egyenlet, melynek elsd tagja
az autokatalizatortol fliggetlen, mig masodik tagja az autokatalizatorra elsérendl, a

kovetkezo:

d[MnO4_]

dc = —k4[Mn0O,"| — k;[MnO, " |([MnO, "], — [Mn0,"])
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A differencialegyenlet megoldasaval pedig a kovetkezd koncentracio-idé gorbéhez

jutunk:

[M o _] [Mn04_]0 - (kl + kz [Mn04_]0)e_(k1+k2[Mn04_]0)t
n = _
* 77 Ky + 2k, [MnO, g — kp[MnO, " ]ge~Ckitkz[MnO, o)t

Az igy kapott fliggvényt kitlinéen lehetett illeszteni a kisérleti adatokra (14. 4bra). Ez

arra utal, hogy a folyamatban valoban szerepet jatszhat az autokatalizis.

04 -

0,2 -

0,1 -
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2 3
idé (s)

14. abra Autokatalitikus sebességi egyenlet illesztése a mérési adatokra
A =537 nm
[izoniazid] = 1,00x107% M, [KMnQO,4] = 4,29x10™* M, [H,SO4] = 2,47x10° M
T=25°C

Az elébbiekben mar emlitettiik, hogy a reakciod feltételezett autokatalizatora a keletkezd
Mn®*-ion. Arrél, hogy ez valoban igy van-e, az egyik legegyszerlibb modon gy8z3dtiink meg:
olyan rendszereket tanulmanyoztunk, amelyekben megegyezett az izonazid, a permanganation
illetve a kénsav koncentracioja. Az egyetlen kiilonbség az volt, hogy kezdetben mangan(ll)-
szulfatot is adtunk hozzajuk, figyelve azt, hogy ez milyen hatdssal van a kinetikai goérbék

lefutasara. A kisérlet eredménye a 15. abran lathato.
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15. abra A Mn?*-ionok autokatalitikus hatasdnak vizsgalata
A =537 nm
[izoniazid] = 4,00x10% M, [KMnO,] = 8,00x10™* M, [H,S0,] = 1,00 M
T=25°C

Az abran lathat6, hogy a Mn?*-ionoknak valoban van hatasa a folyamatra, hiszen a reakcio a
névekvé Mn®*-koncentracioval fokozatosan gyorsul. Habar a hozzdadott MnSO, hatésara
valoban n6 a reakcidsebesség, tehat meredekebb kinetikai gorbét kapunk, a hatds mégsem
olyan intenziv, ahogy az autokatalitikus gorbe illesztési adatai alapjan varhato lett volna. A
hattérben valoszintileg igy valamilyen 0sszetettebb kinetika allhat.

A kinetikai gorbék kezdeti szakaszara egyenest illesztve meghataroztuk a kezdeti

sebességeket, majd megfigyeltiik azok fliggését a Mn?*-ionok koncentraciojatol (16. dbra):
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16. abra Az izoniazid és KMnO, k6z6tti reakcid kezdeti sebességének fliggése a Mn?*-ionok
koncentraciojatol
A=3537nm
[izoniazid] = 4,00x10% M, [KMnO,] = 8,00x10™* M, [H,S0,] = 1,00 M
T=25°C

A linearis Osszefiiggés arra utal, hogy a reakciot leird sebességi egyenletben Mn?*-
ionokra nézve elsérendil tag is talalhatd. Esetiinkben ez azt jelenti, hogy a 28. oldalon, az
5.1.4.3 fejezetben mar ismertetett elsérendii autokatalizis sebességi egyenlete valoban
alkalmazhat6 erre a reakciora, hiszen abban az autokatalizatortdl fiiggetlen tag mellett egy
arra elsérendi tag is talalhatd. Az egyenes pozitiv tengelymetszete arra utal, hogy a reakcio
Mn®*-ionok jelenléte nélkiil is lejatszodik (izoniazid és permanganation esetében a kapott
gorbék az origobol indulnak ki), ez is dsszhangban van azzal a kvalitativ megfigyeléssel,
hogy a reakcio MnSO, kezdeti hozzdadasa nélkiil is gyorsan lejatszodik, s nem tapasztalhato

az er0sen autokatalitikus folyamatokra jellemzd indukcios periodus

5.1.4.4. A reakciosebesség fiiggése a kénsav koncentraciojatol

Kisérleteink soran a kénsav hasznalata a savas kozeg biztositasa végett tortént, a
hozzaadott mennyiség az egyes méréseknél pedig nem volt szisztematikus. Kivancsiak

crcr

sebességére, igy azonos izoniazid- és permanganation koncentracié mellett 0,010-1,000 M
tartomanyban valtoztattuk a rendszerben 1év0 kénsav koncentracidjat. Az elézd
koncentraciofiiggéssel kapcsolatos mérésekkel ellentétben a kiértékelés sordn a pszeudo-

elsérendii sebességi egyiitthatok értékei helyett a kezdeti sebességre kapott értékeket
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abrazoltuk a kénsavkoncentraci6 fliggvényében. A kezdeti sebesség értékeket a kapott
kinetikai gorbe kezdeti szakaszara torténé masodfoku fiiggvény illesztésével kaptuk meg. A

kapott eredmények alapjan a koncentracidfiiggés a 17. dbran lathato:
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crer

fliggvényében
[izoniazid] = 5,00x10™* M, [KMnO,4] = 1,00x10™* M
T=25°C

crer

csekély mértékben csokkennek. Ez a tipusu fliiggés gyakran jellemzé a szerves anyagok
oxidacios folyamataira, vagy masképpen megfogalmazva: az oxidaldszerek altaldban savas
kozegben tarolhatok jobban vizes oldatban. A hatds értelmezéséhez azonban tovabbi
kisérletekre van sziikség. Az izoniazid harom ismert pK-ja 1.8, 3.8 és 10.8.° A legkisebb
nincs tavol a kisérletek soran alkalmazott tartomanytol, igy nem kizdrhatd, hogy a
reakcidsebesség pH-fiiggésének kialakitdsdban szerepe van az izoniazid protonalodasi

egyensulyainak is.
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5.2. Az izoniazid és a hipoklorition kozotti reakcio

5.2.1. A reakci6 sztochiometridja, a végbemené folyamatok kore

A permangandationos oxidacidhoz hasonldan elséként ebben az esetben is a folyamat
sztochiometridjat kivantuk meghatarozni a mar bemutatott spektrofotometrias titralassal. Elsé
1épésben 2,000 ml kezdeti térfogata, 3x10™* M koncentracioju izoniazidoldatot titraltunk
1x10"* M koncentracioju ligos hipoklorition-oldattal, amelybé] minden 1épésben 0,100 cm>-t

adtunk az elegyhez, majd felvettiik a spektrumot.

A hipoklorition anyagmennyiségének meghatarozasahoz a kapott spektrumsorozat két
abszorpcidés maximumat valasztottuk, igy a megfelel abrakat a 274 nm-en illetve a 296 nm-

en kapott adatok felhasznalasaval szerkesztettiik (18. abra).
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18. abra A korrigalt abszorbanciaértékek valtozasa a reaktansok anyagmennyiség —
aranyanak fiiggvényében
A =274 nm, 296 nm
[izoniazid] = 3x10™* M, [hipoklorition] = 1x10~> M, [NaOH] = 0,01 M, hozzaadott NaOCl
térfogata = 0,100 cm® minden egyes lépésben
T=25°C

Az illesztett egyenesek egyenletébdl szamolt metszéspont: x = 1,49 + 0,03, azaz

egyetlen izoniazidmolekulara atlagosan mintegy 1,5 hipoklorition jut a reakcio soran.

A masik hullamhosszon ugyanugy szdmolva a metszéspont értéke: x = 1,49 + 0,04,

amely szintén az egy izoniazidmolekulara juté hipokloritionok atlagos szamat jelzi. Forditva
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elvégezve a kisérletet, ebben az esetben is a kapott x értékek reciprokat vartuk. A 2,000 cm®
6,4x10™ M koncentracioju liigos hipoklorition-oldat titralasat 1x107° M koncentracioju
izoniazidoldattal végeztiik, amelyb8l tizenhdrom lépésben, mindig 0,100 cm®t adtunk a
reakcidelegyhez, majd felvettiik a spektrumokat.

A felvett spektrumok alapjan ebben az esetben egyetlen hulldmhosszat tudtunk
kivalasztani az izoniazid anyagmennyiségének meghatarozasara, igy a korrigalt

abszorbanciaértekek valtozasat 264 nm-en vizsgaltuk (19. dbra):
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19. abra A korrigalt abszorbanciaértékek valtozasa a reaktansok anyagmennyiség —
aranyanak fliggvényében
A =264 nm
[izoniazid] = 1x10™* M, [hipoklorition] = 6,4x10~* M, [NaOH] = 0,01 M, hozzaadott
izoniazid térfogata = 0,100 cm® minden egyes 1épésben
T=25°C

Az illesztett egyenesek metszéspontja ebben az esetben: x = 0,42 + 0,02, azaz egyetlen

hipokloritionra atlagosan 0,42 izoniazidmolekula jut a reakcid soran.

A feltételezett sztochiometria itt 1s két hatarérték kozott valtozhat:

o N o OH
“SNH,
= _ %
1 +20CI =1 +1N;+2CI"+1H,0
\N \N
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H
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Lathato, hogy a kisérletesen kapott értékek nem felelnek meg az elméleti
varakozasoknak. Ennek oka egy Osszetettebb sztdchiometria illetve tobb parhuzamos
reakcidlépés is lehet. A jelenség magyarazata tovabbi megfontoldsokat illetve kisérleteket
igényel. Az azonban lathatd, hogy a hipokloritionok feleslege esetén egységnyi izoniazidra a
vartnal tobb hipoklorition fogy. Ennek oka példaul lehet az is, hogy a folyamatban
nitrogéngaz helyett valamilyen mas oxidacios allapota termék keletkezik. A jelenség
tisztazdsanak érdekében fotometrias kisérlettel gy6zddtiink meg arrél, hogy a két lehetséges
oxidacios termék, az izonikotinsav illetve az izonikotinamid nem 1ép-e tovabbi reakcidba egy
ujabb hipokloritionnal. [zonikotinsav esetén 50 perc elteltével sem tapasztaltunk valtozast (20.

abra), tehat a term¢ék stabilisnak tekinthet6 az altalunk tanulmanyozott iddintervallumban:
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o
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20. abra Az izonikotinsav — hipoklorition reakcid spektralis valtozasai
[izonikotinsav] = 5x10~* M, [NaOCI] = 5x10~* M, [NaOH] = 0,01 M,
T=25°C
t = 50 perc, ciklusidé = 30 masodperc
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A kisérletet izonikotinamiddal elvégezve azt tapasztaltuk, hogy a kezdeti spektrum
valtozott, azaz tovabbi reakcio ment végbe (21. dbra). Ez magyarazatot adhat a sztochiometria
meghatarozasakor tapasztalt nem vart jelenségre, illetve a reakcid mechanizmusdnak

tanulmanyozasakor is fontos tényezd lesz.

Abszorbancia

220 240 260 280 300 320 340
Hullamhossz (nm)

21. abra Az izonikotinamid — hipoklorition reakci6 spektralis valtozasai
[izonikotinamid] = 5x10~* M, [NaOCI] = 5x10~* M, [NaOH] = 0,01 M,
T=25°C
t = 50 perc, ciklusidé = 30 masodperc

5.2.3. A reakcio kinetikdajanak tanulmanyozasa

5.2.3.1. A mérési hullimhossz meghatarozasa

A mérési hulldmhossz meghatarozasahoz stopped-tflow késziilék segitségével vettiik fel
a reakcioelegy spektrumat. Lathato, hogy a kiindulasi elegy 300 nm koriil széles elnyelési
savval rendelkezik (22. abra). A tovabbi kinetikai méréseket a maximum kozelében, 320 nm-

en végeztik.
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22. abra Az izoniazid — hipoklorition reakcio spektralis valtozasai
[izoniazid] = 5x10™* M, [NaOCI] = 1x107* M, [NaOH] = 0,01 M
T=25°C
t=2s

5.2.3.2. A reakcidsebesség koncentraciofiiggésének vizsgalata

A reakciosebesség  koncentraciofiiggését az  elézdekhez hasonld6 modon
felvétele soran. A folyamat kinetikajat a kezdeti sebességek moddszerével tanulmanyoztuk,
azaz a gorbék elsé 5 pontjara (0 — 0,05 s) illesztett egyenesek meredekségét hasznaltuk a
folyamat sebességének a jellemzésére. A kapott kezdeti sebességeket (adott hullamhosszon, a
rendiiség megallapitasanal a molaris abszorbancidk ismeretére nincsen sziikség) az adott
reagens koncentracidjanak fliggvényében dbrazolva hipoklorition esetében linearis
Osszefliggést figyeltiink meg (23. abra), azaz a folyamat elsérendii a hipoklorition
sztochiometriajat is figyelembe véve minden esetben a hipoklorition van feleslegben, bar ez a
felesleg viszonylag csekély, azaz pszeudo-elsérendii koriilmények fenntartasdhoz korantsem

lenne elegendé. Igy tehat a rendiiséget szigorian véve ugy kell értelmezni, hogy az

oxidaloszer feleslege esetén érvényes.

37



Bogdandi Virag: Izoniazid reakcidja szervetlen oxidaloszerekkel

10
y =5,6365x
— 8 R2=0,9832
3
b0
9 6 -
o
Q2
b
- 4 -
=3
()]
el
)
¥ 2 -
0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 2
[hypo] (mM)

23. abra A reakciosebesség fiiggése a hipoklorition koncentraciojatol
[izoniazid] = 5x10™* M, [NaOH] = 0,01 M
T=25°C
t=20s

A kisérletet izoniaziddal is elvégezve azt tapasztaltuk, hogy kisebb koncentraciok esetén
az Osszefliggés szintén linedris, azonban a koncentraci6 novelésével egy telitési gorbére
hasonlitd abrahoz jutunk (24. abra). Ennek oka, hogy a reakcidsebesség az izoniazid
a koncentraciotol, ezért tapasztaljuk a telitési jelenséget. A 24. abra alaposabb
tanulmanyozéasaval megallapithatd, hogy az egyenes ardnyossagtol, vagyis az izoniazidra
nézve elsdrendll fliggéstdl valo eltérés akkor valik kimutathatova, amikor 0sszességében az
izoniazid van feleslegben a reakci6 soran. Ez 6nmagaban még nem indokolja az egyenestdl
valo eltérést, de jo Osszhangban van azzal, hogy a sztdchiometriai vizsgalatok soran a két
kiilonboz6 tipusu (izoniazid — natrium-hipoklorit, illetve natrium-hipoklorit — izoniazid)
spektrofotometrias titralas latvanyosan kiilonbozd sztdchiometriai aranyokra vezetett. gy az
nagy biztonsaggal kijelenthetd, hogy izoniazidfelesleg esetén mas reakcioutak (is) fontosak,
mint ha az oxidaldszert hasznéljuk feleslegben. A tapasztalatok szerint a rendszer kinetikai

leirasa oxidaloszer-felesleg esetében konnyebb.
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24. abra A reakciosebesség fiiggése az izoniazid koncentraciojatol
[NaOCI] = 1x10~° M, [NaOH] = 0,01 M
T=25°C
t=20s

Konnyen eléfordulhat, hogy a NaOCl oldat kloridion-tartalma kiilonb6zd
mellékreakcidkhoz vezethet, ezzel tobbek kozott a folyamat sebességét is valtoztatva.
Kisérleteink soran kloridmentes hipoklorition-oldattal dolgoztunk, azonban kivancsiak
voltunk arra, hogy a mi rendszeriinkben tapasztalhato-e ehhez hasonlé viselkedés. Ennek
érdekében tanulmanyoztuk a NaOCl-oldatokhoz el6zetesen hozzaadott szilard NaCl

crcr

meghatarozott kezdeti sebességeket mutatja be.

Ahogy az a 25. abran lathat6, a hozzdadott kloridionok nem befolyasoltak reakcid
kezdeti sebességét, s a részletes kinetikai tapasztalatok szerint a kloridion-koncentracio
valtozasa a kinetikai gorbék lefutdsat sem befolyasolta. fgy megallapithato, hogy az altalunk
tanulmanyozott rendszerben az emlitett hatds nem jatszik szerepet. Ennek okat jelentheti a
lugos pH, ugyanis az alkalmazott tartomdnyban a kloridionok hozzdaddsa nem valtoztatja
meg a hipoklorition ¢és a klor kozotti egyensulyt, amely nagy kloridion-koncentracio esetén is
a hipoklorition irAnyaba van eltolédva. Masként megfogalmazva: a OC1™ + 2H" + CI” = Cl, +
H,O egyenstlyban lugos pH-kon a hidrogénion-koncentracio talsdgosan kicsi a jelentds

klorképzddéshez.
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25. abra A reakcidsebesség fiiggése a kloridionok koncentracidjatol
[izoniazid] = 5x10™* M, [NaOCI] = 1x10™> M, [NaOH] = 0,01 M
T=25°C
t=10s

5.2.3.3. A reakciosebesség fiiggése a natrium-hidroxid koncentracidjatol

Az egyes reagensek mellett fontosnak tartottuk megvizsgalni, hogy az alkalmazott
NaOH koncentracioja, azaz a kézeg pH-ja, hogyan hat a reakcidsebességre. Ezt az el6z6
alfejezetben mar megemlitett klorképzodési egyensulyi reakcié pH-fiiggése is indokolta. A
koncentraciofiiggést 1x10° — 1,25x10° M koncentraciotartomanyban tanulmanyoztuk,
amelynek sordn a 26. dbran lathatd kinetikai gorbéket kaptuk. A gbérbék egyértelmiien azt
mutatjak, hogy lugosabb oldatokban az izoniazid és a hipoklorition k6z6tti oxidacios reakcio
lényegesen lassabba valt. Mig 11 korili pH-n (I mM NaOH) az abszorbanciavaltozas
gyakorlatilag 0,5 s alatt végbement, addig 13-as pH folott (125 mM) NaOH a spektralis

valtozasok befejez6déséhez mintegy 10 s-ra volt sziikség.

40



Bogdandi Virag: Izoniazid reakcidja szervetlen oxidaloszerekkel

—1mM

—2mM

5mM

10 mM
—20mM
—50 mM
—75mM
—100 mM
110 mM
125 mM

Abszorbancia (320 nm)

1dé (s)

26. abra A reakcidkinetikai goérbék lefutasa kiilonb6zé NaOH- koncentracio esetén
[izoniazid] = 5x10™* M, [NaOCI] = 1x10° M
T=25°C
t=10s

A Kkisérletek soran azt az érdekes jelenséget tapasztaltuk, hogy a Kezdeti
abszorbanciaértékek rendkiviil eltérnek (27. abra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy késziilék
holtidején beliil lejatszodik egy gyors protonalddasi egyensuly. Hogy errél meggy6zddjiink,
kiilonbdzé NaOH-koncentraciok mellett vettiik fel egy adott koncentracioju izoniazidoldat
spektrumat. A ndvekvé lagkoncentracioval egyiitt eltolodas jelentkezett a nagyobb
hullamhosszak fel¢, amely alatdmasztja a gyors folyamatrol valo feltételezéseinket. A kezdeti
abszorbancia — [NaOH] 6sszefliggés az alabbi 0sszefiiggéssel jellemezhetd:

Agavas * Kp + Apszikus * [OH™]

Amért = )

Ky, + [OH-]

ahol Agavas = a protonalt formahoz tartozo abszorbancia

Ayszikus = @ deprotonalt formahoz tartozo abszorbancia

Az Osszefiiggésben szerepld [OH ] értékeket pedig a kdvetkezé modon szamitottuk ki:

1 _ €NaoH — Cizoniazid — Kb + /(CNaoH — Cizoniazia — Kb)? + 4Ky Cnaon
[OH™] = >
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27. abra A kezdeti abszorbancia fiiggése a NaOH koncentracidjatol
[izoniazid] = 5x10™*M, [NaOCI] = 1x10° M
T=25°C

Az illesztés eredményeként a kovetkezé paraméterértékeket kaptuk Agaas = O,
Apaikes = 1,863 + 0,019, K, = 2,37x10° + 1,537x10" M. Az igy meghatarozott bazikus
disszociacios allandd (Kp) értékbol pK = 11,375 kovetkezik, amely, figyelembe véve a kissé

eltér6 kisérleti koriilményeket is, jO egyezésben van az irodalomban talalhaté legnagyobb
10.8-as pK értékkel is.>

A 26. abran bemutatott kinetikai gorbék egyexponencialis fiiggvénnyel valo
illesztésekor igen jo illeszkedést tapasztaltunk. A kapott pszeudo-elsérendii sebességi allando
(Kobs) értékeket a NaOH - koncentracio fiiggvényében abrazoltuk (28. abra). A 26. abran
bemutatott jelenségnek (vagyis a nagyobb pH hosszabb reakcididét eredményez) megfelelden
a pszeudo-els6rendii sebességi allandok is csokkennek a pH névekedésével, 16 s™ koriili

kezdeti értékrdl 1 s ala.
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28. abra A pszeudo-elsérendii sebességi allandok fliggése a NaOH koncentraciojatol
[izoniazid] = 5x10~* M, [NaOCI] = 1x107> M
t=10-20s
T=25°C

A 28. abra pontjai kivaldan illeszthetok a kovetkezé egyenlettel:

k*Kb

Kpo=—
°bs = K. + [OH"]

Ebben a képletben a k érték a protonalt izoniazid és a hidroxidionok kozott végbemend
folyamatra jellemz6 sebességi allando, mig Kp az izoniazid deprotonalddasi egyensulyara
vonatkozik. A képlet azt feltételezi, hogy a deprotonalt izoniazid nem reagal kimutathato
mértékben a hipokloritionnal. Az illesztéssel kapott allandok: k = 24,9 £ 0,7 s és Ky =
2,1x10° + 1,0x10* M. Az igy, tehat kinetikai adatokbol szamolt Ky (illetve pK = 11,32)
értéke mind a kozvetlen egyensulyi adatokbol (27. abra) szamolt allandéval, mind az irodalmi

pK-adattal® elfogadhaté egyezést mutat.
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6. Osszefoglalas

Jelen tudomanyos diakkdri dolgozat targya az izoniazid és kiilonbozd szervetlen
oxidaloszerek kozott végbemend reakcid. Az izoniazid a tuberkulozis megel6zésében és
kezelésében hasznalt elsé szamu antibiotikum. Lebontdsa az €16 szervezetben oxidacio
valamint hidrolizis altal torténhet. Kisérleteim sordn az izoniazidot permanganationnal illetve
hipokloritionnal oxidaltam savas valamint bazikus kdzegben.

Els6 1épésben a végbemend reakciok sztochiometrigjat hataroztam meg. Az izoniazid
oxidacioja két reakciouton jatszodhat le. Egyik esetben a hidrazincsoport oxidacidjaval
izonikotinsav, mig a masik esetben izonikotinamid keletkezik. A permanganationos oxidacio
esetén az izonikotinsavat eredményezd folyamat domindl, mig a hipokloritionos oxidacié
sordn egy bonyolultabb sztochiometridval kell szdmolnunk.

A kinetikai mérésekhez sziikség volt az optimalis hulldmhossz meghatdrozasara. A
reakcioelegy teljes spektrumat felvéve ez a hullamhossz a permanganationos oxidacid esetén
537 nm-nek, mig a hipokloritionos folyamatnal 320 nm-nek adodott. A tovabbi kinetikai
méréseket ezeken a meghatarozott hullamhosszakon folytattam.

A permanganationos oxidacio tanulmanyozasakor az izoniazidot nagy feleslegben
alkalmaztam, azonban a vart elsérendli reakcid elméletét két okbol is el kellett vetnem.
Figyelembe véve az autokatalitikus hatasa Mn”*-ionok keletkezését, feltételeztem az
autokatalizist. Ezt alatdmasztja az autokatalitikus sebességi egyenlet meglepden jo
illeszkedése a kinetikai gorbére. A kezdeti sebességek linearis fiiggést mutatnak a Mn?*-ionok
autokatalizis sebességi egyenletével.

Oxidaloszerként hipokloritiont alkalmazva a kezdeti sebességek linedris fliggést
nemlinearis Osszefiiggést figyeltik meg. Tovabba bizonyitottuk, hogy a kloridionok a
folyamatra nem gyakorolnak hatast, ennek kloridiontartalmti NaOCl esetében lenne
jelentdsége.

A kezdeti sebességre kapott értékek mindkét reakcid esetén csokkennek a
kénsav/natrium-hidroxid koncentracidjanak novekedésével, ezt a jelenséget részben

értelmezheti az izoniazid sav-bazis egyensulya.
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/. Summary

The topic of the present thesis is the reaction between isoniazid and two different
inorganic oxidizing agents. Isoniazid is a first-line antibiotic used in the treatment of
tuberculosis, its in vivo breakdown can occur via oxidation and hydrolysis. During my
experiments, isoniazid was oxidized with permanganate ion and hypochlorite ion in acidic
and basic medium.

At first, the stoichiometry of the reactions was determined. Oxidation of isoniazid gives
two products: isonicotinic acid and isonicotinamide. Spectrophotometric titration results
suggest that the pathway leading to isonicotinic acid dominates during the oxidation with
permanganate ion. However, in the case of oxidation with hypochlorite ion, a more
complicated, variable stoichiometry was found.

For the 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 in the case
of the oxidation with permanganate ion and 320 nm in the case of the reaction with
hypochlorite ion. Detailed kinetic measurements were carried out at these wavelengths.

During the oxidation with permanganate ion, a large excess of isoniazid was used.
However, the pseudo-first order kinetic assumptions had to be rejected for two reasons.
Considering that Mn®* ions often have an autocatalytic effect in the medium used, the
possibility of autocatalysis was considered. This is supported by the surprisingly good fit of
the autocatalytic rate equation to the kinetic curve as well. The initial rates of the reaction
show linear dependence on the Mn?" concentration, so there is a first order term with respect
to Mn?*-ions in the rate equation describing the reaction, thus it is more likely that the process
can be described by a first order autocatalytic rate equation.

Using hypochlorite ion as oxidizing agent, the initial rates show linear dependence on
the concentration of the hypochlorite ion and we observed the same non-linear dependence
with respect to isoniazid as before. Moreover, we proved that chloride ions do not have any
effect on the process.

The initial rate values decrease as the concentration of the sulfuric acid/sodium
hydroxide increases in both cases, this phenomenon can be interpreted by the protolytic

equilibria of isoniazid.
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