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Wstep

Nauka o materiatach jest na progu rewolucji. Tq $miala tez¢ mozna postawic
na podstawie licznych doniesien literaturowych oraz przegladu ofert handlo-
wych w Internecie. Dziedzina ta bardzo szybko rozwija si¢ w kierunku otrzymy-
wania materiatow, ktorych strukturg mozemy projektowac i kontrolowac w skali
nanometrycznej. Otrzymywanie wielofunkcyjnych organicznych materiatéw o
kontrolowanej nanostrukturze i wysokiej selektywnosci wymaga stosowania
koncepcji chemii supramolekularnej. Do realizacji takiego przedsigwzigcia po-
trzebna jest wspotpraca naukowcoOw z prawie wszystkich obszarow nauki, w
tym chemikow, fizykow, biochemikow i biologow.

Badania naukowe w tym zakresie wymagaja:

*  badania wlasciwos$ci skondensowanych faz w sztucznych strukturach

supramolecularnych;

*  badania nanomateriatow, takich jak polimery, ciekte krysztaty, poro-
wate no$niki, modyfikowane krzemionki czy inteligentne btony biolo-
giczne;

*  opracowania metod badawczych do kontrolowanie supramolekularne;j
architektury, w tym optycznych diagnostycznych technik badania po-
wierzchni i rozmieszczenia w ,,inteligentnych” materiatach selektyw-
nych receptorow;

*  rozwoju metod projektowania molekut z zastosowaniem technik kom-
puterowych, projektowania molekularnych urzadzen, w tym moleku-
larnych komputerow, komérkowych automatow i molekularnych urza-
dzenia dla elektronicznej regulacji genow.

Otrzymywanie nowych supramolekularnych materiatdw wiaze si¢ najcze-
Sciej z supramolekuta. Superczasteczka sktada si¢ z conajmniej dwdoch molekut
dopasowanyc przestrzennie, jest zaprojektowana tak, aby mogta wykonywac
okreslone zadanie. Sktadniki tej inteligentnej czasteczki powstatej w wyniku
odwracalnego tworzenia komplekséw gos¢-gospodarz, utrzymywane sa nie po-
przez kowalencyjne wiazania lecz przez migdzyczasteczkowe sity.

Syntetyczne receptory molekularne nazywane czasteczkami gospodarza to
czasteczki o zdefiniowanej odpowiedniej budowie przestrzennej majace takie
potozenie grup wiazacych, ze umozliwiaja selektywne kompleksowanie innych
czasteczek. Otrzymywanie nowych supramolekularnych materiatlow wiaze si¢
najczesciej z pojeciem supramolekuly tworzacej si¢ na podstawie rozpoznania



molekularnego lub samoorganizacji. Supramolekuta to duza zaprojektowana
czasteczka tak, aby mogta wykona¢ okreslone zadanie. Sktadniki tej inteligent-
nej czasteczki powstalej] w wyniku odwracalnego tworzenia kompleksow go-
$¢-gospodarz, utrzymywane sa przez migdzyczasteczkowe sily, a nie poprzez
kowalencyjne wiazania.

W monografii powstatej w ramach realizacji w latach 2006-2008 grantu
badawczo rozwojowego nr R0O501601 pt. ,,Syntetyczne receptory molekularne
dla potrzeb diagnostyki i nanotechnologii” przedstawiono wybrane zagadnienia
dotyczace funkcjonalnych materiatow, ktore kazdorazowo maja swoj chemiczny
poczatek w syntezie molekularnych receptorach oraz metody badawcze umozli-
wiajace badanie supramolekularnych materiatow.

Poznan, czerwiec, 2008 rok Grzegorz Schroeder
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Rozdzial I

Zastosowanie nosnikow stalych w projektowaniu oraz
syntezie ukladow na potrzeby chemii supramolekularne;j

Pawel Niedziatkowski, Tadeusz Ossowski
Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski, ul. Sobieskiego 18/19,
80-952 Gdansk

1. Wprowadzenie

Koncepcja wykorzystania no$nikow statych do celow syntetycznych za-
wdzigcza swoj poczatek pionierskim pracom Letsingera [1] 1 Merrifielda [2]
pochodzacych z sze$¢dziesiatych lat ubiegtego stulecia. Wykorzystanie metody
syntezy na nosniku stalym w gldwnej mierze przyczynito si¢ do gwattownego
rozwoju syntezy peptydow, ale i rowniez znajduje ona szerokie zastosowanie
w syntezie organicznej od matych molekut do duzych uktadéw molekularnych,
takich jak oligonukleotydy oraz dendrymery. Metodg t¢, w szczegolnosci wyko-
rzystano w chemii kombinatorycznej i w syntezie rownoleglej, ktora pozwala
na otrzymanie w stosunkowo szybkim czasie oraz przy nie duzym naktadzie sit
bardzo duzej liczby bibliotek zwiazkow, co znalazto zastosowanie w projekto-
waniu nowych zwiazkow biologicznie aktywnych.

W syntezie na nos$niku statym (solid phase organic synthesis — SPOS) sub-
strat bioracy udziat w reakcji kowalencyjnie przytaczony jest do materiatu wspo-
magajacego (zywicy), podczas gdy reagent i/lub czynnik aktywujacy znajduje
si¢ w roztworze otaczajacym nosnik. W wyniku nast¢pujacych po sobie trans-
formacji, no$nik ulega cyklom przemywan, po to, aby usuna¢ zanieczyszczenia
powstale w wyniku reakcji, tak aby otrzymac mozliwie jak najczystszy produkt
przed odtaczeniem z no$nika statego.

Dane literaturowe donosza ze jako pierwszy nosnik staly do syntezy estru
butylowego kwasy okso-dekanowego wykorzystat Sussman [3] juz w roku 1943
stosujac zywicg oparta na kwasie sulfonowym. W pozniejszym okresie, w latach
pieédziesiatych odkryto zalezno$¢ form kwasnych i zasadowych zywic stoso-
wanych do dzisiaj w laboratoriach chemicznych jako jonowymieniacze, oraz
bufory w roztworach wodnych.
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W latach dziewigcdziesiatych, w wyniku poszukiwania nowych zwiazkow,
znajdujacych zastosowanie w przemysle farmaceutycznym oraz rozwojowi che-
mii kombinatorycznej, nastapit dynamiczny rozkwit syntezy na nosniku stalym
(solid phase organic synthesis-SPOS), co spowodowato z kolei ze liczba dostep-
nych na rynkach nos$nikéw statych ulegta wzrostowi.

2. Podloza polimerowe-zalozenia ogdlne

Podstawowym zatozeniem podloza stalego, jest dostarczenie mozliwie jak
najbardziej oboj¢tnych warunkéw dla syntezowanego substratu. Idealne podto-
ze to takie, ktore w zaden sposob nie wplywa na przebieg reakcji chemiczne;j.
Wiadomo jednak ze grupy funkcyjne zakotwiczone na polimerze maja zblizona
reaktywno$¢ do tych wystepujacych w stanie wolnym. Natomiast wptyw ,,za-
wieszonej” makromolekuly na reakcj¢ chemiczna w gtownej mierze zalezy od
efektu sterycznego, elektrostatycznego oraz dyfuzji. W przypadku ziaren po-
przecznie usieciowanego polimeru, powszechnie nazywanego zywica na reakcje
wpltywa dostepnosé substratow do miejsc aktywnych i mikrosrodowisko sprze-
zone z faza polimerowa wewnatrz ziaren.

Najczesciej uzywanymi zywicami w syntezie na no$niku statym (SPOS)
sa pochodne o matym usieciowaniu polistyrenu - polietyleno glikole, (PEG)-
kopolimer polistyrenu oraz makroporowaty polistyren. Zywice polistyrenowe
znalazty tak szerokie zastosowanie ze wzgledu na ich duza stabilno$¢ chemicz-
na. Jednakze grupa zwiazkow, ktora moze byé wykorzystana do modyfikacji
zywic opartych na styrenie i akrylu jest ograniczona, ze wzgledu na metodologie
polimeryzacji.

Podczas gdy polistyren jest najczgsciej wykorzystywanym podtozem sta-
tym, nie oznacza to, ze jest to jedyny materiat, ktéry moze by¢ wykorzystywany
w syntezie. Alternatywnymi no$nikami, moga by¢ szklo porowate, monolit [4],
celuloza [5], zeolity i silikaty, a takze ,,torebki herbaciane” [6] wykorzystywane
w réwnolegtej syntezie kombinatoryczne;.

W syntezie na no$niku stalym bardzo wazne rowniez jest dyfundowanie
reagentow do miejsc reaktywnych wiazacych molekutg. Dla polistyrenowych
zywic o malym usieciowaniu oraz dla zywic PEG bardzo wazne jest, aby ziar-
na zywicy byly odpowiednio nasaczone rozpuszczalnikiem w ktérym zachodzi
reakcja chemiczna. W przyblizeniu na 10-20% polimeru powinno przypadaé
80-90% rozpuszczalnika, aby reakcja na zywicy zachodzita w optymalnych wa-
runkach z najwyzsza wydajnoscia [7]. W przypadku polistyrenowych zywic ma-
kroporowatych, o wysokim stopniu usieciowania reagenty dyfunduja poprzez
pory wewnatrz ziaren, niz poprzez przestrzenie pomigdzy ziarnami w nasaczo-
nej zywicy. Synteza SOPS w odniesieniu do syntezy w roztworze posiada zna-
czaca przewage, poniewaz otrzymywane produkty mozna bardzo tatwo i szybko
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oczysci€, a co najwazniejsze czas syntezy na no$niku ulega znacznemu skroce-
niu. Dodatkowym atutem §wiadczacym na korzys¢ SOPS w przypadku syntezy
peptydow jest mozliwos¢ selektywnego Sciagania produktow z ostonami grup
bocznych, co umozliwia dalsze ich wykorzystanie do kolejnych etapdéw synte-
tycznych. Synteza na no$niku statym moze by¢ rowniez zautomatyzowana, co
znacznie skraca czas pracy, a otrzymane produkty niejednokrotnie sg wysokiej
czystosci.

3. Budowa zywic

Metoda syntezy na nos$niku statym zostata z powodzeniem zaadaptowana
do przeprowadzenia wielu reakcji organicznych, potwierdzajac ze wybor zywic,
oraz warunkow reakcji jest bardzo istotna w celu otrzymania zaplanowanego
substratu.

Reagenty uzywane do syntezy kotwiczone zostaja na podlozu poprzez wia-
zanie kowalencyjne, badz elektrostatyczne. Najczesciej uzywanym podlozem
statym w SPOC jest polistyren, usieciowany diwinylo benzenem (DVB). W
zalezno$ci od stopnia usieciowania, zywice polistyrenowe moga by¢ zaré6wno
mikro, jak i makroporowate. Podstawowa zaleta nosnikow polistyrenowych jest
nie tylko ich przystgpna cena, ale mozliwos¢ duzego ich osadzenia, a takze to ze
sa chemicznie inertne.

Nie usieciowany, badz liniowy polistyren rozpuszcza si¢ w hydrofobowych
rozpuszczalnikach i uczestniczy w protonowaniu rozpuszczalnikow. Zalete tg
wykorzystat Chen do syntezy prostaglandyny F, [8].

Wtasciwoscia zywic polistyrenowych jest pecznienie w wigkszosci po-
wszechnie wystgpujacych rozpuszczalnikach organicznych, uwarunkowane jest
to od stopnia ich usieciowania. Zywice o matym stopniu usieciowania zawiera-
jace (1-2% DVB), nazywane mikrowloknistymi, znacznie lepiej pgcznieja niz
makrowtokniste zawierajace (>30% DVB).

Jeden gram zywicy o 1% usieciowania (DVB), w wyniku pgcznienia w
chlorku metylenu zmienia swoja objgtos¢ od 4 do 6 razy, w momencie kiedy a
sama ilo$¢ zywicy o 2% stopniu usieciowania zmienia swoja obje¢to$¢ od 2 do
4 razy [9].

Makroporowate polistyrenowe zywice sa ko-polimerami styrenu i diwinylo
benzenu, posiadajace wewngtrzne pory. Zazwyczaj otrzymywane sa w wyniku
polimeryzacji w obecnosci inertnego rozpuszczalnika, co powoduje rozdzielenie
faz, tworzac pory wewnatrz struktury zywicy. Zaleta tego typu zywic jest to ze
reagenty transportowane sa raczej poprzez pory, niz poprzez przestrzenie mie-
dzy polimerem.

Polimeryczne mikroziarna (Rysunek 1.) sa heterogeniczne, ztozone z wyso-
ko usieciowanych ziaren, z mniejszym sieciowaniem na powierzchni, co wynika
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z wigkszej reaktywnosci diwinylobenzenu wzglednie do styrenu podczas poli-
meryzacji [10].

Srednice ziaren zywic polistyrenowych wahaja si¢ w granicach od mikrona
do 750 mikronéw. Kinetyka reakcji zasadniczo jest tym wyzsza, im mniejszych
ziaren uzyje si¢ do syntezy, w wyniku zwigkszenia stosunku powierzchni do
objetosci. Jednakze uzycie zbyt matych rozmiaréw zywicy moze spowodowac
ktopoty zwiazane z filtracja. Rozmiar ziaren zazwyczaj podaje si¢ w jednostce
mesh, ktdra jest odwrotnie proporcjonalna do nominalnej Srednicy. Najczgsciej
uzywanymi zywicami sg zywice o rozmiarze 100-200 mesh oraz 200- 400 mesh
co odpowiednio stanowi 75-150 mikronow i 35-75 mikronow.

Mirjs wigranis

Rysunek 1. Schemat budowy Zywicy makroporowatej, (a) pojedyncze ziarenko, (b)
mikroziarno, (c) wewnetrzna budowa porow [10].

4. Rodzaje zywic oraz ich wykorzystanie na potrzeby chemii
supramolekularnej

Obecnie na rynku znajduje si¢ bardzo szeroki wybodr zywic stosowanych do
syntezy na no$niku statym, W ponizszej pracy, ze wzgledu na ograniczenia objeg-
tosciowe, zostana przedstawione oraz scharakteryzowane najwazniejsze zywice
zazwyczaj wykorzystywane w syntezie zwiazkéw na nosniku statym.

Bromowana zywica polistyrenowa — jest podstawowa zywica uzywana do
przygotowania wielu jej pochodnych. Mozna ja z powodzeniem wykorzysta¢ do
reakcji Suzuki [11] (tworzenia wiazania C-C). Zywice te otrzymuje sie z litowej
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pochodnej polistyrenu, ktora stuzy réwniez do otrzymywania fosfinowych, sila-
nowych, boranowych, tiolowych, oraz karboksylowych zywic polistyrenowych.
[12].
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4-PhOMe; R=2-tiofen 1 7]
R= Ph; R4=4-PhNO,

Rysunek 2. Synteza tetra-mezo-fenylo porfiryn z wykorzystaniem SPOS.

Shi [13] wykorzystal bromowang zywice do syntezy fotoaktywnych bi-
bliotek porfirynowych pochodnych tetra-mezo-fenylo porfiryn. Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze w syntezach tych wykorzystano reakcje Suzuki na nosniku
statym (Rysuek 2.).

Na szczegodlne uznanie zastuguje chlorometylowana zywica polistyrenowa
nazywana potocznie zywica Merrifield’a [2], ktéra przez szereg lat byta pod-
stawowa zywica do syntezy peptydow. W 1984 roku Robert Bruce Merrifield
za prace nad synteza peptydéw na nosniku statym otrzymat Nagrodg Nobla.
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Substraty do zywicy Merrifield’a przytaczane sa w wyniku nukleofilowego pod-
stawienia atomu chloru. Wiazanie pomigdzy no$nikiem, a substratem jest bardzo
silne i trwale nawet w Srodowisku kwasowym i wymaga uzycia bardzo dra-
stycznych warunkow kwasowych (kwas fluorowodorowy), przy $Sciaganiu pro-
duktu z zywicy, co moze by¢ uznawane za wadg. Produkty zakotwiczone grupa
karboksylowa czgsto sprawiaja duzo trudnosci w $ciaganiu ich z nosnika, totez
inne metody takie jak kwasna hydroliza przy uzyciu od jedno do tréj molowego
kwasu solnego [14], transestryfikacja [15] oraz wewnatrz czasteczkowa cykliza-
cja [16] (Rysunek 3.) znalazty rowniez efektywne zastosowanie.

0 ™Sy Zywica Merrifield's ? TF.-!'. EtsM 1
~ 5 18-crown-6, DMF, TOOC

WNHED: NHBac

RM=C=0
DCM, rt.

R ?ﬁ__?g)g

Et;M, THF “CF‘C o NH  R'CHzMNO,, PhN=C=0
‘I}—NH ElgN, THF, 60°C

0 M. N»

R= Ph. p-CICsH,, pFCeHy Bu R TH R”

R'= Fh, Me

O—cHﬁm

Zywica Merrfiekd'a

Rysunek 3. Schemat syntezy zwiqzkow heterocyklicznych z wykorzystaniem Zywicy
Merrifield a.

Kyung-Ho Park [16] wykorzystat zywicg Merrifield’a do syntezy szeregu
pochodnych hydantoiny, zwigzku krérej pochodne znajduja szerokie wykorzy-
stanie w przemysle farmaceutycznym, oraz rolnictwie.

Modyfikowane zywice Merrifield’a ze wzglgdu na bardzo silne i stabilne
wiazanie pomigdzy substratem, a nosnikiem znalazty szerokie zastosowanie w
chemii supramolekularnej, ze wzgledu na mozliwos$¢ kotwiczenia zwiazkdéw na
podtozu statym Szczegoélne wykorzystanie zywicy Merrifield’a znalazto zasto-
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sowanie do produkcji nowych modyfikowanych zywic [17-18]. Jednym z wielu
przyktadow modyfikacji zywicy Merrifield’a moze by¢ synteza triazyn przedsa-
wiona przez Brése [19], w ktorej z zywicy Merrifield’a w reakcji z sola sodowa
m-hydroksyaniliny otrzymano aminowa pochodna, a nastgpnie w reakcji z azoty-
nem tert-butylu -BuONO, w obecnosci trifluoroboro-eteru w THF uzyskano sol
diazoniowa, ktora poddano reakcji z aminami w niskiej temperaturze uzyskujac
pochodne triaznyn. Otrzymane produkty w wyniku odcigcia 10% kwasem octo-
wym od zywicy, uzyskano z bardzo wysoka wydajnos$cia, a co najistotniejsze, o
bardzo duzej czystosci (Rysunek 4.).

/©\NH t-BUONO, o/\o’ : “NEN X
—_—

Q/\CI DMF, 60°C Q/\O N
Et,0 BF3

/@\ Ra<, -R1
NaO0 NH N

2 |
H

R3_, Ry CH3COOH /\O/©\N=N R4
7 Q

Ry R,

Rysunek 4. Wykorzystanie zywicy Merrifield’a do syntezy pochodnych amin.

Zywice Merrifielda tak samo jak i wiele innych podstawionych zywic moz-
na wytwarza¢ dwoma sposobami: W wyniku bezposredniego przytaczenia sub-
stratu na powierzchni¢ polimeru poprzez substytucj¢ elektrofilowa do pierscie-
nia aromatycznego, badz poprzez kopolimeryzacj¢ podstawionego monomeru
z¢ styrenem.

Najczesciej podstawione zywice, produkowane sa w wyniku reakcji bezpo-
sredniego podstawienia substratu, w ktorej to otrzymuje si¢ mieszaning izome-
row. Zywica Merrifield’a jest typowym przykladem mieszaniny dwoch izome-
roéw, ktora zawiera 70% izomeru podstawionego w pozycj¢ para i 30% izomeru
podstawionego w pozycj¢ meta.

Kopolimeryzacja, natomiast pozwala na uzycie do produkcji oczyszczonych
izomerow, w wyniku czego mozna otrzymaé izomery podstawione w pozyje
para nawet w 98%. Zywice tego typu wykazuja wieksza zdolnoéé do pecznie-
nia, co ma z kolei ogomny wptyw na wydajnos¢ przeprowadzanych reakcji.

Dodatkowo kopolimeryzacja pozwala kontrolowanie podstawienia zywic,
poprzez $cisty nadzor nad odpowiednio dodawanymi porcjami styrenu, oraz
podstawionego monomeru, dzigki czemu firmy zajmujace si¢ produkcja zywic
w swojej ofercie posiadaja tak duzy asortyment zywic rézniacych si¢ rozmiara-
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mi, podstawieniem oraz sieciowaniem.

Zywice Merrifield’a wykorzystuje si¢ rowniez do syntezy powszechnie
stosowanych wymiataczy molekularnych. Wymiatacze molekularne oparte na
zywicach, sa zwiazkami pomocniczymi, ktore selektywnie wytapuja okreslone
zwiazki z mieszanin reakcyjnych, powodujac ich nierozpuszczalno$é. Wiasci-
wos¢ ta wykorzystywana jest do szybkiego ich usuwania poprzez filtracj¢ (Ry-
sunek 5.).

W wymiataczach molekularnych wystepuja zarowno oddziatywania jono-
we, jak 1 kowalencyjne, a wigzania zanieczyszczenia moga by¢ pochodzenia
organicznego, jak i nieorganicznego. Dobor odpowiedniego wymiatacza mole-
kularnego jest bardzo istotny w przypadku, gdy zanieczyszczeniem jest elektro-
filem lub nukleofilem..

wymiatacz
molekularny

nadmiar

re agent

czysty produkt

ymleclona—‘
molekula

Rysunek 5. Usuniecie nadmiaru substratu z uzyciem wymiatacza molekularnego na
nosniku.

Uzycie wymiataczy jest bardzo efektywne i ekonomiczne. Stosowanie ich
bardzo wptywa na polepszenie czystosci otrzymywanych produktéw niejedno-
krotnie czas reakcji ulega znacznemu skroceniu. Pozwalaja one na unikniecie
takich czynnosci jak ekstrakcja woda-woda, badz chromatografia kolumnowa.

Coppola [20] przedstawit syntezg wymiataczy pierwszo i drugo rzegdowych
amin alifatycznych, z roztworé6w w ktorych zostaty uzyte w nadmiarze, co ma
niewatpliwie zastosowanie w wielu reakcjach chemicznych. Uzywajac tego typu
wymiataczy mozemy w bardzo prosty sposob pozby¢ si¢ nadmiaru aminy, tym
samym otrzymujac czysty produkt reakcji. Wymiatacze te otrzymano poprzez
przytaczenie do zywicy Merrifield’a bezwodnika kwasu 2-amino benzoesowego
( Rysunek 6.) poprzez atom azotu. Mechanizm dziatania tego typu wymiataczy
polega prawdopodobnie na ataku wegla karbonylowego C4 w pierscieniu hete-
rocyklicznym na nukleofile, w wyniku czego powstaje dwutlenek wegla, oraz
N-podstawiona pochodna bezwodnika 2-aminobenzoesowego.
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Rysunek 6. Wymiatacz molekularnyh amin, (a) metoda syntezy, (b) mechanizm dziatania.

Shortell [21] wraz ze wspotpracownikami wykorzystat zywicg Merrifield’a
o matym stopniu usieciowania oraz podobna zywicg Argopore o duzym stopniu
usieciowania do syntezy w warunkach duzego rozcigczenia cyklicznych oligo-
(m-fenylo-etynylenéw). W wyniku prob syntezy makrocykli udowodniono, ze
wzgledu na reakcje uboczne zachodzace podczas zastosowania Zywicy o matym
stopniu usieciowania, przy zastosowaniu katalizatora Pd/Cu powstaja produkty
liniowe (Rysunek 7.), natomiast jesli ta sama synteza przeprowadzona zostanie
na zywicy o duzym stopniu usieciowania, w tych samych warunkach, otrzymuje
si¢ spodziewany produkt makrocykliczny z zadawalajaca wydajnoscia (Rysunek
8.).

Okazato sig¢ jednak, ze proby wyizolowania czystego cyklicznego oligo-
(m-fenylo-etynylenu) nie powiodly sig, zaskakujace okazato si¢ ze zwiazek po
odcigeiu z zywicy tworzy strukturg katenanu ,,nawleczonego” wewnatrz sieci
polimerowych (Rysunek 9.).

Zywica Merrifield’a znalazta szerokie wykorzystanie w produkcji polimero-
wych zywic jonowymiennych. Pochodne te najczgsciej zawieraja uktady zdolne
w sposob selektywny i specyficzny kompleksowaé okre§lone jony, co znalazto
zastosowanie w analizach srodowiskowych.

Jeden z przyktadow wykorzystania zywicy Merrifield’a do syntezy poli-
meru chaletujacego zaprezentowat Vinod [22]. Przedstawit on syntez¢ mody-
fikowanych kaliksarenoéw, ktore wykorzystat do wydzielania oraz oznaczania
w naturalnych ciekach takich jonow jak Cu(Il), Cd(II) Pb(Il). Wiasciwosci
kompleksotworcze kaliksarenow, zaleza w duzej mierze od modyfikacji gorne;j
badz dolnej czgsci ich obrgezy. Vinod zmodyfikowat kaliksareny czasteczka
o-wanilinotiosemikarbazonem (Rysunek 10.), pochodna, ktéra w potaczeniu z
kaliksarenem wykazuje zdolnosci chaletujace toksycznych jonow metali [23].
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Rysunek 7. Synteza cyklicznych oligo(m-fenylo-etynylenow) z uzZyciem Zywicy
Merrifield a.

e Dﬁ %0 ‘*@ 2,

Q zywica Argopore

Pd/Cu

Rysunek 8. Synteza cyklicznych oligo(m-fenylo-etynylenow) z uzyciem mocno usieciowanej
zywicy.
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O R= n-butyl

Rysunek 9. Efekt reakcji Sciqgania cyklicznej makromolekuly z Zywicy Argopore.
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Rysunek 10. Synteza zZywic modyfikowanych czqsteczkq kaliksarenu.

Kim [24-25] zmodyfikowal zywice Merrifield’a eterami koronowymi, a
nastgpnie wykorzystal je do celéw chromatograficznych. Uzywajac koron 4°-
aminobenzo-15-crown-5 (AB15C5) (Rysunek 11.) i korony 4’-aminobenzo-18-
crown-6 (AB18C6), w obydwu przypadkach zauwazyt ze cigzszy izotop 'Li ko-
twiczy si¢ na modyfikowanej zywicy, podczas gdy 1zejszy izotop °Li znajduje si¢
w wycieku z kolumny. Podobna zalezno$¢ zachodzi podczas gdy, zywica Merri-
field’a zostanie zmodyfikowana 1,13,16-trioksa-4,7,10-triazacyklooktadekanem
(Rysunek 12.) [26].
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Rysunek 11. Synteza zywic modyfikowanych eterami koronowymi.
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Rysunek 12. Synteza zywicy Merrifield’a z modyfikacjq 1,13,16-trioksa-4,7,10-
triazacyklooktadekanem.

W przypadku modyfikacji zywicy eterami 2’-aminometylo-15-crown-5 oraz
2’-aminometylo-18-crown-6 zachodzi odwrotna zalezno$¢ w przypadku magne-
zu. Cigzsze wzbogacane izotopy magnezu znajduja si¢ w wycieku z kolumny
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upakowanej modyfikowana zywica, natomiast 1zejsze wzbogacane izotopy ko-
twicza sig na powierzchni zywicy [27-28].

Zywica Merrifield’a z posréd wielu praktycznych zastosowan znalazta row-
niez wykorzystanie jako nosnik w reakcji sprzggania Tamao—Kumada—Corrid,
w ktorej zachodzi reakcja pomiedzy weglem o hybrydyzacji sp? a weglem o
hybrydyzacji sp. Zaleta tej reakcji jest czynnik temperaturowy, poniewaz moze
ona zachodzi¢ w warunkach -20°C do temperatury wrzenia stosowanych roz-
puszczalnikéw. Optymalna jest w temperatura pokojowa [29]. Reagentami sa
zwiazek Grignard’a oraz organiczna pochodna bromkowa. Reakcja ta katalizo-
wana jest przez jon niklu (II), ktoéry skompleksowany jest na zywicy (Rysunek
11.). Cykl katalizatora jest odtwarzalny, a nikiel ze wzgledu na zakotwiczenie
nie przedostaje si¢ do roztworu, co pozwala na otrzymanie produktu wolnego od
zanieczyszczen pochodzacych od katalizatora reakcji, co ma z kolei znamienite
znaczenie w produkcji zwiazkdw biologicznie czynnych i lekarstw.
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Rysunek 13. Synteza kompleksu niklu na zywicy Merrifield’a w reackji Tamao—Kumada—
Corrid.

Pomimo ze zywica Merrifield’a jest fundamentalna zywica, z ktorej otrzy-
muje si¢ wiele innych popularnych zywic, posiada on jedng wadg, mianowicie,
wyniku reakcji niecalkowitego sprzggania, moze dojs$¢ do przypadku w ktorym
na powierzchni zywicy zostana wolne, nie przereagowane miejsca pozostawia-
jac aktywne grypy chlrometylowe. Problem ten nie wystgpuje w przypadku
zywic hydroksymetylowych, do ktorych substrat przylaczany jest w reakcji z
elektrofilem, takim jakim jest aktywowana grupa karboksylowa, badz poprzez
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reakcje Mitsonobu [30]. Nie przereagowane miejsca na zywicy hydroksyme-
tylowej najczgsciej blokowane sa w wyniku nadmiaru bezwodnika octowego
obecnosci pirydyny.

Basso [31] wykorzystat polistyrenowa hydroksymetylowa zywicg do syn-
tezy arylo-eterowych dendrymerow, wykorzystujac syntez¢ na nosniku stalym
(Rysunek 14.) Obecno$¢ grup fenolowych oraz dwoch grup acetylowych po-
zwolila na syntez¢ dendrymeréw w dwoch etapach reakcji, ztozona z kondensa-
cji Mitsonobu, oraz hydrolizy estréw alkoholi pierwszorzegdowych. Koncowym
etapem syntezy byta reakcja Mitsonobu z estrem metylowym kwasu 4-hydroksy
benzoesowym , nastepnie jego redukcja LiAlH,. W wyniku 7 reakcji Mitsonobu
oraz 14 hydroliz uzyskano czysty produkt z wydajnoscia 86%. Jest to wygodna
oraz bardzo prosta metoda syntezy dendrymerow, ktora mozna rowniez przepro-
wadza¢ na innych typach (zywica Wanga).
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Rysunek 14. Metoda syntezy arylo-eterowych dendrymerow na zywicy hydroksymetylowej
z wykorzystaniem reakcji Mitsonobu.

Oprocz zywic hydroksylowych na rynku dostgpne sa roéwniez zywice ami-
nowe. Zywica aminometylowa (AM) w wyniku tworzenia stabilnego wiazania
amidowego przez substrat i wolng grupa aminowa zakotwiczona na polimerze,
przez dtugi czas byta uznawana, za podstawowa zywice w syntezie peptydow.
Inne zywice aminowe, wykorzystywane w syntezie peptydow w ktorej wyko-
rzystuje sig strategi¢ Boc to benzhydrylaminowa (BHA) [32] i 4- metylobenzhy-
drylaminowa (MBHA) .

Zywice te tworza bardzo stabilne wiazanie aminowe lub amidowe, w wyni-
ku podstawienia elektrofilowego, w reakcji z aktywowana grupa karboksylowa
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lub substratem alkilowym. Do $ciagnigcia produktow z zywicy wymagane jest
bardzo silne srodowisko kwasne, co zapewnione jest stosujac kwas fluorowo-
dorowy. Produkcja tego typu zywic odbywa si¢ w wyniku elektrofilowego pod-
stawienia pierScienia aromatycznego (Rysunek 15.). Stopien podstawienia tej
reakcji moze sprawi¢ duzo probleméw. Gtownymi zanieczyszczeniami powsta-
jacymi w procesie produkcji sa najczeséciej nie przereagowane grupy karbony-
lowe, oraz produkty uboczne. Jednakze obecnie firmy zajmujace si¢ wytwarza-
niem zywic wyeliminowaty wiele probleméw na drodze produkcyjnej oferujac
bardzo dobre Zywice w swoim asortymencie.

AICI HONH
Q)+ escoa *2- Q)< =<4
O _N
HO

O

NH,

Rysunek 15. Metoda syntezy zywicy benzhydrylaminowej.

Bonnat [33] wraz ze wspolpracownikami wykorzystal aminometylowa zy-
wiceg do zakotwiczenia guanidyny, po to, aby przylaczy¢ do niej tancuchy pepty-
dowe, w celu osiagnigcia ,,kleszczowego” receptora na inne peptydy zawierajace
terminalng grupe karboksylowa. Guanidyng przyltaczono do zywicy aminomety-
lowej poprzez arylosulfoamid, dzigki czemu w obecno$ci silnego kwasu (TFA)
istnieje mozliwos¢ bardzo tatwego odcigcia produktu, oraz oston bocznych z
zywicy (Rysunek 16.).

Fioki [34] uzyl metylowanej zywicy polistyrenowej do syntezy bibliotek
fluorescencyjnie znakowanych kaliksaren6w podstawionych peptydami w obrg-
bie gornej obreczy. Glownym zamierzeniem stworzonej biblioteki pochodnych
kaliksarenow byto nie tylko sprawdzenie, ktora sekwencja peptydowa odpowie-
dzialna jest za wiazanie modelowego pentapeptydu (pochodnej Leu’-enkefali-
ny), ale rowniez zwiazki te miaty spetnia¢ funkcje chemosensorow.

Do syntezy biblioteki uzyto diaminometylowy calix[4] aren, chroniony
grupami p-metoksybenzyloksykarbonylowymi (Moz), ktéry zakotwiczono na
zywicy, a nastgpnie po usunigciu grup ochronnych, stosujac strategie syntezy
Fmoc uzyto 15 roznych aminokwasow, co dato kombinacje 15'=3375 rdznych
peptydokaliksarené6w (Rysunek 17.). Po usunigciu grupy ochronnej Fmoc w
fragmencie tripeptydowym, przytaczono kwas 2 — pirenooctowy.

Okazato sig, ze z catej biblioteki otrzymanych peptydokaliksarenow, Leu’-
enkefaling znaczona barwnikiem, kompleksja tylko 4 z 3375 calej rodziny po-
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chodnych, zawierajace w swojej strukturze L-Tyr w pozycji AA,, oraz D-Phe w
pozycji AA,. Zwiazki te

Zwiazki te w nastgpnej kolejnosci, poddano badaniom fluorescencyjnym.
Dodanie alifatycznej pochodnej enkefaliny powodowato wzmocnienie fluore-
scencji i byto zalezne od stezenia kompleksowanego analitu. Wyniki te potwier-
dzaja ze kompleksowana Leu’-enkefalina zbliza do siebie dwa pierScienie pire-
nu.

H H
Boc N H
N/\/ Y \/\ _Boc BOC\N/\/H N~ _Bo
0, 'N N
A\
5
CO, \
|\2 /©/ ‘o O/\NHz O /©/ 1.TFA
(0]
2. FmocG, FmaocV, FmocF | 3. Ac,0, Et;N
DIC,HOBT, DMF DIC, HOBT/ 3
20% piperydyna 4. TFA, 40°C, 5h

R=Ac NH,
R=H*,CF,CO0"  CF,CO0"

Rysunek 16. Synteza z uzyciem zZywicy aminometylowej.

Wada hydrofobowych zywic polistyrenowych jest ich brak pgcznienia w
protycznych rozpuszczalnikach takich jak metanol, czy woda, czgsto stosowa-
nych w reakcjach organicznych. Ponadto hydrofobowe §rodowisko matrycy po-
limerowej odpycha zwiazki typu jonowego, ktére bardzo czgsto wystgpuja w
stanach przejsciowych wielu reakcji.

Producenci no$nikéw statych, aby zaradzi¢ tym problemom wprowadzili
na powierzchnig polistyrenu tancuchy w postaci polietylenoglikoli (PEG) otrzy-
mujac nowy typ zywic nazywanej powszechnie zywica TentaGel. W rezulta-
cie otrzymano zywice majace wlasciwosci zard6wno hydrofobowe, jak i hydro-
filowe, peczniejace w rozpuszczalnikach protycznych jak i aprotycznych. Ze
wzgledu na t¢ wlasnos¢ zywice typu TentaGel znalazty szerokie wykorzystanie
i zastosowanie w wielu syntezach na nosniku stalym. W wyniku zakotwiczenia
substratéw na koncach nici tancuchéw polietylenowych (PEG), sa one strycznie
mniej zablokowane, tym samym bardziej swobodne, co ma niewatpliwie wptyw
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na zwigkszenie szybkosci reakcji w poréwnaniu z innymi zywicami. Obecnie
na rynku dostgpny jest szeroki wybor zywic, wystepujacych zarowno w formie
zywic elekrofilowych (Br), nukleofilowych (-OH, -NH,, -SH) oraz wielu innych
modyfikowanych pochodnych.

BN} f
= l\/r / 1. NaH,bromek n-dodecylu ”\, 1 NaH,,bromek n-dodecylu

2. Hy Pd(OH), 2. NaH, MPMOG gHyoBr,
OBn OH OH BnO 3. HPyBr, OR; o|-| OH R20 3. DDG aq NaHCOs CH Gl

NHMoz MozHN

g0

| !
OR; OR0 R0

Br

iﬂlm %m

3. Moz-S,K,CO5 OR, OR10R1RzO DPPF, Pdy(dba),  OR; OR{OR{ R,0
5.NaClO, H,0,
H  4.DIC, HOBt, CH,Cl,

(AAT-AA3)

L-Ala, D-Ala, L-Leu, D-Leu,
L-Pro, D-Pro, L-Phe, D-Phe,
L-Ser, L-Tyr, L-Lys, L-Asp,
L-GIn, D-GIn, B-Ala

OR, <I)R20>::
Rysunek 17. Modyfikacja gornej obreczy biblioteki peptydokaliks[4]arenow.

W wyniku zakotwiczenia substratow na koncach nici tancuchéw polietyle-
nowych (PEG), sa one strycznie mniej zablokowane, tym samym bardziej swo-
bodne, co ma niewatpliwie wptyw na zwigkszenie szybkosci reakcji w porow-
naniu z innymi zywicami. Obecnie na rynku dostgpny jest szeroki wybdr zywic,
wystepujacych zarowno w formie zywic elekrofilowych (Br), nukleofilowych
(-OH, -NH,,, -SH) oraz wielu innych modyfikowanych pochodnych.

Przytaczenie glikolipolietylenowych (PEG) do polistyrenu powoduje wzrost
masy zywicy. Szacuje si¢ ze 70% masy pojedynczego ziarna stanowi masa PEG,
co powoduje ze zywice typu TentaGel posiadaja niskie osadzenie (0.2 - 0.3
mmol/g), a obecnos¢ zakotwiczonych grup benzylowych na powierzchni sty-
renu sprawia ze, sa niestabilne w obecno$ci kwasu trifluoro octowego. Problem
ten rozwiazano wprowadzajac zywice ArgoGel, ktora wytwarza si¢ z diolu poli-
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styrenu. Linker diolowy powoduje wzrost odpornosci zywicy na kwasy, oraz ma
wplyw na wzrost jej osadzenia [35].

Zywice TentaGel w chemii supramolekularnej znalazly szczegdlne zastoso-
wanie w syntezie dendrymerow, receptorow peptydowych, sensorow oraz kom-
plekséw metali. Zywice te znalazty szczegdlne zastosowanie w syntezie kombi-
natorycznej. Z racji matego osadzenia, w wyniku syntezy czgsto otrzymuje si¢
zwiazki o bardzo duzej czystosci.

Chemia kombinatoryczna moze by¢ efektownie wykorzystana do syntezy
oraz oceny wilasciwosci wiazacych wielu receptoréw. Podejscie to szczegolnie
stosowane jest do syntezy receptorow typu ,,szczypce” oraz dwu i ,,multi-ra-
miennych” receptorow [36]. Receptory tego typu zazwyczaj zbudowane sa ze
zwiazku petniacego funkcje szkieletu podstawowego, ktory jest konformacyj-
nie ograniczony,, do ktoérego przyltaczone sa ramiona boczne, petniace funkcje
ramion wigzacych. Przylaczajac szkielet czasteczki do nosnika statego mozna
otrzymac bibliotekg zwiazkow, w celach scharakteryzowania i wyizolowania
tych o najcickawszych wlasciwosciach (Rysunek 18.). Na drodze syntetycznej
mozna otrzymaé wiele bibliotek zawierajace ramiona boczne symetrycznie pod-
stawione, badz podstawione nie symetrycznie.

Szkielet

Szkielet l ;
. 3 . treceptora Ramiona bocznj

treceptora
—]

Rysunek 18. Zastosowanie chemii  kombinatorycznej, do syntezy bibliotek
receptorowych.

Receptory tego typu charakteryzuja si¢ do$¢ duza zdolnoscia rozpoznawa-
nia molekularnego. Dodatkowa zaleta jest ich dos¢ tatwa synteza i elastycznosé
konformacyjna, dzigki czemu wykorzystywane sa zar6wno w Srodowiskach
wodnych jak i nie wodnych. Dobdr odpowiedniego szkieletu jest bardzo istotny,
poniewaz w gtdwnej mierze od niego zalezy ustawienie ramion bocznych, ktore
odpowiadaja za wiazanie i rozpoznanie molekularne. Conza [37] przedstawit
syntez¢ ,,dwu-ramiennego” receptora opartego na szkielecie diketopiperazyny,
zawierajacego w tancuchu bocznym kombinacje trdj peptydow z modyfikowa-
ng tyrozyna zawierajaca barwnik (Rysunek 19.). Zastosowanie trans-trans di-
ketopiperazyny, ktora przybiera sztywna konformacjg tworzac ksztatt litery U,
tworzy idealna odlegto$¢ pomiedzy dwoma ramionami, co ma wplyw na witasci-
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wosci wiazace catego receptora. W przypadku kiedy zastosowano diketopipera-
zyng w konformacji cis-cis receptor nie wykazywat zadnych, badz umiarkowane
wiasciwosci wiazacych substrat.

Dziatanie receptora piperazynowego sprawdzono na bibliotece peptydowe;j
zawierajacej trdj peptydy sktadajace si¢ z 29 aminokwasdw, co dato sumaryczna
liczbe 29°=24 389 trojpeptydow. Okazalo sig, ze receptor diketopiperazynowy
ma wszechstronne wlasciwosci wigzania substratow peptydowych, ze specyficz-
no$cia wiazania enancjomeroéw i diastereoizomerow. Wiasciwosci wigzace re-
ceptora zaleza nie tylko od ilosci peptydéow w tancuchu bocznym, ale i rowniez
od grup ochronnych , co ma wpltyw na tworzenie wigzan wodorowych.

Ac—— AA —A,A—AA—NH

1. L-Phe-L-Asn(Tr)-L-Tyr(barwnik)
2. L-Phe-L-Asn(Tr)-D-Tyr(barwnik) N iH
3. L-Asn(Tr)-L-Phe-D-Tyr(barwnik)
4. -Phe-L-GIn(Tr)-L-Tyr(barwnik) o) o)
5.L-GIn(Tr)-L-Phe-D-Tyr(barwnik)

Barwnik Hi—N

OZN—O—N N—@—N
“-OH

Ac—— AsA —AA— AA—NH

Rysunek 19. Receptor diketopiperazynowy znaczony barwnikiem

Istnieje rowniez mozliwo$¢ syntezy receptorow, w ktorych zwiazek, pelniacy
funkcje szkieletu podstawowego bierze aktywny udzial w selektywnym wiaza-
niu rozpoznawanej molekuty. Warunki te spetnia kwas 2-(2,6-diaminopyrydyno-
4-yloksy) octowy, ktory w receptorze typu ,,szczypce” wiaze si¢ z grupa kar-
boksylowa. Zostal on wykorzystany przez Arienzo [38], ktory otrzymal serig¢
bibliotek receptorow peptydowych (Rysunek 20.). Pochodna diaminopirydyny
przylaczono do zywicy TentaGel, co pozwolilo na wykorzystanie chemii kom-
binatorycznej, w celu znalezienia najaktywniejszej sekwencji peptydowej w ra-
mieniu bocznym.

Weryfikacji oddziatywan pomigdzy chronionym, jak i wolnym tréjpepty-
dem, znaczonym barwnikiem dokonano na bibliotece receptorow zawierajacych
w ramieniu bocznym trdjpeptydy zbudowane z 12 aminokwaséw co w sumie
dato 123=1728 catkowita liczbe bibliotek.

W wyniku oddziatywan otrzymanych bibliotek z chronionym trojpeptydem
zaobserwowano zmiang zabarwienia zywicy na kolor czerwony dla pigciu bi-
bliotek, zawierajacych w ramieniu bocznym receptora w pozycji jeden (AA)
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alaning, badZ glutaming, w pozycji dwa (AA,) leucyng lub waling, a w pozy-
cji trzeciej alaning. W przypadku acylowanego barwnika, nie zawierajacego
peptydu, zadnych zmian tych nie obserwowano. Dla niechronionego peptydu
otrzymano cztery aktywne biblioteki, zawierajace w pozycji pierwszej jedynie
waling, w pozycji trzeciej proling, a w pozycji drugiej alaning i metioning.

Ph Fmoc -AA;— AA,——AAT—COHN
HoN
NH
d COO'Bu o
N2 SPOS HN
e 23 oo Yo
{NH o N OH=N _
HoN OH H P OH g
Ph Buo” O oANG O

o j/O’%J NQN Fmoc -AA3— AA;—— AAT—COHN
Ho)j\n“/\u)‘\gnmo\/\,\',\@ sz
COO'Bu
Ho)i 1(\ N J\& O\/\ N O O\
COOH
Rysunek 20. Receptor zawierajqcy szkielet pochodnej diaminopirydyny na peptydy
znaczone barwnikiem.

Schmuck [39] wykorzystat zywicg TentaGel do syntezy kationowych jed-
noramiennych receptorow peptydowych. Otrzymane trojpeptydowe receptory
modyfikowane pochodna czasteczki guanidyny i pirolu (Rysunek 21.), wykazuja
selektywne wlasciwosci wiazace tetrapeptydu L-Val-L-Val-L-Ile-L-Ala, bedacy
C-terminalna czgscia peptydow B-amyloidowych, zardwno w srodowisku polar-
nym, jak i niepolarnym.

Peptydy te maja wplyw na powstawanie choroby Alzheimera. Nazwa
amyloid okre$la grupe peptydoéw i biatek, zwykle glikozylowanych, charak-
teryzujacych si¢ wspolnym motywem strukturalnym, zawierajacym struktury
faldowe wokot osi widkien nerwowych. Blaszki amyloidowe maja szkodliwy
wpltyw na neurony, powodujac ich uszkodzenie na drodze niewyjasnionych
do dzi$§ mechanizméw [40]. Schmuck otrzymujac bibliotekg 125 receptorow
dowiodt ze 12 z nich wykazuje selektywne wlasciwosci wiazace tetrapeptydu
L-Val-L-Val-L-Ile-L-Ala, znakowanego fluorescencyjnym dansylem. Wtasci-
wosci wiazace otrzymanych receptorow w gltéwnej mierze zaleza od uwarun-
kowan sterycznych w tancuchu peptydowym receptora, doboru hydrofilowosci
tancuchow bocznych, oraz od zdolnosci do tworzenia wigzan wodorowych z
rozpoznawang molekuta. Najwigksze zdolnosci kompleksotworcze wykazuje
receptor o sekwencji L-Phe-L-Val-L-Val.

Zywica TentaGel znalazta réwniez szerokie zastosowanie w syntezie den-
drymerdéw. Istnieja dwa gtowne sposoby syntezy dendrymerdw, na drodze roz-
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bieznej, w ktorej otrzymuje si¢ dendrymery liniowe oraz na drodze zbieznej,
gdzie fragmenty dendrymeroéw sa wzajemnie do siebie skondensowane. Metody
te sprawiaja duzo problemoéw preparatywnych ze wzgledu na konieczno$é cia-
glego powtarzania po sobie tych samych operacji, co niejednokrotnie wyma-
ga poswigcenia bardzo duzo czasu, ze wzgledu na konieczno$é oczyszczania
produktow przejsciowych. Z tego powodu zaadaptowano syntez¢ na nos$niku
statym, na potrzeby preparatywne dendrymerow, co znacznie skrocito czas syn-
tezy oraz umozliwilo syntez¢ nowych asymetrycznych dendrymerow, ze wzglg-
du uzycie nowych zwiazkéw startowych zawierajacych rozniace si¢ od siebie
grupy ochronne.

Lys(Boc), Ala, Val, Val, Leu, Gly, Phe, Lys(Boc), Val,
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Rysunek 21. Wykorzystanie chemii kombinatorycznej do syntezy kationowych receptoréw
na znaczony czqsteczkq danslu tetrapeptyd L-Val-L-Val-L-1le-L-Ala.

Swali [41] uzyl zywicy Tentagel do syntezy serii homogenicznych den-
drymeréw (Rysunek. 22), w wyniku ktérej w koncowym efekcie otrzymano
dendrymer cztero generacyjny, zawierajacy 32 wolne grup aminowe. Syntezy
dendrymeru dokonano, wychodzac ze zwiazku osadzonego na zywicy, na ktory
podziatano kolejno nadmiarem akrylanu metylu, a nastgpnie diaminoalkanami o
réznych dlugosciach.

Zywica TentaGel znalazla zastosowanie do budowy nowych, unierucho-
mionych na podiozu stalym sensoréow. Nath [42] wykorzystal zywice TentaGel
do syntezy fluorescencyjnego sensora, wrazliwego na jony metali, sktadajacego
si¢ z eteru koronowego (aza-18-Crown-6), czasteczki pirenu petniacego funkcje
sygnalizacyjne zakotwiczonego na zywicy (Rysunek. 23) , co umozliwia detek-
cje jonow metali (Na*, K*) w wodzie oraz innych rozpuszczalnikach polarnych.
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Obecnos¢ tych jonow powoduje wzrost fluorescenciji.
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Rysunek 22. Synteza dendrymerow z uzyciem zywicy Tentagel.
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Rysunek 23. Synteza sensora na jony matali z uzyciem zywicy TentaGel.

Brigo [43] wraz ze wspolpracownikami wykorzystata zywicg TentaGel do
syntezy i budowy optycznych sensoréw wrazliwych na zmiany pH, wlaczajac
na powierzchni¢ zywicy barwnik azowy ( Rysunek 24.), bedacy pochodna 1-
naftolu. Otrzymany sensor w zaleznosci od wartosci pH zmienia barwg z koloru
zoltego przy pH 5 do koloru purpurowego przy pH 12.

Synteza na no$niku stalym znalazta rowniez zastosowanie w syntezie kom-
pleksow zwiazkdéw organicznych. Mulcahy [44] uzywajac zywicy TentaGel
przedstawil bardzo wygodna metode syntezy kompleksu rutenu (II). Do ami-
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dowej modyfikowanej zywicy TentaGel przytaczono karboksylowa pochodna
fenantroliny, po czym dodano kompleks rutenu i bipirydylu. Ogrzewajac mie-
szaning reakcyjna do 80°C otrzymano kompleks rutenu na nos$niku statym. W
nastgpnej kolejnosci dodano 4,4’-dimetoksy-2,2’-bipirydyl otrzymujac kom-
pleks rutenu na drugim stopniu utlenienia (Rysunek. 25). Po zdjeciu z nos$nika
otrzymano czysty produkt z wysoka wydajnoscia , ktory znalazt zastosowanie
jako inhibitor acetylocholinoesterazy enzymu petniacego kluczowa rolg w prze-
wodzeniu impulsow nerwowych.

N//N ’/N
1. H,S0, N
1. NaNOZ/HCI 2.NaOH
_—
3.

Rysunek 24. Uzycie zywicy TentaGel w celu otrzymania sensora na pH.

Acetylowane zywice polistyrenowe to kolejna grupa zywic czgsto wykorzy-
stywana badz to w syntezie na no$niku stalym, badZ jako zmiatacze w reakcjach
chemicznych przeprowadzanych w roztworze. Sa to zywice zawierajace acylowe
grupy funkcyjne bezposrednio przytaczone do rdzenia polistyrenu. Najczesciej
stosowanymi zywicami sg zywce formylowe, ktore moga by¢ wykorzystywane
do syntez innych no$nikéw statych, lub w syntezie zwiazkow organicznych ta-
kich jak podstawione furany [45], (Rysunek. 26). Innymi zywicami nalezacymi
do tej grupy sa zywice acetylopolistyrenowe, wykorzystywane jako zmiatacze
hydrazyn, lub alkilothioli. Zywice karboksypolistyrenowe znalazty powszechne
zastosowanie w syntezie na no$niku stalym, oraz moga by¢ wykorzystywane
jako zmiatacze zasadowych zanieczyszczen w roztworze przeprowadzanej re-
akcji.

Zywica PAM (zywica 4-hydroksymetylo-fenylacetamidometylowa), ze
wzgledu na wysoka stabilnos¢ w srodowisku kwasnym, wigksza niz zywica
Merrifield’a jest najczesciej uzywana zywica w syntezie peptydow, w strategii
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Boc. Zywica PAM ma szerokie zastosowanie w syntezie peptydow, zardwno
dhugich, jak i krotkich Przyktadem jednym z wielu moze by¢ synteza Abbenan-
te [46], ktory wykorzystat zywice PAM do syntezy cyklicznych oktapeptydow,
zdolnych do komleksowania jonow miedzi oraz potasu (Rysunek 27.).

Jedna z najczesciej wykorzystywanych zywic do syntezy na no$niku stalym
jest zywica Wanga. Jest to zywica sktadajaca si¢ z linkeru w postaci alkoho-
lu 4-hydroksybenzoesowego przytaczonego do rdzenia polistyrenowego [47].
Linker zakotwiczony jest do polistyrenu za pomoca wiazania fenyloeterowego,
substrat natomiast taczy si¢ z zywica za posrednictwem wiazania benzylowe-
g0, estrowego, badz eterowego. Linker ten stabilny jest w $rodowiskach wielu
reakcji. Produkty po syntezie zazwyczaj Sciagane sa w srodowisku kwasnym,
zazwyczaj do tego celu wykorzystuje si¢ kwas trifluorooctowy. Podczas synte-
zy na zywicy Wanga moga si¢ tworzy¢ zanieczyszczenia, bedace konsekwencja
niedoskonatosci zywicy, powstajace w przypadku kiedy linker przytaczony jest
do polistyrenu za pomoca grupy benzylowej, pozostawiajac wolna reaktywna
grupe fenolowa. Przytaczenie substratu do nukleofilowej zywicy zazwyczaj za-
chodzi w petni w wyniku podstawienia elektrofilowego, badz reakcji Mitsono-
bu [30]. Jednakze problem powstaje w przypadku gdy substratem jest zwiazek
optycznie czynny, taki jak pochodne aminokwasow, poniewaz proces aktywacji
moze doprowadzi¢ do powstania mieszaniny racemicznej. Jednakze przy zasto-
sowaniu odpowiednich zwiazkoéw antyracemicznych problem ten mozna ogra-
niczy¢ do minimum.

O« NQN\> &,

—0 NH)——mMm —» —O0
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Rysunek 25. Synteza kompleksu Ru(Il).
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Rysunek 26. Synteza zywicy formylowej.
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Rysunek 27. Synteza cykltcznych peptydow.

Zywice Wanga dostgpne sa rowniez w formie elektrofilowej. Przyktadem
moze by¢ zywica bromkowa benzyloksybenzylu. Zywica ta jest bardzo uzytecz-
na zywica, w przypadku substratdéw optycznie czynnych, poniewaz zazwyczaj
substraty przylaczane sa w procesie w ktorym zjawisko racemizacji nie wystg-
puje.

Zywica Wanga gléwnie wykorzystywana jest w chemii peptydow, jednakze
z powodzeniem znalazla zastosowanie w chemii organicznej, jako nosnik wielu
reakcji. Revell wykorzystat zywicg Wanga przeprowadzajac na nosniku statym
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reakcje sprzegania Suzuki-Miyaura [48]. W reakcji z pochodnymi kwasow ary-
loboronowych, wykorzystat 4-jodofenol zakotwiczony na no$niku statym, oraz
ciecz jonowa etrafluoroboranu 1-butylo-3-metyloimidazolu, speiniajaca rolg ka-
talizatora reakcji (Rysunek. 28), otrzymujac odpowiednie pochodne 4-hydroksy
bifenylu.

|\_R N
I HO. — | JR N

B | R
OH % TFA/DCM 1h Z
o/\o - o/\O M—»
HO

1.5 mol % Pd(PPhs)s,
[(bmin) BF 4], 110°C, 2 h
2, aq N62C03

o Zywica Wanga

Rysunek 28. Reakcja Suzuki-Miyaura z uzyciem nosnika statego.

Chiang [49] zmodyfikowal zywicg Wanga pochodna miedzi (II) w celu
otrzymania na jej powierzchni efektywnego katalizatora, ktory wykorzystal w
reakcji sprzggania pomigdzy kwasami boronowymi, a fenolami, badz N- posta-
wionymi substratami (Rysunek. 29).

o 0
CH,(COOEY)
o/\OH Ph(COCl, O/\o n-BﬁLi,THon/\o Oy OFt
DIPEA, THF 24h Cl-78°C OEt
% Cu(OAc),, 40°C | © o
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(o] OEt
(0]

1 (e}

JO O-Cu
(e}
OH DCM, rt, 24h ): R XOR
- + > -
R-XH R1@BbH NEL, 1

X=N.O X=N, 0

Rysunek 29. Reakcja kwasow boronowych z fenolami i aminami katalizowana
katalizatorem miedziowym.

Mechanizm reakcji prawdopodobnie polega na tym ze do miedzi (II) zako-
twiczonej na zywicy Wanga koordynuje czasteczka fenolu, badz aminy, po czym
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nastepuje proces utlenienia poprzez tlen, co prowadzi do powstania miedzi na
trzecim stopniu utlenienia. W wyniku transmetylacji kwasem boronowym po-
wstaje produkt przejsciowy, ktory ulega redukcyjnej eliminacji dajac zamierzo-
ny produkt reakcji a na zywicy pozostaje miedz na pierwszym stopniu utlenie-
nia. Zaleta katalizatora miedziowego osadzonego na zywicy jest jego zdolnosé¢
do catkowitej regeneracji, bez straty na jego efektywnosci.

Rivero [50] wraz ze wspotpracownikami wykorzystat zywice Wanga do
syntezy uktadéw supramolekularnych opartych na budowie szkieletu ,,Jlumino-
for-spacer-receptor”. Wedtug tego zalozenia, podczas gdy receptor oddziatywu-
je selektywnie, badz specyficznie z rozpoznawana molekuta, zachodzi oddzia-
lywanie pomigedzy czasteczka ulegajaca wzbudzeniu (luminescencyjna) w taki
sposob, ze czasteczka ta jest wzbudzana i emituje promieniowanie, badZz moze
ulega¢ wygaszaniu czyli dezaktywacji bezpromieniste;j.

Do syntezy fluorescencyjnych chemosensorow jonow metali alkalicznych i
ziem alkalicznych opartych na makrocyklicznym eterze koronowym wykorzy-
stano 1,4,10,13-tetraoksa-7,15-diaza-cykloktadekanie pelniacym funkcjg recep-
tora oraz czasteczke dansylu petniacego funkcje sygnalizacyjna (Rysunek. 30).
Badania fluorescencyjne wykazaly, ze dla jonu magnezu, otrzymane sensory
wykazuja najwyzsza czulos¢ i wrazliwosé.

Zakotwiczanie fluorescencyjnego chemosensora na no$niku statym ma kil-
ka zalet w analityce, przede wszystkim przyczynia si¢ do nieprzerywalnosci od-
czytow oraz wzmaga czulo$¢. Metoda ta pozwala na nizsze zuzycie reagentow,
oraz mozliwos¢ uzycia sensorow w rozpuszczalnikach w ktorych identyfikowa-
ne molekuty moga wykazywac stabg rozpuszczalnosc.

Rodriguez [51] wykorzystujac zywice Wanga, przedstawit bardzo wygodna
metod¢wlaczaniakwasu 1,4,7,10tetra-octowego 1,4,7,10-tetraazacyklododekanu
w struktury peptydowe (Rysunek 31.). Pochodne peptydowe tego typu, w zalez-
nosci od kompleksowanego jonu metalu, maja trzy gtdéwne zastosowania. Dla
komplekséw Gd**, Eu** znajduja wykorzystanie w Magnetycznym Rezonansie
Obrazowym (MRI) jako zwiazki kontrastowe, kompleksy peptydowe In''!, Ga®
Cu %7 w Pozycyjnej Tomografii Emisyjnej (PET) oraz jako zwiazki terapeu-
tyczne stosowane w radioterapii Y%, Lu'”".

Zywice polistyrenowe bardzo czesto wykorzystywane sa jako no$niki state
w syntezie dendrymerow. Najcze$ciej uzywana zywica w syntezie dendrymerdéw
jest zywica PAMAM — zywica poli(amidoaminowa) [52], jednakze zywica Wan-
ga, rowniez znalazta szerokie zastosowanie, szczegolnie w syntezie dendryme-
réw opartych na pochodnych aminokwaséw i peptydow. Sanclimens [53] przed-
stawita metodologi¢ syntezy kulistych dendrymerdw, opartych na kombinacji
proliny, glicyny oraz imidazolu, stanowiacego ramiona pojedynczej jednostki
dendrymeru. Metodologia ta pozwala na uzyskanie dendrymerow do czwartej

43



Materiaty supramolekularne

generacji (Rysunek. 32).
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Rysunek 30. Synteza Chemosensorow opartych na zywicy Wanga.
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Rysunek 31. Metoda syntezy peptydow modyfikowanych kompleksonamz.
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Rysunek 32.Metoda syntezy dendrymerow peptydowych.

W syntezie na no$niku statym (SPOS), w przypadku, gdy zamierzony pro-
dukt ma by¢ amidem stosuje si¢ zywice amidowe, sa to zywice typu Rink, Knorr
i PAL. Pierwotnym przeznaczeniem zywic tego typu byla synteza amidowych
peptydow w strategii Fmoc. Zywice te charakteryzuja si¢ bardzo staba odpor-
no$cia w Srodowisku kwasnym, dzigki czemu syntezowane produkty $ciagane
moga by¢ w tagodnych warunkach kwasowych, najczgsciej za pomoca 1% kwa-
su trifluorooctowego. Substraty kwasowe moga by¢ przytaczane do zywicy w
wyniku zastosowania standardowej procedury tworzenia wiazania amidowego
taka jaka metoda DIC/HOBt, HBTU Iub BOP.

Tak jak w przypadku zywicy Wanga, w zywicy typu Rink linker zwigzany
jest z rdzeniem polistyrenowym poprzez wiazanie eterowe, natomiast w przy-
padku zywicy Knorr linker przytaczony jest za pomoca wiazania amidowego.
Zywice Rink, oraz Knorr sa zywicami najczesciej stosowanymi w syntezie na
no$niku stalym, posiadajace porownywalne wiasciwosci, natomiast zywica PAL
jest zywica bardzo labilna w $rodowisku kwasnym. Zywica ta czesto wykorzy-
tywna jest w przypadku syntezy dtugich peptydow, w ktorej otrzymuje si¢ bar-
dzo czyste produkty. Zywice tego typu najczesciej w chemii supramolekularnej
znajduja zastosowanie do syntezy peptydow, cyklicznych peptydow [54] gliko-
peptydow, receptoréw na inne peptydy [55].

Zywica chlorotritylowa to zywica szeroko wykorzystywana w chemii pep-
tydow oraz w syntezie na no$niku statym. Zywice te charakteryzuja si¢ niezwy-
kta labilnoscia w $rodowisku kwasnym. Produkty po syntezie moga by¢ $ciaga-
ne za pomoca kwasu octowego. Wiasciwosc¢ ta jest bardzo istotna i pomocna,
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w przypadku syntezy cyklicznych peptydow, kiedy istnieje konieczno$é $cia-
gnigcia produktéw syntezy z ostonami bocznymi. Kenichi wykorzystat zywice
2—chlorotritylowa do syntezy cyklicznego tetrapeptydu metoda glowa-ogon, na
zywicy z wykorzystaniem reakcji Heck’a. Liniowy prekursor peptydowy zsyn-
tezowano na zywicy, do ktoérej przylaczono najpierw grupa B-karboksylowa
pochodna kwasu asparaginowego, nastepnie w kolejnosci czasteczke glicyny,
argininy, ponownie glicyny i kwas akrylowy, a nast¢pnie dokonano reakcji
sprzggania pomig¢dzy kwasem akrylowym a 3-jodobenzyloaming. Otrzymujac z
wysoka wydajnoscia cykliczny tetrapeptyd, z ktérego w nastgpnie zdjeto ostong
—Mtr (4-metoksy-2,3,6- trimetylobenzosulfonylowq ) z grupy guanidynowej ar-
gininy (Rysunek 33.)

Dodatkowym atutem zywicy chrorotritylowej jest mozliwos¢ kotwiczenia
do niej kwasow, alkoholi, amin oraz tioli. Mourtas [57] wykorzystat cata rodzing
zywic opartych na linkerze tritylowym do syntezy merkaptoacyloamino alkoholi,
zwiazkow bedacych inhibitorami metallopeptydaz. Do zywicy 2-chlorotritylowe;j
(Clt)-, tritylowej (Trt)-, 4-metylotritylowej (Mtt)-, 4-metoksytritylowej (Mmt)-
oraz 4,4’-dimetoksytritylowej (Dmt)- przytaczono kwasy merkaptanowe grupa
tiolowa. Do tak przygotowanych zywic dotaczono amino alkohole, a nastgpnie
Sciagnicto z zywicy gotowy produkt (Rysunek 34.).

Podstawiona zywica chlorotritylowa aming moze by¢ wykorzystana do dal-
szej syntezy amidow [58]. Meller stosujac zywice 2-chlorotritylowa otrzymata
w bardzo prosty sposob pochodna proliny, zwiazek ze wzgledu na grupe funk-
cyjna zaliczany do kwasow hydroksamowych (Rysunek. 35).

Zywice tego typu dostepne sa w réznych formach, rozniacych sig¢ odpor-
noscia na $rodowisko. Zywice 4- metylotritylowa i 4 metoksytritylowa sa bar-
dziej labilne niz zywica tritylowa. Natomiast zywca 2-chlorotritylowa charak-
teryzuje si¢ wieksza stabilnoscia, niz zywica tritylowa. Zywica tritylowa oraz
2-chlorotritylowa dostgpne sa zardbwno w formie alkoholowej, badz w formie
chlorkowej. Forma chlorkowa jest bardzo wrazliwa na wilgoc¢, dlatego nalezy
zywicg tg przechowywac w inertnych warunkach, inaczej moze doj$¢ do jej dez-
aktywacji. Jednak istnieje sposob na przywrdcenie aktywnosci Zzywicy poprzez
podziatanie na nia, bezposrednio przed uzyciem, chlorkiem tionylu.

Bardzo czgsto w syntezie na no$niku statym (SPOS), a takze chemii pepty-
dow stosuje si¢ zywice labilne w Srodowisku zasadowym. Do zywic tego typu
naleza zywica zawierajaca linker oksymowy (MBHA) oraz zywica zawierajaca
linker sktadajacy si¢ z kwasu hydroksymetylo benzoesowego (HMBA-MBHA).
Rodzaj sciaganych produktoéw uwarunkowany jest zastosowanym czynnikiem
nukleofilowym w obecno$ci ktorego zachodzi reakcja. W przypadku uzycia
amin pierwszorz¢gdowych, otrzymuje si¢ odpowiednie (amidy) [59] (Rysunek.
36), hydrazyny (hydrazydy) [60], metanolu/trietyloaminy (estry metylowe) [61].
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Zywice HMBA oraz HMBA-MBHA znalazty, szczegdlne wykorzystanie w che-
mii peptydow, do syntezy zwiazkow cyklicznych.
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Rysunek 33. Synteza cyklicznych tetrapeptydow z uzyciem zZywicy chlorotritylowej z
wykorzystaniem rakcji Heck a.
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Rysunek 34. Synteza merkaptoacyloamino alkoholi za pomocq zywic trotylowych.
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Rysunek 35. Synteza kwasow hydroksamowych w oparciu o Zywice 2 —chlorotritylowq.
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Rysunek 36. Synteza pochodnych ﬂ—karbolzny z uzyciem Zywicy aksymowe]—Reakcja
Picket-Spengler’a [59].

5. Podsumowanie

Synteza na no$niku statym (SPOS) jest bardzo uzyteczna i wygodna meto-
da syntetyczna, ktora obecnie wykorzystuje si¢ nie tylko w chemii peptydow,
dla ktorej zostata pierwotnie stworzona, ale wyszla po za obrgb laboratoriow
peptydowych i stata si¢ nicodzowna metoda zaadaptowana na potrzeby wszyst-
kich laboratoriéw organicznych. Dla Chemii Supramolekularnej, dziedziny na-
uki przezywajacej w ostatnim dwudziestoleciu wielki rozkwit naukowy, metoda
syntezy na nosniku stalym stata si¢ bardzo wdzigczna i czgsto wykorzystywana
metoda w syntezie uktadow supramolekularnych.

W wyniku duzego zapotrzebowania na zywice do syntezy na nosniku sta-
tym rozwinal si¢ przemyst oraz rynek zajmujacy si¢ produkcja i dystrybucja
zywic. Nalezy jednak pamigtac i liczy¢ sig¢ z tym, aby kazda syntezg doktad-
nie zaplanowa¢, wybra¢ odpowiednig strategi¢ i dopiero wtedy dokona¢ doboru
wlasciwej zywicy.

Podzigkowania:
Praca naukowa finansowana ze srodkéw na nauke w latach 2006-2008 jako
projekt badawczy rozwojowy nr RO501601.
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Rozdzial 11
Otrzymywanie i zastosowania modyfikowanej krzemionki

Joanna Kurczewska, Grzegorz Schroeder
Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydziat Chemii, Grunwaldzka 6,
60-780 Poznan

1. Wprowadzenie

Naturalne i syntetyczne stale matryce znajduja obecnie szereg zastosowan.
Wykorzystuje si¢ je miedzy innymi, jako fazy w chromatografii, do ekstrakcji
kationéw z wodnych i niewodnych roztwordéw, w reakcjach katalitycznych lub
wymiany jonowej, elektronice, ceramice czy bioinzynierii. Przyktadowo zywice
polimerowe stanowia matryce do zatgzania ekstrakcyjnego jonow metali z roz-
tworow wodnych i $ciekdw. Niemniej jednak tego typu nosniki charakteryzuje
wrazliwo$¢ na czynniki zewngtrzne, podatno$¢ na pgcznienie, a takze spadek
odporno$ci mechanicznej przy ztozonych procesach. Z kolei duze wykorzysta-
nie podlozy nieorganicznych wynika z ich licznych zalet, wérod ktorych warto
wymieni¢ dobra selektywnosé, brak sktonnosci do pecznienia, szybka sorpcje
jonow metali czy odpornos¢ mechaniczna [1, 2], co skutkuje wypieraniem sta-
tych matryc polimerowych.

Bezposrednie przylaczanie chelatujacych grup do nieorganicznego podtoza
stanowi problem ze wzgledu na znikoma aktywno$¢ powierzchni w stanie pod-
stawowym. Mozna temu jednak zaradzi¢ poprzez aktywacj¢ podtoza na drodze
modyfikacji [3, 4]. Unieruchomienie grup funkcyjnych na powierzchni podtoza
daje mozliwos$¢ sterowania wlasciwosciami migdzyfazowymi stalych substra-
tow z zachowaniem podstawowej geometrii i odpornos$ci mechanicznej. Doko-
nuje si¢ tego w dwojaki sposob, tj. na drodze adsorpcji fizycznej lub chemiczne-
go przytaczania grup funkcyjnych. Warto zaznaczy¢, ze wlasciwosci chemiczne
i analityczne czynnika chelatujacego osadzonego na statym podtozu rdznia si¢
od tego znajdujacego si¢ w roztworze, co wigcej jego aktywno$¢é wzrasta po
unieruchomieniu na matrycy w stosunku do fazy homogenicznej [5].

Lista czynnikéw modyfikujacych powierzchnie jest niezliczona, poczawszy
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od organicznych reagentéw, polimerow, soli metali, poprzez zwiazki natural-
ne, mikroorganizmy, a skonczywszy na statych matrycach typu zywic, celulozy,
wilokien, wegla aktywnego, piasku lub tlenkoéw metali. Istota procesu unierucho-
miania grup funkcyjnych lub zwiazkéw jest reakcja substytucji miedzy czynni-
kiem modyfikujacym a modyfikowana powierzchnia. Zatem aktywny adsorbent
powinien odznaczac¢ si¢ wysoka pojemnoscia sorpcyjna, stabilno$cia chemiczna
i duza selektywnoscia [6, 7].

Sposrdd licznych czynnikdéw adsorbujacych, duza uwage poswigca si¢ zelo-
wi krzemionkowemu. Proces osadzania pozadanych grup funkcyjnych zachodzi
poprzez bezposrednie przyltaczanie reagenta do podloza lub na drodze szeregu
reakcji, w wyniku ktorych wspomniane grupy funkcyjne przytacza si¢ do tancu-
cha stanowiacego pomost migdzy nimi a podtozem [8]. Pierwszym etapem wy-
dtuzania tancucha jest czgsto proces silanizacji, prowadzacy do powstania pre-
kursora reagujacego z wlasciwym reagentem zapewniajacym okreslone z gory
zaplanowane zastosowanie koncowego produktu. Powierzchnia krzemionki re-
aguje z silanem tworzacym z nia wiazania kowalencyjne [9]. Wprowadzenie
grup funkcyjnych na powierzchni¢ krzemionki prowadzi do czgSciowe] prze-
miany silanoli, nadajac powierzchni inne wtasciwosci niz wyjsciowej matrycy
[10, 11].

Bezposrednie przylaczenie grupy chelatujacej do powierzchni krzemionki
skutkuje napigciami sterycznymi i tym samym zmniejsza znaczaco dostep cza-
steczek. Z kolei zastosowanie serii reakcji prowadzacych ostatecznie do przy-
taczenia pozadanej grupy poprzez zastosowanie czynnika taczacego wptywa na
wzrost wlasciwosci adsorbujacych.

Powszechne stosowanie zelu krzemionkowego wynika z szeregu zalet, kto-
rymi wyréznia si¢ w stosunku do innych organicznych i nieorganicznych pod-
tozy:

e unieruchomianie na krzemionce skutkuje otrzymaniem réznorodnych

czynnikow sililujacych pomocnych przy wprowadzaniu grup funkeyj-
nych do struktury nieorganicznej [12];

*  przylaczanie do powierzchni krzemionki zachodzi tatwiej w poréwna-
niu do polimerowych no$nikow organicznych, zawierajacych wigksza
ilodci usieciowanych wigzan i wymagajacych kilku godzin dla osia-
gnigcia rownowagi [13];

*  popularno$¢ zelu krzemionkowego to czesciowo efekt wprowadzenia
go na rynek jako pierwszego dostgpnego produktu o wysoce specyficz-
nej powierzchni i statym sktadzie, umozliwiajacego tatwa analizg i in-
terpretacj¢ wynikow [14];

*  zel krzemionkowy nie ulega pgcznieniu [15];

*  Zel krzemionkowy wykazuje duza odporno$¢ na rozpuszczalniki orga-
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niczne [16];

e krzemionkg cechuje bardzo wysoka odpornos¢ termiczna [17].

Z kolei zasadnicza wada tego typu podtoza jest nicodwracalne wiazanie jo-
néw metali 1 zanik selektywnosci przy zastosowaniu ciagtego cyklicznego uzy-
cia i procesu wymywania [18].

Modyfikowana krzemionka znajduje obecnie zastosowanie w szeregu reak-
cji katalitycznych i wymiany jonow [19], jak rowniez jako faza w chromatografii
[20], biosensor w biotechnologii [21].

2. Charakterystyka sfunkcjonalizowanego zelu krzemionkowego

Krzemionka stanowi polimer kwasu krzemowego. Zel krzemionkowy to po-
rowaty granulat zbudowany z krzemionki, wytwarzany na drodze syntetycznej z
krzemianu sodu, tetrachlorku krzemu lub roztworu podstawionego chlorosilanu/
ortokrzeminu [22].

Powierzchnia krzemionki sktada sig¢ z dwoch typow grup funkcyjnych, si-
loksanow (=Si-O-Si=) i silanoli (=Si-OH). Grupy silanoli moga wystgpowac
pojedynczo, gdzie powierzchniowy atom krzemu tworzy trzy wiazania ze struk-
tura krzemionki i jedno z grupa hydroksylowa; w postaci sasiadujacych silanoli,
gdzie dwa pojedyncze silanole potaczone z réznymi atomami krzemu spina mo-
stek z wigzania wodorowego; a takze w postaci sparowanych silanoli gdzie dwie
grupy hydroksylowe znajduja si¢ przy jednym atomie krzemu (Rys. 1). Silanole
sparowane znajduja si¢ w odlegtosciach wystarczajacych do tworzenia wiazan
wodorowych, podczas gdy pojedyncze sa zbyt oddalone od siebie [23].

/ H / H‘ / H I_I\ / H
@) @) 0) o O
| | . \ /
S1 S1 Si S1
// ! \\ // ! \\ // ! \\ // \\
krzemionka krzemionka krzemionka
Silanole pojedyncze Silanole sasiadujace Silanole sparowane

Rysunek 1. Rodzaje grup silanolowych na powierzchni krzemionki

Rozréznienie rodzaju grup silanolowych mozliwe jest dzigki technikom ba-
dania powierzchni. Stosujac spektroskopie w podczerwieni, obserwuje si¢ dwa
pasma: 3745 cm™ pochodzace od pojedynczych i sparowanych silanoli, jak row-
niez 3743 cm™ od pary sasiadujacych silanoli [24]. Roznice migdzy pojedyn-
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czymi i sparowanymi silanolami widoczne sg dopiero na widmach krzemowego
magnetycznego rezonansu jadrowego, *Si-NMR, w przypadku ktérego sparo-
wane grupy hydroksylowe wystepuja przy wartosci przesunigeia chemicznego
-92 ppm, a pojedyncze i sasiadujace przy -100 ppm [25].

Z kolei ilosciowy rozktad grup powierzchniowych, w szczegodlnosci poje-
dynczych silanoli, mozliwy jest przy wykorzystaniu spektroskopii w podczer-
wieni poprzez zawieszenie krzemionki w tetrachlorku wegla [26]. Przy czym
obszar 400-4000 cm™ jest mato wiarygodny w tym wzgledzie, gdyz trudno roz-
r6zni¢ pasmo pochodzace od adsorbowanej wody 1 wlasciwych silanoli.

W celu okreslenia ilosci grup silanolowych na powierzchni krzemionki sto-
suje si¢ zar6wno metody fizyczne, chemiczne, jak i teoretyczne. Zawarto$¢ grup
wacha si¢ od 4,5 do 8,0 grup/nm? w zaleznosci od typu krzemionki i temperatury
[27,28]. Aktywacja powierzchni zelu krzemionkowego zachodzi w temperatu-
rze 423 K. Przy 673 K liczba silanoli maleje prawie o potowg, a przy 1023 K
pozostaja wylacznie pojedyncze silanole [29]. Przyjmuje sig, ze jesli okoto 46%
silanoli tworzy wiazania wodorowe bezposrednio z sasiadujacymi [30], to okoto
35% za posrednictwem mostkow z czasteczek wody [31].

Podstawowe parametry charakteryzujace powierzchni¢ krzemionki od stro-
ny fizycznej to zakres powierzchni, objgto$¢ porodw oraz rozmiar czastek. Obszar
powierzchni Zelu krzemionkowego stanowi o st¢zeniu aktywnych czynnikow,
zatem daje pojgcie o pokryciu powierzchni a tym samym o napigciach sterycz-
nych. Rozmiar poréw umozliwia lepsza oceng dostgpnosci grup silanolowych
dla reagujacych z nimi czasteczek. Natomiast pomiar rozmiaru czastek skutkuje
danymi o porowatosci.

Wsrod metod instrumentalnych stosowanych do badania struktury po-
wierzchni modyfikowanej krzemionki najczeSciej stosuje si¢ spektroskopie w
podczerwieni, spektroskopig¢ UV-Vis, spektroskopi¢ fotoakustyczna i NMR w
ciele statym [32].

3. Modyfikacja powierzchni zelu krzemionkowego
Istnieja trzy podstawowe metody przytaczania grup funkcyjnych do po-
wierzchni krzemionki [33]:
* nadrodze reakcji migdzy organosilanami lub czasteczkami organiczny-
mi a powierzchnig krzemionki (Rys. 2a);
*  poprzez chlorowanie powierzchni krzemionki, a nastgpnie reakcje mig-
dzy Si-Cl a wlasciwym reagentem (Rys. 2b);
*  poprzez zastosowanie metody zol-zel do wprowadzenia grup funkcyj-
nych i ewentualna dalsza modyfikacje (Rys. 2c¢).
Alternatywa dla metody chlorowania, prowadzacej do powstawania szko-
dliwych produktéw ubocznych, jest wprowadzanie grup funkcyjnych do statej
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matrycy podczas przygotowywania krzemionki. Proces polega na mieszanie
organoalkoksysilanow z prekursorem krzemionkowym, z reguty tetractoksysi-
lanem. Niemniej jednak jego wada jest brak mozliwosci kontroli obszaru po-
wierzchni i porowatosci ostatecznego materiatu. Dla jej ulepszenia wprowadza
si¢ templaty typu surfaktantow jonowych lub obojetnych [34].

—OH
/OEt
Si0, |—O—Si—R
OEt
—OH
—OH — R
O\s ,
1
$i0, [—OH =+ RSi(E0); '— > s§i0, | — 0~ “opt 2a
—OH —OH
—0
Si0, |[—O—Si—R
—0
— OH —OH —OH
Si0, |—oH S0:Ch 50, |—c Mr $i0, |—(CHy,CHy  2b
—OH —OH —OH
. . templat R KR
RSi(OEt); + Si(OEt)y —— 3 [ R R 2¢
Rp R\

Rysunek 2. Podstawowe metody modyfikacji zelu krzemionkowego

Inna powszechnie stosowana metoda jest powtérna modyfikacja. Jesli krze-
mionka w pierwszym etapie modyfikacji zyskata grupy aminowe na powierzch-
ni, to w kolejnym etapie moze reagowac z szeregiem zwiazkoéw organicznych
(Rys. 3), [35].
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Rysunek 3. Modyfikacja krzemionki zawierajqcej wolne grupy aminowe

Sio,

Niezaleznie od dotychczas wymienionych metod modyfikacji zelu krze-
mionkowego, temat ten mozna rozpatrywa¢ w znacznie szerszym zakresie.
Przede wszystkim metody modyfikacji dzieli si¢ na fizyczne (termiczne, hy-
drotermiczne), prowadzace do zmiany stosunku zawarto$ci silanoli i siloksa-
ndéw, i chemiczne, prowadzace do zmian wtasciwosci chemicznych powierzchni
krzemionki. Na skutek modyfikacji, wtasciwos$ci adsorpcyjne ulegaja zmianie.
Chemisorpcja czasteczek chelatujacych zapewnia statyczno$é, mechaniczna sta-
bilnos¢ i nierozpuszczalnos¢ w wodzie, czym zwigksza wydajnosé, czutosc i
selektywnos$¢ techniki analitycznej, w ktorej krzemionka jest stosowana. Inny
generalny podzial modyfikacji krzemionki zalezy od typu czynnika modyfikuja-
cego, tj. grup organicznych lub czynnikéw nieorganicznych-sktadnikéw organo-
metalicznych lub tlenkow metali.

3.1 Modyfikacja poprzez nasycenie

Nasycenie krzemionki odbywa si¢ poprzez oddzialywanie migdzy czyn-
nikiem modyfikujacym a stata matryca na drodze inkluzji do porow, adhezji
lub oddziatywan elektrostatycznych [36]. Na tej drodze unieruchamia si¢ 8-h-
ydroksychinoling, poprzez mieszanie z aktywna krzemionka i wykorzystuje do
zageszczania ekstrakcyjnego jondw metali (Rys. 4a), [37]. Z kolei formaldehyd,
zaadsorbowany na krzemionce nasyconej 2,4-dinitrofenylohydrazyna, wykrywa
si¢ w powietrzu i mierzy w postaci kompleksu hydrazonu (Rys. 4b), [38]. Lu-
cigenin, odczynnik chemiluminescencyjny, osadzony na krzemionce stosuje si¢
do okre$lania zawartosci zelaza(Il) i V(IV) (Rys. 4c¢), [39].
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Rysunek 4. Przyktady modyfikacji krzemionki przez nasycenie

3.2 Modyfikacja poprzez wiazanie kowalencyjne
3.2.1 Unieruchomianie silanow

Czasteczki organiczne zazwyczaj przylacza si¢ do powierzchni krzemionki
w procesie silanizacji [40] przy udziale wiazan kowalencyjnych. Znaczna ilos¢
grup chelatujacych nie posiada grup funkcyjnych zdolnych do bezposredniego
zwiazania si¢ z powierzchnig. W takim wypadku dobrym rozwiazaniem jest ad-
sorpcja na stalym podtozu, prowadzona w oparciu o oddziatywania hydrofobo-
we [41].

W przypadku wiazania kowalencyjnego aktywne atomy wodoru powierzch-
niowych grup silanolowych reaguja z grupami organosililujacymi celem nada-
nie cech organicznych nieorganicznej matrycy [42]. Taka sfunkcjonalizowana
powierzchnia stuzy do wprowadzania wtasciwych grup poprzez przytaczanie do
bocznych tancuchow [43].

Typowe metody modyfikacji powierzchni krzemionki na drodze chemicznej
opieraja si¢ na reakcji powierzchniowych grup hydroksylowych z silanowymi
czynnikami spinajacymi, petlniacymi rolg prekursoréw w procesie unierucho-
miania wiasciwych zwiazkéw organicznych. Czynniki sililujace dostarczaja
pozadanych grup koncowych, za pomoca ktoérych przylaczany jest wiasciwy
fragment modyfikujacy powierzchnig. I tak modyfikacja do uktadéw o charakte-
rze zasad Schiffa odbywa si¢ dwuetapowo (Rys. 5). W pierwszej kolejnoscei zel
krzemionkowy, sfunkcjonalizowany 3-chloropropyltrimetoksysilanem, reaguje
z dietylenotriaming, a nast¢pnie z aldehydem 2-hydroksy-naftylowym lub sali-
cylowym [44].

Z kolei modyfikacja grupami B-diketoaminowymi zachodzi w reakcji si-
lanoli z powierzchni krzemionki z 3-aminopropylotrietoksysilanami, po ktorej
nastepuje drugi etap z udziatem 3-bromopentadionu (Rys. 6), [45].

59



Materiaty supramolekularne

_d _d
\ NH
Si0 —(Fsg(\/jz\u NN SN N\, —— sio; wsleH\ﬁN(\/
—a0
\

/ o

—d
S‘}(FSLQ/Z\NH\/\NH/\/ = % ‘FSIM\ N N
OH OH
_ o —0
J \ g

Rysunek 5. Synteza krzemionki modyfikowanej zasadami Schiffa
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Rysunek 6. Synteza krzemionki modyfikowanej grupami /f—diketoamznowymz

Modyfikacja krzemionki zakonczona przylaczeniem kwasu formylosali-
cylowego zachodzi na skutek wieloetapowego ciagu reakcji (Rys. 7), [46]. Na
wstepie zel krzemionkowy traktuje si¢ 3-aminopropylotrimetoksysilanem lub 3-
chloropropylotrimetoskysilanem w zalezno$ci od drogi otrzymywania koncowe-
go produktu. Krzemionka posiadajaca chloropochodne reaguje z etylenodiaming
z uzyskaniem aminoalkilowej pochodnej. Z kolei powstanie fragmentu z kwa-
sem formylosalicylowym to efekt reakcji tegoz kwasu z krzemionka zakoniczona
fragmentem odpowiednio 3-aminopropylowym lub etylenodiaminowym.

3.2.2 Modyfikacja powierzchni metoda zol-zel

Proces zol-zel znajduje zastosowanie przy powstawaniu organicznie mody-
fikowanej krzemionki. Sprowadza si¢ on do otrzymywania hybryd typu zol-zel,
w tym krzyzowania nieorganicznych tlenkow z alkiloalkoksysilanami [47].

Wspomniana metoda modyfikacji sprawdza si¢ przy projektowaniu le-
kéw uwalnianych w $cisle okre§lonym miejscu wewnatrz organizmu. Na po-
wierzchnig koloidu ztota mozna nanie§¢ warstwg krzemionki. Z tak powstatej
nanopowloki krzemowej wyptukuje si¢ ztoto wraz z odpowiednim reagentem
pochodzacym z warstwy krzemowej. Przy modyfikacji zelu krzemionkowego
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i nanowarstwy stosuje si¢ czynnik sililujacy 3-aminopropylotrimetoksysilan
w postaci roztworu wodnego. Tak wstepnie zmodyfikowana krzemionka ulega
zwiazaniu kowalencyjnemu z linkerem. Ostatni etap sprowadza si¢ do nasycenia
krzemionki przeciwciatem anty-cytochrom c na drodze inkubacji. Przytaczenie
przeciwciala do krzemionki nastapuje na skutek dziatania promieniowania o
dtugosci fali 302 nm (Rys. 8), [48].
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Rysunek 7. Synteza krzemionki modyfikowanej kwasem formylosalicylowym
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Rysunek 8. Synteza krzemionki modyfikowanej przeciwciatem
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3.2.3 Inne metody modyfikacji powierzchni krzemionki

Niezaleznie od wigzania kowalencyjnego i metody zol-zel, istnieja takze
inne mniej powszechne metody modyfikacji powierzchni. Uzyskanie krzemion-
ki z grupami alkilowymi zachodzi poprzez halogenowanie grup silanolowych w
reakcji powierzchniowych grup hydroksylowych z czynnikiem halogenujacym
w bezwodnym aprotycznym rozpuszczalniku. Nastgpnie w reakcji uczestniczy
zwiazek Grignard’a lub organolitu, a koncowy produkt posiada atomy wegla
powiazane kowalencyjnie z krzemem [49]. Z kolei przeksztalcenie powierzch-
niowym silanoli na wodorki, a nastgpnie katalityczne wigzanie olefin zachodzi
zgodnie ze schematem na Rys. 9 [50]. Skutecznos$¢ tej syntezy zalezy w gtownej
mierze od pierwszego etapu, tj. przeksztatcania alkoholi w wodorki. Mozna tego
dokona¢ w dwojaki sposob: poprzez chlorowanie silanoli chlorkiem tionylu i re-
dukcje glinowodorkiem litu lub kontrolowana chemisorpcjg¢ silanotriolem HSi-
(OH), z utworzeniem siloksanowego wiazania [51].

—OH —H A

_ H,C=CHR /CHZ\
Si0)|—OH —> Si0,|—H ——> Si0,|—CH, R
Rh Catalyst

—OH —H
- — —7

Rysunek 9. Synteza krzemionki modyfikowanej olefinami

4. Zastosowanie krzemionki modyfikowanej zwigzkami organicznymi

Organicznie modyfikowana krzemionka (ang. Organically modified silica,
ORMOSIL) to grupa zwiazkow o licznych zastosowaniach chemicznych i me-
dycznych. To znakomite matryce stanowiace podstawe dla licznych zwiazkoéw
organicznych i nieorganicznych, wykorzystywane jako sensory gazow, roz-
puszczalnikow, odczynu pH, czasteczek bioaktywnych; czy tez jako warstwy
ochronne dla istotnych materiatlow; w celu zwigkszania aktywnosci katalitycz-
nej zwiazkow; dla uzyskania uktadéow o okreslonych wiasciwosciach fotoche-
micznych; lub celem otrzymywania wysoce czutych elektrod reagujacych na
obecno$¢ bioczasteczek.

4.1 Pulapka molekularna

Organicznie modyfikowane krzemionki cechuje zdolnos¢ do ,.tapania” bio-
czasteczek 1 zwiazkow organicznych, zmieniajac tym sposobem ich wlasciwosci
fizyczne i chemiczne, i tym samym nadajac im nowe zastosowania w medycy-

62



Otrzymywanie i zastosowania modyfikowanej krzemionki

nie i przemysle. Unieruchomienie we fragmencie krzemionki zalezy w gltowne;j
mierze od dostgpnosci niechydrolizujacych grup silanu.

Apomioglobina (apoMb) to modelowe biatko stosowane przy badaniu stop-
nia pofatdowania tancucha. Probki osadzone na szkle kwarcowym wystepuja w
konformacji niepofatdowanej [52]. Prawdopodobnie powierzchnia krzemionki
wplywa niekorzystnie na strukturg i wlasciwosci wody w porach szkta, co w
efekcie prowadzi do wspomnianego stanu apoMb [53]. Po wprowadzeniu alki-
lowych grup hydrofobowych do krzemowej matrycy, wzrasta zawarto$¢ postaci
heliakalnej biatka. Podobnie modyfikacja szkta kwarcowego trifluoropropylowa
grupa prowadzi do wzrostu drugorzedowe;j struktury bialka [54].

Unieruchomianie barwnika ketocyjaninowego w krzemionce to metoda na
oszacowanie polarnosci wngki [55]. Z kolei zastosowanie metody zol-zel do
otrzymania matrycy krzemowej z rodaming pozwala na zmniejszenie porowato-
$ci matrycy (Rys. 10a), [56].

Organicznie modyfikowane krzemionki sprawdzaja si¢ w roli gospodarzy
dla wzorcow fluorescencji. Rozmieszczenie oksazyny (Rys. 10b) na porowatej
powierzchni wngki krzemionki okres$la si¢ metodami fluorescencyjnymi [57].
Wyniki badan wskazuja, ze wspomniany barwnik silnie reaguje z grupami sila-
nolowymi, a jego mobilno$¢ jest w znaczacy sposob ograniczona.

CI +
COOC,Hs (Et) 0, N(Et),
H3 / CH3 Ij h C104-
‘ |O N
+
HsC,HN 0 NHC,Hs

10a 10b

Rysunek 10. Przyktady barwnikow unieruchamianych w putapce molekularnej

4.2 Sensory gazowe

Sieci polisiloksanowe powstaja na drodze hydrolizy i polikondensacji te-
tralakilosilanow typu Si(OR), [58] i znajduja zastosowanie jako sensory gazo-
we. Przyktadowo fynelotrimetoksysilan i jego kopolimery z trialkoksysilanami
(Rys. 11a) odznaczaja si¢ duza przepuszczalno$cia dla gazow.

Z kolei wykorzystanie barwnika (Rys. 11b) unieruchomionego na organicz-
nie zmodyfikowanej krzemionce w procesie zol-zel, prowadzi do powstania
sensora CO,, [59] wykazujacego duza czutos¢ przy r6znym stezeniu dwutlenku
wegla. Sensor charakteryzuje si¢ znakomita przepuszczalnoscia gazéw, a film
z barwnikiem znaczng stabilno$ciga w warunkach otoczenia. Ten sam barwnik,
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pehniacy rolg fluorescencyjnego wskaznika pH, ale unieruchomiony na hydrofo-
bowej matrycy, stanowi stabilny sensor CO, dajacy wyniki zgodne z metodami
odniesienia w analizie dwutlenku wegla [60].

Me— Si— O—
o}
Ph— |Si— O— SiMe;
Ph 0 Ph
Me;Si— O— ISi—o— lSi— o— lSi—O— SiMe;
0 Ph 0

|
Me—Si—O—  Ph— lSi— o—

O—o
11a I1b

Rysunek 11. Aktywne fragmenty sensorow gazowych

4.3 Sensory rozpuszczalnikow i sensory pH

Rodzaj rozpuszczalnika i odczyn pH roztworu to istotne aspekty chemii
roztworow, procesow ekstrakcji rozpuszczalnikow czy przemystu chemiczne-
go. Skutecznym sensorem alkoholi okazat si¢ uklad bazujacy na matrycy ztozo-
nej z roznych R-trojmetoksysilanow i tetrametoksysilanu, z unieruchomionym
na powierzchni barwnikiem — fenolanem 2,6-difenylo-4-(2,4,6-trifenylo-N-
pirydynowym), Rys. 12 [61]. Polarnos¢ badanych uktadow zalezy od typu za-
stosowanego monomeru, stosunku trojmetoksysilanéw do tetrametoksysilanow,
jak rowniez od rozpuszczalnika na granicy faz. Z kolei funkcj¢ sensoréw pH
petnia krzemionki modyfikowane organicznym barwnikami bedacymi wskazni-
kami odczynu pH [62].

4.4 Sensory biomolekularne

Matryce z modyfikowanej krzemionki znakomicie sprawdzaja si¢ w roli
sensoréw weglowodorow, thuszezy, bialek czy innych uktadow. Posiadaja zdol-
no$¢ do ‘wylapywania” przeciwcial i dziatania na zasadzie immunosensorow.
Ze wzgledu na wysokie przewodnictwo elektryczne i hydrofilowo$¢ zapewniaja
mikroklimat sprzyjajacy utrzymaniu aktywnos$ci biologicznej unieruchomione-
go biatka.

Bioczasteczki typu enzymow czy przeciwciat charakteryzuje wysoka specy-
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ficznos¢ i czutose, z tego wzgledu moga pehnic rolg katalizatoréw lub czynnikoéw
rozpoznania [63]. Wspomniane wlasciwosci wykorzystuje si¢ poprzez unieru-
chamianie bioczasteczek na powierzchni modyfikowanej krzemionki w proce-
sie zol-zel. Badanie takich organiczno-nicorganicznych hybryd bazujacych na
krzemionce odbywa si¢ w oparciu o procesy elektrochemiczne. Do tego typu
elektrod mozna wprowadzi¢ cyjanozelazian potasu i perfluorowang membrang
lub dibenzo-18-korong-6 (Rys. 13a) uzyskujac sensor dopaminy (Rys. 13b), [64]
i nadtlenkow [65]. Obecnos¢ kwasu askorbinowego zwigksza elektrochemiczne
wiasciwosci sensoryczne uktadu w kierunku dopaminy. Natomiast zastosowanie
dwuwarstwowej elektrody zbudowanej z organicznie modyfikowanej krzemion-
ki zwigksza selektywnos¢ w kierunku nadtlenkéw, w szczegdlnosci, jesli eter
koronowy znajduje si¢ w gornej warstwie.

o

Rysunek 12. Aktywny fragment sensora rozpuszczalnikow

o

0 O. HO NH,
: H

Lo

13a 13b

Rysunek 13. Aktywny fragment sensora biomolekularnego (a); wykrywany zwiqzek (b)

4.5 Powloki ochronne

Powloki ochronne wykorzystuje si¢ glownie w procesach przemystowych.
Zapewniaja nie tylko ochrong materiatowi, ktory pokrywaja, ale rowniez zwigk-
szaja trwalos¢, chronia przed rozktadem, a takze modyfikuja wlasciwosci foto-
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chemiczne materiatdéw. Z reguly nietoksyczne, bezbarwne i fotoczute powtoki
powstaja w procesie zol-zel. Wspomniana technika umozliwia otrzymywanie
bezbarwnych, statych i porowatych nieorganicznych matryc w niskiej tempera-
turze, a nastgpnie wprowadzenie czasteczek organicznych do wngtrza ich poréw
[66].

Jednym z czynnikéw o duzej szkodliwosci jest promieniowanie UV, od-
powiedzialne za odbarwianie pigmentdw, zotknigcie plastiku, spadek potysku
i wlasciwo$ci mechanicznych, poparzenia sloneczne i inne. Zastosowanie ab-
sorberow UV, posiadajacych wewnatrzczasteczkowe wiazania wodorowe, (Rys.
14), wynika z ich fotostabilnosci i niskiej wydajnosci kwantowej fotorozktadu
[67].

OH N
N
R R
R

14a 14b 14 ¢

Rysunek 14. Aktywne fragmenty powtok chroniqcych przed fotodegradacjq

4.6 Katalizatory i wymiatacze

Jednym z istotniejszych zastosowan technologii zol-zel jest zdolnos¢ do
zwigkszania aktywno$ci katalitycznej osadzanych czasteczek. Wiaze sig to z
wigksza stabilnoscig termiczng podtoza nieorganicznego, brakiem reaktywnosci
z wylapywana czasteczka, duza porowatoscia i obszarem powierzchni. Ponadto
materiaty w formie zol-zel wykazuja wlasciwosci chromatograficzne, tj. reagent
znajduje si¢ na powierzchni, co zwigksza czutosé i selektywnos$¢ reakcji z tymze
czynnikiem.

W poréwnaniu do tradycyjnych metod otrzymywania heterogenicznych ka-
talizatorow, technologia zol-zel cechuje si¢ wieloma zaletami [68]. W zaleznosci
od wymagan, materialy zol-zel sa mikro lub mezoporowate. W sytuacji, kiedy
reagent z roztworu ma rozmiar mniejszy od $rednicy porow, jego aktywnos¢ ka-
talityczna jest wigksza w porownaniu do heterogenicznych katalizatoréw otrzy-
mywanych na drodze nasycania lub derywatyzacji [69].

2,2,6,6-tetrametylotlenek pirydyny, ztapany przez zastosowanie metody zol-
zel to wydajny heterogeniczny katalizator stosowany w selektywnym utlenianiu
D-metylglukozy, (Rys. 15). Wngka tlenku zostaje zwiazana z aminopropylotri-
metoksysilanem. Nastepnie prekursor zawierajacy fragment Si(OCH,), ulega
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hydrolizie i kopolikondensacji [70].
Poza aktywno$cia katalityczna, wspomniane materiatu sprawdzaja si¢ takze
w roli ,,gabek”, uwalniajacych otoczenie ze szkodliwych substancji [71].

OMe
MeO— |Si\/\/NH2 + O N— O+
|OMe
QEB H,CN
OMe H
MeO— |S1\/\/I|\I
(l)Me
N o
(|) - )/Si(OMe)4
o— |Si— 0] Il\l
b
[ o

Rysunek 15. Otrzymywanie modyfikowanej krzemionki o zastosowaniu katalitycznym

4.7 Zastosowania fotochemiczne

Produkcja laseréw bazuje na wymuszonej emisji, produkujacej silne pro-
mieniowanie o zastosowaniu medycznym i przemystowym. Natomiast falo-
wody bazuja na roéznicy wspodtczynnika zatamania i wykorzystywane sa przy
produkcji widkiem $wiattowodowych. Organicznie modyfikowane krzemionki
stanowia znakomite matryce dla fotochemicznie aktywnych materiatéw, i stad
moga by¢ wykorzystywane przy produkcji laserow i swiattowodow.

Materiaty oparte na tlenku krzemu i cyrkonu wzbogaca si¢ w technice zol-
zel barwnikami rodaminy B i1 6G, uzyskujac lasery barwnikowe [72]. Z kolei
hybrydy oparte na 3-metakryloksypropyltrimetoksysilanie, przepuszczalne dla
promieniowania ultrafioletowego, stosuje si¢ przy budowie urzadzen $wiatto-
wodowych [73].

Niniejsza praca zawiera jedynie wycinek szeregu zastosowan modyfikowa-
nej krzemionki. Ten materiat o ogromnym potencjale znakomicie sprawdza si¢
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w wielu obszarach, poczawszy od chemii i medycyny, poprzez optyke i elektro-
chemig, a skonczywszy na inzynierii i technologii.

Podzi¢gkowania:
Praca naukowa finansowana ze srodkdéw na nauke w latach 2006-2008 jako
projekt badawczy rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial II1

Chemosensory fluorescencyjne w rozpoznawaniu
jonow metali

Tadeusz Ossowski, Pawet Niedziatkowski, Dorota Zarzeczanska,
Monika Przyborowska, Justyna Czupryniak
Uniwersytet Gdanski, Wydzial Chemii, ul. Sobieskiego 18/19,
80-852 Gdansk

1. Ogélna charakterystyka fluorescencyjnych chemosensoréw

Wisrdd wielu metod analitycznych, ktore umozliwiaja wykrywanie kationow
metali, sa takie techniki jak np. fotometria plomieniowa, atomowa spektroskopia
absorpcyjna, elektrody jonoselektywne itp. Metody te sa kosztowne, wymagaja
czgsto czasteczek o duzych rozmiarach i nie umozliwiaja ciagtego ich monitoro-
wania. Za to metody opierajace si¢ na fluorescencyjnych chemosensorach [1-6]
oferuja wiele korzysci takich jak selektywno$¢, czutosé, szybki czas odpowiedzi
oraz mozliwos¢ obserwacji lokalnych. Co wigcej, w przypadku metody fluore-
scencji mozliwe jest zdalne obserwowanie analitu przy uzyciu optycznego Swia-
tlowodu z czasteczkowym sensorem zakotwiczonym na jego koncu [7]. Biorac
pod uwage powyzsze cechy metody fluorescencji, wiele badan poswigcono pro-
jektowaniu selektywnych fluorojonoforéw kationow metali.

Kalorymetryczne oznaczanie kationow oparte na zmianach koloru w czasie
kompleksowania przez czynniki barwne zdobyto popularnos¢ wiele lat temu.
Szczegdlnie dla jondw berylowcow, ktore sa wydajnie chelatowane przez czyn-
niki typu EDTA. Jednak technika fluorymetryczna jest bardziej czuta niz foto-
metryczna. Fernandez-Gutierrez i Mufios de la Pefia w 1985 przebadali i znalezli
zastosowanie dla wielu fluorogennych czynnikéw chelatujacych [8]. Wsrod nich
wazne miejsce w analityce chemicznej zajmuje 8-hydroksychinolina i wiele jej
pochodnych, ale brak im specyficznosci. Natomiast fluorescencyjne sensory
czasteczkowe typu EDTA wykazuja wysoka selektywnos¢ w kierunku jonow
wapnia wzgledem innych jonéw obecnych w komorkach zywych.

Odkrycie eterow koronowych i kryptandéw w pdznych latach 1960, otwo-
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rzyto nowe mozliwo$ci rozpoznawania kationow w sposob bardziej selektywny,
zwlaszcza w przypadkow jonow potasowcow, dla ktorych brak jest selektyw-
nych chelatéw. Pomyst wiazania tych jonoforéw z chromoforami lub fluorofo-
rami, prowadzacy odpowiednio do chromojonoforow i fluorojonoforéw pojawit
sig kilka lat p6zniej. Pomyst ten wprowadzili w 1985 roku Lohr i Vogtle.

W projektowaniu fluorojonoforéw [9] szczegdlna uwage ktadzie si¢ na wia-
sciwosci czesci jonoforowej i na oczekiwane zmiany we wiasciwosciach fluore-
scencyjnych czesci fluoroforowej, nastepujace pod wplywem wiazania analitu.
Wiadomo, Ze na trwato$§¢ kompleksu pomigdzy ligandem a kationem wptywa
wiele czynnikow, takich jak rodzaj kationu, rodzaj rozpuszczalnika, tempera-
tura, sita jonowa, a takze w niektdrych przypadkach pH srodowiska. Dlatego w
rozpoznaniu jonu, selektywno$¢ kompleksowania (tzn. preferowane komplek-
sowania wybranego kationu w obecnosci innych kationow) jest bardzo wazne.
W zwiazku z tym, wlasciwosci jonofora tj. topologia liganda i liczba oraz rodzaj
kompleksujacych heteroatoméw czy grup, powinna pasowac¢ do wihasciwosci
kationu, tj. $rednicy jonu, gestosci tadunku, liczby koordynacyjnej, ,,twardosci”
kationu metalu, rodzaju i struktury organicznych kationow, zgodnie z general-
nymi zasadami chemii supramolekularnej. Jonoforem moze by¢ chelator, struk-
tura z otwartym pier§cieniem (podand), makrocykl (koronand, eter koronowy),
zwiazek makrobicykliczny (kryptand), pochodne kaliksarenow itd. Bardzo duza
trwato$¢ kryptatow wynika z trojwymiarowej struktury tych zwiazkow i selek-
tywnos¢ kompleksowania jest zwykle dla tych zwiazkow wigksza ze wzgledu na
utrudnienie w deformowaniu struktury tych uktadéw. W przypadku kompleksow
z udzialem koronandéw i kryptandoéw, najbardziej stabilne kompleksy powstaja
z jonami o $rednicy jonowej zblizonej do srednicy wneki liganda. Inng generalna
zasada majaca zastosowanie w chemii jest teoria ,,twardych i migkkich” kwasow
i zasad Pearsona [10,11]. Okresla ona, ze ,,twardy” tlen bedacy zasada wiaze si¢
z twardym” kwasem, ktdry moze stanowic jon z grupy potasowcow lub bery-
lowcow, a ,,migkka” siarka czy ,,migkki” azot z ,,migkkimi” kwasami, takimi jak
jony metali przejsciowych.

Warunki srodowiska maja ogromne znaczenie zar6wno na trwato$¢é powsta-
jacych kompleksow, jak i selektywnos$¢ procesu kompleksowania kationow.
Gtownymi czynnikami sa: roznica migdzy energia koordynacji liganda a energia
solwatacji tj. sila solwatacji liganda w porownaniu do rozpuszczalnika; rozni-
ca w oddziatywaniu z powloka liganda i dielektrycznym $rodowiskiem poza
pierwsza otoczka solwatacyjna. W przypadku roztworéw wodnych, gtéwna role
odgrywa pH i sita jonowa.

Potaczenie pomigdzy jonoforem a fluoroforem jest bardzo waznym aspek-
tem w projektowaniu sensora, biorac pod uwage poszukiwanie silniejszych za-
burzen witasciwosci fotofizycznych fluorofora przez kation. Jonofor moze byc¢
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potaczony z fluoroforem bezposrednio Iub poprzez tacznik (Rys.1), ale w wielu
przypadkach kilka atomow lub grup uczestniczacych w kompleksowaniu nalezy
do fluorofora. Zatem selektywno$é wiazania czgsto wynika z calej struktury,
wilaczajac czg$¢ sygnalizujaca i czg$¢ rozpoznajaca.

W strukturg fluorojonofora moze by¢ wiaczony wigcej niz jeden jonofor i/
lub wigcej niz jeden fluorofor.
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Rysunek 1. Budowa fluorojonoforow. A-fluorofor polqczony z receptorem poprzez lqcznik
i B-fluorofor polqczony bezposrednio z receptorem.

Nalezy zwr6ci¢ uwage na mozliwosc¢ istnienia kilku komplekséw o roézne;j
stechiometrii. Konieczno$¢ wstgpnych badan sktadajacych si¢ z zarejestrowa-
nia fluorescencyjnych i/lub wzbudzeniowych widm w warunkach pomiarowych
(rodzaj rozpuszczalnika, sktadniki srodowiska, sita jonowa, pH-jesli wptywa na
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trwato$¢ kompleksu) jak najblizej jak to mozliwe do srodowiska, w ktorym ka-
tion bedzie wykrywany. Zmiany w intensywnosci fluorescencji dla odpowiednich
par dtugosci fali wzbudzenia i emisji ( lub dla kilku dtugos$ci fali wzbudzenia i
emisji) w funkcji stezenia kationu musza zosta¢ zanalizowane, jesli chcemy wy-
znaczy¢ stechiometrig i stata trwatos$ci kompleksu. Rekomenduje si¢ wykonanie
pomiardw wzglednych, tzn. wyznaczenie stosunku intensywnosci fluorescencji
zmierzonych przy dwoch dlugosciach fal zgodnie z nastgpujacymi metodami:

METODA 1 - jedna dtugo$¢ fali emisji i dwie dtugosci fali wzbudzenia.
Metoda ta wykorzystywana jest w przypadku wigkszosci wskaznikow i stoso-
wana w konwencjonalnej mikroskopii fluorescencyjne;j.

METODA 2 - jedna dlugo$¢ fali wzbudzenia i dwie dtugo$ci fal emisji.
Ten stosunek emisji ma zastosowanie tylko do wskaznikow pH wykazujacych
podwdjna emisj¢ (emisja formy kwasowej i zasadowej wystegpuje przy réznych
dtugosciach fal). Zmiany w widmie fluorescencji wzgledem pH wynikaja z wid-
ma absorpcji. Ta metoda preferowana jest dla cytometrii i mikroskopii wspdto-
gniskowej, a pozwala na zobrazowanie stosunku emisji.

METODA 3 -dwie dlugos$ci fal wzbudzenia i emisji. Ta metoda jest row-
niez mozliwa dla wskaznikow pH wykazujacych podwoéjna emisje. Gtowna
korzyscia tej metody jest to, ze intensywnosci emisji sg znacznie wigksze, po-
niewaz obie formy kwasowa i zasadowa sg wzbudzone blisko ich maksimow
absorpcji powodujac w rezultacie silniejsza emisj¢ dwoch zwiazkow.

Pomiary wzgledne sa preferowane, poniewaz stosunek intensywnosci flu-
orescencji przy dwoch dlugosciach fal jest w istocie niezalezny od catkowitego
stezenia fluorojonofora, zmian intensywnosci zrodta, czutosci instrumentu itp.
Pomiary przy jednej dtugosci fali wzbudzenia i emisji sa rowniez mozliwe, ale
nie oferuja korzysci, ktore daje metoda wzgledna. Sa stosowane przy badaniu
rownowag w uktadach fluorojonoforow.

Projektuje si¢ wiele fluorescencyjnych chemosensorow, z ktérych wigkszosé
jest stabo rozpuszczalna w wodzie, a ich zdolnosci kompleksujace prezentowa-
ne sa zatem w rozpuszczalnikach organicznych. Zastosowanie tych chemosen-
sorow w $rodowiskach wodnych i w wodnych $rodowiskach komorek nie jest
mozliwe. Za to sg one uzyteczne w monitorowaniu proceséw ekstrakcyjnych, na
przyktad wyznaczenie wartosci stgzenia kationu w fazie organicznej. Ponadto
hydrofobowy charakter tych chemosensordéw nie jest wada, ale korzyscia, kiedy
uzywa si¢ je do pokrywania czutych czgsci ( polimer lub zol-zel) optycznych
urzadzen sensorowych dla celow biomedycznych lub w celu monitorowania
zwiazkow w §rodowisku.
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2. Podzial fluorojonoforow

Fluorescencyjne chemosensory klasyfikuje si¢ zgodnie z rodzajem fotoin-
dukowanego procesu (gléwnie fotoindukowanego przeniesienia elektronu lub
energii, tworzenia si¢ ekscymerow), ktory odpowiedzialny jest za fotofizyczne
zmiany powstate pod wptywem wiazania kationu.

2.1 Chemosensory z fotoindukowanym przeniesieniem elektronu

Chemosensory fluorescencyjne z fotoindukowanym przeniesieniem elektro-
nu, w skrocie PET stanowia grupg chemosensorow najczgsciej badanych [5,12].
W wigkszosci przypadkow sktadaja si¢ z fluorofora przytaczonego do czesci
aminowej poprzez mostek metylenowy (Rys. 2).

[
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Rysunek 2. Przyktad sensora PET.

Fotoindukowane przeniesienie elektronu, nastgpuje z grupy aminowej do
aromatycznego weglowodoru, powodujac wygaszenie fluorescencji fluorofora.
Jesli grupa aminowa jest sprotonowana lub silnie oddzialuje z kationem, prze-
niesienie elektronu zostaje zahamowane i obserwuje si¢ duze wzmocnienie in-
tensywnosci procesu fluorescencji.

Schemat mechanizmu PET w ujgciu teorii orbitali molekularnych przedsta-
wia rysunek 3.

Na skutek wzbudzenia fluorofora, elektron z najwyzszego zajgtego orbitala
molekularnego HOMO ulega promoc;ji do najnizej lezacego niezajgtego orbitala
molekularnego LUMO, ktory umozliwia PET z orbitala HOMO donora ( wolna
grupa aminowa) do orbitala HOMO fluorofora, powodujac wygaszenie fluore-
scencji. Na skutek wiazania kationu potencjat redoks donora jest zwigkszony
na tyle, ze dany orbital HOMO staje si¢ nizej energetyczny niz orbital HOMO
fluorofora, w konsekwencji, PET nie jest juz mozliwe i gaszenie fluorescencji
jest zahamowane.
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Rysunek 3. Wphw kompleksowania kationu na mechanizm fotoindukowanego
przeniesienia elektronu.

Wigkszos¢ chemosensoréw PET dziata na zasadzie powyzszego schematu.
Ale moga rowniez zachodzi¢ inne mechanizmy, kiedy mamy do czynienia z
oddziatywaniami z przejsciowymi kationami metali[ 13,14]. Metale 3d wykazuja
wlasciwosci redoks i przeniesienie elektronu moze zachodzi¢ z fluorofora na
wiazany kation lub w odwrotnym kierunku. W niektérych przypadkach mozliwa
jest wymiana elektronu, co powoduje w rezultacie wygaszenie fluorofora przez
bezpromieniste przeniesienie energii zgodnie z mechanizmem Dextera[15]. Ob-
serwuje si¢ rowniez chemosensory, w ktoérych mechanizmowi indukowanego
przeniesienia elektronu towarzyszy tworzenie si¢ ekscymerow.

2.2 Chemosensory z fotoindukowanym przeniesieniem ladunku

Obok fotoindukowanego przeniesienia elektronu mozliwe jest rowniez foto-
indukowane przeniesienie tadunku, w skrdcie z ang. PCT (photoinduced charge
transfer). Kiedy fluorofor zawiera grupe¢ elektronodonorowa ( czgsto grupg te
stanowi grupa aminowa) sprz¢zong z grupa elektronoakceptorowa, ulega wow-
czas wewnatrzczasteczkowemu przeniesieniu tadunku od donora do akceptora
na skutek wzbudzenia §wiattem. W konsekwencji zmiana momentu dipolowego
wplywa na przesunigcie Stokesowkie, ktore zalezy od mikrosrodowiska fluoro-
fora. Mozna zatem przewidywac, ze kationy w bliskim oddzialywaniu z czg$cia
donorowa lub akceptorowa beda powodowaé zmiany wihasciwosci fotofizycz-
nych fluorofora, poniewaz kompleksowany kation wptywa na wydajnos¢ we-
whnatrzczasteczkowego przeniesienia fadunku.
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Kiedy grupa (np. gr. aminowa) petnigca rolg donora elektronéw oddziatu-
je z kationem, ten ostatni redukuje elektronodonorowy charakter tej grupy. Z
powodu redukcji w sprzezeniu, oczekiwane jest niebieskie przesunigcie widma
absorpcji, razem z obnizeniem molowego wspotczynnika absorpcji. I odwrotnie,
kation oddziatujacy z grupa akceptorowa wzmacnia charakter wyciagajacy elek-
trony tej grupy. Widmo absorpcji przesuwa si¢ dtugofalowo a molowy wspot-
czynnik absorpcji rosnie. Widma fluorescencji sa generalnie przesunigte w tym
samym kierunku, co widma absorpcyjne. Dodatkowo do przesuni¢é zachodza
zmiany w wydajnosci kwantowej 1 czasie zycia czasteczki w stanie wzbudzo-
nym. Wszystkie te efekty fotofizyczne sa zalezne od tadunku i rozmiaru kationu,
oczekuje si¢ zatem selektywnosci tego efektu.

Zachodzace na skutek wiazania kationu zmiany mozna rowniez wyjasnié
uzywajac pojecia oddziatywania tadunkow dipolowych. W przypadku, kiedy
moment dipolowy w stanie wzbudzonym jest wigkszy niz w stanie podstawo-
wym (wtedy, kiedy kation oddziatuje z grupa donorowa), stan wzbudzony jest
bardziej destabilizowany przez kation niz stan podstawowy i obserwuje sig hip-
sochromowe przesunigcie widm absorpcji i emisji (Rys. 4) (chociaz widmo flu-
orescencji ulega tylko niewielkiemu hipsochromowemu przesunigciu). Odwrot-
nie, kiedy kation oddziatuje z grupa akceptorowa, stan wzbudzony jest bardziej
stabilizowany przez kation niz stan podstawowy, a to prowadzi do przesunigcia
batochromowego widm absorpcji i emisji (Rys. 5).

L,
e——eQ

Rysunek 4. Przesuniecie hipsochromowe widma fluorojonofora  wywotane

kompleksowaniem kationu.
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Rysunek5. Przesuniecie batochromowewidma fluorojonoforawywotanekompleksowaniem
kationu.

a) Chemosensory PCT, gdzie kation oddzialuje z grupa elektronodonorowa

Duza liczba fluorojonoforow zostata zaprojektowana w oparciu o nastepu-
jaca zasadg[70-74]: receptorem kationdw jest azakorona zawierajaca atom azotu
sprzezony z grupa wyciagajaca elektrony. Grupa ta stanowi najwigkszy zbior
sensoréw PCT.

Zwiazek PCT-1 (Rys. 6) charakteryzuje si¢ tym, ze krotkofalowe przesunig-
cie widma absorpcji jest duzo wigksze niz widma emisji pod wplywem wigzania
kationu. Dtugosci fal odpowiadajace maksimum absorpcji i emisji w nicobecno-
$ci 1 obecnosci kationu wapnia przedstawia dla tego zwiazku tabela 1.

o
(Y00

Rysunek 6. Chemosensor PCT-1.

Tabela. 1 Dtugosci fal maksimum absorpcji i emisji w acetonitrylu dla PCT-1[21].

. " A . - A A
Maksimum absorpcji [nm] [hm] Maksimum emisji [nm] [hm]
. kompleks z . kompleks
wolny ligand Ca** wolny ligand , Ca
PCT-1 372 332 40 483 469 14
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Relatywnie mate przesunigcie widma fluorescencji, zaskakujace w pierw-
szej chwili, mozna zinterpretowaé w nastepujacy sposob: PCT redukuje gestosc
elektronowa na atomie azotu w koronie, wtedy atom ten traci wlasciwosci koor-
dynacyjne z powodu dodatniego spolaryzowania. Dlatego tez wzbudzenie wy-
woluje zmniejszenie oddzialywan pomigdzy kationem a atomem azotu korony.
Widmo fluorescenc;ji jest dlatego tylko trochg efektywne, poniewaz wigkszosé¢
fluorescencji emitowana jest ze zwiazku, w ktérym oddziatywanie pomigdzy
kationem i fluoroforem nie istnieje w ogodle lub jest bardzo stabe. Rezultatem
takiego fotorozrywania jest nizsza trwato$¢ komplekséw w stanie wzbudzonym.
Zatem wzbudzenie takiego kompleksu intensywnym pulsem swiatta spowoduje,
ze niektore kationy opuszcza korong i dyfunduja, pod warunkiem, ze stata cza-
sowa dla catkowitego uwolnienia kationu z korony jest krotsza niz czas zycia
stanu wzbudzonego [17].

Wewnatrzczasteczkowemu przeniesieniu tadunku w sprzgzonych czastecz-
kach donorowo-akceptorowych moze towarzyszyé wewngtrzna rotacja prowa-
dzaca do skreconych wewnatrzczasteczkowych stanow przeniesienia tadunku (z
ang. TICT) [22]. Mozna wtedy zaobserwowaé podwojna fluorescencje jak np.
w chemosensorze PCT-2 (Rys. 7) [23]:pasmo krétkofalowe odpowiada fluore-
scencji z lokalnie wzbudzonego stanu a dlugofalowe pasmo pojawia si¢ ze stanu
TICT. Intensywno$¢ fluorescencji pasma dlugofalowego pod wptywem wiaza-
nia kationu ulega obnizeniu. Przyczyna mniejszej intensywnosci dlugofalowe-
go pasma jest oddzialywanie pomigdzy wiazanym kationem a azotem korony
uniemozliwiajace formowanie si¢ stanu TICT, a co w rezultacie prowadzi do
konkurencyjnego wzrostu pasma krotkofalowego.

o </\ />
COAOe o
0 L
P
PCT-2 PCT-3
Rysunek 7. Chemosensory PCT-2 i PCT-3.

Analogiczny do liganda PCT-2 zwiazek PCT-3 [24] zsyntezowano, aby
otrzyma¢ uktad zdolny do kompleksowania jondw metali przejsciowych. W
tym celu monoazakorong zastapiono tetraazakorona-cyklamem. W wyniku tej
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zamiany obserwuje si¢ potrojna fluorescencjg: oprocz emisji z lokalnego stanu i
stanu TICT, fluorescencja jest takze emitowana z wewnatrzczasteczkowego eks-
cypleksu (kompleks sandwiczowy tworzy si¢ w stanie wzbudzonym ze wzgledu
na duza gigtko$¢ cyklamu). Potrdjna fluorescencja w duzym stopniu zalezy od
pH oraz rozpuszczalnika i jest zaktocana wiazaniem kationu przez ligand. Na
wzgledne zmiany pasm wptywa rodzaj kompleksowanego kationu.

Nawet jesli nie obserwuje si¢ podwdjnej fluorescencji, nie oznacza to, ze nie
tworzy si¢ stan TICT. Dla donorowo-akceptorowego stilbenu PCT-1 zapropono-
wano schemat oparty o kinetyczne uwarunkowania[21] sktadajacy si¢ z trzech
stanow: planarnego stanu E* osiagnietego pod wplywem wzbudzenia, ktory pro-
wadzi nastepnie do stanu P* (ktory nie wykazuje fluorescencji) poprzez skrece-
nie podwdjnego wiazania i do stanu TICT A" poprzez skrecenie pojedynczego
wiazania, ostatni stan jest odpowiedzialny za gtowna czg$¢ emisji.

W wigkszoéci przypadkoéw, zmiany w intensywnosci fluorescencji pod
wplywem wiazania kationu nie sg bardzo duze (wspodtczynnik od 2 do 5) w
chemosensorach PCT w pordwnaniu do chemosensoréw PET. Znaczny wyjatek
stanowi chemosensor PCT-4 [25] przedstawiony na rysunku 8: wspotczynnik
fluorescencji zmienia si¢ od 90 dla jonow litu do 2250 dla joné6w magnezu.

PCT-4

Rysunek 8. Chemosensor PCT-4

W poréwnaniu do wezesniejszych fluorojonoforéw PCT, widma emisyjne
chemosensoréw PCT-5 i PCT-6 (Rys. 9) ulegaja duzemu krotkofalowemu prze-
sunigciu fluorescencji pod wplywem wiazania kationu.

PCT-5[26-28] jest jednym z pierwszych zaprojektowanych chemosensoréw
PCT, zawierajacych eter koronowy. Maksimum fluorescencji z 642 nm dla wol-
nego liganda przesuwa si¢ do 574 nm dla kompleksu z jonami wapnia w aceto-
nitrylu. Takie hipsochromowe przesunigcie pasma emisyjnego oznacza, ze nie
wystepuje tu fotorozrywanie oddziatywania pomigdzy kationem a atomem azotu
korony, jak to mialo miejsce w chemosensorze PCT-1, poniewaz atom azotu
korony odgrywa rolg drugiego atomu donorowego w zwiazku, natomiast czgs$¢
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benzoksazinowa sama w sobie jest uktadem donorowo-akceptorowym. Wydaje
si¢, ze wystgpowanie fluorescencyjnego stanu TICT jest prawdopodobne w tym
zwiazku [29]. PCT-5 nie tylko reaguje na kationy ziem alkalicznych, ale row-
niez na dwuwartosciowe jony metali cigzkich Hg?" i Pb*" [30].

e o 0
N \ 0
(O\\/O—} \NO

NMe, PCT-5

NMe, PCT-6

[ o
o 0]

( N < > —\ \>—NH
o : \N
_°

Rysunek 9. Chemosensory PCT-5 i PCT-6

Struktura chemosensora PCT-6 [31] jest bardzo podobna do PCT-5. Hetero-
cykliczny atom tlenu w podstawniku benzoksazinonu zastapiono atomem azotu
uzyskujac pochodna benzodiazinonu. Pomimo tych zmian, kation oddziatujacy
z ligandem PCT-6 indukuje podobne zmiany we wlasciwosciach fotofizycznych
jak w PCT-5.

b) Chemosensory PCT, gdzie kation oddzialuje z grupa akceptorowa

W przeciwienstwie do opisanych wczesniej chemosensoréw PCT, w kto-
rych kation oddziatuje z grupa donorowa, istnieje tylko kilka chemosensorow,
w ktorych kation oddziatuje z grupa akceptorowa. Szczegodlnie ciekawe sa ku-
maryny przytaczone do eterow koronowych, poniewaz w zwiazkach tych kation
oddziatuje bezposrednio z grupa wyciagajaca elektrony, tzn. z grupa karbonylo-
wa [32-35] mimo wystgpowania mostka metylenowego pomigdzy fluoroforem a
eterem koronowym (Rys. 25).

Wynikiem wiaczenia w proces kompleksowania zewngtrznego atomu jest
wzrost statej trwatosci kompleksu w porownaniu do samej korony bez zewngtrz-
nego atomu kompleksujacego.
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o
PCT-9 PCT-10

Rysunek 10. Sensory PCT, w ktorych kation oddziatuje z grupq akceptorowq.

Analizujac indukowane poprzez kation zmiany fotofizyczne, nalezy pamig-
ta¢, ze moment dipolowy aminokumaryn w stanie wzbudzonym jest wigkszy niz
w stanie podstawowym, poniewaz zachodzi proces PCT z atomu azotu koro-
ny do grupy karbonylowej. Zatem kiedy kation jest koordynowany przez grupe
karbonylowa, stan wzbudzony jest bardziej stabilizowany niz stan podstawowy,
dlatego oba widma absorpcji i emisji ulegaja batochromowemu przesunigciu.
Obserwowane w obecnos$ci kationow przesunigcie widm zwiazku PCT-9 przed-
stawia rysunek 11.

Selektywno$¢ PCT-7 jest bardzo niska z powodu gigtkosci eteru korono-
wego dookota tacznika pomigdzy barwnikiem a eterem koronowym. Ponadto
atom azotu korony tatwo ulega protonowaniu. Wymiana mostka metylenowego
obecnego w PCT-7 na mostek amidowy w PCT-8 wyklucza czuto$¢ na zmiany
pH i prowadzi do polepszenia selektywnosci wzgledem metali ziem alkalicz-
nych w poréwnaniu do alkalicznych. Wiaze si¢ to z duza sztywnoS$cia wigzania
amidowego. Innym sposobem polepszenia selektywnosci jest uzycie bardziej
sztywnej korony zawierajacej grupy fenylowe jak np. dibenzokorona lub triben-
zokorona[36]. Efekt ten mozna uzyskac poprzez zamiang eteru koronowego mo-
noaza 15-crown-5 na sztywniejsza dibenzokorong otrzymujac zwiazek PCT-9.
W acetonitrylu uktad ten okazat si¢ by¢ selektywny dla niektorych jonéw metali,
tj. selektywno$¢ przedstawiona jako stosunek statych trwatosci wynosi 12500
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dla Ca**/Mg*" i 16 dla Na*/K*. Przesunigcie widm UV-Vis w obecnosci kationow
jest wicksze dla PCT-9 niz te, ktore obserwowano dla PCT-7 i PCT-8 i moze
by¢ zwiazane z wydtuzeniem mostka. Mozna oczekiwac, ze PCT-9 przyjmie
konformacjg, w ktorej wiazany kation jest blizej grupy karbonylowej niz w in-
nych uktadach.
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Rysunek 11. Widmo absorpcji i fluorescencji chemosensora PCT-9 i jego kompleksow w
AN [32].
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Tribenzokorona kowalencyjnie przytaczona do kumaryny tworzy chemo-
sensor PCT-10. Oczekuje sig, ze ta cz¢$¢ kompleksujaca bedzie selektywna dla
jonow K*. Selektywnos¢ K+/Na+ wynosi tylko 2 w acetonitrylu, ale juz 20 w
etanolu.

Przedstawione przyktady pokazuja, Ze najwazniejszymi parametrami odpo-
wiedzialnymi za selektywnos$¢ w koronowych pochodnych kumaryn sa: sztyw-
nos$¢ tacznika pomigdzy fluoroforem a korona, sztywnos$¢ samej korony i roz-
miar korony.

2.3 Chemosensory oparte na tworzeniu si¢ ekscymerow

Niektore fluorofory jak np. antracen czy piren moga tworzy¢ ekscymery
- dimery w stanie wzbudzonym. Dimery tworza si¢ wowczas, gdy wzbudzone
czasteczki zdaza zblizy¢ si¢ do siebie w czasie zycia w stanie wzbudzonym.
Obserwuje si¢ wowczas podwojna fluorescencje. Jedno pasmo pochodzi od mo-
nomeru, natomiast drugie, poszerzone i przy dtuzszej dtugosci fali, pojawia sig,
gdy dochodzi do uformowania ekscymeru. Stosunek intensywnos$ci fluorescen-
cji odpowiadajacy emisji monomeru i ekscymeru jest uzalezniony od ruchliwo-
$ci czasteczkowej i mikrolepkosci [37].

Kiedy fluorojonofor zawiera dwa fluorofory, ktorych wzajemna odlegtosé¢
jest zalezna od kompleksowanego kationu, wowczas rozpoznanie kationu moze
by¢ monitorowane poprzez pomiar stosunku intensywnosci fluorescencji mono-
meru do ekscymeru. Kation moze utatwia¢ lub hamowac tworzenie sig ekscy-
meru.

Eter bisantracenokoronowy E-1 [38-40] posiada widmo fluorescencji zto-
zone z pasma charakterystycznego dla monomera i ekscymera. Stopniowe do-
dawanie nadchloranu sodu do metanolowego roztworu, powoduje zmniejszenie
pasma monomera i wzrost intensywnosci pasma ekscymera. Kompleksowanie
istotnie powoduje zblizenie si¢ dwoch czasteczek antracenu, co utatwia two-
rzenie si¢ ekscymera. Marquis i Desvergne przedstawili, ze badana czasteczka
eteru bisantracenokoronowego tworzy z jonami sodu kompleks 1:2 w metanolu
i acetonitrylu. Interesujace bylo to, ze calkowita stata trwatoSci otrzymana z da-
nych absorpcyjnych byta nizsza niz ta otrzymana z danych fluorescencyjnych.
Oznacza to, ze zdolno$¢ kompleksotworcza jest wigksza w stanie wzbudzonym.
Okreslono rowniez, ze w przeciwienstwie do jonow sodu, zwiazek E-1 tworzy z
jonami potasu kompleks 1:1.
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Rysunek 12. Chemosensor eteru bisantracenokoronowego E-1.

3. Podsumowanie

W zaprezentowanym przegladzie starali$my si¢ przedstawié¢ aktualne infor-
macje o mozliwosciach zastosowania fluorojonoforow do wykrywania jonéw
metali. Szczegdlnie duzo miejsca poswigciliSmy probie sklasyfikowania fluoro-
jonoforow z punktu widzenia ich potencjalnych zastosowan do budowy fluore-
scencyjnych chemosensorow. Przeglad literaturowy w tym zakresie wyraznie
wskazuje na ogromne zainteresowanie uktadami molekularnych zawierajacych
ugrupowania chromoforowe w klasycznej analizie, chemii §rodowiska czy dia-
gnostyce medycznej. Potencjalne mozliwosci zastosowania fluorofjonoforéw sa
ogromne. Latwos¢ modyfikacji najblizszego otoczenia fluoroforu jak i samego
fluoroforu pozwala nam zbudowaé duza liczby pochodnych o predetermino-
wanych wiasciwosciach fizykochemicznych. Dane literaturowe pokazuja, ze w
chwili obecnej obserwuje si¢ znaczacy postgp w metodach syntezy selektyw-
nych i specyficznych receptorow, uwlacza w kontekscie poszukiwania uktadow
molekularnych rozpoznawania wigkszych molekut typu peptydow cukrow czy
biatek. Analiza oddzialywan jon metalu czasteczka fluorojonoforu daje nam
podstawy do wnioskowania o potencjalnym charakterze oddziatywaé bardziej
ztozonych biologicznych supermolekut co tworzy wazne narzg¢dzie badawcze w
chemii rozpoznawania molekularnego.

Podzi¢gkowania:
Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na nauke w latach 2006-2008 jako
projekt badawczy rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial IV

Aktywnos$¢ biologiczna zasad Schiffa
i innych aza-pochodnych fenoli

Piotr Przybylski, Adam Huczynski, Bogumil Brzezinski,
Grzegorz Schroeder
Wydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Grunwaldzka 6,
60-780 Poznan

Gtoéwna inspiracja do badan chemii zasad Schiffa, od poczatku ich odkrycia
przez Hugo Schiffa w XIX wieku, byto duze zapotrzebowanie przemystu farma-
ceutycznego na nowe zwiazki. Nagromadzona literatura na ten temat stanowi
bardzo wyrazny dowdd o znaczeniu zasad Schiffa i pochodnych zwiazkow w
chemii, biochemii, farmacji i przemysle chemicznym.

1. Gossypol

Gossypol (Schemat 1) jest biseskwiterpenem posiadajacym interesujace
wiasciwosci fizyko-chemiczne, a takze znaczaca aktywno$¢ biologiczna. Wazna
i poszukiwana aktywno$¢ biologiczna gossypolu jest ograniczona jego wzgled-
nie wysoka toksycznoscia i szeregiem niepozadanych efektow ubocznych [1-5].
Toksycznos¢ gossypolu jest bezposrednio skierowana na organy rozrodcze,
watrobg, serce a takze blony komoérkowe [6, 7]. W ostatnich 30 latach opubli-
kowano okoto 2000 prac naukowych po$wieconych zastosowaniu pochodnych
gossypolu, w tym takze zasadom Schiffa w terapiach medycznych. Ta liczba
publikacji $wiadczy juz o znaczeniu tego zwiazku w medycynie.

Gossypol zostal po raz pierwszy wyizolowany z nasion bawelny 1886 r.
przez Longmore’a [8], a jego struktura oraz reaktywnos$¢ chemiczna zostata opi-
sana przez Adams’a i wspolpracownikow [9]. Ze wzgledu na ograniczona rota-
cje wokot C -C, binaftylowego wiazania (Schemat 2) gossypol istnieje jako para
enancjomerdw, ktore rdznia si¢ aktywnoscia biologiczna.
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Schemat 2

Energetyczna bariera rotacji wokot wigzania C,-C,. wynoszaca 50 kcal/mol
zostata wyznaczona przez Jaroszewskiego i wspotpracownikéw metodami obli-
czeniowymi [10].

Z reguly (R)-(-) enancjomer gossypolu posiada wyzsza aktywnos$¢ biolo-
giczng w poréwnaniu z aktywnoscia biologiczng (S)-(+) enancjomeru lub race-
matu [11-14].
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Synteza racemicznego gossypolu zostata opracowana przez Edwards’a [15]
a synteza enancjomeru (S) — gossypolu przez Meyers’a and Willemsen’a [16,
17]. Najczesciej jednak Gossypol jest otrzymywany przez izolacje z roslin ba-
welny jako réwno-molowa mieszanina enancjomerow [(R) i (S)] w wyniku eks-
trakcji i krystalizacji z roztworow zawierajacych kwas octowy [(R, S)-gossypol
x HOACc]. Jest rzecza interesujaca, ze poszczegodlne enancjomery gossypolu nie
tworza kompleksu z kwasem octowym [18].

W roslinach bawelny gossypol jest syntezowany z kwasu mewalonowego
poprzez seskwiterpeny i pelni role ochronna skierowana przeciw insektom i
roslinozercom [19-22]. Stosunek enacjomeréw gossypolu w roslinach baweiny
(Gossypium) zalezy od ich odmian. Poniewaz niezmiernie trudne jest otrzyma-
nie czystych enencjomerdéw gossypolu opracowano metody rozdziatu mieszani-
ny racemicznej przez wytworzenie diastereoizomerycznych zasad Schiffa, ich
rozdzial z zastosowaniem preparatywnych metod HPLC oraz TLC [23-26] i na-
stepnie ich hydrolizg.

Struktura gossypolu jest stosunkowo ztozona, poniewaz oprocz dwoch atro-
poizomeréw moze on wystepowaé w roznych formach tautomerycznych. W celu
wyjasnienia wlasciwosci chemicznych gossypolu Adams zaproponowat trzy
formy tautomeryczne pokazane na Schemacie 3 [27]. Badania form tautome-
rycznych gossypolu z zastosowaniem metod spektroskopowych (NMR, FT-1R,
UV-Vis) wykazaty, ze ich wystgpowanie jest silnie zwiazane z przenikalnoscia
dielektryczna rozpuszczalnika oraz wartoScia pH roztwordow [28-34].

laktol-laktol ketol-ketol

Schemat 3

Badania rentgenowskie i spektroskopowe gossypolu wskazuja, ze w ciele
statym i w roztworze jedna z form tautomerycznych jest zawsze dominujaca ze
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wzgledu na stabilizujacy wplyw wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych
[35-45] (Schemat 3). W ciele stalym gossypol istnieje wylacznie w formie al-
dehydowo-aldehydowej podczas gdy w CHCI,, CH,Cl, i CH,CN aldehydowo-
aldehydowa forma tautomeryczna jest dominujaca obok laktolowo-laktolowe;j
formy tautomerycznej. Ketolowo-ketolowa forma tautomeryczna gossypolu ist-
nieje wylacznie w zasadowym $rodowisku. Przeprowadzenie gossypolu w kom-
pleksy z kationami metali jest jedna z metod stabilizacji form tautomerycznych
a takze zmniejszania jego toksyczno$ci [46-50]. Gossypol jest takze wstanie
zrywac nici DNA w obecnosci jonow Cu?* [51-53]. Badania spektroskopowe i
obliczenia semiempiryczne réznych kompleksow gossypolu wykazaty, ze formy
tautomeryczne s zalezne od rodzaju kationu. W kompleksach gossypolu z ka-
tionami Be?", Ni*", Cu?", Dy**, Gd*", Tb*" i Eu*" tworzy sie laktolowo-laktolowa
forma tautomeryczna [32, 54-56], podczas gdy w kompleksach z kationami
Zn*, Fe** i Fe*" obserwowana jest wylacznie ketolowo-ketolowa forma tauto-
meryczna [32, 56, 57].

Przyktadowe struktury kompleksow gossypolu z kationami, ktére koordy-
nowane sg przez atomy tlenu wystgpujacych w dwoch formach tautomerycz-
nych sa pokazane na Schematach 4 i 5.

Schemat 4 Schemat 5

Ze wzgledu na obecnos$¢ w czasteczce gossypolu dwoch grup aldehydowych
i szesciu grup hydroksylowych moze on ulega¢ szeregu reakcjom: utleniana,
redukcji, dehydratacji, halogenacji lub tworzenia eterow, estrow, pochodnych
siarkowych, pochodnych azotowych, nitryli, hydrazondéw i zasad Schiffa [58].
Bogata chemia gossypolu i jego wyjatkowo szeroka aktywno$¢ biologiczna
zainspirowata wiele grup badawczych na $wiecie do syntezy i badan réznych
pochodnych gossypolu w celu obnizenia jego toksycznosci z rownoczesnym za-
chowanie jego waznych aktywnosci biologicznych. Najwazniejszymi i najcze-
$ciej badanymi pochodnymi gossypolu sa jego zasady Schiffa.
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2. Zasady Schiffa gossypolu

Toksyczno$¢ gossypolu jest zwigzana z obecnoscia dwoch grup aldehydo-
wych w jego czasteczce [60, 112-117]. Transformacja gossypolu w zasady Schif-
fa jest dogodna metoda obnizania jego toksyczno$ci. Otrzymane i badane do tej
pory zasady Schiffa gossypolu sa pokazane na Schematach 8 1 9. Zasady Schiffa
gossypolu analogicznie do samego gossypolu moga wystepowaé w rdéznych for-
mach tautomerycznych (Schemat 6). Enamino-enaminowa forma tautomeryczna
wystepuje w czystych zasadach Schiffa [60, 67, 69, 75, 76, 78-81, 89, 90, 104,
107, 105, 108, 120-122] oraz w ich kompleksach z jednowartosciowymi jonami
metali [123-132], podczas gdy imino-iminowe formy tautomeryczne sa obecne
w protonowanych formach zasad Schiffa [123, 125, 128, 129, 131, 132].

imina-imina enamina-enamina
(analogiczna forma tautomeryczna do (analogiczna forma tautomeryczna do
aldehydowo-aldehydowej gossypolu) ketolowo-ketolowej gossypolu)

Schemat 6

Szczegdlng wlasciwoscia charakteryzuja sig zasady Schiffa gossypolu otrzy-
mane z L-aminokwaséw. Ulegaja one powolnej foto-epimeryzacji w obecnosci
rozproszonego $wiatta (Schemat 7) [78, 79]. Wykazano, Ze czysta diastercoizo-
meryczna zasada Schiffa gossypolu moze ulega¢ transformacji w mieszaning
obu izomerdéw lub rowno-molowa mieszaning dwoch diastereoizomerow lub w
jeden z nich. Ta wiasciwos¢ tych pochodnych gossypolu jest szczegolnie wazna
ze wzgledu aktywnos$é biologiczna, poniewaz najczeséciej aktywnos¢ biologicz-
na formy (R)-gossypolu jest wyzsza niz formy (S)-gossypolu i racematu.

W warunkach fizjologicznych gossypol ch¢tnie wiaze si¢ kowalencyjnie z
biatkami mikrosomalnymi z utworzeniem labilnych zasad Schiffa, co wptywa
na metabolizm steroidow i kwasow tluszczowych [133]. Gossypol jest takze
inhibitorem kompetycyjnym niektorych enzymow np. pepsyny. Duza stabilnos¢
kompleksu gossypol - pepsynogen wynika z tworzenia stabilnych zasad Schiffa
pomigdzy grupami aldehydowymi gossypolu i grupami aminowymi Lys(18) i
Lys(358) pepsynogenu [134].

Wiele uwagi poswigcono wlasciwosci gossypolu do inhibitowania ludzkiej
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spermatogenezy, a takze wptywu na reprodukcyjnos$é zwierzat [135-144]. Ana-
logicznie niektore zasady Schiffa zawierajace podstawniki (50-52) alifatyczne
maja wplyw na zmniejszenie si¢ ruchliwosci meskich plemnikdéw [84]. Najsil-
niejszy wplyw inhibitujacy zaobserwowano dla pochodnej charakteryzujacej si¢
najdhuzszym tancuchem alkilowym (52).

Pochodne gossypolu 50-52 wywieraja nickorzystny wptyw na receptorowe
biatka w blonach komorkowych TM4, a takze zaburzaja funkcje mitochondridw
[83].

—_—
epimerisation
-—
(S, S) (R, S) .
(S)-gossypol, (S)-aminokwas) (R)-gossypol, (S)-aminokwas)

Schemat 7

Generalnie gossypol posiada wysoka aktywno$¢ antynowotworowa w przy-
padku cztowieka i zwierzat [145-149]. Groundwater i wspolpracownicy przete-
stowali cytotoksyczno$¢ pojedynczej (asymetrycznej) i podwdjnej (symetrycz-
nej) zasady Schiffa gossypolu z estrem metylowym L-Phe (40) na komoérkach
zawierajacych raka skory (SK-mel-19), szyjki macicy (Sihas), matych komodrek
phlucnych (H69) a takze leukemii (K562) [119]. Porownanie aktywnosci biolo-
gicznej zasad Schiffa (40) i gossypolu wykazato, ze podwdjna zasada Schiffa
jest najmniej aktywna, a pojedyncza zasada Schiffa jest tak aktywna jak naj-
bardziej aktywny enancjomer gossypolu. Cztery inne zasady Schiffa gossypolu
(3-5, 14) byty testowane przeciwko rozprzestrzenianiu si¢ komérek nowotwo-
rowych (MCF-7, MCF-7adr) raka piersi [62]. Tylko zwiazek 14 charakteryzo-
wat si¢ aktywnoS$cia przeciwnowotworowa poréwnywalna z aktywnoscia (R)-(-)
gossypolu.
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Benz i wspotpracownicy sugerowali, ze izolacja enancjomeréw zwiazku 14
i dalsza modyfikacja gossypolonu izo-propyloamina moze prowadzi¢ do nowej
generacji analogéw gossypolu o podwyzszonej aktywnosci antynowotworowe;j.
Zasady Schiffa 3-5 posiadaja tylko niewielka aktywnos$¢ inhibicyjna na wzrost
komorek nowotworowych. Zwiazek 5 posiada najwyzsza aktywnos$¢ przeciw
komoérkom HBL-100 i MCF-7.

Dao i1 wspotpracownicy badali aktywno$¢ réznych zasad Schiffa (2-8, 10,
14-16, 40, 125) przeciw komoérkom nowotworowym KB [60]. Otrzymane przez
nich wyniki byly zgodne z tymi otrzymanymi przez Benz’a [62]. Dao zasuge-
rowal, ze aktywno$¢ przeciwnowotworowa zasad Schiffa gossypolu zalezy od
dostepnosci atomow tlenu grup fenolowych a takze od struktury podstawnikow
w czgsci aminowej. Zauwazyl, ze z wydluzaniem tancuchow alkilowych zasad
Schiffa aktywno$¢ wobec komorek KB malata. Najbardziej efektywnymi zasa-
dami okazaly sig te z podstawnikiem etylowym i propylowym.
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[105]

Poza tym Dao wykryl, ze (+)- enancjomer zwiazku 3 jest mniej aktywny
przeciw komorkom MCF-7/WT niz (-) enancjomer [150]. Dla poréwnania, do-
ktadnie odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano dla enancjomeréw zwiazku 3 wo-
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bec komérek MCF-7/ADR.

Gossypol oddziatuje z centrami aktywnymi oksyreduktaz a takze wyka-
zuje aktywno$¢ antymalaryczna [151]. Aktywnos$¢ antymalaryczna gossypolu
polegaja gtownie na inhibitowaniu dehydrogenazy mleczanowej Plasmodium
falciparium [152]. Ze wzgledu na toksycznos$¢ gossypol nie zostat jednak wpro-
wadzony jako lek antymalaryczny. Otrzymano w zwiazku z tym seri¢ zasad
Schiffa (2-8, 10, 14, 15, 17, 40, 125), ktére testowano pod katem ich aktywno-
$ci antymalarycznej wobec szczepdw PFB 1 FCB1 [61]. Wszystkie testowane
zwiazki za wyjatkiem zwiazku 6 okazaty si¢ by¢ aktywnymi wobec tych dwoch
szczepOw. Najwyzsza aktywnos¢ wobec szczepéw PFB i FCB1, odpornych na
chlorochining, wykazywaly zwiazki 4 i 14, podczas gdy pochodne 40 i 125 byty
mniej aktywne. Zasady Schiffa gossypolu z podstawnikami butylowymi i duz-
szymi niz butylowe posiadaja nizsza aktywnos¢ wobec tych dwoch szczepow.
Obserwacje te wskazuja, ze nawet niewielkie modyfikacje strukturalne zasad
Schiffa gossypolu moga mie¢ znaczacy wpltyw na aktywnos$¢ antymalaryczna.

Gossypol jest bardziej aktywny przeciwko komoérkom czerniaka skory niz
cis-platyna, melfalan i dakarbazyna [153]. Dodou i wspoétpracownicy bada-
li aktywno$¢ przeciwwzrostowa i antyutleniajaca zasad Schiffa z estrami (S) i
(R)-aminokwasow (40, 41, 41b, 143) aby znalez¢ aktywne zwiazki przeciwko
huszezycy [154] 1 wykazali dla pochodnej z tyrozyna jego wigksza aktywnos$¢ w
poréwnaniu z (-) gossypolem. Jednakze inhibitowanie wzrostu komoérek HPV-
16 przez zasady Schiffa okazato si¢ stabsze w porownaniu z (-)-gossypolem.
Najbardziej aktywne okazaty si¢ diastercoizomery zasady Schiffa 41b.

Studia biologiczne wykazaty takze aktywno$¢ gossypolu skierowana prze-
ciwko wirusom [117, 155-162]. Warto zaznaczy¢, ze (-)-gossypol wykazuje ak-
tywnos¢ przeciwko wirusom HIV-1, chociaz mechanizm jego dzialania nie zo-
stal jeszcze w pelni wyjasniony. Migdzy innymi sugeruje si¢, ze gossypol moze
inhibitowa¢ odwrotna transkryptaze¢ [155, 158, 159]. Bourinbair i Lee-Huang
przeprowadzili porownawcze badania in vitro dla takich zwiazkoéw jak: grami-
cydyna, nonoxynol-9 i gossypol na aktywno$¢ przeciw wirusowi HIV [161].
Wyniki pokazaty, ze wszystkie zwiazki charakteryzowaly sig silna aktywnoscia
antywirusowa przy czym aktywno$¢ gramicydyny byta najsilniejsza. Royer i
wspolpracownicy zasugerowali, Ze pochodna iminowa gossypolu, taka jak imi-
nolaktonu gossypolu (GIL) (Schemat 10) jest aktywna przeciw wirusom HIV-1
lecz nie inhibituje odwrotnej transkryptazy tak jak AZT i gossypol [156]. An-
tywirusowa aktywno$¢ GIL moze by¢ zwiazana z budowa wirusa i komorka-
mi gospodarza, a jego nizsza toksycznos¢ w poréwnaniu z gossypolem stwarza
mozliwo$¢ rozwinigcia srodkow terapeutycznych przeciw wirusom HIV, po raz
pierwszy bazujacych na zwiazkach polifenolowych.

100



Aktywnos¢ biologiczna zasad Schiffa i innych aza-pochodnych fenoli

GIL - iminolakton gossypolu

Schemat 10

Rezhepov 1 wspolpracownicy badali wptyw interferonu na wzrost aktyw-
nos$ci roznych zasad Schiffa gossypolu (: 66, 70-72, 76-78, 98-100, 102, 103 +
ortho i para isomery, 104) [121, 163] i stwierdzili, ze wazna rolg odgrywa amina
powiazana z czasteczka gossypolu. Generalnie proste pochodne aromatyczne
jak 66, 70-72, 76-78 [121] nie wykazuja praktycznie aktywnosci, podczas gdy
zasady Schiffa zawierajace grupy siarczanowe lub heterocykliczne podstawniki
byty aktywowane interferonem.

Mimo otrzymania wielu zasad Schiffa gossypolu aktywnos$¢ biologiczna
byta testowana dla niewielkiej liczby zwiazkow. Stanowia one jednak powazna
grupe nowoczesnych terapeutykow, ze wzgledu na szerokie spektrum ich aktyw-
nosci biologicznej i ich bardzo mata toksyczno$¢.

3. Hydrazony gossypolu

Otrzymano szereg hydrazonow gossypolu (Schemat 11), ktore zostaty prze-
testowane pod katem ich aktywno$ci biologicznej. Liczba tych pochodnych jest
jednak niezmiernie mata w poréwnaniu z zasadami Schiffa. Jest to zwiazane z
ktopotliwym otrzymywaniem czystych zwiazkéw a takze ograniczonym dostg-
pem do odpowiednich hydrazyn jako substratéw. Poza tym hydrazony gossypo-
lu sa trudno rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych, co dodatkowo
utrudnia badania ich aktywnos$ci biologicznej. Badania in vivo aktywno$ci po-
chodnych gossypolu zawierajacych N-alkilo-N-amino-piperazyng na szczurach
(165, 167) wykazaly, ze nie maja one w przeciwienstwie do gossypolu wptywu
na procesy spermatogenezy [118]. Do podobnego wniosku doszli Sonenberg i
wspolpracownicy badajac zwiazki 166 1 168 [88].
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Auelbekov 1 wspdtpracownicy wykazali, ze niektore pochodne piperydyno-
we gossypolu (164, 170, 171) wykazuja aktywno$¢ antywirusowa [164].

Aromatyczna pochodna gossypolu otrzymana z pentafluorofenylohydrazy-
ny (175) okazata si¢ by¢ niespecyficznym inhibitorem acetylocholinoesterazy
[165]. Ci sami autorzy wykazali takze, ze odpowiednie pochodne z podstaw-
nikami alifatycznymi i aromatycznymi (zasady Schiffa i hydrazony) posiadaja
podobne wiasciwosci.

4. Pochodne azowe gossypolu

Najlepiej przebadana grupa pochodnych azowych gossypolu zawiera ugru-
powania azowe w polozeniach 4,41 11, 11°. Zwiazki te zostaty otrzymane przez
kondensacj¢ gossypolu z solami diazoniowymi. Zwiazki podstawione grupami
azowymi w pozycjach 4, 4’ 1 11, 11’ moga by¢ rozpatrywane jako pochodne
gossypolonu - utlenionej formy gossypolu, poniewaz Baram i wspotpracownicy
[166] stwierdzili, ze moga one wystgpowaé w dwoch formach tautomerycznych,
tj. w formach hydroksyazowej i hydrazochinonowej (Schemat 12).

forma hydroksyazo forma hydrazochinonowa
Schemat 12

Kilka zwiazkéw z podstawnikami aromatycznymi (Schematy. 13-16) zosta-
ly otrzymane przez Rezhepov’a, Baram’a i wspotpracownikow [121, 163, 166-
168]. Autorzy ci wykazali, ze wptyw tych zwiazkéw na modulacje¢ immunolo-
giczng indukowana interferonem (IA) zalezy od liczby i rodzaju podstawnikow
iich pozycji (o-, m-, p-) w czasteczce.

W przypadku izomerycznych kwaséw aminobenzoesowych o-izomer oka-
zal si¢ immunostymulatorem, m-izomer immunosupresorem, a aktywnos¢ izo-
meru para pozostawata na poziomie kontrolnym. Wskazuje to, ze odpowiedz
immunologiczna na rézne zwiazki jest niezmiernie skomplikowana i zalezy
od liczby wolnych grup hydroksylowych w czasteczce gossypolu i od potoze-
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nia podstawnika. W innej pracy ci sami autorzy [168] wykazali, ze aktywno$¢
zwiazkow, pokazanych na Schematach. 13, 14, 16, do indukowana interferonu
(IA) zalezy nie tylko od natury komponentu aminowego ale takze od miejsca
jego podstawienia. Zwiazki otrzymane przez kondensacje z grupa aldehydowa
byly zdecydowanie mniej aktywne niz te postawione w pozycji C4. Najbardziej
aktywnymi zwiazkami okazaly sig te, ktdre zostaty pokazane na Schemacie 16,
szczegolnie zwiazki 221, 222 1 226. Generalnie jednak mozna stwierdzi¢, ze ze
wzrostem liczby podstawnikow wzrasta takze aktywno$¢ biologiczna pochod-
nych gossypolu. Warto zaznaczy¢, ze wigkszos¢ tych zwiazkow byta syntezo-
wana z przeznaczeniem jako organiczne barwniki.

Pochodna R = Ref. Pochodna R= Ref.
181 HN [166] HOOC,
184 HN [166]
’
182 HN NO, [166]

183 HN

’

090

SOzH [166]

185 HN O [166]
7

Schemat 13

104



Aktywnos$¢ biologiczna zasad Schiffa i innych aza-pochodnych fenoli

Pochodna R=
18 HN@
!

187

=
=z
s
<8
o

T

189 HN OH

5 A

HOOC
o <)
COOH
191 HN

192 COOH

193

I
z
T
=z
I

5

b

2
£
(o]
=
Z
;wjo
z._z
b,

\

o
7 b4

]

195 HN

:(‘/;:
Z
T
z

o

Schemat 14

(7]

Ref. Pochodna

®
[121, 166-168] Na (e}
196 H/N\Q

[121, 168]

[121, 168]

[121, 168]

[121, 168]
200 HN%i :%
7
[121, 168]
201 H/N
7
QN;@
203 HN/@N
y

24 HN—( N

[163, 166, 167] 205 HN@

[121, 168]

[163, 166, 167]

105

0

197 H/N‘@*SfN

198 H/N@ NH
o

Ref.

[163]

[163, 166, 167]

[163]

[163]

[163, 166, 167]

[163, 166, 167]

[166, 167]

[166, 167]

[166, 167]

[166, 167]



Materiaty supramolekularne
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Schemat 16

5. Zasady Schiffa jako inhibitory lipooksygenazy
W ostatnich latach udato si¢ wykazaé¢ efektywna rolg niektorych zasad
Schiffa jako srodkow przeciwzapalnych a takze inhibitorow lipooksygenazy.
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Lipooksygenazy sa enzymami zawierajacymi jony zelaza i zdolnymi do
utleniania nienasyconych kwasow tluszczowych z utworzeniem peroksydow.
Lipooksygenaza dziala posrednio poprzez leukotrieny i lipoksyny, wywotujac
posrednio takie procesy jak: skurcz oskrzeli, wzrost przepuszczalnosci naczyn
krwiono$nych, chemotaksja i aktywacja leukocytow, regulacja proces6w immu-
nologicznych, a takze maja udziat w reakcjach nadwrazliwosci bezposredniej
(alergie). Lipooksygenaza jest pojedynczym tancuchem polipeptydowym o ma-
sie 75-80 kDa w przypadku zwierzat i 94-104 kDa w przypadku roslin. Lipook-
sygenazy ssakow biora udziat w chorobotwodrczych stanach takich jak artretyzm,
luszczyca czy astma oskrzelowa. Istnieje takze podejrzenie, ze lipooksygenazy
odgrywaja pewna role w miazdzycy, w procesach mézgowych, zakazeniach
HIV i chorobach nerek [176-179].

Oxphaman [1-(2,5-dihydroksybenzylideno)aminoadamantan] (228) and
Oxphalin [1-3,4-dihydroxybenzylideno)-2,4,6-trimetylonilina] (229) (Schemat
17) naleza do silnych inhibitoréw lipooksygenaz oraz cyklooksygenaz. Wyka-
zuja one takze dziatania przeciwzapalne [180-182].

Schemat 17

W 2003 roku Gerionikaki i wspotpracownicy otrzymali nowe tiazolilo, tia-
zolinylo i benzotiazolilo zasady Schffa (zwiazki: 230-233, Schemat 18), ktore
okazaly si¢ inhibitorami lipooksygenaz soi [183].
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Schemat 18
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6. Zasady Schiffa jako gabamimetyki

4-[(4-chlorophenylo)-(5-fluoro-2-hydroksyphenylo)-metylideno]aminobu-
tyloamid (Progabid) (234) i s6l sodowa kwasu 4-[(4-chlorophenylo)-(5-fluoro-
2-hydroksyphenylo)-metylideno]-butanowego (PGA) (235) naleza do zwiazkow
znanych jako substraty lekow typu GABA (kwas y-aminobutanowy) (Schemat
19) [184]. Sam GABA jest gldownym inhibitorem neurotransmiter6w mozgu.
Jest on zaangazowany w neurotransmisji w 20-50 % synaps mozgu w szcze-
golnosci w migdzy-neuronowych obwodach moézgowych struktur. Gdy stgzenie
GABA zmniejsza si¢ ponizej pewnego granicznego poziomu, to moga pojawiac
si¢ stany napadowe i r6zne choroby neurologiczne. GABA jest uznawany jako
naturalny czynnik uspakajajacy i antyepileptyczny. Poniewaz GABA nie jest
wydajnie transportowany z krwioobiegu do mézgu, to musi on by¢ tam synte-
zowany [187].

Progabid jest zasada Schiffa utworzona z amidowej pochodnej GABA i keto-
nu 4-chlorofenylo-5-fluoro-2-hydroksyfenylowego Obecnos¢ tego podstawnika
utatwia transport GABA poprzez barierg krew - mozg. W mozgu progabid jest
przemieniany w metabolit kwasowy (PGA), GABAmide (236) i GABA (237)
(Schemat 19). PGA posiada takie wlasciwosci farmakologiczne jak pozostate
zwiazki [184-186]. Progabid wykazuje aktywnos$¢ antyepileptyczna, antykon-
wulsyjna i dyskinetyczna [184-186, 199-204].

Tolgabid (238) posiada struktur¢ i wlasciwosci biologczne analogiczne
do progabidu i jest nowym zwiazkiem anty-dyskinetycznym (gabamimetyk)
(Schemat 20) [205-206].

Fengabin (239) jest zasada Schiffa o dziataniu antydepresyjnym (Schemat
20) [207-210].
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Schemat 19
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Schemat 20

7. Nowe zasady Schiffa fenoli i ich wlasciwo$ci antybakteryjne

Sakiyan i wspotpracownicy opisali syntezg i antybakteryjne wlasciwosci
kilku N-(2-hydroksy-1-naftalideno)-aminokwasoéw (zwiazki: 240-244) (Sche-
mat 21), ktore okazy si¢ by¢ inhibilorami bakterii Gram-dodatnich (Staphylo-
coccus aureus 1 Bacillus polymyxa) 1 Gram-ujemne (Escherichia coli) i grzybow
Candida albicans [211].

N=\ NH
NH
o o o Y oH )
%OH \AOH OH o OH
N _N

_N

= 7
OH OH OH oo OH
240 241 242 243 244
Schemat 21

Ligandy zasad Schiffa otrzymanych z glicyny a takze o-hydroksyacetofenonu
(zwiazki: 245-250), a takze ich kompleksy z palladem(II) i platyna(Il) posiada-
ja wilasciwosci cytotoksyczne in vitro wobec komorek nowotworow Ehrlich
ascites , chociaz jak zauwazono aktywno$¢ tych zwiazkow zwigksza si¢ gdy
zastosowac je in vivo (Schemat 22) [212].

Zasady Schiffa otrzymane na bazie aldehydu salicylowego i orto-amino-
fenolu a takze orto-aminotiofenolu (251-252) i ich kompleksy testowano sze-
roko in vitro przeciw bakteriom Escherichia coli, Bacillus sp. i Pseudomonas
sp (Schemat 23) [213]. Testy te wykazaly , ze kompleksy z kationami metali
np. z rutenem(II) posiadaty lepsze wtasciwosci antybakteryjne niz same ligandy.
Poza tym stwierdzono, ze wzrost stezenia roztworu silnie zwigkszat dziatanie
antybakteryjne.
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Jeewoth 1 wspotpracownicy otrzymali zasady Schiffa w wyniku potaczenia
2,3-diaminopirydyny z aldehydem salicylowym i 4-hydroksybenzaldehydem a
takze mieszanej zasady (zwiazki: 253-256) i poddali je badaniom na ich aktyw-
nos$¢ antybakteryjna . (Schemat 24) [214]. Wykazali, ze wszystkie te zasady byty
aktywne wobec Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Escherichia coli, a
takze Staphylococcus aureus.

HO OH HO OH
ps ¥ s ais s I
cror L g o
N X X P~ NS =
N~ NH, N~ NH, N Nﬁ N Nﬁ
55 256

253 254 2
Schemat 24

W 2005 roku doniesiono o syntezie nowych zasad Schiffa, ktorych wzory
pokazano na Schemacie 25 i oznaczono numerami (257) i (258). Te zasady
Schiffa otrzymano w reakcji 4-dihydroksybenzaldehydu z 3-aminopropylo-
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trimetoksysilanem i 3-aminopropylo-trietoksy-silanem [215]. Wykazano, ze za-
rowno te zasady jak i ich kompleksy z metalami cigzkimi posiadaja wlasciwosci
antygrzybicze przeciw Rhodatorula rubra MC 12, Kluyveromyces merxianus,
Aspergullis fumigatus 1 Mucar pussilus.

\ o ( o
o—éi—o\ 0-Si-0
OH f OH
N N\
oo
HO HO
257 258

Schemat 25

Trzy nowe zasady Schiffa otrzymane z aldehydu 3-hydroksysalicylowego,
4-hydroksysalicylowego i 5-bromosalicylowego z nowa amina N-(pirydylo)-2-
hydroksy-3-metoksy-5-aminobenzyloaming zostaty otrzymane przez Tiimera i
wspotpracownikow w 1999 roku (zwiazki: 259-261, Schemat 26). Okazalo si¢
ze one wszystkie hamuja wzrost dwoch kultur bakteryjnych, a mianowicie Ba-
cillus subtilis IMG 22 i Micrococcus luteus LA 297 [216].

Schemat 26

W El-Baradie w 2005 roku otrzymat zasadg Schiffa z wykorzystaniem al-

112



Aktywnos¢ biologiczna zasad Schiffa i innych aza-pochodnych fenoli

dehydu salicylowego i leku sulfamidowego — sulfadiazyny (262, Schemat 27).
Zwiazek ten wykazywat aktywnos$¢ zardwno przeciw bakteriom Gram dodatnim
(Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis) jak i Gram ujemnym (Escherichia
coli and Pseudomonos aeruginosa) [217].

“/ Y
Jerl®
(:G-:\l 262

Nowe zasady Schiffa opisane wzorami (263, 264) wykazywaty takze aktyw-
no$¢ przeciwko Staphylococcus aureus (Schemat 28) [218].

Schemat 27

X X
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Schemat 28

Natarajan Raman i1 wspotpracownicy opisali syntez¢ kompleksow nowe;j
zasady Schiffa z metalami przejsciowymi (II) a takze ich wlasciwosci redox i
antybakteryjne (265, Schemat 29). Badania antybakteryjne in vitro tego zwiazku
prowadzono dla Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumo-
niae, Bacillus subtilis, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginos, a takze grzy-
bow  Aspergillus niger 1 Rhizoctonia bataicola. Autorzy wykazali, ze chelaty
metali posiadaty zdecydowanie wyzsza aktywno$¢ w porownaniu z samymi li-
gandami [219].
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J. Patole i wspotpracownicy opisali syntezg nowych zasad Schiffa z wyko-
rzystaniem kwasu p-aminosalicylowego (zwiazki: 266-270) zdolnych do chela-
towania kationéw metali. Wykazali, ze chelaty te wykazuja aktywnosci przeciw
Mycobacterium Smegmatis i Mycobacterium bovis BCG (Schemat 30) [220].

Gruzlica wywotana patogenem Mycobacterium tuberculosis jest ciagle jesz-
cze przyczyna okoto 3.mlIn zgondéw na $wiecie rocznie. Taka liczba chorujacych
0s6b moze w okresie roku powodowac dalsze zainfekowania w liczbie do okoto
9 mIn 0s6b PAS (kwas p-aminosalicylowy) jest czynnikiem anty-pradkowym
uzywanym w polaczeniu z innymi lekami przeciwgruzliczymi [221, 222]. J. Pa-
tole 1 wspolpracownicy wykryli, ze zasady Schiffa otrzymane na bazie kwasu
p-aminosalicylowego i zwiazki bogate w grupy hydroksylowe wykazuja prze-
ciwpradkowa aktywno$¢ wobec Mycobacterium smegmatis 1 Mycobacterium
bovis BCG i moga by¢ uzyteczne w rozoju nowych lekow.
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Schemat 30

Zasady Schiffa chitosanu i ich aktywnos$¢ jako anty-oksydantow byta ba-
dana przez Guo i wspotpracownikow (zwiazki: 271, 272, Schemat 31) [223].
Chitosan jest linowym polimerem B-(1,4)-glukozoaminy tworzonym w wyniku
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deacylacji chityny. Chitosan poprawia transport polarnych lekow przez blony
komodrkowe, jest biologicznie kompatybilny i podlega biodegradacji. Oczysz-
czone preparaty chitosanu budza zainteresowanie w zastosowaniach biomedycz-
nych. Wykazanoo np. ze chitosan i jego pochodne posiadaja wiasciwosci anty-
oksydacyjne [224-227]. Badania zasad Schiffa otrzymanych na bazie chitosanu
wykazaty, ze zwiazki te juz takich wtasciwosci nie posiadaja. Zanik wlasciwosci
antyutleniajacych jest wynikiem pewnych reorganizacji wigzan wodorowych a
takze tworzenia wigzan iminowych zamiast grup NH, [223].

OH OH
O _H
O o C,HsOH SN
OH * + OoOH . OH *
NH | R N
CH n
zasada Schiffa chitosanu OH
chitosan
R
R=NO, or Cl
271 272
Schemat 31

8. Pochodne kwasu 5-aminosalicylowego (5-ASA)

Wiele pochodnych fenoli nalezy do grupy zwiazkow nazywanych prole-
kami (ang prodrugs). Albert wraz z wspotpracownikami jako pierwsi w 1950
roku zaszczepili nowa ideg prolekow w celu zwigkszenia efektywnosci produk-
cji lekow [228]. Same proleki sa nieaktywnymi farmakologicznie pochodnymi
lekow. Sa one projektowane w celu zwigkszenia stgzenia aktywnych lekow w
miejscu ich dziatania poprzez zmiang fizykochemicznych, biofarmaceutycznych
i farmakologicznych wtasciwosci lekow. Proleki sa zamieniane na aktywne leki
w organizmach w wyniku enzymatycznych lub nieenzymatycznych reakcji. W
idealnym przypadku konwersja proleku w aktywny lek powinna zachodzi¢ zaraz
po osiagnigeiu miejsca docelowego dziatania poprzez szybka eliminacjg grup
stosowanych do wytworzenia pochodnych (ang. CAP) bez jakichkolwiek efek-
tow ubocznych w procesie (Schemat 32) [229-230].
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biotransformacja enzymatyczna
lub nieenzymatyczna
DRUG + CAP = PRODRUG DRUG + CAP

uwalniany w miejscu dzialania

Schemat 32

Sulfasalazyna (salazosulfapirydyna, SASP) (273, Schemat 33) zosta-
fa pierwszy raz opisana przez Svartz’a w 1942 roku i zastosowana w lecze-
niu reumatoidalnego artretyzmu i zapalen reumatoidalnych [4-8]. SASP kwas
[2-hydroksy-5-((4-((2-pirydynyloamino)-sulfonylo)-fenylo)azo-benzoesowy]
jest zwiazkiem azowym, w ktorym sulfapirydyna (SP) ) (274) jest potaczona z
reszta S-aminosalicylanowa (275) poprzez wiazanie azowe. Jest to zo6lto - bra-
zowy proszek, trudno rozpuszczalny w wodzie i rozcienczonych w kwasach, a
rozpuszczalny w alkaliach i st¢zonych kwasach [231]. Sulfasalazyna jest lekiem
powszechnie uzywanym w leczeniu schorzen reumatycznych oraz zapalenia jelit
[232-253]. Statystyki pokazuja, ze w latach 1980—-1990 wypisano 4.3 milionow
recept na 652 milionoéw tabletek sulfasalazyny [254].

SASP nie jest wchianiany w zotadku, poniewaz jest on nierozpuszczalny w
stabych kwasach. Do okr¢znicy przedostaje si¢ on w niezmienionej formie i tam
rozpada si¢ do SP i kwasu 5-aminosalicylowego (5-ASA) na skutek redukcyj-
nych procesow pod wptywem bakterii [255-259].
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/@/ COOH
Q Sulfasalazyna (SASP)

273

bakterie w okreznicy

NH, OH
" X
3, HoN

SN COOH
Y o 275
sulfapirydyna (SP) Kwas 5-aminosalicylowy (5-ASA)

Schemat 33
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Sulfasalazyna wykazuje szereg cigzkich efektow ubocznych u okoto 1/5
liczby pacjentow, takich jak: mdtosci, wymioty, ztuszczanie skory, goraczka i
dysfunkcje watrobowe. Do bardziej powaznych efektow ubocznych nalezy tok-
sycznos¢ pulmonologiczna i zmiany morfologiczne w obrazie krwi.

Wiele badan pokazuje, ze aktywnym sktadnikiem sulfasalazyny jest kwas
S-aminosalicylowy, a nie sulfapirydyna. Ta ostatnia jest terapeutycznie nieczyn-
na, a poza tym odpowiedzialna za wigkszos$¢ niepozadanych efektow ubocznych
sulfasalazyny [260-262]. Te badania wskazaly na potrzebg opracowania innego
sktadnika dla kwasu 5-ASA, ktory zastapi toksyczna sulfapirydyne. Takie zapo-
trzebowanie doprowadzito do licznych testow nowych prolekow z wiazaniem
azowym [263]. Farmakodynamika kwasu 5-aminosalicylowego zostata szeroko
opisana w pracach przegladowych 260, 261, 263 i 264.

Balsalazyd (Kolazid) (276) pokazany na Schemat 34 jest prolekiem metabo-
lizowanym przez bakteryjne azoreduktazy w jelitach prowadzac do uwolnienia
terapeutycznego kwasu 5-ASA z jego polaczenia z 4-aminobenzoilo-B-alanina
(4-ABA) [37, 42-45].

COOH COOH
HOOC mN— HOOC, HN
HO N o) HO N 0
276 277

Schemat 34

Wrzodziejace zapalenie jelita grubego jest chronicznym stanem zapalnym
wystepujacym w okoto 7 przypadkach na 100000 os6b. Typowymi klinicznymi
objawami tego schorzenia jest krwawa biegunka z ciaglym parciem na stolec
oraz boélem brzucha [265, 269-270].

Ipsalazyd (277, Schemat 34) posiada podobna strukturg i podobne wlasci-
wosci antybakteryjne do balsalazydu [263].

Intersujacym prolekiem jest olsalazyna (dipentum™, azodisal) (278, Sche-
mat 35) ktora jest dimerem ztozonym z dwoch czasteczek kwasu 5-ASA pota-
czonych wigzaniem azowym. W okre¢znicy wiazanie azowe ulega redukcyjnemu
rozerwaniu z wyzwoleniem 5-ASA [270-275].

Analog olsalazyny - kwas salicylo-benzoesowy (279) wykazuje whasciwo-
$ci antybakteryjne na florg jelit [276-277].

117



Materiaty supramolekularne
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Schemat 35

Salazodimetoksyna (280) i salazosulfadimidyna (281, Schemat 36) sa row-
niez pochodnymi kwasu 5-ASA wykazujacymi wiasciwosci antybakteryjne
[277-280].
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Schemat 36

9. Barwniki sudanowe jako potencjalnie kancerogenne i mutagenne zwiazki
dla czlowieka

Barwniki azowe stanowia duza grupe odczynnikéw chemicznych stosowa-
nych w przemysle. Nie wystgpuja one w przyrodzie lecz sa one wytacznie otrzy-
mywane na drodze syntezy chemicznej. Rownocze$nie stanowig one wazng gru-
pe zwiazkow wykorzystywanych w prostych syntezach. Aktualnie okoto 2000
r6znych barwnikow azowych jest uzywanych do barwienia r6znych materiatow
takich jak tkaniny, skora, tworzywa sztuczne, kosmetyki i zywnos¢ [281]. W
organizmach barwniki te sa redukowane przez azoreduktazy jelitowych bakterii
oraz inne enzymy.

Sudan I (282) (Schemat 37) jest czerwonym barwnikiem czgsto uzywanym
do barwienia cieczy, olejow, woskow, benzyny, obuwia i Zywnos$ci. Sugero-
wano jego zagrozenie, poniewaz wywotuje on nowotwory watroby i pecherza
moczowego u szczuréw, myszy 1 krolikow. Pomimo jego kancerogennosci w
przypadku gryzoni sudan I zostat oceniony przez Urzad do Spraw Nowotworow
(IARC) jako $rodek kancerogenny takze dla ludzi [82-283]. Sudan I jest meta-
bolizowany in vivo na kilku drogach, glownie w watrobie w wyniku proceséw
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redox prowadzac do pochodnych hydroksylowych w pozycjach 4’-OH 6-OH
jako gtownych produktéw. Poza tym C-hydroksylowane pochodne jako produk-
ty detoksyfikacji w wyniku rozerwania wiazania azowego w Sudanie I reaguja
jak wykazano in vitro z DNA. Gtéwny addukt z DNA zostat scharakteryzowany
jako 8-(fenyloazo) guaninowa pochodna. Sudan I i jego hydroksylowe pochodne
moga by¢ takze utleniane pod wplywem peroksydaz prowadzac do adduktow z
DNA, RNA i biatkami [281, 285-297].

Inne barwniki Sudanowe (sudan II, sudan III i sudan 1V, zwiazki: 283-285)
sa strukturalnie podobne do sudanu I. Ostatnio w szeregu krajach Uni Europej-
skiej wykryto obecno$¢ sudanow I-IV w sproszkowanej chili importowanej z
Indii. Stgzenie tych zwiazkow wynosito 2.8 - 3,500 mg / kg sproszkowane;j
chili. Barwniki te znaleziono takze w gotowych produktach spozywczych, w
ktérych stosowano chili do poprawy ich kolorystyki. W szczegdlnosci wszelkie
przektamanie o niestosowaniu barwnikow azowych w przemysle spozywczym
moze mie¢ powazne konsekwencje zdrowotne. W Unii Europejskiej istnieje za-
kaz stosowania sudanow I-IV w przemysle spozywczym.

W przypadku chili istnieje podejrzenie, ze barwniki Sudanowe zostaty uzyte
do zafatszowania naturalnego produktu, poniewaz cena tej przyprawy zalezy
glownie od intensywnosci zabarwienia proszku i stabilno$ci zabarwienia. Wa-
rzywa i przyprawy bowiem z czasem traca swoje naturalne zabarwienie i staja
si¢ mniej atrakcyjne dla handlowcow.

Barwniki azowe sudany I-1V ulegaja w przewodzie pokarmowym rozszcze-
pieniu do amin, z ktorych niektore zaliczane sa do zwiazkéw kancerogennych
(kategoria 2). Podczas redukcji Sudanu I powstaja anilina i 1-amino-2-naftol
(Schemat 37). Anilina jest zakwalifikowana do zwiazkéw rakotworczych (ka-
tegoria 3) toksycznych i szkodliwych. Wywotuje ona genotoksyczne efekty in
vitro i in vivo. 1-amino-2-naftol wywoluje mutacje genowe w przypadku Sal-
monella typhi [298]. Podczas redukcji sudanu II powstaja 2,4-ksylidyna, za-
kwalifikowana do katagerii 3 zwiazkéw kancerogennych, i 1-amino-2-naftol.
W wyniku redukcji wiazania azowego Sudanu 111 tworzy si¢ 4-aminoazobenzen
(1-((4-aminofenylo)azo)-2-naftol, anilina i p-fenylenodiamina, ktéra sklasyfi-
kowana zostata do kategorii 3B. W wyniku redukcji sudanu IV powstaja o-a-
minoazotoluen, 1-((4-amino-2-metylofenylo)azo)-2-naftol, 1-amino-2-naftol,
2,5-diaminotoluen i o-toluidyna. Pierwszy zwiazek jest zakwalifikowany do
zwiazkow kancerogennych.

Poza tym doniesiono, ze sudan I jest zwiazkiem silnie alergizujacym i pro-
wadzi¢ moze do dermatoz w przypadkach stosowania go do barwienia kosme-
tykow jak np. w “kumkum” (indyjskim kosmetyku), gdzie jego stezenie wynosi
od 2.8 mg/g do 8.7 mg/g [299-300].
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Podzigkowania:

Praca naukowa finansowana ze srodkéw na nauke w latach 2006-2008 jako
projekt badawczy rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial V

Pochodne chalkonu jako zwiazki cieklokrystaliczne

Zdzistawa Nowakowska, Grzegorz Schroeder
Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydziat Chemii, Grunwaldzka 6,
60-780 Poznan

Ciekle krysztaly (rowniez zwane cieczami anizotropowymi lub mezofaza)
[1,2] sa to fazy posrednie migdzy ciektym i krystalicznym stanem skupienia
materii, ktore charakteryzuja si¢ tak jak ciecze zdolnoscia do ptynigcia, i jedno-
czesnie wykazuja daleko zasiggowe uporzadkowanie tworzacych ja czasteczek,
podobnie jak to ma miejsce w krysztatach. Wykazuja anizotropi¢ wiasnosci fi-
zycznych, co oznacza, ze wielkosci fizyczne mierzone w réznych kierunkach
przyjmuja rézne wartosci. Fragment podziatu cial fizycznych z usytuowaniem
ciektych krysztatow przedstawiono na rysunku 1.

smektvk [ nematvk [_cholestervk clecz

sztat izotropowa
kl;};a’rv ciekty krysztat P

Rys. 1. Fragment podziatu cial fizycznych.

Struktura przestrzenna czasteczek cieklego krysztatu zwigzanych niewiel-
kimi sitami jest bardzo podatna na wptyw oddzialywan zewngtrznych w posta-
ci temperatury, o$wietlenia, naprgzen oraz pdl elektrycznych i magnetycznych.
Dziatanie pola elektrycznego, wywotujac zmiang konfiguracji przestrzennej
czasteczek cieklego krysztatu powoduje zmiang wiasciwosci przepuszczania
swiatta. Po ustaniu dziatania pola oddzialywania powierzchniowe przywracaja
pierwotny uktad przestrzenny czasteczkom cieklego krysztalu. Zmiany tempe-
raturowe powoduja rozszerzenie cieplne, ktore prowadza do zmiany odstepow i
ulozenia migdzy czasteczkami termochromowej substancji ciektokrystaliczne;j,
co wywoluje zmiang obserwowanego koloru w zaleznosci od wysokosci tem-
peratury. Fazg cieklokrystaliczng sensu stricto moga generowac¢ dlugie, sztyw-
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ne czasteczki podobne do pretow lub sztywne i plaskie czasteczki podobne do
dyskow, ktore oddziatuja migdzy soba sitami typu van der Waalsa. Typowa
czasteczka mezogenu sktada si¢ z dwoch Iub wigkszej liczby pierscieni aroma-
tycznych lub cykloalkanowych, potaczonych mostkowa grupa funkcyjna X [
np. —-CH=CH-, -CH=N-, -N=N-, -CH=N-N=CH-] ograniczajaca ich swobodg¢
rotacji. Czasteczki te musza mieé grupy polarne zapewniajace im odpowiednie
utozenie w stanie cicklym zmierzajace do pewnego uporzadkowania molekut.
Oddziatywania typu van der Waalsa sprawiaja, ze molekuty ustawiaja si¢ row-
nolegle, ale pozwalaja tez na przesuwanie si¢ molekut wzgledem siebie. Sred-
ni kierunek uporzadkowania molekut ciektokrystalicznych w danym obszarze
okresla bezwymiarowy wektor jednostkowy n zwany direktorem (wskaznikiem
kierunku).

Faza cieklokrystaliczna moze by¢ generowana na trzy sposoby:

*  poprzez ogrzewanie statych krysztatdow — jest nazywana wtedy mezofa-
z3 termotropowa. Krysztaty, zamiast od razu topi¢ si¢ w zwykla ciecz,
przechodza w pewnej okreslonej temperaturze w stan mezofazy, a do-
piero w wyzszej temperaturze nastgpuje izotropizacja mezofazy, czyli
zamiana ciektych krysztatow w ciecz izotropowa.

*  poprzez rozpuszczanie czasteczek majacych tendencje do tworzenia
mezofazy w odpowiednim rozpuszczalniku polarnym — faza jest nazy-
wana wtedy mezofaza liotropowa.

e poprzez zmiany ci$nienia — mezofaza barotropowa.

W zalezno$ci od stopnia orientacji molekul w probce mezofazy termo-
tropowe dzieli si¢ na

» faz¢ nematyczng - oznaczana symbolem N

o fazg¢ smektyczna, w ktdrej oprocz rownoleglego uporzadkowania osi
czasteczek wzdtuz wersora, istnieje tez dodatkowe uporzadkowanie w
warstwy - oznaczang symbolem S

o faz¢ kolumnowa, ktora generuja zwykle czasteczki dyskopodobne —
tutaj oprocz rownoleglego uporzadkowania osi czasteczek, czasteczki
uktadaja si¢ jeszcze w kolumny. Fazy kolumnowe sa oznaczane litera
D

o fazg cholesterolowa, w ktdrej uporzadkowanie jest zwiazane ze skre-
ceniem o okre$lony kat przy przechodzeniu migdzy warstwami, czyli
ich wersor nie jest linig prosta lecz uklada si¢ w ksztatt helisy. Faza
cholesterolowa jest w istocie podtypem fazy nematycznej. Fazg cho-
lesterolowa nazywa si¢ tez czgsto faza nematyczna skrgcong i oznacza
symbolem N*
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smektyk nematyk cholesteryk

Faza nematyczna

*  (gr. nema-ni¢) to takie ulozenie czasteczek cicklego krysztatu, ze sa
one zorientowane w tym samym kierunku, lecz ich $rodki cigzkosci nie
sa uporzadkowane. Czasteczki moga przemieszczac si¢ we wszystkich
trzech kierunkach i swobodnie obraca¢ si¢ wzdtuz dtugich osi.

*  w fazie tej preto- lub dyskopodobne czasteczki maja zablokowana moz-
liwo$¢ zmieniania kata utozenia jednej ze swoich osi wzglgdem innych
czasteczek, co powoduje, ze czasteczki uktadaja si¢ samorzutnie osiami
réownolegle do siebie:

i

Dla nematycznych ciektych krysztatéw rozroznia si¢ trzy podstawowe typy
tekstur:
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Nematyczne ciekte krysztaly sa jednoosiowe i posiadaja dwa wspot-
czynniki zatamania $wiatta n_in_. Wspétczynnik zwyczajny n_jest ob-
serwowany dla fali, ktorej wektora pola elektrycznego drga w kierunku
prostopadlym do osi optycznej ciektego krysztatu, czyli prostopadle do
kierunku direktora, gdyz pokrywa si¢ on z osia optyczna. Natomiast
wspotczynnik nadzwyczajny n, wystepuje dla fali $wietlnej liniowo
spolaryzowanej, ktorej drgania wektora pola elektrycznego odbywaja
si¢ wzdtuz osi optycznej.

nematyczne ciekle krysztaly sa bardziej przezroczyste i mniej lepkie
niz krysztaty smetyczne. Czgsto krysztaly smetyczne przechodza w ne-
matyczne w miar¢ wzrostu temperatury.

Faza smektyczna

smektyki charakteryzuja si¢ najwigkszym stopniem uporzadkowania.
Molekuty sa utozone rownolegle w warstwach, ktore moga poruszacé si¢
wzgledem siebie. W catym obszarze jest taki sam kierunek direktora,
a $rodki cigzkosci molekut tworza ptaszczyzny. Smektyki cechuja sig
duza lepkoscia i sztywnoscia struktury.

Faza cholesteryczna

w strukturze cholesterycznej molekuty w poszczegdlnych warstwach
wykazuja uporzadkowanie w jednym kierunku, przy czym ich $rodki
cigzkosci rozmieszezone sg chaotycznie. Direktory sasiednich warstw
sa skrecone wzgledem siebie o niewielki kat, co nadaje strukturze cha-
rakter spiralny (tzw. struktura helikoidalna).

Ciekte krysztaly o budowie cholesterycznej posiadaja podobna budowe
do krysztatdéw nematycznych. W tym przypadku czasteczki w kolej-
nych warstwach sa jednak zorientowane jedna wzgledem drugiej. W
ten sposob czasteczki w poszczegbélnych plaszczyznach sa obrocone
wokot osi prostopadtych do ich srodkéw i tworza spiralg.

Calkowity obrot o 360° ma przewaznie miejsce, gdy osiagnigta zostanie
odleglos¢ dlugosci swiatta widzialnego. Z tego tez powody substancje o
budowie cholesterycznej posiadaja zdolno$¢ odbijania swiatta o rdznej
dhugosci fali (kolorze) w zaleznos$ci od temperatury, poniewaz zmiana
temperatury powoduje zmiang struktury spirali. Zmiana zabarwienia
ciektych krysztatdéw cholesterycznych w wyniku temperatury znalazta
praktyczne zastosowanie (sporzadzanie map temperaturowych w me-
dycynie). Rowniez pole elektryczne moze mie¢ wplyw na strukturg cie-
ktego krysztatu powodujac zmiany zabarwienia odbitego $wiatta lub
zmiany przejrzystosci krysztatu. Zjawisko to zostato wykorzystane do
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konstrukeji wyswietlaczy cyfrowych w kalkulatorach, zegarkach, apa-
raturze naukowej.

Zastosowania cieklych krysztaléw

Ciekte krysztaty termotropowe znajduja szereg zastosowan w réznych dzie-
dzinach m.in:

w wyswietlaczach cieklokrystalicznych (LCD) jak réwniez ekranach
LCD, w ktorych wykorzystuje si¢ eutektyczne mieszaniny zwiazkow
pretopodobnych, ktore sa zdolne do generowania fazy nematycznej
lub SmC*. Mechanizm dziatania wys$wietlaczy opiera si¢ na zmianach
kierunku uporzadkowania mezofazy pod wpltywem przytozonego pola
elektrycznego co powoduje zmiang kierunku dwojtomnosci $wiatla
przechodzacego przez te fazy. Wyswietlacze oparte na fazie nematycz-
nej sa monochromatyczne i nie moga posiadac skali szarosci. Wy§wie-
tlacze oparte na fazie SmC* moga by¢ w peini kolorowe i posiadac
szeroka skalg szarosci.

w pamigciach masowych do komputerow, w ktorych zapis informacji
odbywa si¢ przez generowanie zmian kierunku uporzadkowania przez
przylozenie pola elektrycznego, a kasowanie poprzez proste ogrzanie
no$nika powyzej temperatury izotropizacji — tego rodzaju pamigci ma-
sowe, ze wzgledu na komplikacje sprzgtowe, przegraly jednak z ptyta-
mi CD w latach ‘80 XX w.

w optoelektronice wykorzystuje si¢ tzw. zjawiska nicliniowe — ciekte
krysztaty sa wykorzystywane jako bramki logiczne oraz generatory i
analizatory wyzszych harmonicznych $wiatta (SHG), ktore wielokrot-
nie zwigkszaja przepustowos¢ informacyjna swiattowodow.
zastosowania wlasnosci termooptycznych — ktore oparte sa na zjawisku
zmiany koloru odbijanego $wiatla przez mezofazg N* (cholesterolowa)
w zaleznos$ci od temperatury:

o termometry bezrtgciowe — proste w uzyciu, ale wciaz bardzo
niedoktadne termometry w ksztalcie paska folii.

o indykatory temperatury (zmieniajace kolor przy S$cisle
okreslonej temperaturze)

o dodatki do farb i emulsji, zmieniajacych kolor pod wptywem
temperatury — sg one stosowane jako przyciemniacze szyb
samochodowych, farby ktérymi pokrywa si¢ zabawki
zmieniajace barwe w trakcie kapieli oraz do tworzenia
termogramoéw cial 0sob chorych. Chore organy zazwyczaj
wykazuja wigksze tempo metabolizmu, co objawia si¢
wzrostem temperatury i uwidocznia poprzez zmiang barwy
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,,pomalowanej” skory.

»  ciekle krysztaty kojarza si¢ nam, przede wszystkim, z laptopami, telewi-
zorami i telefonami komérkowymi, jednak okazuje sig, Zze niektore z nich
moga mie¢ rowniez wlasciwosci farmakologiczne. Oprocz powszechnie
znanych ciektych krysztalow, ktore znajduja zastosowanie przy wytwa-
rzaniu ekranow, istnieje jeszcze grupazwiazkow organicznych (wystepu-
jacych w kazdym organizmie Zzywym), ktore nazywane sg liotropowymi
ciektymi krysztatami. Naleza do nich migedzy innymi: DNA, biatka, cho-
lesterol. Unikalng grupe stanowia natomiast ciekte krysztaty o wtasciwo-
sciachfarmakologicznych—LCPs(ang. Liquid Crystal Pharmaceuticals).
Leki przeciwnowotworowe oparte na LCPs (Tolecine i Apatone) wy-
kazuja niska toksycznos$¢, duza specyficznosé, i nie atakuja zdrowych,
dzielacych si¢ komorek.

» ciekle krysztaly w technologii kosmetykdéw zostaty wprowadzone w
latach 60-tych. Preparaty kosmetyczne zawierajace cickle krysztaly
skutecznie zatrzymuja utrate¢ wody z naskorka. Gdyby$my wyobrazili
sobie jako pouktadane cegietki tworzace jakby mur to ceramidy (40-
50 %) wraz z kwasami tluszczowymi i cholesterolem (25-35%) tworza
tzw. cement migdzykomoérkowy, czyli barier¢ wodno-lipidowa naskor-
ka. Dzigki tym sktadnikom ma ona strukture ciektych krysztatow, a
taka witasnie budowa decyduje o zatrzymaniu wody w skorze, a wigc o
prawidtowym jej nawilzaniu. W kosmetykach sa stosowane krysztaty
liotropowe, ktorych podstawowymi jednostkami sa micele (detergenty)
i lamele.

Polimery cieklokrystaliczne (PCK) 2z czasteczka chalkonu jako
ugrupowaniem mezogenicznym.

Odrebna klasa ciektych krysztalow stanowia polimery cieklokrystaliczne
czyli uktady w ktérych wystepuje kombinacja wiasciwosci polimerowych i cie-
ktokrystalicznych, wynikajaca z potaczenia tancuchéw typowych polimerow z
czasteczka mezogeniczna. W zalezno$ci od umiejscowienia mezogenu rozroznia
sig

» glownotancuchowe polimerowe ciekte krysztaly — gdy mezogeny sa

czeécia fancucha polimerowego

*  bocznotancuchowe polimerowe ciekte krysztaty — gdy mezogeny zo-

staly potaczone z gldéwnym tancuchem jako grupy boczne za pomoca
gigtkiego mostka.

I. Polimery cieklokrystaliczne z czasteczkami chalkonu w matrycy
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polimerowej

Pierwsze doniesiania literaturowe tyczace polimeréw cieklokrystalicznych
z wbudowanymi czasteczkami chalkonu (nazwa systematyczna: 1,3-difenylo-
2-propen-1-on) pochodza z roku 1959.[3] Zwiazki tego typu posiadaja mezo-
geniczng czasteczke chalkonu w tancuchu gtownym, lub w tancuchu bocznym
albo wbudowang w tancuch zywicy epoksydowej. [4-51] Ze wzgledu na niska
rozpuszczalno$¢ gtéwnotancuchowych polimerow cieklokrystalicznych, wyni-
kajaca z ich sztywnej natury, wigkszos¢ badan prowadzi si¢ na bocznotancucho-
wych polimerach.

L.a. Metakrylanowe polimery cieklokrystaliczne z czasteczka chalkonu w
lancuchu bocznym:

Wiasciwosci polimetakrylanéw z grupami chalkonylowymi w tancuchu
bocznym zostaly szeroko przebadane [4-21], a struktury niektoérych z nich
przedstawiono w Tabelach 1 i 2. Polimery te sa dobrze rozpuszczalne w ace-
tonie, chloroformie, chlorku metylenu, tetrahydrofuranie, oraz innych rozpusz-
czalnikach organicznych. Naswietlanie liniowo spolaryzowanym $wiattem UV
(LPUV ) wywoluje strukturalne zmiany czasteczki chalkonu przylaczonej do
matrycy polimerowej, wynikajace glownie z zachodzacej w tych warunkach
fotodimeryzacji. Stopien fotodimeryzacji zalezy od uporzadkowania i ruchow
termicznych grupy chalkonowe;j. Jednostki chalkonowe ulegaja reakcji usiecio-
wania poprzez cykloaddycje [2n+2n] wzbudzonej i niewzbudzonej czasteczki
chalkonu. Analiza widm w podczerwieni, wskazuje jednoznacznie na zmniej-
szanie si¢ absorbancji pasma wiazania podwdjnego w mostkowej grupie funk-
cyjnej -CO-CH=CH- (~980 cm’', pozaptaszczyznowe drgania zginajace), jak
réwniez przesuwanie si¢ do wyzszych dlugosci fal drgan rozciagajacych grupy
karbonylowej. Stopien fotodimeryzacji moze by¢ rowniez oszacowany zmniej-
szaniem si¢ absorpcji piku ~320 nm w widmach UV. Kluczowym czynnikiem
wplywajacym na tworzenie si¢ mezofazy jest obecnos¢ w tych polimerach ben-
zoesanowego fragmentu. Sama grupa chalkonowa nie moze by¢ rozwazana jako
grupa mezogenna.

Metakrylanowy polimer cieklokrystaliczny PCK-1 jest pochodna wykazu-
jaca stale uporzadkowanie ciektokrystaliczne po naswietleniu liniowo spolary-
zowanym s$wiatlem UV (A=300-360 nm) z lampy rtgciowej (1 KW). Ujemna
warto$¢ stosunku dichroicznego (ang. dichroic ratio) wskazuje, ze ciekly krysz-
tat ustawia si¢ prostopadle do wektora pola elektrycznego. Pochodne podstawio-
ne w pozycji 4 pierScienia A grupami -CN lub -F wykazuja podobny kierunek
uporzadkowania co PCK-1. Zwigkszanie czasu ekspozycji §wiatta UV, powo-
duje powolny zanik wtasciwos$ci anizotropowych filmu ze wzgledu na tworzenie
si¢ cyklobutanowego uktadu pomigdzy bocznymi tancuchami chalkonylowymi.
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PCK-2/3: Oba polimery przyjmuja strukture smektyczna typu A , przy czym
polimer 2 tworzy warstwe smektyczng wolniej niz polimer 3. Pomiary stosunku
dichroicznego wskazuja, ze polimer 2 w stanie cieklokrystalicznym ustawia si¢
prostopadle do wektora elektrycznego, natomiast polimer 3 réwnolegle.

Tabela 1. Metakrylanowe polimery ciektokrystaliczne

N !X PCK-1

o, X=H, CN, F, OCH,
_ECHZ_(';—]— i

| R =
(oR 4\—<\:/>*C00*(CH2)670CN PCK-2

R= —(CHy), lfo@cm@—\\»ﬁ
Ci@ PCK-3

Wsréd metakrylanowych polimerow ciektokrystalicznych z czasteczka
chalkonu znane sa rowniez bifunkcyjne kopolimery z przylaczona w bocznym
tancuchu czasteczka innego zwiazku.

Tabela 2. Metakrylanowe polimery ciektokrystaliczne otrzymywane na bazie kopolimeru

R1=CHj;
| OCH;, PCK-4

R; = COOCHj, CgHs

— PCK-5
RZZ*(CH2)3*04<\_/>_\ (ﬁ
i o - e )
—ECHfC—}—ECch J,
\ m | n
C-0-Ry C—OR,
I | R; =
[¢] [¢] \\
PCK-6

R @\Q@

Przyktadem tego typu kopolimeru jest zwiazek posiadajacy w tancuchu
bocznym oprocz czasteczki chalkonu rowniez czasteczke cholesterolu PCK-6.
Charakteryzuje si¢ on duza stabilno$cig termiczng. Przebadano kopolimery za-
wierajace 2%, 8% lub 20% czgsci chalkonowej w stosunku do czgséci chole-
sterolowej, a wyznaczone wartosci kata o (ang. pretilt angle) uzyskane po na-
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$wietlaniu liniowo spolaryzowanym $wiattem UV w czasie 3 minut, wynosza
odpowiednio 90, 87 1 81°.

PCK-7: Jest to przyktad kopolimeru z fotochromowa czasteczka spiropira-
nu w ktorej po naswietlaniu promieniowaniem UV nastgpuje otwarcie pierscie-
nia i E/Z-transformacja z formy spiropiranowej do odpowiadajacej jej formy
merocyaninowej oraz reakcja odwrotna przy naswietlaniu §wiattem widzialnym
lub ogrzewaniu.

Przebadano polimery z réznym stosunkiem monomeru spiropiranowego
(m) do monomeru chalkonowego (n), mianowicie : PCK-7A 3:1, PCK-7B 1:1,
PCK-7C 1:3. Kopolimery z wigksza zawartoscia czgs$ci spiropiranowej wykazy-
waly wyzsza temperaturg zeszklenia T,. (PCK-7A T =150 °C, PCK-7B T =134
°C, PCK-7C T =125 °C). Poprzez cykloaddycje [2n+2n] czasteczek chalkonu
nastepuje zmniejszenie odleglosci pomigdzy tancuchami polimeru powodujace
zmniejszenie wolnej przestrzeni koniecznej do przeksztatcania sig formy trans-
merocyaninowej w formg spiropiranowa. Wraz ze zwigkszaniem si¢ stgzenia
chalkonu w kopolimerze nastgpuje wzrost stabilno$ci fotochromowej uktadu.

V22074 AENRRRAN

—>

y 4
N

Definicja kqta o (ang. pretilt angle)

— =

Kat a (ang. pretilt angle)=0 Kat a (ang. pretilt angle)>0
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I. b. Metakrylanowe polimery cieklokrystaliczne zawierajace chalkon w
lancuchu gléwnym.

PCK-8: Tego typu uktady [22,23] ulegaja szybciej reakcjom fotochemicz-
nym w obecnos$ci fotoinicjatora (TSFA- jako kationowy, oraz DMPA (dime-
toksyfenyloacetofenon)- jako rodnikowy fotoinicjator) niz bez niego. Sa to za-
réwno reakcje fotokrzyzowe pomigdzy podwdjnymi wiazaniami -C=C- czgsci
chalkonowej, jak i reakcje fotopolimeryzacji pomigdzy fragmentami metakry-
lanowymi. Sugeruje sig¢ rowniez, ze mozliwa jest krzyzowa reakcja rodnikowa
pomigdzy rodnikiem generowanym z atomu wegla a grupy metakrylanowej, a
rodnikiem podwdjnego wiazania czasteczki chalkonu

. (6]
Y/ /fQ
R O{_<}C OCH2SECH20?;@Z // < >*OR

PCK-8 R- CH,—CH-CH,~00C—C~—CH,
OH CH,

L. c. Amidowe polimery cieklokrystaliczne z czasteczkg chalkonu w lancuchu
bocznym:

Grupa poliamidowych ciektokrystalicznych zwiazkéw PCK-9-14 [24-32]
w ktorych czasteczka chalkonu modyfikowana jest w pierScieniu A grupami al-
koksylowymi o réznej dlugosci tancucha, a zwiazana jest z tancuchem polia-
midowym poprzez gigtki linker n-alkilowy. Czasteczka chalkonu zostaje wpro-
wadzona do matrycy poliamidowej poprzez reakcje Williamsona. Naswietlanie
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linowo spolaryzowanym $wiattem UV wywotuje strukturalne zmiany czasteczki
chalkonu przytaczonej do matrycy poliamidowej. Reakcja fotochemiczna wy-
wotuje anizotropig czasteczki ciektego krysztatu ze wzgledu na zachodzaca di-
meryzacjg 1 izomeryzacj¢ czasteczki chalkonu.

Dhugos$¢ tancucha alkilowego (warto$¢ m) wyraznie wptywa na kat o (ang.
pretilt angle) 1 ustawienie czasteczki ciektego krysztatu. Jednorodne, planarne
ustawienie w zostaje osiagnigte gdy pochodna chalkonu ma krotki tancuch alki-
lowy (n=1 m=2 PCK-9). Czasteczka cicklego krysztatu ustawia si¢ prostopadle
do kierunku polaryzacji §wiatta UV gdy n=3 a m=2. Natomiast pochodne chal-
konu z fancuchem heksadecylowym (m=15) wywotuja wysokie wartosci kata o
(ang. pretilt angle) oraz orientacj¢ pionowa ciektego krysztalu w matrycy polia-
midowej. W przypadku bocznotancuchowych ciektokrystalicznych polimerow
poliamidowych fotodimeryzacja obserwowana powyzej temperatury zeszklenia
jest wigksza niz ta w temperaturze pokojowe;.

< P 0
M @_//COO(CHZ)mClﬂ

0= (CHy),—O
PCK-9 n=1 m=2 PCK-10 n=1 m=15 PCK-11 n=3 m=2
PCK-12 n=3 m=7 PCK-13 n=3 m=11 PCK-14 n=3 m=15

0
ﬁ&@én
0 0 OR OR
PCK-15 —(cty, 04 )-coo{ )— 1 Lo

PCK-16 wystepuje w formie nematyku i wykazuje wysoka stabilnos¢ ter-
miczna do 450°C, ktora zostaje zwigkszona dzigki wykorzystaniu nowej metody
in-situ fotodimeryzacji. Wysokie warto$ci kata o (ang. pretilt angle) wywotane
sa obecnoscia w matrycy polimerowej uktadu bifenylowego oraz reakcja fo-
todimeryzacji czg$ci chalkonowej. Zaobserwowano roéwniez, ze wykorzystujac
tradycyjna metodg fotodimeryzacji otrzymuje si¢ wyzsza warto$¢ kata o (ang.
pretilt angle) niz przy uzyciu modyfikowanej metody in-situ fotodimeryzacji.

PCK-17: Tego typu polimer cieklokrystaliczny ukierunkowany jest rowno-
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legle, oraz wykazuje dodatnie wartosci DR, przy czym obserwowano wyrazne
zmiany wartosci DR przy wydtuzajacym sig¢ czasie naswietlania, i w zaleznosci
od temperatury. Polimer o strukturze PCK-18 rowniez wykazuje rownolegte
ukierunkowanie na powierzchni do zewngtrznego wektora pola elektrycznego.

OR OR

PCK-16 R= —(CH2)4—O%@ @
PCK-17 R=_(CH2)11_0‘®’COO®K\@©

(0] F3C CF3 O CF3
AN
_ ]
FNM N CF, In
O/
O OR O

R

(0]
PCK-18 k- —(CH; 0 ) | O

I. d. Amidowe polimery cieklokrystaliczne zawierajace chalkon w lancuchu
gléwnym.

PCK-19-20: Przyktady polimeréw amidowych z czasteczka chalkonu w
gtéwnym tancuchu [33-35] wystepujace w formie smektycznej typu A. W wyni-
ku naswietlania polimeru w przeciagu 360 sekund nastepuje widoczne w widmie
UV zmnigjszanie si¢ z czasem absorpcji w zakresie ~320 nm, a wzrost inten-
sywnosci absorpcji przy ~270 nm przypisany do zdimeryzowanego chalkonu.
Absorpcja $wiatta w kierunku prostopadtym do wektora elektrycznego LPUV
Swiatla jest wigksza niz w kierunku rownolegtym.
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Tabela 3. Zaleznosé temperatur przejsé fazowych od budowy zwiqzku.

Zwiazek Temperatury przej$é Zwiazek | Temperatury przejs¢ migdzyfazowych
miedzyfazowych [°C] [’C]
PCK-1 T, 103 CK-3a T, 237.3 - Sm 250.19 — Sm 269.4
PCK-2 | T,87 — S.A 165> C; | CK-3b T, 231.6 > Sm 262.9 — Sm 266.0
PCK-3 | T,34 - S.A196 > C; | CK-3¢ T, 218.4 - Sm 260.4 — C;
PCK-6 T, 110 CK-3d T, 213.3 -5 Sm 259.9 - C;
PCK-15 T, 81 CK-3e T, 78.9 = T, 205.0 - Sm 249.5 — C;
PCK-17 T, 87 — C; CK-3f T, 86.2 > T;200.5 - Sm 251.7
PCK-18 T, 158 CK-3g Ty 116.4 - T, 196.7 — Sm 255.2
PCK-19 Te 87 = Sw229 - G CK-3h T, 103.4 - T, 198.6 — Sm 253.5
PCK-20 T, 96 > Sw310 > D

Tg — temperatura zeszklenia, C," ciecz izotropowa, D-rozktad

II. Ciekle krysztaly (CK) zawierajace czasteczke chalkonu.

W celu okreslenia zaleznosci wlasciwosci cieklokrystalicznych od struktury
czasteczki zsyntetyzowano seri¢ potaczen z terminalnymi grupami alkoksylo-
wymi o réznej dlugosci tancucha alkilowego CK-1 i CK-2.[36] Zwiazki z tan-
cuchem o dtugosci C,-C, przyjmuja strukturg nematyczna, dla R=C,H , i C, H,,
tworza si¢ ciekle krysztaly o strukturze smektycznej (w nizszej temperaturze
81, 76°C) a nastgpnie nematycznej (w wyzszej temperaturze, odpowiednio 87,
96°C), natomiast gdy podstawnik alkoksylowy zawiera 12, 14 lub 16 atomow
wegla obserwowana jest tylko struktura smektyczna typu C. Zwiazki o struk-
turze typu CK-2 charakteryzuja si¢ nizsza stabilnoscia termiczna ze wzgledu
na obecnos¢ dwoch dodatkowych grup OCH, w pozycjach meta pierscienia B
czasteczki chalkonu.

Czasteczki typu CK-3 [37,38] wystepujace jako smektyczne ciekte kryszta-
ly typu A sa przyktadem zwiazkéw w ktorych dwie czasteczki chalkonu stano-
wig czg$¢ sztywnego tancucha. Czasteczki zorientowane sa rownolegle do wek-
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tora przytozonego pola elektrycznego. Naswietlanie lampa rtgciowa powoduje
zarowno fotodimeryzacje jak i fotopolimeryzacjg.

(@) (0]
CK-1 RO@E— (@) 4<\ / g‘\\_@
OCH,
o 0 OCH
CK-2 RO 2 g— 0 4<\ Y ll,—\\ ’
— - OCH,
OCH,

R= C3H7, C4Hy, CsHyy, CHy3, CoHys, CgHyg, CigHy g, CiaHps, CiaHag, CiHss

RO@SMOOCOCOOMCOOR

I
o

CK-3 R=-(CHy),—CH; n=29

Odrebna grupa stanowia analogi ciektych krysztatow tzw. ang. twist grain
boundary (TGB) phases.[39,40] Sa to niesymetryczne fluoroscencyjne dimery
cieklokrystaliczne sktadajace si¢ z cholesterolowo-estrowego trzonu jako jed-
nostki wykazujacej chiralne wtasciwosci oraz czgsSci mezogenicznej ktora jest
chalkon. Charakteryzuja si¢ one niespodziewanym i zadziwiajacym zachowa-
niem termicznym. Sa to czasteczki ktore w waskim przedziale temperaturowym
(kilka stopni Celsjusza) istnieja w stanie posrednim pomigdzy ciecza izotropowa
albo stanem ciektokrystalicznym o wtasciwosciach skreconego nematyku (N¥),
a faza smektyczna typu A lub typu C. Oznacza si¢ je jako np. I-TGB-TGBC”.

Przebadano szereg uktadéw z linkerem skladajacym si¢ z 4, 5, 6 lub 8 ato-
méw wegla i1 réznej dlugosci podstawnikiem alkoksylowym w pier$cieniu ben-
zenowym (pozycja para) czasteczki.
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CK-4
R= 0C,Hs, OC4Hy, OCsH,;, OCgH 3, OC;H, 5, OCgH 7, OCoH g, OCgHy;, OC,Hys, OC)5Hys
n=3457

Nizsze homologi wykazuja teksturg skrgconego nematyku, zwiazki posred-
nie stabilizuja fazg¢ TGB i/lub smektyczna A, podczas gdy wyzsze homologi
przejawiaja tylko cechy krysztalow SmA. Dimery posiadajace nieparzysta licz-
be atomdéw wegla w linkerze taczacym czgs¢ chalkonowa z czg$cia cholestero-
lowa przyjmuja ksztalt powyginanej czasteczki.

Chalkon jest zwiazkiem posrednim w syntezie flawonoidow, substancji wy-
stgpujacych w szeregu roslinach, posiadajacych réznorodna aktywnos¢ biolo-
giczna. Hydroksychalkony oraz inne pochodne z réznorodnymi podstawnikami
w jednym lub obydwu pierscieniach czasteczki chalkonu wykazuja min. aktyw-
nos¢ przeciwdrobnoustrojowa, przeciwutleniajaca, antymutagenna czy insekty-
cydowa.[53,54] Niektore pochodne chalkonu ze wzgledu na swoj stodki smak
stosowane sa jako sktadniki stodzikéw, inne sa dodatkami do kremow lub tez
stosowane sa w terapii antyrakowej.[55] Do okres$lania struktury podstawionych
chalkonéw i rozrézniania izomerycznych potaczen (podstawienie w pier§cieniu
A lub B czasteczki chalkonu) powszechnie wykorzystywana jest spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego jak rowniez rézne metody spektrometrii
masowej, a w szczegolnosci techniki wykorzystujace EI, ESI czy tez FAB jako
metody jonizacji czasteczki. [56-60]
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Rozdzial VI

Polimery supramolekularne

Michat Ceglowski, Grzegorz Schroeder
Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydziat Chemii, Grunwaldzka 6,
60-780 Poznan

1. Wstep

Jednym z najwigkszych osiagnig¢ chemii XX wieku, ktore z calg pewnoscia
wywarto olbrzymi wptyw na nasze codzienne zycie, bylo otrzymanie sztucz-
nych polimeréw. Zwiazki te znalazly zastosowanie w kazdej dziedzinie zycia
codziennego oraz w réznych obszarach nauki. Ze wzgledu na dobor ilosci i ja-
kosci czasteczek poddanych polimeryzacji lub kondensacji (meréw) mozna w
bardzo szerokim zakresie modyfikowac zarowno ich wtasciwosci chemiczne jak
i fizyczne. Cechg wspolng omawianych polimerow jest wystgpowanie wigzan
kowalencyjnych migdzy powtarzajacymi si¢ merami. Wraz z rozwojem chemii
supramolekularnej zainteresowano sig¢ ideg syntezy ,,polimeréow supramoleku-
larnych” [1], w ktérych monomery bylby potaczone wiazaniami niekowalencyj-
nymi. W szerszym rozumowaniu owe polimery supramolekularne obejmowaty-
by niekowalencyjne oddziatywania migdzy powtarzajacymi si¢ ugrupowaniami
oraz bocznymi tancuchami klasycznych polimerow, a takze oddziatywania mig-
dzy tymi polimerami, a matymi czasteczkami lub jonami metali.

Innowacyjna, a zarazem niezwykle uzyteczna wlasciwoscia tego typu poli-
merdw jest ich zdolnos$¢ do samoorganizacji, gdyz oznacza to, iz badane uktady
moga samoistnie rozbudowywac si¢ w okreslonym kierunku w zaleznosci od
whasnej struktury. Z tego wiasnie powodu zwigzki te sa przedmiotem wielu ba-
dan, ktore maja na celu otrzymanie polimeréw supramolekularnych dzigki pro-
cesowi samoorganizacji uzupetniajacych si¢ monomerow posiadajacych dwa
lub wigcej ugrupowan wigzacych. Proces powstawania omawianych polime-
réw mozna zilustrowaé nastgpujaco: selektywne taczenie uzupeniajacych sig
czasteczek dzigki molekularnemu rozpoznaniu okre§lonych ugrupowan; wzrost
struktury przez kolejne taczenie tylko tych komponentow, ktore sa odpowied-
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nio wzgledem siebie zorientowane; zakonczenie procesu wymagajaca elementu
konczacego reakcjg.

(A= R
Mk

n

=

\/-K'I L Unlay przestrzenne 3D

Typy polimeryzacji supramolekularnej

Chemia supramolekularna obejmuje ten rodzaj oddzialywan migdzycza-
steczkowych, ktorych tworzenie jest odwracalne i ich sita zalezy w duzej mie-
rze od $rodowiska. Oznacza to, ze omawiane polimery moglyby wykazywac
zdolno$¢ do samoistnego naprawiania powstatych defektow w ich strukturze,
w przeciwienstwie do tradycyjnych polimerow zawierajacych tylko wigzania
kowalencyjne.

2. Wigzanie wodorowe

Niewatpliwie najlepszym z oddziatywan niekowalenyjnych, ktore z powo-
dzeniem mogloby wiazaé pojedyncze molekuty tworzace polimery supramole-
kularne jest wiazanie wodorowe. Podpatrujac organizmy zywe mozna znalez¢
wiele przyktadow skutecznego wykorzystania owego oddziatywania do tworze-
nia makromolekut o bardzo skomplikowanej budowie [2]. Zarowno struktura
podwojne helisy DNA, czy harmonijki beta opiera si¢ w duzej mierze o wystg-
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powanie szeregu wiazan wodorowych [3]. W tym momencie moga narodzi¢ si¢
dwa pytania: dlaczego wtasnie uzywaé wiazan wodorowych oraz jakiego rodza-
ju monomerdw nalezatoby uzy¢? Wiazania wodorowe sa stosunkowo silnymi
oddzialywaniami, skierowanymi w konkretnym kierunku, ktorych efektywnos¢
mozna regulowa¢ w zaleznosci od srodowiska. Te wszystkie wlasnosci sa w
przypadku polimeréw supramolekularnych bardzo wazne, poniewaz umozliwia-
ja otrzymanie $cisle okreslonych struktur, ktérych trwato$¢ mozna regulowaé w
oparciu o warunki w jakich si¢ znajduja. Oznacza to, ze witasnie dzigki wiaza-
niom wodorowym dtugos¢ i whasciwosci polimerow bede Scisle zalezne migdzy
innymi od stgzenia, temperatury oraz pH.

Odpowiedz na drugie z postawionych pytan jest uzalezniona od whasciwo-
Sci jakich oczekuje si¢ od danego polimeru. Kompleksy utworzone tylko dzigki
pojedynczym wigzaniom wodorowym okazaty si¢ niezwykle pomocne w uzy-
skiwaniu polimerow ciektokrystalicznych oraz bocznotancuchowych. Pojedyn-
cze mery w pierwszym przypadku sa zwigzkami do$¢ tatwymi do otrzymania.
Molekuty zdolne do wytworzenia kilku wiazan wodorowych ciesza si¢ ogrom-
nym zainteresowaniem, ze wzgledu na wigksza sit¢ oddzialtywan jaka wystgpuje
migdzy poszczegolnymi merami i to wlasnie one sa gtownym tematem zaintere-
sowan chemikéw zajmujacych si¢ polimerami supramolekularnymi. Czasteczki
majace podstawniki donorowe lub akceptorowe moga tworzy¢ kilka typow su-
peramolekut poprzez tworzenie wiazan wodorowych:
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Mozliwe oddziatywania pomiedzy czqsteczkq gospodarza i czqsteczkami goscia
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Mozliwe kierunki polimeryzacji kompleksow metali poprzez wiqzania wodorowe

3. Kompleksy cieklokrystaliczne
W zwiazku 1 (rysunk 1) pojedyncze wiazanie wodorowe powstaje migdzy
grupa karboksylowa i ugrupowaniem pirydynowym, co powoduje utworzenie
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uktadu o Scisle okreslonej strukturze [4]. Nalezy rowniez dodaé, ze kompleks
ten jest stabilny w temperaturze ok. 200°C, czyli wigcej niz dla kazdego z me-
réw z osobna. Z kolei mezogeniczny kompleks 2 powstaje dzigki utworzeniu
trzech wigzan wodorowych migdzy pochodnymi uracylu i 2,6-diaminopirydny
[5] zawierajacymi po dwa tancuchy lipofilowe.
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o C.H
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2
Rysunek 1. Przyktady kompleksow mezogenicznych.

Bardzo wiele mezogenicznych struktur o budowie tancuchowej otrzy-
mano dzigki wigzaniu wodorowemu, ktdre tworzy si¢ miedzy grupa karboksylo-
wa oraz pochodnymi pirydyny (Rysunek 2). Kompleks 3 tworzy fazg cieklokry-
staliczna, natomiast w temperaturze powyzej 160°C tworzy faze nematyczna.
Powstaje dzigki utworzeniu kompleksu przez kwas 4-metoksybenzoesowy oraz
4,4’-bipirydyng [6, 7]. Jest to przyktad zwiazku ciektokrystalicznego, ktory po-
wstaje ze zwiazkow niemezomorficznych. Kompleks 4 (n = 6-10) tworzy faze
nematyczna w temperaturze pokojowej [8, 9]. Nalezy zaznaczy¢, ze chiralne
fazy smektyczne maja wlasciwosci ferroelektryczne i sa otrzymywane z zwiaz-
kéw czynnych optycznie. Zwiazek 5 (n = 8) w tym przypadku tworzy chiralng
fazg smektyczna C, jednak jak si¢ okazalo, pojedyncza chiralna czasteczka nie
tworzy fazy ciekltokrystalicznej o wlasciwosciach ferroelektrycznych.
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Rysunek 2. Mezogeniczne kompleksy o strukturze liniowej zawierajqce wiqzanie miedzy
grupq karboksylowq oraz ugrupowaniem pirydynowym.

4. Supramolekularne, cieklokrystaliczne polimery bocznotancuchowe
Jedynym z pierwszych otrzymanych zwiazkow zaliczanych do polimerow
bocznotancuchowych byta pochodna poliakrylanu z przytaczonymi czasteczka-
mi kwasu 4-oksobenzoesowego, ktorych celem bylo tworzenie wiazan wodo-
rowych z pochodnymi stilbazolu [10]. Faza nematyczna polimeru 6 byla ob-
serwowalna przy temperaturze 250°C dla komplekséw o stosunku 1:1. Ponadto
otrzymano réznorodne struktury, oparte o potaczenia poliakrylandw i polisi-
loksandéw (Rysunek 3) [11, 12]. Zwiazek 7 tworzy fazg smektyczna, natomiast
zwiazek 8 ma wlasciwosci ferrochemiczne i tworzy fazg smektycznag C.
Supramolekularne polimery bocznotancuchowe charakteryzuja si¢ tym, iz
wiazanie koordynacyjne tworzy si¢ w pewnej odlegtosci od glownego tancucha
standardowego polimeru o wiazaniach kowalencyjnych. Do samego polimeru
jest dotaczone ugrupowanie, ktéore moze przyjmowac rézne utozenia, co ozna-
cza, 7ze powstale wiazanie koordynacyjne nie znajduje si¢ w $cisle okreslone;j
odleglosci od glownego tancucha. Przejdziemy teraz do drugiego podtypu su-
pramolekularnych polimeréw bocznotancuchowych, w ktérych ugrupowanie
tworzace wiazanie koordynacyjne znajduje si¢ bezposrednio przy tancuchu
gléwnym. Pierwszym z tego typu zwiazkow jest polimer 9, ktéry otrzymano z
4-winylopirydyny [13]. Zwiazek 10, ktory tworzy fazg smektyczna A, powstaje
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dzigki utworzeniu wiazania wodorowego migdzy imidazolem, a grupa karbok-
sylowa [14].
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Rysunek 3. Przyktady supramolekularnych polimerow bocznotancuchowych.
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Rysunek 4. Supramolekularne kompleksy bocznotancuchowe.
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Rysunek 5.  Supramolekularny kompleks bocznolancuchowy powstaly  dzieki
oddziatywaniom jonowym.

5. Stabilno$¢ kompleksow zawierajacych wielokrotne wigzanie wodorowe

W wielu przypadkach konieczne jest sprecyzowanie parametrow wptywaja-
cych na stabilno$¢ kompleksdéw. Nie mozna doktadnie przewidzieé sity wiazacej
wielokrotnego wiazania wodorowego, gdyz zalezy ona migdzy innymi od $ro-
dowiska (temperatura, pH), jak i od geometrii samych czasteczek. Okazato si¢
natomiast, ze sita wigzaca kompleksow zawierajacych takie same ilo$ci wiazan
wodorowych, zalezy w duzej mierze od ulozenia przestrzennego akceptoréw
(A) wiazania wodorowego oraz jego donorow (D). Dla uktadow zawierajacych
po trzy wiazania wodorowe o podobnej sile ksztaltuje si¢ ona nastgpujaco: AAA
-DDD > AAD - DDA > ADA - DAD. Tendencj¢ ta thumaczy si¢ drugorzedowy-
mi oddziatywaniami pomigdzy sasiadujacymi ugrupowaniami [16, 17]. W celu
lepszego zobrazowania zostalto to zilustrowane na Rysunku 6.

Model ten tlumaczy ponad 100-krotng réznice w statej trwatosci miedzy
kompleksami guanina - cytozyna (AAD - DDA) oraz uracyl - 2,6-diaminopirydna
(ADA - DAD). Dalsze badania przeprowadzone nad tego typu uktadami dostar-
czyly empirycznych dowoddéw potwierdzajacych znaczny wplyw drugorzedo-
wych oddzialywan miedzy sasiadujacymi ugrupowaniami na trwatos¢ komplek-
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sow [18, 19]. Dla przyktadu, kompleks AAA - DDD (Rysunek 2, kompleks 12 -
13) ma Kasoc w chloroformie ponad 104 razy wigksza niz Kasoc dla kompleksu
ADA - DAD (Rysunek 2, kompleks 14 - 15). Wigzania wodorowe w komplek-
sach 12 - 13 oraz 14 - 15 maja podobna naturg, gdyz wystgpuja pomigdzy niemal
identycznymi uktadami. Réznica w sile oddziatywania wynika wtasnie na sku-
tek drugorzedowych oddziatywan migdzy ugrupowaniami tworzacymi wiazanie
wodorowe.

A A A A A >< D A D A
D D D D D A D A D
Rysunek 6. Drugorzedowe oddziatywania miedzy sqsiadujqcymi ugrupowaniami. W

przypadku AAA - DDD wystepuje tylko przyciqganie, natomiast w pozostatych uktadach
pojawia sie odpychanie sqsiadujqcych grup.

= X X
| 12 14
X = Pz
Ph N N N Ph
P
N N N_
H” \”/ | H
: : 13 15
0 ~ _0
OPr Ar OPr OPr Ar OPr
Ar = 3-nitrofenyl Ar = 2-nitrofenyl

Rysunek 7. Kompleks AAA - DDD (12 - 13) oraz ADA - DAD (14 - 15).

W pozniejszych pracach zaproponowano, iz entalpia swobodna asocjacji
(AGasoc) dla kompleksow zawierajacych wiazania wodorowe rozpuszczonych
w chloroformie moze zosta¢ opisana dwoma przyrostami, jedynym odpowiada-
jacym z tworzenie wiazania, a drugim odpowiedzialnym za drugorzedowe od-
dziatywania [20]. Obliczono, ze energia pojedynczego wigzania wodorowego
wynosi 7,9 kJ/mol, a wptyw drugorzgdowego oddzialywania wynosi odpowied-
nio 2,9 kJ/mol.
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6. Stabilno$¢ ugrupowan zawierajacych wielokrotne wigzania wodorowe

Ukazato si¢ wiele prac opisujacych uktady zdolne do tworzenia wyjatkowo
silnych komplekséw [21, 22]. Przyktadem takich kompleksow jest zaprezen-
towany juz kompleks 12 - 13, a ponadto zwiazki przedstawione na Rysunku
3. Podstawia wigkszosci tego typu ukladow jest obecnosci pierscieni heterocy-
klicznych. Dimer 16 - 16 [23, 24] rozpuszczony w chloroformie ma stala dime-
ryzacji wigksza niz 106 M-1. Jeszcze wyzsze state dimeryzacji (2 x 107 M-1)
w chloroformie oraz (~ 108 M-1) w toluenie zostaty osiagni¢te dla pochodnych
zwiazku 16 [24]. Z tego wlasnie powodu znalazl on duze zastosowanie w otrzy-
mywaniu polimeréw supramolekularnych, o czym bedzie mowa w dalszej czg-
$ci tekstu. Dimer 17 - 17 [25, 26] wykazuje rowniez wysoka stala dimeryzacji,
ktéra osiaga warto$¢ powyzej 107 M-1 wyznaczona dzigki spektroskopii 1H
NMR z roztworéw w chloroformie. Dimer 18 - 18 [2] jest przyktadem komplek-
su ADAD, dlatego mozna si¢ dla niego spodziewa¢ statej dimeryzacji nizszej
niz w poprzednich przyktadach. Teoria znajduje tutaj potwierdzenie, gdyz Kdim
wynosi w tym przypadku 2 x 104 M-1 [27]. Kolejnym przykladem zwiazku
ulegajacego dimeryzacji dzigki tworzeniu wigzan wodorowych jest pochodna
guanozyny (19) zaprezentowana przez Sessler-a i Wang-a [28, 29].

Poza opisanymi uktadami nalezy réwniez zwroci¢ uwagg na heterodimerycz-
ne kompleksy, gdyz moga by¢ one rowniez efektywnymi tacznikami tworzacy-
mi polimery supramolekularne. Przyktady tego typu zwiazkow to omawiany juz
kompleks 12 - 13 oraz pozostate zwiazki zaprezentowane na Rysunku 3. Stata
asocjacji kompleksu 17° - 20 wynosi 3500 M-1, a czasteczka 17’ powstata dzigki
innemu utozeniu konformacyjnemu prezentowanego juz zwiazku 17. Przyktada-
mi kompleksow zawierajacych sze$¢ wigzan wodorowych sa kompleksy 23 - 24
[30,31] oraz 25 - 26 [32, 33]. Nalezy zaznaczy¢, ze drugi z tych kompleksow ma
bardzo wysoka stata asocjacji w chloroformie (1,3 x 109 M-1).
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Rysunek 8. Przyktady zwiqzkow zawierajqcych wielokrotne wiqzania wodorowe.
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7. Czterokrotne wiazania wodorowe

Polimery mozna otrzymywac¢ na bazie wielokrotnych wiazan wodorowych.
Wielokrotne wigzania wodorowe ciesza si¢ bardzo duzym zainteresowaniem
ze wzgledu na swoje unikatowe wtasciwos$ci. Jednakze z praktycznego punktu
widzenia w przypadku tego typu polimerdw musi zosta¢ zawarty kompromis
migdzy iloscig wiazan wodorowych, czyli sila otrzymanego kompleksu, a moz-
liwo$ciami oraz ekonomia jego syntezy. Poza zaprezentowanymi juz przyktada-
mi polimeréw zawierajacych po sze$¢ wigzan wodorowych, udato sig¢ otrzymac
zwiazki zdolne do wytworzenia nawet dziesigciu tego typu oddziatywan. Jed-
nakze w obu przypadkach, zwiazki te wymagaja bardzo wielu etapéw syntezy
i sa praktycznie niedostgpne na wigksza skalg. Z kolei zbyt mata liczba wiazan
wodorowych, powoduje, ze otrzymany polimer jest zbyt nietrwaty juz w tempe-
raturze pokojowej i tworzy agregaty o niewielkim stopniu polimeryzacji.

Okazuje sig, ze bardzo dobrym kompromisem mig¢dzy dostepnoscia zwiaz-
ku i sita wzajemnych oddzialywan migdzy jego merami jest zastosowanie
zwiazkow zdolnych wytworzy¢ czterokrotne wigzania wodorowe. Glownym
czynnikiem wplywajacym w tym przypadku na sit¢ tworzonego kompleksu sa
omoéwione juz drugorzedowe oddziatywania migdzy sasiadujacymi ugrupowa-
niami. W przypadku kompleksow typu DADA wyraznie wida¢, ze drugorze¢do-
we oddzialywania limituja maksymalng warto$¢ stalej dimeryzacji do wartosci
105 M-1 [27]. Mimo, Ze jest ona nadal wigksza niz dla komplekséw DAD-ADA,
okazuje si¢ dalej niewystarczajaca, aby utworzy¢ polimery supramolekularne o
wystarczajaco dtugich tancuchach. Ponadto zwiazek wykazujacy najwyzsza sta-
3 dimeryzacji (27) jest dos¢ trudny do otrzymania na wigksza skale, ze wzgledu
na ceng jednego z substratow — diaminopirymidyny.

27
Rysunek 9. Kompleks typu DADA - ADAD
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Znacznie wyzsze state dimeryzacji otrzymuje si¢ dla kompleksow DDAA,
ktore uzyskuje si¢ dzigki ureidynopirymidinonom UPy (Rysunek 8, zwiazek
16) [23]. Co cickawe, ich otrzymywanie jest tansze niz otrzymywanie kom-
pleksow DADA, w ktorych substratem jest diaminopirymidyna. W przypadku
UPy zwiazkami wyjSciowymi sa metyloizocytozyna oraz izocyjaniany. Z tych
powodow to wiasnie w pochodnych UPy dopatruje si¢ idealnych kandydatow
do otrzymania trwatych i mozliwe tanich polimeréw supramolekularnych, ktore
znalazlyby wiele zastosowan w przemysle.

8. Wlasciwosci UPy

Tak jak w przypadku innych heterocyklicznych czasteczek, tautomeria po-
woduje powstawanie roznych izomeroéw czasteczki UPy (Rysunek 10). W ma-
cierzystym pierscieniu heterocyklicznym, izocytozynie, forma tautomeryczne
3H jest najbardziej stabilna [34]. W DMSO, czyli rozpuszczalniku polarnym,
UPy 16 réwniez wystepuje w tej formie tautomerycznej. Z kolei w chloroformie,
ten sam zwiazek w ponad 99 procentach wyst¢puje w formie tautomeryczne;j
1H.

Ilos¢ kazdego tautomeru w roztworze jest uzalezniona od wzglednej energii
wystegpowania kazdego z tautomerow w formie monomeru, a ponadto zalezy od
statej dimeryzacji. Nie nalezy rowniez zapomnie¢ o wplywie rozpuszczalnika
oraz podstawnikow znajdujacych si¢ przy pierscieniu. Dla przyktadu energia
obu dimeryzujacych tautomeréw dla zwiazku 28 jest podobna, co zaowocowato
otrzymaniem krystalicznych form obu tautomerow.

Ph

X
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Rysunek 10. Rozne tautomery zwiqzkow UPy.

Zdolnosci asocjacyjne UPy zbadano przy uzyciu pochodnych pirenu (29)
[24]. Wykazano, ze w deuterowanym chloroformie przy temperaturze 298 K
warto$¢ statej dimeryzacji wynosi 5 X 107 M-1, natomiast w toluenie wartosc¢ ta
wzrosta do 6 x 108 M-1. Wartos$¢ ta zostata tylko w niewielkim stopniu zmniej-
szona (do 106 M-1) kiedy do chloroform zostat wysycany woda. Ponadto bardzo
waznym parametrem opisujacym asocjacjg jest dtugos¢ istnienia opisywanych
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dimerow. W przypadku UPy wspoétczynnik wymiany migdzy homo- i heterodi-
merami w statystycznej mieszaninie zwiazkow 30 i 31 zostal wyznaczony za
pomoca spektrometrii NMR.

Ci3Hyy

¢,)\| 30

Wyznaczono, ze czas wymiany w deuterowanym chloroformie wynosi 170
msec, natomiast w toluenie warto$¢ ta jest dziesigciokrotnie wigksza. Porow-
nanie wspotczynnikow dysocjacji ze statymi dimeryzacji moze prowadzi¢ do
whniosku, ze wspotczynnik asocjacji nie jest zalezny od dyfuzji, jak w przypadku
innych komplekséw zawierajacych wiazanie wodorowe. Najprawdopodobnie;j
tautomeryzacji monomeru musi nastapic¢ przed etapem dimeryzacji.

Kolejnym waznym aspektem supramolekularnych polimeréw jest ich od-
pornos$¢ termiczna. Wykazano, ze UPy ogrzewane przez dtuzszy czas w tem-
peraturze powyzej 180°C ulegaja rozktadowi. Wiazanie kowalencyjne N-C jest
najbardziej nietrwate i ogrzewanie przez dtuzszy czas prowadzi do jego zerwa-
nia.
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9. Synteza UPy

Ureidynopirymidinony mozna tatwo otrzymac¢ dzigki reakcji pomigdzy po-
chodnymi izocytozyny oraz alifatycznymi lub aromatycznymi izocyjanianami.
Izocytozyny moga z kolei zosta¢ otrzymane dzigki kondensacji B-ketoestrow z
solami guanidyny. Synteza mono-UPy z izocytozyny i izocyjaniandw nie sta-
nowi wigkszych probleméw i gdyby zainteresowanie chemikoéw ograniczalo
si¢ tylko do monofunkcyjnych pochodnych, najprawdopodobniej nie bytoby
koniecznie usprawnianie procedur w syntezie. Niestety otrzymanie bis-UPy w
celu otrzymania polimeréw supramolekularnych nie nalezy do prostych syntez,
poniewaz zwiazki zawierajace kilka ugrupowan izocyjanianowych sa bardzo re-
aktywne i czesto prowadza do niechcianych produktow.

W czasie syntezy z wykorzystaniem izocyjanianu oraz aminy, reaktywny
izocyjanian moze reagowac z kazdym z wymienionych ugrupowan. Dla syntezy
monomerdéw zawierajacych dwa albo wigcej grup UPy, zwiazek 32 bedacy kom-
binacja izocyjaniano-izocytozyny wydaje si¢ by¢ bardzo dobrym rozwiazaniem.
Moze on reagowaé z wielofunkcyjna aming, a czg$¢ grup izocyjanianowych,
ktore uleglyby hydrolizie moze zosta¢ uzupeliona nadmiarem substratu.

Niestety okazalo sig, ze izocyjaniany aminopirymidyn sa niestabilne i ule-
gaja reakcji tworzac dimer 33 [35].

/0
O 0
/ ( R~ N—4 N
R N—-H N:< N4</ :\>7R
— N N
NCO \O H/ \\O

32 33

W celu ominigcia tego problemu, reaktywna pochodna UPy zostata
przygotowana przez destylacje metyloizocytozyny w obecnosci diizocyjanino-
heksanu, ktory zostat uzyty jako rozpuszczalnik [36]. Otrzymany produkt 34 zo-
stal wyizolowany przez filtracj¢, a nadmiar diizocyjanianoheksanu mogt zostaé
odzyskany przez destylacjg.
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NCO

34

Dzigki uzyciu tej procedury, reaktywny produkt zostat otrzymany w duzych
ilosciach, a nastgpnie zostat uzyty w reakcji z polimerami o reaktywnych gru-
pach koncowych. Dodatkowa zaleta uzycia tego odczynnika jest jego zdolno$é
do reakcji zaré6wno z grupami aminowymi, jak 1 grupami hydroksylowymi.

Kolejna metoda syntezy opiera si¢ na wykorzystaniu zwiazku 35, otrzyma-
nego w wyniku reakcji izocytozyny z CDI. Pézniejsze reakcja z alifatyczny-
mi lub aromatycznymi aminami zachodza z wysoka wydajnoscia i trwaja kilka
godzin. Efektywnos¢ zwiazku 35, ktory mozna uznaé za zastepczy dla grupy
izocyjanianowej, zostata pokazana na przyktadzie otrzymania zwiazku 36 z tria-
miny 37. Catkowita wydajno$¢ reakcji wyniosta 84%, a czysty produkt zostat
wytracony z metanolu.
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Rysunek 11. Alternatywne zastosowanie CDI w syntezie UPy.
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10. UPy powiazane linkerami o niewielkich masach czasteczkowych

Dwufunkcyjne pochodne UPy o matej masie czasteczkowej zostaty wyko-
rzystane do zademonstrowania, iz mozliwe jest otrzymanie liniowych, polime-
réw supramolekularnych o wysokim stopniu polimeryzacji. Pierwsze tego typu
polimery zawieraly po dwa ugrupowania UPy, ktore byly potaczone ze soba
tancuchem heksanowym [37]. Roztwor tego zwiazku w chloroformie cechowat
si¢ wyrazng lepkos$cia. Tak samo jak w przypadku polimeréw kowalencyjnych,
stopien polimeryzacji polimeréw supramolekularnych w duzej mierze zalezy
od obecnosci monofunkcyjnych zwiazkow, ktore petnig rolg zakonczen tancu-
cha polimeru. Zaobserwowano, ze lepkos$¢ roztworu zawierajacego zwiazek 38
zwigkszata si¢ po kazdorazowym oczyszczaniu. Niewielki dodatek zwiazku 39
do 40 mM, dobrze oczyszczonego roztworu zwiazku 38 spowodowat znaczny
spadek lepkosci. Eksperyment ten dowodzi odwracalnosci polimeryzacji opartej
na oddziatywaniach supramolekularnych, poniewaz redukcja gestosci nastgpo-
wata natychmiastowo.

CisHay Ci3Hy7

I\{ I\{ 0"H\N)j\ f\N/H"O
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11. UPy powiazane linkery o duzych masach czasteczkowych

Polimery supramolekularne posiadajace niewielkie linkery posiadaja wiele
cieckawych wiasciwosci, ktore jednakze mozna obserwowac tylko w laborato-
rium. Chyba najwazniejszym kryterium jakie musiatyby spehni¢ polimery supra-
molekularne oparte na UPy, aby znalez¢ zastosowanie w przemysle, jest niski
koszt produkcji. Jednym ze sposobow osiagnigcia tego jest uzycie dwufunkceyj-
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nych pochodnych UPy przytaczonych do dtugich linkeréw. W ten sposob zredu-
kuje si¢ ilo$¢ ugrupowan UPy, ale zachowa si¢ wszystkie wlasciwosci, ktorych
oczekuje si¢ od polimerow supramolekularnych. Zgodnie z tymi zalozeniami
otrzymano szereg zwiazkow [36]. W tym celu uzyto zwiazku 34, ktory zostat
przytaczony do polimerow kowalencyjnych zawierajacych grupy hydroksylowe
(Rysunek 12).

Reakcja hydroksyl poli(etylenu butylenu) ze zwiazkiem 34 zaowocowata
produktem o zupetie innych wiasciwosciach mechanicznych, niz polimeru
wyjéciowego [23, str. 565]. Polimer wyjsciowy byt lepkim ptynem, natomiast
UPy pochodna stata si¢ gumo-podobnym materiatem, ktéorego modut Younga
wynosit 5 MPa.

Funkcjonalizacja innych, bardziej polarnych polimeréw zaowocowata row-
niez duzymi zmianami w ich wlasciwos$ciach fizycznych. Polieter jest gesta cie-
cza, natomiast po przytaczeniu ugrupowan UPy staje si¢ tworzywem przypomi-
najacym gumg. W przypadku poliestrow i poliwgglanéw wyjSciowe materiaty
sa do$¢ kruche, natomiast po funkcjonalizacji staja si¢ polimerami semikrysta-
licznymi.
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Rysunek 12. Funkcjonalizacja polimerow kowalencyjnych.

12. Zastosowanie polimeréw supramolekularnych

Silne niekowalencyjne oddziatywania czterokrotnego wiazania wodorowe-
g0 powiazane z prostota syntezy spowodowaty, ze powstato juz wiele patentow
opisujacych zastosowanie polimeréw supramolekularnych. Znaleziono dla nich
wiele zastosowan, na przyktad przy produkcji klejow [38], drukowaniu [39-43],
produkcji kosmetykow [44]. Glownymi powodami, dla ktérych w polimerach
supramolekularnych dopatruje si¢ tak duzego zastosowania sa: (I) zdolno$¢ do
ich wytworzenia w roztworze, co nie zmienia ich wlasciwosci po oczyszczeniu
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do fazy stalej; (I) nie wymagaja wysokich temperatur przy syntezie; (III) pro-
stota syntezy; (IV) mozliwos$¢ przytaczenia ich do istniejacych polimerow; (V)
odwracalnosc¢ ich polimeryzacji, co czyni z nich materiaty tatwe do usunigcia.

Jedna z pierwszych gatezi przemystu, w ktorych polimery supramolekularne
znalazty zastosowanie jest drukarstwo atramentowe. W metodzie tej tusz zostaje
naniesiony na papier, badz inng powierzchnig, za pomoca malutkich otworkow.
Tusz w tym przypadku musi mie¢ niewielka lepkos¢, aby mogt zosta¢ nanie-
siony matymi kroplami. Z drugiej strony tusz po naniesieniu na papier musi
wykazac sig¢ wysoka lepkoscia, gdyz w przeciwnym wypadku tworzytby smugi i
zacieki. Firma Xerox zglosita dwa patenty na zastosowanie polimerow supramo-
lekularnych jako spoiw dla tuszu. Jeden z nich [43] opisuje zastosowanie tuszu,
w ktorego sktad wchodzi barwnik i tacznik.. Tusz ten w temperaturze 50°C jest
ciatem statym, a w temperaturze 160°C ciecza o lepkos¢ ok. 20 cps. Lacznik
jest zwiazkiem wielofunkcyjnym o niewielkiej masie czasteczkowej, do ktorego
zostaty przytaczone od 2 do 5 ugrupowan UPy, co zaowocowato otrzymaniem
zwiazku zdolnego do tworzenia supramolekularnych sieci. Drugi z patentow
[42] obejmuje tusze oparte na roztworach wodnych. Wiasciwosci fizyczne tuszu,
zaleza od temperatury oraz polarno$ci rozpuszczalnika, gdyz wptywaja one bez-
posrednio na ilo$¢ wiazan wodorowych, jakie tworza ugrupowania UPy. Sam
tusz w tym przypadku sktada si¢ z barwnika, wody i supramolekularnego tacz-
nika. Z racji wysokiej polarnosci rozpuszczalnika, ilo$¢ tworzacych si¢ wiazan
wodorowych pomigdzy czasteczkami tacznika jest niewielka, co powoduje, ze
tusz charakteryzuje si¢ niewielka lepkoscia. Z kolei podczas nanoszenia tuszu,
rozpuszczalnik odparowuje pochtaniajac przy tym pewna ilo$¢ ciepta, co owo-
cuje powstaniem wielu wigzan wodorowych pomigdzy ugrupowaniami UPy.
W konsekwencji lepkos¢ tuszu rosnie, a na gotowym wydruku nie tworza si¢
smugi.

Kolejny patent opisujacy wykorzystanie polimeréow supramolekularnych
zostat ztozony przez Kodak Polychrome Graphics [40]. Wykorzystuje on fakt,
iz rozpuszczalno$¢ polimerow supramolekularnych rosnie wraz z temperatura.
Znalazto to zastosowanie w kliszach drukarskich wykorzystywanych w litogra-
fii. Technika ta, opiera si¢ na wykorzystaniu hydrofilowos$ci i hydrofobowosci
roznych powierzchni. Klisza sktada si¢ z materialow hydrofilowych, ktore zwil-
zane sa woda oraz materiatow hydrofobowych, ktére zwilzane sa tuszem. W ta-
kim przypadku czg$¢ hydrofobowa moze zosta¢ wykorzystana do nadrukowania
obrazku na papierze. Zazwyczaj wzorce pokrywa si¢ tworzywem wrazliwym
na promieniowanie, a doktadniej takim materiatem ktory staje si¢ rozpuszczal-
ny pod wptywem promieniowania. Po naswietleniu i usunigci rozpuszczalnika
cze$¢ hydrofobowa zostaje odstonigta i jest juz zdolna do zaabsorbowania tuszu.
W omawianym patencie polimery supramolekularne zostaty wykorzystane jako
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tworzywa wrazliwe na ciepto. Catos¢ pokrywa si¢ barwnikami, ktore zdolne sa
przeksztalci¢ promieniowanie IR na ciepto. W ten sposéb w miejscach naswie-
tlonych promieniowaniem podczerwonym nastgpuje zerwanie czgsci wiazan, co
powoduje, ze polimery staja si¢ bardziej rozpuszczalne 1 odstaniaja powierzch-
nie zdolne do zaabsorbowania tuszu.

13. Perspektywy

Olbrzymi postegp, jaki dokonat si¢ w chemii supramolekularnej w przeciagu
ostatnich kilkunastu lat, pozwolil na otrzymanie polimeréw o niespotykanych
dotad wihasciwosciach. Dzigki obecnosci wiazania wodorowego, ich wlasciwo-
$ci moga by¢ dopasowywane do okreslonych potrzeb, dzigki zmienianiu takich
parametréw jak temperatura, czy pH $rodowiska. Dzigki opracowanym juz me-
todom syntezy i znajomosci ugrupowan UPy, mozliwe bedzie otrzymanie coraz
to nowych rodzajow polimerdéw o wlasciwosciach uzaleznionych tylko od inten-
cji chemika.

Podzi¢gkowania:
Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na nauke w latach 2006-2008 jako
projekt badawczy rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial VII

Fluorojonofory

Tadeusz Ossowski, Pawet Niedziatkowski, Dorota Zarzeczanska,
Monika Przyborowska, Hanna Sulowska
Uniwersytet Gdanski, Wydzial Chemii, ul. Sobieskiego 18/19,
80-852 Gdansk

1. Ogolna charakterystyka fluorojonoforéw.

Jony metali petnia r6zne wazne funkcje w naszym organizmie i sSrodowisku.
Obecnos$¢ ich w niektorych procesach jest niezbedna, a w innych wrgcz nie-
korzystna. Sod, potas, magnez, wapn sg zaangazowane w biologiczne procesy,
takie jak przesylanie impulsow nerwowych, skurcze migsni, regulacja dziatal-
nosci komorki, itp. W medycynie, bardzo wazna jest kontrola poziomu litu w
surowicy u chorych na depresje maniakalna i potasu w przypadku wysokiego
cisnienia krwi. Badania z zakresu oceanografii wykazaty, ze pewne sktadniki po-
karmowe niezbgdne dla przezycia mikroorganizméow w wodzie morskiej zawie-
raja cynk, zelazo i mangan jako kofaktory enzymow. W koncu, dobrze znana jest
toksyczno$¢ zwiazkow rteci, otowiu 1 kadmu dla organizmoéw. Dlatego analiza
jakosciowa i ilosciowa jonow metali odgrywa wazna rol¢ w badaniach z zakresu
biologii, biotechnologii, medycyny, a takze ekologii.

Rozwoj diagnostyki medycznej, zaostrzajace si¢ wymogi ochrony $rodo-
wiska oraz tzw. ,,czyste” technologie, stawiaja nowe wymagania metodom ana-
litycznym 1 systemom automatycznej kontroli. Klasyczne metody analizy che-
micznej mimo wielu zalet, jak: doktadnos¢, czuto$¢ i duza precyzja, staja sig
mato przydatne w tych zastosowaniach, gdzie pozadane jest szybkie oznaczanie,
mozliwo$§¢ pracy w trybie monitorowania oraz automatyzacja pomiarow. Wy-
mienione wymogi spetniajg sensory chemiczne, taczace czutos¢ i selektywnosé
klasycznych metod analizy z szerokim wachlarzem rozwiazan konstrukcyjnych,
dostosowanych do okreslonego zastosowania takiego urzadzenia [2]. Dlatego
znaczne wysitki kladzie si¢ na rozwdj selektywnych sensoréw chemicznych
stuzacych do wykrywania kationow. Wykorzystanie zjawiska luminescencji w
chemosensorach dostarcza niewatpliwych korzysci pod wzgledem czutosci, se-
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lektywnosci, czasu odpowiedzi oraz lokalnej obserwacji [3-8].

Fluorescencyjne chemosensory wykorzystywane w analityce jondw metali
zostaty nazwane fluorojonoforami. Zwiazki te sktadaja si¢ z fluorofora potaczo-
nego z jonoforem (rysunek 1).

(/7 e

.,

e S

Fluorofor +Lagczmuk Jonofor

Rysunek 1. Ogolna budowa fluorojonoforow.

Rola obu ugrupowan, rozpoznajacego i sygnalizujacego jest niezmiernie
wazna w projektowaniu chemosensoréw [9]. Jonofor jest odpowiedzialny za
wiazanie kationu, ktorego miara jest stata tworzenia kompleksu (K) lub jej od-
wrotno$¢, czyli stata dysocjacji (K ). Warunkiem efektywnego wykrywania jest
dopasowanie stalej tworzenia kompleksu do spodziewanego zakresu stgzenia
kationu, ktory jest zroznicowany w zalezno$ci od $rodowiska w jakim wysteg-
puje. Kolejnym bardzo waznym parametrem poprawnego dziatania chemosen-
sorow jest selektywnos¢, czyli uprzywilejowane wiazanie jednego kationu w
obecnosci innych. Duzy wptyw zarowno na efektywnosé, jak i na selektywnos¢
wiazania kationu ma budowa jonofora, a wlasciwie jego elastycznos¢. Sztyw-
ne ugrupowania jonoforowe wykazuja wyzsze powinowactwo do okreslonego
jonu metalu. Natomiast gigtkie, tatwo ulegajace deformacjom struktury otwarte
tworza zazwyczaj bardzo trwate jony kompleksowe z szeroka grupa jonéw me-
tali. Wérod receptoréw rozniacych si¢ budowa mozna wyrdznié podandy (niecy-
kliczne ligandy), koronandy (ligandy makrocykliczne) oraz kryptandy (struktu-
ry makrobicykliczne). Stabilno$¢ komplekséw z jonami litowcow i berylowcow
ro$nie w nastepujacym porzadku: podandy << koronandy << kryptandy. Wysoka
trwato$¢ kryptandowych komplekséw wynika z ich trojwymiarowej struktury,
ktoéra ulega tylko niewielkim deformacjom. Ich specyficzna budowa przyczy-
nia si¢ réwniez do podwyzszenia selektywnosci oddzialywania z kationem.
Cykliczne receptory tworza najbardziej stabilne kompleksy z jonami, ktorych
promienie jonowe sa zblizone do rozmiarow wngki receptorowej. Oprocz struk-
tury jonoforu na proces kompleksowania wplywa takze rodzaj heteroatomoéw
wystepujacych w ligandzie. Wynika to z faktu, iz ,,twarde” tlenowe centra silnie
oddziatuja z ,,twardymi” jonami metali alkalicznych, natomiast ,,migkkie” ato-
my siarki lub azotu wykazuja silne powinowactwo do ,,migkkich” jonow metali
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przejsciowych. Szczegotowa analiz¢ czynnikow decydujacych o efektywnosci
i selektywnosci oddziatywan metal — ligand zawieraja liczne prace z zakresu
chemii supramolekularnej [10-17].

W chemosensorach czg$¢ sygnalizujaca powoduje przetworzenie sygnatu
poprzez przeksztalcenie informacji zwiazania kationu na optyczny sygnat, dzig-
ki zmianie fotofizycznych wlasciwosci fluorofora. Istnieje wiele przyczyn, dla
ktérych fluorescencja moze by¢ uwazana za optymalny mechanizm przetwarza-
nia sygnatu w mozliwych zastosowaniach chemosensorow. Technika ta jest bar-
dzo czuta, co w duzej mierze wynika z faktu, iz obserwowana dlugos¢ fali jest
zawsze wigksza od wzbudzanej. W skrajnych przypadkach mozna obserwowac
fluorescencj¢ nawet pojedynczych czasteczek. Poprzez wybor odpowiedniego
fluorofora mozliwa jest obserwacja sygnatu przy zerowym lub bliskim zeru tle.
W niektorych zastosowaniach fluorescencja tta nie jest szczegdlnym problemem
(badania czystosci wody), jednak autofluorescencja wielu biologicznych probek
obserwowana jest przy okoto 650 nm. Fluorofory posiadajace pasma emisyjne
w zakresie dtugofalowym sa zwykle nieczute na emisj¢ analitu, chociaz czasami
obserwuje si¢ wyrazne poszerzenie sygnatow. Zmiany fotofizyczne chemosen-
sora pod wptywem koordynacji jonu metalu moga by¢ wywotane zaktdéceniami
fotoindukowanych proceséw, takich jak przeniesienie elektronu, przeniesienie
fadunku, przeniesienie energii, tworzenie lub rozpad ekscimeru lub ekscipleksu,
itp.

Pojecie selektywnosci fluorescencyjnych chemosensorow odnosi si¢ nie
tylko do wiazania kationu, lecz dotyczy takze zmian fotofizycznych. Dlatego
niezmiernie wazna rol¢ odgrywa srodowisko, w ktdrym nastgpuje proces rozpo-
znawania. Parametry takie jak: natura rozpuszczalnika (polarno$é, zdolnos¢ do
tworzenia wiagzan wodorowych, charakter protonowy lub aprotonowy), pH, sita
jonowa, itp. odgrywaja istotna rolg w tym procesie, poniewaz wykazuja wptyw
nie tylko na efektywne i selektywne wiazanie jonu, ale takze na fotofizyczna
charakterystyke fluoroforu (przyktadowo, protonowanie moze konkurowac z
wiazaniem kationu).

Sposoéb potaczenia ugrupowania jonoforowego z fluoroforem jest rowniez
waznym aspektem w projektowaniu fluorescencyjnych chemosensorow. Jakos¢
zaburzen wiasciwosci fotofizycznych fluoroforu wywotanych obecnoscia katio-
nu jest zalezna od zastosowanego mostka taczacego. Odpowiedni jego wybor
ma na celu uzyskanie mozliwie najsilniejszych zmian, chociaz jego obecnosé¢
nie zawsze jest korzystna. W niektorych przypadkach brak mostka taczacego
umozliwia udzial pewnych atoméw fluoroforu w kompleksowaniu, dlatego se-
lektywne wiazanie czgsto wynika z potaczenia obu ugrupowan w cata struktu-

re.
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2. Klasyfikacja fluorojonoforéw.

Fluorescencyjne chemosensory mozna roznorodnie sklasyfikowaé, zaleznie
od tego ktora ich wlasnos$¢ chcemy scharakteryzowac. Najprostszy podziat doty-
czy typu ugrupowania jonoforowego lub fluoroforowego, ktore zostato wykorzy-
stane w danej czasteczce. Taka klasyfikacja, ze wzgledu na duza ré6znorodnos¢
opisywanych w literaturze receptorow i fluoroforow jest bardzo rozbudowana.
Pozwala ona jednak na iloSciowe okreslenie stanu badan nad zastosowaniem
danego ugrupowania w budowie fluorescencyjnych chemosensoréw. Znacznie
bardziej praktyczny jest podziat fluorojonoforow ze wzgledu na ich powinowac-
two do danego jonu metalu [18,19]. Wymienione rodzaje klasyfikacji sa rzadko
stosowane, znacznie czgsciej mozna znalez¢ w literaturze podzial chemosen-
sorow dotyczacy ich wlasciwosci fotofizycznych. Jeden z nich odnosi si¢ do
emisyjnych technik pomiaru stezenia jonu metalu, w ktérych wyszczegdlnia si¢
trzy podstawowe typy:

*  Pomiar intensywnosci fluorescencji przy jednej dtugosci fali, gdy jon
metalu powoduje jedynie jej spadek lub wzrost. Zmiany wywotane
kompleksowaniem kationu sa opisywane wspolczynnikiem wzmocnie-
nia fluorescencji — FE (z ang. fluorescence enhance) lub wspotczynni-
kiem wzmocnienia wygaszania — QE (z ang. enhance quenching).

*  Pomiar intensywnosci przy dwoch dlugosciach fali, ktore ulegaja od-
miennym zmianom pod wptywem kationu. Dla przyktadu, pasmo emi-
syjne przy 500 nm maleje, podczas gdy pasmo przy 400 nm ro$nie.
Mozliwo$¢ takiej detekcji jest niezmiernie korzystna, poniewaz raz
skalibrowany stosunek intensywnos$ci dla dwoch pasm przy zmiennym
stezeniu jonu metalu nie zalezy od catkowitego st¢zenia fluorojonofo-
ru. Reasumujac, jon metalu obecny w ukladzie moze wystgpowaé w
duzym nadmiarze.

*  Pomiar czasu zycia fluorescencji, jesli jon metalu powoduje jego
zmiany. Ta technika wymaga zastosowania bardziej skomplikowane-
g0 sprz¢tu niz w pomiarze intensywnosci. Jednak pomiar czasu zycia
ma swoje zalety, poniewaz nie jest zalezny od st¢zenia chemosensora.
Ponadto zmianom intensywnosci emisji czgsto towarzysza zmiany cza-
su zycia fluorescencji, dlatego gdy pierwsze z nich sa niewidoczne, z
powodu naturalnej fluorescencji analizowanej probki, z powodzeniem
stosuje si¢ pomiar tych drugich.

Opisany powyzej podzial opiera si¢ na wyniku zmian wtasciwosci emisyj-
nych chemosensorow wywotanych przez jony metali, bez analizowania ich przy-
czyn. Dlatego powszechnie stosowana jest klasyfikacja fluorojonoforow wedtug
natury fotoindukowanych proceséw w nich zachodzacych. Taki podziat jest
niezmiernie przydatny w zrozumieniu przyczyny zmian zar6wno intensywnosci
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fluorescencji, jak i ksztattu i potozenia widma emisyjnego oraz czasu zycia. Na-
turalnie obserwowany kierunek zmian jest niezmiernie pomocny w przypisaniu
odpowiedniego procesu do danego fluorojonoforu.

2.1 Fluorescencyjne chemosensory z fotoindukowanym przeniesieniem
elektronu (PET).

Mechanizm dziatania wigkszosci fluorescencyjnych chemosensorow opisy-
wanych w literaturze wykorzystuje zachodzacy w nich proces fotoindukowane-
go przeniesienia elektronu, ktéry powoduje wygaszenie fluorescencji. Zasada
dziatania chemicznych sensoréw PET jest przedstawiona na rysunku 2 [20].

A

HOMO

LUMO—}— LUMO—lj
=T a

/\%HOMO
HOMO—*—
——nomo

WZBUDZONY WOLNY WZBUDZONY ZWIAZANY
FLUOROFOR JONOFOR FLUOROFOR JONOFOR
BN QO 1/
D, Q —— o

staba / / sﬂna\ \\ \
fluorescencja fluorescencja

Rysunek 2. Schemat mechanizmu dziatania chemosensorow PET [20)].

Budowa prezentowanego fluorojonoforu pozwala na przeniesienie elek-
tronu z jonoforu do fluoroforu (lub na odwrot), pod warunkiem, ze proces ten
jest termodynamicznie 1 kinetycznie mozliwy [21]. W wigkszosci przyktadow
kinetyczne ograniczenia takiego procesu sa niewielkie, jednak istnieja wyjat-
ki [22,23]. Co wazniejsze, gdy proces PET jest termodynamicznie dozwolony,
szybkos$¢ przeniesienia elektronu w wielu przypadkach jest znacznie wigksza
niz szybko$§¢ luminescencji. Luminescencja i przeniesienie elektronu sg dwo-
ma gtéwnymi, konkurencyjnymi procesami, ktore dezaktywuja stan fotowzbu-
dzony. Kompleksowanie jonu metalu przez jonofor moze drastycznie zmienia¢
termodynamike PET, ktory staje sig¢ procesem endoenergetycznym. W takiej sy-
tuacji luminescencja staje si¢ zjawiskiem dominujqcym Luminescencja moze
by¢ przetaczana pomiedzy stanem ,,wlaczonym” i ,,wylaczonym” przez wpro-
wadzanie i usuwanie jonu metalu. Chemosensorom PET czgsto towarzysza inne
procesy zachodzace w stanie wzbudzonym, takie jak przeniesienie energii, czy
tworzenie ekscimerdéw. Obecnos¢ ich wynika przewaznie z budowy czasteczki, a
szczego6lne zalezy od natury samego fluoroforu. Odmienny mechanizm PET ma
miejsce w przypadku przejSciowych jonow metali [24,25]. Faktycznie, metale
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bloku 3d sa redoksaktywne, a przeniesienie elektronu moze nastapic z fluoroforu
do zwiazanego jonu metalu, lub na odwrét. W niektorych przypadkach, mozliwa
jest wymiana elektronu, czego rezultatem jest gaszenie fluorescencji fluoroforu
poprzez bezpromieniste przeniesienie energii zgodnie z mechanizmem Dextera
[26].

Odkrycie zjawiska gaszenia fluorescencji aromatycznych weglowodorow
przez alifatyczne i aromatyczne aminy przyczynito si¢ do rozwoju chemosen-
sorow wykorzystujacych ten fakt. Doskonalym
przyktadem jest antracen zwiazany poprzez mostek
laczacy z jonoforem zawierajacym atom azotu.
Badania nad tego typu uktadami (np. PET-1) pro-
wadzone byly przez zespot A. P. de Silvy. Ligand
PET-1 [27] stuzacy do detekcji jondw litowcow
jest pochodna znanego w literaturze chemosensora
PET-1 protonéw PET-2 [28,29], w ktérym grupa diety-
NI loaminowa zostata zastapiona azaeterem korono-

wym. Aby jednoznacznie okresli¢ wpltyw jonow
S metali na wlasciwosci fotofizyczne ligandu, auto-

| /i] dzili badani b Sci wodorotlenk
- rzy prowadzili badania w obecnosci wodorotlenku
benzylotrdjmetyloamoniowego. Doskonata sygna-
lizacje ,,wlaczonej — wylaczonej” fluorescencji
wykazywaty dla tego zwiazku jony potasu, powo-
dujace 47-krotny wzrost wydajnosci kwantowej fluorescencji. Wartosci statych
tworzenia komplekow PET-1 z okre§lonym alkalicznym kationem okazaty sig
praktycznie identyczne z odpowiednimi warto$ciami staltych niepodstawionego
azaeteru koronowego. Fotofizyczne parametry omawianego zwiazku, takie jak
dtugosci fali absorpcji i emisji, molowy wspdtczynnik absorpcji, zblizone sa do
9-metyloantracenu. Natomiast wydajnosci kwantowe fluorescencji kompleksow
PET-1 z jonami litowcow odpowiadaja warto$ciom wyjsciowego fluoroforu.
Potaczenia eterow koronowych, wykazujacych szczegolne zdolno$ci koordyna-
cyjne, z aromatycznymi weglowodorami o wlasnosciach emisyjnych byty anali-
zowane rowniez przez Kubo i jego wspotpracownikéw, jednak tylko niektore z

otrzymanych przez nich chemosensoréw okazaty si¢ sukcesem [30-32].

Zamiana monoazaeteru koronowego w pochodnej antracenu na poliaza-
makrocykl w PET-3 przez grupe Czarnika umozliwito detekcje jonow metali
przejsciowych [33-35]. Fluorescencja podstawnika antracenowego jest zalezna
od pH, dlatego wszystkie zwiazki wykazuja staba fluorescencje w zasadowych
warunkach. Najwigkszy wzrost fluorescencji w wodzie o pH = 10, wynikaja-
cy z zahamowania procesu PET, zaobserwowano w wyniku kompleksowania
jondéw Zn* i Cd*" przez ligandy PET-3c—e (tabela 1). Wérdd badanych kom-
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pleksow kadmu, jedynie kompleks .

Cd[PET-3d]*" posiada pasmo, ktorego n=1PET-3a
ksztatt i maksimum znacznie odbiega @)n n=2PET-3b
od wolnego ligandu. Takie zachowanie n=3 PET-3 ¢

zostalo wytlumaczone przez autoréw n=4PET-3d
tworzeniem si¢ w stanie podstawowym OOO n=5PET-3e
n-kompleksu jonéw Cd*.Cecha ta po-

zwala odr6zni¢ jony Zn** i Cd*"._

Tabela 1.
Wzgledna intensywnos¢ fluorescencji (L, =~ 416 nm) ligandéow PET-3 w obecnosci
roznych jonow metali w wodnym roztworze o pH = 10 [33].

PET-3a  PET-3b  PET-3c PET-3d PET-3¢

ligand 2,5 13 9,0 23 3,5
ligand + Ca>* 2,5 1.8 94 22 4,1
ligand + AI** 25 1.4 9.8 1.9 3.3
ligand + Pb** 4,0 1.8 4,1 2,6 2,7
ligand + Cu** 25 0,6 1,6 1,6 1.9
ligand + Cd>* 2,7 13,8 81,0 20,3 107,1
ligand + Zn>* 2,6 442 129,2 17,8 138,7

Wysokie powinowactwo poliazamakrocykli do jonow metali przej$ciowych
zostato wykorzystane rowniez przez Parkera, ktory potaczyt takie receptory z
ugrupowaniem naftalenowym [36,37].

Badania wptywu jonow metali na wlasciwosci fotofizyczne wyzej opisa-
nych chemosensorow zawierajacych azactery koronowe wymagaja starannej
kontroli pH. Rozwiazaniem moze by¢ zastosowanie N-fenyloazaeteru korono-
wego jako receptora. Zwiazek PET-4 charakteryzuje si¢ doskonatym zwigksze-
niem intensywnosci fluorescencji pod wptywem jonéw Ca*" w acetonitrylu [38].
Oproécz wspotczynnika FE wynoszacego 28, autorzy zaobserwowali rowniez
wzrost czasu zycia fluorescencji z 0,28
do 3,6 ns. =

Benzoetery koronowe sa roéwniez 3
wzglednie nieczule na obecnos¢ proto- (L/\ Of» =
néw, dlatego czesto stosuje si¢ je w che- [ N JN
mosensorach jako receptory alkalicz- Q o

. UU
nych kationéw. Receptory, aby mogty
by¢ wilaczane w czasteczki wykorzy- PET-4
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stujace mechanizm PET do fluorescencyj-
O/\\ ‘ nej sygnalizacji, musza by¢ odpowiednio
( a elektroaktywne. Obecno$¢ ugrupowania

<0/ O ‘ 1,2-dialkoksybenzenowego nadaje wy-
CN

0 \JO 0 magana elektroaktywno$é, mimo iz jego

potencjal utleniania jest nieco wyzszy niz

PET-5 w przypadku trzeciorzedowej alifatyczne;j

aminy w azaeterze koronowym. Wnoszac

taka poprawke, uzyskano fluorescencyj-

ne chemosensory sygnalizujace obecnos¢ jonow metali alkalicznych, ktorej to

sygnalizacji nie zakldca obecnos$¢ protonow. Ligand PET-5 [39] selektywnie

oddziatuje z jonami Na* (rysunek 3). Wyznaczone state trwatosci kompleksow

z jonami alkalicznymi sa slabo zroéznicowane, dlatego oddzialywanie gospo-

darz — go$¢ w tym przypadku jest dalekie od ideatlu. Silniejsze wzmocnienia

fluorescencji pod wplywem jonow Na' uzyskano poprzez zmiang rozpuszczal-

nika [40]. Taki wzrost wynika z r6znic w termodynamicznym fotoindukowanym
przeniesieniu elektronu migdzy wolna i skompleksowana czasteczka PET-5 .

Intensywnos¢ Fluarescencji [j.u.]

3
log [Mgo]

Rysunek 3. Intensywnos¢ fluorescencji ligandu PET-5 (A, = 446 nm) w zaleznosci od
stezenia wybranych jonow metali alkalicznych w roztworze metanolu [39].

Kombinacja benzoeteru koronowego jako receptora Na* i prostej aminy -
receptora H* w ramach fluorescencyjnego mechanizmu PET, pozwolita na otrzy-
manie wielu komplekséw dziatajacych na zasadzie ,,wlaczonej — wylaczonej”
sygnalizacji fluorescencyjnej. Specyficznos$¢ kazdego receptora do odpowied-
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niego jonu jest niezmiernie waznym aspektem w projektowaniu ztozonych flu-
orojonoforow. Zwigzek PET-6 taczy w sobie ugrupowania z przedstawionych
wczedniej prostszych czasteczek PET-2 i
PET-5 [41]. Jon kontrolujacy fotofizyczne
wiasciwosci multisktadnikowych systemow
moze prowadzi¢ do zjawiska przetaczania
fluorescencji, ktore przypomina bardziej
technologi¢ informatyczna [42-44]. Oma-
wiany ligand posiada dwa receptory i jeden
fluorofor czuty na obecnos¢ zarowno jondw
H" jak 1 Na*, jesli beda one znajdowaty si¢
w otoczeniu odpowiedniego receptora. Oba
procesy PET powstajace z benzoeteru koronowego i aminowego receptora mu-
sza by¢ eliminowane kompleksowaniem jonéw Na* i protonowaniem. W mo-
mencie, gdy oba receptory zwiaza odpowiednie dla siebie jony, zostanie osia-
gnigty wzglednie wysoki poziom fluorescencji. Chemosensor PET-6 wedtug
autorow wymagat optymalizacji, poniewaz wydajno$¢ kwantowa fluorescencji
»wlaczonego” stanu byta niska, podobnie jak wartos¢ wspotczynnik FE. Taka
optymalizacja zostata dokonana poprzez rozdzielenie potozenia receptoréw w
stosunku do fluorofora, przyktadem moze by¢ tutaj

zwiazek PET-7 [45].

Oba procesy PET zachodzace w czasteczce
charakteryzuja si¢ bardzo matymi warto§ciami wy-
dajno$ci kwantowej. Swiadczy o tym brak podwyz- @J O
szenia intensywnos$ci emisji ligandu w obecnos$ci O
tylko jednego z jonéw - Na* lub H*. W przypadku, — <— J
gdy oba jony sa zwiazane przez swoje receptory,
9,10-dipodstawiony antracen wykazuje silng emi-
sj¢, dlatego wartosci wspotczynnika FE sa wysokie.

Dotaczenie dodatkowego ramienia do azaeteru koronowego spowodowato
powstanie kryptandow o tréjwymiarowej wngce, charakteryzujacych si¢ pod-
wyzszonymi zdolno$ciami receptorowymi [46]. Kryptan-
dy powoduja zmniejszenie solwatacji jonu. Fluorojonofor )
PET-8, ktory byl przedmiotem badan zespotu H. Bouas  /— 0/—\0\
-Laurenta [47-49], sktada si¢ z antracenu przylaczonego (N\ g O/NB
do diazaeteru koronowego tworzac w ten sposob strukture O
kryptandowa. Ligand ten posiada charakterystyczne dla 0
antracenu widmo emisyjne, co $wiadczy o zahamowaniu
procesu PET. Efekt ten jest wynikiem utrudnionej solwa- Q
tacji wolnej pary elektronowej atomu azotu w czasteczce

PET-8
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o tak ztozonej strukturze. Zjawisko to powoduje, iz zmiany widma emisyjnego
zwiazku PET-8 wywotane obecnos$cia jonow litowcow charakteryzuja si¢ niski-
mi warto§ciami wspolczynnika FE (rysunek 4).

60 <
] /

40 4 4

Intensywnosc Fluorescencji [j.u.]

3
log [Mie:]

Rysunek 4. Zmiany w widmie emisyjnym ligandu PET-8 wywotane obecnosciq jonow K*
w metanolu [49].

Interesujaca cecha PET-8 jest jego zdolno$¢ do tworzenia ekscimeréw cha-
rakteryzujacych si¢ dodatkowym pasmem przy wyzszej dtugosci fali. Takie zja-
wisko umozliwia pomiar stosunku emisji przy dwoch réznych obserwowanych
dtugosciach fal. Obecnos¢ kationdw litowcow lub berylowcéw w metanolowym
roztworze PET-8 powoduje wzrost fluorescencji, z catkowitym zanikiem emisji
ekscimeru. W literaturze mozna rowniez znalez¢ podobne struktury makrobicy-
kliczne z pochodnymi kumaryny [50-52].

W przypadku pochodnych kryptandéw pojawia si¢ rowniez problemem za-
sadowosSci atomow azotu. Odpowiednim rozwiazaniem jest sprzg¢zenie aroma-
tycznych ugrupowan z atomami azotu, o ktorym
wspominatam wczesniej odnosnie chemosenso-
ra PET-3. Zaobserwowano, ze takie sprzgzenie
moze by¢ niwelowane przez zmiang konformacji
pod wpltywem wiazania jonu metalu. Jednoczesénie
nalezy spodziewaé si¢ wzrostu potencjalu utle-
niajacego receptora, ktory mozna przewidzie¢ na

el OOO podstawie jego elektrostatycznych wihasciwosci.
Przyktadem takiego zwiazku jest PET-9, ktory
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wykazuje dosy¢ wysokie wartosci wspotczynnika FE w obecnosci jonéw Rb*
i K* [53]. Wigksze korzysci przynosi zastosowanie w chemosensorach PET
pseudokryptandéw. Oprdcz nieco prostszej
syntezy, wigksza elastycznos¢ pozwala lepiej el
zachowac¢ ich potencjal utleniajacy podczas - %5
zmian konformacyjnych wywotanych obec- M~ ok E
no$cia jonu. Fluorescencja prezentowanego @-ﬁ'\- NJ\ o
ligandu PET-10 silnie wzrasta pod wply- ( B
wem jonoéw sodu [54]. Podobne zmiany za- \ 7%
obserwowano w obecnosci jonu litu, jednak NC
dopiero przy jego duzym stezeniu. Atomy
azotu potaczone bezposrednio z pier§cieniem
aromatycznym moga ulega¢ protonowaniu, dlatego wpltyw jonéw na wiasci-
wosci fotofizyczne chemosensora badano w obojgtnym Srodowisku. Zmiany
konformacyjne ligandu pod wptywem jonoéw zostaly udowodnione badaniami
krystalograficznymi wolnej i skompleksowanej formy. Badania te jednoznacz-
nie potwierdzily, ze sprzgzenie aryl — azot jest eliminowane po zwigzaniu jonu
Na', poniewaz nastepuje rotacja wiazania wegiel arylowy — azot o okoto 39°.
W przypadku zwiazkow PET-9 i PET-10 zmiany konformacji, przyczynity sig¢
do wzrostu intensywnosci emisji o podobnych wartosciach wspotczynnikow FE
w wyniku oddziatywania z jonami metali o r6znej ggstosci tadunku. Moze si¢
wydawagé, ze przedstawione dziatanie obu chemosensoréw moze by¢ rozwazane
jako wada, poniewaz sugeruje catkowita utrate selektywnosci. Ta sugestia jest
raczej ztudna, poniewaz ligandy z fluorescencyjna sygnalizacja posiadaja dwa
parametry selektywnos$ci - poprawa wydajnosci kwantowej oraz wartos$¢ statej
tworzenia jonu kompleksowego.

Makrocykliczne receptory sa bez watpienia uzyteczne, jednak nie sa one
niezbedne dla wlasciwego dziatania sygnalizujacego fluorojonoforu PET. Ma-
krocykl moze by¢ zastapiony niecyklicznym recep-

torem, ktorego elastycznos$¢ pozwala jonom dopa- 0

sowaé si¢ do centrum koordynacyjnego. Wsrod
réznychniecyklicznychugrupowan receptorowych N g NMe,
najprostsze sg takie, ktore sktadaja sig tylko z jed- 1y 5
nego alifatycznego tancucha posiadajacego grupe 0
aminowa. Grupy badawcze Ramachandarama [55]

i Mitchella [56] wykorzystaty tendencj¢ tworzenia n=1PET-11a
kompleksoéw z jonami metali przejsciowych przez n=2 PET-11b

alifatyczne aminy do rozwoju fluorescencyjnych
chemosensorow. W przypadku zwiazkow PET-11a i PET-11b [55], zaobserwo-
wano znaczne powigkszenie fluorescencji w wyniku kompleksowania licznych

187



Materiaty supramolekularne

jonow metali przejsciowych w roztworze acetonitrylu (tabela 2). Jednak jony,
takie jak Cr*, Fe*", Co*", Ni*" i Cu** powoduja stabszy wzrost emisji. Propo-
nowany przez autoréw mechanizm dla takiego niezwyklego powigkszenia jest
nastepujacy: kompleksowanie zapobiega wystgpowaniu mechanizmu PET, co
prowadzi do zwigkszenia fluorescencji, ktore z kolei jest czgsciowo zréwnowa-
zone przez gaszacy efekt jonu metalu. Zaproponowany mechanizm jest poparty
faktem, iz jony Zn*" posiadajace konfiguracje elektronowa d'°, zwykle nie wyko-
rzystujace mechanizmu przeniesienia elektronu lub energii w celu dezaktywacji
stanu wzbudzonego, wykazuja najsilniejszy wzrost emisji.

Tabela 2.
Wartosci wspotczynnikow FE przez podane jony dla chemosensoréw PET-11a i PET-11b
(5x107° mol/dm’) w roztworze acetonitrylu [55].

PET-11a PET-11b

Cwme FE Che FE

[mol/dm?] [mol/dm®]
Cr** 1,2x10™* 39 1,1x10* 25
Fe** 1,0x10* 34 1,0x10* 27
Co* 1,9x10* 38 9,2x10* 12
Ni?* 3,0x10* 37 1,8x10? 22
Cu** 2,7x10* 41 4,0x10" 27
Zn* 3,9x10* 55 6,8x10* 30

Wigkszos¢ opisywanych w literaturze chemosensorow
jonow metali przejsciowych zawiera receptory sktadajace si¢
z wigcej niz jednego ugrupowania aminowego. Pozwala to na
uzyskanie trwatych kompleksow w wyniku efektow. Pierw-

szym przyktadem opisanym w literaturze przez Czarnika byta

Ooe pochodna antracenu PET-12 [57,58]. Obecno$¢ jondw Zn*"w
acetonitrylowym roztworze tego ligandu drastycznie podno-

si obserwowana fluorescencje, wigeej niz 1000-krotnie. Taka
silna fluorescencja jest wynikiem tworzenia si¢ kompleksu
o stechiometrii 2:1 (metal:ligand), ktérego struktura zostata
potwierdzona badaniami H'NMR. W literaturze mozna zna-
PET-12 lez¢ wiele innych poliaminowych chemosensorow PET, ktore
wykazuja wysokie powinowactwo do jonow metali przejscio-

NMe,

NMe

NMe

NMe,

wych [59-65].
Innym typem niecyklicznych receptorow stosowanych w fluorojonoforach
sa chelaty z grupa karboksylowa, ktdre znane sa ze skutecznego wiazania dwu-
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warto$ciowych twardych kationdw, takich jak: Ca* i
Mg?*. Tsien i wspotpracownicy zaprojektowali wiele
selektywnych chemosensoréw wapniowych, ktore
znalazty zastosowanie w biologii komérkowej [66,67],
np. do sondowania mikromolarnego st¢zenia jonow
wapnia. Stosowany receptor, nazywany BAPTA przy-
pomina EGTA, w ktorym atomy azotu potaczone sa z
grupa fenylowa w celu uniknigcia czutosci na zmiany
pH w fizjologicznych uktadach. Opisane przez Tsiena
ligandy glownie wykorzystuja mechanizm fotoindu-
kowanego przeniesienia tadunku, jednak przyczynity
si¢ one do rozwoju chemosensoréw PET, w ktdorych
wykorzystano receptor BAPTA. W literaturze mozna
znalez¢ prace wykorzystujace potaczenia BAPTA z

& J

EGTA

\\»‘H—” U)t{

BAPTA

pochodnymi rodaminy i fluoresceiny, w ktorych prostopadie utozenie obu ugru-
powan umozliwia fotoindukowane przeniesienie elektronu [68-70]. Taki me-

chanizm dziatania wykorzystuje rowniez
zwiazek PET-13 [71], ktory jest czuly na
jony Ca* w symulowanych fizjologicznych
warunkach. Wapn nie tylko silnie podnosi
fluorescencjg czasteczki (wspotczynnik FE
wynosi 92), ale takze jest mocno wiaza-

go uktad ten catkowicie spelnia optyczne

i koordynacyjne parametry sygnalizacji.

Zaproponowany przez Londona receptor jo-
now Mg?* [72,73], ktéry ro6zni sie od BAPTA
wielko$cia wneki, byt inspiracja do otrzyma-
nia analogu ligandu PET-13. PET-14 wyka-
zuje mechanizm ,,wylaczonej — wlaczonej”

fluorescencji pod wptywem jondw magnezu  Men,5— "

[74]. Podobne zmiany w intensywnosci emi-
sji tego zwiazku odnotowano w obecnosci
wysokiego stezenia jonow Ca*", ktore znacz-

-
ny przez receptor (logK = 6,5 M), dlate- . {}”\\ A

0, o o (4]
-0 0]
EJKO UJ§
N N
Q 8l

PET-13

PET-14

nie przekracza stezenie tych jonow w komodrkach. Fluorojonofor PET-14 moze
by¢ zatem z powodzeniem stosowany jako selektywny chemosensor jonéw Mg>*

w fizjologicznych uktadach.

Niezwykle cickawe jest zastosowanie w chemosensorach PET komplek-
sow jonow metali bloku f jako ugrupowania fluoroforowe. Przyktadem moze
by¢ tutaj sensor PET-15 [75] zawierajacy diester terpirydynowy, ktéry moze
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silnie wiaza¢ Eu’" oraz korong potencjalnie wiazaca jony potasu. Przeniesienie
wzbudzonej energii z tego typu ligandu do jonu Eu®* jest mozliwe poprzez stan
tripletowy, a wynikiem tego jest luminescencja z Eu*". Wowczas gdy wneka ko-
rony nie zawiera metalu, dostrzegana jest tylko staba luminescencja, poniewaz
jest ona wygaszana w wyniku procesu PET z atomu azotu korony. Zwiazanie
jonow K* powoduje silne powigkszenie wydajnosci kwantowej luminescencji,
poniewaz kation skutecznie hamuje proces PET. Ligand PET-15 jest pierwszym
przyktadem chemosensora o emisji pochodzacej od metalu. Dzigki dlugiemu
czasowi zycia luminescencji Eu** (setki mikrosekund), mozliwa jest opdzniona
W czasie obserwacja emisji, ktéra pozwala na wykluczenie szybkiej naturalne;j
fluorescencji biologicznych probek.

2.2 Fluorescencyjne chemosensory z fotoindukowanym przeniesieniem
ladunku (PCT).

W fluoroforach po wzbudzeniu moze zachodzi¢ wewnatrzczasteczkowe
przeniesienie tadunku pomigdzy sprzezonymi ze soba grupami elektronodonoro-
wymi i elektronoakceptorowymi. W konsekwencji moment dipolowy czastecz-
ki ulega zmianie, czego efektem jest obserwowane przesunigcie Stokesowskie,
ktore zalezy od lokalnego otoczenia fluorofora. Takie zjawisko zostato wykorzy-
stane w projektowaniu polarnych fluorojonoforéw (rysunek 5) [76].

Kation oddziatujac ze sprzezonym uktadem donorowo-akceptorowym moze
zmienia¢ fotofizyczne wlasciwosci czasteczki, poniewaz kompleksowanie ka-
tionu wptywa na skuteczno$¢ wewnatrzczasteczkowego przeniesienia fadunku
[77-79]. Cecha charakterystyczna takich uktadéw jest zmiana potozenia pasma
absorpcji i emisji w wyniku oddzialywania z jonem metalu. Pozwala to na jed-
noznacznie odréznienie chemosensoréw PCT od PET, poniewaz w przypadku
tych drugich jony metali powoduja glownie zmiany w intensywnosci fluorescen-
cji. Kierunek przesunigcia pasm zalezy od tego, z ktora grupa (donorowa czy
akceptorowa) kation bezposrednio oddziatuje. Gdy donor elektronu (np. grupa
aminowa) fluorofora oddziatuje z kationem, wowczas nastgpuje zmniejszenie
wlasciwosci elektronodonorowych tej grupy. Wynikiem tego jest ostabienie
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sprzegzenia donor - akceptor, co odzwierciedla ,,niebieskie przesunigcie” widma
absorpcji potaczone ze spadkiem wartosci molowego wspotczynnika absorpcji
(rysunek SA). Natomiast kation oddziatujac z grupa akceptorowa (np. pier§cien
aromatyczny) uwydatnia jej charakter elektronoakceptorowy; widmo absorpcji
ulega ,,czerwonemu przesunigciu”, a molowy wspotczynnik absorpcji rosnie
(rysunek 5B). Widma fluorescencyjne ulegaja analogicznym przesunigciom.
Czgsto obserwowane zmiany wydajno$ci kwantowej fluorescencji i czasu zycia
powodowane sa zwykle przez inne procesy towarzyszace fotoindukowanemu
przeniesieniu tadunku. Wszystkie te fotofizyczne efekty sa oczywiscie zalez-
ne od tadunku i wielko$ci kationu, a ich selektywnos$¢ jest niezmiernie wazna.
Fotofizyczne zmiany wywolane wpltywem kationu moga tez by¢ analizowane
jako oddzialywania tadunkéw dipolowych [80]. Zaleznie od wielko$ci momentu
dipolowego czasteczki w stanie podstawowym i wzbudzonym, kation moze po-
wodowac stabilizacj¢ lub destabilizacjg stanu wzbudzonego.

A. Oddzialywanie kationu z grupa donorowa

B I hipsochromowe
A przesunigcie

batochromowe
przesunigcie

Rysunek 5. Schemat obrazujqcy kierunek zmian spektralnych chemosensorow PCT.

2.3 Chemosensory PCT, ktorych grupa donorowa oddzialuje z kationem.
Do tej klasy chemosensorow naleza zwiazki, ktorych jonofory zawieraja w
swojej strukturze ugrupowanie donorowe sprz¢zone z grupa akceptorowa flu-
orofora. Wspdlna cecha tak zbudowanych ligandow jest hipsochromowe przesu-
nigcie pasma absorpcji i emisji wywotane obecno$cia jonu metalu. Wiasciwosci
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f/\” - fotofizyczne i koordynacyjne ligandu
S /> cn PCT-1 (DCM-korona) zostaly szcze-
E N 3 % gotowo zbadane przez Valeura i jego

o J / 7 wspolpracownikow [81,82]. Widmo

o absorpcyjne 1 emisyjne PCT-1 jest
zblizone do jego pochodnej pozbawio-
nej korony (DCM-NH,). Jony metali
alkalicznych 1 ziem alkalicznych wy-

wotuja w roztworze acetonitrylu silny efekt antyauksochromowy, ktory jest naj-

silniejszy w przypadku jonow o duzej gestosei tadunku (rysunek 6). Kompleksy

PCT-1 z jonami Ca*" i Mg>* posiadaja pasmo absorpcyjne bardzo podobne do

zwiazku DCM-H, ktory nie posiada auksochromowej grupy aminowej. Oma-

wiane jony nie powoduja duzych zmian ksztattu i potozenia widma emisyjnego

PCT oraz prawie nie wptywaja na czas zycia fluorescencji ligandu. Natomiast

wydajnos¢ kwantowa fluorescencji ulega redukc;ji.

PCT-1 (DCM-korona)

ABSORPCJA EMISJA

~~-= LIGAND S~

350 400 450 500 550 600 650 700 A (nm)

Rysunek 6. Widmo absorpcji i emisji ligandu PCT-1 i jego kompleksow w roztworze
acetonitrylu [81].

Zadziwiajaco mate przesunigcie widma fluorescencyjnego autorzy zinter-
pretowali nastgpujaco: PCT redukuje ggstos¢ elektronowa na atomie azotu ko-
rony, w ten sposob traci on swoje zdolno$ci koordynacyjne, poniewaz staje si¢
dodatnio naladowany. Dlatego, wzbudzenie powoduje fotorozerwanie oddzia-
lywania migdzy kationem i atomem azotu korony. Widmo fluorescenc;ji jest tyl-
ko nieznacznie zmienione, poniewaz nadal fluorescencja jest emitowana przez
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czasteczki, w ktorych oddziatywanie migdzy kationem i fluoroforem nie istnieje
lub jest bardzo stabe. Jesli oddzialywanie metal — ligand jest stosunkowo silne
wowczas widoczna jest redukcja intensywnosci emisji. Ta interpretacja zostata
potwierdzona szczegdtowymi badaniami fotofizycznymi PCT-1 i jego komplek-
sOw z jonami Li* i Ca®" [83-85]. W szczegdlnosci, technika pikosekundowej fo-
tolizy blyskowej dostarczyta wyrazne dowody rozrywania polaczen atom azotu
korony — kation [83]. Fotorozrywanie powoduje spadek statych trwatosci kom-
pleksow w stanie wzbudzonym. Wzbudzenie tych kompleksow przez intensyw-
ny puls swiatta powoduje, ze niektore kationy opuszczaja korong i dyfunduja
pod warunkiem, ze stata czasowa dla catkowitego opuszczenia korony przez
kation jest krotsza niz czas zycia t stanu wzbudzonego.

Tabela 3.
Spektroskopowe wiasciwosci PCT-1 i jego kompleksow w acetonitrylu. Wartosci statych
trwatosci kompleksow.

Mo Ay @ T, logk, ?rednica
(nm) (nm) F (ns) [M] jonu (A)
PCT-1° 464 621 0,73 2,20
(PCT-1)Li* 440 606 0,57 1,88 2,49 1,39 Li*
(PCT-1)Na* 427 611 0,65 2,06 1,98 1,94 Na*
(PCT-1)Mg* 394 610 - 2,10 - 1,32 Mg

(PCT-1)Ca** 398 608 0,27 1,94 3,75 1,98 Ca**
(PCT-1)Ba** 401 611 0,40 1,99 2,98 2,68 Ba*
DCM 461 627 0,60 1,90

DCM-H 391 490 3x10* -
arozmiar wneki korony: 1,7 -2,2 A

Wsrdd analizowanych jonéw o takim samym tadunku najbardziej stabil-
ne kompleksy tworza jony o promieniach jonowych zblizonych do rozmiarow
wneki korony (tabela 3). Stata trwatosci kompleksu litu odbiega od tej reguty,
poniewaz jest wyzsza od stalej trwatosci kompleksu sodu, co wynika z efektow
solwatacyjnych. Stabe zmiany potozenia pasma emisyjnego w poréwnaniu ze
zmianami widma absorpcji wykazuja takze inne chemosensory nalezace do tej
grupy, opisane w literaturze [86-91].

Wewnatrzczasteczkowemu przeniesieniu fadunku w czasteczkach ze sprzg-
zonym uktadem donor - akceptor moze towarzyszy¢ wewngtrzna rotacja pro-
wadzaca do powstania wewnatrzczasteczkowych stanow przeniesienia tadunku
ze skreceniem (stany TICT) [92]. Obecnos¢ takiego stanu moze prowadzi¢ do
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powstania w widmie fluorescencyjnym dodatkowego pasma. Zwiazek PCT-2
[93] (ktory przypomina dobrze znany DMABN, zawierajacy grupg dimetylo-
aminowa zamiast monoaza-15-korony-5) wykazuje

@ podwdjna fluorescencje: krotkofalowe pasmo odpo-

O

N

b ot
PCT-2

go S, a dlugofalowe pasmo pochodzi od stanu TICT.

c{:/ = wiada normalnej fluorescencji ze stanu wzbudzone-
E /—/10\'

. N/ -

& o~> Intensywnos¢ fluorescencji drugiego pasma maleje

w obecnosci kationu, poniewaz oddzialywanie mig-

dzy zwigzanym kationem i azotem korony nie sprzy-
ja tworzeniu stanu TICT, to z kolei prowadzi do nie-
zwyktego wzrostu krotkofalowego pasma. Zwiazek PCT-3 [94] jest analogiem
PCT-2, w ktorym monoazaeter koronowy zostal zastapiony tetraazacterem - cy-

UN PCT-3

klamem, w celu kompleksowania jonow metali
przejsciowych. W tym przypadku, obserwowana

jest potrdjna fluorescencja. Oprocz emisji lokal-

nego wzbudzenia i stanu TICT, fluorescencja

jest tez emitowana przez wewnatrzczasteczkowe

ekscipleksy (tworzenie ,kanapkowego” kom-
pleksu w stanie wzbudzonym dzigki elastyczno-

sci cyklamu). Taka potrojna fluorescencja zalezy

od rozpuszczalnika i od pH, a wiazanie kationu moze ja zaburzaé. Wzgledne
zmiany pasm zaleza rowniez od natury kationu.
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Tworzenie stanu TICT czgsto ma miejsce,
nawet jesli nie obserwuje si¢ podwojnej fluore-
scencji. Brak fluorescencji w przypadku PCT-4
[95] moze by¢ spowodowane tworzeniem stanu
TICT, ktéry nie wykazuje emisji. Koordynacja
jonow H' lub Ag" powoduje wzrost fluorescen-
cji typowej dla akrydyny. W wigkszos$ci przy-
padkéw, zmiany w intensywnosci fluorescencji
chemosensoréow PCT w wyniku wigzania ka-
tionu sa niewielkie w poréwnaniu do chemo-
sensorow PET. Nadzwyczajny wyjatek stano-
wi PCT-5 [96] w przypadku, ktoérego wartos$¢
wspotczynnika wzmocnienia fluorescencji (EF)
roénie z 90 dla jonow Li* do 2250 dla Mg?*".

W przeciwienstwie do omowionych powy-

zej fluorojonoforow PCT widmo emisyjne zwiazku PCT-6 ulega silnemu prze-
sunigciu w kierunku krotszych fal pod wptywem kompleksowania jonu. PCT-6
[97-99] jest jedna z pierwszych zaprojektowanych przez grupg badaczy Valeura
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koron, ktora zawiera fluorescen- N
cyjny chemosensor PCT. Takie
przesuniecie jest dowodem, iz nie [
nastepuje w tym przypadku foto- 0 ;
rozrywanie oddzialtywania migdzy — e
kationem a atomem azotu korony w
przeciwienstwie do ligandu PCT-1,
poniewaz atom azotu korony nie
jest jedynym obecnym w tym uktadzie donorem elektronow dla benzoksalowe-
g0 ugrupowania.

!

1A

PCT- 6 (BOZ-korona)

LIGAND |
K+
Li+

1 Nat
Mgz+
B a?+
Ca2+

400 450 500 A (nm) 550 600 650 A (nm)

Rysunek 7. Widmo absorpcji i emisji ligandu PCT-6 i jego komplekséw w roztworze
acetonitrylu.

Dodatkowo jony metali alkalicznych i ziem alkalicznych powoduja wzrost
wydajnosci kwantowej fluorescencji ligandu, ktorej wartos¢ zblizona jest do
zwiazku modelowego, ktory posiada atom wodoru zamiast azaeteru koronowe-
go (tabela 4).

Analiza wartosci statych trwalosci tworzonych kompleksow jest analogicz-
na do PCT-1, a wyzsze warto$ci odpowiednich statych potwierdzaja fakt, iz
fotorozrywanie powoduje spadek stabilno$ci kompleksow. Zmiany widma emi-
syjnego PCT-6 powoduja nie tylko jony berylowcow, ale tez dwuwartosciowe
cigzkie jony metali Hg** i Pb** [100], dlatego istnieje mozliwos¢ zastosowania
tego zwiazku do srodowiskowych analiz. Pochodna PCT-6, w ktorej benzo-
diazolowe ugrupowanie zostalo zastapione benzoksazolem wykazuje podobne
fotofizyczne zmiany spowodowane obecnos$cia kationu [101]. Wartosci statych
trwato$ci kompleksow obu ligandow sa poréwnywalne.
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Tabela 4.
Spektroskopowe wilasciwosci PCT-6 i jego kompleksow w acetonitrylu. Wartosci stalych
trwatosci kompleksow.

. —
T, logK, $rednica
(nm) ; (ns) M] jonu (A)
PCT-6* 042 0,33 2,10
(PCT-6)Li" 612 0,44 2,80 2,83 1.39 Li
(PCT-6)Na’ 611 0,38 2,50 223 1,94 Na*
(PCT-6)Mg>* 573 0,48 3,30 2,68 1,32 Mg
(PCT-6)Ca* 74 0,64 3,35 4,14 1,98 Ca*
(PCT-6)Ba>* 576 0,59 3,05 3,62 2,68 Ba**
BOZ-H 567 0,54 4,00
BOZ-NMe, 649 023 1,60

“rozmiar wneki korony: 1,7 -2,2 A

Fluorojonofory zawierajace korony sa niezmiernie interesujace z punktu wi-
dzenia poznania oddzialywan kation — fluorofor. Prezentuja one duza rozmaito$¢
fotofizycznych zmian pod wpltywem wiazania kationu, dzigki czemu sa chgtnie
wykorzystywane w analizie kationow. Ich staba rozpuszczalno$¢ w wodzie wy-
klucza zastosowanie w wodnych roztworach, ale moga by¢ one uzywane jako
wrazliwa czgsci optycznych czujnikow. Niestety, w sytuacji gdy wymagana jest
silna dyskryminacja kationow o podobnej naturze, selektywno$¢ azakoron dla
odpowiednich jonéw metali jest czgsto niezadowalajaca. Poprawe selektywno-
$ci pochodnych eterow koronowych osiagnig¢to poprzez udziat w koordynacji
grup nienalezacych do jonoforow. W PCT-7a (PBFI) [102] i PCT-7b (SBFI)
[19], atom tlenu podstawnika metoksy fluorofora moze oddzialywa¢ z katio-
nem; przez co skuteczno$¢ i
selektywnos$¢ wiazania jest

SN . \[[ wyzsza niz samej korony.
OMe,—0 00—, oo e :
{ AL o ST Ligand PCT-7b zostal za-
DA T e S G .

COE N N projektowany w celu son-

- L A {\"' ' 1 310 j
J— «T o (o, p—hied dowania $rédkomorkowe-
0,0 F 7 2o poziomu jondéw sodu, a
n=1PCT-Ta (PBFI) PCT-7a jonéw potasu. W

~0 PCT-7h (SBFI) :
? : obu zwiazkach, fotofizycz-

ne zmiany sa wywotane re-
dukcja elektronodonorowego charakteru atoméw azotu korony w wyniku kom-
pleksowania kationu. W zastosowaniach medycznych niezmiernie wazna jest
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ciagta poprawa selektywnosci wobec jondw K* wzgledem Na*, ktéra w pewnym
stopniu zostata juz osiagnigta [103].

W chemosensorach PCT rowniez wykorzystano struktury kryptandowe,
ktére charakteryzuja si¢ wysoka selektywnoscia. PCT-8 (FCryp-2) [104] jest
przyktadem takiego fluoro-
jonoforu, w ktorym czg$é

jonoforowa wykazuje wyso- [ " \]/Lf\

kie powinowactwo do jonow 2 \1(“

i ™~
sodowych. Po zwiazaniu jo- s 4 N co;
now sodu, maksimum emisji ko N
pochodnej indolu przesuwa )
sie z 460 do 395 nm a inten-
sywnos¢ fluorescencji wzra-
sta 25-krotnie. Inny przyktad PCT-8 (Feryp-2)

kryptandowego chemosensora
PCT, ktory wykazuje potencjalne zastosowanie jako sonda pozakomodrkowego
poziomu jonéw potasu, zostat zaproponowany przez Grossleya [105].

W $wietle poprzedzajacych rozwazan o koronowych i kryptandowych
zwiazkach, w ktorych zachodzi przeniesienie tadunku, warto rowniez omowic
fotofizyczne whasnosci dobrze znanych chelatow - pochodnych BAPTA uzywa-
nych do analizy cytologicznych kationow,

w szczegolnoscei jondw wapnia [18]. Przy- Yo o Iu{
ktadami moga by¢ tutaj zwiazki PCT-9 e o
(Indo-1) i PCT-10 (Fura-2), ktore sa sze- o 3 1\_
roko stosowane jako wskazniki wapnia. & o o P C %
Kompleksowanie jonéw Ca>* w wodzie I e
przez tego typu chemosensory, powoduje p \__"\” - '
. S . [ PCT-9 (Indo-1)
hipsochromowe przesunigcie ich widm I
absorpcyjnych 1 emisyjnych. Wartos¢ \,f"; Ao 0 45-5’
przesunie¢ pasma emisyjnego jest zazwy- 0 ().j“:; :;,-”a;/\
czaj niewielka (AA < 13 nm), chociaz ist- - N
nieja wyjatki, do ktorych nalezy wtasnie 5 [}_‘f':‘,
chelat PCT-9 (A =~ 75 nm) (rysunek 8). " [I} \‘ ’5}_ 2 ’\
Zostala tutaj zaproponowana taka sama i *'.u' ;
interpretacja jak w przypadku powyzej = PCT-10 (Fura-2)

opisanych zwiazkéw zawierajacych ete-
ry koronowe. Gegstos¢ elektronowa atomu
azotu sprz¢zonego z grupa akceptorowa fluorofora maleje po wzbudzeniu, mo-
gac powodowaé nawet jego dodatnie natadowanie; w wyniku czego nastepuja
zaklocenie oddzialywania pomigdzy atomem azotu a zwiazanym kationem. W

197



konsekwencji, widmo fluorescencyjne kompleksu jest podobne do widma wol-

nego ligandu.

Materiaty supramolekularne

Wzb = 355 nm Em =510 nm
o o
b 43.5uMm Ca™ = 435 M Ca?*
‘B 0.756 8
£ 0.441 ) 0.756
I-:-IJ 0.284 2 0.441
3 0.189 2 0.284
c 9 0.189
2 e} 0.126
[%2]
g 0.125 Z 0.081
e 0.081 2 0.047
.047 2 0.021
0.021 1= 0
0
T il T S T T T
350 400 450 500 550 250 300 350 400 450

Dtugosé fali [nm]

Dtugosc fali [nm]

Rysunek 8. Zmiany w widmie fluorescencyjnym ligandu PCT-9 (4) i PCT-10 (B) wywolane
obecnosciq jonu Ca**[18].

W przypadku chelatowych chemosensoréw proces fotorozrywania nie zo-
stal jeszcze udowodniony. Rozwazajac przypadek PCT-9, mechanizm PCT nie
jest dostatecznie silny, aby spowodowac rozrywanie wiazania azot — Ca*". Ta in-
terpretacja jest konsekwencja faktu, ze maksimum fluorescencji wolnego PCT-9
jest potozone przy krotszych dtugosciach fali, niz wszystkie pozostate ligandy (o
okoto 30—60 nm), co wskazuje na mniejsza polarnos¢ stanu CT. Badanie rozkta-
du fluorescencji PCT-10 za pomoca globalnej analizy [106] wykazato, ze stata
trwalosci kompleksu wapnia w stanie wzbudzonym jest wigcej niz trzy rzedy
wielko$ci mniejsza niz w stanie podstawowym. Potaczenie opisanych powyzej
fluoroforé6w z jonoforem o mniejszej wnegce umozliwito otrzymanie chemosen-
sorow selektywnie oddziatujacych z jonami magnezu [107]. Wigkszo$¢ chela-
towych fluorojonoforow PCT jest dostgpna komercyjnie w formie pochodnych
nie wykazujacych fluorescencji (estry acetylometoksylowe), dzigki temu moga
one przenika¢ do komorki, gdzie odzyskuja fluorescencje w wyniku hydrolizy
wywotlanej przez enzymy [107].

2.4 Chemosensory PCT, ktoérych grupa akceptorowa oddzialuje z
kationem.

W przeciwienstwie do opisanych powyzej systeméw PCT, istnieje tylko
kilka uktadow opisanych w literaturze, w ktdry zwiazany kation oddziatuje z
ugrupowaniem akceptorowym fluorofora. Szczegolnie interesujacy jest przy-
padek kumaryny potaczonej z korona, poniewaz kation oddzialuje bezposred-
nio z akceptorem, tj. z grupa karbonylowa, niezaleznie od wystepujacego tam
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mostka dystansujacego pomigdzy fluoroforem i korona. Zaleta takich uktadow
sa wysokie state trwatosci tworzenia kompleksow. Badania nad wlasno$ciami
kompleksujacymi takich uktadow z jonami litowcdw 1 berylowcow byly pro-
wadzone w laboratorium Valeura [108-111]. W analizie fotofizycznych zmian
aminokumaryny wywotanych obecnoscia kationu, nalezy zwroci¢ uwage na
jej moment dipolowy, ktoéry w stanic wzbudzonym jest wigkszy niz w stanie
podstawowym. Koordynacja kationu przez grupg karbonylowa tego typu ligan-
dow powoduje wyzsza stabilizacje stanu

wzbudzonego niz stanu podstawowego, o D/ﬁ
dlatego zaréwno widmo absorpcyjne jak : :
i emisyjne ulega batochromowemu prze-
sunigciu. Innymi stowy kation powoduje
wzmocnienie charakteru akceptorowego
grupy karbonylowej. Tak jak w przypad-
ku chemosensorow PCT, ktorych grupa
donorowa oddziatuje z kationem, war-
to$¢ przesunigcia pasm zalezy od gestosci fadunku danego kationu. Pochodna
azaeteru koronowego PCT-11 jest przyktadem, w ktorym koronowy atom azotu
nie bierze udzialu w sprz¢zeniu donorowo — akceptorowym. Istnieje jednak od-
dzialtywanie pomigdzy barwnikiem a azacterem koronowym, ktére powoduje
obnizenie jego wydajnosci kwantowej. W przypadku PCT-11 jony takie jak Na*,
Li" i Ba> powoduja wzrost intensywnosci fluorescencji ligandu, ktéry autorzy
thumacza redukcja oddziatywania korona — fluorofor. Natomiast spadek wydaj-
nosci kwantowej pod wptywem kompleksowania jonow Mg?* i Ca?* §wiadczy o
obecnosci dodatkowej, konkurencyjnej drogi dezaktywacji fluorescencji, ktora
prawdopodobnie zalezy od gestosci tadunku kationu (rysunek 9).

|’ IF(a.u.)

300 350 400 450 500 550 450 500 550 600 650 700 750
l(nm) Mnm)

Rysunek 9. Widmo absorpcji i emisji ligandu PCT-11 i jego kompleksow w roztworze
acetonitrylu.
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Niska selektywnos¢ PCT-11 wynika z elastycznosci zardwno korony, jak i
tacznika pomigdzy barwnikiem a korona. Ponadto, atom azotu korony ulega ta-
two protonowaniu. Zamiana mostka metylenowego w PCT-11 na sztywniejszy

- amidowy eliminuje wrazliwosci na zmiang
. pHiprowadzi do poprawy selektywnosci ku

["“‘]l ’“?I ““‘:l]/ /_U/. —\ /ii\ ; f.-'f jonom berylowcow wzgledem jondw litow-
M R cow. Podwyzszona selektywnoéé uzyskano
[ el 2 réwniez wykorzystujac mniej elastyczna
L i B___U U__;? korone zawierajaca grupe fenylowa, czyli
=R S dibenzo- lub tribenzoeter koronowy [112].

POT-12 W acetonitrylu, zwiazek PCT-12 jest selek-

tywny dla pewnych kationow, tj. selektyw-
no$¢ wyrazona jako stosunek statych trwa-
tosci kompleksow wynosi 12500 dla pary Ca>/Mg* i 16 dla Na*/K*. Zmiany
wlasciwosci fotofizycznych PCT-12 wywolane koordynacja jonu sa silniejsze
niz w przypadku ligandu PCT-11, fakt ten autorzy wyjasniaja dtugoscia mostka
dystansujacego. Kompleksy PCT-12 przyjmuja konformacje, w ktorej kation
jest potozony blizej grupy karbonylowej w poréwnaniu z innymi ligandami.
Dodatkowych efektéw fotofizycznych dostarcza zwiazek PCT-13 [109],
ktory posiada dwa podstawniki kumarynowe. Wydajno$é kwantowa fluore-
scencji wolnego ligandu jest
= 10-krotnie nizsza od jego
/0 0T pochodnej PCT-11. Przy-
_ _ N N- L czyna samowygaszania jest
r jf i “f{ L e T"/ |l/ | wzajemne  oddziatywanie
NN Ry 4 ;0_; o” o~ 5w~ dwdch ugrupowan kumary-
§ ,]/ I J nowych, ktore jest mozliwe
dzigki elastycznoéci eteru
koronowego. Obie grupy
karbonylowe uczestnicza w kompleksowaniu, a ich bezposrednie oddziatywa-
nie z kationem ttumaczy wysokie state trwatosci i fotofizyczne zmiany. Oprocz
przesuni¢¢ widma absorpcyjnego i emisyjnego, zaobserwowano interesujacy,
specyficzny wzrost wydajnosci kwantowej fluorescencji w obecnosci jonéw K*
i Ba?", ktorych promienie jonowe sa najbardziej dopasowane do rozmiaréw wne-
ki korony (rysunek 10). Preferowana jest wowczas konformacja, w ktorej grupy
karbonylowe kumaryn potozone sa po przeciwnych stronach kationu, dlatego
samowygaszanie jest czgsciowo lub catkowicie zniesione.

200



Fluorojonofory

( IF(n.u.)

0 >
300 350 400 450 500 550 450 500 550 600 650 700 750
A (nm) (nm)

Rysunek 10. Widmo absorpcji i emisji ligandu PCT-13 i jego kompleksow w roztworze
acetonitrylu [109].

W przypadku komplekséw omawianego ligandu z jonami o mniejszych pro-
mieniach jonowych mozliwe jest potozenie dwoch grup karbonylowych po tej
samej stronie kationu, w wyniku czego ugrupowania kumarynowe znajduja si¢
blisko siebie, co wyjasnia staba emisjg.

Przyktadem ligandu nalezacego do tej klasy chemosensorow posiadajacego
receptor kaliksarenowy jest PCT-14 [113], ktory zawiera trzy grupy estrowe
i naftalenowy fluorofor. Wykazuje on
bardzo interesujace fotofizyczne i

kompleksujace whasnosci. Oddziaty- . - OFt OO .
wanie kationu z grupa karbonylowg  FtO 0

fluorofora prowadzi do batochromo- \E o :(>

wego przesuniecia widm absorpcji 0 0 0

i emisji. Duzy wzrost wydajnosci
kwantowej fluorescencji wywotany
koordynacja jonu zostal wyjasnia-
ny wzglednym potozeniem stanow
singletowych n* i nt*. W wolnym
ligandzie najnizszy stan wzbudzony
n* ulega wewnatrzsystemowemu przejsciu do stanu tripletowego, w konse-
kwencji wydajno$¢ kwantowa fluorescencji jest niska. Obecno$¢ kationu silnie
oddzialujacego z wolng para elektronow grupy karbonylowej prawdopodobnie
powoduje przesunigeie stanu nn* w kierunku wyzszej energii, tak wigc najniz-
szym wzbudzonym stanem staje si¢ nn*. Dla tego chemosensora zaobserwo-
wano wysoka selektywno$¢ oddziatywania z jonami Na* wzglgdem jonow K,
ktora wyraza stosunek statych trwalosci wynoszacy 1300 w mieszaninie alkoho-
lu etylowego i wody (60:40, v:v). Taka selektywnos¢ jest bardzo obiecujaca ze
wzgledu na praktyczne zastosowanie tego zwiazku w wodnych probkach.

PCT-14

201



Materiaty supramolekularne

2.5 Fluorescencyjne chemosensory z przeniesieniem wzbudzonej energii
(EET).

Czesto wykorzystywany w badaniach konformacji biomolekut, proces prze-
niesienia energii wzbudzonej (EET, z ang. excitation energy transfer) znalazt
réwniez zastosowanie w projektowaniu fluorescencyjnych chemosensorow.
Taki mechanizm wymaga obecno$ci donora energii i jej akceptora. Przej$ciu
wzbudzonego elektronu ugrupowania donorowego na nizszy orbital towarzyszy
zmiana momentu dipolowego, w wyniku ktorej powstaje pole elektryczne. Elek-
tron akceptora doznaje dziatania tego pola i przechodzac na wyzszy orbital, wy-
twarza swoje wlasne pole elektryczne, ktore z kolei dziata na elektron donora.

Bifluorofory sktadajace si¢ z dwoch réznych fluorescencyjnych barwnikow
polaczonych gigtkim tancuchem zawierajacym heteroatomy wykazuja zdolno$é¢
wiazania kationu. Kompleksowanie powoduje zmniejszenie odleglosci migdzy
dwoma fluoroforami, co w konsekwencji powoduje wzrost wydajno$ci przenie-
sienia energii. Warunkiem procesu EET jest wzajemne nachodzenie na siebie
widma emisyjnego donora i widma absorpcyjnego akceptora [114]. Wydajnosé¢
transferu energii zalezy od odleglos$ci, zgodnie z teoria Forstera:

1+ —

gdzie R jest odleglosciq pomiedzy dwoma fluoroforami, a R, jest krytycznq odleglosciq
Forstera. Poniewaz @, silnie zalezy od wartosci czynnika R/R, relatywnie mate zmiany
odlegtosci mogq powodowaé duzy wzrost wydajnosci przeniesienia pod warunkiem, ze
odleglos¢ migdzychromoforowa jest wigksza niz wartos¢ R, dla wolnego ligandu i nizsza
w kompleksie (rysunek 11).

1.0

R
.\ N XQ\AX A A 0.8+
X ¥ L x

| 05

< 04
.\ﬁ /\ wolny ligand

kompleks

0.0 05 1.0 15 20 25
R/RU

Rysunek 11. Zasada dziatania fluorojonoforow wykorzystujqcych proces przeniesienia
energii.
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Przy projektowaniu kom- CF;
pleksujacych  bifluorojonofo- S s ,1:_
réow nalezy zwrécié szczegdlna L ] i J: J ]
uwage na warto$é krytycznej ©0° 07 5 0-CHoCHNHT =T o7 o
odlegtoséci Forstera w porow- O AKCEPTOR
naniu z odlegloscia pary do-
nor — akceptor. Warto$¢ tej EET-I
pierwszej zalezy od wydajno-
$ci kwantowej donora oraz od
wielkosci spektralnego naktadania si¢ widma emisyjnego donora i absorpcyj-
nego akceptora.

Pierwszym bifluorojonoforem zaprojektowanym w mysl tej zasady jest li-
gand EET-1 [115,116], ktory sktada si¢ z dwoch pochodnych kumaryny pota-
czonych tancuchem polieterowym. Kompleksowanie jonow Pb*" w roztworze
acetonitrylu potwierdzity zaobserwowane przez autoréw zmiany widma absorp-
cji, wzbudzenia oraz emisji. Na widmie emisyjnym ligandu widoczne jest tylko
pasmo charakterystyczne dla fragmentu akceptorowego, poniewaz wydajnosé¢
kwantowa fluorescencji ugrupowania donorowego jest bardzo mata. Po wzbu-
dzeniu A = 321 nm, czyli dlugosci odpowiadajacej pasmu absorpcyjnemu dono-
ra, dodanie jonow Pb* powoduje wzrost intensywnosci fluorescencji akceptora
(rysunek 12).

WZBUDZENIE EMISJA

INTENSYWNOSC FLUORESCENCII [j. u.]
&
|

0

T T 1
300
400 A [nm] 500 600

Rysunek 12. Zmiany w widmie wzbudzenia i emisji ligandu EET-1 wywotane obecnosciq
jonow Pb** w acetonitrylu [115].

Na podstawie badan spektroskopowych wyznaczona zostata stata tworzenia
kompleksu o stechiometrii 1:1, ktéra wynosi 3,1x10* M. Autorzy zbadali row-
niez wpltyw jondéw litowcow i berylowcodw na wlasciwosci fotofizyczne oma-
wianego ligandu, jednak jony te nie wywotaly zmian. W wyniku koordynacji
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jonow Pb* wydajnoé¢ przeniesienia energii wzrosta od 0,77 do 0,89. Ta niewiel-
ka zmiana wynika z faktu, ze dla wolnego ligandu odlegto$¢ migdzy para donor
— akceptor jest krotsza od krytycznej odlegtosci Forstera. Ponadto autorzy przy-
czyng nie osiagnigcia warto$ci wydajnosci transferu bliskiej jednosci, thumacza
spiralnym owinigciem si¢ niecyklicznego ligandu wokoét jonu metalu.

2.6 Fluorescencyjne chemosensory zdolne do tworzenia ekscimeréw.
Fluorofory takie jak antracen i piren wykazuja zdolno$¢ tworzenia eksci-
meréw (wzbudzonych dimerdw), jesli wzbudzona czasteczka ma mozliwos¢
zblizenia si¢ do drugiej w czasie zycia sta-

T nu wzbudzonego. Widmo emisji posiada

l,/'-x{'} f'}f“\l wowczas dwa pasma, pierwsze odpowiada

O 0 fluorescencji monomeru, a drugie, szero-

A ,LQ o et ey kie pasmo przy dtuzszych falach jest wy-
k/[ ’_l ,] | :[ /I /,I nikiem tworzenia ekscimeru (ekscimerowa
e “ 7 7 fluorescencja). Stosunek intensywnosci

o 4 fluorescencji monomeru i ekscimeru zalezy

I\..f‘.* *,’x./J od ruchliwosci 1 ,,mikrolepkosci” czastecz-
b ki [76]. Kiedy fluorojonofor zawiera dwa

identyczne fluorofory, ktorych wzajemna
odleglosé¢ jest zalezna od kompleksowane-
go jonu, rozpoznawanie tego kationu moze
by¢ monitorowane przez stosunek intensywnos$ci fluorescencji monomeru do
ekscimeru. Wiazanie kationu moze utatwia¢ lub utrudnia¢ tworzenie wzbu-
dzonego dimeru. Metody wykorzystujace pomiar stosunku intensywnosci po-
zwalaja na samokalibracje, dzigki czemu ciesza si¢ duzym zainteresowaniem
w praktycznych zastosowaniach. Przykladem chemosensora, ktorego kompleks
wykazuje silna ekscimerowa fluorescencje jest bisantracenoeter koronowy E-1
[117-119]. Wolny ligand posiada widmo fluorescencyjne ztozone z pasm charak-
terystycznych dla monomeru i ekscimeru. W wyniku stopniowego dodawania
nadchloranu sodu do roztworu metanolowego E-1 pasmo monomeru zanika, a
pasmo ekscimeru rosnie (rysunek 13). Kompleksowanie powoduje zblizenie si¢
do siebie dwoch ugrupowan antracenowych, przez co utatwia tworzenie formy
ekscimerowej. Ligand w alkoholu metylowym i acetonitrylu tworzy z jonami
Na' kompleksy o stechiometrii 1:11 1:2 (L:Na*). Wartos$¢ catkowitej statej trwa-
tosci kompleksu otrzymana z danych spektrofotometrycznych jest nizsza niz z
fluorometrycznych, co pozwala twierdzi¢, iz zdolno$¢ tworzenia kompleksow
jest wigksza w stanie wzbudzonym.
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Rysunek 13. Miareczkowanie roztworu ligandu E-1 w acetonitrylu. (4) Spektroskopia
absorpcyjna; (B) spektroskopia emisyjna (A _, = 370 nm) [118].

Wzrost pasma ekscimerowego w wid-

mie emisyjnym antracenu pod wplywem f’»l l/-a

jonow metali ziem alkalicznych zaobserwo- == - P

wano rowniez w przypadku niecyklicznego [x . J R;” =

eteru [120]. Silna tendencje do tworzenia \_1 &
wewnatrzczasteczkowych ekscimerdw wy- L NI n=2 E2a
kazuja takze ugrupowania pirenowe w cza- - Aﬂ FA A : :f‘i"
steczce E-2 [121]. Obecnos¢ jonow bery- &;/l | J n=5 E2d
lowcow powoduje zanik pasma ekscimeru. Q\_{_f”\_}_/“

Powodem rozpadu formy dimerowej s spi-
ralne struktury komplekséw o stechiometrii
1:1, ktore zostaty potwierdzone badaniami H' NMR. Dzigki strukturze pseudo-
cyklicznej, state trwatosci komplekséw z jonami Ca**, Sr** i Ba*" w acetonitrylu
sa dosy¢ wysokie (ok. 10 — 107 M dla E-2d),
lecz selektywno$¢ takich oddziatywan jest mata,
co jest konsekwencja elastyczno$ci oksyetyleno-
wego tancucha.

Struktura dipodstawionych kaliksarenow
réwniez umozliwia tworzenie ekscimeréw przez
fluorofory. E-3 [122] jest przyktadem jonoforo-
wego kaliksarenu z dodanymi do niego pirena-
mi, ktéry zapoczatkowatl zainteresowanie kalik-
sarenowymi chemosensorami. Obecno$¢ jonow
litowcow uniemozliwia tworzenie ekscimerow,
dlatego silna fluorescencja ekscimerowa zanika.
Selektywno$¢ oddziatywan metal - ligand nieste-
ty nie jest wysoka. Rozwiazanie tego problemu

E-3 R=CH;
E-4 R=CHyCO,C,H;s
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dostarczyt ligand E-4 [123], ktérego powinowactwo do jonow Li* i K* drastycz-
nie spadlo (tabela 5).

Tabela 5.
State trwatosci kompleksow kaliksarenowych pochodnych E-3 i E-4 z jonami metali
alkalicznych [122,123].

Li* Na* K*
E-3¢
logK_ [M"] 4,73 5,34 4,06
E-4°
logK_[M"] - 443 2,24

*w eterze dietylowym
b w ukladzie MeOH-THF (v/v 15/1)

2.7 Fluorescencyjne chemosensory wykorzystujace odmienne fotofizyczne
procesy.

Mechanizm dziatania wielu sond fluorescencyjnych wykazujacych zmiany
fotofizyczne pod wplywem koordynacji jonu nie moze by¢ wyjasniony procesa-
mi, ktore zostaly opisane w poprzednich rozdziatach. Oddziatywanie kationu z
fluoroforem czg¢sto prowadzi do zmian statych szybkos$ci przejs¢ promienistych,
bezpromienistych i/lub migdzysystemowych, powodujac w konsekwencji zmia-
ny wydajnosci kwantowej fluorescencji i czasu zycia (podczas gdy przesunigcie
widm nie jest ogdlng reguta).

Pionierskie prace Sousa i jego wspotpracowni-
/——\Oﬁﬁ kéw dotyczyly oddziatywan pomigdzy kationem a

(0 L n-elektronowym ukladem naftalenu wlaczonego w

; | strukture eteru koronowego. Jon cigzkiego atomu Cs*
0 ) . . L

o~ pelni role wygaszacza w uktadzie M-1, poniewaz po-

i O | woduje on wzrost przej$¢ migdzysystemowych z flu-

Q orescencyjnego stanu S, do stanu T, (rysunek 14A)

Q [124,125]. Dlatego intensywno$¢ fluorescencji ligandu

drastycznie spada w wyniku kompleksowania tego jonu.
Inaczej zachowuje si¢ ligand w obecnosci jonow potas,
ktére wywotuja niewielki spadek emisji chemosensora.
W wyniku miareczkowania kompleksu Cs[M-1]" jonami potasu nastapit wzrost
emisji, ale dopiero przy duzym nadmiarze tych jonow. Taki pomiar potwierdzit
tworzenie kompleksu ligandu z jonami K*, ktére wypieraja jony cezu z jego
kompleksu (rysunek 14B).
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Rysunek 14. Zmiany wzglednej intensywnos¢ fluorescencji (przy 335 nm) w metanolu: A —
ligandu M-1 w zaleznosci od stezenia jonow Cs*; B — kompleksu Cs[M-1]* w zaleznosci

od stezenia jonow K* [124].

Wyznaczona warto$¢ stalej trwalosci kompleksu z jonami potasu jest nizsza
od statej trwatoéci z jonami cezu, dlatego przy rownomolowym stezeniu obu
jonow intensywnos¢ fluorescencji jest wyzsza od emisji kompleksu (M-1)Cs*
tylko o 10%.

Kolejnym przyktadem fluoroforu, ktérego mechanizm oddzialywania z ka-
tionem w stanie wzbudzonym nie wykorzystuje procesow omdéwionych w po-
przednich rozdziatach, jest oksychinolina i jej pochodne. 8-hydroksychinolina
(8-HQ), czgsto nazywany oksyna, jest uwazana za bardzo wazny (drugi po
EDTA) odczynnik chelatujacy [126]. Najbardziej interesujaca cecha 8-HQ jest
jego fluorogenny charakter, tj. wydajnos¢ kwantowa jej fluorescencji w wod-
nych lub organicznych roztworach jest bardzo niska, a zwigzanie kationu powo-
duje powigkszenie fluorescencji. Brak fluorescencji 8-HQ w oboj¢tnej wodzie
zostat niedawno wyjasniony poprzez wystgpowanie w stanie wzbudzonym reak-
cji przeniesienia protonu potaczonej z wewnatrzczasteczkowym przeniesieniem
elektronu [127,128]. Faktycznie, fotoindukowana deprotonacja grupy —OH i
protonacja heterocyklicznego atomu azotu moze wystgpowac albo z otaczaja-
cymi czasteczkami wody albo wewnatrzczasteczkowo, zaleznie od mozliwo-
Sci istnienia wigzania wodorowego pomigdzy dwoma grupami. Dezaktywacja
wzbudzenia poprzez tautomer (formg ketonowa) zachodzi gtéwnie bezpromie-
niscie. Polaczenia chelatowe 8-HQ z jonami metali (np.: Cd, Zn, Mg, Al, Ga,
In) wykazuja intensywna zottozielong fluorescencj¢, poniewaz powyzej opisane
procesy sa ostabiane przez wiazanie kationu. Jednak, zmiany w rozktadzie elek-
tronowym pod wplywem wzbudzenia prawdopodobnie ostabiaja wigzanie mig-
dzy atomem tlenu i jonem metalu, pozwalajac na pewne przeniesienie tadunku
z fenolanu —O- do atomu azotu przylegtego pierscienia. Selektywnosé 8-HQ jest
uboga, ale moze by¢ ulepszona przez odpowiednia substytucj¢ na atomie tlenu,
czyli poprzez otrzymanie niecyklicznych polieterow zawierajacych dwa oksy-
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chinolinowe fluorofory [129-131]. M-2

? 0 O— (Quin-2) jest pierwszym praktycznym
({J\ 0 fluorescencyjnym wskaznikiem cytolo-

gicznego wapnia, w ktérym zastosowano
6-metoksychinoling jako fluorofor [132].
Zwiazanie Ca’>* powoduje sze$ciokrotny
wzrost intensywnos$¢ fluorescencji bez

widmowych przesunieg¢ w przeciwien-

M-2 (Quin-2) stwie do PCT-10 (rozdziat 2.2.2.1). Czas

zycia fluorescencji M-2 jest niezmiernie

wrazliwy na st¢zenie wapnia; dlatego zwiazek ten moze by¢é uzywany jako son-
da mierzaca czas zycia fluorescencji [133].

Wspolne badania L. Prodi i P. B. Savage oraz ich wspdtpracownikéw po-

Swigcone byly roéwniez

g . o pochodnym  hydroksychi-
o5 {_ _> = nolin potaczonych z diaza-
> N N - | 18-korona-6. Ligandy tego
N 4 typu wykazuja bardzo inte-
OH

resujace wlasnosci komplek-

sujace. Wydajnos¢ kwanto-

M-3 R=Cl wa fluorescencji M-3 [134]

M-4 R=NO, wzrasta okoto 1000—krotnie

) pod wplywem jondéw Mg

W mieszaninie metanol-wo-

da (1:1, v:v) o pH=7,2 (rysunek 15A). Pozostate jony berylowcdw nie powoduja
takiego wzrostu.

o
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Intensywnosé Fluorescenciji [j.u.]

o

400 AIsn s;m s;n mlw 650 0 02 04 06 08 1 172 44 46 18 2
 fom) [Mg*JIM-3]

Rysunek 15. A - Przebieg miareczkowania spektrofluorometrycznego ligandu M-3 jonami
Mg**; B — Zmiany intensywnosci fluorescencji przy 530 nm zwiqzku M-3 w zaleznosci od
stosunku Mg>*/M-3 w obecnosci jonow: Na*, K*, Ca**, Sr** i Ba®" [134].

Dodatkowo ligand M-3 wykazuje wysoka selektywnos¢ wzgledem jonow
magnezu, poniewaz obecnos$¢ w roztworze ligandu jonow Na*, K*, Ca", Sr** i
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Ba?" nie hamuje wzrostu emisji (rysunek 15B).Wymiana atomu chloru na grupe
nitrowa pozwolita na otrzymanie chemosensora M-4, ktory charakteryzuje si¢
selektywnym oddziatywaniem z jonami Hg>* [135]. Jony te powoduja wzrost
intensywnosci fluorescencji ligandu, a wspotczynnik podwyzszenia wynosi 12.
Obecno$¢ w roztworze jondw takich jak Zn>* i Cd*', ktore znacznie stabiej pod-
wyzszaja fluorescencje (EF wynosi 3,4 dla Zn?" i 3,0 dla Cd*"), nie hamuje two-
rzenia kompleksu z jonami Hg>".

Zjawisko fotoizomeryzcji wykorzystuja nato-
miast zwiazki M-5 i M-6 [136]. Dodatek jonow
Zn*" do etanolowego roztworu M-5a prowadzi do
14-krotnego wzrostu fluorescencji w 610 nm. Po-
wigkszenie to wywotane jest powstaniem izomeru
M-5b w wyniku tworzenia si¢ kompleksu. Wrazli-
wo$¢ M-5a na jony Zn*" w roztworze etanol-woda
sigga zakresu okoto 3 ppb. Niewielki wzrost emisji
zostat rowniez zaobserwowany w obecnosci jonow
Cd* i Mg*. Wzrost absorbancji w dlugofalowym
zakresie odpowiadajacym formie M-5b potwierdza
tworzenie si¢ chelatdéw nie wykazujacych lumine-
scencji z jonami Cu?*, Ni**, Co*" i Fe** (rysunek
16).
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Rysunek 16. Wzgledna intensywnos¢ fluorescencji M-5 (w metanolu) i M-6 (w benzenie)
oraz ich kompleksow [136].\

Wprowadzenie grupy nitrowej w ugrupowanie chinolinowe dajace M-6a,
powoduje dwie wazne zmiany w prezentowanym uktadzie, mianowicie (i) prze-
sunigcie si¢ rownowagi ku otwartej formie nawet w nieobecnosci dodawanych
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jonow metali 1 (ii) spadku zdolnosci kompleksotwodrczych chinoliny. Dziewig-
ciokrotny wzrost intensywnosci fluorescencji ligandu M-6a zaobserwowano
pod wptywem jonow cynku, tylko od 3- do 4-krotny wzrost w obecnosci jonow
magnezu lub kadmu oraz bardzo obiecujacy, 20-krotny wzrost wywotany doda-
niem jednego ekwiwalentu jonow rteci.

Niezwykle szybki w ostatnich latach rozwoj kaliksarenowych chemosenso-
row spowodowat, iz wigkszo$¢ z nich oddziatuje z kationami w szczegdlny spo-
sob. Praktycznie kazdy przypadek opisa-

ny w literaturze nalezatoby rozpatrywaé
osobno [137,138]. Czesto autorzy sami

R
O nie sa w stanie przypisaé¢ odpowiedniego
mechanizmu. Przyktadem moze by¢ tutaj
R= Q ligand M-7 [139], ktéry posiada cztery

ugrupowania antracenowe umieszczone

na dolnej obrgczy. Widmo emisyjne tego

ligandu w roztworze chloroformu posia-

da tylko monomerowe pasmo, ktoérego

intensywno$¢ fluorescencji ulega zmianie

w wyniku dziatania jonow litowcow. Wy-
gaszanie fluorescencji przez jony Na* moze
wynika¢ z konformacyjnych zmian kompleksu, ktorego zamknigta struktura
umozliwia wzajemne oddzialywanie czterech podstawnikow antracenowych.
Natomiast obserwowany wzrost intensywnosci fluorescencji wywotany przez
jony K jest trudny do wyjasnienia.

Warto rowniez wspomnie¢ o pochodnej antracenu M-8 [140], ktorej me-
chanizm oddziatywania z kationami znacznie odbiega od antracenowych kryp-
tandow (np. PET-8). Gdy atomy azotu potaczone sa z antracenem w pozycjach
1 1 4, wowczas ich wolne pary elektronéw niechg¢tnie uczestnicza w procesie
PET, dlatego wydajnos¢ fluorescencji ligandu jest wysoka we wszystkich roz-

puszczalnikach. Moment dipolowy czasteczki w stanie

N wzbudzonym jest duzo wyzszy niz w stanie podstawowym

/o O/—\O_\ (Ap =10 Debaja). Zmiany w widmie UV-VIS i fluorescen-
d_\r © Of?> c¢ji wywotlane obecnoscia jonu moga by¢ wyjasniane przez
E j ostabienie oddzialywania migdzy wolna para elektronéw
o 0 & atomu azotu i antracenem. Taka interpretacj¢ popiera naj-

wigksze hipsochromowe przesunigcie wynikajace z proto-
O nacji atomow azotu. Dlatego, najsilniejszych zmian mozna
oczekiwac w przypadku kationdw, ktore wykazuja wysokie
O powinowactwo do atomu azotu. W szczego6lnosci, ,,migk-

— kie” kationy, takie jak Ag" i Tl" tworza bardzo stabilne kom-
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pleksy w alkoholu metylowym zgodnie z ich powinowactwem atomow azotu i
chmur m-elektronowych.

2.8 Wiasciwosci fotofizyczne dansylu

Ugrupowanie dansylowe (1-dimetyloamino-5-naftalenosulfonowe) jest do-
brze znane z intensywnej, zielonej fluorescencji wynikajacej z obecnosci stanéw
z przeniesieniem tadunku (stany CT) z grupy aminowej do pier§cienia nafta-
lenowego. Przejscia elektronowe w 1-aminonaftalenach
sa przesunig¢te w kierunku dtuzszych fal w stosunku do
niepodstawionego naftalenu [141]. Stany CT wykazuja =
zalezno$¢ od polarnosci uktadu, dlatego pasmo emisji
dansylu jest czute na zmiany natury otoczenia fluorofo-
ra. Cecha ta przyczynila si¢ do czgstego stosowania tego [
ugrupowania do badan, w ktérych oczekiwano zmiany
polarnosci uktadéw. Dane dotyczace parametréw spek-
troskopowych pochodnej dansylu zostaty przedstawione
w tabeli 6.

T—W
C|

)
—

\
_

/

H“\ Dansyl { Dns)

\

Tabela 6.
Charakterystyka wlasciwosci spektroskopowych chlorku dansylu [142].
wydajnos¢  czas zycia

fluorofor P2 absorpcji g M 'xcm) Pasmo CMisIt o ntowa fluorescencji
(nm) (nm) .
fluorescencji (ns)
Dns-Cl 340-350 4300 510-560 0,1-0,3 10-15

Zainteresowanie biochemikoéw ugrupowaniem dansylowym wywodzi si¢ z
opisanego po raz pierwszy przez Webera zastosowania tego syntetycznego flu-
orofora do znakowania protein, ktore nie wykazuja fluorescencji [143]. Badanie
tak modyfikowanych makroczasteczek dostarcza wielu informacji o nich sa-
mych oraz umozliwia analizg ich oddziatywan z innymi czasteczkami. Badania
biochemiczne stawiaja przed syntetycznymi fluoroforami pewne wymagania.
Dhugos¢ fali ich wzbudzenia i emisji powinna by¢ wigksza niz aromatycznych
aminokwasow. Ugrupowanie dansylowe jest czgsto wykorzystywany w tego
typu badaniach, poniewaz dtugos¢ fali jego wzbudzenia lezy poza pasmem ab-
sorpcji protein. Dodatkowa korzysScia wynikajaca z potozenia pasma absorpcyj-
nego dansylu, jest mozliwos$¢ jego wykorzystania jako akceptora fluorescencji
aromatycznych aminokwasow, np. tryptofanu (rysunek 17).
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Rysunek 17. Catka nakrywania (zaznaczone pole) przeniesienia energii z donora —
tryptofanu do akceptora — dansylu [144].

Na podstawie wyznaczonej wydajnosci przeniesienia energii mozliwe jest
okreslenie odlegtos$ci pomigdzy donorem a akceptorem, a co za tym idzie okre-
Slenie struktury bioczasteczki [144,145].

Wysoka czutos¢ emisji pochodnych dansylu na zmiang polarnosci otoczenia,
w ktorym to ugrupowanie si¢ znajduje, jest z powodzeniem wykorzystywana w
procesach rozpoznawania czasteczek organicznych oraz jondw metali. Przykta-
dem moga by¢ tutaj cyklodekstryny modyfikowane omawianym fluoroforem,
ktére wykazuja silna fluorescencje w wodnym srodowisku [ 146-148]. Dansyl lo-
kuje si¢ w hydrofobowej wnece receptora, dzigki czemu zostaje odizolowany od
polarnego rozpuszczalnika. Obecno$é ,,goscia” powoduje, ze wypiera on z wneki
cyklodekstrynowej fragment dansylowy. Konsekwencja takiego wypierania jest
spadek intensywnosci emisji. Fotofizyczne wlasnosci dansylu zostaly rowniez
wykorzystane do obserwacji koordynacji jonéw metali przez peptydy [149,150].
Imperiali i jego wspOlpracownicy zaproponowali znakowany dansylem palec
cynkowy, jako selektywny i czuly receptor jonéw Zn>* [151,152]. Koordynacja
jonu powoduje pofaldowanie peptydu, ktory w takiej formie ostania fluorofor
przed rozpuszczalnikiem, a to z kolei wzrost intensywnosci fluorescencji.

Oprocz prac dotyczacych zastosowania dansylu w peptydowych chemosen-
sorach jonow metali, w literaturze mozna znalez¢ doniesienia o potaczeniach
tego fluorofora z cyklicznymi i liniowymi poliaminami [153-155]. Ugrupowanie
dansylowe potaczone jest z tego typu ligandami poprzez utworzenie wiazania
sulfonamidowego z pierwszorzedowa aming. Wedtug autoréw koordynacji jo-
néw metali towarzyszy deprotonacja grupy sulfonamidowej, co ma swoje od-
zwierciedlenie w zmianie intensywnosci emisji dansylu.
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Rozdzial VIII

Kwas orotowy — synteza i reaktywnos¢

Grazyna Bartkowiak, Grzegorz Schroeder
Wydziat Chemii, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Grunwaldzka 6,
60-780 Poznan

1. Wstep

Wiele zwiazkow organicznych posiada zdolno$¢ tworzenia kompleksow
z jonami metali, w ktorych czasteczka organiczna jest ligandem i moze wy-
kazywac rézne typy koordynacji. Kompleksy te, taczac si¢ za pomoca wigzan
wodorowych, tworza usieciowanie o roznej, jedno-, dwu- lub trojwymiarowe;j
architukturze przestrzennej. Jednym z takich zwiazkéw organicznych, zdol-
nych do koordynowania jonéw metali i budowania rozmaitych struktur supra-
molekularnych jest kwas orotowy I (OA, orotic acid, kwas 2,6-diokso-1,2,3,6-
tetrahydropirymidyno-4-karboksylowy; 6-karboksyuracyl; H,L), zaliczany do
witamin z grupy B (witamina B, ).

Rysunek 1. Kwas orotowy (6-karboksyuracyl; podana numeracja atomow, stosowana dla
pierscienia uracylowego)

Od czasu, gdy Biscaro i Belloni' w 1905 roku wyizolowali t¢ nieznang
woweczas substancje z serwatki mleka krowiego, kwas orotowy wzbudza coraz
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wigksze zainteresowanie chemikoéw, biologdw i przedstawicieli nauk medycz-
nych z uwagi na jego unikalna pozycje w uktadach biologicznych jak i znaczenie
terapeutyczne jego pochodnych. Zwiazek ten odgrywa bowiem kluczowa role
w biosyntezie zasad pirymidynowych?, tworzacych nukleozydy i nukleotydy,
wchodzace w sktad kwasoéw nukleinowych, a jego kompleksy z metalami wyka-
zuja aktywnos$¢ przeciwnowotworowa>*.

Za jeden z najcickawszych aspektow chemii orotanéw i kwasu orotowego
uwaza si¢ zdolnos¢ koordynowanych aniondw orotanowych do tworzenia dwdch
lub trzech wiazan wodorowych, zaleznie od typu koordynacji®. Pospolita koor-
dynacja dwukleszczowa O2-N1 skutkuje wigzaniem wodorowym o motywie ak-
ceptor-donor-akceptor (ADA), ktore jest potencjalnie zdolne do tworzenia wia-
zan wodorowych ze zwigzkami, zawierajacymi komplementarne motywy DAD
lub DA, jak np. 2,6-diaminopirydyna lub adenina®. To rozpoznanie na poziomie
molekularnym czasteczek organicznych moze mieé¢ interesujace zastosowania
w chemii farmaceutycznej i materiatowej, gdzie aniony orotanowe moga stuzy¢
jako syntony dla uporzadkowanych struktur supramolekularnych.

2. Budowa czasteczki i wlasciwosci fizykochemiczne kwasu orotowego

Kwas orotowy CHN.O,,
Nazwa systematyczna: kwas 2,6-diokso-1,2,3,6-tetrahydropirymidyno-4-
karboksylowy.

Inne nazwy: kwas uracylo-6-karboksylowy, 6-karboksyuracyl,

witamina B, ,, czynnik galaktozy u zwierzat (Animal Galactose Factor, Whey
Factor), orotonina,

2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahydro-pyrimidine-4-carboxylic acid, 6-uracilcarboxylic
acid, orotic acid, OA
2,6-Dioxo-1,2,3,6-tetrahydro-pyrimidin-4-carbonsaeure, Orotsaeure, acidum
oroticum.

Beilstein Registry Number BRN: 383901,

CAS Registry Number 65-86-1

Masa czasteczkowa: 156,10

pK,, = 2,09 (dla protonu karboksylowego)

pK,, = 9,45 (dla N3-H)7

1% roztwor ma odczyn kwasny - pH 2,5.

Wystepuje przewaznie jako monohydrat C.H,N,O,-H,O o masie czastecz-
kowej 174,06. Struktura krystaliczna monohydratu, okreslona droga dyfrakcji
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promieni rentgenowskich, wykazata, ze krystalizuje on w uktadzie trojskosnym®
i nalezy do grupy przestrzennej PI. W krysztale czasteczki kwasu orotowego
wystepuja w formie tautomerycznej w pelni ketonowej. Sa one planarne i wiaza
si¢ wigzaniami wodorowymi O-H---O, N-H--O i C-H---O, obejmujacymi grupy
NH, dwa karbonylowe atomy tlenu i czasteczke wody (rozpuszczalnika)’. Wy-
miary pierscienia uracylowego w kwasie orotowym sa podobne, jak w samym
uracylu'!. Czasteczki monohydratu kwasu orotowego utozone sa w rownolegte
warstwy, w ktorych czasteczki kwasu orotowego lacza si¢ dwoma rodzajami
wiazan wodorowych N-H O w zygzakowate tancuchy, a kazdy tancuch wiaze
si¢ trzema rodzajami wiazan wodorowych O-H:-O za posrednictwem czaste-
czek wody z dwoma sasiadujacymi tancuchami, tworzac arkusze réwnolegle do
ptaszczyzny (2 1 1) . Wiazanie wodorowe czasteczki wody jako akceptora jest
typu F (wedtug klasyfikacji Chidambarama, Sequeiry i Sikki'®, gdzie dwusiecz-
na kata migdzy wolnymi parami elektronowymi tlenu skierowana jest bezpo-
$rednio w kierunku grupy donorowej).

d‘\

Rysunek 2. Struktura krystaliczna monohydratu kwasu orotowego wzdhuz osi c¢. Wiqzania
wodorowe zaznaczone liniami przerywanymi®.
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Tabela 1. Dane krystalograficzne dla monohydratu kwasu orotowego’

Wzér sumaryczny CsHiN,O04-H,O
Masa czasteczkowa 174,06
Uktad krystal. trdjskosny
Grupa przestrzenna PI
Wymiary komorki
a 9,561+- 0,006 A
b 7.,261+-0,006 A
c 5,895+-0,006 A
a 117,6+-0,09°
B 107,6+-0,08
Y 90,4+- 0,09
\ 340,7+-0,4 A

2.

VN

K5}

104} (;DrS)
e

Rysunek 3. Monohydrat kwasu orotowego — widok struktury krystalicznej prostopadle
do plaszczyzny (2 1 1), pokazana orientacja wzgledna czqsteczek na dwu réwnoleglych

warstwach.

Geometria czasteczki kwasu orotowego

Geometrig czasteczki kwasu orotowego zoptymalizowano'' komputerowo
na poziomie B3LYP/6-311G** uzywajac pakietu GAUSSIAN 98 do wszystkich
obliczen, a uzyskane dane odpowiadaly dobrze parametrom wyznaczonym eks-
perymentalnie z pomiarow dyfrakceji promieni rentgenowskich. Uzyskane wyni-
ki poréwnano z danymi dla geometrii uracylu, zoptymalizowanej przy uzyciu tej
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samej rozszerzonej bazy 6-311G** (Tabela 2).

Porownanie otrzymanych parametréw prowadzi do wniosku, ze wprowa-
dzenie elektronoakceptorowej grupy karboksylowej w pozycje 6 pierscienia ura-
cylu powoduje istotne zmiany w geometrii czasteczki, a mianowicie:

skrocenie wiazania C-N, i $ciSlejsze wiazania w tym rejonie (delokali-

zacja gestosci tadunku w obrebie uktadu © wzrasta po wprowadzeniu
grupy COOH w pozycje 6);

* nieznaczne wydtuzenie wiazan N -C, i C,-C,, sugerujace ostabienie

wiazania w tym rejonie.

Dlugos¢ obu wigzan karbonylowych C=0 w pierscieniu heterocyklicznym
kwasu orotowego jest prawie jednakowa, podobnie jak w przypadku uracylu, co
jest wynikiem sprzgzenia krzyzowego (,,cross-conjugation”) w obszarze grup
karbonylowych.

Tabela 2. Wybrane parametry geometryczne dla kwasu orotowego i uracylu, obliczone na
poziomie B3LYP/6-311G** (OA = kwas orotowy, U = uracyl)".

Fadunek Kat migdzy wigzaniami Dlugo$¢ wigzania

Atom OA U Kat OA U wiazanie OA U
N1 -0,466 -0,374 <(2,1,6) 123,651 | 123,880 | R(1,2) 1,392 1,412
C2 0,485 0,428 <(1,2,3) 112,839 | 112,270 [ R(2,3) 1,388 1,397
N3 -0,447 -0,405 <(2,3.4) 128,317 | 128,590 [R(3.4) 1,408 1,432
C4 0,432 0,360 <(3,4,5) 113,381 | 113,030 [ R(4,5) 1,462 1,466
C5 -0,220 -0,269 <(4,5,6) 119,961 | 120,320 [ R(5,6) 1,349 1,359
C6 0,166 0,160 <(6,5,11) |120,988 | 121,760 | R(1,6) 1,377 1,383
08 -0,339 -0,312 <(1,6,5) 121,851 | 121,910 [ R(2,8) 1,208 1,222
010 -0,327 -0,304 <(1,6,12) | 117,683 | 115,310 | R(4,10) 1,212 1,226

Poréwnanie otrzymanych parametrow prowadzi do wniosku, ze wprowa-
dzenie elektronoakceptorowej grupy karboksylowej w pozycjg 6 pierscienia ura-
cylu powoduje istotne zmiany w geometrii czasteczki, a mianowicie:
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¢ skrocenie wigzania C.-N | i §ciSlejsze wiazania w tym rejonie (delokali-
zacja gestosci tadunku w obrgbie uktadu m wzrasta po wprowadzeniu
grupy COOH w pozycje 6);

* nieznaczne wydtuzenie wiazan N -C, i C,-C,, sugerujace ostabienie

wigzania w tym rejonie.

Dlugos¢ obu wiazan karbonylowych C=0 w pierscieniu heterocyklicznym
kwasu orotowego jest prawie jednakowa, podobnie jak w przypadku uracylu, co
jest wynikiem sprzegzenia krzyzowego (,,cross-conjugation”) w obszarze grup
karbonylowych.

Zgodnos¢ otrzymanych teoretycznie wynikow z danymi rentgenograficz-
nymi dla kwasu orotowego pokazuje Tabela 3. Dane te sa zgodne rowniez co do
koplanarnos$ci czasteczki.

Tabela 3. Doswiadczalne (rentgenografia) i obliczone (B3LYP\6-311G**) parametry
geometryczne kwasu orotowego'’.

Parametr X-ray teoretycznie roznica
N1-C2 1,363 1,392 -0,029
C2-N3 1,373 1,388 -0,015
N3-C4 1,364 1,408 -0,044
C4-C5 1,433 1,462 -0,029
C5-C6 1,546 1,349 0,197
C6-N1 1,369 1,377 -0,008
C2-08 1,227 1,208 0,019
C4-010 1,237 1,212 0,025
C5-H11 1,030 1,079 -0,049
C6-H12 1,498 1,498 0,001
C12-013 1,197 1,200 -0,003
C12-014 1,306 1,353 -0,047
0O14-H15 1,020 0,969 0,051
N1-H7 0,940 1,010 -0,070
N3-H9 0,890 1,012 -0,122

Mozliwe sa dwie orientacje grupy karboksylowej wzgledem pierscienia he-
terocyklicznego — syn i anti (Rys.4.) Czasteczka kwasu orotowego zachowuje
swobodna rotacje¢ wzgledem wigzania C, — C,,, a wigc obie konformacje — syn i
anti — sa jednakowo prawdopodobne.

12°
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10 10
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odl. O13-H7 = 2,31 odl. O14-H7 = 2,24

Rysunek 4. Konformacje syn i anti grupy karboksylowej kwasu orotowego

Obliczenia na poziomie B3LYP\6-311** wykazaly jednak, ze nieco bar-
dziej stabilna jest forma syn (o 1,58 kcal/mol) (Tabela 4). Obliczono rowniez
wewngetrzng barierg rotacji wzgledem wiazania C6-C12; jest ona dosy¢ niska
(7,655 kcal/mol) i wiaze si¢ z konformacja o kacie 6 = 90°, tj. taka, w ktorej
ptaszczyzny grupy COOH i pierScienia sa wzglgdem siebie prostopadle. Ana-
liza fourierowska funkcji rotacji wewngtrznej wskazuje, ze wigksza stabilnos¢
formy syn niz anti nie polega na wzroscie oddziatywan sprzezenia, ale raczej
na zmniejszeniu odpychania dipol-dipol i oddziatywania momentow wiazan, tj.
oddziatywan natury elektrostatyczne;.

Tabela 4. Wartosci energii dla kwasu orotowego2 (syn) i kwasu orotowegol (anti),
obliczone na poziomie B3LYP/6-311G**.

Zwiazek Energia AE kcal/mol dipol Enomo Erumo
Anti -603,5599 +1,5746 4,0628 -0,0055 0,0047
Syn -603,5621 0 3,7850 -0,0049 0,0095

Kwas orotowy moze wystgpowac¢ w roztworze w kilku formach tautome-
rycznych i w formie jonu obojnaczego (zwitterjonu) (Rys.5). W literaturze su-
gerowano, ze forma obojnacza ma duze znaczenie dla aktywnosci biologiczne;j
kwasu orotowego oraz dla zdolnosci tego zwiazku do kompleksowania jonéw
metali. Na podstawie obliczen teoretycznych okazalo si¢ jednak, ze najstabil-
niejsza forma kwasu orotowego, zarowno w fazie gazowej jak i w roztworze,
jest forma diketonowa. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wzrost polarnosci rozpusz-
czalnika stabilizuje form¢ obojnacza bardziej niz ketonowa.
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Rysunek 5. Mozliwe formy tautomeryczne kwasu orotowego

3. Znaczenie biologiczne kwasu orotowego

Kluczowa rola kwasu orotowego w biosyntezie nukleotydéw zostala wy-
kryta juz w latach czterdziestych dwudziestego wieku'?. Uwaza sig, ze jest on
prekursorem wszystkich zwiazkéw pirymidynowych, wystepujacych w organi-
zmach zywych!*!4 oraz waznym ogniwem w cyklu przemian metabolicznych®.
Witamina B, jest czynnikiem wzrostu wielu mikroorganizméw'®, np. Lactoba-
cillus bulgaricus', a sama wytwarzana jest przez flor¢ przewodu pokarmowego.
W naturze wystepuje w mleku'® i jego przetworach!' oraz w marchwi, rzepie,
burakach i innych warzywach korzeniowych?*2.,

Od lat prowadzone sa szeroko zakrojone badania nad przemianami kwasu
orotowego w organizmie ludzkim, gdyz jest on waznym ogniwem w cyklu mocz-
nikowym?>%, Zaktocenia tej przemiany, spowodowane niedoborem niektorych
enzymow prowadza do rozmaitych, niekiedy bardzo cigzkich schorzen metabo-
licznych. Odbiegajacy od normy poziom kwasu orotowego w moczu znaleziono
w przypadku kilkunastu choréb i schorzen®, m. in. u 0s6b z zaburzona funkcja
watroby®, np. po infekcjach wirusowych, naduzyciu alkoholu lub $rodkéw odu-
rzajacych, zatruciu polekowym lub krwawieniu z przewodu pokarmowego. Jest
on rowniez objawem chordb takich jak citrulinemia, niedobor OTC czyli ornity-
notranskarbamylazy albo acydurii arginino-bursztynianowej?. Jedna z rzadkich,
a dramatycznych w skutkach choréb genetycznych jest dziedziczna acyduria
orotowa, wywotana deficytem dwufunkcyjnej proteiny, oznaczanej skrotem
UMPS ( UMP synthase, syntaza urydynomonofosforanowa), zawierajacej dwa
enzymy — fosforybozylotransferaz¢ kwasu orotowego oraz dekarboksylaze oro-
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tydyno-5’-monofosforanu. Niedobor UMPS w organizmie ludzkim zaktoca cykl
przemian prowadzacych do nukleotydéw pirymidynowych i skutkuje kumulo-
waniem si¢ kwasu orotowego, ktory nie ulega dalszym przemianom, pojawiajac
si¢ w moczu chorego, gdzie moze by¢ wykryty zwyktymi metodami chemiczny-
mi. Potrzeba monitorowania poziomu kwasu orotowego w moczu wywotala roz-
woj technik jego wykrywania, opartych gtéwnie na chromatografii, sprz¢zone;j
ze spektrometria masowa (GC-MS lub HPLC-MS)?**
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l asparaginianowa HN y4’ )\ J\ |

HN"“COOH ~ 0P N o COOH
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kwas asparaginowy il kwas dihydro- kwas orotowy
orotowy
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Hoo O
HN ) -CO, HN )
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O)\N O)\N COOH
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ump orotydyno-5'-fosforan

(OMP)

Rysunek 6. Udziatl kwasu orotowego w biosyntezie zasad pirymidynowych

4. Otrzymywanie kwasu orotowego

Poczatkowo kwas orotowy otrzymywano ze zrodet naturalnych, tj. wy-
odrebniano go z serwatki. Biscaro i Belloni! opublikowali wyizolowanie tego
zwiazku w 1905 roku, a juz w 1907 Wheeler?” otrzymat go przez saponifikacje
estru etylowego, uzyskanego uprzednio przez Miillera®® w reakcji kondensacji
mocznika z szczawiooctanem dietylu w kwasie octowym (Rys.8).

CHO C,H0 1%
_ =0 zo H2N HN
(@) N HO + >=O —_— J\ |
o= o HN 07 OC,H;
OCHs OCH; H o
Rysunek 8.

W nastepnych latach opublikowano szereg metod, prowadzacych do kwasu
orotowego droga utleniania pochodnych uracylu.
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Otrzymywanie kwasu orotowego droga utleniania pochodnych

uracylowych

Behrend i Struve® zsyntetyzowali kwas orotowy, utleniajac 6-metylouracyl
w roztworze wodorotlenku potasu przy uzyciu zelazicyjanku potasu K, [Fe(C-
N),], a Johnson i Schroeder*® otrzymali go z aldehydu 6-uracylowego, ktory utle-
niali kwasem chromowym. Stwierdzili oni réwniez, ze ten sam produkt powstaje
podczas utleniania 2-tio-6-uracyloaldehydu, otrzymanego poprzez kondensacje
y,y-dietoksyacetylooctanu etylu z tiomocznikiem, a nastgpnie ogrzewanie po-
wstatego diacetalu z rozcienczonym kwasem solnym?®! (Rys.9).

Poddajac 6-uracyloaldehyd i 2-tio-6-uracyloaldehyd reakcji Cannizzaro
(tj. dziataniu stezonego roztworu KOH), Johnson i Schroeder®! otrzymali odpo-
wiednio kwas orotowy i alkohol 6-metylenouracylowy (6-hydroksymetylo-/H-
pirymidyno-2.,4-dion) oraz kwas 2-tioorotowy i 6-hydroksymetyleno-2-tiouracyl
(Rys.10).

Mniej wydajna niz utlenianie 6-metylouracylu metodg otrzymywania kwa-
su orotowego opisat Hilbert*>. Dziatajac dymiacym kwasem siarkowym (oleum
15%) na kwas cytrynowy w obecnosci mocznika otrzymat on kwas uracylo-
4-octowy, ktory nastgpnie poddat utlenianiu za pomocg K,[Fe(CN/)] w wod-
nym roztworze KOH w temperaturze pokojowej. Czas reakcji wynosil 22 dni,
a uzyskana wydajnos¢ kwasu orotowego byta niska, prawdopodobnie wskutek
konkurencyjnych reakcji, potaczonych z destrukcja pierscienia pirymidynowego
(Rys.11).

o
/\O NH
2 HN
2000 o INREE o W )
0 O NH, SN 20
H OCHg
dietoksyacetylooctan etylu tiomocznik
18% HCI
ogrzew.
0o o
HN | Na,Cr,0,.H,0 HN |
OJ\N OH H,SO, SJ\N H
H o H o
Rysunek 9.
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Rysunek 10.
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H H
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Rysunek 11.

Otrzymywanie kwasu orotowego z substratéw niecyklicznych (totalna
synteza)

Atkinson, Maguire i wspotpracownicy® opracowali synteze kwasu oro-
towego z kwasu szczawiooctowego (systematycznie: oksalooctowego) i ure-
tanu etylowego (Rys.12). Kwas hydroksymaleinowy — posta¢ tautomeryczna
kwasu szczawiooctowego - reaguje z uretanem etylowym w obecnosci bez-
wodnika octowego lub chlorku fosforylu (POCL,), dajac bezwodnik N-e-
toksykarbonylomaleinowy. Bezwodnik ten reaguje z amoniakiem, dajac imid,
ktéry pod wptywem wodorotlenku sodu tworzy pochodna hydantoiny. Uzyskana
po zakwaszeniu 5-karboksymetylenohydantoina przegrupowuje si¢ po ogrzaniu
do kwasu orotowego.
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Inna totalna synteza kwasu orotowego - z kwasu asparaginowego — zo-
stata opisana przez Nyca i Mitchella**. Obejmuje ona synteze kwasu ureido-
bursztynowego (II) (Rys.13) przez traktowanie kwasu asparaginowego I cyja-
nianem potasu w $rodowisku alkalicznym, a nastgpnie cyklizacje zwiazku II
do kwasu 5-hydantoinooctowego III, bromowanie zwiazku III i otrzymanie
5-(karboksymetylideno)- hydantoiny V i jej przegrupowanie do kwasu oroto-
wego VI

i 0N O
N ~
HO_ o HO. o HN" SO g
o o
o HO Ac,0
o
0 A
OH 0™ oH bezwodnik N-etoksykarbonylo-
aminomaleinowy
kwas szczawiooctowy
NH/EtOH
A
o \/OYN 2
(o}
HO)Y\(O u*  inkoH HOL X r H*  2nNaOH o) NH
- (0] 50°C
HN_ _NH
HN \n/NH A N o
(0] (¢}
kwas orotowy 5-karboll<symetyieno- N-eltoksykarlbolnyio—
hydantoina aminomaleimid
Rysunek 12.
on Ho° Ho—°
H_ H_
KNCO N Br, N
H ogrzew o) —— o Br
OQ(
NH2 NT o ,N o)
H mn
[0}
Ho )K/H
|
grzew.
O)\NJYOH ogrzew. <
|
H (0]
vi
kwas orotowy
Rysunek 13.

Badanie stereochemii i mechanizmu powyzszych reakcji byto przedmiotem
dalszych prac*®.
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Kwas orotowy z hydantoiny

Kwas orotowy mozna tez otrzymaé, wychodzac bezposrednio z hydanto-
iny’® czyli imidazolidyno-2,4-dionu. Kondensacja hydantoiny z kwasem gliok-
salowym w wodnym roztworze zasady sodowej lub potasowej prowadzi do 5-k-
arboksymetylidenohydantoiny, ktora przegrupowuje si¢ do kwasu orotowego
(Rys.14).

HO_ o
0
H H. OH
H — — H
o HNio 0 o HN HNT
o NaOH © N © 0PN OH
H H '

Rysunek 14.

Metody otrzymywania kwasu orotowego z podstawionych hydantoin i ich
modyfikacje byty przedmiotem kilku patentéw. M. in. Rambacher i Mike?” opa-
tentowali metodg preparatyki kwasu orotowego, obejmujaca tworzenie karbok-
symetyleno-hydantoiny lub —tiohydantoiny, a nastgpnie przegrupowaniem pier-
Scienia pigciocztonowego do sze$ciocztonowego (rys.15)

H
iy 0o BOOC-C o
ﬁ \7_( 0
HOOC-CHO + __N_ N. —BoH NN —EoH BOOC—=y
T R Yo" HN\n/NH
gdzie R = H lub acyl s6l kwasu orotowego
X=0lubS

BOH = zasada nieorg. lub org.

Rysunek 15.

oraz wariant tej metody z nitrylem kwasu hydantoinowego (Rys.16, BOH =
zasada):

BOOC o
HOOG_CHO  + (CN BOH Hoocj\(cr\l BOH \I/Y

N__NH, H/erNH2
o}

o % s6l kwasu orotowego

Rysunek 16.
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Otrzymywanie kwasu orotowego poprzez 2-tioorotowy

Dziatanie kwasem glioksalowym na 2-tiohydantoing w wodnym roztworze
zasady sodowej lub potasowej, a nastgpnie przegrupowanie powstatej 5-ka-
rboksymetylideno-2-tiohydantoiny do 6-karboksy-2-tiouracylu (tj. kwasu 2-t-
ioorotowego)* prowadzi do otrzymania kwasu 2-tioorotowego (Rys. 17).

Inna metoda otrzymania kwasu 2-tioorotowgo jest kondensacja tiomocznika
z szczawiooctanem etylu i nastgpujace zmydlanie powstatego estru®®. Kwas ten
po krotkim ogrzewaniu z 3%-owym roztworem nadtlenku wodoru w $rodowi-
sku alkalicznym ulega odtiolowaniu do kwasu orotowego (Rys.18).

HO O O
H H_ OH

HN——H o>/_\< I )\ on
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kwas 2-t|oorotowy

Rysunek 17.
C,H0 o o
H H
o= . S=<NH2 1. kondensaCJa _3%H,0, N |
2 zmydlanie J\ OH NaOH A\ OH
— NH, o N
o~ \
OCHjg tiomocznik H o
Rysunekl§.

5. Reaktywno$¢ kwasu orotowego — modyfikacje chemiczne
5.1. Reakcje z udzialem grupy karboksylowej:
5.1a. Dekarboksylacja

Zaréwno wolny kwas orotowy, jak i alkilowany na atomach azotu N, i N,
mozna zdekarboksylowa¢ do odpowiednich uracyli (Rys.19) dziatajac pytem
cynkowym w chinolinie® albo wysoka temperatura®.

Reakcja dekarboksylacji kwasu orotowego jest waznym etapem przemian
biochemicznych, zachodzacych w organizmach zywych. W biosyntezie nukle-
otydow pirymidynowych zachodzi dekarboksylacja kwasu orotydylowego do
kwasu urydylowego (Rys.6.), katalizowana przez enzym dekarboksylazg oroty-
dyno-5’-monofosforanu (ODase). Zaktdcenia

w dziataniu tego enzymu sa powodem wystepowania acydurii orotowe;j,
dlatego tez mechanizm dekarboksylacji kwasu orotowego budzi spore zaintere-
sowanie i jest intensywnie badany***!,
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5.1b. Reakcja otrzymywania chlorkéw kwasowych:

Chlorki kwasowe kwasow karboksylowych sa zwykle bardzo reaktywne i
stanowia dogodny substrat do wielu dalszych reakcji chemicznych, np. do es-
tryfikacji, tworzenia amidow albo jako czynnik acylujacy. Z uwagi na staba roz-
puszczalno$¢ kwasu orotowego w wigkszosci rozpuszczalnikow organicznych,
m.in. w alkoholach, trudno jest go modyfikowa¢ chemicznie, np. estryfikowaé
metoda Fischera alkoholem w obecnos$ci st¢zonego kwasu siarkowego, dlate-
go tez podejmowano liczne proby przeprowadzenia takich reakcji via chlorek
orotylu. Pierwsze proby otrzymania chlorku orotylu nie powiodly si¢*’, w na-
stgpnych otrzymany halogenek acylowy uzyto do estryfikacji bez izolowania
i oczyszczania® jednak kolejne zostaly uwienczone wyizolowaniem* oczeki-
wanego produktu. Chlorek orotylu otrzymano prawie ilosciowo z bezwodnego
kwasu orotowego, ktory ogrzewano z chlorkiem tionylu w benzenie z dodatkiem
N, N-dimetyloformamidu (Rys. 20).

o)
soch \N
)\ . CeHe DMF )\N | .
H o

Otrzymanie chlorku orotylu dato mozliwos¢ uzyskania wielu estrow kwasu
orotowego, ktore wczesniej sprawiaty trudno$ci syntetykom (m.in. estru mety-
lowego i etylowego). Chlorek ten znalazl tez zastosowanie do acylowania grupy

Rysunek 19.

Rysunek 20.
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aminowej w o-aminokwasach i otrzymania wielu orotyloaminokwasdéw™*, jak
orotyloglicyna, orotyloglicyloglicyna, orotylo-DL-metionina, orotylo-DL-me-
tioninamid, orotylo-DL-fenyloalanina, orotylo-DL-tryptofan, orotylo-DL-wali-
na (Rys. 21). Otrzymane zwiazki testowano jako dodatki do paszy dla kurczat.
Niektore z nich — np. orotyloglicyna i orotylo-DL-metioninamid — wykazaty
dodatni wptyw na przyrost masy kurczat w poréwnaniu z populacja kontrolna.

9 (0]
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H 2N \HJ\OH H o
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HN | R )\ | H
)\ Cl 0° N OH
0" N H
H R
chlorek orotylu orotyloaminokwasy
R=
) J‘r\/\ s~ CH2

H- glicyna ) CH2

o cysteina @ @
H2N\)]\J_r 2{
glicyloglicyna tryptofan  fenyloalanina

walina
Rysunek 21.

5.1c.-d. Estryfikacja i modyfikacje estréow:

Seri¢ modyfikacji kwasu orotowego poprzez ester n-butylowy przeprowa-
dzili Ross, Goodman i Baker* (Rys. 22). Grupe karboksylowa kwasu orotowego
mozna zestryfikowa¢ n-butanolem w obecnos$ci stgzonego kwasu siarkowego;
inne estry trudno jest otrzymac ta droga z powodu stabej rozpuszczalnosci kwa-
su orotowego w innych alkoholach, np. w metanolu lub etanolu.

Orotan n-butylu reaguje z wodzianem hydrazyny w metanolu, tworzac
hydrazyd a z n-butyloaming i 2-aminoetanolem w roztworze etanolowym da-
jac odpowiednio amidy: n-butylamid i 2-hydroksyetylamid. Hydrazyd kwasu
orotowego ulega reakcji z azotanem(IIl) sodu w $rodowisku kwasnym do kar-
boksyazydku, a w reakcji z 2,4-pentanodionem tworzy odpowiedni hydrazon
(Rys.21). Niepodstawiony amid kwasu orotowego uzyskuje si¢ z orotanu metylu
pod dziataniem wodnego roztworu amoniaku®*

Podobna metoda, jak orotan n-butylu, otrzymano tez estry alkoholi dtugo-
tancuchowych, np. orotan heptylu, oktylu, nonylu (Rys. 23) i decylu**

Orotany metylu, etylu, oktadecylu i 2-etyloheksylu uzyskano dziatajac
chlorkiem kwasu orotowego na odpowiednie alkohole*.

Dziatanie na kwas orotowy diazometanem (Rys. 24) powoduje estryfikacje
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grupy karboksylowej i jednocze$nie metylowanie obu atomow azotu w pierscie-
niu pirymidynowym?®.
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Rysunek 24.

Estryfikacja kwasu orotowego N-hydroksyimidem kwasu bursztyno-
wego w obecnosci DCC w dimetylosulfotlenku*® daje ester orotowy N-
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hydroksysukcynimidu z wydajno$cia 54% a w dimetyloformamidzie — 28%*
(Rys.25). Orotan N-hydroksysukcynimidu otrzymano w celu zaktywowania
czasteczki kwasu orotowego 1 utatwienia jej sprz¢gania z amino-funkcjonalizo-
wanymi analogami dinukleotydow . Doswiadczenie miato na celu otrzymanie
nowych katalitycznych oligonukleotyddw metoda selekcji in vitro, a szczegdlnie
przebadanie mozliwosci katalizowania reakcji pomiedzy dwiema matymi cza-
steczkami organicznymi w warunkach amplifikacji enzymatyczne;j.

O
O HO—N
H
HN | o
)\ OH  DCC, DMSO
(6) N
) o
kwas orotowy wyd. 54%

orotan N- hydroksysukcynlmldu
Rysunek 25.

Zaklada sig, ze enzymatycznie generowane rybozymy moga oddziatywac
wewnatrzczasteczkowo na sprz¢zone z nimi reagenty, wywierajac efekt kata-
lityczny. Otrzymanie nowych potaczen RNA powinno doprowadzi¢ do izolacji
nowych rybozymow, katalizujacych fundamentalne reakcje organiczne, jak np.
reakcjg tworzenia amidow, reakcjg cykloaddycji Dielsa —Aldera wzglgdnie two-
rzenia wigzan N-glikozydowych.

Generalna strategia, majaca na celu uzyskanie nowych katalizatorow, obej-
muje syntezg ztozonych zwiazkow, wywodzacych sig z dinukleotydow, a zawie-
rajacych w jednej czasteczce nastgpujace elementy strukturalne:

e dwie reszty cytydynowe i 5’-terminalng grupg fosforanowa (do ligacji

do transkryptéw RNA lub oligonukleotydow przy pomocy ligazy T4
RNA),

* dwie do pigciu jednostek glikolu heksaetylenowego (HEG), by zapew-
ni¢ odpowiednie pozycjonowanie RNA i sprzgganego reagenta; jako
jednostki pozycjonujacej (,,spejsera”) uzyto glikolu polietylenowego
(PEG) z uwagi na duza gigtkos¢ (elastycznosc), obojgtnos¢ chemiczna
i neutralno$¢ strukturalng, by zminimalizowa¢ udziat linkera w katali-
zie>,

e grupg o-nitrobenzylowa, umozliwiajaca fotolityczny rozpad linkera w
roéznorodnych warunkach (niezaleznie od pH, polarnosci rozpuszczal-
nika, sity jonowej czy potencjalu redox);

* 3’- terminalng grupg funkcyjna, pozwalajaca na dolaczenie potencjal-
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nego reagenta lub innej matej czasteczki; na rysunku (Rys. 26.) jako
R wprowadzono pierwszorzedowa grupg¢ aminowa, ktora umozliwia
»przyczepienie” czasteczki kwasu karboksylowego (jako konkretny
przyktad kwasu karboksylowego o znaczeniu biologicznym wybrano
kwas orotowy).
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podstawnik, zawieraj. grupe aminowa

? OH N
HO—P—0O

I o)

o fotorozszczepienie
H H OH '

P [ yo-t-o 0
HO—P o/\/r I ‘fo\/\L o F’ 0-R
I 6 O n

NG, *

elastycznosc elastycznosc

Rysunek 26.

Do tak otrzymanego reagenta, zawierajacego na koncu tancucha R grupe
aminowa, podstawiano reszt¢ orotanowa, dziatajac uzyskanym uprzednio es-
trem orotowym N-hydroksysukcynimidu (Rys.27). Reakcj¢ derywatyzacji dinu-
kleotydu za pomoca NHS-aktywowanego estru prowadzono w roztworze 0,4M
K,HPO, (pH 8,0) z dodatkiem 20% DMF w temperaturze pokojowej w ciagu
2-3 godzin. Potem reakcjg przerywano, dodajac 1M roztwor octanu amonu, a
produkty oczyszczano przy uzyciu HPLC. Identyfikacji produktow dokonywano
przy zastosowaniu pomiarow MALDI-TOF.

Otrzymany amid kwasu orotowego jest jednym z elementéw wigkszej bi-
blioteki derywatyzowanych pochodnych dinukleotydowych, ktore moga postu-
zy¢ jako narzgdzie w dos§wiadczeniach metodami selekcji in vitro oraz w bada-
niach oddziatywan RNA.

Do amidow kwasu orotowego zaliczy¢ nalezy tez polaczenia tego zwiaz-
ku z dipeptydami wzglednie estrami dipeptydow®, ktorych serig otrzymano w
celu zbadania ich aktywnos$ci przeciwgrzybiczej wzgledem drozdzaka Candida
albicans®. Proby sprzegania z peptydami kwasu orotowego lub jego chlorku
przez ogrzewanie z odpowiednim peptydem w alkoholu Iub rozpuszczalniku
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niepolarnym (np. CHCL,) okazaty si¢ mato dogodne. Znacznie skuteczniejsza
byta reakcja sprzegania dipeptydow (lub ich estrow) z reszta orotanowa, gdy
kwas orotowy przeprowadzono uprzednio w ester N-hydroksysukcynimidu.
Jako nukleofilowych substratow peptydowych uzyto estréw metylowych, ¢-
butylowych lub benzylowych glicyloglicyny, leucyloleucyny i metionilometio-
niny. Niestety metoda ta zawiodta, gdy zamiast kwasu orotowego uzyto kwasu
S-fluoroorotowego, ktory nie ulegat estryfikacji N-hydroksysukcynimidem. Do-
prowadzito to do opracowania bardziej uniwersalnej metody sprzggania kwasu
orotowego i podstawionych kwaséw orotowych z aminokwasami i peptydami
przy uzyciu EEDQ czyli 1-(etoksykarbonylo)-2-etoksy-1,2-dihydrochinoliny
jako czynnika sprzggajacego. Reakcj¢ prowadzi si¢ w DMF w 50-55 °C przez
12-24 godzin, a uzyskiwane wydajnosci sa rzedu 80-90%. Przyktadowa reakcje
kwasu orotowego z estrem metylowym L-leucylo-L-leucyny przedstawia Rys.
28.

6 O n N 82 6 o o
n=3,m=2
Rysunek 27.
O o0—
H
0 Oy Ner=H
__EEDQ N
DMF, 50-55 C HN
12-24 h
HZN H
Leu-Leu-OMe Ort-Leu-Leu-OMe
Rysunek 28.

Przy wuzyciu jednej Iub drugiej metody, tj. poprzez ester N-
hydroksysukcynimidu lub przy uzyciu EEDQ, uzyskano szereg amidow kwasu
orotowego i 5S-fluoroorotowego, podstawionych aminokwasami i dipeptydami:

Ort-Gly-OMe, Ort-Gly-O-#-Bu, Ort-Gly-Gly-OBzl, Ort-Gly-Gly-O-#-Bu,
Ort-Leu-Leu-OMe, Ort-Gly-Gly-OH, Ort-Leu-Leu-OH, Ort-Met-Met-OMe,
5-FOrt-Leu-OH, 5-FOrt-Leu-Leu-OH, 5-FOrt-Leu-O--Bu, 5-FOrt-Leu-Leu-
O-#-Buiin.
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Stwierdzono, ze orotylo-L-leucylo-L-leucyna i 5-fluoroorotylo-L-leucylo-
L-leucyna inhibituja wychwytywanie trimetioniny (Met), przez C. albicans WD
18-4.

Wisrdd reakeji modyfikacji estrow kwasu orotowego nalezatoby wymienié
reakcje tiolowania orotanu n-butylu za pomoca P,S, , przeprowadzona przez
Lapuche’. W zastosowanych warunkach reakcji (Rys.29.) nastepuje wymiana
atomu tlenu grupy karbonylowej w pozycji 4 pierscienia uracylowego na atom

siarki, tj. wprowadzenie grupy tionowe;.

o} S
HN H P4S10/NaHCO3 HN H
)\ | o diglyme, 110 C, 3 h )\ | o
07 "N NS 98% 07 >N ~N
H H
o} o}

Rysunek 29.

Nie udaje si¢ ta metoda tiolowa¢ grupy karbonylowej w pozycji 2 pierscie-
nia pirymidynowego; wprowadzenie atomu siarki w pozycje 2 jest mozliwe dro-
ga syntezy pierscienia pirymidynowego z substratow niecyklicznych.

5.2. Reakcje podstawienia na atomach azotu N, i /lub N,

Metylowanie kwasu orotowego w roztworze NaOH siarczanem dimetylu,
prowadzi zaleznie od warunkow reakcji do mono- lub dimetylowych pochod-
nych’>333 (Rys.30):

o}

O
HN | (CH3)SO4 H3C\N |
NaOH, &
O)\N OH wyd. 30% O)\H OH
H (0] (0]
PhCH,Br
NaOH, CH3)SO
o \___(CHy)sOy (0
wyd. 20% NaOH. aOH, .
temp. pokoj. temp. pokoj.
(0]
@ wyd. 589 o
N HsC-
o)\ N O j\ |
OH
(6] o N
|
CH; O

Rysunek 30.
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natomiast stosujac jako czynnik alkilujacy bromek benzylu w tych
samych warunkach (roztwor NaOH, ogrzewanie) otrzymuje si¢ kwas 1,3-
dibenzyloorotowy z wydajnoscia 20%. Nie udaje si¢ otrzymac ta droga
selektywnie pochodnej monobenzylowej, tj. kwasu 3-benzyloorotowego
wzglednie 1-benzyloorotowego.

Kwas3-benzyloorotowyotrzymujesi¢przezkondensacjgN-benzylomocznika
zszczawiooctanemdietyludo 1-benzylo-4-karbetoksymetylidenohydantoiny, kto-
ra w Srodowisku alkalicznym przegrupowuje si¢ do kwasu 3-benzyloorotowego
(Rys.31.)

o) _
C,HsO__O QH M/C COOC;Hs @ (0]
N
N

>=0 N_ _NH OH™
o H,N _— \
ok Ay

0" “OCHs
Rysunek 31.

Pochodne dibenzylowe®® i dibenzoilowe® otrzymano tez wychodzac z es-
trow kwasu orotowego (Rys. 32)

0 0
H
HN Cl H
| ¥ O)J\ pirydyna, CH5CN N
;ﬁ/\( smmmonen (Y Y,
H oo

Rysunek 32.

5.3. Wprowadzenie podstawnika w pozycje S

Kwas orotowy ulega reakcjom substytucji, w ktorych atom wodoru w po-
zycji 5 zostaje podstawiony inng grupa, np. nitrowaniu lub chlorowcowaniu, ale
nie wszystkie z tych reakcji zachodza tatwo, a warunki reakcji czgsto sa inne, niz
dla typowej aromatycznej substytucji elektrofilowe;.

W celu uzyskania kwasu 5-fluoroorotowego prowadzi si¢ syntez¢ z sub-
stratbw niecyklicznych: siarczanu metyloizotiouroniowego i dietyloflu-
oroszczawiooctanu sodu w obecnosci etanolanu sodu we wrzacym etanolu.
Podczas kondensacji zachodzi cyklizacja do 2-(metylotio)-4-hydroksy-5-fluoro-
6-pirymidynokarboksylanu etylu, ktéry hydrolizuje pod wpltywem stezonego
kwasu solnego do kwasu 5-fluoroorotowego* [Ti J-S., Steinfeld A. S., Naider F.,
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Gulumoglu A., Lewis S. V., Becker J. M.; Anticandidal Activity of pyrimidine-
peptide conjugates; J. Med. Chem. 23, 913-918 (1980)].

Chlorowanie kwasu orotowego do S-chloroorotowego mozna uzyskac,
dziatajac stgzonym kwasem solnym i 30%-owym nadtlenkiem wodoru (,,Super-
oxol”, Merck) w temperaturze pokojowej; w czasie 10-12 godzin reakcja zacho-
dzi praktycznie ilosciowo (Rys.33).

O

H N HCI +H,0, H'N Cl

| temp. poko.
)\ OH  foiah O)\H

O N
H

(0]
Rysunek 33.

Kwas 5-chloroorotowy otrzymano tez dziatajac na kwas orotowy HOCI.
Reakcja ta byta jedna z wielu przemian, prowadzacych do chlorowanych pi-
rymidyn®, przedstawionych na rysunku 34. Chloropirymidyny sa dogodnymi
substratami do wielu reakcji substytucji, w ktorych atom chloru zostaje podsta-
wiony grupa hydroksylowa, aminowa wzglednie tiolowa.

OCH;

CH4OH OH
NaOCHj T o N L0Ck,
PCls

NS H
C|)\\N I o H:0 CH3OHl- Jie] cl
reflux o Bzl N7 Cl
° o A
'z_:monal HN | Cl N~ Cl
2!
O)\N H 5%Ac,0 HNT POCI,
H AcOH o™ N 4 PCl,
ci o soém2 H OCHs o .
Fe I
)N\/ I H HN)‘\/I(Q o o __POCh )\)I
N o (CH3)2 CeHs
o SN OH O)\H ocH, 10% HCI O)\ L on COOH
o}

5-chloroorotan metylu
t.t. 255-6 C, 89% wyd. kwas 5- chloroorotowy\

240-305 C cl
CHOH 00'3 min. HNJ?[
reflux

cl
N z _NaOH _ N - l cl
\N OH

Rysunek 34.

243



Materiaty supramolekularne

Bezposrednie dziatanie na kwas orotowy woda bromowa prowadzi do otrzy-
mania kwasu 5,5-dibromobarbiturowego (Rys.35)*, natomiast bromowanie roz-
tworem bromu w tetrachlorometanie w temperaturze 70°C nie daje efektow>®
— odzyskuje si¢ wylacznie nieprzereagowany kwas orotowy.

0 0
H Br
HN Br, / H,0 HN
2| —— J L7
O N OH (0] N (@]
H o § H

Rysunek 35.

Kwas 5-bromoorotowy mozna otrzymac, dzialajac mieszaning 48% kwasu
bromowodorowego i wodnego roztworu nadtlenku wodoru (30%) na kwas oro-
towy w temperaturze < 35°C (burzliwa reakcja, konieczne chtodzenie lodem);
produktem jest dihydrat kwasu bromoorotowego (bladozotte igly, t.t. 288°C), a
wydajnosc¢ tej reakcji wynosi 73%. Bezwodny kwas 5-bromoorotowy uzyskuje
sig po wysuszeniu dihydratu z ogrzewaniem do 80°C nad P,0,%. Ogrzewanie
czystego kwasu 5-bromoorotoego do temperatury ok. 300°C powoduje wydzie-
lanie CO, i uzyskanie niemal ilosciowo 5-bromouracylu (t.t. 296°C).

Jodowanie kwasu orotowego prowadzi si¢ za pomoca N-jodosukcynimidu
(NIS) we wrzacej mieszaninie kwasu trifluorooctowego i1 bezwodnika trifluoro-
octowego (TFA-TFAA) w ciagu 10 godzin®. Alternatywna metoda jest jodowa-
nie za pomoca roztworu chlorku jodu we wrzacym metanolu (czas reakcji 24
h). W obu przypadkach powstaje kwas 5-jodoorotowy (Rys. 36), ale ta druga
metoda jest powolniejsza, nieco mniej wydajna i sprzyja reakcjom ubocznym.

(0]
HN
NIS )\ | OH
HN (0] N
)\ | OH TRA-TEAA 0 wya sou
07N Wya. s
H
(0] ICI (0]
|
MeOH HN |
A oH
O wyd. 50%

Rysunek 36.
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Kwas 5-nitroorotowy mozna uzyskaé przez bezposrednie nitrowanie kwa-
su orotowego lub jego estru mieszanina nitrujaca, tj. kwasem azotowym(V) w
mieszaninie ze stezonym kwasem siarkowym(VI)®. Ten sam produkt powstaje
takze podczas dziatania mieszaning nitrujaca na 6-metylouracyl® lub 6-metylo-
2-tiouracyl®?, gdyz silnie utleniajace dziatanie kwasu azotowego powoduje utle-
nienie grupy metylowej do karboksylowej, a w silnie kwasnym $rodowisku po-
chodne 2-tiouracylu ulegaja odtiolowaniu (Rys. 37)

o o} o}
) L A Lo
e —— D ———————

OH H
o7 N 2504 AN Hso, 0Py CHs
le} H o) H
HNO3 o)
H,SO
29U4 HN)K/l[H
s)\N CH,
H
Rysunek 37.

5.4. Dobudowa drugiego pierscienia z udzialem grupy —COOH i atomu
wegla C.:

Stosujac odpowiednie reagenty, mozliwa jest rozbudowa czasteczki kwasu
orotowego o drugi, skumulowany pierscief, zawierajacy atomy wegla C,, C, i
atom karboksylowy.

Ogrzewajac kwas orotowy z paraformaldehydem we wrzacej wodzie w cia-
gu 40 godzin uzyskano lakton kwasu 5-hydroksymetyloorotowego® (Rys.38.) z
wydajnoscia (po oczyszczaniu na kolumnie i krystalizacji) 8%. Reakcja przebie-
ga przez etap podstawienia grupy CH,OH, wywodzacej sig z czasteczki formal-
dehydu, w pozycjg 5 pierscienia pirymidynowego.

HN H HCHO HN

)\I OH—>O)\| 0
(0]

o} N
H

Iz

(6]
Rysunek 38.

Dziatajac na orotan metylu chlorkiem 2,6-dichlorobenzohydroksymoilu
w obecnosci trietyloaminy w DMF uzyskano pochodna oksazynonu, 5-(2,6-
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dichlorofenylo-)-1H-7-oksa-1,3,6-triazanaftaleno-2,4,8-trion® (Rys.39.):

Cl Cl
o
R

N SN

. _EtN/THE )\ | ,

2\ OCHjs HO\ 3 dnl temp. pokojowa o N (0]
|

cl R O
R= H’ CH3 R=H, wyd.28% DMF

R = CHgz, wyd. 72%
Rysunek 39.

Analogiczna reakcja zachodzi dla 1,3-dimetyloorotanu metylu i dla pochod-
nych uracylu, jak 1,3,6-trimetylouracyl lub 6-chloro-1,3-dimetylouracyl, nie
zachodzi natomiast, gdy zasada pirymidynowa posiada podstawnik w pozycji
5, np. dla 1,3-dimetylotyminy. Postuluje si¢, ze reakcja ta przebiega przez etap
cykloaddycji [3+2], a nastgpnie otwarcie pierscienia przez zasadg (Et,N) lub
polarny rozpuszczalnik (DMF) do oksymu i ponowne zamknigcie z eliminacja
czasteczki metanolu (Rys.40.).

o A o A
__ACNQ R\ N Ry NoH | CHioH Ry SN
A " PP S P W\
OCH3 g o
|
R

| JOcHs

Ar =2,6-Cl,CeHs
Rysunek 40.

5.5. Modyfikacje chemiczne w pozycjach 2 i 4 pierscienia uracylowego.

Otrzymano szereg analogow strukturalnych kwasu orotowego, posiadaja-
cych w pozycji 2 i/lub 4 pierScienia uracylowego grupe tiolowa®, aminowa lub
atom chlorowca.

Kwas orotowy I pod wptywem mieszaniny POCI, i PCI ulega przemianie w
kwas 2,6-dichloro-4-pirymidynokarboksylowy* (II), a ten reaguje tatwo z mocz-
nikiem w etanolu do kwasu 2,4-ditioorotowego (III) i z etanolowym roztworem
amoniaku, dajac kwas 2,6-diamino-4-pirymidynokarboksylowy (IV) (Rys. 41.).
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Q H,N
AN N
LT oy P9Gs )\ 8

07 N TPC, C,HsOH

H

0 NH,O
! C,H5OH
NH,
N7 H
HZN)\\N OH
v ©
Rysunek 41.

Wychodzac z otrzymanego uprzednio kwasu 2-metylotioorotowego (V),
mozna pod dziataniem HCI i metanolu w obecnosci sladow wody otrzymac oro-
tan metylu (VIII); reakcji estryfikacji towarzyszy tu odmetylotiolowanie (Rys.
42). Estryfikujac V metanolem nasyconym gazowym chlorowodorem otrzymuje
si¢ mieszaning dwoch estrow: 2-metylotioorotanu metylu (VI) i 2-metylotio-6-
metoksy-4-pirymidynokarboksylanu metylu (VII). Zwiazek VII w $rodowisku
kwasnym hydrolizuje do kwasu orotowego (I).

OCH; o
H H H
HN N7 +  HN
CHZOH PN | | H I
)\ con ocH, + L
HCS HCI  HyCS™ N 3 H3cs)\\N OCHs PO
Vi o Vil g H
HCI CH30H JPOCI3 l;l_ia%CH3 I
2
slady slady
o cl OCH;
NaOCH H
HN | H )’L/ | —3> )N\/
07N OCH3; Hyes” SN OCHj3 slady H,CS
0 o)
Wi X X
POCI5 NaSH
cl HoN SH 8
H >=s H H
PN - ]
OCH H
3 HS)%N (o] T
xi © 0 il
I
Rysunek 42.
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Dziatajac na orotan metylu (VIII) tlenochlorkiem fosforu POCI,, uzyska-
no 2,6-dichloro-4-pirymidynokarboksylan metylu (XI), a z 2-metylotioorotanu
metylu (VI) pod dziataniem tego samego odczynnika powstaje 2-metylotio-6-
chloro-4-pirymidynokarboksylan metylu (IX). Pod dziataniem tlenochlorku fos-
foru nastgpuje wymiana grupy hydroksylowej (w enolowej formie tautomerycz-
nej) na atom chloru, podczas gdy grupa metylotiolowa pozostaje nienaruszona.
Reakcje zwiazku IX z wodorosiarczkiem sodowym i zwiazku XI z tiomoczni-
kem prowadza do tego samego produktu — kwasu 2,4-ditioorotowego III.

Cykl reakcji substytucji chloru przez grupg aminowa lub tiolowa oraz hy-
drolizy grupy estrowej w pochodnych kwasu orotowego przedstawia ponizszy
schemat (Rys.43.):

SH SH
cl
Ho N7 HCI N7
N7 NH,OH -— |
Cl)\\N OCHs N/ / Sy OH H3CSJ\\N OH
X \ o
1 NaSH
10% alk. NH3 cl
S T 100 C N7
-
NH; chs)\\ OCH3  alk. NH, | CS)\\ | OCH;
-~ H 3
gy °
NI T AH M lalk NH3
0
Na%)ﬁl\/ | NHCH, H
ia
Hs” SN O Jj(ﬂ/ H3CS NH,
0 o
H3CS)\ NHCH; s~
Rysunek 43.

W cyklu reakeji substytucji, opisanych powyzej, otrzymuje si¢ mi¢dzy inny-
mi kwas 4-tioorotowy i kwas 2,4- ditioorotowy (III, Rys. 43). Kolejny siarkowy
analog kwasu orotowego, kwas 2-tioorotwy, mozna otrzymaé¢ metodami opisa-
nymi uprzednio®® *®. Kwasy tioorotowe budza spore zainteresowanie nie tylko z
powodu ich zdolnosci do kompleksowania jonow metali®, ale i jako potencjalne
antymetabolity kwasu orotowego. Zastapienie atomu tlenu grupy karbonylowe;j
kwasu przez atom siarki stwarza nowe mozliwosci modyfikacji chemicznej cza-
steczki. Kwas 2-tioorotowy w reakcji z halogenkami alkilowymi w $rodowisku
alkalicznym ulega alkilowaniu na atomie siarki (Rys. 44), a niektore z otrzyma-
nych ta droga kwasow 2-alkilotioorotowych wykazuja aktywno$é przeciwdrob-
noustojowa®’.
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0]
H H

HN 0,1 n NaOH HN
| Br —_— |
Sé\ H OH + \’l/\‘]'n MeOH /\[\/\t‘SA\N OH

0 o)

Rysunek 44.

Interesujace sa rowniez wiasciwosci spektralne tych polaczen, zwlaszcza
ich zachowanie w komorze jonizacyjnej spektrometru mas EI/MS®,

Kwasy 2-alkilotioorotowe ulegaja reakcjom z udziatem grupy karboksylo-
wej; mozna je estryfikowac, a uzyskane estry przeprowadza¢ w hydrazydy kwa-
sowe (Rys. 45). Uzyskane ta droga izomeryczne zwiazki analizowano metodami
spektrometrii mas®.

HoN-NH,. H,O
e —
CH40H

At nS)\\N NHNH,

Rysunek 45

Zsyntetyzowano takze szereg kwasow orto-, meta- i para- chloro-, bromo- i
nitro-benzylotioorotowych (Rys. 46)oraz przebadano wplyw miejsca podstawie-
nia w pierscieniu aromatycznym na widma masowe i widma weglowego rezo-
nansu jadrowego tych potaczen™

(0]
HN | H 7\ —_— HN | H
OH * =/ Br Js OH
>N : ©) s N
o) - (0]
X =Br, Cl, NO, N/
X
Rysunek 46.
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5.6. Redukcja pierscienia pirymidynowego

Podwdjne wiazanie C,=C, mozna zredukowa¢ enzymatycznie’' albo dzia-
tajac wodorem na katalizatorze platynowy’™ w etanolu, otrzymujac kwas dihy-
droorotowy (kwas 2,6-diokso-heksahydro-pyrimidino-4-karboksylowy) (Rys.
47). Jako katalizator uwodornienia stosuje sig tez Rh-Al,O, ™ w obecno$ci mor-
foliny

(0}
H H
HN | redukcja HN
—_—
Ho/Pt OH
O)\H | OH 2 0 H
o

kwas (+-)-2,6-diokso-heksahydro-
pirymidyno-4-karboksylowy

Rysunek 47.

5.7. Destrukcja pierscienia

Pod wptywem silnych czynnikéw utleniajacych, np. nadmanganianu potasu
KMnO, piersciefi pirymidynowy ulega rozpadowi. Reakcja przebiega fatwo, bez
ogrzewania, a jej produktami sa kwas szczawiowy i monoureid kwasu szczawio-
wego® (Rys. 48).

o)
H 0 H
HN kMno,  HO_ 0O SH o
A oH — &5 T 4
07 "N H20 O OH 2
H o OH

Rysunek 48.

Istnieja tez doniesienia o rozkladzie kwasu orotowego pod wpltywem
KMnO, z wydzieleniem mocznika'.

5.8. Inne reakcje
Wisrdd reakcji, nie objetych powyzszym podzialem mozna wymienié foto-
chemiczna dimeryzacj¢ kwasu orotowego (Rys.49 )™

o} y Oy o
H H,0, 20 C \ H
Vol o v - LT
0~ N 0~ "N N~ o

Ho g H H

O OHHO ©

Rysunek 49.
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Reakcja sililowania:

Dziatanie na kwas orotowy chloro-trimetylo-silanem powoduje sililowanie
grup karbonylowych (Rys. 50), zwiazanych z pierscieniem pirymidynowym i
daje kwas 2,6-bis- trimetylosilanoksy-pirymidyno-4-karboksylowy’:

N

HN | —Si_
Ay OH
H

]

Rysunek 50.

6. Przyklady zwiazkow kompleksowych, zawierajacych ligandy orotowe

W literaturze opisano wiele zwiazkow kompleksowych, zawierajacych jako
ligand kwas orotowy. Jest on ligandem polifukcyjnym, zdolnym do koordyno-
wania jonow metali za posrednictwem dwoch atomoéw azotu z pierscienia piry-
midynowego, dwoch karbonylowych atomoéw tlenu oraz grupy karboksylowe;.
Od wzgledow sterycznych i od budowy pozostatych ligandow zalezy, ktore z
tych atoméw sa zaangazowane w tworzenie kompleksu. Kwas orotowy moze
wykazywa¢ rézne tryby koordynacji, dziatajac jako ligand jednokleszczowy,
dwukleszczowy, mostkujacy, chelatujacy lub mostkujaco-chelatujacy. Wsrdd jo-
now metali, ktore tworza kompleksy z udzialem kwasu orotowego wymienia sig¢
metale alkaliczne™ i przejsciowe®,””87 np. Cu(I1)**8!, Ni(11)32% Cd(11)*, Pt(I)®,
a takze, chociaz rzadziej, lantanowce®*#73% Kompleksy te maja r6zna budowe
przestrzenna, od jednowymiarowych tancuchow, przez struktury w ksztalcie dra-
binek, powiazanych ,,spejserami” orotanowymi'¢ az do skomplikowanych sieci
trojwymiarowych. Taka sie¢ tworzy np. koordynacyjny polimer gadolinu(III)
o sktadzie [Gd(HL)(OH)(H,0)], (Il)gdzie HL = ligand orotanowy'®, w ktérym
centra stanowia jonu Gd o liczbie koordynacyjnej 8. Gd(III) jest koordynowany
przez jeden atom azotu (N1 z czasteczki kwasu orotowego) i siedem atomoéw
tlenu, z ktorych trzy pochodza od grup OH, trzy od trzech réznych ligandow
orotanowych i jeden od czasteczki wody. Struktur¢ kolejnych wymiaréw tego
kompleksu (II) pokazuja przyktadowo rysunki 51-53.

Inne zwiazki koordynacyjne, zawierajace jako ligandy czasteczki kwasu
orotowego lub jony orotanowe, wykazuja inne typy architektury przestrzenne;.
Przyktadem moze by¢ struktura lamelarna kompleksu III anionéw kwasu oro-
towego z jonami srebra Ag(I), przedstawiona na rys. 54.
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GdAC

Rysunek 51. Lancuch w ksztalcie drabiny, tworzony przez Gd(Ill) i u-OH w zwiqzku I1.

Rysunek 52. Struktura zwiqzku 11 — zygzakowate ftancuchy Gd(Ill) z ligandami
orotanowymi i mostkami u -OH.

Rysunek 53. Gwiazdzista, trojwymiarowa struktura kompleksu 1. Lancuchy potqczone
pozostatymi karbonylowymi atomami tlenu ligandow orotanowych w roznych kierunkach
tworzq otoczenie Gd(IIl) o liczbie koordynacyjnej 8.
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Rysunek 54. Struktura dihydratu bis(O,0’,0 ”-hydroorotano)disrebra(l) — zwiazek 111.
Jony srebra zazmaczono czarnym wypelnieniem, czqsteczki wody dla przejrzystosci
pominieto.
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Sie¢ wiazan wodorowych w powyzszym kompleksie przedstawia Rys.55.

Rysunek 55. Ukiad sieci wiqzan wodorowych w kompleksie I11.

Roéznorodnos¢ zwiazkow kompleksowych z udziatlem kwasu orotowego
oraz wielos¢ struktur, ktore tworza te zwiazki jest ogromna i przekracza ramy
niniejszego opracowania.

Sam kwas orotowy, krystalizowany z wody, tworzy monohydrat, krystalizu-
jacy w uktadzie trojskosnym (patrz: 2. Budowa czasteczki i wlasciwosci fizy-
kochemiczne kwasu orotowego).

7. Zastosowania kwasu orotowego

Kwas orotowy odgrywa kluczowa role w metabolizmie kwasu foliowego®
i witaminy B ,; uwaza sig, ze moze czgSciowo rekompensowac niedobor tej wi-
taminy”® oraz poprawia¢ transport sktadnikoéw mineralnych przez btony komor-
kowe organizmu. Stosowany jest jako lek w schorzeniach watroby, w leczeniu
stwardnienia rozsianego oraz zawale serca i u pacjentdw z choroba wiencowa
(poprawia stan energetyczny migsnia sercowego). Najczes$ciej wprowadza sig
go do organizmu w postaci soli — orotanow wapnia, magnezu lub potasu. Sole
te sa fatwo wchtaniane z uktadu pokarmowego i transportowane w organizmie
z krwia, gdzie nast¢puje uwolnienie kationu metalu, co umozliwia jego terapeu-
tyczne dziatanie.

Orotan magnezu zwigksza tolerancj¢ wysitku u pacjentow z choroba wien-
cowa 1 u trenujacych sportowcow, natomiast orotan wapnia poprawia wchia-
nianie wapnia i w ten sposob zapobiega osteoporozie. Orotan litu jest lekiem w
schorzeniach, przebiegajacych z nadmiernym pobudzeniem uktadu nerwowe-
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go, np. silnej zmiennosci nastrojow czy chorobie dwubiegunowej. Handlowo
dostepny jest rowniez orotan cynku i addukty kwasu orotowego z niektorymi
aminokwasami, stosowane jako suplementy diety, dodatki do odzywek dla spor-
towcow oraz jako nutraceutyki, tj. srodki, ktore nie tylko wzogacaja diete, ale i
wywieraja efekt farmakologiczny.

Sole kwasu orotowego sa elektrycznie obojetne i dos¢ odporne na dyso-
cjacjg, co wydaje si¢ mie¢ kluczowe znaczenie dla transportu mineratéow i ich
przyswajania. Dysocjacja tych soli przebiega znacznie wolniej niz np. soli ku-
chennej, dzigki czemu odpowiednie sktadniki mineralne zdaza dotrze¢ do wta-
Sciwego miejsca w organizmie, zanim zostang uwolnione. Nawet gdy zalezy
nam na wprowadzeniu do organizmu samego kwasu orotowego (niezaleznie
od kationu metalu), korzystniejsze jest stosowanie kwasu w postaci soli niz w
postaci niezwiazanej, gdyz wolny kwas orotowy przenika biernie do wngtrza
komorki droga dyfuzji przez btong komorkowa; nie jest on transportowany ak-
tywnie 1 wskutek tego ilo$¢ tego zwiazku, ktora dostaje si¢ do komorki, jest
ograniczona. W przypadku uracylu, ktory rozni si¢ od kwasu orotowego tylko
brakiem grupy karboksylowej, transport przebiega inaczej: czasteczki uracylu,
mniej polarne, bardziej lipofilowe niz OA, tacza si¢ z bialkiem transportowym,
ktore przenosi je efektywnie do wnetrza komorki®!. Przeprowadzenie czasteczki
kwasu orotowego w sol sprawia, ze otrzymany kompleks jest bardziej lipofilowy
i fatwiej transportowany przez membrany lipidowe niz wolny kwas®.

Inne zastosowania kwasu orotowego sa ostatnio przedmiotem patentow®,
majacych na celu zmniejszenie toksycznosci srodkow przeciwnowotworowych
w stosunku do tkanek nienowotworowych przez przeprowadzenie ich w po-
chodne kwasu orotowego. Dotycza one antybiotykow z grupy antracyklin katio-
nowych, takich jak doksorubicyna (DOX) wzglednie daunorubicyna.

2-propanpol
o I
HaC NH,.HCI | NH
OH HsC NH,.HO
[¢]
o o OH
o
HN
e NaOH |
)\ OH 2-propanol ONa Synteza orotanu doksorubicyny
o) N o N
N H
e} o
Rysunek 56.
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Doksorubicyna tj. chlorowodorek (8S, 10S)- 10[(3-amino- 2,3,6- trideok-
sy-o-L-likso-heksopiranosylo)-oksylo-8-glikolilo-7,8,9,10-tetrahydro-6,8,11-t-
rihydroksy-1-metoksy-5,12-naftacenodionu , C, H,,NO, .HCI , masa czastecz-
kowa 579,99, (Rys. 56. — Synteza orotanu doksorubicyny) jest antybiotykiem,
stosowanym szeroko w terapii biataczek i guzéw nowotworowych, podobnie jak
jej pochodne i inne kationowe antracykliny. Niestety w wigkszych dawkach i w
miar¢ kumulowania si¢ w organizmie jest ona toksyczna dla zdrowych tkanek,
m.in. dla mig$nia sercowego i powoduje wicle efektow ubocznych, jak obrzeki,
boéle gtowy, dreszcze, bole plecow, Sciskanie w klatce piersiowej lub gardle, nie-
docisnienie. U wigkszosci pacjentdw objawy te mijaja z czasem, ale zdarzaja si¢
przypadki cigzkie, nawet Smiertelne (grupa szczegolnie narazona sg dzieci), stad
wielkie zapotrzebowanie na modyfikacje, ktore poprawia dziatanie tych lekow a
jednoczesnie zmniejsza efekty uboczne. Wprowadzanie doksorubicyny w posta-
ci orotanu sprawia, ze jest ona wolniej wchtaniana w uktadzie pokarmowo-tra-
wiennym, ulega powolnemu rozpuszczaniu z rozpadem na antybiotyk w postaci
jonu i wolny kwas orotowy, ktory z kolei redukuje toksycznos¢ leku w stosunku
do watroby i serca. Pomiary metodami biochemicznymi st¢zenia doksyrubicyny
w zdrowych tkankach po podaniu leku w postaci orotanu wykazaly, ze ta postac¢
antybiotyku stabiej przenika do zdrowych organow i mniej si¢ w nich kumuluje,
co niweluje wiele wymienionych poprzednio efektow ubocznych.

Kwas orotowy znalazt takze zastosowanie w kosmetyce jako dodatek do
kremoéw nawilzajacych skorg i opozniajacych efekty starzenia, gdyz jest tatwo
absorbowany przez komorki nabtonka i przenika w glab tkanek skornych, od-
zywiajac je’*.

Literatura:

1. (a)Biscaro G., Belloni E.; Ann. Soc. Chim. Milano X1, fasch 1, I1 (1905);
(b) Biscaro G., Belloni E.; Chem. Zentr. [11] 63 (1905);

2. Lehninger A., Principles of Biochemistry, Worth Publisher, New York,
661 (1970);

3. Schmidbaur H., Classen H. G., Helbig J.; Aspartic and glutamic acid as
ligands to alkali and alkaline-earth metals: Structural chemistry as re-
lated to magnesium therapy; Angew. Chem.Int. Ed. Engl. 29 (10) 1090
— 1103 (1990) [Asparagin- und Glutaminsaure als Liganden fur Alkali-
und Erdalkalimetalle;

4. Kumberger O., Riede J., Schmidbaur H.; Preparation and crystal struc-
ture of zinc bis-[orotate(1-)] octahydrate; Z. Naturforsch. B 48(7), 961
(1993);

5. Bekiroglu S., Kristiansson O.; Hydrogen-bonded neutral and anionic
lamellar networks: Crystal structures of bis(0,0’,0”’-hydroorotato)di-

256



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Kwas orotowy — synteza i reaktywnos¢

silver(I) dihydrate, potassium hydroorotate and rubidium hydroorota-
te. Ab initio calculations on orotic acid and the hydroorotate anion; J.
Chem. Soc., Dalton Trans., 1330 (2002), doi: 10.1039/b110386p;
James S. L., Mingos D. M. P.,, Xu X., White A. J. P., Williams D. J.;
Orotate complexes of rhodium(I) and iridium(]): effect of coligand, co-
unter ion, and solvent of crystallisation on association via complemen-
tary hydrogen bonding; J. Chem. Soc., Dalton Trans., 1335 (1998);
Shugar D., Fox J. J., Spectrophotometric studies of nucleic acid de-
rivatives and related compounds as a function of pH. 1. Pyrimidines.
Biochim. Biophys. Acta, 9 (2), 199 (1952);

Takusagawa F., Shimada A.; The crystal structure of orotic acid mono-
hydrate (vitamin B ,); Bull . Chem. Soc. Jpn., 46,2011-2019 (1973);
Portalone G., Redetermination of orotic acid monohydrate, Acta Crys-
tallographica Section E (Structure Reports Online), E64, 0656, (2008),
doi: 10.1107/S160053680800562X.;

Chidambaram R., Sequeira A., Sikka S. K.; Neutron — diffraction study
of the structure of potassium oxalate monohydrate: Lone-pair coordina-
tion of the hydrogen-bonded water molecule in crystals; J. Chem. Phys.,
41,3616 (1964);

Hilal R., Zaky Z. M., Elroby S. A. K.; Electronic structure of orotic acid.
I. Geometry, conformational preference and tautomerism, J. Mol. Struct.
(Theochem) 685, 35-42 (2004), doi: 10.1016/j.theochem.2004.04.027;
Chattaway F. W.; Growth stimulation of L. casei E. by pyrimidines;
Nature 153, 250 (1944), doi: 10.10038/153250b0;

Brown D. J., w: ,,Comprehensive Heterocyclic Chemistry”, Vol. 3, Part
2B, 1984, 146; Wiley Interscience Publ;

Anastasi G., Antonelli M. L., Biondi A., Vinci G.; Orotic acid , a milk
constituent. Enzymatic determination by a new microcalorimetric
method; Talanta 52, 947 (2000);

Pita A. M., Wakabayashi Y., Fernandez-Bustos M. A., Virgili N., Riudor
E., Soler J. and Farriol M.; Plasma urea-cycle-related amino acids, am-
monium level, and urinary orotic acid excretion in short-bowel patients
managed with an oral diet”, Clinical Nutrition 22, 1, 93-98 (2003);
Nelson E. V., Shapiro S. K.; ,,Pyrimidine biosynthesis in Aerobacter
aerogenes”, J. Bacteriol. 67, 6, 692-695 (1954);

Wieland O. P., Averner J., Boggiano E. M., Bohonos N., Hutchings B.
L., Williams J. H.; Orotic acid in the nutrition of a strain of Lactobacil-
lus bulgaricus; J. Biol. Chem. 186, 2, 737 (1950);

Hallanger L. E., Laakson J. W., Schultze M. D.; Orotic acid in milk; J.
Biol. Chem. 200, 83-89 (1953);

257



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.
29.

30.

31.

32.

33.

Materiaty supramolekularne

Okonkwo P. O.; Kinsella J. E.; Orotic acid in food milk powders; Am. J.
Clin. Nutr. 22, 532-534 (1969);

Brosnan M. E., Brosnan J. T.; Orotic acid excretion and arginine meta-
bolism, J. Nutr. 137, 16565-16615 (2007);

Cataldi T. R. I., Nardiello D., Ciriello R., Guerrieri A.; Pulsed electro-
chemical detection of orotic acid by an activated potential waveform
at a gold working electrode following anion-exchange chromatogra-
phy; J. Chromatogr. A 1107(1/2), 130 (2006), doi: 10.1016/j.chroma
.2005.12.049;

Salerno C., Crifo C., Diagnostic value of urinary orotic acid levels: ap-

plicable separation method, J. Chromatogr. B 781[1/2], 57-71 (2002).:
doi.org10.1016/S1570-0232[02]00533-0;
Burton B., Urea cycle disorders, Clinics in Liver Disease 4[4], 815
(2000);
Huskova R., Bartak P., Cap L., Friedecky D., Adam T.; Analytical de-
rivatization — a tool for determination of orotic acid, J. Chromatogr. B,
799, 303 (2004);
Ueta A., Sumi S., Kidouchi K., Ito T., Ban K., Hamajima N., Fujimo-
to S., Togari H., Wada Y.; Intra-day variations in urinary pyrimidines
in ornithine carbamoyltransferase deficiency and healthy individu-
als, Clinica Chimica Acta 308[1/2], 187 (2001). doi: 10.1016/S0009-
8981(01)00472-7;

la Marca G., Casetta B., Zammarchi E., “Rapid determination of orotic
acid in urine by a fast liquid chromatography/tandem mass spectrome-
tric method”, Rapid Commun. Mass Spectrom. 17(8), 788-793 (2003).
doi: 10.1002/rcm.980;

Wheeler H.L., Researches on pyrimidines: Uracil-4-carboxylic acid,;
Am. Chem. J., 38,358 (1907);

Miiller R., J. Prakt. Chem., 56, 488 (1897);
Behrend R., Struve K.; Ueber die Oxydation des Methyluracils, Justus
Liebigs Ann. Chem.; 378, 153 (1911);

Johnson T. B., Schroeder E.F., Researches on pyrimidines.CXXII. Im-
proved method for the synthesis of orotic acid. J. Am. Chem. Soc., 53,
1989 (1931);

Johnson T. B., Schroeder E.F., Researches on pyrimidines.CXXIX. The

synthesis of 2-thioorotic acid. J. Am. Chem. Soc., 54,2941 (1932);
Hilbert G.E., Preparations of uracil-4-acetic and orotic acids. Orotic
acid as the possible intermediate in the synthesis of purines from histi-
dine. J. Am. Chem. Soc. 54,2076 (1932);

Atkinson M. R., Maguire M. H., Ralph R. K., Shaw G., Warrener R.

258



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

Kwas orotowy — synteza i reaktywnos¢

N.; ,,Purines, Pyrimidines and Glyoxalines. Part V. New Syntheses of
Uracils and Orotic Acids”, J. Chem. Soc. 2363-2368 (1957);

Nyc J. F., Mitchell H. K.; Synthesis of orotic acid from aspartic acid; J.
Am. Chem. Soc. 69, 1382 (1947);

Bruce J. M., Butler A. R., Russell K. V.; Formation of N-Carbamoy-
laspartic Acid and its cyclisation to orotic acid; J. Chem. Soc. Perkin

Trans. 2,319 (1994);

Ivin B. A., Djaczkov A. 1., Rutkovski G. B., Soczilin E. G.; Nowy]j
sposob poluczenija orotowoj i 2-tioorotowoj kistot; Zurnat Org. Chi-
mii 12(8), 1836 (1976); J. Org. Chem. USSR (Engl. Transl.) 12, 1802
(1976);

Rambacher P., Méke S.; Process for preparing orotic acid; US Patent
4,062,847 (1977);

Bachstez M., Thioorotic acid (2-thiouracil-4(6)-carboxylic acid); Be-
richte 64, 322 (1930);

Fox J. J., Yung N., Wempen I.; Spectrophotometric studies of nucleic
acid derivatives and related compounds as a function of pH. I'V. On the
structure of orotidine. A study of N-methylated orotic acids; Biochim.
Biophys. Acta 23,293 (1957);

Silverman R. B., Groziak M. P.; Model chemistry for covalent mecha-
nism of action of orotidine 5’-phosphate decarboxylase, J. Am. Chem.
Soc. 104, 6434-6439 (1982);

Phillips L. M., Lee J. K., Theoretical studies of mechanisms and kinetic
isotope effects on the decarboxylation of orotic acid and derivatives; J.
Am. Chem. Soc. 123, 12067 (2001);

Ross L. O., Goodman L., Baker B. R.; Potential Anicancer Agents.
XLIV. Some derivatives of Uracil-5- and -6-carboxylic acid; J. Org.
Chem. 25 (11), 1950-5 (1960);

Gershon H.; Pyrimidines. II. Chlorinated pyrimidines derived from
orotic acid; J. Org. Chem. 27, 3507 (1962);

Crosby D. G., Berthold R. V. ; Orotylamino acids; J. Med. Chem. 6,
334 (1963);

Vanderhaeghe H.; The preparation of orotic acid and several derivati-
ves; Bull. Soc. Chim. Belg.; 62, 611 (1953);

Falk M., Luecke L.; Transport of substances through lipid membranes.
Part 11. Effect of esterification on the dissociation and permeation of
orotic acid; Pharmazie 44, 9, 647 (1989);

Botta M., Saladino R., Lamba D., Nicoletti R.; Researches on anti-
viral agents .31. Synthesis and transformations of racemic and chiral
6-oxiranyl pyrimidinones; Tetrahedron 49, 27, 6053 (1993);

259



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Materiaty supramolekularne

Ti J-S., Steinfeld A. S., Naider F., Gulumoglu A., Lewis S. V., Becker
J. M.; Anticandidal Activity of pyrimidine-peptide conjugates; J. Med.
Chem. 23,913-918 (1980);

Hausch F., Jaeschke A.; Multifunctional dinucleotide analogs for the
generation of complex RNA conjugates; Tetrahedron 57, 7, 1261-68
(2001);

Jaeschke A., Fuerste J. P., Cech D., Erdmann V. A.; Automated incorpo-
ration of polyethylene glycol into synthetic oligonucleotides; Tetrahe-
dron Lett. 34,301 (1993);

Lapucha A.; A rapid and efficient synthesis of sulfur analogues of pyri-
midine bases; Synthesis 3,256 (1987);

Dodin G., Dubois J.-E.; Tautomerism of orotic acid dianion, J. Am.
Chem. Soc. 102, 9, 3049(1980);

Deady L.W.; Substituent effects in non-aromatic nitrogen heterocycles:
alkaline hydrolysis of methyl N-methyl(oxo)dihydropyrimidine carbo-
xylates and diaza analogs; Aust. J. Chem. 38, 4, 637-41 (1985);

Curran W. V., Angier R. B.; The synthesis of orotidine and its isomer,
3-B-D-ribofuranosylorotic acid and the methylation of orotic acid, J.
Org. Chem. 31,201 (1966);

Kundu N. G., Hertzberg R. P., Schmitz S. A., Khatri S. G., Kunda N. G.,
Sikdar S.; Studies on uracil derivatives and analogs. Part 8. A noncata-
lytic method for the conversion of uracil derivatives into dihydrouracil
derivatives; J. Chem. Soc. Perkin Trans. I; (7) 1295 (1985);

Botta M., Saladino R., Gentile G., Summa V., Nicoletti R., Verri A.,
Focher F., Spadari S.; Researches on antiviral agents. 4!. Studies on the
chemistry of 6-methyl-2-methoxy-4-O-acyloxy and 6-methyl-2,4-di-O-
acyloxy pyrimidine derivatives as new acylation reagents and inhibitors
of uracil DNA glycosylases; Tetrahedron; 50; 11, 3603-3618 (1994);
Johnson T. B., Chlorination of 2,4-diketotetrahydropyrimidines by ac-
tion of a mixture of superoxol and hydrochloric acid; J. Am. Chem. Soc.
65, 1218 (1943);

Crosby D. G., Berthold R. V., 5-Bromoorotic acid, J. Org. Chem.; 23,
1377 (1958);

Das B., Kundu N. G.; An efficient method for the iodination of C.-
position of dialkoxy pyrimidines and uracil derivatives; Synth. Com-
mun. 18(8), 855-867 (1988);

Behrend R.; Roosen O.; Synthese der Harnsaeure, Justus Liebigs Ann.
Chem. 251; 238. (1889);

FischerF. G.; Roch J.; Pyrimidinopyrimidines. I. Tetrahydroxy-homop-
urine and trihydroxy-homopurine, two “ring homologs of uric acid and

260



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Kwas orotowy — synteza i reaktywnos¢

xanthine; Justus Liebigs Ann. Chem.; 572; 217 (1951);

Clark J.; Ramage G. R.; Glyoxalinopyrimidines. Part IL.; J. Chem. Soc.;
2821 (1958);

Cline R. E., Fink R. M., Fink K.; Synthesis of 5-substituted pyrimidines
via formaldehyde addition; J. Am. Chem. Soc. 81,2521 (1959);

Kim J. N., Ryu E. K.; The reaction of 2,6-dichlorobenzonitrile oxide
with pyrimidine derivatives; Heterocycles 34,7, 1423 (1992);

Daves G. D., Baiocchi F., Robins R. K., Cheng C. C.; Pyrimidines. II.
Orotic acid analogs; J. Org. Chem. 26, 2755 (1961);

Pandey G. S., Nigam P. C., Agarwala U.; Complexing behaviour of
2-thioorotic acid. Complexes of nickel(II), palladium(II), platinum(II)
and rhodium(l); J. Inorg. Nucl. Chem. 39(10), 1877 (1977); doi:
10.1016/0022-1902(77)80226-1;

Wyrzykiewicz E., Bartkowiak G., Nowakowska Z., Kedzia B.; Synthe-
sis and antimicrobial properties of S-substituted derivatives of 2-thiou-
racil; Farmaco 48, 979 (1993);

Wyrzykiewicz E., Bartkowiak G.; Alkylation in electron-impact mass
spectrometry of hydrobromides of 2-alkylthioorotic acids; Org. Mass
Spectrom. 29(1), 50 (1994); doi: 10.1002/0ms.1210290109;
Bartkowiak G.; Differentiation of 2-alkylthioorotic acids, methyl and
ethyl 2-alkylthioorotates and hydrazides of 2-alkylthioorotic acids by
using electron ionization mass spectra; Eur. J. Mass Spectrom. 14, 27
(2008); doi: 10.1255/ejms.906;

Wyrzykiewicz E., Bartkowiak G.; EIMS and *C NMR study of new or-
tho (meta nad para) substituted derivatives of 2-benzylthioorotic acids;
Pol. J. Chem. 69, 566 (1995);

Lieberman I.; Kornberg A.; Enzymic synthesis and breakdown of a py-
rimidine, orotic acid. I. Dihydroorotic dehyrogenase; Biochem.Biophys.
Acta; 12; 223 (1953);

Batt R. D., Martin J. K., Ploeser J. McT., Murray J.; Chemistry of the
dihydropyrimidines. Ultraviolet spectra and alkaline decomposition; J.
Am. Chem. Soc.; 76; 3663 (1954);

Snikeris D., Stankevics E., Duburs G.; Derivatives of 2,6-dihydroxy-
4,5-dihydropyrimidines. 1. DL-4,5-Dihydroorotic acid, its methyl de-
rivatives and salts; Chem.Heterocycl. Compd.(Engl.Transl.); 4; 496
(1970); Khim. Geterotsikl. Soedin; 4; 536 (1970);

M’Boungou R., Petit-Ramel M., Thomas-David G., Perichet G., Pouyet
B.; Interactions du Cu(II), du Hg(II) et du Pt(II) avec les formes mono-
meres et diméres de la thymine, de la thymidine et de I’acide orotique;
Can. J. Chem. 65, 1479-1484 (1987);

261



75.

76.

71.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

Materiaty supramolekularne

Ozerov A. A., Novikov M. S., Brel’ A. K., Andreeva, O. T.; Vladykov
G. V; Boreko E. 1., Korobchenko L. V., Vervetchenko S. G.; Synthesis
and antiviral activity of new unsaturated pyrimidine acyclonucleosides;
Pharm.Chem.J.(Engl.Transl).; 25; 8; 560 (1991); Khim. Farm. Zh.; 25;
8; 44 (1991);

Yesilel O. Z., Kastas G., Biiyiikkgiingér O.; The novel polymeric po-
tassium complex with a new coordination mode of orotic acid [K9p.-
H,Or)(u-H,0)] : Synthesis and structural characterization; Inorg. Chem.
Commun. 10, 936 (2007);

Koése D. A., Ziimreoglu-Karan B., Sahin O., Biiyiikgiingor O.; Transi-
tion metal(I) complexes of vitamin B , with monodentate orotate(1-)
ligands; J. Mol. Struct. 789, 147 (20006);

Darensbourg D. J., Draper J. D., Larkins D. L., Frost B. J., Reibenspies
J. H.; Organometallic derivativesof orotic acid; Inorg. Chem. 37(10),
2538 (1998);

Yesilel O. Z., Olmez H., Icbudak H.; Orotic acid complexes of Co(II),
Ni(II), Zn(Il) and Cd(II) with imidazole: Syntheses, spectroscopic and
thermal studies; J. Therm. Anal. Calorim. 89, 2, 555 (2007);
Michalska D., Hernik K., Wysokinski R., Morzyk-Ociepa B., Pietraszko
A.; Copper(Il)-m interaction in cis-[Cu(orotato)(NH,),] and the crystal
structure of [Cu(orotato)(H,0),]-H,0O: X-ray, vibrational spectroscopy
and density functional study; Polyhedron 26, 4303 (2007);

Hacht B., Tayaa H., Benayad A., Mimouni M.; A potentiometric and
spectroscopic investigation of copper(Il)- and zinc(II)-orotate complex
equilibria under physiological conditions; J. Solution Chem. 31,9, 757—
769 (2002);

Sabat M., Zglinska D., Jezowska-Trzebiatowska B.; Tetraaquaorotato-
nickel(IT) monohydrate; Acta Cryst. (1980), B36, 1187-1188;

Koése D. A., Zimreoglu-Karan B., Kosar B., Biiyiikgiingér O.; Diaqu-
abis(phen)Ni(Il) complex with vitamin B, ; counter-ions; J. Chem. Cry-
stallography 38 (4) (2008) 305-309;

Yesilel O. Z., Olmez H., Arici C.; The first bis(orotato-N,O) cadmium
complex with monodentate protonated ethylenediamine ligands. Syn-
thesis, spectrothermal properties of a cadmium(II)-orotato with ethyle-
nediamine — Crystal structure of #rans-[Cd(HOr),(enH),-2H,O and cis-
[Cd(H,0),(phen),](H,Or),-H,0; Polyhedron 26, 14 (2007) 3667-3674;
Solin T., Matsumoto K., Fuwa K.; The crystal structure of cis-diam-
mine(orotinato)platinum(Il); Bull. Chem. Soc. Jpn., 54 (1981) 3731-
3734,

Li X., Cao R., Sun D. F,, Shi Q., Hong M. C., Liang Y. C.; Hydrother-

262



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Kwas orotowy — synteza i reaktywnos¢

mal synthesis and structural characterization of a novel gadolinium(I1I)
coordination polymer [Gd(Hdtpc)(OH)(H,0)] ; Inorg. Chem. Commun.
5, 589-591(2002);

Li X., Cao R., Sun D. F., Shi Q., Bi W.H., Hong M. C.; A novel Sm-Co
polymeric complex formed via metal-mediated oxidation-hydrolysis of
orotic acid in a hydrothermal reaction; /norg. Chem. Commun. 6, 815
(2003);

Wu A-Q., Zheng F-K., Liu X., Guo G-C., Cai L-Z., Dong Z-C., Takano
Y., Huang J-S.; A novel bi-layered samarium complex with an unpre-
cedented coordination mode of orotic acid [Sm,(HL),(ox)(H,0),]
.2.5nH,0 (H,L = orotic acid, ox* = oxalate™): Synthesis, crystal structu-
re and physical properties; Inorg. Chem. Commun. 9, 347-350(20006);
Pasquali P., Landi L., Caldarera C. M., Marchetti M.; Effects of orotic
acid on dihydrofolate dehydrogenase and on tetrahydrofolate-depend-
ent enzymes in the chick liver; Biochim. Biophys. Acta 158(3), 482-4
(1968);

Rundles R. W., Brewer S. S. Jr; Haematologic responses in pernicious
anaemia to orotic acid; Blood 13(2), 99-115 (1958);

Rundles R. W., Brewer S. S. Jr; Haematologic responses in pernicious
anaemia to orotic acid; Blood 13(2), 99-115 (1958);

Wohlhueter R. M., Mclvor R. S., Plagemann P. G.; Facilitated transport
of uracil and 5-fluorouracil, and permeation of orotic acid into cultured
mammalian cells; J. Cell Physiol. 104(3), 309-319 (1980);

Nieper H. A.; The anti-inflammatory and immune-inhibiting effects of
calcium orotate on bradytrophic tissues. Agressologie 10 (4), 349-357,
1969;

Patent WO/2008/016711: Compositions et procédés de réduction des
taux tissulaires de médicaments de I’administration sous forme de déri-
vés d’orotate (Compositions and methods of reducing tissue levels of
drugs when given as orotate derivatives) Karmali R. A., Savvipharm
Inc. ;

http://www.mic-d.com/gallery/polarized/oroticacid 1 .html.

263






Rozdzial IX

Badanie oddzialywan mi¢dzy receptorami boronowymi
a cukrami metodami absorpcyjnymi i fluorescencyjnymi

Anna Zubrowska, Kamil Zukowski, Agnieszka Adamczyk-Wozniak,
Alicja Filipowicz-Szymanska, Andrzej Sporzynski
Wydziat Chemiczny Politechniki Warszawskiej, Noakowskiego 3,
00-664 Warszawa

1. Wprowadzenie

Prowadzone w ostatnich dekadach badania nad synteza nowych recepto-
réw molekularnych cukréw wymagaja szybkich i1 wiarygodnych metod oceny
oddzialywania migdzy tymi zwigzkami. Jeszcze wazniejsze jest zagadnienie
opracowania tanich i prostych sensorow cukrow. Posréd metod detekcji wyrdz-
niajg si¢ metody absorpcji UV-VIS oraz metody fluorescencyjne ze wzgledu na
ich duzg czutos$¢, dostgpnos¢ spektrometrow oraz mozliwos¢ tatwego ciagte-
go monitorowania z uzyciem wiokien optycznych. Obecne opracowanie jest
omoéwieniem podstaw absorpcji i fluorescencji oraz zastosowania tych metod
do badania oddziatywan migdzy przyktadowymi zwigzkami boru a cukrami.
Systematycznemu omdwieniu receptorow boronowych, wptywowi ich budowy
na selektywnos$¢ wiazania cukrow oraz przegladowi innych metod badawczych
byty poswigcone wczesniejsze opracowania [1,2].

2. Spektrofotometria UV-Vis

Promieniowanie elektromagnetyczne przechodzac przez dany osrodek moze
ulec roznym zjawiskom: absorpcji, odbiciu i1 rozproszeniu. W metodach spek-
trofotometrycznych wykorzystuje si¢ absorpcj¢ promieniowania. Aby zaszto to
zjawisko, energia padajacego promieniowania musi odpowiadac¢ réznicy energii
poziomow elektronowych danej czasteczki (elektrony pochtaniajacej czasteczki
zostaja przeniesione ze stanu podstawowego do stanu wzbudzonego). W wyniku
tej przemiany ulega zmianie energia elektronowa czasteczki, co powoduje row-
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niez zmiang energii oscylacyjnej i rotacyjnej. Budowa elektronowa czasteczki
(ilos¢ 1 rodzaj wiazan) ma decydujacy wpltyw na energi¢ pochtonigtych kwan-
tow.

Wiazanie ¢ moze zosta¢ utworzone w wyniku czotowego natozenia si¢
dwoch orbitali s, lub jednego orbitala s i jednego p, lub z dwoch réwnolegtych
wzgledem siebie orbitali p. Natomiast wiazanie © powstaje w wyniku boczne-
go naktadania si¢ orbitali. W wyniku absorpcji promieniowania o odpowiedniej
energii jeden z elektronow tworzacych wigzanie ¢ lub © moze ulec wzbudze-
niu, przy czym wzbudzenie elektronow tworzacych wigzanie 6 wymaga o wiele
wigkszej energii (absorpcja w zakresie dalekiego UV). W czasteczkach moga
si¢ rowniez znajdowaé niewiazace elektrony zlokalizowane na heteroatomach,
takich jak tlen czy azot (orbitale, na ktorych znajduja sig te elektrony oznaczane
sa jako n). Ponizej zestawiono przemiany wedlug wzrastajacej energii:

n—->n*<g—-n*<n—-o0*¥*<o—n*<o— o

Na rysunku 1 przedstawiono mozliwe przejscia, na przyktadzie acetonu.

o 2
* LUMO * 1
Q
oo - o e
T v ~ i r
o M — = =
stan
podstawowy c*c* n*g" o>t n>na*

Rysunek 1. Obsadzenie poziomow energetycznych w czqsteczce acetonu.

W przypadku spektroskopii absorpcyjnej i fluorescencyjnej duze znacze-
nie maja dwa poziomy energetyczne oznaczane jako HOMO (ang. the Highest
Occupied Molecular Orbital), czyli najwyzszy zapeliony orbital molekularny,
oraz LUMO (ang. the Lowest Unoccupied Molecular Orbital), czyli najnizszy
niezapetniony orbital molekularny. Oba te poziomy charakteryzuja stan podsta-
wowy czasteczki.
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Do najczesciej stosowanych metod instrumentalnych naleza metody spek-
troskopowe. Wsrod nich czotowe miejsce zajmuje spektrofotometria absorp-
cyjna, zwlaszcza w zakresie promieniowania widzialnego (VIS, kolorymetria).
Popularnos¢ tej metody wynika z:

»  prostej techniki pomiarowe;j,

*  stosowania nieskomplikowanej i do$¢ taniej aparatury,

*  duzego zakresu stgzen oznaczanych sktadnikow — od makroilosci (spek-

trofotometria r6znicowa) do zawartosci sladowych rzedu ppm,

*  wysokiej uniwersalno$ci i precyzji.

Spektrofotometria w nadfiolecie ma mniejsze zastosowanie niz koloryme-
tria. Stosuje si¢ ja gtownie do oznaczania zwiazkow organicznych, zwlaszcza
aromatycznych, a takze alifatycznych o podwdjnym wiazaniu.

Migdzy spektrofotometria w $wietle widzialnym i nadfiolecie nie ma istot-
nych réznic teoretycznych ani aparaturowych. Ponizej przedstawiono schemat
blokowy spektrofotometru (Rys. 2).

Zrédto > Regulacja na- > Mono-

promieniowania tezenia wiazki chromatyzacja
Lampa Regulowana Filtr barwny,
wolframowa, szczelina, pryzmat,
wodorowa, przestona siatka
rtgciowa irysowa
Wskaznik [@— Detektor #_@‘7
badan
Galwanometr Fotoogniwo, ‘ Y
fotokomorka,
fotopowielacz
elektronowy

Rysunek 2. Schemat blokowy spektrofotometru

Zrédtem promieniowania w zakresie widzialnym jest lampa z elektrycznie
zarzonym wioknem wolframowym, ktéra dostarcza wiazke $wiatla ,,bialego”
o widmie ciagltym i odpowiednim natgzeniu. Natgzenie wiazki reguluje sig za
pomoca przestony irysowej lub regulowanej szczeliny. Wiazka promieniowania
ulega monochromatyzacji promieniowania, czyli wydzieleniu ze Swiatla ztozo-
nego promieniowania o okre$lonej dtugosci fali. Spektrofotometry sa zaopa-
trzone w monochromator ztozony z dwdch szczelin, wejsciowej 1 wyjsciowej
oraz z elementu rozpraszajacego $wiatlo (najczesciej siatki dyfrakcyjnej lub pry-
zmatu), ktoéry umozliwia otrzymanie Swiatta praktycznie monochromatycznego
(0,1 — 2 nm). Nastgpnie wiazka przechodzi przez kuwetg z badanym roztworem

267



Materiaty supramolekularne

i dalej pada na detektor, w wyniku czego powstaje prad elektryczny. Natezenie
powstalego pradu jest rejestrowane przez galwanometr.

Ze wzgledu na dostepnos¢ aparatury oraz tatwo$¢ wykonania pomiarow
spektroskopia absorpcyjna jest czesto stosowana do badania receptorow mo-
lekularnych, zwtaszcza w uktadach barwnych. Uktady barwne stosowane do
oznaczen spektrofotometrycznych powinny mie¢ nastepujace wlasciwosci:

*  duze natezenie zabarwienia, ktore jest warunkiem odpowiedniej czuto-

$ci oznaczenia,

e trwalo$¢ zabarwienia,

» dobra odtwarzalno$¢ zabarwienia,

»  specyficznos¢ lub selektywnosc.

Barwa zwiazkow chemicznych zwiazana jest z teoria chromoforowa, stwo-
rzona przez Witta. Zgodnie z nig zwiazki organiczne sa barwne, a wigc wykazuja
selektywna absorpcje $wiatta (w zakresie promieniowania nadfioletowego oraz
widzialnego), jezeli zawieraja grupy chromoforowe. Grupami chromoforowymi
sa nienasycone ugrupowania atomow lub uktady sprz¢zonych wiazan podwoj-
nych w czasteczce zwiazku organicznego. PrzejScia elektronowe w grupach
chromoforowych sa utatwione. Wedtug teorii elektronowej przyczyna powsta-
wania barwy jest wzbudzenie obecnego w tych grupach sprzezonego uktadu
elektronow 7 (wystepujacych w atomach z wielokrotnymi wigzaniami), ktore
szczegoblnie tatwo ulegaja wzbudzeniu. Aby zwiazek byl barwny, wystarcza
obecnos¢ w czasteczce jednego silnego chromoforu. Stabsze chromofory musza
wystepowaé w wigkszej liczbie.

W ostatnich latach prowadzone sa intensywne badania nad synteza recep-
torow molekularnych cukrow - zwiazkoéw zawierajacych odpowiednie grupy
chromoforowe, dzigki ktorym uktady te pochtaniaja promieniowanie elektro-
magnetyczne z zakresu widzialnego. Kwasy boronowe zmieniajace barwe w
wyniku zwiazania diolu maja szerokie znaczenie praktyczne (zwlaszcza, jezeli
obserwowana zmiana barwy jest znaczaca). Dazy si¢ do otrzymania zwiazku,
ktérego zmiana barwy w wyniku zwiazania cukru bytaby na tyle znaczna, aby
mozliwe stalo si¢ stworzenie papierka wskaznikowego do wykrywania waznych
biologicznie cukrow np. glukozy (analogicznego do papierkow wskaznikowych
pH).

Pierwsze receptory barwne zmieniaty barwg w obecnosci diolu tylko w roz-
tworach o bardzo wysokim pH (powyzej 11). Przyktad takiego receptora zostat
przedstawiony na rysunku 3.
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OH
/
HO—B

O,N N
N NH

Q)

Rysunek 3. Barwnik azowy (1), zmieniajqcy kolor w wyniku zwiqzania cukru [3].

Dodanie cukru do roztworu zwiazku (I) powoduje zmiang barwy z purpuro-
wej na czerwona (Rys. 4). Jednak zmiana zabarwienia jest obserwowana tylko w
roztworze o pH=11,32, co czyni ten receptor catkowicie niepraktycznym.

Rysunek 4. Zmiana zabarwienia roztworu zwiqzku (I) po dodaniu D-glukozy

(A) roztwor zwiqzku (I) bez glukozy, (B) roztwor zawierajqcy D-glukoze (0,339 x 107
mol/dm?3), (C) roztwor zawierajqcy D-glukoze (1,66 x 107 mol/dm?), roztwér zawierajacy
D-glukoze (22,7 x 107 mol/dm?) [3].

Wprowadzenie do struktury receptorow grup elektronoakceptorowych
umozliwito ich zastosowanie w roztworach o odczynie bliskim obojetnemu.
Przyktady tego typu zwiazkoéw przestawiono ponizej:
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NaO3S OH
OH
NC HO\B
CN
NaO3S

(1 (I
Rysunek 5. Receptory barwne (Il i IIl), zmieniajqce barwe w wyniku dodania cukru w
roztworze o pH bliskim obojetnemu.

Rysunek 6. Zmiana barwy po dodaniu D-fruktozy do roztworu receptora (Il). Po lewej
roztwor bez cukru, po prawej roztwor z cukrem.

Rysunek 7. Zmiana zabarwienia roztworu zwiqzku (IIl) : (A) bez cukru, (B) po dodaniu
D-fruktozy, (C) po dodaniu D-glukozy.
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Jak wida¢ na powyzszych rysunkach, dodanie cukrow powoduje widoczna
zmiang barwy:

e w przypadku zwiazku (II) z purpurowej na rézowa [4]

*  w przypadku zwiazku (III) z z6ltej na pomaranczowa [5].

Kwasy boronowe, wykazujace zmiang barwy w wyniku zwiazania diolu,
sa atrakcyjnymi receptorami cukrow z dwoch przyczyn. Po pierwsze obecnosc
cukru moze by¢ okreslona przez wizualne rozpoznanie barwy, natomiast jego
doktadne stgzenie moze zosta¢ okreslone poprzez spektrofotometryczny pomiar
absorpcji promieniowania widzialnego.

Badanie oddziatywan przedstawionych receptorow z cukrami wykonuje
sig przy pomocy miareczkowania spektrofotometrycznego. Do roztworu kwasu
boronowego wprowadza si¢ kolejne porcje diolu. Nastgpnie rejestruje si¢ widmo
absorpcyjne. Przyktad widm absorpcji promieniowania z zakresu widzialnego
dla zwiazku (III) przedstawiono na Rys. 8.
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Rysunek 8. Miareczkowanie spektrofotometryczne kwasu boronowego (IIl) roztworem
D-fruktozy.

Mozliwe jest rowniez badanie oddzialywania kwaséw boronowych, ktore
nie absorbuja §wiatla widzialnego. Realizuje si¢ to w tzw. uktadach trdjsktadni-
kowych. Uklad taki oprocz kwasu boronowego oraz diolu zawiera barwnik, od-
powiedzialny za pochfanianie promieniowania elektromagnetycznego z zakresu
widzialnego. Najczesciej stosowane barwniki w tego typu badaniach zostaty
przedstawione na Rys. 9.
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Rysunek 9. Stosowane barwniki w uktadach trojsktadnikowych, przy badaniu oddziatywan
kwasow boronowych z diolami [6].

Jedna z wielkosci stuzacych do opisu reakcji chemicznej jest stata rowno-
wagi reakcji K, Przez wiele lat state rownowagi reakcji estryfikacji kwasow
boronowych z cukrami wyznaczane byly przy uzyciu metody potencjometrycz-
nej, na podstawie zmian pH roztworu. Jak si¢ p6zniej okazato, przy pomocy tej
metody wyznaczano tylko jedna ze sktadowych sumarycznej statej rownowagi
reakcji (migdzy tetragonalna forma kwasu boronowego a cukrem) [7, 8]. Wy-
znaczenie sumarycznej stalej rownowagi reakcji jest mozliwe poprzez przedsta-
wione powyzej pomiary spektrofotometryczne.

State rownowagi reakcji barwnych kwaséw boronowych z cukrami wyzna-
cza si¢ przy pomocy metody Benesiego-Hildebranda [9]. Podstawg tej metody
stanowi rownanie ogdlne (1):

K - [c]
" ([S1- [eNIL]- [e]) "

gdzie: [c] — stezenie kompleksu kwas boronowy — cukier
(/S] — [c]) — stezenie niezwiqzanego cukru
([L] — [c]) — stezenie niezwiqzanego kwasu boronowego.

Ze wzgledu na fakt, iz okreslenie stezenia kompleksu kwas boronowy — cu-
kier nastrgczat wiele probleméw wprowadzono molowy wspotczynnik ekstynk-
cji (2), ktéory umozliwia eliminacjg niewygodnego stgzenia kompleksu.
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e, = (logd,/A)/[c] o

gdzie: log A /A jest wartosciq absorbancji warstwy roztworu kompleksu kwas boronowy
— cukier, o stezeniu [c] i grubosci .

Po przeksztalceniu tego roéwnania (2) wzgledem [c] i podstawieniu do row-
nania (1), otrzymujemy nastgpujaca zaleznosc (3):

[S]/ 1 1

- i (3)
logd,/ A4 K, ¢,[L] ¢

0

Jest to rownanie prostej o ogolnym wzorze y = ax + b, z ktérego mozna
wyznaczy¢ K .

3. Spektrofotometria fluorymetryczna [10]

Najczgsciej stosowana metoda badania oddzialywan receptor-analit jest
spektrofotometria fluorescencyjna. Jedna z czotowych zalet tej techniki anali-
tycznej jest wysoka czuto$¢. Druga zaleta tej metody jest bezposrednia detekcja
fluorescencji za pomoca odpowiedniego spektrofluorymetru umozliwiajacego
odpowiednie wzbudzenie i obserwacjg dtugosci fali, oczywiscie gdy mamy do
czynienia z analitem fluorescencyjnym. Zwiazkéw posiadajacych taka wiasci-
wos¢ jest wiele: weglowodory aromatyczne, biatka, chlorofile itp. W praktyce
metoda ta jest stosowana w licznych badaniach takich jak np.: analiza zanie-
czyszczonej wody 1 powietrza, analiza lekow, olejow, zywnosci, monitorowanie
procesow przemystowych czy analizy kryminologiczne. W przypadkach zwiaz-
kéw nie wykazujacych fluorescencji stosuje si¢ metody posrednie:

* derywatyzacja, oparta jest na reakcji pomigdzy analitem i reagentem
prowadzacej do otrzymania uktadu fluorescencyjnego; metoda ta jest
powszechnie stosowana w biochemii i chemii klinicznej;

* metoda tworzenia kompleksu fluorescencyjnego; jest wykorzystywana
do rozpoznawania jonow i czastek;

* metoda gaszenia fluorescencji; jest wynikiem oddziatywania analitu z
uktadem fluorescencyjnym. Metoda ta jest czgsto uzywana do detekcji
takich gazow jak O, (rozpuszczonego w wodzie lub krwi), SO,, H.S,
NH,, HCI, CL,.

W badaniach fluorescencyjnych nalezy zwrdci¢ uwagg na nastgpujace za-

gadnienia, mogace by¢ przyczyna bledow:
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*  wystepuja zalezno$ci dtugosci fali od: intensywnosci zrodla $wiatla,
sprawnosci transmisji monochromatora, czuto$ci detektora, co sprawia,
iz korekcja widma emisyjnego i wzbudzenia emisji nie sg tatwe;

» efekt polaryzacji swiatta padajacego i emisji fluorescenc;i;

*  mozliwo$¢ zanieczyszczenia sygnatu przez $wiatlo rozproszone (zro-
dtem moze by¢ np. metna probka).

3.1 Zasada dzialania spektrofluorymetru
Rys. 10 przedstawia schemat tradycyjnego aparatu do pomiaréw flu-
orescencji.
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Rysunek 10. Schemat tradycyjnego spektrofluorymetru.

Zrédto promieniowania wzbudzajacego, monochromator, uktad optyczny
i detektor stanowia fundamentalne elementy tego urzadzenia. Zrodto promie-
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niowania stanowia najczesciej: lampy ksenonowa, rteciowa, wodorowa, deute-
rowa, halogenowa, wolframowa (ich widma promieniowania leza w réznych
obszarach spektralnych) lub laser. Monochromator umozliwia selekcje wiazki
swiatta o odpowiedniej dtugos$cei fali, a automatyczne przemiatanie dtugoscei fali
jest mozliwe dzigki napgdowi monochromatora, ktory jest kontrolowany przez
urzadzenia elektryczne i komputer. Fluorescencja jest gromadzona pod katem
prostym w odniesieniu do wiazki padajacej i wykrywana bezposrednio przez
fotopowielacz (detektor). Modut optyczny obejmuje takie elementy jak: uchwyt
probki, polaryzator, przegrody oraz zwierciadto potprzezroczyste, sktadajace si¢
z kwarcowej ptytki odbijajacej kilka procent wzbudzonej wiazki w kierunku
kanatu odniesienia, na ktory sktada si¢ fotodioda lub ,,licznik kwantowy”. Kanat
odniesienia ma dwie podstawowe zalety:

*  wyréwnuje w czasie wahania lampy

e umozliwia korekte widma wzbudzenia.

,Licznik kwantowy”, sktadajacy si¢ z kuwety zawierajacej stezony roztwor
barwnika, ktorego wydajno$¢ kwantowa fluorescencji nie zalezy od wzbudzo-
nej dtugosci fali, jest ograniczony do zakresu dtugosci fali absorbowanej przez
barwnik, co czyni go bardziej pozadanym komponentem modutu optycznego od
fotodiody.

3.2. Rodzaje pomiaréw fluorescencyjnych
3.2.1. Badania widm emisji i wzbudzenia fluorescencji
Jednym z najczesciej stosowanych narzedzi do pomiaréw fluorescen-

cji jest rejestracja widm emisji i wzbudzenia fluorescencji. Uzyskujemy je przy
zastosowaniu tradycyjnego spektrofluorymetru (Rys. 10), w ktorym Zrédto pro-
mieniowania stanowi lampa emitujaca staty przeptyw fotonow.

Podstawa, na ktorej oparte sa te pomiary, stanowi fakt iz intensywnos$¢ flu-
orescencji I (A, A;) jest proporcjonalna do natgZenia wiazki padajacej na probke
i do wydajnosci fluorescencji @, zgodnie z rownaniem:

LA A) =k F(4,) 1(4,) {1-exp[-2,3 (L) [ c]} 4)

gdzie:
Ag- dlugos¢ fali wzbudzajqcej
A~ diugosc fali obserwacji fluorescencji
1,- natezenie wiqzki padajqcej na probke
() - molowy wspdtczynnik absorpcji przy wzbudzajqcej diugosci fali
[ - dlugos¢ drogi optycznej
¢ -stezenie molowe
F(1,) - wariacja intensywnosci fluorescencji w warunkach stacjonarnych do diugosci
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fali] FA)d A= @,

k - wspolczynnik, zalezacy od wielu parametrow (geometrii obserwacji, efektywnosci
transmisji monochromatora, szerokosci szczeliny monochromatora itp.).

Biorac pod uwage fakt, ze intensywnos$¢ fluorescencji jest proporcjonalna
do stezenia tylko dla niskich absorbancji ( A(A,)<0,05), otrzymujemy nastepuja-
ca formg zaleznosci (4):

LA, Ap) =23 K F(4,) 1, (4,) e(A)lc 5)

W celu uzyskania widm wzbudzenia monochromator emisyjny ustawiamy
na okreslong dtugos¢ fali w zakresie fluorescencji (A, =const.), natomiast mo-
nochromator wzbudzajacy przemiata dlugos¢ fali promieniowania wzbudzaja-
cego (A, =zmienne). Widmo emisyjne stanowi odwrotng sytuacjg: na okreslona
dlugos¢ fali absorbowanej przez probke ustawiony jest monochromator wzbu-
dzajacy (A =const.), natomiast monochromator emisyjny przemiata i analizuje
emitowana wiazke (A, =zmienne).

Zaleznos¢ dtugosci fali od wielu czynnikow zewngtrznych (np. natgzenia
$wiatla) powoduje znieksztatcenie widm. W celu uzyskania pomiaréw o wyso-
kiej doktadnos$ci konieczna jest ich odpowiednia korekta. W przypadku widma
emisji elementami zaburzajacymi pomiary sa natgzenie $wiatta oraz efektyw-
no$¢ transmisji monochromatora wzbudzajacego. Rozwiazaniem jest rejestracja
fluorescencyjnego sygnatu z probki jako funkeji wzbudzajacej dlugosci fali. W
odniesieniu do widm emisji czynnikami zaburzajacymi widma emisyjne sg za-
leznosé¢ dhugosci fali od efektywnosci monochromatora emisyjnego i odpowie-
dzi fotopowielacza. Zastosowanie korygujacej lampy wolframowej umozliwia
korekcjg widma.

Nalezy zaznaczy¢, iz obecne spektrofluorymetry sa zaopatrzone w niezbed-
ne czynniki korygujace.

3.2.2. Pomiary wydajnosci kwantowej fluorescencji

Wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji to stosunek liczby wyemitowanych fo-
tondow na drodze fluorescencji do iloéci fotonéw zaabsorbowanych. Wielkosé¢
ta nie zalezy od dtugosci fali §wiatta wzbudzajacego, ale zalezy od temperatury
(dlatego tak bardzo istotna jest kontrola temperatury probki). Metoda pomiaru
wydajnosci kwantowej fluorescencji jest metoda porownania ze standardem flu-
orescencyjnym spetniajacym nastgpujace warunki:

*  wysoka czysto$¢;

276



Badanie oddziatywan migdzy receptorami boronowymi a cukrami metodami...

» fotochemiczna stabilno$¢ w roztworze i stanie statym;
*  znana wysoka kwantowa wydajno$¢ fluorescenc;i;
»  szerokie widmo absorpcji i fluorescencji;
* niezalezno$¢ widma fluorescencji i wydajnosci kwantowej od wzbu-
dzajacej dtugosci fali;
*  mate naktadanie pomigdzy widmami absorpcji i emisji;
* niespolaryzowana emisja.
Wielkos$¢ t¢ mozna przedstawic¢ za pomoca ponizszego wyrazenia (6):

(I) F o _ ﬁx J'_: ]F(/iE,/ﬁtF)le . 1_ lo—AR(iE)

Oy my | 1,(h,)dl, 151070

(6)

(n - wspolczynnik zatamania Swiatta konieczny w sytuacji gdy rozpuszczalnik stosowany
do wzorca nie jest taki sam jak do badanego zwiqzku).

Kwantowa wydajnos$¢ fluorescencji mozemy wyznaczy¢ przez porownanie
scatkowanej postaci widma emisyjnego z analogiczna catka dla substancji wzor-
cowej, przy jednoczesnym pomiarze absorpcji substancji badanej i wzorca dla
wzbudzajacej dtugosci fali.

3.2.3. Techniki detekcji umozliwiajace okreslanie czasu zycia fluorescencji

Dynamika stanu wzbudzonego jest podstawa do zrozumienia procesow
fotochemicznych, fotobiologicznych czy fotofizycznych. Czynnikiem umozli-
wiajacym $ledzenie dynamiki interesujacych nas proceséw, w odroéznieniu od
badania widm emisji i wzbudzenia fluorescencji, czy wyznaczania wydajnosci
kwantowej, jest pomiar czasu zycia fluorescencji, ktory mozna zdefiniowac jako
Srednia warto$¢ czasu, w ktorym czastka pozostaje w stanie wzbudzonym przed
jej powrotem do stanu podstawowego w wyniku fluorescencji.

Pomiar tego czynniki umozliwiaja nastgpujace metody:
1. fluorymetria pulsowa:

a) metoda pojedynczego =zliczania impulsu (single-photon timining
technique, SPT);

b) technika stroboskopowa;

c) inne;
2. fluorymetria modulowania fazowego:

a) metoda wykorzystujaca ciagle zrodlo s$wiatta i modulator elektro-
optyczny,
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b) metoda wykorzystujaca laser pulsowy.

Podstawa fluorymetrii pulsowej jest wzbudzanie probki przez krétkie im-
pulsy $wiatla i rejestracja odpowiedzi fluorescencji (zaniku intensywnosci flu-
orescencji) w czasie. Gdy czas trwania impulsu jest dlugi, w odniesieniu do
statego czasu rozktadu fluorescencji, odpowiedz fluorescencji stanowi splotowy
produkt (impulsu i odpowiedzi) i analiza danych wymaga dekonwolucji (rozplo-
tu) tych parametrow (Rys.11).

WZBUDZENIE ODPOWIEDZ
N It)
|
impuls

¢ odpowiedz

mtensywnosé

cZas

Rysunek 11. Schemat dziatania fluorymetrii pulsowej.

Wigkszos$¢ urzadzen opartych na metodzie SPT wykorzystuje fakt, iz detek-
cja pojedynczego impulsu w czasie jest proporcjonalna do intensywnosci flu-
orescencji. Zrodto promieniowania (lampa btyskowa lub laser) emituje impuls
elektryczny 1, ktory jest generowany (np. przez fotodiodg) i przeniesiony przez
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rozrézniacz (dyskryminator) do przetwornika. Jednoczesnie nastgpuje wzbudze-
nie probki i emisja fluorescencji, po czym odpowiedni impuls elektryczny 2 jest
dostarczany do przetwornika. Wynikiem jest impuls wyj$ciowy, ktorego ampli-
tuda jest proporcjonalna do czasu rozktadu pomigdzy pulsem poczatkowym 1
i koncowym 2. Produktem koncowym analizy jest histogram przedstawiajacy
krzywa rozktadu fluorescencji. Rys. 12 obrazuje schemat wyzej opisanego apa-
ratu.
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Rysunek 12. Schemat fluorymetru wykorzystujqcego technike SPT.
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Technike SPT charakteryzuja nastepujace walory:

*  wysoka czulos¢;

*  doskonatly zakres dynamiki i liniowo$¢;

*  dobrze zdefiniowane dane statystyczne.

Ciekawa alternatywa do wyzej opisanej techniki jest metoda stroboskopo-
wa. Opiera si¢ ona na zatozeniu, iz wykrywane sa tylko te fotony emitowane
przez probke, ktore docieraja do fotokatody fotopowielacza przez bramke czasu.
Bramkowanie fotopowielacza przez impuls napigcia w czasie odpowiedniego
opoznienia stosunku do impulsu $wiatta jest mozliwe przy zastosowaniu jed-
nostki komputerowo kontrolowanego opo6znienia, natomiast synchronizacj¢ z
lampa fleszowa uzyskuje si¢ przy zastosowaniu zegara gtownego. Intensywnos¢
fluorescencji w funkcji czasu otrzymuje si¢ poprzez przesunigcie okna czasu po
kazdym impulsie (od $wiatla przed impulsem) do odpowiedniego czasu konco-
wego. Zaleta tej techniki jest brak konieczno$ci stosowania drogiej elektroni-
ki jak i1 zrodta promieniowania o wysokiej czestotliwosci ze wzgledu na to, iz
intensywno$¢ sygnatu jest bezposrednio proporcjonalna do intensywnosci im-
pulsu $wiatta. Na rysunku 13 przedstawiono schemat fluorymetru stosujacego
technike stroboskopowa.
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Rysunek 13. Schemat fluorymetru wykorzystujqcego technike stroboskopowq.

Inna droga pomiaru czasu zycia fluorescencji jest wykorzystanie fluoryme-
trii modulowania fazowego. Ciekawostka jest, iz pierwszy fluorymetr do po-
miaru czasu zycia fluorescencji, zaprojektowany w 1962 roku przez Gaviala,
oparty byt wlasnie na tej metodzie. Podstawa jej dziatania jest wzbudzanie prob-
ki przez sinusoidalnie modulowane $§wiatlo przy wysokiej czgstosci. Po wzbu-
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dzeniu $wiattem modulowanym odpowiedz fluorescencji ma t¢ sama czgstosc
modulacji 1 jest przesunigta w fazie. Harmoniczna odpowiedz systemu cha-
rakteryzuja dwa parametry: przesunigcie fazowe @ i wspdtczynnik modulacji
M (m/m,, stosunek wspoétczynnika modulacji glebokosci fluorescencji m do
wspotczynnika modulacji glebokosci wzbudzenia m ), sa one mierzone jako
funkcja czgstotliwosci modulacji. Innymi stowy, mierzy sig roznicg faz §wiatta
wzbudzajacego i fluorescencyjnego. Bezposrednia analiza danych w obszarze
czestosci sprawia, iz dekonwolucja nie jest konieczna (Rys.14).
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Rysunek 14. Schemat dziatania fluorymetrii modulowania fazowego.

Zrédto promieniowania moze stanowi¢ lampa ksenonowa sprz¢zona z mo-
nochromatorem. Probka badana i roztwdr pordwnawczy umieszczone sa w ro-
tacyjnej wiezyczce. Nowym elementem jest celka Pockela (modut optyczny),
kierowana przez syntezator czgstosci. Efektem jest modulowana przez zmienne
napigcie katody wtornej odpowiedz wychodzaca z fotopowielacza, za pomoca
innego syntezatora czgstosci sprz¢zonego w fazie z pierwszym. Oba syntezatory
dostarczaja rozniacych si¢ czgsto$cia modulowanych sygnatow w celu osiagnig-
cia korelacji krzyzowej. Rysunek 15 prezentuje schemat fluorymetru modulo-
wania fazowego.

Z wyzej przedstawionych informacji mozna wywnioskowac, iz obie metody
teoretycznie mozna uzna¢ za rownowazne. Z punktu widzenia oprzyrzadowania
sa technikami wykorzystujacymi aparaty podobnej generacji. Kazda z nich ma
swoje wady 1 zalety.
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Rysunek 15. Fluorymetr modulowania fazowego z ciqglym zrodtem promieniowania i
modulatorem elektro-optycznym.

3.3. Przyklad zastosowania pomiaréw fluorymetrycznych do badania
receptorow cukrow

Fluorescencyjne receptory boronowe w ostatnich latach ciesza si¢ najwigk-
szym zainteresowaniem sposrod wszystkich typow receptorow boronowych.
Jest to spowodowane migdzy innymi zaletami pomiaréw fluorymetrycznych.
Fluorescencja jest technika bardzo czuta i wymaga matej ilosci receptora (10
M). Jest wiele przyktadéw na to, ze nawet pojedyncze czasteczki moga zostac
wykryte ta technika. Dodatkowo pomiar fluorymetryczny wywiera bardzo sta-
by wptyw na ludzki organizm, a w niektorych przypadkach wcale nie wywiera
wplywu, zwlaszcza gdy jako zrodla wzbudzenia zastosuje si¢ promieniowanie
z zakresu bliskiej podczerwieni. Dzigki tym wlasciwosciom fluorymetria w po-
faczeniu z receptorami boronowymi jest potencjalna metoda, w oparciu o ktora
mozna stworzy¢ catkowicie nieinwazyjny uktad do oznaczania cukrow.

Wigkszo$¢ grup badawczych zajmujacych si¢ tematyka kwasow borono-
wych jako receptoréw cukrow skupia si¢ na syntezie uktadéw zawierajacych flu-
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orofor jako integralny element czasteczki receptora (receptory PET, ICT, FRET
itp. [1]). Na rysunku 16 przedstawiono schemat budowy i dziatania receptorow
PET.

hv..

]“"' M
Rysunek 16. Schemat budowy i dzialania receptora PET.

Badanie tego typu uktadow przeprowadza si¢ w uktadzie dwusktadniko-
wym: receptor (kwas boronowy) oraz diol (cukier). Gléwna wada takich ukta-
dow jest dos¢ skomplikowany proces projektowania oraz syntezy kwasow bo-
ronowych, ktore oprocz selektywnosci na dany cukier musza takze zmieniaé
swoje wlasciwosci spektroskopowe w wyniku utworzenia estru. Istnieje duza
grupa pochodnych kwasu fenyloboronowego, ktére w wyniku zwiazania diolu
nie zmieniaja wlasciwosci spektroskopowych lub ta zmiana jest bardzo mata.
Jedynym sposobem zbadania oddziatywania tych zwiazkéw z diolami jest prze-
prowadzenie reakcji estryfikacji w uktadzie trojsktadnikowym. W sktad tego
uktadu wchodza: kwas boronowy, barwnik (odpowiedzialny za konkretne wia-
sciwosci spektroskopowe — pochtanianie lub emisja promieniowania) oraz diol.
Powszechnie wykorzystywanym barwnikiem w tego typu pomiarach jest czer-
wien alizarynowa (ARS) [1, 11-13].
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Rysunek 17. Reakcje zachodzqce w ukladzie trojsktadnikowym ARS — kwas boronowy —
diol [1, 11].

Najwigksza zaletg takiego uktadu jest mozliwos¢ zastosowania go do zba-
dania oddziatywania praktycznie wszystkich kwaséw boronowych z diolami,
a takze wyznaczenie statych rownowagi tych reakcji w roztworach o réznym
sktadzie i pH.

Uktad trojsktadnikowy umozliwia wyznaczenie statej rownowagi reakcji
estryfikacji dwiema metodami. Jest to wazne zwlaszcza w przypadku pochod-
nych kwasu fenyloboronowego, ktore nie wykazuja fluorescencji, oraz ktorych
wlasciwosci spektroskopowe nie zmieniaja si¢ w znaczacy sposoéb w wyniku
wprowadzenia diolu.

Wodny roztwor czerwieni alizarynowej posiada barwg purpurowa i wyka-
zuje jedynie stabg fluorescencjg. Po wprowadzeniu kwasu boronowego do tego
roztworu tworzy si¢ kompleks kwasu boronowego z ARS, ktory jest barwy z61-
tej (rysunek 18).

Rysunek 18. Zmiana barwy roztworu ARS w wyniku zwiekszania stezenia kwasu
2-formylofenyloboronowego [14].
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W roztworze tym ustala si¢ rOwnowaga reakcji oznaczona jako K- Wpro-
wadzenie diolu do tego roztworu powoduje ustalenie si¢ drugiej rOwnowagi re-
akcji migdzy kwasem boronowym a diolem (K. ktéra jest konkurencyjna w
stosunku do pierwszej rownowagi reakcji. Roztwor staje si¢ znowu purpurowy,
w wyniku uwolnienia ARS z kompleksu.

W celu wyznaczenia statej rownowagi reakcji miedzy kwasem boronowym
a czerwienia alizarynowa (K.) rejestruje si¢ seri¢ widm fluorescencyjnych dla
roztworow o statym stezeniu czerwieni alizarynowej oraz wzrastajacym stgze-
niu kwasu boronowego. Rysunek 19 prezentuje seri¢ widm fluorescencyjnych
dla roztwordéw kwasu 2-formylofenyloboronowego z ARS.

60

Rysunek 19. Widma fluorescencyjne roztworéw zawierajqcych 1x10* M ARS o zmiennym
stezeniu kwasu 2-formylofenyloboronowego. Widma zarejestrowano przy diugosci fali
wzbudzenia 1, =469 nm [14].

Na podstawie uzyskanych w ten sposéb danych wyznacza si¢ stala réwno-
wagi reakcji migdzy kwasem boronowym i ARS. W tym celu wykorzystuje sig
modyfikacje rownania Benesiego-Hilderbranda, ktére ma postaé:

B (4 prKeql LI, ]
1+ K, [L]

M, ==,

gdzie: I — intensywnos¢ fluorescencji dla konkretnego pomiaru
1, — intensywnos¢ fluorescencji dla wolnego ARS
K — stata rownowagi reakcji miedzy kwasem boronowym a ARS
[I 0] catkowite stezenie barwnika (ARS)
[L] — catkowite stezenie kwasu boronowego
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Po przeksztalceniu otrzymuje si¢ powyzsze rOwnanie w postaci:

1 a1 _
F: (AkpoKeql) IT]'I' (A kpol,) :

s [

Otrzymane réwnanie jest rtOwnaniem liniowym typu:

y=ax+b

w ktorym zmiennymi sa 1/Al oraz 1/[L]. W celu wyznaczenia statej rownowagi
K, sporzadza si¢ wykres zalezno$ci 1/Al, vs.1/[L]. Stata réwnowagi reakcji
K, migdzy kwasem boronowym i ARS jest rowna ilorazowi wspotczynnikow
wyznaczonej prostej.

Kolejnym krokiem jest wyznaczenie statej rownowagi reakcji kwas boro-
nowy — cukier. W tym celu przeprowadza si¢ miareczkowanie spektrofluoryme-
tryczne odpowiednim cukrem roztworu zawierajacego kompleks kwasu borono-
wego z ARS. Po wprowadzeniu do roztworu kolejnych porcji cukru rejestruje

si¢ widmo fluorescencyjne (Rys. 20).

—— OM Fruktozy
—— 5*10*M Fruktozy
——— 1*10°M Fruktozy
——— 2,5"10°M Fruktozy
5*10°M Fruktozy
——7,510°M Fruktozy|
1*10°M Fruktozy
—— 2,5"10°M Fruktozy|
5*10°M Fruktozy
1*10"M Fruktozy

Rysunek 20. Miareczkowanie fluorescencyjne roztworu zawierajqcegolx10* M ARS;
1x107° M kwasu 4-formylofenyloboronowego przy pomocy roztworu fruktozy [14].

W wyniku wprowadzania kolejnych porcji cukru do roztworu kwasu boro-
nowego z ARS nastepuje stopniowe wygaszanie fluorescencji. Jest to spowodo-
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wane rozpadaniem si¢ kompleksu kwas boronowy — ARS (wykazujacego fluore-
scencjg) i powstawaniem na jego miejsce kompleksu kwas boronowy — cukier
oraz wolnego barwnika, ktore nie wykazuja fluorescencji.

W celu wyznaczenia statej rownowagi reakcji K, migdzy kwasem borono-
wym a cukrem odczytuje si¢ z widm zarejestrowanych podczas miareczkowania
fluorescencyjnego maksymalnych intensywnosci fluorescencji. Do wyznaczenia
tej statej wykorzystuje si¢ rownanie:

[SO] - Keql Q+ 1
P K
eq
gdzie:
P=iLy)- ——- ol

0K, 0+1
1

©- [IL]

[S,] — stezenie cukru

[1,] — catkowite stezenie barwnika

[1] — stezenie nie zwiqzanego barwnika (ARS)

[IL] — stezenie kompleksu kw.boronowy — ARS

K, - stata rownowagi reakcji miedzy kwasem boronowym a ARS
K, - stata rownowagi reakcji miedzy kwasem boronowym a cukrem

Nastepnie wyznacza sig rownanie prostej z zaleznosci [S,]/P w funkcji Q.
State rownowagi reakcji K, pomigdzy kwasem boronowym a cukrem sa rowne
ilorazowi stalej rownowagi reakcji miedzy kwasem boronowym a ARS (Keql) i
wspotczynnika kierunkowego wyznaczonych powyzej prostych.
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Rozdzial X

Techniki spektroskopii ramanowskiej:
mapowanie ramanowskie
Wybrane przyklady niedestrukcyjnej analizy chemicznej
zwiazkow bioaktywnych

Malgorzata Baranska
Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagiellonski, ul. Ingardena 3,
30-060 Krakow

1. Wstep

Szereg sktadnikow roslinnych odgrywa wazna rolg zaréwno z dietetyczne-
go punktu widzenia jak i wchodzi w sktad roznego rodzaju lekow i preparatow
farmaceutycznych. Przeciwutleniacze, cenne zwiazki wystgpujace w owocach i
warzywach, sa istotnym czynnikiem obnizajacym ryzyko wystapienia réznych
rodzajow raka i chorob niedokrwienia serca. W grupie tej mozna wyroznic karo-
tenoidy i flawonoidy, ktore jako naturalne koloranty okre$laja rowniez estetycz-
na warto$¢ produktow roslinnych. Z kolei alkaloidy moga wywotywac rdzne
efekty na organizm ludzki, np. kofeina jest fagodnym stymulantem centralnego
uktadu nerwowego 1 w efekcie moze wptywac na nasze zachowanie.

Srodki farmaceutyczne pochodzenia rolinnego sa powszechnie dostepne i
od tysigcy lat odgrywaja znaczaca rolg zarowno w profilaktyce jak i terapii wielu
chorob. Ogromne zapotrzebowanie na preparaty roslinopochodne sprawia, ze sa
one niejednokrotnie produkowane z materiatu o niskiej jakosci, co ma negatyw-
ny wptyw na produkt koncowy, ktdrego dziatanie nie przynosi pozadanych efek-
tow. Dlatego poszukuje si¢ szybkich i doktadnych metod, ktore tatwo moga by¢
stosowane do kontroli jakosci zard6wno nieprzetworzonego materiatu roslinnego
jak i1 koncowego produktu przeznaczonego do konsumpcji. Metody analityczne
takie jak chromatografia gazowa (GC) czy wysokosprawna chromatografia cie-
czowa (HPLC), obecnie stosowane do badania jako$ci oraz selekcji wysokiej ja-
kosci roslin do produkcji lekow, preparatow leczniczych i zywnosci, wymagaja
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dlugiego czasu analizy 1 dlatego tez poszukiwane sg inne, alternatywne metody.
Ponadto izolacja zwiazkéw bioaktywnych z materiatu roslinnego moze powo-
dowac¢ ich modyfikacje strukturalne lub tworzenie si¢ réznych odmian polimor-
ficznych, a tym samym wptywac na ich reaktywnos¢ oraz zdolno$¢ do wiazania
si¢ z innymi substancjami.

2. Metodyka

Analiza roslin i ich produktéw farmaceutycznych badz spozywczych pro-
wadzona byla w oparciu o spektroskopi¢ ramanowska. Spektroskopia ta jest
metoda badania przej$¢ pomigdzy poziomami energetycznymi czasteczek za-
chodzacymi na skutek nieelastycznego rozproszenia $wiatla. W przypadku ga-
z6w mozliwe jest badanie zarowno rotacji jak i oscylacji molekut, natomiast dla
ciat skondensowanych pomiary obejmuja tylko przejscia pomigdzy poziomami
oscylacyjnymi. Teoretycznie, efekt ten zostat opisany przez A. Smekala w 1923
roku, a w roku 1928 hinduski fizyk C.V. Raman potwierdzit doswiadczalnie jego
istnienie w oparciu o wyniki badan benzenu. Za to odkrycie przyznano mu w
1930 roku Nagrodeg Nobla w dziedzinie fizyki.

Wynikiem pomiaru probek przy pomocy spektrometru ramanowskiego sa
widma, czyli zalezno$ci intensywnos$ci promieniowania rozproszonego przed-
stawione w skali wzglednych warto$ci czestosci (wyrazonych w A cm™, tzw.
przesunigcie ramanowskie) w zakresie od 4000 do 0 cm™. Tak wyrazone widmo
ramanowskie odpowiada skali czestosci widma absorpcyjnego w podczerwie-
ni, co pozwala na poréwnanie tych komplementarnych wzgledem siebie metod
spektroskopowych. Widma oscylacyjne moga by¢ wykorzystane do identyfiko-
wania nieznanych substancji i ich ilo$ci, ich przemian w reakcjach chemicznych
oraz obecnosci okreslonych ugrupowan atomow, czy tez wiazan czasteczko-
wych. Identyfikacj¢ te przeprowadza si¢ w oparciu o szczegétowa analize pasm
zarejestrowanego widma.

Metoda rozproszenia Ramana mozna badac¢ zwiazki we wszystkich stanach
skupienia, a wigc gazy, ciala state, ciecze, roztwory (w tym wodne), a rowniez
tkanki roslinne i zwierzgce, produkty spozywcze i farmaceutyczne, kamienie,
dzieta sztuki itp., w szerokim przedziale temperatur i ci$nien. Pomiar widm ra-
manowskich nie wymaga zastosowania skomplikowanych procedur przygoto-
wania probek, badane substancje w ilosci nawet kilku mikrograméw umiesz-
czane sa bezposrednio na stole pomiarowym lub w naczynkach (najczesciej
szklanych) przezroczystych dla promieniowania wzbudzajacego. Niewatpliwa
zaleta spektroskopii ramanowskiej jest mozliwos¢ jej zastosowania dla probek
w roztworach wodnych (szczegodlnie przydatne dla tkanek roslinnych i zwierze-
cych), gdyz widmo ramanowskie wody jest ubogie, pasma wykazuja stosun-
kowo staba intensywnos$¢ wynikajaca z malej polaryzowalnosci molekut wody.
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Podstawowym problemem utrudniajacym otrzymanie widm ramanowskich jest
wystegpowanie tla fluorescencyjnego. Jednak stosowanie spektrometréw rama-
nowskich z transformata Fouriera (FT-Raman) i wzbudzeniem laserowym w za-
kresie bliskiej podczerwieni tj. przy 1064 nm, powoduje usunigcie lub zmniejsze-
nie tego efektu. Ponadto, ze wzglgdu na ograniczenie absorpcji promieniowania
laserowego przez probke, istnieje mniejsza mozliwosé jej fotochemicznego lub
termicznego rozktadu.

Doktadniejsze poznanie wlasnosci roznych sktadnikow roslinnych umozli-
wia rozwijana ostatnio technika tzw. mapowania ramanowskiego, ktora pozwala
zbiera¢ informacje o ich rozktadzie przestrzennym bezposrednio w Zzywym ma-
teriale roslinnym oraz produktach pochodnych. Dystrybucja wybranych zwiaz-
kéw w przekrojach probki wyznaczona jest poprzez obrazowanie rozktadu in-
tensywnosci ich sygnatow ramanowskich w badanym przekroju. Pozwala to na
otrzymanie 2-wymiarowych obrazoéw przedstawiajacych rozktad pojedynczych
sktadnikéw w ztozonych uktadach biologicznych (Rys. 1) [1-5].
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Rysunek 1. Tworzenie map ramanowskich obrazujqcych rozklad pojedynczych sktadnikow
A, B i C na podstawie charakterystycznych pasm dla tych substancji (zaadoptowane z
[6]).

Powszechnie znane i stosowane sa trzy techniki mapowania ramanowskiego
tj.: punktowa, liniowa i powierzchniowa. Jednak w przypadku spektrometréw
FT-Raman stosowane moze by¢ tylko mapowanie punktowe, zwane tez seryj-
nym. W wyniku pomiaru z okre$lonej powierzchni probki otrzymywany jest
zbidr widm, z ktoérego konstruowana jest mapa ramanowska. Jezeli analizowana
jest duza powierzchnia lub stosowana duza rozdzielczo$¢ przestrzenna to po-
miar jest dtuzszy (rzedu kilku-kilkunastu godzin), ale dzigki automatyzacji nie
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wymaga duzego zaangazowania prowadzacego pomiary. Najczgscie]j, wstgpnie
wykonuje si¢ pomiary z niska rozdzielczoscia, a nastgpnie z wybranego obszaru
powtarzany jest pomiar z wyzsza rozdzielczoscia (w przypadku FT-Ramana jest
to okoto 30-50 pm).

Mapa ramanowska moze by¢ skorelowana z obrazem wizualnym prébki [7
lub wynikami otrzymanymi innymi technikami np. poprzez barwienie tkanek [8].
Przewaga mapowania jest jednak niedestrukcyjnos$¢ oraz mozliwo$¢ tworzenia
wielu map z pojedynczego eksperymentu, ktore niosa informacje o zawartosci
i dystrybucji szeregu badanych zwiazkow, a takze ich zmian zachodzacych pod
wplywem pewnych czynnikow (np. temperatury, pH lub stresu biotycznego i/
lub abiotycznego [9]).

Prezentowane tu wyniki badan zwiazkéw bioaktywnych in situ otrzymane
zostaty na spektrometrze ramanowskim NIR-FT-Raman Bruker model RFS 100
wyposazonym w przystawke do mapowania umozliwiajaca przesuwanie bada-
nej probki w ptaszczyznie xy z rozdzielczo$cia przestrzenna 5 pm. Taka konfi-
guracja umozliwia precyzyjne pomiary probek o wymiarach max. 75 mm x 50
mm, co oznacza, ze moze by¢ badany np. caty 1i$¢, korzen lub inna cz¢$¢ rosliny
jak inp. cata tabletka leku.

3. Analiza wybranych zwiazkow bioaktywnych
3.1 Karotenoidy

Karotenoidy wystepuja w roslinach zaledwie w stezeniach ppm, ale ich de-
tekcja mozliwa jest przy pomocy rezonansowej spektroskopii ramanowskiej w
widzialnym obszarze wzbudzenia, gdy wzbudzenie laserowe odpowiada przej-
$ciu elektronowemu danego karotenu [10,11]. W spektroskopii NIR-FT-Raman
rowniez obserwuje si¢ silne wzmocnienie pasm pochodzacych od drgan karote-
noidowych, co zwigzane jest z tzw. efektem prerezonansowym [12]. Niewatpli-
wa zaleta tej techniki jest ponadto brak fluorescencji na widmach ramanowskich
badanych materialow biologicznych [13,14].

harakterystyczne pasma karotenoidéw obserwowane sg na widmach rama-
nowskich w zakresach 1500-1550 1 1150-1170 cm™ i pochodza odpowiednio od
drgan rozciagajacych zgodnych w fazie grup -C=C- (v,) i -C-C- (v,) taficucha
polienowego. Dodatkowo, drgania wahadtowe w ptaszczyznie grup CH, przyta-
czonych do tancucha centralnego widoczne sa jako pasma $redniej intensywno-
$ci wystepujace w zakresie 1000-1020 cm™' (Rys. 2) [9,10, 15-18].

Na podstawie badan szerokiej gamy warzyw, owocow i kwiatow zawiera-
jacych naturalne karotenoidy, jak rowniez zwiazkéw tych w wolnej, wyizolo-
wanej postaci, mozna stwierdzi¢ silna zalezno$¢é pomigdzy dtugoscia tancucha
polienowego karotenoidu a potozeniem jego pasm ramanowskich, w szczegol-
nosci v, iv,. Karotenoidy z 11-, 9-, 8-, 7-sprzezonymi wiazaniami -C=C- maja
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swoje charakterystyczne pasmo v, na widmie ramanowskim odpowiednio przy
1510, 1524, 1530 i 1536 cm'. Czestos¢ potozenia tego pasma moze by¢ uzy-
ta do celéw identyfikacyjnych karotenoidow, jednak jego potozenie zalezy tez
od bocznych podstawnikéw tancucha, jak rowniez nieznacznie zmienia si¢ pod
wplywem wigzania do ro$linnych sktadnikow [17].
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Rysunek 2. Widma ramanowskie wybranych naturalnych karotenoidow: krocetyny (4),
p-karotenu (B) i likopenu (C).

Spektroskopia ramanowska jest doskonatym narzedziem do badan izomerii
cis-trans karotenoidow. Naturalne karotenoidy wystgpuja gtownie jako bardziej
stabilne izomery frans. Obecno$¢ cis-izomeréw opisywana w literaturze jest
czg¢sto przesadzona i powinna w wielu przypadkach by¢ traktowana jako artefakt
analiz chromatograficznych. W wyniku ekstrakcji, dziatania wysokiej tempera-
tury i rozpuszczalnikow w czasie takiej analizy moze doj$¢ do zmian konfor-
macyjnych karotenoidow [19]. Tak wigc analiza in situ, ktora nie naruszataby
srodowiska naturalnego badanego karotenu, a tym samym nie zmieniataby jego
struktury bytaby wiarygodna metoda badania strukturalnego tych zwiazkow.

Tylko kilka roslinnych karotenoidéw wystepuje w Srodowisku naturalnym
w formie cis. Nalezy do nich m.in. biksyna. Po ekstrakcji chloroformem prze-
ksztatca si¢ ona do bardziej stabilnego izomeru trans [20]. Te eksperymentalne
obserwacje zostaty rowniez potwierdzone przez obliczenia teoretyczne [21]. Na
widmach ramanowskich obserwowane jest to jako podwyzszenie czgstosci drga-
nia v, z 1518 do 1523 cm™ [17]. Dla izomerdéw krocetyny rdznica w potozeniu
pasma v, jest jeszcze wigksza i wynosi 12 cm™ [22]. Pokazuje to mozliwosci sto-
sowania spektroskopii ramanowskiej do badan izomeryzacji karotenoidow np.
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w czasie przechowywania roélin lub ich przetwarzania. Wiadomo bowiem, Ze
swiatto, cieplo, kwasy i kontakt z powierzchniami metalicznymi sa promotorami
izomeryzacji, ktéra moze negatywnie wplywaé na produkt koncowy poprzez
utratg koloru czy redukcj¢ bioaktywnos$ci karotendw [23,24].

Przy pomocy mapowania ramanowskiego przeprowadzono badania wpty-
wu stresu biotycznego i abiotycznego na zawarto$¢ karotenoidow w lisciach
buraka i pietruszki oraz owocach pomidora [9]. Stres biotyczny wywotany np.
infekcja grzybicza zazwyczaj prowadzi do degradacji karotenu w centrum zaka-
zenia oraz w poblizu miejsca chorobowego [25,26]. Rzadkie, ale mozliwe jest
jednak réwniez inne zjawisko, a mianowicie stymulowana akumulacja karotenu
[27,28]. Taki mechanizm obrony przed infekcja odkryto w przypadku zakazenia
Septoria petroselini, gdzie na mapach ramanowskich wida¢ wyraznie, ze obok
dekompozycji karotenu w tkance nekrotycznej obserwuje si¢ wzrost jego steze-
nia dookota zmiany chorobowej [9].

Zmiany stezenia karotenow obserwowano rowniez w owocach pomidora
pod wplywem wysokiej temperatury i $wiatla, czyli stresu abiotycznego. W
zdrowych tkankach wystepuje likopen obok B-karotenu, krore moga by¢ ziden-
tyfikowane na podstawie odpowiednich pasm markerowych tj. 15101 1524 cm™.
Poniewaz udowodniono, ze spektroskopia ramanowska umozliwia rozréznienie
tych karotenow bezposrednio w owocu, nawet gdy wspotwystepuja w tych sa-
mych tkankach, zastosowano technik¢ mapowania do zbadania ich wzajemnej
dystrybucji. Otrzymane mapy ramanowskie jednoznacznie pokazaty, ze w tkan-
ce objetej nekroza nastapita degradacja zarowno likopenu jak i1 f-karotenu, nato-
miast w miejscach zmienionych chorobowo obserwuje si¢ zahamowanie synte-
zy tylko likopenu, za$ B-karoten jest nie tylko obecny, ale wrecz akumulowany
(patrz Rys. 3).

Rysunek 3. Zmiany stezenia karotenow w tkankach pomidora objetych nekrozq (stres
abiotyczny). A: zdjecie pomidora, B: mapa ramanowska przedstawiajqca dystrybucje
likopenu (intesywnosé pasma ~ 1510 cm”), C: mapa ramanowska przedstawiajqca
dystrybucje p-karotenu (intensywnos¢ pasma ~ 1524 cm™).
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3.2 Flawonoidy

Cho¢ literatura na temat spektroskopowych badan flawonoidéw jest dosé¢
obszerna [29,30] to trudno znalez¢ w niej przyklady takiej analizy in vivo. Na
przykladzie kwiatu bratka pokazano, ze mozliwa jest nie tylko identyfikacja jego
gtéwnych barwnikdéw bezposrednio w tkance zywej platka, ale tez zbadanie ich
ewentualnej kopigmentacji (Rys. 4).

Rysunek 4. A: Zdjecia dwoch bratkow (1,2). B: Mapa dystrybucji karotenow (integracja
~1156 ecm’). C: Mapa dystrybucji antocyjanéw (intensywnosé¢ pasma ~ 1260 cm™). D:
Mapa dystrybucji glikozydow flawonolowych (intensywnosé pasma ~ 1570 em™). [31]

Kompleksowa analizg¢ in situ obejmujaca identyfikacje, badanie dystrybucji
i analiz¢ iloSciowa flawonoidu przeprowadzono dla aspalatiny wystepujacej w
lisciach czerwonokrzewu (Aspalathus linearis) [32]. Na widmach otrzymanych
bezposrednio z rosliny cze$¢ pasm markerowych aspalatiny byla maskowana
przez inne sktadniki roslinne, dlatego zastosowano spektroskopie korelacyjna
2D w celu zanalizowania naktadajacych si¢ pasm. Metoda ta pozwala na uprosz-
czenie zlozonych widm i podwyzszenie rozdzielczo$ci spektralnej poprzez roz-
ciagnigcie sygnatow w dwoch wymiarach. Poprzez korelacj¢ pasm na mapach
synchronicznych i asynchronicznych mozna przeprowadzi¢ ich jednoznaczne
przypisanie [33-35]. W ten sposob uzyskano potwierdzenie, ze obserwowane
zmiany w intensywnosciach tych pasm obserwowane na zmierzonych widmach
zwiazane sa z rosnacym stezeniem flawonoidéw w badanych probkach. Przepro-
wadzona analiza ilo§ciowa pozwolita na otrzymanie satysfakcjonujacego mode-
lu kalibracyjnego o wspolczynniku determinacji R>=0.83 i SECV=0.94. Nalezy
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podkresli¢, ze przeprowadzone badania aspalatiny in situ sa nowatorskim, a jed-
noczesnie kompleksowym, podejsciem do analizy flawonoidow [32].

3.3 Alkaloidy

Pomimo tego, ze alkaloidy charakteryzuja si¢ szerokim zakresem réznych
struktur chemicznych, tylko dla nielicznych opublikowane zostaty widma oscy-
lacyjne [36-38]. W pracy zainteresowania zostaty skupione na grupie alkaloidow
wystepujacych w makdéwkach (morfina, noskapina, kodeina, tebaina, papawery-
na) [39] oraz piperynie w pieprzu [40]. Oprocz szczegdtowej charakterystyki
spektroskopowej tych zwiazkdw w postaci wyizolowanej, prowadzono rowniez
badania in vivo. Stezenie alkaloidow w makoéwkach jest do$¢ niskie (rzedu 0,01-
2,00g/100g suchej masy) [41] a ich widma ramanowskie ujawniaja obecnosc¢
gtdwnie sktadnikoéw roslinnych budujacych $ciany komodrkowe tj. ligniny, celu-
lozy oraz karotenow. Stad tez bezposrednia detekcja alkaloidow w makdéwkach
jest bardzo trudna. Pomocna w takim przypadku okazata si¢ analiza skupien,
ktora pozwolita na pogrupowanie badanych probek ze wzgledu na wysokie lub
niskie stezenie alkaloidow, co czgsto wystarcza przy wstegpnej kontroli jakoSci
materiatu ro§linnego. Makowki o wysokiej zawartosci m.in. morfiny wykorzy-
stywane sa do produkcji preparatdéw farmaceutycznych, za$ o niskiej zawarto-
$ci — do celow spozywczych. Brak intensywnych pasm alkaloidow w widmach
badanych roslin nie przeszkodzit zbudowaé wiarygodne modele kalibracyjne do
analizy ilosciowej tych zwiazkéw. Dla morfiny otrzymano model o wspotczyn-
niku determinacji R>=0.80, a SECV wynosit 0.92.

Znacznie wyzsza zawarto$¢ alkaloidow wykazuja ziarna pieprzu. Jeden z
nich, piperyna, wystepuje w ilosciach ok. 3-8g/100g - moze wigc by¢ identyfi-
kowana in vivo. Na widmach badanych ziaren widoczne sa wyraznie pasma po-
chodzace od drgan piperyny przy 1625, 1584, 1448, 1295, 12561 1153 cm™'. Na
podstawie tych pasm sporzadzono mapy ramanowskie dystrybucji piperyny w
czarnych i zielonych ziarnach pieprzu, i tak np. w zielonych owocach piperyna
jest rozlokowana réwnomiernie w czg$ci peryspermowej, za$ tkanki endosper-
my zawieraja mniejsze ilosci tego alkaloidu (Rys. 5) [40].
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Rysunek 5. A: Ziarno zielonego pieprzu. B: Mapa dystrybucji piperyny (intensywnosé
pasma ~ 1584 cm™).
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Wybrane metody badan oddzialywan w ukladach
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Chemia supramolekularna, czyli chemia wykraczajaca poza obszar cza-
steczki, to chemia asocjatow dwodch lub wigcej molekut, bez udziatu wiazan
kowalencyjnych. Rozwoj wiedzy w tej dziedzinie uzalezniony jest $cisle od roz-
woju technik badawczych, umozliwiajacych identyfikacj¢ stabych oddzialywan
w asocjatach.

Wspolczesna analiza instrumentalna dostarcza nam catego spektrum ro6zno-
rakich technik analitycznych, opierajacych si¢ na zjawiskach elektrochemicz-
nych (potencjometria, konduktometria, woltamperometria), absorpcji promie-
niowania elektromagnetycznego (spektroskopia NMR, EPR, NQR, IR, UV-Vis),
procesie jonizacji czasteczek i szeregu innych. Artykut ma na celu przyblizenie
kilku z nich, niektdrych czgsto goszczacych, innych stosunkowo rzadko stoso-
wanych w laboratoriach chemikow supramolekularnych.

1. Izotermiczne miareczkowanie kalorymetryczne (ITC) [1]

Reakcjom tworzenia kompleksow gos¢- gospodarz towarzyszy najczescie)
efekt egzotermiczny. Pomiar wartos$ci ciepta wydzielonego podczas tego pro-
cesu pozwala wyznaczy¢ szereg warto$ci termodynamicznych, charakteryzuja-
cych uktad gos¢-gospodarz.

Opis zastosowania metody miareczkowania kalorymetrycznego do wyzna-
czania warto$ci stalej tworzenia kompleksu (K) i entalpii reakcji (AH) przed-
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stawiony zostal okoto 40 lat temu. Poczatkowo procedura ta stosowana byta
do badania kompleksowania jonéw metali i rOwnowag kwasowo-zasadowych.
Aktualnie jest ona waznym narzedziem w biochemii, pozwalajacym wyznaczac
parametry termodynamiczne oddziatywan biomolekut. Nowoczesne systemy
pomiarowe pozwalaja wyznaczaé efekty cieplne mniejsze niz 0,4 pJ, co umoz-
liwia badanie uktadow charakteryzujacych sie duzymi warto$ciami K (do 10°
M.

Izotermiczny titrator kalorymetryczny jest stosunkowo prostym urzadze-
niem. Pomiar efektow cieplnych dokonywany jest w termostatowanej komorze
pomiarowej (obok ktorej znajduje si¢ komora pordéwnawcza). Standardowa ob-
jetos¢ kuwety wynosi 1,5 cm?. Temperatura probki utrzymywana jest w zakresie
5-80°C. Titrant dodawany jest przy pomocy pompy strzykawkowej, pracujacej
z krokiem 1-20 pl. Intensywnos¢ sygnatu ITC zalezy od szeregu czynnikow:
stezen reagentow, objetosci roztworu uzytego do miareczkowania, wartosci K
i AH oraz stechiometrii badanego uktadu. Wartosci termodynamiczne uzyskuje
si¢ dzigki dopasowaniu zatozonego modelu do uzyskanych, eksperymentalnych
krzywych miareczkowan. Otrzymanie wiarygodnych wynikow wymaga staran-
nego zaplanowania eksperymentu. Pierwszym etapem jest dobranie odpowied-
nich stezen reagentdw. Najczgsciej stosowanym kryterium doboru stezen jest
zatozenie, iz iloczyn oczekiwanej wartosci K 1 stezenia molowego liganda powi-
nien zawiera¢ si¢ w przedziale 1-1000. Uzyskana w takim eksperymencie krzy-
wa pozwala na obliczenie K i AH z duza doktadnoscia. Rowniez warto$¢ ciepta
wydzielanego podczas miareczkowania (po dodaniu kazdej porcji titranta) musi
zawierac si¢ w pewnym zakresie, ograniczonym gtownie czutoécia aparatu. Stg-
zenie czynnika miareczkujacego ustala si¢ zazwyczaj na 20-50 razy wigksze
niz st¢zenie liganda. Jesli celem eksperymentu jest jedynie wyznaczenie entalpii
wiazania, stezenia musza by¢ dobrane tak, aby efekt cieplny zawierat si¢ w za-
kresie umozliwiajacym pomiar obarczony matym btedem (zwykle ok. 40 uJ).
Oba roztwory, uzyte do miareczkowania, powinny by¢ zgodne co do pH, sity jo-
nowej, sktadu buforu itd., gdyz ewentualne efekty cieple zwiazane z rozciencza-
niem lub mieszaniem moga zafatlszowac¢ wyniki. Ponadto, aby wyeliminowaé
efekt rozcienczania titranta, nalezy wykonac ,,$lepy” eksperyment, polegajacy
na miareczkowaniu roztworu niezawierajacego liganda. Uzyskane wartosci cie-
ptarozcienczania nalezy odja¢ od wtasciwych wynikow ITC. Z kolei efekt zwia-
zany z rozcienczaniem roztworu liganda jest zazwyczaj zaniedbywany — wynika
to z tego, iz sumaryczna objetos¢ titranta dodana do celi pomiarowej jest mata, w
poréwnaniu do objetosci roztworu liganda, znajdujacego si¢ w naczynku pomia-
rowym. Czg¢sto konieczne jest uwzglednienie, podczas obrobki danych ekspery-
mentalnych, ciepla protonowania/deprotonowania buforu. Wymiana protonow
pomigdzy ligandem a srodowiskiem podczas wiazania jonéw lub czasteczek go-
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Scia jest szczegolnie czgsta w przypadku uktadow biologicznych. Najprostszym
rozwiazaniem jest zastosowanie buforu o matej wartosci AH jonizacji. Wszyst-
kie roztwory stosowane podczas miareczkowan kalorymetrycznych musza by$
starannie odgazowane, celem uniknigcia powstawania pecherzykow gazu w
uktadzie pomiarowym.

Uzyskanie wartosci K i AH procesu kompleksowania oraz jego stechiometrii
z otrzymanej zalezno$ci AQ (wydzielonego ciepta) od objetosci wprowadzone-
go roztworu) a doktadniej — stosunku molowego ligand/gos¢) jest mozliwe, jak
wczesniej wspomniano, na drodze dopasowania krzywej teoretycznej do punk-
tow eksperymentalnych (fitowanie). Obliczone wartos$ci entalpii sa obarczone
mniejszym btgdem niz wartosci K.

2. Pomiar predkosci sedymentacji [2]

Pomiar predkosci sedymentacji w ultrawirdwkach jest dogodna metoda
badan oddziatywan wielkoczasteczkowych supramolekut. Laczenie si¢ wielu
matych czasteczek w procesie samoorganizacji lub oddziatywanie (i tworzenie
kompleksu) dwoch (lub wigcej) makromolekut powoduje znaczacy wzrost masy
i, w konsekwencji, zmiang wlasciwosci sedymentacyjnych. Metoda powyzsza
znajduje zastosowanie gtownie w badaniach bioczasteczek — oligo- i polinu-
kleotydow i biatek, jak rowniez w chemii polimerow i metalopolimerdéw supra-
molekularnych. U podstaw technik sedymentacyjnych lezy zalezno$¢ pomiedzy
masa obiektu (np.: makroczasteczki), a dzialajaca na nia sita w polu grawitacyj-
nym (zalezna od jego nat¢zenia). Sita ta wywotuje ruch czastki. W przypadku
obiektow makroskopowych proces ten zachodzi juz w ziemskim polu grawita-
cyjnym. Dla obiektéw mikroskopowych, a w szczego6lnosci dla tych o rozmia-
rach molekularnych, ze wzgledu na ruchy termiczne nie jest on obserwowany
(lub tez mierzalny) w tych warunkach. Z tego tez wzgledy pomiarow predkosci
sedymentacji makroczasteczek dokonuje si¢ w sztucznie wytworzonym polu si-
lowym, pochodzacym od sity od$rodkowej zwiazanej z szybka rotacja uktadu.
Poczatki zastosowania metody ultrawirowania w celach analitycznych datuje
si¢ na lata 20 XX wieku (pierwsze doniesienia dotyczyly wyznaczenia masy
hemoprotein: mioglobiny i hemoglobiny). Istnieja dwie, zasadniczo rézne, me-
tody eksperymentalne dostgpne w zamach tej techniki analitycznej: wyznacza-
nie predkosci sedymentacji 1 badanie rownowagi sedymentacyjno-dyfuzyjne;.
Obie nadaja si¢ do badan oddziatywan molekut, pierwsza z nich jest glownym
narzedziem do badan tworzenia heterogenicznych asocjatow protein, druga — do
Sledzenia asocjacji takich samych czasteczek. W przypadku pomiaru szybkosci
sedymentacji analiza wynikow pozwata uzyskaé¢ dane o rozktadzie statych szyb-
kos$ci sedymentacji w badanym uktadzie, rozktadzie masy molowej, rozmiarze
sedymentujacych czastek (jesli maja one ksztatt sferyczny) oraz srednich wspot-
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czynnikach tarcia 1 dyfuzji dla badanych indywiduéw. Metoda druga dostarcza
danych o $rednich masach molowych, stopniu asocjacji, statej asocjacji i rozkta-
dzie mas molowych w populacji badanych czasteczek.

Aczkolwiek informacje dostarczane przez technik¢ ultrawirowania anali-
tycznego (AUC) pokrywaja si¢ czgsto z tymi, dostarczanymi przez inne metody,
istnieje szereg przypadkow, w ktorych AUC jest niezastapiona. Wspolczynniki
dyfuzji 1 promienie hydrodynamiczne najtatwiej zmierzy¢ stosujac dynamicz-
ne rozproszenie $wiatta (DLS), jednakze w przypadku wielu polimerow meta-
losupramolekularnych silna absorpcja $wiatta przez ich roztwory utrudnia lub
uniemozliwia ten typ pomiaréw. Ustalenie $redniej masy molowej i rozktadu
mas (w przypadku polidyspersyjnych polimeréw), aczkolwiek mozliwe metoda
chromatografii zelowej (GPC), jest skomplikowane w sytuacji badan nowych
typow zwiazkow, dla ktorych brak danych kalibracyjnych dla tej metody Iub
w przypadku polimeréow natadowanych, silnie oddziatujacych ze ztozem w ko-
lumnie. Dla polielektrolitow niemozliwe jest takze ustalenie powyzszych pa-
rametréw fizykochemicznych w oparciu o niskokatowe rozproszenie promieni
rentgenowskich (SAXS) lub niskokatowe rozproszenie neutronéow (SANS). Wy-
znaczanie mas molowych za pomocga NMR ograniczone jest dl niskoczasteczko-
wych polimeréw liniowych z dobrze zdefiniowanymi grupami koncowymi lub
polimeréow o symetrii sferycznej, stabo oddzialujacych z rozpuszczalnikiem (w
oparciu o dyfuzjometryczne pomiary NMR). Metoda MALDI-TOF pozwala na
doktadne ustalenie mas molowych, jednakze jej przydatnos¢ ogranicza si¢ do
polimeréow o niskich masach i niewielkiej (<1,2) polidyspersyjnosci. Ponadto
W procesie jonizacji zrywane sa czgsto stabe asocjaty, istniejace w roztworze.
Wobec powyzszego, zalety AUC przedstawiaja si¢ nastgpujaco: pozwala wyzna-
czy¢ bezwzgledne wartoéci mas molowych w szerokim ich zakresie, od kilkuset
do kilkunastu milionéw daltonow; stabo zwiazane asocjaty sa tatwo wykrywal-
ne w oparciu o pomiary sedymentologiczne; nie jest wymagane oddziatywanie
badanych zwiazkow z podiozem lub matryca (jak w GPC lub MALDI-TOF).
Gtowne wady metod sedymentacyjnych to z kolei: klopotliwe wyznaczanie war-
tosci objgtosci wlasciwej sedymentatu i ktopotliwa analiza danych eksperymen-
talnych.

Aparatura stosowana do pomiaréw — ultrawirowka analityczna, jest pota-
czeniem wirowki ze spektrofotometrem (badz interferometrem), stuzacym do
$ledzenia procesu sedymentacji, zachodzacego w wirujacej wokot osi wirdwki
kuwecie pomiarowej. Obok kuwety pomiarowej znajduje si¢ kuweta referencyj-
na, wypetniana roztworem odniesienia. Aby uniknaé osadzania si¢ sedymentatu
na $ciankach, boki komory pomiarowej nie sa rownolegte. Standardowa pojem-
no$¢ kuwety wynosi 400 ul, dlugos¢ — 2,5 cm. Stezenie substancji dobiera si¢
tak, aby absorpcja wynosita 0,1 — 1 jednostki. Szybkos$¢ rotacji nowoczesnych
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ultrawiréwek zawiera si¢ (w zalezno$ci od budowy rotora) w zakresie 50000-
60000 obrotow na minute.

U podstaw teoretycznych pomiaréw sedymentacyjnych lezy réwnanie Lam-
ma, opisujace ten proces:

FEECEE
b5 or P &

gdzie: c- stezenie substancji sedymentujqcej; r — odlegtos¢ od osi obrotu; t — czas;, D —
wspolczynnik dyfuzji; S — wspotezynnik sedymentacji; w — predkosé katowa rotacyi.

Wspotczynnik sedymentacji definiowany jest jako:

v
- _ S
S_z

0-r

gdzie v, — szybkos¢ sedymentacji; o’r — sita odsrodkowa, dziatajqca na obiekt.

W roztworach nieskonczenie rozciefniczonych zachodzi zaleznos¢:

o M(1-7)
N, f

gdzie M —masa molowa, N, — liczba Avogadro, p — gestos¢ rozpuszczalnika; v — objetos¢
wlasciwa sedymentujqcych czqstek; f— wspolczynnik tarcia.

Zwiazek pomiedzy wspotczynnikiem dyfuzji i wspotczynnikiem sedymen-
tacji opisuje rownanie Svedberga:

Ustalenie wszystkich parametréw charakteryzujacych uktad supramoleku-
larny wymaga zazwyczaj wykonania serii pomiardw dla roztworéw rézniacych
si¢ utamkiem molowym substratow lub stezeniem. W zalezno$ci od poszukiwa-
nej wielkosci fizykochemicznej, stosuje si¢ rozne podejscia obliczeniowe, kto-
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rych omowienie czytelnik znajdzie w literaturze.
3. Magnetyczny rezonans jadrowy [3]

Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego, odkryte blisko 70 lat temu,
poczatkowo pozostawato w kregu zainteresowan fizykow, lecz szybko zostato
zaadaptowane przez chemikow, biochemikow, biologdw, geologdw, lekarzy i
inzynieréw do swoich celow. Badanie zachowania si¢ spinu jadrowego w polu
magnetycznym, ze wzgledu na jego wrazliwo$¢ na subtelne zmiany w otocze-
niu, zardwno bezposrednim jak i dalszym spowodowalo, iz technika ta jest jedna
z najwazniejszych metod badan struktury i oddziatywan czasteczek, zaréwno
tych niewielkich, jaki i makromolekut. Dodatkowo, mozliwos¢ ,,znakowania”
czasteczek poprzez nadanie spinom jadrowym okreslonych czestosci precesji
Larmora umozliwila zastosowanie spektroskopii NMR w badaniach wspotczyn-
nikow dyfuzji. Szereg parametrow, mozliwych do zmierzenia za pomoca NMR
dostarcza r6znych informacji strukturalnych:

a. Przesunigcie chemiczne — jest miarg indukowanych w obrgbie czastecz-
ki lokalnych p6l magnetycznych, wptywajacych na efektywna warto$¢ natgzenia
pola dziatajacego na dane jadro. Te z kolei sa wypadkowa czynnikow stereoelek-
tronowych w czasteczce. W chemii supramolekularnej szczegdlne znaczenie ma
tzw. indukowana kompleksowaniem zmiana przesunigcia chemicznego (CIS)
pozwalajaca, po pierwsze, wykaza¢ oddzialywanie pomigdzy dwiema moleku-
tami, po drugie za$, w oparciu o pomiar CIS dla serii roztworow roézniacych si¢
proporcjami sktadnikow kompleksu gos¢-gospodarz lub stgzeniem, umozliwia-
jaca wyznaczenie wartosci stechiometrii i statej (statych trwatosci) badanego
uktadu. Osobnym zagadnieniem sa tzw. przesunigcia paramagnetyczne, bedace
efektem oddziatywan czasteczki z atomami lub jonami paramagnetycznymi. Ze
wzgledu na duza warto$¢ tych zmian, znalazly one zastosowanie w badaniach
miejsc wiazania w molekutach goscia, ktore ze wzgledu na swoja strukture cha-
rakteryzuja si¢ nieczytelnym obrazem widma NMR (np.: dendrymery, biomo-
lekuty).

b. Czasy relaksacji — sa pochodna szeregu parametrow czasteczki, a w
szczegolnosci jej dynamiki, wymiany chemicznej czy obecnosci jader kwadru-
polowych lub centréw paramagnetycznych. Pod tym pojgciem rozumiemy para-
metry opisujace szybko$é powrotu spinu do stanu rownowagi termodynamicz-
nej po ustaniu zaburzenia. W zaleznosci od drogi, na ktorej zachodzi oddanie
,nadmiaru” energii pochtonigtej przez uktad po zadziataniu impulsu radiowego,
mamy do czynienia z relaksacja podtuzna (energia zostaje przekazana do oto-
czenia, tzw.: sieci; parametrem charakteryzujacym ten proces jest tzw. czas T))
lub poprzeczna (przekazanie energii innym spinom; czas T,). Z punktu widzenia
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chemii supramolekularnej najwigcej danych dostarczaja informacje o szybkosci
procesu relaksacji wywotanego mechanizmem kwadrupolowym lub skalarnym
(wywotanym wymiang chemiczna).

Szybko$¢ relaksacji jadra kwadrupolowego zalezy od wartoSci momentu
kwadrupolowego tego jadra oraz od gradientu pola elektrostatycznego wokot
niego. O ile pierwszy z tych parametrow jest staty, o tyle drugi moze si¢ zmie-
niaé, w zaleznosci od otoczenie chemicznego jadra. Efekty kwadrupolowe, wy-
wotujace poszerzenie linii, sa utrapieniem spektroskopistow, gdyz utrudniaja a
czesto wreez uniemozliwiaja pomiar widma NMR. Ze wzgledu na poszerzenia
sygnalow jader kwadrupolowych czgsto trudne jest doktadne wyznaczenie prze-
sunigcia chemicznego takiej linii rezonansowej lub rozréznienie sygnatow leza-
cych blisko siebie. Jednakze relaksacja kwadrupolowe moze by¢ rowniez cen-
nym narzgdziem badawczym. Oddziatywanie gradientu pola elektrostatycznego
z momentem kwadrupolowym jadra, wywolujace poszerzenie linii jest opisane
wzorem:

L3 2043,
= ——— e 7
1,2 40 12(21+ 1)['2 ( qQ) rot

gdzie I oznacza spin jadra kwadrupolowego, eQ — moment kwadrupolowy, eq — gradient
pola a T, — czas korelacji rotacyjnej.

Warto$¢ czasu korelacji dla czasteczki mozemy wyznaczy¢ mierzac szyb-
ko$¢ procesu relaksacji dla jader innych, nieckwadrupolowych, atoméw w cza-
steczce. Dzigki temu uzyskujemy informacje¢ o warto$ci iloczynu €?Qq, a co za
tym idzie, o wielkosci gradientu pola wokot badanego jadra. Parametr ten jest w
oczywisty sposob zalezny od symetrii wokot tego atomu. Jezeli badamy proces
kompleksowania jonéw metali ktorych jadra atomowe maja [ > % (np.: 2*Na) to
obserwowany efekt jest miara asymetrii miejsca wigzania tego kationu. Pozwala
to na badanie geometrii miejsca wiazania dla ligandow ktorych konformacja
moze ulega¢ zmianie (podandy, naturalne jonofory) lub ktére moga tworzy¢
agregaty ztozone z kilku czasteczek receptora i kilku jonow. Rowniez solwatacja
takiego kompleksu wptywa na ksztalt linii rezonansowej, jest to zatem dogodne
narzgdzie przy pomocy ktoérego analizowa¢ mozna oddziatywania supermoleku-
ly z czasteczkami rozpuszczalnika. Jest to rowniez doskonata metoda $ledzenia
zjawisk transportu 1 dynamiki jonow kwadrupolowych lub ich potaczen inklu-
zyjnych, w srodowiskach silnie anizotropowych, np.: biomembranach, micelach,
liposomach, polimerach czy ciektych krysztatach.

Wartosci czasdéw relaksacji wywotanej oddziatywaniem skalarnym moga
stuzy¢ do wyznaczania szybkosci procesu wymiany pomigdzy indywiduami w
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roztworze. Sktadowa czasu relaksacji poprzecznej pochodzaca od procesow wy-
miany w najprostszym przypadku:

Ka

A B

Kg

wyraza si¢ wzorem:

T - 4n szpB(V 4” VB)2
o=
(kA_ kB)

gdziev oznacza przesuniecie chemiczne (w Hz) danego jadraw formie A, v ,— przesuniecie
tego samego jqdra w formie B, natomiast p,— populacje obu stanow.

W zaleznosci od przyjetego mechanizmu reakcji rdwnanie to przyjmu-
je rézne formy, natomiast wyznaczenie parametrow kinetycznych i termody-
namicznych procesu wymiany sprowadza si¢ w wigkszosci wypadkow (poza
najprostszymi uktadami), do wykonania serii pomiarow czasow relaksacji w
funkcji temperatury i st¢zenia reagentow, a nastgpnie dopasowanie do tych war-
tosci funkcji zaleznych od poszukiwanych parametréw oraz przyjetego modelu,
w oparciu o kolejne iteracje. Wyczerpujacego przegladu kinetycznych metod
NMR-owskich dokonat Detelier.

Wykazano, iz pomiary czasow relaksacji sa dobra metoda stuzaca do usta-
lania warto$ci statych trwatosci kompleksow. W warunkach szybkiej wymiany
chemicznej obserwowana stata szybkosci relaksacji podtuznej (R,=1/T,), ozna-
czana jako R - jest Srednia wazona dla stalej relaksacji substratu wolnego i
skompleksowanego (odpowiednio R . i R ), zatem wyraza sig rownaniem:

R, = N/le + NR,,
gdzie N, i N, oznaczajq odpowiednio udzial formy wolnej i skompleksowanej.

Poniewaz powyzsze rownanie jest analogiczne do przedstawionego uprzed-
nio, opisujacego zalezno$¢ przesunigcia chemicznego od udziatu poszczeg6l-
nych indywiduéw, mozemy zastosowa¢ identyczne roOwnania, zamieniajac je-
dynie przesunigcie chemiczne (8) na state szybkosci relaksacji (R ). Pomiary
czaséw T, sa wygodnym narzedziem, jesli wywotane kompleksowaniem prze-
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sunigcie chemiczne jest zbyt male i pomiary obarczone sa zbyt duzym biedem.
W przypadku badania kompleksowania jondw paramagnetycznych, stosuje si¢
wyznaczanie statej K droga posrednia. State szybkosci relaksacji protonéw cza-
steczek wody rosng w miar¢ kowalencyjnego lub nickowalencyjnego wiazania
si¢ jondw paramagnetycznych z makromolekuta. Mozemy zatem, z pomiarow
relaksacji czasteczek wody, wyznaczy¢ stopien zwiazania jonOw a nastgpnie ob-
liczy¢ wartos¢ stalej trwatoséci kompleksu.

¢. Oddzialywania dipolowe. W fazie cieklej oddzialywania dipolowe
ulegaja usrednieniu, w efekcie czego sprzgzen dipolowych nie obserwuje sig.
Jednakze, w przypadku zaburzenia przejs¢ energetycznych jednego z oddziatu-
jacych na siebie spindw (np.: poprzez napromieniowanie probki fala elektroma-
gnetyczna o czegstosci odpowiadajacej przej$ciom rezonansowym tego jadra),
oddziatywania dipolowe ujawniaja si¢ na widmie jako zmiana intensywnosci
sygnalow atomow oddziatujacych z jadrem napromieniowywanym. Efekt ten,
zwany efektem Overhausera (nOe) ma niezwykle znaczenie w poznawaniu
struktur czasteczek. Wynika to z faktu, iz wartos¢ oddziatywania dipolowego
pomigdzy atomami jest odwrotnie proporcjonalna do szdstej potegi odlegltosci
pomigdzy nimi. Warto$¢ nOe moze zatem stuzy¢é do wyznaczania odleglosci
migdzyatomowych, wewnatrz oraz migdzyczasteczkowych (za wzgledu na
szybki zanik warto$ci tego efektu wraz ze wzrostem odlegtosci, nadaje si¢ on
jedynie do badania fragmentéw molekuly lezacych blisko siebie. Wielkos¢ nOe
jest ponadto zalezna od wartosci wspotczynnikow zyromagnetycznych oddzia-
lujacych jader:

nOe= 1+ Ta
27

Dla pary izotopow, w przypadku ktorych sgn(y,)#sgn(y,) efekt Overhause-
ra moze doprowadzi¢ do zaniku sygnatu. Aby szacowac odleglosci migdzyato-
mowe z intensywnosci sygnatow korelacyjnych, konieczne jest ich skalowanie,
wzgledem uktadu spindw, ktorych odlegto$¢ znamy (najczesciej sa to wicynalne
protony aromatyczne lub olefinowe). Odlegltosci migdzy oddziatujacymi na sie-
bie dipolowo jadrami wynoszace powyzej 4A sa juz praktycznie niemozliwe do
zmierzenia ta technika.

W chemii supramolekularnej efekt Overhausera stosowany jest przede
wszystkim do analizowania zmian konformacyjnych liganda lub substratu wy-
wotanych kompleksowaniem. Jest to podstawowa technika do badania struktury
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zwiazkow makroczasteczkowych, takich jak biatka czy kwasy nukleinowe, jak
rowniez wielu pochodnych o mniejszych molekutach, np.: naturalnych antybio-
tykow jonoforowych, kaliksarenow, cyklodekstryn. Istotniejszym zagadnieniem
jest jednak analiza oddzialywan pomigdzy receptorem a ligandem. W wielu
przypadkach, szczegolnie dla cyklodekstryn i kaliksarenow, mozliwe jest usta-
lenie, ktore fragmenty czasteczki goscia oddzialuja z molekula polisacharydu,
poprzez obserwacja specyficznych miedzyczasteczkowych oddziatywan dipolo-
wych. W przypadku kompleksow ligandow makrocyklicznych z jonami metali
wielokrotnie udato si¢ z powodzeniem zastosowac techniki heterojadrowego
efektu Overhausera w celu wykazania oddziatywania kationu z receptorem oraz
ustalenia, ktore miejsca aktywne w receptorze sa odpowiedzialne za interakcje z
metalem. Pomiary te zawsze dotyczyly pary 'H-X gdzie X = °Li lub '33Cs.

d. Sprzezenia skalarne. Oddziatywanie skalarne pomigedzy dwoma magne-
tycznie aktywnymi jadrami skutkuje rozszczepieniem linii rezonansowych. Zja-
wisko to nazywamy sprzgzeniem skalarnym (sprzgzeniem spinowo-spinowym)
a jego warto$¢, wyrazona w Hz — stata sprzezenia spinowo-spinowego. Wielkos¢
ta jest zalezna od kilku czynnikow: odleglosci migdzy oddzialujacymi atoma-
mi (w sensie iloSci wigzan), charakteru tych atomdw, gestosci elektronowej w
obrgbie wiazan faczacych te atomy oraz wzajemnych geometrycznych relacji
pomigdzy nimi. Zwiazek statych sprz¢zen spin-spin z wartosciami katow dwu-
Sciennych w czasteczce pozwala stosowacé ta wielkos¢ jako doskonate narzedzie
do badan konformacji czasteczek. Zalezno$¢ ta opisuje rownanie Carplusa.

W chemii supramolekularnej najwazniejszym zastosowaniem tego parame-
tru sa oczywiscie badania zmian konformacyjnych wywotanych oddziatywania-
mi receptor — substrat. Zwiazane jest to na 0got ze zmianami wielkosci katow w
czasteczee a co za tym idzie, statych sprze¢zenia skalarnego. Mozliwos$¢ powia-
zania wielko$ci stalej J z wartoScia kata pozwala w prosty sposéb wyznaczy¢
strukture liganda lub czasteczki goscia w formie wolnej i zwiazanej. Potrzebne
informacje o odleglosciach migdzyatomowych uzyskujemy z eksperymentéw
nOe.

Rzadko udaje si¢ zaobserwowaé sprzgzenia spin-spin pomigdzy czastecz-
ka gospodarza a skompleksowanym indywiduum. Wiazania pomig¢dzy atomami
liganda a substratem sa na tyle stabe, Ze przeniesienie informacji o stanach spi-
nowych jader atomowych jednego z nich na jadra atomowe drugiego jest moz-
liwe jedynie w przypadku izotopéw bardzo silnie wptywajacych na inne atomy.
Przyktadem moga by¢ jony talu(l) zwiazane we wngkach makrocyklicznych,
ktére powoduja rozszczepienie sygnatow receptora. Drugim izotopem, dla kto-
rego obserwowano sprzgzenia pomigdzy kompleksowanym jonem a ligandem
jest kadm. Jest to efekt czgsto wykorzystywany w badaniach protein. Dla wielu
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metaloprotein zawierajacych normalnie jony cynku, wapnia lub magnezu ba-
dania NMR miejsca wiazania jonu sa utrudnione, gdyz wszystkie wspomniane
jony cechuja si¢ duzymi warto$ciami momentdw kwadrupolowych, przez co nie
nadaja si¢ zbytnio do obserwacji technikami NMR. Zastapienie wyzej wymie-
nionych jonow kationami kadmu dostarcza poteznego narzedzia badawczego.
Mozliwe jest tatwe rejestrowanie widm '"*Cd (potozenie linii rezonansowej tego
jonu jest wrazliwe na zmiany w sferze koordynacyjnej, co ulatwia badania) oraz
szeregu eksperymentow heterokorelacyjnych, np.: 'H-""*Cd HMBC, C-'3Cd
HMBC oraz "N-'"*Cd HMBC. Pozwala to w tatwy sposob ustali¢ ktore z reszt
fancucha polipeptydowego uczestniczag w wiazaniu metalu. Ta technika badac
mozna rowniez wiazanie w miejscu aktywnym enzymu czy receptora, szeregu
zwiazkow matoczasteczkowych, np.: substratow czy inhibitorow. W badaniach
biatek zawierajacych kilka atomow metalu zwiazanych w formie klasteréw, za-
stosowa¢ mozna techniki homokorelacyjne, np.: '3Cd-"3Cd COSY.

e. Pomiary dyfuzyjne. Wyznaczanie parametréw dyfuzji za pomoca ekspe-
rymentow NMR jest szeroko stosowane w rdznych dziedzinach nauki, od nauk
medycznych do inzynieri¢ materiatlowa. Znalazto ono roéwniez szerokie zasto-
sowanie w chemii supramolekularnej, cho¢ popularnos¢ tych metod jest nadal
mata, w poré6wnaniu z innymi technikami NMR, stosowanymi w tej dziedzinie.
Dyfuzjometria NMR, zastosowana do badan uktadéw supramolekularnych, po-
zwala znalez¢ odpowiedz na pytania dotyczace statej trwatosci, ksztattu czastecz-
ki (np.: polimeru supramolekularnego czy dendrymeru) i ustalenia stechiometrii
indywiduow tworzacych si¢ podczas procesu samoorganizacji. Zastosowanie tej
metody mozliwe jest wylacznie dla uktadow o szybkiej, w skali czasu NMR,
wymianie chemicznej pomigdzy wolnymi a zwiazanymi indywiduami. W tym
wypadku obserwowany wspoétczynnik dyfuzji (D, ) jest srednia wazona warto-
Sci charakterystycznych dla indywiduum (czasteczki go$cia lub gospodarza) w
formie zwiazanej i wolnej (odpowiednio D, iD, ):

bound

D

obs

= xDbound + (1_ x)D

ree

gdzie x oznacza utamek molowy formy zwiqzanej.

W efekcie, w sposob analogiczny jak dla przesunig¢ chemicznych, mozliwe
jest wyznaczenie wartos$ci K, stosujac proste postgpowanie iteracyjne dla serii
danych uzyskanych dla r6znego stosunku stgzenia molekut goscia i gospodarza..
Gtoéwna réznica polega na tym, iz w przypadku wyznaczania statej K w opar-
ciu o wspotczynniki dyfuzji, czgsto nie jest potrzebne wykonanie pelnego mia-
reczkowania. Sprawdza sig to szczegdlnie w przypadku, gdy D, dla czasteczki
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goscia jest znaczaco rozne od wartosci D, .. Poniewaz czasteczka goscia jest
z reguly znacznie mniejsza od czasteczki gospodarza, przyja¢ mozna iz wartos¢
D, Die jest znaczaco rézna od wartosci D, = dla liganda. Wyznaczanie sta-
tych trwatosci w oparciu o pomiary wspotczynnikéw dyfuzji za pomoca technik
NMR ma szereg zalet jak i wad, wynikajacych ze specyfiki metody rezonansu
magnetycznego. Z jednej strony, w porownaniu z metodami opierajacymi si¢
na spektroskopii UV-Vis czy pomiarach elektrochemicznych, niewielkie ilosci
zanieczyszczen nie powoduja mierzalnych przektaman uzyskanych wartosci
ani tym bardziej, jak to czgsto bywa przy innych technikach, nie umozliwiaja
wykonania pomiaru. Z drugiej strony zastosowanie dyfuzjometrii ograniczone
jest wyznaczania K zawierajacych sie w przedziale 10-10° M. Gtownag zaleta
obliczania statej trwalosci ze wspotczynnikow dyfuzji jest ich niewrazliwo$¢ na
rownowagi kwasowo-zasadowe zachodzace w roztworze, majace duzy wptyw
na przesunigcia chemiczne. Ponadto, w wielu przypadkach, efekty zwigzane ze
zmiang przesuni¢¢ chemicznych sa mate i, w efekcie, wyznaczone w oparciu o
nie warto$ci K sa obarczone duzymi btedami. Utrudnione i obarczone duzym
btedem jest natomiast uzyskanie wartosci K w przypadku, gdy wartosci D, _ i
D, sa podobne.

4. Spektroskopia UV-Vis [4]

Spektroskopia absorpcyjna UV-Vis to technika spektroskopowa wykorzy-
stujaca zjawisko pochtaniania promieniowania elektromagnetycznego z zakre-
su 100-1000 nm (standardowo 190-800 nm) przez zwiazki chemiczne, na sku-
tek przejs¢ elektronowych w nich nastepujacych. Przejsécia te dotycza najnizej
energetycznych orbitali, a zatem tych na orbitalach wiazacych n (w zakresie
dalekiego ultrafioletu rowniez o), niewiazacych z wolnych par elektronowych
oraz elektronow zewngtrznych orbitali d i f w przypadku metali przejsciowych.
Pasma absorpcyjne sa z reguly poszerzone na skutek przej$é oscylacyjnych to-
warzyszacych elektronowym.

Zastosowanie spektroskopii absorpcyjnej w zakresie Swiatta widzialnego
sprowadza si¢ do dwoch, krancowo réznych, podejsé:

a. spektroskopia uktadéw w stanie rownowago

b. spektroskopia uktadow wytraconych ze stanu rownowagi

Ad. a. W przypadku spektroskopii UV-Vis ilo$¢ informacji strukturalnych,
mozliwych do odczytania z widma jest ograniczona. Widmo to jest niespecy-
ficzne i poniewaz pasma w nim wystepujace sa najczesciej wypadkowymi kilku
przejs¢ — trudne do interpretacji. Jednakze, ze wzgledu na wrazliwos$¢ ksztal-
tu krzywej absorpcji na zmiany elektronowe w czasteczce, pomiar widm UV-
Vis jest doskonata metoda wykrywania nawet stabych oddziatywaé migdzy- i
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wewnatrzczasteczkowych. Zmiany potozenia pasm lub ich intensywnosci sa
najlepszym i najszybszym sposobem wykrywania tworzenia si¢ kompleksow
gosc-gospodarz w przypadku ligandéw zawierajacych grupy chromoforowe lub
auksochromy, ktore bezposrednio uczestnicza w wiazaniu jonu (lub oboj¢tnej
czasteczki). W wielu przypadkach rowniez zmiana geometrii fragmentu chro-
moforowego, wywotana kompleksowaniem, jest przyczyna zmian charakteru
widma. W przypadku jesli grupa absorbujaca $wiatlo jest oddalona od centrum
kompleksowania, zmiany moga by¢ niezauwazalne. Rowniez w chemii supra-
molekularnej metali blokdéw d i f, ze wzgledu na olbrzymi wptyw sfery koordy-
nacyjnej na przejscia elektronowe d-d i f-f, metoda spektroskopii UV-Vis jest
doskonatym narzedziem do §ledzenia zachodzacych w uktadzie oddziatywan.
Miareczkowanie spektrofotometryczne, polegajace na rejestracji widm w funk-
cji sktadu roztworu jest jedna z pierwszych technik, zastosowanych do wyzna-
czenia statych trwatosci komplekséw supramolekularnych. Dwie gtowne me-
tody miareczkowania to metoda Joba (zwana metoda zmian ciaglych; polega
na wykonaniu serii pomiaréw dla roztwordow, w ktorych suma stgzen liganda
i go$cia pozostaje stata, zmienia si¢ natomiast ich stosunek) oraz metoda sto-
sunkéw molowych (przy ktorej stezenie jednego z reagentdw pozostaje stale,
drugiego zmienia si¢). Na podstawie wykresdw zmian absorbancji przy wybra-
nych, analitycznych dtugosciach fali, okresli¢ mozna stechiometrig tworzacych
si¢ kompleksow oraz ich state trwatosci.

Ad. b. Pomiary widm UV-Vis wykonane dla uktadow wytraconych ze stanu
rownowagi sa jedna z gléownych metod badan kinetyki reakcji tworzenia kom-
pleksow. Stale szybkosci opisujace reakcje moga byé wyznaczone dzigki temu,
ze stala rownowagi a zatem i entalpia swobodna (AG) moga zostaé¢ zmienione po
zadziataniu na uktad pozostajacy w rownowadze gwaltownego zaburzenia (tj.:
trwajacego krocej niz czas odpowiedzi uktadu). Czynnikiem takim moze by¢
skok temperatury (temperature jump), ci$nienia (pressure jump) czy stezenia re-
agentow (wywotany ich raptownym zmieszaniem, np.: w technice zatrzymanego
przeptywu — stopped flow badz fotodysocjacja kompleksu po zadziataniu krot-
kiego impulsu laserowego). Inna metoda jest szybka zmiana stgzenia jednego z
substratow po wprowadzeniu go do uktadu w postaci tzw.: ,,caged compounds”.
W tej technice reagenty sa zmieszane, lecz nie reaguja ze sobg gdyz jeden z nich
(najczesciej czasteczka goscia) pozostaje zdezaktywowana (zwiazana z odpo-
wiednia grupa ochronna). Krotki impuls §wiatta powoduje rozpad takiego pota-
czenia, co umozliwia reakcje tworzenia kompleksu. Ze wzgledu na bardzo krot-
ki czas pomiaru widma UV-Vis (lub absorbancji przy jednej/kilku dtugosciach
fali), metoda spektrofotometrii w zakresie swiatla widzialnego i ultrafioletu jest
najbardziej odpowiednia metoda §ledzenia zmian, zachodzacych w czasie, w ta-
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kim ,,wybitym” z rownowagi, jedna z powyzszych metod, uktadzie reakcyjnym.
Zastosowanie kazdej z metod jest ograniczone przez cechy badanego uktadu.

W przypadkach w ktorych wartos¢ AG jest niewielka (rzgdu wartosci ilo-
czynu RT), populacje wolnych (N) i zwiazanych w kompleks (N,) czasteczek sa
poréwnywalne. Wowczas zastosowanie niewielkiego zaburzenia (skoku tempe-
ratury lub ci$nienia) szybko zmienia warto$¢ AG i populacje N i N,. Poniewaz
uktad dazy do osiagnigcia stanu rownowagi, zmianie ulega wielko$¢ obu po-
pulacji. Dla prostego uktadu o stechiometrii 1:1 szybko$¢ zmiany jednej z nich
(np.: N)) opisa¢ mozna jako:

IN,
a_t: k_le— kle

gdzie k, i k, to odpowiednio, stale szybkosci procesow kompleksowania i rozpadu
kompleksu.

Po przeksztalceniach otrzymujemy:

N ()= N,(A)+ AN, e™

gdzie N() to réwnowagowa populacja formy wolnej (w warunkach po ustaniu
zaburzenia); AN, — roznica populacji N, w stanie poczqtkowym i koricowym, natomiast
wartosé . opisuje réwnanie:

h=hk+k,

Na podstawie pomiaru wartosci statej trwatosci K, mozliwe jest wyznacze-
nie obu statych szybkosci.

Jesli wartos¢ AG jest wielokrotnie wigksza od iloczynu RT, wielkosci N ik
sa bliskie zeru. Konieczne jest zatem wywotanie duzego zaburzenia w populacji
wolnego liganda (lub goscia). Mozna to osiagnac¢ stosujac metodg zatrzymanego
przeptywu, radiolizy impulsowej lub fotolityczna.

5. Absorpcyjna i ramanowska czasoworozdzielcza spektroskopia w
podczerwieni [5]

Czasoworozdzielcza spektroskopia w zakresie podczerwieni taczy w sobie
wrazliwos$¢ na zmiany strukturalne, zachodzace w molekutach ze znaczna roz-
dzielczo$cia czasowa, pozwalajaca precyzyjnie $ledzi¢ procesy majace miejsce
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w uktadzie ligand-gos¢. Oddzialywania pomigdzy komponentami kompleksu
moga zosta¢ zaburzone za pomoca jednej z metod, wspomnianych przy okazji
spektroskopii UV-Vis (najczgsciej uzywa si¢ metody skoku temperaturowego i
zatrzymanego przeptywu) lub technike impulséw pompujacych (promieniowania
elektromagnetycznego z zakresu IR-UV). Maksymalna rozdzielczo$¢ czasowa
pomiarow jest rz¢du femtosekund. W zaleznosci od szybkosci badanego procesu
stosuje si¢ trzy metody akwizycji danych: metodg szybkiego skanowania (rapid
scan), wymagajaca akumulacji interferograméw w czasie wielokrotnie krotszym
niz T,, badanych proceséw oraz metode krokowego skanowania (step-scan),
wymagajaca wykonania szeregu eksperymentéw dla réznych potozen lustra in-
terferometru. W drugim przypadku rozdzielczo$¢ czasowa determinowana jest
przez dynamike detektora, rozdzielczo§¢ widmowa, przez ilos¢ potozen zwier-
ciadta, dla ktorych zarejestrowano widmo. Poniewaz kazda rejestracja wymaga
osobnego wzbudzenia, w przypadku badania reakcji nicodwracalnych koniecz-
na jest kazdorazowa wymiana probki, na przyktad dla 1000 punktéw pomiaro-
wych. Trzecig mozliwoscia jest zastosowanie monochromatora i akwizycja sze-
regu przebiegow zmian absorbancji w czasie (przy jednostkowych dtugosciach
fali) a nastepie rekonstrukcja widma. Niestety, popularno$¢ czasoworozdzielczej
spektroskopii IR ograniczona jest znacznie przez fakt, iz na rynku brak komer-
cyjnie dostgpnego spektrometru, umozliwiajacego takie pomiary.

6. Techniki elektrochemiczne

Techniki elektrochemiczne, majace zastosowanie w badaniu zwiazkow ma-
krocyklicznych, mozna ogdlnie podzieli¢ na metody oparte o zmiany powierzch-
niowe i metody wewnatrzelektrodowe. Pierwsze z wymienionych wykorzystuja
zjawiska zachodzace na granicy elektroda-roztwor i mozna do nich zaliczy¢ na
przyktad pomiary woltametryczne. Drugie odnosza si¢ do procesow zachodza-
cych we wngtrzu samej elektrody (konduktometria).

Procesy powierzchniowe mozna podzieli¢ na dwie grupy:

1. procesy rownowagowe

2. procesy dynamiczne

Grupa pierwsza dotyczy eksperymentow, w trakcie ktorych przez caty czas
utrzymywana jest rownowaga w ogniwie (prad plynacy przez nie jest caty czas
réwny zero). Mierzony jest przede wszystkim potencjat ogniwa i jego zmiany w
trakcie eksperymentu.

Grupa druga to eksperymenty, w trakcie ktorych celowo wytraca si¢ uktad
ze stanu rownowagi, utrzymujac znany prad lub potencjal. Istotna jest rejestracja
potencjatu i pradu, czasami istotnym wyznacznikiem staje si¢ czas powrotu do
stanu rownowagowego. Grupa ta jest znacznie obszerniejsza i zaliczy¢ do niej
mozna na przyktad miareczkowanie cyklowoltametryczne, elektrograwimetrig,
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kulometrig, woltometrig lub tez miareczkowanie amperometryczne.

Umieszczajac w elektrolicie dwie rézne elektrody, mozna mierzy¢ poten-
cjat migdzy nimi — sitg elektromotoryczng ogniwa (SEM). Jesli jedna z elektrod
bedzie miata okreslony i wyznaczony wczesniej potencjal, ktory w dodatku jest
wystarczajaco stabilny, to mozna operowaé potencjalem wzglednym, uzywajac
jej jako elektrody odniesienia. Elektroda druga jest wtedy nazywana elektroda
pracujaca, a SEM jest okre§lany wzorem:

AE=E -E

gdzie E jest potencjalem elektrody pracujacej, a E,  potencjatem elekirody odniesienia.

Potencjat taki jest staty i jednoznacznie okreslony, a przez ogniwo nie ptyw-
nie zaden prad. Taki uktad mozna stosowa¢ przy pomiarach statycznych, w kto-
rych i tak nie zaktoca si¢ w zaden sposob réwnowagi.

Sytuacja komplikuje sig, kiedy przeprowadza si¢ pomiary dynamiczne. W
takim wypadku przez ogniwo ptynie prad, a na powierzchni obu elektrod zacho-
dza procesy elektrochemiczne. Jest to zjawisko niedopuszczalne w przypadku
wigkszosci elektrod odniesienia, gdyz zmienilaby si¢ ich charakterystyka, jak
i potencjat standardowy, przez co stalyby si¢ rownie bezuzyteczne, jak wyniki
otrzymane za ich pomoca.

W takim wypadku pomocne jest wprowadzenie do ogniwa trzeciej elek-
trody, zwanej tez elektroda zliczajaca. Jej zadaniem jest zbieranie calego pradu
przeptywajacego przez elektrodg pracujaca. W takim wypadku prad przeplywa-
jacy miedzy dwiema pierwszymi elektrodami jest niemalze réwny zero (elektro-
da odniesienia jest podtaczona przez bardzo duza rezystencje).

Urzadzanie kontrolujace ogniwo — potencjostat, automatycznie reguluje po-
tencjat elektrody tak, aby zebrata ona calkowity prad. Jej potencjat jest najcze-
$ciej w ogole nie rejestrowany, gdyz nie odgrywa on zadnej roli. Istotne jest, aby
jej powierzchnia uzytkowa znacznie przekraczata powierzchnig elektrody pra-
cujacej. Jesli taki warunek nie zostatby spetniony, to wtasnie charakterystyka tej
elektrody miataby decydujacy wplyw na cate ogniwo. Uktad taki ma dodatkowo
taka zalete, ze mozna si¢ skupi¢ tylko i wytacznie na zjawiskach zachodzacych
na jednej elektrodzie.

Elektrody znajdujace si¢ w uktadzie moga albo same podlega¢ badaniu,
badz tez moga by¢ tylko dostarczycielem lub odbiorca elektronow. W drugim
przypadku nalezy wzia¢ pod uwagg takie czynniki, jak bierno§¢ chemiczna ma-
terialu elektrody, jego czystos$¢ czy tez przewodnictwo pradu elektrycznego w
elektrolicie.

*  Elektrody pracujace — jesli bada si¢ sam roztwor, elektrody wykonuje
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si¢ z takich materialow, jak ztoto, platyna, rte¢ lub mocno sprasowany
grafit (btyszczacy). Najczgsciej maja ksztalt dysku o powierzchni od
0,01 do 0,5 cm?. Bardzo wazne jest, aby powierzchnia byta ptaska i do-
ktadnie wypolerowana. Jakiekolwiek nierownosci wplywaja na charak-
terystyke elektrody. Elektrodg poleruje si¢ na specjalnych urzadzeniach
szlifierskich materiatami o grubos$ci ziarna 0,05 do 5um lub tez pasta
diamentowa. Polerowanie wykonuje si¢ na chwilg przed eksperymen-
tem lub czasem w jako trakcie.

*  Elektrody dodatkowe — najczesciej platyna lub zloto, musza mie¢ do-
statecznie duza powierzchni¢ czynna. Elektroda powinna by¢ rownole-
gla do elektrody pracujace;j.

»  Elektrody odniesienia zostaty opisane w kolejnej sekcji.

7. Potencjometria
Metoda ta polega, w uproszczeniu, na miareczkowaniu badanego roztwo-
ru w ogniwie galwanicznym. Jeéli jeden z reagentow wystgpowac bedzie na
kilku r6znych stopniach utlenienia lub bgdzie obdarzony tadunkiem, w trakcie
miareczkowania potencjat ogniwa bedzie si¢ zmieniat. Ogniwo zbudowane jest
nastepujaco:
elektroda odniesienia || elektrolit || elektroda pomiarowa

Potencjat potogniwa dany jest wzorem:
E=F +FE—E.
ref ] i

gdzie E,  jest potencjatem pélogniwa odniesienia, E, jest potencjatem dyfuzyjnym, a E,

potencjalem badanego potogniwa.

Elektroda wskaznikowa (lub pracujaca) powinna odpowiada¢ odwracalnie
na zmiany ilo$ci (stgzenia) jonu (X), ktory jest oznaczany. Jesli warunek ten
jest spetniony, co mozna osiagna¢ dobierajac odpowiednie elektrody do dane-
go eksperymentu, mierzony potencjat bedzie funkcja stgzenia sktadnika X. Dla
uktadéw idealnych £, wyznacza si¢ bezposrednio z rownania Nernsta, co przy-
datne jest w przypadku elektrod jonoselektywnych, gdzie potencjat zalezy od
gradientu stezenia jonow.

I U RT
E = E + (G7)lna,
gdzie EiO jest potencjatem standardowym, a a, Jjest aktywnosciq jonow X.
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W rzeczywistych uktadach elektrody zachowuja si¢ jedynie w sposob zblizony
do idealnego modelu, wskazujac taka liniowa zaleznos$¢ potencjatu od logarytmu
stezenia X w okre§lonych warunkach ci$nienia i temperatury.

E = E+ Slog[X]

0
przy czym parametry E

i i S sq stalymi empirycznymi wyznaczanymi w trakcie
kalibracyi.

Potencjat ogniwa z elektroda szklang dany jest wzorem:

- 0 - 23RT +
E - E - Eref - EJ - ( F )log([H ]VH)
gdzie E’ jest potencjatem standardowym elektrody szklanej, a YH jest wspotczynnikiem
aktywnosci jonow wodorowych.

Przy duzych stgzeniach jony te, a wraz z nimi jony wodorotlenowe, zaczy-
naja odgrywac gtéwna rolg w przewodzeniu pradu z powodu swojej ogromne;j
mobilnos$ci w porownaniu do duzych jonow nieorganicznych wystepujacych w
elektrolitach. Z tego powodu wahania potencjatu dyfuzyjnego sa duzo wigksze
od bledow pomiarowych i eksperyment traci sens. Z tego powodu elektrody

szklane stosuje si¢ dla pH z przedziatu od 2 do 12. W uktadach rzeczywistych,
zaktadajac niezmienno$é E 1 yu, réwnanie przybiera postac:

E=E"+ SpH
gdzie:

E"= E'+ B+ Ej- (3F)logy .8 = (35

s

a pH jest zdefiniowane jako
pH = —log[H']

Zastosowanie stezen ma jednak w przypadku elektrody szklanej sens, gdyz
to wlasnie st¢zenia pojawiaja si¢ zar6wno w bilansie materialowym, jak i w
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bilansie tadunkéw. Kalibracjg elektrody szklanej przed pomiarami potencjome-
trycznymi nalezy przeprowadzi¢ za pomoca serii roztworé6w o znanych stgze-
niach jonow wodorowych i sile jonowej identycznej z posiadang przez roztwory
uzyte w samych pomiarach. Mozna na przyktad kalibrowa¢ aparaturg w trakcie
miareczkowania mocnego kwasu o znanym st¢zeniu (na przyktad 0,005M) za-
sada o tym samym st¢zeniu i sile jonowej jak elektrolit miareczkowania kwasu
(na przyktad elektrolitem jest 0,1M KCI, powinno si¢ uzy¢ do miareczkowania
0,1M roztworu KOH). Wyniki tego miareczkowania analizowane sa nastgpnie
za pomoca wykreséw Grana [6]. Kalibracja za pomoca roztworow buforowych
jest mozliwa, o ile zastosuje sig takie sprz¢zone pary kwas-zasada, jak na przy-
ktad kwas octowy z octanem sodu czy jedno- i dwuzasadowe fosforany, gdyz
ich state dysocjacji sa bardzo dobrze znane dla r6znych sit jonowych, dzigki cze-
mu mozna obliczy¢ stezenie jondéw wodorowych dla wszystkich zamierzonych
punktow pomiarowych. Waznym zastosowaniem miareczkowania potencjome-
trycznego jest wyznaczanie stalych dysocjacji protonowej czasteczek i jonow w
roztworach. Termodynamiczna stata dysocjacji kwasu LH dana jest wzorem:

KT = Audy _ [HI[L]y u7 .
! ary [LH]y 4

gdziea,, a,ia,, toaktywnosci,a YH, | |, ¥ [y wspolczynniki aktywnosci odpowiednich
sktadnikow.

Stechiometryczna stata dysocjacji jest z drugiej strony dana réwnaniem:

ke - HIIL]
[LH]

stad wynika, ze obie stale sa ze soba powiazane zalezno$cia

KC=- KT YL
! ‘ TulL

Jesli zatozy¢, ze wszystkie wspotczynniki aktywnosci sa state, mozna wnio-
skowa¢, ze warto$¢ statej dysocjacji nie zmieni sig, co oznacza, ze mozna t¢
warto$¢ traktowac jak stata w danych warunkach. Jesli kalibracj¢ ph-metru prze-
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prowadzi si¢ zgodnie z podanymi zaleceniami, wartosci stechiometrycznej statej
dysocjacji mozna bedzie wyliczy¢ z danych miareczkowania. Stata termodyna-
miczna mozna wtedy obliczy¢ za pomoca rdwnania, korzystajac badz z wyli-
czonych wspotczynnikow aktywnosci lub tez dokonujac serii pomiarow statej
stechiometrycznej w roznych warunkach, i jesli nosnik jest jednym elektrolitem,
ekstrapolujac do sit jonowej rownej zero. Kolejny termin znany z literatury, to
stata Bronsteda

K® - an[L]
* [LH]

Definicja ta moze by¢ przydatna w przypadkach, kiedy wspotczynnik moze
zosta¢ zmierzony niezaleznie, na przyktad z uzyciem metod spektrofotome-
trycznych, a aktywnos$¢ jonéw wodorowych jest mierzona elektroda szklana.
Czasami wygodniej jest zamiast stalych dysocjacji zastosowac ich odwrotno$¢ —
state protonowania (pK, = log K,)). Dla kwasu wieloprotonowego stafe te dane sa
wzorami (w rownaniach pomini¢to dla uproszczenia zapisu znaczenie fadunkow
poszczegodlnych sktadnikow)

K, - [LH] K, - [LH,]
'+ [LI[H] > [LH][H]
_ _[LH,]

" [LH,,][H]
lub ogdlnie

_[LH,]
" [LH,,][H]

gdzie L jest formq kwasu calkowicie zdysocjonowangq.

,iodldon

Uzywajac zestawu powyzszych rownan zapisa¢ mozna dwa rownania bilan-
su masowego, poprawne dla wszystkich punktéw na krzywej miareczkowania
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[L], = [L]+ [LH]+ [LH, ]+ ---[LH, ]
= [L1(1+ Ky [H]+ Ky Ky, [H]
to Ky Koy "'KH,,[H]n
oraz
[H], = [H]- [OH" ]+ [B]+ [LH]+ 2[LH, ]
K
+---n[LH, = [H]- —%+ [B]
[H]

+ [LI(Ky, [H]+ 2K, Ky [H]

tenKy Ky Ky [H])

gdzie [L] jest catkowitym stezeniem liganda w ukiadzie, [H], = n[L], jest catkowitym
stezeniem jonizowalnego wodoru, [B] jest stezeniem dodawania tirantu, a K, jest
iloczynem jonowym wody (pK,, = 13,891 przy 25°C i sile jonowej 0,1M).

Korzystajac z dwoch powyzszych rownan, obliczy¢ mozna funkcje Bjerru-
ma w postaci:
[H], - [H]+ {5 - [B]
(L],
K, [H]+ 2K, K, [H]" + ---nK, K, -+ K, [H]"
1+ K, [H]+ Ky Ky [H? + - Ky Ky -+~ K, [H]”

gdzie [H] jest obliczane na podstawie wskazan pH-metru, a [H], [L], i [B] sq wyliczone
na podstawie znanych stezen poczaqtkowych i ilosci dodawanego titrantu. Funkcja

n-=

Bjerruna B wyraza sredniq licze czqsteczek ligandu zwiqzanych z substratem i przyjmuje
wartosci od 0 do ogolnej liczny miejsc wiqzqcych N. Do dopasowania tej funkcji do
danych eksperymentalnych mozna uzy¢ dowolnego programu uzywajqcego nieliniowej
metody najmniejszych kwadratow.

Wyznaczanie stalych protonowania ligandu jest istotnym zadaniem, gdyz od
wynikow tych pomiarow zalezy dobor rozpuszczalnika ze wzgledu na mozliwe
tworzenie wigzan wodorowych i inne oddziatywania przy zadanej wartosci pH.
Ponadto, jesli chce si¢ wyznaczy¢ stale tworzenia kompleksow kation-ligand,
nalezy najpierw oznaczy¢ wilasnie stale protonowania, ktdre poézniej uzywa sig
jako stale przy obliczeniach dajacych ostatecznie warto$¢ statej kompleksowa-
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nia.
W najprostszym przypadku obserwowane sg tylko kolejne etapy formowa-
nia kompleksow o rdznej stechiometrii z ligandem:

M+ L= ML,M+2L= ML,,M+ 3L
= ML,,etc.

ﬁ = K = [ML]

b ML
(ML)

MILE ™"

—[ML3] etc
[M][L]

gdzie ﬂi i K, sq ogdlnymi i czqstkowymi stechiometrycznymi stalymi tworzenia. W
przypadku niektorych ligandow mogq istnie¢ formy czesciowo protonowane — LH, (j od
1 don—1), na przyktad:

b, = KK,

[MLH]

M+ L+ H= MLH, f = ———
[M][L][H]

W roztworach powstawa¢ moga rowniez kompleksty hydroksometaliczne,
na przyktad:

[MLOH] _ [MLOH][H]
[M][L][OH]  [M][L]K,

M+ L+ OH= MLOH, f o =

W uktadzie ponadto moga rownocze$nie wystgpowac obok siebie ligandy
protonowane lub aniony z grupami OH, co dodatkowo komplikuje uktad, na
przyktad:

[M,LOH] _ [M,LOH][H]

2M+ L+ OH= M,LOH, f = —— -
[MI"[L][OH]  [M]'[L]IK,

Niektore ligandy maja tak wielka ostatnia stata protonowania (na przyktad
ligandy z alkoholowa lub amidowa grupa donorowsa), ze przy braku obecno-
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$ci jonu metalu nie obserwuje si¢ formy catkowicie zdysocjonowanej. W takim
przypadku tworzenie kompleksu zwiazane jest z przemieszczeniem jednego lub
wigcej protonéw w obrebie czasteczki, w nastgpujacy sposob:

[ML][H]

LHM= ML+ H,K =
[M][LH]

Azokryptand

We wszystkich przyktadach réwnowag, kationy konkuruja z protonami o
grupy donorowe ligandow, zwigkszajac kwasowos$¢ srodowiska. Dlatego tez
krzywe miareczkowania po dodaniu jondéw metali zmieniaja si¢ w ten sposob,
ze przy takiej samej ilo$ci dodanej zasady, pH bedzie nizsze niz przy miarecz-
kowaniu samego ligandu. Im silniej wigzany jest metal z ligandem, tym bardziej
krzywa miareczkowania bedzie zblizona do odpowiedniego miareczkowania
mocnego kwasu mocna zasada, co jest spowodowane praktycznie caltkowitym
zastagpieniem protonéw przy donorach liganda jonami metalu.

Jesli ligand posiada tadunek dodatni w formie sprotonowanej tak, jak to
jest w przypadku poliamin, moze dzigki oddzialywaniom elektrostatycznym
i/lub wigzaniom wodorowym tworzy¢ kompleksy réwniez z anionami. Stata
rownowagi takiego kompleksowania rdwniez moze by¢ obliczana za pomoca
odpowiedniego miareczkowania. Kompleksowanie anionéw stabilizuje sproto-
nowana forme ligandu, tak wigc zakloca ono ich dysocjacje 1 przesuwa krzywa
miareczkowania w kierunku wyzszych warto$ci pH, tak jak dzieje si¢ to w przy-
padku kompleksowania fluorkéw z azakryptandem.

Analiza matematyczna krzywych miareczkowania uzyskanych przy obec-
nos$ci jonéw metali opiera si¢ na rozwigzaniu rownan:
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[L], = [L]+ [LH]+ [LH, ]+ ---[LH, ]
= [LI(1+ K, [H]+ K, K, [H]?
to Ky Ky o Ky [H]"

[H], = [H]- [OH" ]+ [B]+ [LH]+ 2[LH, ]

K
+--n[LH, = [H]- =24+ [B
n[LH, = [H] [H] [B]

+ [LI(Ky, [H]+ 2K, K, [H]?
+ "'”KHIKHZ "'KH“ [H]")

ktore wiaza stgzenia skompleksowanego ligandu, jak i skompleksowanych, ale
czgsciowo sprotonowanych form ligandu z bilansem masowym dajac w sumie
wyrazenie na catkowite stezenie kompleksowanego zwiazku —[M],. Na przyktad
Ca* tworzy z EDTA (kwas tetrakarboksylowy, LH,) dwa kompleksy: w jednym
ligand jest kompletnie deprotonowany, w drugim zas jest on jednozasadowy. W
tym przypadku mamy do czynienia z trzema réwnaniami bilansu masowego:

[L], = [L]= [LH]+ [LH,]+ [LH,]+ [LH,]+ [CaL]+ [CaLH]
[H], = [H]-[OH ]+ [B]+ [HL]+ 2[LH, ]+ 3[LH,]+ 4[LH,]+ 3[CaLH]
[M], = [Ca]+ [CaL]+ [CaLH]

Stezenie wszystkich sprotonowanych i skompleksowanych czasteczek jest
wyrazone w funkcji stgzenia wolnego metalu, zdeprotonowanego ligandu i pro-
tonéw zgodnie z zapisem rownania. Otrzymuje si¢ w efekcie koncowym trzy
roOwnania z trzema niewiadomymi, ktore musza by¢ rozwiazane dla kazdego
punktu krzywej miareczkowania. Jest to ztozony problem matematyczny roz-
wiazywany z pomoca odpowiednich programéw komputerowych.

Warto zwr6ci¢ uwage na istotny wplyw bledéw w wyznaczaniu stezenia
reagentdw, objgtosci roztworu, kalibracji elektrody, bledow przypadkowych, jak
i traktowania statych protonowych jako statych, na jakos¢ wyniku koncowego.
Aby zminimalizowa¢ zakldcenia wart zamiast okre§lonych wartosci pH noto-
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wac jedynie zmiany pH.

W niektorych przypadkach nalezy unika¢ zbyt duzych stgzen elektrolitu.
Na przyktad wyznaczajac state tworzenia kompleksow rzedu 1-10 M, potrzeba
uzywac bardzo duzych stezen sktadnikéw, co moze doprowadzi¢ do zbyt duzej
niestabilnosci sity jonowej w trakcie miareczkowania, co moze doprowadzi¢ do
zmian wspotczynnikow aktywnosci w trakcie pomiarow. Nalezy wtedy wprowa-
dzi¢ czynniki korygujace na wspotczynniki aktywnosci, potencjat dyfuzyjny czy
selektywnos¢ elektrody szklanej [7].

Z powodu ograniczen narzucanych przez stosowanie elektrody szklanej,
przy tego typu pomiarach mozna stosowa¢ warto$¢ pH tylko z ograniczonego
przedziatu: od 2 do 12. W zwiazku z tym nie jest mozliwe badanie bardzo wielu
zwiazkow, ktorych stata protonowania jest mniejsza niz 100M!, gdyz zbyt kwa-
sowe ligandy pozostana w tym przypadku catkowicie zdysocjonowane, za$ zbyt
zasadowe ligandy nie beda w stanie oddaé protonéow w podanym zakresie pH.
Niemniej jednak istnieja inne techniki, ktore pozwalaja badaé takie zwiazki.

W elektrodach jonoselektywnych stosuje si¢ polprzepuszczalne membrany
cickta lub state, przepuszczajace okreslone kationy czy aniony. Moga one by¢
na przyklad nierozpuszczalnymi jonowymi fazami statymi (na przyktad szkto
dla kationow), polimerowymi wymieniaczami jonowymi (na przyktad poliami-
na) albo neutralnymi nosnikami jonow, tak jak na przyktad etery koronowe [8].
Potencjat elektrodowy powstaje, podobnie jak w przypadku elektrody szklanej,
poprzez dyfuzje danych jonow przez membrang, ktora zachowuje sig jak wy-
mieniacz jonowy.

Wszystkie uwagi odnosnie potencjatu dyfuzyjnego i wspodtczynnikow ak-
tywnosci dla elektrody szklanej, sa aktualne rowniez w przypadku elektrod
jonoselektywnych. Rozwiazanie problemow jest rowniez analogiczna i tak na
przyktad kalibrowanie aparatury przeprowadza si¢ analogicznie. Warto zwrocic¢
uwagg, iz wrazliwosc¢ elektrody jonoselektywnej na charakterystyczne dla niej
jony jest zawsze mniejsze niz wrazliwo$¢ elektrody szklanej na jony wodorowe.
Wspotczynnik selektywnosci, K, elektrody specyficznej dla X, w obecnosci
innego jonu Y, dany jest nastgpujacym semiempirycznym réwnaniem:

E= (R_;) In([X]+ Ky [Y])+ const.
n

Elektrody jonoselektywne zastosowano z powodzeniem do wyznaczania

NH;

statych tworzenia kompleksow kationow metali alkalicznych i 4 ze zwiaz-
kami makrocyklicznymi [9-11]. W metodzie tej roztwor soli (np. NaCl) o danym
stezeniu [M], jest miareczkowany roztworem zawierajacym s6l o tym samym
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stezeniu i zawierajaca nadmiar neutralnego ligandu makrocyklicznego. Ogniwo
zbudowane jest z elektrody jonoselektywnej wrazliwej na dany jon i elektrody
Ag/AgCl (chlorosrebrowej) jako elektrody odniesienia. Krzywa kalibracji ma

RT = 59.16mV

wtedy punkt przecigeia, w ktorym ¥ , tak wigc stgzenie wolnego
kationu w kazdym punkcie moze by¢ obliczone za pomoca nast¢pujacego row-
nania:

[M+ ] - [M]tlo—AE/Sg.lﬁ

gdzie A E jest roznicq pomiedzy wskazaniami miernika dla roztworu czystej soli i
roztworu z ligandem. State tworzenie kompleksow mogq byc¢ wtedy wyznaczone.

Poczyniono proby pomiaréw z elektrodami tego typu w przypadku stabych
komplekséw, kiedy to nie mozna utrzymac statej sity jonowej [12].

Czasami mozna przystosowac elektrod¢ wrazliwa na zadany jon, majac do
dyspozycji elektrodg przeznaczona dla zupetnie innego jonu poprzez chemiczna
modyfikacje membrany. Dzigki temu mozna bylo na przyktad bada¢ przytacza-
nie kationow do a i S cyklodekstryn.

+ NHMe,

Q NHMe,

S

W badaniach tych uzyto elektrod jonoselektywnych, w ktorych wstawiono
membrany z polichlorku winylu, w ktérym umieszczono odpowiednie grupy se-
lektywne wzglgdem badanych zwiazkéw [13]. Kazda membrana zostata przy-
gotowana przez wymiang protonéw z grup koncowych —SO,H sulfonowanego
polichlorku winylu przez odpowiednie kationy.

Jesli elektroda wskaznikowa jest metalem zanurzonym w roztworze soli
tego samego metalu, jak na przyktad elektroda srebrna w roztworze soli Ag* czy
elektroda miedziana w roztworze Cu?', potencjat takiego potogniwa dany jest
wzorem:
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1

E =E’+ (E)lnax
nf

przy czym a, jest aktywnoscia kationu metalu stanowiacego dana elektrode. Takie
elektrody wydawatyby si¢ idealnym narzgdziem do pomiaréow stgzen wolnych
jonow metali. Niestety, wigkszos¢ z nich nie jest odwracalna (w rownowadze
termodynamicznej znajduja sig tylko elektrody kilku metali: Ag, Cu, Pb, Cd i
Hg).

Mimo tak ograniczonego zakresu zastosowan dokonano wielu pomiarow
statych tworzenia kompleksow ligandow makrocyklicznych z Ag+[14,15]. W
technice tej roztwor AgNO, w danym rozpuszczalniku w obecnosci elektrolitu
(nadchloran tetractyloamoniowy) jest miareczkownany roztworem z ligandem
w analogicznym rozpuszczalniku zawierajacym ten sam elektrolit o analogicz-
nym stgzeniu. Roztwor jest potaczony z poétogniwem odniesienia, wypetnionym
takim samem roztworem azotanu srebra, jak roztwor miareczkowania (pola-
czenie jest wykonane za pomoca klucza elektrolitycznego, zawierajacego tan
sam elektrolit, w tym samym rozpuszczalniku). Elektroda wskaznikowa, jak i
elektroda odniesienia sa elektrodami srebrowymi — pierwsza jest zanurzona w
roztworze miareczkowanym, druga za$ w roztworze odniesienia.

Stale tworzenia kompleksow moga by¢ obliczane analogicznie, jak w po-
przednich przypadkach.

8. Polarografia i cyklowoltametria

W czgsci tej przedstawione zostang tylko dwie z wielu technik wykorzy-
stujacych zaleznos¢ pradu od przylozonego napigcia. Sg one najbardziej rozpo-
wszechnione w badaniach stanoéw rownowagowych przy tworzeniu zwiazkow
kompleksowych, jak i przy okre§laniu wlasciwosci oksydacyjno-redukcyjnych
w chemii supramolekularne;.

Klasyczna polarografia zajmuje si¢ pomiarami zaleznos$ci pradu od przy-
lozonego potencjatu. Stosuje si¢ tutaj najczesciej kroplowa elektrode rtgciowa.
Jesli zachodzi odwracalny proces redox na elektrodzie, rownanie wyznaczone;j
eksperymentalnie krzywej prad-potencjat ma formg:

E=E,,- (2"31]1}71)10%(. i )

Iy~

gdzie E,, jest obserwowanym potencjatem pdlfali (E = E,,, gdy i = i/2), kiedy prqd i
plynqcy przez ogniwo jest réwny potowie pradu granicznego i,
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2.3RT

E,,=E"-( Yog(I,,/I...)

Prad graniczny i, jest pradem zaporowym — najwigksza mozliwa warto$cia
pradu dla danego ogniwa — w takich warunkach stgzenie formy utlenionej przy
powierzchni elektrody wynosi zero (nieskonczenie duzy potencjal ujemny). We
wzorze tym E° oznacza formalny potencjat danej pary redox, a / jest stata pradu
dyfuzyjnego. W celu wyznaczenia kolejnych statych tworzenia kompleksow,
uzywa si¢ rownania DeForda i Humme’a [16]:

Antilog(“RE[(E, ), - (B ) ]+ IOg(%))

=1+ ﬂl[L]+ ﬁz[[f]2 + ﬂ3[L]3 toee

gdzie indeksy 'f’i ‘c’ oznaczajq odpowiednio forme wolnq (ang. free) i skompleksowanq
(ang. complexed) jonu. Funkcja Antilog jest zdefiniowania jako Antilog(x) = log’(x)
= 10~. Wspotczynnik I /IC to iloraz prqdow dyfuzyjnych odpowiednio bez i w obecnosci
ligandu:

Ie . G

-f
Ic (id)c

Badania polarograficzne opieraja si¢ na analizie przesuni¢¢ potencjatu
potfali £, dla ukfadu z i bez ligandu. Polarografia jest bardzo czuta technika
— mozna ja stosowac juz przy st¢zeniach metalu oscylujacych wokot 10°M i
przy duzym nadmiarze st¢zenia ligandu. W takich warunkach stezenie wolnego
ligandu moze by¢ z dobra doktadno$cia uznane za catkowite stezenie ligandu,
a dopasowywanie funkcji na podstawie wynikéw pomiaréw moze by¢ przepro-
wadzane za pomoca dowolnego programu korzystajacego z nieliniowej metody
najmniejszych kwadratéw. State tworzenie kompleksow wyznaczone ta metoda
sa jednak mniej doktadne od uzyskiwanych za pomoca potencjometrii, co jest
spowodowane duzymi niedoktadno$ciami w wyznaczaniu potencjalu poétfalo-
wego .

Polarografi¢ zastosowana z duzym powodzeniem w wyznaczaniu stalych
asocjacji par jondw réznych makrocyklicznych poliamin anionoéw di- i trikar-
boksylowych kwasow [17]. W ich przypadku obserwowano fale andowe:

Hg+ Lh, = HgL + /H" + 2¢
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Cyklowoltametria rozni si¢ od polarografii tym, iz potencjat zmienia si¢ w
obu kierunkach. Pomiar zaczyna si¢ przy zadanym potencjale, ktéry nastgpnie
maleje do okre$lonej wartosci, kierunek zmian zostaje wtedy odwrocony i po-
tencjal powoli powraca do wartosci poczatkowe;j. Elektroda rteciowa z wiszaca
kropla i elektrody stale takie jak szklana, platynowa czy zlota uzywane sa tutaj
jako elektrody pracujace. Klasyczna cela do cyklowoltametrii sktada si¢ z trzech
elektrod — pracujacej, odniesienia i odbiorczej. Pierwsza i ostatnia sa umiesz-
czone bardzo blisko siebie, dzigki czemu przez elektrodg odniesienia nie ptynie
praktycznie zaden prad i jej potencjat pozostaje staty.

Wezmy dla przyktadu [Fe(CN),]*. Wykres:

~ loalpA

'|' R=0

przedstawia przykladowe wyniki pomiaru cyklowoltametrycznego dla tego
zwiazku, w ktorych ligandem jest czasteczka
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Na poczatku potencjat zmienia si¢ w kierunku dodatnich wartosci zgodnie
z kierunkiem wskazywanym przez strzalke. Kiedy jest on dostatecznie wysoki,
aby utleni¢ Fe(Il), pojawia sig silny prad anodowy, spowodowany reakcja:

[Fe(CN),]* = [Fe(CN),I” + €
i rosnie dopoki stezenie [Fe(CN), ]4' w poblizu elektrody nie zmaleje dos¢

mocno z powodu przeksztatcania zelaza do formy utlenionej. Potencjat, przy
ktérym nastgpuje zmiana kierunku, wynosi dla tego przyktadu 0,7V. Podczas
powracania do potencjatu poczatkowego mozna zaobserwowac prad katodowy

spowodowany redukcja [Fe(CN); T skupionego wokot elektrody w trakcie

poprzedniego przebiegu. Nalezy zaznaczyé, ze zaréwno czasteczki formy
utlenionej, jak i zredukowanej, powinny przemieszczac si¢ tylko i wylacznie na
zasadzie dyfuzji. Nalezy wykluczy¢ konwekcje, ktéra moglaby zaowocowaé
gwaltownym usuwaniem produktu z bezposredniego otoczenia elektrody.
Dlatego nalezy odpowiednio zabezpieczy¢ cele pomiarowa przed wplywami
otoczenia (drgania) Waznymi parametrami cyklowoltagramu sa maksymalny
prad anadowy (ipa) i zwigzany z nim potencjat (Epa) oraz maksymalny prad
kodowy (ipc) i potencjal z nim zwiazany (Epc). Jesli bowiem para red-ox jest
odwracalna, potencjal poéifali znajduje si¢ dokladnie posrodku migdzy
warto$ciami E, i E..

7 - E pa 1 E pe
1/2 2
Czgsto E|, wyznaczone tym sposobem jest utozsamiane z potencjatem stan-
dardowym, poniewaz wspotczynniki dyfuzji maja maty wplyw na ta wartosc.

Réznica pomigdzy potencjatami obu ,,wierzchotkdw” cyklowoltagramu jest
zwigzana z liczba elektronow przeniesionych w trakcie reakcji elektrodowe;:

\E = E, - E, =0.059/n

Elektrochemiczna ,,odwracalno$¢” oznacza, ze reakcja elektrodowa musi
by¢ wystarczajaco szybka, aby osiagna¢ stan rdwnowagowy dla kazdego przyto-

330



Wybrane metody badan oddziatywan w uktadach gosé-gospodarz

zone napigcia, zanim nie zmieni si¢ ono ponownie. Istotnym procesem staje si¢
samo przygotowanie elektrody przed pomiarem — powinna ona zosta¢ doktadnie
wyszlifowana i wyplukana dostatecznie doktadnie, by mie¢ gwarancjg, iz nie
pozostat na niej material Scierny i1 zanieczyszczenia. Ponadto, cz¢$¢ badaczy za-
leca ,,aktywowanie” elektrody, polegajace na chwilowym przylozeniu na prze-
mian potencjatu ujemnego i dodatniego o bardzo duzej wartosci bezwzglednej.
Nalezy bezwzglednie pamigta¢ o dostosowaniu szybkosci zmian potencjatu tak,
aby wyzej wymieniony warunek odwracalnosci zostat spetniony. Mimo iz moz-
na stosowac szybkos$¢ rzedu 1000Vs™!, przy takich predkosciach czgsto obserwu-
je si¢ zachowanie nicodwracalne, gdyz elektroda ,,nie nadaza” z osiagnigciem
stanu rownowagowego przed kolejna zmiana potencjatu. W takim wypadku
warto$¢ AE ulega zawyzeniu. Nalezy wtedy obnizy¢ szybkosé skanowania do
wartosci takiej, aby AE, powrdécito do normalnego poziomu. Jednoczesnie nie
powinno si¢ przekraczac okoto 30s dla pomiaru, gdyz przy dluzszych analizach
nie da si¢ uniknaé¢ wptywu konwekcji. W praktyce stosuje si¢ tempo skanowania
rzedu 0,05-0,1Vs™, a przedziat skanowania wynosi zwykle od 0,5 do 1V. Ukta-
dy, w ktorych wierzchotki na krzywej rozsuwaja si¢ przy zwigkszaniu szybkosci
skanowania sa quasi-odwracalnymi. Wyznaczenie potencjatu potfalowego dla
takich par staje si¢ niewiarygodne. Jakkolwiek, nawet dla odwracalnych ukta-
dow red-ox, potencjat potfalowy jest wyznaczany mniej doktadniej niz przy po-
larografii. W szczego6lnosci, wartos¢ £ zaleze¢ bedzie od wyboru potencjatu, w
ktoérym nastepuje przetaczenie — powinien on by¢ jak najdalej od $rodka migdzy
obydwoma wierzchotkami.

Prad na wierzchotku, w przypadku reakcji odwracalnej, dany jest rowna-
niem:

i, = (2.69x10°)n*? 4D Cv'"?

gdzie i dane jest w amperach, n jest liczba przeniesionych elektronow, 4 jest
powierzchnia elektrody (cm?), D jest wspotczynnikiem dyfuzji (cm?s™), Cstezenie
(mol cm?), za$ v to szybko$¢ skanowania (Vs™). Istnieje liniowa zaleznos$¢
warto$ci pradu na wierzcholku do st¢zenia, jak i do pierwiastka kwadratowego
szybkosci skanowania. Proporcjonalno$¢ podobna istnieje w przypadku uktadow
catkowicie nicodwracalnych, cho¢ w przypadku quasi-odwracalnych prad nie
jest liniowo proporcjonalny do pierwiastka szybkosci skanowania. Obserwujac
ta proporcjonalnosci razem z odlegtoscia migdzy wierzchotkami, otrzymuje sig
wygodne kryterium pozwalajace kwalifikowa¢ lub nie dana reakcje do grupy
odwracalnych.

Waznym zastosowaniem cyklowoltametrii jest wyznaczanie formalnych po-
tencjatow za pomoca rownania:
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E, = B ® By
2

Zostato to zrobione dla bardzo wielu zwiazkéw makrocyklicznych [18].
Mimo ze wartosci obliczane w ten sposdb sa mato doktadne, sa wystarczajace
przy porownywaniu jednych zwiazkoéw z innymi.

Przesunigcie wierzchotkéw spowodowane kompleksowaniem mozna uzy¢
do wyznaczenia statych tworzenia kompleksu, chociaz nalezy mie¢ na uwadze,
ze ta metoda jest mniej doktadna od wymienionych wczesniej.

Jesli znane sa potencjaly wolnej ( E?' ) 1 skompleksowanej ( Ef' ) formy

badanego sktadnika, mozna bedzie obliczyé wielkos¢ statych tworzenia kom-
pleksu dla formy zredukowanej (K ,oq ), jak i utlenionej (K ox ) D& podstawie

roéznicy potencjalow formalnych. Dla wygody mozna stworzy¢ schemat, na kto-
rym zaznacza si¢ formy zredukowana i utleniona w postaci wolnej, jak i skom-
pleksowane;j.

Stabsze kompleksy mozna bada¢ wykorzystujac zarowno przesunigcia za-
réwno potencjatu potfali £, ,, jak i pradu i W przypadku mierzenia przesunigé
potencjatu potfali, postepuje si¢ podobnie jak w przypadku polarografii. W dru-
gim przypadku prad i uwaza si¢ za sumg dwoch pradow: jeden to pradu redukcji
wolnego sktadnika, drugi zas$ to prad redukcji sktadnika skompleksowanego.
Obydwie metody zastosowane zostalty z powodzeniem w przypadku tworzenia
kompleksow pomigdzy f-cyklodekstryna z kwasem ferrocenokarboksylowym
[19].

Innym podejsciem do problemu moze by¢ zastosowanie elektrody obroto-
wej [20]. Proby takie zostaty juz poczynione dla cyklodekstryn.

9. Konduktometria

Przewodnictwo elektryczne elektrolitu zalezy od natury i stezenia jonow
wystepujacych w roztworze. Mozna wigc uzy¢ pomiarow konduktometrycznych
do wyznaczenia stalych tworzenia. Z definicji, przewodnictwo x jest odwrot-
no$cia opornosci roztworu, a przewodnictwo molowe A danego elektrolitu jest
dane wzorem:

_ K
©[MX],
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gdzie [MX], jest catkowitym stezeniem soli Zalozmy, Ze kation M i anion X mogq
asocjowac, przy czym stata rownowagi tego procesu wynosi K,

_ [MX]
Y IMIIX]

Oczywiscie neutralna s6l MX nie przewodzi pradu, wigc mierzone prze-
wodnictwo bgdzie proporcjonalne do st¢zenia niezasocjowanej soli

kK = Ao [MX],

gdzie ajest stopniem dysocjacji. Poniewaz o.zalezy od [MX] , obserwowane przewodnictwo
Jjonowe A, zalezy od stezenia elektrolitu

Ay, =k /[MX], = aA

Jesli A moze nu¢ mierzone przy dostatecznie duzym rozcienczeniu, kiedy o
= 1, mozna obliczy¢ a dla dowolnych stgzen elektrolitu, a stata rownowagowa
moze by¢ obliczona za pomoca wzoru

1-«
o *[MX],

MX

Problemem jest fakt, iz przewodnictwo molowe zmienia si¢ nawet przy
braku jonéw asocjujacych z powodu oddziatywan migdzyjonowych. Dla elek-
trolitdow o stezeniach nie przekraczajacych 0,001 M zalezno$¢ przewodnictwa
jonowego okreslona jest za pomoca réwnania Osangera:

0 1/2
A=A"-8I
gdzie A" jest granicznym przewodnictwem jonowym nieskonczenie rozcienczonego

roztworu, S jest stalq wyznaczonq dla danego elektrolitu, a I jest silq jonowq.

Dla elektrolitu binarnego (na przyktad NaCl) / = a[MX], a rownanie Osangera
przybiera postac:
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A gy = 0 (A7 - S [MX])"

Warto$¢ o obliczone na podstawie wymienionego rownania sg bardzo do-
ktadne i przy stosowaniu dostatecznie duzych rozcienczen moga postuzy¢ do
bezposredniego obliczania wartosci K| . Jedynym problemem jest fakt, ze w
pomiarach zmienia si¢ sila jonowa, na co nalezy wprowadzi¢ odpowiednie po-
prawki. Réwnania sg poprawne dla uktadow rozcienczonych i nie daja si¢ jed-
nak zastosowac¢ w przypadku wigkszych stezen. Pociaga to za soba ograniczenia.
State asocjacji, nie moga by¢ mniejsze niz 100-1000 M™'. W przypadku bardzo
stezonych elektrolitow nalezy wprowadzi¢ kolejne poprawki przy obliczeniu
przewodnictwa molowego i postuzy¢ sig trzeba rownaniem:

AN=A"-SI"+ Ellnl+ JI-J,I°"

gdzie S i E zalezq od typu elektrolitu, mobilnosci jonow, statej dialektycznej, lepkosci i
temperatury, a J, i J, zalezq od promienia jonowego i odlegtosci miedzy jonami. Nalezy
zauwazy¢, ze w literaturze dane sq juz gotowe zestawy tych parametrow dla réznych
elektrolitow [21].

Odmiennym podej$ciem, stosowanym przy kompleksach makrocyklicz-
nych z kationami [22], opiera si¢ na zmianach przewodnictwa spowodowanymi
laczeniem si¢ kationdw z elektrycznie naturalnymi ligandami, takimi jak etery
koronowe, przy statym stgzeniu catkowitym elektrolitu. Elektrolitem takim jest
na przyktad nadchloran metalu w $rodowisku niewodnym, przygotowany jest
w odpowiednim rozcienczeniu tak, aby moc zaniedbywac efekty zwiazane z
asocjacja i jest miareczkowany roztworem ligandu. Obserwowane przewodnic-
two molowe wzrasta lub maleje w zaleznosci od tego, czy jon skompleksowany
jest bardziej czy tez mniej ruchliwy od jonu wolnego. Miareczkowanie trwa az
do wysycenia elektrolitu. Koncowe przewodnictwo molowe jest traktowane jak
przewodnictwo czystego kompleksu (A, ), a przewodnictwo poczatkowe jest
przewodnictwem czystej soli (A,,,). W trakcie catego miareczkowania mamy
wtedy do czynienia z przewodnictwem bedacych suma dla dwdch soli: soli wol-
nej MX, skladajacej si¢ tylko i wylacznie z kationu M* i anionu X oraz soli
skompeksowanej, sktadajacej si¢ z jonow ML* 1 X

K= A g [M]; = Ay [MX]+ Ay [MLX]

obs

przy czym [M], oznacza catkowite stgZenie kationu i jest rowne poczatkowemu
stezeniu MX z poprawka na rozcienczenie zachodzace podczas miareczkowania.
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Metoda ta posiada istotne ograniczenia. Po pierwsze kompleksowanie nie
zawsze prowadzi do znaczacych zmian w przewodnictwie, po drugie mozna
badac tylko ligandy neutralne, po trzecie zar6wno forma MX jak i MLX musza
by¢ kompletnie zdeasocjowane.

10. Pomiary elektroda obrotowa

Wigkszos¢ technik pomiarowych z nieruchomymi elektrodami i niezaburzo-
nym mechanicznie elektrolitem daje w wyniku zaleznosci pradowo napigciowe
spowodowane przeniesieniem masy na drodze dyfuzji. Czasami jest jednak wy-
godnie zmieni¢ warunki, aby moc zaobserwowac zjawiska innego typu. Jezeli
roztwor bedzie mieszany, badz to za pomoca mieszadta, badz tez poprzez ruchy
elektrody, masa przenoszona jest znacznie szybciej niz w przypadku dyfuzji i
zmienia si¢ charakterystyka odpowiedzi elektrody na zmiany potencjatu lub
pradu do niej przytozonego. Prad taki nazywany jest pradem rdwnowagowym
(pradem przy stanie rOwnowagi).

Elektroda obrotowa jest jedna z najczesciej stosowanych przy takich wita-
$nie pomiarach. Sktada si¢ z materiatu przewodzacego w ksztatcie dysku (naj-
czesciej sprasowany grafit, ztoto albo platyna) umieszczonego w cylindrze z
izolatora (szkto, polimer). Dysk jest umieszczony doktadnie posrodku osi obrotu
i prostopadle do niej. Kontakt elektryczny zapewniony jest przez szczotke gra-
fitowa przyciskajaca miejsce kontaktu. Jako$¢ potaczenia jest bardzo istotna,
gdyz wszelkie nieréwnomiernosci w potaczeniu sa doskonatymi zrodtami szu-
mu. Dodatkowa wartos$cia charakterystyczna takiej elektrody jest czestotliwosé
obrotow f, oznaczajaca ilo$¢ obrotow w ciagu sekund, lub zamienne wartosci
predkosc¢ katowa w (jej jednostka jest s™!) zwiazana z poprzednia prosta zalezno-
Sci @ = 2xf. Czasami uzywana jest tez ilo§¢ obrotow na minutg (rpm). W przy-
padku wigkszo$ci elektrod obrotowych parametr ten miesci si¢ w zakresie od
100rpm do okoto 10000rpm. Wigksze predkosci nie maja sensu, gdyz pojawiaja
si¢ turbulencje skutkujace wynikami niemozliwymi do interpretacji.

Warto odnotowac jak dziata taka elektroda. Jej ruch obrotowy powoduje, ze
ciesz w najblizszym jej otoczeniu zostaje odrzucona w kierunku prostopadtym
do osi obrotu, co jest spowodowane po pierwsze lekkoscia cieczy, a po drugie
sita od$rodkowa. Jednoczesnie pojawia si¢ prad lezacy na osi obrotu powodu-
jacy, ze do elektrody stale docieraja coraz to nowe porcje roztworu z wngtrza
ogniwa. Elektrodg taka mozna wigc porownaé¢ do pompy wymuszajacej staty
obieg elektrolitu. Warto tez zauwazy¢, ze w tym przypadku podwdjna warstwa
przy powierzchni elektrody zostaje praktycznie zlikwidowana. Hydrodynamika
cieczy przy zatozeniu wylacznie laminarnego przeptywu zostata zanalizowana i
opisana [23]. Wyniki tych badan moga postuzy¢ do sformutowania rownan opi-
sujacych charakterystyke takiej elektrody. Na przyktad dla redukcji formy Oxo
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do Red przy zatozeniu ograniczen na przeniesienie masy, kiedy potencjat jest na
tyle ujemny, zeby zapoczatkowacé reakcje¢, maksymalny prad katodowy jest dany
przez réwnanie Levicha:
i\, = 0.620nFAD 0 v "°C,,

gdzie w jest predkosciq kaqtowq elektrody, v oznacza lepkos¢ kinetyczng cieczy (na
przyktad dla roztworow wodnych o temperaturze okoto 20°C wynosi ona mniej wigcej
0,01cm?’s™), a pozostate symbole majq swoje standardowe znaczenie.

Przy pominigciu ograniczen na prad, to znaczy przy zatozeniu, ze C_ (x = 0)
> 0, prad dany jest rownaniem:

i=0.620nFAD; 0 vV [Cy, - Co (x = 0)]

ktore po potaczeniu z poprzednim réwnaniem daje:

Co - Co (x=0)
G

i=1i

Po napisaniu analogicznych réwnan dla maksymalnego pradu anodowego,
mozna oba te réwnania podstawi¢ do rownania Nernsta, otrzymujac:

RT i,
E=E,,+—In—"—
nF i-i

gdzie potencjat potfali £, dany jest rownaniem:

RT . Dgy

E . =E"+ —In
1/2 I’lF ( )

Ox

Warto zauwazy¢, ze zalezno$¢ pradu od potencjatu nie zalezy w zaden spo-
sob od predkosci katowej elektrody. Wynika to stad, ze prad przy kazdym poten-
cjale zalezy liniowo od w'?. W rzeczywisto$ci kazde odchylenie od liniowej za-
lezno$ci i od w'? wynika z kinetycznych ograniczen dla proceséw zachodzacych
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na elektrodzie. Oznacza to, ze transport masy moze by¢ szybszy niz przenie-
sienie elektronu, co utrudnia lub wrgez zatrzymuje procesy elektrochemiczne.
Jesli proces redukcji jest kontrolowany kinetyka, prad ptynacy przez elektrode
obrotowa dany bedzie rownaniem:

i= nFAk.(E)Cy (x=0)

gdzie k/(E) jest zaleznym od potencjatu wspotczynnikiem szybkosci przeniesienia
elektronu.

Korzystajac z rownania:

i= nFAk,(E)C, [1- (ii)]

1,c
zdefiniujemy i jako prad ptynacy przy braku przeniesienia mamy:

i, = nFAk,(E)C,,

to poprzednie rownanie mozna przeksztatci¢ do bardzo waznego réwnania:

LR T S 1
o B 0.620nFAC DPvV 0 V2

udowadniajacego podejrzenie, ze wraz ze wzrostem predkosci obrotowej
elektrody rosnie wptyw kinetyki przeniesienia elektronu na catkowity prad
przeptywajacy przez roztwor. JeSli @ — oo, to takze i — i, tak wigc wykres
zaleznosci 1/i od w™'? powinien by¢ liniowy, co pozwala na jego ekstrapolacje
do o' = 0 i wyznaczenie wartoci 1/i,_przy okreslonym potencjale. Nastepnie,
wykorzystujac rOwnania wyznaczy¢ mozna wartos¢ k(E). Mozna wigc wyznaczy¢
zalezno$¢ wspoélczynnika szybko$ci przeniesienia protonu od przytozonego
potencjatu [24].

11. Pomiary impedancji

Impedancja Z jest to opoér pozorny uktadu, czyli opor odczytany w danej
chwili z miernika. Jest to stosunek napigcia U przytozonego do uktadu, do na-
tezenia pradu przezen plynacego. W przypadku pradow statych jest ona liczba
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rzeczywista nazywana rowniez oporem elektrycznym R. Jednostka impedancji
jest om (1Q).

W przypadku pradu zmiennego o czgstosci w, prad i napigecie w chwili ¢
dane sa wzorami:

U)=U,sin(ot)

I(w)=1,sin(@t+ ¢)

gdzie U, I, to odpowiednio napiecie maksymalne i prad maksymalny.

Wielko$¢ ¢ nazywana jest przesunigciem fazowym, i okresla roznicg po-
czatkow fazy pradu i napigcia. Jesli ponownie wyrazimy impedancjg jako stosu-
nek napigcia do pradu, otrzymamy wyrazenie:

U '
7 VO,
I(0)
UO
gdzie i jest liczbq urojonq jako { = +f- 1, a Z,to maksymalna impedancja (ZO = I—)_
0

Wzér otrzymano korzystajac z rownania exp(ip) = cosg + i sin ¢. Na wiel-
ko$¢ impedancji maja wptyw opor elektryczny, pojemno$¢ i indukcyjnos¢ ukta-
du. Ich wktady sa nastgpujace:

ZR)= R Z(C)= ——.p -

n . n
, —; Z(L)=1wL,p = —
in C 2 (&) / 2

Impedancja moze by¢ przedstawiona rowniez jako:
Z=R+1X

gdzie R = R (2) to rezystencja, a X = 3 (Z) to reaktancja.

12. Wykresy impedancji
Najpopularniejszym wykresem przedstawiajacym wyniki pomiaréw impe-
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dancji jest wykres Nyquisa. Przedstawia on warto$¢ cz¢sci urojonej impedancji

w funkcji czesci rzeczywistej o zmienionym znaku 3 (Z) = f{ R (2)). Wykres

odwrotny co do znaku jest nazywany wykresem Cole-Cole.

10 —
E —— FitResult|
10°F .
E .,
o 107 .
750 0E P
N FitResuit E .
r 0 .
[ ot ol vt e vt o il ol 4o
[ 0 102 o' 10 100 ¢ 10t 0t 1 10°
-5000 - R/2 —
L 3 — Frequency (Hz)
2500 EL)
- =L P 1
£ Ri2 iR g ol 3
ol T R ]z I 3/
0 2500 5000 750 10000 Z =L
L2
0 Lot 1) d. AN RNT T IR T SRR T TR MR RTTT T
100 102 10" 10 100 10 100 00 10 10
Frequency (Hz)

Wykresy impedancji dla uktadu RC

Co mozna zobaczy¢ na wykresie impedancji? Rozwazmy najprostszy przy-
padek —uktad RC. Obliczanie impedancji uktadu ztozonego z polaczonych row-

nolegle impedancji wykonuje si¢ analogicznie jak w przypadku oporow:
1 1 .
—-—+i0C
Z R

przy czym R i C to odpowiednio opor opornika i pojemnos¢ kondensatora.
Przeksztatcajac odpowiednio wyrazenie, otrzymamy:
R o R*C R o R*C
= ’ \]{ Z = 5 Z i
1+ 0*R’C* 1+ 0°R*C? @ 1 @ 1+ 0 R*C?

+0 R CY

Wykresy dla takiego uktadu przedstawione na rysunku. Rysunek po lewe;j
stronie to wlasciwy diagram Nyquista. Wykonany zostat dla wartosci R = 10kQ,
C = 10uF. Czgstotliwos¢ zmieniata si¢ w zakresie od 0,01Hz do 1 MHz. Mozna
na nim wyréznié trzy charakterystyczne punkty:
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. w—>w
Poniewaz czgstotliwo$¢ wystepuje w mianowniku dla czgsci
rzeczywistej, jak i urojonej, mamy R (2)= I (2)=0,
2. w—0
Mianownik w obu wypadkach dazy do zera, lecz w przypadku czgsci
urojonej czestotliwo$é pojawia sie rowniez w liczniku, tak wiec 3 (Z)
=0, lecz R (2) =R,

3. w=%xc

Jest to czestotliwos¢ rezonansowa uktadu, przy ktorej R (2) =3 (2)=

R.

0=

Dwa wykresy po prawej stronie przedstawiaja zalezno$¢ modutu impedan-
cji 1 przesunigcia fazowego od czestotliwosci.

12.1 Separacja ukladow

Rozpatrzmy nieco bardziej ztozony uktad — dwa uktady RC potaczone ze
soba szeregowo. Mozna si¢ spodziewac, ze na wyglad wykresu beda miaty oba
poduktady. Jezeli ich czgstotliwo$é rezonansowe beda si¢ znacznie roéznity, zo-
stang one uwidocznione na wykresie jako osobne potkola. W przeciwnym wy-
padku beda si¢ ze soba zlewac. Zostalo to przedstawione na rysunku.

10000 -10000
Y —— FitResult N [ — FitResult
i r
5000 -5000 — -

[ T ¥ o
0 5000 10000 15000 200002 0 5000 10000 15000 20000

Dobra i zta separacja podjednostek RC w uktadzie

Pierwszy wykres wykonano dla podjednostek rozniacych si¢ czgstotliwo-
$cig rezonansowa 10-krotnie, drugi dla r6znicy 1000-krotne;j.
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Separacja jest bardzo wazna wlasciwoscia. Dzigki niej mozna za pomoca
jednego eksperymentu bada¢ efekty zwiazane z wngtrzem elektrody i podwojna
warstwa elektryczna, gdyz iloraz ich czgstotliwosci rezonansowych jest bliski
tysiaca. Typowa pojemnos¢ podwdjnej warstwy elektrycznej to okoto 10uF,
ponad 1000-krotnie wigcej niz pojemnos¢ elektrody. Przy podobnych oporach
elektrycznych daje to roznicg wystarczajaca do wilasciwego odseparowania
efektéw zwiazanych z obydwom tymi Srodowiskami.

Wyobrazmy sobie elektrodg zanurzona w roztworze. Material z jakiego jest
zbudowana, posiada pewien opor elektryczny Re i pojemnos¢ Ce (uktad RC). W
miejscu, w ktorym konczy si¢ elektroda, pojawia si¢ roztwor (potaczenie sze-
regowe). W najblizszym otoczeniu elektrody mamy do czynienia z podwojna
warstwa elektryczna, posiadajaca op6r Ri i pojemnosci Ci (ponownie RC). W
pewnym momencie mozna méwic juz o czystym roztworze, o oporze Rs (po-
laczenie szeregowe). Na podstawie powyzszego opisu mozna stworzy¢ model
elektryczny takiego potogniwa.

Jak beda wyglada¢ diagramy impedancji dla takiego uktadu? Spo6jrzmy na
rys. przedstawiajacy taka sytuacje.
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Na wykresie Nyquista wida¢ dwa potkola zwiazana z dwoma uktadami RC.
Mniejsze nie zaczyna si¢ w punkcie (0, 0), co jest spowodowane rezystencja
roztworu Rs. Widag, ze elektroda ma opér mniejszy niz podwdjna warstwa elek-
tryczna, co jest prawdziwe dla wigkszosci uktadow z elektrodami metalowymi.
Dzigki znacznym réznicom pojemnosci oba potkola sa od siebie odsunigte na
tyle, ze mozliwe jest ich rozréznienie i badanie. Uzyskujac dane modelowe wy-
brano do$¢ duzy opor dla wszystkich elementéw. Miato to wplyw na czgstotli-
woSci rezonansowe.
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Zebrawszy dane z rzeczywistego uktadu mozna stworzy¢ model mu odpo-
wiadajacy i nast¢pnie dokonaé dopasowania wartosci elementow teoretycznych.
Mozna to wykona¢ korzystajac z takich programow, jak na przyktad ZView.
Poniewaz do dopasowania uzywana jest metoda najmniejszych kwadratéw, na-
lezy wybraé realne warto$ci parametrow poczatkowych. Nie jest to tak trudne,
jak mogtoby si¢ wydawaé. Majac diagram dla rzeczywistego uktadu wystarczy

odczytaé -2 3 (Z) z wierzchotka kazdego poétkola (otrzymamy w ten sposob

przyblizona rezystencj¢ R), a nastgpnie, znajac czgstotliwosé na tym wierzchot-
ku, obliczy¢ spodziewang pojemnos¢ C.

Na wszystkich wykresach potkola mialy srodek potozony na osi X wykresu.
W trakcie analizy danych rzeczywistych wielokrotnie okazywalo sig, ze takie
zatozenie nie jest prawdziwe. Czgstokro¢ srodek poétokregu potozony byt poni-
zej tej osi. Jednym z wyjatkow jest elektroda rtgciowa. Wyjasnienie jej fenome-
nu zostanie przedstawione ponizej.

W celu wyjasnienia takiego zachowania u umozliwienie jego symulacji,
wprowadzono dodatkowy element podobny nieco do kondensatora. Jest to tak
zwany element o stalej fazie (ang. constans phase element — CPE). Impedancja
CPE jest opisana wzorem:

1 .
—=0"(0)"
V4
1
gdzie Q to admitancja (odwrotnos¢ impedancji | 7 przy o rad |
S

Konsekwencja tego rownania jest to, ze kat fazowy dla CPE nie zalezy od
czgstotliwosci napigeia 1 wynosi -90n stopni. Stad wlasnie nazwa tego elemen-
tu.

Zauwazmy, ze dla n = 1, przedstawione rownanie jest takie samo, jak dla
kondensatora, czy czym w takim wypadku Q° = C. Wykres impedancji dla sa-
mego CPE jest podobny do wykresu dla kondensatora — jest to linia prosta. W
przypadku czystej pojemnosci lezy on na osi Y i na diagramie Nyquista jest skie-
rowany w gorg. Prosta reprezentujaca CPE jest przechylona w strong pierwszej
¢wiartki uktadu wspotrzgdnych. Kat nachylenia wynosi 90n stopni. Dla uktadu
RCPE (analog RC) diagram przedstawia potkole obrocone o pewien kat tak, ze
jego srodek lezy ponizej osi X na prostej o nachyleniu 90(1-n) stopni.

Jestem z wielu wyjasnien dla zachowania si¢ CPE, bedacego modelem rze-
czywistego kondensatora, jest porowato$¢ elektrody. Materiat, z ktorego jest ona
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zbudowana praktycznie nigdy nie moze by¢ idealnie ptaski. Nawet najlepiej wy-
polerowany dalej jest porowaty. Powierzchnia elektrody jest wigc fraktalem o
wymiarze pomigdzy 2 a 3. Wykazano, ze dla takich elementéw impedancja mig-
dzyfazowa (zwiazana z przeniesieniem elektronu albo pojemnosci podwdjnej

warstwy elektrycznej) jest modyfikowane przez wyktadnik 72 = ﬁ, gdzie D

jest wymiarem fraktalnym powierzchni [25]. Dla idealnie ptaskich elektrod D =
2, n =1, za$ dla elektrod o najwigkszej porowatosci D =3, n=0.5.

Dla wigkszosci elektrod warto$¢ wspotczynnika n miesci si¢ miedzy 0,9 a
1,0. Wartos¢ n dla idealnie ptaskich elektrod wynosi n = 1,0. Dlatego w przy-
padku rtgci nie obserwuje si¢ tego zjawiska, gdyz w standardowych uktadach
elektroda rtgciowa jest ciekta, a wigc jej powierzchnia jest niemalze idealnie
ptaska.

Rysunek pokazuje wszystkie rownowagi istnicjace w przypadku makrocy-
kla zawierajacego cztery grupy protogeniczne — dwie grupy aminowe oraz dwie
karboksylowe. W tym przypadku istnieje az szesnascie mikrostatych, ale tylko
cztery wyznaczalno eksperymentalnie. Ostatecznie jest czternascie rownan do
obliczenia szesnastu statych [26]

COOH

13. Wybrane zwigzki makrocykliczne
Stale protonowania wyznaczone eksperymentalnie sa parametrami makro-
skopowymi w tym sensie, iz stwierdzenie polikwasy lub tez polizasady odnosi
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si¢ w rzeczywistosci w ich przypadku do catego zespotu zwiazkéw bedacych
ze soba w rownowadze: wszystkie izomery form LH_ i wszystkie izomery LH..
Na przyktad dla a-aminokwasu z obojetna grupa R, istnieja cztery ,,mikrorow-
nowagi” protonowe, istnieja jednak tylko dwie stale protonowane wyznaczone
eksperymentalnie:

_ ([AH]+ [AH]) _

AT

+ K,

. [AH;] _ KpK,,
O ([AHI+ [AH'DH'] (K, + K,))

Mikroréwnowaga przedstawiona na tym rysunku tworzy zamknigty cykl,
mozna wigc napisac kolejne rownanie, wiazace ze soba mikrostate K1 K.:

KK, = K,K,,

COOH

R —CH

K, |
/ NH,

/:

coo™ COOH
R —CH R —CH
+
NH, NH,

“~

[eon
Re=—=CH

NH

344

\



Wybrane metody badan oddziatywan w uktadach gosé-gospodarz

Oczywiscie nie istnieje mozliwo$¢ wyznaczenia warto$ci statych rownowa-
gi czterech mikrostanéw korzystajac jedynie z trzech réwnan i jesli problem
sprowadza si¢ do wyznaczenia ich wartosci, trzeba na wstgpie znac przynaj-
mnigj jedna z nich. W tym akurat przypadku mozna postuzy¢ sig stata protono-
wania estru metylowego aminokwasu do wyznaczenia wartosci K , dlatego, ze
efekty indukcyjne grup COOH i COOMe sg podobne. Na przyktad rozpatrujac
gliceryng (R = H) logarytmy makrostalych protonowania wynosza odpowiednio
log K, = 9,8 i log K, = 2,35, podczas gdy logarytm statej protonowania
H,NCH,COOMe wynosi log K, =7,6 = log K ,. Znajac ta warto$¢ oblicza sig

K., nastepnie oblicza si¢ K, = 3.510°M™" i K. Otrzymuje si¢ K, )) KiK, )) K,
co jest zgodne z przewidywaniami opierajacymi si¢ na fakcie, ze alifatyczne
aniony karboksylowe sa o wiele bardziej zasadowe niz aminy alifatyczne.
Wspotczynnik réwnowagowego stezenia formy jonu obojnaczego i formy obo-

S . [AH'] _ K o o
jetnej wynosi [Sgﬂ] = %= 1.8-10° . Oczywiscie forma dominujaca jest jon

obojnaczy, wigc jesliby usuna¢ stezenie formy neutralnej otrzymano by K, = K,
iK,, =K,z dos¢ duza dokladnoscia. Wytacznie z obliczefi formy mikroskopo-
wej sprawia, ze niemozliwe jest wyznaczenie wszystkich mikroskopowych sta-
lych, ale z drugiej strony upraszcza to znacznie catos¢ obliczen i pozwala na-
tychmiast otrzymac¢ makroskopowe state protonowania.

Trudnym przypadkiem jest ligand, ktérego wszystkie grupy jonogenne sa
rownocenne pod wzgledem chemicznym, tak jak to si¢ dzieje w przypadku po-
liamin lub kwasow polikarboksylowych. Zestaw rownan takze w ich przypad-
ku musi zosta¢ sformutowany, lecz rownowaznos¢ niektorych form pozwala na
wprowadzenie bardzo istotnych uproszczen. Rozpatrzmy dla przyktadu dowolna
diaming o wzorze H,(CH,) NH,. Poniewaz grupy aminowe sa w tym przypadku
réwnocenne, mozemy do kazdej z nich przypisac tq sama stata protonowania —
K, ipamigtac, ze stezenie formy neutralnej oraz dwuprotonowej nalezy podwo-
i¢, aby otrzymac st¢zenie neutralnej i protonowanej grupy aminowej. Pierwsza
stata makroskopowa protonowania moze by¢ teraz wyrazona jako:

_ [H,N(CH,),NH? ]
~ [H,N(CH,),NH; ][H']

- 2K,

H1

a druga stata przedstawia si¢ nast¢pujaco:
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_[H,N(CH,),NH}'] K,
" [H,N(CH,),NH;]J[H'] 2

H2

Roéwnania sa poprawne, o ile protonowanie grup aminowych nie wplywa na
pK, drugiej grupy. W takim przypadku % = 4 lubtezAlog K, = 0.6.
H2

Tabela przedstawia wybrane dane dotyczace protonowania diamin i kwasow
dikarboksylowych.

Diamina lub kwas dikarboksylowy | log Ky log Ky Alog Ky

H,NNH, 79 105 8.05
H,N(CHy),NH, 993 685 3.08
H,N(CH,),NH, 108 935 1.45
H,N(CH,)sNH, 110 101 0.9

~00CCO0™ 43 13 3.0
~00C(CH,),CO0~ 5.6 42 1.4
~00C(CH,);C00~ 54 45 0.9
~00C(CH,);CO0™ 54 4.55 0.85

Widac, iz A log K, zbliza si¢ do teoretycznej wartosci 0.6 tylko dla dosta-
tecznie dlugich czasteczek, gdzie oddzialywania miedzy grupami sa dostatecznie
male. Dowodzi to, Ze protonowanie pierwszej grupy jest pod wzgledem termo-
dynamicznych preferowane nad protonowaniem drugiej grupy. Mozna to tatwo
wytlumaczy¢ zwazywszy na fakt elektrostatycznej destabilizacji dwudodatniego
jonu spowodowang odpychaniem tadunkéw. W szczegdélnosci w przypadku 1,2-
diamin i kwasow 1,2-dikarboksylowych nalezy uwzgledni¢ réwniez stabiliza-
cje jednododatniego jonu spowodowang tworzeniem wewnatrzczasteczkowych
wiazan wodorowych.

Grupy jonogeniczne moga by¢ czgsdcia zwiazku makrocyklicznego (tak jak
atomy azotu w azanach) lub tez moga by¢ do niego przytwierdzone (etery laria-
towe itp.). Grupy funkcyjne umiejscowione poza czgscia makrocykliczng za-
chowuja si¢ mniej wigcej analogicznie do takich samych grup wystgpujacych
w czasteczkach acyklicznych, lecz grupy wewnatrz pierscieni sa pod znacznie
wigkszym wplywem mikrosrodowiska.

Pod wzgledem konformacyjnym czasteczki makrocykliczne maja o wiele
bardziej ograniczong mozliwo$¢ odksztatcenia niz podobne pod wzgledem che-
micznym czasteczki acykliczne. Z tego powodu grupy jonogeniczne zmuszone

346



Wybrane metody badan oddziatywan w uktadach gos¢-gospodarz

sa pozostawaé pod znacznie wigkszym wzajemnym wplywem, tak wigc oddzia-
lywania elektrostatyczne sa w ich przypadku o wiele bardziej widoczne. Na
przyktad logarytmy dwoch kolejnych statych protonowania w przypadku niecy-
klicznej diaminy r6zZnia si¢ o A log K, = 0,8, ale dla diaminy makrocyklicznej A
log K, wzrasta do wartosci 3,65, za$ w przypadku diaminy, gdzie atomy azotu
sa bardziej od siebie odsunigte, wige 1 wplywy elektrostatyczne mniejsze, roz-
nica powyzsza wynosi 1,05. Zmiany w statych kolejnych etapow protonowania
wskazuja na z pozoru tak mato istotna rzecz, jaka sa odlegtosci migdzy grupami
jonogennymi wewnatrz pierscieni

Miejsce protonowane w niecalkowicie sprotonowanych makrocyklach
moga by¢ identyfikowane za pomoca spektroskopii NMR [27].

1000 J
L 3,40 H3 .
H. L31
e ’ HoL** H2 x\'\
2 ——
HL* 300 1 x\!§.
£
60,0 £ ez Y |
o o N\
5 y ]
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200 e — \,\'
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Pierwsza jego czg$¢ przedstawia rozktad roznych form sprotonowanych w
funkcji pH wyznaczony z wykorzystaniem statych protonowania zmierzonych
metoda potencjometryczna. Druga cze$¢ rysunku przedstawia przesunigcie che-
miczne poszczegdlnych atomdéw wodoru w grupach metylowych i metylenowych
tego zwiazku w funkcji pH (jako rozpusczalnika uzyto D,0). Wida¢ wyraznie,
iz dla pH w przedziale od 8 do 11, gdy tworza si¢ formy mono- i diprotonowa-
ne, przesunigcia chemiczne wszystkich protonéw sa duzo nizsze niz dla formy
obojetnej. Wskazuje to, ze protony sa rozproszone na wszystkich atomach azotu
i poniewaz przeniesienie H* w obrgbie jednej czasteczki jest na tyle szybkie (re-
latywnie wzglgdem NMR), iz obserwuje si¢ ich usredniony wplyw na wszystkie
atomy wodoru. Dodanie trzeciego i czwartego protonu powoduje nieco odmien-
ne zachowania. Podczas gdy sygnaty wodordéw przy weglach C2 i C3 (czyli
bedacych w pozycji a wzglgdem trzeciorzednych azotow) wracaja praktycznie
do warto$ci poczatkowych. Na podstawie tych wynikow mozna stwierdzi¢, ze w
przypadku jonu czterododatniego protony nie sa juz rozpraszane po wszystkich
atomach azotu, lecz pozostaja skoordynowane wytacznie przez te drugorzedne.
Taka hipoteze potwierdzaja badania *C NMR.

Wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe moga pojawiaé si¢ nawet w
wodnych §rodowiskach, powodujac jednoczesnie, ze state protonowania sa od-
mienne od spotykanych w przypadku prostszych analogow. Podobne zjawisko
mozna zaobserwowac takze dla makrocyklicznych pirymidyn rozpuszczalnych
w wodzie, metanolu, badz ich mieszaninie. Dzigki stabilizacji formy sprotono-
wanej zaobserwowano wzrost zasadowosci tych zwiazkow.

Najciekawsze zachowanie zaobserwowano jednak w przypadku czasteczek
makobicyklicznych. Dotychczas obserwowane zmiany zasadowosci sa nadal
obserwowane, jednak nie one skupiaja na sobie uwage badaczy. Zaobserwo-
wano bowiem, iz protonowanie takich czasteczek powoduje, Ze stata szybkosé¢
przeniesienia protonu z kryptandu na zewnatrz maleje o trzy do siedmiu rzgdow
wielko$ci w porownaniu ze stata szybko$cia przeniesienia protonu w przypad-
ku alifatycznych jonéow amoniowych [28]. W strukturach bicyklicznych atomy
azotu moga przytaczac proton na zewnatrz (konformacja o czy tez egzo), badz
tez wewnatrz (konformacja i czy tez endo) klatki. Jesli klatka jest duza (wy-
stepuje w niej duzo podjednostek ~CH,CH,O- ), energia przejscia pomigdzy
poszczegolnymi konformerami jest na tyle niska, ze w czasteczka ciagle zmienia
swoja konformacje, a samo przejscie jest bardzo szybkie. Jesli jednak czasteczka
jest mata, szybko$¢ przej$cia maleje do tego stopnia, ze mozna badaé kinetyke
protonowania dajacego oba konformery. Najbardziej uderzajacym przyktadem
takiej matej czasteczki moze by¢ kryptand 111.

Podwodjne protonowana forma endo nie traci jonéw wodorowych nawet
przez tygodnie pozostajac w SM roztworze KOH. Rysunek przedstawia rowno-
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wage migdzy poszczegdlnymi formami.

Y e ﬁ
S I %ﬁ

N
o~
(S

Kompleksowanie substancja-rozpuszczalnik moze wptynaé do$¢ znacznie
na state dysocjacji obu tych substancji. Rozpatrzmy najprostszy przypadek:

oddzialywania migdzy jonizowalnym substratem i niejonizowalnym ligandem.
Oto réwnowagi, ktore nalezy rozpatrzy¢:

N e
<o
~
==

H+

L

N

H+
it
N
OH

%J
%J

SH=S+H (K™Y
S+L=SL (K,)
SH+ L=SHL (X,)

Pozorna stata tworzenia (Kapp) zalezy od pH i wyrazona jest wzorem:

_ [SL]+ [SHL] (L= K, K,[H /K>
OS]+ [SH] 1+ [H' /KM

Z réownania wynika, ze dla bardzo duzych wartoéci pH stata pozorna jest
rowna K, a przy bardzo matym pH — K Tak, jak stata pozorna zalezy od pH, tak

stata pozorna dysocjacji substratu K’ aapp Jest funkeja stezenia ligandu:
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s _ ([SI+ [SLDIA"] - posu 1+ K\[L]

we T [SH[SHL] “ 1+ K,[L]

Z réwnan tych wynika, ze do opisania catego uktadu wystarczy znajomos¢
stalych dysocjacji wolnego substratu. State dysocjacji zwigzanego substratu
dana jest nast¢pujacym wzorem:

g [SLIH']_ KUK,
: [SHL] K,

lub tez
ijHL = pKaSHL - log(K,/K,)

Poniewaz state dysocjacji kwasowej ulegaja przesunigciu pod wpltywem
kompleksowania, co oczywiscie pociaga za sobg zmiany pH. Dzigki temu moz-
na stosowac pomiary potencjometryczne. W przypadku kompleksow z meta-
lami, protony konkuruja z jonami metalu o centra kompleksujace. W tym wy-
padku kompleksowanie powoduje silne zmiany kwasowosci. Jesli zas badane
sa kompleksy organiczne, przesunigcie kwasowosci sa mate i nie przekraczaja
nawet 2 jednostek. Nawet jednak w takim przypadku przesunigcie pH sa na tyle
duze, ze pomiary potencjometryczne moga by¢ wystarczajaca metoda do obli-
czenia statych tworzenia kompleksow.

Reakcja czasteczki ze zwiazkami makrocyklicznymi moze by¢ okreslona
roéwnaniem:

A+L=C

gdzie A oznacza jon metalu lub inng czqsteczke wprowadzonq do roztworu, L oznacza
ligand makrocykliczny, a C to kompleks obydwu.

Sita oddziatywania migdzy kationem a ligandem jest wyrazona przez stala
wigzania K, okreslona rownaniem:
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- [C] €q
[Alq[Le

gdzie [C ]gq, /A4 ]eq i L]gq oznaczajq stezenia rownowagowe odpowiednich skladnikow.

Poniewaz warto$¢ stalej wiazania chcemy okreslic za pomoca technik
elektrochemicznych, co najmniej jeden ze sktadnikow musi by¢ aktywny w
elektrochemicznym sensie. Najczeéciej takim sktadnikiem jest substancja
dodawania — kation metalu. Do okres$lania statej wiazania mozna wykorzystac
warto$¢ pradu i potencjatu otrzymane w wyniku pomiarow woltamertycznych.

Zmiana pradu mierzonego w pomiarach tego typu wynika ze zmian wspot-
czynnikow dyfuzji. Sa wige one cennym zrodtem informacji o uktadzie i pozwa-
laja na jego doktadne scharakteryzowanie — jest to do$¢ czuta technika dajaca
bardzo dobre wyniki. Innym podejsciem moze by¢ wykorzystanie potencjatow
potfali.

14. Okre{lanie stalej za pomoca wspoétezynnikow dyfuzji

Zatézmy, ze zardwno jon A, jak 1 kompleks C sa elektroaktywne, za$ ligand
jest nieaktywny w sensie elektrochemicznym. Mozna bezpiecznie zatozy¢, ze w
takim wypadku zarowno A, jak i C beda podlegaé takim samym procesom na
powierzchni elektrod przy podobnym badZz tym samym potencjale. Jesli zmie-
szane zostana A i L (roztwor soli metali w ligandzie), po krotkiej chwili usta-
li si¢ rownowaga dynamiczna i czg$¢ jondw przereaguje z ligandem, tworzac
czasteczki kompleksu C. W roztworze pojawiaja si¢ wiec dwa media aktywne
elektrochemicznie. W takim wypadku po przytozeniu potencjatu dostatecznego
do zapoczatkowania proceséw elektrodowych dla A i C, obserwowac¢ bedziemy
wypadkowy wspoétczynnik dyfuzji D, ktory jest funkcja wspotczynnika D, i D...
Jak pokazano ostatnio, zwiazek pomigdzy D , D, i D, zalezy pod od wzgledne-
go wspodlczynnika rownowagi pomigdzy obydwoma elektroaktywnymi formami
[29]. Jesli eksperyment przeprowadzony jest szybko, to znaczy, kiedy A i C nie
maja dostatecznie duzo czasu na ponowne ustalenie rownowagi migdzy soba,
sytuacja przypomina uktad, w ktéorym nie ma zadnego zwiazku miedzy st¢ze-
niami obydwu form elektroaktywnych. Prad ptynacy pochodzi od catkowitego
stezenia sktadnika C* = C, + C_, a obserwowany wspdtczynnik dyfuzji dany jest
wzorem:

Dy, = \/XA\/D_A+ XC\/D_C

gdzie X i X . oznaczajq utamki molowe odpowiednich sktadnikow.
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Z drugiej strony, jesli eksperyment jest na tyle powolny, ze po kazdej zmia
nie przylozonego potencjalu sktadniki maja czas na ustalenie rownowagi
migdzy soba, wypadkowy wspolczynnik dyfuzji bedzie wyrazony wzorem:

Dy, = X,D, + X.D.

Niezaleznie od tego, w jaki sposob bedzie przeprowadzony pomiar (co po-
ciaga za soba konieczno$¢ stosowania jednego z dwoch wspomnianych row-
nan), wyznaczenie stalej wiazania sprowadza si¢ do:

1. wyznaczenia warto$ci D, (przy braku ligandu

2. wyznaczeniu wartosci D przy roznych stgzeniach Ai L

3. dopasowaniu za pomoca dowolnej techniki (np. metody najmniejszych

kwadratow) warto$ci D i utamkoéw molowych, uzywajac jako zmien-
nych parametrow warto$ci Ki D.,..

Najlepszy wynik dopasowania daje w rezultacie wartosci statej wiazania K
i wspotczynnika dyfuzji kompleksu D,.. Bardzo istotne jest doktadne wyznacze-
nie wspotczynnika dyfuzji. Jedna z zalecanych metod jest woltametria z uzyciem
elektrody obrotowej, druga jest chronokulometria. Uzywanie cyklowoltametrii
nie jest zalecane w przypadku wykorzystywania jej wynikow w pdzniejszych
obliczeniach.

15. Okreslanie stalej za pomoca potencjalow potfali

Jest to dos¢ powszechny sposob na wyznaczanie statych réwnowagi kom-
pleksowania jondw metali przez ligandy makrocykliczne w roztworach. Do
okreslenia stechiometrii i stalych wiazania stosuje si¢ w tym wypadku réwnanie
Lingana:

RT . D, RT RT
EI/Z(L) = E1/2 + 2n—FlnDM - n—Fl nk - p—Fln[L]

m+
ML}

gdzie £, , to potencjat pdifali redukowany do jonu M" do M, E, ,  jest potencjatem pdifali
zmierzonym w obecnosci ligandu L o Scisle okreslonym stezeniu, p jest liczbq ligandow
wchodzqcych w sklad jednej czqsteczki, K jest stalq trwatosci kompleksu, zas DM L

DML““ to wspotczynniki dyfuzji odpowiednio solwatowanego jonu i jonu zwiqzanego z
p
ligandem.

Podane réwnanie nie ma sensownego zastosowania w chemii supramole-
kularnej z powodu silnego wplywu na potencjat potfali produktéow reakcji na
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elektrodach. Polega on na tym, ze w przypadku nicktorych kationdw metalu
ich formy zredukowane odktadaja si¢ na ich powierzchni lub nawet reaguja z
materiatem zmieniajacym jego wilasciwosci. Efekt ten moze odgrywaé az tak
wielka rolg, ze wyznaczenie jakichkolwiek parametrow kinetycznych ukladu
na podstawie pomiarow woltametrycznych staje si¢ niemozliwe. Sposobem na
ominigcie tego problemu jest konstrukcja takiego uktadu, w ktorym zaréwno
forma utleniona, jak i zredukowana sa rozpuszczalne w elektrolicie.

Prosty przyktad takiego rozwiazania to kompleksy miedzi (II), majacej
liczbe koordynacyjna 4. W wielu srodowiskach niewodnych jony Cu® ulegaja
redukcji do Cu'. Proces jest oczywiscie odwracalny i dodatkowo zaden z wy-
zej wymienionych jonow nie odktada si¢ na powierzchni elektrody. Dodatko-
wo obydwie formy moga oddzialywaé z ligandem, dajac kompleksy. Mozna w
przypadku tego uktadu stosowaé techniki woltametryczne w celu wyznaczenia
statych wiazania obu form. Zaobserwowano [30], ze potencjat potfali dla pary
Cu*/ Cu* przesuwa si¢ wraz z dodawaniem ligandu do roztworu zgodnie z réw-
naniem:

RT 1+ KI[L]
El/Z(L) =E,+t nF ln[1+ KH[L]

]

gdzie K'i K" oznaczajq state wiqzania dla obu form miedzi z ligandem L.

Analiza przesunig¢ potencjatu potfali przy roznych stgzeniach ligandu pro-
wadzi w tym wypadku do wyznaczenia wartosci obu tych statych.

Zupetnie inne zachowanie zostato zaobserwowane w przypadku kom-

pleksow zelaza z jonami CN- przez Lehna w 1983 roku [31]. Badat on zachowa-

nie jonéw Fe(CN);" w $rodowisku zawierajacym rozne ligandy makrocyklicz-

ne. Zelazo dwuwarto$ciowe jest utleniane w trakcie procesu do zelaza
trojwartoSciowego w srodowisku wodnym.
Dodatek niestechiometrycznej ilo$ci sprotonowanego (8H") ligandu



Materiaty supramolekularne

powoduje ustalenie si¢ rdwnowag zwiazanych z utworzeniem si¢ nowego
zwiazku kompleksowego o potencjale potfali bardziej dodatnim niz poczatkowy.
Para: ligand makrocykliczny-zelazo 11 i zelazo 111 jest w petni odwracalna i prad
wierzchotkowy i ro$nie wraz ze wzrostem st¢zenia ligandu, az do momentu, w
ktérym na jedna czasteczke zelaza przypada jedna czasteczka zwiazku. Dalsze
zwigkszanie stgzenia nie wnosi praktycznie zadnych zmian, gdyz w roztworze
istnieje tylko para skompleksowana przez makrocykla.

Znajac potencjat potfali zarbwno dla jonu skompleksowanego, jak 1 wolne-
g0 mozna uzy¢ nastgpujacej zaleznosci:

E - E = E In &
1/2,2w 1/2,wol ~ Va K
n Ox
gdzie £, iE ,  oznaczaja odpowiednio potencjaly dla zwiazku z ligandem i zwiaz-

ku wolnego a K , i K, odpowiadaja stalym wiazania formy zredukowanej i utlenione;.

Przedstawiono dwie techniki woltametryczne dajace kinetyczny obraz zja-
wisk zachodzacych w roztworze. Pokazano, ze potencjat potfali potrafi by¢ bar-
dzo czulym narz¢dziem pozwalajacym na doktadne okre$lenie statych wiaza-
nia. Nalezy jednak pamigta¢, ze nie jest to metoda w petni uniwersalna. Jesli
na przyktad kompleksowanie ma miejsce w jednym miejscu czasteczki, a jej
elektroaktywna czg$¢ jest dos¢ odlegta, to nie zauwazy si¢ praktycznie zadnych
przesunig¢ potencjatow potfalowych. Ponadto, jesli ligand stabilizuje zar6wno
forme utleniona, jak i zredukowana, to przesunigcia dla obu beda bardzo mate.

Innym przyktadem badania §rodowiska z zastosowaniem kompleksow su-
pramolekularnych i potencjatéw potfali jest wykorzystanie zwigzkow

L

Istnieje mozliwos$¢ takiego zsyntetyzowania tych czasteczek, ze zazgbiaja
si¢ one wzajemnie tworzac jedna strukture. Byly one badane przez Stoddarta i
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wspolpracownikow [32, 33]. Cyklofan posiada dobrze okreslone wiasciwosci
elektrochemiczne i1 bazujac na ich znajomosci i pomiarach woltametrycznych
dla catej jednostki mozna uzyska¢ dane na temat jej struktury.

Kazda czasteczka posiada dwie grupy 4,4’-bipirydynowe. Kazda z nich
podlega odwracalnemu procesowi redukcji zgodnie z rownaniem:

PQ* + e = PQ’

Proces ten przebiega jednocze$nie w obydwu grupach tej samej czasteczki
cyklofanu przy takich samych potencjatach potfali. Zaobserwowaé go mozna
jako jeden sygnat na cyklowoltagramie wykonanym dla substancji rozpuszcza-
nej w acetonitrylu z dodatkiem matych ilosci elektrolitu. W przypadku jednak
czasteczki zbudowanej z obu zazgbionych wzajemnie jednostek, na cyklowol-
tagramie pojawiaja si¢ dwa sygnaty osobno dla obu grup 4,4’-bipirydynowych.
Jest to spowodowane tym, ze znajduja si¢ one w dwoch roznych od siebie
otoczeniach. Jedna z nich, znajdujaca si¢ wewnatrz drugiego pierScienia, jest
stabilizowana przez niego poprzez przenoszenie tadunku. Grupa zewngtrzna
jest stabilizowana tylko w niewielkim stopniu. PierScien preferuje grupg PQ*
jako silniej oddziatujaca z bogata w elektrony strukturg polieteru. Im wigkszy
jest wptyw elektronow na grupg, tym bardziej ujemny potencjal potfali zosta-
nie zarejestrowany. I tak grupa wewngtrzna daje sygnat przy znacznie nizszej
wartoSci £, niz zewngtrzna. W ten oto sposob analizujac zmiany potencjatu
mozna przewidzie¢ strukturg zwiazku. Warto zwroci¢ uwagg, ze wystgpuje w
nim wewngtrzny gradient elektrochemiczny redukcji grupy 4,4’-bipirydonowe;j
wynikajacy z geometrii czasteczki. Mozna wyobrazi¢ sobie znaczniej bardziej
ztozone struktury posiadajace analogiczne wlasciwosci. W przyszlosci moga
one znalez¢ zastosowanie w sztucznej fotosyntezie jako skuteczne czasteczki
rozdzielajace tadunki.

16. Receptory utlenienia-redukcji

W chemii supramolekularnej pozadane jest z reguty tworzenie kompleksow
o bardzo silnych oddziatywaniach migdzy ligandem a jonem kompleksowanym.
Nie zawsze jest to jednak zjawisko pozadane. Czasami jest istotne, aby wia-
Sciwosci zmienialy si¢ wraz ze Srodowiskiem. Ligandy przenoszace substancje
przez blony lipidowe sa tutaj dobrym przyktadem takich potrzeb. Po jednej stro-
nie musza jak najmocniej wigza¢ jon, aby wydajnos¢ byta zadowalajaca, zas z
drugiej strony blony jon nie moze by¢ zbyt silnie trzymany przez czasteczkg.

Te wymagania sa bardzo ostre i nie jest fatwo je spetni¢. Dlatego tez taka
grupa zwiazkow cieszy si¢ wielka popularnoscia i zainteresowaniem. Wsrod re-
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ceptorow o zadawalajacych wlasciwosciach najwigksza rodzing stanowia recep-
tory red-ox. Ligandem jest w tym przypadku czasteczka makrocykliczna, ktora
zawiera w poblizu podjednostke red-ox aktywna. Istotne jest w ich przypadku
zapewnienie jak najdoskonalszego potaczenia w celu przekazywania informacji
z jednej grupy do drugiej. Dziatanie takich receptorow opiera si¢ na zmianie
wilasciwos$ci ligandu indukowane zmianami stopnia utlenienia grupy red-ox.
Jej redukcja powoduje, ze wzrasta gesto$é elektrondw, co skutkuje wigkszym
przyciaganiem kationow. Z drugiej strony utlenienie spowoduje obnizenie ge-
stosci tadunku i jednocze$nie zmniejszenie sity wiazania kationdw. Sity steruja-
ce zmianami zachowania sa wigc czysto elektrostatyczne. Z tego powodu wsrod
receptorow dominuja te wiazace kationy.

Receptory red-ox to naturalne potaczenie chemii supramolekularnej z elek-
trochemia. Z jednej strony zwiazki makrocykliczne i ich wlasciwosci komplek-
sujace, a z drugiej strony procesy utlenienia i redukcji wplywajace na dziatanie
cato$ci. Rozpatrzmy dla przyktadu kryptand ferrocenu

)
. ojoj

O 7~

Jego wlasciwosci sa dobrze znane. Tworzy on trwate kompleksy z jonami
Na*, K*, Ag" i Ca*". Przeprowadzono badania woltametryczne dla tego zwiazku
i wykazaty one, ze grupa ferrocenowa ma bardzo silny wplyw na wtasciwosci
wiazace. Stata wiagzania dla Ag* zmienita si¢ z 2,2-105M"' na 1,1-10*M! po utle-
nieniu ferrocenu. Co wigcej zwiazek ten dziata podobnie roéwniez w Srodowisku
wodnym.

Wigksze trudnosci mozna napotkaé przy poszukiwaniu receptorow wiaza-
cych czasteczki obojetne, bowiem w ich wypadku oddzialywania determinujace
selektywno$¢ sa bardziej subtelne niz sity elektrostatyczne. Istnieja jednak zwiaz-
ki, ktore dos¢ dobrze spisuja si¢ na tym polu. Cyklofan jest dobrym ligandem ze
wzgledu na dwie grupy 4,4’-bipirydynowe. Ligand ten potrafi tworzy¢ zwiazki
kompleksowe z tyrozyna i tryptofanem. Wykazano, ze forma 4* tworzy rowniez
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trwate czasteczki z serotoning i wicloma neutrotransmiterami. Poniewaz w jego
wypadku stabilnos¢ uktadu kompleksowego jest determinowana przez efekty
przeniesienia tadunku, redukcja grup parakwatowych powinna prowadzi¢ do
ostabienia trwatosci kompleksu. Zostalo dowiedzione eksperymentalnie [28], ze
redukcja 4* do 2" powodowata przesunigcie si¢ potencjatu potfalowego tworzac
ostabienia statej wigzania. Dlatego wtasnie cyklofan jest bardzo dobrym recep-
torem czasteczek o znaczeniu biologicznym. Pomiary woltametryczne przy jego
obecnosci sa czule na wyzej wymienione czasteczki, mozna go wigc zastosowac
jako ich sensor w warunkach fizjologicznych.

Uktad supramolekularny, ktory moze w sposéb odwracalny przechodzié
przez kilka standw rownowagowych, moze by¢ zastosowany jako przetacznik
supramolekularny. Wptywajac na stopien utlenienia czasteczki mozna sprawic,
ze bedzie ona kompleksowana przez dwa rézne rodzaje ligandow. Ciekawa cza-
steczka wykazujaca powinowactwo zaleznie od stopnia utlenienia jest TTF

D=1 <3 <

W stanie neutralnym jest on donorem elektronow 7z i tworzy kompleksy
z cyklofanem (CBPQT*"). Po oderwaniu jednego elektronu tworzy si¢ indy-
widuum posiadajace tadunek 1+ i jeden niesparowany elektron. W tym stanie
TTF nie tworzy zadnych kompleksow. Zwigkszajac stopien utlenienia jeszcze o
jednostke otrzymuje si¢ doskonaty akceptor elektronow 7 dajacy kompleksy z
1,5-dinafto-[38[korona-10 (1/5DN38C10). Przeprowadzono badania nad ukta-
dem, ktory sktadat si¢ z mieszaniny obu ligandéw i TTF [34]. Wykazano, ze
jest on odwracalny i istnieje mozliwo$§¢ sterowania nim za pomoca potencjatu
elektrycznego. Istnieja setki aplikacji, w ktorych przetacznik supramolekularny
moze znalez¢ zastosowanie, od wyswietlaczy graficznych po urzadzenia steruja-
ce procesami przeniesienia elektronu badz energii.

Korzystajac z badan rentgenograficznych otrzymano odpowiedz na pytanie
— jaka jest struktura obydwu kompleksoéw. Okazalto sig, ze w obydwu wypad-
kach czasteczka TTF umieszczona jest we wngtrzu duzych pierécieni. Otoczona
w ten sposob donorami (badz akceptorami — zaleznie od jej stopnia utlenienia)
elektronéw 7 jest doskonale stabilizowana. Tabela przedstawia trzy mozliwe
formy pojawiajace si¢ w badanej mieszaninie.
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Pozycja1: £ > 0.7V | Neutralny: 0.3V > E > 0.7V | Pozycja2: E < 0.3V |

F’:ﬁﬂ s ®
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Przeprowadzono pomiary elektrochemiczne dla wszystkich mozliwych
kombinacji tego trojsktadnikowego uktadu, poczawszy od pojedynczych sktad-
nikow, poprzez mieszaniny dwusktadnikowe, na trojsktadnikowej skonczywszy.
Okazato si¢, ze wolny TTF wykazuje dwa przejscia, co jest zwiazane z tym,
ze dwukrotnie oddaje po jednym elektronie, przechodzac w sposéb odwracalny
nastgpujacy szereg reakcji:

TTF+ ¢ = TTEF" + ¢ = TTEF*

Dodajac 20-krotny nadmiar CBPQT*" ponad 90% catego TTF zostat skom-
pleksowany. Pierwszy proces utlenienia ulegt przesunigciu o 70mV, podczas gdy
drugi nie ulegl zmianie. Jednoczes$nie zmalata ggstos¢ pradu, co jest spowodo-
wane tym, ze forma skompleksowana jest znacznie mniej mobilna. Podobnie
dodajac 50-krotny nadmiar 1/5SDN38C10, pierwszy proces redukcji ulegl prze-
sunigciu o okoto 14MV bez zmiany drugiego. Przesunigcia te sugeruja, ze forma
TTF jest kompleksowana tylko i wyltacznie przez CBPQT*, TTF*" oddziatuje
wylacznie z 1/5SDN38C10, a TTF" nie oddzialuje z zadnym z tych ligandow.

Do potwierdzenia tej teorii uzyto roztwor trojsktadnikowy, sktadajacy si¢ z
TTF i obu ligandéw w nadmiarach takich samych, jak przy poprzednich bada-
niach. Wyniki catkowicie potwierdzity przypuszczenia. Potencjat pary TTF"*/
TTF przesunal si¢ w strpng bardziej dodatnich wartosci o 70mV, a potencjal pary
TTF/TTF** przesunat si¢ w strong wartosci bardziej ujemnych o 14mV. Widaé
wige, ze efekty wynikajace z wptywu obydwu ligandéw sa od siebie catkowicie
niezalezne. Potwierdzila si¢ réwniez teoria, ze TTF** nie oddzialuje z zadnym
z tych kompleksow. Warto rowniez zwrdci¢ uwagg, ze trzy formy TTF roznia
si¢ od siebie kolorami, przy czym mozna uzyska¢ dodatkowe kolory zmieniajac
dodatkowo stopien utlenienia czasteczki cyklofanu.

Uktad trojsktadnikowy sktadajacy si¢ z dwoch ligandow i zwiazku taczace-
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go si¢ z jednym z nich zaleznie od warunkow kontrolowanych z zewnatrz moze
mie¢ szereg roéznych zastosowan. Jedno z nich zostato juz wymienione — uktad
ten zmienia kolor pod wptywem zmieniajacego si¢ potencjatu elektrycznego.
Wyobrazi¢ mozna sobie jednak bardziej wyszukane aplikacje. Ligadny moga
by¢ fragmentami wigkszych czasteczek, ktorych dziatanie mozna by aktywo-
wac poprzez utworzenie kompleksu, moga one by¢ tez odpowiednio odlegty-
mi fragmentami jednej czastki, ktéra mogtaby zmienia¢ swoje wlasciwosci tak,
jak tréjpozycyjny przetacznik. Zastosowan jest mnostwo — wiele teraz i wiele
mozliwych do realizacji w przysztosci. Jedynym ograniczeniem jest wyobraznia
eksperymentatora.

Podzi¢gkowania:
Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na nauke w latach 2006-2008 jako
projekt badawczy rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial XII

Benzoksaborole — struktury, wlasciwosci chemiczne,
zastosowania i metody syntezy

Agnieszka Adamczyk—Wozniak, Andrzej Sporzynski, Anna Zubrowska
Wydziat Chemiczny Politechniki Warszawskiej, Noakowskiego 3,
00-664 Warszawa

1. Wprowadzenie

Kwasy boronowe RB(OH), znajduja obecnie zastosowanie we wszystkich
dziedzinach chemii [1]. W ostatnich dwoch dekadach nastapit lawinowy wzrost
publikacji poswigconych tym zwiazkom. Najwazniejsze kierunki prowadzonych
obecnie badan dotycza:

*  Wykorzystania kwasow boronowych jako syntondéw organicznych.
Najszerzej badana reakcja jest reakcja Suzuki’ego otrzymywania ukta-
dow biarylowych [2].

e Zastosowania tych zwiazkéw w biologii i medycynie zwigzane z ich
wiasciwosciami antybakteryjnymi, antywirusowymi oraz dzialaniem
przeciwgrzybiczym i antynowotworowym [3].

*  Wykorzystania kwaséw boronowych jako receptorow molekularnych,
szczegblnie w wiazaniu cukrow [4].

Prowadzone badania obejmuja kwasy aryloboronowe z réznymi podstawnikami
w pier$cieniach aromatycznych, ktdrych obecno$é pozwala na modyfikowanie
wiasciwosci tych zwiazkow. Bardzo wazna jest tu mozliwo$¢ rdéznego rodzaju
oddziatywan wewnatrz- i migdzyczasteczkowych ze szczegdlna rola wiazania
wodorowego [5].

Stosunkowo niedawno uwage badaczy przyciagnely pochodne kwasu feny-
loboronowego — 1-hydroksy-1,3-dihydrobenzoksaborole 1.
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HO_ ) HO. __OH
B—O B

X X
I I

Istotng r6znica w stosunku do kwaséw fenyloboronowych II jest tu obec-
nos$¢ tylko jednej grupy hydroksylowej zwiazanej z atomem boru. Pierwsze ben-
zoksaborole zostaly otrzymane i scharakteryzowane juz ponad 50 lat temu [6].
Dalsze badania wykazaly, ze benzoksaborole charakteryzuja si¢ zarbwno szcze-
g6Ing trwatos$cia pierscienia boroksolu, jak i wzrostem odpornoéci na hydrolize
wiazania bor-we¢giel w porownaniu z odpowiednim kwasem boronowym [7].
Zwiazki te tatwiej otrzymac w postaci czystej — kwasy boronowe ulegaja tatwe-
mu odwodnieniu z uworzeniem cyklicznych boroksynow i zwykle wystepuja z
nimi w mieszaninie. Benzoksaborole wykazuja rowniez lepsza od kwasow boro-
nowych rozpuszczalnos¢ w wodzie. Ze wzgledu na unikalng zdolno$¢ wiazania
niektorych glikokoniugatow wydaja sig by¢ interesujace z punktu widzenia ich
potencjalnego zastosowania jako receptorow molekularnych. Benzoksaborole
znalazty réwniez zastosowanie w medycynie. Niektore z nich wykazuja dzia-
tanie przeciwgrzybicze, a zwiazek z podstawnikiem fluorowym w pier§cieniu
benzenowym (AN2690) jest obecnie w fazie badan klinicznych jako $rodek
przeciwko onychomykozie [8]. Z kolei benzoksaborol z grupa nitrylowa w pier-
Scieniu boroksolu okazat si¢ aktywnym biocydem.

/OH /OH /OH
B B B
\ \ \
©;/O /Eji/ ° °
F
CN
srodek przeciwko
rozpoznawanie onychomykozie
glikokoniugatow (testy kliniczne) biocyd
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Po stwierdzeniu, ze benzoksaborole znajduja zastosowanie we wszystkich
dziedzinach wymienionych powyzej, rozwingly si¢ intensywne badania nad
synteza 1 zastosowaniem tych zwiazkow. Przedmiotem niniejszej pracy jest
przeglad opublikowanych struktur czasteczkowych, omoéwienie wilasciwosci
chemicznych i zwiazanych z nimi zastosowan benzoksaboroli I oraz zestawie-
nie metod ich syntezy.

2. Nomenklatura

Niepodstawiony zwiazek I ma nast¢pujace systematyczne angielskie na-
ZWY:

*  3H-benzo[c][1,2]oxaborol-1-0l lub 2-oxa-1-bora-indan-1-ol (Beils-

tein),

e 3H-2,1-benzoxaborol-1-ol (CAS),

e 1-hydroxy-1,3-dihydro-benzo[c]-1,2-oxaborol (Houben-Weyl) [9].
Ogolna nazwa uzywana w literaturze to benzoksaborole [8], rzadziej
benzoboroksole [10]. We wczesniejszych pracach spotyka si¢ rowniez nazwy:
boronoftalidy [7] lub aryloboronolaktony [11].

W niniejszym opracowaniu zebrano informacje literaturowe dotyczace 1-hy-
droksydihydrobenzoksaboroli I. Ciesza si¢ one najwigkszym zainteresowaniem
ze wzgledu na szeroka game zastosowan. Zwiazki zawierajace inne podstawniki
w pozycji 1 (np. grupy alkilowe lub arylowe) oraz zwiazki z grupg hydroksy-
lowa w pozycji 3 (formy tautomeryczne kwaséw 2-formylofenyloboronowych
[12]) nie zostaly uwzglednione w niniejszym opracowaniu.

W Tabeli 1 zestawiono wartosci temperatur topnienia, informacje o zbada-
nych strukturach w fazie krystalicznej, gldowne zastosowania opisane w poszcze-
gblnych pracach oraz metody syntezy z podaniem wydajnos$ci.

Tabela 1.
Struktury, wltasciwosci, zastosowania i metody syntezy 1-hydroksydihydrobenzoksaboroli

R, OH
R; EiI
W,
0
R;
R, R
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Nr R Ry R, Rs R4 t.t./(°C) Str. Metoda syntezy | Zast. Odn.
w (wyd.)
1 H H H H H 96-98 B2 (84%) 13
87-89 +(D) B1 (86%) 10
97-98 Al (40%) 6
90-97 A5 (77%) 14
87-89 B1 (30%) 15
Rec 16
2 H H H H Me 115-125 Al (7%) 17
3 Rs H H H H 130-133 A4 (67%) 18
4 R¢ H H H H 111-113 A4 (75%) 18
5 R, H H H H 132-136 +(D) A4 (71%) 18
6 Rg H H H H 127-130 A4 (69%) 18
7 H H OMe H OMe 121-123 +(D) B2a (72%) Cc-C 19
B4 (27%) C-C 20
8 Winyl | H H H H 74-76 +(D) B2 (84%) C-C 13
Nr R Ry R. R; R t.t./(°C) Str. Metoda syntezy | Zast. Odn.
w (wyd.)
9 Allil H H H H B2 (79%) C-C 13
10 Fenyl H H H H 142-144 B2 (73%) C-C 13
11 CoH, | H H H H B2 (41%) C-C 13
12 H H F H H 120-122 B2 (69%) 13
13 Etyl H F H H 70-72 B2 (71%) 13
14 Winyl | H F H H B2 (70%) 13
15 Fenyl H F H H 145-147 B2 (68%) 13
16 Ry H H H H 127-130 A3a (32%) 21
17 Rio H H H H 117-119 A3b (96%) 21
18 CN H H H H 107-109 A3c (88%) 21
19 CO.H H H H H 141-142 z 18: aq.HCI 21
(98%)
20 CH,Br | H H H H 100-101 A2 22
21 Ry H H H H 132(dec) +(D) A3 23
22 H H F H H 118-120 B2b (60%) Med 8
23 H H Cl H H 142-144 B2b (75%) Med 8
24 H H Me H H 124-128 B2b (55%) Med 8
25 H H CF; H H 113-118 B2b (55%) Med 8
26 H H CN H H 98-101 B2b Med 8
27 H H OMe H H 102-104 B2b (46%) Med 8
28 H H CH,OH | H H 124-128 B2b (7%) Med 8
29 H H F F H 134-140 B2b (60%) Med 8
30 H F H H H 83-87 B2b (55%) Med 8
31 H H H F H 110-117 B2b (8%) Med 8
32 H H H H F 120-124 B3 Med 8
33 Me H F H H 72-76 B2b (58%) Med 8
34 H H H Ry 139-140 B2b (30%) Med 8
35 Me H H H H Bl 10
36 CF; H H H H Bl 10
37 H H Ri H nBu 85-86 +(D) C (76%) 24
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Nr R Ry R, R; Ry t.t./(°C) Str. Metoda syntezy Zast. | Odn.

w (wyd.)

38 Ris H H H H 100-102 A2 (85%) 11

39 Ris H H H H A2 (85%) 11

40 Ris H H H H A2 (92%) 11

41 Ris H OMe |H H 104-105 A2 (92%) 11

42 Ris H H H H 121-123 Ala (22%) 25

43 Ry H H H H 128-130 A3d (53%) 26

44 Ry H H H H 88-90 43 + MeOH 26
(84%)

45 Ro H NO, H H 217-218 43 + HNO; 26
(62%)

46 Ry H NO, H H 118-120 45 + MeOH 26

47 Ris H H H H 236-238 43+ LiAlH,, 26
PhNCO (67%)

48 Rio H NO, H H 100-102 47 + HNO; 26

49 H H Br H H 143-148 A5 (37%) 14

50 H H H NMe, H 145-153 A5 (39%) 14

51 H H H H NMe, 115-116 A5 (39%) 14

52 H H H NO, H 203-206 1, HNO; 27

53 H H H NH, H 157(dec) 52,H,,Ra-Ni 27

153(dec) 52,Pd/C, 28

HCOONH,

54 H H H Ry H 170 53, bezw. kw. 28
(70%)

Podstawniki: Rs: 2-MeOCsHa, Re: 3-MeOCqHa, R7: 2,6-(MeO),CeHs, Rs: 2,4,6-Me;CeHa,

Ry: CH,COOH, Rjp: CH:NO», Ry 4-morfolino, Ri»: CH,OMe, Rys: CH,Br,

Rus: CH(Br)CH,C4Ho, Rys: CH; 1 CH,Br, Ryg: Et i C(O)CeHsOH, R,7: CH;COOMe,

Ris: CH,CH,OCONOPh, Rio: CH;CH,ONO,, Ry benzo, Ryi: NHCOC(CH;3)CH,

D — struktura dimeryczna, Rec — receptor, Med- medycyna, dec. — rozktad, C-C — reakcja Suzukie’ego.

3. Struktury

W bazie CSD sa dostepne dane tylko kilku benzoksaboroli. Podstawa struk-
tura jest plaski centrosymetryczny dimer z dwoma wewnatrzczasteczkowymi
wigzaniami wodorowymi.

)
O—-H---0O O—H---0
/ \ / \
\ / \ /
O--"H—O0 CR -H—0
H
I-dimer II-dimer
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Obecnos¢ tylko jednej grupy hydroksylowej przy atomie boru powoduje
brak mozliwosci tworzenia dodatkowych wiazan wodorowych i przestrzennego
usieciowania tych zwiazkow, jak w przypadku kwasoéw boronowych II. Przykta-
dy struktur przedstawiono na Rys. 1 - 4.

Rysunek 1. Struktura molekularna dimeru niepodstawionego
1-hydroksydihydrobenzoksaborolu [10].

Czasteczka jest plaskim centrosymetrycznym dimerem z dwoma migdzy-
czasteczkowymi wiazaniami wodorowymi. Podobny uktad tworzy benzoksabo-
rol z dwoma grupami metoksylowymi w pierécieniu benzenowym (Rys. 2).

Rysunek 2. Struktura molekularna dimeru benzoksaboroluzpodstawnikami metoksylowymi
w pierscieniu benzenowym [19].
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Wprowadzenie bardziej objgtosciowych podstawnikoéw wpltywa na geome-
tri¢ uktadu. Obecno$¢ grupy morfolinylowej zwigksza odlegltosci O...0, a takze
powoduje uporzadkowanie czasteczek w krysztale wskutek oddziatywan mig-
dzyczasteczkowych pierscieni morfolinylowych (Rys. 3.)

Rysunek 3. Ulozenie w sieci krystalicznej czaqsteczek dimeru benzoksaborolu z
podstawnikiem morfolinylowym [23].

Obecnos¢ dwoch wigkszych podstawnikoéw przy weglu metylenowym unie-
mozliwia powstanie dimeru, a grupa hydroksylowa tworzy wigzanie mi¢dzycza-
steczkowe z tlenem karbonylowym podstawnika (Rys. 4).

Rysunek 4. Struktura benzoksaborolu z dwoma podstawnikami przy weglu metylenowym

[25].
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4. Whasciwosci chemiczne i zastosowania benzoksaboroli

Wiasciwosci chemiczne benzoksaboroli, okreslone na podstawie badan
zwiazku 1a, zostaty przedstawione w pracy [10]. Zwiazki te, podobnie jak proste
kwasy boronowe, reaguja z alkoholami z utworzeniem estrow, ktore sa zwiazka-
mi higroskopijnymi i w obecnosci wilgoci z powietrza rozkladajq si¢ z odtwo-
rzeniem substratow [7] (Schemat 1).

/OH /OR
B\ ROH B\
o _—~ o

Schemat 1

Znacznie wyzsza trwaloscia odznacza si¢ ester etanoloaminy (R =
CH,CH,NH,), co przypisuje si¢ oddziatywaniu koordynacyjnemu atomow azotu
i boru [26]. Szybka i odwracalna reakcja tworzenia estrow z alkoholami jest
podstawa potencjalnego zastosowania benzoboroksoli jako receptorow cukrow,
glikokoniugatow oraz kwasow o-hydroksykarboksylowych, a takze materia-
Iow polimerycznych selektywnie wiazacych monoalkohole. Materiaty te maja
potencjale zastosowanie w chromatograficznym rozdziale mieszanin [28]. W
poréwnaniu z pozostatymi kwasami boronowymi wykazuja one zwigkszona
rozpuszczalno§¢ w wodzie oraz unikalng zdolno$¢ oddzialywania z niektorymi
glikozydami. W zwiazku z wymienionymi cechami stanowia one bardzo obie-
cujaca grupg zwiazkow z punktu widzenia mozliwosci ich zastosowania jako se-
lektywnych receptoréw cukrow oraz powierzchniowych glikokoniugatow [16].
Zastosowano je réwniez jako bioczujniki kwasow o-hydroksykarboksylowych.

Tworzenie trwatych cyklicznych estrow z wicynalnymi diolami przez kwa-
sy boronowe II wynika z obecnosci w tych zwiazkach dwoch grup hydroksylo-
wych. Zaskakujaca wydaje si¢ wigc zdolnos¢ benzoksaboroli, zwiazkow zawie-
rajacych jedna grupg hydroksylowa, do silnego wiazania cukrow (Tabela 2).

Tabela 2. Wartosci statej rownowagi tworzenia estru przez zwiqzki boru z fruktozq [16]

Stata rownowagi
Receptor )
tworzenia estru

S .
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B\o|-| 115
N(Me),
B
e |-

Dowlut i Hall [16] zaproponowali mechanizm tworzenia estrow przez ben-
zoksaborole w srodowisku obojgtnym lub stabo alkalicznym:

R
H )5/ :
? HO.__Ry °

\
£ T s &°
o o
HO™ "R, PH7.4

Tworzenie estrow ze zwiazkami hydroksylowymi wykorzystano rowniez w
procesie tzw. wdrukowywania molekularnego (molecular imprinting), ktore za-
stosowano w celu selektywnej modyfikacji trioli (Schemat 2) [29].

Triol (4)
e

2H,0

Polymer P3
0, OH
y-o THF/MeOH/H,0
-
HO
5-10%
Schemat 2.
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Heterocykliczny pierscien benzoksaboroli odznacza si¢ wyjatkowa trwato-
$cia [26]. Na szczegbdlna uwage zastuguje zwigkszona w pordwnaniu z prostymi
kwasami boronowymi odporno$¢ wiazan B-O i B-C na hydrolizg [7] zaréwno
kwasowa (10% HCI) jak i zasadowa (15% NaOH). Na przyktad zwiazek 1 zostat
odzyskany prawie ilo§ciowo po trzygodzinnym ogrzewaniu w 10% HCI (tempe-
ratura wrzenia), podczas gdy w przypadku kwasu fenyloboronowego odzyska-
no jedynie 10% wyjsciowego zwiazku po 1,5 godzinach ogrzewania [28]. Pod
wplywem ogrzewania pod obnizonym cisnieniem benzoksaborole tworza odpo-
wiednie bezwodniki, ktére pod wplywem wilgoci rozpadaja si¢ z odtworzeniem
wyjsciowych boronoftalidow [7,10] (Schemat 3).

oH 100°C, préznia
B, 5%
o 99% | |
o o

Schemat 3.

Badano rowniez reaktywnos$¢ wolnej grupy OH in situ. Przy zastosowaniu
techniki NMR swierdzono wymiang grupy hydroksylowej na atom chloru Iub
grupe butylowa z zauwazalnymi wydajnos$ciami [10] (Schemat 4).

Cl
/

B
SOCl,, temp. pok., 2 dni (20%) o
OH
B\ Bu
0 1) BuLi, THF; 2) HCI bezw. (24%) : g
N\

o]
Schemat 4.

Podobnie jak inne kwasy aryloboronowe, benzoksaborole ulegaja utlenia-
niu pod wptywem nadtlenku wodoru z utworzeniem odpowiedniego fenolu [14]
(Schemat 5).

OH

B, H,0,/HOAC/THF OH
o]

OH
R R

R =H (100%) lub Br (64%)
Schemat 5.
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Benzoksaborole lub ich estry z alkoholami znajduja zastosowanie w synte-
zie organicznej, szczegolnie w modyfikacji reakcji Suzuki’ego, w wyniku ktorej
otrzymuje si¢ odpowiednie alkohole benzylowe [24,30] (Schemat 6).

Ar
B, Pd(PCy5)4, NayCOs, toluen, H,0, 70°C, 53-76%
O + Ar—lI
OH
R =H lub Pr
Schemat 6.

Najczesciej opisywanym przyktadem wykorzystania benzoboroksoli w re-
akcji Suzuki’ego jest zastosowanie zwiazku 7 jako kluczowego syntonu w wie-
loetapowej syntezie Vankomycyny [15,20,31]. Podjgto takze proby zastosowa-
nia benzoboroksoli w celu aktywacji jednej z grup w czasteczce cukru [32].

Jak juz wspomniano, benzoksaborol z podstawnikiem fluorowym (zwiazek
12) okazat si¢ skutecznym lekiem grzybobdjczym [13,33,34]. Prowadzone sa
badania nad aktywnoscia biologiczna innych benzoksaboroli [13].

5. Metody syntezy

Benzoksaborole sa estrami wewngtrznymi odpowiednich alkoholi orfo-bo-
ronobenzylowych, a ostatnim etapem ich otrzymywania jest odwodnienie takie-
go alkoholu, prowadzace do struktury cyklicznej. Dehydratacja zachodzi bardzo
fatwo i benzoksaborole otrzymuje si¢ z odpowiednich alkoholi nawet w wyniku
krystalizacji z wody. Poczatkowe etapy syntez polegaja na otrzymaniu zwiaz-
kéw, w ktorych grupy boronowa oraz metylenohydroksylowa znajduja si¢ w
odpowiednim utozeniu w czasteczce.

Metoda A. Funkcjonalizacja kwasu boronowego

Zwiazek 1a otrzymywany byt w wyniku wieloetapowej syntezy, z kwasu
2-metylofenyloboronowego, ktory zostat poddany bromowaniu przy zastosowa-
niu N-bromosukcynimidu. Kolejnym etapem byta hydroliza otrzymanego brom-
ku do alkoholu, ktory ulegt wewnatrzczasteczkowej reakcji estryfikacji (metoda
Al) [6,17,27].
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Al:
B(OH), NBS BOH: 11,0 BOH: 1,0 OH
B
CU 0 L
CH, CH,Br CH,OH
Modyfikacja tej metody jest uzycie odpowiedniego jodku benzylu zamiast
bromku (Ala).
Podobny przebieg miata reakcja bromo-boronolaktonizacji olefin, prowa-

dzaca do benzoksaboroli lub ich szesciocztonowych analogéw [11] (metoda
A2).

A2:
?H
B(OH
( :2 NBS, THF : H,0 B
- = R,
R
X X—Ro wyd. 85-92% i
n n Br
R¢ Rc

n=0 lub I; dla n=0, X=R,=R;=R =H, X=R,=R,=H, R .=CsH,,, R,=Me, X=R;=R =H,
X=OMe, R,=R,=R =H

(n=01ub 1)

Jako substraty w reakcji hydrolizy stosowano rowniez odpowiednie
(a-halogeno-o-metylo)-boroksyny, ktére sa bezwodnikami kwaséw fenylobo-
ronowych [7,22,26].

Benzoboroksole otrzymywano w reakcjach kwasu orto-formyloborono-
wego z aming drugorzedowa [23] Iub innymi czynnikami nukleofilowymi [21]
(metoda A3).

Opisano uzycie nastgpujacych substratow: malonian izopropylidenu (A3a),
nitrometanu (A3b), cyjanku sodu (A3c¢), kwas malonowy (A3d).

Wprowadzenie atomu litu bezposrednio do pierscienia fenylowego wyma-
gato zabezpieczenia grupy B(OH), w postaci estru z dietanoloamina. Usunigcie
zabezpieczenia oraz dehydratacja, prowadzace do benzoboroksolu zachodzito w
kwasnym $rodowisku wodnym (metoda A4).

A3:
9H OH
]
B~om N\ Et,0 B,
+ HN o} o
CHO / temp. pok., 7 dni
R4

Ry =N(C,Hy),0
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A4:
o - .

(e} o
x BC/NJ BuLi, THF, -75°C a/NJ 1) RCHO g
= er Ui 2) H,0*

R (wyd.) = 2-MeOC4H, (67%), 3-MeOC4H, (75%), 2,6-(MeO),CsHs (71%), 2,4,6-Me3CgH5(69%)

Srodowiska wodnego wymagata rowniez reakcja hydroliza zasadowej sul-
fonylobenzodiazaboryn [14] (metoda AS5).

A5:

OH

B. 0
NP wsor 1) 2N NaOH, 100°C
AN 2) HCl,
R

R = H, S-Br, 6-N(CH3)2, 7-N(CH3)2

Metoda B. Wprowadzenie grupy boronowej do czgsteczek alkoholi
benzylowych

Najczgsciej stosowanymi substratami byly alkohole orfo-bromobenzylo-
we, poddawane reakcji z butylolitem, prowadzacej do wymiany bromu na lit
[10,13,19]. Otrzymane zwiazki fenylolitowe poddawano najczgsciej reakcji z
trialkoksyboranem, ktoérego hydroliza kwasowa i nastgpujaca dehydratacja pro-
wadzita do otrzymania oczekiwanego zwiazku cyklicznego. Produkt w postaci
statej byt wytracany heksanem.

Bli:
Br PH
oH 1) n-BuLi, 2) B(Oi-Pr)s, 3) HC]aq B,
o]
R,
Ry

R,(wyd.) = H (86%)
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Benzoksaborole otrzymywano réwniez w reakcji odpowiednich orto-bro-
moalkoholi benzylowych w czterech etapach. Pod wptywem NaH nast¢gpowata
deprotonacja grupy hydroksylowej. Metalacja przy uzyciu butylolitu, a nastep-
nie transmetalacja z zastosowaniem triizopropoksyboranu pozwolita na wpro-
wadzenie grupy boronowej do czasteczki. Koncowym etapem byta hydroliza
otrzymanego estru kwasu boronowego, prowadzaca do cyklizacji [13].

B2:
Br OH
1) NaH, 2) n-BuLi, 3) B(Oi-Pr)3, 4) H,SO, 44 g
R, R,

R, (wyd.) = H (84%), Vinyl (79%), Allyl (74%), Phenyl (73%), n-Decyl (41%)

Benzoboroksole wydzielane byly z mieszaniny poreakcyjnej poprzez eks-
trakcj¢ do alkalicznej fazy wodnej (6M NaOH). Faza wodna byta przemywana
pentanem, a nastgpnie zakwaszana do pH ~1. Z tak otrzymanej fazy wodnej
produkty ekstrahowano octanem etylu.

Modyfikacja tej metody jest zabezpieczenie grupy hydroksylowej przed re-
akcja z butylolitem. Jako grupeg zabezpieczajaca stosowano grupg tetrahydropi-
ranylowa (THP) (metoda B2a) lub metoksymetylowa (B2b).

orto-Bromoalkohole benzylowe bgdace substratami powyzszej reakcji moz-
na otrzymac¢ w wyniku redukcji aldehydow aromatycznych Iub ich reakeji z od-

czynnikami Grignarda.
Br
NaBH,, MeOH, 0°C (95%) /©;OH
Br F
se :
- _0O R,MgBr, THF, 0°C /@i( oH
F

Ry

R, (wyd.) = etyl (75%), Winyl (78%), fenyl (80%)

Niektoére benzoboroksole otrzymano w reakcji bezposredniej orfo-metalacji
(directed ortho-metalation) odpowiedniego alkoholu benzylowego zwiazkiem
litoorganicznym, a nastgpnie transmetalacji, hydrolizy i cyklizacji [8,20,30]
(metody B3 i B4).
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B3:
F F OoH
/
1) sec-BuLi, 2) B(Oi-Pr)3, 3) HCl, B\o
OH
B4:
OMe OMe oH
/
1) n-BuLi, 2) B(OMe)3, 3) HCl, B\o
OH
MeO MeO
wyd. = 46%

Metoda C. Katalityczna cyklotrimeryzacja odpowiednich alkinéw

Benzoboroksole otrzymywano réwniez na drodze reakcji katalitycznej
[24].

(Pro)B—=——R, Ry OH
HO + 1) 5% mol., Cp*RuCl(cod) DCE, t.pok., Sh B
\—: \0
N 2) INHCl R, J: I %
= R

[

R, = CH,OMe, R4 = n-Bu (wyd. 76%)

Otrzymane benzoboroksole byly in situ katalitycznie przeksztatcane w od-
powiednie ftalidy z wydajno$ciami rzedu 47-73%.

Podzi¢kowania:
Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na nauke w latach 2006-2008 jako
projekt badawczy rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial XIII
Mikrodzwignia sprezysta jako bioczujnik
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1. Wstep

We wspolczesnej technologii i praktyce badawczej coraz szersze zastoso-
wanie znajduje zminiaturyzowane uktady detekcyjne i pomiarowe. W wiclu
wypadkach czg$cia centralna tego typu systeméw sa tzw. uktady mikrosyste-
mowe, ktore w wersji najbardziej zaawansowanej integruja w sobie przetwornik
(czujnik) pomiarowy z elektronicznym uktadem przetwarzania, zespotem wy-
konawczym i blokami sterowania. Zasada dzialania mikrosystemowych prze-
twornikow pomiarowych (ang. Micro Electro Mechanical Systems - MEMS)
przypomina klasyczne uktady elektromechaniczne, w ktorych sygnat wejsciowy
zwiazany z obserwowanym zjawiskiem ulega przetwarzaniu na koresponduja-
cy z nim sygnat elektryczny lub mechaniczny (np. przesunigcie, skrecenie lub
naprezenie).

Przyktadem tego typu rozwiazan jest uktad przeznaczony do pomiaréw to-
pografii powierzchni zbudowany za pomoca matrycy dzwigni sprezystych [1].
W opisywanym rozwiazaniu badana powierzchnia jest jednoczes$nie skanowana
za pomoca ostrzy zintegrowanych z pojedynczymi sprezystymi belkami krze-
mowymi w uktadzie przypominajacym klasyczny mikroskop sit atomowych
(ang. Atomic Force Microscope - AFM). Wychylenie kazdej belki siggajace
utamkom nanometra jest detekowane elektrycznie w drodze obserwacji zmian
rezystancji opornika znajdujacego si¢ u nasady dzwigni skanujace;j.

381



Materiaty supramolekularne

Rysunek 1. Matrycadzwigni sprezystychdo pomiarupowierzchni (wymiary pojedynczej belki:
diugosc¢ 400 wm, szerokos¢ 100 wm, grubosé: 10 um) [1]

Warto zaznaczy¢, ze dzigki takiej miniaturyzacji uktadu, dla ktorego
najwigksze wymiary komor ewentualnie pol pomiarowych sa z reguly rze-
du dziesiatkow mikrometrow osiagana jest zdecydowanie wigksza czulos¢
i zdolno$¢ rozdzielcza pomiaru anizeli w klasycznych uktadach makrosko-
powych. Dodatkowo, jesli uktady mikrosystemowe zostana uzyte do analiz
chemicznych to przetwarzaniu poddawane beda probki o bardzo matej ob-
jetosci co zredukuje koszty badan i w wielu wypadkach skroci czas pomiaru.
Nalezy rowniez zwroci¢ uwagg, ze uklady mikrosystemowe sa wytwarzane
w technologii mikroelektronicznej, w ktorej wytwarza si¢ m. in. wspolcze-
sne monolityczne elektroniczne uktady scalone. Do dyspozycji projektantow
i wytworcow mikrosystemow stoja zatem technologie zaawansowane i w wie-
Iu wypadkach bardzo dobrze opanowane. Przedstawiono powyzej charakte-
rystyka sprawia, ze technika mikrosystemow, ktora obejmuje projektowanie,
wytwarzanie, pomiary i uzycie mikrouktadéw nalezy do najszybciej rozwija-
jacych si¢ wspodtczesnych technologii. Znaczng czgs$¢ obecnie wytwarzanych
mikrosystemow stanowia réznego typu czujniki, poczawszy od czujnikow:
przyspieszenia, sity nacisku, naprezen, ci$nienia, skonczywszy na biosen-
sorach. Czg$¢ z nich jest obecnie masowo stosowana w wielu komercyjnych
urzadzeniach: Zyrokompasy, czujniki samochodowych poduszek powietrz-
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nych, samochodowe osiowe czujniki przyspieszenia, czujniki ci$nienia krwi,
wysoko$ciomierze, tensometry itd. Dobrze opanowana technologia wytwa-
rzania i znana metodyka pomiaru pozwala na masowa ich produkcje. Uktady
te znajduja réwniez coraz szersze zastosowania w diagnostyce chemicznej i
biochemicznej, w ktorych do najbardziej obiecujacych rozwiazan naleza ukta-
dy na bazie dzwigni sprezystych. Czujniki tego typu moga znalez¢é zastoso-
wanie m.in.: w przemysle biofarmaceutycznym (monitoring bakteryjny), w
monitoringu $rodowiska (zawartos¢ pestycydow, azotanow, zanieczyszczen),
w koncu w medycynie (detekcja bakterii, endotoksyn, diagnostyka posocznicy
(sepsa) , oznaczanie stgzenia glukozy, cholesterolu, DNA, obecno$¢ narkotykow
w krwiobiegu) [2-9].

2. Charakterystyka mikrodzwigni sprezystych

Wspomniane we wstegpie mikrodzwignie (mikrobelki) sprgzyste wyko-
rzystywane sa poszechnie w mikroskopii si bliskiego pola. Petnig one rolg
sond skanujacych powierzchni¢ z niespotykana do momentu skonstruowania
pierwszego skaningowego mikroskopu tunelowego STM (Scanning Tunne-
ling Microscopy), a p6zniej mikroskopu sit atomowych AFM (Atomic Force
Microscope) rozdzielczo$cia. Obecnie mikrobelki wytwarzane sa w wielu
odmianach roznigc si¢ od siebie w zaleznosci od zastosowan. Wyrdzniamy
m.in. : optymalizowane pod wzgledem ksztattu belki wykorzystywane w mi-
kroskopii sit tarcia FFM (Friction Force Microscopy), mikrobelki z naniesio-
na warstwa metaliczna zapewniajaca mozliwos¢ badania probek organicz-
nych w $rodowiskach cieczowych (magnetyczna aktuacja drgan), mikrobelki
z przewodzacym ostrzem pozwalajace na badanie rozptywu pradu w warstwach
izolacyjnych, mikrobelki petiace rolg sond temperaturowych oraz wiele in-
nych. Wigkszos$¢ obecnie wytwarzanych mikrodzwigni wykonana jest z krze-
mu. Wiaze si¢ to $cisle z jego bardzo dobrymi wihasno$ciami mechanicznymi,
termicznymi i elektrycznymi. Krzem (Si, tac. Silicium) jako potprzewodnik jest
materiatem powszechnie stosowanym w elektronice (krzem monokrystaliczny)
i drugim, zaraz po tlenie, najbardziej rozpowszechnionym pierwiastkiem na zie-
mi (w postaci zwiazkdéw), stanowi on rowniez jeden z podstawowych materia-
tow wykorzystywanych w technice mikrosystemow. Krzem tworzy regularne
Sciennie centrowane krysztaly o tzw. strukturze diamentu. Nalezy podkreslic,
iz krzem jest materiatem anizotropowym — jego wilasciwosci silnie zaleza od
kierunku krystalograficznego, a jego parametry mechaniczne nie wykazuja
efektow histerezy. DZzwignie wykonane z krzemu charakteryzuja si¢ wysoka od-
pornoscia na przeciazenia, elastycznoscia i wytrzymatoscia. Ugigcie belek w
niektorych zastosowaniach mikrosystemowych czgsto przekracza wielokrotnie
jej grubos¢ i mimo tego nie ulegaja one zniszczeniu. Istotnym elementem prze-
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mawiajacym za powszechnym stosowaniem krzemu jako materiatu, z ktorego
wykonuje si¢ mikrobelki jest fatwos$¢ jego formowania i obrébki. Trawienie
anizotropowe, trawienie izotropowe, domieszkowanie, utlenianie, wszystkie
te procesy sa dobrze opisane, znane i przede wszystkim powtarzalne. Oprocz
dzwigni wytworzonych z krzemu spotyka¢ mozna mikrobelki wykonane
z azotku krzemu Si,N, lub polimerowe np. mikrobelki wykonane z fotore-
zystu SUS. Te ostatnie charakteryzuja si¢ znacznie mniejsza warto§cia mo-
dutu Younga (na poziomie 4,4 GPa w przypadku SU8) w poréwnaniu z mo-
dutem Younga krzemu i azotku krzemu. Pociaga to za soba wzrost ugigcia
biosensora (pomiary statyczne) dla identycznej masy osadzonej na belce
i tej samej grubosci belki, a tym samym zwigkszenie czutosci biosensora. Pro-
blem w tym wypadku jest jednak niewystarczajaca powtarzalnos¢ i rozrzut para-
metrow mechanicznych tego typu czujnikow.

Istotnym parametrem charakteryzujacym mikrobelki jest ich czgstotliwosé
rezonansowa. Zakltadajac ze mikrobelka jest ukladem o statych skupionych,
drgania jej mozemy opisa¢ analogiczne do drgan oscylatora harmonicznego z
wymuszajacaq sita (1) (belka pobudzona do drgan przyktadowo piezoelemen-
tem). Przyjetym zatozeniem jest proporcjonalnosci sity oporu do predkosci z

jaka porusza si¢ belka R = - B B_x . W tym wypadku mozna napisaé:

Jt
k 0°x(t) k _ox(t
— §)+ —QL+ kx(t)= kAcos(ot)
0, dt 0, 0t M
gdzie:
k
g = "
M _ pulsacja nietumionych drgan swobodnych,
0- B
 km - dobro¢ rezonatora,
kA COS(a) t) - pobudzenie - sita okresowo zmienna,
m" =

I M _ masa efektywna belki, dla prostokatnej belki n = 0,24.
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Wprowadzenie pojecia masy efektywnej belki jest niezbedne, gdyz uwzgled-
nia si¢ w ten sposob rzeczywisty, a nie punktowy charakter roztozenia masy. W

przypadku gdy dobro¢ uktadu nie przekracza wartosci — , moga pojawic si¢

drgania rezonansowe o charakterystycznej pulsacji (2), fazie (3) i maksymalne;j
amplitudzie (4).

0,=0,|1 !
R~ %o T A A2
20 @)
B 1
0 .= arctg| 20 [1- 20"
3)
_ 1
Amax - ApQ—l
1- 4Q2
4)

Przy wigkszych wartosciach dobroci (Q> 200) powyZsze rownania uprasz-
czaja si¢ do postaci:

hp=0 0 (5)
Or= arctg(2Q) , (6)
Amax = ApQ (7)

Tego typu modelowy opis drgan mikrobelki uzyteczny jest przykladowo
w przypadku klasycznej mikroskopii rezonansowej. W tabeli 1 przedstawiono
dane katalogowe przyktadowych, komercyjnie mikrobelek krzemowych.
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Rysunek 2. Mikrobelki krzemowe SCS12/Pt produkcji MikroMasch [10]

Tabela 1. Zestawienie podstawowych parametrow mikrobelek krzemowych

. n o - Czestotliwosé Stata sprezystosci
Oznacze‘me Diugo$¢  Szerokos¢ Grubos$¢ um rezonansowa kHz & N/m
Belki [+5um  wx3um . . .
min. typ. maks. min. typ. maks. min. typ. maks.
A 110 35 0,7 1,0 1,3 65 105 150 025 095 2.5
B 90 35 0,7 1,0 1,3 95 155 230 045 1,75 5
C 130 35 0,7 1,0 1,3 50 75 105 0105 0,60 1,5

Na rys.3 przedstawiono krzywe rezonansowe typowych belek sprezystych
zarejestrowane w powietrzu.

z < 10 10] 1262070 [Hz]

< 10 . £.=90770 [Hz < AW
< A e g, 1\ £,=150990 [Hz] S o8 1Y
ERD -\ = \ 2, [y
Z X N A = A
£, / \ £ o7 e £ o7 AT = 407 [Hz] fa—pl e
g S 08 i : / \
2 or A N\ g / ge
5 \ R | g,
z Jaf= S g
I f=500 [Hz] \ S 04 Af = 650 [Hz. S
: / X; R el S o
S £ /. £ 03
E gozff g,
& o N o S 0 - -

855 W0 w2 904 90s W0s o0 siz oTa oTs 10 b 1510 1515 15h0 1555 1550 1585 1540 154 sloels e ows e

Czestotliwosé £ [kHz] Czestotliwosé f [kHz] Caestotliwosé { [kHz]

Rysunek 3. Krzywe rezonansowe mikrodzwigni sprezystych o diugosci: 110 um a), 90 um
b), 130 um c)

Analiza tabeli pozwala zauwazy¢ jak znaczne sa rozbieznosci, istotnych z
punktu widzenia biosensordw, parametrow takich jak czestotliwo$¢ rezonanso-
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wa, czy stata sprezystosci. Roznice te powstaja w trakcie przeprowadzania pro-
cesOW technologicznych prowadzacych do wytworzenia mikrobelek. Z punk-
tu widzenia techniki pomiarowej niezwykle wazna jest precyzyjna znajomosc
statej sprezystosei k. Rzeczywista jej warto$¢ mozna wyliczy¢ opierajac si¢ na
zarejestrowanej czestotliwosci rezonansowej mikrobelki [11]:

k= 11,27Ebl [ (3’)) , (®)
E
gdzie:
[ - dhugo$¢ belki,
b - szerokosé belki,

E - modut Younga materiatu belki,

f R _ czestotliwo$¢ rezonansowa belki,

P gestos¢ materiatu belki.

Blad wzgledny popetiany podczas takiego pomiaru rowny jest co do war-
toscei:

dk _db dl o dfy
kb fr ’ ©)
gdzie:

dk, db, dl, df, - bezwzgledne niepewnos$ci pomiarowe.

Dla analizowanych mikrodzwigni warto$¢ statej sprezystosci, wyznaczona
na podstawie przeprowadzonych pomiaréw, réwna jest odpowiednio (przy zato-
zeniu bezwzglednych niepewnosci pomiaru df, db = 1 um oraz df, = 20 Hz):

*  k=1(0,56%£0,03) N/m dla belki 110 pm,

*  k=(1,42£0,09) N/m dla belki 90 pm,

*  k=(0,30£0,02) N/m dla belki 130 pm.

Wszystkie z powyzszych wartoSci znajduja si¢ ponizej typo-
wej wartosci podanej przez producenta. Fakt ten potwierdza ko-
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nieczno$é kalibracji mikrobelki przed wykorzystaniem jej
w jakichkolwiek pomiarach.

3. Sposoby detekcji i aktuacji wychylenia mikrobelki sprezystej

W  celu pomiaru charakterystyk czestotliwosciowych — mikrobel-
ki 1 wyznaczenia jej parametrow, m.in. podstawowej czgstotliwo-
$ci rezonansowej, dobroci nalezy mikordzwigni¢ pobudzi¢ do drgan.
Wyjatkiem  jest sposéb  wyznaczania  czgstotliwosci  rezonansowej
z pomiaru drgan wywolanych szumem termicznym dzwigni. W tym przypadku
dzwignia drga pobudzana szumem termicznym 1/2k,T przypadajacym na kazdy
ze stopni swobody. Pomiary takie, sa jednak w praktyce laboratoryjnej ktopo-
tliwe ze wzgledu na niewielka warto$¢ energii drgan termicznych wzbudzanych
w temperaturze pokojowej i w konsekwencji, nadzwyczaj mate wartosci drgan
belki sprezystej. Niezbednym elementem w wyznaczaniu charakterystyk cze-
stotliwosciowych jest detektor wychylenia pozwalajacy na pomiar ugigcia belki.
Istnieje kilka rodzajow detektorow i kilka sposobow pobudzania belki do drgan.
Ponizej przedstawiono wybrane z nich.

3.1 Aktuacja piezoelektryczna

Piezoelektryki sa to mono- lub polikrysztaly wykazujace si¢ zjawiskiem
indukowania tadunku na $cianach materiatu pod wptywem jego odksztatcen
(zjawisko piezoelektryczne proste) oraz zmiang wymiaréw geometrycznych na
skutek przylozonego pola elektrycznego (zjawisko piezoelektryczne odwrotne).
Drugie z wymienionych zjawisk wykorzystywane jest do pobudzania mikrodz-
wigni do drgan. Jest to jedna z najczgSciej obecnie stosowanych metod. Element
piezoelektryczny, najczgséciej wykonany z ceramiki PZT lub ZnO, umieszcza sig
najczg¢sciej w poblizu dzwigni, tak aby generowane drgania i ich energia pobu-
dzaly belke. Potrzasana belka w okolicy czgstotliwosci rezonansowej zwigksza
amplitude drgan co rejestrowane jest przez uktad detekcyjny. Nalezy liczy¢ si¢
z pewnym bledem pomiaru wynikajacym z charakterystyki piezoelementu, kto-
ry jako zwykty element mechaniczny cechuje si¢ swoja wlasna czgstotliwoscia
rezonansowa. Pobudzenie wige, przy statej amplitudzie napigcia podawanego
na piezoelement nie jest jednakowe w calym zakresie czgstotliwosci. Dodatko-
wo uktady z piezoelektryczna aktuacja wychylenia wymagaja zasilania warstwy
piezoelektryka napigciem elektrycznym co utrudnia ich stosowanie w badaniach
prowadzonych w cieczach. Na rys. 4 i1 5 przedstawiono konstrukcj¢ biosensora
na bazie mikrobelki ze integrowanym elementem piezoelektrycznym. Ztozona
wiclowarstwowa budowa podnosi koszty wytwarzania tego typu uktadéw co

ogranicza ich zastosowania.
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S . orna srodlzowa/dolna eleltoda (a)
si [ §io EOIA 510K
2 ] lewa/prawa elelitroda (b)

[ kontakty cienka warstwa PZT lub Zn0

Rysunek 4. Model mikrobelki ze zintegrowanym aktuatorem wychylenia przedstawiony
wpracy [12]

=

Dolna elekiroda || Material biochemiczny R

elekiroda/PZT e

Rysunek 5. Mikrobelka jako biosensor ze zintegrowanym aktuatorem wychylenia [13]

389



Materiaty supramolekularne

3.2 Aktuacja termiczna

W zwiazku z niewielka masa belki oraz duza wartos$cia przewodnictwa
cieplnego pomigdzy belka, a jej otoczeniem (np. powietrzem), istnieje mozli-
wosc¢ szybkiego (ze stalymi czasowymi rzgdu milisekund) ogrzewania i wychta-
dzania mikrobelki. Wraz ze zmianami temperatury zmianie ulegaja naprezenia
w mikrobelce. Fakt ten sprawia, ze gwaltowne wahania temperatury wprawia-
ja ja w drgania. Aby umozliwi¢ ogrzanie dzwigni w krotkim czasie, na jej po-
wierzchni umieszcza si¢ mikrogrzejnik (rys.6). Naprezenia mechaniczne mozna
wprowadzaé rowniez przez o§wietlenie (ogrzanie) sensora wiazka Swiatta [14-
15]. Rozwiazanie takie jednak ma pewne istotne wady - przede wszystkim brak
mozliwos$ci zintegrowania lasera z mikrochipem, na ktérym mikrobelka zostata
wytrawiona, co pociaga za soba wzrost kosztow produkcji i wymiaréw uktadu.

Gnejn.il-: metalowy 510,
i

Piezorezystory

b) =i

Rysunek 6. Mikrobelka ze zintegrowanym elementem grzejnym widok pod mikroskopem
elektronowym a), schemat b) [16]

Grzejnik umieszczony jest na szczycie mikrobelki. Takie usytuowanie spra-
wia, iz cieplo generowane w obszarze pod grzejnikiem nie dociera do nasady
dzwigni. Jest to istotne ze wzgledu na mozliwo$¢ wytwarzania catych matryc
mikrodzwigni sasiadujacych ze soba [17]. Koniecznym jest wtedy odizolowanie
od siebie poszczegolnych dzwigni w celu minimalizacji wptywu danej belki na
wychylenie innej, jak i na zapewnienia stabilnosci calosci — wzrost temperatury
i zaktdcenia spowodowane przeptywem ciepla z kilkudziesigciu dzwigni. Zalez-
nos$¢ opisujaca wychylenie konca dzwigni na skutek absorpcji mocy z grzejnika
ma postac [18]:

Az =

) (10)
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2 3
t t E [t E [t
K=4+6 L |+4 1| + L] L] + L L
t2 t2 E2 t2 EZ ZL2
gdzie:
1.t

2 - grubos¢ warstw mikrobelki,

E L E,

- moduly Younga,

o0, . i " . .
- wspolezynniki rozszerzalno$ci termiczne;j,

Ash,

- warto$ci przewodno$ci termicznej,

I . dtugosé belki,
P — moc wydzielana w grzejniku.

Istotna cecha termicznego pobudzania dzwigni jest mozliwo$¢ kontroli sta-
tycznego wychylenia belki w zakresie pojedynczych mikrometréow z rozdziel-
czoécia rzedu pojedynczych 4. Wychylenie to jest sterowane poprzez sktadowa
stata (offset) napigcia przytozonego do grzejnika. Zalezno$¢ napigcia pobudza-
jacego dzwigni¢ od czasu mozna przedstawi¢ nastgpujaco [16]:

. 2
P, = Upc t Uyesinlod)” 1 U+ 2U U o sinot)+ U2, sin®(o1))

grzejnika grzejnika

(1)

Charakterystyczna cecha jest fakt, ze powyzsze rownanie mozna przeksztat-
ci¢ do rownania, w ktorym pojawia si¢ sktadowa mocy o podwojnej pulsacji 2.
W rzeczywistosci, aby uzyska¢ rezonans dzwigni na jej podstawowej czgstotli-
wosci f,, (czestotliwosci pierwszego modu), pulsacja napigcia zasilajacego grzej-
nik moze stanowi¢ polowg wartosci odpowiadajacej f,. Sktadowa stata mocy
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2

L odpowiada za ugiecie statyczne belki. Przedstawiony powyzej model
grzejnika

aktuacji termicznej belek, pelniacych w biosensorach role przetwornika, nie

znalazt zastosowania. Zasadniczy problem polega na wplywie temperatury na

biologiczne warstwy osadzone na powierzchni dzwigni.

3.3 Aktuacja polem magnetycznym

W  ukfadach cieczowych drgania mikrobelek sa wzbudzane ze-
wnetrznym polem magnetycznym. W tym przpadku w powierzchni dzwi-
gni osadzony jest ferromagnetyk, ktory w zewngtrznym zmeinnym polu
magnetycznym porusza si¢ zgodnie z oscylacjami tego pola. Ide¢ ta przed-
stawiono na rys 7. Mikrobelka znajduje si¢ w obszarze pola magnetycznego
generowanego przez cewke magnetyczng zasilang ze zrédla napigciowego o
przestrajanej czgstotliwosci. Czgstotliwos¢ obwodu rezonansowego, w kto-
rego sktad wchodzi cewka musi odbiega¢ od zakresu czgstotliwosci pobu-
dzanych mikrobelek. Pewna odmiana magnetycznego wzbudzania drgan
jest aktuacja w statym zewngtrznym polu magnetycznym. Specjalna belka
z przewodzaca petla pradowa wykonana na powierzchni, znajduje si¢ w obsza-
rze stalego pola magnetycznego. Plaszczyzna dzwigni rownolegta jest do linii
pola magnetycznego. Przy takiej geometrii uktadu, przytozenie napigcia do petli
pradowej wytworzonej na dzwigni, powoduje powstanie sity Lorentza wprawia-
jacej dzwignie w drgania (rys. 8).

Mhkrobelka z warstwa
InagnetycIng

$E

Vv

Rysunek 7. Schemat uktadu magnetycznego pobudzania dzwigni [19]
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Zwrot tej sity zalezy od kierunku przeptywu pradu. Niewatpliwa zaleta po-
budzania magnetycznego jest jego duza uniwersalnos¢. Dzwignia moze by¢ po-
budzana w kazdym rodzaju osrodka. Do wad takiego rozwiazania nalezy dos¢
skomplikowany uktad sterowania zewngtrznej cewki, oraz konieczno$¢ stoso-
wania specjalnego typu mikrobelek.

oy E— > — J—
Usc ., e )‘/ —+ B=const. ——

L5

Rysunek 8.  Geometria ukladu pobudzania dzwigni z zewnetrznym stalym polem
magnetycznym

3.4 Aktuacja elektrostatyczna
Najmniej popularna metoda aktuacji drgan jest metoda elektrostatyczna.
Wykorzystuje si¢ w niej wystgpowanie sity, rownej co do wartosci sile Coulom-
ba, pomigdzy oktadami kondensatora. Kondensator tworza: uziemiona plasz-
czyzna, pod lub nad mikrobelka, stanowiaca jedna z oktadek oraz mikrobelka
jako druga oktadka (rys. 9). Sita z jaka przyciagaja lub odpychaja si¢ oktadki
wyrazona jest zaleznoS$cia:
2
F= 1 EQ-= 1 Ae U—2
2 2 0 (12)

>

gdzie:
A4 - wspolna powierzchnia oktadek kondensatora,

U. napigcie na kondensatorze,

En. przenikalnos$¢ dielektryczna osrodka,

do - odleglo$¢ pomigdzy oktadkami.
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Sita opisana powyzszym wzorem w rzeczywistosci zmienia si¢ w trakcie
drgan na skutek zmian geometrii uktadu - ugigcie dzwigni zmienia odlegtos¢ po-
migdzy oktadkami oraz efektywna wspolna powierzchnig. Zakres stosowanych
napigc¢ sterujacych dochodzi do wartoéci kilkudziesigciu woltow.

Dizwignia

Rysunek 9. Schemat ukladu elektrostatycznego pobudzania dzwigni [20]

Jesli chodzi o obszar zastosowan to ograniczony jest on ze wzgledu na wy-
stgpujace w uktadzie potencjaty elektryczne. Aktuacje elektrostatyczna spotyka
si¢ przyktadowo w mikromecha-nicznych czujnikach gazu.

3.5 Optyczna natezeniowa detekcja wychylenia belki

Najbardziej rozpowszechniona metoda obserwacji ugigcia mikrobe-
lek jest tzw. detekcja natgzeniowa [21]. Jest ona powszechnie stosowa-
na w mikroskopach sit atomowych, co wynika z jej bardzo duzej czuto-
sci 1 zdolnoéci rozdzielczej. Podstawowymi elementami uktadu detekcji
jest laser i1 natgzeniowy detektor czterosekcyjny-fotodioda czterosekeyjna
(ang. PSD — Position Sensitive Detector). W natgzeniowym uktadzie de-
tekcji skupiona wiazka lasera pada na powierzchni¢ mikrobelki, nastgpnie
po odbiciu od niej pada na detektor czterosekcyjny. Ugigcie mikrodzwigni
powoduje przesunigcie odbitej plamki lasera na powierzchni fotodetektora —
—rys. 10.

Wyjsciem  detektora  sa  cztery  sygnaly  bezposrednio  po-
wiazane z moca lasera, ktora pada na dany fragment detekto-
ra. Na podstawie ich wartosci mozna okresli¢ pozycje plamki lasera.
Przy zatozZeniu statego rozktadu mocy, jej prostokatnego rozktadu na powierzch-
ni, nastgpujace rOwnania:
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Y= (TL+ TR)- (BL+ BR), (13)

X =(TL+ BL)- (TR+ BR), (14)

odwzorowuja polozenie plamki na detektorze i w konsekwencji ugigcie
mikrobelki. Sygnaly te odnosza si¢ odpowiednio do ugigcia i skrecenia
mikrobelki. Nalezy podkresli¢, iz rownania powyzsze okupione sa pewnymi
zatozeniami — staly rozktad mocy w obszarze plamki lasera, plamka o przekroju
kwadratowym. Rzeczywista wiazka lasera charakteryzuje si¢ w najlepszym
przypadku gaussowskim rozktadem mocy. Btedy wynikajace z tego fakt sa
jednak niewielkie przy malych wychyleniach od punktu réwnowagi, a z takimi
mamy do czynienia w wypadku mikrobelek. Charakterystyka sygnatu
wyjsciowego w funkcji potozenia plamki pozostaje wigc liniowa w obszarze
pracy (rys. 11). Nalezy zdawac sobie rowniez spraweg z faktu, ze ugigcie belki
jest ztozeniem przesunigcia w osi z i zmiany kata padania promienia lasera na
belke, przesunigcie wiazki lasera na detektorze odpowiada wigc ztozeniu tych
ruchdéw (rys. 12). Zakladajac sytuacje z rys 12b latwo pokazaé zaleznosé
opisujaca wzrost rozdzielczosci pomiaru wychylenia belki przy zwigkszaniu

)
odlegtoéci L — detektor belka. Zaktadajac, ze tg(5 o ) = Td oraz przyjmujac, ze

wychylenie belki powoduje zmiang¢ o kat, ktorego sinus roéwny jest

h
. o |
Sm( 7) - l_ (h — wychylenie belki, / - dlugo$¢ mikrobelki) mozna pokazac,
c

h
ze 5d = ZLI_ (zalozono, ze wiazka lasera pada na czubek belki). To proste
przyblizone rdwnanie pokazuje, iz zwigkszajac odlegtos¢ L pomigdzy detektorem,
abelka zwigkszamy bezwzgle¢dne przesunigceie plamki lasera na jego powierzchni.
Ograniczeniem pozostaje tutaj rozmiar detektora — rednica plamki padajacej na
detektor nie moze by¢ tak duza, aby podczas ugigcia belki wychodzita ona poza
jego obszar aktywny. Ograniczenie jawi si¢ rowniez ze strony szumow samego
detektora i ukladéw mu towarzyszacych — promien lasera docierajacy do
detektora powinien mie¢ wystarczajaca moc do zapewnienia odpowiedniego
stosunku sygnat-szum. Czgsto definiuje si¢ dodatkowy sygnat bedacy suma
wszystkich czterech. Stuzy on do normalizacji sygnalow X 1Y przy zatozeniu, iz
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rozktad gestosci powierzchniowej mocy wiazki laserowej pozostaje staty.
Metoda natgzeniowa pozwala na okreslenie wychylenia belki z rozdzielczoscia
dochodzaca do 10'* m. Nalezy podkresli¢, iz wymaga ona kalibracji. Sygnat
napigciowy pochodzacy z detektora nalezy przetransformowaé w dziedzing nm.
Najczesdciej robi si¢ to doswiadczalnie ze wzgledu na niewystarczajaca
doktadnos¢ obliczen analitycznych.

laser

) zwierciadia
't = e
TL

detektor czterosekeviny

uldad przetwomikow
i przedwzmacniaczy
Z filtrani

TL - top left

TE. - top right
EL - bottom left
ER. - bottom right

dzwignia

Rysunek 10. Schemat przedstawiajqcy idee detekcji wychylenia belki przy uzyciu detektora
czterosekcyjnego [22]

08t

064

LN
catltowita moc 0.4
padajaca na detektor

02

2 4
b potozente plambkd
lasera [mm]

sygnal ¥
]

\
.

Rysunek 11. Znormalizowane charakterystyki mocy catkowitej padajqcej na detektor
oraz sygnatu wychylenia w funkcji polozenia plamki lasera [23]
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Do zalet tej metody nalezy zaliczy¢ rowniez: prostotg idei pomiaru, duza
rozdzielczo$¢, mozliwos¢ stosowania w §rodowiskach cieczowych, niezawod-
nos$¢. Jesli chodzi o wady nalezy wymienic:

1. skomplikowany uktad ogniskujacy justujacy wiazke lasera na po-

wierzchni belki (minimalna $rednica wiazki dochodzaca do kilku pum),

2. problematyczne skalowanie — nalezy uzyskany sygnal napigciowy

przeskalowac w dziedzing nm,

3. ograniczenie zwigzane z pasmem pomiarowym - detektory czterosek-

cyjne pracuja w zakresie kilkuset kHz, co, biorac pod uwagg tendencjg
w miniaturyzacji i przesunigcie czgstotliwosci rezonansowych belek w
kierunku wyzszych czgstotliwosci, stanowi pewien problem.

a) b)

detektor deteltor
Rysunek 12 Rozne podejscie do analizy ugiecia mikrobelki — przesuniecie ptaszczyzny a),
zmiana kqta padania b)

Na rys. 13 przedstawiono mode glowicy detektora czterosekcyjnego zapro-
jektowanego na Politechnice Wroctawskiej, za pomoca ktéorego mozna obser-
wowac ugigcia belki w mikroskopach sit aromowych. Widoczne sa zespoty, za
pomoca ktorych dokonuje si¢ justowania pozycji lasera na tylnej Scianie belki
mikromechanicznej i zespoty do ustawienia (centrowania) fotodetektora tak aby
wszystkie jego sekcje byly w pozycji wyjSciowej rownomiernie oswietlone. Ze-
spot fotodetektora wraz z zespotami przetwarzania przedstawia rys. 14.

korpus

uchwyt
lasera

lustro

lustro dW"ﬁk
lasera trzpien detektora detektora ebektora;

uchwyt lasera

Rysunek 13. Model glowicy pomiarowej pozwalajacej na detekcje ugiecia mikrobelki
metodq natezeniowq [24]
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Rys. 14 przedstawia natomiast widok skonstruowanej i stosowanej na Poli-
technice Wroctawskiej glowicy pomiarowej wraz z podstawa do zamocowania
na bloku tlumiacym drgania. Konstrukcja charakteryzuje si¢ modularna archi-
tektura, ktora utatwia wymiang podzespotéw. Dodatkowa naszym zamierzeniem
bylo zapewnienie odpowiedniej sztywnosci uktadu, ktéry zapewni¢ powinien
mozliwe dobre thumienie drgan i zaklocen z otoczenia oraz niskie dryfy catego
zespotu. Widok glowicy ze zdemontowanym przetwornikiem fotodiody gdzie
widoczna jest plamka laserowa odbita od mikrodzwigni sprezystej przedstawia
rys. 15b. Plamka lasera o$wietla fotodetektor czterosekcyjny i jej przesunigcia
powoduja zmiany wartos$ci sygnalow elektrycznych uktadu przetwornika, dzigki
czemu mozliwa jest detekcja ugigcia belki w zakresie utamkéw Angstroema.

Rysunek 14.Widok uktadu (z przodu i z tylu) fotodetektor ze zintegrowanym zrodtem
pradowym zasilajqcym laser i uktadami przetwarzania sygnatow ugiecia i skrecenia
belki mikroskopu [25]

a)

Rysunek 15. Widok gtowicy pomiarowej wraz z podstawq mocujqcq a) i widok plamki
laserowej odbitej od mikrodzwigni sprezystej b)

3.6 Detekcja piezorezystywna
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Piezorezystywnos$¢ jest zjawiskiem polegajacym na zmianie rezystancji ma-
teriatu pod wplywem wystepujacych w nim naprezen. Idea detekceji wychylenia
mikrobelki wykorzystujaca efekt piezorezystywny polega na umieszczeniu na
powierzchni mikrodZzwigni pojedynczego piezorezystora lub piezorezystywne-
go mostka Wheatstone’a. Istotna rzecza jest umiejscowienie piezorezystora(ow)
—najczesceiej u nasady belki, gdzie wystgpujace podczas uginania napr¢zenia sa
najwigksze. Piezorezystory wykonywane sa najcz¢sciej metoda dyfuzji np. boru.
Sygnatem niosacym informacj¢ o ugigciu dzwigni jest sygnatl rozréwnowazenia
mostka Wheatstone’a, ktory dla czterech jednakowych piezorezystoréw tworza-
cych go rowny jest:

roz = HUS[C‘}”
4R (15)

b

gdzie:

70z - papigcie niezrownowazeni,

AR . zmiana rezystancji wywotana efektem piezorezystywnym,

ster - napigcie zasilania mostka.

Warto$¢ napigcia wyjSciowego zalezy od napigcia  sterujacego,
przyjmujac napigcie zasilania mostka na poziomie kilku woltow, sy-
gnal odpowiadajacy ugigciu mikrobelki ma amplitude rzedu kilku-
set mikrowoltéw. Zaleta tego typu rozwiazania jest brak klopotliwej, jak
w przypadku detekcji natezeniowej, optyki ogniskujacej i justujacej — de-
tektor wychylenia zintegrowany jest z mikrobelka. Co wigcej, istnieje moz-
liwo§¢ zintegrowania na wspolnym podlozu krzemowym mikrodzwigni
oraz elektroniki w technologii CMOS. Do wad nalezy zaliczy¢: fakt ciagte-
go przeptywu pradu przez piezorezystory, co powoduje wzrost temperatury
i dryft napigcia niezrownowazeni mostka (gwattowna zmiana temperatury ze-
wngetrznej moze by¢ interpretowana jako ugiecie mikrobelki), rozrzut techno-
logiczny wlasciwosci piezorezystorow, brak mozliwosci stosowania w $rodo-
wiskach cieczowych ze wzgledu na prady uptywu. Ostatnia z wad moze by¢
wyeliminowana przez zastosowanie powtok izolujacych [16, 26].

4. Mikrodzwignia sprezysta jako czujnik masy — zasada dzialania
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4.1 Zakres zastosowan

W ostatnich latach prowadzone sa intensywne prace nad konstrukcja i za-
stosowaniem bioczujnikow budowanych na bazie belek mikromechaniczych. O
atrakcyjnosci tego typu rozwiazan decyduja gtownie mate rozmiary sensorow,
czego konsekwencjajest zjednej strony niewielka objetosé substancji poddawane;j
badaniom, z drugiej za$§ mozliwo$¢ detekcji nadzwyczaj malej masy osadzajacej
si¢ na powierzchni sensora siggajacych czgsto pojedynczych pikogramow [27]. W
wielu przypadkach uktady takie budowane sa w postaci matryc co otwiera mozli-
wosci detekcji (wykrywania obecnos$ci) wigkszej liczby zwiazkow chemicznych
i substancji biologicznych.

Rysunek 16. Matryca czujnikow mikromechanicznych przeznaczonych do detekcji gazow
( tzw. elektroniczny nos) [28]

We wszystkich tego typu eksperymentach konieczne jest funkcjonali-
zacja czegSci aktywnej powierzchni belki sprezystej substancjami, ktore w
sposOb selektywny potrafia chemicznie zwigza¢ substancje poszukiwane w
gazowym lub cieczowym otoczeniu czujnika. Czujniki pracujace na tej za-
sadzie znajdowaly zastosowanie w wykrywaniu zagrozen biologicznych i
diagnostyce chorob. Dotyczylo to np. detekcji obecnosci bakterii, wirusow
i antyciat [2][6], detekcji obecno$ci antygenu raka prostaty [4][5] 1 hybrydyzacji
DNA [29]. Osobna grupg czujnikoéw mikrobelkowych dziatajacych jednak na
tej samej zasadzie stanowia czujniki chemiczne detekcji pestycydow DDT [7],
gazow bojowych [9], oznaczania pH [8].

Mimo obserwowanego ostatnio duzego zainteresowania mikrobelkowymi
czujnikami chemicznymi utrudnione sa powszechniejsze aplikacje tego typu
sensorow. Do najwazniejszych problemow, ktorych rozwiazanie otworzy nowe
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zastosowania i umozliwi powszechniejsze aplikacje zaliczy¢ nalezy:

opracowanie i zastosowanie selektywnych warstw funkcjonalizuja-
cych powierzchni¢ mikrobelek dobranych pod katem detekcji $cisle
zdefiniowanych substancji; warstwy te powinny zapewnia¢ mozliwie
jak najwicgksza czutos$¢ 1 selektywnos¢ detekcji oraz powinny si¢ cha-
rakteryzowac stabilno$cia w czasie; dodatkowe utrudnienia wiaza si¢
z nadzwyczaj malymi wymiarami mikrobelek, ktorych powierzchnia
w idealnym uktadzie powinna by¢ pokryta warstwa receptora tylko w
Scisle okreslonym rejonie sensora;

budowe i zastosowanie czulych detektorow ugigcia mikrobelek; za-
danie to ulega komplikacjom w zwiazku z integracja w jednej ma-
trycy kilku lub nawet kilkunastu czujnikdéw, ktorych wychylenie
musi by¢ selektywnie obserwowane w zakresie utamkow nanometra
w pasmie do okoto IMHz; od detektora ugigcia mikrobelek oczekuje
si¢ rowniez mozliwie matych rozmiardéw, co powinno umozliwiac¢ po-
wszechniejsze aplikacje przenoséne tego typu uktadow;

klopotliwa 1 w wielu przypadkach niejednoznaczna ana-
liza  odpowiedzi  czujnikbw  mikromechanicznych;  odpo-
wiedz  czujnikow belkowych jest z reguly funkcja obecnosci
i stezenia kilku substancji chemicznych oraz dodatkowo zalezy od wie-
lu czynnikow zewngtrznych takich jak np. temperatura, wilgotno$¢ i
oswietlenie; wedtug naszej oceny analiza uzyskanych wynikoéw i wnio-
skowanie o pobudzeniu czujnika powinna by¢ wspomagana metodami
sztucznej inteligencji (do ktorych naleza np. sieci neuronowe lub syste-
my ekspertowe); metody te bazuja na znajomosci reakcji pojedyncze-
go czujnika przy zdefiniowanych (tzw. uczacych) pobudzeniach; od-
powiednie przetwarzanie takich charakterystyk dostarcza dodatkowej
wiedzy o stanie catego uktadu wielu dzwigni mikromechanicznych;

Z pomiarowego punktu widzenia mozna wskazaé¢ dwie zasadnicze konse-
kwencje osadzania si¢ (adsorbcji) molekut na powierzchni funkcjonalizowanych
dzwigni mikromechanicznych:

efekt zwigkszania masy mikromechanicznej dzwigni sprezystej, co wy-
nika z obecnoéci na powierzchni receptora wigzacych si¢ z nim mole-
kul; w tym wypadku detekcje obecnosci molekut (innymi stowy osa-
dzajacej si¢ masy) na powierzchni czujnika przeprowadza si¢ zwykle
na podstawie obserwacji czgstotliwosci rezonansowej mikrobelki, stad
badania masy osadzonej na powierzchni mikrobelki prowadzone sa w
tzw. rezonansowym trybie pomiarowym,

efekt wprowadzanie dodatkowych maprezen na powierzchni  mikro-
czujnika, co wynia z oddziatywania migdzy molekutami analitu zwia-
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zanymi z aktywnymi (wigzacymi) grupami receptora; rezultatem wpro-
wadzenie naprezen mechanicznych po jednej stronie mikrobelki jest
jej statyczne ugigcie stad tryb pomiarowy, w ktorym badania takie sa
prowadzone nazywa si¢ statycznym trybem pomiarowym.

W praktyce laboratoryjnej opisane powyzej zjawiska wystepuja czesto
jednoczesnie, co moze utrudnia¢ analize rejestrowanych wynikow. Nasze do-
swiadczenie wskazuje jednak, ze umiejetne ksztattowanie geometrii i struktury
czujnika mikromechanicznego efektywnie ogranicza to splatanie. Uktad pomia-
rowy przeznaczony do badan statycznych i rezonansowych zachowan mikrobe-
lek sprezystych przedstawia rys. 17. Uklad ten sktada si¢ z glowicy pomiarowe;j
przedstawionej w rozdziale poprzednim, uktadu precyzyjnego zasilania lasera
polprzewodnikowego, zespotu przetwornika wartosci skutecznej i karty prze-
twornikow analogowo-cyfrowych jako uktadu rejestrujacego wychylenia mi-
krobelki. Dodatkowo dla precyzyjnego justowania belki sprezystej zastosowano
mikroskop optyczny z kamera CCD rejestrujaca potozenie plamki laserowej na
powierzchni dzwigni.

j drgania

adsorbat adsorbat.

adsorbent \ N
\ s [“Il"lll’[[, ugiecie statyczne

.

.

adsorbent

Rysunek 17. Statyczny i rezonansowy tryb pomiarowy z wykorzystaniem mikrobelki
sprezystej[2]

Na Politechnice Wroctawskiej w pomiarach prowadzonych w cie-
czach wykorzystuje si¢ komorg pomiarowa, przez ktora przepty-
wa badany analit omywajac belke sprezysta. Celka ta jest zintegrowa-
na z zespolem glowicy pomiarowej uktadu detektora natgzeniowego.
W rozwiazaniu tym mikroczujnik jest o§wietlany przez okienko celki, przez kto-
re przechodzi réwniez promien odbity od mikroczujnika. Uszczelnienie catosci
zapewnia uszczelka z Vitonu®.
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GLOWICA POMIAROWA

zwierciadlo

detektor

konwerter RVIS-DC

zrodlo pr: qdowe laser

piezoelement

dzwngnn

generator DDS

kamera CCD
uklad rejestrujacy

monitor

Rysunek 18. Uktad pomiarowy do statycznych i rezonansowych badan zachowan
mikrobelek sprezystych z wykorzystaniem natezeniowego czujnika ugiecia czujnikaf24]

komora

chip krzemowy uszczelniajaca

Rysunek 19. Celka pomiarowa przeznaczona do badan wychylenia mikrodzwigni w
cieczach[24]

Na rys. 20 przedstawiamy krzywa rezonansowa belki spr¢zystej zarejestro-
wana po jej zamocowaniu w opisywanej komorze cieczowe;j i przed wprowadze-
niem analitu do wngtrza komory. W tym wypadku zarejestrowano czgstotliwosé
rezonansowa rowna 71800 Hz i dobro¢ 250. Po wprowadzeniu wody do komory
czestotliwos¢ rezonansowa i dobro¢ ulegly odpowiednio zmniejszeniu do 17700
Hzi5,5. Przyczyna takiego zjawiska jest znaczny wspotczynnik lepkosci cieczy,
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ktory bezposrednio wplywa na rozpraszanie energii w czasie drgan mikrobelki.
Niewielkie wartosci dobroci belki w cieczach (w konsekwencji stosunkowo sze-
rokie krzywe rezonansowe) sa w tym wypadku zrodtem duzej niedoktadnosci
wyznaczania cz¢stotliwosci rezonansowej belki.
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Rysunek 20. Krzywa rezonansowa Rysunek 21. Krzywa rezonansowa
mikrobelkizarejestrowanawpowietrzu — mikrobelki zarejestrowana w wodzie
(0=250, czestotliwos¢ rezonansowa (Q=35,5, czestotliwos¢ rezonansowa
71800 Hz) 17700 Hz)

68000 70000

4.2 Pomiary rezonansowe

Podstawa  pomiarow  dynamicznych  jest  rejestracja  przesu-
nigcia  czgstotliwosci  rezonansowej — drgajacego  czujnika.  Prze-
sunigcie to  jak  juz = wspomniano  wiaze si¢  bezposrednio
z masa zaadsorbowanych na powierzchni belki molekul. W wypad-
ku pomiardw rezonansowych substancja odpowiedzialng za wychwyce-
nic (zwiazanie) z otaczajacego dzwigni¢ S$rodowiska odpowiednich cza-
stek pokrywa si¢ najczgsciej obie powierzchnie dzwigni — gorng i dolna.
W praktyce laboratoryjnej zaleznos$¢ opisujaca czgstotliwosé rezonansowa belki
mozna przeksztatci¢ do postaci [30]:

Mok
1= e o
n m , (16)

gdzie:

k _ stata sprezystosci belki,

*

M _ efektywna masa belki,
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" - bezwymiarowy wspotczynnik zwiazany z odpowiednim modem drgan
mikrobelki.

Biorac pod uwage fakt, iz w S$rodowisku cieczowym czestotli-
wos$¢ rezonansowa ulega zmniejszeniu, nalezy okre$lic jej warto$¢ w
cieczy. Zalezno$¢ pomiedzy czestotliwoscia rezonansowa Ww  powie-
trzu i odpowiadajaca jej czestotliwoscia, na ktdrej wystepuje rezonans
w cieczy wyraza si¢ wzorem [30]:

f = j;z ,powietrze
’ 14 122 b
4p h

¢ - gestosc cieczy,

; a7
gdzie:

p

p

b - gesto$¢ materiatu belki,
b . szeroko$¢ belki,
h _ grubosé belki.

Biorac pod uwage dodatkowa masg, ktora ulega adsorpcji na powierzchni
belki mozna zapisac, ze [31]:

12k
f n,ciecz: 2ﬂ 37’;*+bAm
1+ Ll
4p h

Am _ dodatkowa zaadsorbowana masa.
W powyzszym wzorze nalezy wziaé pod uwage roztozenie masy na po-
wierzchni belki — nie jest to masa punktowa na koncu dzwigni standardowa

(18)
gdzie:
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przyjmuje si¢ masg efektywna rowno 0,24 masy catkowitej substancji. Ostatecz-
nie masg osadzona na powierzchni belki mozemy wyrazi¢ w funkcji czgstotli-
wosci mikrobelki rejestrowanej w wodzie i w powietrzu jako:

el 1

Am =

i 2Nn L (fn"decz)z (fn,ciecZ)z

, (19)

gdzie:

" - wspolezynnik odpowiadajacy za mase efektywna substancji zaadsor-
bowanej dla danego modu drgan,

'

fn,ciecz

- czestotliwos¢ rezonansowa po adsorpcji masy,

fn,ciecz

- czgstotliwos$¢ rezonansowa przed adsorpcja masy.
Biorac pod uwagg pierwszy czlon rozwinigcia w szereg Taylora oraz fakt,

ze Am<<m" mozna wyznaczy¢ przyblizona zalezno$¢ wiazaca przesunigcie cze-
stotliwo$ci rezonansowej 1 masg zaadsorbowanych na powierzchni belki mole-

kut:
2mAf

f n,ciecz R (20)

Am

gdzie:
Am _masa zaadsorbowanych molekut,

Af - L o
- przesunigcie czgstotliwo$ci rezonansowej w cieczy wywotane adsorp-
cja masy.

W praktyce laboratoryjnej przesunigcie czgstotliwosci rezonansowej mi-
krobelki waha si¢ w granicach od kilkudziesigciu hercow do kilku kilohercow.
Warto$¢ ta jest wystarczajaca jesli chodzi o wigkszo$¢ zastosowan. W pracy [6]
obserwowano przyktadowo przesunigcia czgstotliwosci rezonansowej mikrobel-
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ki przy obciazaniu ja bakteriami Listeria innocua. W tych badaniach zaobserwo-
wano przesunigcia rzedu 100 Hz dla dzwigni, ktdrej czestotliwos$¢ rezonansowa
belki swobodnej wynosita 85,6 kHz (rys. 22).

10t T
Belka Belka
obciazona nieobciazona
f,=84,7 kHz \ f =856 kHz
= 10° <o 3
= .
= \
E i W
3 Wy o
B ! ey iy ;li'
10 b .Ak e S
DA LI 1
Vuipsf
-ll L 1 1 L i I
L = 7S Ee s 85 o 95 10

Czestotliwosé [Hz] xll:l4

Rysunek 22. Mikrobelka krzemowa pokryta bakteriami Listeria innocua oraz krzywe
rezonansowe przed i po pokryciu dodatkowq masq [6]

Na rys. 23 przedstawiono natomiast rezultaty pomiarow adsorpcji biatka
BSA (surowiczna albumina wotowa) na sfunkcjonalizowanej powierzchni dzwi-
gni. Widoczne jest znaczne przesunigcie czgstotliwosci rezonansowej, ktore od-
powiadajg ok. 166 pg biatka BSA osadzonym na dzwigni.
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Rysunek 23. Przesuniecie czestotliwosci rezonansowej mikrobelki pod wplywem
obciqzenia dodatkowq masq - biatkiem BSA [6]

4.3 Pomiary statyczne

Pomiary statyczne bazuja na rejestracji ugigcia belki wynikajacego ze zmia-
ny napre¢zen powierzchniowych. Jesli na jednej z powierzchni belki np. gornej,
wystepuja naprezenia $ciskajace badz rozciagajace i nie sa one kompensowane
przez identyczne napre¢zenia wystepujace na drugiej z powierzchni (dolnej) to
belka ulega wygigciu. Zmiany naprezen nastepuja na skutek adsorpcji molekut
na jednej z powierzchni mikrobelki i moga by¢ wywotane m.in. procesem ad-
sorpcji (fizykosorpcja lub chemisorpcja), elektrostatycznymi oddziatywaniami
na powierzchni belki (oddziatywania pomigdzy zaadsorbowanymi czasteczka-
mi), zmiang hydrofobowos$ci powierzchni lub konforamcyjnymi zmianami za-
adsorbowanych molekut. Druga z powierzchni jest zabezpieczona i odizolowa-
na, wigc nie zachodza na niej zadne reakcje.

Na rysunku 24 schematycznie przedstawiono model wyginajacej si¢ pod

wplywem naprezen belki.
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Rysunek 24. Statyczne ugiecie belki pod wplywem sily skupionej na wtoknie
neutralnych; przypadek statycznej belki przeznaczonej do obserwacji adsorbcji
molekul na powierzchni bioczujnika [32]

W napr¢zonej dzwigni, pomigdzy jej gérna a dolna powierzchnia istnieje
tzw. powierzchnia neutralna, w ktorej nie obserwuje si¢ naprezen mechanicz-
nych. Po przytozeniu do tej warstwy sity F' jej moment wyrazony zaleznoscia M
= F-x, powoduje odksztatcenie czujnika o promieniu wyrazonym funkcja [32]:

1
R x> EIT 1))
gdzie:

M - moment sity,
~V  _efektywny modut Younga, v - wspotczynnik Poissona,
12 - moment bezwtadnosci dzwigni o przekroju prostokatnym.
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Gdy na powierzchniach nastgpuja zmiany w napr¢zeniach moment sity po-
wodujacy wygiecie belki wyraza si¢ zaleznoscia:

M= Ao b h
2, (22)
gdzie:
Ao =0,-0,

- roznica w naprgzeniach powierzchniowych pomigdzy
g6rna, a dolng powierzchnia.

Podstawiajac rownanie (22) do réwnania (21) otrzymujemy tzw. rownanie
Stoney’a [33] wiazace promien krzywizny ugigtej belki ze zmianami naprgzen
powierzchniowych:

1oy, o >
R Eh?

Zaktadajac, ze R>>1 co ma miejsce w przypadku mikrobelek ugigcie dzwi-
gni s mozna zapisac jako:

2 p—
L (1-v)

Ao, (24)
Eh’

Z powyzszej zalezno$ci bezposrednio wynika fakt skalowania wymiarow
belki w celu osiagnigcia wyzszych czutosci. Belki diugie o niewielkiej grubosci
najlepiej sprawdzaja si¢ w roli czujnikow masy dzialajacych na zasadzie zmian
naprgzen powierzchniowych.

Jako przyktad powyzszej metody moga zosta¢ przytoczone wyniki zamiesz-
czone w Nature Biotechnology [5]. Na rysunku 28 przedstawiono krzywe repre-
zentujace statyczne ugigcie mikrobelki pod wptywem adsorpcji antygenu cPSA
(complex Prostate-Specific Antigen) dla réznych jego koncentracji (od 6 do 600

ng/ml).
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M7 7T
[cPSA]

600 ng/ml
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Rysunek 25 Ugiecie belkiz Si N ,(dlugos¢ 200 um, grubosci 0,5 um) podwplywem adsorpcji
antygenu PSA [5]

5. Podsumowanie

Wykorzystanie czujnikow mikromechanicznych w roli biosensoréw we
wspoélczesnej diagnostyce biochemicznej wydaje si¢ naturalne ze wzgledu na
ich bardzo dobre witasciwosci metrologiczne takie jak duza czuto$¢ (mozliwa
jest detekcja zmiany masy w zakresie utamkow pikograméow), krotki czas odpo-
wiedzi oraz mata objeto$¢ analitu potrzebnego do wykonania analizy (rzedu po-
jedynczych mikrolitréw). Jednym z problemow, ktore nalezy jednak rozwiazaé
jest opracowanie technik pomiarowych oraz optymalizacja konstrukcji samych
czujnikow, tak aby zapewnié powtarzalne i wiarygodne pomiary obecnos$ci sub-
stancji chemicznych i biochemicznych, do ktorych zaliczy¢ mozna endotoksyny,
przeciwciala i antygeny. Opanowanie tych zagadnien pozwoli na masowe wy-
twarzanie szerokiej gamy bioczujnikoéw, ktorych obszar zastosowan limitowany
bedzie jedynie rodzajem substancji funkcjonalizujacej powierzchnig sensora.
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