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Doktori értekezés Bevezetés és célkitiizések

I. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A biologiai rendszerekben a kémiai reakcidok legnagyobb része katalizator jelenlétében
megy végbe. Ezek a katalizatorok specifikus tulajdonsagu fehérjék, amelyeket enzimeknek
neveziink. Minden enzimre egyarant jellemz0 a specifitas és a katalitikus képesség, amely azt
jelenti, hogy csak egy bizonyos kémiai reakciot segitenek eld, és a legtobb esetben azt is csak
megfeleld koriilmények (pH, homérséklet stb.) kozott. Az enzimek jelentds része lényeges
alkotoelemként fémiont tartalmaz. Az aktiv centrumukban fémiont tartalmazé enzimeket
Osszefoglaldoan metalloenzimeknek nevezziik. A metalloenzimekben jelenlévé fémion az
enzimmolekula része, a fém ¢és a fehérje sztochiometrikus ardnya meghatarozott érték.
Fiziologias koriilmények kozott a fémion nem szakad ki a metalloenzimbdl, ha azonban
eltavolitjuk beldle, az enzim elveszti aktivitasat [1].

A metalloenzimek kozott taldlunk olyan tulajdonsdguakat, amelyek valamilyen
redoxireakciot katalizalnak az €16 szervezetben. Ilyenek példaul a szuperoxid dizmutdz, a
katecholdz, a kataldz és a peroxiddz enzimek. A redoxitulajdonsagi enzimek aktiv
centrumaban olyan fémionok taldlhatéak, amelyek maguk is redoxitulajdonsagokkal birnak.
Ilyen fém példaul a vas, a réz, a mangan. A fentemlitett enzimeknek fontos szerepe van a
szervezetben keletkezd reaktiv oxigénrészecskék (ROS) Ilebontasdban [2]. A reaktiv
oxigénrészecskék kozé tartozik példdul a hidrogén-peroxid, illetve a szuperoxid- és
hidroxilgydk is. Utdbbiak a rendkiviil toxikus szabad gyokok csoportjaba tartoznak, amelyek

kialakulasat és hatasaikat az 1. abra foglalja 6ssze.
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1. abra Szabad gyokok keletkezése és kovetkezményeik.

A jelen értekezésben olvashaté munka megkezdésekor a kdvetkezd célokat thiztiik ki.
El6szor ismerjiik meg a réz(I1)-cink(Il) szuperoxid dizmutéz (Cu,Zn-SOD a késébbiekben), a

mangantartalmi kataldz és a katechol oxiddz enzimek szerkezetét, mikodését és egyéb
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tulajdonsagait a korabbi évek tudoméanyos eredményei alapjan. Ezek utdn keressiink az
irodalomban egy olyan kétmagvt fémkomplexet, amely szerkezetileg modellezi a fentemlitett
enzimeket (lehetdleg tartalmazzon hidligandumot a fémionok kozott). Mivel a lehetséges
modellvegyiiletek a természetes enzimektdl leginkabb abban térnek el, hogy a fémionok nem
egy nagy molekulatomegli fehérjelanchoz kapcsoldédnak, ezért probaljuk meg a
modellvegyiiletet természetes szilard hordozokon rogziteni, igy utdnozva a fehérjelanc
szerkezetkialakito hatésat.

A relevans irodalom elemzése utan kivalasztottunk egy réz(Il)- és cink(Il)ionokat
tartalmazd kétmagvi, a fémionok kozott imidazolatohidat tartalmazd, Iehetséges
modellvegyiiletet  (réz(Il)-dietiléntriamin-p-imidazolato-cink(Il)-trisz(2-aminoetil)amin  (a
késébbiekben Cu,Zn-komplex), 2. abra), amelynek tulajdonsidgai megfelelnek az altalunk

elvart kovetelményeknek [3].

N\ 2+
Cu - N/N\
W \N/e\l\\l N
N NN ]
| TN
N\)
2. abra A réz(Il)-dietiléntriamin- p-imidazolato-cink(1l)-trisz(2-aminoetil)amin komplex szerkezete.

A kivalasztaskor a kovetkez6 szempontok alapjan dontottiink a fenti vegyiilet mellett:
(1) a molekula szerkezetileg modellezze a korabban emlitett természetes enzimek (szuperoxid
dizmutaz, kataldz, katechol oxidéz) aktiv centrumat; (ii) legyen pozitiv toltésli, hogy az
ioncsere-kapacitassal rendelkez6 szilard matrixokon (zeolit, montmorillonit) rogziteni tudjuk;
(iii) tartalmazzon olyan ligandumot, amely kovalensen rdgzithetd szilikagélhez. A fenti
molekula esetében mind a dietiléntriamin, mind a trisz(2-aminoetil)amin csatolhatd kovalens
kotésen keresztiil funkcionalt szilikagélhez, a kovetkezd fejezetben olvashaté moddszerek
segitségével. Az elsé két kritériumnak is megfelel a komplex, mivel szerkezete j6 egyezést
mutat a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centruméval (a kataldz és katecholaz enzimekhez annyiban
hasonld, hogy rendelkezik redoxitulajdonsagu fémionnal, illetve a két fémion kozott egy
hidligandum tart fent kdzvetlen kapcsolatot) és 3+ toltéssel rendelkezik, ami alkalmassa teszi
a negativ toltésii szilard hordozok feliiletén torténd immobilizalésra.

A Cu,Zn-komplexrdl csak az eléallitas menete, illetve UV-Vis spektroszkopiai adatok

alltak rendelkezésre irodalmi forrasbol. Bar hasonld Osszetételii komplex vegylileteket mar
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tanulmanyoztak (lasd a kovetkezd fejezetben) kiilonféle mérési modszerekkel
(rontgendiffrakcio, ESR spektroszkopia, potenciometria, magneses tulajdonsagok vizsgalata,
elektrokémiai mérések stb.), sziikségesnek tartottuk elvégezni a komplex pontos
oldategyensulyi jellemzését, a rendelkezésre 4ll6 mérési modszerek (pH-potenciometria, UV-
Vis és ESR spektroszkdpia, ciklikus voltammetria, tdmegspektrometria) segitségével. Mint
ahogy mar korabban emlitettiik, céljaink kozott szerepelt a Cu,Zn-komplex rogzitése
szervetlen hordozokon (szilikagél, montmorillonit), majd az eldallitott anyagok szerkezeti
jellemzése, amihez a kovetkezd mérési modszereket hivtuk segitségiil: FT-IR és ESR
spektroszkopia, termikus (TG, DTA) vizsgalatok, fajlagos feliilet- és fémiontartalom
meghatarozasa. A kiilonféle moddszerekkel jellemzett katalizatorok (rogzitett €s hordozéd
nélkiilli komplexek) enzimszeri mukodését kiilonféle enzim-tesztreakciokban kivantuk
tanulmanyozni. Az elvégzett munka kisérleti koriilményei, mérési eredményei, illetve azok

elemzése, értékelése olvashato a kovetkez6 oldalakon.
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II. IRODALMI OSSZEFOGLALO

IL.1. A szuperoxid dizmutaz, katalaz és katecholaz enzimekrol

A szuperoxid dizmutdzoknak (SOD) tobb fajtija ismert. Vas(Ill)ion-tartalmu SOD
enzim taldlhaté az alacsonyabb fejlettségi szintli prokaridtdkban, mangan(Ill)ion-tartalmu
szintén a prokariotdkban és az eukaridta sejtek mitokondriumédban, mig a réz(Il)- és
cink(Il)ion-tartalmi SOD enzimek a magasabb fejlettségi szintli eukariota sejtekben
talalhatok meg [4]. A SOD enzimeknek igen fontos szerepiik van az él6 szervezetekben, ahol
kiilonb6z6é aerob folyamatokban igen toxikus szuperoxid-gydkanionok keletkeznek. Ezek a
rendkiviil reakcioképes gyokok redoxireakcioba 1éphetnek olyan 1étfontossagi molekulakkal,
mint a fehérjék és a nukleinsavak. A reakcidk soran bekdvetkezd valtozdsok koénnyen
vezethetnek példaul rakos sejtek kialakulasahoz. Természetesen az evolucid sordn az
¢l6lényekben kialakult egy védekezd rendszer a szuperoxid-gyokok ellen, aminek alapjai a
szuperoxid dizmutdz enzimek. Feladatuk a szuperoxid-gyokanionok lebontdsa molekuléris
oxigénre és hidrogén-peroxidra (a keletkezd H,O, lebontasat vizre és molekularis oxigénre a
katalaz enzimek végzik). Jonéhdny tudomdnyos dolgozat [2, 4-9] jelent mar meg a
korabbiakban, amelyekben a természetes réz(II)-cink(Il) szuperoxid dizmutédz (a tovabbiakban
Cu,Zn-SOD) enzim szerkezeti ¢s miikddési tulajdonsagait tanulmanyoztak. A Cu,Zn-SOD

aktiv centrumanak szerkezete lathato a 3. abran.

44His NH ASpgl
| / i
\E > O/H /O_ /\(HIS@)
N T
. { o
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118His N\ _NH N
46HIS Fhs7s

3. abra A réz(ll)-cink(Il) szuperoxid dizmutaz (Cu,Zn-SOD) enzim aktiv centrumanak szerkezete.

Amint az 4dbran lathato, az aktiv centrumban talalhat6 két fémiont egy imidazolatohid
kapcsolja 0ssze. A réz(Il)ionhoz ezen kiviil koordinalédik egy vizmolekula és harom
imidazolcsoport, amelyek - hasonloan a hidként viselkedd imidazolhoz - a fehérjében
talalhatd hisztidin aminosavak oldallancai. A cink(Il)ion koordinaciés koérnyezete a

kovetkezé: két hisztidin aminosavtdl szarmazé imidazolcsoport, egy aszparaginsav
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karboxilcsoportja ¢s a mar emlitett, hidligandumként viselked6 imidazol. A réz(Il)ion koriili
koordinacids szféra geometridja négyzetes piramis, mig a cink(Il)ionhoz torzult siknégyzetes

geometria rendelhetd. Az enzim és a szuperoxid-gyokok kozott a kdvetkezd reakceiod jatszodik

le [2, 7).

Cu(Il) + Oy — Cu(I) + O,
Cu(l) + O," + 2 H" — Cu(Il) + H,0,

Az enzim miikddése soran a szuperoxid-gyokanionok dizmutdlasat a réz(Il)ion végzi,
mig a cink(Il)ionnak szerkezetkialakitdé szerepe van. Az enzim egy korfolyamat sordn két
szuperoxid-gyokot képes lebontani, mikdzben ciklikusan valtozik mind a réz oxidacids
allapota (Cu(Il) —» Cu(I) —» Cu(Il)), mind a geometridja (négyzetes piramis — tetraéder —
négyzetes piramis). Az enzim muikodése soran az elsd 1épésben a szubsztrat kiszoritja a
gyengén koordinaldodé vizmolekuldt a réz(Il)ion koordinacids szférajabol. Fontos szerkezeti
valtozas az is, hogy a két fémiont dsszekapcsold imidazolatohid az enzim muikddése sordn
felbomlik, majd tjra visszaalakul. Ezekbdl az informaciokbdl is gondolhatjuk, hogy az enzim
miukodése joval bonyolultabb, mint azt a fenti redoxireakcidk mutatjdk. A késdbbiekben latni
fogjuk, hogy a cink(Il)ionnak is igen fontos szerepe van a korfolyamat sordn, mivel az
imidazolatohid felbomlasa utan neki koszonhetéen marad olyan pozicidban a hidligandum,
hogy az imidazolatohid ismét kialakulhasson a két fémion kdzott. Az enzim pontos mitkddési

mechanizmusa a 4. dbran lathato [2, 4, 7].

O
N 7
N\ /N / 05 0 N
/Cu%jr /\N _ Zn2+_I\I —2> N\ | 2+/ N /
N \O N ZnZ N
— N N © \O
HIS61 \%
H,0, Hisg
H H
H—O_ N 0, N
N\| /N / 0 N Zn/2+—N
¥ uk o A
Hisg, Hisg)

4. abra A rez(1l)-cink(1l) szuperoxid dizmutaz miikodési mechanizmusa.
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Hasonloan a tobbi enzimhez, a Cu,Zn-SOD enzim is csak megfeleld koriilmények
kozott mikodik. Ilyen tényezOk példaul a pH, a homérséklet, de vannak olyan mérgezo
azidok és cianidok). Ezek azért tudjak a Cu,Zn-SOD miikddését megbénitani, mert viszonylag
erésen koordinalédnak a réz(Il)ionhoz és igy kiszoritjak a gyengén kapcsolodo vizmolekulat.
Ezek utan a szuperoxid-gyokanion nem tud koordindlddni a réz(IT)ionhoz az enzim muikodési
korfolyamatanak elsé 1épésében (nem képes kiszoritani az azid-, vagy cianidmolekulét, mint
ahogy azt teszi a viz esetében) és igy nem jatszodhat le a gyokok lebontasdhoz sziikséges
redoxireakcio.

A katalaz enzimek mikodése részben Osszefiigg a SOD enzimek tevékenységével,
ugyanis egyik feladatuk a SOD miikddése soran keletkezd hidrogén-peroxid elbontdsa. A
katalaz enzimeknek két csaladja ismert. Az egyik esetben vas(Il)iont tartalmazo porfirinvazas
szerkezet taldlhaté az aktiv centrumban (hem-katalaz), mig a maésik esetben a mitkddésért
felelds rész mangan(Il)ionokat tartalmaz (nonhem-kataldz). Ez utdbbi esetben az aktiv
centrum két mangéanionbol 4ll, amelyek az enzim mikodése soran kdlcsondsen
egylttmiikddnek egymadssal (5. abra). Mint mar kordbban emlitettilk, a katalaz enzimek
feladata a hidrogén-peroxid molekuldk elbontdsa vizre és molekuldris oxigénre. Ez a

mangantartalmu katalaz esetében a kdvetkezo reakcidegyenletek szerint jatszodik le [10-11].

(1) 2Mn"+H,0, >2Mn"+0,+2H"
2) 2Mn"+H,0,+2H —2Mn"+2H,0

Ahogy az egyenletekbdl is lathatd, az enzim egy ciklusban két szubsztratmolekula
elbontasara képes, mikozben megvaltozik a manganionok oxidaciés allapota. A pontos
mukodési mechanizmus természetesen egy bonyolult folyamatot takar, amelynek elsé 1€pése

lathat6 az 5. abran.

H\ /H H\ /H
(0) (@)
Gl
35é H\ /H Il—I H\ /H O- Glul48 2H20 ]\l/[n3+ 1\|4n3+ H202
- \
I ™0 0 — J NS L] .
0 \l\|/l 3+/n\ | 3+ J H,0, X 0, +2H
e \ - Mn\ ©
HN/§N o o/ N=\ H H H HH H
= %C/ \\(NH \O O/ \O/ \O/
| ~ | | | |
3t 3+ 2+ 2+
. G . Mn Mn — Mn Mn
HIS69 lu66 H15181 \X/ [\ \X/

0,+2H" 2H,0

5. abra A mangantartalmu katalaz aktiv centrumanak szerkezete, illetve miikodési mechanizmusanak
elso lépese.
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Az 5. 4bran lathatd, hogy az enzim aktiv centrumdban taldlhatdé két mangan(Ill)iont
harom, hidként viselkedé donoratom, illetve donorcsoport kapcsolja ossze. A réz(1I)-cink(II)
szuperoxid dizmutazzal ellentétben ez a hid nem szlinik meg az enzim miikodése soran. A
hidligandumokon kiviil a kovetkezd donorcsoportok kapcsolddnak még a fémionokhoz: a
fehérjelancot alkoté aminosavak oldallancai koziil egy-egy imidazol- és karboxilcsoport

(utdbbiak koziil az egyik kétfogh ligandumként), valamint egy-egy vizmolekula [12-13].

-
o Hispa4
?/\NH HN
B
HN/\ | 2+ /2+ /\ NH
“~ N—Fu\ /C\u—N
His; Tg N (o} N =

N
N— Cu—N
0 /u\o/ \N
+ H0 N | OH
o) H
OH

IO O\- HO Q 1 \ \

N / 0O YN N (o) \N N / \N N \N
\Jpyre / \ 97 v/ \ / \ /
N—/C'uz*\|>\c\uz—N N—/Cu< >C\uz—N N—/(II 2 /\C\u2—N N—/Cu< /\c\uiN
N (0] N N (0] N I_ N N (l) N

H H
(0]
[ I N @) N N N 0
OH \ 2+/ \ [ 2t N [
N—C Cu—N < N—Cu Cu—N
NERS VS v\ N TOH,
H,O 0,

6. abra A katechol oxidaz aktiv centrumanak szerkezete, illetve miikodési mechanizmusa.

Léteznek olyan redoxitulajdonsaggal biré metalloenzimek is, amelyek molekularis

oxigén jelenlétében végeznek oxidacios folyamatokat, mint példaul a katecholaz enzimek. A
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katecholazok novényekben ¢és alacsonyabb rendii baktériumokban talalhatdé enzimek,
feladatuk kiilonb6z6 orto-difenolok (pirokatechin, katechol) atalakitasa orto-kinonokka. A
katechol oxid4z a 3-as tipusu réztartalmti enzimek kozé tartozik, ennek megfelelden aktiv
centrumaban csatolt kétmagvu réz(Il)-centrumot tartalmaz. A katecholaz enzim aktiv
centrumanak szerkezete és miikddési mechanizmusa lathaté a 6. abran [14-15].

Ahogy az dbran lathato a természetes enzim aktiv centruméban két réz(Il)ion talalhato,
amelyeket egy hidroxohid kot 6ssze. A p—hidroxocsoport mellett 3—3, a fehérjelancot alkotod
hisztidinmolekula imidazolcsoportja koordinalodik még a két réz(Il)ionhoz. Erdekesség, hogy
a 109-es szdmu hisztidinmolekula egyik szénatomjadhoz kovalensen kapcsolddik egy cisztein
aminosavtdl szarmazd kénatom is tioéter kotéssel, aminek szerepe az enzimatikus mukodés
kozben lejatszodo oxidacidhoz sziikséges redoxpotencidl optimalizalasa. Az 6. abran lathato,
hogy a természetes enzim miikodése sordn egy ciklusban két difenol oxidacidjara képes,
molekularis oxigén jelenlétében. A korfolyamat sordn a p—hidroxohid felbomlik, majd
visszaalakul. A redukalt formaban a Cu(I)-Cu(I) szeparaci6 viszonylag nagy; az egyik rézhez
egy viz is kotédik, ami torzult trigondlis piramisos geometriat eredményez; a masik réz
sikhdromszoges koordindcioji egy betdltetlen koordinacios hellyel. Az enzim oxidalt
formdjaban a két trigondlis bipiramisos kornyezeti réz(Il)iont egy hidroxidhid koti Ossze.
Ezen aktiv helyhez ugyancsak hidként kotddé katechol molekula orto-kinonna oxidalédik,
mikdzben a redukaldodo rézcentrumok szeparalddnak. A redukalt forma oxigénmolekulat kot
meg, melynek révén p-peroxohidas (Cu*—0,” —Cu®") szerkezet alakul ki. Ez utobbi, mar
réz(Il)ionokat tartalmazd centrum alkalmas egy ujabb katecholmolekula megkotésére. A
kotott szubsztrat és a peroxid kozotti elektroncsere révén képzOodd ujabb orto-kinon egy
vizmolekuldval egyiitt tavozik, illetve kialakul az enzim kiindulasi, hidroxohidas oxidalt

formaja [16-18].

I11.2. A metalloenzimek modellezése

A bioszervetlen kémiai kutatasok széles kdrben alkalmazott modszere a metalloenzimek
modellezése, hiszen a modellkomplexek joval egyszeriibbek a fehérjéknél, igy konnyebben
kezelhetdk, egyszeriibben vizsgalhatok. Az enzimeket modellezd fémkomplexek hasznalata
ugyanakkor lehetévé teszi egy-egy részfolyamat vagy egy-egy szerkezeti motivum
sajatsagainak tanulméanyozéasat is, ami a nativ rendszerek esetében sokszor lehetetlen.
Megfelel6 modellrendszerek esetében lehetdség nyilhat a gyakorlatban alkalmazhato
mesterséges enzimek kifejlesztésére is. Az enzimutanzé fémkomplexek iranyaban torténd

kutatasok altalanos céljai meglehetdsen kiilonbozéek Ilehetnek. Kiilonbséget tesziink
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szerkezeti, illetve mikodésbeli modellezés kozott. A metalloenzimek szerkezeti modellezése
alatt a metalloproteinek aktiv centrumat utanzé modellvegyliletek kifejlesztését értjiik,
amelyek a természetes enzimek redoxi, magneses, spektralis vagy egyéb sajatsagainak, illetve
az azokat megszabd tényezOknek a feltardsara irdnyul. A funkciondlis modellek részletes
vizsgalata elésegitheti a metalloenzimek tevékenységének, az aktiv centrum miikodésének
jobb megismerését, illetve a gyakorlatban is hasznalhat6 katalizator kifejlesztését. A
funkcionalis modellezés sordn nem feltétleniil toéreksziink a kérdéses metalloenzim aktiv
centrumanak lemasoldsara, bar altaldban a jo szerkezeti egyezés magdban hordozza a
kiemelkedd enzimszeri miikodés lehetdségét is.

A tobbmagva metalloenzimek (mint példaul a korabban emlitett szuperoxid dizmutaz,
katalaz és katechol oxiddz enzimek), és igy a tobbmagvi fémkomplexek hatékonysaga abban
rejlik, hogy a két (vagy tobb) fémion egyiittesen joval kdnnyebben lathatja el a kérdéses
funkciokat, kooperativ mitkddésiik, a feladatok megosztasa révén, nagyobb hatékonysagot
eredményez. Az ilyen esetekben a miikddés szempontjabol alapvetd fontossagi a fémionok
megfeleld térbeli helyzete valamint poziciojuk és egymastdl valo tdvolsaguk rogzitettsége a
komplexben. A fémionok kozott kialakulhat kapcsolat egy hidként viselkedd ligandumon
keresztiil is, de el6fordulhat az is, hogy a ligandum megfeleléen kozeli helyzetbe hozza dket
anélkiil, hogy kozvetlen kapcsolddas lenne a fémionok kozott.

Mivel a természetes metalloenzimek aktiv centrumaban talalhaté fémionok koordinativ
kotésekkel kapcsolodnak a fehérjék donoratomjaihoz, igy az aktiv centrumok tulajdonképpen
egy fémkomplexnek felelnek meg. Koztudott tény, hogy a fehérjék aminosavakbol allnak,
amelyek koordinalédasra képes donoratomokat (O-, N-, S-atomok) tartalmaznak. A
koordinaciés kémiai tulajdonsagaikat tekintve az aminosavak, az oligopeptidek és a fehérjek
eltérnek egymastol. Az aminosavak esetében a koordindlodd atomok a karboxilcsoport
oxigénatomjai, az amincsoport nitrogénatomja, illetve az oldallincok donoratomjai lehetnek.
Oldallancukban koordinaciora képes atomokat tartalmaznak példaul a hisztidin (N-atomok), a
cisztein (S-atomok), az aszparaginsav (O-atomok) aminosavak. A peptidek esetében viszont
mar valtoznak a koordindcios tulajdonsagok, ugyanis itt méar van egy Uj tulajdonsagu
donoratom, az amidkotésben résztvevd nitrogénatom. A fehérjék (beleértve a
metalloenzimeket alkotd fehérjéket is) esetében altaldban a fémionok csak az oldallancok
megfeleld térbeli elrendezddésti donoratomjaihoz koordinalodnak, az amidnitrogének nem
vesznek részt a fém-fehérje komplexek kialakitdsaban.

A réz(Il)-cink(Il) tartalmu szuperoxid dizmutiz (Cu,Zn-SOD) szerkezeti ¢és

funkcionalis modellezésére iranyuld kutatdsok tobb kutatdcsoport érdeklodését is felkeltették
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az utobbi évtizedekben. Kozlemények sora sziiletett meg S.J. Lippard és munkatarsai
kutatasaibol, amelyekben a Cu,Zn-SOD szerkezetét utanzé modellkomplexeket vizsgaltak

[19-25]. A természetes enzim szerkezetébdl adoddan a vizsgalatok soran imidazolatohidat

2 I|\I/ \IL/H
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tartalmazé vegytileteket tanulméanyoztak.
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7. abra S.J. Lippard és munkatdrsai dltal vizsgalt SOD modellvegyiiletek.

1— [Cusbpim(im)s]**, 2 — [Cus(TDMT) im]*", 3 — [[Cu(pip)].im]*" (im = imidazol, bpim = 4,5-
bis[((2-(2-piridil)etil)imino)metil]imidazol, TDMT = 1,1,7,7-tetrametilén-dietiléntriamin, pip = 2-
[((2-(2-piridil)etil)imino)metil Jpiridin).

Amint az a 7. abran is lathaté, az emlitett kutatok ligandumként imidazol- és
piridintartalmi makrociklusos vegyiileteket, aminokat ¢és imidazolt, mig fémionként
réz(Il)iont alkalmaztak. A pontos szerkezetet szilard allapotban rontgendiffrakcids modszerrel
hatdroztdk meg, mig vizes oldatban a leggyakrabban hasznalt mérési modszerek az ESR
spektroszkopia és a potenciometria voltak. Az esetek nagy tobbségében vizsgaltdk a
komplexek magneses tulajdonsagait is, azonban ezekben a munkdkban az eldallitott
komplexek enzimaktivitasat nem tanulmanyoztak.

R.N. Patel és munkatarsai olyan tobbmagvu, imidazolatéhidat tartalmazé fémkomplexet
vizsgaltak, amelyekben ligandumként egyszerli aminokat és imidazolt, mig fémionként
réz(Il)-, cink(I1)- és nikkel(IT)ionokat hasznaltak [26-36]. Vizsgalati mddszereik a pH-fliggd
ESR spektroszkopia, magneses vizsgalatok, UV-Vis spektrofotometria, potenciometria és
SOD tesztreakciok voltak. A vizsgalt komplexek SOD aktivitdsa minden esetben tobb
nagysagrenddel elmaradt a természetes enzimétol.

A fentemlitett modellvegyiileteken kiviil tovabbi tobbmagva réz(Il)-réz(Il), réz(Il)-
cink(Il) komplexet is vizsgaltak, mint Iehetséges SOD modellvegyiileteket [37-42].

10
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Ligandumként makrociklusos vegyiileteken kivil olyan molekuldkat (imidazolt,
karboxilcsoportot tartalmazéd vegyiiletek) hasznaltak, amelyek képesek hidligandumként
viselkedni két fémion k6zott. A vizsgalati modszerek itt is hasonloak (magneses mérések, IR
spektroszkopia, ESR spektroszkopia, SOD tesztreakcid, rontgendiffrakcids mérések, ciklikus
voltammetria, UV-Vis spektrofotometria) voltak, mint az el6z6 munkakban. Néhany esetben a
vizsgalt komplexek igen jo szerkezeti ¢s mitkodési SOD modellnek bizonyultak.

A szerkezeti modellezésen kiviil szamos olyan eredményt kozoltek [43-57], amelyekben
a modellkomplex szerkezete ugyan nem hasonlitott a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumahoz,
de mikodésileg igen jol utdnozta azt. Ezekben az esetekben egymagvu réz(Il)komplexekrol
van sz0, amelyekben ligandumként az elézéekhez hasonldan imidazolt, makrociklusos
vegyiileteket, illetve aminokat alkalmaztak. Néhany egymagvu, SOD aktivitassal rendelkezd

réz(Il)komplex szerkezete lathato a 8. dbran.

\

8. dbra Néhany SOD aktivitdssal rendelkezd egymagvii réz(IDkomplex. 1 — [Cu(Il)(N-meim)s]”", 2 —
[Cu(IDapen]*”, 3 — [Cu(I)TAAB]** (N-meim = N-metilimidazol, apen = etilén-bis-(2-acetilpiridin-
imindto), TAAB = tetrabenzo-1,5,9,13-tetraaza-ciklodekdn).

A koréabbi években sok olyan kis molekulatomegii komplex vegyiiletet fejlesztettek ki,
amelyek hasonlo jellegli miikodésre képesek, mint a mangdntartalmu kataldz. Ugyanakkor
meg kell jegyezniink, hogy ezen modellvegyiiletek altaldban kisebb aktivitassal rendelkeznek,
mint a nativ enzim. Hasonloan az eldzéekben targyalt szuperoxid dizmutdz enzimhez, a
modellezésre fokuszald kutatdsok ebben az esetben is két irdnyban haladtak: szerkezeti
¢s/vagy mitkodésbeli utanzas. A természetes kataldz aktiv centrumdnak szerkezetét (5. abra)
ismerve, a modellkomplexek kifejlesztése soran a kutatok +2, +3 és +4 oxidacios allapoth
mangénionokat tartalmazo, a fémionok kozott hidként viselkedd ligandumokkal rendelkezd
rendszereket hasznaltak az enzim aktiv centrumanak szerkezeti modellezése soran [58].
Ezekben a vegyiiletekben a gyakran kiilonb6z6 oxidacios allapoti fémionok kozotti kozvetlen

kapcsolatot egyszeres oxo-, hidroxo- vagy alkoxohidak biztositjak. Ez a fajta hidkotés ritka a

11
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mangantartalmu vegyiiletek kozott, ugyanis a dioxo- és dihidroxohidat tartalmaz6 komplexek
termodinamikailag joval stabilisabbnak bizonyultak a korabbi vizsgalatok alapjan. Ezekben a
molekulakban fémionként mangan(Il), (III) és (IV)ionokat alkalmaztak egyenként és
vegyesen egyarant [59-62].

A kataldz modellkomplexek egyik nagy csoportja a kettds (bisz) oxo-, hidroxo- vagy
alkoxohidat tartalmaz6é mangantartalmia fémkomplexek. Ezek koziil is a legelterjedtebbek a
bisz-p-oxohidas dimangan vegyiiletek, amelyekben a mangan +2, +3 ¢és +4 oxidécios
allapotban is megtalalhat6 [63-66]. Néhany alkoxohidat tartalmaz6 modellkomplex szerkezete

lathato a 9. abran.

N N HiC—C ):N N=
0 O 0. - (0] NH
\ 4+/ \ 4+/ @) 3+/ \ 3+/ >
Mn Mn n Mn

[

9. abra Bisz-u-alkoxohidat tartalmazo katalaz modellkomplexek. 1 — (Mn(1V)salpn)(u-0),, 2 —
Mn(1ll),bbmlyac, (salpn = 1,3-bisz-(szalicilidéniminato)propan, bbml =
(bisz(benzimidazolilmetil)amino)etanol, ac = ecetsav).

A kataldz enzim szerkezetét modellez6 fémkomplexek koziil szintén elterjedtek a
karboxilathidat tartalmazo vegyiiletek. Hasonldan a nativ enzimhez, ezekben a molekuldkban
altalaban a karboxilcsoporton kiviil talalhato tovabbi hidligandum is (pl.: hidroxo-, oxo- vagy
alkoxohid) valtoz6é mennyiségben. A mangénionok oxidacios allapota ezekben az esetekben is
valtozo: +2, +3, +4 oxidacids szam is el6fordul. Az alkalmazott ligandumok tekintetében azt
mondhatjuk, hogy kozottiik eléfordulnak nitrogén- és/vagy oxigéntartalmi makrociklusos
vegyiiletek, karbonsavszdrmazékok, aminok stb. is [67-72]. A fentebb targyalt szerkezeti
modellezésen kiviil probalkoztak olyan funkciondlis modellrendszereket is eldallitani,
amelyekben fémionként réz(Il)ionokat alkalmaztak, kihasznalva annak kedvez6
redoxitulajdonsagait [73-75]. Azonban ezekben az esetekben a vizsgalt fémkomplexek tobb
nagysagrenddel gyengébb katalitikus aktivitdssal rendelkeztek, mint az korabban

tanulmanyozott mangantartalmi vegyiiletek.

12
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A most targyalt, katalaz enzimet modellez6 komplexek esetében a szerkezetet legtobb
esetben rontgendiffrakciés mérésekbdl hataroztdk meg. Az eldallitott molekuldk
spektroszkopiai tulajdonsagait ESR, FT-IR, Raman és UV-Vis spektroszkopiai modszerekkel
vizsgaltak. Néhany esetben tanulmanyoztdk a komplexek magneses-, illetve elektrokémiai
tulajdonsagait is, emellett a rendszerek oldategyensulyi viselkedését altalaban pH-
potenciometria modszerével vizsgaltak. A modellvegyiiletek katalitikus aktivitasat majdnem
minden esetben mérték: az alkalmazott tesztreakcid a hidrogén-peroxid katalitikus bontédsa
volt, amelyben kiilonb6z6 modszerekkel vagy a szubsztrat, vagy pedig a képz6do oxigéngaz
mennyiségét kovették.

Az elozoekhez hasonldan, a katechol oxidaz enzim aktiv centrumanak szerkezetét is
meghataroztdk kordbban. Ennek hatdsara megindultak a kutatdsok a természetes enzimet
modellezni képes fémkomplexek irdnydban. Ahogy a természetes enzim szerkezetének
felkutatdsadban, ezen a teriileten is meghataroz6 munkat végeztek B. Krebs és munkatarsai,
amelyet kozlemények sora bizonyit [76-78]. Az aktiv centrum szerkezetét utdnozva szdmos
réz(Il)ionokat tartalmazo kétmagva fémkomplexet allitottak eld, amelyekben a fémionok
kozott hidroxohid, vagy hidak talalhatok (10. &bra). Ezek a csoportok eltérd eredetiiek
lehetnek: szarmazhatnak fenolatcsoporttdl és/vagy alkoholos hidroxilcsoporttol is, de a
legtobb esetben a vizmolekuldk deprotonalodasaval keletkezd hidroxidion tolti be a

hidligandum szerepét [79-82].

O\\

m\é@
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10. abra Katechol oxidaz aktivitassal rendelkezé modellkomplexek. 1 — Cu,(bpmp)OH, 2 — Cu,(H,-
bbppnol)(i-OAc)(H>0); (H-bpmp = 2,6-bisz[(bisz(2-piridilmetil)amino)metil]-4-metilfenol, H;-
bbppnol = N,N-bis(2-hydroxybenzyl)-N,N -bisz-(piridilmetil) |- 2-hidroxi-1,3-propandiamin).

Egyes modellkomplexekben a fémionok k6zott mas, hidligandumként viselkedni képes
molekuldk tartjdk fent a kozvetlen kapcsolatot. Ilyen ligandumok lehetnek példaul az

imidazolcsoport, illetve a karboxilcsoport [83-84]. Kifejlesztettek olyan modellrendszereket
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is, amelyekben a ligandumok tobb fémion megkdtésére képesek, de kdzvetlen kapcsolat nincs
kozottiik. Ezekben a komplexekben egy merev ,,spacer” tartja a fémionokat megfeleléen
kozeli pozicioban ahhoz, hogy katechol4z aktivitassal rendelkezhessenek [85-87].

A természetes enzimeket utanzo fémkomplexek targyaldsa sordan eddig emlitett
modellrendszerek az aktiv centrumok leegyszerlsitett valtozatai voltak. A legnagyobb
kiilonbség a modellkomplexek €s a nativ enzimek aktiv helyei k6zott az, hogy az eldbbiekben
elhanyagoltdk az enzimet alkotd fehérjelanc szerkezetkialakitd szerepét. A fehérjelanc
modellezésére jo lehetdségnek igérkezik a modellkomplexek beépitése szilard hordozoba,
ahol a matrix kiilonféle kolcsonhatasok révén eldsegitheti egy, a természetes enzim aktiv
centrumahoz hasonlé kornyezet létrejottét és igy a kivanatos geometridju fémkomplex
kialakuldsat. Az rogzitett (immobilizalt) fémkomplexek eldallitasardl, tulajdonsagaikrol,
felhasznalasukrol €és néhany szervetlen szilard matrix (szilikagél, montmorillonit, zeolit)

tulajdonsagairol a kdvetkezd fejezetben olvashatunk.

I11.3. Immobilizdlt fémkomplexek

Egy heterogenizalt katalizator rendelkezik néhany elénnyel a homogén megfeleldjével
szemben (a termék konnyen elvalaszthatdé a katalizatortol, igy az ujra felhasznéalhato; a
hordozds katalizator altalaban jobban tiiri az erélyesebb reakcidokdriilményeket stb.), ezért a
szilard hordozora rogzitett fémkomplexek felhasznalasa heterogén katalizatorként
elterjedében van. Az utdbbi évtizedekben jonéhany esetben hasznaltdk Oket oxidacios-
redukcids, polimerizacios, illetve mds szerves kémiai reakcidban katalizatorként. Ilyen
reakciok lehetnek példaul az olefin oxidacid, alkohol oxidacid, hidrogén-peroxid bontas,
szuperoxid-gyokok dizmutdlasa, epoxidalds stb. Szilard hordozoként éltaldban szervetlen
matrixokat alkalmaztak, mint példadul fémoxidok, agyagasvanyok, zeolitok, szilikagél. Mas
esetekben pedig szerves polimereket (pl. polisztirol), vagy mddositott feliiletli szén-
szarmazékokat haszndltak. A szervetlen hordozoknak azonban van néhany elénye a
tobbiekkel szemben. Nagyon fontos a kémiai stabilitas (bizonyos esetekben a kémiai
inertség), ami a szervetlen hordozok egyik nagy elonye. A kitind mechanikai stabilitds is
indokolja hasznalatukat, csakigy, mint a termikus stabilitds (jobban ellendllnak a
hémérsékletvaltozasnak, mint példaul a polimerek). Hasznos tulajdonsaguk az is, hogy
eldallitasukra ¢€s jellemzésiikre mar kidolgozott technikak allnak rendelkezésre [88-91]. A
modellkomplexek immobilizalasa mellett a természetes enzimek szilard matrixokban torténd

rogzitése is igen elterjedt az utobbi iddben. A heterogenizalastol kiilonbozd eldnyds
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tulajdonsagokat remélve szuperoxid dizmutdz [92-93], katalaz [94-96], gliikéz oxidaz [97],

tirozinaz [98] és peroxidaz [99] enzimeket immobilizaltak szildrd hordozokon.
11.3.1. Immobilizalas zeolitokban és agyagasvanyokon

A koordinaciés kémiai kutatdsok zeolitokban az 1970-es években kezdddtek. Azota a
zeolitokban immobilizalt fémkomplexek felhasznalasa heterogén katalizatorként igen széles
korben elterjedt. A zeolitok egyik igen fontos tulajdonsaga, hogy eldallitasuk soran kiilonbozo
modszerekkel széles skalan tudjuk véltoztatni a porusméretet. Ezéltal molekulasziirdknek is
tudjuk Oket hasznalni, mivel csak a megfelelé6 méretli vegyiiletek jutnak be az anyag
pérusaiba. Ezen kivill szdmos kedvezd tulajdonsdguk van, amelyek javitjak a katalizator
mukodését kiilonb6zo reakciokban. Mivel ioncsere-kapacitassal rendelkeznek, ezért pozitiv
toltésti fémionok és fémkomplexek tudnak megkdtddni a pdrusokban, az elektrosztatikus
kolesonhatasok segitségével. A zeolitokban rogzitett fémkomplexek eldallitasara tobb
modszert is kidolgoztak [100-101].

Az els6 moddszer szerint az elore elkészitett komplexet vissziik be a zeolitba. Ezzel a
modszerrel csak kationos fémkomplexeket tudunk immobilizalni, mivel a zeolit ioncsere-
kapacitasanak megfeleld elektrosztatikus kolesonhatdsok rogzitik a komplex molekulat. A
szintézist lehet vizes és nemvizes kozegben is végezni. Ennél a moddszernél tovéabbi
kritériumoknak is teljesiilni kell: (a) a komplex legyen elég stabilis; (b) az oldat, amelyben az
oldott komplex van, ne legyen nagyon ligos, mert magas pH-értéken mar a zeolit is oldodik;
(c) a komplex legyen elég kicsi ahhoz, hogy beférjen a hordozé pérusaiba. Igy altalaban csak
aqua, ammonia és alifas aminok komplexei rogzithetdk a zeolitban.

A templatszintézis soran szintén eldre elkészitett fémkomplexet hasznalunk, mint
templatot, amely a zeolit szintézise soran épiil be a matrixba. A moddszernek két alapvetd
korlatja van: (a) a komplexnek stabilisnak kell lennie a szintézis koriilményei kozott, a
zeolitszintézis soran ugyanis magas hdémérsékletet és lagos pH-t alkalmazunk; (b) a
komplexnek oldhaténak kell lennie az adott kozegben ahhoz, hogy homogén legyen az
eloszlasa a reakcioelegyben.

A ,,ship in a bottle” szintézis 1ényege, hogy a fémiont ¢és a ligandumot kiilon-kiilon
juttatjuk be a zeolitba, igy a komplexképzddési reakcid a szilard matrix belsejében jatszodik
le. Altalaban elszor a fémiont juttatjuk be (ioncserélt zeolitot készitiink), majd ezt kovetden a
ligandumot. Fontos, hogy a ligandum mérete akkora legyen, hogy beférjen a zeolit pérusaiba.

Dolgozhatunk vizes és nemvizes kozegben egyarant, azonban érdemes olyan olddszert
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valasztanunk (pl. alkoholok), amelyek alacsony feliileti fesziiltségiiknek koszonhetden
megkonnyitik a komplex alkotorészeinek matrixba valo bejutasat.

A komplex prekurzor modszer esetén a zeolitba bevitt komplex molekula reagal a matrix
feliiletével €s igy alakul ki az a fémkomplex, amit kés6bb katalizatorként kivanunk hasznalni.
Kordbban  végeztek  olyan  szintéziseket, = amelyekben = Me;SnMn(CO)s  és
Cly(tetrahidrofuran)GeMo(CO)s Gsszetételii fémorganikus vegyiileteket vittek be a zeolitba.
Ezek az anyagok megfeleld homérsékleten reakcioba Iéptek a savas tulajdonsagu
zeolitfeliilettel és metan, illetve hidrogén-klorid képzddése kdzben alakult ki a vart dsszetételi
komplex [102].

Szamos publikacio [101, 103-110] jelent meg az utobbi évtizedben B.M. Weckhuysen és
munkatarsai tollabol, amelyekben zeolitokban immobilizalt kobalt(Il)- és réz(Il)komplexeket
tanulmanyozasardl szolnak. Vizsgaltdk a fentemlitett fémionok komplexképzddését egyszerii
ligandumokkal (viz, ammonia), nukleotidokkal (purin, adenin, guanin) és aminosavakkal
(lizin, hisztidin) egyarant. A rdgzités soran a kordbban emlitett modszereket alkalmaztak.
Megallapitottdk példaul, hogy a zeolitokban rogzitett réz(Il)-hisztidin komplexekben a
kozponti fémionhoz koordindlédhatnak a zeolit kristalyracsdban taldlhaté oxigénatomok is
(11/1. &bra). Az is lehetséges azonban, hogy a réz(Il)ionok koordinacios szféraja nem valtozik
a rogzités soran, a komplex csupan az ioncsere-kapacitdsnak megfeleld elektrosztatikus

kolcsonhatasokkal kotddik a szilard matrixhoz (11/2. ébra).

COO_ , Al COO_ N/ H
NHZ\ /O(zeolit) i, N/ P
H P Cu2+\ H Cuz/
¢ / Of 74 N/ \O
N’/ NJ/ L NH;*
| 1 / 2
H H

11. abra Zeolitban régzitett réz(Il)-hisztidin komplexek lehetséges szerkezetei. 1 — a réz(Il)ion
koordinalodik a zeolit kristalyracsaban talalhato oxigénatomhoz, 2 — az eredeti szerkezet
megvdltozasa nélkiil, elektrosztatikus kolcsonhatasok régzitik a komplexet.

A fentiekhez hasonléan maés tipusu fémkomplexek rogzitésére is sor kerilt a
kordbbiakban. A heterogenizalas adta eldnyodket kihasznalva, zeolitban immobilizalt
fémkomplexeket eldszeretettel hasznalnak katalizatorként alkének epoxidéaladsa soran [111-
115]. A zeolitban rogzitett komplexek masik nagy felhasznéldsi teriilete a katalitikus

oxidacids-redukcids reakciok teriiletén van. Ebben az esetben fenolok, alkoholok oxidacidjat,
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hidrogénezési reakciokat, illetve hidrogén-peroxid elbontast katalizaljak a fentemlitett
anyagok [116-119].

Hasonldan a zeolitokhoz, az agyagasvanyok (pl. montmorillonit) alkalmazésa szilard
hordozdként igen elterjedt. A fémkomplexek rogzitése altaldban az el6zéekben ismertetett
modszerek szerint torténik. A duzzadd rétegszilikatok csoportjaba tartozd (megfeleld
koriilmények kozott duzzadasra képes) montmorillonit szerkezete kiilonbozik a zeolitoktol,
ugyanis itt nem porusokrol, hanem lemezes szerkezetrdl beszélhetiink. Az anyag TOT
szerkezetli, ami azt jelenti, hogy szilicium tetraéderek (T) és aluminium oktaéderek (O)
alkotjak 2:1 ardnyban, amelyeket oxigénatomok kapcsolnak 6ssze. A montmorillonit szintén
rendelkezik ioncsere-kapacitassal, ami a kovetkezd okok miatt alakult ki. A kristalyracsban
talalhatok egyéb fémionok a szilicium(IV) és az aluminium(IIl)ionok helyén. Ilyen szennyezd
fémionok lehetnek példaul a magnézium(Il), kalcium(Il), réz(Il), vagy vas(Ill)ion is. A
sziliciumot helyettesitheti példaul aluminium(Ill)ion, mig az aluminiumot réz(Il) vagy
vas(Ill)ionok. A csere mértéke elérheti az 5-10 %-ot is, ezért az izomorf helyettesitések
pozitiv toltéshianyt hoznak 1étre, aminek kovetkeztében a lapok feliilete negativ toltésu lesz,
¢s igy a pozitiv toltésli részecskék (fémionok, fémkomplexek stb.) kapcsolddni tudnak hozza.
A lapok élein pedig hidroxicsoportok talalhatok, amelyek hidrogénhidakkal segithetik eld a

komplex molekuldk megkotddését a hordozd feliiletén [120].

OH OH
Szlikat felilet | |
/ ~— L
[ | |
<«—— Ellenionok (pL:Na+, H stb.) HO © e |_
I HO 69 o OH
O 0 0 O 5 ©
HO— o © o |l—0OH
1 2 | |
OH OH

12. dbra A montmorillonit szerkezete. 1 — a lemezes szerkezet-, 2 — a feliileti toltesek és a
hidroxilcsoportok abrazoldsa.

A montmorillonit lemezes szerkezetébdl addéddan lehetdség nyilik arra, hogy pozitiv
toltésti fémkomplexeket, illetve ligandumokat rogzitsiink az agyagasvany rétegei kozott. Az
igy eldallitott kitamasztott rétegszilikat fajlagos feliilete jelentdsen megnd, ami megkdnnyiti a
kiilonbozo katalitikus reakciokban résztvevo reaktdnsok bejutédsat, illetve a termékek kijutasat
a katalizator belsejébdl. Ezt kihaszndlva monmorillonitban rogzitett fémkomplexeket gyakran
hasznalnak fel katalizatorként [121-124]. Meg kell emliteniink azt is, hogy a montmorillonit

onmagaban is képes bizonyos folyamatokat katalizalni.

17



Doktori értekezés Irodalmi dsszefoglalo

11.3.2. Immobilizalas szilikagélen

Hasonloan az eldzdekben emlitett anyagokhoz, a szilikagélen rogzitett fémkomplexek
katalizatorként valo felhasznalasa igen széles korben elterjedt. Szamos eldnyos tulajdonsaga
miatt (megfeleld morfologiai tulajdonsagok, nagy fajlagos feliilet, kémiai ellenalloképesség,
lehetdség funkcids csoportok kovalens rogzitésére stb.) az utobbi évtizedekben igen népszerii
hordozdva valt. Szerkezete kiilonbozik a zeolitok €s az agyagasvanyok szerkezetétdl, ugyanis
ebben az esetben a kristalyracsot SiO4* tetraéderek alkotjak, amelyek egymassal
Osszekapcsolodva iireges szerkezetet hoznak létre (13. 4bra). Nem jellemz6 rd az izomorf
helyettesités mas fémionok altal, ezért joval kisebb ioncsere-kapacitassal rendelkezik, mint a
zeolitok és az agyagasvanyok. Nagyon fontos szerkezeti tulajdonsaga, hogy feliiletén és
porusaiban hidroxilcsoportok talalhatok, igen nagy feliileti stirtiséggel [91]. Ez a tulajdonsaga
egyrészt azért eldnyds, mert a hidroxilcsoportok mas funkcids csoportokra lecserélhetéek
(funkcionalt szilikagél készitése), masrészt pedig hidrogénhid-kolcsonhatas alakulhat ki a

hordoz6 és mas elektronegativ centrumok kozott.

Feliilet
— Ty
_ a0/
[ sty
£ %7 Fou —-—-07 N
I'G-!Siﬁo /
Jd s
SR
“ _5i”~"OH
I\_ _?_--'_'_.'.'.Ii"""
~— OH

13. abra A szilikagél sematikus szerkezete.

A szilikagél esetében a porusok atmérdje az eldallitas modjatol fiiggden széles hatarok
kozott valtoztathato (5 A - 3000 A). Altalaban a nagy porusatmérd nem teszi lehetévé, hogy a
szilikagélt - a zeolitokhoz hasonléan - molekulasziirdként alkalmazzuk, ugyanis ebben az
esetben a vegyiiletek legnagyobb részének bejutasat nem akadalyozzak sztérikus hatasok. A
normdl (nem funkcionalizalt) szilikagél katalitikus aktivitasa jocskan elmarad az
agyagasvanyok és zeolitok hasonlé értékeitdl, annak kdszonhetden, hogy a tisztan eldallitott

anyag nem tartalmaz fémion-szennyezOdéseket, szerkezete szabalyos, tehat nem rendelkezik
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katalitikusan aktiv helyekkel. A szilikagél j6 adszorpcios képességekkel rendelkezik, azonban
ez is elmarad a zeolitok hasonlé tulajdonsagaitol. Altalaban van der Waals kélcsonhatasokon
alapulo fiziszorpci6 jatszodik le, illetve elektronegativ centrummal rendelkezd molekuldk
hidrogénkotésekkel is kapcsolodhatnak a szilard matrixhoz. A gyengébb adszorpcios er6knek
kdszonhetden a szilikagél regeneralasa is konnyebb folyamat.

Fémkomplexeket az /1.3.1. pontban emlitett modszerekkel is rogzithetiink szilikagélen,
am ez az anyag azzal a nagy elénnyel rendelkezik mas hordozokkal szemben, hogy feliileti
hidroxicsoportjai alkalmasak funkcionalizalasra. Ez azt jelenti, hogy kovalensen tudunk
kapcsolni a feliilethez arra alkalmas szerves ligandumokat. A ligandumok immobilizalasat
kovetéen pedig fémionok hozzdadasaval a matrix felilletén alakul ki a kivant
komplexmolekula. A funkcionalizalt szilikagélek eldallitdsara jonéhany kidolgozott technika

all rendelkezésre [125-139]. Ezek koziil néhdny mddszer a 14. abran lathato.

H,N }\/Ie
O—OH +M€/|SI\MG — O—O—S\l NH, + EtOH
OEt Me
2
Br  NaOMe
NaOH 4 C4HgBr
O—o1 —> (O—0 N =5 (O)—o0 >
OH CH,(COOE),
EtO
N
0
O—o
0
Z
EtO
3 Me({
-MeOH, -
(O—OH + (MeO);Si(CHy),Cl — (O—0—si—(CH),—0l HA
MeO/ C4Hi3N;
MeO\
O—O—/Si—(CH2)3—NH NH  NH,
MeO

14. abra Szerves vegyiiletek rogzitése szilikagélen kovalens kétésen keresztiil (a sotét kor a szilikagel
tombfazisat szimbolizalja).

Szilikagélen kovalens kotéssel rogzitett szerves vegyiileteket hasznalnak példaul
folyadékkromatografias kolonnak készitésénél is. Ezeket altalaban fémionok elvalasztasakor

alkalmazzak, tehat olyan ligandumokat (O-, N- donoratomot tartalmazd vegyiiletek)

19



Doktori értekezés Irodalmi dsszefoglalo

rogzitenek a szilikagél oszlopon, amelyek kiilonboz6 stabilitasi komplexmolekuldkat
képeznek a vizsgalt elegyben taldlhatdo fémionokkal [140-144]. A szilikagélen immobilizalt
fémkomplexek legszéleskoriibb felhasznéaldsa azonban a kiilonb6zd szerves kémiai reakciok
katalizalasdban van [91, 145-148]: epoxidalas, olefin polimerizacid, alkan-, alkohol oxidécio
stb. Ezek mellett természetesen alkalmazzak éket bioldgiai rendszerek modellezésére is (pl.
hidrogén-peroxid bontés, szuperoxid-gyokok dizmutaldsa, katechol oxidacid) [149-151]. Az
eldallitott katalizatorok szerkezetét leggyakrabban a kovetkezd modszerekkel vizsgaljak [100-
101]: FT-IR spektroszkopia, UV-Vis spektrofotometria, ESR spektroszkdpia, Mossbauer
spektroszkopia, NMR spektroszkopia, elektrokémiai modszerek, magneses szuszceptibilitas
mérés, rontgendiffrakcid, fajlagos feliilet meghatarozasa, termikus- (DSC, DTA, TG) és
kiilonbozo feliiletvizsgald modszerek (XPS, SEM, TEM), szdmitogépes modellezés.
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III. KISERLETI RESZ

III.1. Az anyagok eliallitasa
111.1.1. A hordozo nélkiili komplexek eléallitasa

Az imidazolatohidat tartalmazo, kétmagva Cu,Zn-komplexet (réz(II)-dietiléntriamin-p-
imidazolato-cink(II)-trisz(2-aminoetil)amin perklorat) megadott leiras [3] szerint készitettiik.
Réz(IT)-perklorat hexahidratot (Fluka) feloldottunk etanolban, majd 1:1 molaranyban adtunk
hozza dietiléntriamint (A, Fluka) és imidazolt (B, Reanal). Egy masik edényben az el6zdekkel
azonos anyagmennyiségli cink(Il)-perklorat hexahidratot (Fluka) szintén feloldottunk
etanolban, majd 1:1 molaranyban trisz(2-aminoetil)amint (C, Aldrich) adtunk hozza. A két
oldatot 6sszedntottiik, majd kevertetés kozben koriilbeliil felére beparoltuk. Az oldat lehiilése
utan kékes-lilas, porszertli szilard anyagot kaptunk, amit sziirtiink és 80 °C-on vdkuumban
szaritottuk.

A késObbiekben referenciaként hasznalt CuA (réz(Il)-dietiléntriamin), CuAB (réz(1I)-
dietiléntriamin-imidazol) és CuC (réz(Il)-trisz(2-aminoetil)amin) eldallitasa soran is a
fentemlitett eljarast kovettik. A megfeleld mennyiségli réz(Il)-perklorat hexahidratot
etanolban oldottuk, majd azonos anyagmennyiségli ligandumot adtunk hozza. Kevertetés ¢és
beparlas utan a keletkezett szilard anyagokat szlirtiik, majd vakuumban széritottuk.

A réz(Il)-hisztidin-komplex (Cu-his) eldéallitasanal is megadott recept alapjan
dolgoztunk [152], kis valtoztatassal. Réz(Il)-klorid hexahidratot (Reanal) oldottunk fel
izopropil-alkoholban, majd 6tszords anyagmennyiségli L-hisztidint (Reanal) adtunk hozza. Az
oldatot kevertetés kozben beparoltuk kb. felére, majd a lehiilés utan kapott porszerti, kék szinii

anyagot sziirtiik és szaritottuk 80 °C-on vakuumban.
1I1.1.2. A komplexek immobilizaldsa

Immobilizalas szilikagélen hidrogénkotések segitségével

A hidrogénhid-kolcsonhatasokkal rogzitett Cu,Zn- (SG-h—Cu,Zn), CuA- (SG-h—CuA)
¢s CuC- (SG—h—CuC) komplexeket a kovetkezd recept szerint készitettiik. 0,5 g szilard
matrixbol (szilikagél (SG) (Aldrich, atlagos pérusméret: 5-25 um, fajlagos feliilet: ~94 m?/g,
Fe’" <0,001%, CI" <0,003%, pH (10 %-os vizes szuszpenzidban): ~6,8) €s 100 ml izopropil-
alkoholbol szuszpenziot készitettiink, majd hozzdadtuk az adott komplex szintén izopropil-

alkoholos oldatat. Az elegyet 24 oran at kevertettiilk, majd szrtiik. Ezt kdvetéen a szilard
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anyagot 100 ml izopropil-alkoholban mostuk szintén 24 6ran keresztiil, hogy a gyengén
kotédo molekulékat eltdvolitsuk a hordozo feliiletérdl. A mosas utan a kapott katalizatorokat

szlirtiik, majd szaritottuk vakuumban 80 °C-on.

Immobilizalas szilikagélen kovalens kotésen keresztiil

A Cu,Zn-komplex kovalens rogzitése soran a kovetkezok szerint jartunk el: 1,5 g 3-
(dietiléntriamino)propil funkcionalizalt szilikagélt (Aldrich, 1,84 mmol dietiléntriamino-
csoportot tartalmaz) szuszpendaltattunk 125 ml etanolban, majd kevertetés kozben 0,68 g
réz(Il)-perklorat hexahidratot (1,84 mmol réz(Il)ion) adtunk az elegyhez. A szuszpenziot egy
oran keresztiil kevertettiik. Ezt kdvetden 0,13 g (1,84 mmol) imidazolt (Reanal) adtunk hozza,
majd az elegyet kevertettiik harom oran at. Ugyanekkor egy masik edényben 0,69 g (1,84
mmol) cink(I)-perklorat hexahidratot feloldottunk 30 ml etanolban és 0,20 ml (1,84 mmol)
trisz(2-aminoetil)amint adtunk hozza kevertetés kozben. Az oldatot harom o6ran keresztiil
kevertettiik, majd a fentiek szerint készitett szuszpenzidhoz ontottiikk. Az ily mdédon nyert
elegyet egy oran keresztiil kevertettiik, majd a kékes-lilas szinii szilard anyagot (kovalensen
rogzitett Cu,Zn-komplex (SG—c—Cu,Zn)) sziirtiik és szaritottuk 80 °C-on, vakuumban. A fenti
recept elsd 1épését kovetve allitottuk eld a CuA- és CuAB-komplexek kovalensen rogzitett
valtozatat (SG—c—CuA, SG—c—CuAB) is.

A kovalensen kotott CuC-komplex (SG——CuC) eldallitdsa soran nem rendelkeztiink
elore elkészitett trisz(2-aminoetil)amin funkcionalizalt szilikagéllel, tehat elsé 1épésben ezt
kellett szintetizalni. Ennek sordn 5,00 g 3-klorpropil funkcionalizalt szilikagél (3,63 mmol
klérpropilcsoport) és 200 ml piridin szuszpenzidjahoz adtunk 2,72 ml trisz(2-aminoetil)amint.
Az elegyet egy napon at refluxaltattuk kevertetés kdzben. A kapott szilard anyagot szirtiik,
majd aztattuk vizben egy héten keresztiil. Erre azért volt szlikség, mert igy el tudtuk tavolitani
a reakci6 soran keletkezd piridinium-kloridot a szilard matrixbdl. A reakcié egyszerii

abrazolasa lathato a 15. abran.

NH, NH,
0 < 0
N - HCI i /\/\ITINN(

SG 0—/—31 cl o+ N‘L . sG =~
o ( NH, 0 H K
NH,

15. dbra Trisz(2-aminoetil)amin kovalens rogzitése 3-klorpropil funkcionalizalt szilikagélre (SG =
szilikagél tombfazisa).

A fentiek alapjan elkészitett funkcionalizalt szilikagélbol 1,0 g-ot szuszpendaltattunk 60
ml izopropil-alkoholban, majd 40 ml, 0,09222 M réz(Il)-klorid izopropil-alkoholos oldatat
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adtuk az elegyhez. Egy napos kevertetés utan a szuszpenziot sziirtiik, majd mostuk 100 ml
izopropil-alkoholban szintén egy napon keresztiil. Ezutan a zo6ldes-kék szini szilard anyagot

szlirtiik, majd szaritottuk 80 °C-on, vakuumban.

Immobilizalds montmorillonitban

A montmorillonitban rogzitett Cu,Zn- (Mont—-i—Cu,Zn), CuC- (Mont-i—CuC) és Cu-his-
(Mont—i—Cu-his) komplexek eldallitasa soran hasonldan jartunk el. Minden esetben a hordozo
ioncsere-kapacitasdnak megfeleld elektrosztatikus kolcsonhatasokkal rdgzitettiik a pozitiv
toltéstt komplex molekuldkat. 100 ml izopropil-alkoholban szuszpendaltattunk 0,5 g
montmorillonitot (Bentolite-H, Laporte, ioncsere-kapacitas: 1,05 mmol/g, fajlagos feliilet: 60
m?/g), majd chhez adtuk a komplex izopropil-alkoholos oldatat. Egy napon 4t torténd
kevertetés utan a szilard anyagot sziirtiik, majd 100 ml izopropil-alkoholban mostuk szintén
egy napon keresztiil. Az igy nyert katalizatorokat szlirtiik, majd szaritottuk 80 °C-on,
vakuumban. A Cu-his-komplex immobilizdldsa annyiban eltért az el6z6ekben leirtaktol, hogy
ebben az esetben réz(I)-ioncserélt montmorillonitbdl indultunk ki, és ehhez adtuk a ligandum

izopropil-alkoholos oldatat.

1I1.2. Potenciometria

A potenciometriai mérések sordn a pH-metriai titralas mddszerét alkalmaztuk a 2—-11
pH-tartomanyban. A mérések soran a kovetkezd anyagokat hasznaltuk fel: dietiléntriamin
(Fluka), imidazol (Reanal), trisz(2-aminoetil)amin (Aldrich), Zn(ClO4),x6H,0O (Fluka),
Cu(Cl0O4),x6H,0 (Fluka), KOH (Reanal), KCI (Reanal), HCI (Reanal). A titralasok Millipore
Milli-Q RG tipusu késziilékben készitett ioncserélt desztillalt viz felhasznéalasaval, vizes

kozegben folytak. A mérések soran a kdvetkez6 torzsoldatokat hasznaltuk fel:

(1) 0,05745 M dietiléntriamin ([H]=0,19854 M),

(2) 0,05076 M imidazol ([H']=0,20771 M),

(3) 0,04855 M trisz(2-aminoetil)amin ([H']=0,20045 M),
(4) 0,02532 M Cu(Cl0y), ,

(5) 0,025614 M Zn(ClOy),

(6) 0,66700 M KCI.

A torzsoldatok fémiontartalmat hagyomanyos komplexometriai modszerekkel, a
ligandumok mennyiségét pedig pH-metriai titralassal hatdroztuk meg. A titraldsokat

termosztalhatd (T = 298 K) {ivegedényben, Metrohm 6.0222.100 tipusit kombindlt
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iivegelektrod, illetve Dosimat 665 tipusi automata biiretta segitségével végeztik, az
alkalmazott ionerdsség 0,1 M (KCI), mig a lug (KOH) koncentracié 0,0961 M volt. A kélium-
hidroxid mérdoldat hatéértékét pontos beméréssel készitett kalium-hidrogénftalat (Fluka)
Superquad [153], a komplex stabilitdsi allandokat pedig a Psequad [154] szamitogépes
program segitségével hataroztuk meg. A vizsgalt koncentracidtartomany 0,0025-0,005 M, a

kezdeti térfogat 10 ml volt. A szén-dioxid tavoltartisa miatt az oldatokba nitrogéngézt

buborékoltattunk.

I11.3. UV-Vis spektrofotometria

A spektrofotometriai mérések sordn vizsgaltuk az eldzetesen eldallitott Cu,Zn-komplex
lathato spektrumainak pH-fliggését, illetve Osszehasonlitottuk pH = 8,0 értéknél a Cu,Zn-
komplex ¢és a kiindulasi anyagok lathat6 spektrumait. A méréseket lathatdo fény
tartomanyaban, 400-820 nm hullamhossz-értékek kozott végeztilk. Minden egyes mérés
esetében a koncentracidérték fémionokra és ligandumokra nézve egyarant 0,0025 M volt. A
pH-t HEPES (Sigma) pufferrel (0,1 M) allitottuk be, a vizsgalt pH-tartomany 5,5 és 8,5 kozott
volt. A méréseket kvarc kiivettdban, Hewlett Packard 8452A Diode Array tipust

spektrofotométerrel végeztiik szobahémérsékleten.

I11.4. ESR spektroszkopia

A vizes oldatban végzett ESR spektroszkdpiai vizsgalatoknal a spektrumokat 25 °C-on,
argon-atmoszféra alatt vettiik fel, Brucker ElexSys 500 tipusu spektrofotométer segitségével.
A megfeleld6 pH-értekeket 0,1 M NaOH oldat felhasznalasaval, illetve Orion 8103BN
kombinalt tivegelektrod segitségével allitottuk be. A szilard mintak esetében a spektrumok
felvétele por alakban tortént, 298 K-en, szintén a Brucker ElexSys 500 tipusu
spektrofotométeren 100 kHz térmodulacidval.

A szinképek elemzése elétt minden esetben korrekcioba vettiik a mintatartd tiveges6tol
szarmaz6 hattérjelet. A spektrumok matrix rang analizise az MRA [155], szimuléaciojuk pedig
a 2D-EPR [156] programmal tortént. Az értékelés eredményeként az egyes spektrumokat a
kovetkezd paraméterekkel jellemeztiik: g értékek, réz(Il) hiperfinom csatoléasi allando (4,),
nitrogén szuperhiperfinom csatolasi allando (an,), illetve a relaxacids paraméterek (a, £, y). A
csatolasi allandok és a relaxacids paraméterek értékeit gauss (G) mértékegységben adtuk meg
(1 G = 10" T). A szinképek mindségét a zajjal korrigalt regressziés paraméter (R)

segitségével jellemeztiik.
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I11.5. FT-IR spektroszkopia

Az FT-IR spektroszképiai méréseket a BIO-RAD Digilab Division FTS-65 A/896 FT-
IR késziiléken végeztiik. A spektrumokat nujol és KBr pasztilla segitségével, 25 °C-on vettiik
fel. A vizsgalt hullimszam-tartomany 400-4000 cm ' volt. A vizsgalt anyagok
tulajdonsagainak megfeleléen kombinalva a két mddszert, méréseket végeztiink abszorbancia
¢s reflektancia (diffuz reflexiés infravords Fourier-transzformacios spektroszkopia =
DRIFTS) modban is. Az utobbi feliileti informacidkat szolgaltat a katalizatorr6l. Ebben az
esetben a mért érték a Kubelka-Munk ((1-R?)/2R, ahol az R a reflektancia) tényez0, ami az

abszorbancidval ardnyos mennyiség. A spektrumok felvétele soran 126 scan-t gytjtottiink, a

felbontas 2 cm™! volt.

II1.6. Termikus mérések

A termogravimetrias (TG, DTG, DTA) méréseket Derivatograph Q tipusu késziiléken
végeztiikk. A mintdk tomege koriilbeliil 100 mg (pontosan bemérve) volt, a hdmérsékletet 30—
1000 °C kozott valtoztattuk, a felflitési sebesség 10 °C/perc volt. A mérések soran platina-
tégelyt és levegd-atmoszférat hasznaltunk. Referenciaként a-aluminium(Ill)-oxid szolgalt. A

gorbek értékelése soran a WINDER V 6.0 programot hasznaltuk fel.

1I1.7. Atomabszorpcios spektrofotometria

Az eldéallitott katalizatorok réz(Il)ion- ¢és cink(Il)ion-tartalmat atomabszorpcios
spektrofotometriai mérésekkel hataroztuk meg. A mérés soran kiralyvizes (HCI:HNO; = 3:1)
feltarast alkalmaztunk. Az elegyet el6bb két 6ran keresztiil 140 °C-on, majd ugyancsak két
oran at 180 °C-on refluxaltattuk, egy Gerhardt Kjeldatherm tipust feltaro-berendezésben. A
kovetkezd 1€épésben a sziirés utan kapott oldatok réz(II)- és cink(Il)ion tartalmat (mmol/g-ban)
- megfeleld higitas utdn - Perkin Elmer 3110 tipust atomabszorpcids spektrofotométerben

hataroztuk meg.

I1I1.8. Tomegspektrometria

Az ESI-MS (electrospray ionization mass spectrometry) mérések esetében Finnigan
oldészerként 2:1 viz:metanol elegyet alkalmaztunk. A méréseket pozitiv ion modban
végeztiik, 10-1500 m/z tartomanyban. A spektrumok felvétele 200 °C-on tortént (a fiitott
kapillaris hdmérsékletén), a spektrumok izotop-eloszlasat az ICIS 8.3 program segitségével

szamitottuk.
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A MALDI-MS (matrix assisted laser desorption/ionization) méréseket Bruker
Instruments Co. Reflex III berendezésen végeztiik, egy 337 nm-en mikodd nitrogén-lézer
segitségével. A mintak eldkészitése sordn dihidroxi-benzoesav (DHB) vizes telitett oldatat
hasznaltuk matrixként, majd a targylemezre cseppentett mintdkat szobahdmérsékleten

szaritottuk.

II1.9. Ciklikus voltammetria

A ciklikus voltammetriai mérések sordn vizes oldatokkal dolgoztunk, nitrogén-
atmoszféra alatt, termosztalt (25 °C) iivegedényben. A mintdk 1 mM komplex vegyiiletet,
hattérelektrolitként pedig 0,1 M kélium-nitratot tartalmaztak. Hagyomanyos haromelektrodos
rendszert alkalmazva, munkaelektrodként {ivegszén-elektrodot (Metrohm 6.1204.000)
hasznaltunk, mig az ellenelektrod platina (Radelkis), a referenciaelektréd pedig Ag/AgCl
(Radelkis OP-0820P, 1 M kalium-kloriddal feltoltott) volt. A méréseket és értékelésiiket
szamitogép-vezérelt program (EF 451) segitségével végeztiikk. A meghatarozott elektrokémiai
[Fe(CN)6]*/[Fe(CN)s]* redoxifolyamat segitségével végeztik (E;n = 236 mV normal
hidrogénelektrod ellenében).

I11.10. A katalizatorok enzimaktivitasanak tesztelése
111.10.1. Szuperoxid dizmutdz (SOD) aktivitas mérése

Az eldallitott anyagok szuperoxid dizmutaz aktivitasat a riboflavin/NBT tesztreakcioval
[157-158] vizsgaltuk. A 3 ml reakcidelegy a kovetkezd Osszetevoket tartalmazta:

o 2.8 ml foszfat puffer (Na,HPO4+/KH,PO4 (Reanal), pH=7,5), ami tartalmaz 0,1
uM EDTA-t (Reanal) és 13,0 mM metionint (Reanal), illetve a vizsgalando
vegyliletet a megfeleld koncentracioban;

e 0,1 ml, 5,0 mM nitro blue tetrazolium (NBT, Sigma) oldat;

e 0,1 ml, 0,2 mM riboflavin (Sigma) oldat.

A tesztreakcid megvilagitds hatasara, aerob koriilmények kozott jatszodik le; a
fényforras két darab egyenként 15 W-os fluoreszcens €g6 volt. A reakci6 a kovetkezOképpen
megy végbe: a megvilagitds hatasara a riboflavin elsé 1épésben oxidalja a metionint, majd
oxigénmolekuldkkal valo reakcidjaban termeli a szuperoxid-gyokoket [159-162]. A lejatsz6dod
reakciok a 16. abran lathatok. Az igy keletkez6 szuperoxid-gyokok ezutan reakcidba 1épnek a

nitro blue tetrazoliummal (NBT), amely egy szuperoxid-gyokokre érzékeny vegyiilet, és a
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reakci6 folyaman a szine sargabol kékre valtozik. A kék szin megjelenése utal a reakciod
lejatszodasara. A folyamatot spektrofotometridsan tudjuk kovetni tigy, hogy az abszorbanciat
mérjilk 560 nm-nél. A szuperoxid-gyokok csak megvildgitds hatasara képzddnek, ha
kikapcsoljuk a fényforrast, megszakad a folyamat. Az elegyben levd EDTA-mennyiség mas -
a rendszerben esetleg jelenlévd - szennyezd fémionok megkdtésére szolgal. Az EDTA-
komplexek inaktivak, tehat nem rendelkeznek szuperoxid dizmutaz aktivitassal [159-160]. Ha
enzim, vagy enzimutanz6 fémkomplex van az elegyben, akkor az a keletkezd szuperoxid-

gyokoket dizmutalja, igy inhibidlja az NBT redukciojat, tehat kisebb az elegy szinvaltozasa.
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16. abra A riboflavin megvilagitas hatasara lejatszodo szuperoxid-gyokanion termeld reakcioi aerob
koriilmények kozott.

A fotoredukcio lejatszodasahoz sziikséges megvilagitast sajat készitési fénykamraban
végeztik. Ez egy beliil aluminiumfélidval boritott papirdoboz, amelyben két 15 W-os
fluoreszcens égdt helyeztiink el. Az égdk kozott rogzitett helyen voltak a kiivettdk. Minden
mérés esetében ugy jartunk el, hogy két elegyet készitettiink: az egyik nem tartalmazott

komplexet, tehat ez volt a vak, mig a masik kiivettdban komplexet is (akdr homogén, akar
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heterogenizalt formaban) tartalmazo elegy volt. A két kiivettat egyszerre vilagitottuk meg a
fénykamraban 10 percig, majd mértiikk az abszorbancia-értékét 560 nm-nél. A megvilagitas
azért tart 10 percig, mert korabban ugy talaltak, hogy ezen id6tartam alatt az abszorbancia 560
nm-nél linedrisan nd, ezutan pedig telitésbe megy at.

A mérési eredmények értékelése ugy =zajlott, hogy miden egyes mérés utan
kiszamitottuk a vak, illetve a katalizatort tartalmazo elegy abszorbancia kiilonbségét %-ban
koncentracid gorbérdl leolvashatd az 50 %-os inhibicidhoz tartozo koncentracidérték (ICsp),
amellyel az egyes enzimutanz6 vegyiiletek SOD aktivitasat jellemezni lehet. Minél kisebb

tehat az ICs érték, annal jobb funkcionalis SOD modell az adott anyag.
111.10.2. Katecholaz aktivitas mérése

Kiilonb6z6 vegyiiletek katecholdz aktivitdsanak mérése a 3,5-ditercbutil-katechol
(DTBC) oxidaciojan alapul, mikdzben ditercbutil-kinon (DTBQ) keletkezik (17. abra). A
reakcid aerob koriilmények kozott, tehat oldott molekularis oxigén hatasara jatszodik le [76-

86]. Megfeleld katalizator nélkiil a folyamat nagyon lassan megy végbe.

OH O
o))
—
katalizator
(@)

17. abra A 3,5-ditercbutil-katechol (DTBC) oxidacioja 3,5-ditercbutil-kinonna (DTBQ).

Az oxidaciés folyamatot spektrofotometriai modszerrel kovettiik, a keletkez6 DTBQ
elnyelési hullamhosszan 400 nm-en. A reakcid metanolos kdzegben zajlott, termosztalhato 3
ml-es kvarckiivettaban. A reakcioelegyet kevertettiik és termosztaltuk 25 °C-on. A kiivettiba
2,5 ml, 0,12 mM réz(Il)iont tartalmazo katalizator és 0,5 ml, 60,0 mM DTBC metanolos
oldatat mértiik be. Az elegy abszorbancigjat 2, 5, 10, 15, 30, 45 ¢s 60 perc elteltével mértiik
400 és 800 nm-nél. A 800 nm-nél mért abszorbancia-értékeket (4spo) kivontuk a 400 nm-en
leolvasott értékekbdl (Aag0), igy kiiszobdlve ki az abszorbancia mérését zavard hatasokat.
Ezutan a kiilonbségekbdl (A400—As00) a molaris abszorpcids koefficiens (4 = 400 nm, ¢ =
1900 M 'em' metanolban) segitségével kiszamitottuk az elegyben talalhat6 DTBQ

mennyiségét. Az eredmények értékelése soran az id6—DTBQ koncentracid gorbékbdl kezdeti
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sebességértékeket szamitottunk, amelyekkel jellemezni tudtuk az egyes katalizatorok

enzimutanzo képességét.
11.10.3. Katalaz aktivitas mérése

Mivel az €16 szervezetekben a kataldz enzimek szerepe a kiillonb6z0 peroxidanionok
elbontasa vizre és molekularis oxigénre, ezért a katalazszerli aktivitdas mérésének
legegyszeriibb modja a katalizatorok hidrogén-peroxid-bonté képességének vizsgalata.
Szadmos modszer ismert a tesztreakcioban jelenlévd hidrogén-peroxid-, illetve a keletkez6
molekularis oxigén mennyiségének mérésére [59-75]. Ezek koziil mi a kdvetkezd eljarast
mértiink be a reakcidedénybe; a reakcidelegyet kevertettiik és termosztaltuk 25 °C-on; ezutan
10 ml 0,21 mmol réz(Il)iont tartalmazé katalizatort adtunk az elegyhez, majd 20 percenként
mintat (0,5 ml) vettiink beldle. A reakcidelegy pH-értékét 6,86-ra allitottuk be foszfat puffer
(50 mM, KH,PO, és Na,HPO,) segitségével. A kivett mintdkat 7,0 ml 0,1 M koncentracidju
sosavba tettiik, majd desztillalt vizzel 10 ml-re egészitettiik ki az oldatot (20-szoros higitas). A
mintak savas kezelésére azért volt sziikség, mert korabban ugy talaltuk, hogy ennél a pH-
értéknél a hidrogén-peroxid bomlasa még katalizator jelenlétében sem jatszodik le. Ezutdn 3
ml-es kvarckiivettdban mértiik az egyes mintak abszorbancidjat 240 nm-en. A reakciot 120
percen keresztiil kovettilk. A mért abszorbancia-értékekbdl kalibrald egyenes segitségével
kiszamitottuk a tesztreakcid elegyben talalhaté hidrogén-peroxid mennyiségét, majd a
szamitott, id6—hidrogén-peroxid koncentracié gorbék segitségével meghatiroztuk a reakcio
soran elért konverziot, illetve kezdeti sebességeket, amelyekkel az egyes katalizatorok

hidrogén-peroxid bont6 képességét jellemezni tudtuk.
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IV. OLDATEGYENSULYI VIZSGALATOK

Amint azt mar az el6zdekben emlitettiik a Cu,Zn-komplex (2. dbra) eldallitasat és UV-
Vis spektroszkopiai vizsgalatat mar a korabbiakban publikaltak [3]. Habar hasonl6 szerkezetli
komplexmolekuldkat mar vizsgéltak az elmult évtizedekben szamos modszerrel (I1.2. fejezet),
sziikségesnek tartottuk az altalunk hasznalt molekula részletes szerkezetvizsgalatat elvégezni
szilard formaban és vizes oldatban egyarant. Az oldategyensulyi viszonyokat pH-
potenciometria, UV-Vis spektrofotometria, ESR spektroszkopia, tomegspektrometria ¢&s
ciklikus voltammetria modszerekkel igyekeztiink tisztdzni. A szildrdfazisban tortént mérések
(ESR spektroszkopia, TG, DTG, DTA mérések, FT-IR spektroszkopia) eredményeit a
katalizatorokr6l (immobilizalt Cu,Zn-komplexek) szolo V. fejezetben targyaljuk, ugyanis
ezeket a méréseket hasznaltuk fel annak igazolasara, hogy a komplex megkotédott a szilard

matrixon.

IV.1.  pH-potenciometriai titraldasok

A mérések soran a pH-metriai titralds modszerét alkalmaztuk. Meghataroztuk a hdrom
ligandum (imidazol, dietiléntriamin, trisz(2-aminoetil)amin) protonalodasi allandoit, majd a

két fémion komplex stabilitasi allandoit a kdvetkezo rendszerekben:

A/ Protonalddasi allandok meghatarozasa:
- dietiléntriamin,
- imidazol,

- trisz(2-aminoetil)amin.

B/ Komplex stabilitasi 4llandok meghatérozasa:
- réz(Il)-imidazol (1:1),
- réz(Il)-dietiléntriamin (1:1),
- réz(Il)-trisz(2-aminoetil)amin (1:1),
- réz(Il)-dietiléntriamin-imidazol (1:1:1),
- réz(Il)-trisz(2-aminoetil )Jamin-imidazol (1:1:1),
- cink(Il)-imidazol (1:1),
- cink(Il)-dietiléntriamin (1:1),
- cink(II)-trisz(2-aminoetil)amin (1:1),
- cink(II)-dietiléntriamin-imidazol (1:1:1),

- cink(II)-trisz(2-aminoetil)amin-imidazol (1:1:1),
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- réz(I)-dietiléntriamin-imidazol-cink(I1)-trisz(2-

aminoetil)amin (1:1:1:1:1).
1V.1.1. Protondlodasi allandok meghatarozasa

Korabbi mérésekbdl adatok alltak rendelkezésiinkre [163-165], amelyekben az el6bb
emlitett ligandumokat vizsgaltdk. A mérések soran meghatarozott, illetve irodalmi

protonalodasi allandé értékek lathatok az 1. tdblazatban.

1. tablazat Az imidazol, a dietiléntriamin és a trisz(2-aminoetil)amin
protonalodasi dallandodinak (logf) szamértékei.

Ligandum logBre:  St. Dev.  logBiogami Irodalom
Imidazol (B) 7,03 0,01 7,03 [163]
dietiléntriamin (A) 9,88 0,01 9,85 [164]
18,86 0,01 18,91

23,17 0,01 23,22

trisz(2-aminoetil)amin (C) 10,02 0,04 10,14 [165]
19,51 0,04 19,57
27,82 0,05 28,02
29,52 0,05 30,62

A tablazat adatai alapjan megéllapithatjuk, hogy a meghatarozott protonalodasi allando

értékek jo egyezést mutatnak a korabban publikalt munkakban fellelhetd adatokkal.
1V.1.2. Komplex stabilitasi allandok meghatarozasa

Mint mar korabban emlitettem a komplex stabilitdsi allandok meghatarozasanal a
méréseket minden esetben 1:1 fém:ligandum aranyban végeztiik (az egyszeriiség kedvéért
jeloljik az imidazolt B-vel, a dietiléntriamint A-val és a trisz(2-aminoetil)amint C-vel a
kovetkezokben). A mérési eredményekbdl azt szerettiik volna megtudni, hogy az egyes
rendszerekben milyen 6sszetételi fémkomplexek alakulnak ki, illetve ezek milyen stabilitasi
allandoval rendelkeznek. A f6 cél az volt, hogy az Stkomponensii (réz(Il):dietiléntriamin:
imidazol:cink(I):trisz(2-aminoetil)amin = 1:1:1:1:1) rendszerben bizonyitani tudjuk az
imidazolatohidat tartalmazo részecske (2. abra) jelenlétét. Ehhez azonban az Osszes
részrendszer esetében fel kell deriteniink a képz0dé komplexek Osszetételét és stabilitasi
allandoik értékét, mivel ezek az adatok sziikségesek az Otkomponensii rendszer mérési
adatainak kiértékelésében. A részrendszerek vizsgélata sordn néhdny esetben irodalmi adatok

is talalhatok; ezeket az értékeket minden esetben feltiintettiik a mért értékek mellett. A

31



Doktori értekezés Oldategyensulyi vizsgadlatok

méréseket a 2—11 pH-tartomanyban végeztiik, néhany esetben azonban csapadék képzdodése
akadalyozta a mérést magasabb pH-értékeknél. A modellszamitasok soran a csapadék

megjelenéséig mért pontokat vettiik figyelembe.

Réz(1)—imidazol, illetve cink(Il)—imidazol (B) (1:1) rendszerek

A mért, illetve az irodalomban talalt CuB-, illetve ZnB- tipusu komplexek stabilitasi

allandoit lathatjuk a 2. tablazatban.

2. tablazat A reéz(ll)—imidazol (CuB) és a cink(Il)—imidazol
(ZnB) 1:1 aranyu komplexeinek stabilitasi allando (logp) értékei.

Komplex 10gBmer St. Dev.  10gBioqami  Irodalom

CuB 4,26 0,04 4,20 [166]

ZnB 2,58 0,02 2,56 [166]

Ebben az esetben is megallapithatjuk, hogy az altalunk mért értékek igen jo egyezést

mutatnak az irodalmi adatokkal.

Réz(Il)—dietiléntriamin (A) (1:1) rendszer

A mérések sordn meghatarozott részecskék Osszetételét és stabilitasi allandoik
szamértékét tartalmazza a 3. tablazat. Az értékelés soran kizardlag olyan komplexmolekulakat
talaltunk, amelyek mind az Osszetétel, mind a stabilitasi allandok szdmértéke tekintetében

hasonldak a korabbi évek irodalmaban fellelhetd adatokhoz.

3. tablazat A réz(ll)—dietiléntriamin  (A) 1:1 ardanyu rendszerében
kialakulo részecskék stabilitasi dllandoi.

Komplex 10gBmer St. Dev. LogPiosami  Irodalom
CuA 16,07 0,01 15,87 [164]
CuAH 18,44 0,05 18,26 [164]

CuAH, 7,15 0,01 6,70 [164]

CuALH 25,67 0,03 24,07 [164]

Azt valoszintlsithetjiik, hogy a CuA Osszetételli komplexben a ligandum haromfoguként
viselkedik, a réz(Il)ion négy koordinacids helyébdl harmat elfoglal, mig a negyedikre
valoszintileg egy vizmolekula koordinaloédik, amely magasabb pH-értékeknél deprotonalodik
¢s igy kialakulhat a CuAH.; Osszetételli részecske. A CuAH tipusit komplexben a primer

nitrogének egyike protonalva van, mig a Cu,A;H.; Osszetétel esetén valdszintileg két CuA-
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komplexet kot 0ssze egy p—hidroxohid. Ebben az esetben a réz(Il)ion négy koordinacids
helyét a dietiléntriamint6l szarmazo6 3 nitrogénatom, illetve a hidligandumként koordinalodo

p—hidroxocsoport foglalja el. Ez a koordindciés méd a ltigos pH tartomanyban valosul meg.

Réz(1)—trisz(2-aminoetil)amin (B) (1:1) rendszer

Ebben a rendszerben is a korabbi adatoknak megfeleld dsszetételti komplexek alakultak
ki, annyi kiilonbséggel, hogy méréseink soran Cu,C;H.; 0Osszetételli részecskét is
detektaltunk, amelyben a réz(Il)ion koordinacids szama hat, vagy esetleg egy aminoetil kar
kiszorulasaval megmarad a négyes koordindcidos szam. A mérési és szamitasi eredmények
lathatoéak a 4. tdblazatban.

4. tablazat A rez(ll)—trisz(2-aminoetil)amin (C) 1:1 aranyu rendszerben
kialakulo komplexek Osszetétele és stabilitasi allandoik szamértéke.

Komplex logBmert St. Dev. logBirodami Irodalom
CuC 18,84 0,03 19,58 [167]
CuCH 22,74 0,05 23,22 [167]
CuCH,, -2,18 0,05 -9,01 [168]
Cu,CH, 31,22 0,05 - -

Meglep6, hogy az irodalomban nem taldltunk a Cu,C,H.; 0Osszetételi komplexre
stabilitasi alland6 értéket. A szamolasok sordn azonban csak ugy kaptunk értékelhetd

eredményt, ha a modellben ezt a részecskét is szamitasba vettiik.

Réz(Il)—dietiléntriamin—imidazol (1:1:1) rendszer

A mérési eredmények alapjan szamitott stabilitasi allandok értékei, illetve a keletkezo
részecskék Osszetétele lathatod az 5. tablazatban. A szdmitasok soran a Cu(Il)-A (1:1), illetve a
Cu(II)-B (1:1) rendszerekben el6zdleg meghatarozott részecskéket is figyelembe vettiik.

5. tablazat A réz(ll)—imidazol (B)—dietiléntriamin (A) 1:1:1 ardanyu
rendszerben kialakulo részecskék oOsszetétele és stabilitasi  allandoik

szamertéke.
Komplex 1ogBer St. Dev. logBirodatmi Irodalom
CuAB 19,51 0,04 17,83 [27]
Cw,A,BH 29,53 0,05 28,04 [27]

33



Doktori értekezés Oldategyensulyi vizsgadlatok

A mérések soran azt az eredményt kaptuk, hogy a rendszerben kialakul a CuAB
Osszetételll részecske, ahol a réz(Il)ion négyes koordindciés szammal szerepelhet, illetve
kialakul a - valészintileg imidazolatohidat tartalmazé - Cu,A,BH.; 0sszetételti molekula is. A

komplexek feltételezett szerkezete lathato a 18. dbran.

H
/
1 [ N (\
N
)
. N o N
P { A Ne N—C2t
N—CuiN N \—/ 7/
</ / \) N
N 2
18. abra A CuAB (1), illetve a CuA,BH_; (2) dsszetetelii komplexek javasolt szerkezete.

A 19. abran lathatd a rendszer eloszlasgorbéje. Savas tartomanyban a CuA, CuAH
tipusi komplexek alakulnak ki, mig 7-9 pH-értékek kozott a vegyes ligandumiu CuAB
részecske fordul eld legnagyobb mennyiségben. A CuAB komplexek pH = 7 felett
kétmagvisodnak és igy kialakul a Cu,A;BH.; Osszetételi molekula, amelynek feltételezett
szerkezete a 18. dbran is lathato. A lagos tartomanyban, pH = 8 felett, megjelenik a CuAH,
Osszetételli komplex is, amelyben valdszintileg a dietiléntriamin 3 nitrogénje mellett egy
hidroxidion koordinéalddik a réz(Il)ionhoz. Azt mondhatjuk tehat, hogy az oldatban pH 8-10,5
tartomdnyban kialakul egy imidazolatohidas szerkezetii részecske, amelyben a két réz(Il)iont

egy kétfogu ligandumként viselkedé imidazolcsoport kapcsolja dssze.

1.0 1 CuA

Cu(ll)

0,8 CuAH_1
CuAB

0,6 1
CUZAzBH.1

% Cu(ll)

0,2
CuAH Cu(OH),

0,0 T T T T

pH

19. dbra A réz(Il):imidazol (B).dietiléntriamin (A) = 1:1:1 rendszer eloszlasgorbéje.
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Réz(1)—trisz(2-aminoetil)amin—imidazol (1:1:1) rendszer

Erre a rendszerre nem taldltunk irodalmi adatokat, tehat valosziniileg nem is vizsgaltak
korabban. A képzddd komplexek Osszetétele és stabilitasi allandoik szamértékei a kovetkezd
tablazatban talalhatéak meg.

6. tablazat A réz(ll)—trisz(2-aminoetil)amin (C)—imidazol (B) 1:1:1 aranyu
rendszerben kialakulo komplexek dsszetétele és stabilitasi allandoik szamértéke.

Komplex 10gBumer St. Dev.  logPioqami  Irodalom
CuCB 22,48 0,04 — —
CuCBH_, 12,68 0,05 - -
Cu,C,BH 35,30 0,05 — —

A komplexképzddés hasonld, mint az el6zd esetben (Cu(I)-A-B rendszer), annyi
kiilonbséggel, hogy itt kialakul a CuCBH.; Osszetételli komplex is, amelyben a réz(Il)ion
vélhetéen hatos koordinaciés szdmmal szerepel. Feltehetéen koordinalédik a trisz(2-
aminoetil)amin 4 nitrogénje, egy imidazolnitrogén ¢és egy hidroxidion, de az is el6fordulhat,
hogy a két aminoetil kar kiszorul a koordinacids szférabol, és igy négyes koordinacié alakul
ki a réz(Il)ion koriil. Itt is megfigyelhetd az imidazolatohid kialakulasa a rendszerben. Ebben
az esetben is azt mondhatjuk, hogy a hidligandumként viselkedd imidazolcsoport mellett
négy-négy aminnitrogén koordinalodhat a réz(Il)ionhoz és a hatodik koordinacios helyre
pedig egy vizmolekula keriilhet. Azonban itt is eléfordulhat egy vagy két aminoetil kar
kiszoruldsa a koordinécios szférabol. Ezek azonban csak feltételezések, a komplexek pontos

kotésmodjanak meghatarozasa az ESR spektroszkopiai részben lesz olvashato.

Cink(ID—dietiléntriamin (A) (1:1) és cink(I)—trisz(2-aminoetil)amin (B) (1:1) rendszerek

A két rendszerben a komplexképzddés soran kialakuld részecskék hasonld
Osszetételiiek, mint a réz(Il)ion esetében ugyanezen ligandumokkal alkotott komplexek.
Véleménylink szerint a kiilonbség annyi, hogy a cink(Il)ion majdnem mindig hatos
koordinaciés szammal szerepel az adott komplex molekulakban. Mindkét esetben
kialakulnak, a réz(Il)ionhoz hasonléan, az 1:1 aranyt komplexekbdl a p-hidroxohidas
részecskék is. A meghatarozott stabilitasi allandok értékei nem minden esetben mutatnak jo
egyezést az irodalomban fellelhetd adatokkal. Ennek oka egyrészt az lehet, hogy nem
talaltunk teljesen hasonld koriilmények kozott elvégzett méréseket, masrészt pedig a 27.
hivatkozéasban szerepld adatok hitelessége és reprodukalhatdsaga erdsen megkérddjelezheto.

A mért, illetve szamitott stabilitasi allandok szamértékei lathatdak a 7. tablazatban.
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7. tablazat A cink(ll)—trisz(2-aminoetil)amin (C) és a cink(ll)—dietiléntriamin (A) 1:1 ardanyu
rendszerekben kialakulo komplexek sszetétele és stabilitasi dllandoik szamértéke (logp).

Komplex logBer St. Dev. logBirodatmi Irodalom
ZnC 14,21 0,01 14,53 [169]
ZnCH 4,39 0,02 2,90 [169]
ZnCH, -7,80 0,04 -
Zn,C,H 20,82 0,05 -
ZnA 8,43 0,03 8,79 [27]
ZnAH -1,26 0,05 -3,20 [27]
Zn,ALH 10,29 0,05 20,10 [27]

A Zn(I)-C (1:1) rendszerben kialakuld6 ZnCH_, ¢és Zn,C,H_; 0sszetételii komplexekre
az irodalomban nem taldltunk példat. A szamoldsok sordn viszont csak akkor kaptunk
értékelhetd eredményt, ha a modellszdmitasok sordn (a Cu(Il) rendszerekben szerzett

tapasztalatok alapjan) ezeket a részecskéket is figyelembe vettiik.

Cink(ID—trisz(2-aminoetil)amin—imidazol (1:1:1) rendszer

A korabbi évek irodalméban elvégzett keresések soran nem taldltunk olyan munkakat,
amelyekben ezt a rendszert vizsgaltdk volna. A mérések sordn eredményiil kapott komplex
stabilitasi allandok értékei lathatok a 8. tablazatban. A pH-potenciometriai mérések
kiértékelésénél szamitasba vettilkk az eldzéekben emlitett Zn(II)-B, Zn(II)-C rendszerben
végzett mérések eredményeit, vagyis a modellalkotas soran az ott kialakul6 részecskéket, mint
ismert stabilitast komplexeket vettiik figyelembe.

8. tablazat A cink(ll)—trisz(2-aminoetil)amin (C)—imidazol (B) 1:1:1
aranyu rendszerben kialakulo komplexek stabilitasi allandoi (logf).

Komplex logBmert St. Dev. logBirodami Irodalom
ZnCB 16,02 0,05 - -
ZnCBH_; 7,09 0,02 - -
Zn,C,BH 23,62 0,05 - -

Lathato, hogy a vegyes ligandumu ZnCB, illetve ZnCBH.; Osszetételi komplexek
mellett kialakul a feltehetden imidazolatohidat tartalmazo Zn,C,BH.; részecske is.

Véleményiink szerint a komplexekben a cink(II)ion koordinacios szama 6t6s (pl. Zn,C,BH.)),
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illetve hatos (pl. ZnCB, ZnCBH.) lehet. A hidligandumot (imidazol-, illettve hidroxocsoport)
tartalmazé komplexben (Zn,C;BH.; ¢és Zn,C,H.) feltehetéen a két cink(Il)ionhoz
koordindlodik az amincsoport 4 nitrogénatomja, tovabba a hidként viselked6 imidazol-, illetve
egy hidroxocsoport. A cink(Il)ion koordinacids szama itt véleményiink szerint 6tos. Néhany

komplex javasolt szerkezete lathat6 a 20. dbran.

(\N N m (\)
| 2+
g Zn NI e N— zH\ EN 2+ .OH,
N7 | | N- Z o
—N N— N | "N
Q/N\)
20. abra A Zn,C,BH_; (1), a Zn,C,H_; (2) és a ZnCB (3) osszetételii komplexek javasolt szerkezete.

Cink(I)—dietiléntriamin—imidazol 1:1:1 rendszer

A rendszerben kialakuld komplexmolekuldk hasonld Osszetételliek, mint az el6zd
(Zn(I1)-C-B) esetben. A potenciometriai titralds kiértékelése soran itt is felhasznaltuk a
korabbi mérések (Zn(I)-A, Zn(II)-B) eredményeit. A meghatarozott részecskék Osszetétele
és stabilitasi allandoik szamértékei lathatok a 9. tablazatban. Hasonldan az el6z6 rendszerhez,
itt is kialakul az imidazolatohidas komplex és a vegyes ligandumu ZnAB Osszetételii
részecske is. Valdsziniileg itt a harom, dietiléntriamin molekulatol szarmaz6 nitrogénatom és
az imidazol nitrogénatomja mellett két vizmolekula is koordinalodik a cink(II)ionhoz, ugyanis
ezek deprotonalodéasaval alakulhat ki a ZnABH._; 6sszetételti komplex.

9. tablazat A cink(ll)—dietiléntriamin (A)—imidazol (B) 1:1:1 aranyu

rendszerben meghatarozott részecskék Osszetétele és stabilitasi allandoik
szamértéke (logp).

Komplex logBmert St. Dev. LogBirodaimi Irodalom
ZnAB 11,22 0,03 9,80 [27]
ZnABH,, -9,31 0,03 - —
Zn,A,BH 4 13,98 0,05 20,26 [27]

Réz(1I)—dietiléntriamin—imidazol—cink(II)—trisz(2-aminoetil)amin 1:1:1:1:1 rendszer

A korabbi évek irodalmaban nem talaltunk olyan munkat, ahol hasonléan bonyolult

rendszert vizsgaltak volna a pH-metriai titralas modszerével. A modellszamitasok soran az
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Osszes eddigi mérés eredményét felhasznaltuk, minden szdmitdsba vehetd részecskét

figyelembe vettiink. Az 1) komplexek stabilitasi allandoé értékei a 10. tdblazatban lathatok.

10. tablazat A réz(ll)—dietiléentriamin (A)—imidazol (B)—cink(ll)—trisz(2-aminoetil)amin
(C) 1:1:1:1:1 rendszerben kialakulo komplexek stabilitdsi allandoi (logp).

Komplex 108 mert St. Dev. 102Birodaimi Irodalom
CuABZnCH 27,44 0,03 - —
ZnABZnCH,, 17,30 0,03 - —

Mint ahogy a tdbldzat adataibol lathatd, az Otkomponensli rendszerben kialakul a
feltehetéen imidazolatohidat tartalmazé komplex, ahol az imidazolatéhid a réz(Il)- és a
cink(IT)ion kozott tartja fent a kdzvetlen kapcsolatot. A cink(IT)ion feldli oldalon egy trisz(2-
aminoetil)amin, mig a réz(Il)ion feldli oldalon egy dietiléntriamin-molekula koordinalodik.
Feltehetdleg a cink(II)ion hatodik koordinécios helyére pedig egy vizmolekula kotddik, amely
magasabb pH-értéken deprotonéalodik. A réz(Il)ion koriil négyes koordinacié alakulhat ki,
amely szerint a négy koordinalodo nitrogénatom koziil harom a dietiléntriamint6l, mig egy a
hidimidazoltol szarmazik. A komplexek feltételezett szerkezete lathato a 21. abran.
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21. abra A CuABZnCH.; (A) és a CuABZnCH._, (B) komplexek javasolt szerkezete.

A mérések eredményei alapjan azt mondhatjuk, hogy az 6tkomponensi rendszerben
kialakult az imidazolatohidas részecske Osszetételének megfeleld komplex molekula. A
rendszer eloszlasgdrbéjét lathatjuk a 22. abran. Lathatd, hogy az imidazolatohidas szerkezet
pH = 6 felett kezd kialakulni, majd ugyanezen tipusi komplex esetében pH = 8 felett a
cink(Il)ionhoz koordinal6dé vizmolekula deprotondlodik. A két komplex javasolt szerkezete a

21. abran lathat6. Enyhén savas, illetve semleges pH-értéken kialakulnak a CuC, CuA, CuCB,
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CuAB tipusu komplexek is. A CuAB komplex javasolt szerkezetét mar lathattuk a 18. abran,

a masik harom részecske szerkezete pedig a 23. dbran lathato.

1,0 - cu(l) CuABZnCH, CuABZnCH.,
CuA

0,8 -
~ 0,6 1
S
(&)
X

0,4 -

cuc \CucB
CuAB \
0,2 1 CuAH CuCH
0,0 7
2 4 6 8 10

pH

22. abra A réz(ll)—dietiléntriamin (A)—imidazol (B)—cink(ll)—trisz(2-aminoetil)amin (C) 1:1:1:1:1
aranyu rendszer eloszlasgorbéje.

Osszegzésként azt mondhatjuk tehat, hogy a vizsgilt Stkomponensii rendszerben a
kérdéses imidazolatohidas szerkezet kialakul, st pH = 7 érték felett ez a tipusu molekula,
illetve ennek deprotonalt valtozata, fordul eld a legnagyobb mennyiségben. A potenciometriai

mérések azonban nem adnak 100%-os bizonyitékot a komplexek létezésére, ezért tovabbi

= N

méréseket végeztiink, amelyeket a kovetkezo fejezetekben olvashatunk.

N OH, N N N N~/
\ Cu2+/ \ Cu2+/ \ Cu2+/
VRN /S /7 N\

N N N N N N

o \_/

23. abra A CuA (1), a CuC (2), illetve a CuAB (3) dsszetételii komplexek javasolt szerkezete.

-

v.2.  UV-Vis spektrofotometriai vizsgalatok

A pH-fiiggd elektrongerjesztési spektrumok felvételénél az eldre elkészitett szilard
Cu,Zn-komplexbdl vizes oldatot (c = 2,5 mM) készitettiink, és az elegyek pH-jat 3
tizedenként valtoztatva, HEPES puffer segitségével 5,5-8,5 értékek koz¢é allitottuk be. A mért
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spektrumok lathatdak a 24. dbran (pH = 5,5-7,3). A rendszer lathaté spektrumai pH = 7,3—
8,5 értékek kozott nem valtoznak, ezért - a zstfoltsadg elkeriilése érdekében - a 24. abran

ezeket nem abrazoltuk.

Abszorbancia

00 /— : : : :

400 500 600 700 800

Hullamhossz (nm)

24. abra A Cu(ll)—dietiléntriamin (A)—imidazol (B)—cink(ll)—trisz(2-aminoetil)amin (C) rendszer
elektrongerjesztési spektrumanak pH-fiiggése.

Az ébran lathatd, hogy a spektrumok pH = 6,7 felett nem térnek el egymastol
jelentdsen. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a 6,7 felett kialakulé komplex szerkezete nem
valtozik. Valészintileg itt alakul ki az imidazolatohidas komplex szerkezet. Ez 6sszhangban
van a pH-potenciometriai mérések eredményeivel, ugyanis a 7-es pH felett kialakul6 réz(II)-
dietiléntriamin-p-imidazolato-cink(Il)-trisz(2-aminoetil)Jamin komplex szerkezete magasabb
pH-értéken nem valtozik jelentdsen, csak a cink(Il)ionhoz koordindlodé vizmolekula
deprotonalddik, ami a réz(Il)ion jellemzd elnyelési savjait nem valtoztatja meg jelentdsen. A
lathaté szinképek pH-fiiggésének vizsgdlata alapjan azt is megéllapithatjuk, hogy a
spektrumokon 820 nm-nél a pH novekedésével csdkken az abszorbancia (majd pH = 7 felett
nem valtozik). Ez a csokkenés valdszintileg szintén a réz(Il)ion kdrnyezetében bekovetkezd
valtozashoz rendelhetd (mivel a d-d atmenethez tartozd abszorpcids sav Osszetett), és a fenti
megallapitdsokat tdmasztja ala.

Az UV-Vis spektrofotometriai mérések masodik részében Osszehasonlitottuk a
részrendszerek (Cu(Il)y, Cu(Il)-dietiléntriamin (Cu—A), Cu(II)—dietiléntriamin—-imidazol
(Cu—A-B)), illetve az otkomponensii rendszer (Cu—A-B—C-Zn) lathat6 (400-820 nm)
spektrumat pH = 8 értéken. A mért szinképek lathatok a 25. abran. A ligandumot is tartalmazo

rendszerek esetében egy széles, d—d atmenethez tartozd abszorpcids sav talalhato a 400-820
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nm tartomanyban. Az tkomponensii rendszer abszorpcids maximuma 594 nm-nél talalhato,
amely kiilonbozik a Cu—A-B (580 nm) és a Cu—A (612 nm) rendszerek hasonlo értékeitdl.
Ezek alapjan azt mondhatjuk, hogy a két egyszerlibb réz(Il)komplex spektruma eltér az
imidazolatohidas Cu,Zn-komplex elektrongerjesztési spektrumatdl, ami arra utalhat, hogy a
szintézis soran kialakul a vart szerkezetli komplex. A 4-es, illetve a 3-as szdmu spektrum
kozott a legkisebb a kiilonbség, azonban itt is jol lathatd, hogy a két rendszerben kialakulo

komplexek szerkezete (a réz(Il)ion koordinacids kdrnyezete) nem egyezik meg.

Abszorbancia

0,0 T T T T
400 500 600 700 800

Hullamhossz (nm)

25. abra A Cu(ll)ag, (1) a Cu(ll)—dietiléntriamin (2), a Cu(ll)—dietiléntriamin—imidazol (3) és a
Cu(ll)—dietiléntriamin—imidazol—cink(ll)—trisz(2-aminoetil)amin (4) rendszerek Vis spektrumai.

A komplexképzddés pH-fliiggésének spektrofotometriai kdvetését arra hasznaltuk, hogy
Osszevessiik a potenciometriai titralasok eredményével. A két modszer eredményei alapjan
egyarant valdszintsithetjiik, hogy pH = 7 érték felett kialakul az imidazolatohidas Cu,Zn-
komplex. A kiillonbozé komplexek spektrofotometriai mérésével arra szerettiink volna valaszt
kapni, hogy a receptben [3] leirt eldallitas szerint a megfeleld dsszetételii komplex képzodik-
e. Erre is bizonyitékot kaptunk, hiszen a kiindulasi anyagok elektrongerjesztési szinképei
eltéréek voltak a termék lathatd spektrumatol, tehat a réz(Il)ion koordinacids kornyezete a

termékben, illetve a kiindulasi anyagokban kiilonb6z6.

1V.3.  ESR spektroszkopiai mérések

Az ESR spektroszkopiai mérések parositatlan elektront tartalmazé molekulak, ionok
vizsgalatara szolgalnak, tehat ebben az esetben csak a réz(Il)ion koordinacids kornyezetét

tudjuk tanulmanyozni, a cink(Il)ion komplexképzési folyamatait nem. A mérések elso

41



Doktori értekezés Oldategyensulyi vizsgadlatok

részében vizsgaltuk az otkomponensti (Cu—A—B—C—Zn) rendszer ESR paramétereinek pH-
fliggését szobahdmérsékleten, a 2-11 pH-tartomdnyban, majd hasonléan a lathatd
spektrofotometriai vizsgalatokhoz, Osszehasonlitottuk az otkomponensti rendszer, illetve
egyes részrendszerek ESR spektrumait pH = 8 értéken. A koncentraci6 minden esetben
0,005 M, a fém-ligandum arany pedig 1:1 volt. A kdvetkezd rendszerek ESR szinképeit

vettuk fel méréseink soran:

(A) Cu(Il)—dietiléntriamin (A) (1:1);

(B) Cu(Il)—dietiléntriamin (A)—imidazol (B) (1:1:1);

(C) Cu(Il)~trisz(2-aminoetil)amin (C) (1:1);

(D) Cu(Il)—trisz(2-aminoetil)amin (C)—imidazol (B) (1:1:1);

(E) Cu(Il)—dietiléntriamin—imidazol—cink(II)—trisz(2-aminoetil)Jamin (1:1:1:1:1).

A pH-fiiggd ESR vizsgalatok soran felvett 13 ESR spektrum (26. abra) kozil a
semleges-lugos tartomany szinképei szemmel lathatéan nagyon hasonldk voltak. Ez arra utalt,
hogy a CuABZnCH.;-komplex deprotonalodasa a réz kornyezetétdl tavol kovetkezik be,
mivel a két komplexet az ESR spektroszkopia nem tudja megkiilonboztetni. Ez a tapasztalat
elsd kozelitésben alatdmasztja ezeknek a komplexeknek a lathatd spektrumok alapjan javasolt
szerkezeteit. Mivel a spektrumok hiperfinom szerkezete jol feloldott, valamint jelentésebb
intenzitascsokkenés sem latszik, igy semmilyen jel nem utal akar gyengébb, akar erésebb Cu—
Cu kolcsonhatasra. Ez Osszhangban van azzal, hogy ilyen komplex képzodését a pH-

potenciometriai vizsgéalatok alapjan sem valdszintisithettiink.

26. abra A pH-fiiggo ESR spektroszkopiai vizsgalatok soran felvett spektrumok.
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Elvégeztiik a felvett ESR spektrumsorozat matrix ranganalizisét (MRA), amely megadja
a linearisan fiiggetlen részecskék szamat a rendszerben. Abrazolva a feltételezett részecskék
szamanak fliggvényében a maradékintenzitas-értékeket lathatd, hogy 4 ESR-aktiv részecskét
kell figyelembe venni ahhoz, hogy a maradékintenzitds a zaj értékére csokkenjen (27. abra).
Mivel a CuABZnCH.; ¢s CuABZnCH., spektrumai teljesen megegyeznek, ezt a két
komplexet az ESR mérésekhez hasonldéan matrix ranganalizissel sem lehet megkiilonbdztetni,
tehat 1 részecskének tekintendok. fgy viszont érdekes kérdés, hogy mi lehet a negyedik
részecske. A pH-potenciometriai eloszlasgdrbén pH = 6 kornyékén van néhany kisebb
mennyiségben képz6d6 komplex, de mivel ebben a tartomdnyban csak egy ESR spektrum
késziilt, ezek kimutatasa nehézkes. Mindenesetre a maximum rezidualis értékek 7 részecske
figyelembevételéig tovabb csokkennek, valosziniileg ezen kis részecskék jelenlétét jelezve, de

ez a csOkkenés nem tekinthetd szignifikansnak.

2400 r
2000 r
1600 -
1200 -

800

Maximum rezidualis

400 -

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Feltetelezett reszecskeszam

27. abra Maximalis intenzitasértékek abrazolasa a feltételezett ESR-aktiv részecskék szamanak
fliggvényében.

Abréazoltuk a matrix ranganalizissel nyerheté maradékintenzitasokat a pH fiiggvényében
(28. abra). Ha ezt 0sszehasonlitjuk a pH-potenciometria modszerével nyert eloszlasi gorbével,
akkor azonosithatjuk az MRA-val ,,megtalalt” részecskéket. Az dbra jelmagyarazata mutatja a
feltételezett részecskék szamat, és a hozzd tartozé gorbék jelolését. Az 1. részecske
figyelembe vételekor a 6-11 pH-tartomany maximalis maradékintenzitas-értékei csokkennek
jelentdsen, ahol a CuABZnCH_j- és a CuABZnCH_;-komplexek képzddnek. A 2. részecske
hozzdadasakor az elsdé spektrum intenzitdsa csokken a zaj értékére, ez a részecske

valoszintileg a réz(Il)ion akvakomplexéhez rendelhetd. A 3. részecske figyelembevételével a
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3—6 pH-tartomany intenzitasértékei csokkennek, ahol a CuA-komplex képzddik dominansan.

Egy 4. részecske figyelembevételével pedig a lugos tartomanyban felvett spektrumok

maximalis maradékintenzitds-értékei is a zaj értékére csokkennek, tehat itt egy, a pH-

potenciometriai mérések soran nem detektalt ) komplex képzddik kis mennyiségben,

feltehetoen CuABZnCH_; Osszetétellel.

—+— 0
A M 104 B CuABZnCH., CuABZnCH.,
v ! cu(ll)

2400 i
@ * 0,8 4
a :
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% 400 / \ A
= 4 \ gt

S e =R —v %
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pH pH

28. abra A kiilonbozo pH-n felvett ESR spektrumokhoz tartozo maximalis maradékintenzitasok a
feltételezett részecskeszam novelésével (A), illetve a pH-potenciometriai eredményeken alapulo

eloszlasgorbe (B).

Az ESR-spektrumok kiértékelését az egydimenzids EPR programmal végeztiik el. A

spektrumok kielégitd leirasahoz 5 ESR-aktiv komplexet vettiink figyelembe. A 7-11 pH

tartomany spektrumait két izomerkomplex dsszegeként tudtuk a legjobban leirni.
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29. abra Az ESR spektrumok kiértékelése soran kapott koncentracio értékek dbrazolasa a pH-
fliggvényében (a: réz(ll)-akvakomplex, b:CuA-komplex, c: CuABZnCH ;- és CuABZnCH._,-komplexek
egyik izomerje, d: CuABZnCH._; - és CuABZnCH ., -komplexek masik izomerje, e: CuABZnCH ;)
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A pH = 6,002-n¢l felvett spektrumot a CuA-ra és a CuABZnCH_;-re kapott két izomer
szinképeinek szuperpoziciojaként sem tudtuk leirni. Valosziniileg méas komplex is jelen van a
rendszerben (ahogy azt a pH-potenciometrids eredmények is mutatjak), de ennek paramétereit
nem tudtuk meghatarozni, mivel tul sok részecske van egyszerre jelen, illetve ehhez az egy
mért spektrum nem volt elegendd. Az eddigiek alapjan a 29. abra betiijelei a kovetkezo
komplexeket jelentik: a: réz(Il)-akvakomplex, b: CuA-komplex, c: CuABZnCH.- ¢és
CuABZnCH.,-komplexek egyik izomerje, d: CuABZnCH.;- és CuABZnCH.,-komplexek
masik izomerje, e: CuUABZnCH_;. Az egyes részecskékre szamitott ESR paraméterek atlagat
az utolso jegy szoérasaval a 11. tablazat tartalmazza.

11. tablazat A figyelembe vett komplexek ESR paraméterei (a: réz(Il)-akvakomplex, b: CuA-

komplex, c: CuABZnCH ;- és CuABZnCH ;-komplexek egyik izomerje, d: CuABZnCH ;- és
CuABZnCH ;-komplexek masik izomerje, e: CuABZnCH ;).

a b c d e
2o 2,1930 (1) 2,1127 (3) 2,092 (2) 2,1076 (6) 2,1334 (3)
A, (G) 34 (1) 73,9 (4) 70 (3) 78,4 (9) 46,0 (1)
an (G) - 9,4 (4) 15 (1) 11,9 (5) 7,0 (5)
9,4 (4) 12 (1) 10,4 (6) 10,6 (4)
11,0 (1) 9,8 (8) 10,1 (4) 14,0 (5)
8,0 (5)
o (G) 50 (6) 29,9 (2) 36 (1) 16 (1) 28,8 (2)
£ (G) -1,7 (1) —4,0 (7) -7,2 (8) -2,9(5) -6 (1)
1 (G) 1,5 (1) 1,1 (4) 0,1 (1) 1,0 (3) 0,1 (1)

A spektrumok szuperhiperfinom szerkezete nem jol feloldott, igy a kiértékelés nem volt
igazdn érzékeny a nitrogén csatoldsi allandokra (an). Az ekvatoridlisan koordinal6do
nitrogén-donoratomok szamdara a g,-értékekbdl lehetett kovetkeztetni, mivel az axiélisan
kapcsolodo nitrogénatomok hatasa kicsi €s kozvetett (a réz(Il)ion alaphelyzete dyo o a
nyujtott oktaéderes geometridban) [170]. Ha az ekvatoridlisan koordinal6dé vizmolekulakat
nitrogénatomok helyettesitik, a g,-értékek csokkennek, mig az A,-értékek novekednek. A
varatlanul alacsony 4,-értékek az alacsony ligandumtér szimmetriarél adhat informéaciot.

A ,b” paraméterkészlettel leirhato komplex go,-értéke a ,,¢” és ,,d” komplexekkel
Osszevetve nagyobb, feltehetden 3 ekvatoridlis N-donoratom helyezkedik el a réz(II)ion koriil,

ami alatamasztja a CuA-komplex lathatd szinképe alapjan javasolt szerkezetet. A ,.d”
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komplex kis g,-értéke alapjan ekvatoridlisan 4 N-donoratomot tartalmaz, a masik izomer
esetében vagy csak 3 N-donoratomot tartalmaz ekvatoridisan, vagy ha 4 N-t, akkor egy vagy
két erds axialis N-donoratomot is tartalmaz (30. abra). A CuABZnCH., 0Osszetételi
komplexekre ugyanezek az izomerszerkezetek képzelhetdk el, csak ott a Zn(Il)ion koriil egy
vizmolekula deprotonalodik, ami a paraméterekben gyakorlatilag nem okoz valtozast. Az ,.e”
komplex g,-értéke meglehetdsen nagy, 3 ekvatoridlis N-donoratomnal tébb ebben a
komplexben nem képzelhetd el. A deprotondlodas sordan feltehetéen egy ekvatorialis
hidroxocsoport koordindlodott a réz(Il)ionhoz, amit a rombos torzulést jelzd kis A4, érték is
alatdmaszt. A paraméterek alapjan szamitott Osszetevonkénti ESR spektrumok, illetve az

egyes részecskék szerkezete lathatd a 30. dbran.

5

T T T

—T ™
3400 3600

B/gauss

T —T T
3000 3200

30. abra A 11. tablazat adataibol szamitott ESR spektrumok, illetve a hozzajuk tartozo ESR-aktiv
komplexek szerkezete (a: réz(ll)-akvakomplex, b: CuA-komplex, c: CuABZnCH. ;- és CuABZnCH._»-
komplexek egyik izomerje, d: CuABZnCH._;- és CuABZnCH_-komplexek masik izomerje, e:
CuABZnCH;).

A fenti eredmények megerdsitésének érdekében méréseket végeztiink a Cu—A, Cu—A—
B, Cu—C ¢és Cu—C—-B rendszerek esetében is pH = 8 értéken. A pH-potenciometriai mérések
alapjan azt mondhatjuk, hogy ezen a pH-értéken a CuA-, CuAB-, CuC- ¢és CuCB-komplexek
vannak jelen a legnagyobb mértékben az egyes rendszerekben. A Cu-A, Cu—C és Cu—C-B
esetében felvett spektrum egy komponens, mig a Cu-A-B szinképe két komponens

figyelembevételével volt kielégitoen leirhatd (ezekben az esetekben a hattérjelet nem vontuk
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ki, de a regresszios koefficiens igy is megfeleld volt (0,992-0,995)). Az egyes rendszerek
ESR paramétereit a 12. tablazatban lathatjuk.

12. tablizat A Cu—A, Cu—A-B, Cu—C és Cu—C—B rendszereckben pH = 8 értéken felvett ESR
szinképek paraméterei (a zarodjelben az utolso szamjegy szordsa).

CuA CuAB CuC CuCB
o 2,1108 (1) 2,0923 (2) 2,1058 (1) 2,1281 (2) 2,1199 (1)
A, (G) 74,6 (1) 77,2 (2) 79,1 (1) 52,4 (1) 53,9 (1)
an (G) 12,2 (1) 14,1 (2) 11,5(1) 8,0 (6) 14,8 (2)
7,6 (1) 12,48 (2) 11,5(1) 8,0 (6) 14,8 (2)
7,6 (1) 9,4 (5) 9,4 (2) 6,0 (2) 13,9 (2)
9,4 (5)
o (G) 26,6 (1) 34,3 (3) 24,8 (2) 53,9 (4) 29,5 (3)
£ (G) -4,00 (3) -8,9 (2) -2,5(5) -3,8(1) -4.8 (1)
y(G) 0,55 (2) 0,1 (1) 0,70 (6) 0,1 (1) 0,5 (1)
35% 65 %

Az Otkomponensii rendszerben detektalt ,,b” jelli részecske ESR paraméterei igen jo
egyezést mutatnak a CuA-komplex hasonld adataival (lasd 11. és 12. tablazat). Ezaltal
megerdsitést nyert azon korabbi allitdsunk, miszerint az Otkomponensii rendszer ,,b”
részecskéje a CuA Osszetételll molekulaval azonosithatd. A g.-érték (2,11) alapjan azt
mondhatjuk, hogy harom ekvatorialis nitrogénatom koordinalodik a réz(Il)ionhoz, amit a
lathat6 spektrofotometria eredményei is alatdmasztanak.

A Cu—A-B rendszerben felvett ESR spektrum paraméterei alapjan azt mondhatjuk,
hogy a rendszerben két kiilonb6z6 koordinacids kornyezetti réz(Il)ion talalhatd, viszont a pH-
potenciometriai vizsgalatok soran ebben a pH-tartomanyban csak a CuAB 0Osszetételu
részecskét tudtuk detektalni. Ennek ismeretében két izomerkomplex javasolhato a CuAB
molekula esetében. Az egyik részecske esetében a kis go-érték erdsebb ligandumteret jelez az
ekvatorialis sikban, ami négy nitrogén koordinacidjara utal. Ez alatt az A ligandum harom
donoratomjat, illetve az imidazolcsoport (B) egy nitrogénatomjat értjiilk. A masik
izomerrészecske esetében tapasztalhatd nagyobb g,-érték hiarom ekvatoridlis nitrogénatom
kapcsolodasaval magyarazhatd, mig a negyedik donoratom axidlis pozicidt foglal el. Az

izomerek ESR paraméterei jo egyezést mutatnak a ,.¢” és ,,d” jeli komplexek hasonld
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értékeivel, ami alatdmasztjia a CuABZnCH., ¢és CuABZnCH., részecskék izomerjeinek
szerkezetére tett korabbi javaslatainkat.

A C ligandum koordinal6dasa a réz(Il)ionhoz az imidazolatéhidat tartalmazo részecske
esetében kizarhaté a Cu—C és Cu—C—B rendszerekben végzett mérések eredményei alapjan. A
CuC- ¢és CuCB- komplexek esetében tapasztalt kis g,- és nagy A,-értékek alapjan Dugy
szimmetriat varunk a kérdéses részecskék esetében. Ez az eltérés rombos torzulassal
magyarazhato, amit a C ligandum negyedik nitrogénatomjanak axialis koordinacidja okoz (a
masik harom nitrogén ekvatoridlisan kotddik a kozponti réz(Il)ionhoz). Hasonlé ESR

paraméterekkel rendelkez6 részecskék nem voltak az 6tkomponensii rendszerben.

1V.4.  Tomegspektrometriai vizsgdalatok

Az el6z6 harom alfejezetben targyalt mérések eredményei alapjan azt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy az imidazolatohidat tartalmazé kétmagvi komplex valoban kialakul vizes
oldatban a pH 7-11 tartomanyban. Ezen eredmények megerdsitésének érdekében elvégeztiik a
kérdéses rendszer tomegspektrometriai vizsgalatat. A vizsgéalatok soran célunk a Cu,Zn-
komplex detektalasa volt az 6tkomponensili rendszerben, az elébb emlitett pH-tartomanyon
beliil. A mérési eredmények kiértékelését megkonnyitendd, tanulmanyoztuk a kétkomponensii
(Cu—-A, Zn—C) ¢és haromkomponensii (Cu—A-B, Zn—C-B) részrendszerekben kialakulo
fémkomplexeket is. Mérési moddszerként kétféle (ESI-, illetve MALDI-MS)
tomegspektrometriai  technikat  alkalmaztunk. A vizsgélataink  soran  felvett
tomegspektrumokon a detektalt m/z-értékeknek megfeleld komplexek 0Osszetételét az
izotdpeloszlas alapjan (ICIS 8.3 program) azonositottuk be.

Az ESI-MS mérések soran felvettilk az 6tkomponensti rendszer, illetve egyes két-, és
haromkomponensii részrendszereinek tomegspektrumait pH = 8 értéken. A részrendszerek
spektrumai a 31. dbrdn, mig az Otkomponensti rendszerhez tartozd spektrum a 32. abran
lathatok. A mérési eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy mindegyik mért mintaban
egyszeresen pozitiv ionokat detektaltunk. Ez megfelel az eldzetes elvarasoknak, mivel az
ilyen viszonylagosan kisméretli molekuldk esetében az elektrosztatikus taszitds miatt
tobbszordsen pozitiv toltés nehezen képzelhetd el. A Cu—A rendszerben tobbféle formaban is
azonositottuk a CuA-komplexnek megfeleld Osszetételli részecskéket (31.a abra). Az elsd
esetben a komplex egy hidrogénatom eltavozéasaval éri el a kedvezd toltottségli allapotot (II
részecske), mig egy masik esetében egy perkloratanion kapcsolodik ellenionként a
molekulahoz (IV). A harmadik forma (III) alapjan a ligandum bizonyos mértéki

fragmentéalodasa is bizonyitasra lelt.
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31. abra A Cu,Zn-komplex egyes részrendszereinek tomegspektrumai: (a) Cu—A, (b) Cu—A-B, (c)
Zn—C, (d) Zn—-C-B (pH = §).
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Ebben az esetben ugyanis egy negativ toltésii etiléndiamin molekula koordinalédik a CuA-
komplexhez, ami a dietiléntriamin fragmentdlodasabol szarmazhat. A CuA részecske
kismértékben dimerizalodik (VIII), és harom perkloratanion révén éri el az egyszeresen
pozitiv toltésti allapotot. A Cu—A-B rendszerben az eldzdekben emlitett részecskék
mindegyike megtalalhatd volt (31.b abra). Ezen kiviil azonositottuk a CuAB-komplexnek
megfeleld osszetételli molekulat is (VII), amelyben a CuAB részecskéhez egy perkloratanion
is kapcsolodik. Szintén megtaldlhatd az imidazolcsoportnak megfeleld cstcs is a spektrumon
(I), amelyben az imidazolcsoport egy hidrogénatom felvételével éri el a kedvezd toltottségii
allapotot. Ez vizes kozegben ezen a pH-értéken nehezen képzelhetd el, de az ESI-MS
koriilményei kozott eléfordulhat. Hasonléan az imidazolcsoporthoz, a masik két ligandum
egyszeresen pozitiv ionja is megtaladlhaté a mért spektrumokon, ezek azonban csak igen kis
mennyiségben fordulnak el6. A Zn—C-B ¢és Zn—C rendszerekben is hasonld Osszetételi
részecskéket detektaltunk, mint az elébb emlitett esetekben, annyi kiilonbséggel, hogy itt a
ZnCB-komplex disszocial az alkalmazott mérési koriilmények kozott (31.c és d abra). Az

izotdpeloszlas alapjan azonositott részecskék Osszefoglaldsa lathatd a 13. tablazatban.

13. tablazat Az ESI-MS mérések soran azonositott csucsok m/z-értékei, szamitott osszeteteliik és az
ezek alapjan javasolt komplexek dsszetétele az egyes rendszerekben.

m/z szamitott 6sszetétel (és m/7) javasolt komplex molekula rendszer®
164.6  C4H,N;Cu, (165) [Cu*™-A-H. ] 3,4,5
224.8 C¢HyNsCu, (225) [Cu*"-A-C,H,N,]" 3,4,5
264.6 C4H3N;Cu,Cl,0;4 (265) [Cu*-A-ClO, ] 3,4,5
268.7 CgHysNeZn, (269) [Zn*"-C-C,H;N,]" 1,2,5
308.7 CeH sN4Zn,Cl1,04 (309) [Zn**-C-ClO4 | 1,2,5
332.6 C;H;;NsCu,Cl,0,4 (333) [Cu*"-A-B-ClO4 | 4,5

628.7 C8H25N6CUZCI3012 (629) [(Cl,ler—zA)z—(Cl()4_)3:|+ 3, 4, 5
672.8  C14H3sNoCLOoCu Zn; (673) [Cu*"-A-B-C-Zn*"-H.-(ClO4 );]" 5

716.8  C1,H36NsZn,Cl,04, (717) [(Zn**-C),-(C104);]" 1,2,5

*1: Zn-C, 2: Zn—C-B, 3: Cu-A, 4: Cu—A-B és 5: Cu-A-B-C-Zn

Amint az a 13. tablazat, illetve a 31. és 32. 4brak alapjan lathato, az Gtkomponensii
rendszerben egyetlen olyan részecskét detektaltunk (m/z = 673), ami nem talalhato meg a

részrendszerek egyikében sem. Az izotopeloszlas szimulalasa soran azt az eredményt kaptuk,
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hogy az adott

molekula 0Osszetétele azonos

az 1imidazolatohidas

Cu,Zn-komplex

Osszetételével. A szamara kedvezd toltottségii allapotot (+1) két perklorat anion felvételével

éri el. A részecske mért, illetve szimulalt tomegspektruma lathatd a 33. abran.
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33. abra A Cu,Zn-komplex mért (a), illetve szimulalt (b) ESI-MS spektruma.
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Az ESI-tomegspektrometriai vizsgalatok eredményei alapjan javaslatot tettiink a Cu,Zn-

komplex fragmentalédasara is az alkalmazott mérési koriilmények kozott. A spektrumok

alapjan feltételezett mechanizmus lathat6 a 34. abran.
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34. abra A Cu,Zn-komplex javasolt fragmentalodasi mechanizmusa.
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A 34. abran a perklorat ellenionokat - a konnyebb attekinthetdség kedvéért - nem
tiintettiik fel. Az els6 Iépésben az imidazolatohid szakadasa kovetkezik be a cink(Il)ion feldli
oldalon. Ezt kovetéen a CuAB-komplex disszocidl CuA-komplexre és imidazolmolekulara.
Az utols6 Iépésben mind a CuA-komplex, mind pedig a ZnC-komplex ligandumja veszit egy-
egy protont. Amint azt mar korabban emlitettiik, az ESI-MS mérések soran csak egyszeresen
pozitiv toltésti molekuldkat detektaltunk a spektrumokon. A fenti mechanizmusban szerepld
részecskék esetében a protondisszociacid eldtti 1épésekben a kedvezd toltottségli allapot (+1)
megfeleld mennyiségii perklorat anion felvételével valosul meg.

A tomegspektrometriai mérések masodik részében megprobalkoztunk a kérdéses
molekula detektalasaval MALDI-MS technikat alkalmazva. Mivel a tomegspektrometrianak
ezen modszere gyengébb ionizacionak veti ald a vizsgalando vegyiiletet, a mérések soran azt
reméltiik, hogy a detektalni kivant Cu,Zn-komplex viszonylagosan nagy intenzitassal jelenik
meg a spektrumon. Hasonloan az ESI-MS mérésekhez, ebben az esetben is felvettilk az
Otkomponensti rendszer, illetve az egyes részrendszereinek tomegspektrumait, a Cu,Zn-
komplex fragmentalodasat azonban itt nem vizsgéaltuk. Célunk kizarélag az imidazolatohidat
tartalmazd molekulanak megfeleld csucs, illetve csticsok azonositasa volt.

A méréseket nehezitette, hogy a keletkezett komplexek m/z-értékei a kimutatasi hatar
alsé részében jelentkeztek, ahol a matrix cstcsai is megtalalhatok. A konnyebb
attekinthetdség kedvéért a 35. abran bemutatjuk a mért spektrumot, egyéb feldolgozas nélkiil
(a), a matrixhoz tartozd csucsok bejeldlése utan (b), illetve a kozeg altal okozott csticsok
nélkil (c) is. Az ébra (a) részén lathatd, hogy m/z = 450 f6lott a spektrumon nem talalhato
megfeleld intenzitast csucs, ezért a tovabbiakban csak a 100—450 tartomanyt dbrazoltuk. A
mérési eredmények értékelése sordn eldszor az alkalmazott kdzeg (DHB) éltal okozott
csticsokat azonositottuk. Ennek érdekében felvettik a matrixon kiviil mas anyagot nem
tartalmaz6 minta MALDI spektrumat, amely alapjan egyértelmiien felismerhetdk voltak a
kérdéses savok. Az értékelés tovabbi részében azonositottuk a részrendszerekben talalhato
molekuldkat az Otkomponensii rendszer tomegspektruman, illetve meghataroztuk, hogy
melyek azok a csucsok, amelyhez nem rendelheté olyan részecske, amely az egyes
alrendszerekben is megtalalhatd. Ezek alapjan azt mondhatjuk, hogy egyértelmiien egy
csucsot tudtunk a Cu,Zn-komplex molekuldhoz rendelni, m/z = 415,08 értéknél. Tehat
hasonldéan az ESI-MS mérésekhez, ezzel a technikaval is sikeresen kimutattuk a Cu,Zn-
komplexet. Azt azonban meg kell jegyezniink, hogy ebben az esetben a mintaeldkészités
soran szilard anyagot kaptunk, ellentétben az ESI-MS mérésekkel, ahol vizes kdzegben

dolgoztunk a vizsgalatok soran.
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35. abra Az étkomponensii rendszer (Cu—A—B—C—Zn) MALDI-MS spektruma: (a) a mért spektrum,
(b) a spektrum a matrix, illetve a Cu,Zn-komplex csucsainak bejelélésével, (c) a tomegspektrum a
mdtrix csucsai nélkiil.
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IV.5.  Elektrokémiai mérések

Annak érdekében, hogy a Cu,Zn-komplex redoxi viselkedését értelmezni tudjuk a
késObbiekben targyalandd enzim tesztreakciokban, sziikségesnek tartottuk a molekula
oxidaciés-redukcids tulajdonsagainak megismerését. Munkank soran a ciklikus voltammetria
modszerével tanulmanyoztuk a Cu—A, Cu—A-B ¢és Cu—A-B—C—Zn rendszerek elektrokémiai
viselkedését vizes kozegben. A két-, illetve a haromkomponensii elegy esetében a méréseket
pH = 8 értéken végeztiik, mig az dtkomponensii rendszer vizsgalata soran tanulmdnyoztuk a
komplexek redoxi viselkedését a pH = 6-8 tartomanyban. A mérési eredmények a 14.

tablazatban lathatok.

14. tablazat A ciklikus voltammetriai mérések eredményei a kiilonbozdé komplexek esetében.

komplex pH E; (mV)? AE, (mV) b i/i.
CuA 8 —504,5 240,1 0,62
CuAB 8 —480.4 161,0 0,95
CuABZnCH,, 6 — 4843 326,8 1,71
7 —459,0 141,7 0,51
8 —354,4 148,7 0,30

*Evp=(E,—Ec)2 ;" AE,=E,— E.

A ciklikus voltammetriai mérések eredményei alapjan a CuA-komplex esetében azt
mondhatjuk, hogy a Cu®" — Cu’ redoxifolyamat irreverzibilis az alkalmazott mérési
koriilmények kozott, mivel az anddos, illetve katodos cstcs kiilonbsége nagyobb, mint 180
mV. A tablazat adataibol az is lathatd, hogy az anddon ¢és a katodon mért aramerdsség
hanyadosa kisebb mint egy. Ez az adat arra enged kovetkeztetni, hogy a redukcios ciklus
soran valtozik a komplex geometridja, mikdzben a réz(Il)ion réz(I)ionna redukalodik. Ismerve
a két oxidacios allapot koordinacids kémiai viselkedését valdsziniisithetd, hogy az eredeti
siknégyzetes geometria tetraéderessé alakul at a redukcid soran. A CuAB-komplex esetében
mért elektrokémiai adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a redoxifolyamat kvazi reverzibilis,
mivel a két csucs tdvolsaga 60 mV és 180 mV kozotti érték. Az elektrokémiai potencidl (E,,)
negativabb, mint a CuA-komplex esetében, mig a két csiics hanyadosa egyhez kozeli érték.
Az utébbi adat azt jelzi, hogy a redukcids ciklus soran a komplex nem szenved nagymértéki
geometriai valtozast.

A voltammetriai adatok alapjan megallapithatjuk, hogy az egymagva (CuA és CuAB),
illetve a kétmagvii (CuABZnCH.;) komplexek elektrokémiai viselkedése eltérd. A 14.
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tablazat adataibol jol lathato, hogy pH = 8 értéken a redoxpotencial-értékek kiilonbozoek,
ami eltérd koordinacids kornyezetet jelent a réz(Il)ion koriil. Minden esetben negativ
redoxpotencidl-értéket mértiink, ami jellemzé a torzult oktaéderes, siknégyzetes, illetve
négyzetes piramisos szerkezetli réz(Il)komplexek esetében. Az OStkomponensi rendszer
esetében mért elektrokémiai adatokbdl a kovetkezOk allapithatok meg. A katodos és az
anddos csucs kiilonbsége igen jo egyezést mutat pH = 7 és pH = 8 értéken, mig a két csucs
hanyadosa kissé kiilonb6zd, azonban mindkét esetben egynél kisebb értéket tapasztaltunk. A
AE, értékek kvazi reverzibilis redoxifolyamatra utalnak, mig a két csics hdnyadosa arra
enged kovetkeztetni, hogy a redukcid soran valtozik a komplex geometridja. Ezek alapjan azt
javasolhatjuk, hogy a Cu’" — Cu" folyamat sordan az imidazolatohid felbomlik a
molekulaban a réz(Il)ion feldli oldalon. A redoxpotencial-értékek kozotti kiilonbség abbol
adodhat, hogy pH = 7 értéken néhany mas 0Osszetételi réz(Il)komplex is képzddik kis
mértékben (lasd pH-potenciometriai mérések), mig pH = 8 értéken kozel 100 %-ban az
imidazolatohidat tartalmazo részecske talalhato a rendszerben.

Az otkomponensii rendszer elektrokémiai viselkedése teljesen megvaltozik pH = 6
értéken. A redoxifolyamat irreverzibiliss¢ valik, az elektrokémiai potencial értéke pedig jo
egyezést mutat a CuAB-komplex esetében mért értékkel. Ez alapjan arra kovetkeztethetiink,
hogy pH = 7 alatt a komplex disszocial, masképpen fogalmazva az imidazolatohid felbomlik

a cink(II)ion feldli oldalon.

IV.6. Az oldategyensulyi vizsgadlatok osszefoglaldasa

Az oldategyensulyi vizsgalatok soran célul tliztik ki a Cu,Zn-komplex részletes
vizsgélatat vizes oldatban annak érdekében, hogy meggy6zddjiink az imidazolatohid
kialakuldsarol a két fémion kozott. A mérési eredmények értékelését megkonnyitendd minden
esetben vizsgaltuk a komplex részrendszereinek viselkedését is az egyes mérések sordn.
Meghataroztuk a kialakul6 részecskék Osszetételét (pH-potenciometria), szerkezetét (UV-Vis-
¢és ESR spektroszkopia), molekulatomegét (tomegspektrometria), illetve elektrokémiai
viselkedését (ciklikus voltammetria).

A 2-11 pH tartomanyban képzddd részecskék Osszetételét, illetve stabilitasi allandoik
szamértékét pH-potenciometriai titralas modszerével hataroztuk meg. Szintén meghataroztuk
a ligandumok protondlodasi allandoit, amelyek jo egyezést mutattak az irodalomban taldlhato
értekekkel. A pH-potenciometriai mérések eredményei alapjan azt mondhatjuk, hogy a
feltételezett szerkezet kialakul, és 7-11 pH-tartomanyban stabilis. UV-Vis- és ESR

spektroszkopiai vizsgalatokat is végeztiink a kialakuld komplexek szerkezetének megismerése
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céljabol. Mindkét modszerrel bizonyitottuk, hogy a Cu,Zn-komplex kialakul semleges, illetve
lugos kozegben. A spektroszkdpiai eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a réz(Il)ion
koril kétféle geometria is kialakulhat, ami izomerek képzddéséhez vezet. Ezek a folyamatok
azonban nem befolyasoljdk az imidazolatohidas szerkezetet 1étrejottét. Tomegspektrometriai
modszerekkel sikeresen kimutattuk a Cu,Zn-komplexnek megfelelé m/z-értékti molekula
létezését pH = 8 értéken. Az izotopeloszlas szimuldlasa soran azonositottuk a részecske
sztochiometridjat, ami megfeleld egyezést mutatott az imidazoladtohidas részecske
Osszetételével. A komplex elektrokémiai viselkedésének megismerése érdekében ciklikus
voltammetriai méréseket végeztiink. Ezen eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az
imidazolatohidas molekula geometriai valtozast szenved a Cu”* — Cu" folyamat soran, ami
valdsziniileg az imidazolatohid felbomlasahoz vezet. Szintén bizonyitottuk, hogy a komplex
disszocial pH = 7 érték alatt.

A fenti eredmények ismeretében kijelenthetjiik, hogy az oldategyenstlyi vizsgalatok
soran a kitlizott célt sikeresen teljesitettiik, mivel egyértelmlien bebizonyitottuk az

imidazolatohidat tartalmazd, kétmagvi Cu,Zn-komplex l1étezését vizes oldatban.
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V. IMMOBILIZALAS SZERVETLEN HORDOZOKON

Miutdan a Cu,Zn-komplex oldategyensulyi vizsgédlata megtortént, megprobaltuk
rogziteni a molekulat szilikagélen, illetve montmorillonitban azért, hogy a késébbiekben
heterogén katalizatorként alkalmazni tudjuk. A szilikagélen torténd rogzitésnél kétféle
modszert alkalmaztunk: (i) rogzités hidrogénhid-kotések segitségével (SG—h—Cu,Zn); (ii)
rogzités szilikagélre kovalens kotésen keresztiil funkcionalizalt hordozé felhasznélésaval
(SG——Cu,Zn). Montmorillonit esetében az agyagasvany ioncsere-kapacitasat hasznaltuk fel a
komplex immobilizalasdra (Mont-i—Cu,Zn). Mivel a Cu,Zn-komplex pozitiv toltésl, igy
rogzithetd a szilard matrix negativ toltési feliiletén. Mivel a szilikagélnek gyakorlatilag
elenyészden kicsi az ioncsere-kapacitasa, ezért az elsd esetben a rogzités az igen nagy
stirtiséggel tallhaté feliileti OH-csoportok (5-7 OH-csoport/nm?) segitségével johet 1étre. Ez
ugy képzelhetd el, hogy a ligandumok nitrogénatomjai, hidrogénhidakat hoznak Iétre a
hordoz6 feliileti OH-csoportjaival. Az eldallitott katalizatorok jellemzése a kovetkezd
modszerekkel tortént: atomabszorpcids spektroszkopia, fajlagos feliilet meghatarozéas, FT-IR
spektroszkopia, ESR spektroszkopia, termikus vizsgalatok (TG/DTA). Az els6 harom
modszer esetében a vizsgalatok célja a komplex sikeres megkotddésének ellendrzése volt. Az
ESR spektroszkopia modszerével az immobilizalds soran esetlegesen bekovetkezd
szerkezetvaltozasokat vizsgaltuk. A TG/DTA mérések célja a katalizatorok termikus
stabilitdsanak tanulmanyozasa volt. Természetesen ez utdbbi két moddszer eredményei a

sikeres megkotodést is alatamaszthatjak.

V.1. Fémiontartalom meghatdarozdsa, fajlagos feliiletmérések

Amint azt mar korabban emlitettiik, az eldallitott szilard anyagok réz(Il)-, illetve
cink(Il)tartalmat az atomabszorpcids spektroszkopia modszerével hataroztuk meg. A mérések
célja a sikeres immobilizalas bizonyitdsa volt, ugyanis ha a katalizator 1:1 aranyban
tartalmazza a két fémiont (réz(I1)- €és cink(Il)ion), az igazolja a Cu,Zn-komplex jelenlétét a
szilard matrixban. Természetesen ez még nem egyértelmii bizonyiték, azonban ha az FT-IR
spektroszkopia modszerével igazolni tudjuk a ligandumok jelenlétét is, akkor mar nagyobb
biztonsaggal feltételezhetjiik a komplex molekula sikeres rogziilését a hordozéon. A
nitrogéngaz adszorpcidjan alapuld fajlagos feliilet meghatarozds (BET moddszer) is
szolgaltathat a komplex megko6tddését igazold informacidt. Ugyanis abban az esetben, ha

nagyobb méreti vegyiilet keriill a podrusokba (szilikagél), illetve a rétegek kozé
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(montmorillonit), a hordoz6 eredeti fajlagos feliilete megvaltozhat: akar ndhet, akar
csOkkenhet. Az eldallitott katalizatorok fémiontartalma, illetve fajlagos feliileteik szamértékei

lathatok a 15. tdblazatban.

15. tablazat Az immobilizalt mintdk fémiontartalma, illetve fajlagos feliileteik szamértéke.

anyag® Cu** (mmol/g) Zn*" (mmol/g) BET feliilet (m?/g)
szilikagél (SG) - - 93,5

SG-h—Cu,Zn 0,0159 0,0160 88,9
funkcionalizalt szilikagél (SG) — - 49,4

SG—c—Cu,Zn 0,5752 0,5486 14,3
Montmorillonit (Mont) - - 59,9
Mont-i—Cu,Zn 1,0210 1,0232 172,1

* SG-h—Cu,Zn: szilikagélen hidrogénhid-kolcsonhatasokkal rogzitett Cu,Zn-komplex; SG—c—Cu,Zn:
dietiléntriamin-funkcionalizalt szilikagélen kovalensen rogzitett Cu,Zn-komplex; Mont-i—Cu,Zn:
montmorillonitban elektrosztatikus kolcsonhatasokkal rogzitett Cu,Zn-komplex.

Amint az a tablazat adataibol jol latszik, a mintak fémiontartalma alapjan feltételezhetd
a Cu,Zn-komplex sikeres immobilizalasa. Az atomabszorpcios spektroszkopiai mérések
eredményei minden esetben 1:1 réz(Il):cink(Il) aranyt mutattak ki a kérdéses anyagokban,
ami megfelel a rogziteni kivant molekula fémionardnydnak. A Mont-i—Cu,Zn esetében
meghatérozott értékek jo egyezést mutatnak a hordozé ioncsere-kapacitasanak (1,05 mmol/g)
szamértékével. Természetesen ezek az adatok még nem bizonyitjak egyértelmiien a sikeres
immobilizalas tényét, ehhez tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

Osszehasonlitva az egyes hordozok fajlagos feliilet értékeit a katalizatorok hasonld
adataival elmondhatjuk, hogy ezek megvaltoztak az immobilizalds soran. A szilikagél
esetében (SG-h—Cu,Zn) igen kis mértékii fajlagos feliiletcsokkenést tapasztaltunk. Ennek
alapjan azt feltételezhetjilk, hogy kis mennyiségii komplex kotodott meg, és még a
megkotddott molekulak - relative nagy méretiik miatt - sem jutottak be a szilikagél pérusaiba.
Azaz, véleménylink szerint a megkdtddés elsdsorban a szilikagél feliiletén jatszodott le. Joval
nagyobb mértékli feliiletcsokkenés figyelhetd meg a dietiléntriamin-funkcionalizalt
szilikagélen valé immobilizalds (SG—c—Cu,Zn) soran. Ebben az esetben is ugyanazok
mondhatoak el a valtozas okairdl, mint az eldzéekben (SG—h—Cu,Zn), kiegészitve azzal, hogy
a fajlagos feliilet nagyobb mértékii csokkenése a nagyobb mennyiségli komplex molekula
megkotddésével magyarazhatd, amelyek jelentdsen csokkentik a porusok hozzaférhetdségét.
A montmorillonitban térténd immobilizalaskor a valtozas irdnya és mértéke is megvaltozott.

A katalizator (Mont—i—Cu,Zn) fajlagos feliilete majdnem haromszorosa a hordoz6 hasonld
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értékének. Ez a valtozas a szilard matrix egyik sajatos tulajdonsdganak koszonhetd. A
montmorillonit ugyanis a duzzadoé rétegszilikatok csoportjaba tartozé anyag, ami azt jelenti,
hogy a rétegek kozotti tavolsagot az ellenion méretével valtoztatni lehet. Ezt szemlélteti a 36.

abra.

l montmorillonit O Na* A Cu,Zn komplex

36. abra A Cu,Zn-komplex immobilizalasa montmorillonitban az ioncsere-kapacitisnak megfeleld
elektrosztatikus kolcsénhatasok altal.

Amint az abran lathatd, a hordozoban ellenionként viselkedd natriumionokat az
immobilizalas soran a joval nagyobb méretli Cu,Zn-komplex helyettesiti (nagyobb méreténél
¢s toltésénél fogva egyensulyi folyamatban leszoritja a natriumionokat a montmorillonit lapok
feliiletérdl), ami egyben a rétegek kozotti tavolsag megndvekedését is eredményezi, illetve
kitdmasztott rétegszilikat keletkezésével jar. A fajlagos feliiletadatok ilyen mértékii és iranya

megvaltozasa egyértelmiien a komplex sikeres megkotddésére, illetve a kitdmasztasra utal.

V.2, FT-IR spektroszkopiai vizsgalatok

Az FT-IR spektroszkopia moddszere kivald lehetdséget nydjt az immobilizalas
sikerességének megerdsitésére, ugyanis ha a ligandumok jellemzo rezgési savjai megjelennek
a hordoz6 savjai mellett a spektrumokon, akkor jelenlétilk bizonyitott az eldallitott
katalizatorokban. Mivel az el6z6 fejezetben targyalt atomabszorpcids spektroszkopidval
meghataroztuk a fémionok megfeleld sztochiometridju jelenlétét az anyagokban, a két
modszer egylittesen igazolhatja a rogzités sikerességét. Mivel a szilikagélen vald rogzitések
esetében (SG—c—Cu,Zn ¢s SG-h—Cu,Zn) a komplex varhatdéan a matrix feliiletén kétodik meg,
ezért ezekben az esetekben nem a hagyomanyos abszorbancia mérést alkalmaztuk, hanem az
anyag feliiletérdl teljesebb képet ado reflektanciat mértiik. Az ebbdl szarmaztatott mennyiség

(Kubelka-Munk = (1-R*/2R, ahol R a reflektancia) aranyos az abszorbanciaval, illetve a
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jellemzd rezgési sdvok megjelenése azonos hullamszamoknal varhatd, mint a hagyomanyos
mérések esetében. A modszer alkalmazasanak masik oka az immobilizalt komplexek relative
kis mennyisége volt, mivel a hagyomanyos mintael6készitések utan a hordoz6 savjai teljes
mértékben elnyomjak az immobilizalt anyag hasonl6 rezgéseit. A montmorillonitban rogzitett
Cu,Zn-komplex esetében (Mont—i—Cu,Zn) a fentebb targyalt problémak nem alltak fent, ezért
itt a mért mennyiség az abszorbancia volt. Minden esetben felvettiik a hordozd nélkiili
komplex, a hordozd, illetve az eldallitott katalizator FT-IR spektrumait. A mért hullamszam
tartoméany 400-4000 cm ' volt.

Mint mar kordbban emlitettiilk, méréseink soran a ligandumok jellemzdé rezgéseit
probaltuk azonositani a spektrumokon, igy bizonyitva a komplex megkotddését a hordozon.
Pontos szerkezetvizsgalat az FT-IR spektroszkdpia moddszerével ezekben az esetekben
nehézkes dolog lenne, ezért erre nem is vallalkoztunk. A kdnnyebb attekinthetdség kedvéért a
ligandumok egyes rezgéseinek irodalmi hulldmszam-értékeit foglaljuk 6ssze az alabbiakban.
Azt azonban meg kell jegyezniink, hogy ezek az értékek a tiszta anyagokra vonatkoznak,
komplexképzddés, illetve egyéb kolcsonhatdsok hatasara a  hulldmszam-értékek

eltolodhatnak, illetve az egyes rezgések intenzitdsa megvaltozhat.

e Szimmetrikus (vs) és aszimmetrikus (v,s) vegyértékrezgési savok primer aminoknal
(v(NH,)s = 3250-3300 cm ' és v(NH,)as = 3330-3400 cm );

o vegyértékrezgési sav a szekunder aminoknal (v(NH) = 3300-3450 cm ');

e deformacios rezgések primer (B(NHz)s = 1580-1650 cm ™', y(NH,)s = 1000-1200 cm ",
Y(NH,)ss = 600-900 cm™"), illetve szekunder (B(NH) = 1490-1650 cm ', y(NH) =
550-800 cm ') aminocsoportok esetében;

o C-C ¢és C-N vegyértékrezgési savok (v(C-C) ¢és v(C-N), amelyek egyiitt
csoportrezgésként jelentkeznek a 1030—1430 cm ' tartoméanyban);

e imidazolcsoport vazrezgései (1400-1700 cm™ és 500-900 cm ™).

A montmorillonitban régzitett komplex (Mont—i—Cu,Zn) esetében jol lathatd, hogy a
hordozd savjai mellett a Cu,Zn-komplex jellemz6 rezgési savjai megjelennek a a katalizator
spektruman (37. 4bra). Azonosithatéak az imidazolcsoport véazrezgései (650-700 cm ),
illetve a primer és szekunder aminocsoportok deformacios rezgései (1550-1600 cm ') is. Azt
megallapitani, hogy az imidazolatohid létezik-e, az FT-IR spektrumok alapjan nem lehet.
Ehhez ugyanis latni kellene az imidazol NH deformdcios-, illetve vegyértékrezgéseinek
eltinését (ha hid van, akkor ezek a rezgések nem jelentkeznek, mivel a nitrogén

deprotonalddik). Ez viszont nem lehetséges, mert ez a sdv a masik két amin savjaival egyiitt
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jelenik meg, igy ha az imidazol deprotonélva van, akkor is lathat6 az NH-rezgés a masik két

ligandum jovoltabol.
3
2
1
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37. abra A montmorillonit (1), a Cu,Zn komplex (2) és a montmorilloniton immobilizalt Cu,Zn komplex
(3) FT-IR spektruma.

Sajnos ebben az esetben nem tudjuk kovetni a C—N, C-O és C-C vegyértékrezgési
savok valtozasait. Mivel a hasonld atomtomegek (a rezgési erdallandok alig kiilonboznek)
miatt ezek egyiitt jelentkeznek csoportrezgésként, a 900-1300 cm ' tartomanyban nagy
intenzitasu széles jelet adnak a spektrumon. Viszont a nagy feleslegben jelen levd hordozonak
is ebben a tartomdnyban van karakterisztikus csucsa, ezért ez elnyomja a komplex rezgési
savjait. Megfigyelhetd tovabba a két amin és az imidazol szimmetrikus és aszimmetrikus
vegyértékrezgéseinek megjelenése a 3100-3300 cm ' tartomanyban. Az OH-csoportok
vegyértékrezgéseinek savjai a montmorillonitnak és a jelenlévd kevés viznek kdszonhetden
vannak jelen 3000-3800 cm ' kozott. Kis intenzitissal ugyan, de észreveheték még a
metiléncsoportok szimmetrikus és aszimmetrikus vegyértékrezgései (2800-2900 cm ') is.

Hasonldan az el6z0 anyaghoz a szilikagélen hidrogénhid-kolcsonhatasokkal rogziteni
kivant Cu,Zn-komplex (SG-h—Cu,Zn) esetében is, a megkotddés sikerességét FT-IR
spektroszkopia modszerével is ellendriztikk. Mivel a komplex mennyisége relative kicsi a
szilard matrixhoz képest (~0,7 tdmegszazalék), ezért a hagyomanyos modszerrel nem kaptunk

értékelhetd spektrumokat. Ez azt jelenti, ha abszorbanciat mériink, akkor a szilikagél rezgési
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savjai mellett a komplex jelei nem lathatok. Ezek utan a méréseket reflektancia modban
végeztik, amely a hordoz6 feliiletérdl szolgaltat informacidkat. A y-tengelyen abrazolt
mennyiség a Kubelka-Munk ((1-R%)/2R, ahol az R a reflektancia), ami az abszorbanciaval

aranyos mennyiség. A mért spektrumok a 38. abran lathatok.

2 2 2
1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T
3800 3400 3000 2200 2000 1800 1600 1400 1000 900 800 700 600 500

hullamszam (cm-')

38. abra A szilikagél (1), illetve a szilikagélen hidrogén hidakkal rogzitett Cu,Zn komplex (SG—h—
Cu,Zn, 2) FT-IR spektruma.

A mérési eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy a rogzités sikeres volt, hiszen a
spektrumon megjelennek az aminok deformacios és vegyértékrezgési savjai (~1600 cm™ és
~3300 cm'), a metiléncsoportok vegyértékrezgései (~2900 cm™') és az imidazol vazrezgései
(~600 cm ' és ~1500 cm ') is. Tovabbra sem tudtuk azonositani a C—O, C-N, C—C kotések
vegyértékrezgéseit, ugyanis hasonldéan a montmorillonithoz, a szilikagél esetében is az Si—O
kotések vegyértékrezgései dominalnak ebben a tartomanyban (1000-1400 cm™). Mivel a
mérésekkel a feliiletrdl nyertiink informaciokat, nem tudjuk, hogy a komplex be tudott-e
keriilni a szilikagél porusaiba, vagy - ami a fajlagos feliilet értékekbdl valosziniisithetd -
foként a hordoz¢ feliiletén helyezkedik el.

Az FT-IR spektroszkopiai méréseket a kovalensen rogzitett Cu,Zn-komplex (SG—c—
Cu,Zn) esetében is reflektancia modban végeztiik, hiszen elsdsorban feliileti informacidkat
szerettiink volna kapni az anyagrol. Mivel a funkcionalizalt szilikagélen talalhatd feliileti
dietiléntriamin csoportok mennyisége relative nagy, ezért varhatd volt nagyobb mennyiségii
komplex immobilizadlasa a feliileten, ami jol detektalhato az FT-IR spektroszkopia ezen

modszerével. Hasonloan az el6zéekhez, célunk ebben az esetben is a komplexben
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megtalalhatd ligandumok jellemz6 rezgéseinek azonositasa volt. A hordozd, a Cu,Zn-

komplex és az SG—c—Cu,Zn mért spektrumait lathatjuk a 39. abran.

3 3 3
2 2 2
1 1 1
T T T T T T T T T T
3500 3000 1800 1600 1400 1000 800 600

hullamszam (cm-)

39. abra A dietiléntriamin funkcionalizalt szilikagél (1), a Cu,Zn-komplex (2), illetve a szilikagélen
kovalensen rogzitett Cu,Zn-komplex (SG—c—Cu,Zn, 3) FT-IR spektruma.

Mint ahogy az a spektrumokon is latszik, a komplex rogzitése szilikagélre kovalens
kotésen keresztiil sikeresnek mondhatd. A komplexre jellemzd rezgési savok igen nagy
intenzitassal jelennek meg a katalizator spektruman (3), ami arra utal, hogy viszonylag nagy
mennyiségli komplex alakult ki a hordozé feliiletén. A szinképen megjelennek az aminok
deformacios és vegyértékrezgései, a metiléncsoportok deformacios rezgései, illetve az
imidazolcsoport vegyérték- és vazrezgései is. A Cu,Zn-komplex relative nagy mennyiségének
kOszonhetden, ebben az esetben detektalni tudtuk a C-C, C-N és C-O kotések
vegyértékrezgéseinek megfeleld csoportrezgéseket is a 1030—1430 cm ' tartomanyban.

Az FT-IR spektroszkopiai eredmények ismeretében azt mondhatjuk, hogy mindegyik
esetben azonositani tudtuk a Cu,Zn-komplexet alkot6 ligandumok jellemz6 rezgési savjait az
eldallitott immobilizalt mintdkban. Ez a tény, a fémiontartalom ismeretében (ami alapjan azt
mondhatjuk, hogy a réz(I[)- és cink(Il)ionok 1:1 mdlaranyban vannak jelen a
katalizatorokban) bizonyitja, hogy az immobilizalas mindegyik esetben sikeres volt, hiszen
mind a fémionok, mind pedig a ligandumok megtaldlhatok a hordozokban, illetve azok
feliiletén. Bovebb szerkezeti jellemzésre nem vallalkoztunk ezekbdl az adatokbodl, azonban a
kovetkezd fejezetben - az ESR spektroszkopiai részben - megprobalkozunk a katalizatorok
szerkezetének részletesebb jellemzésével, ami arrdl szolgaltathat informaciot, hogy a komplex

milyen jellegii szerkezeti valtozasokon ment keresztiil az immobilizalas soran.
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V.3. ESR spektroszkdpiai jellemzés

Méréseink soran por alakban vettiik fel a szilard Cu,Zn-komplex és a katalizatorok ESR
szinképeit, majd az értékelést kovetden Osszehasonlitottuk az immobilizalas elétti, illetve
utani adatokat. A jelalakot minden esetben anizotrop jelszélességi tenzor irta le. A megfeleld
ESR paraméterek szamitdsa utdn azt probaltuk meg kovetni, hogy a rdgzités soran
tapasztalhatdak-e valtozasok a komplex szerkezetében. Ezen kiviil felhasznaltuk a modszert a
hordozd nélkiili komplex molekuldban taldlhaté imidazolatohid kozvetett bizonyitasara is
ugy, hogy Osszehasonlitottuk a koradbbiakban vizsgalt, szintén imidazolatéhidat tartalmazo,
réz(Il)komplexek ESR paramétereit a Cu,Zn-komplex megfeleld értékeivel. Néhany
imidazolatohidat tartalmazd réz(Il)komplex, a nativ enzim, illetve az altalunk vizsgalt

anyagok ESR paraméterei lathatoak a 16. tdblazatban.

16. tablazat Néhdany imidazolatohidat tartalmazo réz(ll)komplex, illetve az altalunk vizsgalt anyagok
ESR paraméterei a g-értékekkel kifejezve.

anyagok * g:=8,=8. &.=g hivatkozas
Cu,Zn-SOD 2,07 2,26 [39]
Cu(Il)-B—Zn(I-L 2,07 2,21 [38]
glygly—Cu(Il)-B—Zn(Il)—glygly 2,04 2,21 [26]
dien—Cu(Il)-B—Zn(II)—dien 2,05 2,20 [29]
pmdt—Cu(II)-B—Zn(II)—pmdt 2,03 2,22 [29]
Cu,Zn-komplex 2,05 2,28 sajat mérés
Mont-i—Cu,Zn 2,05 2,28 sajat mérés
SG-h—Cu,Zn 74 % 2,05 2,26 sajat mérés
26 % 2,05 2,22
SG—<c—CuA 2,10 2,12 sajat mérés
SG—c—CuAB 77 % 2,05 2,26 sajat mérés
23 % 2,05 2,22
SG—c—Cu,Zn 73 % 2,08 2,18 sajat mérés
27 % 2,05 2,21

* glygly = glicilglicin; L = 1,4,12,15,18,26,31,39-octaazapentaciklo[13,13,13,1]-tetratetrakontan-
6,8,10,20,22,24,33,35,37-nondn; A = dietiléntriamin; pmdt = pentametiléndietiléndtriamin; B =
imidazol.
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A tablazat adataibdl kideriil, hogy a Cu,Zn-komplex hasonlé ESR paraméterekkel
rendelkezik, mint a mar korabban vizsgalt imidazolatéhidat tartalmaz6 réz(II)-cink(II)
heterobinukledris rendszerek. Ez bizonyiték arra, hogy a Cu,Zn-komplex szerkezete szilard
allapotban is imidazolatohidat tartalmaz. A g, és g értékek alapjan azt is megallapithatjuk,
hogy a Cu,Zn-komplexben a réz(Il) koordindciés kornyezete hasonlé a nativ enzim aktiv
centrumaban talalhatohoz, ami ugyancsak az imidazolatéhid 1étezését erdsiti meg.

A Cu,Zn-komplex és a montmorillonitban régzitett Cu,Zn-komplex (Mont—i—Cu,Zn)
esetén a mért spektrumok (40. abra), illetve a szdmitott ESR paraméterek (16. tablazat)
Osszehasonlitdsa alapjan azt mondhatjuk, hogy a Cu,Zn-komplex szerkezete nem valtozik
lényegesen az immobilizalas soran. Ezek alapjan az imidazolatohid megmaradasa
feltételezhetd. Tehat az a rogzitési mddszer, amelyek soran az eldre elkészitett komplex

molekulat vissziik be a szilard matrix belsejébe, ebben az esetben jol miikddik.
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40. abra Por alakban felvett ESR spektrumok: 1 — Cu,Zn-komplex, 2 — Mont—i—Cu,Zn (T = 298 K).

A szilikagélen hidrogénhid-kdlcsonhatasokkal rogzitett Cu,Zn-komplex (SG—h—Cu,Zn)
esetében is az eldzdekhez hasonloan jartunk el. Az ESR spektroszkopiai mérések soran
felvettiik a katalizator és a hordozo nélkiili Cu,Zn-komplex spektrumait por alakban,
szobahOmérsékleten. A mért szinképek alapjan kiszamitottuk az anyagok ESR paramétereit,

¢s vizsgaltuk az immobilizaléas soran fellépd szerkezeti valtozasokat. Mint ahogy az mar a 16.
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tablazat adataibol 1s kideriil, vizsgélataink sordn kétféle szerkezeti immobilizalt
réz(ID)tartalmt részecskét detektaltunk. A hordozo nélkiili komplex és az SG—h—Cu,Zn ESR
szinképe lathaté a 41. abran. Az utdbbi spektrum két komponensre bonthatd, amelyeket

szintén ezen az abran mutatunk be.
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2b
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41. abra A Cu,Zn-komplex (1), illetve az SG—h—Cu,Zn (2) ESR spektruma (a 2a és 2b szinképek az
SG—h—Cu,Zn katalizatorban detektalt kiilonbozo szerkezetii réz(Il)komplexek szimulalt egyedi
spektrumai).

A fenti spektrumok, illetve a szamitott paraméterek (16. tablazat) alapjan azt
mondhatjuk, hogy a szilikagélen kétféle szerkezetli réz(Il)tartalmu komplex detektalhat6. Ez
arra utal, hogy a Cu,Zn-komplex kétféleképpen kotddik meg a szilikagél feliiletén. A 2a
komponens spektrumdn nincs hiperfinom felhasadas, a 2b spektrumon azonban van. A
szamitott ESR paramétereket a 16. tdblazat 8. és 9. sora tartalmazza. A 2b spektrummal
rendelkezd komplex esetében jelentkezd kisebb g, érték erdsebb ligandumteret jelez a
réz(Il)ion koril. Az a tény, hogy hiperfinom felhasaddst csak ennél a komplexnél
tapasztaltunk azt jelzi, hogy ebben az esetben a spin-spin kolcsonhatds gyenge, tehat a
paramagneses centrumok tavolabb helyezkednek el a hordozd felilletén, mint a 2a
spektrummal jellemzett komplex esetében.

A két komplex szerkezete az ESR paraméterek alapjan kiilonbozd, a kozilik a 2a
spektrummal jellemzett kozeliti meg jobban a hordoz6 nélkiili molekula szerkezetét. Mivel ez

teszi ki a katalizatorban taldlhato réz(Il)tartalma komplexek donté hanyadat (74 %), ezért azt
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mondhatjuk, hogy a Cu,Zn-komplex rogzitése szilikagélen sikeres volt. A g érték kismértékii
csokkenése azonban arra enged kovetkeztetni, hogy a réz(Il)ion koriili geometria valtozik a
hordoz6 nélkiili komplexhez képest. A 16. tdblazat adataibol az is kideriil, hogy ez az érték
megegyezik a természetes enzim hasonl6 adatdval. Mivel a természetes enzimben a réz(Il)ion
koriili nitrogénatomok axialis irdnyban torzult siknégyzetes geometria szerint helyezkednek
el, ezért az ESR paraméterek alapjan azt mondhatjuk, hogy a Cu,Zn-komplexben talalhato
siknégyzetes geometria a 2a esetben axialis iranyban torzul, jobban megkozelitve igy a nativ
Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak szerkezetét. A 2b esetben az ESR paraméterekben
bekovetkezd nagyobb mértékli valtozasok erdsebb geometriai torzuldsra engednek

kovetkeztetni.
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42. abra Por alakban felvett ESR spektrumok: 1 — SG—c—CuA; 2 — SG—c—CuAB; 3 — SG—c—
Cu,Zn.

A szilikagélhez kovalensen rogzitett Cu,Zn-komplex (SG—c—Cu,Zn) esetén - hasonléan
az eléz6ekben targyalt mérésekhez - az ESR szinképeket szilardfazisban (por alakban) vettiik
fel szobahOmérsékleten. A vizsgéalatok soran megprobaltuk kovetni a katalizator eldallitasa

soran bekovetkezd szerkezeti valtozdsokat a réz(Il)ion kornyezetében, ezért felvettik a



Doktori értekezes Immobilizalas szervetlen hordozokon

dietiléntriamin-funkcionalizalt szilikagél réz(I)komplexének (SG—c—CuA), a dietiléntriamin-
funkcionalizalt szilikagél réz(I1)-imidazol komplexének (SG—c—CuAB), illetve a szilikagélen
kovalensen immobilizalt Cu,Zn-komplex (SG—c—Cu,Zn) ESR spektrumait. A mért szinképek
a 42. 4bran lathatok, az ezekbdl szamolt paramétereket pedig szintén a 16. tablazatban
tiintettiik fel. Amint az ESR szinképeken, illetve a szamitott paramétereken latszik, a szintézis
soran a réz(Il)ion koordinacids kdrnyezete jelentds valtozasokon megy keresztiil. Azt korabbi
mérések alapjan tudjuk, hogy a dietiléntriamin-funkcionalizalt szilikagél réz(Il)komplexében
(SG——CuA) a dietiléntriamin:réz(II) arany 1:1, mig az SG—c—CuAB ¢és SG—c—Cu,Zn
anyagokban 2:1. Azt mondhatjuk tehat, hogy az imidazol molekula hozzaadasa utan valtozik
meg a dietiléntriamin:réz(Il)ion arany. Ez ugy johet létre, hogy egy réz(Il)ion két
dietiléntriamin (szilikagélen kovalens kotéssel rogzitett) molekuldhoz koordinalédik. Ebben
az esetben a réz(Il)ionhoz koordinaldédik 2-2 nitrogénatom (két dietiléntriamin molekulatol),
illetve egy imidazol nitrogénatom. Ezt megerdsitették az ESR spektroszkdpiai mérések is,
ugyanis a szimuldcids szdmitdsok sordn Ot nitrogéndonoratomot feltételezve a szamitott
spektrumok jobban illeszkedtek a mért spektrumokhoz. A feltételezett szerkezeti valtozasok

szemléltetése lathatd a 43. abran.
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43. abra A réz(ll)ion koordindcios szférdajanak valtozdasa az SG—c—CuA + B = SG—c—CuAB reakcio
soran (SG—c—CuA = dietiléntriamin-funkcionalizalt szilikagél réz(Il)komplex, SG—c—CuAB =
dietiléentriamin-funkcionalizalt szilikagél réz(Il)-imidazol-komplex, SG = szilikagél).

Az abran lathato reakcid soran kétféle szerkezetii réz(Il)vegyiilet keletkezik, ahogy ez a
spektrumokon, illetve az ESR paramétereken is latszik. A kétféle szerkezet a cink(I)-trisz(2-
aminoetil)amin-komplex hozzdadasa utdn is megmarad, bar a paraméterek kismértékii
valtozasa kovetkezik be. Ez utdbbi valtozas valdsziniileg az imidazolatohidas szerkezet
kialakulasdnak koszonhetd. Az eredmények alapjan tehat azt mondhatjuk, hogy két olyan
réz(Il)vegyiilet taldlhatd a szilikagél feliilletén, amelyben a réz(Il)ion koriili geometria
kiilonbozik. Tovabba azt is megallapithatjuk, hogy a katalizatorban talalhat6 réz(II)tartalmt

részecskék kisebb része (27 %) valdszintsithetéen hasonldéan imidazolatohidas szerkezeti,
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mint a Cu,Zn-komplex, annyi kiilonbséggel, hogy ebben az esetben a réz(Il)ionhoz
koordinaloédik négy nitrogénatom a kovalensen kotott dietiléntriamin molekuldktol és egy
nitrogénatom az imidazolmolekulatol. Tehat a réz(Il)ion koordinécios szama 6t, ellentétben a
hordoz6 nélkiili molekulaéval, amelyben négy. A masik réz(Il)vegyiilet ESR paraméterei
jelentdsen eltérnek az imidazolatohidas szerkezeti Cu,Zn-komplex hasonlo értékeitdl, igy arra
kovetkeztethetiink, hogy az immobilizalds soran nagymértékii geometriai torzulas kovetkezett
be a komplex szerkezetében.

Osszefoglalva a szilardfazisban elvégzett ESR spektroszkopiai mérések eredményeit azt
mondhatjuk, hogy mindegyik esetben sikeresnek mondhat6 a Cu,Zn-komplex immobilizalasa.
A Mont-i—Cu,Zn vizsgalata sordan megallapitottuk, hogy a Kkatalizatorban talalhato
réz(Ikomplexek ESR paraméterei teljesen megegyeznek a hordozé nélkiili Cu,Zn-komplex
hasonlo értékeivel. Az SG-h—Cu,Zn esetében kétféle szerkezetii réz(Il)komplex alakult ki a
hordozo feliiletén az immobilizalads soran. Ezek koziil a nagyobb mértékben megtalalhatd
Osszetevd ESR paraméterei jO egyezést mutatnak a Cu,Zn-komplex értékeivel, csak
kismértékli torzulds feltételezheté a réz(Il)ion koriili geometridban. A masik komplex
nagyobb mértékii szerkezettorzulast mutat. Az SG——Cu,Zn katalizator ESR spektroszkopiai

jellemzése soran szintén kétféle szerkezetli réz(Il)komplex detektalhatd a hordozo feliiletén.

V4. Termikus vizsgalatok

A derivatografiai vizsgéalatok segitségével levegd- és nitrogénatmoszféraban egyarant
elvégeztik a katalizatorok termikus jellemzését. Inert atmoszférds mérésekre azért volt
sziikség, mivel az eldzetes vizsgalatok soran gy tapasztaltuk, hogy az anyagok egy része
levegében hevitve robbandsszeriien bomlik. Ezt a nemkivanatos folyamatot szerettiik volna
megakadalyozni a nitrogéngdz alkalmazasdval. Ez a probalkozasunk azonban nem jart
sikerrel, mivel a hordozé nélkiili komplex, illetve a Mont-i—Cu,Zn esetében
nitrogénatmoszféraban is robbandsszeri bomlast tapasztaltunk. Ez a folyamat kdnnyen
magyarazhato, hiszen az elébb emlitett két anyag perkloratanion-tartalma viszonylagosan
magas a tobbihez képest, és koztudott tény, hogy a perklorat hevités hatdsara oxigént veszitve
bomlik, ami a robbanasszerii bomlast eldsegitheti. Az el6zéeknek megfeleléen a Cu,Zn-
komplex és a Mont—i—Cu,Zn-katalizator a derivatografiai mérés soran 300 °C koriil, a magas
nitrogén- ¢és perklorationtartalom miatt felrobbant a késziilékben, ezért részletes termikus
analizisiik nem lehetséges.

A szilikagélen hidrogénhidakkal rogzitett Cu,Zn-komplex (SG—h—Cu,Zn) esetében mért
termoanalitikai gorbék a 44. dbran lathatéak. A TG gorbe alapjan azt mondhatjuk, hogy az
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anyagbol 250 °C-ig eltavozik a jelenlévd viz és az immobilizalas soran hasznalt oldoszer
(izopropanol). 250 °C felett két 1épcs6ben tavozik el a szerves anyag a katalizator feliiletérdl.
A masodik 1épcsé 470 °C koriil fejezédik be. Ezen adatok alapjan azt mondhatjuk, hogy a
SG-h—Cu,Zn-katalizator nagyobb termikus stabilitdsi, mint a hordoz6é nélkiili Cu,Zn-
komplex, hiszen az mar 300 °C koriil robbanasszeriien elbomlik, arrél nem is beszélve, hogy a
természetes enzimek denaturacidja pedig mar joval alacsonyabb homérsékleten bekovetkezik.
Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy a SG-h—Cu,Zn eldallitasaval egy termikusan stabilisabb

enzimutanzo vegyiilethez jutottunk, mint a hordozo6 nélkiili komplex esetén.
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44. abra A szilikagélen hidrogénhid-kélcsonhatasokkal rogzitett Cu, Zn-komplex (SG—h—Cu,Zn)
termogravimetriai (TG), illetve differencialt termikus analizis (DTA) gérbéi (a mérések soran
levegdatmoszférat alkalmaztunk, a fiitési sebesség 10 °C/perc volt).

A kovalens kotésen keresztiil rogzitett Cu,Zn-komplex (SG—c—Cu,Zn) termikus
viselkedését szintén vizsgaltuk termoanalitikai moddszerekkel. A méréseket levegd- ¢és
nitrogénatmoszféraban egyarant elvégeztiik, és mindkét esetben hasonld eredményt kaptunk.
A mérések egyik célja az volt, hogy megtudjuk, milyen termikus stabilitassal rendelkezik az
eldallitott katalizator, a masik pedig az, hogy Osszehasonlitsuk a hidrogénhidakkal rogzitett
Cu,Zn-komplex stabilitasdval. A mért termoanalitikai (TG és DTA) gorbék a 45. dbran
lathatok. A mérési eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy 100-250 °C kozott a katalizator
feliiletérdl eltavozik az adszorbealt viz €és a szintézis soran visszamaradt etanol. Ezutdn a
szerves anyag egy lépésben bomlik 250-475 °C kozott. Ez a bomlasi 1épcsé annyiban
kiilonbozik az elézdekben targyaltaktol, hogy az SG—h—Cu,Zn-katalizator esetén ez a bomlési

folyamat két jol megkiilonboztethetd 1épesdben torténik meg. Osszehasonlitva az elézéekben
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targyalt anyagok termikus stabilitdsaval, arra az eredményre jutunk, hogy a kovalens kétésen
keresztiil immobilizalt Cu,Zn-komplex termikus stabilitasa hasonlé ahhoz, amit az SG-h—

Cu,Zn esetében tapasztaltunk.
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45. abra A szilikagélhez kovalens kotésen keresztiil rogzitett Cu,Zn-komplex (SG—c—Cu,Zn)
termogravimetriai (TG), illetve differencialt termikus anilizis (DTA) gorbéi (a mérések soran
levegbatmoszférat alkalmaztunk, a fiitési sebesség 10 °C/perc volt).

A termikus mérések eredményeit Osszefoglalva megallapithatjuk tehat, hogy a
szilikagélen immobilizalt Cu,Zn-komplex mindkét rogzitési modszer alkalmazésa esetén jobb
termikus stabilitdssal rendelkezik, mint a rogzitetlen molekula, illetve a montmorillonitban
immobilizalt komplex. Bar a vizsgalatok célja az eldallitott katalizatorok termikus
viselkedésének tanulmanyozasa volt, emellett azonban ismét bizonyitottuk azt is, hogy a
komplex immobilizéalasa sikeres volt. Mondhatjuk ezt annak ismeretében, hogy a hordozok
hevitése nem jart jelentOsebb tomegvesztéssel egyik esetben sem, tehat a katalizatoroknal

tapasztalt tomegveszteség a rogzitett komplex termikus bomlasanak kdszonheto.

V.5. A szilardfazisban tortént vizsgalatok osszefoglaldsa

Az V. fejezetben targyalt munka sordn megprobalkoztunk a Cu,Zn-komplex
rogzitésével szilikagél feliileten, illetve a montmorillonit (Mont-i—Cu,Zn) rétegei kozott. Az
elsé esetben két modszert alkalmaztunk: (i) immobilizalds szilikagélen hidrogénhid-
kolcsonhatasok  segitségével (SG-h—Cu,Zn); (ii) kovalens rogzités dietiléntriamin-
funkcionalizalt szilikagélre (SG—c—Cu,Zn). Montmorillonit esetében a hordozd ioncsere-
kapacitasanak megfeleld elektrosztatikus kolcsonhatdsoktol reméltik a pozitiv toltést

molekula rogziilését. Az immobilizalas sikerességét, illetve az eldallitott anyagok jellemzését
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a kovetkez6 modszerek segitségével végeztiik el: atomabszorpcids spektrofotometria (AAS),
BET fajlagos feliilet meghatarozas, FT-IR és ESR spektroszkopia, termikus analizis.

A rogzitett katalizatorok fémiontartalmanak meghatarozasa utan azt mondhatjuk, hogy a
réz(Il)- ¢és cink(Il)ionok mindegyik esetben 1:1 ardnyban talalhatok meg az egyes
anyagokban. Az FT-IR spektroszkopiai vizsgalatokkal egyértelmiien bebizonyitottuk, hogy a
katalizatorok mindegyike tartalmazza a Cu,Zn-komplexet alkoté ligandumokat is. A két
modszer egylittes alkalmazéasaval tehat igazolni tudtuk a Cu,Zn-komplex minden egyes
alkotdelemének jelenlétét az immobilizalas utdn nyert anyagokban. Ez a tény mindenképpen a
sikeres rogzitésre utal. A fajlagos feliiletérték nagymértékii megnovekedése kovetkezik be a
komplex rogzitése utan, ha hordozoként montmorillonitot alkalmazunk. Ebben az esetben az
immobilizalas sordn egy kitdmasztott rétegszilikatot hoztunk létre. Hordozoként szilikagélt
alkalmazva mindkét esetben kismértékii fajlagos feliiletcsokkenést tapasztaltunk, ami a
komplex feliileti megkotddésére utal. Ezek az eredmények szintén az immobilizéléds

sikerességére utalnak.

N\ /N immobilizalas R N N
C - —Cuv—_ "
N Nim N Nim
Cu,Zn komplex SG-h-Cu,Zn

46. abra Az abran a feltételezett geometriavaltozas lathato, ahogyan a Cu,Zn-komplexben a réz(Il)ion
stknégyzetes geometridaja négyzetes piramisos szerkezetiivé alakul at a szilikagélen torténé immobilizalas
utan (N: dietiléntriamintol szarmazo nitrogénatom; N, az imidazolcsoport nitrogénatomja).

Az eldallitott vegyiiletek részletesebb szerkezeti jellemzésének érdekében ESR
spektroszkopiai vizsgalatokat végeztiink. A mérések értékelése utdn megallapitottuk, hogy a
Cu,Zn-komplex ESR paraméterei jO egyezést mutatnak a mas, kordbban vizsgalt, réz(Il)- és
cink(Il)ionok kozott imidazolatohidat tartalmazd komplex vegyiiletek, illetve a nativ Cu,Zn-
SOD enzim ESR adataival. Ez az imidazolatohid 1étezésére utal a két fémion kozott a rogzités
utan is. A Mont-i—Cu,Zn esetében a mért spektrumok alapjan szdmitott ESR paraméterek
megegyeztek a hordozd nélkiili komplex hasonld értékeivel, tehat a Cu,Zn-komplex
jelentdsebb szerkezetvaltozas nélkiil rogzilt a hordozd rétegei kozott. Az SG-h—Cu,Zn-
katalizdtor ESR spektroszkopiai vizsgalata soran kétféle szerkezetli réz(Il)komplexet
detektaltunk a hordoz¢ feliiletén. A nagyobb mértékben eléforduld részecske szerkezete
hasonlé a hordozo nélkiili komplex szerkezetéhez, azonban feltételezésiink szerint a réz(Il)ion

koordinacioés kornyezete kismértékii geometriai valtozas szenved az immobilizalds soran, ami
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a természetes enzimhez hasonlobb szerkezet kialakulasahoz vezet. Szerintiink a Cu,Zn-
komplexben megtalalhatdo siknégyzetes geometria torzul, vagyis a réz(Il)ion a négy
nitrogénatom altal meghatarozott sik felett helyezkedik el. Ezt az atalakuléast szemlélteti a 46.
abra.

Az SG—c—Cu,Zn esetében szintén két, eltér6 ESR paraméterekkel rendelkezd,
réz(Il)komplexet azonositottunk. Végiil elvégeztik a katalizatorok termoanalitikai
jellemzését, amihez a termogravimetria (TG), illetve a differencial termikus analizis (DTA)
modszereket haszndltunk fel. A mérési eredmények minden esetben a sikeres immobilizalasra
utalnak. A termikus stabilitds szempontjabdl vizsgalva az egyes anyagokat, azt mondhatjuk,
hogy a szilikagélen rogzitett Cu,Zn-komplex (SG-h—Cu,Zn ¢és SG—c—Cu,Zn) érzékeny

legkevésbé a hdmérseklet-novekedésére.
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VI. AZ ANYAGOK KATALITIKUS AKTIVITASA

Az eléz6 fejezetekben a Cu,Zn-komplex vizes oldatban és szilard fazisban végzett
részletes szerkezeti jellemzését ismertettilk. A kiilonb6zé6 moédokon immobilizalt molekula
tanulmanyozasa soran kapott eredményeket szintén bemutattuk. Ennek soran bebizonyitottuk,
hogy a rogzités sikeres volt a szervetlen hordozokon, illetve jellemeztiik a katalizatorok
szerkezetét és termikus viselkedését is. Bebizonyitottuk, hogy sikeresen eldallitottunk négy
lehetséges enzimmodellezd vegyiiletet, amelyek szerkezetileg jol utdnoznak természetes
kétmagvu enzimeket (foként a Cu,Zn-SOD enzimet). Természetesen ebben az esetben is igaz,
hogy a ,,puding probdja az evés”. Ennek megfeleléen vizsgaltuk az egyes katalizatorok
enzimszerli mikodését a kovetkezd tesztreakciokban: (i) szuperoxid dizmutdz aktivitas; (ii)
katechol oxidaz aktivitas; (ii1) katalaz aktivitas. A mérési eredmények, illetve az azok alapjan

levont kovetkeztetések olvashatok a kovetkezo oldalakon.

VI.1.  Szuperoxid dizmutaz (SOD) aktivitds

Mint mar kordbban emlitettiikk, a Cu,Zn-komplex SOD aktivitasat a riboflavin/NBT
tesztreakcion keresztill vizsgaltuk. A tesztreakcié részletes leirdsa a kisérleti részben
megtortént, a folyamat rovid attekintése a kovetkezd. A riboflavin megvilagitds hatdsara
redoxireakcioba 1ép a metionin molekuldkkal, majd egy peroxo atmeneti allapoton keresztiil
kotott molekularis oxigén kilépésével szuperoxid-gyokok keletkeznek. Az elegyben talalhato
nitro blue tetrazolium (NBT) molekulakat hasznaljuk gyokfogoként, mivel ez egy szuperoxid-
gyokokre igen érzékeny anyag. Redukcidja soran intenziv kék szinli formazan keletkezik,
amely az abszorbancia 560 nm-nél torténd mérésével azonosithatd. Az enzim, vagy
enzimutanzo vegyiilet inhibidlja az NBT - szuperoxid-gyok reakciot, mivel a képzddd
gyokanionokat dizmutalja. A moédszer elénye, hogy a megvilagitds megsziinésével a
gyOktermeld folyamat ledll, tehat a reakcid szabalyozhato. A SOD-modellezé vegyiiletek
hatékonysagat az ICsy értékkel jellemezhetjiik, amely az 50%-0s inhibicidhoz sziikséges
gorbe egyenes szakaszabol olvashatunk le (47. abra). Az ICsy értékekkel megadott SOD
aktivitas elénye, hogy mas funkcionalis enzimmodellezé komplexek hasonld értékeivel 6ssze
tudjuk hasonlitani a vizsgalt molekula esetében mért értéket. igy megtudhatjuk, hogy az adott
molekula a kordbban vizsgalt komplexekhez képest mennyire hatékony a SOD enzim

funkcionalis modellezése terén. Azt azonban elézetesen meg kell jegyezniink, hogy az
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altalunk vizsgalt katalizatorok megfeleléen nagy koncentracidban alkalmazva a tesztreakcio
kortilményei kozott keletkezd szuperoxid-gydkanionok kozel 100 %-at képesek dizmutélni.
Az eléallitott immobilizalt, és hordozo nélkiili fémkomplexek, a természetes enzim, illetve
néhany korabban vizsgalt réz(Il)komplex SOD aktivitasa az ICsy értékkel jellemezve, a 17.
tablazatban lathato.

17. tablazat Néhany réz(Il)tartalmu SOD modellvegyiilet, illetve a nativ enzim SOD aktivitasa
az ICs, értékekkel kifejezve.

anyag " ICs5) (uM) hivatkozas
Cu-PMDT 149,0 [29]
Cu—glygly 132,0 [29]
CuC 182,0 [33]
CuCB 175,0 [33]
PMDT-Cu—ox—Zn—-PMDT 205,0 [36]
C-Cu-B-Cu-C 85,0 [33]
A-Cu-B-Cu-A 42,0 [29]
Cu,Zn-SOD 0,4 sajat mérés
Cu,Zn-komplex 69,1 sajat mérés
CuA 162,0 sajat mérés
CuAB 100,5 sajat mérés
Cu-his 108,6 sajat mérés
Mont—-i—Cu,Zn 91,0 sajat méreés
Mont—i—Cu-his 2514 sajat mérés
SG-h-Cu,Zn 6,0 sajat mérés
SG-h-CuA 102,9 sajat méres
SG-h-CuAB 81,6 sajat mérés
SG—c—Cu,Zn 133,7 sajat méres
SG—c—-CuA 162,4 sajat méres
* PMDT = pentametiléndietiléntriamin; glygly = glicilglicin; ox = oxalat; A = dietiléntriamin; B
= imidazol; C = trisz(2-aminoetil)amin; his = hisztidin; Mont—i—... = montmorillonitban
immobilizalt komplex; SG-h—... = szilikagélen hidrogénhid-kdlcsonhatasokkal rogzitett
molekula; SG—c—... = szilikagélhez kovalens kotéssel kapcsolt komplex.

A fenti adatok alapjan azt mondhatjuk, hogy a Cu,Zn-komplex SOD aktivitassal
rendelkezik. Aktivitdsa hasonld, sét a legtobb esetben jobb, mint a kordbban vizsgalt

réz(Ikomplexeké, de elmarad a természetes enzimétdl. Fontos informacid az is hogy a
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Cu,Zn-komplex részei (CuA, CuAB, CuC, CuCB) joval gyengébb SOD-utanzé képességgel
rendelkeznek, mint az imidazolatéhidas molekula. Ez is kozvetett bizonyiték arra, hogy az
imidazolatohid kialakul a két fémion kozott és igy egy jobb Cu,Zn-SOD szerkezeti
modellvegyiilet keletkezett. A mérések eredményei alapjan szamitott inhibici6 - katalizator-
koncentracio fiiggvények minden esetben telitési jelleget mutattak. A Cu,Zn-komplex

esetében mért gorbe a 47. abran lathato.
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47. abra Inhibicio (NBT — szuperoxid-gyok reakcio inhibicioja) értékek a CuZn-komplex

crer

Az immobilizalt vegyiiletek SOD aktivitasanak vizsgélatakor arra voltunk kivéancsiak,
hogy a kérdéses komplexek hatékonysaga hogyan valtozik az immobilizalas utdn. A Mont—i—
Cu,Zn esetében mar az eldzéekben bizonyitottuk, hogy a komplex szerkezete nem valtozik
Iényegesen a rogzités soran. A mérési adatok (17. tablazat és 48. abra) alapjan lathatjuk, hogy
az immobilizalds utan a komplex vesztett aktivitasabol (magasabb az 50%-os inhibicidohoz
sziikséges koncentracio értéke (/Csp)). Ennek tobb oka is lehet, amelyek a sztérikus hatasokra
vezethetdek vissza. Bar a montmorillonit lapok kozotti tavolsag elég nagy (a Cu,Zn-komplex
meg tud kotddni szerkezetvaltozas nélkiil), igy is lehetnek olyan problémak, miszerint a
szubsztrat (szuperoxid-gyokanion) nem tud eljutni a katalizator réz(Il)centrumaihoz. Az is
akadaly lehet, hogy a keletkezd termékek (molekularis oxigén, hidrogén-peroxid) nem elég
gyorsan tdvoznak a katalizatorbol és igy hatréltatjak annak miikodését (példaul a képzddo
molekularis oxigén 1égbuborékokat alkotva, elzarhatja a szubsztrat utjat a katalizatorhoz).

A mért, illetve szamitott ICsy értékek alapjdn azt mondhatjuk, hogy a komplex
aktivitasa nagymértékben megnétt (az /Csy érték 69,1 uM-rol 6,0 pM-ra valtozott, 48. abra) a
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szilikagélen hidrogénhidas kolcsonhatassal végzett immobilizalas utan (SG-h—Cu,Zn).
Aktivitasa joval nagyobb, mint amikor hordozoként montmorillonitot hasznaltunk, de elmarad
a természetes enzim szuperoxid-gyok dizmutdld képességétdl. A kordbban targyalt ESR
spektroszkopiai mérések eredményeibdl tudjuk, hogy a katalizator feliiletén kétféle szerkezetli
réz(Il)komplex helyezkedik el. Azt, hogy a kiilonbozé ESR paraméterekkel rendelkezd
részecskék koziil melyik rendelkezik nagyobb aktivitissal, teljes bizonyossaggal nem
tudhatjuk, azonban az ESR adatok szolgaltatnak némi magyarazatot. Az egyik esetben (74 %)
ugyanis a komplexek g értékei elég jo egyezést mutatnak a természetes enzim adataival (16.
tablazat). Feltételezhetiink olyan jellegli szerkezeti valtozast, ami szerint a Cu,Zn-komplex
siknégyzetes geometridjaval szemben a rogzités utan torzult siknégyzet, vagy négyzetes
piramis szerkezet alakul ki a réz(Il)ion koordinécios szférajaban (lasd V.3. fejezet, illetve 46.
abra), hasonldéan a természetes enzimhez. Ez a geometriai valtozds eredményezheti a

katalizator nagyobb hatékonysagat a szuperoxid-gyokok dizmutalasaban.
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48. dbra Az eloallitott katalizatorok, illetve a nativ Cu,Zn-SOD enzim szuperoxid-gyok dizmutdlo
képessege az ICs értékekkel kifejezve.

A kovalens rogzitéssel eléallitott anyagok koziil méréseket végeztiink a dietiléntriamin-
funkcionalizalt szilikagél réz(Il)komplex (SG—c—CuA), illetve a szilikagélen kovalensen
kapcsolt Cu,Zn-komplex (SG—c—Cu,Zn) anyagok esetében is. A mért SOD aktivitas értékek
szintén a 17. tablazatban lathatok. A mérési eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy a
kovalens kotésen keresztlil immobilizalt Cu,Zn-komplex SOD aktivitdst mutat, de aktivitasa
elmarad (magasabb az 50%-o0s inhibicidhoz sziikséges koncentracio (I/Csp)) a hordozo nélkiili

komplex esetében mért értéktdl.
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VI1.2. Katechol oxidaz aktivitas

A katechol oxid4dz aktivitasmérések 3,5-ditercbutil-katechol (DTBC) katalitikus
oxidaciojan alapultak. Mint azt mar a kisérleti részben emlitettiik, a DTBC molekularis
oxigén hatasara oxidalodik 3,5-ditercbutil-kinonna (DTBQ). A reakcid katalizator hianyaban
rendkiviil lasst, viszont a réz(Il)tartalmu vegyliiletek a reakcidsebességet jelentdsen
megnovelhetik. A mérések értékelése soran a képzodott DTBQ mennyiségét a Beer-Lambert
torvény segitségével szamitottuk ki a mért abszorbancia-értékek alapjan (4 = 400 nm, ¢ =
1900 mol 'dm’cm™ metanolban). A mérések soran minden esetben azonos mennyiségii
DTBC-t ¢és réz(Il)iont tartalmaztak a reakcidelegyek, olddszerként pedig metanolt
alkalmaztunk, tekintettel a szubsztrat vizben val6 kicsiny oldhatésagara. A katalizatorok
hatékonysaganak jellemzésére a kezdeti sebességértékeket hasznaltuk fel. Mértiik a
katalizator nélkiili elegy (vak) autooxidéciojat is azonos koriilmények kozott, hogy azt a
késdbbiekben referenciaként felhasznalhassuk az egyes anyagok aktivitdsanak jellemzésekor.

A mérési eredmények alapjan szamitott paramétereket lathatjuk a 18. tablazatban.

18. tabldazat Az anyagok katalitikus aktivitasa a DTBC — DTBQ reakcioban, a kezdeti sebesség
(vo) ertékekkel kifejezve.

anyagok Vo X 10° (mM min™) Vo ! Vyar hivatkozas
Cu,Zn-komplex 32,9 13,7 sajat méres
Mont—i—Cu,Zn 808.,6 336,9 sajat mérés
SG-h—Cu,Zn 1506,7 627,8 sajat mérés
SG—c—Cu,Zn 234,8 97,8 sajat mérés
CuC 36,8 15,3 sajat mérés
Mont-i—CuC 40,6 16,9 sajat mérés
SG-h-CuC 63,5 26,5 sajat mérés
SG—c—CuC 27,2 11,3 sajat mérés

* vyak = katalizatort nem tartalmazo elegy kezdeti sebességértéke.

A DTBC autooxidacidjahoz képest mindegyik katalizator jelentds mértékben megndveli
a szubsztrat oxidacidjanak sebességét az autooxidacid hasonld értékéhez képest, tehat ez
alapjan azt mondhatjuk, hogy az anyagok katecholdz aktivitist mutatnak. A legnagyobb
aktivitassal rendelkez6 SG-h—Cu,Zn példaul 627,8-szeresére gyorsitotta fel a reakciot a

katalizatort nem tartalmazé elegyhez képest. Ha dsszehasonlitjuk a hordozo nélkiili, illetve az
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immobilizalt Cu,Zn-komplexek aktivitasat (49. abra), azt a megallapitast tehetjiik, hogy a
szilard hordozohoz torténd rogzités minden esetben megnovelte a komplex aktivitdsat
(megnodvekedtek a konverzid és a kezdeti sebességértékek is). A mért, illetve szamitott adatok

ismeretében a vizsgalt anyagokat a kovetkezo aktivitasi sorrendbe allithatjuk:

SG-h—Cu,Zn > Mont—1—Cu,Zn > SG—c—Cu,Zn > Cu,Zn-komplex.
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49. abra A tesztreakcio soran keletkezé DTBQ koncentracioja az idé fiiggvényében (1: Cu,Zn-
komplex, 2: SG—c—Cu,Zn; 3: Mont—i—Cu,Zn; 4: SG-h—Cu,Zn; [DTBC] = 10 mM; [ Cu”] =01mM; T
=25 °C; az oldészer metanol).

Osszehasonlitva a CuC-, illetve a Cu,Zn-komplexek esetében mért aktivitasértékeket, a
kovetkezd megallapitasokat tehetjik. A hordozé nélkiili komplexek esetében hasonlo
eredményt kaptunk, tehat a kétmagvu komplexben talalhaté plusz cink(IT)ion nem noveli meg
a Cu,Zn-komplex aktivitdsat. Ez varhaté volt annak tudatdban, hogy cink(I)ion nem
rendelkezik az aktivitashoz sziikséges redoxitulajdonsagokkal. A hidrogénhid-kolcsonhatasok
segitségével immobilizalt-, illetve a montmorillonitban rogzitett komplexek esetében
aktivitdsnovekedést tapasztaltunk a hordozé nélkiili molekuldhoz képest, bar a katalitikus
aktivitasban tapasztalt javulas a CuC-komplexek esetében kisebb mértékii. A kovalens
rogzités szilikagélhez az SG—c—Cu,Zn esetében szintén megndvelte a komplex aktivitasat,
azonban a SG-c—CuC-katalizatorndl ez kismértékben lecsokkent. Osszességében azt
mondhatjuk, hogy hasonldéan a SOD aktivitaismérések eredményeihez, a legjobb funkcionalis
enzimmodell ebben az esetben is a szilikagélen hidrogénhid-kodlesonhatdsokkal immobilizalt
Cu,Zn-komplex (SG-h—Cu,Zn), amely a hordoz6 nélkiili komplex aktivitdsanak majdnem 50-

szeresével rendelkezik. Az is érdekes tény, hogy a kdzvetleniil a feliileten rogzitett komplexek
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(SG—h—Cu,Zn és Mont-i—Cu,Zn) mutatjadk a nagyobb aktivitdst, mig a kovalensen kotott
Cu,Zn-komplex esetében (ahol a hordozé feliiletétdl viszonylag tavolabb helyezkedik el a
komplex) 1ényegesen kisebb aktivitast tapasztaltunk.

Ismerve a természetes enzim aktiv centrumanak szerkezetét, illetve milkodését,
felmeriilhet az a kérdés, miszerint az egymagvu réz(Il)komplexek hogyan képesek a DTBC
oxidalasara, ugyanis a szubsztrat két hidroxilcsoportjanak oxidacidjahoz két, egymashoz igen
kozel elhelyezkedd réz(Il)centrum sziikséges. Szerintiink ez olyan mddon valdsulhat meg,
hogy a reakcidoban szemikinon keletkezik, ami ezutdn egy masik szemikinon molekuldval
reagalva atalakul egy-egy DTBC-14 és DTBQ-na. A reakcio leegyszerisitett vazlata lathato az
50. 4bran.

OH O OH
2 . +

O O OH

50. abra A tesztreakcio soran keletkezd szemikinon diszproporcionalodasa.

VI.3. Katalaz aktivitas

Az eléallitott anyagok kataldz aktivitasanak vizsgalata a hidrogén-peroxid bontd
képesség mérésén alapult. A mérések soran a H,O, mennyiségének valtozasat kovettiik
spektrofotometria moédszerével, kihasznéalva, hogy a szubsztratnak 240 nm-nél elnyelése van.
A mért abszorbancia-értékekbdl kalibrald egyenes segitségével kiszamitottuk a tesztreakciod
elegyben taldlhatoé hidrogén-peroxid pontos mennyiségét. A mérési adatok értékelése soran az
elbontott H,O, mennyiségét dbrazolva a reakcididd fiiggvényében minden esetben telitési
gorbét kaptunk. Ez alapjan kiszamitottuk a konverzio- és kezdeti sebességértékeket,
amelyeket a késdbbiekben a katalizatorok hatékonysdganak Osszehasonlitdsara hasznaltunk
fel. A tesztreakciok sordn az elegy minden esetben 0,21 mmol réz(Il)iont és 20,1 mmol
hidrogén-peroxidot tartalmazott (1:96 arany), mig a pH-értéket 6,9-re Aallitottuk be
foszfatpuffer segitségével.

A mérési eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy sem a Cu,Zn-komplex, sem
immobilizalt valtozatai (SG—h—Cu,Zn, SG——Cu,Zn és Mont—i—Cu,Zn) nem mutattak katalaz
aktivitast az alkalmazott mérési koriilmények kozott (két ora alatt az elegy hidrogén-peroxid

tartalma kevesebb, mint 1%-kal csokkent). Ezzel ellentétben, vizsgalataink szerint a CuC-
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komplex, illetve a SG—h—CuC, SG—c—CuC ¢és Mont—i—CuC katalizatorok megfeleld kataldz
aktivitassal rendelkeznek. A mérési eredmények a konverzid- és a kezdeti sebességértékekkel

kifejezve az 51. abran lathatok.
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51. abra A CuC-komplex, illetve immobilizalt valtozatainak hidrogén-peroxid elbontason alapulo
katalaz aktivitasa, a konverzioval, illetve a kezdeti sebességekkel kifejezve.

A mérési eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy az immobilizalds utdn minden
esetben csokkent a CuC-komplex aktivitasa. A szilikagélen hidrogénhid-kolcsonhatasokkal
valo immobilizalas (SG-h—CuC) utan a komplex aktivitasa jelentdsen csokkent. Ennek oka
lehet az, hogy a szilikagél poérusain bejut a komplexek egy része, és ott a szubsztrat bomlasa
soran termel6dd molekularis oxigén nem tud tavozni a szilikagél pdrusai kozil, igy gatolva
ujabb H,O, molekula odakeriilését a komplexhez. A montmorillonitban rogzitett komplex
(Mont—-1i—CuC) aktivitascsokkenése 1is hasonld sztérikus okokkal magyardzhat6. A
szilikagélen kovalens kotéssel rogzitett komplex esetében (SG—c—CuC) a rogzitett komplex
molekula viszonylag tdvolabb van a feliilettdl, ezért valdszintileg ez a jelenség itt nem 1ép fel.

Ezt valdsziniisiti az a tény, hogy a konverzi6 értéke megkdzeliti a hordozo nélkiili komplexét.

VI1.4. Az enzimutinzo tulajdonsdgok osszefoglalisa

A VI. fejezetben bemutatott munka keretein beliil vizsgaltuk hordozd nélkiili és
immobilizalt komplex molekuldk enzimutanzd képességeit. Annak érdekében, hogy
megtudjuk, mennyire hatékony funkcionalis modellvegyiileteket allitottunk eld, olyan
szubsztratmolekuldkkal (O, 022’, 3,5-ditercbutil-katechol) vizsgaltuk kolcsonhatasukat,

amelyek azonosak, vagy nagyon hasonloak a bioldgiai rendszerekben megtaldlhatokhoz.
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Méréseink soran tanulmanyoztuk a katalizatorok szuperoxid dizmutaz (SOD), katechol oxidaz
¢s katalaz modellezd képességét. Azt azonban le kell szogezniink, hogy a vizsgalataink
kozéppontjaban 4ll6 Cu,Zn-komplex szerkezeti szempontbol a Cu,Zn-SOD enzimet modellezi
a legjobban, ezért az enzimszeri mukddés tanulményozésa soran is erre fektettik a
legnagyobb hangsulyt. Ugyanakkor arra is valaszt szerettiink volna kapni, hogy képes-e mas,
szerkezetileg eltérd kétmagvu metalloenzimek funkciondlis modellezésére is.

A SOD tesztreakcidoban valo viselkedés alapjan azt mondhatjuk, hogy mind a Cu,Zn-
komplex, mind egyes réz(Il)tartalmi alrendszerei szuperoxid dizmutdz aktivitassal
rendelkeznek. Azt is megallapitottuk, hogy az immobilizalas utan két esetben (SG—c—Cu,Zn
¢s Mont-i—Cu,Zn) csokkent a komplex aktivitdsa. A szilikagélen hidrogénhid-
kolecsonhatasokkal rogzitett Cu,Zn-komplex esetében azonban jelentds aktivitasndovekedést
tapasztaltunk a hordozd nélkiili komplexhez képest. Ezt a jelenséget az ESR paraméterek
alapjan feltételezett geometriai torzulassal magyardzzuk. A mérések alapjan azt is
elmondhatjuk, hogy a modellvegyiiletek aktivitasa egyik esetben sem éri el a természetes
enzimét.

Az anyagok katechol oxidaz aktivitdsdnak mérési eredményei alapjan megéllapitottuk,
hogy a vizsgalt katalizdtorok minden esetben enzimszerti miikddést mutattak. Hasonléan a
SOD tesztreakcidohoz, ebben az esetben is a hidrogénhidas rogzitési méd (SG—h—Cu,Zn)
vezetett a legnagyobb mértékii aktivitdsndvekedéshez. Vizsgalataink harmadik szakaszaban
tanulmanyoztuk az anyagok katalaz aktivitasat is. Eredményeink szerint a Cu,Zn-komplex és
immobilizalt valtozatai nem képesek a szubsztratként alkalmazott hidrogén-peroxid
elbontdsara az alkalmazott mérési koriilmények kozott. Ez a modellezni kivant enzim

jelentdsen eltérd aktiv centruménak ismeretében nem is meglepd.
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VIL. OSSZEFOGLALAS

Munkank soran célul tiiztiik ki metalloenzimeket modellezé fémkomplexek eldallitasat,
illetve azok immobilizalasat szervetlen hordozdkon. Elézetes reményeink szerint a hordozo
(az immobilizalas nyujtotta eldnydkon tul) képes legalabb részben betolteni a természetes
enzimben talalhato fehérjelanc szerkezetkialakitd hatdsat. Vizsgalataink kézéppontjdban egy
réz(Il)- és cink(Il)ionokat tartalmaz6 kétmagvl komplex (Cu,Zn-komplex, 2. abra) allt,
amelyben a két fémiont imidazol4tohid koti 6ssze. Emellett tanulmanyoztunk jonéhany kisebb
molekulatomegii fémkomplex hasonld tulajdonsédgait, amelyek vagy a Cu,Zn-komplexet
felépitd részrendszerek kozé tartoztak (CuA, CuAB, CuC, CuCB), vagy egy¢b, biologiai
szempontbol fontos ligandumot, illetve fémiont tartalmaztak (Cu-his). A megfeleld
tulajdonsdgok oOsszehasonlitdsa sok esetben megkonnyitette a Cu,Zn-komplex kémiai

viselkedésének magyarazatat.

A Cu,Zn-komplex szerkezetileg igen jol modellezi a nativ réz(Il)-cink(Il) szuperoxid
dizmutdz (Cu,Zn-SOD) enzim aktiv centrumat, mivel a fémionok mindsége és mennyisége is
azonos a természetes enzimben taldlhatd ionokkal, és a fémionok kozott a komplexben is
imidazolatohid biztosit kapcsolatot. Mivel a komplex szerkezetérdl csak hidnyos ismeretek
alltak rendelkezésiinkre, ezért munkank elsé szakaszdban elvégeztik a Cu,Zn-komplex,
illetve egyes alrendszereinek részletes vizsgalatat vizes oldatban. A mérési mddszerek
potenciometria, UV-Vis spektrofotometria, ESR spektroszkopia, tdmegspektrometria, ciklikus
voltammetria voltak.

A pH-potenciometriai titraldsok sordn meghataroztuk a kérdéses komplexet alkoto
ligandumok protonalodasi allandoinak szamértékeét, illetve vizsgaltuk az Otkomponensii
rendszerben és alrendszereiben képzddd komplexmolekuldk Osszetételét és kiszamitottuk
stabilitasi allandoik értékét. Az eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy vizes oldatban 7—
11 pH-értékek kozott dontden az imidazolatohidas szerkezetli forma, illetve annak deprotonalt
valtozata fordul el6 az 6tkomponensii rendszerben.

Ezt az eredményt megerdsitették a pH-fliggd ESR- és UV-Vis spektroszkopiai mérések
is. Az elobb emlitett két modszer segitségével meghatiroztuk a rendszerben képzddo
részecskék oldatbeli szerkezetét. Megallapitottuk, hogy a semleges-ligos tartomanyban
képz6dd imidazolatohidas részecskéhez két izomerszerkezet rendelhetd, a koordindlodd

nitrogénatomok elhelyezkedésétdl fliggden.
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Ezek utan tomegspektrometriai modszerekkel (MALDI- és ESI-MS) igazoltuk a Cu,Zn-
komplex, illetve a részrendszereiben képzddd molekuldk 1étezését, molekulatomegiik
meghatarozasa €s fragmentaciojuk vizsgalata altal.

Az oldategyensulyi mérések végsd 1épésében jellemeztik a modellvegyiiletek
elektrokémiai tulajdonsagait, modszerként ciklikus voltammetriat alkalmazva. A vizsgalatok
soran tanulmanyoztuk a Cu,Zn-komplex elektrokémiai viselkedésének pH-fliggését, illetve
ezen tulajdonsagait Osszehasonlitottuk egyes alrendszerei hasonld jellemzdivel. A mérési
eredmények ebben az esetben is igazoltak a Cu,Zn-komplex jelenlétét pH = 7 érték felett az
oldatban, illetve azt is megallapitottuk, hogy a Cu,Zn-komplex megfeleléen negativ

potenciallal rendelkezik a szuperoxid-gydkanionok sikeres dizmutalasdhoz.

Az oldategyensulyi vizsgalatok utdn immobilizaltuk a Cu,Zn-komplex molekulat
montmorillonitban (Mont—1—Cu,Zn), illetve szilikagélen. Szilard matrixként agyagésvanyt
alkalmazva a hordozd ioncsere-kapacitasanak megfeleld elektrosztatikus kdlcsonhatdsok
segitségével rogzitettiik a komplexmolekulat a matrix rétegei kozott. A szilikagél esetében
kétféle rogzitési modszert valasztottunk: (i) immobilizalds hidrogénhid-kolcsonhatasok
segitségével (SG—h—Cu,Zn); (i1) kovalens rogzités dietiléntriamin-funkcionalizalt szilikagélre
(SG——Cu,Zn). Az immobilizalas sikerességét igazoltuk, illetve a katalizatorok tulajdonsagait
tobbféle modszerrel jellemeztiik.

El6szor meghataroztuk az immobilizalas soran kapott anyagok fémiontartalmat,
atomabszorpcids spektrofotometria modszerét alkalmazva. Méréseink szerint minden esetben
1:1 ardnyban volt jelen a két fémion a katalizdtorokban, ami a sikeres megkotddésre utal. A
kiindulasi matrixok és az immobilizalt mintdk fajlagos feliiletértékeinek Osszevetése szintén
alatdmasztotta a komplexek rogzitésének sikerét.

Ezt kovetéen FT-IR spektroszkopiat alkalmaztunk a Cu,Zn-komplexet alkoto
ligandumok jelenlétének igazoldsdra. A modszerrel minden egyes esetben detektalni tudtuk a
dietiléntriamin, az imidazol és a trisz(2-aminoetil)amin jelenlétét a vizsgalt anyagokban. Ez az
eredmény, az atomabszorpcids spektrofotometriai mérésekkel kiegészitve, az immobilizalas
sikerességének erds bizonyitéka.

A rdgzités soran a komplexek szerkezetében bekovetkezd valtozdsok megismerésének
érdekében elvégeztilk az anyagok ESR spektroszkopiai vizsgalatit. A montmorillonitban
ioncserével tortént immobilizalassal kapott anyag (Mont—-i—Cu,Zn) vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a Cu,Zn-komplex jelentdsebb szerkezetvaltozas nélkiil k6tédott meg a

montmorillonit rétegei kozott. Szilikagélen mind hidrogénhidas, mind kovalens rogzités soran
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kétféle szerkezetli réz(Il)komplexet detektaltunk a katalizatorok feliilletén. Az ESR
paraméterek alapjan azt mondhatjuk, hogy ezeknél az anyagoknal az immobilizalt molekula
geometriai torzulast szenved. Az SG—h—Cu,Zn esetében a nagyobb mértékben eléforduld
részecske szerkezete, az ESR paraméterek alapjan, jobban hasonlit a természetes Cu,Zn-SOD
enzim aktiv centruméhoz, mint a hordozé nélkiili Cu,Zn-komplex.

Vizsgaltuk az anyagok termikus viselkedését is, termoanalitikai modszerekkel (TG,
DTA). Megallapitottuk, hogy a szilikagélen valo rogzitéssel nyert katalizatorok termikusan
stabilisabbak, mint a Mont-i—-Cu,Zn és a Cu,Zn-komplex, amelyek 300 °C Kkoriil

robbanasszeriien elbomlanak.

Az el6zOéekben emlitett anyagok enzimaktivitasat minden esetben vizsgaltuk a
kovetkezO tesztreakciokban: SOD aktivitas, katechol oxidaz aktivitas és katalaz aktivitas.
Mivel a Cu,Zn-komplex szerkezete alapjan igen jol modellezi a nativ Cu,Zn-SOD enzimet,
ezért a tesztelés sordn is erre fektettilk a legnagyobb hangsulyt. A masik két esetben arra
voltunk kivancsiak, hogy a szerkezetileg kiillonb6z6, am ugyancsak két fémiont tartalmazé
molekula mennyire hatékonyan tudja az enzimszeri miikodést utdnozni.

A SOD tesztreakci6 eredményeinek ismeretében elmondhatjuk, hogy a vizsgalt
katalizatorok mindegyike aktivitast mutat. Ezek az adatok minden esetben elmaradnak a
természetes enzim hasonld értékétdl, azonban mindegyik anyagrol elmondhatd, hogy
megfelelden nagy koncentracidoban a tesztreakcioban keletkezd szuperoxid-gyokok 80-90 %-
at dizmutalja. Az eredmények ismeretében azt mondhatjuk, hogy a Cu,Zn-komplex aktivitasa
nagyobb, mint az egyes alrendszerek esetében mért értékek. Ez arra utal, hogy az
imidazolatéhid kialakuldsa kedvezObb enzimszeri miikodés megjelenésével jar.
Megallapitottuk, hogy az immobilizdlas a hidrogénhidas régzités (SG—h—Cu,Zn) esetében
jelentds aktivitdsnovekedéssel jart. Az itt jelentkezd kozel tizszeres aktivitasnovekedést a
természetes enzimhez hasonlé szerkezet kialakuldsdval magyardzhatjuk.

A katechol oxidaz tesztreakcid soran szintén mindegyik anyag esetében aktivitast
tapasztaltunk. A Cu,Zn-komplex immobilizdldsa minden esetben aktivitisnovekedést
eredményezett, azonban itt is a SG-h—Cu,Zn bizonyult a legaktivabbnak.

Meérési eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy a Cu,Zn-komplex, illetve
immobilizalt véltozatai nem mutattak kataldz aktivitdst az alkalmazott tesztreakcid
koriilményei kozott, azaz a komplex sem szerkezeti, sem miikddési szempontbol nem j6

katalaz modell.
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VIII. SUMMARY

Generally, the active centre of the native enzymes contains metal ions coordinated by
donor groups of protein side chains. Further role of the protein is to organise a relatively
mobile structure around the active centre. Several native enzymes contain two or more metal
ions in their active centre (for example: superoxide dismutase, catalase, catechol oxidase).
The metal ions cooperate when the enzyme works and they together with their immediate
surroundings the reactions of the substrates.

Since the active centre of metalloenzymes resembles a simple metal complex, the
preparation of complexes with similar structure is a promising way of mimicking the
enzymes. Structural and/or functional modelling the active sites are usually done by preparing
complexes having the appropriate metal ion(s) and ligands of the same or similar structures

found in the enzyme.

The aim of this work was to prepare and immobilise some, hopefully, enzyme
mimicking metal complexes and test them in various enzymatic reactions. Inorganic materials
(silica gel and montmorillonite) were used as the solid matrices in the immobilisation
procedures. The guest materials were a heterobinuclear copper(Il)-zinc(Il) complex (Cu(II)-
diethylenetriamino-p-imidazolato-Zn(II)-tris(2-aminoethyl)amine perchlorate, denoted as
Cu,Zn-complex in the followings) and its substructural complexes. The support-free as well
as the immobilised materials were tested in the dismutation of the superoxide radical ion
(SOD activity), the decomposition of H,O, (catalase activity) and the oxidation of catechol
(cathecolase activity). Subsystems (CuA, CuAB, CuC, CuCB) of the Cu,Zn-complex were
also studied. The Cu,Zn-complex bears some structural resemblance to the active centre of
copper(Il)-zinc(Il) superoxide dismutase: both the complex and the native enzyme contain an

imidazolate bridge between the copper(Il) and zinc(II) ions.

Although the preparation and a brief UV-Vis spectroscopic study of the Cu,Zn-complex
was published earlier by Japanese authors [3], full structural characterisation has not been
done either in aqueous solution or the solid state. Thus, the solution chemical properties of the
complex and its building units were studied first.

The speciation of the five-component system (and its subsystems) containing three
ligands (diethylenetriamine, imidazole, tris(2-aminoethyl)amine), copper(Il)- and zinc(Il)ion
in 1:1 ratio was investigated by pH potentiometric titration in the 2—11 pH region. The

composition and the stability constant of the evolved species were calculated using a
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computer program. The pH-metric results indicated that the imidazolate bridged Cu,Zn-
complex is stable in the 7-11 pH range (deprotonation only occurred above pH 8 on the
zinc(II) side, but the imidazolate bridge remained intact even under these conditions).

The EPR and UV-Vis spectra were also recorded in the same pH region. Complete
structural characterisation was done for each species evolved. Two isomers were identified for
the imidazolate bridged complex and a third one was also detected in the alkaline region in
small amount. In our view, this complex also contains an imidazolate bridge between the
metal ions and the only difference is the second deprotonation taking place on the copper(Il)
side.

The molecular weight of the Cu,Zn-complex was determined by two mass spectrometric
methods (ESI-MS and MALDI-MS) at pH = 8. Some subsystems (CuA, CuAB, ZnC,
ZnCB) were also scrutinised by mass spectrometry.

The electrochemical behaviour of the Cu,Zn-complex was determined by cyclic
voltammetry. The formation of the imidazolate-bridged compound was confirmed by the

electrochemical results too. In all cases negative redox potentials were measured.

The Cu,Zn-complex and some of its subsystems were immobilised on silica gel and in
montmorillonite. Immobilisation was effected by electrostatic forces when montmorillonite
was the host material (Mont—i—Cu,Zn). For silica gel two types of immobilisation method
were applied: immobilisation via (1) hydrogen bonds (SG—h—Cu,Zn) or (ii) covalent linkage
(SG——Cu,Zn). The prepared catalysts were characterised by FT-IR- and EPR spectroscopy,
atomic absorption spectrophotometry, BET surface are measurement and thermal (DTA, TG)
methods.

The composition of the immobilised complex was first checked through measuring the
metal ion content. After dissolving the solid substances (Mont—i—Cu,Zn, SG-h—Cu,Zn, SG—c—
Cu,Zn) in aqua regia, 1:1 copper(Il) to zinc(Il) ratio was found on the bases of atomic
absorption spectroscopic (AAS) measurements.

The presence of the ligands (diethylenetriamine, imidazole and tris(2-aminoethyl)amine)
in the solid materials was confirmed by FT-IR spectroscopy. Results obtained by the two
spectroscopic methods clearly show that immobilisation of the Cu,Zn-complex was successful
on the silica surface or among the layers of the montmorillonite.

In order to follow the structural changes during the immobilisation procedure, EPR
spectroscopic investigation of the substances was performed. The powder EPR spectra of the

montmorillonite-immobilised material and the EPR parameters revealed that the complex did
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not fall apart upon immobilisation. The spectra of the host-free and the montmorillonite
immobilised complex were identical indicating that there was no change in the coordination
geometry upon immobilisation. As concerns the SG—h—Cu,Zn and the SG——Cu,Zn materials
the EPR spectra of the host-free and silica-immobilised complexes differ, in addition, two
types of copper(Il)-containing species were detected in these substances. The EPR data
indicated change in the geometry around the copper(Il) ion upon immobilisation. In one of the
components the EPR parameters were very similar to those of the native superoxide dismutase
enzyme.

The thermal behaviour of the materials was investigated by thermogravimetry (TG) and
differential thermal analysis (DTA). The silica-immobilised complexes (SG-h—Cu,Zn and
SG—c—Cu,Zn) were more stable thermally than the host-free and the montmorillonite-

immobilised (Mont—i—Cu,Zn) complexes.

The prepared and characterised substances were tested in various enzymatic assays;
their superoxide dismutase, catalase and catechol oxidase activities were studied. The host-
free Cu,Zn-complex was found to be a good functional model for the copper(Il)-zinc(II)
superoxide dismutase.

It was found that the Cu,Zn-complex was more active than its copper(Il) containing
subsystems; however, it was significantly less active than the native enzyme. Nevertheless,
the Cu,Zn-complex is a potent SOD mimic considering its very low molecular weight
compared to that of the native enzyme. The complex-free supports were found to be inactive
in the SOD test reaction. After immobilising the Cu,Zn-complex on silica gel via hydrogen
bonding the material also displayed SOD activity. The SOD activity did not merely appear but
was an order of magnitude higher than that of the host-free complex. Although the
immobilised substructures of the Cu,Zn-complex also displayed SOD activity, it was
significantly smaller than that of the silica-immobilised Cu,Zn-complex. They were even less
active than the host-free Cu-Zn complex. After immobilisation in montmorillonite the
complex displayed low SOD activity, however, it was comparable to that of the host-free
complex.

The catecholase activity of the host—free and immobilised complexes was tested in the
catalytic oxidation of 3,5-di-tert-butyl catechol (DTBC) to 3,5-di-fert-butyl quinone (DTBQ)
in the presence of dioxygen. The cathecholase activity of the Cu,Zn-complex changed

significantly upon immobilisation on either silica gel (SG-h—Cu,Zn and SG——Cu,Zn) or in
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montmorillonite (Mont-i—Cu,Zn). The most active material was the SG—h—Cu,Zn. Its activity
was nearly 50 folds higher than that of the host-free complex.

The catalase activities of the host-free and immobilised complexes were tested in the
decomposition reaction of hydrogen peroxide yielding water and molecular oxygen. It was
found that the Cu,Zn-complex and its immobilised forms had no catalase activity under these

conditions.
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