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1. Bevezetés

A szénhidratok/szénhidratszarmazékok kiilonboz6 fémionok kozotti kdlesonhatasok
feltarasa az utdbbi évgekben-évtizedekben kiemelt jelentdségii teriiletté valt, koszonhetéen
szamos bioldgiai folyamat €s ipari alkalmazas soran betdltott kulcsfontossagli szerepiiknek.
Ebbe a vegyiiletcsoportba sorolhatok az aldonsavak, melyek széleskorii gyakorlati
felhasznalasra tettek szert (gyogyszer- és élelmiszeripar, papir- és textilgyartas, stb.)

Az altalunk vizsgalt L-gulonation (L-Gul”, 1.(b) abra) az L-aszkorbinsav (C-
vitamin) bioszintézise soran a D-glilkkuronsavbol keletkezd intermedier. A savas kdzegben
protonalédd anion (HGul) intramolekularis észterképzéssel L-gulonsav-y-laktont (Gul-L)
eredményez.! Egy korai tanulméany szerint ez az ottaga gyliriis észter a stabilisabb, mig a
hattag( 5-lakton gyorsabban képzédik.! Megallapitottik, hogy a laktonizacio joval lassabb
folyamat mint a protonalodas.

7. abra: A D-gliikonation (a) és L-gulonation (b)
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Az L-gulonation diasztereomerparja a széleskoriien hasznalt D-gliikkonation (D-
egymastol, amib6l azonban nem kovetkezik, hogy kémiai tulajdonsagaik teljesen
megegyeznek. A gliikonat protonalédasi és laktonizacidos egyensulyait Zhang és
munkatarsai ViZSgé]ték.[S] A protonalodasi allandd értéke (T =25°C, 1=1M):
IgK, = 3,30 + 0,02, mig a képz6do ottagh () és hattagn (5) gytiriis lakton koziil az utobbi a
stabilisabb, IgK_s=-0,54+0,04 képz6dési allandoval. A gulonation protonalddasi
allandgjat mar meghatérozték,w a laktonizaciés allandora azonban nincs irodalmi adat.
Jelen munka célja ennek megfeleleben az L-Gul™ savas kozegben lejatszodo reakcidinak
egyensulyi leirasa volt.
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2. Kisérleti rész

A felhasznalt L-gulonsav-y-lakton (Sigma-Aldrich termék, 95%-os tisztasig)
mindségét forgatoképesség-méréssel (Optech PL1 korpolariméter, 2 dm optikai uthossz)
ellendriztik. A meghatarozott fajlagos forgatoképesség megegyezett a gyartdo altal
megadott adattalal.

A gulonation protonalodasi és laktonizacios egyensulyanak meghatarozasahoz
sziikséges NaGul-tartalmi oldatokat ugy készitettilk, hogy a kiindulasi L-gulonsav-y-
laktont ekvivalens mennyiségli NaOH-oldattal semlegesitettiik. Az egyes oldatokban az
anion teljes koncentracidja ([Gul]1) 0,2000 M volt minden esetben. Az ionerdsséget 1 M-
0,2001 M kozott valtoztattuk. A mérések elétt irodalmi adatok alapjan'® négy napot
vartunk az egyensuly beallasara.

A pH-mérés soran egy Mettler Toledo S20 Seven Easy berendezést hasznaltunk. Az
iivegelektrod kalibracidja 3 pufferoldat és 4 pontos higitassal készitett sdésavoldat
segitségével tortént. A méréseket minden esetben szobahdmérsékleten végeztiik.

A H és *C NMR-spektrumokat egy Bruker Avance 500 MHz-es NMR-spektro-
méterrel vettiik fel (25 + 1) °C hémérsékleten, vizjel elnyomas mellett. A gulonation *H- és
BC-csiicsait kutatocsoportunkban korabban mar azonositottak.

3. Eredmények bemutatasa és értékelése

A deprotonalt és protonalt forma H-atomjai egymassal gyors cserében vannak, igy
a protonalodas eredményeként a kémiai eltolodas fokozatos valtozasa lathato.®] A
nagymértékben kiilonbozo szerkezetii y- és d-lakton lasst cserében van mind a nyilt lancu
formakkal, mind egymassal; emellett ezek a protonalddasi folyamatokban nem vesznek
részt, igy csucsaik kdnnyen azonosithatdk, és mindig adott kémiai eltolodasnal talalhatok.
Az L-Gul” esetén semleges és savas kdzegben felvett spektrumok a 2. abran lathatok.
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8. 4bra: A *C NMR spektrumok viltozasa a pH fiiggvényében
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A Gul™ 'H ¢s *C NMR jelei jelentésen eltolodnak a csokkend pH hatdsara, ami
egyértelmiien a protonalédas eredménye. A legnagyobb valtozas a karboxilation Cl1 jele
mellett a C2 (valamint "H NMR esetén a H2) jelnél lathat6, mivel a protonalodas helyéhez
ez helyezkedik el a legk6zelebb.

Savas kozegben tiz 0j jel lathatd a spektrumon, ami a laktonképz6dést jelzi. A
nagyobb intenzitasi 06t jel a y-laktonhoz tartozik, mivel egyenstlyban ez a forma
stabilisabb. A kis intenzitsi C1 jele mellett varhaté hatodik laktonjel egyik esetben sem
lathato, ennek oka a viszonylag rovid mérési id6.

A mar emlitett gyors csere miatt a mért kémiai eltolodas () a két részecske hatar-
eltolodasanak moltortekkel sulyozott atlagaként adodik.

[Gul’]

) [HGul]
o = 5Gul,m + 5HGUIW @

rrrrr

_ [HGU|] (2)

K
" [H][cul]
Ezt behelyettesitve a kémiai eltolodas fenti egyenletébe, J kifejezhetd [H'] fiiggvényeként.

5 Ko [H ]85, + o )
1+ K, [H]
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A protonalddasi allando igy, a laktonizaciotol fliggetleniil, nemlinedris illesztéssel
szamithatd. Az egyes jelekre kapott értékek 'H és *C NMR esetén (a legnagyobb hibat
tekintve atlagos hibanak): 1gK, = 3,18 + 0,05 és 3,18 £ 0,01. Az illesztések eredménye a B¢
NMR spektrumok esetén a 3. abran lathatd. Az adatokat egyiittesen is illesztettiik a ZITA
program®® segitségével; az igy kapott eredmény 3,24 + 0,03. Megallapithato, hogy a két
NMR modszer esetén kapott érték jol egyezik. Az L-gulonatra meghatarozott irodalmi érték
IgK, = 3,48 + 0,02;" a kiilonbség valoszinileg a joval kisebb ionerésség (0,1 M)
kovetkezménye. A D-Gluc™ esetén 1gK, értéke 3,30 +0,02 (1=0,1M), ami alapjan
kijelenthetd, hogy a két vegyiilet protonalodas szempontjabol hasonloan viselkedik.

A protonalddas, valamint laktonizacid brutto egyenlete a kdvetkez6:

H* + GulI" === HGul === Gul-L + H,0 (4)

Amennyiben a HCI kezdeti koncentracidja ([HCl]y) és K, értéke ismert, a pH kiszamithato.
Laktonképzodés soran a HGul koncentracioja csokken, ami az elsd reakciot a felsé nyil
iranyaba tolja, igy az egyensulyi H'-koncentracié szintén csokken, tehit a pH néni fog. A
mért és szamitott pH kozti kiilonbség tehat a laktonizacidé kovetkezménye, vagyis erre a
folyamatra kozvetlen és egyszertien mérhet6 kémiai informaciot szolgaltat.

Figyelembe véve a laktonizacios allando kifejezését és az anyagmérleg-egyenleteket, K,
értéke adott mért pH esetén az alabbi dsszefliggés szerint szamithato:

~ [GulL] [HCl]T_[Hj -
“= [heu] Ko [H)([Gur ], ~[uer], +[1°]) : 7

IgK_ értékére —0,41+0,05 adodott, ami hasonld a D-glikonatra kapott értékhez
(-0,54 + 0,04)E!, bar utobbi esetén a hattagli izomer a stabilisabb. A ZITA programmal
végzett szamitasok alapjan IgK| =—-0,42 £ 0,06. Az egyes részecskék eloszlasi diagramja a
4. abran lathato.
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3. dbra: Az L-gulonation kémiai eltolédasanak valtozasa savas kozegben (T = 25 °C,
| =1 M). A szimb6lumok a mért, mig a vonalak a szamolt értékeket jelolik. Az
adatokat minden esetben a gulonation adataira normalizaltuk a jobb abrazolhatosag

érdekében.
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Az igy meghatarozott allandé makroallandé, ugyanis egyarant jellemzi a y- és 3-lakton
képzOdését. Az anyagmérleg egyenletek felhasznalasaval K a két mikroallandé
Osszegeként fejezheté ki. Mivel a mikroallandok aranya megegyezik a két lakton
koncentracidaranyéaval, ezért ezt a hanyadost a *>C jelteriiletek segitségével lehet becsiilni.

[y-Gul-L] + [3-Gul-L]

KL = [HGuI] = KL,y + KL,B (6)

[yv-Gul-L] K,

= ~ = 2 7
T, [GuL] | K. 0

A fenti kozelitést haszndlva, a mikrodllandok értékeire IgK, ,=-0,5 és IgK ;=-1,1
adodott. A tovabbiakban a rendszer forgatoképesség-valtozasat kivanjuk részletesen
vizsgalni polarimetria segitségével. A mar megmeért részecskeeloszlasi diagramot a 4. abra
mutatja.
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4. abra: Részecskeeloszlasi diagram a Gul'—-HGul-Gul-L rendszerben

1.0 4
0.8 5
HGul
s 0.6
c
S
3 -
(=]
3
0.4 S
| Gul-L
0.2
1 Gul”
0.0 T T T T T T T T T T !
1 2 3 4 5 6

[1] C. Bublitz, A. L. Lehninger; Biochimica et Biophysica Acta 1961, 47, 288-297.

[2] P. A. Levene, H. S. Simms; Journal of Biological Chemistry 1925, 65, 31-47.

[3] Z. Zhang, P. Gibson, S. B. Clark, G. Tian, P. L. Zanonato, L. Rao; Journal of Solution
Chemistry 2007, 36, 1187-1200.

[4] T. Gajda, B. Gyurcsik, T. Jakusch, K. Burger, B. Henry, J.-J. Delpuech; Inorganica
Chimica Acta 1998, 275-276, 130-140.

[5] G. Peintler; ZITA, A comprehensive program package for fitting parameters of
chemical reaction mechanisms, Versions 2.1-5.0, 1989-2012, Department of Physical
Chemistry, University of Szeged, Szeged, Hungary.

184



