Rada Jeremic

Ispitivanje reakcije kompleksa [AuCl4]
sa aminokiselinama L-metioninom,
L-cisteinom,
S-karboksimetil-L-cisteinom 1
glutationom

Reakcija kompleksa [AuCly]” sa —S-donorskim ligandima: L-metioninom, L-ciste-
inom, S-karboksimetil-L-cisteinom i glutationom ispitana je u zavisnosti od pH
vrednosti i koncentracije CI jona u rastvoru. Ovaj proces se sastoji od dve uza-
stopne reakcije. U prvoj, brzoj reakciji, dolazi do supstitucije CI liganda amino-
kiselinom. Druga, sporija reakcija, je redukcija Au(lll) do Au(l), uz obrazovanje
odgovarajuceg sulfoksida. Brzina redukcije zavisi od vrste aminokiseline.
Redukcija je bria sa aminokiselinama koje imaju —SH nego sa onima koje imaju
—S-grupu. Brzina redukcije raste sa porastom koncentracije hlorida u rastvoru.

Uvod

Poznato je da Au(Ill) ima izrazite oksidacione osobine i da se koristi
za oksidaciju velikog broja jedinjenja, od kojih su sa biohemijskog
aspekta, zbog potencijalne primene kompleksa zlata kao antitumornih
lekova, najinteresantnije amino-kiseline, peptidi i enzimi (Gabbiani 2007,
Isab 1977; Ivanova 2004). Au(Ill) oksiduje sumpor-donorske ligande,
amino-kiseline i peptide u bocnom lancu enzima. Reakcija naj¢esce ide do
sulfoksida, pri ¢emu se Au(IIl) redukuje do Au(l) (Bordignon 1973). Iako
u literaturi ima podataka o ovim reakcijama, njihov mehanizam, koji
ukljucuje i poznavanje zavisnosti reakcije od pH sredine i koncentracije
CI” u najvecem broju slucajeva nije detaljnije istraZzen (Annibale 1980;
Zou 1999; Cuadrado 2000). Postoje podaci u literaturi o redukciji Au(III)
metioninom do sulfoksida (Natile 1976; Bordingnon 1973). Najnoviji
rezultati pokazali su da se reakcija izmedu Au(IIl) i amino kiseline
L-metionina odigrava u dva stepena (MiloSevi¢ 2007). Prvi stepen reakcije
je proces supstitucije hloridnog liganda L-metioninom, a drugi stepen je
proces redukcije Au(IIl) do Au(I). Sli¢ni rezultati su dobijeni za redukciju
zlata sa dialkil sulfidima (Annibale 1980), gde su krajnji proizvodi Au(I),
sulfoksidi i koloidno zlato.
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L-metionin je jedna od esencijalnih amino kiselina, koja u svojoj
strukturi sadrZzi tioetarsku grupu. Na slici 1 su prikazane strukture komple-
ksnog tetrahloroauratnog anjona i metionina. Kompleks Au(IIl) je kvadrat-
no-planaran sa 4 hloro liganda, a L-metionin je ligand koji ima slobodne
elektronske parove na sumporu iz tioetarske grupe preko kojih ucestvuje u
reakciji supstitucije hloridnih jona u tetrahloroauratnom kompleksu.
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U reakciji tetrahloroauratne(III) kiseline i metionina Au(IIl) se
redukuje do Au(I), a metionin se oksiduje do metionin sulfoksida
(Milogevi¢ 2007).

Prvi reakcioni korak, gradenje kompleksa, pri ¢emu L-metionin sups-
tituiSe Cl™ iz koordinacione sfere Au(Ill), veoma je brz i obi¢no se ne mo-
Ze pratiti konvencionalnim spektrofotometrijskim, a ni drugim tehnikama:

[AuCl,]” + L-met — [AuCl;Met]" + CI” (1)

Nakon gradenja kompleksa Au(IIl) sa metioninom sledi drugi, sporiji
proces, proces oksidoredukcije kompleksa [AuCl;Met]*, koji je prikazan
sledec¢im reakcijama (MiloSevi¢ 2007):

[AuCl;Met]” + 2¢- — [AuCIMet]" + 2CI° 2

U visku metionina, drugi molekul metionina napada Au(IIl) kom-
pleks, redukujuéi ga do Au(I). U ovom reakcionom procesu L-metionin se
oksiduje do sulfoksida:

[AuCl3Met]* + L-met + H20 — [AuCIMet]* +
CH;SOCH,CH,CH(-COOH)(-H2N) + 2H" + 2CI" 3)

Amino kiseline L-cistein (slika 2a), S-karboksimetil-L-cistein (slika
2c), i tripeptid glutation (slika 2b), takode u svojoj strukturi sadrZze
tiolnu ili tioetarsku grupu, koja pokazuje visok afinitet za reakciju sa
Au(III).

H NH 2
o) 1, NH; OH
/\l)J\ OMO HQN//‘
HS OH OH  H NH o H
NHQ HS\)%(NH\)J\OH S\ gOH
o) o
a b c

238 + PETNICKE SVESKE 64

Slika 1.

Struktura
tetrahloroauratnog(I1I)
jona i L-metionina

Figure 1.

Structures of
[AuCl4]~ and
L-methionine

Slika 2.

a) struktura L-cisteina
b) struktura glutationa
¢) struktura
S-karboksimetil-L-
-cisteina

Figure 2.

a) Structure of L-cysteine
b) Structure of glutathione

¢) Structure of
S-carboximethyl-L-

-cysteine
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Cilj rada je ispitivanje reakcija L-metionina, L-cisteina, S-karboksi-
metil-L-cisteina i glutationa sa [AuCly]™ Ispitana je zavisnost brzine

redukcije [AuCly]™ od vrste amino-kiseline, pH sredine i koncentracije
hloridnog jona.

Eksperimentalni deo

Tokom eksperimenta kori§éeni su rastvori [AuCly]”, L-metionina,

L-cisteina, S-karboksimetil-L-cisteina i glutationa. Rastvori [AuCly]” su
pravljeni iz osnovnog rastvora 1.12x1072 M, koji je dobijen rastvaranjem
0.9223 ¢ HAuCI4x3H,0 u 200 mL 0.1 M HCIOy4. Rastvori L-metionina,
L-cisteina, S-karboksimetil-L-cisteina i glutationa pravljeni su iz osnovnog
rastvora koncentracije 1072 M koji je dobijen rastvaranjem u vodi.

Da bi se ispitala reakcija kompleksa [AuCly]” sa amino kiselinama,
snimljeni su apsorpcioni spektri (spekrofotometar Cintra 10. GBC Spec-
tral. Melbourne) 5x10™> M rastvora [AuCly]”, animo kiselina, kao i
rastvora gde je odnos koncentracija rastvora Au/Met (ili L-cisteina, GSH,
S-karboksimetil-L-cisteina) = 1:10 u oblasti pH 1-5. Ovaj koncentracioni
odnos je odabran da bi zadovoljio eksperimentalne uslove pseudo prvog
reda reakcije u odnosu na ligand. Spektri su snimani odmah nakon
pripremanja rastvora, u vremenskim intervalima od nekoliko sekundi, u
oblasti talasnih duZzina od 220 do 320 nm. Spektri su snimani tako $to se u
kivetu direktno odmeri 3 mL rastvora kompleksai [AuCly]” i 150 uL
rastvora jedne od amino-kiselina tako da budu prisutni u kiveti u
odgovarajucoj koncentraciji. Na osnovu dobijenih rezultata i analize
apsorpcionih spektara odredeno je da se na talasnim duzinama 225 i 310
nm prati proces redukcije. Ove talasne duzine su odabrane tako da je
promena apsorbancije tokom reakcije najveca. Na odabranim talasnim
duZinama snimljene su kineticke krive, praene promenom apsorbancije u
zavisnosti od vremena. Da bi se odredila konstanta brzine redukcije
Au(IIT) u obrazovanom kompleksu, na eksperimentalne podatke u visku
liganda primenjena je jednacina koja karakteriSe procese pseudo prvog
reda u obliku

A, =A4,e" 4)

t 0

gde je:

A, — apsorbancija u trenutku ¢,

A, — apsorbancija u trenutku ¢ = 0,

t — vreme,

k — konstanta brzine reakcije pseudo prvog reda.

Logaritmovanjem jednacCine (4) dobija se pravolinijska zavisnost Ciji
nagib predstavlja konstanta brzine reakcije (Shmidt 1982).
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Rezultati 1 diskusija

Promene apsorpcionih spektara [AuCly] u zavisnosti od
vrste liganda

Poznato je da [AuCly]™ podleze hidrolizi, koja zavisi od pH,
koncentracije [AuCly]™ i koncentracije CI™ pri ¢emu dolazi do promene
izgleda apsorpcionog spektra kompleksa (Vasi¢ 2000). Zbog toga je
prethodno bilo potrebno ispitati promenu apsorpcionih spektara 5x107> M
[AuCly]™ u zavisnosti od pH pri konstantnoj koncentraciji CI”. Odabrana
je koncentracija 0.1 M CI7, zbog toga §to prema literaturnim (ibid.)
podacima pri ovoj koncentraciji ne bi trebalo da dode do promene jonskog
stanja [AuCl,]".

Apsorpcioni spektar kompleksa [AuCl,]™ ima 2 maksimuma, na 310 i
225 nm. Sa slike 3 se vidi da se apsorpcioni spektri na pH vrednostima od
pH 1 do pH 3 malo razlikuju. Apsorpcioni spektar na pH 4.5 razlikuje se
u odnosu na spektre na manjim pH vrednostima. To se moZe objasniti
delimi¢nom hidrolizom kompleksa.

Iz dobijenih spektara moZe se zakljuciti da se na svim praéenim pH
vrednostima Au nalazi u obliku kompleksa [AuCly]™ i da koli¢ina
proizvoda koji je hidrolizovao nema uticaj na kineticka merenja u
ispitivanoj reakciji u oblasti pH od pH 1 do pH 3.
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Slika 3.

Apsorpcioni spektri 5
%10 M [AuCl4]~ u
zavisnosti od pH u
rastvoru 0.1 M KCI

Figure 3.

Change of apsorption
spectra 510> M
[AuCl4]~ as a
function of pH in
solution of 0.1 M
KcCl
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Na slici 4 prikazani su apsorpcioni spektri rastvora koji sadrzi
5x10 M [AuCly]” i 5x10™* M L-metionina na pH 1 snimljeni u
vremenskim intervalima od 5 min. Sli¢ni rezultati dobijeni su za rastvore
koji sadrze 5x10° M [AuCly]™ i 5x10~* M glutation; 510~ M [AuCl,] " i
5x10™ M L-cistein; i 5x107> M [AuCl,]” i 5x10™* M S-karboksi-L-cistein.
Sa slike 4 vidi se da tokom vremena dolazi do promene izgleda
apsorpcionog spektra rastvora. Apsorbancija na talasnim duZinama 250 i
310 nm opada, a na talasnoj duzini 275 nm raste, pa opada.

Iz dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da dolazi do reakcije

[AuCl4]” sa —SH donorskim ligandima: L-metioninom, L-cisteinom,
S-karboksimetil-L-cisteinom i glutationom. Sli¢na promena apsorpcionog
spektra u svim slucajevima ukazuje da postoje dva uzastopna procesa
(MiloSevi¢ 2007). Prvi proces, proces supstitucije, je veoma brz i
odgovara porastu apsorbancije na 275 nm, reakcija (1). Drugi proces je
sporiji. To je proces redukcije Au (III) u Au (I) prema reakciji (2).

Zavisnost brzine reakcije od razli¢itih liganda na pH 1

Na slici 5 prikazane su kineti¢ke krive redukcije [AuCl4]™ u
zavisnosti od liganda na pH 1.0 u prisustvu 0.1 M KCI. Kinetika je
pracena na talasnim duzZinama ordedenim iz spektralnih promena na
slikama 4-7.

Opadanje apsorbancije na talasnoj duZini 225 nm, (MiloSevi¢ 2007)
odgovara procesu redukcije Au (III) do Au (I) u viSku aminokiseline.
Kineti¢ke krive imaju oblik zavisnosti pseudo prvog reda, koje su opisane
jednac¢inom (4). Logaritmovanjem kineti¢kih krivih dobijene su prave iz

ZBORNIK RADOVA 2008

Slika 4.

Promena apsorpcionih
spektara u zavisnosti
od vremena u rastvoru
%1075 M [AuCla]", 5
x10™* M L-metionina,
Ckc1=01M

na pH 1

Figure 4.

Change of apsorption
spectra of solution of
5x10 M [AuCls]~
and 5x10* M
L-mehtionine,
Ckc1 =01 M

at pH 1

HEMIJA - 241



13—
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
vreme [s]

Cijeg su nagiba odredene konstante brzine reakcije. Sa slike 5 se vidi da
brzina reakcije redukcije zavisi od vrste liganda. Konstante brzine
dobijene iz kinetickih krivih date su u tabeli 1.

Tabela 1. Konstante brzine redukcije Au(Ill) razli¢itim ligandima

ligand k [S‘l ]
1 L-Metionin 0.020
2 Glutation 0.122
3 L-Cistein 0.052
4 S-karboksimetil-L-cistein 0.0040

Iz dobijenih rezultata vidi se da je reakcija redukcije najbrza sa gluta-
tionom, sporija sa metioninom i cisteinom, a najsporija sa S-karboksi-
metil-L-cisteinom. MoZe se zakljuciti da je reakcija sporija za one
aminokiseline koje sadrze —S-grupu, a brZa za one koje sadrze —SH grupu.
To je u skladu sa pretpostavkom da se redukcija Au (IIT) deSava na raun
oksidacije viSka liganda do sulfoksida: S$to su supstituenti na atomu
sumpora elektronegativniji (elektronegativnost C je veéa od elektronega-
tivnosti H atoma), teZe je izvrSiti oksidaciju S-atoma.

Takode, moze se uociti da je reakcija brza sa glutationom, nego sa
L-cisteinom, iako oba molekula imaju —SH grupu. To je u skladu sa
dosada$njim rezultatima (MiloSevi¢ 2007): brzina redukcije je veca
ukoliko supstituent vezan za —SH grupu ima vise C-atoma.
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Slika 5.

Kineticke krive
redukcije [AuCl4]™ u
zavisnosti od liganda

na pH 1.0 u prisustvu
0.1 M KCl1

Figure 5.

Kinetic curves of
reduction [AuCls]~ in
dependence of the
ligands at pH 1 at
presence of 0.1 KCl
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Uticaj koncentracije KCI na brzinu reakcije

Uticaj koncentracije CI™ na brzinu reacije ispitivan je na pH 1 i pH 3.

Kao $to je ved ranije naglaeno, koncentracija [AuCly]™ kompleksa zavisi
od pH i koncentracije ClI” (Vasi¢ 2000). Zbog toga je bilo potrebno
snimiti apsorpcione spektre 5x10™> M [AuCl,]™ na pH1 i pH 3 pri
razli¢itim koncentracijama KCI, da se vidi da li se u rastvoru odrzava

konstantna koncentracija kompleksa [AuCly]". Ovi rezultati, za pH 3,
prikazani su na slici 6. Sli¢ni rezultati dobijeni su na pH 1.
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Rezultati pokazuju da postoje male razlike u intenzitetu apsorpcije na
225 1 315 nm, iako se poloZzaj maksimuma apsorpcionih traka

karakteristicnih za [AuCly]” ne menja. Apsorpcioni spektri rastvora Au
(IIT) zavise od koncentracije hlorida na pH 1, a male promene na pH 3, se
mogu tumaciti promenom jonske jacine (engl. ionic strength) zbog
promene koncentracije KCI, ali i pojavljivanjem malog procenta
[AuCl;0H]". Maksimumi na 275 i 310 nm su uodljivi §to znaci da na
ovim pH nije doSlo do redukcije Au viSkom hlorida.

Uticaj Cl” na brzinu redukcije ispitan je na pH 1 i pH 3, u opsegu
koncentracija CI" od 0.1 do 1 M za sve ligande. Rezultati su prikazani na
slici 7.

Na slici 7 vidi se da pri povecanju koncentracije hlorida dolazi do
poveéanja brzine redukcije Au (III) sa L-metioninom i S-karboksimetil-
-L-cisteinom. Sli¢ni rezultati kao za S-karboksimetil-L-cistein dobijeni su i
za L-cistein i glutation. Uticaj koncentracije CI” jona znacajan je u slucaju
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Slika 6.

Apsorpcioni spektar 5
%10 M [AuCl4]~ u
zavisnosti od
koncentracije KCI

Figure 6.
Apsorption spectra
5x107 M [AuCls]”
vs concentation

of KCl
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Slika 7. Zavisnost konstante brzine reakcije za S-karboksimetil-L-cistein (a) i L-metionin (b), od

koncentracije KCl na pH 1, pH 2 i pH 3

Figure 7. Reaction rate constant [AuCls]~ with S-carboximethyl-L-cisteine and L-methionine vs

concentration of KCI on pH 1, pH 2, pH 3

L-metionina, jer se sa slike vidi da brzina reakcije raste na svim pH.
Porast brzine sa koncentracijom CI” potvrduje da u ovom stupnju reakcije,
koji pratimo opadanjem apsorbancije na 275 nm, ne dolazi do gradenja
helata (jer bi se pri tome oslobadali CI” joni). Rezultati potvrduju i da ne
dolazi do direktne redukcije Au (III) pomocu hlorida, jer bi u tom sluc¢aju
doslo do nestajanja maksimuma na 310 i 275 nm u pocetnom rastvoru Au
(III). Au (IIT) ima maksimume na 310 i 275 nm, a Au (I) nema. Moguce
objaSnjenje porasta brzine redukcije sa koncentracijom CI™ je da je
redukcija sloZen proces i da se u nekom stepenu troSe CI” joni.

Uticaj kiselosti na brzinu reakcije

Uticaj kiselosti na brzinu redukcije Au(IIl) sa L-metioninom i
glutationom ispitan je u opsegu pH 1-5 pri koncentraciji 5x10™ M Au(IIl)
i 0.1 M KCI. Konstante brzine izraCunate iz kinetickih krivih u zavisnosti
od pH (pH profil reakcije) prikazane su na slici 8. Sli¢ni rezultati dobijeni
su i kod L-cisteina i S- karboksimetil-L-cisteina. Ovakva zavisnost je
posledica elektrostatickih interakcija, odnosno privlacenja jonskih vrsta u
rastvoru usled njihovog naelektrisanja koje utie na brzinu reakcije.

U oblasti pH od 1 do 3, zbog disocijacije -COOH grupe (pKa 2,2),
povecava se negativno naelektrisanje na molekulima amino kiseline.
Porast brzine reakcije redukcije Au(Ill) od pH 1 do pH 3 sa negativno
naelektrisanim molekulima amino-kiseline najverovatniji je ako se Au (III)
nalazi u pozitivno naelektrisanom kompleksu. Dobijena zavisnost moZe se
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objasniti time da kod svih amino-kiselina u prvom stepenu reakcije dolazi
do supstitucije CI” liganda —SH grupom, prema reakciji:

[AuCly] + X — [AullICL3X]" + CI” (5)
(X — Met, GSH, Cys, S-karboksi-L-cistein)

pri ¢emu dolazi do stvaranja pozitivno naelektrisanog kompleksa, koji
dalje ucestvuje u reakciji redukcije. Zbog elektrostatickog privlacenja iz-
medu pozitivno naelektrisanog supstituisanog kompleksa i porasta negati-
vnog naelektrisanja na molekulu amino kiseline, brzina redukcije se
povecava. Ovaj rezultat potvrduje da se redukcija Au (III) vrSi drugim

molekulom amino kiseline, koji se elektrostaticki privlaci sa [AuCl;X]".

Opadanje brzine oksidacije na pH > 4 je posledica delimicne
hidrolize kompleksa [AuCls] , prema reakciji (2). Kod hidrolizovanog
kompleksa supstitucija je oteZana, jer je —OH slabija odlaze¢a grupa od
—Cl. Zato kompleks ne postaje pozitivno naelektrisan i ne privlaci
negativno naelektrisane aminokiseline.

Zakljucak

[AuCly] reaguje sa ligandima koji sadrZe —S-grupu: L-metioninom,
L-cisteinom, S karboksimetil-L-cisteinom i glutationom. Ovaj proces se
sastoji od dve uzastopne. U prvoj, brzoj reakciji, dolazi do supstitucije Cl
liganda aminokiselinom. Druga, sporija reakcija, je redukcija Au(IIl) do
Au(l), uz obrazovanje odgovarajuceg sulfoksida.

Brzina redukcije zavisi od vrste amino kiseline, pH i koncentracije
hlorida u rastvoru.
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Slika 8.

Zavisnost konstante
brzine reakcije
[AuCl4]~ sa
L-metioninom i
glutationom (GSH) u
zavisnosti od pH u
prisustvu 0.1 M KCI

Figure 8.

Reaction rate constant
[AuCl4]~ with
L-methionine and
glutaione vs pH at
presence of

0.1 M KCl
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Redukcija je brZza sa amino kiselinama koje imaju —SH nego sa
onima koje imaju —S-grupu. To je u skladu sa pretpostavkom da se
redukcija Au (III) deSava na raun oksidacije viSka liganda do sulfoksida:
sto su supstituenti elektronegativniji, teZze je izvrSiti oksidaciju S-atoma.
Brzina redukcije je veca ukoliko supstituent vezan za —SH grupu ima viSe
C-atoma.

Brzina redukcije raste sa porastom koncentracije hlorida u rastvoru.
Ovaj rezultat potvrduje da u drugoj, sporijoj reakciji ne dolazi do stvaranja
helatnog kompleksa, ve¢ samo do redukcije Au (III). MoZe se pretposta-
viti da je redukcija sloZen proces koji se odvija u viSe stupnjeva i da u ne-
kom stupnju ucestvuju hloridni joni.

U oblasti pH 1-4.5 pH profil ima oblik zvona. U osnovi ovakve zavi-
snosti su elektrostatiCke interakcije. Porast brzine reakcije u oblasti pH
1-3, kada raste negativano naelektrisanje amino-kiseline, potvrduje da se
Au(IIl) nalazi u obliku pozitivno naelektrisanog kompleksa, koji nastaje u
toku prve reakcije supstitucije. Pad brzine reakcije na pH veée od 4 moZze
se objasniti hidrolizom pocetnog kompleksa.
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Rada Jeremic

Testing the Reaction of the Complex [AuCl4] with
Amino Acids L-Methionine, L-Cisteine,
S-Carboximethyl-L-Cisteine and Glutatione

The reaction of complex [AuCly]” with S-donor ligands: L-methi-
onin, L-cistein, S-carboximethyl-L-cistein and glutation is tested in de-
pendence of the pH value and concentration of Cl-ions in the solution.
This process is composed of two consecutive reactions. In the first, faster
reaction, there are substitutions of the CI” ligands of the amino-acids. The
other, slower reaction is the reduction of Au (III) to Au(I), with the for-
mation of corresponding sulfoxides.

The speed of the reduction depends of the type of amino acid. The
reduction is faster with amino acids which have —SH group rather than the
ones with —S-group. The speed of reduction grows with the increase of
the chloride concentration in the solution. This result confirms that in the
second reaction, simultaneously with the reduction, no helate complex is
created. It can be supposed that the reduction is a complex process
performed in more levels and that in some levels the chloride ions partici-
pate. In the area of pH 1-4.5 pH profile has the shape of a bell. With the
increase in the reaction speed in the area pH 1-3, when the negative
charging of the amino acids increases, it is confirmed that the Au (III) is
in a form of a positively charged complex, which appears during the first
substitution reaction.
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