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Bevezetés

A hisztidin azon kilenc természetes aminosav egyike, melyeket az emberi szervezet nem
képes eldallitani, igy valamilyen kiilsé forrasbol kell biztositani a szervezet szamara. Ezeket az
aminosavakat esszencialis aminosavaknak nevezziik. A hisztidin kiemelkedd szerepet tolt be a
fehérjékben, ugyanis a fémionok ezen az aminosavon keresztiil k6tédnek a fehérjéhez. [3, 5] A
fémionok kotddésének erdsségét jelentdsen gyengiti, ha a hisztidin oxidalt allapotban van, igy

fontos feladat az aminosav oxidacios reakcidinak vizsgalata.

N
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Hisztidin (His)
A hisztidin és az imidazol szerkezeti képlete

A hisztidin az imidazol-oldallancanak ko&szonheti nagy jelentéségét, mert az
imidazolgyiiri szamos molekulaban fontos funkcids csoportként van jelen. [2] Az
oligopeptidekben ¢és fehérjékben 1évé hisztidenegységek tobbnyire dontd fontossagu
féemkdotohelyek, példaul igy az €letfontossagu réz és cink megkotésére alkalmas csoportok is
hisztidinek.

A hisztidin oxidaciojat peroxomonoszulfat-ionnal (HSOs’) végeztiik, [1] ami a Caro-sav

(H2SOs) savmaradékionja. A peroxomonoszulfat-ion széles korti alkalmazasat szamos kedvezo



tulajdonsaganak ¢és konnyli kezelhetdségének koszonheti. Kornyezetvédelmi szempontbol
kedvez0 sajatsaga, hogy az oxidacié melléktermékeként szulfation keletkezik.

Jelen dolgozat elsédleges célja, hogy megvizsgaljuk a hisztidin hogyan oxidalhato
peroxomonoszulfat-ionnal. A kisérletek kdzben fotokémiai valtozasokat tapasztaltunk a hisztidin

vizes oldataiban, ezért ezt a folyamatot is tanulmanyozni kezdtiik.



1. Irodalmi attekintés

1.1. Oxidacié peroxomonoszulfat-ionnal

A peroxomonoszulfat-ion (HSOs') egy széles korlien felhasznalhatd oxidalészer mind a
szerves, mind a szervetlen kémidban. Gyakori felhasznalasa annak koszonhetd, hogy altalanosan
nagy reaktivitasu, és sokkal konnyebben kezelhetd, mint a hidrogén-peroxid, amelyben a
peroxomonoszulfat-ionhoz hasonldéan szintén talalhatdé peroxokdtés. Tovabb szélesiti a
felhasznalasat kedvez6 ara és kdrnyezetbarat tulajdonsaga. [1]

Nagyon sok olyan vegyiiletcsoport létezik, melyeknek az oxidacioja lehetséges
peroxomonoszulfat-ionnal, amelyet altalaban az oxonoldat tartalmaz (az oxon a 2KHSOs-
KHSO4K;SO, képletii Osszetett s6). [1] Ilyenek példaul a karbonil- és hidroxilvegyiiletek,
aminok, N-heterociklusos, kén-, foszfor és halogéntartalmt vegyiiletek. Ez is azt igazolja, hogy a
HSOs szdmos teriileten felhasznalhato oxidaloszer.

A peroxomonoszulfat-ion oxidald tulajdonsagara jellemzd, hogy egy-és két elektronos
oxidaloszerként is viselkedhet kiilonb6z6 redoxireakcidkban. A kételektronos oxidacid soran

felszakad a peroxomonoszulfat-ion peroxo kotése [1]:
HSO_.+A — HSO,+0A 1)

ahol A egy oxigént befogad6 reagens.
Az egyelektronos oxidacié esetében, a lezajlo redoxi folyamat soran a peroxomonoszulfat-ion

koztitermékként szulfat-ion gyokot (SO4°) képez [1]:
HSO_+e" — SO, +OH- (2)

A HSOs™ redoxireakcidi koziil a kételektronos oxidacido gyakoribb, de néhany reakcio
esetében azonban a ritkabbik folyamat, az egyelektronos oxidacié megy végbe.

A Debreceni Egyetemen [1] kiilonb6zé kisérleteket végeztek a peroxomonoszulfat-ion
oxidalo tulajdonsaganak vizsgalatara. Az eredményeikbél arra kovetkeztettek, hogy

egyelektronos folyamatban oxidalodnak a Fe®* és a V** ionok, és kételektronos folyamat zajlik le



a halogenid-ionok (CI, Br, I) és a peroxomonoszulfat-ion kozott. A Ce** ion pedig csak

megvilagitas hatasara oxidalhato.

A halogenidionok redoxireakcidinak tanulmanyozésara kiillonb6z6 kisérleteket végeztek
redukalészer (halogenidion) és oxidaloszer (oxon) feleslegben. A mérési eredményekbdl
egyértelmiien kideriilt, hogy a keletkezett termékek kiilonbozdek a két esetben:

e a I'-ion esetében a I3-ion a meghatdrozo termék redukaldszer-felesleg esetén, fiiggetleniil a
vizsgalt pH értékektdl, mig oxidaldszer-felesleg alkalmazasa esetén koztitermékként Iy,
végtermékként pedig 103" képzddik,

e aCl'-nal a Cl; a dominans végtermék Cl-ionfelesleg esetén, viszont ha az oxont alkalmaztak
feleslegben, akkor végtermékként a HOCI nevezheté meg,

e a Br-ionfelesleg alkalmazasakor a f6 termék keletkezése fiigg a pH-tdl: savas kozegben Br;
valamennyi Brs™ jelenlétében, semleges kozegben HOBr, enyhén lugos kézegben pedig BrO
képzodik; oxidaloszer-feleslegben koztitermékként Brp, végtermékként pedig BrOj’
keletkezik.

A redoxireakcioban koztitermékként keletkez6 |, tovabboxidalodasanak kovetése
minden gond nélkiil lehetséges szemben a Br, oxidacidjaval. Ennek egyik oka, hogy ez a reakcid
diszproporcionalddik is. Ekkor O, képzddik, ez pedig lehetetlenné teszi a tovabbi méréseket.

A CI esetében, a HOCI képzddése ellenére mégis kimutathato a Cl; jelenléte a folyamat

soran, ami a kovetkez6 egyensulybol adodik:
Cl,+ H,0 = HOCl+ H™+CT (3)

A CI" és a HOCI jelen van a rendszerben, ennek kdszonhetéen valamennyi Cl, is képzddik a
folyamat soran.

A CeCls-oldat oxidaciojanak vizsgalatakor a két oldat Osszekeverése utan nem volt
megfigyelhetd reakcid a Ce®* és a peroxomonoszulfat-ion kozott. Valtozas a diddasoros
spektrofotométer alkalmazéasakor tortént, ekkor mar észrevehetd volt a végbemend reakcio.
Mindez azzal magyardzhatd, hogy fotokémiai reakcié zajlik le a Ce®* és a HSOs kozott. A
méréseket 266 nm felett kovették, ugyanis ebben a tartomanyban a HSOs abszorbealasa

jelentéktelen. A spektralis valtozasokat a kovetkez6 reakcio okozta:



2 Ce**+ HSO, + H* -2 Ce** + 50, +H,0 (4)

A fotokémiai reakcid tovabbi tanulmanyozésara olyan kisérleteket is végeztek, amelyekben a
teljes megvilagitas idejét bizonyos id6kozonként sotét szakaszokkal megszakitottak.

AV oxidacidjanak tanulményozasakor a mintak kézi keverése nem volt alkalmazhato
a reakcid gyorsasaga miatt (néhdny masodperc), igy stopped-flow késziilékkel kovették a V&g
a HSOs -ion kozott lejatszodo kémiai folyamatot.

A reakcid sztdchiometriajat mar kordbban megallapitottak, ezt az ujabb mérések csak

megerositették:
2VO** + HSO_+ H,0=2VO0; + HSO, +2H~ (5)

A fenti kisérletek mellett még a Fe** redoxireakciojat is vizsgaltdk a szerz6k, amely
esetében bonyolultabb kinetikat allapitottak meg a korabban feltételezettnél. Ebben a reakcidoban
elkertilhetetlentll jelen van a szulfation, amely hatdssal van a lezajlo folyamatra. A felhasznalt
reagensek tisztasaga ellenére a (6) reakcié alapjan szulfat-ion is keriil a rendszerbe, ami a Fe*'-

ionnal komplexet képez.
Fe®* + SO, = FeSO] (6)

A Fe**-nal reagilo SO4> a peroxomonoszulfat- ionbdl szarmazik, melynek jelenléte
elkertilhetetlen. Hogy allandé értéken maradhasson a szulfation koncentracidja, kénsavban
végezték a kisérleteket. gy azonban a szulfation protonalodasat kellett figyelembe venni. Az

elvégzett mérések alapjan elmondhaté volt, hogy a reakcioban Fe®* és SO4% képzédik.

1.2. A hisztidin és szarmazékainak protonacidja

A hisztidin protonalddasara és deprotonaldodasara vonatkozd kutatasokban [2-4] nem

csak az aminosav, hanem az imidazol és a veliik rokon molekuldk hasonlo reakcioit is vizsgaljak

[2, 3].



Huang ¢és munkatarsai [3, 4] gazfazisi semleges, protonalt ¢és deprotonalt
hisztidinkonformereket vizsgaltak. Sikeriilt megallapitaniuk, hogy a gazfazisu hisztidin esetében
mind a protonalodas, mind a deprotonalddas az imidazol gy(iriin megy végbe [3].

A molekula biologiai funkcidi sokszor nagyban fiiggenek att6l, hogy milyen
konformaciot vett fel az adott molekula. [3] A szabad, semleges hisztidin az imidazol
oldallanctol fliggben kétféle formaban jelenhet meg: egy N° -H tautomer (His[N“H]) és egy
N°-H tautomer (His[N°H]) forméban. Nagy pH-n a két tautomer kozott egyensaly all fenn.

Az egyszeresen protonalt, kanonikus hisztidin esetében a proton vagy az amin-
csoporthoz, (HisH'[NH.]) vagy az imidazol oldallanchoz kapcsolodhat (HisH'[N®]), mig a
kétszeresen protondlodott hisztidin csak egyféle tautomer formaban 1étezik: az imidazolrészhez
és az amincsoporthoz is kapcsolodik egy-egy proton (HisH.?"). A protonalodasi folyamattal
analdgiat mutat a hisztidin deprotonalédasa. Az egyszeresen negativ ion kétféleképpen
képzOddhet: a proton levalhat a karboxilcsoportrol (His[COOH]) és az imidazolrészrol
(HisTNH]). Ha ez a két proton leszakad a hisztidinrél, akkor 1étrejon egy kétszeresen negativ
ion (His*), amelynek csak egy tautomerje van. Az 1.2.1. ibra mutatja a lehetséges reakcioutakat
a hisztidin protonalodasa és deprotondlodasa esetében.

Huang és munkatarsai meghataroztak a hisztidintautomerek (His[N°H]) [3], (His[NH])
[4] és a hisztidinbdl szarmaz6 6 ion (protondlt, deprotonalt) [3] stabil konformereinek szamat, és

vizsgaltak ezen molekulak tulajdonsagait (1.2.1. tablazat).

1.2.1. tablazat A hisztidin és a bel6le szarmazd ionok stabil konformereinek szama

A vizsgalt S ) ) ) - - s o
) His[N°H] | His[N‘H] | His[COOH] | His[NH] | His* | HisH[NH,] | HisH'[N°] | HisH,
molekula/ion
stabil
40 42 12 29 10 11 27 17
konformerszam

A tablazatban szerepld konformerek esetében meghataroztak a relativ energiakat [3,4],
relativ entalpiakat [3], relativ szabad energiakat [3], rotacids allandokat [3, 4] és dipolus

momentumokat [3, 4]. Ezen felill, az AIM elmélet (atoms in molecules) segitségével




azonositottak a kiilonb6zé konformerekben eléforduld hidrogénkotéseket, és megallapitottak a

kotések atlagos energiait [3, 4].
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1.2.1. abra A gézfazist hisztidin lehetséges protonalodasi és deprotonalodasi reakcidi [3]

A His[N‘H] tautomer konformereinek vizsgalata soran [4] a kutatok arra jutottak, hogy
az aminosav oldalldnca jelentds hatdssal van a relativ konformécids stabilitasra, a kialakitott
hidrogénkotések kovetkeztében.

Termodinamikai tulajdonsadgok alapjan sikeriilt igazolni, hogy a gazfazisti hisztidin
protonécioja és deprotondcidja (A és C reakciout az 1.2.1. abran) az imidazol oldalldncon
torténik.

Szamolasokat végeztek a hisztidin €s szdrmaztatott ionjai ionizacids energidinak és az
elektronaffinitdsuknak a meghatdrozasara. A hisztidin vertikalis ionizacids energidja fiigg a
konformaciotdl, mig a deprotonalt hisztidin ionizacids energiaja a deprotonalt ecetsavéhoz all a

NN 4

legkozelebb, mivel az imidazolgytiriirdl jelentés mennyiségi elektron keriil a karboxilcsoportra.
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Bansal ¢s Sellers [2] polarografiaval és impulzusradiolizis segitségével vizsgalta a
hisztidin, az imidazol az 1-metilimidazol és a 2-metilimidazol hidroxilgyokkel valo reakciojat
vizes oldatokban.

Az imidazol impulzusradiolizissel végzett kisérleteiben, melynek soran N,O-dal telitett
oldatokat vizsgaltak ([Im] = 10° M), megallapitottak, hogy a hidratalt elektronok tobb mint
95%-a reagal a N,O-dal és OH-gyokot képez. A OH-gyok pedig tovabbreagal az imidazollal. A
OH-gyok hozzékapcsolodhat az imidazol 2-es, 4-es vagy 5-6s C-atomjahoz, valamint lehetséges

még a hidroxil-gyok 3-as N-atomhoz val6 kapcsolddasa, ha a N-atom nincs protonalva.

4C_N3
/A
c C,

\N1/

1.2.2. abra Az imidazol molekula atomjainak szamozasa [2]

A keletkezett gyokok abszorpcidés maximuma 300 + 15 és 390 + 10 nm-en figyelhetd
meg, ¢s pKs-juk kisebb, mint az eredeti vegyiileteké. Tovabbi kisérletekbdl megallapitottak,
hogy az abszorpciés maximumra hat a pH megvaltozasa a 2-metilimidazol kivételével. A 7-es
pKa-nal kisebb vagy nagyobb értékek szarmazhatnak a molekuldk deprotonalddasabol. A
hisztidin esetében a 260, 310 és 410 nm-en mért pK, értekek kiillonbéznek egymastol. Ebbdl arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy 3 kiilonbozé gyok képzddik a reakciokban. Ennek
megallapitasat az imidazol és az 1-metilimidazol esetében nem tudtdk megtenni.

A gyokok bomlasat vizsgalva, a 10-nél kisebb pH-ju oldatokban az eredmények gyok-
gyok reakciot mutatnak, mig nagy pH-n (pH>11), az 1-metilimidazol kivételével, a folyamat
elsérendii. Az 1-metilimidazol esetében az Ni-atomhoz nem kapcsolddik ionizalhatdo H-atom és a
visszarendezd6dési reakcio nem lehetséges.

Bansal és Sellers [2] ezt a bomlast egy bazis katalizalt viz eliminacionak tulajdonitotta
(1.2.3. abra).
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1.2.3. abra Az 5-hidroxi adduktum vizeliminacioja [2]

A hisztidinnél 410 nm-en ¢és 3,05-6s pH-n megkozelitden egy elsdrendii bomlas
figyelhetd meg, ami valdszinlileg az eliminicids reakcid sav katalizalt utja, azonban ezt a

reakciot mas koriilmények kozott nem tudtak tovabb vizsgélni.

1.3. A hisztidin és az imidazol fotokémiaja

A hisztidin kiemelkedd fontossagat a fehérjékben az imidazol oldallanca adja, ugyanis
ez az oldallanc gyakran részt vesz létfontossagu fémionok kotésében és katalizisekben [5]. A
hisztidin fotokémidjanak tanulmanyozasahoz igy elengedhetetlen az imidazol hasonlo
reakcidinak vizsgalata.

Wu és munkatarsai [5] elsdsorban ennek a két molekuldnak a fotokémiajat vizsgaltak
UVRR spektroszkopia segitségével. Az 6 mérési eredményeik azért kiillonlegesek, mert elottiik
fotoérzékenyités és impulzusradiolizis segitségével vizsgaltak ezeket az anyagokat.

A vizes oldatban 1évé imidazol fotokémiai reakcidjat 1ézeres Raman-spektroszkopiaval
¢s impulzusiizemi 1ézergerjesztéssel is vizsgaltak. Az UVRR spektrumok megvaltozasa (az
imidazol csucsok csokkentek, €és ujak képezddtek) mutatta, hogy valamilyen valtozas tortént a

mintdban. A méréseket levegd jelenlétében és oxigénmentes koriilmények kozott is elvégezték,
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de a bomlas sebessége mindkét esetben hasonld volt, igy megallapitottak, hogy az imidazol
elsddleges fotokémiajaban nem szerepel oxigén.

Az impulzusiizemt 1ézergerjesztéssel kivitelezett kisérletekben 206, 218 és 229 nm-en
is vizsgaltdk az imidazol bomlasat. A rovidebb gerjesztési hullamhosszak azért fontosak, mert
jobban megfelelnek azoknak a kutatdsoknak, amelyek a fehérjék masodlagos szerkezetét
vizsgaljak. Mindez nem valtoztat a bomlas sebességén a kiilonbdzé hullamhosszakon.

229 nm-en a bomlasi sebesség jelentdsen felgyorsult, ami azt jelenti, hogy az imidazol
bomlasanak mechanizmusa tobbfotonos.

Wu és munkatdrsai az imidazol UV spektrumat kiilonb6zd koriilmények kozott
tanulmanyoztak, hogy megismerjék az UVRR lézersugarban lezajlé folyamat mechanizmusat.
Ismét aerob és anaerob koriilmények kozott végezték a méréseiket. Arra az eredményre jutottak,
hogy 350 nm alatt szamos fototermék keletkezik. Anaerob kortiilmények kozott 302 nm-en alakul
ki egy jelentds abszorpcids sav, mig aerob koriilmények kozott ez a termék atalakul olyanokka,
amelyek 285, 268 ¢s 230 nm-en abszorbedlnak.

Az imidazol fotokémidja elképzelhetéen egy kétfotonos mechanizmussal jellemzhetd,
ami sordn az imidazol gerjesztett allapotba kertil, és képes még egy masik fotont abszorbedlni,

igy imidazol kation gyokét (ImH®") képezni.

ImH* +hv — ImH"" + &~ )

A keletkezett gyok deprotonalodik €s dimerizalodik vagy masik imidazol molekuldval vagy O,-

nel reagal.
ImH** — Im®* + H?Y (8)

Im* +Im* = Im —Im 9)

A hisztidin (vizes oldatbeli) fotokémiajanak tanulmanyozasakor megallapitottak, hogy a hisztidin
bomlasa mar fligg attol, hogy van-e levegd a rendszerben. A Raman spektrum-csucsok bomlasa
lelassul, ha nincs jelen levegd, ellentétben az imidazollal végzett kisérletekben tapasztaltakkal. A

reakcido nem csak a levegd jelenlétét6l, hanem a pH-tdl is fiigg. Nagy pH-n (pH = 10) a bomlas
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soran deprotonalodas is lezajlik, azonban ha a pH-t lecsokkentjiik (pH = 3-ig), akkor ez a
bomlast is megakadélyozza, azaz a protonalodaskor nem jatszodik le fotoreakcio.

A hisztidinen kiviil a Cu,Zn-szuperoxid diszmutazt (Cu,Zn-SOD) és a hemoglobin
CO-adduktumat is vizsgaltak, amelyek hisztidin egységet tartalmaznak. A hisztidin fotobomlasat
nehéz UVRR spektroszkopiaval kovetni, mert a Raman-jelek gyengék. Vannak azonban olyan
hisztidinjelek, amelyeket detektalni lehet, ha az imidazol protonalt allapotban van vagy
fémionokhoz kotédik. Mindez akkor torténik, ha cserélhetd protonokat deutériummal
helyettesitjiik.

Ezeknél a méréseknél gomb alaku és hengeres fokuszald lencséket is alkalmaztak. A
hisztidinjelek bomlasa nagyban fiigg attol, hogy melyik fajtat hasznaltak, a hengeres lencsékkel
csOkkenthet6 a bomlas sebessége mindkét mintaban.

Az imidazol fotokémidjan beliil fontos megemliteni a molekula fotooxidacidjat is.
Ismert, hogy a szinglet oxigén képes oxidalni kiilonbozd szerves vegyiileteket, igy George és
Bhat [6] a heterociklusos rendszerek fotooxidacidjat kutatta. A szinglet oxigén és a
heterociklusos vegyiiletek reakcidjaban sokszor képezddik a termékek komplex keveréke. Ez
néhany imidazolt tartalmazo vegyiiletek esetében is igy torténik.

Az imidazol metanol jelenlétében nagyon lassan fotooxidalodik, ami soran egy
dimetoxiszarmazék keletkezik. (1.3.1. abra) Mas-mas reakciét adnak az imidazolnak azon
szarmaz€kai, amikor a 2-es ¢€s 5-0s szénatomhoz proton vagy valamilyen mas csoport
kapcsolodik és megint mas képzddik, amikor a 4-es szénatomon van egy proton. Szintén az

imidazolhoz kothetd a hisztidin fotooxidécioja is.

H

H,CO J/

) hv, O, \A\ CH,OH H \A\
Z H H —» >Z —
CH3OH N N ¢ N o)
o HO HyCO |
H H H

1.3.1. abra Az imidazol fotooxidacidja metanolban [6]
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2. Kisérleti rész

2.1. Felhasznalt vegyszerek

A Kkisérleteink egyik részében az L-hisztidint peroxomonoszulfat-ionnal oxidaltuk,
amelyhez az oldatot oxonbol (Sigma-Aldrich) készitettiink. A kisérleteinket friss vagy néhany
napos oxonoldattal végeztiik. Az oxidacids reakcioknal a pH beallitasara boraxpuffert (Molar
Chemicals) haszndltunk, amelyeket szilard boraxbol készitettiink. A boéraxpufferek esetében is
friss vagy néhany napos oldatokat hasznaltunk. A fotokémiai reakcidk vizsgdlatakor a reakciokat
kénsavas kozegben végeztiik.

A 'H-NMR mérésekhez a szilard anyagokat D,O-ban (Aldrich) oldottuk fel, és D;SO4-
val (Alfa Aesar) biztositottuk a savas kozeget a fotokémiai reakciohoz.

Az oldatok készitésekor MILLI-Q RG (Millipore) rendszerrel eldallitott, haromszor

ioncserélt és ultrasziirt vizet hasznaltunk.

2.2. A méréshez hasznalt miiszerek, programok

Az oxidaciés reakciok spektrumait PerkinElmer Lambda 2S spektrofotométerrel
rogzitettiik, mig a fotokémiai reakciokat egy HP-8543 diddasoros spektrofotométerrel kovettiik.
A fotoreakci6 esetén a mérések ideje alatt a mintakat magneses keverd segitségével kevertettiik.

A mérési eredményeket mindkét esetben Microsoft Excel program segitségével
értekeltiik ki. A dolgozathoz késziilt dbrdk a ChemDraw Ultra 12.0 program felhasznéalasaval

késziiltek.
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2. 3. A diédasoros spektrofotométer hasznalata fotokémiai reakciok kovetésére

A hisztidin fotokémidjanak tanulményozéasa soran a legtobb kisérletiinket diddasoros
spektrofotométerrel végeztiik, amely alkalmas a fotoreakciok kémidjanak tanulmanyozasara. A
fotokémiai reakciok kovetését az teszi lehet6vé, hogy a diddasoros spektrofotométer felépitése
(2.3.1. abra) kiilonbozik a tobbi spektrofotométerétdl. [7] EgQy ilyen miiszer hasznalata esetén
viszonylag nagy intenzitasi és nem monokromatikus fény (polikromatikus) halad keresztiil a
mintadn, szemben mas tipus, pasztazé elven miikods, Aaltaldban  kétsugaras
spektrofotométerekkel. Eppen emiatt lehetséges fotokémiai reakcio eldidézése egy mintaban,
amit ha nem vesziink észre, akkor szamos téves eredmény sziilethet bel6le. [7-9]

A kisérleteink soran a mintakat mindig a teljes mérés alatt kevertettiik, hogy az oldatunk
homogén maradjon, [7] mert az elsédleges fotokémiai reakciok nem mennek végbe az egész
kiivettaban, csak azon a részén, ahol a nagy intenzitast fény a mintat megvilagitja. Ezért fontos a
mintak kevertetése, mert ezzel elkeriilhetd, hogy megismételhetetlen kinetikai gorbéket kapjunk.

Diddasoros spektrofotométerek hasznalatakor lehetdségiink van a fény intenzitasanak a
valtoztatasara. [7] Ezt tobbféleképpen is megtehetjik, ezek koziil kettét alkalmaztunk a
kisérleteink soran. Megvaltoztathatjuk a fény intenzitdsat azzal, hogy a kiivettaba kiilonb6zd
térfogati mintakat tesziink. Ezzel az oldatok koncentracioja nem valtozik, viszont az egységnyi
térfogatra es6 fotonok szdma mas lesz: nagyobb térfogat esetén kevesebb foton abszorbealodik
egységnyi térfogaton, mig kisebb térfogat esetén tobb. Ennek a modszernek az a hatranya, hogy
a térfogat valtoztatasa csak egy kisebb intervallumban lehetséges, mert a fénynyaldbnak at kell
mennie a mintan. Egy 10 mm-es kvarckiivettdban ez a tartomany nagyjabél 1,7 cm®-t8l 3,4 cm®-

ig terjed.
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2.3.1. abra A diddasoros spektrofotométer rajza [9]

Ez a miszer lehetdvé teszi, hogy a méréseink soran a folyamatos megvilagitas mellett
olyan kisérleteket is végezziink, amelyekben a megvilagitas idejét meghatarozott idékozonkent
megszakitjuk. [7]

A fotokémiai reakciok kovetésére alternativat jelentenek a kiilonb6z6 miiszerek
kombinalasaval épitett fotoreaktorok. [8] A Debreceni Egyetemen egy kutatocsoport
detektorként hasznalt optikai szalas CCD spektrofotométerbdl €s LED fényforrasbol készitett
fotoreaktort. A reaktor jol hasznalhato fotokémiai reakcidk tanulmanyozasara, akarcsak a
diddasoros spektrofotométer. A fotoreaktor felépitésébdl, konnyli mozgathatésagabol szamos
elény szarmazik. Tovabbi kedvezé tulajdonsaga, hogy egyetlen spektrum felvétele nagyon rovid
ideig tart (minimum 2 ms). Ez hasznos lehet abban az esetben, ha egy gyors fotoreakciot kell
kovetni. Ebben a fotoreaktorban a megvilagitd és detektald fénysugar fliggetlen egymastol, ami

szintén eldnyds a diddasoros spektrofotométerrel szemben.
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3. Mérési eredmények és értékelésiik

3.1. A hisztidin oxidaciéjanak vizsgalata peroxomonoszulfat-ionnal

A kisérletek megkezdésekor legelészor a hisztidin €s a peroxomonoszulfat—ion kozotti

reakcid 1étét szerettiik volna igazolni spektrofotometrids modszerrel. Ehhez 200 és 400 nm

kozott vizsgaltuk a hisztidin-és oxonoldatok elnyelését tandemkiivettaban.

A kapott
eredményeket a 3.1.1 abra mutatja.

Emellett egyidejiileg vizsgaltuk az oldatok elnyelésének id6beni valtozasat is, de
ezekben az esetekben nem tapasztaltunk valtozast.
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3.1.1. abra A hisztidin €s peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcio igazolasanak kisérlete
[His] = 4,95 x 10" M, 4,95 x 10" M, 3,96 x 10™ M,
[oxon] = 5,01 x 10* M, 5,01 x 10* M, 6,01 x 10 M

A mért eredmények alapjan nem tudtuk egyértelmiien eldonteni, hogy valoban létezik
reakcié a hisztidin és peroxomonoszulfat-ion kozott, igy *H-NMR vizsgalattal ellendriztik a

méréseinket. A kapott "H-NMR spektrumok alapjan elmondhatd, hogy nem jatszdédott le reakcid
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a két anyag kozott. Ez nagy valosziniiséggel azzal magyarazhatd, hogy savas kozegben a
hisztidin protonalddik, és ezt kovetéen mar nem, vagy csak nagyon lassan megy végbe oxidacios
folyamat. A spektralis valtozasokat minden bizonnyal a pH megvaltozasa okozta, annak
kovetkeztében, hogy megnoveltiik az oxonkoncentraciot, s ezzel egyiitt hidrogén-szulfationokat
is juttattunk az oldatba.

A tovabbi méréseinket boraxpufferben végeztik, ami az oldataink gyengén lugos
kémhatasat (kb. 9,2-es pH) biztositotta. Legelészor arra torekedtiink, hogy a kisérleteinkben a
hisztidin-és oxonoldatokat hasonld6 pH-val keverjiik Ossze, igy megelézve a jelentésebb
kémbhatasbeli valtozasokat.

Hogy megtudjuk, mi torténik az altalunk vizsgalt anyagokkal boraxpufferben,
ekvimolaris mennyiségi hisztidint és oxont tartalmazé mintanak rogzitettiik a spektrumat 190 és
400 nm kozott 1,5 ora alatt. Az eredmények és tapasztalataink alapjan elmondhatd, hogy

235 nm-en jelentds abszorbanciavaltozas figyelhetd meg. (3.1.2. abra)
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3.1.2. abra A hisztidin-és peroxomonoszulfat-ion kozott boraxpufferben lejatszodo reakceio teljes
spektruma
[His] = 2,48 x 10™* M, [oxon] = 2,50 x 10™ M, [borax] = 5,00 x 10° M; t = 5400 s; T = 25,0 °C

235 nm-en 1,5 ora alatt az abszorbancia értékek 0,074-rdl 0,169-ra néttek, ami jelentds

véltozasnak nevezhetd a mérési adatok alapjan. Ezekbdl megéllapitottuk, hogy a hisztidin lagos
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kozegben oxidalhatd, igy a tovabbi méréseink soran mindig boraxpufferben dolgoztunk, amit
feleslegben alkalmaztunk.
A 3.1.2. abran bemutatott, 235 nm-re vonatkozd értékeket az id6 fliggvényében

abrazolva (3.1.3. abra) megkapjuk ennek a mérésnek az idébeni lefolyasat.
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3.1.3. dabra A hisztidin és a peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcid kinetikai gorbéje

[His] = 2,48 x 10™* M, [oxon] = 2,50 x 10™* M, [bérax] = 5,00 x 10° M; T = 25,0 °C

Ugyanezt a reakciot elvégeztik nagyobb borax (3-szoros) -és oxonkoncentracio
(10-szeres) mellett, és a reakcid lathatban gyorsabban ment végbe. Igy a kovetkezd
kisérleteinkben a végbemend folyamat oxonkoncentracio-fiiggését vizsgaltuk. A mérések soran
alland6 hisztidin-és boraxkoncentraciét alkalmaztunk, valamint az &ssztérfogaton sem
mintakban. A reakciokat mindig 235 nm-en kovettiik (3.1.4. abra).

A kapott gorbék az eldzetes varakozasnak megfeleltek, vagyis minél nagyobb az oxon
koncentracidja, annal gyorsabban jatszodik le a reakcid.

Az igy kapott gorbék alapjan meghataroztuk a kezdeti sebességeket (Vp), majd ezeket
abrazoltuk az oxonkoncentraciok fiiggvényében. A kezdeti sebességek itt abszorbanciavaltozasra

vonatkoznak. A sebességi egyenlet megallapitasahoz elsé kozelitésben a molaris abszorbancia
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értékeire nincs szilikség, hiszen az csupan egy szorzd tényez0 a sebességben (természetesen a

sebességi allando értékének meghatarozasahoz ez mar sziikséges).
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3.1.4. dbra Hisztidin és peroxomonoszulfat-ion kozatti reakcid boraxpufferben kiillonbdzo
oxonkoncentraciok mellett
[His] = 1,66 x 10™* M, [borax] = 2,50 x 10% M, [oxon] = 1,67 x 10 M, 3,33 x 10™* M,
;1,33 x10° M, 2,33 x 10° M; T=25,0 °C

Méréseinkkel azt szerettilk volna meghatarozni, hogyan fiigg a kezdeti sebesség az
oxonkoncentraciotol, hiszen ez megadja a sebességi egyenlet oxonra vonatkozo részét. A kapott
Osszesitett pontokat a 3.1.5. abra mutatja. Az itt abrazolt pontokat a kinetikai gorbék koriilbeliil
els6 100 s-ara illesztett egyenesek meredekségeibdl kaptuk, vagyis a kezdeti sebességeket a
gorbe elsé szakaszanak linedris illesztésébdl hatdroztuk meg. Ennek az eljarasnak az altalanos
tapasztalatok szerint a jellemzd hibdja £ 5 %, ez a mi esetiinkben is érvényes volt. A 3.1.5. dbran
kapott gorbe nem linearis, igy a vart elsérendi jelleget nem sikeriilt igazolni. Mindkét tengelyen
logaritmikus skalat alkalmazva a pontok jO kozelitéssel egy egyenesre estek, amelynek
meredeksége 1,7, ahogy az a 3.1.6. abran szerepel. Igy ez a kezdeti sebességek alapjan

meghatarozott tapasztalati részrendliségként értelmezhetd.
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3.1.5. abra Kezdeti sebesség (Vo) az oxonkoncentracio fiiggvényében

Az eredmények alapjdn, illetve a 3.1.4. abran szerepld, maximumot mutatd kinetikai
gorbékbdl (nagyobb oxonkoncentracioknal) is egyértelmii, hogy a folyamat tobb 1épésbdl all.

Ebben az esetben még nincs értelme tényleges sebességi egyenletrdl beszélni.
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3.1.6. abra Kezdeti sebességek az oxonkoncentraciok fiiggvényében
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3.2. A hisztidin fotokémiai reakciéjanak vizsgalata

A hisztidin oxidaciojat a peroxomonoszulfat-ionon kiviill megvizsgaltuk mas
oxidaloszerekkel is, igy példaul kénsavval. Ekkor figyeltilk meg, hogy a hisztidin és a kénsav
kozott megvilagitas hatasara fotokémiai reakcid jatszodik le. Jelentds valtozas az
abszorbanciaértékekben 320 nm koril figyelheté meg. (3.2.1. abra)

A hisztidin ezen tulajdonsagat eddig még nem ismertiik és az irodalomban sem talaltunk
ra részletes vizsgalatokat. Igy szerettiik volna tudni, hogy a tobbi aminosav esetében létezik-e
egyaltalin ehhez hasonlé fotoreakci6. Parhuzamos mérések eredményeként sikeriilt
megallapitani, hogy hasonl6 koriilmények kozott a maradék 19 természetes aminosav egyike sem
ad fotokémiai reakciot. Igy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy valdsziniileg az imidazol-
oldallancnak kdszonhet6 a hisztidin ezen tulajdonsaga, amit kisérletileg is tudtunk igazolni. Az
imidazol esetében 265 nm-en figyelhetd meg jelentds valtozas az abszorbancia értékekben,

spektrumat a 3.2.2. dbra mutatja.
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3.2.1. abra A hisztidin és a kénsav k6zott végbemend fotokémiai reakcid teljes spektruma

[His] =4,95 x 10* M, [H2S04] = 1,06 M; t = 1800 's; T = 25,0 °C
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Az imidazol raadasul nem csak savas kozegben, hanem semleges koriilmények kozott is
fotokémiai reakciot ad vizes oldatban, amit a hisztidin esetében nem tapasztaltunk. Ennek
lehetséges oka a hisztidin esetében jelenlévé amino és karbonsav jellegii funkcids csoportok

modosito hatésa.
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3.2.2. abra Az imidazol spektruma teljes megvilagitas mellett
[Im] = 1,01 x 10° M; T =25,0 °C

A két spektrumot Osszehasonlitva jol lathatd kozottiik a hasonlésdg. Ez ismét azt
igazolja, hogy a hisztidin a fotokémiai reakciot az imidazol oldallancnak kdszonhetéen mutatja.

A tovabbi kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy milyen hatassal van a reakcid
sebességére, ha a fény intenzitasat csokkentjiik a mérések soran. Ezt kétféleképpen tettiik meg.
Az egyik esetben a teljes megvilagitas idotartamat bizonyos idokozonként megszakitottuk, a

masik esetben pedig a minta térfogatat valtoztattuk.
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3.2.3. abra A hisztidin fotokémiai reakciojanak kinetikai gorbéi kiilonbdz6 megvilagitasi idok
mellett
[His] = 8,89 x 10 M, [H2S04] = 2,20 x 10" M; T =25,0 °C

Az elsO esetben, amikor a megvilagitasi idot valtoztattuk, a reakciot teljes, 50 %-os és
20 %-os megvilagitas mellett kovettiik, azaz a mérési id6 egészében, felében, valamint 20 %-ban
érte fény a mintdkat. A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy a megvilagitas ideje
aranyos a végbemend folyamat sebességével, hiszen a 3.2.3. abran is lathato, hogy a gorbék
meredekségei a megvilagitasi idével egyenesen aranyosan csokkennek.

Tovéabbi kisérletekb6l meghataroztuk a reakciok atlagsebességét kiilonbozo
megvilagitasi idok mellett, majd ezeket abrazoltuk a megvilagitas fiiggvényében (3.2.4. abra). A
pontok, valamint a két illesztett egyenes szinte egybeesik, ez azt jelenti, hogy ilyen koriilmények

mellett a fotokémiai reakcid sebessége nem fligg a kénsav koncentraciojatol.
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3.2.4. abra Atlagsebességek a megvilagitas fiiggvényében
[His] = 9,18 x 10* M, 9,18 x 10* M, [H,S04] = 1,57 x 10" M, 1,57 x 10 M;
A=320nm; T=25,0°C

Az el6z6 mddszeren kiviil még ugy is lehetséges a mintan athaladé fotonok szaménak
szabalyozasa, hogy allandé megvilagitas mellett megvaltoztatjuk a kiivettaban 1évé oldat
térfogatat. Ezzel a vizsgalt anyagok koncentracidja nem valtozik, csak az athalado fotonok
,koncentracidja”, ugyanis ha novelem a térfogatot, akkor egységnyi térfogatra kevesebb foton
fog jutni. [7] Egy 4 kisérletbél allo kisérletsorozatban egyenletesen noveltik az oldataink
térfogatat 1,80 cm3-rél 3,00 Cm3-re, mikozben a mintdkat folyamatosan érte fény.

Az elméletileg vart eredménynek ebben az esetben annak kell lennie, hogy a
reakcidsebesség csokken a térfogat novelésével, mert kevesebb foton halad at egységnyi
térfogaton. Ebbdl pedig kovetkezik, hogy lassul a reakcid, mert a reakciosebességet a
koncentraci6 idobeli megvaltozasa alapjan definialjuk.

A kisérleti eredményeink igazoljadk az elméleti elgondolast. A kinetikai gorbék
meredekségeibdl kapott atlagsebességek novekedése forditottan ardnyos a térfogatok
novekedésével, azaz a legkisebb térfogati mintaban a legnagyobb, mig a legnagyobb

térfogatuban a legkisebb a sebesség.
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3.2.5. abra Kezdeti sebességek a térfogatok fliggvényében
[His] = 9,07 x 10" M, 9,07 x 10" M, [H,S04] = 1,87 x 10" M; 1,87 x 10" M;
A =320 nm, 325 nm; T =25,0 °C

A kapott sebességértékeket abrazoltuk a térfogat fliggvényében (3.2.5. abra), és a
pontok szorasa ellenére lathatd, hogy csokken a sebesség a térfogat novelésével. A pontok
szorasanak tobb oka lehet. Adodhat abbol, hogy az altalunk vizsgalt térfogattartomany igen sziik,
és a legkisebb térfogat esetén (1,80 cm’) elképzelhetd, hogy a fény egy része erdfeszitéseink
ellenére sem ment at az oldaton.

Mindkét pontsorra egy-egy hatvanyfiiggvény tipust gorbét illesztettiink, amelyek
egyenlete kozel all a tokéletes illesztés egyenletéhez, a hiperboldéhoz (x'), hiszen a kitevSkre

—1,15 illetve —1,29 adodott.
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3.3. 'H-NMR mérések

'H-NMR mérések segitségével sikeriilt igazolnunk, hogy a hisztidinnek mind a két
vizsgalt reakcidja végbemegy. Mind a két esetben egyértelmiien lathatéak a termékek jelei az
NMR spektrumokon.

A mintakat D,O-ban készitettiik, a fotokémiai reakciohoz pedig D,SO4-at hasznaltunk,
hogy biztositsuk a reakcidhoz a savas kozeget. Az oxidacid vizsgalatdhoz 3-3,5 6ras oldatokat
hasznaltunk. A referenciaminta ligos kozegli hisztidin volt, melyet boraxszal biztositottunk. A
fotokémiai reakcio esetében D,SOg4-at tartalmazd, 4 oran keresztiil megvilagitott oldatot
vizsgaltunk, itt a referencia a megvilagitatlan minta volt. A kapott "H-NMR spektrumokat a
3.3.1.,3.3.2,, 3.3.3. és 3.3.4. abrak mutatjak.
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3.3.1. abra A hisztidin *"H-NMR spektruma lugos kézegben
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3.3.2. abra A hisztidin oxidacios reakciojaban keletkezett termék(ek) *H-NMR spektruma

Az oxidacios reakcido két spektrumat megfigyelve, szembetiind a valtozads a két
eredmény kozott. Az oxont is tartalmazd minta esetében szamos 1j cstcs jelent meg, mig a
kiindulasi anyag csucsai lecsokkentek, vagy eltlintek.

A fotokémiai reakcid spektrumabol lathatd, hogy a reakcidelegy még sok hisztidint
tartalmaz, ugyanis a kiinduldsi anyag csicsai még a megvilagitott minta spektrumaban is ott
vannak, azonban mdr felfedezhetdek az j jelek is.

A kapott spektrumokat Osszehasonlitva elmondhatd, hogy a hisztidin oxidacidja
gyorsabban végbemegy a fotoreakcional.

Az eredmények igazoljak a két reakcio fennallasat. Az irodalom mind a hisztidin

crer

NMR-ben megjelend termékcsucsok vegyiiletekhez rendelése a kozeljovében lehetséges lesz.

29



ha20140801.3.fid
kensav
500

f 450

350

250

200

150

r100

T Lo L o —
g 8 4 g
g # q b
T T

8:8 8:5 814 8:2 E:D 7.‘8 7.‘6 7.4 ?:2 7:0 B:B 6.‘6 6.‘4 612 Glﬂ 5‘.8 5‘.6 5C4 512 510 418 4i6 4.‘4 4.‘2 4‘.0 3C8 3:6 3.4 3‘.2 3i0 2:8
f1 (ppm)
3.3.3. abra A hisztidin "H-NMR spektruma savas kézegben

ha20140801,4.fid 170
megvilagitott
160
F150
140

f 130
f | F120

r11o

739

]
ke
L]

T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 2.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
f1 {ppm)

3.3.4. abra A hisztidin fotokémiai reakcioja soran keletkezett termék(ek) spektruma
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Osszefoglalas

A kutatomunkdm sordn spektrofotometrids mddszerrel vizsgaltam a hisztidin savas
kozegben lezajlo fotokémiai reakcidjat és oxidacidjat peroxomonoszulfat-ionnal.

Megallapitottuk, hogy az oxidacids reakcid gyengén lugos kozegben megy végbe
peroxomonoszulfat-ion jelenlétében, amihez a megfeleld kémhatéast boraxpufferrel biztositottuk.
Kinetikai vizsgalatokat végeztiink az oxonkoncentraci6 megvaltoztatdsdval. A mérési
eredmények azt mutatjak, hogy a reakcio sebességét az oxonkoncentracid befolyasolja, ugyanis
nagyobb oxonkoncentracio alkalmazasa esetén gyorsabb a reakcio.

Sikeriilt meghataroznunk egy tapasztalati sebességi Osszefiiggést az oxon koncentracidja
¢s a kezdeti sebesség kozott, ami azt mutatja, hogy a hisztidin oxidacioja egy tobblépéses,
Osszetett folyamat.

A hisztidin fotokémiai reakcidja egyértelmiien az imidazol-oldallanc kovetkezménye.
Kisérletileg is be tudtuk bizonyitani feltételezésiinket, ugyanis az imidazol hasonl6 koriilmények
kozott szintén fotokémiai reakcidban vesz részt. Raadasul, mig a hisztidin esetében ehhez savas
kozeget kell biztositani, addig az imidazol esetében ez nem sziikséges.

Vizsgaltuk a fotokémiai reakcio térfogatfiiggését, amibdl megallapitottuk, hogy a
reakcid sebessége csokken a fotonok mennyiségének csokkenésével. Ezen kiviil kisérleteket
végeztiink a megvilagitasi 1d6 valtoztatasara. A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a reakcid
sebessége egyenesen aranyos a megvilagitds mértékével, valamit a reakcid sebessége a vizsgalt
koriilmények kozott nem fiigg a kénsav koncentraciojatol.

'H-NMR mérésekkel igazoltuk mindkét reakcio esetén a termékek képzédését, azonban

még tovabbi vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy azonosithassuk a termékeket.
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