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Enzimi su proteini sa ulogom katalizatora u
ogromnom broju razli¢itih hemijskih reakcija. Tako
podlezu istim prirodnim zakonima koji upravljaju po-
naSanjem drugih supstancija, od uobicajenih hemij-
skih katalizatora se razlikuju po viSoj aktivnosti i
potpuno selektivnom upravljanju organskim reakcija-
ma koje se odvijaju pod specificnim reakcionim uslo-
vima. Jedna od bitnih osobina enzimskih reakcija je
da njihovi proizvodi nisu Stetni za Zivotnu sredinu
[1,2].

Razvoj novih, efikasnijih katalizatora nalazi se u
7ZiZi interesovanja hemijskih istraZivanja. Jedan od
mogucih pristupa za dizajniranje takvih materijala je
upravo preuzimanje principa enzimske katalize [1,3].

Posebnu grupu proteina predstavljaju metalo-
proteini, koji ¢ine trecinu svih strukturno okaraterisa-
nih proteina. U njima metali imaju funkciju u
strukturi, katalizi i aktiviranju biohemijskih procesa.

Metaloenzimi kataliSu mnoge esencijalne bi-
ohemijske procese, kao Sto su fotosinteza, disanje,
proteoliza, fiksacija azota. U njihovoj strukturi pojav-
ljuju se prelazni elementi od V do Zn iz Cetvrte peri-
ode i Mo iz pete periode Periodnog sistema
elemenata [4,5]. Svaka od aminokiselina koje ulaze u
strukturu proteina moZe da formira helatne kom-
plekse sa jonima ovih elemenata [6].

7Zbog ranije pomenutih osobina metaloenzima,
intenzivno se proucavaju moguénosti dobijanja sinte-
tickih oblika koji bi nasli primenu u hemijskoj indus-
triji. Ovakav pristup je ve¢ naSao primenu u
medicinskoj hemiji [7].
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UGRADNJA Me-HISTIDIN KOMPLEKSA
U STRUKTURU FAU ZEOLITA

- KARAKTERIZACIJA DOBIJENIH
MATERIJALA*

U ovom radu, Me-histidin (Me = Zn(Il), Cu(ll), Fe(I1ll)) kompleksi ugradi-
vani su u strukturu Y zeolita, primenom dva razlicita postupka: (1) Me-histi-
din kompleksi su pravijeni u dejonizovanoj vodi i zatim meSani sa NaY
zeolitom, (2) histidin je rastvoren u vodi i u rastvor su dodavani jonski izine-
njeni Y zeoliti. UV-spektroskopijom tecne faze je utvrdeno da je proces imo-
bilizacije izviSen za 24 h. Ovako dobijeni cvrsti materijali su detaljno
okarakterisani hemijski i metodama XRD, NMR, IR, DR UV-VIS, dok su
njihove termalne stabilnosti ispitivane primenom TG-DSCI/MAS tehnike.
Dobijeni rezultati omoguéili su poredenje osobina sintetisanih uzoraka.

Medutim, sa aspekta katalize, pored ociglednih
prednosti, enzimi ispoljavaju i odredene mane: (1)
njihova termalna stabilnost nije velika, (2) nisu aktiv-
ni u svim rastvaracima, (3) ogranicen je opseg pH
vrednosti u kojima su aktivni. Iz tih razloga uc¢injeni
su pokusaji njihove ugradnje ili pojedinih delova mo-
lekula proteina (amino kiseline) u stabilne neorgan-
ske nosace kao §to su polimeri ili zeoliti [2,3,8,9] kako
bi oni bili stabilisani. Na taj nacin bi njihova Sira pri-
mena u industrijskoj katalizi bila omoguéena. Do sa-
da je u literaturi objavljena ugradnja amino kiselina
(glicin, lizin, histidin, alanin...) ifili njihovih komplek-
sa sa metalima (Cu(Il), Fe(III)) u neorganske nosace
kao Sto su Y-zeolit, montmorilonit, mezoporozni
MCM-41 [9,10]. IstraZivacka grupa sa Univerziteta u
Utrehtu detaljno se bavila kompleksima histidina sa
Cu(Il) i njihovom ugradnjom u Y-zeolit. Ispitivane
su konformacije kompleksa u vodenom rastvoru u za-
visnosti od pH sredine i nacini ugranje u strukturu
zeolita, ¢ime su dobijeni podaci o nacinima interakci-
je zeolitska matrica—kompleksi [8,9,11,12].

Slededi trend pokusaja ugradnje aminkiselina u
neorganske nosace, u ovom radu je histidin (u cistoj
formi, ili u formi Me-kompleksa sa Zn(II), Fe(IlI) ili
Cu(Il)) ugradivan u strukturu Y-zeolita. Dok je
ugradnja Cu(II)-histidin kompleksa u strukturu FAU
zeolita ranije ve¢ bila predmet naucnih istraZivanja,
inkorporacija ostalih pomenutih kompleksa ispitiva-
na je po prvi put. Ovako dobijeni ¢vrsti materijali su
zatim detaljno okarakterisani hemijski i metodama
XRD, NMR, FTIR, DR UV-VIS, dok su njihove ter-
malne stabilnosti ispitivane primenom TG-
DSC/MAS tehnike. Kao krajnji cilj istraZivanja
postavljen je pokusaj primene ovih materijala u oda-
branoj katalitickoj test reakciji, i uporedivanje njiho-
vih osobina kao ¢vrstih katalizatora.
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ZASTO SMO IZABRALI OVU TEMU ZA
ISPITIVANJE?

Histidin je uvobicajeni ligand za metalni jon u
metaloenzimima. On je aminokiselina ¢ija je struk-
turna formula prikazana na slici 1.

COOH
Hp—C —H

CH,

fw

H=¢

Slika 1. Strukturna formula molekula histidina
Figure 1. The formula of histidine molecule

Imidazol prsten ima dva azotova atoma koja
mogu oba ulestvovati u vezivanju metala ili biti pro-
tonovana, tako da histidin moze imati razliite metal—
vezane i protonovane forme. Zbog mnoS$tva formi
koje histidin moZze da zauzme on obi¢no ima ulogu
prilagodljivog liganda koji je direktno ukljucen u he-
mijske reakcije [12].

Joni Cu(Il), Zn(II), Fe(III) ¢esto ucestvuju u bi-
oloskim procesima katalisanim metaloenzimima i to
u onim koji su izuzetno bitni za odvijanje Zivota na
zemlji kao Sto su fotosinteza ili disanje, gde funkciju
liganda uglavnom obavlja histidin [13-15].

Vezivanjem za ligand postize se modifikacija fi-
zickih i hemijskih osobina metalnog jona, pa je grade-
nje helatnih kompleksa odlican nacin za fino
podeSavanje njegovih osobina, a samim tim i aktiv-
nosti u odgovaraju¢im hemijskim reakcijama [16].

Y-zeolit je koriS§¢en kao stabilni neorganski no-
sa¢. Njegovi super kavezi imaju dijametar od ~13 A a
medusobno su povezani dvanesto¢lanim otvorima di-
jametra 7,4 A, tako da on u svoju strukturu moZe da
primi ove komplekse [17].

Slika 2. Elementarna Celija Y—zeolita
Figure 2. Elementary cell of Y—zeolite
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EKSPERIMENTALNI DEO

L-histidine je u strukturu Y zeolita (SK-40,
Proizvodnja Union Carbide; Si/Al = 2,4, formula je-
dini¢ne Celije: Hs6(AlO2)s6(Si02)s6) ugraden prime-
nom dva razliCita nacina:

— Me-histidin kompleksi su prvo napravljeni
meSanjem soli Cu(Il), Zn(Il) ili Fe(Ill) sa l-histidi-
nom u dejonizovanoj vodi. Potom su kompleksi me-
Sani sa NaY zeolitom, na sobnoj temperaturi, tokom
24 sata.

— L-histidin je rastvoren u vodi; u taj rastvor je
dodat zeolit koji je prethodno postupkom jonske
izmene preveden u CuY, ZnY ili FeY oblik. Ovako
dobijene suspenzije meSane su na sobnoj temperaturi
tokom 72 sata.

Uzimanjem uzoraka mati¢nog rastvora i snima-
njem spektara u UV oblasti (Cintra 10e, GBC spek-
trofotometar) utvrdeno je da se intenzitet trake na A
= 210 nm ne menja posle 24 ¢asa od pocetka mesa-
nja, ¢ime je utvrdeno da se interakcija histidina sa ze-
olitskom strukturom zavrSava posle ovog perioda.

U oba slucaja, pH suspenzije je kontrolisan i
odrzavan na vrednost 7. Posle zavrSenog perioda me-
Sanja, ¢vrsta faza je odvojena od te¢ne filtriranjem i
isprana dejonizovanom vodom.

Koli¢ina histidina ugradenog u strukturu Y ze-
olita procenjivana je preko koli¢ine ugljenika koji je u
uzorcima naden posle njihovog razaranja smeSom ne-
organskih kiselina: H,SO4, HNOs i HE. SadrZaj meta-
la odredivan je metodom induktivno kuplovane
plazme, koris¢enjem Spectroflame-ICP instrumenta.

Kristalna struktura zeolita ocuvana je posle
ugradnje histidina, §to je potvrdeno primenom di-
frakcije X-zraka sa praskastih uzoraka; XRD profili
snimljeni su na Bruker (Siemens) D5005 difraktome-
tru, na sobnoj temperaturi, primenom CuKo radijaci-
je (0,154 nm) od 3 do 80 26, sa korakom od 0,02°,
koristeéi 1 sekundu za jedan korak.

Dobijeni uzorci su ispitivani snimanjem FTIR,
UV-VIS i ®C MAS NMR spektara, dok je njihova
termalna stabilnost ispitivana grejanjem od sobne
temperature do 750 °C.

FTIR spektri dobijeni su primenom KBr tehni-
ke, na spektrometru Nicolet 6700, spektralne rezolu-
cije 2 cm™. Difuzno-refleksioni (DR) spektri u
UV-VIS oblasti (200-1100 nm), snimljeni su na spek-
trometru Lambda 9, Perkin Elmer. *C MAS NMR

spektri snimani su na Bruker DSX 400 spektrometru.

Termalna stabilnost ispitivana je primenom di-
ferencijalno skenirajuceg kalorimetra, koji je vezan sa
termovagom i masenim spektrometrom (DSC-TG-
MS, Setaram), u struju kiseonika ili helijuma. Prime-
njena brzina grejanja bila je 10 °C/min.
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Tabela 1. Hemijski sastav ispitivanih uzoraka
Tuble 1. Chemical composition of investigated samples.

c Broj molekula histi- Broj molekula
Uzorak Cu (%/m)* | Zn (%/n) | Fe (%/m) (%) din? po jedigiénoj histidina po atomu
eliji zeolita metala
Histidin u CuY 6,97/7.4 4,45 4,15 0,56
Cu-histidine u NaY 0,43/0,47 1,88 1,70 3,60
Histidin u ZnY 11,67/12 4,76 4,45 0,37
Zn-histidine u NaY 6,17/6,3 3,04 4 0,63
Histidin u FeY 6,03/7,2 3,60 3,30 0,46
Fe—histidine u NaY 2,82/3.4 2,68 2,50 0,73

*n — broj atoma metala po jedinicnoj ¢eliji zeolita

REZULTATI

Hemijska analiza dobijenih uzoraka prikazana
je u tabeli 1. Ocigledno je da broj molekula histidina
koji su zadrZani u strukturi Y zeolita zavisi od nacina
ugradnje, ali i od prirode katjona sa kojim histidin
formira kompleks.

Iz literature je poznato da kompleksi metala sa
histidinom nastaju uglavnom na taj nacin da dva mo-
lekula histidina formiraju kompleks sa jednim ato-
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Slika 3. 3C MAS NMR spekiri cistog histidina (slika gore) i
ZnY zeolita sa ugradenim histidinom (slika dole).

Figure 3. B¢ MAS NMR spectra of pure histidine (above)
ZnY zeolite with encaged histidine (below)

mom metala [11]. Medutim, iz podataka prikazanih u
tabeli 1, moZe se uociti da je, osim u slucaju interak-
cije Cu-histidin kompleksa sa NaY zeolitom, u uzor-
cima dobijenim u ovom radu uvek prisutno manje od
jednog molekula histidina po atomu metala. Ovim ¢i-
njenicom mogu se objasniti niski *C signali u NMR
spektrima (slika 3). Vazno je uociti da se nije sav his-
tidin koji je unet u suspenziju sa zeolitom i ugradio u
njegovu strukturu. Takode se moze uociti da je, kod
svih ispitivanih metala, vise histidina ugradeno ako je
on interagovao sa NaY zeolitom u formi prethodno
formiranog Me-histidin kompleksa.

Kontakt zeolita sa histidinom dovodi do prome-
na u njegovoj strukturi. Te promene se mogu uociti iz
vidljivih promena u difuzno-refleksionim UV-VIS
spektrima ¢vrstih uzoraka; kao i u promenama koje
se uocavaju u FTIR spektrima.

Na slici 4 pokazani su DR spektri dobijenih
uzoraka, snimljeni u UV-VIS oblasti. Zbog porede-
nja, snimljeni su i prikazani i spektri pocetnih zeolita.
Ocigledno je da kontakt zeolita sa l-histidinom ili
njegovim kompleksom sa odredenim metalom dovodi
do promena, najviSe u UV oblasti. Kao posledica
ugradnje histidina (odnosno njegovog kompleksa sa
metalom), u spekirima se pojavljuje traka na ~250
nm, koja je najuodljivija i najoStrija u slucaju ugra-
dnje Zn-histidin kompleksa, odnosno ugradnje histi-
dina u ZnY zeolit.

Tako histidin nije u ofekivanim koli¢inama ugra-
den u FAU strukturu, njegova inkorporacija je izazva-
la promene u strukturi zeolita. Mada nikakve
promene nisu uocene u XRD profilima, u vibraci-
onim spektrima dobijenim FTIR tehnikom uvocavaju
se promene u trakama koje poticu od unutra$njih vi-
bracija zeolitske resetke (~600 cm™), kao $to pokazu-
je slika 5. Ove promene se uocavaju bez obzira na
nacin ugradnje histidina (u formi Me-kompleksa u
Nay, ili u formi ¢istog histidina u katjon-izmenjeni
zeolit); Sto potvrduje da se interakcija histidina ili
njegovog kompleksa sa zeolitskom reSetkom, do-
godila.
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Slika 4. DR UV-VIS spektri dobijeni u oblasti 2001100 nm
Figure 4. DR UV-VIS spectra in range of 200-1100 nm

Takode, iz rezultata dobijenih FTIR tehnikom,
dobijena je i potvrda da se u ispitivanim sistemima
deSava interakcija l-histidina sa katjonom u zeolit-
skoj strukturi: kod svih ispitivanih sistema uocavaju
se promene trake na ~1400 cm™, koja je osetljiva na
koordinaciju izvanmreZnih katjona.
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Slika 5. FTIR spektri ispitivanih uzoraka, snimljeni KBr tehnikom
Figure 5. FTIR spectra of investigated samples, recorded with
KBr technique

Posebno treba uociti da je, kada je I-histidin in-
korporiran u ZnY zeolit, traka na 514 cm nestala,
dok se na ~900 cm™ pojavila nova traka. Kada se zna
da te trake poticu od vibracije bazi¢nih zeolitskih
TO4 tetraedara, ovaj rezultat pokazuje da se kao po-
sledica kontakta sa histidinom deSavaju izvesni pore-
mecaji u zeolitskoj strukturi.
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Slika 6. DSC profili dobijeni tokom odgrevanja Cistog histidi-
na i navedenih uzoraka u helijumu (slika gore). MAS signali
(m/e = 44) dobijeni paralelno.

Figure 6. DSC signals recorded during heating of pure histidi-
ne and other samples in helium (above). MAS signals (m/e =
44) recorded in parallel.

Rezultati dobijeni primenom TG-DSC/MAS te-
hnike ukazuju na moguénost da je histidin termosta-
bilisan ugradnjom u zeolitsku reSetku: oStar
endotermni signal, uocen pri grejanju Cistog histidina
u helijumu, nije vocen kod uzoraka sa inkorporira-
nim histidinom (Me-histidin kompleksom). Kao pri-
mer, slika 6 prikazuje slucaj ugradnje histidina u
7ZnY, odnosno, slucaj ugradnje Zn-histidina u NaY
zeolit. Ista slika prikazuje i masene signale (m/e =
44) snimljene tokom odgrevanja od sobne temperatu-
re do 750 °C: visokotemperaturski proces koji se kod
distog histidina zavr§ava na oko 650 °C, u slucaju his-
tidina u ZnY zeolitu (odnosno Zn-histidina u NaY
zeolitu) tek pocinje na temperaturi od oko 600 °C.

Kada se odgrevanja uzoraka vrSe u ¢istom kise-
oniku, desava se, o¢ekivano, dekompozicija histidina.
Profili DSC signala dobijeni za uzorke sa ugradenim
histidinom, drugaciji su od profila dobijenog za Cisti

histidin; §to je jo$ jedna potvrda interakcije histidina
sa zeolitskom resetkom.

ZAKLJUCAK

Postupcima primenjenim u ovom radu, histidin
je, samostalno ili u formi Me-histidin kompleksa, na
konstantnoj i kontrolisanoj vrednosti pH 7, inkorpo-
riran u strukturu Y zeolita. Koli¢ina ugradenog histi-
dina ili njegovog kompleksa sa metalom zavisi od
postupka ugradnje i od metala sa kojim formira
kompleks.

Interakcija histidina sa nosa¢em potvrdena je
rezultatima FTIR spektroskopije: histidin interaguje i
sa resetkom zeolita i sa izvanmeZnim katjonom. 1z re-
zultata primenjene termo-analiticke metode, dobije-
ne su indikacije da je termostabilnost histidina
povecéana ugradnjom u strukturu Y zeolita.
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THE INCORPORATION OF ME-HISTIDINE COMPLEXES IN THE STRUCTURE
OF FAU-TYPE ZEOLITE: CHARACTERIZATION OF THE OBTAINED MATERIALS
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L-histidine, a naturally occurring amino acid, was incorporated inside the
supercages of FAU type zeolite in a form of Me—complex entity (Me =
Cu(Il), Zn(1l), Fe(III)). The preparation was done either by ion—exchan-
ge procedure, or previously prepared Me-histidine complex was incorpo-
rated into the o cages of Y zeolite by occlusion. The preparation
procedure was found to be a very important factor, as well as the amount
of metal complex loaded on the zeolite. The characterisation of obtained
samples was performed usin§ Diffuse Reflectance Ultraviolet—Visible
Spectroscopy (DRUV-Vis), *C MAS NMR and Infrared Spectroscopy
(FTIR). It was noticed that I-hostidine interacted with the zeolitic fra-
mework, and with the extra—framework cation, as well. The results obta-
ined by TG-DSC/MAS technique, revealed that the thermal stability of
incorporated histidine was increased, in comparison with that one of pure
histidine.
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