RECEPTORY
SUPRAMOLEKULARNE

Praca zbiorowa
pod redakcja Grzegorza Schroedera

Poznan 2007



Opiniodawca:

Doc. dr hab. Piotr Grzesiak

Opracowanie techniczne:
Marta Schroeder
Jan Polak

Poznan 2007

ISBN 978-83-89936-19-4

‘Wydawnictwo:
BETAGRAF P.U.H.
Sw. Antoniego 24
61-359 Poznan



SPIS TRESCI

Ksigzka adresowa . . . . . . . ..o 4
Wstep . . . o 9

1. Michat Cegtowski, Grzegorz Schroeder
Efekty stabilizujace uklady gos¢ — gospodarz . . . . . . . ... ... ... 11

2. Joanna Kurczewska, Grzegorz Schroeder
Efekt templatowy — supramolekularna strategia syntezy . . . . . . . . ... 27

3. Pawet Niedziatkowski, Dorota Zarzecziska, Tadeusz Ossowski
Synteza oraz charakterystyka kompleksow opartych na czasteczce 1,4,7,10-
tetraazacyklododecanu . . . . . . ... Lo 61

4. Grzegorz Schroeder
Wymiatacze molekularne . . . . . .. ... 00000 89

5. Piotr Mlynarz, Anna Czernicka, Agata Rydzewska, Pawet Kafarski
Nowoczesna diagnostyka medyczna. Chipy i matryce molekularne . . . . . 101

6. Izabela Nowak
Uporzadkowane nanoporowate materialy hybrydowe — organiczne krzemionkil65

7. Arleta Skotowska, Radostaw Pankiewicz, Grzegorz Schroeder
Jonofory naturalne — salilomycyna . . . . ... ... ... L. 203

8. Mariusz Walkowiak, Daniel Waszak, Monika Osiniska, Grzegorz Lota, Btazej
Gierczyk, Grzegorz Schroeder
Zastosowania podandow krzemowych w akumulatorach litowo-jonowych i
kondensatorach elektrochemicznych . . . . . ... ... ... o000 241

9. Krzysztof Wotowiec, Waldemar Iwanek
Rezorcynoareny jako fazy stacjonarne w GCi HPLC .. .. ... ... .. 271

10. Btazej Gierczyk, Grzegorz Schroeder
Zastosowanie dyfuzyjnych pomiaréw NMR w chemii supramolekularnej . . 289



Prof. dr hab. Grzegorz Schroeder
Uniwersytet im. A. Mickiewicza
Wydziat Chemii

Grunwaldzka 6

60-780 Poznan

e-mail: schroeder@amu.edu.pl

tel. +48-61-8291-486

fax: +48-61-8658-008

Michat Ceglowski

Uniwersytet im. A. Mickiewicza
Wydziat Chemii

Grunwaldzka 6

60-780 Poznan

e-mail: michal_c@icpnet.pl

Blazej Gierczyk

Uniwersytet im. A. Mickiewicza
Wydziat Chemii

Grunwaldzka 6

60-780 Poznan

e-mail: hanuman@amu.edu.pl

Waldemar Iwanek

Akademia Swietokrzyska

Instytut Chemii

Checinska 5

25-020 Kielce

e-mail: waldemar.iwanek@neostrada.pl

Joanna Kurczewska
Uniwersytet im. A. Mickiewicza
Wydziat Chemii

Grunwaldzka 6

60-780 Poznan

e-mail: asiaw@amu.edu.pl



Izabela Nowak

Uniwersytet im. A. Mickiewicza
Wydziat Chemii

Grunwaldzka 6

60-780 Poznan

e-mail: nowakiza@amu.edu.pl

Pawel Niedzialkowski
Uniwersytet Gdanski
Wydziat Chemii
Sobieskiego 18/19
80-852 Gdansk

Piotr Mlynarz

Zaktad Chemii Bioorganicznej
Wydziat Chemiczny

Politechnika Wroctawska
Wybrzeze Wyspianskiego 27
50-370 Wroctaw

e-mail: piotr.mlynarz@pwr.wroc.pl

Agata Czernicka

Zaktad Chemii Bioorganicznej
Wydziat Chemiczny
Politechnika Wroctawska
Wybrzeze Wyspianskiego 27
50-370 Wroctaw

Agata Rydzewska

Zaktad Chemii Bioorganicznej
Wydziat Chemiczny
Politechnika Wroctawska
Wybrzeze Wyspianskiego 27
50-370 Wroctaw

Pawel Kafarski

Zaktad Chemii Bioorganicznej
Wydziat Chemiczny

Politechnika Wroctawska

Wybrzeze Wyspianskiego 27
50-370 Wroctaw

e-mail: pawel.kafarski@pwr.wroc.pl

5



Dorota Zarzeczanska
Uniwersytet Gdanski
Wydziat Chemii
Sobieskiego 18/19
80-852 Gdansk

Tadeusz Ossowski

Uniwersytet Gdanski

Wydziat Chemii

Zaktad Chemii Supramolekularnej
Sobieskiego 18/19

80-852 Gdansk

e-mail: tedos@univ.gda.pl

Arleta Skotowska

Uniwersytet im. A. Mickiewicza
Wydziat Chemii

Grunwaldzka 6

60-780 Poznan

Radostaw Pankiewicz
Uniwersytet im. A. Mickiewicza
Wydziat Chemii

Grunwaldzka 6

60-780 Poznan

e-mail: radek@px.pl

Mariusz Walkowiak

Centralne Laboratorium Akumulatoréw i Ogniw
Oddziat Instytutu Metali Niezelaznych
Forteczna 12

61-362 Poznan

e-mail: walkowiak@claio.poznan.pl

Daniel Waszak

Centralne Laboratorium Akumulatoréw i Ogniw
Oddziat Instytutu Metali Niezelaznych

Forteczna 12
61-362 Poznan



Monika Osinska

Centralne Laboratorium Akumulatoréw i Ogniw
Oddziat Instytutu Metali Niezelaznych
Forteczna 12

61-362 Poznan

Grzegorz Lota

Centralne Laboratorium Akumulatoréw i Ogniw
Oddziat Instytutu Metali Niezelaznych
Forteczna 12

61-362 Poznan

Krzysztof Wolowiec
Akademia Swigtokrzyska
Instytut Chemii
Chegcinska 5

25-020 Kielce






Poczatek wieku XXI mozna bez watpienia nazwa¢ okresem dominacji chemii
supramolekularnej w nauce. Ten dzial nauki swoje zainteresowania kieruje ku
superczasteczkom, ktoére nie tylko posiadaja unikalne wlasciwosci chemiczne, ale
rébwniez stanowia interesujacy substrat do otrzymywania nowych materialow
o wyjatkowych parametrach. Superczasteczki to agregaty powstale na skutek faczenia
si¢ komponentéw o innych wiasciwosciach niz produkt koncowy. Supramolekularne
agregaty to najczg$ciej uklady typu gos$é-gospodarz lub kompleksy inkluzyjne
tworzace sig W procesie rozpoznania molekularnego lub samoorganizacji.
Rozpoznawanie molekularne (ang. molecular recognition) w odniesieniu do
komplekséw supramolekularnych oznacza, ze gos¢ i gospodarz musza by¢ podwojnie
komplementarne: zarowno elektronowo-energetycznie, jak i geometryczno-sterycznie
poprzez dopasowanie grup funkcyjnych, aby byly =zdolne do utworzenia
termodynamicznego stabilnego produktu. Rozpoznawanie molekularne jest procesem
dynamicznym. Efektywne rozpoznawanie molekularne wymaga powierzchni
o wzajemnie uzupehiajacych si¢ rozmiarach, ksztaltach i funkcjach. Samoorganizacja
(ang. self-assembly) w rozumieniu supramolekularnym opiera si¢ na spontanicznym
powstawaniu, w warunkach kontrolowanych termodynamicznie, wielosktadnikowych
agregatow w na bazie informacji zawartych w kazdym pojedynczym elemencie.
Koncowy agregat, w okreslonych warunkach i srodowisku, charakteryzuje sig stabilng
termodynamicznie struktura.

Supramolekularne receptory zdolne do rozpoznania molekularnego lub
samoorganizacji znalazly zastosowanie w wielu dziedzinach nauki i techniki.
Monografia ,,Receptory supramolekularne” przedstawia wybrane zagadnienia z chemii
supramolekularne;j istotne dla zrozumienia proceso6w chemorecepcji i jej praktycznego
zastosowania. Praca zostala przygotowana przez grupg chemikow z roznych osrodkow
naukowych realizujacych wspdlne badania nad praktycznym zastosowaniem

receptorow molekularnych w syntezie i analizie chemiczne;j.

Prof. dr hab. Grzegorz Schroeder
Poznan, 20 listopada 2007 roku
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Rozdziat 1

Efekty stabilizujace uktady gos¢ - gospodarz
Michatl Ceglowski, Grzegorz Schroeder
Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydziat Chemii, Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

Receptory molekularne to uktady zdolne do wiazania innych czasteczek lub
jonéow w aktywnych fragmentach swojej struktury na zasadzie kompleksow gosc¢-
gospodarz. Trwato$¢ polaczen gosé-receptor zalezy od dopasowania przestrzennego
oraz rodzaju oddzialywan pomigdzy sktadnikami. Otrzymanie trwatych komplekséw
gosé—gospodarz jest mozliwe dzigki utworzeniu dostatecznie silnego oddziatywania
migdzy czasteczka donora a akceptorem. W wielu przypadkach energia sumaryczna
uzyskana dla catego kompleksu jest wigksza niz suma wszystkich energii
czastkowych. Taka dodatkowa energig stabilizacji ttumaczy sig efektem chelatowym,

makrocyklicznym lub kryptatowym'?’.

Efekt chelatowy

Efekt chelatowy'? jest bardzo dobrze znany w chemii koordynacyjnej
1 najczesciej jest obserwowany przy tworzeniu kompleksow przez ligandy zawierajace
w swojej strukturze dwa atomy donora. Stwierdzono, ze takie kompleksy sa o wiele
stabilniejsze niz analogiczne kompleksy otrzymane z ligandéw zawierajacych
pojedyncze atomy donora. Kompleks chelatowy Ni** z 1,2-diaminoetanem jest okoto

10® razy bardziej stabilny niz kompleks z amoniakiem.

- log K =8,76 -
[Ni(NH3)g]~ *  3NH,CH,CHyNH, ————= [Ni(NH,CH,CH;NH,)5 + 6NH3



N NH,
H3N’//, “\\\NH3 :NH wNH,
..,_Ni2+ 2H""'N'2+ ' —:]
|
H3N/‘ \NH3 NF{‘ \NHz
NH
NHj 2

Zwigkszong stabilno$¢ komplekséw chelatowych w roztworze mozna
wytlumaczy¢é zaréwno efektami termodynamicznymi, jak 1 kinetycznymi.
W przypadku reakcji jonu metalu z ligandem chelatowym mozna zauwazy¢, ze
sumaryczna liczba moli jest wigksza dla produktow niz dla substratow reakcji. Dla
przedstawionej reakcji kompleksowania jondw niklu mamy siedem moli produktow
i cztery mole substratow. Sprzyja to wzrostowi entropii, co, zgodnie ze wzorem na
entalpi¢ swobodng Gibbsa: AG®=AH°-TAS°, jest korzystne energetycznie (wzrost
statej trwato$ci tworzenia kompleksu) dla rozpatrywanej reakcji. Ponadto w wielu
przypadkach tworzenia komplekséw chelatowych, obserwuje si¢ rowniez korzystne
obnizenie entalpii w stosunku do analogéw jednodonorowych, co tlumaczy sig
korzystniejsza konformacja otrzymanych uktadow.

Stabilizacja uzyskana dzigki efektowi chelatowemu jest wyraznie zalezna od
rozmiaru piercienia utworzonego przez ligand 1 atom centralny. Uklad
1,2-diaminoetanu z jonami niklu jest przyktadem stabilnych kompleksow tworzacych
pierscienie pigciocztonowe. Okazuje sig, ze kompleksy tworzace taki uklad sa
stabilniejsze ze wzgledu na niewielkie naprezenia wystgpujace wewnatrz pier$cienia.
W czterocztonowych pierscieniach wystgpuja bardzo duze naprezenia, a z kolei wraz
ze wzrostem rozmiaru pierscienia jego istnienie staje si¢ coraz mniej prawdopodobne,
ze wzgladu na zbyt duza odleglo$¢ migdzy donorami. Sita naprezen w pierScieniu
chelatowym zalezy w najwigkszej mierze od rozmiaru kationu. Dla matych kationow,
takich jak kationu boru, czy berylu tworzenie komplekséw chelatowych, w ktorych
pierscienie sktadaja sig¢ z szesciu atomow jest dos¢ powszechne. Dzieje sig tak, gdyz
dzigki niewielkim rozmiarom kationu w kompleksach dtugo$¢ wiazania zblizong do
dhugosci wigzah migdzy atomami wegla w cykloheksanie, w ktérym naprgzenia

wewnatrz pierscieniowe nie wystepuja.



Wiele komplekséw supramolekularnych go$é-gospodarz jest o wiele bardziej
stabilnych niz wynikaloby to z udziatu efektu chelatowego. Czasteczki gospodarza to
z reguly uktady makroczne, czyli czasteczki o budowie pier§cieniowej zawierajace
atomy donorowe w swojej strukturze. Dodatkowa energia stabilizacji tego typu

uktadéw wynika z udziatu efektu makrocyklicznego.

Efekt makrocykliczny

Energia stabilizacji cyklicznych ligandow posiadajacych w swojej strukturze
cztery atomu azotu jest wieksza niz ich otwarto-tancuchowych odpowiednikow'?.
Okazalo sig, ze wyznaczona doswiadczalnie energia jest okoto dziesig¢ razy wigksza
niz wynikatoby to z efektu chelatowego obserwowanego dla komplekséw miedzi(II)
zaminami o réznej iloSci atoméw azotu w czasteczkach. Stad pojawita si¢ nowa
jakos$¢, nie dajaca si¢ wyjasni¢ na gruncie efektow chelatowych. Pojecie efektu
makrocyklicznego zostalo wprowadzone przez Cabbiness’a i Margerum’a' w celu
ukazania, iz kompleksy, w ktorych ligand jest cykliczny, sa o wiele stabilniejsze niz
kompleksy utworzone przez otwarto-tancuchowe ligandy o podobnej strukturze.
Wyjasnienie tego efektu na drodze za pomoca termodynamiki procesow, tak jak
uczyniono to w przypadku efektu chelatowego nie bylo juz takie tatwe. Narodzito sig
wiele kontrowersji odno$nie tego, czy efekt ten powstaje na skutek wigkszego wptywu
entalpii, czy entropii'®.

Cabbiness i Margerum' w swojej pracy o efekcie makrocyklicznym
zaobserwowanym w reakcji cyklicznych tetraaminach z kationami metali odrzucili
mozliwo$¢ wyjasnienia tego zjawiska na drodze zmian entropii. Uznali, ze warto
zwrdci¢ uwage na konfiguracje liganda. W pozniejszej publikacji Hinz i Margerum'®
nad kompleksami tetraamin i niklu(Il) w wodzie potwierdzili ta hipotezg. Wyniki
badan uzyskane przez tych autoréw prezentowane sa w tabeli 1.

Mozna stwierdzi¢ wyrazny wpltyw efektu makrocyklicznego na trwato$é
otrzymywanych komplekséw poprzez pordwnanie warto$ci logarytmu stalej K migdzy
cyklicznym 1 otwarto-tancuchowym ligandem. Efekt entalpowy wyznaczony dla tych
procesdw rowniez przemawia na korzy$¢ tworzenia stabilnych kompleksow
z cyklicznymi ligandami. Co ciekawe, w tym przypadku zmiany w entropii nie sa

podporzadkowane, jak sadzono wczeéniej, efektowi makrocyklicznemu.



Tabela 1. Termodynamiczne parametry tworzenia komplekséw Ni#* z tetraaminami

w wodzie'®

Ligand log K AH (keay ) TAS(*,)

j 15,3 16,8 4,1
j 222 31 0,6
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Hinz i Margerum'® wytlumaczyli wyniki swoich badan réznica w solwatacji
czasteczek ligandow. Uwolnienie czasteczek rozpuszczalnika z jonu metalu i ligandow
owocuje dodatnimi zmianami entalpii i entropii. Zaktadajac, ze odlaczenie czasteczek
rozpuszczalnika od kationéw niklu w obu przypadkach jest identyczne, nalezy zwrocié
uwage na desolwatacjg ligandoéw. Cykliczny ligand, ktory jest mniejszych rozmiaréw
niz bgdacy jego analogiem ligand otwarto-fancuchowy, jest otaczany przez mniejsza
liczbg czasteczek rozpuszczalnika. W efekcie oznacza to, iz na jego desolwatacje
nalezy zuzy¢ mniejsza ilo$¢ energii. Ligand otwarto-tancuchowy jest solwatowany
przez dwie czasteczki wody wigcej niz ligand cykliczny. Dodatkowo patrzac na efekty
entropowe, dochodzi si¢ do wniosku, ze tatwiej jest umie$ci¢ atom akceptora
wewnatrz cyklicznego liganda, niz ,,zawina¢” cata otwarto-tancuchowa czasteczke
wokot niego. Uznano, ze mimo iz efekty entropowe sa do$¢ waznym czynnikiem
pozwalajacym otrzymac¢ stabilne makrocykliczne kompleksy, to wlasnie efekty

entalpowe zwigzane z wiazaniami wodorowymi migdzy ligandami i czasteczkami



rozpuszczalnika sa w tym przypadku determinujacym czynnikiem. W przypadkach,
w ktorych wigzania wodorowe migdzy ligandem a rozpuszczalnikiem sa stabe, efekty
entropowe jest czynnikiem decydujacym o stabilnos$ci kompleksu.

W roku 1973 Paoletti, Fabbrizzi i Barbucci'® opublikowali swoje wstepne
badania nad kompleksami tworzonymi przez kationy miedzi(Il) i tetraaminy.
Zaproponowali, iz efekt makrocykliczny jest wynikiem wptywu zaréwno entalpii jak
i entropii. Po doktadniejszym przestudiowaniu wynikdéw swoich badan doszli jednak
do wniosku, ze tylko wplyw entropii jest znaczacy®. Wyniki ich badan, a takze badan

Kodamy i Kimury'*?, zostaly zestawione w tabeli 2.

Tabela 2. Termodynamiczne parametry tworzenia komplekséw Cu’* z tetraaminami

w wodzie’
Ligand logK AH (k) TAS(*.,,)
H,N NH, 19,7 -25,2 1,7
NH NH
( ] 20,1 21,6 5.8
NH, H5N
NH NH
|: ] 248 -183 153
NH NH

W tym przypadku entalpia w przeciwienstwie do entropii ma negatywny wptyw
na tworzenie si¢ kompleksu z cyklicznym ligandem. Ligandy dyskutowane w tym
przypadku, rdznig si¢ tym od ligandow uzytych przez Hinz’a i Margerum’a, iz mostki
weglowe laczace atomy donordw maja identyczna dlugos¢ w kazdym przypadku.
Rozwazano roéwniez reakcje kationdow miedzi(Il) z wigkszymi tetraaminowymi
ligandami i ich otwarto-tancuchowymi odpowiednikami. Stwierdzono na podstawie

badan spektroskopowych, ze entropia decyduje o ich trwatosci. W tej samej pracy



pordéwnano energi¢ hydratacji cyklicznych tetraamin i 1,2-diaminoetanu, co wykazato,
iz nie wystgpuje migdzy nimi zadna znaczaca réznica. Zasugerowano natomiast, iz do
liganda cyklicznego moze by¢ przylaczona mniejsza liczba czasteczek wody,
natomiast mogg one tworzy¢ po dwa wigzania wodorowe zamiast jednego. Wyniki
tych badan poddaja w watpliwo$¢ mozliwos¢ wyjasnienia efektéw chelatowych
i makrocyklicznych poprzez teori¢ solwatacji ligandéw przedstawiona przez Hinz’a
1 Margerum’a.

Kodama i Kimura'®?

na podstawie badan polarograficznych kompleksow
miedzi(Il) z tetraaminami ustalili, iz wzrost stabilno$ci kompleksow jondéw metali
z cyklicznymi ligandami zalezatl wylacznie od korzystnych zmian w entropii. Stanowi
to pewien kontrast do wnioskow przedstawionych przez Hinz’a i Margerum’a, gdyz
w ich przypadku stabilno$ci komplekséw niklu nie mozna bylo wyjasni¢ wylacznie
w oparciu o réznice w rozmiarach jonéw i pier§cieni ligandow. Modele molekularne

i badania krystalograficzne przy uzyciu promieniowania Réntgena'®*"*

wykazaty, ze
kationy niklu(Il) i miedzi(Il) moga by¢ kompleksowane przez wigksze tetraamino
ligandy. Dzigki modelom molekularnym okazato si¢ rowniez, iz przestrzen wewnatrz
cyklenu (1,4,7,10-tetraazacyklododekanu) jest zbyt mata, aby pomiesci¢ wspomniane
kationy.

Podobnie jak w przypadku komplekséw cyklicznych poliamin, tak i kompleksy
cyklicznych polieterow sa o wiele bardziej stabilne niz ich otwarto-tancuchowe
odpowiedniki. W przypadkéw komplekséw jondéw sodu i potasu z 18-korona-6
ieterem dimetylowym glikolu pentaetylenowego obserwuje si¢ wzrost stabilno$ci
tworzonych kompleksow rzedu 10°-10* razy na korzy$¢ eteru koronowego. Ligandy
otwarto-tancuchowe ze wzgledu na swoja budowe nie sag w stanie w pelni ,,zawinaé
si¢” wokot kationu, gdyz atomy tlenu na koncach czasteczki bgda si¢ wzajemnie
odpychaé. Ponadto otoczenie kationu przez calg czasteczke liganda cechowaloby sig
niekorzystng entropig. Dla omawianych reakcji zostaty zbadane zmiany w entalpii**,
co pozwolitlo na zrozumienie natury efektu makrocyklicznego. Przedstawione dane
zostaly zestawione w tabeli 3.

W przypadku eterow koronowych wystgpuje kilka korzystnych zjawisk

wplywajac na stabilno$¢ kompleksow z jonami metali, z ktorymi nie mamy do

czynienia w przypadku poliamin:



e ligandy w pH obojgtnym nie posiadaja tadunku, a ich zdolno$¢ do tworzenia
komplekséw nie zalezy od wartosci pH,

* metalami, ktdre najczgsciej tworza kompleksy z tymi ligandami sa metale 11 11
grupy uktadu okresowego, ktére mozna traktowac jako obdarzone tadunkiem
kule w przeciwienstwie do metali przejsciowych, ktére maja inng budoweg
przestrzenna,

e reakcje zachodza szybko.

Tabela 3. Termodynamika tworzenia kompleksow metali z eterem 18-korona-6 i jego otwarto-

taricuchowymi odpowiednikami w metanolu”

Ligand Kation log K AH ( keay” 1) TAS ( ke 1)
20
° HO K' 2,05 6,37 3,57
[O HO Ba* 3,96 -6,71 -1,31

Lo

20

o o Na* 1,0 9,14 1,7
CH,4
K 2,27 8,16 -5,06
/CH3
% % Ba?' 2,51 -5,64 222
(o J
o
o 0 Na* 433 8,11 2,20
[ j K 6,05 13,21 4,96
% 0 Ba** 7,0 -10,38 -0,83

N

Analiza danych przedstawionych w tabeli 3 nie ujawnia zadnych tendencji dla
entalpii ani entropii, ktore moglyby wyjasni¢ efekt makrocykliczny dla
przedstawionych kompleksow. Oczywiscie w kazdym przypadku stabilnosé
komplekséw tworzonych przez etery koronowe znacznie przewyzsza stabilnos§é

komplekséw tworzonych przez ich otwarto-tancuchowe odpowiedniki, jednakze



w zadnych dwoch przypadkach obserwowane wyniki nie pokrywaja si¢ w petni
z charakterem tego efektu. Kompleksy z jonami sodu sg stabilniejsze glownie dzigki
entropii, efekty entalpowe maja w tym procesie bardzo niewielki udzial. Do
analogicznego wniosku doszli Kodama i Kimura* podczas badania kompleksow
otowiu(Il) z tetraaminami. Z kolei dodatkowa stabilizacja komplekséw potasu jest
uzyskana wylacznie dzigki korzystnemu wplywowi entalpii. Kompleksy baru sa
stabilizowane dzigki entalpii oraz entropii, przy czym nalezy zaznaczy¢, iz wplyw
entalpii jest wigkszy. Znajomo$¢ struktur przestrzennych tych kompleksow jest cenna
informacja, ktdéra moze pomoc w zrozumieniu efektu makrocyklicznego. Okazuje sig,
ze kation potasu o rozmiarze 1,33 A bardzo dobrze miesci si¢ wewnatrz pier§cienia
eteru koronowego 18-korona-6, co oznacza, ze lezy on praktycznie w plaszczyznie
pier§cienia. Podobnego efektu nalezy spodziewa¢ sie w przypadku kationu baru®, ktory
jest 0 0,02 A wigkszy niz kation potasu. Z kolei kation sodu (rozmiar 0,97 A) jest
zdecydowanie za maty, aby idealnie wpasowac si¢ w przestrzen wewnatrz pierscienia.
Moze to oznaczac, iz albo kation sodu nie tworzy wiazan ze wszystkimi atomami
donorow, albo pier§cien musi zmieni¢ swoja strukture przestrzenna, aby dopasowac
sie do wielkosci kationu.

W celu lepszego zrozumienia roli rozpuszczalnika i wiazan wodorowych
w powstawaniu efektu makrocyklicznego wyznaczono state trwatosci dla kompleksow
eteru 18-korona-6 i jego otwarto-tancuchowych odpowiednikéw z kationami baru
i potasu w roztworze metanolu o stezeniu 90% i 99%." Otrzymane wyniki zostaty
przedstawione w tabeli 4.

Bazujac na teorii Hinz’a i Margerum’a, iz réznice wystgpujace w solwatacji
ligandéw cyklicznych i ich otwarto-lancuchowych odpowiednikow sa w wigkszej
mierze odpowiedzialne za obserwowany efekt makrocykliczny, nalezatoby sig
spodziewa¢ odmiennych warto$ci stalej rownowagi przy zastosowaniu roznych
rozpuszczalnikow. Zredukowanego wpltywu efektu makrocyklicznego mozna sig
spodziewa¢ w rozpuszczalnikach, ktdrych sita solwatowania czasteczek liganda jest
mniejsza. Wigzania wodorowe migdzy czasteczkami rozpuszczalnika a ligandem
powinny mie¢ nizsza energi¢ w 99% metanolu, gdyz stata dielektryczna 90% metanolu
jest wigksza. Oznacza to, ze mniejszej roznicy migdzy stalymi trwalosci eteru

koronowego i jego otwarto-tancuchowego odpowiednika nalezy oczekiwa¢ w 99%



metanolu. Okazuje sig, ze wniosek ten jest sprzeczny z przedstawionymi wynikami
doswiadczalnymi. Roéznica warto$ci log K migdzy kompleksami jondw potasu
z 18-korona-6 1 eterem dimetylowego glikolu pentaetylenowego w 90% metanolu
wynosi 3,39, natomiast dla 99% metanolu wynosi 3,78. Podobne wyniki otrzymuje si¢
podczas badania innych ukladoéw. Oznacza to, ze efekt makrocykliczny jest wigkszy
dla rozpuszczalnikow o nizszych statych dielektrycznych.

Frensdorff'? jako pierwszy zauwazyl, ze w taficuchach polieterowych, jezeli za
atomy tlenu podstawimy atomy azotu lub siarki, efekt makrocykliczny w przypadku
cyklizacji takiego liganda przestaje by¢ zauwazalny. Efekty jego badan zostaty

przedstawione w tabeli 5.

Tabela 4. Wartosci log K dla komplekséw K* i Ba®* z eterem 18-korona-6 i jego otwarto-

taricuchowymi odpowiednikami w 90% i 99% metanolu®

. . log K
Ligand Kation 90% metanol 99% metanol
O HO
K* 1,91 2,05
Ba* 3,42 3,96
O HO
I\/OV
o
0 O
[ CHs K 1,96 227
2+
o O/CH3 Ba 2,34 2,51
K/Od

K* 5,35 6,05
Ba™ 6,56 7,0




Tabela 5. Wartosci log K dla kompleksow Ag" z cyklicznymi ligandami i ich otwarto-

taricuchowymi odpowiednikami'

Ligand log K

[y
Lo
]

NH2 H2N

<’O o\> 70
/

(v
S
Lo

Hsc\o/\/NHz 3’2

Takie same cechy wykazuja ligandy zawierajace w swojej strukturze atomy
siarki. W tabeli 6 przedstawiono dane termodynamiczne dla kompleksow jonow metali
z cyklicznymi ligandami zawierajacymi atomy siatki wraz z ich otwarto-
lancuchowymi odpowiednikami o stechiometrii 1:1 oraz 2:1 (liganda do metalu).

Kompleksy Ag" 1 Hg* sa trwalsze dla otwarto-fancuchowych
tio-podstawionych ligandow, co oznacza, iz w tych przypadkach nie obserwuje sig
efektu makrocyklicznego. Badania krystalicznych kompleksow chlorku palladu(Il)
z 1,10-ditio-18-korona-6*° wykazaly, ze tylko atomy siarki sa zaangazowane
w koordynowanie jondéw palladu. Atom palladu znajduje si¢ poza pierscieniem,
a utworzone wigzania powoduja ,,wygiecie” deformacj¢ pierscienia liganda. Brak
efektu makrocyklicznego u ligandow zawierajacych atomy siarki wynika zapewne

z tego, iz tylko czgs$¢ pierScienia zaangazowana jest w utworzenie wigzania.
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Tabela 6. Termodynamika tworzenia komplekséw Ag* i Hg*" z tio-podstawionymi ligandami

w wodzie''
Stechiometria
Stechiometria 2:1
Ligand Kation 1:1
AH (k) log K AH (k) | TAS (%)
b
0 ON Ag' -14,13 3,06 -3,68 0,68
CH
§ 3 | Hg -14,02 3,22 -7,09 -3,64
S O—CH3

<0
0 o] Ag' -16,57 2,70 -1,00 2,80
! / Hg** -16,10 291 25,00 -1,10
s o0

Nalezy zwrdci¢ uwagg na kinetyke tworzenia komplekséw cyklicznych, gdyz

okazuje si¢ ma ona réwniez wazny wpltyw na obserwowany efekt makrocykliczny.
Informacje przedstawione w tabeli 7 dowodza, iz kompleksy cyklicznych tetraamin
znacznie wolniej ulegaja rozpadowi niz ich otwarto-tancuchowe odpowiedniki.

Fakt ten tlumaczy si¢ hipoteza, iz w ligandzie otwarto-tancuchowym
zastgpowanie w sferze koordynacyjnej jonu metalu atomow liganda czasteczkami
rozpuszczalnika rozpoczyna si¢ od jednego z jego koncow. W przypadku ligandow
cyklicznych proces rozpadu kompleksu jest bardziej zlozony. Proponuje sig
mechanizm, w ktorym ligand ulega znieksztalceniu w celu ostabieniu wiazan
koordynacyjnych, az do momentu, w ktérym jedno wiazan zostanie zerwane. Taki
mechanizm wyjasnia wigksza stabilno$¢ ligandow cyklicznych, takze w takich
przypadkach, w ktorych kation metalu nie jest idealnie dopasowany do rozmiaru
liganda.

Fakt ten tlumaczy sig¢ hipoteza, iz w ligandzie otwarto-tancuchowym
zastgpowanie w sferze koordynacyjnej jonu metalu atomow liganda czasteczkami
rozpuszczalnika rozpoczyna si¢ od jednego z jego koncow. W przypadku ligandow

cyklicznych proces rozpadu kompleksu jest bardziej zlozony. Proponuje si¢
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mechanizm, w ktéorym ligand ulega znieksztalceniu w celu oslabieniu wigzan

koordynacyjnych, az do momentu, w ktérym jedno wiazan zostanie zerwane. Taki

mechanizm wyjasnia wigksza stabilno$¢ ligandéw cyklicznych, takze w takich

przypadkach, w ktérych kation metalu nie jest idealnie dopasowany do rozmiaru

liganda.

Tabela 7. Kinetykatworzenia i rozpadu kompleksow Cu

2+ 7,27

Stata szybkosci

Stala szybkosci

g

Ligand Rozpuszczalnik
tworzenia (%h) rozpadu (K )
NH  NH,
<: woda 8,9 10* 4,1
NH  NH,
NH NH
(mezo) woda 58107 3,7 107
NH NH
S ST\
80% metanol 4,1 10° 3,0 10°
S S
<: 80% metanol 2,8 10* 9
S S

Efekt kryptatowy

Efekt makrocykliczny obserwuje si¢ réwniez w makrobicyklicznych ligandach

i kryptandach. Okazuje sig, ze dodatkowa energia stabilizacji jest o wiele wigksza niz

spodziewana energia uzyskana dzigki efektowi makrocyklicznemu. Wtasnie dlatego
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omawiany efekty zostal nazwany efektem kryptatowym. Przyklady takiego efektu
zostaly przedstawione w tabeli 8 dla pochodnych diaza-18-korony-6.

W  wyniku cyklizacji eteru lariatowego otrzymuje si¢ czasteczke
makrobicykliczna, ktérej kompleksy z kationami potasu sa okoto 10° razy trwalsze niz
kompleksy ze wspomnianym eterem lariatowym. Wzrost stabilno$ci jest wigkszy niz

ten obserwowany podczas efektu makrocyklicznego dla eteru 18-korona-6.

Tabela 8. Wartosci stalych rownowagi dla kompleksow metali z ligandami makrocyklicznymi

w 95% metanoli’

log K

Ligand Na* K* Ca?* Sr?* Ba?*

CHj3
el
(e} (0]

[ :| 3,26 4,38 4.4 6,1 6,7
(@] (o]
(]

I

//\O/CH3
CN(/\E 3,3 4,80
L S
NN

CHj

YD

N

VAN 721 9,75 7,60 11,5 12
o %o
o o
N/

Podsumowanie
Informacje uzyskane z badan nad procesami tworzenia kompleksow

z ligandami cyklicznymi i ich analogami otwarto-lafcuchowymi pozwalaja na
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sformulowanie nastgpujacych wnioskéw dotyczacych efektu makrocyklicznego

i kryptatowego.

1.

W

Stabilno$¢ komplekséw jondéw metali z uktadami makrocyklicznymi wzrasta
w stosunku do ich analogéw otwarto-tancuchowymi tylko wtedy, gdy zawieraja
one tylko jeden rodzaj atomdéw donorowych (atom tlenu, azotu, czy siarki);
Stabilno$¢ komplekséw jondow metali z uktadami makrocyklicznymi nie ulega
zmianie w stosunku do ich analogéw otwarto-tancuchowymi wtedy, gdy
zawierajg one kilka rodzaj atoméw donorowych (atomy tlenu i siarki, azotu
i siarki czy azotu i tlenu);

przypadku omawianych efektéw nie mozna jednoznacznie stwierdzié, czy

powstaja one gtownie dzigki zmiang entalpii czy tez entropii procesu. Wielko$¢ efektu

zalezy od budowy ligandow oraz typu jonu tworzacego kompleksy
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Rozdziat 2

Efekt templatowy - supramolekularna strategia syntezy
Joanna Kurczewska, Grzegorz Schroeder

Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydziat Chemii, Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

1. Wprowadzenie

Pochodzenie stowa templat (ang. template) sigga odleglych czaséw
$redniowiecza, kiedy to zostalo spopularyzowane w §rodowisku architektow,
budowniczych, kamieniarzy i rzemie§lnikow. W dwczesnych realiach jego znaczenie
Scisle wigzato si¢ z wymienionymi zawodami, tj. odnosito si¢ do szablonu lub formy
wykonanej z drewna lub metalu, a takze wzornika przy obrobce kamieni lub budowie
przej$¢ ze sklepieniem tukowym. Zadanie templatu ograniczalo si¢ wylacznie do
przenoszenia informacji, gdyz nie stanowil on czgsci konstrukeji i mogt by¢ ponownie
wykorzystany. Przyktadowo przy budowie kamiennego sklepienia tukowego,
zadaniem ,,szablonu” bylo przytrzymywanie kamieni w wyznaczonym miejscu do
momentu utrwalenia zaprawy, po czym go usuwano uzyskujac wolno stojaca
konstrukeje.

Chemicy postanowili wykorzysta¢ wiasciwosci templatbw na poziomie
czasteczkowym. Takie molekularne templaty (ang. molecular templates) to czynniki
sterujace powstawaniem sprecyzowanego pojedynczego produktu z substratu lub
substratow o potencjalnej zdolno$ci do organizowania si¢ i reagowania na szereg
sposobdw. Punktem wyjscia bylo nasladowanie naturalnie wystgpujacych templatéw
o wysokiej selektywnos$ci. Przyktadem wartym przytoczenia jest DNA stanowiacy
templat dla RNA.

Poczatkowo koncentrowano si¢ wylacznie na reakcjach makrocyklizacji
zudzialem kationdw metali w roli templatow (Rys. 1)'. Koncepcje efektu
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templatowego (ang. template effect) przedstawit w latach 60-tych Busch? ktory do
zobrazowania swojej teorii wykorzystal reakcje migdzy kompleksem niklu (II)
a 1,2-bis(bromometylo)benzenem (Rys. 2).

W przypadku wolnego substratu powstaja inne produkty — cykliczny

i acykliczny, zatem nie ma mozliwo$ci otrzymania nieskompleksowanego liganda.

.l

H. _O
T NH, ZnCl Cz: N N—
— N N \
| __

P

Rysunek 1. Kondensacja 2-aminobenzaldehydu w obecnosci chlorku cynku (1) prowadzqca
do uktadu makrocyklicznego

Zgodnie z zatozeniem Busch’a templat chemiczny definiuje si¢ jako czynnik
organizujacy zbior atomow zgodnie z jednym konkretnym potoZeniu geometrycznym
celem polaczenia atoméw na z gory zaplanowany sposob’. Zatem zasadnicze
wlasciwosci templatu to:

- zdolnos$¢ do przestrzennego organizowania zbioru atomow,

- ograniczenie otrzymywanych produktéw do jednego mimo mozliwos$ci
uzyskania wigkszych ilosci,

- stanowienie nie tylko podstawy, na ktdérej opiera si¢ budowana struktura, ale
takze czynnika sprzyjajacego przyciaganiu elementéw porzadkowanych wokot

niego.

2. Znaczenie templatow
Wyrdznia sig¢ dwa typy templatow, tj. templat termodynamiczny i kinetyczny.

Pierwszy odpowiada za przesunigcie roOwnowagi odwracalnej reakcji w kierunku
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pozadanego produktu. Z kolei drugi dotyczy reakcji nieodwracalnych i stabilizuje
glowny stan przejSciowy prowadzacy do oczekiwanego produktu. Dodatkowa zaleta
templatow kinetycznych jest prawie nieodwracalne i silniejsze wigzanie produktu niz
substratow, co za tym idzie sprzyjaja powstawaniu produktu takze termodynamicznie.
Klasyfikacja obserwowanego efektu zachodzi gléwnie na podstawie warunkow reakcji
i skali czasu. Templaty kinetyczne wydaja si¢ duzo bardziej ztozonym zagadnieniem,
cho¢ jednocze$nie sg bardziej uniwersalne w poréwnaniu do termodynamicznych.
Templaty termodynamiczne musza jedynie wigzaé¢ pozadany produkt silniej od innych
sktadnikoéw mieszaniny reakcyjnej. Z kolei od templatéw kinetycznych oczekuje sig
wiazania wszystkich stanow przej$ciowych reakcji, obnizania ich energii a tym samym
poruszania si¢ w takich obszarze energetycznym, ktdry faworyzuje preferowana

Sciezke przebiegu reakcji i chroni przed niepozadanymi drogami.

CH; CH, CH; CH, CH; CH;

N N N N.
7 N\ / AN
Ni Nl Br Br{------ Ni Br
[ VERN :| [ VAN ﬂ
E— S

Reg 6

Rysunek 2. Nikiel(Il) jako makrocyklizujqcy templat

Uktady przypominajace templaty to enzymy. Wykazuja one zdolnos¢ do
przyspieszania reakcji i wzrostu jej specyficznosci na kilka sposobow:
- obnizaja wielkos¢ AH' reakcji poprzez stabilizacj¢ tadunkoéw i modyfikacje
substratow dla zwigkszenia ich reaktywnosci,
- obnizajg wielkos¢ AS' reakcji przez zwigkszanie sgsiedztwa grup i kontrolg
specyficznosci reakcji przez wiazanie substratow za pomoca szczeg6lnej orientacji,
- powoduja zmiang Kkatalitycznga poprzez silniejsze wigzanie stanéw

przej$ciowych niz substratow czy produktow.
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2.1 Topologia reakcji
W zaleznosci od topologii dzialania templaty okresla sig jako: cyklizujace,

liniowe lub wplecione.

2.1.1 Templaty cyklizujace
Typowym przykladem cyklizacji sterowanej templatem jest proces

makrocyklizacji wywolany obecnos$cia kationu metalu (Rys. 3)*.

Br B

?m e a9

OOy =002 —00
U i) o

Rysunek 3. Templat w formie kationu metalu prowadzqcy do powstania benzo[18]korony-6

@

»

---w.

Zwiazki makrocykliczne powstaja takze z udziatem szeregu innych templatow.
Przyktadowo bogaty w elektrony hydrochinon petnie rolg templatu w syntezie
czterokationowego makrocykla i1 oddzialywuje (7z-m) z ubogim w elektrony
fragmentem bipirydylowym substratu. Organiczne ligandy moga petni¢ rolg
templatow takze dzigki koordynacji metali. Na tej drodze powstaja m. in. oligomery
cyklicznych porfiryn.

Templaty cyklizujace moga ponadto petni¢ rolg czynnikow ,,zamiatajacych”
substraty podatne na cyklizacje i tym samym umozliwia¢ powstawanie liniowych
oligomeréw. Przy czym takie ,,zamiatajace” templaty nie wywotuja bezposredniego
powstawania dtuzszych oligomeréow, a prowadza do cyklizacji czasteczek z dwoma

reaktywnymi koncami, ktére w dalszym etapie ulegaja sprzgganiu.

2.1.2 Templaty liniowe
Z reguly templaty liniowe dzialaja na zasadzie wzmagania reakcji migdzy

dwoma zwigzanymi substratami, a nie migdzy dwoma koncami tego samego substratu.
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Typowym przyktadem obecnosci takich templatow jest replikacja DNA i synteza
RNA. W obu przypadkach pojedyncza ni¢ DNA pelni rolg templatu, a sekwencja

zasad w tej nici jest komplementarna do powstajacej sekwencji w nowej nici (Rys. 4).

Rysunek 4. Templat wiqze jednoczesnie dwa substraty w postaci potréjnego kompleksu i

przyspiesza reakcje miedzy nimi

2.1.3 Templaty wplecione

Zadaniem tej grupy templatow jest wymuszanie na substratach przyjmowania
topologii przeplatajacej sig¢ nici. Przyktadowo rolg tego typu templatu petni miedz(I),
dzigki ktorej obecnosci ligandy fenantrolinowe ukladaja sig¢ prostopadle wokot metalu

i powstaje katenand (Rys. 5).

Rysunek 5. MiedZ(1) jako templat wpleciony w syntezie katenandu

Inny podzial, uwzgledniajacy topografie zaklada nastepujace typy templatow’:
a) wypukte, ktorych rolg petnia kationy, wokot ktérych buduja sig prostsze (etery

koronowe) lub bardziej ztozone struktury (rotaksany, katenany),
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TEMPLAT

b) wklgste, organizujace reagenty we wngce, w ktorej zwiazane sa z reguly
oddziatywaniami niekowalencyjnymi. Powstawanie pozadanego wigzania to

efekt orientacji przestrzennej i znacznego stgzenia reagentOw we wnece,

TEMPLAT

_ —
¢) liniowe,

TEMPLAT

d) plaskie, na ktore sktada si¢ powierzchnia wiazaca czasteczki w specyficzny
sposob 1 umozliwiajaca ich samoorganizacjg celem otrzymania uporzadkowanej

struktury.
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Poza wymienionymi typami templatow istnieja tez takie, ktore charakteryzuje
przeciwne dzialanie do wcze$niej omawianych, tj. nie sprzyjaja powstawaniu
okreslonego produktu. Przy czym dziatanie takich negatywnych templatow opiera sig
nie na przyspieszaniu reakcji konkurencyjnych, a niesprzyjaniu okreslonemu
rozktadowi przestrzennemu atoméw, ktdre dawatoby wspomniany produkt.

Osobna grupe stanowig templaty enzymatyczne. Przyktadowo nierybosomowy
peptyd syntetaza stanowi duzy templat enzymatyczny do syntezy strukturalnie
odmiennej i istotnej pod katem farmakologicznym klasy peptydow. Biosyntetyczne
kompleksy wspomnianych nierybosomalnych peptydow dzialaja na zasadzie
wielomodulowe] organizacji, gdzie kazdy modul odpowiada za specyficzne
rozpoznanie, aktywacje i wprowadzanie okreslonego aminokwasu do powstajacego
fancucha peptydowego. Stosownie do tego pojedynczy modutl dzieli sig¢ na
poszczegodlne strefy katalityczne, tj. przylaczanie adeniny czy wiazanie kowalencyjne
tioestru. W konsekwencji modutowa struktura wymusza $cista wspotliniowosé

biosyntetycznego templatu i pierwszorzedowej struktury peptydowego produktu®.

3. Przeglad zespolonych struktur powstalych na drodze syntezy templatowej
W dzisiejszych czasach mozliwe jest kontrolowanie skomplikowanej sekwencji
etapow (,,przewlekanie”, ,krzyzowanie”, zamykanie pier§cieni, inne sposoby
wigzania) w celu otrzymania wysoce ztozonych ukladéw. Liczne wzory strukturalne
uktadow otrzymanych z udzialem templatow chemicznych przedstawia rysunek 6.
Celem nadrzgdnym jest umiej¢tno$¢ otrzymywania polimeréw poprzez
kontrolowanie serii kolejnych etapéw, gdyz dazy si¢ do otrzymania wysoce

skomplikowanych struktur, jak molekularne warkocze czy tkaniny.

3.1 Jony metali w roli templatéw

Jony metali do historyczne pierwowzory templatow, ktore odegraty kluczowa
rolg w rozwoju chemii ligandéw makrocyklicznych i ich pochodnych. Pojedynczy jon
metalu dziata na zasadzie szczegdlnego punktu, wokot ktdrego powstaje okreslona
struktura, niemozliwa do otrzymania na inny znany sposéb. Dodatkowa zaleta tego

typu templatdéw jest mozliwos$¢ ich odzysku bez naruszenia uzyskanej struktury.
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Potencjal templatow jonowych do uzyskiwania zespolonych struktur
wykorzystano do otrzymywania katenandéw, tj. ukltadéow zlozonych z dwoch lub
wigcej pierScieni potaczonych za pomoca wigzan mechanicznych. Mimo innych
mozliwosci syntezy tego typu zwiazkow, metody templatowe okazaly sig najbardziej
wydajne. Proste katenandy stanowia punkt wyjécia do uzyskiwania wezlow. Pierwszy
najprostszy wezet powstal przez wykorzystanie uktadu stabilizowanego przez dwa
kationy miedzi(I), (Rys. 5). W obecnosci jondw miedzi para podwdjnie skrgconych
zZwojOw, stanowigca pojedynczy ligand, jest skrecona prostopadle. Wprowadzenie
dodatkowego ogniwa taczacego skutkuje otrzymaniem wezta (Rys. 7)°. Wezty zlozone
powstaja z kolei na skutek przecigcia nici w pojedynczym wezle. Wolne konce tacza
si¢ z drugim rozerwanym wezlem, dajac w konsekwencji wigkszy uktad weztowy

oparty na mniejszych i prostszych.’

Rotaksany
-—QQ [ T
[ e —
[1]-rotaksan Niezablokowany z
Bis-[2]-rotaksan . ..
podwojna nicia
e | e o—{-—O-]—o -J-—1-e
[2]-rotaksan Zablokowany na koncach Polimer rurowy

ojilLe e { .EQ">; & }ni _.)
[5]-rotaksan * I

Wielokrotnie zablokowany Boczne ramie
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[1]-katenand ,precel” Bis-[2]-katenand
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[2]-katenandy Polimer naprzemienny

& =

Wiazanie
[4]-katenandy Polimer wiszacy

Q& powierzchniowe
[6]-katenandy

Podwdjnie zespolony

Trojlistny Trojlistny ztozony
Rysunek 6. Przyktady struktur zespolonych powstalych na drodze syntezy templatowej:

Wl

g

rotaksany, katenandy i wezly

Pierwsze zlozone wezly powstaly w obecnosci templatdow miedziowych
i dwoch sprzgzonych sktadnikéw. Ostateczne sprzezenie czterech zwojéw nastgpuje

przez potaczenie dwoch m-fenylenowych ligandéw z tancuchem poliglikolowym.

Rysunek 7. Synteza pierwszego trojlistnego wezta

Ze wzgledu na duze prawdopodobienstwo uzyskania uktadéw cechujacych sig
znaczng wytrzymatoscia i labilnoS$cia, poszukiwano takze takich powiazanych struktur,

ktore miatyby charakter polimeréw. Przyktadowo polirotaksany powstaja z udziatem
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jonu metalu w roli templatu. Czg$¢ pierScieniowa stanowi zwiazek makrocykliczny
zawierajacy fragment fenantrolinowy, a przeplata ja struktura z fragmentem
bipirydylowym. Uzyskany monomer pseudorotaksanu wulega polimeryzacji
elektrochemicznej, a otrzymany polimer charakteryzuje si¢ zdolnoscia do wiazania

zardwno cynku (IT) jak i miedzi (I), (Rys. 8)".
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Rysunek 8. Polirotaksan oparty na kationie cynku (Il) - ni¢ z fragmentem bipirydylowym i
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makrocykl z fragmentem fenantrolinowym

3.2 Templaty anionowe

Pomimo, ze zagadnienie reakcji templatowych jest obecnie doskonale znane
i powszechnie stosowane, to wykorzystanie anionow w roli templatow wciaz stanowi
wzglednie mtody obszar badan. W przeciwienstwie do szeroko rozpowszechnionych
i wykorzystywanych templatow kationowych, negatywnie natadowane czastki
znalazly zastosowanie w tworzeniu specyficznych czasteczek zaledwie w ciagu
ostatnich kilku lat. Wolniejszy rozwdj tej grupy templatow wynika z rozproszonej
natury anionéw, ktore wrazliwe sa na warto§¢ odczynu pH i posiadaja stosunkowo
wysokie warto$ci energii solwatacji'.

Konstrukcja licznych zespoléw koordynowanych przez metale zalezy od
wplywu templatéw anionowych. Tym sposobem otrzymuje sig¢ szereg nieorganicznych
motywow, w tym makrocykli, klatek, nonatub, polimeréw i sieci'>. Oszacowanie roli
anionowych templatéw pozwala wykorzystanie ich w roli czynnikow kierujacych
powstawaniem metalomakrocykli. T tak maty anion tetrafluoroboranowy sprzyja
powstawaniu czasteczkowych kwadratow (Rys. 9), podczas gdy wigkszy SbFs -

czasteczkowego pieciokata'.
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Rysunek 9. Metalomakrocykl powstaly w wyniku syntezy z udziatem templatu anionowego

Podobnie sprawa wyglada w przypadku powstawania kompleksow
metaloklatek. Geometri¢ 1 rozmiar aniondéw wykorzystano do kierowania
powstawaniem zbioru klatek typu MyL¢", poprzez polaczenie oddziatywan wiazan
wodorowych i elektrostatycznych z templatami czworo$ciennymi typu BF, i ClO,."
Co wigcej, przy udziale anionéw jako czynnikow templatujacych udato si¢ takze
uzyska¢ sensory kolorymetryczne's. Uklady klatkowe z Ni(Il) lub Pd(II) powstaja
wylacznie w obecnosci templatu chlorkowego lub bromkowego (Rys. 10), przy czym
najbardziej skuteczne sa tu chlorki, a za ich posrednictwem dochodzi do oddziatywan
elektrostatycznych i wigzan wodorowych z ligandem. Ze wzgledu na intensywne
zmiany barwy towarzyszace powstawaniu wspomnianych metaloklatek, takie uktady

stanowig doskonate sensory dla jonéw templatujacych.
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Rysunek 10. Metaloklatka powstata w wyniku syntezy z udziatem templatu anionowego
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W ostatnim czasie wykazano zdolno$¢ ograniczonego powierzchniowo anionu
chlorkowego do narzucania osadzonej monowarstwie metalomakrocykli
porzadkowania o charakterze dalekiego zasiegu'’. Aniony chlorkowe adsorbowaty sie
na dodatnio natadowanej elektrodzie miedziowej, a nastgpnie poddawane byly
dziataniu zwigzku makrocyklicznego. W idealnych warunkéw do osadzania,
uzyskiwano wzoér uporzadkowany dwuwymiarowo. Z kolei przy adsorpcji na
powierzchni grafitowej bez udziatu templatu chlorkowego, powstaly wzor nie byt
jednolity.

Synteza licznych uktadéw organicznych zalezy réwniez od obecnosci
templatow anionowych'®. Synteza uktadu makrocyklicznego (Rys. 11 a) zalezy od
obecnosci jondw azotanowych w postaci kwasu azotowego'. W przypadku syntezy
dwukationowego uktadu (Rys. 11 b) obecnosci templatu chlorkowego prowadzi do
wzrostu szybkosci i wydajnosci reakeji®. Taki efekt to wynik anionowe;j stabilizacji
stanow posrednich reakcji poprzez taczenie oddziatywan wiazan elektrostatycznych

i wodorowych.
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Rysunek 11. Zwiqzki makrocykliczne powstate w wyniku udziatu templatow anionowych

Ponadto aniony istotnie wptywaja na strukturg zespotow supramolekularnych
w ciele statym?. Co wiecej wykorzystuje sie je do otrzymywania wysoce ztozonych
struktur. I tak przyktadowo powstawanie okre§lonego [5]-pseudorotaksanu S$cisle

zalezy od obecnosci anionu PFs.*
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3.3 Templaty z wigzaniem wodorowym

Zasadniczo wigzania wodorowe sa znacznie stabsze od kowalencyjnych, nawet
te obecne w licznych kompleksach metali. Ponadto cechuje je zdolno$¢ do tworzenia
dwucentrycznych wigzan. Skutecznos$¢ tego typu templatéw, przejawiajaca sig silnym
kompleksowaniem, zalezy od ilo$ci miejsc wiazacych.

Pseudorotaksany powstaja przy udziale liniowych czasteczek, ktore przeplataja
si¢ ze swoimi makrocyklicznymi partnerami bez udzialu grup blokujacych. Sa one
prekursorami rotaksanow, zawierajacych duze grupy blokujace na koncach liniowych
czasteczek, zapobiegajace rozplataniu powstatego uktadu. Pseudorotaksany wystgpuja
w formie mieszaniny rownowagowej form splecionej i rozwinigtej, podczas gdy
rotaksany stanowia topologicznie polaczone fragmenty, ktorych rozpad mozliwy jest

jedynie poprzez rozerwanie wiazania kowalencyjnego.
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Rysunek 12. Skiadnik osiowy do tworzenia rotaksanu z bis-p-fenyleno-34-korong-10

Istnieje szereg metod otrzymywania rotaksanow, z ktorych kilka zachodzi
w obecnosci czynnikow templatujacych?. Jeden z mechanizmow opiera sie na reakcji
sosuwania”, jak w przypadku reakcji bis-p-fenyleno-34-korony-10 (Rys. 12)
z liniowymi fragmentami bipirydylowymi, blokowanymi przez 4-R-fenylo-bis(4-tert-
butylo-fenylo)metanowe gdzie R=H, Me, Et i i-Pr**. Przy czym syntezy z udzialem
tego wlasnie mechanizmu zawsze zachodza bez udzialu czynnika templatujacego.
Wynika to z faktu, iz po powstanie kompleksu nie dochodzi do dalszych reakcji

z powstaniem wigzania. Jednak r6znica migdzy technika osuwania zarezerwowana dla
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rotaksanow a przeplatania - dla pseudorotaksandéw jest nie do konca jednoznaczna, ale
przyjmuje si¢ ja za obowiazujaca ze wzgledow historycznych.

Badania opisane w pracy Pedersen’a® stanowily istotne zrodio informacji
o zdolno$ciach eterow koronowych do tworzenia komplekséw z solami amoniowymi.
Struktury krystalograficzne kompleksow pierwszorzgdowych soli amoniowych
zwigkszymi  eterami  koronowymi  wskazuja na  glgbokie  przenikanie
pierwszorzgdowych grup aminowych do wngtrza makrocykla, co sugeruje na
mozliwos¢ przeplatanie drugorzgdowymi aminami.

Obserwacje z otrzymywania polirotaksanéw sugerowaly, iz obecno$é
wielokrotnych miejsc wiazacych w czasteczkach o poliaminowych osiach sprzyja
mechanizmowi przeplatania. Najmniejszym zastosowanym w tym celu modelem byta
diamina prowadzaca do otrzymania rotaksanu opartego na templacie jon
amonowy/eter koronowy (Rys. 13)*. Pierwszorzedowa grupa aminowa miala za
zadanie wstgpne koordynowanie grupy koncowej do cyklicznego receptora, co
utatwialoby penetrowanie pierscienia. Natomiast konkurencja o wiagzania wodorowe
migdzy tlenami eteru koronowego a drugorzedowa aming miata konczy¢ proces
przeplatania. Zatem przejScie eteru koronowego od aminy pierwszorzedowej do
drugorzedowej konczy proces przeplatania dajac pseudorotaksan. W dalszej kolejnosci
zachodzi acylowanie pierwszorzgdowej grupy aminowej i utworzenie [2]-rotaksanu.
Zarowno czasteczka diaminowa, jak i eter koronowy charakteryzuja sig¢ staba
rozpuszczalno$cia w wodzie, w przeciwienstwie do czynnika acylujacego. Z tego
wzgledu reakcje prowadzono na granicy faz, co doprowadzilo do dwukrotnego
zwigkszenia wydajnos$ci powstajacego produktu.

W wyniku rywalizacji migdzy kilkoma czolowymi zespotami badawczymi
poszukujacymi nowych ukladéw z wigzaniami mechanicznymi, powstaly migdzy
innymi oligomery nowego typu rotaksanéw, w ktorych o$ i element pierscieniowy
stanowia skladowe pojedynczego monomeru (Rys. 14 a)”’. Odpowiadajace im
pseudorotaksany, zwane ,,cyfra 9”, tworza takze oligomeryczne formy. W przypadku
uktadu zawierajacego czasteczkg eteru koronowego z grupa benzyloaminowa w
bocznym ramieniu (Rys. 14 b) réwniez podejrzewano powstawania analogicznego

motywu polimerycznego. Okazato sig jednak, ze tego typu zwiazek tworzy cykliczny
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dimer w ksztalcie liczby 69%. Podobnie poszukujac nowych pseudooligorotaksanow

uzyskano analogiczne cykliczne dimery (Rys. 14 ¢)®.
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CHCl; H,0
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Rysunek 13. Wykorzystanie wlasciwego ufozenia przekaznika i granicy faz do zwiekszenia

wydajnosci powstawania rotaksanu
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Rysunek 14. Rozwoj koncepcji polirotaksanu ,,figura 9 (a) pierwowzor pseudorotaksanu
figura 97 wg Kolchinskiego i Buscha; (b) i (c) dimery 69 wg Stoddarta; (d) prekursor
Wfigury 97 wg Gibsona

Przyktadem prostszej syntezy [2]-katenandu jest uktad z wigzaniem amidowym
(Rys. 15). Przy zastosowaniu tej prostej i niedrogiej techniki mozna uzyskaé szereg
réznych [2]-katenandéw bazujacych na aromatycznych zwigzkach dikarbonylowych

i diaminach benzylowych™®.

Rysunek 15. Synteza [2]-katenandu
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3.4 Templaty cyklodekstrynowe

Cyklodekstryny (CDs) sktadaja si¢ z szesciu (a), siedmiu (B) lub o$miu (y)
fragmentéw D-glukozowych tworzacych torus, dajac stozkowy sztywny uktad
z hydrofobowa wneka. Cyklodekstryny stanowia kotwicg dla templatoéw poprzez
wigzanie liniowych organicznych czasteczek wewnatrz hydrofobowej wngki, co
pozwala na poddanie dalszym reakcjom fragmentu wychodzacego poza wnegkeg. Na
skutek akumulacji szeregu slabych oddzialywan migdzyczasteczkowych jak efekt
hydrofobowy, sity van der Waals’a, wiazania wodorowe, cyklodekstryny wiaza
czasteczki go$cia stosunkowo silnie, czasami nawet z sila zblizona do wigzan
kowalencyjnych®. Wsrdéd dotychczas wymienionych czynnikow templatujacych,
cyklodekstryny wydaja si¢ najmniej specyficzne, gdyz na dobra sprawe kazda
czasteczka posiadajaca lancuch polimetylenowy lub pierScien aromatyczny moze
przeplata¢ czasteczke cyklodekstryny o odpowiednim rozmiarze dajac prototyp
templatu.

Na skutek przeplatania o,m-diaminoalkanu, diaminoheksaetylenu (DAHE)
przez (2,6-di-o-metylo)-a-cyklodekstryng, a nastgpnie prowadzenia reakcji hamujace;j
z sola sodowa kwasu 2.4,6-trinitrobenzenosulfonowego otrzymano pierwszy

catkowicie niejonowy cyklodekstrynowy [2]-rotaksan (Rys. 16)*.

Rysunek 16. Pierwszy kowalencyjny [2]-rotaksan z cyklodekstrynq jako czynnikiem

pierscieniowym

W przeciwienstwie do syntez rotaksanéw z udzialem cyklodekstryn,
otrzymywanie katenandéow okazato si¢ znacznie trudniejsze. Pionierskie prace
zakladaly wlaczenie cyklodekstryny do katenandu®. Nie udato si¢ jednak wyizolowaé

katenandu przy zastosowaniu w roli templatu bis(8-merkaptooktylo) pochodnej
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hydrochinonu w kompleksie z a-cyklodekstryna (Rys. 17 a). Natomiast pierwszy
katenand cyklodekstrynowy powstal z udzialem fragmentu bitolilowego
(bimetylofenylowego) migdzy glikolowymi grupami tetraetylenowymi z aminowymi
zakonczeniami, ktory przeplatano przez (2,6-di-o-metylo)-B-CD. Przy czym uzyskany
katenand powstal z niska wydajnoscia (Rys. 17 b)*. Roznice w wydajnosci
powstajacych rotaksanow i katenandéw wynikaja z natury czasteczek przeplatajacych
cyklodekstryng, gdyz na og6t sa one stosunkowo labilne stad grupy terminalne nie sa
specyficznie zorientowane, co nie ma istotnego znaczenia przy otrzymywaniu
rotaksandw, natomiast znaczaco utrudnia zamknigcie pier§cienia przy powstawaniu

katenandow.
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Rysunek 17. (a) Nieudana proba uzyskania katenandu z cyklodekstrynq; (b) [2]-katenand
z cyklodekstryng

3.5 Templaty z wigzaniem n-n (donorowo-akceptorowym)

Templaty typu m-m opieraja si¢ na kompleksach typu go$é-gospodarz
z herbicydem paraquat jako czynnikiem z niedoborem elektronéw n i makrocyklem
wroli donora, jak np. bis-p-fenyleno-34-korona-10 (BPP34C10). We wzglednie

polarnych rozpuszczalnikach powstaja silne kompleksy z herbicydem zwigzanym
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miedzy bogatym w elektrony fragmentem hydrochinonowym makrocykla®. Polaczony
grupa fenylenowa bis-paraquat, po skompleksowaniu przez BPP34C10 wchodzi
w reakcjg z dibromkiem p-ksylenu dajac [2]-katenand z wysoka wydajnoscia (Rys.
18)%. Synteza tego prostego katenandu okazala si¢ przelomowa i umozliwita
otrzymywania znacznie bardziej zlozonych struktur z wykorzystaniem tej samej
strategii templatowej: tworzenia kompleksu typu m-m, po ktérym nastgpuje reakcja

z zamknigciem pierscienia lub powstaniem rotaksanu.

Rysunek 18. Synteza prototypowego [2]-katenandu

Interesujacy uktad, ktéry mozna okresli¢ jako [1]-katenand powstat z udziatlem
benzokorony, ktérej benzo-grupa znajduje si¢ migdzy ramionami paraquatu. Nastgpnie
ramiona ulegaja samokompleksowaniu z grupa naftylowa z drugiej strony eteru
koronowego i ostatecznie dochodzi do zamknigcia piercienia przy udziale
p-dibromoksylenu (Rys. 19 a)*’. Podobny uktad, bedacy spolimeryzowanym
[2]-katenandem, posiada dwufunkcyjny pierscien prowadzacy do wiszacego poli

[2]-katenandu (Rys. 19 b)*.
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Rysunek 19. Dwufunkcyjnosé pierscienia prowadzqca do powstania a) nowego

[1]-katenandu, b) pierwszego tancuchowego polikatenandu

3.6 Templaty z wigzaniem kowalencyjnym

Rola templatéw niekowalencyjnych w syntezie organicznej jest doskonale
znana, przy czym duze znaczenie maja takze templaty kowalencyjne. I tak skuteczna
metoda syntezy zwiazkéow makrocyklicznych jest wykorzystanie dikarboksylanow

cyny (IV) w roli templatow kowalencyjnych®.

Y = , —CH,—S—CHy— » —CH=CH— ; n=243.

Rysunek 20. Struktury makrocyklicznych produktow powstalych z udziatem templatu

kowalencyjnego — zwiqzku cynoorganicznego

Makrocykliczne tetralaktony, tiolaktony, ditiokarbaminiany powstaja na skutek

kondensacji dichlorkéw kwasowych, cyklicznych bezwodnikéw i diizocyjanianéw
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z dioksa- i ditio- pochodnymi cynowymi dioli i tioli*. Makrocykliczne polieterowe
tetraestry, zawierajace glikolowy fragment, powstaja poprzez rozszczepienie wiazania
0-M-O (M=Sn, Sb)*'. Zwiazki cynoorganiczne zawierajace reaktywne wigzania Sn-O
wykorzystano do licznych transformacji organicznych®’. Makrocykliczne pofaczenia
z fragmentami ketono-bezwodnikowymi (Rys. 20) powstaly poprzez dziatanie na
dikarboksylany di-n-butylocyny (IV) kwaséw bifenylo-2,2’-dikarboksylowego,
tiodioctowego lub bezwodnika maleinowego dichlorkami kwaséw bursztynowego,
adypinowego i1 sebacynowego.

Metoda, ktéra coraz bardziej znajduje zastosowanie w szybkiej i efektywnej
konstrukcji duzych molekul, jest samoorganizacja®. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci
fotofizyczne, spektroskopowe, geometryczne, katalityczne i syntetyczne, szczegdlnie
podatnymi skladnikami budulcowymi w syntezie niekowalencyjnej sa porfiryny.
Istnieje szereg przykltadow samoorganizacji struktur porfirynowych poprzez
koordynacje pirydyna-metal*, Opieraja si¢ one na pojedynczej czasteczce laczacej
zarowno ligand pirydynowy jak rowniez atom akceptora. Ulatwianie syntezy
makrocykli przez niekowalencyjne templaty jest doskonale znane, czego dowodza
licznie wczesniej przytoczone przyktady, zatem wydaje sig, iz wprowadzenie
niekowalencyjnego lacznika migdzy porfiryna a ligandem pirydynowym bytoby
rowniez korzystne®. Role takiego templatu moze peli¢ kwas borowy. Pomimo, ze
oddziatywanie kwas borowy — diol ma charakter kowalencyjny, jest ono odwracalne i
moze by¢ traktowane analogicznie jak klasyczne niekowalencyjne uklady z np.
wigzaniem wodorowym. Poprzez pofaczenie kompleksu cynkowego dikatecholu
porfiryny z pirydyna podstawiona kwasem borowym powstaje samoorganizujacy
dimer lub w przypadku kompleksu magnezowego — polimer (Rys. 21), czyli

samoorganizujace superstruktury zawierajace elementy porfirynowe.

0
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Rysunek 21. Reagenty i synteza ukladow porfirynowych ZnL i MgL oraz samoorganizacja

dimeru i polimeru
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5. Templatowa synteza nanomaterialéw*® i polimeréw

Szerokie zainteresowanie nanostrukturami to efekt ich licznych potencjalnych
zastosowan w roznych obszarach jak nauki biomedyczne, elektronika, optyka,
przechowywanie energii czy elektrochemia. Ultra mate elementy budujace wykazuja
zwigkszone wladciwosci mechaniczne, optyczne, magnetyczne i elektroniczne
w poréwnaniu do grubouziarnionej materii o analogicznym sktadzie chemicznym.

Istnieje szereg metod otrzymywania nanomaterialdéw, poczawszy od technik
mielenia poprzez metody chemiczne, do litograficznych?. Niemniej jednak
charakteryzuje je staby wplyw na kontrolowanie koficowej morfologii otrzymywanej
nanostruktury. Z kolei metoda okre$lana jako ,synteza templatowa” prowadzi do
uzyskania szeregu réznorodnych mikro- i nanostruktur o pozadanej morfologii, a tym
samym stanowi sposob na zwigkszenie stopnia uporzadkowania nanostruktur.
W szerokim rozumieniu templat stanowi centralny element, wewnatrz ktorego tworzy
sig sie¢ w taki sposob, iz usunigcie templatu daje wnekg o cechach morfologicznych
i/lub stereochemicznych odpowiadajacych temu templatowi. Wykorzystuje si¢ rézne
porowate templaty, a nanostruktury powstaja wewnatrz porow. W przypadku
cylindrycznych poréw templatu o jednolitej Srednicy, wewnatrz pustej przestrzeni
materialow templatowych powstaja monodyspersyjne nanocylindry. Zaleznie od
parametrow, otrzymane nanocylindry moga by¢ jednolite (nanoprgty) lub puste w
srodku (nanorurki). Otrzymane nanostruktury pozostaja wewnatrz porow templatu lub
stanowia zespol wolnych nanoczasteczek. Ponadto moga réwniez wystawa¢ ponad
powierzchnig przypominajac warstwe wlosia. Wérod uzyskiwanych struktur wymienia
si¢ uktady polimeryczne, nanometale, nanorurki weglowe i inne nanomateriaty.

Przewodzace polimery (Rys. 22): polipirol®, poli(3-metylotiofen)*
ipolianilina® powstaja na drodze syntezy templatowej poprzez polimeryzacje
elektrochemiczng lub utleniajaca. Przykladowo celem otrzymania polipirolu®,
membrang templatowa zanurza si¢ w wodnym roztworze pirolu, a nastgpni dodaje
kolejno wodnych roztwordw FeCl; i kwasu p-toluenosulfonowego. Tym sposobem
dochodzi do utleniajacej polimeryzacji monomeru zar6wno wewnatrz poréw jak i na

powierzchni templatu membranowego. Poprzez kontrolowanie czasu polimeryzacji
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powstaja przewodzace polimerowe rurki o cienkich lub grubych $cianach. Ostatecznie

rurki polipirolowe tworza lite wtdkna.

polipirol politiofen

N N N N
| | | |
H H H H
x

polianilina
Rysunek 22. Polimery przewodzqce otrzymane na drodze syntezy templatowej

W przypadku przeniesienia metali do nanoskali, zachodzi szereg zmian ich
wla$ciwosci. Nanoczastki zlota powstaja na drodze elektroosadzania®. W pierwszej
kolejnosci rozpyla sig cienka warstwg srebra, a nastgpnie zachodzi elektroosadzanie
Ag w porach templatu. W dalszej kolejno$ci powstaja nanoczastki Au, a podstawa
srebrowa zostaje usunigta chemicznie pozostawiajac nanodruty ztota. W zalezno$ci od
$rednicy porow templatu powstaja nanoczastki zltota o rdznej $rednicy.

Z kolei zaleta otrzymywania nanorurek weglowych metodami syntezy
templatowej jest powstawanie mieszaniny uszeregowanych i jednakowo
rozproszonych rurek o $rednicy rzedu kilku nanometrow™.

Poza przewodzacymi widknami, nanorurkami metalicznymi i wgglowymi oraz
nanoprgtami, syntezg templatowa wykorzystuje si¢ do uzyskiwania takze innych
nanostruktur. Jedna ze strategii zaklada otrzymywanie zlozonych nanostruktur
cylindrycznych o licznych zastosowaniach™, Tym sposobem powstaja cylindryczne
nanozbiory poéiprzewodnik-przewodnik (TiO,-polipirol lub TiS,-polipirol), czy
ztozone uktady przewodnik-izolator-przewodnik (C-PAN-Au). Z kolei prawie
monorozproszone nanorurki MoS, powstaja na drodze termicznego rozktadu
prekursorow (NH,);MoS; i (NH).MosS,; wewnatrz porow membrany templatowej
ALO»

Wyrodznia si¢ pig¢ zasadniczych metod prowadzenia syntezy templatowej

nanoczasteczek. Elektrowypieranie z roztworu materialdow wewnatrz poréw matrycy
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poprzedza pokrywanie jednej warstwy templatu filmem metalu, ktory stanowi katodg
dla elktropowlekania®. Pory templatu sa systematycznie wypelniane poczawszy od
dna, zatem poprzez zmiang ilo$ci osadzanego materialu kontroluje si¢ dhugosc¢
nanostruktury. Ta droga syntezy powstaja zardéwno metaliczne, jak i przewodzace
polimeryczne nanoprgty. Wypieranie z roztworu wymaga z kolei wykorzystania
czynnika chemicznego do powlekania powierzchni templatu materiatem z otoczenia®’.
Roéznica w stosunku do pierwszej metody polega na tym, iz powierzchnia, ktora ulega
pokryciu nie musi charakteryzowaé sig¢ przewodnoscia elektrochemiczna. Proces
rozpoczyna si¢ od $cian pordw. Zatem juz po krétkim czasie wewnatrz porow tworza
si¢ puste rurki, natomiast po dlugim okresie - lite nanodruty. Wielko§¢ wewngtrznej
$rednicy rurek zalezy od czasu osadzania. Kolejna technika - chemiczna polimeryzacja
- to zrodlo szeregu przewodzacych polimerdw®. W uproszczeniu proces polega na
zanurzaniu membrany w roztworze zawierajacym wiasciwy monomer i odczynniki do
polimeryzacji. Poczatkowo polimer wzrasta na $cianach pordéw dajac rurki w krotkim
okresie osadzania lub widkna po dlugim czasie prowadzenia procesu. Nastgpna
stosowana technika syntezy templatowej - osadzanie zol-zel - pozwala na
otrzymywanie zarowno rurek jak i wiokiem z réznych materiatdéw*. Na proces sklada
sig przygotowanie roztworu prekursora dla otrzymania zawiesiny czastek koloidalnych
(zol), a nastgpnie poddanie obrobce termicznej zelu ztozonego z agregatu czastek zolu
celem uzyskania oczekiwanej nanostruktury wewnatrz poréw templatu. Ostatnia
metoda — chemiczne naparowywanie prozniowe — wymaga zestalenia na powierzchni
koniecznych odczynnikdw poprzez przemiang chemiczng w fazie gazowej i pozwala
na uzyskanie nanorurek weglowych®.

W wigkszosci syntez templatowych wykorzystuje si¢ dwa rodzaje materialow
nanoporowatych - polimerowe membrany® i porowate membrany glinowe® lub
krzemowe®. Niemniej jednak istnieje szereg innych naturalnych (np. DNA)* lub
syntetycznych materiatow®, ktore moga pehic¢ role templatow. Ponadto zsyntezowane
nanostruktury moga takze by¢ wykorzystywane jako templaty®.

Metoda templatowa umozliwia projektowanie i syntezg szerokiej gamy
nanostruktur o okre$lonej geometrii, parametrach powierzchni i szerokim wachlarzu

potencjalnych zastosowan.
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6. Efekt templatowy jako metoda replikacji

Samoreplikujace czasteczki sa z definicji zdolne do autokatalizy swojej syntezy.
Takie autokatalityczne czasteczki dziataja jak templaty dla zwigzania prekursorow,
wykorzystujac oddziatywania niekowalencyjne i zapewniajac zblizenie reagujacych
grup (Rys. 23)”. Potrdjny odwracalny kompleks C powstaje z templatu T
i prekursorow A i1 B. Blisko$¢ reaktywnych koncéw ulatwia tworzenie wigzania
kowalencyjnego migdzy dwoma prekursorami. Odwracalna dysocjacja podwojnego
uktadu D daje dwie czasteczki templatow, z ktorych kazdy moze uczestniczyé

w kolejnej cyklu replikacji.

=
8858

c

I &A S0,

A B T T
Rysunek 23. Schematyczna ilustracja samoreplikacji

Poczatki prac na skalg laboratoryjna nad samoreplikacja odnosity si¢ do syntezy
templatowej oligonukleotydow z aktywowanych mononukleotydow®. Te wstepne
badania ujawnity wplyw szeregu czynnikow (np. rodzaju templatu, typu grupy
opuszczajacej, obecnosci jondéw metali) na regioselektywnos¢ procesu kondensacji.
Ponadto wykazaly, iz funkcj¢ templatow w procesie polikondensacji spetniaja oligo-
lub polinukleotydu z przewaga zasad pirymidynowymch, a nie purynowych. Ostatni
z wymienionych czynnikéw okazat si¢ najwigksza przeszkoda w wydajnej syntezie
templatowej i nieenzymatycznej samoreplikacji wychodzacej z prekursoréw
mononukleotydowych. Mimo to udato sig otrzymaé w petni komplementarne produkty

syntezy®.



Samoreplikacja nastgpuje rowniez w ukladach syntetycznych. Przyktadowo
taka sztuczna samoreplikacja ma miejsce w ukladzie opartym na pochodnych kwasu
Kempa™ c¢zy pochodnych  kwasu  (2-formylofenoksy)-octowego i 3-
aminobenzoamidyny”'.

Efekt templatowy jest powszechnie wykorzystywany podczas syntezy uktadéw
cyklicznych we wszystkich typach stosowanych reakcji takich jak: cyklizacja,

zamykania pier$cienia z udziatem matych czasteczek, kondensacja (1:1) i (2:2).

CyMizacja

Famnimiecie
pleréciema

Kondetisaga
111

Kondensacja
21

Zjawisko efektu templatowego znalazto rowniez szerokie zastosowanie
w syntezie uktadow bicyklicznych.

Chemia templatow odgrywa znaczaca rol¢ w rozwoju coraz bardziej
zroznicowanych uktadéw supramolekularnych. Wybér oddziatywan odpowiedzialnych
za dziatanie o charakterze templatowym znacznie powigkszyt si¢ w stosunku do
pionierskich czynnikow stosowanych w tej roli i dzi§ mozna $miato twierdzié, ze
czynnikiem stymulujacym jest dowolna ograniczajaca sita dzialajaca na poziomie

molekularnym. Znaczace sukcesy syntetyczne na tym polu stanowia magnes do
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poszukiwania metod otrzymywania coraz bardziej skomplikowanych uktadow poprzez

zastosowanie molekularnego ,,szycia”, ,,robienia na drutach” czy ,,tkania”.
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Podzi¢gkowania:

Praca naukowa finansowana ze §rodkéw na naukg¢ w latach 2006-2008 jako

projekt badawczy rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial 3

Synteza oraz charakterystyka komplekséw opartych na
czasteczce 1,4,7,10-tetraazacyklododecanu

Pawel Niedziatkowski, Dorota Zarzecznska, Tadeusz Ossowski

Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski, ul. Sobieskiego 18/19, 80-952 Gdansk

‘Wprowadzenie

Makrocykliczne polietery i poloaminy ciesza si¢ w ostatnim dziesigcioleciu
duzym zainteresowaniem jako potencjalne zwiazki do budowy struktur rozpoznawania
molekularnego. W tej grupie zwiazkéw na szczegélng uwage zastuguje czasteczka
cyklenu, ktéora w swojej budowie zawiera cztery atomy donorowe azotu, ktore tak jak
w przypadku eterow koronowych pooddzielane sa od siebie mostkami etylenowymi.

1,4,7,10-tetraazacyklododecan (cyklen) oraz jego modyfikowane na atomach
azotu pochodne znalazly duze zastosowanie w szeroko pojetym rozpoznaniu
molekularnym, w analityce, diagnostyce medycznej, katalizie molekularnej
i biokatalizie. Czasteczka cyklenu dzigki bardzo wysokim powinowactwem do
tworzenia zwiazkow kompleksowych z jonami metali przejsciowych oraz
lantanowcami stata si¢ bardzo atrakcyjnym elementem strukturalnym w projektowaniu
wielu syntez organicznych.

Niezwykte zainteresowanie budza N-funkcjonalizowane pochodne cyclenu,
poniewaz znajduja wiele zastosowan praktycznych. W gléwnej mierze pochodne te
wykorzystywane sa jako zwiazki kontrastowe w Magnetycznym Rezonansie
Obrazowym (MRI) i Pozytonowej Tomografii Emisyjnej (PET) oraz szeregu technik
pokrewnych zwianych z radiodiagnostyka i radioterapia. Bardzo waznym faktem

zastugujacym na podkreslenie jest to, ze wiele sensorow pH-metrycznych oraz
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fluorescencyjnych wykorzystywanych do monitoringu $rodowiska, badz w analityce
zbudowanych jest na bazie czasteczki cyklenu.

Niewatpliwie, tak duze zastosowanie pochodnych cyklenu w farmakologii
wynika gléwnie z mozliwosci tworzenia trwatych kompleksow cyklenu z Gd**, a takze
z Y**, oraz innymi radioizotopami, ktére wykorzystywane sa jako biokoniugaty do
radioaktywnego znaczenia monokloalnych przeciwcial. Obecny kierunek badan wielu
osrodkow naukowych skoncentrowany jest na syntezie pochodnych peptydow,
kwasow nukleinowych oraz zwiazkéw biologicznych aktywnych zawierajacych
w swojej strukturze fragment cyklenu, ktéry uzywany jest gtownie ze wzgledu na
swoje wilasciwosci kompleksujace. Kompleks metalu przewaznie odziatywuje
z biatkiem, badz peptydem w sposdb nie kowalencyjny, po to, aby zaburzy¢
wiasciwosci grup kowalencyjnie potaczonych do peptyddéw. Zjawisko to znalazto
szerokie zastosowanie glownie w spektroskopii. Szczegdlne zainteresowanie budza
zwiazki kompleksowe lantanowcow, ktore charakteryzuja sie wlasciwosciami
luminescencyjnymi, na ktorych glownie opieraja si¢ procedury bioanalityczne

oznaczenia probek.

Ogolne zasady syntezy pochodnych 1,4,7,10-tetraazacyklododecanu

Synteza pochodnych 1,4,7,10-tetraazacyklododecanu, w poczatkowym etapie,
moze nie wydawaé si¢ skomplikowana, jednakze na drodze preparatywnej mozna
spotka¢ si¢ z wieloma, trudnymi do rozwiania problemami praktycznymi. Gltéwna
przyczyna tych trudno$ci zwiazana z niska selektywnos$cia podstawienia, badz
z trudnoscia stopniowego blokowania atomow azotu w czasteczce cyklenu. Ogolnie
N- pochodne cyklenu mozna otrzyma¢ w dwojaki sposdb: poprzez bezposrednie
podstawienie atomow azotu docelowymi podstawnikami, bez uprzedniego blokowania
pozostatych atomdw azotu, badz druga metoda, selektywnym zablokowaniu jednego,
dwoch, lub trzech atoméw azotu, a nastgpnie syntezy odpowiedniej pochodnej
w reakcji z wolng grupa aminowa. W tym wypadku, koncowym etapem syntezy jest

deprotekcja. Stosunkowo obszerna literatura podaje szereg metod otrzymywania
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odpowiednich pochodnych mono-, di- jak i tri- podstawionych pochodnych czasteczki
cyklenu [1].

W przypadku syntez dipodstawionych pochodnych bardzo czgsto mozna
spotka¢ si¢ z wieloma opisami syntez, ktore jednoznacznie nie okreslaja, jaka
pochodna otrzymujemy w wyniku przedstawionych procedur. Nie opisano czy w ich
wyniku otrzymujemy zwiazki makrocykliczne symetrycznie lub niesymetrycznie N-
trans, N- cis podstawione.

Dialkilowe pochodne N1, N7 (N-trans) otrzymuje si¢ stosujac fosforylowe oraz
silikonowe produkty przejSciowe [2]. N-trans symetryczne pochodne alkilowane
cyklenu mozna otrzyma¢ w wyniku reakcji kompleksow cyklenu kobaltu i chromu
zwybranymi jodoalkanami [3]. Reakcja powolnego wkraplania wybranych
mrowczanéw w kontrolowanym $rodowisku pH 2-3 pozwala na selektywne
otrzymanie pochodnych cyklenu w pozycji N1, N7 [4]. W przypadku N10, N4 (N-cis)
pochodnych cyklenu otrzymuje si¢ je zazwyczaj w dwuetapowej reakcji poprzedzonej
reakcja ostaniania. Synteza, w ktorej nastgpuja po sobie etapy ostaniania,
funkcjonalizowania oraz usuwania grup ochronnych, ma dwie zasadnicze wady.
Przede wszystkim charakteryzuje si¢ umiarkowana catkowita wydajnoscia ( od 48 do
78%) oraz warunki deprotekcji bardzo czgsto przeprowadzane sa w bardzo
drastycznych §rodowiskach. Dlatego metoda bezposredniego podstawienia czasteczki
cyklenu czgsto przewaza nad metoda protekc;ji.

Luis M. De Leon- Rodriguez [4] przedstawit efektywna metodg otrzymywania
selektywnie dipodstawionych pochodnych cyklenu, stosujac ostony stosowane
glownie w chemii peptydow tert-butoxycarbonylowa oraz benzyloxykarbonylowa
(Schemat 1). Metoda ta jest bardzo wygodna, poniewaz pozwala na otrzymanie N1,

N7 pochodnych cyklenu z ilo§ciowa wydajnoscia.

/N O R/ \ R
NH HN o—/< N N
/
j + R X ]
—_—
NH HN N N
7/ R, \__/ Rs

1

Schematl. Synteza selektywnego otrzymywania pochodnych cyklenu.
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Ri=R:=Rs=H R4;=-COR’ N — mono
Ri=R;=-H R;=R4=-CO,R’ NI,N7-di
Ri= HR, =R;=R;=-COR’ N — tri
Ri=R;=R;= Ry=-COR’ N — tetra

Mechanizm reakcji selektywnego N- podstawienia cyklenu w gldéwniej mierze
zwigzany jest z charakterem calej czasteczki, ktorej stale proponowania pK,
poszczegdlnych azotdw wynosza odpowiednio 10.5, 9.5, 1.6, 0.8 [5]. Wartosci te sa
miara zasadowosci poszczegdlnych grup aminowych, ktére wskazuja kolejno po sobie
nastgpujace procesy proponowania. Reakcje proponowania maja niewatpliwy wpltyw
na zmiany konformacyjnej szkielety aminy i reakcji podstawiania. Efekt ten
niejednokrotnie wykorzystywany jest podczas otrzymywania N1, N7 pochodnych
cyklenu.

Badania rentgenowskie wykazalty, ze czasteczka cyklenu w stanie stalym jak
i w roztworze przyjmuje confomracj¢ czworokata, w ktorej atomy wegla usytuowane
sa W pozycji ,,naroznej”, a atomy wodoru w pozycji N1 i N7 skierowane sg do $rodka
wngtrza czasteczki. Konsekwentnie, atomy wodoru w pozycji N4, N10 usytuowane sa
na zewnatrz pierScienia makrocyklicznego. Biorac ten fakt pod uwagg mozna
stwierdzi¢, ze czasteczka cyklenu ma dwie grupy aminowe z wolnymi parami
elektronowymi. To tlumaczy efekt di podstawienia w pozycji N1, N7 w wyniku
reakcji z chloromrowczanem [4]. W reakcji tej jedna lub dwie z niechronionych grup
aminowych N4, N10 sa na tyle zasadowe, ze tworza chlorowodorek di-chronione;j
pochodnej czasteczki cyklenu. Reakcja ta, zachodzi szybciej w niepolarnym
srodowisku. Dobra ilustracjg takiego mechanizmu jest reakcja 1 eq cyklenu z 2 eq
chloromrowczanu benzylu przeprowadzana w $rodowisku chloroformu, ktora
praktycznie biegnie z ilo§ciowa wydajnoscia [1].

Reakcja cyklenu z weglanem ditert-butylowym nie jest reakcja selektywna, tak
jak w przypadku chloromréwczanami, poniewaz gléownymi produktami reakcji sa di-
N1, N7, tri- i oraz w mniejszym stopniu tetra podstawione pochodne. Zwigzane jest to

przede wszystkim efektem sterycznym wnoszonym przez do§¢ duze podstawniki Boc.
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Pomimo to reakcje tg bardzo czgsto wykorzystuje sig¢ do syntezy pochodnych cyklenu
jako produktéw przejsciowych, w ktorej otrzymuje sig di i tri podstawione pochodne.
Bardzo wygodna, oraz wysoce selektywna metodg bezposredniego wiaczania
innej zatloczonej przestrzennie grupy, jaka jest grupa fert-butoksykarbonylometylowa
do sasiednich atoméw czasteczki cyklenu w pozycji N1, N4 opracowat Cong Li oraz
Wing-Tak Wong [6]. Zastosowal on jako substrat w reakcji, bromooctan tert-butylu
(Schemat 2) w stosunku molowym 2:1 do czasteczki cyklenu, w roznych
srodowiskach (Tabela 1). Warte podkres$lenia jest to, ze w metodzie tej stosuje sig¢
dziesigciokrotny nadmiar zasady, jaka jest trietyloamina, pirydyna oraz pigciokrotny
nadmiar K,COs, a reakcje¢ przeprowadza si¢ w temperaturze pokojowej w czasie od
6 do 8 godzin z bardzo duza wydajnoscia. W wyniku reakcji cyklonu z bromooctan
tert-butylu w obecno$ci nadmiaru aminy w $rodowisku chloroformu, reakcja

podstawienia cyklenu w pozycji N1, N7 nie zachodzi.

Tabela 1. Efekt rozpuszczalnika i uzytej zasady w reakcji podstawienia czqsteczki cyklenu.

Wydajnos¢ % 1,4/1,7 di
Warunki )
Lp. reakeji zasada - & mono podstawiony
cyklen *
1 CHCl; - 14 55 ~8 >99*
2 CHCl; pirydyna 11 63 ~5 >99*
3 CHCl; K>COs 15 57 ~6 >09%*
4 CHCl, trietyloamina 6 84 ~2 >00%*
5 DMF trietyloamina 13 61 ~8 4.3
6 MeOH | trietyloamina 23 46 ~7 4.2
* Brak pochodnej cyklenu w pozycji 1,7.
/\ /— \ ,—COO0Bu
NH HN NH N
[ ] BrCH,COOBU [ ]
—_—
10 equiv, EtaN,CHCI
NH HNT 7 EEPEREEE By N
—/ — COOBu
1 2

Schemat 2. Synteza 1,4-di(tert-butoksykarbonylomethylo)-1,4,7,10-tetraazacyclododecanu.
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Synteza i wlasciwos$ci pochodnych 1,4,7,10-tetraazacyklododekanu.

Jednym z najbardziej interesujacych i najwazniejszych ligandéw w medycznej
chemii nieorganicznej jest 1,4,7,10-tetraazacyklododecane (cyclen), oraz jego dwie
najwazniejsze pochodne DOTA kwas 2,2'2"2"-(1,4,7,10-
tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetrayl) tetra octowy (3) i DO3A kwas 2,2',2"(1,4,7,10-
tetraazacyklododekane-1,4,7-triyl) tri octowy (4). Obydwa te zwiazki sa
funkcjonalizowane resztami kwasu octowego. Gléwnymi ich zaletami jest to, ze
tworza trwate kompleksy z takimi jonami metali jak gal, miedz, ind, gadolin, itr
iwieloma innymi [7].Kompleksy te znalazty szerokie zastosowanie w takich
dziedzinach jak obrazowanie molekularne i radioterapia. Ostatnio pochodne
teteazacyklododekanu znajduja coraz to szersze wykorzystywane jako leki anty
nowotworowe oraz jako zwiazki wykorzystywane w walce z HIV [8].

Pochodne cyklenu skupiaja na sobie wielkie zainteresowanie, poniewaz tworza
stabilne kompleksy z lanatanowcami, dzigki czemu znajduja szerokie zastosowanie w
Magnetycznym Rezonansie Obrazowym (MRI) [9]. Obecna generacja zwigzkow
kontrastowych oparta jest przede wszystkim na chaletorach kwasu amino poli

octowego Gd (I1) (3, 4, 5) ktore wzmagaja czas relaksacji protonow solwatujac wodg.

Dowiedziono, ze bardzo wazne jest, aby ligand wykorzystywany w (MRI) posiadt
do$¢ znaczny charakter liofilowy, poniewaz musi on pehi¢ rolg transportowa jonow
metali, paramagnetykow, poprzez blony komérkowe. Wzrost hydrofobowosci ligandu
powoduje ze dociera on do osocza krwi i dalej przenoszony jest w miejca docelowe

organizmu.



William C. Baker [10] oraz jego wspotpracownicy przedstawili strategie
syntezy pochodnych cyklenu, ktéra pozwala na selektywne monoalkilowanie
tetraazacklododekanu uzywajac niewielkiego nadmiaru soli alkilowej z bardzo duza
wydajnoscia. Metoda ta pozwala na otrzymanie lipofilowych komplekséw Gd (III)
(Schemat 3) o roznej dlugosci tancucha alkilowego (C2-C18). Otrzymane pochodne

cyklenu moga by¢ wykorzystane jako paramagnetyczne zwigzki kontrastowe (PCAs).

I /~— \ ,R
20% KOH NH N
[ I j toluen [ I j 60°C [ j
60° 4d
46 dni ! NH HN
__/

6 7 8 0
NaOH <
80°
4 dni Cl OH

0 o]

R

Y\ ¥
HO oS Gd;03 H
HO Gd, -~
N ‘N OH 80°C, H,0,200 1 N N
I~ A YA, N
(0]
9
R=C2-C18

Schemat 3. Synteza alkilowanych analogow DO3A.

Wyniki badan Magnetycznym Rezonansem Obrazowym (MRI), pozwolily na
zdefiniowanie zmian zachodzacych w tkankach organizmu czlowieka, ktdre moga
powsta¢ w wyniku choroby, badz urazu ciata. Stwierdzono, ze pH guza wystepujacego
w chorobie nowotworowej waha si¢ w granicy (6,8-6,9). Oznacza to, ze srodowisko
tkanki nowotworowej jest bardziej kwasne niz w tkankach zdrowego organizmu
(~7.4). Rownowaga pH moze by¢ nieznacznie zachwiana poziomem jondéw sodowych
i wodorowych. Odkrycie to ma kolosalne znaczenie, gdyz pozwala na stymulacje
przerzutéw oraz umozliwia dopasowanie lekéw stosowanych w chemoterapii, dzigki

czemu moga by¢ one lepiej wchianiane i tolerowane przez organizm.
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Lowe [11] wraz ze wspotpracownikami zsyntezowal seri¢ makrocyklicznych
tolueno sulfamidowych kompleksow Eu (III) i Gd(III) opartych na cyklenie, ktorych
wlasciwosci koordynacyjne silnie zmieniaty si¢ z pH $rodowiska(Rysunek 4). W serii
badanych ligandéw zauwazono ze w momencie gdy pH roztworu zmniejsza sig,
sulfoamid ulega protonowaniu uwalniajac jon Eu (III) w zakresie pH 8-5 oraz jon

Gd(IIT) dla pH 7,4-6,8.

OH 0
N~ ’@R
N N 0
[ ] R=0OMe
N N OH
HOW/ _/ \ 6 R=Me
0 » ° R=CF;
Rysunek4. Pochodne sulfamidowe cyklenu.

Woods zaobserwowat ze kompleksy lananowcow (III) (Gd, Ln,Dy,Tb), oparte
na cyklenie podstawionym jedna czasteczka p-nitro fenolu, oraz trzema resztami
kwasu octowego (NP-DO3A) (12) wrazliwe sa na zmiang pH [12]. Bardzo podobne
zmiany wykazuja pochodne zawierajace w swojej strukturze oprocz czasteczki p-nitro
fenolu trzy reszty amidowe (NP-DO3AM) (13). Podstawienie trzema grupami
amidowymi (Rysunek 5), zamiast reszta kwasu octowego czasteczki cyklenu ma
istotny wplyw na zachowanie si¢ komplekséw lantanowcow w zaleznosci od
srodowiska. W wyniku obecnosci grup amidowych kompleks Gd (NP-DO3AM) jest
protonowany w mniejszym zakresie pH.

Shin Aoki [13] wraz ze swoimi wspolpracownikami przedstawit syntezg nowe;j
pochodnej opartej na czasteczce cyklenu spetniajacej rolg sensora fluorescencyjnego,
laczacego w sobie dwie funkcje. Pochodna ta wrazliwa jest na zmiang pH, oraz czula
na obecno$¢ jonow lantanowcoéw. Do czasteczki cyklenu dotaczono trzy grupy
amidowe (Schemat 6), spelniajace rol¢ mikrosrodowiska w otoczeniu z

fluorescencyjng czasteczka dansylu (14).
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Schemat 5. Schemat syntezy ligandow (NP-DO3A) i (NP-DO3AM).

Pochodna cyklenu (14) zawiera czasteczke dansylu i oraz trzy grupy amidowe.
Ugrupowania amidowe pelnig rolg lokalnego mikrosrodowiska w stosunku do
fluorofora dansylowego. Funkcja trzech grup amidowych polega na dostarczeniu
wigzan wodorowych, tak, aby ulatwi¢ deprotonacje znajdujacego si¢ w poblizu
ugrupowania dansylu, co powoduje emisj¢ fluorescencyjna w stanie wzbudzonym
(Schemat 7.) Intensywnos$¢ fluorescencyjna zalezna jest od pH $rodowiska oraz od
wystgpowania jonoéw lantanowych. Obecno$¢ trzech grup amidowych powoduje
stabilizacj¢ kompleksow itru oraz lantanu. Przedstawiona koncepcja ligandu opartego
o czasteczke cyklamu zawierajacego ugrupowania zdolne do selektywnych

3+

i specyficznych kompleksowania jonow Y*' i La’* w $rodowisku wodnym ma

zastosowanie w technikach radioimmunologicznych [14].
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Opierajac si¢ na metodzie difunkcjonalizowania pochodnych czasteczki
cyklenu, Silvio Quici wraz ze wspotpracownikami [15] przedstawit syntez¢ (Schemat
8) oraz wlasciwosci zwiazku pochodnej kwasu 1,4,7,10 tetraazacyklododecane-1,4,7-
trioctowego (DO3A) zawierajacej w swojej strukturze asymetrycznie podstawiong
czasteczkg 1,10-phenanthroliny spetniajaca rolg chromoforu (15). Tak otrzymany
zwigzek jest termodynamicznie i kinetycznie stabilny, ktéry w $rodowisku wodnym
koordynuje jony lantanowcow, ze stala kompleksowania Ky > 20 [16]. Czasteczka
fenantroliny odgrywa wazna role, poniewaz wlaczona bezposrednio do atomu azotu
w cyklenie, uczestniczy w koordynacji jonéw metali. Ponadto, jej sztywna budowa
oraz organizacja przestrzenna, powoduje ze zapobiega ona wnikaniu wody do sfery
koordynacyjnej jonu metalu. Cecha ta zostata wykorzystana do osiagnigcia stabilnych
kompleksow Eu’* and Tb* ktore charakteryzuja si¢ duza wydajnoScig

luminescencyjna w srodowisku wodnym.

COO'But

CHs cootBut
7\ /T"CcooBut

/ \N/\COOfBut

+ [ Na,CO3, CH3;CN
—_—

COOBut
COOBut

CF3COO0H

N\_/N\

15 COOH

Schemat 8 . Synteza pochodnych (DO3A) z 1,10-fenanthroling.

Nowa klasg zwiazkoéw opartych na jednostce tetraazacyklododecanu

podstawiong trzema resztami kwasu octowego 1 6-hydroxy-5,6-dihydro-1,10-
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phenantroling (PhenHDO3A) (16) predstawit Paris [17]. Ligand ten zostal specjalnie
zsyntezowany, aby osiagna¢ bardzo stabilng struktur¢ w ktorej wnikanie wody do
sfery koordynacyjnej jonu metalu jest utrudnione, co z kolei powoduje wysoka
luminescencje koordynowanych jonéw lantanowych.

Do syntezy ligandu (16) jako zwiazku wyjsciowego uzyto pochodnag
epoksydowa fenantroliny i nie chroniona czasteczke cyklenu, lub tr6j chroniong tert-

butylowa pochodng cyklenu (Schemat 9)

NaOCl, Na,HPO,,
/ N\ (n-butysN* HSO,-
_—

Schemat 9. Synteza (PhenHDO3A).

Ligand (PhenHDO3A) (16) tworzy kinetycznie stabilne kompleksy z jonami
lantanowcéw. Grupy alkoholowe wystgpujace w jednostce dihydro-fenantroliny
uczestnicza w procesie koordynacji zamykajac jon metalu wewnatrz czasteczki.
Badania luminescencyjne komplekséw (PhenHDO3A) z lantanowcami dowodza, ze
w $rodowisku wodnym tworzy si¢ kompleks z uwiktang jedna czasteczka wody
w sferze koordynacyjnej. Ponadto kompleks z Gd(III) GdAPhenHDO3A tworzy wysoce
stabilne tri-kompleksy z jonami Fe** i Ni**. Taka multi metaliczna struktura tworzy

sig spontanicznie poprzez samorzutng asocjacj¢ (Schemat 10).
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Schemat 10. Tworzenie troj kompleksu GdPhenHDO3A z Fe- (II) lub Ni(Il).

Davide Maffeo i Gareth Williams [18] przedstawili syntezg pochodnej cyklamu
zawierajaca w swojej strukturze czasteczk¢ chromoforu, ktorym jest 8-
benzyloksychinolina. W czasteczce 1,4,7,10-tetraazacyklododecanu jeden z czterech
atomow azotu podstawiono grupa 8-benzyloksychinolinowa bezposrednio do
pierécienia przez grupg metylenowa (-CH»-) (17), lub poprzez linker amidowy (-
CH,C(O)N(Me)CH»-) (18). Pozostate trzy atomy azotu podstawiono reszta kwasu
octowego, otrzymujac w ten sposob pochodng (DO3A). Podstawienie grupy 8-
benzyloksychinolinowej (Schemat 11, 12) poprzez linker metylenowy skutecznie
wyeliminowalo pozostato$¢ pojedynczej czasteczki wody z zewngtrznej sfery
koordynacyjnej w kompleksach z jonami lantanowcow. Tym sposobem azot
chinolinowy zostal umiejscowiony tak, ze uczestniczy w wigzaniu jondw lantanowcow
oraz rownocze$nie grupa ta zmuszona jest do przylaczenia czasteczki wody
uniemozliwiajac wystgpowanie jej w sferze koordynacji jonu metalu, rGwnoczesnie
utrzymanie neutralnego tadunku kompleksu zostalo zachowane, co jest kluczowa rola

kompleksach lantanowcow.
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Syntezg nowych fluorescencyjnych chemosensensoré6w opartych na czasteczce
cyklenu i jednej (19), badz dwoch grupach (20) antracenometylowych, wrazliwych na
zmiany pH, oraz selektywnych na jonny lantanowcow opracowat Yasuhiro Shiraishi
[19] wraz ze swoimi wspotpracownikami (Schemat 13). Wiasciwosci fluorescencyjne
oraz wlasciwosci kompleksotworcze (20) w poréwnaniu z pochodna cyclenu
zawierajaca pojedyncza czasteczkg antracenometylowa sa niemal identyczne.
Niewielkie réznice wyrazaja si¢ tym ze, zwiazek (20) w stosunku do (19) wykazuje
wieksza fluorescencje w zakresie mniejszych wartoéci pH oraz w obecno$ci Zn**
i Cd**, natomiast w zakresie wiekszych warto$ci pH i obecnoéci jonow Cu®' jego
fluorescencja maleje. Warte podkreslenia jest to ze zwiazek (20) jest bardzo stabilny w
atmosferze o duzym zawilgoceniu, podczas gdy zwiazek (19) ulega rozktadowi w
bardzo szybkim czasie. Wtasciwo$¢ ta powoduje, ze zwiazek (20) moze mie¢ bardzo

duze zastosowanie jako fluorescencyjny chemosensor wrazliwy na zmiang pH.

[NH HN] [NH N]
N HN N HN
——/ ——/

19 20

Schemat 13. Stuktura fluorescencyjnych chemosensorow opartych na czasteczce cyklenu.

Pochodne cyklenu, badz sam cyklen bardzo czgsto przytaczony jest rowniez do
uktadéow biologicznych. Burkhard Konig [20] przedstawit synteze wlaczania
pochodnych cyklenu do ryboflawiny, uzywajac do syntezy chroniony cyklen trzema

grupami ochronnymi, stosowanymi w chemii peptydéw Cbz (benzyloksykarbonylowa)



lub Boc (fert-butoksykarbonylowa). Do pozostatego wolnego atomu azotu dotaczono
karboksylowa pochodna ryboflawiny stosujac standardowe metody sprzggania.
Powstaty (21) azamakrocykl przeksztalcono w kompleks cynku stosujac nadchloran

cynku (Schemat 14). Okazato sig, ze kwasowo$¢ kompleksu (21) jest poréwnywalna
do 1,4,7,10-tetraazacyklododecanu.
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Schemat 14. Synteza pochodnej 1,4,7,10-tetraazacyklododecanu z ryboflawing.

Pier Lucio Anelli [21] i jego wspotpracownicy zaproponowali bardzo ciekawa
syntezg lipofilowych komplekséw gadolinu i pochodnych cyklenu. Zwiazki (23) i (24)
(Schemat 15) maja szerokie zastosowanie w Magnetycznym Rezonansie Obrazowym
(MRI) i koronografii jako zwiazki kontrastowe, poniewaz posiadaja zdolno$¢ do
tworzenia mieszanych miceli. W szczegdlnosci zwiazek (23) ma dhugi czas relaksacji
oraz wykazuje duza trwato$¢ w krwi, jednakze minusem jego jest to, ze bardzo ulega
usunigciu przez organizm. Po siedmiu dniach od iniekcji jedynie 50% podanej dawki

zostaje usunigta. Dlatego tez zdecydowano si¢ na syntez¢ zwiazku (24), zawierajacego
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dwie grupy estrowe kwasu palmitynowego, ktére hydrolizuja in vivo powodujac
wzrost hydrofilowosci kompleksu gadolinu, ktory z kolei jest bardzo tatwo usuwalny
z organizmu. Z punktu widzenia preparatywnego synteza zwiazkow (23) i (24) wydaje
si¢ by¢ bardzo ciekawa. Zostaly one zsyntezowane wychodzac ze zwiazku, (25)
ktérego chemat podano ponizej(Schemat 16). Otrzymany w syntezie (25) moze by¢
bardzo tatwo wiaczany w rozne uklady i grupy zawierajace wolng grupg aminowa. Po
etapie sprzggania nastgpuje etap usuwania grup ochronnych i w konsekwencji
otrzymujemy w bardzo tatwy i przystgpny sposob pochodne DOTA. Usuwanie grup
ochronnych zachodzi w tagodnych warunkach, w wyniku katalitycznej wodorolizy.
Metoda, w ktorej wykorzystuje si¢ pochodna (25) cyklenu ma przewage nad metoda,
w ktorej uzywa si¢ pochodnej (26), poniewaz dla tej pochodnej deprotekcja zachodzi

w warunkach kwasnych.
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Schemat 15. Struktura lipofilowych kompleksow gadolinu opartych na cyklenie.
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Schemat 16. Synteza zwiqzkow wyjsciowych do syntezy pochodnych DOTA 25, 26

Istnieje wiele ligandow makrocyklicznych opartych na czasteczce cyklenu,
podstawionych wieloma ramionami bocznymi nazywanych ,,pendant arms”. Laszlo
Burai  [22]  przedstawil  syntezg ligandow  opartych na  czasteczce
tetraazacyklododecanu. Zwiazki te sa bardzo ciekawe, poniewaz podstawione sa nie
symetrycznie w pozycji N1, N7 grupami fosforanowymi (27, 28), co powoduje ze
tworza one kompleksy z takimi kationami jak Mg*‘, Ca**, Sr**, Mn*', Zn** oraz Ln*"

(Schemat 17) w stosunku 1:1 M:L.

20—/ \ _EtO3PjN/_H\N
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Schemat 17. Fosforowe pochodne czqsteczki cyclenu.

Mate molekularne kompleksy gadolinu, takie jak Gd-DOTA (Dotarem), oraz
inne kompleksy pochodnych DOTA sa szeroko uzywane jako zwigzki kontrastowe
(CAs) w Magnetycznym Rezonansie Obrazowym (MRI), aby wspomde diagnoze

w patologiach. Kompleksy te wykazujq relatywnie maly czas relaksacji, dlatego tez
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niezbgdna dawka, aby osiagnac satysfakcjonujacy obraz magnetyczny musi by¢
bardzo wysoka. Rozwigzaniem tego problemu jest przylaczenie makrocyklicznych
komplekséw do protein, przeciwcial, dendrymeréw i miceli [23, 24]. Duzy ich rozmiar
nie tylko prowadzi do uwiezienia kompleksowanego jonu metalu, zwigkszaja
przeptyw przez uklad naczyniowy, ale rowniez zwigksza czas relaksacji, poprzez
zwigkszenie ich rotacyjnego czasu korelacji [25]. Niestety, toksyczno$¢ wielu nowych
zwiazkdw moze by¢ do$¢ znaczna. Wynika ona gtéwnie z powolnego usuwania ich
z organizmu oraz niedostatecznego ich dostarczenia do miejsca przeznaczenia, co
znacznie utrudnia ich aplikacje.

Cong Li [26] zaproponowal  syntez¢  pochodnych 1,4,7,10-
tetraazacyklododecanu z eterami koronowymi. W wyniku reakcji cyklenu
z bromooctanem fert-butylu tworzy on tert-butylowa pochodna, a po deprotekcji
pochodna DOTA (29) (Schemat 15). Kompleksy z kationami lantanowcoéw Ln29 daja
zadawalajace sygnaly i sa mato toksyczne dla organizmu, co powoduje, ze sa bardzo
uzyteczne jako zwiazki kontrastowe w MRI.
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Schemat 18. Synteza pochodnych cylenu i eteru koronowego.
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Wykorzystujac metodg¢ syntezy Buchwalda—Hartwiga [27] sprzggania N-
arylowych pochodnych Vaclav Stastny [28] przedstawil synteze pochodnych
calix[4]arenéw o wymuszonej konformacji stozkowejl,3 z jedna lub dwoma
czasteczkami cyclenu, bezposrednio podtacznej do gornej obrgezy calix[4]arenu
(Schemat 19). Otrzymane molekuty oparte na cyklenie w wyniku deprotekcji tworza
kompleksy cynku (30), (31). Niestety zamiar autora uzycia tych komplekséw do
utworzenia fosfodiestrowych wiazan w wyniku hydrolizy sig nie powiddk.

Robert Trokowski [29] wykorzystat pochodne cyklenu do budowy sensorow,
ktore selektywne wiaza czasteczki cukrow w zalezno$ci od wzajemnego dopasowania
strukturalnego cukru i pochodnych cykenu. Pokazat on syntezg (Schemat 20) nowych
potaczen cyklenu z kwasami fenyloboronowymi uzytymi jako rami¢ boczne oraz
wlasciwoéci kompleksow Eu’*. Kompleks di-fenyloboronowy Eu®* Eu(32) oraz
kompleks Eu** mono- fenyloboronowy Eu(33), wykazuje zdolno$ci wiazania glukozy,
jednakze ich selektywno$¢ oraz powinowactwo zalezy od struktury wigzanego cukru.
Wolne ligandy 32 i 33, wykazuja wigksza selektywno$¢ na fruktozg niz na glukoze,
jednakze selektywno$¢ ta zalezna jest od wiasciwosci utworzonego kompleksu Eu®".
Kompleks Eu(32) wykazuje bardzo duza selektywno$¢ i powinowactwo w stosunku do
czasteczki glukozy.

Znaczniki molekularne emitujace promieniowanie y sa bardzo waznymi
narzgdziem w rozpoznawaniu guzéw nowotworowych. Przykladami radioemiterow
najczesciej stosowanymi w medycynie sa **"Tc, '"'In oraz ‘Ga. Duze znaczenie
medyczne maja rOwniez B- emitery Y, "‘Re . Wprowadzenie radioemirtera do
organizmu poprzedza otrzymanie komplekséw z odpowiednimi biomolekutami.
Wsrod  potencjalnych biomolekot, peptydy budza szczegodlne zainteresowanie,
poniewaz charakteryzuje je wysoka ekspresja receptoréw na poszczegdlne nowotwory.

Heppeler [30] przedstawit syntezg wlaczania pochodnych
tetraazacyklododecanu do peptyddow stosujac syntezg peptydéw na nosniku statym.
Heppeler wilaczyl pochodna cyklenu jaka jest DOTA do analogu somatostatyny (34)
(Schemat 21). Tak zmodyfikowany peptyd wykazuje zdolnosci kompleksotworcze w
stosunku do takich kationdéw jak: ’Ga*, "'In’*" and *Y**. Kompleksy te sa bardzo
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stabilne w surowicy krwi czlowieka, oraz wykazuja cztery, pig¢ razy wigksze
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N—=Boc
/\ jBoe

C )

N
Boc/ \/ "Boc

+

—_—
Pd(OAC),, P(t-Bu)s, t-BuONa
toluene - 90°C

H
N
) CF3COOH, CH,Cl,

-~
z
I

T

z

HN--Zn?*--NH 2CI0,*

N

Zn(CIO,), 6H,0
-~

CF,COO0H, CH,Cl,
BIOC Boc
1
(\ N /w (\ N /w
N=Boc Boc—N N—Boc

IO RS D

/N N,
* Boc’ \— 'Boc

—_—
Pd(OAc),, P(t-Bu)s, -BuONa
toluene - 90°C

Schemat 19. Synteza pochodnych cyklenu i calix[4]arenu
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Schemat 20. Synteza sensorow na cukry opartych o czqsteczke cyklenu.
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Schemat 21. Synteza wiqczenia cyklenu do somatostatyny.
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Inng, bardzo wygodna metodg funkcjonalizowania peptydéw fragmentem
makrocyklicznym - kwasem 1,4,7,10-tetraazacyklododecan- N,N’N>’,N’”’-tetra
octowym (DOTA) przedstawit J. Petersom [31]. Chroniona czasteczka
tetraazacyklododecanu grupa fert-butylowa, lub tert butyloxykarbonylowa moze by¢
przetaczona do peptydu zakotwiczonego na no$niku statym (zywica). W wyniku
deprotekcji oraz odcigcia peptydu od no$nika statego uzyskuje si¢ peptyd wolny od
grup ostonowych, wraz dotaczong czasteczka pochodnej DOTA. Metoda ta pozwala
na sfunkcjonalizowanie peptydu w jednym kroku preparatywnym. Aby przytaczy¢
czasteczkg DOTA do peptydu nalezy sfunkcjonalizowaé¢ terminalng grupg aminowa,
bromkiem kwasu bromooctowego, lub chlorkiem kwasu chlorooctowego, a nastgpnie
doda¢ chroniong pochodng DOTA. W metodzie tej wykorzystuje si¢ zaleznos¢ tego ze
chlorek acylowy jest o wiele bardziej reaktywny niz chlorek alkilowy reakcja

acylowania ma pierwszenstwo ponad reakcje alkilowania (Schemat 22).

NH HN o

O>_\ Q NH HN NH N NH
— N7 j |
PEPTIDE

Br Br —_—
O—PEPTIDE—NHZ —— O—PEPTIDE—NH Br
DIEA, NMP NH HN
—/

DIEA
t-Bu-2-bromoacetate
NMP

lo) o o o]
: N 7 N BuO N N NH—PEPTIDE—O
HO [N Nj NH—PEPTIDE TEATIPSIHO [ ]
-
0'Bu

N

N N OH 18UO N
HO>_/ \_/ \_< uo>_/ _/ %O
o )

Schemat 22. Synteza na nosniku stalym DOTA-Peptyd.

Wykorzystujac metodg syntezy peptydéw na nosniku stalym (SPPS) Byunghee
Yoo [32] przedstawili inna, nowa metodg¢ wilaczenia czasteczki DOTA do C -
terminalnego konca peptydu, uzyskujac w ten sposob peptydowe zwiazki kontrastowe
(Schemat 23). Byunghee Yoo zaproponowat synteze pochodnej DO3A w ktorej jeden

atom azotu w piercieniu makrocyklicznym  ostonit grupa Fmoc  (9-
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Fluorenylmetoksykarbonylowa), a nastgpnie jedna z grup karboksylowych
wykorzystal do  osadzenia na no$niku stalym. Ochraniajac pozostale grupy
karboksylowe grupa fert-butylowa, w wyniku usunigcia grupy Fmoc bardzo tatwo
mozna rozbudowywac peptyd wlaczajac go do jednej grupy aminowej makrocykla. Po
usunigciu grup ostonowych i $ciagnigciu peptydu z zywicy. Uzywajac tej metodologii
mozna otrzymaé¢ dowolne peptydy potaczone do pochodnej cyklenu.
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35 36

Schemat 23. Syntezy pochodnych zwiqzkow kontrastowych opartych na peptydach.

Uzywajac standardowego syntezatora oligonkleotydéw Lassi Jaakkola [33]
wykorzystat kwas 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetra octowy (DOTA) do
syntezy oligonukleotyddw, potaczonych bezposrednio do cyklenu (36) (Schemat 24).
Po ukonficzeniu syntezy z otrzymany zwiazek skompleksowano, uzyskujac kompleks

Ga*'oligonukleotydu i pochodnej DOTA (37) (Schemat 25). Strategia syntetyczna
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pozwala na otrzymanie wolnego koniugatu, ktory mozna uzy¢ do reakcji

kompleksowania wielorakimi jonami, co jest bardzo wygodne.

o [e]
o ©. ©
NN L Sy
N HN N N \ N N \
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Schemat 24. Synteza pochodnej DOTA z nukleotydem.
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Schemat 25. Synteza kompleksu gadolinu (I1l) ze zwiqzkiem 36.
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Rozdziat 4
Wymiatacze molekularne
Grzegorz Schroeder

Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydzial Chemii, Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

Pojgcie  ,,zmiatacza” czy ,wymiatacza” molekularnego zwiazane jest
z stosowanym  powszechnie  wyrazeniem wymiataczy wolnych rodnikow.
Sformutowanie to jest proba zaadoptowania do polskiego piSmiennictwa angielskiego
zwrotu ,free radical scavenger”. Stowo ,scavenger” oznacza w dostownym
rozumieniu ,,zamiatacza ulic”. To pojecie, wprowadzone do literatury chemicznej
w 1946 roku', opisujace zastosowanie nowej generacji reagentdw, nabralo
szczegdlnego znaczenia wtedy, kiedy opracowano podstawy wieloetapowej syntezy
organicznej z uzyciem stalych no$nikéw substratdw (ang. solid-supported reagents).
Synteza organiczna z zastosowaniem no$nikow reagentow w fazie statej lub
nierozpuszczalnych w $Srodowisku reakcji wymiataczy produktéow (ang. solid-phase
organic synthesis, SPOS) to nowa, wysoce wydajna droga pozyskiwania wielu
waznych zwiazkéw organicznych. Obszerne opracowanie tego zagadnienia
przedstawili w pracy przegladowej S. V. Ley i wspolpracownicy?, a praktyczne
zastosowanie techniki SPOS w syntezie wybranych ukladow przedstawiaja prace
[3-51.

Nosniki substratow lub wymiatacze produktow stosowane w tej specyficznej
metodzie syntezy organicznej zbudowane sa z nierozpuszczalnego, nieorganicznego
lub polimerowego nosnika (ang. support), na ktorym osadzono za pomoca lacznika
(ang. spacer) reaktywne grupy funkcyjne zdolne do wiazania substratu lub produktu
(rysunek 1).
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Nieorganiczny lub
polimerowy nosnik

tgcznik

Substrat lub
produkt

Grupa
funkcyjna

Rysunek 1.

Jako nieorganiczne no$niki najczesciej stosuje sig: SiO,, ALO;, tlenki metali
ouziarnieniu od 5-500 mikronéw i wielkoéci por 30-300 A. Funkcjonalizacja
nieorganicznych nosnikéw lub polimeru za pomoca dwufunkcyjnych zwigzkow
organicznych zdolnych do wiazania si¢ z no$nikiem i réwnoczesnie do tworzenia
wigzania z czasteczka substratu lub produktu pozwala na otrzymanie nowego typu
materialu o ogromnym praktycznym zastosowaniu. Przykladowa strukturg takiego

materialu przedstawia rysunek 2.

NH
0 /VSW}OH
O/\/ \¢OH O (6] n
OH
I O

O = nieorganiczny nosnik N

Rysunek 2.

Zastosowanie wymiataczy molekularnych w  syntezie organicznej

przedstawiaja rownania 11 2.°

A+ E—@—O +cPp — A >+ C_B*

Rownanie 1.
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Rownanie 2.

gdzie:

D podstawnik zdolny do tworzenia wiqzania si¢ z wymiataczem molekularnym

9 receptor osadzony na wymiataczu molekularnym zdolny do wiqzania substratu B

podstawnik zdolny do tworzenia wiqzania si¢ z wymiataczem molekularnym

@ receptor osadzony na wymiataczu molekularnym zdolny do wiqzania produktu B

Rownanie 1 przedstawia reakcje, w ktdrej zastosowano substrat osadzony na
podtozu statym, ktory w obecnosci zwiazku C tworzy trwalszy kompleks
nierozpuszczalny z wymiataczem molekularnym. Uwolniony reaktywny substrat, daje
w wyniku reakcji produkt AB. Rownanie 2 przedstawia reakcjg, w ktorej zastosowano
nierozpuszczalne wymiatacze molekularne do usuwania nie przereagowanego
substratu lub ubocznego produktu.

Roézne strategie zastosowania wymiataczy molekularnych w syntezie organicznej

przedstawiaja rownania 3-5.
A+ B AR+ A
-

(czyszczanie ?, B

Eh

A
fitracia & edparowanie  SD + B (0SAT)

Rownanie 3.
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Rownanie 4.

Rownanie 5.

a'B!
alp?
Alp?

Rownanie 6.

A+B +C — ARC+AB+ A

C B
Qczyszczanie C 4(:1:) (?,B

LB iB
ARC —
fibir agja.i odparowanie ABC + c@ ¢>—H
C E

deyvanzaga BB
A +B » AB+ A » AR+ B-BT-A + BB

.
OCZySIcZanie (b, "
W
ﬂ L
—
- firagai cprovmie S0 + CP, LEE

L.
B! AlR! A®! A%B!

+ B? ———— % Alp? A%p? 47R2 +
B? alp? A2 A%B?

OCZYSECZAnie Q E

1 AZB 1 AlBl AEB 1 ABB 1
A0 A YEommees ABY A% A% 4+
AT ATRF Alp? a%pF A%p?
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P. Wipfi C. M. Coleman’ oraz R. J. Booth i J. C. Hodges® przedstawili w pracach
przegladowych strategie syntezy z zastosowaniem idei chemii kombinatorycznej
i wymiataczy molekularnych do otrzymywania bibliotek biologicznie aktywnych
czasteczek (réwnanie 6).

Zastosowanie wymiataczy molekularnych w procesie utleniania w warunkach
heterogenicznej katalizy przedstawia réwnanie 7. Reakcje tego typu charakteryzuja
si¢ duza wydajnoscia procesu, mozliwoscia odzyskiwania katalizatora, znikomym
zanieczyszczeniem produktu metalem zastosowanym w procesie katalitycznym oraz

tatwos$cia prowadzenia procesu.®

5
o e e o
i
N oH
oH bt
g, Wil [H] E 0,
s as T el
= \Me o
\5 oH o
aH \\P/O\
i i ﬁ Q/\/ N, Yo
5 ch R—Q o
P m \o.ﬁ-'ML" o
™ iy a

0,

N 0
Q/\/ et

=N
Q/\/ \ )')_fce(l\l)

Rownanie 7.

Wymiatacze molekularne mozna podzieli¢ w zaleznos$ci od rodzaju czasteczek,

ktore sa przez nie wigzane na:
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1. wymiatacze wiazace kwasy i ich pochodne: bezwodniki kwasowe, chlorki

kwasowe...

AN
/=N
N\)
NH,

NH NH
HN _/_ __/ ’

O—Qﬂ}m V. C@NHZ

. 3 "
O_Q_\N% } ON\/\/NJ

H
|

O@Jm G AN

[O—}(EHZC}QCHZNHCHZCHzNHCHzcmNHz] ,

2. wymiatacze wiazace alkohole

Q—@—CHMO I:O—:|—|ZCH2CH2CH2NC0:|
X y

3. wymiatacze wiazace aldehydy
NH3
H it
‘N—/_
"

INTH;
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4. wymiatacze wiazace zasady

O OH
T O
O— N _<
Nj\ o
0” “oH 0
0)
OH S
Q_~_N o OH
~ N AN
Kmo‘* h
?0 0
HO
5. wymiatacze wigzace kationy metali
S S
o ™ i
(0] (0] T?IIIw
Se__~__OH
Q OM CH; O/\/ W
(¢]
SH
RN
o} O o

O/\/S\/\O/\/O\/\SH O/\/S\/MO

Owsﬂifv;}fm o \
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H
O/\/S\/Yllf‘é/\Nj\/ NH, S S N
NN =
|
T U O/\/

W literaturze chemicznej®'?, jak i w katalogach firm"'®

sprzedajacych
komercyjne wymiatacze molekularne dla celéw laboratoryjnych mozna znalez¢ wiele
innych podziatéw tego typu uktadow.

W przypadku zastosowania wymiataczy jonow metali szczeg6lnie wazne jest,
aby reagowaly one z jonami metali bez wzgledu na forme ich wystepowania
w roztworze. Wiele wymiataczy jonow metali cigzkich posiada taka zdolnos¢. Tabela

1 przedstawia skuteczno$¢ usuwania jonow palladu z roztworu zawierajacego ré6znego

typu kompleksy tego pierwiastka'.

Tabela 1.
Skuteczno$¢ usuwania jonow palladu z roztworu zawierajqcego roznego typu kompleksy tego

pierwiastka z zastosowaniem selektywnego zmiatacza molekularnego®.

stgzenie palladu

Pd(OAC)z Pd(PPh3)2X2 sz(dba)z Pd(PPh1)4
[ppm]

w roztworze przed

zastosowaniem zmiatacza 1000 1000 250 330

molekularnego
W roztworze po zastosowaniu

<1 <1 <1 <1

zmiatacza molekularnego po

Waznym parametrem charakteryzujacym wymiatacze molekularne jest czas
potrzebny do zaj$cia reakcji chemicznej pomigdzy grupami terminalnymi zawartymi
W wymiataczu jonowym a usuwanym (wigzanym) jonem lub obojetna czasteczka
w roztworze. Z punktu widzenia praktycznego szacuje sig, ze czas ten nie powinien
wynosi¢ wigcej niz 1 minuta.

Obok modyfikowanych zwiazkéw nieorganicznych szczegélne znaczenie

posiadaja wymiatacze molekularne zbudowane na bazie polimeru'. Wybrane
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przykltady grup funkcyjnych osadzonych na nierozpuszczalnym polimerze

przedstawia zestawienie:

[¢]
A—Q—CHZNHCHZCHzNHCHZCHzNHZ 7@“‘20@& }
H

_ e H

\/(‘/— CH;
1 CH,NHCH,CH,NH, —O(‘HlN\
C—CH;

L ¢ Yy

Mechanizm dzialania wymiatacza jonowego w réoznych warunkach pH na bazie

vinylobenzenu z pirydyna jako reaktywna grupa terminalna przedstawia rbwnanie 5:

n
n
. O
| I
H H
! 00,0
g R—C—R
R Ry

Rownanie 5.

Mozliwo$¢ syntezy wymiataczy molekularnych otworzyto nowe mozliwo$ci nie
tylko w syntezie nowych materialtow ale réwniez w analizie chemicznej wielu
mieszanin. To nowy typ reagenta chemicznego o duzej selektywnosci jest niezmiernie

prosty w zastosowaniu i stanowi nowym narzedzie w rgkach chemikow.
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Rozdziat 5

Nowoczesna diagnostyka medyczna.

Chipy i matryce molekulame

Piotr Mtynarz, Anna Czernicka, Agata Rydzewska, Pawet Kafarski
Zaktad Chemii Bioorganicznej, Wydziat Chemiczny, Politechnika Wroctawska
Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw

1. Kierunki rozwoju badan nad Kkonstrukcja chipéw i mikrourzgdzen

diagnostycznych — wprowadzenie i perspektywy.

Badania z zakresu nauk medycznych stanowia priorytet na catym $wiecie i dlatego
ich rozwdj mozna uzna¢ za gwaltowny, a poszukiwanie nowych i efektywnych metod
diagnostycznych stanowi ich wazny element. Co wigcej, badania te nie wymagaja
zaangazowania tak kolosalnych $rodkéw finansowych jak poszukiwanie lekéw
innowacyjnych, czy tez projektowanie nowych technik terapeutycznych, a ich
gléwnym celem jest poszukiwanie takich technik diagnostycznych, ktére bytyby w jak
najmniejszym stopniu inwazyjne, a wigc nie wymagaja one kosztochlonnych badan
klinicznych. To z kolei powoduje, ze badania takie moga prowadzi¢ z sukcesem

laboratoria akademickie.

Znacznie mniej uwagi po$wigca si¢ poszukiwaniu technik diagnozowania stanu
srodowiska naturalnego i $rodowiska pracy. Jest tak, dlatego ze badania takie sg
kosztowne, a sposoby monitorowania zagrozen uregulowane od lat odpowiednimi

normami, za§ samo monitorowanie prowadzone systematycznie. Co réwniez wazne,
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w procesach monitorowania zagrozen czas analizy nie odgrywa najczesciej az tak

znaczacej roli.

Nowe techniki diagnostyczne maja w zasadzie dwa podstawowe zadania do

spetnienia:

* ulatwi¢ lekarzowi podjecie decyzji co do przebiegu dalszej terapii (na
przyktad, ma to znaczenie gdy trzeba szybko ustali¢ czy nowotwor jest
czy nie jest ztosliwy);

e pozwoli¢ pacjentowi monitorowaé przebieg leczenia i rozwdj choroby
w domu, w sposéb tak prosty jak dzi§ wykonuje sig¢ testy cigzowe lub

testy na zawarto$¢ narkotykéw we moczu.

Jest oczywistym, ze wymagania stawiane projektowaniu i konstruowaniu chipéw
i mikrourzadzen diagnostycznych sa rézne i zalezne od celu, jakie maja one spelniac.
Jest rowniez oczywistym, ze przy tak szybkim rozwoju badan w tej dziedzinie
niezwykle trudno jest prognozowac, w jakich kierunkach badania takie si¢ rozwing.
Obecnie gtéwny impet badan nad konstrukcja takich urzadzen diagnostycznych

skierowany jest w trzech kierunkach:

e zastosowania monoklonalnych  przeciwciat do  rozpoznawania
charakterystycznych elementéw budowy komorek patogennych;

e zastosowania technik rozpoznawania patogennego DNA i RNA
(antysensowne oligonukleotydy, mikromacierze DNA);

e identyfikacji i analizy poziomu indywidualnych markeréw proceséw

chorobowych.

Jednym z waznych kierunkéw badawczych jest poszukiwanie specyficznych
markerow okre§lonych choréb, lub czynnikoéw zagrozenia srodowiska. W najszerzej
badanych przypadkach - choréb nowotworowych, czy tez identyfikacji nosicielstwa
AIDS - moga to by¢ oligonukleotydy charakterystyczne dla okreslonego stanu
chorobowego, ktérych obecno§¢ mozna badaé stosujac komplementarne, tzw.

antysensowne, oligonukleotydy (aptamery) immobilizowane na prostym nos$niku
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(papier, polimer). Sa one modyfikowane tak, aby obecno$¢ markerowego zwiazku
dawata sygnat barwny lub elektryczny [1]. Badania takie, w ktérych wykorzystuje si¢
kompleksy boru pozwalajace na elektrochemiczng i elektroforetyczng detekcj¢ sygnatu
prowadzone sa w Polsce (Rys 1) [2]. Co wigcej, takie oligonukleotydy mozna
zastosowaé réwniez jako sondy rozpoznajace charakterystyczne cechy strukturalne
bialek lub, charakterystycznych dla rozwoju choroby, metabolitéw bazujac na
zdolnosciach do selektywnego kompleksowania tych ostatnich. W celach tych mozna
uzy¢ techniki SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment),
ktéra pozwala na réwnoczesny skryning nawet do 10" indywidualnych czasteczek
kwaséw nukleinowych pod wzglgdem ich zdolnosci do wigzania zaréwno
strukturalnie zréznicowanych niskoczasteczkowych zwiazkéw chemicznych, jak

i wigzania biatek [3].

ave

Analit
Analizowany DNA

Warstwa rozpoznajgca
Sonda DNA

Rysunek 1. Sondy diagnostyczne oparte na antysensownych nukleotydach i biatkach

znakowanych klasterami boru
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Alternatywnym sposobem jest zastosowanie peptydowych analogéw kwaséw
nukleinowych (PNA, Peptide Nucleic Acid, rysunek 2). Opisano taki system,
w ktérym badano kompleksowanie proteaz i kinaz przez skladniki biblioteki PNA
modyfikowanej fluoroforem i liczacej 10 000 zwiazkéw. Nieskompleksowane
sktadniki biblioteki byly wykrywane przez mikromacierz DNA ztozong z 22 575
dostepnych handlowo fragmentéw DNA [4].
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Rysunek 2. Peptide Nucleic Acids (PNA) jako analogi DNA i ich aktywnos¢ antysensowna

Przyktadem podobnego podejscia jest konstrukcja urzadzen rozpoznajacych
selektywnie biatka charakterystyczne (markerowe) dla analizowanego stanu
patogennego. W przypadku choréb nowotworowych moga to by¢, na przyktad,
metaloproteazy matriksowe, zréznicowane pod wzgledem budowy, wielodomenowe
enzymy odgrywajace podstawowaq role¢ w remodelowaniu tkanek podczas procesu
tworzenia przerzutéw ztos§liwych nowotworéw. Konstruuje si¢ biblioteki substratéw
lub inhibitoréw takich enzyméw, czyli biblioteki substancji réznorodnie reagujacych
z markerowymi enzymami. Biblioteki takie moga by¢ immobilizowane na nosnikach
takich jak papier, szklo, zloto, czy polimer, stanowi¢ integralng cz¢s¢ kolumn
monolitycznych, czy tez by¢ umieszczone w nanoreaktorach tak, aby rozpoznanie

stanu chorobowego polegalo na zdefiniowaniu réznic w zachowaniu (barwie,
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fluorescencji, przewodnictwie elektrycznym itp.) ptynu fizjologicznego (moczu, krwi,
wyciggu tkankowego) wobec poszczegdlnych sktadnikéw biblioteki. Przyktadem
moze by¢ zastosowanie inhibitoréw oddziatujacych z wybranymi protezami w ten
sposob, ze towarzyszy temu reakcja barwna lub fluorescencja. System pokazany na
rysunku 3 polega na umieszczeniu biblioteki inhibitoréw na powierzchni pokrytej
fluorogenicznym substratem, a nastgpnie przeprowadzeniu reakcji z homogenatem
tkankowym. W miejscach gdzie nastgpuje inhibicja nie obserwuje si¢ fluorescencji lub

jest ona czg$ciowo zahamowana [5].

Bodipy FL casein . 8

/ IEnzym Staba fluorescencja
lus silny inhibitor

p

Enzym plus staby
Fluorescencja! /‘/

polimer pokryty
fluorescencyjng warstwa,

wdrukowanie mieszaniny (9(9(9(9 Detekcja 88(%

enzym + inhibitor fluorescencii

Rysunek 3. Sonda ztozona z biblioteki 400 inhibitorow identyfikujqca protezy matriksowe

Przyktadem moze tu by¢, pokazany na rysunku 4, obraz otrzymany w przypadku
biblioteki utworzonej z 400 krétkich peptydéw i zastosowanej do identyfikacji
mieszaniny dwéch modelowych enzyméw termolizyny i kolagenazy (zastosowano tu

detekcje fluorescencyjna).
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Rysunek 4. Detekcja obecnosci termolizyny i elastazy przez biblioteke oligopeptydowq

skonstruowanq z inhibitorowych peptydow zawierajqcych kwasy hydroksamowe

Przyktadem podobnego podej$cia jest biblioteka fosfonowych inhibitoréw
proteaz serynowych, ktérej ideg reprezentuje rysunek 5, pokazujacy dwa inhibitory
o podstawnikach rézniacych si¢ barwa fluorescencji (po inhibicji enzymu
proteolitycznego podstawnik ten jest uwalniany), immobilizowanych na podtozu
statym (tu krystalicznej celulozie). Obok pokazany jest wstgpny eksperyment
réznicowania wyciaggéw tkankowych otrzymanych z tkanek zaatakowanych przez
nowotwor tarczycy (z lewej) i tkanek zdrowych pobranych od tego samego chorego
przez cztery rézne strukturalnie inhibitory [6].

Ciekawym  rozwigzaniem  jest  konstrukcja  papierowych  paskow
diagnostycznych. Polega ona na zastosowaniu innego, pomystu, a mianowicie
badaniu, w jakim stopniu sktadniki mieszaniny zwiazkéw stanowiacych wyciag

tkankowy wypieraja z monomolekularnych warstw zwigzkéw hydrofobowych
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immobilizowana w nich substancj¢ barwna (Rys 5). Wstgpny wynik takiego

eksperymentu pokazany jest obok — sa to r6znie wybarwione krazki bibuty [7].
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Rysunek 5. Biblioteka inhibitorow proteaz serynowych
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Rysunek 6. Bibutki do diagnozowania nowotworéw tarczycy

Uktady takie jak pokazano powyzej sa pomyslane jako prototypy tych, ktére
maja ulatwi¢ lekarzowi podjecie decyzji, co do sposobu leczenia pacjenta i da¢ mu
wigcej informacji na temat stanu chorego. Wynika to gtéwnie z faktu, ze sa one
bardziej ztozone niz te zaprojektowane do monitorowania przebiegu choroby w domu.
Mozna tez podja¢ probe identyfikacji niskoczasteczkowych markeréw stanéw
patogennych. Dobrym przyktadem jest tu préba detekcji poziomu amin biogennych
wykorzystujagc w tym celu chemig¢ supramolekularng [8]. Otrzymano odpowiedni eter
koronowy immobilizowany na powierzchni polistyrenu, ktéry kompleksuje
réwnocze$nie dwie grupy aminowe 1,n-diaminoalkandéw, czemu towarzyszy zmiana

zabarwienia peretek zywicy (Rys. 7).

NH,
HaNE Ty KONTROLA n=6 n=9
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Rysunek 7. Modyfikowany polimer wykrywajqcy obecnosc¢ tiamin biogennych
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Identyfikacje¢ obecnosci tych amin mozna réwniez dokona¢ badajac ich transport przez
membrany ciekle, stosujac niezwigzany z polimerem eter koronowy jako przeno$nik

i detekcje elektrochemiczna, czyli konstruujac odpowiednig selektywna elektrodg.

Oczywiscie nie mozna sobie wyobrazi¢ rozwoju konstrukcji systeméw
diagnostycznych bez modyfikacji i rozwoju standardowo dzi§ badanych technik,
jakimi sa techniki immunologiczne. Takie badania prowadzi wielka liczba o$rodkéw
badawczych, a modyfikacje polegaja na stosowaniu coraz to bardziej ztozonych
uktadéw diagnostycznych [9,10], jak na przyktad uklad pokazany ponizej
wykorzystujacy dwa przeciwciala, a jedno z nich jest modyfikowane czynnikiem

dajacym fluorescencje (Rys. 8).

by

R
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Rysunek 8. Chip diagnostyczny oparty o zastosowanie przeciwciat

Waznym kierunkiem badan nad technikami immunologicznymi jest miniaturyzacja
uktadéw pomiarowych.

Ciekawa modyfikacja i znacznym uproszczeniem jest préba zastosowania
bibliotek specyficznych biatek wiruséw Measles, Mumps i Sendai (tzw. affibodies),
ktére sa homologiczne ze zmiennym fragmentem przeciwcial (Rys.9). Sa to male,

stabilne biatka o masie 6 kDa, ztozone z 58 aminokwasow [11,12]. Co wazne sa one
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fatwe do produkcji w bakteriach lub nawet na drodze syntezy chemicznej. Miejsce
wigzania wykrywanych biatek z Affibody znajduje si¢ na ptaskiej powierzchni dwéch z
trzech helis domeny. Tylko 6-8 reszt aminokwasowych jest kluczowych w

oddziatywaniach z innymi biatkami, za§ mutacje w obrgbie tych reszt nie zmieniaja

struktury ani stabilnosci Affibody.

Rysunek 9. Affibodies

Konstrukcja bibliotek takich bialek prezentowanych na powierzchni
makrofagdw w obecnosci okreslonych markeréw stanu patogennego (bialek,
policukréw itp.) powinna pozwoli¢ znalez¢ te biatka, ktére selektywnie rozpoznaja
antygeny charakterystyczne dla badanej choroby, a tym samym petnig rolg identyczng

do przeciwciat.

Poszukiwanie nowych, nietypowych technik diagnostycznych bardziej zalezy
od inwencji i pomystowosci badaczy, a mniej od dostgpnosci srodkéw technicznych.
Dobrym przyktadem jest tu préba mapowania powierzchni tkanek roslin uprawnych za
pomoca spektroskopii ramanowskiej (SARS) w celu zidentyfikowania réznic migdzy
ro$linami hodowanymi w warunkach standardowych a tymi hodowanymi w rejonach
zagrozen ekologicznych, a tym samym opracowania stosunkowo prostego (choé
wymagajacego dostgpu do drogiej aparatury i odpowiedniego przygotowania prébek)
testu identyfikujacego jako$¢ tych roslin [13,14]. Technike SARS mozna zaadaptowad
do réznicowania prébek tkanek nowotworowych i zdrowych. Wada tej techniki jest

konieczno$¢ inwazyjnego pozyskiwania materialu do badan i koszt aparatury.
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Konstrukcja uktadéw diagnostycznych, zaréwno medycznych jak i innego typu
zalezy bardzo silnie od fantazji i pomystowosci zespotéw prowadzacych badania.
Przyktadem moze tu by¢ uktad wprowadzany w armii Stanéw Zjednoczonych
Ameryki Pétnocnej do stwierdzania obecnosci bakterii Bacillus anthracis, producenta
silnej biatkowej toksyny — antraksu (Rys. 10). Wykorzystano w tym celu molekularng
zasad¢ funkcjonowania migéni. Na podlozu wyscielonym jednym z bialek tego
systemu — miozyna — wytworzono $ciezki z drugiego biatka — aktyny. Do aktyny
przyltaczono przeciwciato selektywnie rozpoznajace Bacillus anthracis. Gdy
w $rodowisku znajduje si¢ ta bakteria jej kontakt z przeciwcialem powoduje
wedréwke aktyny wzdhuz wytworzonych $ciezek, a osiagnigcie przez nig kranca
$ciezki powoduje fluorescencje¢ tarczy zegarka i wskazuje na niebezpieczefistwo.

Oczywiscie nieznane sg szczegoty konstrukcji tego uktadu.

Antraks
Antygen e

Magnesik

Aktyna

Detektor

Miozyna

Rysunek 10. Uktad do wykrywania obecnosci antraksu

Innym przykladem niezwykle oryginalnego pomystu jest zastosowanie

w diagnostyce  cyklodekstryn = modyfikowanych oligocukrem rozpoznajacym
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charakterystyczne dla badanej komdrki lektyny. ,Nawleczenie” tych cyklodekstryn na
faficuch polimerowy powoduje, ze tatwo jest za ich pomocg monitorowaé¢ poziom
patogenu w plynach ustrojowych lub w $rodowisku naturalnym gdyz polimer taki
tworzy koniugaty z komérkami i powoduje zmiang¢ fizyczng (na przyktad metnienie

roztworu) tatwa do detekcji (Rys. 11) [15].

<’ " kafcuch
polimerowy

Cukier

%‘l/ ? ¢ !

M

Rysunek 11. Uktad do diagnozowania komdrek patogennych

Innym pomyslem na zastosowanie zdolno$ci wigzacych cyklodekstryn jest
uzycie podobnych uktadéw, w ktérych cyklodekstryna modyfikowana jest substratem
lub inhibitorem okre§lonego enzymu (modul rozpoznajacy) i réwnoczesnie
przylaczone sa do niej fluofor lub wygaszacz fluorescencj (Rys.12). W stanie
podstawowym znacznik fluorescencyjny jest nieaktywny na skutek bliskiego
sasiedztwa wygaszacza. W obecnosci badanego biatka fluorofor i wygaszacz odsuwaja

si¢ od siebie, co zwigzane jest z emisjg sygnatu optycznego [16].
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Rysunek 12. Uktad cyklodekstryn stosowany do monitorowania poziomu biatek markerowych

Podobny system diagnostyczny zastosowano dla monitorowania poziomu
galektyny-1, biatka markerowego biataczki. Cyklodekstryna ,nawleczona” zostata na
rozpuszczalny w wodzie poli(dekametylenowiologen) i modyfikowana laktoza, ktéra
selektywnie wiaze si¢ z galektyna. Jak pokazano na rysunku 13 wigzanie takiego
polimeru z biatkami tworzy agregat i, na przyktad, metnienie roztworu [17].

Innym pomystowym rozwigzaniem jest zastosowanie cyklodekstryn do
monitorowania poziomu cholesterolu w  ptynach ustrojowych (Rys.14).
Cyklodekstryna wigzana jest do powierzchni monowarstwy lipidowej osadzonej na
zlocie lub szkle i utrzymywana w pozycji poziomej do tej powierzchni przez
kompleksowanie jonu metalu przez tacznik (linker), ktérym jest fragment glikolu

polietylenowego [16]. Gdy zmienia si¢ pH roztworu dwie czasteczki cyklodekstryny
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wiaza jedna czasteczke cholesterolu i zakldceniu ulega spdjnos¢ monowarstwy, co

mozna obserwowa¢ pod mikroskopem.
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Rysunek 13. Oddziatywanie ligandu laktozowego umieszczonego na fragmencie

policyklodekstrynowym z galektynq-1
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Rysunek 14. Sensor do i dentyfickacji cholesterolu
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Trzeba jednak zdawac¢ sobie spraweg, ze doprowadzenie kazdego pomystu do
takiego stanu, aby mozna go bylo wykorzystaé w diagnostyce wymaga
zaprojektowania i wykonanie odpowiedniego urzadzenia diagnostycznego (chipu,
mikromacierzy, systemu lab-on-chip itp.). Rysunek 15 w petnej humoru formie
wskazuje konieczno$¢ wytworzenia odpowiedniego urzadzenia dla konkretnego celu
diagnostycznego (tu do wykrywania malarii). Konstrukcje takich urzadzen oméwiono

wcezesniej i poswigconych jest jej kilka interesujacych prac przegladowych [18-22]

Rysunek 15. Lab-on-chip (www.rsc.org)

2. Opis metod diagnostycznych w medycynie — pojecia ogélne i definicje.
2.1 Obecnie stosowane metody diagnostyczne

Obecna strategia przeprowadzania badan diagnostycznych opiera si¢ gtéwnie na
rozpoznaniu widocznych i juz rozwinigtych objawach chorobowych. Niestety do dzi$
rozpoznaje si¢ i leczy schorzenia dopiero w zaawansowanym stadium, podczas gdy
wlasciwym kierunkiem rozwoju diagnostyki powinno by¢ przewidywanie
izapobieganie = chorobom. Dzialania takie jak  przesiewowe  badania
i nieskomplikowane testy pozwalajace na szybkie wykrycie choroby powinny

stanowi¢ integralng czg$¢ standardowego badania lekarskiego. Powinny one, zatem
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stanowi¢ element szeroko pojetej profilaktyki. Majac to na uwadze, rozwéj nowych
i skutecznych metod diagnostyki jest nie tylko dziataniem wspomagajacym stosowang
dotychczas profilaktyke, lecz takze koniecznoscia. Szybka i trafna diagnoza umozliwia
skrécenie czasu leczenia i rehabilitacji chorego, a co za tym idzie — zmniejsza réwniez
koszty leczenia [23]. Od poprawnej diagnozy czgsto zalezy zycie pacjenta. Szacuje sig,
ze w przypadku schorzen sercowo-naczyniowych, nowotworowych
i autoimmunologicznych doktadna i precyzyjna diagnoza stanowi ponad 50% sukcesu
przysziego leczenia [24]. Pod pojgciem badan diagnostycznych nalezy rozumied
wszystkie techniki prowadzace do okreSlenia stanu zdrowia pacjenta. Obecnie
powszechnie sg stosowane badania laboratoryjne, histopatologiczne, cytologiczne oraz
diagnostyka obrazowa. Do badan laboratoryjnych mozemy zaliczy¢ migdzy innymi
standardowo wykonywane badania morfologiczne krwi, badania z zakresu homeostazy
(np.: czas krwawienia, czas krzepnigcia krwi oraz tzw. czas trombinowy), badania
biochemiczne (np.: oznaczanie poziomu cholesterolu, obecno$¢ pierwiastkéw
$ladowych 1 witamin) oraz badania wydzielin i wydalin. W przypadku
diagnostycznych badan specjalistycznych mozna przyja¢ podzial na:

e diagnostykg obrazowa na ktéra sktadaja sig: rentgenodiagnostyka,
ultrasonografie i medycyna nuklearna, a przyktadowymi badaniami tego
typu moga by¢ tomografia, angiografia czy koronografia;

e diagnostyke elektrograficzng - wykorzystujaca zjawiska bioelektryczne
powstajace w migs$niach i mézgu. Do tej grupy badan mozemy zaliczy¢
EKG (elektrokardiografi¢), EEG (elektroencefalografig,); EMG
(elektromiografi¢) oraz badanie Holtera;

e diagnostyke endoskopowa, polegajaca na wziernikowaniu (ogladaniu)
wnetrza ciala za pomoca endoskopu wprowadzanego przez naturalne
otwory ciata takie jak nos czy jama ustna lub poprzez otwory powstate w
skutek nacigcia skory. Wyrdznia si¢ tu: aminoskopig, artroskopig,
bronchoskopig, cystoskopig, ezofagoskopig¢, gastroduodenoskopig,

gastroskopig, histeroskopi¢, kolonoskopig, koloskopig, laparoskopig,
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laryngoskopig, mediastinoskopig, retromamoskopig, retroskopig, oraz
torakoskopig;

® Dbiopsje — wykonywane w celu pobrania tkanek lub ptynu niezbgdnych do
wykonania badania cytologicznego i badania histopatologicznego. Jako
osobng metod¢ wyrdznia si¢ naktucie, ktérego celem jest pobranie tresci
nagromadzonej w jamach ciata i narzadach do badania cytologicznego
lub bakteriologicznego

® badania taczace wymienione wyzej metody [23].

Obecnie stosowane metody sg jednak do$¢ czasochtonne, a wykonywanie kilku
testow diagnostycznych jednoczesnie jest kosztowne. Co wigcej, wyniki badan w
wielu przypadkach nie sa jednoznaczne, co stwarza duze problemy prognostyczne.

Celem wykonywania diagnostycznych badan laboratoryjnych jest, zatem
dostarczenie informacji utatwiajacych lub umozliwiajacych odréznienie zdrowia od
choroby, a wigc uzytecznych w rozpoznawaniu i réznicowaniu choréb, oraz
prognozowaniu i kontrolowaniu leczenia. W tym zakresie sa one komplementarne z
badaniami z zakresu diagnostyki obrazowej. Dobér wilasciwej profilaktyki jest
nielatwy 1ioczywiscie inny dla kazdej choroby. Dobrym i przyszio§ciowym
rozwiazaniem moga okaza¢ si¢ wielozadaniowe chipy molekularne, inaczej sensory w
postaci mikromacierzy z bibliotekami substancji aktywnych, zdolne zarejestrowaé
najmniejsze niepokojace zmiany w metabolizmie naszego organizmu. Dzigki takiego
rodzaju urzadzeniom mozliwa bgdzie kompleksowa analiza aktualnego stanu zdrowia.
2.2 Podstawowe pojecia i definicje

Duze zapotrzebowanie sprzyja powstawaniu prototypéw nowych urzadzen
diagnostycznych, co doskonale obrazuje fakt wprowadzenia na rynek okoto kilkuset
nowatorskich testéw w formie chipéw molekularnych. Dla przecigtnego pacjenta testy
pozwalajace na samokontrolg zdrowia maja dzisiaj jeszcze niewielkie znaczenie,
poniewaz ich dostgpno$¢ jest dzisiaj niewielka. Masowa produkcja chipéw
molekularnych ma szans¢ przyspieszy¢ procesy monitorowania stanu zdrowia

populacji a kazda procedurg diagnostyczng moze przenies¢ na poziom
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samo$§wiadomos$ci na temat profilu genetycznego i biochemicznego wtasnego
organizmu. Oczywiscie wprowadzenie na rynek nowego produktu tego typu nie jest
sprawg prosta, jednak z roku na rok pojawiaja si¢ nowe ogélnodostgpne testy
diagnostyczne, czego przykladem moga by¢ modyfikowane testy ELISA. Niestety
droga do komercjalizacji testow nowej generacji, rozumianych docelowo jako
wielozadaniowy ,multiskaner zdrowia”, jest jeszcze do$¢ daleka. Mozna jedynie
przypuszczaé, ze znajdujemy si¢ tuz przed prawdziwym szturmem nowatorskich
technologii [25].

Termin chip do niedawna byt kojarzony wylacznie z urzadzeniem
elektronicznym lub czgécia komputera. Obecnie jest to termin okreSlajacy wiele
réznych urzadzen stosowych powszechnie w wielu dziedzinach nauki, mi¢dzy innymi
w: analityce, biologii, chemii, medycynie, mechanice i elektronice. W naukach
przyrodniczych i medycznych termin chip i biochip czgsto stosowane sa zamiennie.
Zestawienie przedstawia definicje najczesciej uzywanych pojec.

2.2.1 BIOCHIP - kolekcja miniaturowych testéw punktowych (miejscowych),
zazwyczaj osadzonych w okre§lonym miejscu podtoza, lub przypisanych konkretnym
pozycjom, czgsto nazywana tez mikromacierza badZz mikromatryca. Ulozenie
(immobilizacja) specyficznych substratéw na stalym podtozu pozwala na wykonanie
wielu testéw w tym samym czasie w celu osiagnigcia wyzszej wydajno$¢ i szybkos¢
skryningu badanego analitu. Miniaturowe testy moga by¢ dwuwymiarowe (2D)
osadzone przyktadowo na powierzchni szkta lub stanowi¢ tréjwymiarowe uktady (3D)
np.: w postaci ziaren. W przypadku matryc dwuwymiarowych najpopularniejsze sa:
multipletowe dotki, czarki lub studzienki zawierajace immobilizowane substraty (np.:
proteiny w przypadku mikromacierzy biatkowych) lub inne sktadniki i zwiazki
w zalezno$ci od specyfiki préby. W przypadku matryc tréjwymiarowych czgsto
immobilizowane substraty sa dodatkowo ,,sumowane”, zbierane w grupy tworzac
wielowymiarowe, przestrzenne struktury w wigkszym stopniu kompatybilne

z analizowang substancja [23-25].
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2.2.2 MIKROCHIP - ten typ chipu zawiera rzad, pasmo mikroelementéw takich
jak mikrotunele czy mikrokomory, specjalnie projektowane do specyficznych zadan.
Komory wypelnione sa aktywnymi substratami. Przykladem moze tu by¢ PCR
(Polimerase Chain Reaction) czyli zstosowanie polimerazy sluzace do powielania
faficuchéw DNA, wykonywane w kilkudziesigciu rzgdach mikroelementéw
jednoczesnie. Mikrochipy to najczesciej chipy DNA, lub chipy stosowane do badania
reakcji immunologicznych i badan oddzialywan biatko-biatko. W przypadku takich
chipéw mozemy stosowaé rézne metody aplikacji prébki i detekcji. ,JLadowanie” i
rozdziat prébki w mikrotunelach, jest kontrolowany przy uzyciu elektrod do
generowania pola elektrycznego. Inng metoda detekcji moze by¢ detekcja odpowiedzi
biologicznej na powierzchni ukladu testujacego (on-chip) np.: metodami fluorescencji
czy chemiluminescencji, ktére sa réwnie efektywne. Wiele innych technik
analitycznych zostato takze zastosowanych do badania niskich stgzen substancji
markerowych. Naleza do nich, migdzy innymi, chromatografia gazowa,
chromatografia micelarna i izotachoforeza [26,27].

2.2.3 NANOCHIP - to kolejna generacja urzadzen diagnostycznych, ktérych
konstrukcja jest prowadzona w skali ,,nano”. Chipy tego typu sg budowane dostownie
atom po atomie tak, ze kazda molekuta ma $cisle okreslone i zaprojektowane miejsce
w przestrzeni. Od odpowiedniego utozenia poszczegdlnych molekut zalezy funkcja
urzadzenia, a dzigki jego miniaturowym rozmiarom mozliwe jest bezinwazyjne
prowadzanie testu diagnostycznego w zlozonych ukltadach biologicznych oraz w
pojedynczych komérkach. Nanochipy a wtasciwie nanobiochipy to na razie urzadzenia
przysztosci. Obecnie, nie ma jeszcze stosowanego na duza skalg, w petni sprawnego i
selektywnego nanochipu [27,28].

2.2.4 CHIP BIOELEKTRONICZNY - sposréd réznego rodzaju matryc
ichipéw mozna wyrézni¢ podkategori¢ chipéw bioelektronicznych, a wigc tych,
w ktérych nastgpuje sprzgganie matryc i ukladéw analitycznych z elektronika,
najczesciej za pomocg odpowiednich elektrod lub $wiattowodéw. Ma to za zadanie

ulatwienie transferu wynikéw przeprowadzonych badan biologicznych do komputera

119



lub odpowiedniego zautomatyzowanego detektora. Napigcie przylozone do matrycy
moze takze petni¢ inne funkcje, przyktadowo utatwiaé separacje lub liz¢ komérek, czy
pomaga¢ w porzadkowaniu reagentéw na powierzchni matrycy. Przykladem dobrze
obrazujacym to zagadnienie moze by¢ produkt firmy Pharmaseq (http://www.
Pharmaseq.com). Chip ten, postaci szeécianu o wymiarach 250 pm na 250um,
umieszczony na powierzchni z silikonu o grubosci 100 um jest z zewnatrz pokryty
odpowiednim reagentem i wyposazony w $wiatloczuty przekaznik. Jest on zdolny
rozpoznawaé” réznorakie czasteczki. Odpowiednio programowany moze stuzy¢ do
przeprowadzania wielu unikatowych analiz. Jedna z nich jest rozpoznawanie
specyficznych regionéw w sekwencji DNA przez kowalencyjne zwigzanie
z powierzchnia mikrochipu sondy DNA. Powierzchnia mikrochipu jest odpowiednio
wytrawiona tak, aby powstalo miejsce wigzace, np. petle antenowa, fotokomorke,
ROM (ang. Read-Only Memory — pamieé operacyjna tylko do odczytu, zawierajqca
dane potrzebne do pracy urzqdzenia) oraz zegar. Padajace na uklad $wiatto lasera
aktywuje przekaznik, ktdéry transmituje sygnal w postaci fal radiowych. W tym samym
czasie $wiatto indukuje fluorescencj¢ barwnych molekut, a przekaznik przechwytuje
sygnal. W momencie, w ktérym sonda potaczy si¢ z odpowiedniag sekwencja
otrzymujemy sygnat pozytywny i odwrotnie, jesli brak jest odpowiedniej sekwencji ze
wskaznikiem na powierzchni chipu mamy sygnat negatywny. (Rys.16 ) [29,30].
Podobne bioelektroniczne chipy zostaly zaadoptowane do standardowych
multipleksowych testow DNA, gdzie uzywano materialu immobilizowanego na

powierzchni elektrod.[31]
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Rysunek 16. Chip elektroniczny bazujqcy na DNA, firmy Pharmaseq

2.2.5 TECHNIKA MIKROMACIERZY (MICROARRAY) - to technika
szeregowania, ukladania i osadzania molekul w odpowiednio zaprojektowane;j
mikroprzestrzeni - przykladowo protein, antygendéw, przeciwcial, enzymoéw,
oligonukleotydéw, DNA, cDNA - na powierzchni statej. Techniki ,,microarrays” maja
szerokie zastosowanie w analityce biologicznej, chemicznej i klinicznej wiaczajac
w to wiele analiz z zakresu immunologii, badania mutacji czy ekspresji genéw oraz
badania komérek rakowych. Mozna takze powiedzie¢, ze jest to technika adaptowania
testéw analitycznych do formatu mikro. Tak wigc, uzywajac relatywnie matych
urzadzen analitycznych mozemy wykonywaé od kilkudziesigciu do kilku tysigcy

testéw jednoczesnie [32].

2.2.6 MIKROMACIERZ~ czgsto tez nazywana mikromatryca (pojgcia stosowane
zamiennie) to ptytka (np.: szklana, polimerowa, metalowa, ceramiczna)
z immobilizowanymi na powierzchni molekutami lub wybranymi zwiazkami
chemicznymi. Sg one zwigzane z powierzchnig za pomoca réznego typu oddziatywan
— od kowalencyjnych po stabe oddziatywania niekowalencyjne. Stuza one zazwyczaj

do celéw diagnostycznych i analitycznych. Skonstruowano wiele rodzajéw
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mikromacierzy i réznicuj¢ si¢ je w zaleznosci od osadzonych na niej substratéw -
macierze peptydowe, DNA, z osadzonymi komérkami a nawet tkankami (Rys. 17)

[33,34].

Rysunek 17. Przyktady mikromacierzy: (A) ptytka polimerowa ze studzienkami, (B) macierz
kontrolowana  elektronicznie  (www.mrc.ethz.ch/image_collection), (C) mikromacierz

z osadzonymi tkankami (www.pathology.wustl.edu/html/facilitiestp.html).

3. Budowa i zasady dzialania chipéw diagnostycznych na przykladzie
mikromacierzy peptydowych.

Dzisiaj postugujemy si¢ pojeciami okre$lajacymi urzadzenia i zjawiska, ktdre
nie tak dawno nie istnialy. Rozwéj nowych technologii i postgp w projektowaniu
nowatorskich terapii i innowacyjnych lekéw w ostatniej dekadzie byl wrgcz
imponujacy. O {Przykladem moze byé fakt, ze 10 lat temu w bazie GenBank®
(http://www.ncbi.nml.nih.gov/) byty zgromadzone informacje dotyczace 217 milionéw
par zasad z sekwencji réznych genomdw, a dzisiaj zidentyfikowano ich juz ponad 80
bilionéw. Dziesig¢¢ lat temu chipy DNA nie byly komercyjnie dostgpne, a identyfikacja
bialek za pomoca spektrometrii mas dopiero zaczynala stanowi¢ technikge zdolnag
konkurowa¢ z innymi metodami analitycznymi Podobnie szybki rozwdj dotyczy
takich technik badania aktywnosci biologicznej jak zautomatyzowany i szybki
skryning. Obecnie caty ludzki genom zostat zsekwencjonowany i moze by¢ badany na
jednej mikromacierzy DNA, a tysiace bialek mozna zidentyfikowaé po wykonaniu
pojedynczej analizy technikg spektrometrii mas. Dalsze powodzenie w konstruowaniu

nowych testéw diagnostycznych zwtaszcza przy pomocy techniki ,microarray” jest
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determinowane przez niezalezny rozwdj technik budowania poszczegélnych
elementéw mikromacierzy. Wazny jest tu rozwdj metod syntezy nowych
selektywnych substratéw i inhibitoréw enzymow, tworzenie zréznicowanych bibliotek
strukturalnie zblizonych zwiazkéw jak i znajdowanie nowych metod detekcji ich
aktywnosci biologicznej. Dopiero taczac te wszystkie informacje otrzymamy ,,przepis”
na dobre urzadzenie diagnostyczne [35].

Konstrukcja  chipu  diagnostycznego lub  dowolnej  mikromacierzy,
z immobilizowanymi substratami lub inhibitorami, opiera si¢ na kilku kluczowych
etapach (Rys. 18) [36,37]:

e pierwszy etap to wybdr nosnika, czyli powierzchni niezbgdnej do
unieruchomienia substratéw lub konstrukcja odpowiednich mikroreaktoréw;

e drugi etap stanowi przygotowanie wybranej powierzchni do reakcji — np.:
funkcjonalizowanie  powierzchni, synteza réwnolegla przygotowanych
wczesniej substratéw lub ich immobilizacja;

e etap trzeci to przeprowadzenie proby uzytecznosci skonstruowanego wczesniej
uktadu (mikromacierzy);

e ostatni etap, to etap czwarty polegajacy na ocenie rezultatéw
przeprowadzonego testu (test pozytywny lub negatywny) i dokonaniu

modyfikacji metody detekcji odpowiedzi biolopgiczne;.

RS S o

A) B) ) D)

Rysunek 18. Etapy konstrukcji chipu diagnostycznego: (A) wybor podifoza: szkto, papier
(celuloza), polimer; (B) immobilizacja lub synteza na podtozu odpowiedniego detektora; (C)
analiza oddziatywania detektora z analitem (np. analiza oddziatywania biatko-biatko,
badanie aktywnosci enzymow, adhezja komorek itp.); (D) detekcja efektu za pomocq technik

spektroskopowych, np. fluorescencji, spektrometrii mas, czy spektroskopii.
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Podczas realizacji projektéw zazwyczaj etap drugi jest wykonywany jako pierwszy ze
wzgledu na specyficzno$¢ substratéw i medium, w jakim chcemy dang prébe
wykona¢. Ponadto ten sam substrat np.: peptyd mozna immobilizowaé na kilka

réznych sposobéw (Rys.19) [38].

TRERDS i Bicdochnoiogy

Rysunek 19. Przyktady immobilizacji biatek na powierzchni ptytki: (a) poprzez tzw. linker; (b)

bezposrednio zaadsorbowane na podtozu.
Opisujac budowg chipu molekularnego mozemy wyrézni¢ (Rys.20):

® podioze, czyli faz¢ statq — za ktdrag moga stuzy¢ réznorakie materiaty takie jak
:szkto, celuloza czy polimery
e linker wiazacy podloze z susbtartami, badz studzienki w ktérych beda

immobilizowane substraty
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e substraty lub inhibitory — w zaleznosci jakiego typu reakcj¢ mamy zamiar
wykonaé

e 7znaczniki i markery — ulatwiajace detekcje

AKTYWNY
REAGENT ‘ QITRSTRAT

PRODUK
- o / T

LINKER

STUDZIENKA DO PODLOZE
IMMOBILIZACJI
SUBSTRATU LUB

Rysunek 20. Schemat budowy chipu diagnostycznego tworzonego technologiq ,,microarray”.

3.1.1 PODLOZE - FAZA STAEA
Najczesciej wybieranymi i stosowanymi nosnikami sg (Rys. 21):
e szklana ptytka, ogdlnie szkto lub szklo kwarcowe;
e celuloza i inne polimery cukréw;
e 7el, silkazele (zwiazki, substraty zawieszone w zelu);
e plytka z polimeru z mikrostudzienkami z zastosowaniem réznorodnych
polimeréw;
® nosniki ceramiczne, w tym spieki ceramiczne o réznej porowatosci;
e stopy metali lub powierzchnie pokryte metalami szlachetnymi (np.: zlotem,

miedzig).
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Rysunek 21. Podtoza z roznych materiatow: A) pitytka szklana, B) ptytka pokryta

strukturyzowanym zelem, C) ptytka z mikrostudzienkami.

Wszystkie wymienione rodzaje powierzchni mozna odpowiednio modyfikowaé
tak, aby lepiej wigzatly i immobilizowaly wybrany substrat. Materialem najczgsciej
wykorzystywanym jako no$niki sa szklo i celuloza. Modyfikacja podioza moze
nastgpowa¢ po dodaniu odpowiednich grup funkcyjnych (np.: nitroceluloza), ale
lepsze efekty modyfikacja podtoza poprzez zastosowanie tzw. ,linkera”. Linker
w takim przypadku peini podwdjng funkcj¢ a mianowicie modyfikuje odpowiednio
podioze tak, ze mozna juz bezposrednio natozyé (zsyntetyzowac) substrat na jego
powierzchnig oraz pozwala na regularne rozmieszczenie czasteczek substratu, ktére sa
w ten sposéb oddalone od powierzchni w sposéb zrandomizowany, a tym samym

bardziej dostgpne dla reagentéw [39].

3.1.2 LINKER
Linker (spacer) to czasteczka znajdujaca si¢ pomigdzy wlasciwym substratem

a powierzchniag no$nika inaczej moéwiac strukturalny most pomigdzy podparciem
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a substratem. Jest to rodzaj ,,przedluzacza” ulatwiajacy i zwigkszajacy dostgpnosé
substratu dla reagentéw. Zwiazek ten zazwyczaj nie bierze udziatlu w reakcji i dlatego
jako linkery moga zosta¢ wykorzystane zwigzki nalezace do réznych grup. Od linkera
sa zalezne wszystkie kolejne chemiczne kroki dotyczace zaladunku substancji na
powierzchnig, inicjacji umiejscawiania wigzanych substancji oraz wiasciwego
rozmieszczenia molekut w przestrzeni. Projektowanie nowych systeméw linkieréw
bazuje na udoskonalaniu ich stabilnosci a nastgpnie stabilnosci substratow
immobilizowanych na ich powierzchni oraz przewidywania rodzajéw oddziatywan
zachodzacych w tym strukturalnym moscie. Mozliwo$ci modyfikowania powierzchni
poprzez przylaczanie linkeréw jest bardzo wiele i ciaggle opisywane sa nowe
rozwiazania.

W projektowaniu nowych linkeréw i systeméw do immobilizacji molekut mozna
wyrdzni¢ kilka tendencji a mianowicie (Rys 22-25):

e projektowanie struktur nowych, dotychczas nie stosowanych linkeréw;

(a) Ry (b) O 19 ic)
O\é!IJ\NﬂR2 = ol OY[rr_) Q. D
| Tt o o Js‘o
0 via
- "
o O\E!'aN*vm j\
{ii} HEI 1 beu l J HN
o
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Rysunek 22.  Przyktady nowych linkeréw zastosowanych ostatnio: (a) ylidowy linker
reaktywny; (b) linker pozwalajqcy na tatwe usunigcie uktadu reaktywnego; (c) linker bazujqcy

na kwasie Meldruma; (d) reaktywny linker sulfonowy.

e konstruowanie linkeréw zdolnych rozpoznawaé stereochemiczne preferencje
czasteczek i wykorzystanie tej wlasciwosci podczas formowania nowych

asymetrycznych centréw podczas immobilizacji reagentéw na powierzchniach
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statych. Inaczej mozna powiedzie¢, ze jest to wykorzystanie zdolnosci linkeréw

do dodawania wtasciwosci stereochemicznych;

(a) (b} (e}
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Rysunek 23. Nowe linkery zdolne do stereochemicznej indukcji wiqzania: (a) linker
zawierajqcy waling zaprojektowany do syntezy zwiqzkow [2.2.1] bicyklicznych; (b) o —
chiralny aldehyd oksazolidynowy uzyty do syntezy chiralnych p-laktaméw; (c) chiralny

linker sulfoksydowy uzyty do syntezy chiralnych estrow.

e badanie linkeréw pozwalajacych na monitorowanie zachodzacych na
powierzchni reakcji, lub na uproszczenie analizy (tzw. linkery analityczne). Sa
to linkery dodatkowo znakowane np.: izotopami wegla "*C lub odpowiednimi

chromoforami;
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OMe

site for analysis ‘)
N 9.0 > X Ph
Sa o 5 _—
" N Y\/\O SE Reaction scan Analysis of cleaved residue
OR

[ o by LEIMS
. Linker to
be tested
Chmrmphara\ﬁ_ﬁ/ X = CHy, CD4 (1:1)
R = Amino acid Curmant Opinion in Chamical Biclogy

Rysunek 24. Konstrukcja analitycznego linkera zawierajqcego czqsteczke chromofora
zaprojektowana przez Cano [40]
e wykorzystanie nowych strategii w aplikowaniu linkeréw na powierzchnig, oraz

nowych wykorzystan linkeréw.
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Rysunek 25. Biblioteki sacharydowe otrzymane przy uZyciu strategii ortogonalnych

linkerow. Kazdy sktadnik biblioteki jest uwalniany przez zastosowanie odpowiedniej

reakcji chemicznej

Poprzez linker do podtoza mozna przytwierdzi¢ réznego rodzaju substraty, a wsréd

nich
[ ]
[ ]
[ ]

najczeséciej immobilizowane sa:
biatka: enzymy, peptydy i fosfonopeptydy;
przeciwciala i antygenys;
fragmenty tancuchéw DNA i r6znorodne kwasy nukleinowe;
zwigzki kompleksujace oraz zwigzki z aktywnymi wngkami otrzymane

metodami chemii supramolekularne;j.

Oprécz substratéw mozliwa jest takze immobilizacja inhibitoréw reakcji. Mechanizm

dziatania takiego ukladu jest wtedy odwrécony. Przykladem takiej reakcji moze by¢

reakcja enzymatyczna, w ktdrej enzym (reagent) wigze si¢ z inhibitorem w taki

sposob, ze pokrywa lub zasltania przylaczony bezposrednio do inhibitora albo do

linkera chromofor, co powoduje wygaszanie sygnatu [41].

3.1.3 ZNACZNIKI I MARKERY

W wigkszoéci przypadkéw do identyfikacji produktéw przeprowadzonej na

mikromacierzy reakcji niezbgdny jest znacznik badz odpowiedni marker pozwalajacy

na wiasciwa detekcje. Najczesciej wybieranymi znacznikami sa zwiazki barwne lub

fluoryzujace (chromofory), takie jak: fluoresceina czy rodamina. Obecnie poszukuje
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si¢ nowych uniwersalnych znacznikéw, ktére poszerzytyby stosowalnosé

mikromacierzy (Rys. 26).

Rysunek 26. (A) wzor fluoresceiny najpowszechniej stosowanego znacznika; (B) macierz
przeznaczona do  krystalizacji  biatek  wypetniona  roztworem  fluoresceiny

(www.innovadyne.com).

Chromofory 1lub odpowiednie markery moga by¢é immobilizowane
bezposrednio na podtozu, wstawione pomigdzy substrat a linker, badz umiejscowione
na koncu czasteczki a obecno$¢ danego znacznika lub markera determinuje rodzaj

detekcji uzywanej w analizie (Rys.27-29) [41].

Lipase! o=
esterase HO o~ e .
R OCou
4
MalO, l
HiM-ka R\I'Nle._f:- - ) . BSA, pH =7 :’Eﬁ
0 'OH
2 (HIV protease) Umbellifzrone anien () 5
(blue fluorescence)
Cumest Cpinlon In Biolachnology

Rysunek 27. Przyktady chromogenicznych i fluorogenicznych substratow takich jak

umbeliferon i nitrofenol, ktore zostaty uzyte do monitorowania aktywnosci enzymatycznej
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Rysunek 28. Adrenalinowy test enzymatyczny. Adrenalina po reakcji z nadjodanem sodu

tworzy barwny (czerwony) zwiqzek adrenochrom.
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Rysunek 29. Mikromacierz z fluorogenicznym substratem hydrolizy, ktorym jest pochodna

kumaryny umieszczona pomiedzy linkerem a wtasciwym substratem.
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3.2 Mikromacierze peptydowe
Mikromacierze peptydowe to obecnie najczgsciej uzywane testy w postaci
chipéw, opartych na szeregu oddzialtywan pomigdzy czasteczkami biologicznymi,
takimi jak: biatka i liposom, biatka i lek, enzym i substrat oraz oddziatywan typu
biatko-biatko [26,27].
Ze wzgledéw technicznych wyrdznia si¢ trzy typy mikromacierzy biatkowych:
e analityczng — gesto upakowang macierz zwigzkéw pokrewnych (tzw.
biblioteka), ktérych uzywa si¢ do wykrywania biatek w mieszaninach
e funkcjonalng, ktéra jest konstruowana poprzez immobilizacje duzej iloSci
bialek na podlozu stalym, wykorzystywang do analizy aktywnosci
biochemicznej oraz badania przebiegu reakcji
e odwrécong wykorzystujaca fazy RPA (reverse phase protein microarray) - ten
typ mikromacierzy jest relatywnie zwigzany z mikromacierzg analityczna.
Za pomocg mikromacierzy peptydowych mozemy bada¢ szereg rdéznego typu

oddziatywan pomig¢dzy proteinami, co najlepiej ilustruje rysunek 30.

4. Chipy i mikromatryce DNA — budowa i zasady dzialania

Jedna z najszybciej rozwijajacych si¢ metod diagnostycznych sq mikromacierze
ichipy DNA. Od czasu wykrycia przez Mieschera w 1869 roku kwaséw
nukleinowych oraz rozwigzania struktury DNA przez Watsona i Cricka ten biopolimer
stal si¢ najbardziej eksplorowanym przez nauk¢ zwigzkiem chemicznymi w dziejach
ludzko$ci. Informacje, ktére niesie ze soba w postaci zakodowanej przez dwie zasady
purynowe (Adenina, Guanina) i dwie pirymidynowe (Cytozyna, Tymina) stanowia
bardzo wazny element poznania kazdego zywego organizmu. Z tego powodu istotnym
wydaje si¢ poznanie fragmentéw struktur DNA odpowiedzialnych za choroby, wady
genetyczne, czy cechy zewngtrzne [42]. Ponadto zbudowanie komercyjnego
urzadzenia, ktére w szybki i precyzyjny sposéb potrafitoby odczytaé struktur¢ DNA
datoby mozliwos$ci zastosowania go w testach klinicznych, technologii zywienia czy

kryminalistyce i medycynie sadowej [43]. Niewatpliwym wyzwaniem jest tak zwane
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,.szycie na miar¢” leku w oparciu o poznang struktur¢ DNA [44]. Jednak, aby sprostaé
wszystkim wyzwaniom, potrzebne

sa metody szybkiej 1 taniej diagnostyki
genetycznego biomateriatu DNA lub RNA

skryning przeciwciat J '.
- sy o> |
reakcje enzymatyczne

|

|

oddziatywania * . = .'I Hpy :!:TF ||I
enzym — substrat | = # =5 '.I
: I \

proteina — DNA ! '

proteina — mata

molekuta

proteina — lipid

\

& w = IH\

biatko - biatko 'I,fl - % - \
III

Pratein Microamay
Rysunek 30. Typy oddziatywan pomiedzy proteinami

Od lat 90-tych ubiegtego stulecia zaczat si¢ gwattowny rozwdj metod majacych
na celu okre§lenie sekwencji

DNA. W wielu laboratoriach

i skonstruowano
mikromacierze (microarray) DNA, ktére na zasadzie wigzania komplementarnego

fancucha potrafia w szybki sposéb diagnozowa¢ sekwencje oligonukleotydéw

W miarg rozwoju nauki skonstruowano chipy diagnostyczne, ktére w oparciu o

biblioteki oligonukleotydowe potrafia sprawnie zdiagnozowa¢ okre$long czasteczke

DNA. Chociaz corocznie ukazuja si¢ setki opracowan dotyczacych uktadéw
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diagnostycznych, rozdzial ten opisuje, w oparciu o istniejace prace zbiorowe jak
réwniez prace zrédiowe, gtéwne trendy w budowie matryc i chipéw diagnostycznych

oraz wykorzystywanych metodach detekcji.
4.1. Metody nanoszenia materialu genetycznego na podioze

Ogélnie metod¢ wykrywania materiatlu genetycznego mozna przedstawié

zgodnie z rysunkiem 28.

5

Rysunek 28. 1: komorki chore i zdrowe; 2; wydzielony materiat genetyczny mRNA oraz
proces odwrotnej transkrypcji, 3; powstanie pojedynczych znakowanych tancuchow cDNA
(target DNA, analit), 4; hybrydyzacja pojedynczych tancuchow do sond ssDNA, 5; detekcja
[45].
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Ze wzgledu na uzywane materiaty jak i stosowane metody immobilizacji oraz
detekcji istnieje wiele réznych technik budowy matryc i ich diagnostyki.

Podstawg budowy matrycy jest podioze, do ktérego musi by¢ zwigzana sonda,
czyli odpowiedni material genetyczny lub jego mimetyk np.: molekuta RNA, ssDNA
(single strand DNA) lub PNA (peptide nucleic acid). W tym celu stosuje si¢ podtoza

polimerowe, nieorganiczne i organiczno-biologiczne.

Tabela 1. Podloza state uzywane do sprzegania biochemicznych uktadow [46].

Polimery Nieorganiczne Organiczno- biologiczne
Polistyren Zloto Bawetna

Poliakryloamid Szkto Celuloza

Tereftalan polipropylenowy | Tytan Lateks

Poliuretan Aluminium Nitroceluloza

Nylon Metal-chelat Karboksymetylodekstran
Polipirolowe Chitozan

Sephadex

Perflouoropolimer

Polipropylen

Jednak najbardziej uzytecznym materialem jest szklo ze wzgledu na niski
poziom tla w spektroskopii fluorescencyjnej, odpornosci na wysokie temperatury,
stalej struktury fizycznej i niskiej ceny [46].

Umieszczenie materiatu genetycznego na fazie stalej moze odbywac si¢ na dwa
sposoby: poprzez sprzgganie tancuchéw ssDNA (cDNA lub dowolnych fragmentéw
oligonukleotydéw) oraz nabudowywanie pojedynczych nukleotydéw do
mikromacierzy oraz poprzez osadzanie oligonukleotydéw na powierzchni materiatu
(na drodze dotykowej lub bezdotykowej). Pierwsza z nich wykorzystuje réznego
rodzaju igly, szpilki i pensety, ktére nanoszag na macierz (matryce) kropelki

o objetosciach od 50pl do 100nl. Natomiast metoda bezdotykowa opiera si¢ na tych
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samych zasadach nanoszenia roztworu na powierzchnig, jakie wykorzystuja drukarki
atramentowe [46].

Do metod kontaktowych nalezy réwniez zaliczy¢ sposéb posredniego
nanoszenia oligonukleotydéw za pomoca nanodruku (nonoprinting). System ten (chip
to chip nanoprinting, lub spot to spot nanoprinting) zostal opracowany na poczatku
tego dziesigciolecia. Wykorzystuje si¢ w nim pierwotnie zbudowany chip (master chip),
ktéry posiada gesto zimmobilizowane do podioza nukleotydy za pomocag wigzan
disiarczkowych. Na drodze chemicznej w termo-kontrolowanym procesie ,,przechodza” one

do warstwy akryloamidowej przymocowanej do drukowanego chipu (Rys. 29).

Master-chip Zuzyty master-chip po wydruku
00000000 00000000
00000000 00000000
00000000 00000000
00000000
Cienka akryloamidowa warstwa Q0000000
utworzona pomigdzy ptytka
master-chip a pustym podtozem . . . . . . . .
' 00000000
Cienka warstwa > . . . . . . . .

akryloamidu

Podtoze pokryte

silanem akrylu Ogrzewanie indukuje transfer
DNA z master-chipu do warstwy

akryloamidowej

Rysunek 29. Proces nanodrukowania [47].

Inng metoda nanodrukowania jest przekazanie do chipu drukowanego nie sond,

jak w powyzszym przypadku, a analitéw (DNA-target) po uprzedniej ich hybrydyzacji

[48].
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Popularng metoda jest réwniez nadrukowywanie materialu genetycznego
metoda soft-litography. Polega ona na pierwotnej immobilizacji na powierzchni
.pieczatki” z  polidimetylosiloksanu ~ (PDMS)  odpowiednich  tancuchéw
polinukleotydowych, a nastgpnie odci$nigciu jej na podtozu substratu [49]. W tym
procesie kwasy nukleinowe przechodza z jednej powierzchni na druga (t¢ o wigkszym
powinowactwie) az do momentu ustalenia si¢ rownowagi. Pieczatke taka mozna
wykorzystywa¢ wielokrotnie, jednakze ilo§¢ zastosowanego materiatu genetycznego
zuzywa si¢ ekspotencjalnie.[50,51].

Nabudowywanie in situ oligonukleotydéw na powierzchni matrycy poprzez
sprzeganie do siebie pojedynczych jednostek, ktére moga zawieraé w swej sekwencji
do 25 nukleotydéw najczgsciej odbywa si¢ metoda fotolitograficzng. Nadaje si¢ ona
doskonale do budowy bibliotek tancuchéw DNA o wymaganej sekwencji. Jednak
metoda ta posiada réwniez ujemne strony. Przede wszystkim najwigkszym minusem
jest ograniczona dlugo$¢ tlaficucha, brak mozliwosci poprawienia sekwencji
oligonukleotydéw oraz wysokie koszty wykonania tego rodzaju matryc. Niemniej
wiaze si¢ nadzieje, ze te niedogodnosci beda mogly by¢ przezwycigzone przy uzyciu
sytntetyzera typu ,.benchtop” [50].

Nastepna metoda osadzania materiatu genetycznego na podtozu mikromacierzy
jest metoda elektrochemiczna. Elektrochemiczna akumulacja odbywa si¢ poprzez
oddzialywanie materialu genetycznego z dodatnio natadowana matryca. Poprzez
odpowiednie sterowanie ukladem mozna w pozadany sposéb nanosi¢ materiat
biologiczny na stosownie skonstruowane podtoze (Rys. 31).

4.2. Chemiczne metody wigzania lancuchow polinukleotydowych do podloza

Sprzgganie oraz immobilizowanie biomaterialu na powierzchni podioza
odbywa si¢ na kilka ogdlnie stosowanych sposobéw [46]:

1. asorpcje¢ (adsorptive interaction);
2. sprzggania za pomoca powinowactwa (affinite coupling);
3. wiazania kowalencyjnego (covalent attachment):

a) aktywowania probki;
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b) aktywacji powierzchni z zastosowaniem czynnikéw sieciujacych
(np. linkeréw réwnej dlugosci);

c) sieciowania fotochemicznego (photochemical cross linking).
A
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Rysunek 30. Fotolitograficzne nabudowywanie nukleotydow.
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Rysunek 31. Elektrochemiczna akumulacja ujemnie natadowanych biotynylowanych sond na

dodatnio natadowanej powierzchni elektrody pokrytej streptoawidyngq.
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Immobilizowanie biomaterialu na drodze adsorpcyjnej odbywa si¢ poprzez
oddziatlywania elektrostatyczne, van der Waalsa, hydrofobowe oraz wigzania
wodorowe. Technika ta jest uzywana do niekowalencyjnego wigzania tancuchéw
DNA poprzez depozycj¢ mokra lub sucha na materiatach bazujacych na réznych
odmianach wegla, takich jak: szklo weglowe, pirolityczny grafit, diament
domieszkowany borem, kompozyty weglowe, ,atrament” weglowy (carbon inks),
nanorurki, czy grafit (graphite pencil leads). Ponadto materiatami wykorzystywanymi
dla tego typu immobilizacji moga by¢ nitroceluloza, nylonowe membrany, polistyren,
powierzchnie pokryte tlenkami metali (palladu i glinu) itp. [52].

Sprzgganie powinowactwa odbywa si¢ na zasadzie oddziatywania
biotynowanego (biotyna, czyli witamina B7)materiatu biologicznego z glikoproteing -
awidyng (lub streptoawidyna), ktéra tworzy jedno z najtrwalszych w przyrodzie

komplekséw typu ligand—biatko (Kp=10"> mol/l) [46].

DNA DNA DNA
. N
Biotyna
S._l(cH ;Sz, CH st, CH
( 2)n ( 2)n ( 2)n
Sprzegganie powinowactwa biotynowanych pojedynczych
NHWNH NHWNH NHWNH > tancuchéw DNA do streptoawidyny
o) (6] (6]
l | o)
i ~N
Streptoawidyna

Zaadsorbowana streptoawidyna na powierzchni szkta
> silanizowanej pochodng aminowg

NHg* NHz" NHz* NHz* NH3* | NHg* NHg* NHg*  NHg*

LT

Rysunek 32. Adsorpcja streptoawidyny na podtozu uzyskiwana na skutek oddziatywan

elektrostatycznych i hydrofobowych, oraz przylqczanie biotynowanych tanicuchéw DNA do

podtoza za pomocq powinowactwa.
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Jednak z tego wzgledu, ze endogenna biotyna moze czasami falszowaé wyniki
pomiaréw alternatywnym linkerem moze by¢ digoksygenina lub specjalnie dobrane
pochodne biotyny [53,54].

Kowalencyjne przylaczanie aktywowanych sond ssDNA (activated probes) do
modyfikowanego podtoza odbywa si¢ z zastosowaniem klasycznych metod sprzggania
przy uzyciu karbodiimidu, reaktywnych bezwodnikéw i aktywnych estréw [46].
Ponadto do  kowalencyjnego oraz  niekowalencyjnego  immobilizowania
oligonukletyddw na specjalnie przygotowanych podlozach stosuje si¢ ich
modyfikowane pochodne. Obecno$¢ grup aminowych, tiolowych, akrydyno-
akryloamidowych pozwala na tatwiejsze immobilizowanie tych zwigzkéw
[47].Ciekawym przyktadem zastosowania wigzania kowalencyjnego sa silanizowane
oligonulekleotydy oraz cDNA, ktére tworza wigzania kowalencyjne bezposrednio
z powierzchnig szkla. Zaleta tej metody jest niskie tlo dla spektroskopii
fluorescencyjnej, jak tez uniknigcie wielu zmudnych proceséw chemicznych.

Sprzgganie modyfikowanych chemicznie sond ssDNA do aktywowanego
podioza odbywa si¢ gléwnie za pomoca czterech réznych typéw linkerdw: zerowej
dlugosci (zero-length cross linkers) (Rys. 33), homobifunkcyjnych (homobifunctional
cross linkers) (Rys. 34), heterobifunkcyjnych (heterobifunctional cross linkers) (Rys.
35), oraz tréjfunkcyjnych (trifunctional cross linkers) (Rys. 36) [46].

W metodzie fotochemicznego sprzggania ssDNA wykorzystuje si¢ molekuty,
ktére na skutek naswietlania promieniowaniem UV (ok. 360nm), w wyniku reakcji
rodnikowych generuja aktywne ugrupowania sieciujagce material genetyczny z
podtozem. Do tego celu stosuje si¢ substancje takie jak azydki, benzofenon,
antrachinon, czy diaziryna [46].

Oprécz opisanych powyzej sposobéw przylaczania biopoilmeréw do podioza
immobilizacja sond DNA odbywa si¢ réwniez poprzez wigzania koordynacjne
siarczkowych pochodnych nukleotydéw (oligonukletydéw) do ztota. Poza wigzaniem
klasycznie modyfikowanego materiatu biologicznego za pomoca grup zawierajacych

jednostki tiolowe na szczegdlng uwage zastuguje zastosowanie samoorganizujacych
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si¢ polimeréw. Sa to tafcuchy polialliloaminowe zawierajace jako grupy kotwiczace
kwas lipoinowy lub tancuchy kwaséw poliakrylowych (PAA) z dotaczonymi grupami
3-(pirydylotio)propionylohydrazyny =~ (PDHP) posiadajacymi  przytaczone do
polimeréw tancuchy ssDNA (Rys. 37). Te molekuty posiadaja zdolnosc do

samoorganizacji na powierzchni zlota (Rys. 37).
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Rysunek 33. Przyktad sieciowania materiatu genetycznego Q do podtoza U1 za pomocq

zwiqzkow sieciujqcych zerowej dtugosci.
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Rysunek 34. Przyktad sieciowania materiatu genetycznego @ do podioza 3 za pomocq

homobifunkcyjnych zwiqzkow sieciujgcych.
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Rysunek 35. Przyktad sieciowania materiatu genetycznego @ do podtoza 1 za pomocq

heterobifunkcyjnych zwiqzkow sieciujqcych.
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Rysunek 37. ssDNA polqczone z tancuchami polialliloaminowymi i kwaséw poliakrylowych.

Schemat samoorganizacji sond na powierzchni ztota [55].

3.3. Metody detekcji procesow hybrydyzacji DNA w  systemach

diagnostycznych.

Detekcja proceséw hybrydyzacji DNA typu sonda-analit moze odbywaé sig
z wykorzystaniem markeréw (np.: optyczna, elektrochemiczna, magnetyczna) oraz bez
ich uzycia (np.: elektrochemiczna, radioaktywna, masy, tadunku, odbicia
promieniowania, mikroskopii sit atomowych).

Gtéwna technika detekcji optycznej jest laserowo indukowana fluorescencja lub

LED (zastosowanie diod -elektroluminescencyjnych). Indukowanie fluorescencji
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réwniez moze by¢ wywolywane bialtym $§wiattem. Z zalozenia detekcja optyczna
wymaga, aby sonda lub badana czasteczka (farget) byly znakowane fluorescencyjnymi
grupami (np. cyjaniny: zielona-Cy3, czerwona-Cy5), ktére selektywne $wieca
(punkty) po potaczeniu si¢ dwéch komplementarnych tancuchéw. Uzyskany obraz jest

skanowany przez kamery CCD i analizowany przez komputer (Rys. 38).
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Rysunek 38. Przykiad matrycy fluorescencyjnej [56].

Istnieja réwniez komercyjnie dostgpne mikromatrycowe skanery DNA
oferowane przez takie firmy jak: Agilent, Affymetrix, Nanogen, [57]. Do technik
optycznych nalezy réwniez zaliczy¢ uklady zawierajace PDA (photodiode array) [53].
Wykorzystujac zjawisko fluorescencji mozna zastosowaé¢ réwniez inne podejscie,
ktére wymaga, aby sonda posiadata zaréwno grupe fluoryzujaca jak i jej wygaszasz
(quencher). Takie uklady nazywane sa z jezyka angielskiego molecular beacons
(Rys.39). Wykazuja one fluorescencj¢ po hybrydyzacji z komplementarnym

tancuchem [58].
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l Dodanie buforu grupa wygaszajaca.
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Rysunek 39. Schemat budowy i dziatania molekularnego markera typu molecular beacon

Inna metoda diagnostyki proceséw hybrydyzacji bazuje na zjawisku
fluorescencji i oparta jest na nanostrukturach kropek kwantowych (quantum dots)
z CdSe, ktére w zaleznosci od wielkoéci nanostruktur emitujg $wiatto o réznej energii
[59]. Takie mikroczastki pokryte sa warstwa siarczku cynku, polimerem, grupami
zmniejszajacymi hydrofobowos$¢ calej czastki, a nastgpnie materialem biologicznym
(Rys. 40).

Materiat biologiczny

ZnS

Warstwa hydrofilowa

Polimer

ZnSe

Rysunek 40. Schemat budowy kropki kwantowej [59]
Ciekawym przyktadem wykorzystania metod optycznych sa wtdkna
$wiattowodowe z immobilizowanymi sondami DNA (microstructured optical fiber,

MOF). Oligonukleotydy posiadaja przylaczone jednostki fluorescencyjne Cy3
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i pomiar procesu hybrydyzacji odbywa si¢ na zasadzie zaniku fali elektromagnetycznej
[60]. Opracowywane sa réwniez chipy diagnostyczne stuzace do rozdziatu
nukleotydéw wykorzystujac ich réznice w masie czasteczkowej. Bazuja one na
rozdziale elektroforetycznym potaczonym z optyczna detekcja [61].

Opisujac elektrochemiczne metody detekcji ogdlnie mozna powiedzieé, ze
istnieja ich dwa rodzaje: jedna poprzez zastosowanie elektroaktywnych wskaznikéw
i druga — bez uzycia markeréw, ale przez detekcj¢ obecnosci reszty guaninowej. Jako
elektroaktywnych indykatoréw uzywa si¢ komplekséw jondéw metali, takich jak:
Co(phen);*, Co(bpy)s;**, Ru(bpy)s;*%, Fe(phen)s**, Fe(bpy);*, Cu(phen),** oraz Cu-
(TAAB)™; (TAAB= tetraaza makrocykliczny ligand) lub wskazniki organiczne, takie
jak: pomarancz akrydynowy, antracyklina, fenotiazyna, czy bromek etydyny. Zwiazki
te oddziatywuja w rézny sposéb z ssDNA oraz dsDNA preferujac interkalacje
pomigdzy zasadami w podwdjnym tancuchu poprzez oddziatywania stakingowe
(naktadkowe). Wzrost odpowiedzi elektrochemicznej indykatora z badanego uktadu
wskazuje na zachodzace procesy hybrydyzacji (Rys. 41).

Réwniez pomiary chronopotencjometryczne (current chronopotentiometric
stripping analysis - CPSA) pozwalaja na wskazanie ilo$ci molekut interkalujacych z
dsDNA (np. daunomycyny) [62]. Do badan elektrochemicznych wykorzystuje si¢
takze nukleotydy znakowane ferrocenem oraz oksydazami, takimi jak peroksydaza
[63,64]. Ciekawym rozwiazaniem jest hybryda optoelektronicznego chipu
wykorzystujacego katalizowang enzymatycznie chemiluminescencj¢ ze standardowym
fotodetektorem typu CMOS [65,66].

Ostatnig metoda, w ktdrej bada si¢ zjawiska hybrydyzacji w sposéb posredni,
czyli za pomoca dodatkowych czasteczek lub czastek, w tym przypadku matych
nanomagnesdw, jest metoda oparta na pomiarach magnetycznych. Pomimo istnienia
wielu sensoréw stosowanych do detekcji nanokulek (sensory Halla, sensoréw typu
GMI (Giant Magnetolmpedance) na szczegélng uwage zastuguja sensory GMR
(Giant MagnetoResistive) 1 MR (MagnetoResistive) [64,67,68]. Najbardziej znanym

sensorem jest BARC (Bead Array Counter), ktéry w duzym uproszczeniu dziata na
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zasadzie zliczania ilosci mikrokulek przytaczonych po hybrydyzacji tancuchéw DNA
do sensora z wykorzystaniem detekcji pola magnetycznego [69]. Na bazie tego

urzadzenia zostaty zbudowane sensory BARC 11 i BARC 1III [70].

A. Elektrochemiczna adsorpcja B. Hybrydyzacja

Komplementarny
fancuch DNA

.

Elektroda grafitowa

Pojedynczy tancuch

C. Guanina (G) sygnat utleniania D. Elektroaktywny wskaznik hybrydyzacji

Elektroaktywny
wskaznik
Gred Gox lox Ired

e

MniwANY |
]

Rysunek 41. Schemat dziatania detekcji elektrochemicznej z udziatem wskaznikow red-oks
[62].

Skonstruowano réwniez regulowane chipy za pomoca zaworéw spinowych
bazujace na efekcie MR [71]. Wykorzystujac anizotropowy efekt magnetooporno$ci
AMR (Anisotropic MagnetoResistance) zostaly skonstruowane urzadzenia typu on/off
do zliczania czastek w matrycach o duzej gestosci [72]. Taki sam mechanizm
wykorzystano réwniez w chipach z efektem MR [73].

Przyktadem detekcji proceséw hybrydyzacji bez uzycia markeréw jest

elektrochemiczne  utlenianie = guaniny w  wyniku,  ktérego  powstaje
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chronopotencjometryczny sygnal malejacy wraz z postgpujacym taczeniem sig
komplementarnych tancuchéw DNA. Aby nie dopusci¢ do naktadania si¢ sygnaléw
utlenianej guaniny z immobilizowanego tancucha DNA oraz tancucha celowego
zastgpuje si¢ guaning inozyna [74]. Do metod elektrochemicznych, w ktérych nie
uzywa si¢ markeréw mozna zaliczy¢é réwniez matryce mikroelektrodowe
z immobilizowanym DNA [75].

Metoda radioaktywna nalezy réwniez do metod ,bezwskaznikowych”, chociaz
ze wzgledu na zagrozenia ptynace z uzywania radioaktywnych izotopéw nie ma raczej
szans na wprowadzenie jej do powszechnie dostgpnych uktadéw diagnostycznych.
Polega ona na znakowaniu nukleotydéw izotopami “H, "“C, **P lub *°S, a nastepnie
wywolaniu obrazu proceséw hybrydyzacji z zastosowaniem np. filmu
rentgenowskiego.

Dodatkowo wyrézniamy takie metody jak: detekcje czula na zmiang masy
(mass sensitive detection), czula detekcj¢ tadunku (charge sensitive detection),
wskaznik zatamania (refractive index sensitive detection). Pierwsza z wymienionych
metod, czyli detekcja czuta na zmian¢ masy, polega na umieszczeniu na kwarcowej
mikrowadze (quartz crystal microbalance) sondy 1 pomiarze zmiany masy begdacej
wynikiem hybrydyzacji [76,77]. Metoda ta funcjonuje dobrze do granicy 61nM i do
trzydziestu jeden jednostek oligonukleotydéw w sekwencji [64]. Metoda bazujaca na
pomiarze elektrochemicznym fadunku przed i po hybrydyzacji jest rzadziej stosowana
[78]. Najbardziej rozpowszechniona metoda detekcji proceséw hybrydyzacji jest
pomiar wspdtczynnika zalamania promieniowania (refractive index) na cienkiej
warstwie metalu (np. zlota), za pomoca metody powierzchniowego rezonansu
plazmowego (surface plasmon resonance, SPR imaging) [79, 80]. Doskonale nadaje
si¢ ona si¢ do diagnostyki wigzania wszelkiego rodzaju analitéw z immobilizowanymi
na powierzchni receptorami, w tym DNA [81].

Alternatywna metoda detekcji materialu genetycznego, ktdry jest zwigzany do
podioza, jest mikroskopia sit atomowych atomowych AFM (Atomic Force

Microscopy). Za pomoca tej metody mozna bada¢ powierzchnie mikromacierzy
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uzyskujac informacj¢e o ulozeniu, procesach samoorganizacji, hybrydyzacji oraz

oddziatywaniach biopolimeréw na powierzchni [82].

5. Mikrosfery jako no$niki sond genetycznych

Oprécz podioza sktadajacego si¢ z réznego rodzaju ptytek ogromnym
zainteresowaniem ciesza si¢ mikrosfery (nanokulki). Immobilizowanie na ich
powierzchni pojedynczych tancuchéw DNA odbywa si¢ poprzez sprzgganie
powinowactwa lub kowalencyjne wigzania. Same nanokulki moga by¢é wytworzone
z réznego typu modyfikowanych materialéw, takich jak: agaroza, szklo, lateks,
silikon, czy polistyren. Macierze uzyskuje si¢ poprzez wytrawianie plytek
silikonowych kwasem fluorowodorowym, lub technika imaging fiber optic bundles.
Niestety wada tej metody jest brak fizycznej mozliwoéci ulozenia kulek w
,studzienkach” (wells) (Rys. 42). W celu sprawdzenia pozycji mikrosfer w
putapkach” stosuje si¢ kilka znanych metod detekcji. Pierwsza z nich wykorzystuje
fluorescencj¢ znakowanych mikrosfer, natomiast druga polega na wigzaniu
komplementarnych  znakowanych tancuchéw biopolimeréw zwigzanych na
powierzchni mikrosfery. Inna metoda detekcji bazuje na iluminacji ptytki silikonowe;j
w polu elektrycznnym (Light-controlled Electrokinetic Assembly of Particles near
Surface) po ulozeniu na niej nanokulek.

Wszystkie rodzaje ,,macierzy kulkowych” charakteryzuja si¢ bardzo wysoka
czutoscig i dlatego biochipy oparte na tej technologii budza wielkie nadzieje na ich
wykorzystanie w diagnostyce genetycznej [83]. Generalnie mozna wyrézni¢ dwa
gtéwne trendy technologiczne budowy kulkowych biochiopéw. Pierwszy z nich bazuje
na kulkach immobilizowanych natomiast drugi na kulkach stosowanych w fazie
homogenicznej. Immobilizowanie kulek do podioza moze odbywaé¢ na drodze
chemicznej, powinowactwa, pulapkowania (entrapment) oraz immobilizowania na
powierzchni elastomeru (elastomer/air interface). Natomiast faza homogeniczna to
zawieszone w roztworze mikrosfery z immobolizowanymi (chemicznie,

powinowactwa, jak réwniez poprzez potaczenia homo-oligonukleotydéw z sondami
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typu: AAAAAAAAA 1z komplememntarnymi zasadami - TTTTTTTTT -
przytaczonymi do nanokulki) na powierzchni sondami gotowymi do
komplementarnego taczenia z tancuchami ssDNA (farget). Roztwor zawierajacy kulki
zawieszone w cieczy mozna aproksymowaé¢ do roztworu homogenicznego. Takie
podejscie daje mozliwo§¢ pracy z immobilizowanymi sondami w roztworach i
poszerza spektrum stosowania wielu innych technik pomiarowych. Jedng z nich jest
technika cytometrii przeptywowej, ktéra moze stuzy¢ jako analizator mikrosfer, gdzie
zawieszone w roztworze kulki sa dzielone na te, ktdre ulegly hybrydyzacji i na te, na
ktérych ten proces nie zaszedl. Szacuje sig, ze wykorzystanie tej metody umozliwi
wykonywanie analiz z szybkoscia ok. 300 000 prébek dziennie [83]! Wykorzystanie
nanokulek w fazie homogenicznej daje mozliwo$¢ budowy urzadzen diagnostycznych
bazujacych na mikroprzeptywowych uktadach z zastosowaniem elektrochromatografii.
Ciekawym rozwiazaniem sg nanoczasteczki, ktére na skutek hydrofobowych
oddziatywan ulegaja samoorganizacji (Random Fluidic Self-assembly) na powierzchni

chipu [84].

Rysunek 42. Mikrokulki umieszczone w studzienkach pomiarowych [83].

5. Spis firm produkujgcych mikromacierze i chipy diagnostyczne.

Szacuje sig¢, ze obecnie ponad 500 §wiatowych firm zajmuje si¢ wytwarzaniem
substratow i elementéw do réznego typu moduléw diagnostycznych, a 70

bezposrednio produkcja biochipow.
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Liderami na rynku sg firmy:

Biacore International AB (http://www .biacore.com),
Ciphergen Biosystems, Inc. (http://www.ciphergen.com) oraz
Luminex Corporation (http://www.luminexcorp.com).

W bazie internetowej BioChipNet (www.biochipnet.de), w ktérej zgromadzone

sq informacje na temat mikromacierzy i chipéw diagnostycznych podano wiadomosci
0 504 instytucjach i firmach realizujacych réznego typu projekty zwiazane z produkcja
testow diagnostycznych, o 1710 patentach oraz 172 produktach znajdujacych sig

aktualnie sprzedazy.

Tabela 2. Przyktady urzqdzen wprowadzonych na rynek wymienionych w bazie BioChipNet

Nazwa produktu o
) ) ) Dziatanie
Firma produkujaca urzadzenie

The  ProtoArray™  Human  Protein
Microarray - wysokofunkcjonalizowana
proteinowa matryca dajaca mozliwo$¢ szybkiego
skryningu (przesiania) tysigcy interakcji biatko-
biatko w jeden dzien. Wersja 3.0 testu ProtoArray™
zawiera wigcej niz 5 000 unikatowych, specjalnie
ProtoArray'™ Human Protein Microarray | wyselekcjonowanych z wielu rodzin genetycznych,
biatek. Wybrana ich kolekcja zostaje naniesiona
INVITROGEN

podwdjnie (jako préba kontrolna) na powierzchnig

.. nitrocelulozy o wymiarach 1 na 3 cale. Powierzchnia
http://catalog.invitrogen.com y ym

nitrocelulozy zapewnia wysoka stabilno$¢ uktadu.
Matryca jest tak zaprojektowana, aby biatka nie
stracity na swoich  wlasciwosci.  Producent
gwarantuje petng aktywno$¢ testu przez 6 miesigcy
pod warunkiem, ze bedzie on przechowywany w
temperaturze - 20°C.

ProtoArray™ Human Protein Microarray daje
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mozliwos¢ przeprowadzenia wielu testow, miedzy
innymi:
¢ identyfikacji nowych biomarkeréw,
specyficznych dla choréb zakaznych, choréb
nowotworowych  oraz  autoimmunologi-
cznych
® mapowania ($ledzenia) wielu waznych
biochemicznych sciezek opartych na interak-
cjach proteina — proteina
e okreslanie profilu specyficznych przeciwciat

do réznego typu terapii.

ChIP-on-chip DNA microarrays

AGILENT TECHNOLOGIES

/fwww.chemagilent.com

Test chromatynowy firmy Agilent (CHIP-on-
chip DNA microarrays) jest zaprojektowany do
badan biologicznych i biochemicznych. Pozwala on
na monitorowanie wigzania bialek z DNA w
bliskosci ludzkich, mysich badZz pochodzacych z
drozdzy promotoréw. Do przeprowadzenia peinego
testu za pomocg ,,CHIP-on-chip DNA microarrays”
wymagany jest odpowiedni sprzgt analityczny
(czytnik), oprogramowanie oraz podana przez

producenta lista odpowiednich odczynnikéw.

CytoCrips™
BLUE GENOME
http/Asvww.cambridgebluegnome.com

CytoChips™ - mikromatryca BAC (Bacterial
Artifical ~ Chromosome),  gdzie  umieszczono
sklonowane i sekwencjonowane wektory
wywodzace si¢ z bakteryjnego chromosomu. Na
matrycy moze zosta¢ zaaplikowane conajmniej 100
000 fragmentéw. Test CytoChips™ zostat specjalnie
przygotowany tak, aby spetnia¢ standardy badan

klinicznych ,arrayCGH”. Najnowsza technika
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cytogenetyki i  biologii  molekularnej  tzw.
poréwnawcza  hybrydyzacja  genomowa  do
mikromacierzy (array CGH) umozliwia analizg
calego genomu z rozdzielczoscia zalezng tylko od
liczby zastosowanych klonéw. Pierwsze badania
genomu czlowieka za pomoca techniki CGH do
mikromacierzy wykazaty, ze genomy ludzi réznig
si¢ migdzy sobg fragmentami DNA o wielkosci
siggajacej nawet do 2 milionéw par zasad. Zjawisko
to okre§lono mianem zmiennos$ci liczby kopii

fragmentéw DNA (copy-number variation, CNV).

ProteinChip® System Series to zestaw testow

ProfeinChip® System Series Pattern Track'™ do analizy biomarkeréw. System
CIPHERGEN ten jest sprzezony z innymi produktami firmy, co
daje mozliwo$¢ poszukiwania biomarkeré6w réznego

wwwc com typu i mozliwo$¢ wykorzystania réznych metod

detekcii.

Analizujac powyzsze dane i uwzgledniajac fakt, ze corocznie tylko w samych Stanach
Zjednoczonych Ameryki Poéinocnej pula $rodkéw pienigznych na dotacje dla
projektéw badawczych i instytucji zwigzanych z szeroko pojgta diagnostyka choréb
cywilizacyjnych jest zwigkszana o ponad 900 milionéw dolaréw mozna pokusi¢ si¢
o stwierdzenie, ze stoimy przed prawdziwa rewolucja w tej dziedzinie [23,24].
Pomimo tego, ze rynek mikrourzadzen diagnostycznych jest rynkiem dopiero
rozwijajacym si¢ juz w tej chwili przynosi ogromne zyski firmom zajmujacymi sig¢
nowoczesnymi technologiami (Tabela 3). Wéréd firm innowacyjnych przoduja te z
USA, natomiast w Europie niewatpliwie czolowe miejsca zajmuja Niemcy, Anglia,

Holandia, Francja i Rosja. Sprzedawane urzadzenia diagnostyczne sa stosowane do
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diagnostyki eréznorodnych schorzen, poprzez rozréznianie ras zwierzat do bardziej
ogblnego wykorzystania. Ujmujac rozwdj najnowszych technologii a w tym takze
chipéw i mikromacierzy DNA globalnie, mozna pokusi¢ si¢ o stwierdzenie, ze sa to
technologie przysztosci, ktére niewatpliwie beda wywieraly znaczacy wptyw na nasze

zycie.

Tabela 3. Wybrane firmy zajmujqce si¢ sprzedazq i badaniami mikromacierzy i chipow DNA

Nr | Nazwa firmy Adres internetowy

1 Affymetrix INC www.affymetrix.com

2 Agilent www.chem.agilent.com
Technologies

3 BioMicro Systems | www.biomicro.com

4 BioRad www.bio-rad.com
Laboratories

5 Caliper Life | www.caliperls.com
Sciences

6 Capital ~ Biochip | www.capitalbio.com
Corp

7 Cepheid www.cepheid.com

8 Combimatrix Corp | www.combimatrix.com
DNAPrint www.dnaprint.com
Genomics

10 | Fluidigm Corp www.fluidigm.com

11 | Genetix www.genetix.co.uk

12 | Greiner Bio-One www.greinerbioone.com

13 | Illumina Inc www.illumina.com

14 | Lonza - Genolife www.genolife.com

15 | Micronit www.micronit.nl
Microfluidics BV

16 | Molecular Devices | www.moleculardevices.com
Corp (MDC)
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17 | Nanogen Inc WWWw.nanogen.com

18 | Oxford Gene | www.ogt.co.uk
Technology (OGT)
19 | Perkin Elmer www.instruments.perkinelmer.com
20 | Plexigen Inc www.plexigen.com
21 | Protron /www.protron-mikrotechnik.de
Mikrotechnik
GmbH
22 | Qiagen www1.qiagen.com

23 | Roche (Hoffmann | www.roche-diagnostics.com

LaRoche)

24 | Sequenom WWW.sequenom.com

25 SIRS Lab GmbH www.sirs-lab.de

26 | SuperArray WWWw.superarray.com

Bioscience Corp

27 | Takara - Bio www.takara-bio.co.jp

28 | US Genomics WWW.usgenomics.com

29 | Biochip-IMB Ltd. | www.biochip.ru

Podzigkowania:
Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na naukg¢ w latach 2006-2008 jako projekt

badawczy rozwojowy nr R0O501601.
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Rozdziat 6

Uporzgdkowane nanoporowate materialy hybrydowe

— organiczne krzemionki

Izabela Nowak
Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydziat Chemii, Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

Porowate ciala state, w ktérych wystgpuja pory przenikajace przez czastki ciata
stalego we wszystkich kierunkach, zwykle maja powierzchnie wlasciwe rzedu setek
m’/g. Przy tym powierzchnia wewnetrzna jest dziesigciokrotnie, a nawet niekiedy
stukrotnie wigksza od powierzchni zewngtrznej. Oprocz tego, wskutek wystepujacych
specyficznych krzywizn powierzchni wewnatrz poréw, nastgpuje istotne zwigkszenie
potencjalu adsorpcyjnego. Dlatego jest oczywiste, ze porowate ciala stale sa godne
uwagi, gdyz odznaczaja si¢ mozliwoscia efektywnego i optacalnego ekonomicznie
wykorzystania, np. w procesach adsorpcyjnych czy katalitycznych. Z tego wzgledu
synteza materialdw porowatych zawierajacych pory o S$cisle zdefiniowanych
rozmiarach, zdolne do przesiewania czasteczek zwiazkéw chemicznych o réznych
rozmiarach i/lub ksztattach, stanowi przedmiot zainteresowania chemikéw ze wzgledu
na mozliwos¢ ich zastosowania w procesach katalitycznych, adsorpcyjnych czy
rozdziatu.

Zgodnie z klasyfikacja podang przez [IUPAC materiaty porowate, ze wzglgdu na
wielko§¢ poréw, podzielono na trzy grupy: mikroporowate (wielko$¢ poréw
w granicach 0,2-2 nm), mezoporowate (2-50 nm) i makroporowate (>50 nm). Wiele

rodzajéw materialdéw porowatych zostalo szeroko opisanych w literaturze, np.
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najbardziej znanymi przedstawicielami rodziny materialéw mikroporowatych sa
zeolity, charakteryzujace si¢ waskim, jednakowej wielkosci systemem poréw
zdefiniowanym przez ich struktur¢ krystalograficzng. Materialy mezoporowate
w poréwnaniu do zeolitbw maja wysoko rozwinigta powierzchnig (600-1300 mzlg)
i wigkszy rozmiar poréw (2-30 nm), jednak bardzo czgsto ich struktury i centra
aktywne sa mniej dostgpne niz ma to miejsce w przypadku zeolitéw, za$ ich §ciany sg
amorficzne, co przeszkadza w praktycznym zastosowaniu w katalizie. Mezoporowate
sita molekularne z powodzeniem znalazly jednak zastosowanie w takich dziedzinach
nauki jak medycyna, ekologia i nanotechnologia. Poréwnanie obu typéw materiatéw

porowatych zostato przedstawione w Tabeli 1.

Tabela 1. Poréwnanie mikroporowatych, tj. zeolitow i mezoporowatych sit molekularnych

Zeolity Materiaty mezoporowate
® Rozmiar poréw < 2 nm e Rozmiar por6w ~2-15 nm
® Mate czasteczki uzywane sg jako ® Szeroko sg stosowane surfaktanty oraz
$rodki ukierunkowujace; inne $rodki ukierunkowujace, np.

organiczne czasteczki i czasteczki

supramolekularne, np. biomolekuty;

e Krystaliczne krzemiany i e Krysztaly” (psedokrysztaly) posiadaja
glinokrzemiany z tréjwymiarowa okresowo uporzadkowane czastki o
struktura sg perfekcyjnymi specyficznych wiasnoéciach chemicznych
nieorganicznymi krysztalami w skali i daja dobrze zdefiniowane linie
molekularnej; dyfraktometryczne w zakresie nano, tj, przy

20=0.4-10°%

e Klasyczne odmiany zbudowane sgz  ®  Sciany sa amorficzne — wystepuje wiele
glinokrzemianowych tetraedrycznych  poliedrycznych jednostek, takich jak
jednostek (TOy) ; szesciokrotnie- i pigciokrotnie

skoordynowane jednostki TOg i TOs;
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¢ Jednostki TO,4 potaczone sg z czterema ®  Nie wszystkie jednostki TO, sa

innymi za pomoca wigzan
kowalencyjnych. Niewiele
podstawowych jednostek posiada
tréjkrotne potaczenia, co implikuje

niska zawarto$¢ grup silanolowych;

® Wysoka hydrotermalna stabilno$¢;

® Krystalizacja zajmuje zwykle od kilku

Temperatura syntezy jest raczej

wysoka — 353-573 K;

dni do kilku miesigcy;

Syntetyzowane sa tylko w
$rodowisku wodnym (bez wody nie

nastgpuje petna krystalizacja);

potaczone z czterema innymi. Obecne sg
potaczenia 3- i 2-krotne, co generuje

hydrofilowo$¢ powierzchni;

® Niska stabilno$¢ na dziatanie pary
wodnej — mezoporowata strukturg mozna
zniszczy¢ na drodze gotowania w wodzie
przez 6h lub poprzez traktowanie parg
wodng (100% wody) w temperaturze 1073
K przez 4 h;

¢ Niska temperatura syntezy — zwykle 373-
403 K, ale niektdre syntezy przebiegaja

nawet w temperaturze 263 K;

e Bardzo krétka szybko$¢é tworzenia —
zwykle potrzeba od kilku sekund do kilku

minut na wytworzenie ciala stalego;

® Moga si¢ tworzy¢ w Srodowisku
niewodnym. Rézne polarne organiczne
rozpuszczalniki, takie jak alkohole
i tetrahydrofuran (THF) moga stuzy¢ do
generowania mezostruktury na drodze
samoorganizacji indukowanej
odparowaniem rozpuszczalnika lub metoda

solvotermalnej syntezy;
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¢ Synteza zachodzi wytacznie w e Szeroki zakres stosowanego pH, tj. od ~0
$rodowisku zasadowym; jedynie do 12 (zob. Tabela 5);
dodatek jonéw fluorkowych pozwala
na obnizenie pH do ~7 lub $rodowiska

lekko kwasnego;

® Morfologia jest silnie zwigzana z ich ~ ® Mozliwe jest kontrolowanie morfologii;
strukturg i jest trudna do tworza si¢ takie formy jak: filmy, sfery,
kontrolowania ze wzglgdu na monolity, wtdkna, taficuchy, liny, itp.
tworzenie idealnie uporzadkowanych

krysztatéw.

Pierwsza synteza materialu mezoporowatego zostata opisana w literaturze
w 1971 r., jednak mimo badan nad jego struktura, nie zostala ona w petni
scharakteryzowana [1]. Przelomem okazalo si¢ odkrycie w 1992 r. przez firm¢ Mobil
Oil Company nowej klasy uporzadkowanych materialéw porowatych nazwanych
MCM-41 (Mobil Composition of Matter No. 41). Pierwsze publikacje [1,2] opisujace
syntez¢ ww. materialéw zapoczatkowaty nowa er¢ w chemii materiatdw porowatych.
W  pracach tych zademonstrowano po raz pierwszy proces samorzutnego
uporzadkowania surfaktantéw w obecnosci ortokrzemianu tetraetylu lub krzemianu
sodu, ktére umozliwito otrzymanie nowych materiatéw o heksagonalnie (MCM-41),
regularnie (MCM-48) 1 warstwowo (lamelarnie) (MCM-50) uporzadkowane;j
strukturze poréw od 2 do 8 nm. Formowanie struktury opieralo si¢ w tych
przypadkach na oddziatywaniach elektrostatycznych pomigdzy dodanie natadowanym
srodkiem ukierunkowujacym a roztworem zwiazku krzemionki o tadunku ujemnym.
Mezoporowate materiaty otrzymywane byty nastgpnie przez usunigcie surfaktantu na
drodze ekstrakcji lub kalcynacji. Materialy te posiadaja uporzadkowana strukturg
duzych jednakowych poréw, wysokorozwinigta wyspecjalizowang powierzchnig

i zdefiniowang $rednicg poréw. Schemat syntezy takiego sita mozna przyréwnaé do
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otrzymywania starozytnych waz, albowiem juz wtedy na bazie matrycy drewnianej, na
drodze jej oblepienia gling potaczonego z wypaleniem, otrzymuje si¢ doktadna replike

(rys. 1).

+ glina

wypalenie

+ formy krzemionki ﬁg kalcynacja
LS

Rysunek 1. Schemat syntezy mezoporowatego sita molekularnego oraz wykonywania wazy.

O intensywno$ci rozwoju okre$lonej dziedziny nauki niewatpliwie §wiadczy liczba
publikacji jej poswigconych. Biorac to pod uwage nalezy stwierdzi¢, ze nauka
o mezoporowatych sitach molekularnych rozwija si¢ w zawrotnym tempie. Dzieli nas
ok. 15 lat od opublikowania pierwszej pracy nt. syntezy mezoporowatych sit, a liczba
publikacji poswigconych tym materiatom jest imponujaca (bliska 5500), a ich
potencjalne zastosowania w procesach separacji, katalizie, ochronie S$rodowiska,
medycynie, nano- i biotechnologii sa bardzo obiecujace.

Od roku 1992 nastapita olbrzymia ewolucja w dziedzinie nauki syntezy
materialdw mezoporowatych. Sklada si¢ na nig rozwdj metod syntezy przez
zastosowanie réznych surfaktantéw i polimerow w szerokim zakresie pH oraz
odkrycie kilkunastu nowych krzemianowych struktur takich jak na przyktad: SBA-n,
MSU-n, KIT-1, itp. Tym samym otrzymano szeroka game¢ nowych materialéw z
réznymi strukturami: dwuwymiarowa (2D) heksagonalna z grupa przestrzenng p6mm,
tréjwymiarowa (3D) heksagonalna - P6;/mmc, 3D regularna - Pm3m, Pm3n, Fd3m,
Fm3m, Im3m, ciagta regularna la3d, itp. Bardzo szybko okazalo si¢, ze proces
samorzutnego uporzadkowania mozna wykorzysta¢ do otrzymywania réznych innych

materiatow, nie tylko krzemionkowych, o $cisle zdefiniowanej strukturze porowatej i
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pozadanych wlasciwosciach powierzchniowych. Tym samym nastapil okres
rozpowszechnienia  tych samych metod syntezy dla  mezoporowatych
niekrzemianowych materialéw, ktérych synteza byla uprzednio utrudniona.
Mozliwosci tak szybkiego rozwoju metod syntezy uporzadkowanych mezoporowatych
materiatéw (Ordered Mesoporous Materials — OMMs) wynikaja przede wszystkim z
uzycia oligomerycznych i polimerycznych zwiazkow, ktére moga stuzyé jako
supramolekularne templaty.

Wrtasciwodci  strukturalne, takie jak ksztatt i rozmiar poréw, udaje sig
kontrolowa¢ przez dobdr odpowiednich surfaktantéw lub polimeréw blokowych, ktére
sa zdolne do samorzutnego uporzadkowania w obecnosci réznych zwigzkéw
nieorganicznych lub przez dobdér warunkéw syntezy (pH, st¢zenie reagentéw,
temperatura i czas). Istnieja réwniez nieograniczone mozliwosci modyfikacji
wlasciwoséci  powierzchniowych uporzadkowanych materiatéw nanoporowatych,
szczegOlnie krzemionkowych, przez chemiczne wigzanie ligandéw o odpowiednich
wlasciwosciach fizykochemicznych po ich syntezie lub juz na etapie syntezy. Ten
ostatni sposob okazatl si¢ bardzo atrakcyjny, gdyz pozwolil na otrzymanie materiatéw
z grupami organicznymi przylaczonymi do powierzchni lub wkomponowanymi w
struktur¢ materialu. W wyniku takiego procesu, tj. integracji do §cian mezoporowatej
krzemionki za pomoca wigzan kowalencyjnych Si-C mostkowo zwiazanych form
(RO);Si-R’-Si(OR);, otrzymano po raz pierwszy w 1999 roku materialy
mezoporowate — organiczne krzemionki — PMO (periodic mesoporous organosilicas -
PMOs) [4-6]. Fuzja chemii organicznej oraz chemii nieorganicznej ciata statego (tj.
materialow krzemionkowych) pozwolila na wytworzenie materialéw z jednorodna
dystrybucja organicznych grup rozdzielajacych i rozkladem rozmiaru poréw. PMOs
charakteryzuja si¢ unikalnymi cechami zwigzanymi z ich struktura: wysoka
zawarto$cia sktadnika organicznego (tylko nieznaczng blokada poréw), obecnoscia
chemicznie reaktywnych centréw; homogeniczng dystrybucja grup funkcyjnych;
chemiczng i fizyczna wlasciwos$ci materiatdw zmieniang na drodze manipulowania

budowa i sktadem prekursora silseskwioksanowego. Takie kowalencyjnie powigzane
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struktury  organiczno-nieorganiczne reprezentuja nowa klas¢ materiatéw z
mozliwoscia zastosowania jako gospodarze dla syntezy nanoklasteréw, w ceramice,
ksztattoselektywnej katalizie, optoelektronicznych materiatach, mikroelektronicznych
materiatach z niskim wspétczynnikiem k, sensorach chemicznych i nanoreaktorach.
Badania nad nowymi materiatami hybrydowymi sa takze motywowane potencjalnym
ich zastosowaniem w chemii materialowej (wypelnienia kolumn HPLC, oleje
silikonowe). Aktualnie weszliSmy w etap rozwoju badan nad zastosowaniem
mezoporowatych organicznych krzemionek, ktérych rozwdj datuje si¢ zaledwie od
1999 roku a i zapewne najblizsze lata przyniosa szereg rozwigzan technologicznych w
tym zakresie.

W  celu otrzymania jednorodnych iuporzadkowanych, mezoporowatych
adsorbentéw konieczne jest zastosowanie metod pozwalajacych kontrolowaé, podczas
procesu syntezy, wymiary powstajacych poréw, a takze ich geometryczny ksztalt i
wzajemne przestrzenne ulozenie. W¢réd réznych metod mezoporowatego
projektowania” regularnej i uporzadkowanej nanoporowatej struktury materiatu
najbardziej skuteczne okazaly si¢ metody syntezy bezposredniej, na ktéra wptyw maja

czynniki zamieszczone na rys.2.

Surfoakiant
kegalizegor
Pprocesu ﬂ
syniegy % femperanr
S*f@ie-"!fff L= = pH
subsiratow

f rrict oo HSHW A

roduai ﬂ terrploin
prafursora
nieorgariicine, .
e o o Stargenie”
teln

Rysunek 2. Czynniki majgce wplyw na synteze materiatéw mezoporowatych.
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Opracowanie nowej metody syntezy sit molekularnych przez firm¢ Mobil Oil
Co. na poczatku lat dziewigédziesigtych pozwolilo na otrzymanie mezoporowatych
materialéw. W metodzie tej zastosowano supramolekularne agregaty czasteczek
surfaktantéw (§rodkéw powierzchniowo czynnych) zamiast pojedynczych czasteczek.
Uzycie tych liotropowych faz prowadzi do otrzymania mezostrukturalnych materiatéw
(krzemianéw, glinokrzemianéw, glinofosforanéw, etc.), ktére po kalcynacji
prowadzacej do usunigcia matrycy, maja $rednicg poréw w granicach wyznaczanych
przez dlugo$¢ hydrofobowej czesci surfaktantu, tj. od 2 do 30 nm. Materiaty te,
okreslane jako M41S, nie sa krystaliczne (majg $ciany amorficzne) [7]. Mechanizm
syntezy materialéw mezoporowatych nie jest przedstawiony w literaturze
jednoznacznie. Nastgpujace publikacje przegladowe prezentuja przeglad réznych teorii
nt. mechanizmu powstawania struktury materialu mezoporowatego [np. 8-26].
Surfaktant stosowany jako templat jest czasteczka z grupa hydrofilowa

i hydrofobowym tancuchem weglowodorowym:

ANANNANANNANS-O

Dla powstania materialu porowatego wazne jest znalezienie odpowiedniej
grupy hydrofilowej $rodka powierzchniowo czynnego, tak aby umozliwi¢ powigzanie
jej z nieorganicznym prekursorem. Oddzialywania pomi¢dzy komponentem
nieorganicznym (I) a surfaktantem (S) moga przybieraé rézne formy: wigzania
elektrostatycznego, kowalencyjnego lub wodorowego (Tabela 2). W przypadku
jonowych $rodkéw powierzchniowo czynnych, moze dojs¢ do oddziatywania
elektrostatycznego typu S'T, gdy reakcja przebiega w warunkach zasadowych
I w obecnosci kationowego surfaktantu i anionowej formy nieorganicznej lub ST' -
warunki kwasowe, surfaktant anionowy i nieorganiczny kation. W przypadku, gdy
$rodek powierzchniowo czynny i czg$¢ nieorganiczna maja ten sam tadunek,

konieczne jest dodanie dodatkowych jonéw, takich jak halogenki X (S*XT", warunki
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kwasowe syntezy) czy kationy metali alkalicznych M* (SX'T, warunki zasadowe
syntezy). Powyzsze oddzialywania maja charakter elektrostatyczny, co ma takze
miejsce w przypadku sciezki SHYXT', ale mozliwe sa takze wystgpowanie wigzan
wodorowych w przypadku uzycia niejonowego surfaktantu lub kopolimeru
i obojetnego zrédta krzemionki (S°1/S°N®). Stosunkowo rzadko zdarzajg si¢ wigzania
kowalencyjne surfaktant-komponent nieorganiczny (S-I), jednak istniejg gtéwnie

podczas tworzenia sieci zawierajacych metale (Nb, Ta).

Tabela 2. Sciezki syntezy mezoporowatych materiatow ze szczegolnym uwzglednieniem formy

nieorganicznej (1) oraz rodzaju surfaktantu (S).

Typ/rodzaj Proponowany

Symbole Warunki Przyktady
oddziatywan model
ST S*, kationowe surfaktanty zasadowe MCM-
kulombowskie (zob. Tabela 2) 41, MCM-48,
elektrostatyczn T, anionowe formy SBA-2, SBA-6,
e krzemianowe SBA-8,
FDU-2, FDU -
11, FDU -13
ST S™ anionowe surfaktanty, wodne tlenki glinu
kulombowskie np. C,H,,,COOH,
elektrostatyczn C,H,,1SO5H,
& C,H»,.10SO,H,

CyH2,.1OPO,H;

I, jony metali
przejsciowych takie jak np.
Al
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SXT
kulombowskie
elektrostatyczn

e; podwdjna

(zob. Tabela 2)
I, anionowe formy

krzemianowe;

"] . S*, kationowe surfaktanty kwaséne  SBA-1, SBA-2,

SBA-3

warstwa X, CI, Br, I, SO4*, NOy'
wigzan
wodorowych
SN*'T S’, anionowe surfaktanty  zasadowe AMS-n
kulombowskie (rys 4);
elektrostatyczn N7, kationowe grupy
e aminowe z TMAPS lub
APS;
I, anionowe formy
krzemianowe
SM'T S’, anionowe surfaktanty  zasadowe tlenki W, Mo
kulombowskie C,H,,,;COOH,
elektrostatyczn C,H;,,+1SO3H,
e; podwdjna C,H,,,10SO,H,
warstwa C,H,,,;OPO,H;
wigzan T, jony metali
wodorowych przejéciowych, np. WO,”,
Mo,07;
M, Na*, K*, Cr'™*, Ni**
S (NOIO) P ] S, niejonowe surfaktanty, obojetne HMS, MSU,
wigzanie oligomeryczne alkilowe materiaty z
wodorowe PEO surfaktanty i kanatami o
tréjblokowe kopolimery; ksztatcie
N, organiczne aminy, robakowatym

CnH2n+ 1 NHz,
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H2NCHH2H+ 1 NHz,
1°, obojetne formy

krzemianéw, glinianéw

S’H'X T S° niejonowe surfaktanty kwasne, SBA-n (n=I1,
kulombowskie I*, kationowe formy pH<2 12, 151 16),
elektrostatyczn krzemiandw; FDU-n(n=1,
e; podwdjna X, CI, Br, I, SO,%, NOy 5112), KIT-n
warstwa (n=516)
wigzan
wodorowych
NO---I* N, organiczne aminy; kwasne  tlenki Nb, Ta
koordynacyjne I, metale przej$ciowe (Nb,

Ta)
S*-T wigzanie S*, kationowe surfaktanty zasadowe mezoporowata
kowalencyjne zawierajace krzemiany, np. krzemionka

Ci6H33N(CHj3),081(0C,Hs
);Br; I', anionowe formy

krzemianéw

Typowa strategia syntezy materialdéw mezoporowatych sktada si¢ z kilku
podstawowych etapéw (rys. 3). Po pierwsze nalezy otrzyma¢é homogeniczna
mieszaning surfaktantu w rozpuszczalniku, ktérym przewaznie jest woda. Nastgpnie
dodaje si¢ zrédto krzemu, ktére podlega procesowi hydrolizy katalizowanej przez
kwas lub zasadg, co w efekcie prowadzi do otrzymania zolu skladajacego sig
oligomeréw krzemowych. W wyniku oddzialywania pomigdzy oligomerami
i micelami surfaktantu, kooperacyjne sktadanie (assembly) i agregacja prowadza do
procesu wytracania ciata stalego z zolu. Podczas tego procesu zachodzi ciagta

separacja mikrofazowa i kondensacja krzemowych oligomeréw. Tworzenie
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mezoporowatych krzemianéw jest bardzo szybkie w przypadku stosowania
kationowych surfaktantéw — zwykle potrzeba 3-5 minut, za§ dla niejonowych
surfaktantéw jest on trochg dluzszy, tj. wymagane jest minimum 30 min. Badania
przeprowadzone za pomocg multidyscyplinarnych technik pozwolity na wykazanie, ze
materiat mezoporowaty na tym etapie syntezy, zanim wytworzy si¢ zel, jest
nieuporzadkowany [27]. W momencie rozpoczgcia procesu stracania zaczyna si¢ takze
proces  uporzadkowania  struktury. Dotychczas do  syntezy  materiatéw
mezoporowatych uzywane byly proste tetraalkoksysilany takie jak TEOS
(tetraetoksysilan) lub TMOS (tetrametoksysilan). Jednak w przypadku reakcji
otrzymywania hybryd organiczno-nieorganicznych jako podstawowe zrédio
krzemionki moga by¢ uzywane bardziej skomplikowane potaczenia krzemu, w tym
podstawione grupami etylotrietoksykrzemianowymi etoksysilany i cykliczne
trimetylotrietoksysilany. Warto w tym miejscu zwrdci¢ uwagg na szybsze tworzenie
mezoporowatych krzemionek w przypadku stosowania tetrametoksysilanéw niz TEOS
oraz wolniejsze w przypadku stosowania tetrabutoksysilanu, co jest silnie zwigzane z
szybkoscia hydrolizy prekursoréw krzemowych.

Po wytworzeniu produktu stalego nastgpuje proces kondensacji w celu
uzyskania uporzadkowanej mezostruktury. Nastgpnie prowadzi si¢ proces
hydrotermalny w celu doprowadzenia do kompletnej kondensacji i solidyfikacji oraz
dalszej poprawy organizacji  struktury. Materiat mezoporowaty jest ostatecznie
otrzymywany przez usunigcie surfaktantu.

Uporzadkowane mezoporowaty struktury otrzymuje si¢ w warunkach kwasnych
lub zasadowych. Zwykle obojetny roztwér nie pozwala na otrzymanie
uporzadkowanych struktur, ze wzgledu na to iz, zbyt szybki proces polimeryzacji oraz
szybko$¢ usieciowania krzemianéw przy pH w zakresie od 6 do 8.5 nie pozwalaja na
kontrolowany proces templatowania przy uzyciu surfaktantéw [28]. Dodanie jonéw
fluorkowych pozwala na generowanie mezoporowatych struktur nawet w warunkach
obojetnych. W przypadku syntez prowadzonych w s$rodowisku zasadowym, jako

zasady stosuje si¢ wodorotlenek sodu lub potasu, wod¢ amoniakalng (NH; H,0),
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wodorotlenek tetrametyloamoniowy (TMAOH, (CH3);NOH) i tetraetyloamoniowy
(TEAOH, (C,Hs),NOH), przy czym te dwa ostatnie ze wzgledu na ich wysoka ceng
jedynie w przypadku syntezy materialéw glinokrzemianowych. Warto w tym miejscu
zwréci¢ uwage na fakt, ze pH $rodowiska reakcyjnego zmienia si¢ z czasem i jest
poczatkowo obnizane ze wzgledu na proces hydrolizy krzemianéw, by pdzniej
wzrosnag¢ w zwiazku z sieciowanie form krzemionkowych. W zwiazku z tym
materialy mezoporowate o wysokim uporzadkowaniu, np. MCM-41, otrzymuje si¢
zwykle jedynie przy pH od 11 do 11,5, co jest uzyskiwane przez nastawianie pH
w trakcie syntezy za pomocg kwasu siarkowego badz tez octowego.

W przypadku syntezy kwasowej proces otrzymywania —materialéw
mezoporowatych jest znaczaco przyspieszany przez obnizenie pH roztworu. Z drugiej
jednak strony niskie pH powoduje spowolnienie szybkos$ci stracania. Je$li jako
katalizator procesu stosuje si¢ HCI, wtedy optymalne pH to <1. Im wyzsze jest
stezenie jonéw H' tym bardziej hydrofilowy staje si¢ blokowy kopolimer poprzez
protonowanie czastek PEO blokowych kopolimeréw. Wysokie stgzenie HCl (>4 M)
nie jest zalecane ze wzgledu na generowanie nieuporzadkowanych struktur. Z kolei
niskie stgzenie kwasu (0.5 M HCI) oraz dodatek n-butanolu obnizajg szybkosé
kondensacji form nieorganicznych, co pozwala na otrzymanie wysoko
uporzadkowanej struktury 3D typu SBA-16. Og6lnie przyjmuje sig¢, ze niskie st¢zenie
katalizator6w sprzyja powolnej kinetyce kondensacji grup nieorganicznych. Oprécz
HCI jako katalizatory stosuje si¢ HNO;, HBr, HI i H,SO,, za$ znacznie rzadziej
H;PO, oraz kwas octowy. Poniewaz stracanie krzemianéw jest ekstremalnie powolne
przy pH=1-2, stad tez mozliwe bylo dokladne przesledzenie mechanizmu tworzenia
mezoporowatych struktur przy uzyciu kopolimeréw blokowych [29]. W przypadku
hydrolizy kwasowej przewaznie jako zrddlo krzemu stosuje si¢ TEOS, rzadziej za$
metakrzemian sodu (Na,SiOs), tj. tylko w przypadku szybkiego procesu zakwaszenia.
Dodatek soli nieorganicznych takich jak KCI, NaCl, Na,SO, and K,SO, moze

poprawiaé syntez¢ poprzez jej przyspieszenie oraz polepszenie uporzadkowania,
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podczas gdy dodatek organicznych rozpuszczalnikéw przewaznie obniza szybko$é
tworzenia w przypadku niejonowych systeméw surfaktantéw [30].

Bardzo ciekawym zjawiskiem w  przypadku syntezy = materialéw
mezoporowatych w $rodowisku kwasnym jest catkowity brak przemian fazowych.
Zwykle dany surfaktant przyczynia si¢ do otrzymana okre$lonej struktury, np. CTAB
daje 2D heksagonalne mezostruktur¢ SBA-3, natomiast CTEAB 3D regularng SBA-1.
W poréwnaniu do zasadowej syntezy jest wigc znacznie trudniej zmieniad
mezostrukturg poprzez dopasowanie stgzenia, czy tez zmiang temperatury. Jedynie w
przypadku syntezy 3D struktury SBA-12 z mieszaning fazy heksagonalnej upakowane;j
(hep) i regularnej upakowanej (ccp) proces hydrotermalnej obrébki w 373 K przez 3

dni powoduje przemiang w 2D heksagonalng mezostrukturg.

Usuwsanie
O Dalsza templatu
polimeryzacja i
Tyrorzenie kondensacja fazy
O cieklokrystalicznej nieorganicznej

. fazy z czqsteczkami
KOOPG"EfWJ“E‘ nieorganicznymi
agregacja
polacionaz
o separacjafaz

Mukleacja samozorganizovranych

crasteczel surfalktantu i

nieorganicznych form

Rysunek 3. Syntetyczna strategia otrzymywania materialéw mezoporowatych
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Natura surfaktantu, okreslana przez dtugo$¢ tancucha i tadunek grupy polarnej oraz jej
strukturg, ma wptyw na strukturg otrzymanego produktu. W tabelach 3 i 4 oraz na rys.
4 zestawiono podstawowe typy surfaktantéw stosowanych w syntezie materialéw
mezoporowatych.  Przewaznie uzywa si¢ czwartorzgdowych amoniowych

surfaktantéw z dtugimi faficuchami alkilowymi.

Tabela 3. Przyktady wzoréw strukturalnych stosowanych surfaktantéw kationowych

Czwartorzgdowe R
. HaG—(CHz)n-1—NR[Br] R1: Rz Rg = CHy, CoHs, CoHy
amoniowe sole Ry
trialkilowe n=8-22
L CHs
HyG—(CHg)n.1— N—(CHa)m—CH;[Br]
H3
n=8-22,m=2-22
SHy
HoC~(CHa)n1—NA(CHa),—R BT R= —©—Or—oH.«
TH,
n=8-222m=0-3
Gemini Chs. HiQ CH;
HyC—{CHy)n =N CHg) s~ N—(CHz)m.—CH;[2Br]
N
m Hy CH,
n=8-22,s=2-6,m=1-22
HG ,/CHa
H3C—(CH2)",1—N—(CH2)5—N<CH3 [2Br]
Hs CH,
n=8-22;s=2-6
Cn—s—l
, St , CHs
HyG—(CH) 17— 0—({D)—0—(CH)—NT{CHz)—NT-CH, [28r]
CHj CH,
18B14341
Bolafoam R, Hy /CHs
Hﬁ}r—(CHz)n—O—mHg)n—N;CHa (2Br]
Hy CHy

n=4,6,8,10,12
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Z trzema grupami HG, LCHs  CHy
. Hsc—(CHz)m—chHz);Nf(CHz)p—f\(CHa [3Br]
polarnymi Cin.s-p-1 Hal “CH, CHy

m=14,16.18:s=2:p=3

Z czterema grupami HC | o HG , FHs
) HeC SNHCH,) - (CHy), GHZ)m7N—(CH2)"—N—CH3 [4Br]
polarnymi Hy Hy H:C CHy

Coronm n=234m=8,10 12

Tabela 4. Wykaz najczesciej stosowanych komercyjnych niejonowych surfaktantow

Pluoronic
i
HO{CH, CHy O}t CH CHy Of{CHz CHy O H PEO-PPO-
PEO
Pluoronic R
CHs CHa
Tréjblok
réjblokowe HO{CH-CHy O){CHa CHy O3 GHy CH-OJH PPO-PEO-
PPO
Polialkilooksy
lowe
CHyCH;
kopolimery HO{CH-CHy 01 CH-CH;-O3{CHy CHy- 05 H PEO-PBO-
blokowe PEO
C/Hg
HO{CH CH, O}CHz CHz OJ:H PPO-PEO
Dwublokowe
gHechs PBO-PEO
HO{CH-CHz O} CHx CHx O} H B
iazdzi CH Chs Tetrol
Gwiazdziste Hio»CHQ'cH;)ﬁ\‘O'c‘H:»CHglEI_!N e J,tCHz curoﬁcmrcnz—oiu Tetronic
dwublokowe H 0'CH1'CH;)#0§:;CH3,/“ CHz &: OttCH CH OJH
CHg{CH,)5tO-CHy-CHa}OH Brij
Oligomeryczne alkilowe
poli(etylenowe tlenki) ChaChis Clis .
CH:’CH’C[I'I’CH{CNz'CI’H’O'CH;’CHztOH Ter, gltOI
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A =C00. 0803, SO3. OPO;
M =H, Na. K

n=8-18

Rysunek 4. Surfaktanty typu anionowego, syntetyzowane w sposob laboratoryjny.

W zaleznosci od temperatury i stgzenia, czasteczki surfaktantu samorzutnie
daza do organizowania si¢ w agregaty o réznych ksztattach. Przy bardzo niskim
stezeniu, czasteczki §rodka powierzchniowo czynnego sa w roztworze w dyspersji
monomolekularnej (rys. 5). W przypadku syntezy materialu MCM-41 przy stgzeniu
okreslanym jako krytyczne stezenie micelowania - CMCI1 (ok. 20% CTAB w wodzie)
- tworzg si¢ kuliste micele. W takim uktadzie zewngtrzna powierzchnia miceli sktada
si¢ z grup hydrofilowych, podczas gdy tancuchy weglowodorowe sa skierowane do

srodka miceli [31]. Dalszy wzrost stgzenia do CMC2 (ok. 35%) powoduje agregacje
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miceli kulistych do cylindrycznych lub paleczkowatych, by w koncu utworzyé
odpowiednie cieklokrystaliczne mezofazy: heksagonalng H;, regularng V,
i warstwowa (lamelarng) L (rys. 5). Ogdlnie przyjeto, iz mezoporowate struktury
tworza si¢ przy warto§ci CMC od 0 do 20 mg/l. W przypadku wyzszego stg¢zenia, tj.
od 20 do 300 mg/l, stosowane sg strategie stuzace obnizeniu wartosci CMC.
Surfaktanty z wysoka wartoScia CMC zwykle maja tendencj¢ do tworzenia struktur
o uporzadkowaniu regularnym. W przypadku dalszego wzrostu CMC trudno jest

wygenerowa¢ mezostrukture [32].

e Pateczki Heksagonal ~ Regularna Lamelarna

- heksagonalne
A e
kule

Czasteczki Izotropowe fazy

] Fazy cieklokrystaliczne
surfakatnta mielarne

—

Wzrost stgzenia surfaktantu

CMC

Rysunek 5. Diagram struktur, w tym mezofaz, w zaleznosci od wartosci krytycznego stezenia

micelowania

Bardzo dtugie surfaktanty (> C,,) nie sg raczej stosowane ze wzgledéw
ekonomicznych. Namba i wsp. [33] donosza o mozliwosci zastosowania mieszaniny
surfaktantéw o réznym stosunku obu komponentéw, np. uzycie mieszaniny

C,TMAB1/CTAB pozwolilo na otrzymanie materialu o rozmiarze poréw od 1,8 do

182



4,2 nm, za$ mieszaniny CTAB/C,,TMABr — od 2,8 do 5,2 nm.

Stucky i wsp. [34] wprowadzili pojgcie czynnika g, tzw. czynnika upakowania,
okres§lanego wzorem empirycznym: g=V/agl, gdzie V jest catkowita objetoscia
fancucha surfaktantu, a, — efektywna powierzchnia grupy polarnej surfaktantu, a 1 —
efektywna kinetyczng dtugoécia tafncucha. Kiedy parametr g wzrasta, zachodza zmiany
fazowe kontrolowane za pomoca pH - Tabela 5. Przewidywana teoretycznie
sekwencja mezofazy w funkcji wartoéci g przedstawia si¢ nastgpujaco: regularna
(Pm3n, itp.) 1 3D heksagonalna (P63/mmc) dla g < 1/3, 2D heksagonalna (p6mm) dla
1/3 < g < 1/2, regularna (la3d) dla 1/2 < g < 2/3, i lamelarna dla g = 1. Uzycie §rodka
powierzchniowo czynnego posiadajacego blizniaczo rozmieszczone tadunki
(amoniowy gemini — tab. 3 — w skrécie GEM n-s-m, gdzie n = 16, s =2-12, m = 1-16)
powoduje powstanie nowej mezofazy typu SBA-1 o strukturze heksagonalnej. Dla
serii (Ci6H33)(CyHane)(CH3),N*Br~ (n = 1-12) Sayari [7] obserwowat przy n < 9
bardzo ciekawy przypadek, kiedy faza heksagonalna tworzyta si¢ gdy liczba n byta
nieparzysta, a lamelarna przy parzystych wartosciach n. Przy n > 9 powstawata jedynie
faza lamelarna. Van Der Voort i wsp. [35] stosujac GEM n-s-m jako surfaktanty,
stwierdzili, iz dlugo$¢ tancucha (n oraz m) okres$la rozmiar poréw, a dlugosé
.rozdzielacza” s wpltywa na rodzaj powstalej fazy krystalicznej. I tak, przy s = 10-12
powstaje regularna struktura MCM-48, zas uzycie GEM z s < 10 powoduje powstanie
heksagonalnej fazy MCM-41.

Pojecie czynnika upakowania pozwala uwzgledniaé i rozwaza¢ wptyw dodatku
pomocniczych substancji stosowanych do zmiany polarnosci oraz wilasciwosci
hydrofobowych/hydrofilowych surfaktantéw na strukturg otrzymanego materiatu.
Apolarne dodatki, takie jak TMB, tacza si¢ hydrofobowa czgscia miceli (tworzy sig¢
MCM-50 zamiast MCM-41), a polarne wchodza do hydrofobowych/hydrofilowych
regiondw palisady tancucha (dodanie -AmOH powoduje powstanie SBA-3 (struktura

heksagonalna) zamiast SBA-1 (regularna)).
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Wprawdzie w wigkszosci przypadkéw tworzenie si¢ struktur mozna przewidzie¢ na
podstawie warto$ci g, to jednak wiele czynnikéw moze mie¢ wplyw na finalng
mezostrukture:

1. Obserwuje si¢ zmniejszenie rozmiaru (repulsion) gtéwki jonowego surfaktantu
po dodaniu nieorganicznych soli. W wyniku tego procesu spada efektywna
powierzchnia giéwki, a tym samym ros$nie warto$¢ g. Powoduje to takie
przejscia, ze np. zamiast 3D regularnej mezostruktury otrzymujemy 2D
heksagonalng. Rézne sole nieorganiczne majg odmienny wptyw na surfaktanty
jonowe w zaleznosci od wielkosci promieni hydratowanych anionéw
i kationéw. Obserwuje si¢ tutaj zalezno$¢ zgodng z seria Hofmeistera dla
anionéw.

2. Na przyktad dla surfaktantu CTEAB obserwuje si¢ nastgpujacy szereg: NO; >
Cl' > SO, towarzyszacy zmianie krzywizny od wyzszej do nizszej. W
przypadku niejonowych surfaktantéw jest to bardziej zlozone. Tang i
wsp6tpracownicy [36] znalezli w tym przypadku zupetnie inny szereg: SO,
(HSO,) > NO; > CI, albowiem w kwa$nym $§rodowisku w obecno$ci P123

zachodzi przemiana struktury z grupq przestrzenng p6mm do la3d.

3. Wazrost wielkosci hydrofilowej gléwki prowadzi do zmniejszenia warto$ci g co
prowadzi do tworzenia sferycznych mezostruktur z duza krzywizna. I tak
kationowe surfaktanty C,H,,, N(CH;);Br (n = 10-18) zwykle powoduja
generowanie 2D  struktury heksagonalnej, natomiast 3D klatkowa
mezostruktura (np. SBA-1)  jest syntetyzowana  z uzyciem
C,Hyn+1IN(CH,CH3;);Br jako $rodka ukierunkowujacego.

4. Jesli dwa surfaktanty maja taka samg gidwke, natomiast ogonek sktada sig
pojedynczego, badz podwdjnego tancucha to pomimo tej samej wartosci ag
mamy zupetnie inne warto$ci g, co prowadzi do tworzenia sferycznych zamiast
kulistych miceli. 1 tak na przyktad surfaktant typu blizniaczego Cig.2.16

prowadzi do wytworzenia lamelarnej mezostruktury.
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Tabela 5. Wplyw parametru g na rodzaj mezostruktury w réznych warunkach syntezy.

g=V/agl
<1/3 1/3<1/2 1/2<2/3 1
3D cylindryczne
Sferyczne micele Cylindryczne micele Lamelarne micele
micele

Surfaktanty z Surfaktanty z Surfaktanty z Surfaktanty z
pojedynczym pojedynczym tancuchem pojedynczym podwéjnym tancuchem
tancuchem i duza i malq gtéwka fancuchem i matg imalg gtéwka
glowia, CobHan N(CH,),X (n=g.  S10WKA SO 2 0 gy, () N(CH )X
CHuoNCHX  18) hydrofobowa polaria 120 22). C55.1

(n=12-18), 18B.4 gtéwka, surfaktanty z

Coot (n=12-18) podwéjnym
tancuchem i duza
glowka
Ci6H33(CH;):N(CHo)-
(C¢Hs) , Gemini Cyyq
Synteza w Srodowisku zasadowym
SBA-6 SBA-7 MCM-41 MCM-48 MCM-50
Synteza w Srodowisku kwasnym
SBA-1 SBA-2 SBA-3 SBA-4

5. Dla typu blizniaczego C,, ¢ hydrofilowy charakter moze by¢ modyfikowany
przez dlugos¢ taficucha weglowodorowego. I tak dla s w zakresie od 2 do 12
w przypadku surfaktantu typu Ci¢s6, templatowana struktura zmienia sig¢
w $rodowisku zasadowym od lamelarnej przez 2D heksagonalng az po

regularna.

Podsumowujac, do syntezy materialéw mezoporowatych uzywa si¢ zaréwno

czwartorzgdowych surfaktantéw alkilowych, o réznych dlugosciach tafncucha, jak
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réwniez mieszaniny surfaktantow w réznych proporcjach, czy réwniez surfaktanty
o blizniaczo roztozonych tadunkach, ktérych wilasciwosci hydrofobowo-hydrofilowe
i kontrola dtugosci tancucha prowadza do otrzymania struktur o okreslonej morfologii
i wielko$ci poréw, czy w koficu blokowe kopolimery typu Pluronic F127
(EO106PO7EO 06) czy P123 (EO»PO70EO,). Wszystkie one majg za zadanie pomdc
w otrzymaniu materiatéw hybrydowych o ogromnych porach, jednak o zblizonym ich
rozmiarze, poprawienie uporzadkowania strukturalnego i otrzymanie ciefiszych $cian.
Maja one zastosowanie gldwnie podczas syntez z wudzialem mostkowych
organosilanéw. Dla uzyskania jeszcze lepszej stabilnos$ci mezoporéw do roztworu
suraktantu typu triblokowego polimeru mozliwe jest dodanie surfaktantu
fluorowgglowego (FC-4).

Mezoporowate materiaty hybrydowe posiadaja mikroskopowo heterogeniczng
strukture sktadajaca sig¢ z nieorganicznej matrycy i organicznej czg$ci wprowadzone;j
(uwigzionej) do matrycy. Mozna to osiagnaé na trzy sposoby:

= kokondensacji (syntezy tzw. “one — pot”)

= zaszczepiania, tj. ,.graftingu”

= bezposredniej syntezy materiatéw PMO.

Kokondensacja, inaczej zwana synteza ,one-pot”, jest metoda syntezy
bezposredniej wykorzystujacej mieszaning tetraalkoksysilanéw (RO),Si (TEOS lub
TMOS) i terminalnych trialkoksyorganosilanéw typu (R’0);SiR, ktére w obecnosci
$rodkéw ukierunkowujacych prowadza do materialéw posiadajacych organiczne
czasteczki wbudowane kowalencyjnie w porowate $ciany lub skierowane do $rodka
poréw (rys. 6). Zaleta tego typu syntezy sa: niezablokowane pory, homogeniczny
rozktad jednostek organicznych w materiale porowatym i mozliwo$¢ pdézniejszej
funkcjonalizacji wprowadzonych grup. Jednak synteza ,,one-pot” ma tez szereg wad:
nieuporzadowanie struktury wzrasta wraz ze stgzeniem (R’0);SiR, ktérych obecnosé
w otrzymane] strukturze jest raczej niska (nie przekracza 40% molowych, grupy
organosilanowe faworyzuja homokondensacj¢ w poréwnaniu z reakcja z sililowym

prekursorem). Ponadto zbyt duze natadowanie struktury organosilanami powoduje
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redukcje wielkosci poréw, rozkladu ich rozmiaréw, wielkosci powierzchni aktywnej, a
zbyt gwattowne usunigcie surfaktantu (np. przez kalcynacjg¢ zamiast ekstrakcji) moze
doprowadzi¢ do zatamania sig¢ struktury.

Zaszczepianie, w przeciwienstwie do syntezy ,one-pot”’, jest metoda
modyfikacji wewngtrznej  powierzchni  mezoporowatej  krzemionki  przez
wprowadzenie réznorodnych grup organicznych. Przebiega zazwyczaj przez reakcje
organosilanéw typu (R’0);SiR, rzadziej chlorosilanéw C13SiR lub silazanéw
HN(SiR3);, z wolnymi grupami silanolowymi na powierzchni poréw (rys. 7). Zaleta tej
metody jest zachowanie wyjsciowej powierzchni krzemionki, podczas gdy
usieciowanie $cian zmniejsza tylko pory materialu hybrydowego (co moze okazac si¢
najwigksza wada tej metody prowadzaca nawet do catkowitego zatkania poréw).
Rozmieszczenie i ilo§¢ wprowadzonych grup funkcyjnych zalezy od reaktywnosci
organosilanu i dostgpnosci do powierzchni krzemionki, determinowanych przez
dyfuzje i czynniki steryczne.

Uzycie mostkowych prekursoréw organosililowych typu (R’0);Si-R-Si(R’O);
(bis-sililowych) umozliwia otrzymanie tréjwymiarowej macierzy krzemionkowej
zdwoma wigzaniami kowalencyjnymi migdzy grupami nieorganicznymi
T organicznymi (Si-C) rozmieszczonymi homogenicznie w strukturze S$cian, bez
blokowania poréw (rys. 8). Polega ona na jednoczesnej hydrolizie i kondensacji
prekursora w obecnosci surfaktantéw, prowadzac do powstania termicznie stabilnych
struktur o duzej powierzchni wewnetrznej, uporzadkowanym systemie poréw
Iwaskim przedziale ich S$rednicy, ktérego morfologie i sktad matrycy mozna
kontrolowaé. Wiele zmodyfikowanych grup organicznych, posiadajacych rézne
wlasciwosci w réznych warunkach moze zosta¢ wprowadzonych do takiej struktury.
Najbardziej ciekawa grupa materialéw hybrydowych sa polaczenia benzenowo-
krzemianowe. Charakteryzuja cecha ich budowy jest wystgpowanie amorficznych,
pseudokrystalicznych $cian sktadajacych si¢ z okresowo powtarzajacych si¢ jednostek
benzenowych 1  krzemianowych  O-Si-C-Si-O, powiazanych  wigzaniami

kowalencyjnymi. W hybrydzie widoczne jest heksagonalne utozenie mezoporéw (rys.
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9). Hydrofobowe powierzchnie pierscieni benzenowych i hydrofilowe grupy

silanolowe (Si-OH) tworza powtarzalng matrycg $cian (elementy nastgpuja po sobie co

~

TEOS Ekstrakcja/ @
+ H'iog ) OHion — N o 1
—_— alcynacja e o
@®-siory [=% ‘

Rysunek 6. Schemat procesu kokondensacji tetraalkoksysilanéw (RO)4Si (TEOS lub TMOS) i
terminalnych trialkoksyorganosilanéw typu (R’O)3SiR

Rysunek 7. Schemat przebiegu procesu zaszczepiania, tj. ,graftingu” roznorodnych grup

organicznych
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Rysunek 8. Schemat przebiegu procesu wprowadzania do Scian mezoporowatych materiatow
grup organicznych z wykorzystaniem mostkowych prekursoréw organosililowych typu

(R’0)3Si-R-Si(R’0); (bis-sililowych)

0,76 nm), za$ kanaly maja $rednice 3,8 nm. Struktura stabilizowana jest dzigki
obecno$ci wiazan wodorowych migdzy grupami (Si-OH:---HO-Si), stad zapewne
wysoka odporno$¢ hydrotermalna i termalna. Jest ona zachowana nawet po 8 h
bytnoséci we wrzacej wodzie, czy tez w obecnosci powietrza badz w atmosferze azotu

w temperaturze 773 K. Powierzchnia takiej hybrydy jest dogodna do funkcjonalizacji.

Ekstrakcja/

-
kalcynacja

OH
(R'O)ssi—@ SilOR); ———— 00

Rysunek 9. Schemat przebiegu procesu wprowadzania do scian mezoporowatych materiatow

grup aromatycznych.
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Funkcjonalizacja hybryd zawierajacych benzen zachodzi do$¢ tatwo, ze wzgledu na
aktywno$¢ czesci organicznej. Wprowadzenie czg$ci organicznej moze nastapié
w drodze modyfikacji po syntezie, tj. zaszczepiania (grafting) lub w drodze
bezposredniej syntezy (,,one-pot”), gdy jeden z prekursoréw zawiera specyficzna
grupg, np. tiolowa, tatwo ulegajaca konwersji do grupy sulfonowej. Funkcjonalizacji
moze ulec 10-41% grup Si-OH (mniej w przypadku graftingu, wigcej, gdy uzyje si¢
metody ,,one-pot”). Otrzymane w ten sposéb modyfikowane-sulfonowane hybrydy
zawieraja zaréwno hydrofobowe (benzen), jak i kwasowe (np. grupy sulfonowe)
wlasciwosci, co moze utatwi¢ dyfuzje substratéw i produktéw podczas reakcji, np.
katalizy kwasowej. W przypadku tych materiatléw istnieje takze prawdopodobienstwo
modyfikacji grup w trakcie trwania reakcji katalitycznej, co w wielu przypadkach
moze by¢ przydatne, np. dla regeneracji katalizatora.

Drugim ciekawym przyktadem hybryd organiczno-krzemianowych sa tzw.
BPMOs (bifunkcyjne hybrydy), ktére powstaja w wyniku syntezy z uzyciem bis-
sililowego (mostkowego) prekursora i trietoksysililowej pochodnej tej samej czesci
organicznej. W tym przypadku rdzen grupy organicznej znajduje si¢ w szkielecie
materialu mezoporowatego, a jej terminalne tancuchy wystawiony jest do wnetrza
poréw (stad nazwa — dwufunkcyjne). Obie grupy réznig si¢ reaktywnoscia, czego
przyktadem jest np. reakcja hydroborowania, w wyniku ktérej grupy szkieletowe
pozostaty nietknigte, a terminalne taficuchy ulegly utlenieniu do alkoholu. Tego typu
materialty moga uzyska¢ interesujace zastosowania w katalizie.

Dotychczas do szkieletu krzemianowego zastato wprowadzonych wiele réznych
zwigzkéw organicznych. Mozna jednak wyrézni¢ kilka gtéwnych grup zwiazkéw
uzywanych do tego rodzaju syntez. Sa nimi przede wszystkim tancuchy alkilowe o
réznej dlugosci i wysyceniu, pochodne benzenu, zwiazki heterocykliczne, zwiazki
sandwichowe czy pochodne amin.

Wprowadzane nasycone taficuchy alkilowe nie przekraczaja zwykledtugosci 10
wegli 1 zwykle sa to alkany o parzystej iloSci atoméw wegla. Wsréd nienasyconych

weglowodoréw, wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ alkeny, sililowane zaréwno
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z obu koncéw, jak i z terminalnymi wolnymi grupami winylowymi. Do szkieletu
zwigzku hybrydowego wprowadzi¢ mozna réwniez alkiny, jednak sa to sporadyczne

przypadki.

i(OE!
(E10)5Si~ Si(OEY);  (E0);8i~ " OFths BT

EtO” J “OEt (Et0);Si—=——Si(OE#);
! SI{OEt); 7\ \n -
Et0);8i X" /O\s 3
(Et051 (E10)sSi” g iOEy, EO OEt

Eto, /SO E'°\Si,\/3i(oa)3
(E10),8i7 ot (Et0)Si< ™~ ls
(EtO).Si i(OEt)
1 A Si0EY; Si(uEf'“
(Et0)3Si si Si,vfs'(OE'h
ki(OEt)a \\5“05“3 4

Do syntez wykorzystywane byty réznorodne pochodne benzenu, zaréwno te
z grupami siloksanowymi przylaczonymi bezposrednio do pierscienia (1,3, 1,4 lub
1,3,5), jak i sililowe pochodne toluenu, ksylenu. Niekoniecznie pochodne te musza by¢
symetryczne. Wprowadzi¢ mozna réwniez dwa pierScienie benzenowe potaczone
bezposrednio lub przez tacznik, a nawet benzeny zawierajace zaréwno grupy

trietoksysililowe, jak i inne podstawniki.

(EtO);Si—@—SitOElh (ElD}asiSi(OEt];,
[EtO)asi—< >—. (Et0)sSi
i(OEt); <:> \SifoEt,

(Et0),Si Si(OEt),
(Et0);Si Si(OE),
\@/ (E1O)4Si -Si(OEt)3
Si(OEt);

Wsréd zwiazkéw heterocyklicznych prym wioda zwiazki zawierajace azot jako
heteroatom, jednak zdarzaja si¢ rowniez zwigzki z atomem siarki — gtéwnie pochodne
tiofenu. Bardzo ciekawym przyktadem tej grupy jest cykliczny triizocyjanian,

wprowadzony do hybrydy organiczno-nieorganicznej, ktéra posiada duze
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powinowactwo do jonéw rteci(Il) i moze by¢ stosowany jako absorbent wylapujacy

Si(OEt)3 Si(OEt);
S o
“Si(OEt); "suoEn}a

Jedynymi wprowadzonymi dotychczas zwigzkami sandwichowymi sa: ferrocen

jony tego metalu.

z dwoma podstawnikami trietoksysililowymi oraz pochodna tytanowa czy tez

zelazowa.
: £ si(oEy SitoR
; .
":a 3 (Rmasiﬁ WOR),
- 2 Q.i’
(Et0),Si—ety 2N

Wystepujace w szkielecie materiatu hybrydowego aminy, moga by¢ réznorodne
— od pierwszo- i drugorzegdowych z prostymi tancuchami, po podstawione zwigzkami

aromatycznymi. Spotkaé si¢ mozemy réwniez z podstawionymi amidami.

HzM

Y
RChSi—,  »—Si{OR],
NGz
(RO)SI— N
e M—, —SHOR),
N

[RG}JSi—é\;: ‘}—{;:_}— SIOR],

4
N

Na podstawie literatury [37-42] w tabelach 6-8 przedstawiono metody
otrzymywania i charakterystyki = wlasciwosci strukturalnych ~ nowych,

uporzadkowanych materiatéw hybrydowych zawierajacych jednorodne pory.
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kationowych, bqdz tez niejonowych surfaktantow.

Tabela 6. Przeglad warunkow syntezy materiatow PMO otrzymanych w obecnosci

Prekursor/srodowisko Surfaktant Struktura Rozmiar poréw
CTAB 2D hex 3.1
OTAC 2D hex, 3D hex 2.7-3.3
STUSEadowe CTAC regularne 2.9-4.0
2D hex
C10-C18 TMACI 3.0-44
C16: regularna
$77S | wasne Brij 76 2D hex 5.0
CPB wormlike 2.8-3.1
CTAB 2D hex/wormlike 2.2
P123 2D hex/wormlike 6.0-20.0
si F127 cubic 5.6;9.8
s wasne
LGES3 2D hex 7.9
B50-6600 FDU-1-like 10.0
Brij 76 2D hex 4.3-5.5
Brij 56 2D hex 3.6-4.5
s cadowe Brij 30/0TAC cubic 2.8
Si :
s~ obojetne NiCI2/NH4F 2D hex 3.9-4.7
S CTAB 2D hex 3.9
3
' zasadowe OTAC 2D hex 33
P123 2D hex 8.0-8.6
s wasne Brij 76 2D hex 3.9-5.1
Brij 56 2D hex 4.0
Eo,_ \SPE‘
E'D'QS‘,“OEL CTAC - 2.2
e oet zasadowe
. O CPC 2D hex 2.0
S B kwasne
P123 2D hex 7.4
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Brij 76 2D hex 3.5-3.9
Brij 56 2D hex 3.5
OTAC 2D hex cryst. 3.8
s ) C14-C18
zasadowe 2D hex cryst 3.2-3.9
TMABIr/TMACI
4 Si
— OTAC 2D hex cryst. 3.0
si zasadowe
Si /_ _\ si OTAC 2D hex cryst. 35
zasadowe
oA OTAC 2D hex cryst 2731
si zasadowe yst o
Si
e CPC 2D hex <2
si kwasne
CH,
i~ )— i CPC 2D hex 2.3
’ ° kwasne—obojetne
CH,
Si & Si
— CpPC 2D hex 2.3
% kwasne—obojetne
OMe
s‘{}s‘ Niskie
wed CPC ) 2.3
. uporzadkowanie
kwasne—obojetne
Niskie
Si ..
—— i . Brij 56 2.9
Skwasne uporzadkowanie
Isnel Brij 56 Niskie 2.4
. rij .
¢ # kwasne uporzadkowanie
S~
AT L wasne Brij 76 wormlike 2.0-3.0
S g CPC 2D hex -
Y 2N
kwasne P123 2D hex 5.0-6.0
S P123 2D h 6.2
OBt kwasne X ’
SlEt\O'SI'\.Si
) P123 2D hex 5.8
si kwasne
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Si

Si,/\s"\/S\ _ 2.5
S zasadowe OTAC
s Si
;\ 1l
e P123 ; 8.2
Si !
. Si
SILé. /Si .
Si, / '
s.w}if{»sﬁ; P123 - 9.1
Si )
5‘f§ LS\

Tabela 7. Przeglad syntez polegajqcych na kokondensacji  bis-sililowanych oraz
monosililowanych prekursorow z uzyciem jonowych lub niejonowych surfaktantow jako

srodkow strukturotworczych..

Bis- Zawartos¢ w
sililowany Mono- lub bis-sililowany Surfakta
mieszaninie finalnym
prekursor/ prekursor nt
reakcyjnej, % produkcie, %
srodowisko
i i CTAB/B
S8 " Si(OEtY, 25 n.d.
rij 30
zasadowe
CTAB/B
# 80K, 25 n.d.
rij 30
HNT~"si0R), CTAC 25 17-18
H’N\/‘u”\/\smom); CTAC 25 13
Hs ™" si0R), CTAC 25 21
33 (-SH)
CTAC 50
HS™ ™" si(OMe), 15 (-SO;H)
b
Ho.s” " si0..

195



OTAC 25 -
CTAB 50 -
Ne”sioE, CTAB/B
25 -
rij 30
CTAB/B
Oﬁ\,ﬂwsi[u\ﬂe]; . 25 )
rij 30
SilDEt),
Q/\ ) CTAC 25 23
SilOMa);
o CTAC 25 2
SilOMa),
o5 CTAC 25 16
(\'N T si0Ey, CTAC 25 10
-
WMo SicrciLciLNien, e, cnsiocty,  CTAB 25 13
H’N\/‘N’\“"s.(onne), CTAC 30 16
) Brij 76 40 -
Si—”"Si HSMSi(ORh T
Kwasne P123 30 -
HS™ " si0Me), 1.72 H+
Ox Brij 76 30
Ho,s™ "SI0, mmolg
]
7as  #gioey, CTAB 33 -
adowe
_ _ HS™ ~"gi(OMe),
S|—< >—S|
za O OTAC 67 24
sadowe HOS” S0,
HS™ " si0Me),
AL~ ox OTAC 70 -
zasadowe HOS 80, ,
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Tabela 8. Przeglad metod syntezy materiatow otrzymanych na drodze kokondensacji TEOS

zbis- lub multisililowanym prekursorem w obecnosci jonowych lub niejonowych

surfaktantow.

Surfaktant Zawarto$¢ w

/$rodowis Bis- lub multisilylowany prekursor mieszaninie finalnym
ko reakcyjnej, % produkcie, %

cEmLs./\-/\?qQ—Qﬁ/\/\Si(aEm 1-15 _
P T —
(B0 NMQMSi(Dsnj, 1.5-18 31

H
rlx’\/\suwe )

N ~_-Si{OMe), 5-50 7
| &
5T
N I‘J/\/\SNDH), 550 5
CTAB EIE\/\/SNOEU] -
Zasadowe -
o r‘q\/\,s\toEt)J
N
o 5-50 6
o rlvf\/\sw[ost)n
H
O DO .15 3
3 -, §
(MeO),Si \S\[OMGL
P123 (aohs.f\/\p”j\/\s.mm
0b0j¢tne (E10)Sin N NC - SHOE; 10 1
~
]
P123 {MeOhSlMNJLNMS\(OMeh
o N o 10-90 90
kwasne

(MeQ}Si
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W  zwiazka z niedawnym odkryciem uporzadkowanych materiatéw
mezoporowatych, a takze preznie rozwijanymi metodami ich otrzymywania,
perspektywa wykorzystania tych materialéw znacznie si¢ rozszerza. Uporzadkowane,
nanoporowate materialty hybrydowe stwarzaja nowe mozliwo$ci w adsorpcji
i katalizie. Materialy te beda z pewno$cia stosowane jako nosniki katalizatoréw,

adsorbenty, sensory czy tez jako doskonale materiaty elektrodowe.

Podzi¢kowania:

Podzigkowania dla Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za finansowe wsparcie
w ramach projektu badawczego ,,Nowe kompozyty zawierajqce niob — hybrydy
nanoporowatych niobokrzemianow ze zwiqzkami organicznymi — przeznaczone do
procesow utleniania przyjaznych dla Srodowiska” (N204 084 31/1965 ) oraz dla
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej za dofinansowanie doposazenia chromatografu
gazowego (zakupionego w ramach ww. grantu) w detektor masowy typu putapka

Jjonowa (program Novum 9/2007).

Wykaz i objasnienia wazniejszych akroniméw, skrotéw i symboli stosowanych
w tekscie

2D hex — struktura 2D heksagonalna

Cab-O-Sil — nieporowata krzemionka o duzej powierzchni wtasciwej,

otrzymywana przez hydroliz¢ ptomieniowa SiCly (fumed silica)

CMC critical micellar concentration — krytyczne stgzenie micelowania
CPB — bromek cetylopyridiniowy

CPC — chlorek cetylopyridiniowy

CTA* — kation heksadecylotrimetyloamoniowy

CTAB — bromek heksadecylotrimetyloamoniowy

CTEAB — bromek heksadecylotrietyloamoniowy

CTAC — chlorek heksadecylotrimetyloamoniowy

EO poliethylene oxide — polioksyetylen
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FDU-1 — mezoporowate sita molekularne — struktura regularna, budowa

klatkowa
M41S — rodzina mezoporowatych sit molekularnych
MCM-41 — mezoporowate sita molekularne — 2D struktura heksagonalna,
P6mm
MCM-48 — mezoporowate sita molekularne — 3D struktura regularna, Ia3d
OTAB — bromek oktadecylotrimetyloamoniowy
OTAC — chlorek oktadecylotrimetyloamoniowy
PEO polyetylene oxide — polioksyetylen
PPO polypropylene oxide — polioksypropylen
PXXX — kopolimer tréjblokowy o ogélnym wzorze HO(EO),(PO)(EO)H,
np. P123 — HO(EO),o(PO)70(EO),0H
SBA-1 — mezoporowate sito molekularne — struktura regularna, Pm3n
SBA-2 — mezoporowate sito molekularne — struktura heksagonalna, P6;/mmc
SBA-3 — mezoporowate sito molekularne —struktura 2D heksagonalna, Pobmm
SBA-6 — mezoporowate sito molekularne — struktura regularna, Pm3n
SBA-7 — mezoporowate sito molekularne — struktura heksagonalna, P6;/mmc
SBA-15 — mezoporowate sito molekularne — struktura heksagonalna, P6mm;

mikroporowato$¢ zlokalizowana w §cianach materiatu

TEA — trietanoloamina

TEOS — tetraetoksysilan

TMOS — tetraetoksysilan

worm-like — struktura nieuporzadkowana typu robakowatego.
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Rozdzial 7

Jonofory naturalne - salilomycyna
Arleta Skotowska, Radostaw Pankiewicz i Grzegorz Schroeder

Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydzial Chemii,
Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

Ogolna charakterystyka

Kilkadziesiat lat intensywnych badan w chemii supramolekularnej
doprowadzilo do otrzymania roéznych syntetycznych klas zwiazkow
makropolicyklicznych, spelniajacych funkcje supraczasteczek, znanych
z ukladow biologicznych. Zwiazki te posiadaja zdolno$¢ rozpoznawania
indywiduéw chemicznych i ich selektywnego transportu. Dzigki rozpoznaniu
molekularnemu moga by¢ zastosowane jako specyficzne przestrzenne
katalizatory.

Antybiotyki (z gr. Anti — przeciw; bios — zycie) definiujemy jako
zwiazki chemiczne: naturalne, wytwarzane przez organizmy zywe oraz
syntetyczne — produkowane przez czlowieka, ktore stosowane sa w lecznictwie
jako leki przeciwdziatajace infekcjom wywotywanym przez drobnoustroje.

Jonofory (z gr. Ion — jon; phore — nos$nik) definiujemy jako nos$niki
(akceptory) czastek natadowanych np.: kationdw Na', K, czy Ca*', ktore
tworzac kompleksy z tymi kationami mogg je transportowa poprzez membrany
(btony) biologiczne"®.

Antybiotyki jonoforowe mozemy zatem zdefiniowaé jako zwigzki
chemiczne, naturalne, badz produkowane przez cztowieka, ktdrych dziatanie
lecznicze zwiazane jest ze zdolno$cia do przenoszenia czastek natadowanych

poprzez btony biologiczne.
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Aktywno$¢ biologiczna antybiotykdéw jonoforowych po raz pierwszy
zostala rozpoznana na podstawie ich dzialania na metabolizm
w mitochondriach. Badania przeprowadzone na walinomycynie, nigerycynie
oraz dianemycynie pokazaty, ze walinomycyna ma duzy wptyw na fosforylacjg
oksydacyjna, natomiast dwa pozostate antybiotyki maja wplyw na produkcje
zwiazkow selektywnie inhibitujacych oddychanie mitochondrialne'**. Uznano
wowczas, iz antybiotyki te sa prototypami zwiazkoéw jonoforowych. Zwiazki te
mozemy podzieli¢ je na dwie grupy:

a) jonofory obojetne (np. walinomycyna), ktére tworza z kationami
natadowane elektrycznie kompleksy, podczas transportu ktorych
obnizony zostaje gradient elektrochemiczny;

b) jonofory karbocykliczne (np. nigerycyna), ktoére tworza z kationami
elektrycznie obojetne kompleksy obojnacze, ktorych transport jest
przyspieszony i polega on na elektrycznie obojgtnej wymianie kationow
poprzez btony biologiczne na drodze dyfuzji np. wymiana Na“na K™ *
z 19.

W drugiej potowie lat czterdziestych XX wieku zaczeto dodawaé¢ do
pasz antybiotyki. W handlu pojawia si¢ nowa grupa antybiotykow tzw.
antybiotyki paszowe. W Polsce antybiotyki paszowe zaczgto stosowaé na
wigksza skale dopiero w latach 1968-1970. Znaczna grupg antybiotykow
paszowych stanowia antybiotyki jonoforowe, ktérych dziatanie, w odroznieniu
od antybiotykdéw stosowanych leczniczo, polega gtéwnie na zapobieganiu
rozwojowi chorob w stadzie zwierzat otrzymujacych dodatki z ich udziatem,
poprzez stabilizacj¢ flory przewodu pokarmowego. Dzigki stosowaniu dodatku
antybiotykow do paszy ginie znaczna czgs§¢ flory chorobotworcze;.

Sposrod 130 rodzajow antybiotykow zastosowanie w zywieniu zwierzat
— jako antybiotyki paszowe — znalazlo zastosowanie okoto 20. W Polsce
zarejestrowanych i stosowanych jest tylko kilka. Z zywieniowego punktu
widzenia obecno$¢ antybiotykow w paszy powoduje pocienienie $cianek
przewodu pokarmowego (jelit) oraz lepsze ich ukrwienie. Dzigki tym zmianom

w budowie anatomicznej obserwuje si¢ zwigkszone wchianianie sktadnikéw
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pokarmowych ze $wiatla jelit. Dotyczy to zaré6wno zwiazkéw azotowych,
cukrow prostych, a takze witamin i skladnikow mineralnych. Poprawa
strawnos$ci powoduje, ze z tej samej porcji paszy zwierze moze wykorzystac
wigcej sktadnikéw pokarmowych na przemiany podstawowe lub do produkcji.
W ten sposdb poprawia si¢ wykorzystanie paszy.

Jednoczesnie stabilizacja flory bakteryjnej, czyli hamowanie
namnazania si¢ bakterii niekorzystnych, a sprzyjanie rozwojowi bakterii
pozadanych w przewodzie pokarmowym sprzyja lepszemu wykorzystaniu
sktadnikow zawartych w paszy. Nastgpuje zmniejszenie rozkladu biatek i
weglowodanéw pod wplywem enzymow bakteryjnych w dalszych odcinkach
przewodu pokarmowego. Mniejsza aktywno$¢ bakterii objawia si¢ takze
zmniejszong produkcja metabolitow, ktore niekorzystnie lub wrgcz toksycznie
dzialaja na organizm zwierzecia (amoniak, kadaweryna, putrescyna).

W zywieniu zwierzat moga by¢ stosowane tylko te antybiotyki ktore: nie
sa stosowane w lecznictwie, a zwlaszcza w leczeniu czlowieka, nie powoduja
powstawania odpornych szczepdéw bakterii, antybiotyki dodawane do pasz nie
powinny ponadto wchtania¢ si¢ z przewodu pokarmowego, a tym bardziej
przechodzi¢ do produktéw zwierzgcych, a wigc powinny by¢ wydalane
w catodci z katem. Obecnie wazng cecha antybiotykoéw dopuszczonych do
stosowania w zywieniu zwierzat jest ich nieszkodliwo$¢ i1 szybki rozktad
w $rodowisku po wydaleniu z organizmu zwierz¢cia.

W zywieniu zwierzat gospodarskich stosowane sa nast¢pujace antybiotyki
paszowe:
e polipeptydowe — bacytracyna i jej pochodne (np. cynk bacytracyna),
virgniamycyna,
¢ makrolidowe — tylozyna i jej pochodne,
¢ flavofosfolidowe — flavomycyna,
* glukopeptydowe — avoparcyna,

e oligosacharydowe — avilamycyna,
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® polieterowe — salinomycyna, narazyna, s6l sodowa monenzyny
i pochodne, s6l sodowa kwasu lasalowego.

Najczesciej antybiotyki znajduja si¢ w premiksach, gotowych mieszankach
przemystowych lub koncentratach biatkowych. Przeznaczone sa one przede
wszystkim dla zwierzat monogastrycznych — $win i drobiu, a takze bydta.
Antybiotyki paszowe odgrywaja ogromne znaczenie w produkcji zwierzgcej
z trzech powodow:

1. zmniejszenia zuzycie paszy w produkcji zwierzgce;j;

2. wigkszego wzrostu masy ciata przy zmniejszeniu dawek pokarmowych;

3. zmniejszenia iloéci zachorowan zwierzat, wptywajacych na efektywnosé¢

i oplacalno$¢ hodowli.
Najwazniejsze antybiotyki stosowane jako dodatki do pasz to:

1. Awilamycyna
2. Bacytracyna
3.Chlorotetracyklina
4. Erytromycyna
5. Flawomycyna
6. Griseofulwina
7. Hygromycyna
8. Kormogrizyna
9. Linkomycyna
10. Monenzyna
11. Neomycyna
12. Nowobiocyna
13. Nystatyna
14. Oksytetracyklina
15. Oleandomycyna
16. Penicylina
17. Salinomycyna

18. Spiramycyna
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19. Tiamulina
20. Tylozyna
21. Wirginiamycyna

W UE stworzono system prawny, ktory $cisle reguluje wielko$¢ i rodzaj
stosowanych antybiotykéw w paszach. W prawodawstwie polskim nie ma
uregulowan prawnych okreslajacych pozostatosci lekow, w tym antybiotykow

w paszach w produkcji zwierzece;j.

Struktura chemiczna antybiotykow jonoforowych

Antybiotyki jonoforowe okres§li¢ mozemy jako karbocykliczne kwasy
jonoforowe, ktore pod wzgledem chemicznym wystgpuja zazwyczaj w formie
otwartych tancuchéw molekul, sktadajacych si¢ z szeregu heterocyklicznych
pierscieni zawierajacych liczne potaczenia eterowe. Jonofory polieterowe
zawieraja w swej strukturze przewaznie karbocykliczne grupy kwasowe lub
grupy estrowe, przylaczone do pierScieni tetrahydrofuranowych lub
tetrahydropiranowych. Jonofory te chgtnie tworza rozpuszczalne w tluszczach,
cykliczne kompleksy z kationami takimi jak Li*, Na*, K*, Cs*, NH,*, Ca*", Mg**
i Cu** *¢. Tworzenie komplekséw mozliwe jest dzigki obecno$ci eterowych

i karbonylowych atomow tlenu, ktore koordynuja jony metali.

Wilasciwosci fizyczne i chemiczne

Jonofory rozpatrywane moga by¢ jako czasteczki posiadajace
réznorodng strukturg ‘tancucha gldwnego, zawierajacym strategicznie
umiejscowione atomy tlenu. Lancuch gléwny jest zdolny do przyjmowania
krytycznych konformacji co prowadzi do koncentracji atomoéw tlenu wokot
miejsca, w ktérym umiejscowiony zostal skompleksowany kation. Ligandy
tlenowe zawieraja rozne grupy funkcyjne. Obojetny ligand tlenowy taczy sig
z kationem poprzez jonowo-dipolowe wigzanie, analogicznie jak to si¢ dzieje

podczas rozpuszczania jonow w wysoce dielektrycznym rozpuszczalniku.
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Pod wzgledem fizycznym antybiotyki jonoforowe wystepuja zazwyczaj
jako ciala stale w postaci krystalicznego proszku, ktére dostgpne sa jako sole
sodowe [(M-H)Na']. Wiekszo$¢ antybiotykdéw jonoforowych rozpuszczalna
jest m.in. w acetonie, chloroformie, eterze, benzenie, metanolu i praktycznie
nierozpuszczalna w wodzie.

Znaczna czg$¢ antybiotykéw jonoforowych nie wykazuja zdolnosci do
absorbowania promieniowania UV, dlatego tez w celu zanalizowania danego
zwiazku otrzymywane sg pochodne z absorbujacymi UV sktadnikami. W celu
okreslenia struktury antybiotykéw jonoforowych stosuje si¢ czgsto wysoce
skuteczna, podwojna analizg¢ MS ( MS/MS).

Antybiotyki jonoforowe wykazuja duza aktywno$¢ biologiczna wobec
m.in. gram-pozytywnych bakterii, pratkéw i grzybow.

Wtasciwosci antybiotykéw jonoforowych sa $ciSle powiazane z ich
budowa chemiczna. Jonofory polieterowe wykazuja wysoka aktywnosc
biologiczna, ktora jest wynikiem zdolnosci tychze zwiazkéw do
kompleksowania i transportu metali poprzez membrany biologiczne, jak

réwniez zdolnosci do oddysocjowania kwaséw lub obojetnych kompleksow®.

Transport czastek naladowanych poprzez blony biologiczne
Transport zwiazkéw poprzez blony biologiczne jest procesem
sktadajacym sig z czterech etapow:
1. rozpoznanie substratu przez czasteczkg nos$nika i utworzenie
kompleksu
2. dyfuzja utworzonego kompleksu przez membrang
3. odtworzenie nos$nika po  drugiej stronie = membrany
(dekompleksowanie)
4. powtodrna dyfuzja wolnego no$nika przez membrang'.
Aby penetracja bton biologicznych przez antybiotyki jonoforowe byta
mozliwa jon metalu musi najpierw utraci¢ otoczk¢ solwatacyjna i przez to sta¢

si¢ dostgpny dla jonoforu, to znaczy musi utworzy¢é wiazanie z jonoforem.
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Nastgpnie w formie kompleksu moze dyfundowaé poprzez btong biologiczna
i przej$¢ odwrotny proces po drugiej stronie membrany.

Podczas tego procesu konieczne jest aby molekuty mogly zmieni¢ swoja
konformacj¢ oraz utworzyly za pomoca wiazania wodorowe trwaty kompleksy
jonem metalu. W celu zainicjowania transportu czynnego, ktory jest niezbgdny
do uzyskania wysokiej aktywno$ci biologicznej, konieczny jest szybki proces
kompleksacji i dekompleksacji. Zmienia to znacznie wymagania mobilnosci
konformacyjnej pomigdzy sktadnikami heterocyklicznymi, jak roéwniez
powoduje tatwa zmiang wiazan wodorowych pomigdzy czasteczkami.

Wysoce prawdopodobny mechanizm transportu metali poprzez btony

biologiczne zostat przedstawiony na Rys. 1.

M*(H,Q), +| T
kd I kf
Kt
nH,O + | MI =—— MI| + nH,0
l [ woida
woida
I'| + M*(H,0),

membrana

Rysunek 1. Mechanizm transportu jonow metali przez blony biologiczne za

posrednictwem antybiotykéw jonoforowych’

W fizjologicznym pH glowna grupa kwasowa jonoforéw jest
prawdopodobnie zjonizowana i uwigziona w wodnym $rodowisku, blisko
powierzchni blony biologicznej. Reszta czasteczki, ktora jest bardziej
lipofilowa begdzie znajdowata si¢ w $rodku, pomigdzy dwoma warstwami
blony. W poczatkowym etapie transportu jon metalu (M") zbliza sie do
jonoforu 1 inicjuje utworzenie wigzania z ujemnie natadowana grupa
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karboksylowa. Czasteczki posiadajace zsolwatowana wod¢ zostaja nastepnie
przesunigte na odleglto§¢ wystarczajaca na to, aby eterowe atomy tlenu
w czasteczce jonoforu (I)) wytworzyly wiazanie konieczne do utworzenia
obojetnego kompleksu (MI). Nawet jesli reakcja ta jest wielostopniowa
mozemy okres$li¢ ja za pomoca jednej statej szybkosci k. Otrzymany kompleks
dyfunduje poprzez btong z szybkoscia okreslong przez wspotczynnik kyy. Na
przeciwnej powierzchni btony biologicznej zachodzi odwrotny proces, ktorego
stala szybko$ci moze by¢ oznaczona jako k,. Jonofor zostat teraz uwigziony po
przeciwnej stronie blony i potrzebuje przereagowaé z nastgpnym kationem
idyfundowa¢ z powrotem, zanim zrekonstruowana zostanie oryginalna
powierzchnia membrany.

Antybiotyki jonoforowe wykazuja znacza selektywno§¢ w wyborze
jonow metali alkalicznych. Selektywnos$¢ ta moze by¢ opisana:

a) kinetycznie — tzn. ktéry jon jest transportowany z najwigksza

szybkoscia

b) termodynamicznie — tzn. ktéry jon jest najsilniej zwiazany

z antybiotykiem jonoforowym .

Selektywno$¢ jonoforu w stosunku do kationéw litowcdw i berylowcow
wynika zaréwno z jego trojwymiarowej struktury, jak i rdéznicy energii
desolwatacji i kompleksowania. Selektywno$¢ walinomycyny charakteryzuje
np. 10 000 razy wigksze powinowactwo do jonéw potasu w pordwnaniu
z powinowactwem do jonéw sodu. Monenzyna wykazuje uprzywilejowang
selektywno$¢ w stosunku do Na® w stosunku do K*, wynoszaca jak 10 do 1,
a stosunek wspotczynnikow selektywnosci K™ do Na* dla innego jonoforu -
nigerycyny wynosi 100.

Jedna z najlepszych metod badania transportu metali poprzez blony
biologiczne jest wykorzystanie analizy NMR, poniewaz kazdy metal alkaliczny
posiada aktywne dla NMR jadro atomowe. Szczegélowa analiza zwigzkoéw
makrocyklicznych, potencjalnych jonoforéw, skupia si¢ generalnie na kilku

czynnikach zwigzanych z procesem kompleksowania jondw. Sa to: polarnosc
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wneki, lipofilowo$¢ powierzchni, wiazania wodorowe utrzymujace strukturg

oraz zdolnoé¢ transportowania’ '®,

Klasyfikacja jonoforéw ze wzgledu na rodzaj transportu, w ktérym biora
udzial
A. Jonofory obojetne

Przyktadem jonoforu obojg¢tnego jest walinomycyna, ktorej czasteczka
pokazuje, iz jest ona pozbawiona jonizujacych lub innych aktywnych grup
funkcjonalnych. (Rys.3.). Jej specjalne wiasciwosci zwiazane sa z jej
zdolno$cia do przechodzenia jej tancucha glownego w precyzyjna konformacje
koncentrujaca 6 karbonyli estrowych na powierzchni kulistej. Kompleks
walinomycyny otrzymuje fadunek od skompleksowanego jonu. Na rysunku 2A
przedstawiony zostal uproszczony obraz transportu jednowartosciowych jonow
przez jonofory obojgtne. Jonofor wystgpujacy wewnatrz btony (a) dyfunduje do
granicy migdzyfazowej (b) gdzie natrafia na zdolny do skompleksowania jon.
Kiedy jon znajduje si¢ w odpowiedniej pozycji, pozwalajacej na zajscie reakcji
z jonoforem (c) zostaje on pozbawiony zsolwatowanej wody i wymieniony
z ligandem tlenowym jonoforu (d). Stabilny kompleks (M* + I) dyfunduje
nastgpnie z granicy migdzyfazowej do wngtrza membrany, gdzie zachodzi
proces f-h (proces odwrotny do b-d). W konicowym etapie pozbawiony jonu
jonofor dyfunduje z powrotem do membrany (i), gdzie przywrdcona zostaje mu
wyjSciowa forma. W przypadku tego rodzaju transportu stezenie (M),

w okreslonym miejscu membrany, ma wptyw na reakcje sprzggajace b-d i f-h.

B. Jonofory karbocykliczne
Jonofory karbocykliczne zaliczane sa do klasy naturalnie wystgpujacych
jonoforéw. W ich budowie chemicznej zauwazyé mozemy obecno$¢ otwartego
tancucha gltéwnego zawierajacego utlenione, heterocykliczne piericienie oraz
terminalng grupg karboksylowa. Wszystkie jonofory karboksylowe, mimo

obecnosci otwartego tancucha, moga tworzy¢ formy pierScieniowe. Obecna tu
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grupa karboksylowa moze (np. nigerycyna) ale nie musi (np. monensyna) by¢
zaangazowana w tworzenie ligandu tlenowego.

Jonofory karboksylowe tworza kompleksy kationowe tylko wowczas,
gdy wystepuja w ich deprotonowanej formie anionowe;j i transportuja jony jako
obojetne elektrycznie jony obojnacze. Jakkolwiek wiadomo, iz moga one brac¢
udziat réwniez w ujemnym typie transportu, gdzie wystepuja jako kompleksy
wieloczasteczkowe. Gdy wystepuja w ich protonowanej formie karboksylowe;j
zdolne sg réwniez do transportu protonow.

Transport z udzialem jonoforow karbocyklicznych zilustrowany jest
na rysunku 2B. Protonowane jonofory wewnatrz membrany dyfunduja do
granicy migdzyfazowej, gdzie uwolnione zostaja ich protony. Nastgpnie
jonofor wychwytywany jest przez polarna granice migdzyfazowa, co jest
wynikiem wzrostu polarno$ci natadowanej formy anionowej. Anionowa forma
jonoforu napotyka na zdolny do skompleksowania jon (M") i zachodzi proces
kompleksowania, podczas ktorego nastgpuje wymiana zsolwatowanej wody.
Wewnetrzny tadunek kompleksu obojnaczego zostaje wyrdéwnany, dzigki
czemu jonofor jest zdolny do oderwania si¢ od granicy migdzyfazowej, dyfuzji
do przeciwnej powierzchni btony i uwolnienia kationu przy rownoczesnej jego
resolwatacji. Jesli jonofor anionowy zdolny jest do potaczenia z protonem,
w konsekwencji czego nastgpuje obnizenie jego polarnosci, bedzie to
pozwalato na opuszczenie granicy migdzyfazowej przez protonowany jonofor i
powrotu do wngtrza membrany, gdzie bedzie on dostgpny dla nastgpnego cyklu
wymiany (M") na (H").

W klasycznych warunkach jonofory karboksylowe zachowuja sig¢ jak
przeno$nik w wymianie zachodzacej na drodze dyfuzji, podczas gdy jonofory
obojetne moga by¢ jednoczes$nie nosnikami elektrogenicznymi (jesli zmieniaja
istniejacy uprzednio potencjatl blonowy) lub nosnikami elektroforetycznymi
(jesli przenosza jony pod staltym silnym kierunkiem, narzuconym przez

potencjat).
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C. Jonofory zdolne do formowania kanaléw blonowych.

Przykladem tego rodzaju antybiotykow jonoforowych jest gramicydyna,
ktora charakteryzuje sig¢ znacznie wieksza szybkoS$cia transportu w poréwnaniu
m.in. z walinomycyna. Duza szybko$¢ transportu wskazuje, ze przejscie
poprzez blony biologiczne, na drodze réznych mechanizméw, zwiazane jest ze
zdolno$cia gramicydyny do formowania kanatéow przewodnictwa jonowego

(Rys.2C).
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Rysunek 2. Rodzaje transportu z udzialem roznych jonoforow: A jonofory obojetne; B

Jjonofory karboksylowe; C czynniki nie sprzezone (transport czysto protonowy)®

Selektywnos¢ jonowa jonoforéow

Antybiotyki  jonoforowe wykazuja roéznice w  selektywnosci
kompleksowanych zwiazkow, co zwiazane jest m.in. z rodzajem jonoforu, jego
budowa chemiczng i masa czasteczkowa, jak i charakterem chemicznym
kompleksowanej czasteczki. Ponizej przedstawiona zostata selektywnosé
jonowa wybranych jonoforow.
Jonofory obojetne:
Walinomycyna MS 1110) Rb>K>Cs>Ag>TI>>NH,>Na>Li

>Ba>Ca>Sr>Mg
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Nonaktyna (MS 336) NH>K=Rb>Cs>Na

Monaktyna (MS 750) NHs>K>Rb>Cs>Na>Ba

Jonofory karbocykliczne:

Nigerycyna ~ (MS 724) K >Rb>Na>Cs>>Li

Lasalocid (MS 590) Cs>Rb~K>Na>Li, Ba>Sr>Ca>Mg

Salinomycyna (MS 706) Na> K> Co> Cu> Mn>Mg> Ca> Li

Jonofory tworzace kanaty btonowe:

Gramicydyna A (przewodnictwo jest niezalezne od napigcia) (MS 1700)
H>Cs~Rb>NH>K>Na>Li

Monazomycyna (przewodnictwo jest zalezne od napigcia)  (MS 1422)

CS>Rb>K>Na>Ll 6,21, 31, 36,37, 38, 39

Przyklady zwigzkow nalezacych do grupy antybiotykéw jonoforowych
Walinomycyna — antybiotyk jonoforowy, zaliczany do cyklicznych
depsipeptydéw (zwiazki zbudowane na przemian 2z o-aminokwasow
i B-hydroksykwasow), zawierajacy w czasteczce wigzania kowalencyjne oraz
36 atoméw w tancuchu gtéwnym. Lancuch gléwny ma postaé pofaldowanego
naszyjnika, 4A wysokiego i 10A szerokiego. Kation znajdujacy sie w centrum
czasteczki koordynowany jest przez 6 karbonylowych atoméw tlenu, ktdre

okresli¢ mozemy jako ligandy® '*2"-%,

Rysunek 3. Struktura chemiczna walinomycyny"
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Monensyna — typowy karbocykliczny jonofor z quasiliniowym
utozeniem haterocyklicznych pierscieni, ktore stabilizowane sa przez wiazania
wodorowe. Pofaldowany tancuch gtéwny zawiera 24 atomy. Monensyna
tworzy chetnie kompleksy z jonami metali gdy wystgpuje w formie
zjonizowanej — formg¢ zjonizowana przyjmuje w fizjologicznym lub wyzszym

od fizjologicznego pH *'>2%,

3

Rysunek 4. Struktura chemiczna monensyny"

Nonaktyna — antybiotyk jonoforowy zaliczany do cyklodepsydow, ktore
sktadaja si¢ tylko z a-hydroksykwasow. W lancuchu gléwnym zawiera 32
atomy polaczone wigzaniami kowalencyjnymi. Lancuch gléwny przyjmuje
formg pofaldowanej konfiguracji, w ktorej 4 karbonylowe i 4 heterocykliczne,
eterowe atomy tlenu rozmieszczone sa na wierzchotkach szesciennego ligandu

kationowego * %%,

Rysunek 5. Struktura chemiczna nonaktyny"
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Kwas lasalowy — Lasalocid — antybiotyk jonoforowy, ktérego tancuch
glowny zawiera 20 atomdw. Grupa karbocykliczna przylaczona jest do
pier$cienia aromatycznego. Lasalocid ma tendencj¢ do tworzenia dimerow
iztego wzgledu moze tworzy¢ elektrycznie obojgtne kompleksy z waznymi
biologicznie II warto$ciowymi jonami, takimi jak Ca®** i Mg*". Jonofor ten
wykazuje szeroki zakres zdolno$ci kompleksotworczych oraz transportowych
obejmujacych nie tylko nieorganiczne, wielowartoSciowe i alkaliczne jony

metali ale takze pierwszorzedowe aminy takie jak katecholaminy * '*2%3%3!,

Rysunek 6. Struktura chemiczna lasalocidu®

Zastosowanie antybiotykéw jonoforowych
Antybiotyki jonoforowe ze wzglgedu na ich wlasciwosci biologiczne
i farmakologiczne znalazly szerokie zastosowanie.
1. Zastosowanie techniczne:

e w chromatograficznym rozdziale kationdéw racemicznych
posiadajacych aktywnos¢ optyczna;

e w syntezach organicznych wykorzystywana jest zdolno$é
antybiotykow  jonoforowych  do  zwigkszania  stopnia
rozpuszczalnosci reagentow w rozpuszczalnikach, co wplywa na
przyspieszanie reakcji saponifikacji (zmydlanie), oksydacji
i redukcji odpowiednich zwigzkow organicznych;

e do produkcji selektywnych elektrod jonowych (podczas gdy
najlepsza K* selektywna szklana elektroda wykazuje 20:1
selektywnos$é K* nad Na’, elektroda, ktorej podstawa w budowie
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jest walinomycyna wykazuje selektywno$¢ 4000:1 K* nad Na’,

oraz selektywno$¢ K" nad NH," jak 100:1);

2. Biologiczne wykorzystanie jonoforow:

katalizuja uwalnianie i wymiang K" na H" w mitochondriach
w erytrocytach i mikrosomach w mézgu;

hamuja proces fotofosforylacji,

reguluja transport jonow w wielu systemach biologicznych
np. w mig$niach;

hamuja egzocytozg (pojawianie si¢ wedrujacych komorek
zapalnych w naskorku) poprzez wpltyw na uwalnianie histaminy
z komorek tucznych;

wplywaja na biologiczng aktywnosc¢ sekrecji komorkowej;
wplywaja na stymulacjg sercowo-naczyniowa;

w medycynie nuklearnej stosowane m.in. do zobrazowania
niewydolnosci zawalowej serca, w diagnozie guzoéw i innych
standw patologicznych.

eliminuja toksyczne dziatanie metali cigzkich;

walinomycyna posiada zdolno$ci do regulowania dlugotrwale
obnizonego cisnienia §rddocznego, co sugeruje, iz antybiotyk ten

posiada potencjalne zastosowanie w leczeniu jaskry;

3. Inne zastosowanie:

srodki stosowane jako stymulatory wzrostu;

srodki stosowane jako kokcydiostatyki paszowe - $rodki silnie
hamujace rozwdj pasozytniczych pierwotniakow m.in. z rodzaju
Coccidia i Eimeria wywolujacych kokcydiozg m.in. u bydla,
krolikéw, gotebi, drobiu;

$rodki stosowane w celu poprawy wskaznikow wykorzystania
paszy;

srodki stosowane w celu poprawy stanu zdrowia i1 produkcyjnosci

zwierzat hodowlanych (dodawanie antybiotykow jonforowych do
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pozywienia dla przezuwaczy powoduje zmniejszenie problemu
wzde¢, poprzez inhibitowanie wzrostu bakterii odpowiedzialnych
za produkcje nadmiaru $liny oraz wywotywanie kwasicy);

e Srodki przeciw bakteryjne - zwlaszcza przeciwko bakteriom
Gram-dodatnim;

e S$rodki przeciwmalaryczne;

e S$rodki wspomagajace apoptoze ($mier¢) niektorych komorek

nowotworowych® ' 1¢;

Kokcydioza i kokcydiostatyki handlowe

Kokcydioza jest infekcja uktadu zotadkowo-jelitowego u ptakéw
i ssakow wywolywana przez pasozytnicze pierwotniaki z podklasy Coccidia.
Wazne wydarzenie w historii medycyny weterynaryjnej miato miejsce w 1968
roku, kiedy to grupa pracujaca dla firmy Eli Lilly, wykazata, Ze monensyna
podawana doustnie wykazuje silng aktywno$¢ lecznicza w leczeniu
kokcydiozy. Z tego wzglgdu wiele laboratoridow rozpoczeto poszukiwania
nowych jonoforéw polieterowych i do 1995 roku ustalono ponad 120 struktur,
wlaczajac w to rowniez leki handlowe, jak salinomycyna lasalocid i narazyna.
Ze wzgledu na wysoka toksyczno$¢ pozajelitowa wykazywang przez polietery,
nie sa one stosowane jako antybakteryjne leki kliniczne, jednak niskie dawki
jonoforéw stosowane sa jako dodatki paszowe w celu zwigkszenia stopnia
wykorzystania pokarméw przez bydto, owce i kozy, poprzez kontrolowanie
bakterii powodujacych rozklad weglowodanéw do kwasu pirogronowego

u zwaczy™ .

Niebezpieczenstwa mogace wynika¢ ze stosowania antybiotykow
jonoforowych

Jonofory karbocykliczne wykazuja zarowno pozytywne jak i negatywne
wlasciwosci. Z jednej strony posiadaja one wazne ekonomicznie wartosci dla
hodowli bydta i drobiu, z drugiej strony brak doktadnych informacji na temat
wplywu antybiotykow jonoforowych na rézne procesy metaboliczne
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w organizmach zywych, przyczynia si¢ do ograniczenia ich farmakologicznego
zastosowania. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, iz np.
monensyna jest wysoko toksyczna dla koni, przez co zabronione jest jej
wykorzystanie jako suplementu paszowego dla tych zwierzat. Raport
sporzadzony przez Matsouka pokazat, iz stosowanie monensyny w okreslonych
dawkach, przy normalnym poziomie odzywienia bydta, ma rézny wpltyw na
zwierzeta, 1 tak np. monensyna przy wielko$ci dawki 31 ppm dawata maty
efekt, przy 125 ppm powodowata anoreksj¢ i $mier¢ 1/3 zwierzat, a 279 ppm
mialo fatalne skutki dla wszystkich zwierzat ktérym podano t¢ dawkeg. Dawka
$miertelna monensyny w przypadku koni wynosi okoto 2-3 mg/kg, natomiast
dla bydta jest 10-krotnie wigksza.

Kilka raportow potwierdzilo, iz monensyna ma roéwniez toksyczny
wplyw na osoby pracujace przy jej produkcji lub przy dodawaniu ich do
koncentratow paszowych. Pojawiajace si¢ symptomy to glownie: bole glowy,
nudnosci, krwawienie z nosa oraz wysypka na skorze.

Podobne wlasciwosci  toksyczne wykazuja réwniez pozostate
antybiotyki jonoforowe co przyczynia si¢ do znacznego ograniczenia w ich

stosowaniu® 3% 33433,

Salinomycyna -antybiotyk jonoforowy
Budowa czgsteczki

Salinomycyna jest jednym z przedstawicieli antybiotykdw jonoforowych
odkrytym i przedstawionym przez Kakena. Jako antybiotyk zarejestrowana
zostala  po raz pierwszy w Japonii w 1978 roku. Dzigki sukcesowi
marketingowemu salinomycyna jest obecnie jednym z najlepiej sprzedajacych
si¢ antykoksystatycznych dodatkow paszowych na $wiecie.

Salinomycyna jest monokarbocyklicznym, polieterowym antybiotykiem
jonoforowym  wyizolowanym z kultury bakterii (promieniowcow)
Streptomyces albus.

Struktura chemiczna salinomycyny (Cs2H70011) (a) ustalona zostala na

drodze analizy X-ray estru p-jodofenancylu (CsoH 750 12 I.) (b).
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Rysunek 7. Struktura chemiczna a) salinomycyny, b) estru p-jodofenancylu

salinomycyny

Salinomycyna posiada bardzo interesujaca strukturg chemiczng
wykazujaca kilka znaczacych rdéznic w pordwnaniu z pozostalymi
antybiotykami jonoforowymi. Pier§cienie B, C i D w czasteczce salinomycyny
tworza unikatowy tricykliczny, spiroketalowy system pier§cieni. Dlugosé
wigzania pomiedzy atomami C(32) i C(33) wynosi 1,33 A, co wskazuje na
wystgpowanie tam wigzania podwdjnego, zatem salinomycyna jest pierwszym
przyktadem antybiotyku jonoforowego zawierajacym nienasycony pierscien
(C) w swej strukturze. Na podstawie badan przeprowadzonych przez Haruyasu
Kinashi’ego ustalono, iz ulozenie atoméw w obrgbie C(25) i C(30) tworzy
czworoscian, co dowodzi, ze potaczenia pomigdzy pierScieniami C i D oraz
pierscieniami B i C sa typu spiro.

W odréznieniu od pozostatych antybiotykéw jonoforowych, terminalna
grupa hydroksylowa [O(60)H] oraz karbonylowa grupa estrowa moga
wystgpowaé w dwoch roéznych odlegltosciach podczas tworzenia wigzania
wodorowego. Jest to spowodowane tym, iz pierScien (A) moze zmienia¢ swoja
orientacj¢ przestrzenng. Zazwyczaj pierScien (A) zorientowany jest ,,w dot”
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estrowa grupa karbonylowa, co powoduje, ze cala czasteczka przyjmuje
konformacj¢ spiralng, a nie jak w przypadku pozostalych antybiotykdéw
jonoforowych kolista, co miatoby miejsce, gdyby pierScien (A) zorientowany
byt estrowa grupa karbonylowa ,,w gore”.

Rowniez pozostatle grupy hydroksylowe O(50)H oraz O(57)H
w czasteczce salinomycyny zaangazowane sa W tworzenie wewnatrz
czasteczkowych wigzan wodorowych. Wiazania pomigdzy O(50)...0(34)
i 0(57)...0(39) wynosza odpowiednio 2,81 i 2,93 A. Tworzenie powyzej
opisanych wigzan wodorowych jest mozliwe gdyz katy pomigdzy
C(19)0(50)0(34) oraz C(31)O(57)0(39) wynosza odpowiednio 144,1°
i 114,3°. Atomy tlenu O(50) i O(52) w B-ketolu nie tworza pomigdzy soba
wigzania wodorowego poniewaz kat C(19)O(50)O(52) wynosi zaledwie 66,0°.
Wystepujace w czasteczce wigzania wodorowe wzmacniaja spiralng
konformacjg czasteczki.

Wigkszo$¢ atomoéw tlenu salinomycyny ukryta jest we wnetrzu
czasteczki co sprawia, iz wnetrze przyjmuje wilasciwosci hydrofilowe,
natomiast zewngtrzna powierzchnia posiada wlasciwosci hydrofobowe. Z tego
wzgledu salinomycyna, tak jak pozostale antybiotyki jonoforowe, chgtnie
tworzy kompleksy z jonami metali, w ktérych jon metalu zostaje ,,uwigziony”
w hydrofobowym centrum molekuty.

Pigciocztonowy pierscien (B) w czasteczce salinomycyny przyjmuje
konformacj¢ kopertowa, w ktorej atom C(37) znajduje sig¢ powyzej ptaszczyzny
pier§cienia tworzonej przez pozostale cztery atomy wystepujace w tymze
pier§cieniu. Trzy sze§ciocztonowe pierscienie (A, D, F) przyjmuja
konformacj¢ krzesetkowa, natomiast sze§ciocztonowy pierscien (C) przyjmuje
konformacj¢ pétkrzesetkowa, ze wzgledu na obecnos¢ wiazania podwdjnego
w pierscieniu.

W przypadku pier§cienia (A) podstawniki C(35) i C(61) leza
ekwatorialnie, a C(59) oraz O(60) leza aksjalnie w stosunku do plaszczyzny
pierscienia. W pierscieniu (D) wszystkie podstawniki z wyjatkiem C(33), ktory
lezy aksjalnie, znajduja si¢ w potozeniu ekwatorialnym. Pier$cien (E) zawiera
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podstawnik ekwatorialny C(18) oraz dwa podstawniki aksjalne C(11) oraz
C(48). Natomiast w pierscieniu (F) podstawniki C(26), C(37) 1 O(57) znajduja
si¢ w potozeniu pseudoekwatorialnym, a podstawniki O(24) i O(34)

pseudoaksjalnym'* ',

Grupy charakterystyczne wystepujace w czgsteczce salinomycyny
Salinomycyna w swej strukturze chemicznej zawiera:

e cztery szeécioczlonowe piericienie piranowe (A, C, D, E),

w tym pier$cien nienasycony (C);

e pigcioczlonowy pierécien furanowy (B);

e grupy hydroksylowe przy atomach wegla 19, 31, 41;

e karbonylowy atom tlenu przy atomie wegla 21;

e grupg karboksylowa przy atomie wegla 11, ktéra nadaje

salinomycynie wlasciwosci kwasowe ' ',

Dlugosci wigzan w czasteczee salinomycyny

Rysunek 8 przedstawia schemat czasteczki estru p-jodofenancylu
salinomycyny, na ktéorym okreslone zostaly dlugosci wszystkich wigzan
wystepujacych w czasteczce. Obliczenia wykonane przez zespdt Haruyasu
Kinashi’ego nie wykazuja znaczacych réznic w pordwnaniu z rzeczywistymi
warto$ciami. Wigzanie wodorowe przedstawione zostalo za pomoca linii
przerywanej. Prawdopodobne standardowe odchylenia we wszystkich

dhigosciach wiazan wynosza 0-0,2 A '*

Wielko$ci katéw w czasteczee salinomycyny

Rysunek 9 przedstawia schemat czasteczki estru p-jodofenancylu
salinomycyny, na ktdrym okre§lone zostaty wielko$ci wszystkich katow
wystgpujacych w czasteczce. Obliczenia wykonane przez zespdt Haruyasu
Kinashi’ego nie wykazuja znaczacych réznic w pordwnaniu z rzeczywistymi
warto§ciami. Prawdopodobne standardowe odchylenia we wszystkich

wielko$ciach katow wynosza 1-1° 1,
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Rysunek 8. Schemat czqsteczki salinomycyny przedstawiajqcy dlugosci wiqzan (4) "
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Rysunek 9. Schemat czasteczki salinomycyny przedstawiajqcy wielkosci katow (9) "

Struktura krystaliczna salinomycyny

Poniewaz sole metali salinomycyny nie tworza odpowiednich
krysztatow niezbgdnych do zastosowania analizy rentgenograficznej w celu
ustalenia kompletnej struktury molekularnej oraz konfiguracji czasteczki

wykorzystano do tego celu krysztaty estru salinomycyny. Krysztaty estru sa
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bezbarwne, ksztaltu dtugich graniastostupéw wzdluz osi ,c”. Grupa
przestrzenna krysztatu to P2,2,2,. W kazdej komorce elementarnej
o wymiarach: a = 20¥981(2) A, b = 22*761(2) A, ¢ = 10%¥493(1) A, znajduja
sig¢ cztery molekuly. Wymiary komoérki elementarnej oraz grupa przestrzenna

zostaly ustalone na podstawie fotografii Weissenberga .

Rysunek 10. Struktura krystaliczna czqsteczki estru p-jodofenancylu salinomycyny'’
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Wilasciwosci salinomycyny
Wiasciwosci fizyczne

Pod wzgledem fizycznym salinomycyna jest cialem staltym o bialej
lub jasnozoéttej barwie, w postaci krystalicznego wonnego proszku.
Temperatura topnienia formy nasyconej (CsH7,01) wynosi: 140-142°C,
natomiast formy nienasyconej (Cs»H70011) wynosi: 112-114°C. Salinomycna
jest zwiazkiem wrazliwym na temperaturg, rozpuszczalnym m.in. w acetonie,
chloroformie, eterze, benzenie, metanolu i praktycznie nierozpuszczalnym

w wodzie. Wspétczynnik RF dla salinomycyny wynosi 0.675 ' .

Wilasciwos$ci chemiczne salinomycyny i jej zastosowanie

Salinomycyna jest monokarbocyklicznym kwasem o pKa = 6,4 ( DMF),
ktory tak jak wiele antybiotykow jonoforowych nie wykazuje zdolnosci do
absorbowania promieniowania UV.

Salinomycyna posiada antymikrobiologiczng aktywnos$¢ przeciwko
gram-dodatnim bakteriom, pratkom i grzybom.

Salinomycyna - antybiotyk paszowy - stosowana jest jako stymulator
wzrostu oraz kokcydiostatyk paszowy. Mechanizm dzialania salinomycyny
oparty jest na zdolno$ci zwiazku do transportowania jondéw metali (zwlaszcza
sodu i potasu) do wnetrza komorki. Zaburzenia koncentracji jondw wewnatrz
komérki  wywotuja efekt bakterio-kokcydiobdjczy. Salinomycyna jest
w minimalnym stopniu wchianiana z przewodu pokarmowego, ok. 90% dawki
ulega wydaleniu z katem w ciagu 3 dni. Stosowanie salinomycyny w dodatkach
do pasz wzrasta, poniewaz wykazuje ona aktywnos$¢ odzywcza oraz powoduje
znaczne korzysci przyczyniajac si¢ do wzrostu wagi zwierzat hodowlanych.
Dodawanie antybiotykéw jonforwych do pozywienia dla przezuwaczy
powoduje zmniejszenie problemu wzde¢é poprzez inhibitowanie wzrostu
bakterii odpowiedzialnych m.in. za produkcje nadmiaru $liny. Jednak
nieodpowiednie podawanie salinomycyny jak 1 innych antybiotykow
jonoforowych (np. nieroéwnomierne rozprowadzenie w paszy, stosowanie zbyt

duzych dawek) moze by¢ przyczyna =zatru¢ zwierzat hodowlanych.
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Cytotoksyczne dziatanie tych zwiazkoéw ujawnia si¢ gtoéwnie w komodrkach

watrobowych oraz migéniowych' ',

Pochodne salinomycyny
Zdolnosci kompleksotworcze antybiotykéw jonoforowych ze szczegélnym
uwzglednieniem kompleksow salinomycyny

W ostatnich czasach przeprowadzono wiele badan majacych na celu
okreslenie zdolnosci kompleksotworczych antybiotykéw jonoforowych. Na
podstawie otrzymanych wynikéw ustalono, iz antybiotyki jonoforowe zdolne
sa do tworzenia rozpuszczalnych w tluszczach cyklicznych kompleksow
z kationami jak np. Li* ,Na* K" ,Cs"* ,NH," ,Ca** Mg* i Cu***®. Poza tym
ustalono, iz jonofory wykazuja preferencyjne kompleksowanie metali nad
protonowaniem jonoforéw, z tego wzgledu tworzenie protonowanych
jonoforéw jest nieskuteczne. Salinomycyna, monensyna i lasalocid posiadaja
zdolnosci do wigzania wigcej niz jednego jonu metalu. Np. widmo mieszaniny
soli monensyny i sodu przedstawia zarowno kompleks (monensyna + Na*) m/z
693 jak i (monensyna 2H® + 2Na") m/z 715°. Te same zachowania
kompleksotworcze zostaly zaobserwowane dla monensyny i potasu,
zaobserwowano mianowicie wystgpowanie komplekséw (monensyna + K°),
(monensyna 2 H" + K" + Na") i (monensyna 2 H" + 2K"). Obecno$¢ matego
dodatku sodu, nawet w obecno$ci nadmiaru potasu, potwierdza preferencje
monensyny w stosunku do sodu nad potasem.

Lit jest najmniejszym, najbardziej ggsto naladowanym jonem metalu
alkalicznego. Chociaz proces kompleksowania litu jest bardzo podobny do
procesow kompleksowania przedstawionych dla pozostatych jondéw metali
alkalicznych, zaobserwowano tu dwie roznice. Po pierwsze kompleksy typu
(jonofor 2H* + 2Li") obserwowane byty tylko dla salinomycyny, lasalocidu
i monensyny, rzadziej obserwowano kompleksy typu (jonofor + Li*). Te
wyniki moga wynika¢ z wigkszego 1 ggstszego upakowania tadunku
w przypadku jonu Li*, w porownaniu z wiekszymi jonami metali alkalicznych.

Po drugie kompleksy z jonem litu zostaty zaobserwowane ze znacznie mniejsza
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intensywno$cia niz kompleksy z innymi kationami metali alkalicznych, co
moze wynika¢ ze zwigkszonej trudnosci desolwatacji  kompleksu
(jonofor 2H* + 2Li*%), w stosunku do innych kompleksow typu
(jonofor + metal alkaliczny®). Nizsza efektywno$¢ kompleksowania Li* moze
zaleze¢ rowniez od jego matych rozmiarow.

W przypadku jonéw metali przejsciowych zdolnosci kompleksotworcze
jonoforéw przedstawiajg si¢ nastgpujaco: z wyjatkiem cyklicznej nonaktyny,
acykliczne jonofory (salinomycyna, monensyna i lasalocid) tworza pojedynczo
natadowane kompleksy metali z metalami przej$ciowymi typu (jonofor 2H* +
M?>"). Nonaktyna natomiast tworzy podwojnie natadowany kompleks typu
(jonofor + M*"). Réznice zaobserwowane pomiedzy nonaktyna a acyklicznymi
jonoforami wynikaja prawdopodobnie z jonizacyjnych zdolnosci jonoforow.
Nonaktyna nie posiada zadnych jonizujacych grup, takich jak grupy
hydroksylowe czy karbocykliczne grupy kwasowe, ktore wystgpuja
w strukturach pozostatych jonoforéw i dlatego nonaktyna nie ulega réwnie
fatwo deprotonowaniu.

W przypadku zdolnosci kompleksotworczych jonoforéw z metalami
ziem alkalicznych zauwazono, iz tworzenie komplekséw przez salinomycyng,
lasalocid 1 monensyne obejmuje deprotonowanie jonoforu, natomiast
nonaktyna tworzy stabilne podwoéjnie natadowane kompleksy. Na podstawie
widm obserwowanych dla metali przejsciowych, nie samorzutna dehydratacja
zostata zaobserwowana dla komplekséw lasalocidu i nonaktyny, podczas gdy
tylko czg§¢ procesu dehydratacji zaobserwowana zostala w przypadku
kompleksoéw salinomycyny oraz monensyny.

Ogolnie odpowiednie intensywnosci kompleksow jonofor — jon metalu
mozemy przedstawi¢ w nastgpujacym kierunku: kompleksy sodu i potasu >
kompleksy metali przejsciowych > kompleksy metali ziem alkalicznych >
kompleksy litu. Ten kierunek pokazuje, ze zarowno rozmiar jak i struktura
geometryczna jonu metalu odgrywaja wazng rolg w procesie tworzenia oraz
stabilnosci  komplekséow jonofor—jon metalu. Na podstawie wynikow

przeprowadzonych badan zauwazono, ze odpowiednie intensywnosci nie
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ulegaja znacznym zmianom w przypadku salinomycyny, monensyny,
lasalocidu i nonaktyny, co sugeruje podobne efektywnosci kompleksotworcze

dla tych czterech jonoforow™ ',

Proponowane drogi fragmentacji kompleksow antybiotykow
jonoforowych z jonami metali

Kompleksy salinomycycny, jak i pozostalych antybiotykéw
jonoforowych wykazuja zdolno$¢ do ulegania samoistnemu procesowi
fragmentacji. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, iz wyr6znié
mozemy dwa glowne typy procesu fragmentacji dla komplekséw jonofor — jon
metalu.

Pierwsza gléwna proponowana droga fragmentacji zwiazana jest
z konsekwencja utraty obojgtnej czasteczki wody.

Drugi proces fragmentacji jest odmienny i zalezy od typu jonoforu.
W przypadku salinomycyny i lasalocidu dotyczy on rozerwania wigzania
wegiel-wegiel w jednym z miejsc, gdzie wystgpuje centralna karbonylowa
grupa funkcyjna. W tej sytuacji utworzone zostaja dwa fragmenty jonowe,
okreslane jako ,.typ-A” (fragment zawiera jon metalu oraz karbonylowy
koniec) lub ,,typ-F” (fragment zawiera jon metalu oraz hydroksylowy koniec).

Ogolnie, typy procesoOw fragmentacji dla komplekséw metali
alkalicznych, metali przej§ciowych i metali ziem alkalicznych sa podobne, jest
to zaskakujace biorac pod uwage wyniki przeprowadzonych badan, ze
kompleksowanie jonéw metali ziem alkalicznych i przej$ciowych zachodzi
w polaczeniu z deprotonowaniem jonofordéw, takich jak salinomycyna,
lasalocid czy monensyna. Te wyniki sugeruja, ze jony metali zlokalizowane sa
w kompleksach analogicznie. Dlatego tez typy proponowanych drog
fragmentacji sa generalnie takie same dla kazdego kompleksu metalu. Zakres
réznic w dehydratacji zalezy natomiast od rodzaju jonu metalu. Np.
trzystopniowa dehydratacja na drodze dysocjacji obserwowana jest dla
kompleksu (lasalocid + Na®), dla kompleksu (lasalocid + 2H" + Ca®)

obserwowana jest jednostopniowa droga dysocjacji, a dla kompleksu (lasalocid
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+ 2H" + Co*") nie zaobserwowano procesu dysocjacjii w ogéle. Roznice
w dehydratacji dowodza, ze sa one zalezne od charakteru jonu metalu oraz
prawdopodobnie od czynnikéow takich jak: rozmiar jonu metalu, ggstosé
fadunku, preferowana koordynacja geometryczna. Czynniki te maja wpltyw na
liczbg atoméw tlenu, ktore koordynuja jon metalu oraz na site wiazacych
interakcji pomigdzy atomami tlenu, a jonem metalu. W przypadku kompleksow
jonoforéw cyklicznych (nonaktyna), gdzie dysocjacja wymaga rozerwania co
najmniej dwoch wigzan kowalencyjnych w tancuchu gtéwnym jonoforu,
proces dysocjacji jest nieefektywny bez wzgledu na rodzaj jonu metalu.
Dysocjacja zachodzi tu na drodze utraty czasteczek obojetnych (eliminacja
czasteczek C00s;Hi6), co zaobserwowane zostato dla wszystkich kompleksow
metali. Otrzymane kompleksy zawieraly podwojnie naladowane jony metali
ulegajace procesowi przemieszczenia tadunku, prowadzacego do otrzymania

pojedynczo natadowanego fragmentu jonu zawierajacego metal °.
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Schemat 1. Jedna z proponowanych drog dysocjacji kompleksu (salinomycyna + Na
+)}
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Kompleksy metal-antybiotyk jonoforowy

Salinomycyna jest antybiotykiem jonoforowym, zdolnym do
kompleksowania jonéw metali alkalicznych Na®, K*, Li", jonéw metali
przej$ciowych Co*', Cu*', Mn*" i jonéw metali ziem alkalicznych Mg**, Ca*,
podobnie jak to jest w przypadku pozostatych antyiotykow jonoforowych.

Salinomycyng mozemy scharakteryzowaé jako czasteczkg posiadajaca
hydrofilowe miejsce wiazace, stuzace jako koordynacyjny partner dla
centralnego jonu metalu oraz bardzo hydrofobowa powierzchnig, ktora jest
wystawiona na dzialanie S$rodowiska zewngtrznego (np. rozpuszczalnik,
membrana). Badania CAD (Fragmentacja przez zderzenia) i IRMPD
(Fragmentacja wielofotonowa promieniowaniem podczerwonym) kompleksow
salinomycyny, monensyny, lasalocidu i nonaktyny z jonami metali daly
nastgpujace rezultaty:

a) Kompleksy metali alkalicznych.

Analizy komplekséw antybiotykow jonoforowych (salinomycyna,
monensyna oraz lasalocid) z metalami alkalicznymi pokazuja, iz najbardziej
prawdopodobnym zachowaniem w przypadku tego rodzaju kompleksow jest
utracenie jednej lub dwodch czasteczek wody. Tylko w przypadku czasteczki
nonaktyny nie zaobserwowano procesu dehydratacji, co prawdopodobnie jest
wynikiem braku grup hydroksylowych. Najbardziej prawdopodobna droga
fragmentacji, zachodzaca dla komplekséw jondéw metali alkalicznych
z salinomycyna, monensyna oraz lasalocidem, jest przedstawiona wczesniej
fragmentacja prowadzaca do otrzymania fragmentéw jonowych typu-F lub
typu-A, ktora przebiega w polaczeniu z jedno lub dwustopniowa dehydratacja.
W przypadku nonaktyny kompleksy nie ulegaja fragmentacji, co wskazuje, iz
dehydratacja w tym przypadku jest catkowicie nieefektywna. Typowy czas do
zaj$cia procesu fragmentacji wynosi w przypadku salinomycyny, monensyny
i lasalocidu ok. 20-50 ms, natomiast w przypadku nonaktyny ponad 200 ms.
Nawet po tym czasie efektywno$¢ procesu dysocjacji kompleksow nonaktyna-
metal alkaliczny jest mniejsza niz 25% (gdzie efektywnos$¢ dysocjacji jest

definiowana jako suma intensywnosci jonowych fragmentéw podzielona przez
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intensywno$¢ wyjsciowego kompleksu). Nieefektywno$¢ procesu w przypadku
nonaktyny jest po pierwsze braku wynikiem grup hydroksylowych, a po drugie
w wyniku cyklicznej struktury czasteczki nonaktyny zajscie procesu
fragmentacji wigza¢ sig musi z rozerwaniem wielokrotnego wiazania
kowalencyjnego. Z tego wzgledu kompleksy nonaktyna-metal alkaliczny
dysocjuja poprzez wielokrotng utratg czasteczki Ci0O3Hi.
b) Kompleksy jonéw metali przejsciowych

Na podstawie przeprowadzonych analiz CAD i IRMPD stwierdzono,
iz kompleksy metali przejsciowych z monensyna i Co*", Cu** i Mn** w wyniku
ogrzewania traca kolejne czasteczki wody, podczas gdy kompleksy
salinomycyny charakteryzuja si¢ utrata tylko jednej czasteczki. Proces
dysocjacji komplekséw metali przejsciowych zachodzi podobnie jak to byto
w przypadku metali alkalicznych tzn. na drodze utraty obojgtnej czasteczki.
Np. kompleksy monensyny dysocjuja poprzez formowanie fragmentow
jonowych typu-A, a kompleksy salinomycyny dysocjuja poprzez formowanie
fragmentéw typu- F. Dlatego tez, chociaz formowanie kompleksow metali
przejsciowych wymaga deprotonowania jonoforu, w rezultacie kompleksy te
zachowuja si¢ podobnie do komplekséw metali alkalicznych. To wskazuje, ze
deprotonowanie  jonoforu, podczas formowania komplekséw metali
przejsciowych, dotyczy karbocyklicznego konca kwasowego w przypadku
monensyny 1 hydroksylowego konca w przypadku salinomycyny. W przypadku
dysocjacji komplekséw metali przejSciowych lasalocidu zaobserwowano
wystgpowanie wylacznie fragmentacji typu-F. Widzimy tu znaczaca rdznicg
w zachowaniu tych komplekséw w pordwnaniu z metalami alkalicznymi,
poniewaz w przypadku kompleksow lasalocid-metal alkaliczny dochodzito do
utraty 3 czasteczek wody, natomiast w przypadku kompleksow lasalocid-metal
przejsciowy nie dochodzi nawet w najmniejszym stopniu do dehydratacji.
Kompleksy nonaktyna-metal przejSciowy dysocjuja poprzez ta samaq utratg
czasteczki Ci0O3;His, jak to bylo przedstawione w przypadku kompleksow
z metalami alkalicznymi.

¢) Kompleksy metali ziem alkalicznych
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Zachowanie kompleksow metali ziem alkalicznych z salinomycyna,
monensyna 1 lasalocidem jest podobne do zachowania kompleksow tychze
jonoforéw z metalami przejsciowymi. Rodzaj zachodzacego procesu
dehydratacji zalezny jest tu od charakteru jonu metalu czyli np. od rozmiaru
jonu metalu. Np. kompleks jonofor- wapn ulega mniej intensywnie
dehydratacji niz kompleks jonofor- magnez. Kompleks magnezu ulega jedno,
dwu lub trzystopniowej dehydratacji i dominujacym typem pojawiajacego si¢
fragmentu jest zdehydratowny fragment typu-A. W przeciwienstwie do tego,
kompleks wapnia faworyzuje tylko jednostopniowa dehydratacje i oba typy
fragmentoéw: typ-A 1 zdehydratowany typ-A sa jednakowo faworyzowane.
Takie zachowanie jest prawdopodobnie wynikiem tego, iz wigkszy rozmiar
kationu wapnia hamuje proces dehydratacji, poniewaz wigcej atomow tlenu
w jonoforu moze tym sposobem swobodnie koordynowa¢ jon metalu,
ztego wzgledu, atomy tlenu sa mniej podatne na eliminacj¢ na drodze
dehydratacji. Podobnie jak w przypadku kompleksow metali przejsciowych
kompleksy  nonaktyna-metal ziem alkalicznych, dysocjuja poprzez utrate

czasteczki C100:Hs .

Struktury X-ray komplekséw salinomycyny z jonami metali

Struktury X-ray kompleksow salinomycyny z jonami sodu otrzymane
zostaly na drodze rekrystalizacji kompleksow z mieszaniny woda-acetonitryl.
Otrzymane krysztaly pokazuja, iz salinomycyna moze tworzy¢ kompleksy
o roznych konformacjach ale z podobna droga koordynacji centralnego jonu
sodu®.

Otrzymane konformacje (okreslone jako x-rayl i x-ray2) wykazuja
nieznaczne roznice w strukturze, a mianowicie podczas gdy centrum czasteczki
(tricykliczny uktad) jest sztywne, katy rotacji tego systemu wykazuja réznice
wynoszace prawie 20°. Konformacja 1 (x-rayl) jest bardziej sptaszczona,
zjednym hydrofilowym i jednym hydrofobowym miejscem, podczas gdy
konformacja 2 (x-ray2) jest bardziej sferyczna (rys.11). Odlegloéci pomigdzy

jonem sodu, a atomami tlenu w pierwszej, kulistej konformacji, wynosza od
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2,356 do 2,631 A. W x-rayl jon sodu jest koordynowany przez jedna
czasteczkg wody, podczas gdy w x-ray2 koordynowany jest on przez 2
czasteczki wody. W pierwszym przypadku, pod wzgledem geometrycznym,
mamy do czynienia ze znieksztalconym trojkatem, w drugim przypadku ze
znieksztatcong, tetragonalng bipiramida. Bez czasteczek wody konfiguracja
sodu, w obu konformacjach, moglaby by¢ rozwazana jako znieksztalcony
czworoécian. Zaden z atomoéw tlenu, z trzech hydroksylowych grup, nie jest
zaangazowany w koordynowanie jonu sodu. W x-ray2 ekstremalnie krotka
odleglo$¢ zaobserwowana zostala pomigdzy tlenem, a czasteczka wody
i tlenami w czasteczce salinomycyny: 57-O (2,100 A), 45-0 (2,421 A) i 9-O
(2,538 A). Wewnatrz molekularne wiazania wodorowe sa podobne w obu
konformacjach. Jakkolwiek na calej dlugosci tancucha glownego (odleglosée
pomigdzy 45-0/9-O i 60-OH) jest znacznie mocniejsza w x-rayl (2,833
A) niz w x-ray2 (3,251 A). W xrayl wiazanie wodorowe utworzone zostato
z udziatem tlenu karboksylowej grupy, ktory koordynuje sod, podczas gdy w x-
ray2 blizej karboksylowego tlenu znajduje si¢ tlen 60-OH, ktory nie bierze
udzialu w koordynowaniu atomu sodu. Wszystkie trzy hydroksylowe grupy sa
zaangazowane w tworzenie wewnatrz czasteczkowych wiazan wodorowych.
W x-rayl 50-OH tworzy wiazanie wodorowe z 45-O (2,707 A) i 52-O (3,047
A); 60-OH tworzy wiazanie wodorowe z 39-O (2,874 A) i 9-O (2,833 A).
W x-ray2 50-OH jest powiazany z 9-O (2,654 A) i 52-O (3,221 A), podczas
gdy 60-OH tworzy wiazania wodorowe z 45-O (3,255 A) i 39-O (2,910 A).
W konformacjach 57-OH tworzy wewnatrz czasteczkowe wigzanie wodorowe
z 34-0 (dhugosci wiazan wynosza odpowiednio 2,850 A (x-rayl) i 2,768 A (x-
ray2)). Odleglosci te pokazuja, ze wiazania sq zazwyczaj stabsze w strukturze
x-ray2 anizeli w x-rayl. PierScien piranowy posiada w obu strukturach
krzesetkowa konformacje. Szesciocztonowy pierScien z jednym wigzaniem
podwojnym posiada konformacje kopertowa, w ktorej 30-C znajduje sig
odpowiednio w odlegtosci 0,633 A (x-rayl) i 0,557 A (x-ray2) poza
plaszczyzng tworzong przez pozostale atomy w pierscieniu. Pigciocztonowy

pierscien jest skrecony, w wyniku czego atom 30-C znajduje si¢ w odleglosci
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0316 A (xrayl) i 0.212 A (x-ray2) poza plaszczyzna tego piericienia
i odpowiednio atom 37-C znajduje si¢ 0,225 A (x-ray1) i 0,387 A (x-ray2) poza

plaszczyzna pierscienia .

struktura xray1 struktura xray2

Rysunek 11. Struktury x-rayl i x-ray2 kompleksu salinomycyny z jonem sodu’
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Rysunek 12. Model koordynacji centralnego jonu sodu w obu konformacjach

salinomycyny (x-rayl, x-ray2)”
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Efektywnos$¢ jonizacji w przypadku tworzenia komplekséw z jonami
metali przez salinomycyneg

Efektywno$¢ jonizacji warunkowana przez intensywno$¢ tworzenia
komplekséw, obrazowana jest w nastgpujacym kierunku: metal alkaliczny >
metal przejsSciowy > metal ziem alkalicznych. Efektywno$¢ jonizacji
w przypadku salinomycyny przedstawiona zostala na rys.13, gdzie mozemy
zauwazy¢ zgodno$¢ z powyzszym stwierdzeniem. Salinomycyna wykazuje
najwyzsza intensywno$¢ w przypadku kompleksowania jonow sodu (jon
metalu alkalicznego), nastgpnie jonow kobaltu (jon metalu przejSciowego)
i jonow wapnia (jon metalu ziem alkalicznych).

W celu poréownania struktury salinomycyna-Na z innymi jonoforami
wykorzystane zostaly dane krystalograficzne, dotyczace liczby atomow tlenu
wystepujacych w przestrzeni koordynacyjnej. Liczba wszystkich atomow tlenu
tworzacych wiazanie z jonem metalu wynosi od 3 dla lasalocidu do 9 dla
monensyny. Mimo wystgpowania wielu strukturalnych podobiefistw pomigdzy
kompleksami réznych antybiotykéw polieterowych z jonami metali,
zaobserwowa¢ mozna istotne réznice pod wzglgdem budowy i liczby grup

funkcjonalnych zaangazowanych w tworzenie tych kompleksow” .

Podzigkowania:
Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na naukg w latach 2006-2008 jako

projekt badawczy rozwojowy nr RO501601.
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Rysunek 13. Efektywnos¢ jonizacji w przypadku kompleksow salinomycyny z jonami

sodu, kobaltu i wapnia’®

237



Literatura:

1.
2.

1

—

12.

13.

14.

15.
16.

17.
18.

19.

http://www.mlyniec.gda.pl/~chemia/organiczna/supra/jonofory.htm
Pressman, B. C.; Harris, E. J.; Jagger, W. S.; Johnson, J. H.; Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1967, 58, 1949-56

Shen, J.; Brodbelt, J. S.; Analyst, 2000, 125, 641-650

Mitani, M.; Yamanishi, T.; Miyazaki, Y.; Otake, N.; Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, 1976, 655-660

Kocienski, P. J.; Brown, R. C. D.; Pommier, A.; Procter, M.; Schmidt, B.;
J. Chem. Soc., 1998, Perkin Trans. 1

Pressman, B. C.; Annu. Rev. Biochem., 1976, 45, 501-530.

Miao, X-S; March, R. E.; Metcalfe, C. D.; Rapid Commun. Mass Spectrom.,
2003, /7, 149-154

Pressman, C.; Fahim, M.; Pharmacol. Toxicol, 1982, 22, 465-90

Riddell, F. G.; Chirality, 2002, 14,121-125

. Kinashi, H.; Otake, N.; Yonehara, H.; Acta Cryst., 1975, B31,2411
. Kinashi, H.; Otake, N.; Yonehara, H.; Tetrahedron Letters, 1973, 49, 4955 -

4958

Mronga, S.; Miiller, G.; Fischer, J.; Riddell, F.; J. Am. Chem. SOC., 1993,
115, 8414-8420

Paulus, E. F.; Kurz, M.; Matter, H.; Ve'rtesy, L.; J. Am. Chem. Soc. 1998,
120, 8209-8221

Miao, X-S; March, R. E.; Metcalfe,C. D.; Rapid Commun. Mass Spectrom.,
2003, /7, 149-154

http://en.wikipedia.org/wiki/lonophore

Matabudul, D. K.; Conway, B.; Lumley, I.; Sumar, S.; Food Chem., 2001,
75, 345.

Riddell, F. G.; Chem. Bri., 1992, 533-537

Riddell, F. G.; Arumugam, S.; Brophy, P. J.; Cox, B. G.; Payne, M. C;
Southon, T. E.; J. Am. Chem. Soc, 1988, 110, 734-738

McMurray, W. C.; Begg, R. W.; Arch. Biochem. Biophys., 1959, 84,546-48

238



20

21.
22.

23.

24.
25.

26.

27.

28.
29.

30.

31

32.

33.

34.

35.
36.

37

38.

. Graven, S. N.; Estrado-O, S.; Lardy, H. A.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1966, 56,654-62

Pressman, B. C.; Fed. Proc., 1968, 27, 1283-90

Moore, C.; Pressman, B. C.; Biochem. Biophyx Rex Commun., 1964, 15,
562-67
Kilbourn, D. T.; Dunitz, J. K.,;Pioda, L. A. R.; Simon, W.; Z Mol. Biol.,
1967, 30, 559-63

Graven, S. N.; Lardy, H. A.; Estrado-O, S.; Biochemistry, 1967, 6, 365-73
Agtarap, A.; Chamberlin, J. W.; Pinkerton, M.,; Steinrauf, L.; J Am.
Chem. Soc., 1967, 89, 5737-40

Steinrauf, L. K.; Pinkerton, M.; Chainberlin, J. W.; Biochem, Biophys. Rex
Commun., 1968, 33,29-31

Kubota, T.; Matsutani, S.; Shiro, M.; Koyama, H.; Chem. Commun., 1968,
23,1541-43

Greenwald, R.; Pressman, B. C.; Biophys. J., 1977, 17,A151 (Abstr.)
Johnson, S. M.; Herrin, J.; Liu, S. J.; Paul, 1. C.; J. Am. Chem. Soc., 1970,
92, 4428-30

Westley, J. W.; Evans, R. H.; Williams, T.; Stempd, A.; J. Chem. Soc.
Chem. Commun. D., 1970, 71-75

Pressman, B. C.; Fed. Proc., 1973, 32,1696-1703

Matsuoka, T.; Am. Fet. Med. Assoc., 1976, 169,1098-1100

Amend, J. F.; Mallon, F. M.; Wren, W. B.; Rarnos, A. S.; Compendium
Continuing l~duc., 1980, 2(10),173-83

Rumensin Technical Manual; Elaneo Products Manual.; 1978,

Indianapolis: Eli Lilly

Haynes, D. H.; Wiens, T.; Pressman, B. C.; J. Membr. Biol., 1974, 18-23
Hladky, S. B.; Haydon, D. A.; Biochim. Biophys. Acta., 1972, 274-294
. Haynes, D. H.; Pressman, B. C.; J. Membr. Biol., 1974, 18,1

Kinashi, H.; Otake, N.; Yonehara, H.; Sato, S.; Saito, Y.; Tetrahedron
Lett., 1973, 495

39. Estrada, S.; Gomez-Lojero, C.; Biochemistry. 1971, 10,1598

239



40. Miyazaki, Y. M.; Shibuya, H.; Sugawara, O.; Kawaguchi, C.; Hirose and J.
Nagatsu, J. Antibiot. 1974; 27, 814.



Rozdzial 8

Zastosowania podandéw krzemowych w akumulatorach
litowo-jonowych i kondensatorach elektrochemicznych
Mariusz Walkowiak®, Daniel Waszak®, Monika Osinska®, Grzegorz Lota**, Blazej
Gierczyk®, Grzegorz Schroeder®
“ Centralne Laboratorium Akumulatorow i Ogniw, Oddzial Instytutu Metali

Niezelaznych, Forteczna 12, 61-362 Poznan
b Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Wydzial Chemii, Grunwaldzka 6,
60-780 Poznan
¢ Politechnika Poznanska, Instytut Chemii i Elektrochemii Technicznej, Piotrowo 3,

60-965 Poznan

1. Chemia supramolekularna a elektrochemia stosowana

Elektrochemiczne urzadzenia do magazynowania i konwersji energii stosowane
sa w wielu aspektach zycia codziennego. Ich znaczenie systematycznie rosnie i trudni
sobie dzisiaj wyobrazi¢ wspodiczesne gospodarstwo domowe czy zaktad produkcyjny
bez takich urzadzen jak:
= wysokoenergetyczne baterie pierwotne i wtoérne (akumulatory),
= ogniwa paliwowe,
= kondensatory  elektrochemiczne = (zwane  roéwniez  superkondensatorami,

ultrakondensatorami, lub kondensatorami podwdjnej warstwy elektrycznej),

sensory elektrochemiczne,
= elektrochemiczne ogniwa stoneczne (znane w literaturze angielskojezycznej jako
dye sensitized solar cells),

= urzadzenia elektrochromowe.
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Przedstawione urzadzenia bazuja na wiedzy z zakresu zaawansowanej chemii
organicznej a niektére z nich zbudowane zostaly w oparciu o dorobek szeroko
rozumianej chemii supramolekularnej. W przypadku baterii i kondensatoréw rozwazac
mozna kompleksy supramolekularne jako réznego rodzaju rozpuszczalniki dla soli
litu, funkcjonalne dodatki do elektrolitow, receptory anionéw zwigkszajace liczbe
przenoszenia kationu litu w elektrolitach polimerowych, nanoczastki ceramiczne
modyfikowane  receptorami  kationowymi  jako  aktywne = wypelniacze
w kompozytowych elektrolitach polimerowych, elektrolity polimerowe powstate przez
zaszczepienie centrow kationoakceptorowych na tafncuchu gléwnym, 1 inne.
W dziedzinie sensorow elektrochemicznych chemia supramolekularna moze
zaoferowa¢ réznego rodzaju jonofory, selektywne w stosunku do okre$lonych
indywiduéw chemicznych. W obszarze elektrochemicznych ogniw stonecznych
badane sa na przyktad organiczne pdtprzewodniki typu p powstate przez dotowanie
molekut o charakterze akceptorowym kationami litu.

Chemia supramolekularna i elektrochemia stwarza mozliwosci prowadzenia
nowatorskich i znaczacych z praktycznego punktu widzenia prac badawczych,
zarowno podstawowych jak i aplikacyjnych. Artykut analizuje pewien wycinek tego
wspdlnego pola, a mianowicie mozliwo$ci zastosowania zwigzkow podandowych jako
sktadnikow elektrolitow dla wysokoenergetycznych akumulatoréw litowych
i superkondensatoréow. Przedstawiono tez budowg i zasadg¢ dziatania akumulatora

litowo-jonowego i kondensatora eklektrochemicznego.

2. Wysokoenergetyczne akumulatory i kondensatory elektrochemiczne
2.1 Akumulator Li-ion

Obserwowany w ostatnich dekadach dynamiczny wzrost rynku przeno$nych
urzadzen elektronicznych spowodowal konieczno$¢ opracowania dla nich nowych
wydajnych zrodet zasilania w energig elektryczna. Uzytkownik oczekuje, aby
urzadzenie dziatalo dlugi czas bez koniecznosci ponownego tadowania, bylo lekkie
iniewielkie gabarytowo, a przy tym bezpieczne w uzytkowaniu i niedrogie.
Przektadajac to na jezyk chemicznych zrodel pradu, nalezato opracowaé¢ akumulator

o duzej zywotnosci cyklicznej, wysokiej wagowej 1 objgtosciowe]j gestosci energii,
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a tym w miar¢ mozliwosci wykorzystujace nietoksyczne i tatwo dostgpne materiaty.
Pierwsze telefony komoérkowe zasilane byly akumulatorami Ni-Cd. Toksyczno$é
kadmu spowodowata, Ze zastapiono je blizniacza technologia Ni-MH. Ta ostatnia
jednak okazala si¢ by¢ tylko rozwiazaniem przejsciowym, ktore obecnie ustgpuje
w obliczu  bezprecedensowego sukcesu technologii Li-ion, jakiego jeste§my
$wiadkami od kilkunastu lat. Ogniwo Li-ion posiada trzykrotnie wyzZsze napigcie
pracy od uktadow Ni-Cd i Ni-MH, co oznacza ze ilo$¢ energii zmagazynowana
w jednostce objetosci lub masy akumulatora jest znacznie wyzsza [1-2]. Poczatkowe
wady akumulator6w Li-ion, takie jak niezdolno$¢ do pracy pod wysokimi
obcigzeniami pradowymi i w niskich temperaturach, a takze wysoka cena i ryzyko
eksplozji, sa sukcesywnie usuwane. Nalezy pamigtac, ze idea ogniwa litowo-ionowego
jest bardzo mtoda, poniewaz akumulatory takie zostaly wprowadzone po raz pierwszy
do komercyjnej produkcji dopiero w roku 1991 przez firme Sony. Od tego czasu
obserwuje si¢ staty, dynamiczny wzrost produkeji i sprzedazy tego typu chemicznych
zrodet pradu. Obecnie akumulatory Li-ion uznawane sa obecnie za najbardziej
perspektywiczne Zrédio zasilania dla przeno$nych urzadzen elektronicznych, takich
jak laptopy, telefony komorkowe, kamery, itp. Panuje rowniez powszechne
przekonanie, ze w niedalekiej przysztosci ten typ akumulatora znajdzie rowniez
zastosowanie w zasilaniu pojazdoéw elektrycznych, aparatury medycznej, urzadzen do
eksploracji przestrzeni kosmicznej, itp. Aby tak si¢ stato, konieczne jest opracowanie
nowych rozwiazan konstrukcyjnych, cechujacych si¢ wyzsza niz do tej pory ggstoscia
energii, zdolnoscia do pracy pod ekstremalnie wysokimi obcigzeniami pradowymi
i w niskich temperaturach, a takze wyzszym poziomem bezpieczenstwa. Przy tym
wszystkim konieczna jest stala redukcja kosztow 1 spetnienie restrykcyjnych
wymogow ochrony $rodowiska. Aby sprosta¢ tym wymaganiom, niezbgdne sa
nowatorskie strategie w projektowaniu aktywnych materialow elektrodowych
i elektrolitow.

Akumulator Li-ion jest bardzo zlozonym ukladem chemiczno-elektycznym,
sktadajacym sig¢ przynajmniej z trzech zasadniczych elementow: katody, anody
i (ponadto praktyczne rozwiazanie technologiczne akumulatora musi uwzgledniaé

ogromna ilo$¢ elementdéw ,,pomocniczych”, takich jak separatory, kolektory pradowe,
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itp). Kazdy z trzech wymienionych elementéw podstawowych stanowi odrebny obszar
intensywnych prac badawczo-rozwojowych na $wiecie. Jednoczesnie w ogniwie
elektrochemicznym te trzy elementy sa bardzo $cisle ze soba powiazane, poniewaz
wlasciwe procesy chemiczne, bgdace zrodlem potencjatow elektrycznych, zachodza
wlasnie na granicach faz pomigdzy elektrodami a elektrolitem.

Istnieje wiele praktycznych rozwigzan ogniwa litowo-jonowego. Wsp6lna ich
cecha jest zastosowanie insercyjnych (w szczegdlnym przypadku interkalacyjnych)
elektrod oraz organicznych elektrolitéw. W najbardziej typowym przypadku anoda w
ogniwie jest grafit, katoda tlenek litowo-kobaltowy o strukturze spinelu, natomiast
elektrolitem roztwor LiPFs w mieszaninie weglanu etylenu 1 weglanu dietylenu.

Zasadg dziatania akumulatora Li-ion przedstawia Rysunek 1.

- Obcigzenie
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Elektrolit j

Rysunek 1. Schemat dzialania ogniwa litowo-jonowego

W stanie roztadowanym anoda wegglowa nie zawiera jonow litu, natomiast katoda
jest maksymalnie wypelniona tymi jonami. Podczas !adowania elektrony sa

dostarczane z obwodu zewngtrznego do anody obnizajac jej potencjal do momentu
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w ktorym moze zachodzi¢ lokowanie si¢ jondéw litu z przestrzeni przyelektrodowej
w sieci krystalicznej grafitu. Od tego momentu zaczyna si¢ plateau potencjatowe,
ktore trwa tak dlugo, jak dlugo w sieci grafitu sa wolne miejsca, w ktorych moze

ulokowac sig jon. Sumaryczna reakcje elektrodowq przedstawia réwnanie:

Cs+ xLi" + xe” CeLix

Jednoczes$nie elektrony sa odbierane z katody i jej potencjal wzrasta do
poziomu przy ktéorym moze zachodzi¢ wychodzenie jonoéw litu z sieci krystalicznej

materialu katodowego. Sumaryczna reakcja katodowa ma zatem postac:

J——

Li,Mn,0O, Mn,O, + xLi* + xe”

Rysunek 2 pokazuje jak zmieniaja si¢ potencjaly elektrod oraz napigcie ogniwa

w trakcie statopradowego fadowania/roztadowania.

katoda

ogniwo

g 3
=
[=2]
< (. . .
@ | pierwsze pierwsze drugie
g 2 | tfadowanie wyladowanie | {adowanie
|
= ] '
£ \
% anoda A
T \-\ // \\
~ y ~
~o VA N
~ =7 e -
o ————— -
0 20 40 60 80 100
Czas [h]

Rysunek 2. Zmiany potencjatow poszczegolnych elektrod oraz napiecia calego ogniwa w

trakcie pracy [1].
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Procesom zachodzacym na elektrodach towarzysza procesy transportu kationéw
litu w elektrolicie w kierunku od katody do anody. W czasie wytadowania ogniwa
wszystkie procesy maja kierunek przeciwny do opisanego wyzej. Ogniwo Li-ion
cechuje si¢ swoista elegancja. Reakcje elektrodowe sa topotaktyczne, polegaja na
cyklicznej insercji i deinsercji kationu litu w sieci krystaliczne anody i katody, ktérych
zasadnicza sie¢ krystaliczna nie ulega przy tym zmianom. W uproszczeniu mozna
powiedzie¢ ze praca ogniwa polega na przemieszczaniu si¢ kationu litu od anody do
katody i z powrotem (stad stosowane czgsto w literaurze angielskojezycznej nazwy:
swing, rocking chair, lub shuttle cock battery).

tadunek elektryczny doprowadzony do elektrody podczas roztadowania
w pierwszym cyklu Qi..» mozna utozsami¢ z pojemnos$cia odwracalng elektrody Qoawr.
Pojemno$¢ odwracalng mozna inaczej okresli¢ jako dostgpna pojemnos¢ elektrody po
poczatkowym cyklu formacji. Réznica tadunku doprowadzonego do elektrody podczas
fadowania w pierwszym cyklu Qg i tadunku dostarczonego podczas wytadowania

Qi NOSI nazwe pojemnosci nieodwracalnej elektrody Quicodw::

Qnicudrw = Qllad - erozl
Qnicodwr + Qodwr = Qllad

2.2 Warstwa pasywna na anodzie grafitowej

Zjawisko pojemnos$ci nieodwracalnej jest szczegélne wazne dla prawidlowego
funkcjonowania ogniwa litowo-jonowego, dlatego tez przyczyny jej wystgpowania sa
przedmiotem intensywnych badan [3-10]. W takcie pierwszego ladowania anody
grafitowej czg$§¢ doprowadzonego tadunku elektrycznego jest zuzywana na
nieodwracalne procesy elektrochemiczne, z ktorych najwigksze znaczenie ma
elektroredukcja rozpuszczalnikéw i soli litu. Bardzo duzy ujemny potencjat anody
dziata redukujaco na wigkszo$¢ znanych rozpuszczalnikow, uktad jest wige skrajnie
niestabilny termodynamicznie. Procesy te sa widoczne na krzywej tadowania anody
grafitowej jako plataeu potencjatowe w okolicy 800 mV (wzglgdem Li/Li*), a wigc na
dhugo przed rozpoczgciem wihasciwych procesow pradotworczych anody grafitowej,

ktére zaczynajg si¢ przy okoto 200 mV. Produkty rozkladu rozpuszczalnika i soli
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odktadaja si¢ na powierzchni grafitu jako warstwa pasywna (okreslana w literaturze
angielskojezycznej jako solid electrolyte interphase - SEI), ktora jest izolatorem
elektronowym i przewodnikiem jonowym. W pewnym momencie grubo$¢ warstwy
pasywnej osiaga taka warto$¢, ze powierzchnia elektrody staje sig¢ odizolowana od
elektrolitu i jego rozklad ustaje, uklad osiaga wigc stan wzglednej stabilno$ci
kinetycznej, umozliwiajacy stabilng prace catego ogniwa nawet przez ponad tysiac
cykli tadowania.

Z jednej wigc strony tworzenie warstwy pasywnej konsumuje nicodwracalnie
pewng ilos¢ tadunku elektrycznego doprowadzanego do anody w trakcie tadowania,
pogarszajac wydajno§¢ tadowania, z drugiej jednak strony warstwa pasywna jest
niezbedna do tego zeby ogniwo z anoda grafitowa moglo pracowaé w sposob
odwracalny. W toku wieloletnich prac badawczych wiele uwagi po§wigcono dobraniu
wlasciwych rozpuszczalnikéw, ktore redukujac si¢ na anodzie podczas pierwszego
cyklu pracy ogniwa tworzylyby warstewke pasywna o odpowiednich wiasciwosciach.
Wiadomo, ze w przypadku niektorych rozpuszezalnikow warstwa ta jest zbyt gruba,
uniemozliwiajac migracje kationoéw litu, oraz begdac przyczyna zbyt duzej pojemnosci
nieodwracalnej. W innych przypadkach warstwa ta jest nazbyt porowata, przez co nie
izoluje wystarczajaco powierzchni anody i w trakcie kolejnych cykli dochodzi do
dalszej elektroredukcji sktadnikoéw elektrolitu. Znamiennym przypadkiem jest weglan
propylenu (PC). Zwiazek ten jest skadinad bardzo dobrym rozpuszczalnikiem dla soli
litu i z powodzeniem stosowany byt w pierwotnych ogniwach litowych (w ogniwach
takich stosuje si¢ metaliczny lit jako anodg, i ogniwa nie taduje si¢ ponownie po
roztadowaniu). W takcie pracy w odwracalnym akumulatorze litowo-jonowym
z anoda grafitowa dochodzi jednak do kointerkalacji czasteczek PC solwatujacych
kationy litu wraz z tymi kationami pomigdzy warstwy grafenowe materiatu
anodowego, po czym nastgpuje rozklad rozpuszczalnika z wydzieleniem gazowego
propylenu. Cisnienie jakie si¢ wtedy wytwarza powoduje rozszczepienie tusek
grafitowych i1 jego nieodwracalna degradacje. Zjawisko to nazywamy eksfoliacja
grafitu. O mozliwych metodach przeciwdziatania temu zjawisku traktowat begdzie
jeden z kolejnych rozdzialow. Tymczasem jednak standardem w komercyjnych

akumulatorach Li-ion sa elektrolity, w ktoérych rozpuszczalnikami dla soli litu jest
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mieszanina weglanu etylu (EC) i sktadnika obnizajacego lepkosc, takiego jak weglan
dietylu (DEC) lub weglan dimetylu (DMC). Weglan etylu stosuje si¢ ze wzgledu na
jego doskonate wlasciwosci pasywujace (filmotworcze). Do wad takiego rozwigzania
nalezy brak mozliwo$ci pracy w bardzo niskich temperaturach (wgglan etylu jest

ciatem stalym w temperaturze pokojowe;j).

2.3 Kondensatory elektrochemiczne

Kondensatory elektrochemiczne sa innego rodzaju urzadzeniami do
magazynowania i konwersji energii. Podczas gdy w akumulatorze energia gromadzona
jest w wiazaniach chemicznych substancji podlegajacych reakcjom redoks,
w kondensatorze energia gromadzona jest zasadniczo w postaci czysto
elektrostatycznej (z pewnymi zastrzezeniami). Kondensatory elektrochemiczne, zwane
réwniez superkondensatorami lub ultrakondensatorami [11-29], sa atrakcyjnymi
zrédtami pradu z powodu ich bardzo wysokiej mocy, dobrej trwatosci cyklicznej oraz
posredniej energii migdzy klasycznymi dielektrycznymi kondensatorami, a ogniwami.
Wiasciwosci  typowego  kondensatora  elektrochemicznego  zwiazane  sa
z akumulowaniem tadunku w podwojnej warstwie elektrycznej bez faradajowskich
reakcji (czyli bez przejscia elektronéw). Elektrochemiczny kondensator sklada sig

z elektrod: dodatniej i ujemnej (rysunek 3).

+ 4+ +
@

+ @

elektroda (+) separator elektroda (-)
Cl C2

__JON 10,

Rysunek 3. Schemat kondensatora elektrochemicznego
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Pojemnos$¢ C liczona na jedna elektrodg, ze wzgledu na czyste elektrostatyczne
oddziatywania jonow jest proporcjonalna do powierzchni pogranicza faz elektroda —

elektrolit, co przedstawia wzor:

gdzie ¢ jest stalq dielektryczng, d to grubos¢ podwojnej warstwy elektrycznej, ktora jest

zwykle mniejsza od 1 nm.

Technologiczna  przewaga  kondensatorow  elektrochemicznych  nad
konwencjonalnymi kondensatorami polega na bardzo malej warto$ci odlegtosci
migdzy oktadkami kondensatora (podwodjna warstwa elektryczna), co prowadzi do
uzyskiwania bardzo duzych pojemno$ci w porownaniu do wartosci okolo 0.1 F/m?
typowych dla konwencjonalnych kondensatoréow. Biorac pod uwage fakt, iz elektrody
superkondensatorow sa gltéwnie wykonywane z wegli aktywnych, ktére maja
powierzchnie rzegdu 1000 m%*/g, pojemnosci okoto 100 F na gram wegla sa fatwo
osiagalne [11-18]. Na pojemno$¢ catego kondensatora sktadaja si¢ pojemnosci

szeregowo potaczonych dwoch kondensatoréw, zgodnie ze wzorem:

11 1
=4
C C G,

W przypadku kondensatora zbudowanego z dwodch elektrod rozniacych sig
pojemnosciami elektroda o mniejszej pojemnosci wnosi wigcej do calkowitej
pojemnosci z powodu odwrotnie proporcjonalnej zaleznosci. Pojemno$¢ wyrazana jest
w (F), co odpowiada tadunkowi zakumulowanemu w zdefiniowanym przedziale
potencjatu (1F = 1C/1V). Pojemno$¢ wiasciwa moze by¢ odniesiona do masy
elektrody (F/g), do objetosci elektrody (F/cm?), lub do jej powierzchni (F/cm?).
Warto$¢ energii zakumulowanej w kondensatorze elektrochemicznym jest

proporcjonalna do pojemnosci C i kwadratu napigcia U zgodnie ze wzorem:
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Zastosowanie elektrolitow organicznych, cechujacych si¢ stabilnoscia
w szerszym przedziale potencjalowym, w porownaniu do elektrolitow wodnych jest
obecnie przedmiotem intensywnych badan. Kondensator z elektrolitem organicznym,
moze pracowaé w przedziale potencjalowym nawet 2,5 V (a przy zastosowaniu cieczy
jonowych nawet wigkszym), w przeciwienstwie do elektrolitow wodnych pracujacych
w zakresie ponizej 1 V. Do zalet kondensatoréw zalicza si¢ zdolno$¢ do bardzo
szybkiej propagacji tadunku, z czym wiaze si¢ zdolno$¢ do bardzo szybkiego
oddawania zgromadzonej energii, poniewaz nie ma reakcji chemicznych jak ma to
miejsce w akumulatorach. Takie Zrédto energii moze by¢ wykorzystane w systemach
hybrydowych dla zasilania samochoddéw elektrycznych, komputeréw przenosnych,
UPS i w pulsowej technice laserowej itp.

Wyrodznia si¢ dwa typy kondensatorow elektrochemicznych:

1. Kondensator z podwdjna warstwa elektryczna, gdzie wystgpuja tylko
elektrostatyczne oddziatywania migdzy jonami, a powierzchnia elektrody [11-18],

2. Superkondensatory opierajace si¢ dodatkowo na pseudopojemnosciowych reakcjach
faradajowskich [11,12, 18-29].

Elektrony biorace udziat w reakcjach faradajowskich sa przenoszone do lub
z poziomu walencyjnego materiatdw, takich jak tlenki metali przejsciowych (RuO,,
MnQO,, CrOs;) [1, 18-20], lub polimeréw przewodzacych [11, 12, 21]. Efekty
pseudopojemnosciowe moga by¢ realizowane przez dotowanie heteroatomami takimi
jak: tlen, azot [22-26]. Warto$¢ pojemnosci jest Scisle zwigzana z wlasciwosciami
i powierzchnia granicy faz elektroda — elektrolit, a takze =z iloScia
pseudopojemnosciowych domieszek.

Zdolno$¢ gromadzenia tadunku elektrycznego, a takze dobra przewodnosé
elektryczna 1 termiczna oraz odporno$¢ na dziatanie agresywnych elektrolitow, to
cechy, ktérymi powinny si¢ charakteryzowa¢ materiaty elektrodowe w kondensatorach
elektrochemicznych [11]. Wilasciwosciami takimi cechuja si¢ tlenki metali

szlachetnych i potszlachetnych (np. RuQ,), polimery przewodzace oraz materiaty
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weglowe [11-29]. W skfad tych ostatnich wchodza: wegle aktywne, aerozele,
kserozele, sadza, nanorurki weglowe. Materialy weglowe moga posiada¢ niezwykle
rozwinigta powierzchnig rzeczywista, co prowadzi do wzrostu pojemnos$ci elektrod
[17]. Duza powierzchnia poréw ulatwiajacych dyfuzje elektrolitu w strukturg
materialu weglowego oraz odpowiedni rozmiar poréw odpowiadajacy wielkosci jonow
sq korzystne dla pelmego wykorzystania tych materiatdtw w kondensatorach
elektrochemicznych.

W  kondensatorach elektrochemicznych podwdjnej warstwy elektrycznej,
w ktorych materialem aktywnym sg materialy weglowe jako elektrolity stosuje sig
roztwory wodne kwasow, zasad, soli, roztwory elektrolitu w rozpuszczalnikach
aprotycznych, stale elektrolity polimerowe, zelowe elektrolity polimerowe oraz ciecze
jonowe. Najczesciej stosowanymi elektrolitami sg roztwory kwasu siarkowego, kwasu
solnego, wodorotlenku potasu, wodorotlenku sodu. Przewodnictwo wtasciwe wodnych
elektrolitow zalezy gtownie od ich stgzenia. Roztwory elektrolitow maja duzy wpltyw
na budoweg podwdjnej warstwy elektrycznej. Wystgpuja tu oddziatywania
elektrostatyczne, oraz procesy nieelektrostatycznej adsorpcji jondw lub czastek na
powierzchni materiatu. Zaleta stosowanych elektrolitow w kondensatorach
elektrochemicznych podwojnej warstwy elektrycznej jest ich niski koszt, ogdlna
dostgpnos¢, oraz ich dobre przewodnictwo. Roztwory wodnych elektrolitow dobrze
zwilzaja powierzchnig¢ materiatu elektrodowego, co wplywa na pojemno$¢ uktadu.
Wada wodnych roztworow elektrolitow jest maty zakres przedziatu potencjatlowego do
V.

Dobdér niewodnego elektrolitu jest bardziej skomplikowany. Elektrolit
organiczny powinien wykazywac¢ elektrochemiczng stabilno$¢, oraz powinien by¢
chemicznie trwaly wobec zastosowanych materialdow. Powinien rowniez mie¢
mozliwie najlepsze wlasciwosci przenoszenia, a wigc charakteryzowaé si¢ duza
warto$cia przewodnictwa wlasciwego. Najcze$ciej stosowanymi niewodnymi
elektrolitami sa: acetonitryl, weglan propylenu wraz z rozpuszczona w nim sola
przewodzaca, np. LiPFg, LiAsFs, TEABF,. Elektrolity takie mogg pracowaé w zakresie
przedziatu potencjatowego do 2,5 V [11, 24-25].
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Inng grupa elektrolitbw w  zastosowaniach dla  kondensatorow
elektrochemicznych sa ciecze jonowe [27-29]. Elektrolity te moga pracowac
w przedziale potencjalowym znacznie przekraczajacym 3 V, co ma ogromne
znaczenie, dla znacznego podniesienia energii kondensatorow elektrochemicznych
nawet do 40 Wh/kg [28]. Aczkolwiek zastosowanie cieczy jonowych jako elektrolitow
dla kondensatoréw jest wciaz ograniczone, ze wzglgdu na duzo nizsze przewodnictwo
a takze duza lepko$¢ takich ukladéw w stosunku do elektrolitow wodnych, co

uwidacznia si¢ szczeg6lnie przy duzych obcigzeniach pradowych.

3. Zastosowanie podandoéw w akumulatorach Li-ion i kondensatorach
3.1 Zwiazki podandowe

Podandami nazywa si¢ w chemii supramolekularnej zwiazki, ktdérych
podstawowym elementem strukturalnym sa tancuchy zbudowane z powtarzajacych si¢
elementow wegiel-wegiel-heteroatom. W przypadku gdy heteroatomem tym jest tlen,
mamy do czynienia z tancuchami polioksaetylenowymi (lub polieterowymi) np: -
(CH,-CH,-0),-. Lancuchy te moga by¢ spigte za pomoca atomu lub grupy atomow,
tworzac w ten sposOb skomplikowane struktury przestrzenne. Je§li atomem
spinajacym jest krzem, wtedy méwimy o podandach krzemowych. W zalezno$ci od
liczby tancuchéw przylaczonych do atomu centralnego wyrdézniamy di-, tri-

i tetrapodandy (rysunek 4).

Rysunek 4. Mozliwe struktury podandow
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Podandy, a w szczegolnosci podandy krzemowe, posiadaja unikalne wlasnosci
solwatujace w stosunku do kationow metali alkalicznych, i z tego wzgledu moga by¢
rozwazane jako rozpuszczalniki dla soli metali alkalicznych. Wtasciwosci solwatujace
podandéw krzemowych wynikaja z obecnosci wolnych par elektronowych na atomach
tlenu w tancuchach polioksaetylenowych. Bardziej szczegbélowe omowienie
wlasciwosci chemicznych i zastosowan podanddéw krzemowych przekracza zakres
niniejszego artykulu. Szersze omdwienie tego zagadnienia znaleZ¢ mozna w pracach
[30-31]. Z punktu widzenia urzadzen elektrochemicznych opartych na licie istotne jest,
ze wzgledu na swoje wiasciwosci kompleksujace wzgledem kationu litu, oraz
mozliwo$¢ funkcjonalizacji za pomoca pozadanych ugrupowan, podandy moga by¢
rozwazane jako rozpuszczalniki lub tez dodatki do elektrolitow spetniajace okreslone

zadania w ogniwie litowo-jonowym.

3.2 Podandy jako funkcjonalne dodatki do elektrolitéw w ogniwie Li-ion

We wczesniejszym rozdziale opisano ogdlna budoweg typowego ogniwa Li-ion,
na ktorg sktada si¢ grafitowa anoda, katoda wykonana z tlenku litowo-kobaltowego,
oraz elektrolit bgdacy roztworem soli litu w mieszanie dwoch rozpuszczalnikow
organicznych. Ten obraz nalezy uzupelni¢ o calag gamg substancji pomocniczych nie
bedacych materiatami aktywnymi, wérod ktorych szczegdlnie wazng role odgrywaja
réznego rodzaju dodatki do elektrolitbw. Wyr6zni¢ mozna nastgpujace gltowne typy
dodatkow do elektrolitow [32]:
1. substancje usprawniajace tworzenie si¢ warstw pasywnych na graficie
(filmotworcze),
2. $rodki ochraniajace katodg,
3. stabilizatory soli litu,
4. $rodki przeciwdzialajace przetadowaniu ogniwa,
5. érodki obnizajace palno$¢ elektrolitu,
6. srodki usprawniajace osadzanie metalicznego litu (w przypadku akumulatoréw
z anoda z metalicznego litu),
7. $rodki utatwiajace dysocjacj¢ jonowa,
8. Inhibitory korozji aluminiowych kolektoréw pradowych,
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9. Substancje zwilzajace i zmniejszajace lepkos¢.

Dodatki filmotworcze sa to substancje, ktéra dodane do glownego
rozpuszczalnika, lub tez mieszaniny rozpuszczalnikéw, powoduja ze warstwa pasywna
na anodzie grafitowej posiada bardziej pozadane wiasciwosci. Przeklada si¢ to na
dluzsza praca cykliczna ogniwa. W skrajnym przypadku odpowiedni dodatek
filmotwoérczy umozliwia w ogole funkcjonowanie ogniwa Li-ion. Jest tak we
wczesnie] opisywanym przypadku ogniw z weglanem propylenu jako gtéwnym
rozpuszczalnikiem. Na  rysunku 5. pokazano krzywe  statopradowego
ladowania/wyladowania zarejestrowane w potogniwach anodowych z litowa elektroda
przeciwna dla typowego materiatu grafitowego w dwoch rodzajach elektrolitow:
Htypowym” elektrolicie zawierajacym wegglan etylenu jako sktadnik filmotworczy
ielektrolicie w ktéorym rolg rozpuszczalnika soli litu pelni wylacznie weglan
propylenu. W pierwszym przypadku obserwuje si¢ prawidlowe tworzenie warstwy
pasywnej (plateau przy ok. 800 mV), po ktdérym nastepuje dtugie plateau zwigzane
z wchodzeniem kationéw Li* w strukture krystaliczng grafitu i tworzeniem zwiazku
interkalacyjnego. W drugim przypadku plateau przy 800mV nie konczy sig, i nigdy nie
dochodzi do fazy interkalacji litu, ogniwo wigc nie funkcjonuje. Powodem tego jest
wspomniane zjawisko eksfoliacji tusek grafitowych, w wyniku ktérego powierzchnia
wystawiona na kontakt z elektrolitem stale wzrasta, powodujac rozktad wciaz nowych

partii elektrolitu.

25 25
1M LiPF; w EC/DEC 1M LiPFg w PC
20

1.0
—>
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0 12)0 2(;0 3(;0 4(;0 5(;0 600 ” 0 100 200 300 400 500 600
Q/mAhg’ Q/mAng’
Rysunek 5. Porownanie krzywych statoprqdowego {tadowania/wyladowania elektrody
grafitowej w  klasycznym elektrolicie zawierajqcym weglan etylenu (rysunek lewy)
i elektrolicie zawierajqcym wylqcznie weglan propylenu jako rozpuszczalnik (rysunek
prawy)
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Wezeéniejsze badania pokazaly, ze dodatek niewielkich ilosci pewnych
zwiazkoéw chemicznych likwiduje zjawisko eksfoliacji w elektrolitach z PC. Jest tak
zwlaszcza w przypadku duzej liczby zwiazkow zawierajacych wigzanie podwdjne.
Dodatki filmotworcze zawierajace wiazania podwdjne naleza podkategorii dodatkow
typu redukcyjnego. Przyjmuje sie, ze dodatki typu redukcyjnego ulegaja
elektroredukcji tworzac wstgpna warstewke pasywna, ktéra utatwia powstawanie
,wladciwej” warstwy pasywnej. Proces ten zachodzi wcze$niej (fj. przy wyzszych
potencjatach) niz proces redukcji zasadniczego rozpuszczalnika. Podtypem dodatkéw
typu redukcyjnego sa dodatki polimeryzowalne. Sa one monomerami zdolnymi do
ulegania polimeryzacji indukowanej elektrochemicznie, zgodnie z nastgpujacym

réwnaniem ogdlnym:

>:< _te . e - FE, %
n

Do dodatkow filmotworezych typu polimeryzowalnego naleza migdzy innymi: weglan
winylu 1 [32-33], weglan winylowo-etylowy 2 [32-34], weglan allilowo-etylowy 3
[35], octan winylu 4 [36], adypinian winylu 5 [36], 2-winylopirydyna 6 [37], itp.
(schemat 1).
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Schemat 1.



Z kolei niepolimeryzowalne dodatki filmotworcze typu redukcyjnego to migdzy
innymi: cykliczne siarczkany (IV) alkilowe i arylowe 7 [38], azotany(V) 8 [39], azotki
9 [40], halogenowane weglany etylenu 10 [41-42], halogenowane laktony 11
i chloromréwczan metylenu 12 [43]. Do tej samej klasy dodatkéw utatwiajacych
tworzenie warstwy pasywnej naleza SO,, CS, i polisiarczki. Dzialanie zwigzkow
zawierajacych sierkg polega na wspomaganiu budowania warstwy pasywnej poprzez
adsorpcje produktow ich redukcji na krawedziach tusek grafitowych, a wigc miejscach
szczegOlnie reaktywnych. Ich efektywnos$¢ zalezy od powinowactwa wspomnianych
produkoéw redukcji do miejsc reaktywnych na graficie 1 wzrasta wraz z zawarto$cig
siarki w czasteczce. Rola zwigzkow zawierajacych wigzanie (>C=0) polega natomiast
na redukcji grupy karbonylowej w sposéb podobny jak to ma miejsce w przypadku

weglanu etylenu.
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Schemat 2.

Z kolei dodatki filmotwoércze typu reakcyjnego nie ulegaja elektrochemicznej
redukcji, natomiast posiadaja zdolno$¢ wytapywania rodnikow anionowych, ktore sa
produktem przejsciowym w procesie redukcji rozpuszczalnikow. Moga one rowniez

wchodzi¢ w reakcje z produktami koncowymi tej redukcji. W obu przypadkach
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rezultatem koncowym jest bardziej stabilna warstwa pasywna. Przyklady tego typu

zwiazkow przedstawia schemat 3.
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Schemat 3.

3.3 Podandy krzemowe jako wspolrozpuszcezalniki/dodatki filmotworcze
w ogniwie Li-ion

Okazuje sie, ze niektore zwiazki podandowe moga z powodzeniem rozwazane
by¢ jako dodatki do elektrolitow zawierajacych PC przeciwdziatajace eksfoliacji
grafitu. Wezmy pod uwage rodzing trdjpodandéw krzemowych rézniacych sig

rodzajem grupy funkcyjnej przy atomie krzemu:
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Ze wzgledu na wilasciwosci solwatujace wzgledem kationu litu zwiazki te
mozna rozwaza¢ jako rozpuszczalniki soli litu w elektrolitach dla ogniw Li-ion.
Jednocze$nie zwiazki te zachowuja si¢ w okreslony sposob w trakcie elektroredukcji
na anodzie grafitowej podczas pierwszego tadowania ogniwa, tak wigc produkty ich
rozktadu utworza warstweg pasywna, badz tez wywra wplyw na formowanie sig
warstwy pasywnej w obecnosci innego rozpuszczalnika. Dla przykladu rozwazmy
zachowanie pologniwa anodowego =z anoda grafitowa, w ktorej glownym
rozpuszczalnikiem jest weglan propylenu, a rozpuszczalnikiem mniejszo$ciowym
(dodatkiem do elektrolitu) winylo tris(2-metoksyetoksy)silan 24 (akronim ViSi23). Na
rysunku 6 pokazano krzywa galwanostatyczna i potencjodynamiczng zarejestrowana w

takim uktadzie [44].
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Rysunek 6. Krzywe staloprqdowego ladowania/wyladowania (rysunek po lewej) i krzywe
chronowoltoamperometrii cyklicznej (rysunek po prawej) zarejestrowane dla ogniwa Li |

IM LiPFs w PC/ViSi23 (10%)|grafit.
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Dodatek trojpodandu krzemowego z grupa winylowa do weglanu propylenu
powodujg, ze ogniwo pracuje w prawidlowy sposob. Charakterystyczne plateau
potencjatowe na krzywej galwanostatycznej przy okoto 800 mV, po ktérym ma
miejsce interkalacja litu, wskazuje na to ze utworzyla si¢ warstwa pasywna o dobrych
wila$ciwosciach i1 nie doszto do szkodliwej kointerkalacji czasteczek PC. Warstwa
pasywna tworzy si¢ tylko w pierwszym cyklu (brak jest widocznych pikéw w drugim
cyklu na krzywej potencjodynamicznej). Swiadczy to posiadaniu przez ViSi23
wlasciwosci wspomagania tworzenia warstwy pasywnej. Pojemno$¢ odwracalna
anody grafitowej wynosi 352 mAh/g, co jest warto$cig bardzo bliska maksymalne;j
teoretycznie dostgpnej pojemnosci materialow grafitowych. Ze wzgledu na obecno$¢
grupy winylowej omawiany zwiazek mozna zaliczy¢ do dodatkow filmotworczych
typu polimeryzowalnego. Moze mie¢ wigc miejsce inicjowana elektrochemicznie

polimeryzacja zgodnie ze schematem:

N / \ /
[o [o [o) (o] [O (o]
(o] J [ 0] Oj
o_\_© o\~
. \Si + ne \Si

Mozliwy jest inny mechanizm, specyficzny dla tego typu podanddéw. Mechanizm ten

wiaze sig¢ z mozliwos$cia hydrolizy, zgodnie ze schematem:
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Procesy hydrolizy zachodza w obecnosci wody i sa one katalizowana
obecnoscia soli litu. Rola kationu litu polega na wymuszaniu samoorganizacji centrow
podandowych, przez co polepszaja si¢ warunki przestrzenne do zaj$cia reakcji.
Samoorganizacja zwiazkow podandowych jest ich cechg charakterystyczng i zostata
dobrze udokumentowana w literaturze. Hydroliza prowadzi do kondensacji centrow
podandowych 1 w utworzenia sieci, przy czym uwalniane sa odpowiednie glikole.
Mozliwe, ze taki czysto chemiczny proces prowadzi to utworzenia bariery
przeciwdziatajacej kointerkalacji czasteczek PC w strukturg grafitu, bylby to wigc
szczego6lny przypadek dodatku filmotworczego typu reakcyjnego. Nasuwa sig pytanie,
czy procesy tego typu moga stanowi¢ zasadniczy mechanizm utatwiajacy prawidlowa
pasywacje anody grafitowej. Wezmy pod uwage dwa inne zwiazki z omawianej
rodziny, mianowicie metylo tris(2-metoksyetok)sysilan 22 (akronim MeSi23) i etylo
tris(2-metoksyetoksy)silan 23 (akronim EtSi23). Przedstawione na rysunku 7
charakterystyki elektrochemiczne dowodza, ze rdwniez w tym przypadku mamy do
czynienia z pozytywnym wptywem dodatku podandu. Jest tak pomimo braku wiazan
podwojnych, a wigc mechanizm polimeryzacji jest w tym przypadku wykluczony.

25 80
1M LiPFg w PC/MeSi23 (10%) 60

i/mAg™

0 100 200 300 400 500 600 0 05 1 15 2
Q/mAhg’ E/V

1M LiPFg w PC/EtSi23 (10%)

irmAg?

—cykl 1
-60 —cyki 2

0 100 200 400 500 600 0 0.5 1 15 2

300
Q/mAhg’ E/V
Rysunek 7. Krzywe  statoprqdowego tadowania/wytadowania i krzywe

chronowoltoamperometrii cyklicznej zarejestrowane dla ogniw Li | IM LiPFs w PC/MeSi23
(10%)|grafit i Li | IM LiPFs w PC/EtSi23 (10%)r_grafit
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Mechanizm dzialania omawianych dwoch zwiazkow opiera si¢ albo na
hydrolizie i sieciowaniu (dodatki typu reakcyjnego) [45], albo tez na redukcji
elektrochemicznej z utworzeniem odpowiednich produktéw nierozpuszczalnych
(dodatki typu redukcyjnego). Warto tez zauwazy¢ rdznice w przebiegu krzywych
galwanostatycznych i potencjodynamicznych zarejestrowanych dla wszystkich trzech
omoéwionych trjpodandéw krzemowych, co $wiadczy o pewnych réznicach
w przebiegu procesOw tworzenia warstw pasywnych. O réznicach tych $wiadcza
roéwniez nieco inne warto$ci parametrow elektrochemicznych anod grafitowych
(wartosci pojemnosci odwracalnych i nieodwracalnych).

Niektéore inne trojpodandy krzemowe réwniez posiadaja  zdolnosé
przeciwdziatania kointerkalacji PC, aczkolwiek charakterystyki elektrochemiczne
niekiedy bardzo odbiegaja od standardu. Na przyktad w przypadku struktury 25
rejestrowane pojemnosci anod grafitowych sa zbyt mate, co moze wynika¢ z duzej
lepkosci elektrolitu, natomiast w przypadku struktury 26 wogodle nie obserwuje sig
korzystnego dzialania pasywujacego. Dalsze badania wykaza, jaki jest rzeczywisty
sktad chemiczny warstw pasywnych na graficie w przypadku zastosowania réznych
trojpodandow krzemowych, co pozwoli na definitywne rozstrzygnigcie zachodzacych
tam mechanizméw.

Struktura 27 pokazana na Schemacie 5 jest kolejnym typem zwiazkow
podandowych, ktory okazat si¢ by¢ skutecznym w zapobieganiu kointerkalacji PC
w ogniwach litowych z anoda grafitowa. Na Rysunku 8 pokazano krzywa
galwanostatyczng dla uktadu zawierajacego silan o n=3-7. Ta struktura podandowa
charakteryzuje sig brakiem mozliwosci hydrolizy, mechanizm pasywacji musi si¢ wigc
opiera¢ wytacznie na elektrochemicznej redukcji czasteczek silanu. Dodatki tego typu

nalezy wigc zaliczy¢ do dodatkéw typu redukeyjnego.

\SiM{\O /‘\\/};O\

7N
o]

Ny
N e

27
Schemat 5.
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Zwiazki tego typu wydaja si¢ by¢ szczegodlnie obiecujace jako sktadniki
elektrolitow ze wzgledu na bardzo dobre charakterystyki elektrochemiczne i tatwosé
syntezy. Zwraca uwagg zwlaszcza najmniejsza jak dotad warto$¢ pojemnosci

nieodwracalne;j.

25

0.0 t t t t t
0 100 200 300 400 500 600
Q/mAhg’

Rysunek 8. Krzywe statopradowego tadowania/wytadowania i krzywe
chronowoltoamperometrii cyklicznej zarejestrowane dla ogniw Li | IM LiPFs w PC/silan

(10%)|grafit dla silanu o strukturze pokazanej na Schemacie 5

34. Trojpodandy krzemowe jako rozpuszczalniki elektrolitéw dla
superkondensatoréw

W przypadku kondensatoréw elektrochemicznych, inaczej niz w przypadku
ogniw Li-ion, pomimo stosowania elektrod weglowych nie mamy do czynienia z sig
warstw pasywnych o zasadniczym znaczeniu dla funkcjonowania urzadzenia. Dlatego
tez stosowany rozpuszczalnik ma jedynie za zadanie petni¢ rolg¢ medium dla kationow
i anionéw. W tabeli 1 zestawiono pojemnosci (mierzone w faradach) wyznaczone dla
kondensatorow elektrochemicznych wykorzystujacych wegiel aktywny jako elektrody.
Elektrolitami we wszystkich przypadkach byt roztwér LiPFs w trojpodandzie
krzemowym (struktury 22, 23 i 24). Badanie demonstruje mozliwo$¢ uzyskiwania
znaczacych pojemnosci kondensatoréw przy zastosowaniu zwiazkéw podandowych
pehiacych rolg jedynych rozpuszczalnikoéw. Pomimo do$¢ znacznych pojemnosci
wida¢ wyraznie, ze wraz ze wzrostem ggsto$ci pradu spada pojemno$¢ kondensatora
elektrochemicznego wykorzystujacego jako elektrolit trdjpodand krzemowy.

Powodem obserwowanego spadku pojemnosci jest znaczna réznica w przewodnictwie
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wlasciwym roztworé6w na bazie silandéw w stosunku do komercyjnie uzywanych
w kondensatorach elektrolitow aprotycznych (takich jak 1 M TEABF, w acetonitrylu).
Przewodnictwo najlepszego sposrdd prezentowanych uktadow, zawierajacego podand
z grupg etylowa, jest trzykrotnie mniejsze niz dla elektrolitu komercyjnego, za$ dla
pozostatych elektrolitow jest to rdéznica okolo dwudziestokrotna. Pomimo tak
znacznych réznic w przewodnictwie, sa to elektrolity o potencjalnym znaczeniu,
poniewaz daja mozliwo$¢ rozszerzenia przedziatu potencjalowego pracy kondensatora
elektrochemicznego do okoto 3 V (dla komercyjnych elektrolitbw aprotycznych
przyjmuje si¢ warto§¢ 2.5V jako bezpieczng). Tak znaczne rozszerzenie przedziatu
potencjalowego pracy kondensatora ma znaczny wplyw na energi¢ kondensatora, ktora
jak wiadomo zalezy od kwadratu potencjatu.

Krzywe voltametryczne dla uktadu z podandem EtSi23 jako rozpuszczalnikiem
pokazano na Rysunku 9. Dalsze prace z pewnoscia pozwola na zoptymalizowanie

ukladow.

Tabela 1. Zestawienie pojemnosci kondensatorow wyznaczonych metodq staloprqdowq dla

roznych gestosci prqdowych, w zaleznosci od rodzaju rozpuszczalnika podandowago

Elektrolit i[mA/g] C [F]
100 71
IM LiPFs w ViSi23 200 55
500 25
100 79
IM LiPFs w MeSi23 200 64
500 38
100 120
IM LiPFs w EtSi23 200 105
500 96

3.5. Inne elektrolitowe zastosowania zwigzkéw podandowych

Dotychczas omawiane przyktady zastosowania zwiazkéw podandowych jako
sktadnikow elektrolitow charakteryzowatly si¢ tym ze zwiazki te wystgpowaly
w postaci wolnej w elektrolitach cieklych. W tej postaci petnily rolg rozpuszczalnikow

lub wspotrozpuszezalnikéw 1 ewentualnie dodatkdw o okreslonej funkcji. Istnieje mozli-
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Rysunek 9. Krzywe chronowoltoamperomatryczne (przy roznych szybkosciach skanowania
potencjatu) zarejestrowane dla kondensatora elektrochemicznego z silanem EtSi23 jako

rozpuszczalnikiem

wos$¢ przylaczenia centrow podandowych do pewnych struktur polimerowych lub
ceramicznych. Idea ta stwarza dla zwiazkdéw typu podandowego catkowicie nowe
obszary zastosowan w dziedzinie elektrolitow dla akumulatoréw litowych
i superkondensatoréw, a by¢ moze takze w innych urzadzeniach elektrochemicznych
wykorzystujacych, takich jak sensory elektrochemiczne i elektrochemiczne ogniwa

stoneczne.
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Rysunek 9. Krzywe chronowoltoamperomatryczne (przy réznych szybkosciach skanowania
potencjatu) zarejestrowane dla kondensatora elektrochemicznego z silanem EtSi23 jako

rozpuszczalnikiem
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Jednym z takich obszaréw zastosowan dla podandéw krzemowych sa
elektrolity polimerowe. Przez przylaczenie czasteczki silanu ViSi33 (struktura 24) do
fancucha polisiloksanowego mozliwe jest uzyskanie nowego polimeru, w ktorym
centra trdjpodandowe zaszczepione sa W sposob zorganizowany wzdhiz tancucha
gtéwnego (rysunek 10). Obecno$¢ grup polieterowych sprawia, ze polimer taki by¢
statym rozpuszczalnikiem dla soli litu, i z tego wzgledu moga by¢ rozwazane jako
potencjalne elektrolity polimerowe dla akumulatoréw Li-ion, a takze by¢ moze jako

jonofory w elektrochemicznych sensorach litu.
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Rysunek 10. Rownanie reakcji syntezy i wizualizacja czqsteczki polimeru powstatego przez

przylaczenie centrow tréjpodandowych do tancucha polisiloksanowego

Udato sig¢ wykaza¢, ze elektrolity takie charakteryzuja si¢ nie tylko bardzo
wysokim przewodnictwem jonowym, jednym z najwyzszych notowanych w literaturze
naukowej dla nieplastyfikowanych elektrolitow polimerowych, ale rowniez korzystne

wlasciwosci mechaniczne i wysoka stabilnos$¢ elektrochemiczna [45].
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Inng mozliwosécia jest przylaczenie centrow podandowych do powierzchni
krzemionki. Uzyskane w ten sposob funkcjonalizowane nanoczastki mozna traktowac
jak stale rozpuszczalniki/receptory dla kationow litu, posiadajace znaczace
przewodnictwo powierzchniowe. Moga znalez¢ zastosowanie migdzy innymi jako
wypelniacze ceramiczne do elektrolitow polimerowych, zard6wno suchych (gtéwnie

opartych na politlenku etylenu) jak i zelowych.

4. Podsumowanie

W pracy omowiono budowe i zasadg dziatania akumulatora litowo-jonowego 1
kondensatora elektrochemicznego i pokazano, ze procesy w nich zachodzace stanowia
pole do zastosowania niektorych osiagnig¢ chemii supramolekularnej. Przedstawiono
wybrane zagadnienia zwiazane z zastosowaniem podanddéw krzemowych jako
sktadnikow elektrolitow w wyzej wymienionych elektrochemicznych urzadzeniach do
magazynowania i konwersji energii. Niektore trojpodandy krzemowe moga znalez¢
zastosowanie jako funkcjonalne dodatki do elektrolitbw w ogniwach Li-ion,
wspomagajace tworzenie warstw pasywnych i zapobiegajace szkodliwej eksfoliacji
materialu elektrodowego. Dalsze prace zmierzaja do identyfikacji innych struktur
podandowych mogacych pelni¢ podobne role. Idea ta moze postuzy¢ do opracowania
nowatorskich elektrolitbw charakteryzujacych si¢ niskim kosztem, mniejsza
szkodliwoscia dla srodowiska i zdolnoscia do pracy w bardzo niskich temperaturach.
Te same trojpodandy krzemowe z powodzeniem pelnia role podstawowych
rozpuszczalnikow w wysokoenergetycznych kondensatorach elektrochemicznych,
pozwalajac na uzyskiwanie pojemnosci zblizonych do obecnie stosowanych
rozwiazan. Poprzez przylaczenie centrow trojpodandowych do dlugich tancuchow
polimerowych lub nanoczastek ceramicznych mozliwe jest uzyskanie materialow
przewodzacych jonowo, ktére moga znalez¢ zastosowanie jako elektrolity polimerowe
i ceramiczne sktadniki kompozytowych elektrolitow polimerowych. Omoéwiony
wycinek prac badawczych stanowi dowdd na potencjat jaki tkwi w zastosowaniu
dokonan chemii supramolekularnej w szeroko rozumianej dziedzinie elektrochemii

stosowane;j.
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Rozdzial 9

Rezorcynoareny jako fazy stacjonarne w GC i HPLC
Krzysztof Wotowiec, Waldemar Iwanek

Akademia S‘wigtokrzyska, Instytut Chemii, Checinska 5, 25-020 Kielce

1. Wprowadzenie

Rozwoj chromatografii to w duzej mierze rozwoj faz stacjonarnych. Pomimo
wielkiej réznorodnosci, nie istnieje faza stacjonarna o charakterze uniwersalnym. Stad
ciagle poszukiwania faz doskonalszych, dzigki ktérym mozna by poszerzy¢ i tak ogromna
juz gamg analizowanych zwiazkow lub udoskonali¢ fazy juz obecnie stosowane.

W ostatnich latach duza popularno$¢ w technikach chromatograficznych zdobyty
fazy stacjonarne oparte na cyklodekstrynach. Znalazly one zastosowanie zar6wno
w chromatografii gazowej jak 1 wysokosprawnej chromatografii cieczowej [I-5].
Cyklodekstryny szczegdlnie dobrze sprawdzily si¢ w chromatografii enancjomerow
i, zyskujac miano chiralnych faz stacjonarnych, zdominowaty analiz¢ izomeréw optycznych
w technikach GC. Skutecznos$¢ tej grupy zwiazkéw wynika z ich specyficznej budowy.
Posiadaja one ksztalt toroidalny, czego efektem jest obecno$¢ chiralnej wneki [6]. Dzigki
temu cyklodekstryny posiadaja zdolno$¢ stereoselektywnego inkludowania czasteczek lub
jondw tworzac kompleksy typu ,,gospodarz — go$¢” [7]. Podobne wiasciwosci wykazuja
etery koronowe, ktore takze znalazty zastosowanie w chromatografii [8].

Powodzenie cyklodekstryn oraz eterow koronowych jako faz stacjonarnych
wzbudzito zainteresowanie kaliksarenami i podobnymi im rezorcynoarenami — zwiazkami,
ktore takze posiadaja wngkowa budowe. Rezorcynoareny to cykliczne oligomery.
Otrzymywane sa najcze$ciej w katalizowanej, jednoetapowej reakcji pomigdzy rezorcyna

lub pirogalolem oarz alifatycznym lub aromatycznym aldehydem (rys. 7) [9].
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Katalizatorami tej reakcji moga by¢ zaréwno kwasy i zasady nieorganiczne jak rowniez

kwasy i zasady Lewisa [10].

gorna obrgcz

o, OHHO,oy HO,0H
HO-NS 29 Pk
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R R

dolna obrgcz

Rysunek 1. Struktura rezorcynoarenow

Charakterystyczna struktura w ksztalcie wazy sprawia, ze rezorcynoareny, podobnie
jak cyklodekstryny i etery koronowe, wykazuja zdolno$¢ do tworzenia kompleksow
inkluzyjnych z szeroka gama agalitow [11]. Istotng cecha jest takze mozliwo$¢ ich tatwej
modyfikacji. Dobdr odpowiedniego aldehydu umozliwia funkcjonalizacjg obreczy dolne;j.
Natomiast obrgcz gorng modyfikuje si¢ przez reakcje grup hydroksylowych lub/i pozycji
,0rto-", co sprawia, ze tetrametry te stanowia dobrg platforme¢ do otrzymywania bardziej
skomplikowanych uktadéw. Dodatkowo, reakcja syntezy rezorcynoarenu przeprowadzona
z chiralnym aldehydem, czy wprowadzanie optycznie czynnych grup przez funkcjonalizacje
gbérnej obreczy czasteczki powoduja, podobnie jak przynalezno$¢ produktu do grupy
symetrii C,, ze zwiazki te sa chiralne [12].

Do chwili obecnej jest stosunkowo niewiele prac na temat wykorzystania
rezorcynoarendw w technikach chromatograficznych. Pomimo tego podjelismy probe
podsumowania dotychczasowych osiagnig¢ w rozwoju chromatograficznych technik

analitycznych przy wykorzystaniu tej grupy zwiazkow.

2. Rezorcynoareny jako fazy stacjonarne w chromatografii gazowej

Chromatografia gazowa byta pierwsza technika chromatograficzna, w ktorej uzyte
zostaly fazy stacjonarne oparte na pochodnych rezorcynoarendéw. Okazaly si¢ one przydatne
do wielu szczegodlnych probleméw analitycznych.

Jako fazy stacjonarne znalazly zastosowanie O-alkilowe i O-fenylowe pochodne
rezorcynoarendw. Na wypetnieniach tych skutecznie rozdzielano regioizomery

dwupodstawionego benzenu, weglowodory o diugich tancuchach, alifatyczne ketony,
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aldehydy i alkohole [13].

Schurig i wspolpracownicy [14] opisali synteze i wiasciwosci fazy opartej na
undecenylrezorcynoarenie z grupami L-walino-t-butyloamidowymi przy goérnej obrgczy.
Nienasycone tancuchy alkilowe dolnej obrgczy wykorzystane zostaly do zwiazania
z powierzchnig Zelu krzemionkowego. Uzyskane w ten sposob wypetnienie nazwano faza
,»Chirasil-Calix”. Autorzy wykorzystali ja do analizy enancjomeréw pochodnych
aminokwasow w postaci estrow metylowych. Struktura fazy oraz chromatogram mieszaniny
aminokwaséw przedstawione zostaly na rysunku 2. Nieoczekiwanie stwierdzono, ze dla
analitow posiadajacych w swojej czasteczce pierscien aromatyczny wspotczynniki rozdziatu

okazaly si¢ mniejsze w poréwnaniu z pozostalymi aminokwasami.
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Rysunek 2.  Struktura fazy , Chirasil-Calix” i chromatogram mieszaniny DL-aminokwasow

w postaci estrow metylowych.

Bardziej skuteczng analizg¢ enancjomerow aminokwasow Schurig i wspotpracownicy
[15, 16] wykonali na kolumnie ,,Chirasil-Calixval-Dex”, ktérej wypelnienie stanowita faza
otrzymana przez zwiagzanie z zelem okta-O-[(L-walino-t-butylamid)-N-acetylo]-C-
decenylrezorcynoarenu z pochodng B-cyklodekstryny, w stosunku molowym 1:1 (rys. 3, 4).
Czysta faza cyklodekstrynowa, nazwana jako ,,Chirasil-Dex” nie daje w tym przypadku
zadowalajacych wynikow. W szczegolnosci niewystarczajace sa wspolczynniki rozdziatu
dla treoniny, metioniny, izoleucyny i leucyny, natomiast w przypadku waliny oraz kwasoéw

asparaginowego i glutaminowego rozdziat enancjomeryczny nie zostat osiagnigty. Z kolei
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kolumna rezorcynoarenowa, ,,Chirasil-Calixval” nie jest zdolna do rozdzielenia analitéw
pozbawionych mozliwosci oddziatywan przez wiazania wodorowe. Opracowana faza
mieszana ma tg zalete, ze oddzialuje z analitami wedlug zréznicowanych mechanizmoéow
takich jak wigzania wodorowe czy tworzenie kompleksow inkluzyjnych z ugrupowaniami

o roznej polarnoscei.

Rysunek 3. Struktura fazy ,, Chirasil-Calixval-Dex”
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Rysunek 4.  Chromatogram mieszaniny enancjomerow niektorych estrow etylowych N(O)-

trifluoroacetylo-DL-aminokwasow przy uzyciu kolumny ,, Chirasil-Calixval-Dex”

Wykorzystujac opisywana fazg dokonano réwniez analizy enancjomeréw zwiazkow,



ktérych nie udalo sig¢ rozdzieli¢ na kolumnie rezorcynoarenowej (rys. 5). Wspdtczynniki

rozdziatu byly z reguly mniejsze w pordwnaniu z faza ,,Chirasil-Dex”, ktéra zawiera
wigksze stezenie cyklodekstrynowego ligandu.
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Rysunek 5. Analiza enancjomerow roznej klasy zwiqzkow przy wykorzystaniu fazy

,, Chirasil
Calixval-Dex”

Zhang 1 wspolpracownicy [17] badali wiasciwosci kolumn kapilarnych

modyfikowanych przez adsorpcje okta-O-pentylobenzylrezorc[4]arenu (rys. 6a).

a) b)

L L L

18 16 14 12 10 8 6 4 2

0 (min)

Rysunek 6. a) okta-O-pentylobenzylrezorcynoaren, b) analiza mieszaniny Groba (1 = n-dekan, 2 =
n-undekan, 3 = I-oktanol, 4 = n-dodekan, 5 = nonaldehyd, 6 = 2,6-dimetylofenol, 7 = n-tridekan, 8
= 2,4-dimetyloanilina, 9 = naftalen, 10 = dekanonan metylu, 11 = tetradekan)
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Parametry wypelnienia okre§lono przy uzyciu trzech zwiazkow: dodekanu
(niepolarny), naftalenu ($redniopolarny) i nonanolu (polarny). Omawiana faza wykazywata
wzgledem tych zwiazkéw wysoka sprawno$¢. Obserwowana w tym przypadku wigksza
retencja naftalenu w stosunku do nonanolu (pomimo zblizonych temperatur wrzenia tych
zwiazkdw) wskazuje na zdolnos¢ pierwszego do oddziatywan poprzez tworzenie zwigzkow
inkluzyjnych z faza stacjonarng. Dalsze badania przydatnosci tej fazy polegato na analizie
testowej mieszaniny Groba (mieszanina jedenastu zwiazkéw o réznym charakterze).
Wszystkie skladniki mieszaniny testowej udalo sig¢ rozdzieli¢ otrzymujac na
chromatogramie symetryczne piki (rys. 6b). W szczego6lnosci mozna stwierdzi¢, iz naftalen
eluowany jest po tridekanie i 2,4-dimetyloanilinie, co wg autoré6w uznawane jest za dowod
szczegodlnej selektywnosci fazy wzgledem tej substancji. Wykazano rowniez szczegdlng
selektywnos¢ fazy wzgledem niektorych izomeréw. Na kolumnach tych udato sig rozdzieli¢
migdzy innymi izomery chlorotoluenu i krezolu nawet pomimo zblizonych temperatur
wrzenia (rys. 7). Analiza wielko$ci retencyjnych pozwolita stwierdzi¢, Zze tworzenie
kompleksoéw typu ,,gospodarz — gos¢” jest w duzej mierze odpowiedzialne za wlasciwosci

fazy rezorcynoarenowe;j.

2

- -t

A 1 I . n A i L 2
10 8 6 a 2 0 (mimn) 14 12 10 8 3 4 2 0 (min)

Rysunek 7. Chromatogramy izomerow a) chlorotoluenu: 1 = o-chlorotoluen, 2 = m-chlorotoluen,

3 = p-chlorotoluen; b) krezolu: 1 = o-krezol, 2 = p-krezol, 3 = m-krezol

Wspolczynnik rozdziatu p- i m-chlorotoluenu byt wigkszy od analogicznego dla izomeréw

meta- i orto- za co odpowiedzialno§¢ ponosza réznice momentdéw dipolowych. Wynika
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z tego fakt, ze w przypadku analizy chromatograficznej chlorotoluenu znaczenie maja
oddziatywania typu dipol-dipol. Wykorzystujac opisywana fazg nie udalo si¢ rozdzieli¢
meta- i para- izomeroéw ksylenu, dwubromobenzenu i dwuchlorobenzenu. Zauwazono
rébwniez, ze kolejno$¢ elucji m- i p- nitrochlorobenzenu i dwumetoksybenzenu byty
przeciwne do kolejnosci ich temperatur wrzenia, co przypisano tworzeniu przez anality

komplekséw ,,gospodarz — gos¢” z wypetnieniem kolumny.

3. Rezorcynoareny jako fazy stacjonarne w wysokosprawnej chromatografii cieczowej
W chromatografii cieczowej zastosowanie znalazly odwrocone fazy C18
zmodyfikowane undecylrezorcynoarenem (rys. 8) lub jego eterem metylowym. Kolumny

takie wykazywaly dobra stabilno$¢ i powtarzalnos¢ [18].

HQ OH

4

%

Rysunek 8. Undecylrezorcynoaren zwiqzany z powierzchniq zelu krzemionkowego

Udato sig rozdzieli¢ na nich regioizomery podstawionych fenoli a takze zasady pirydynowe.
Te ostatnie, wskutek oddziatywania z grupami —OH rezorcynoarenu, wykazywaty wigksza
retencj¢ w porownaniu z fazg RP-C18. Undecylrezorcynoaren umozliwia rowniez rozdziat
liniowych i cyklicznych alkoholi, dioli i cukréw w roztworach wodnych. W przypadku
alkoholi obserwuje si¢ przewaznie krotsze czasy retencji, za co odpowiedzialny jest wzrost

polarno$ci  fazy stacjonarnej modyfikowanej rezorcynoarenami w  poréwnaniu
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z oktadecylowa faza odwrocona. Odmiennie zachowuja si¢ natomiast 1,2-, 1,3- i cis-1,4-
cykloheksanodiole — ich wigksza retencja spowodowana jest oddziatywaniami typu
»gospodarz — gos¢”.

Wykorzystujac fazg¢ undecylrezorcynoarenowa Sokolief i wspotpracownicy wykazali
jej przydatnos¢ do analizy izomerdéw zwiazkoéw zawierajacych grupy hydroksylowe (rys. 9).

Dokonali oni rozdziatu na wspomnianej fazie izomerdw cis- i trans- flupentyksolu.

|

4, A d I I i A A A .

: P n, e B, P o
£ 2 & - g I =

flupentyksal  Mopentyksol chlorprotiksen  doksepina

Rysunek 9. Substancje analizowane przy uzyciu fazy undecenylrezorcynoarenowej

Ze wzglgdu na obecno$¢ grup hydroksylowych zdolnych do oddzialywan
z chromatografowanymi izomerami, faza rezorcynoarenowa okazala si¢ najskuteczniejsza
wsrod testowanych (rys. 10a). Prawdopodobnie o skutecznosci zadecydowat fakt, iz
czasteczki flupentyksolu takze posiadaty w grupy —OH w swojej budowie co umozliwiato
tworzenie wiagzan wodorowych z faza stacjonarna. Podobne wyniki uzyskano przy probie
rozdzielenia izomerow klopentyksolu (rys. 10b). We wszystkich przypadkach jako pierwsze
eluowane byly izomery cis. Wedtlug autoréw wysokie wspotczynniki rozdziatu sg efektem
niewielkiej wneki, jaka posiadaja rezorcynoareny oraz obecnosci grup hydroksylowych.
Porownujac  wyniki analizy stwierdzono mniejsze wspolczynniki rozdziatu dla
klopentyksolu. Jest to efektem réznych podstawnikow w pozycji ,,2” (trifluorometyl, chlor).
Mozna, wige wysunaé wniosek, ze trans-flupentyksol tworzy najsilniejszy kompleks z faza
stacjonarng. Nie uzyskano natomiast zadowalajacych efektow dla chlorprotiksenu
i doksepiny. W przeciwiefistwie do powyzszych, zwiazki te nie posiadaja grup

hydroksylowych.
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Rysunek 10. Rozdzial izomerow geometrycznych a) flupentyksolu i b) klopentyksolu na fazie
rezorcynoarenowej (RES) w porownaniu z fazami kaliksarenowymi (Al = kaliks(4)aren, All =
kaliks(6)aren, AIll = kaliks(8)aren, BI = t-butylokaliks(4)aren, BIl = t-butylokaliks(6)aren, BIIl =
t-butylokaliks(8)aren,).

Oprocz chemicznego zwiazywania rezorcynoarenéw stosowano rowniez adsorpcje.
Metodg ta wykorzystat Pietraszkiewicz i wspoltpracownicy [19] osadzajac na fazie RP-18
undecylrezorcynoaren oraz eter metylowy tego rezorcynoarenu. Adsorpcje uzyskano
przepuszczajac przez fazg¢ roztworér danego adsorbatu w acetonitrylu. Wypetnienia
testowano za pomoca podstawionych fenoli poréwnujac wyniki z niemodyfikowana faza
RP-18. Wsrod substancji testujacych znalazly si¢ izomery orto-, meta- i para- krezolu,
chlorofenolu, nitrofenolu oraz 3,4-, 2,6-, 3,5-, 2,5- dimetylofenole. Proces
chromatografowania przeprowadzano wykorzystujac jako eluenty: 40% MeOH/H,O (v/v)
(eluent I) oraz 40% MeCN/H,O (v/v) (eluent II). Dla roztworu z metanolem uzyskano
dluzsze czasy retencji co wskazuje na silniejsze oddziatywania acetonitrylu
z rezorcynoarenami. Obie fazy wykazaty duza skuteczno$¢ i stabilno$¢ zaréwno z eluentem
I jak i II. Przy zawarto$ciach do 80% MeOH lub MeCN w eluencie, badania
spektrofotometryczne nie wykazaly obecnoéci rezorcynoarenowego modyfikatora
w opuszczajacym kolumne eluacie. Dla sprawdzenia powtarzalnos$ci i stabilno$ci kolumn
wybrana zostala mieszanina o- i p-chlorofenolu. Tabela 1 przedstawia skuteczno$¢ (N)

kolumn dla p-chlorofenolu.
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Tabela 1. Skutecznos¢ (N) kolumn dla p-chlorofenolu

Eluent RP-18 RP-18+1 | RP-18+2
1 9772 6154 1999
11 7380 2443 965

Z kolei na rysunku 11 przedstawiono chromatogramy p-chlorofenolu. Poréwnujac kolumny
1 1 2 stwierdzono znacznie wigksza skuteczno$¢ pierwszej z nich. Lepsze wyniki dato
rébwniez zastosowanie eluentu z udzialem metanolu (eluent I) niz acetonitrylu (eluent II).
Roéznice w oddzialywaniu tych faz wynikaja z faktu znacznej zmiany polarnosci

wypelnienia przy zastosowaniu odpowiedniej pochodnej rezorcynoarenu.

Eluem | Eluent T

t t
o 3] 20 30 40 0 w0 20 30 40

ty (min) Hefming

Rysunek 11. Chromatogramy p-chlorofenolu: a) kolumna RP-18, b) kolumna RP-18 modyfikowana

rezorcynoarenem 1, ¢) kolumna RP-18 modyfikowana rezorcynoarenem 2

Fazg modyfikowana undecylrezorcynoarenem zastosowat Pietraszkiewicz 1 wspoOlpr.
[20] do analizy wybranych zasad pirydynowych. Wsrod testowanych zwiazkow znalazty
sig: cytozyna, uracyl i tymina (rys. 12).

Badanie przeprowadzono wykorzystujac nastgpujace eluenty: 20% MeOH w wodzie
(v/v, eluent A), woda o pH = 2 oraz pH = 4 (eluenty B i C), woda (eluent D) i 18% MeOH
w wodzie (eluent D). Uzyskane wyniki przedstawia tabela 2, natomiast na rysunku 13
przedstawione sa chromatogramy trzech zasad pirydynowych na niemodyfikowanej

i modyfikowanej kolumnie.

280



NH2 (@) 0]

N
O)\N O/)\N O)\N
H H H

Rysunek 12. Struktura analizowanych zasad pirydynowych; (I = cytozyna, 2 = uracyl, 3 = tymina)

Tabela 3. Wspétczynniki retencji i selektywnosci dla analizowanych zwiqzkow.

Kolumna | Analit Eluent A | Eluent B Eluent C Eluent D
k o k o k a k A
Cytozyna | 3.2 3.5 5.25 6.0
Uracyl 5 1.0 |0 1.7 16.00 | 1.1 |0 1.00
Tymina |3.2 [0 6219 16.0 |4 6.0 | 2.46
: 5 13 |5 26 |0 26 |0
44 |6 162 |0 7 14.7
2 5 5
Cytozyna | 4.7 | 1.0 7.0 102 | 1.1 |27.7 |1.82
Uracyl 5 6 0 1.2 |5 4 5
Tymina | 3.5 8511 9.0 85| 1.79
2 0 12 |0 1.7 |0 14 |0
45 19 150 |6 147 |4 15.2
0 0 5 5

Z danych eksperymentalnych widaé, ze nie udato si¢ uzyskaé rozdzielenia analitow przy
zastosowaniu eluentu A. Z kolei obie kolumny umozliwity skuteczng analizg z eluentem B.
Dla eluentow C i D faza modyfikowana rezorcynoarenem okazata si¢ zdecydowanie
skuteczniejsza. Najlepsze wyniki uzyskano stosujac roztwor 18 % metanolu w wodzie
(eluent D). Efekt rozdzielenia zasad pirydynowych przy uzyciu modyfikowanej fazy

stacjonarnej z owym eluentem widoczny jest w postaci chromatogramu na rysunku 14.
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Rysunek 13. Analiza trzech zasad pirydynowych (I = cytozyna, 2 = wracyl, 3 = tymina) na
kolumnach niemodyfikowanej (Kolumna 1) i modyfikowanej (Kolumna 2), eluent: a) woda o pH =
2, b) woda o pH = 4, ¢) woda

LS

| ;
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Rysunek 14. Chromatogram zasad pirydynowych w optymalnych warunkach: faza RP-18
modyfikowana undecylrezorcynoarenem, eluent: 18 % MeOH w wodzie; (I = cytozyna, 2 = uracyl,

3 = tymina)
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Jira 1 wspotpracownicy [21] do analizy farmaceutykow zastosowali takze pochodne
rezorcynoarenéw zawierajace ester etylowy L-fenyloalaniny (RES-Phe, rys. 15a) oraz

aminometylenowa pochodna S-fenyloetyloaminy (RAM-Ph rys.15b).

a) b
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Rysunek 15. Struktury faz rezorcynoarenowych: RES-Phe (a) i RAM—Ph (b)

Separacje na RES-Ph uzyskano w normalnym uktadzie faz, co oznacza, ze gltéwny
mechanizm polega na oddziatywaniach pomigdzy faza stacjonarng a polarnymi strukturami
analitow. Stosujac, jako eluent, uktad Hex/IPA 8:2 (v/v) z dodatkiem 0.1 % TEA mozliwy
byt rozdziat migdzy innymi izomeréw mianseryny (rys. 16). Wynikéw takich nie
zaobserwowano w odwrdconym uktadzie faz (wodne eluenty o odczynie kwasnym). Z kolei
dla RES-Phe analiza mozliwa byta w obu przypadkach a o mozliwosci uzycia wodnych faz

ruchomych decyduje prawdopodobnie wyzsza hydrofobowos$¢ wypetienia kolumny.

[mATT]
1000

200

Czas [min]

Rysunek 16. Chromatogram enancjomerow mianseryny na fazie RES-Naph.
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Schurig i Iwanek [22] opisali syntezg i wlasciwosci fazy stacjonarnej opartej na okta-

O-(izopropylokarbamato-undecenylrezorcynoarenie (rys. 17a).
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Rysunek 17. a) Zwiqzana faza stacjonarna oparta na rezorcynoarenie z grupami polarnymi, b)

chromatograf mieszaniny testowej (1 —uracyl, 2 — fenol, 3 — naftalen, 4 — antracen)

Zaleta takiego wypelnienia jest wprowadzenie grupy polarnej do odwrdconego uktadu faz
w znacznej odleglosci od powierzchni zZelu krzemionkowego. Wiasciwosci fazy
porownywano z wilasciwosciami czterech innych wypehien (C18, C18 z wbudowanymi
grupami polarnymi, C8, C¢Hs). Do okreslenia wiasciwosci kolumny wybrano mieszaning
testowa ztozong ze zwiazkow o zrdznicowanej polarnosci (uracyl, fenol, naftalen, antracen,
rys. 17b). Kolumna rezorcynoarenowa wykazywata odmienne wlasciwosci od pozostatych.
W szczeg6lnosci, w porownaniu z fazg oktadecylsilanowa stwierdzono zwigkszona retencjg
dla fenolu co zgadza si¢ z faktem wzrostu polarnosci fazy. Uzyskano takze rozne
wspotczynniki retencji dla naftalenu i antracenu. Czasy retencji tych dwoch zwiazkow byty
dluzsze w porownaniu z faza C8, krotsze jednak niz dla fazy C18 zawierajacej grupy
polarne. Autorzy wysungli stad wniosek, ze tancuchy alkilowe sa odpowiedzialne za
retencje uktadow hydrofobowych. Tak, wigc uzyskana faza oferuje bardzo zréznicowane

mechanizmy oddziatywania z analitami (oddzialywania wan der Waalsa, n-n, wigzania
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wodorowe).

Wykorzystujac fazy rezorcynoarenowe dokonano takze prob analizy enancjomerow
pochodnych aminokwasow. Seyhan i wspotpracownicy [23] zastosowali w tym celu
adsorpcjg fenylorezorcynoarenu modyfikowanego grupami amidowymi (rys. 18) na fazie

Amberlite XAD-16.

HO/\(\ ﬁAOH

NH

04\ 0

I
P4

Rysune 18. Struktura oktaamidowej pochodnej rezorcynoarenowej jako fazy stacjonarnej

Latwo udalo sig rozdzieli¢ izomery optyczne fenyloglicyny i tryptofanu uzytych w postaci
soli sodowych. Izomery L wykazywatly krotsze czasy retencji. Nie powiddt si¢ natomiast
rozdziat soli sodowej fanyloalaniny. Okazato sig, ze kluczowe znaczenie ma tu rodzaj
kationu tworzacego dang sol: zastapienie sodu potasem w ostatnim przypadku pozwolito na
skuteczne rozdzielenie, przy czym izomer D charakteryzowat si¢ mniejsza retencja. Wplyw

kationu nie zaobserwowano w przypadku analizy mieszanin innych aminokwasow.

4. Podsumowanie

Zastosowanie rezorcynoarenéw 1 ich pochodnych jako modyfikatoréw faz
stacjonarnych jest dopiero rozwijajacym si¢ kierunkiem badan. Do tej pory tylko nieliczne
kolumny znalazly zastosowanie stajac si¢ komercyjnie dostgpnymi (,,Chirasil-Calix”,
,Chirasil-Calixval-Dex”). Rezorcynoarenowe fazy stacjonarne okazaly si¢ przydatne do
niektorych szczegdlnych problemoéw analitycznych. Jak opisano powyzej, rezorcynoareny
iich pochodne wykorzystywane byly do rozdzielania roznorodnych mieszanin przy
zastosowaniu chromatografii gazowej oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.

Badane fazy posiadaly szczegdlna skuteczno$¢ w analizie enancjomeréw zwiazkow
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optycznie czynnych oraz izomerdw geometrycznych. Nie jest to zaskoczeniem, jako ze

rezorcynoareny z jednej strony sa zwiazkami chiralnymi, z drugiej obecnos¢ wneki

umozliwia selektywne tworzenie komplekséw z substancjami analizowanymi. Cechy te

wyznaczaja kierunek dalszym badaniom klasyfikujac fazy rezorcynoarenowe jako chiralne

fazy stacjonarne.
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Rozdziat 10

Zastosowanie dyfuzyjnych pomiaréw NMR
w chemii supramolekularnej
Btazej Gierczyk, Grzegorz Schroeder
Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydziat Chemii, Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

Na podstawie danych uzyskanych z widm NMR okresli¢ mozna wiele parametréw
dotyczacych budowy, dynamiki czy zdolnosci kompleksotworczych badanych uktadow.
Juz w latach 70-tych wykazano mozliwo$¢ wykorzystania tej techniki w badaniach
procesu dyfuzji jednakze, ze wzglgdu na niedostgpno$¢ odpowiedniego software
i hardwareu w komercyjnych spektrometrach, zainteresowanie dyfuzjometria NMR byto
przez szereg lat ograniczone. Dopiero rozpowszechnienie i wzrost znaczenia technik
gradientowych, majacy miejsce w poczatku lat 90-tych XX wieku, ktory zaowocowat
wprowadzeniem generatorow impulsow gradientowych i stosownych sond pomiarowych,
wyposazonych ~ w  specjalne  cewki, jako  standardowego  wyposazenia
wysokorozdzielczych aparatow NMR, zaowocowal wyraznym rozpowszechnieniem

technik diffusion NMR.

1. Dyfuzja
Dyfuzja to zjawisko migracji czastek pod wplywem gradientu st¢zenia, wywolanej
ruchami termicznymi w uktadzie. Proces ten opisany jest przez I i II prawo Ficka.

Pierwsze z nich wiaze predkos$¢ przeptywu z wielkoscia gradientu stgzenia:
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J=-D—
dx

J — liczba czgsteczek przechodzqcych w jednostce czasu przez jednostke powierzchni przekroju
prostopadlego do kierunku gradientu stezenia, dN/dx — gradient st¢zenia skladnika, D — stala,
tzw. wspolezynnik dyfuzji

Drugie prawo Ficka opisuje zmiang st¢zenia (lub ggstosci liczbowej) w nieskonczenie

malym elemencie objgtosci w wyniku dyfuzji:

warto$¢ wspotczynnika D powiazaé mozna z szeregiem wilasciwosci substancji
podlegajacej dyfuzji oraz osrodka, w ktorym ten proces zachodzi. Dla os$rodkow

nielepkich, wspotczynnik dyfuzji opisuje rownanie Stokesa-Einsteina:

_kr
A

gdzie k — stala Boltzmana, f — tzw. hydrodynamiczny wspolczynnik tarcia. Dla czqstek

D

sferycznych poruszajqcych sie w jednorodnym osrodku o lepkosci n, wartos¢ f opisana jest

rownaniem Stokesa:

Sf=6man

gdzie a to tzw. promien hydrodynamiczny.

Dla indywiduéw o ksztalcie odbiegajacym od sferycznego, przyja¢ nalezy oczywiscie

inne przybliZzenia w celu opisania warto$ci hydrodynamicznego wspotczynnika tarcia.
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Poniewaz warto$ci f (a w szczegdlnosci wartosci wspotczynnika a) zalezy od rozmiaru
czasteczki i jej ksztaltu, oczywistym jest, iz pomiar wspolczynnika dyfuzji moze

dostarczy¢ wielu informacji o strukturze i agregacji badanych indywiduow.

2. Metody pomiarowe
2.1 Podstawowe sekwencje impulsow

Podstawowa przy pomiarach dyfuzyjnych jest fakt, iz gradient pola magnetycznego
moze by¢ wykorzystany do ,,0znakowania” spinu jadrowego jego czgsto$cia precesji
Larmora (wp). Dokonuje si¢ tego poprzez uzycie zewngtrznego pola magnetycznego

o liniowym gradiencie wartosci (G).

By B~ B
G=—i+—j+—k
X y z

gdzie i, j, k— wektory jednostkowe, odpowiednio w kierunkach x, y i z.

Wynika z tego, ze catkowite pole magnetyczne w punkcie o wspotrzednych r, opisuje

WZzZOr:
B(r)=B,+Gr

wobec czego warto$¢ czgstosci precesji Larmora, w zalezno$ci od potozenia jadra

W probce ma postac:
a(r)=yB(r)

Jesli liniowy gradient G uzyty zostanie przez $cisle okreslony czas, 1, zarejestrowane

przesunigcie fazowe liniowo zalezy od wartosci B(r). Zaktadajac, ze stosujemy tylko pole
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gradientowe w kierunku z (zgodnym z liniami sit pola By) — G,, zarejestrujemy

przesunigeie fazowe, w zalezno$ci od punktu probki, opisane rownaniem:

®O(z)=-B(2))0
gdzie:
B(z)=B,+2G(z)

Najczgsciej uzywana technika w pomiarach dyfuzjometrycznych jest sekwencja PGSE
(pulsed gradient spin echo), bedaca modyfikacja metody pomiaru ech spinowych wg
Hahna. Schematyczny zapis sekwencji PGSE 1 jej wplywu na magnetyzacj¢ przedstawia
rysunek 1.

Na poczatku eksperymentu, wypadkowa magnetyzacja skierowana jest wzdtuz osi z, co
$wiadczy o pozostawaniu spindw w rownowadze termodynamicznej z otoczeniem.
Nastgpnie, po zadzialaniu impulsu pola radiowego 90°, nastgpuje skierowanie wektora
magnetyzacji na ptaszczyzng x-y. Po czasie t, na probke dziata impuls gradientowego
pola magnetycznego wzdtuz osi z, o nat¢zeniu G i czasie trwania t. W efekcie, po czasie
1, kazdy ze spindéw wykazuje przesunigcie fazowe, zalezne od potozenia w probce,

zgodne z rbwnaniem:

4+68
D,(t)=yB,+yG z/(t)dt

2
I

Pierwszy czton roéwnania, yB,, opisuje przesunigcie fazowe wynikajace z wptywu statego
pola By, czton drugi — efekt liniowego gradientu pola, dziatajacego w kierunku z.

Nastgpnie stosuje si¢ drugi impuls pola radiowego, dtugosci 180°, powodujacy zmiang
kierunku i1 fazy precesji spindbw. W czasie t;+ T stosuje si¢ drugi, identyczny z

wczesniejszym, impuls pola gradientowego, powodujacy ,,skasowanie” wyindukowanych
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Rysunek 1. Schemat sekwencji PGSE i jej wplywu na
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weczesniej réznic w przesunigciu fazowym po czasie 1. Sytuacja taka ma miejsce tylko
w przypadku spindow niepodlegajacych translacji wzdtuz osi z (zi(t) = const.; w czasie T
nie nastgpuje dyfuzja) — uzyskujemy wowczas maksymalna mozliwa warto$§¢ echa
spinowego. Podczas dyfuzji, wartosci przesuni¢¢ fazowych poszczegodlnych spindw po
pierwszym i drugim okresie T maja r6zna wielkos¢. Jest to skutek roznic w potozeniu
(z kierunku z) kazdego ze spindéw czasie t; i ti+ 1 - w efekcie dziala na nie pole
magnetyczne o réznym natgzeniu. Nastgpstwem dyfuzji jest niemozliwo$¢ wygaszenia
réznic w przesunigciach fazowych po zadzialaniu drugiego impulsu gradientowego.
Zarejestrowane echo spinowe ma zatem mniejsza warto$¢. Rownanie Stejskal’a-Taner’a

dla pojedynczego, dyfundujacego sktadnika, opisujace intensywno$¢ sygnatu, ma postaé:

2
2 operidy  perids

— T —
Loy = oo 7€ =L@
I 0
2,6 2202
-2 - _y2G%* A-— D=-bD

2 0f 3
gdzie I, 110, Iir 6, to odpowiednio intensywnosci sygnatu bezposrednio po impulsie 90° oraz
po czasie 21, bez i z uzyciem impulsu pola gradientowego, G — natgzenie pola gradientowego, T -

odstep pomiedzy impulsami gradientowymi, T - czas ich trwania, D — wspétczynnik dyfuzji.

Dla roztworéw izotropowych, wykres zaleznosci In(Iay.cy/ Iovo) od iloczynu y2G?8*(A-
6/3) pozwala wyznaczy¢ wspotczynnik dyfuzji (jest to linia prosta o wspdtczynniku
katowym réwnym —D). Podczas eksperymentu zmienia¢é mozna dowolny z parametrow:
G, 3 lub A. Jak wida¢, eksperyment PGSE pozwala oddzieli¢ efekty zwiazane z relaksacja
poprzeczna od efektow dyfuzyjnych.

Sekwencja STE (Stimulated Echo), ktorej schemat przedstawiono na rysunku 2,

pozwala uzyska¢ seri¢ ech spinowych, o intensywnosci opisanej rownaniem:
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Sekwencja pozwala odseparowac efekty relaksacji podtuznej i poprzecznej od tych,
zwiazanych z dyfuzja. Umozliwia to w poréwnaniu z eksperymentem PGSE, otrzymaé
bardziej wiarygodne wyniki dla uktadow o krotkim czasie relaksacji poprzecznej, T,,

i wigkszymi wartosciami T,.

/2 2 /2

A
A 4

A
y
\

A 4

Rysunek 2. Schemat sekwencji STE

Inne typy sekwencji stosowane w badaniach ukladow wielosktadnikowych oraz ich

stosowane skroty przedstawia zestawienie:
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2.2 Techniki dwuwymiarowe

Przetomem w rozwoju technik dyfuzjometrycznych byto opracowanie
roznicujacych, ze wzgledu na wspolczynnik dyfuzji, eksperymentow dwu-
i trojwymiarowych. Metoda DOSY (diffusion ordered spectroscopy), wykorzystujac
odwrotna transformacje Laplace’a (ILT) pozwala uzyska¢ dwuwymiarowe mapy,
w ktorych na jednej osi prezentowane jest przesunigcie chemiczne, na drugiej za$,
wspolczynnik  dyfuzji. Schematyczna prezentacja wyniku uzyskanego w tym

eksperymencie ukazana jest na rysunku 3.

296



| 1105 cm? 5?

2:10% cm? 5!
L

| 310% cm? 5!

| 410% c?s?

510% cm?s?

ppm

-
e
-
N
[
>

T
3

)

Rysunek 3. Wynik eksperymentu DOSY

Problemem jest, iz o ile transformacja Fouriera (FT) daje wynik jednoznaczny,
o tyle ILT moze prowadzi¢ do kilku wynikow. Jedyna z glownych zalet tej techniki jest
mozliwos$¢ sprzgzenia jej z dowolna inna sekwencja dwuwymiarowa, co prowadzi do
uzyskania, w trojwymiarowym eksperymencie, wirtualnego rozseparowania sktadnikow
mieszaniny. Efektem jest np.: szereg widm COSY (przy uzyciu sekwencji 3D-DOSY-
COSY), z ktorych kazde dotyczy innego zwiazku, obecnego w probce, o ile rdznia si¢ one
wspotczynnikami dyfuzji (zaktada sig, ze dla pelnego rozdzielenia musza si¢ one r6znié
2-3 krotnie). Schemat wyniku uzyskanego w powyzszym eksperymencie zaprezentowano

na rysunku 4.
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Rysunek 4. Wynik eksperymentu 3D-DOSY-COSY

3. Zastosowanie metod dyfuzjometrycznych w chemii supramolekularnej
3.1 Wyznaczanie stalych trwalo$ci

Jednym z glownych parametréw opisujacych kompleksy gosc-gospodarz, jest stata
trwatosci. Jej wyznaczenia dokona¢ mozna jedna z szeregu metod analitycznych, w tym
na podstawie pomiar6w NMR. Najczgsciej wykorzystywanym, przy obliczaniu warto$ci
K, parametrem spektralnym, jest przesunigcie chemiczne. Znanych jest takze szereg
przyktadow zastosowania w tym celu pomiarow czasow relaksacji T,. ROwniez w oparciu
o wspotczynniki dyfuzji ustali¢ mozna warto$¢ statej trwatoéci. Tak jak w przypadku
zastosowania innych parametréw, i tym razem znalezé mozemy szereg czynnikow
przemawiajacych na korzy$¢ dyfuzjometrii, jak roéwniez cata liste jej ograniczen.
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 wspotczynnik dyfuzji (Dss) jest Srednia wazona wartosci
charakterystycznych dla indywiduum (czasteczki goscia lub gospodarza) w formie

zwiazanej 1 wolnej (odpowiednio Dy i Dy):
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D, =xD,+(1-x) D,

gdzie x oznacza ulamek molowy formy zwiqzanej.

W efekcie, w sposdb analogiczny jak dla przesunig¢ chemicznych, mozliwe jest
wyznaczenie warto$ci K, stosujac proste postgpowanie iteracyjne dla serii danych
uzyskanych dla réznego stosunku stgzenia molekut goscia i gospodarza. Gtéwna roznica
polega na tym, iz w przypadku wyznaczania statej K w oparciu o wspotczynniki dyfuzji,
czgsto nie jest potrzebne wykonanie pelnego miareczkowania. Sprawdza sig to
szczegllnie w przypadku, gdy Dy dla czasteczki goscia jest znaczaco roézne od wartosci
D,. Poniewaz czasteczka goscia jest z reguty znacznie mniejsza od czasteczki gospodarza,
przyja¢ mozna, iz wartos¢ D, nie jest znaczaco rézna od wartosci Dy dla liganda.
Wyznaczanie statych trwatosci w oparciu o pomiary wspotczynnikow dyfuzji za pomoca
technik NMR ma, jak wspomniano, szereg zalet jak i wad, wynikajacych ze specyfiki
metody rezonansu magnetycznego jak i samych technik dyfuzjometrycznych. Z jednej
strony, w poréwnaniu z metodami opierajacymi si¢ na spektroskopii UV-Vis, pomiarach
elektrochemicznych czy tez innych parametrach NMR-owskich, niewielkie ilosci
zanieczyszczen nie powoduja mierzalnych przektaman uzyskanych wartosci ani tym
bardziej, jak to czgsto bywa przy innych technikach, nie umozliwiaja wykonania pomiaru.
Z drugiej strony zastosowanie dyfuzjometrii ograniczone jest wyznaczania
K zawierajacych sie¢ w przedziale 10-10° M"'. Gtéwna zaleta obliczania stalej trwatosci ze
wspotczynnikow dyfuzji jest ich niewrazliwo$¢ na réwnowagi kwasowo-zasadowe
zachodzace w roztworze, majace duzy wplyw na przesunigcia chemiczne. Ponadto,
w wielu przypadkach, efekty zwiazane ze zmiana przesunie¢ chemicznych sa mate i,
w efekcie, wyznaczone w oparciu o nie wartosci K sa obarczone duzymi blgdami.
Utrudnione i obarczone duzym blgdem jest natomiast uzyskanie wartosci K w przypadku,
gdy warto$ci Dy i Dy, sa podobne.

Przyktadem zastosowania pomiaréow wspotczynnikow dyfuzji do wyznaczania

statej trwato$ci moga by¢ prace nad kompleksami eterow koronowych i kryptandéw
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z jonem CH;NH;". Wyznaczenie wartosci K w oparciu o pomiary CIS jest trudne, gdyz
zmiany przesuni¢¢ chemicznych sa niewielkie, natomiast wartosci D zmieniaja si¢
w szerokim zakresie, co pozwala uzyskaé wartos¢ K z duza dokladnosécia. Rowniez dla
uktadow trojsktadnikowych, dla ktorych czasteczka goscia jest jednoczes$nie czasteczka
gospodarza dla kolejnego indywiduum (np.: uktad cyklodekstryna - eter koronowy -
kation), wyznaczenie stalych trwato$§ci metodami NMR mozliwe jest w zasadzie
wylacznie na drodze pomiardw wspdtczynnikéw dyfuzji. Przyktadowy wynik
miareczkowania NMR (uktad g-cyklodekstryna (CD)/kwas cykloheksanooctowy (CAA)),

wykorzystujacego pomiar wspotczynnikow D, przedstawia rysunek 5.

7.5 4
6.5 4
CAA
T 5.5
E
<
= 4.5 4
Lol
A 35- £
2.5 1
1.5 T T T T T
/] 0.5 1 1.5 2 25

[CD)/[CAA]

Rysunek 5. Przykladowa krzywa miareczkowania dyfuzjometrycznego
3.2 Badania strukturalne
O ile pomiar statych trwato$ci w oparciu o dyfuzjometri¢ NMR jest gtownym jej

zastosowaniem dla uktadow, w ktérych zachodzi szybka wymiana chemiczna, o tyle dla

systemOw, w ktorych proces wymiany jest powolny, pomiary warto$ci wspdtczynnikdw
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dyfuzji shuza do $ledzenia procesow enkapsulacji. Wielkosci te sa parametrami,
mozliwymi do zmierzenia za pomoca technik NMR, najbardziej czulymi na proces
zamykania czasteczek goscia w klatkach, utworzonych przez czasteczke/czasteczki
gospodarza. Wspotczynniki dyfuzji dla wolnej czasteczki goscia, ze wzgledu na jej mate
rozmiary, sa znacznie wigksze w poréwnaniu z wartosciami dla czasteczek gospodarza.
Ponadto, enkapsulowana czasteczka go$cia posiada z reguly takie same wartosci D jak
czasteczki liganda (w przypadku powolnej wymiany chemicznej). Dzigki pomiarom
dyfuzjometrycznym wykazano na przyklad, ze niektéore z kaliksarenéw ulegaja
preorganizacji w oligomery przed dodaniem molekut goscia do uktadu. Dla przyktadu,
w przypadku mocznikowej pochodnej kaliksarenu (1) wyznaczony wspotczynnik dyfuzji,
dla roztworéw w benzenie, 0,34-10° cm? s! (dimer zwiazku). Wolna czasteczka benzenu,
w tych samych warunkach, charakteryzuje si¢ wartoscia D réwna 2,21-10° cm? s, Po
enkapsulacji wspotczynnik ten, dla benzenu, jest réwny wartosci dla dimeru 1, co
$wiadczy o stworzeniu kompleksu, w ktdrym czasteczka C¢Hs zamknigta jest we wngce

utworzonej przez dwie molekuty kaliksarenu.

oC

10" 21

(1)
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Kolejny przyktad, to zastosowanie technik dyfuzjometrycznych w badaniach
preorganizacji ligandow. Stwierdzono, iz rezorcyno[4]aren 2 tworzy, w roztworach i fazie
statej, kompleks z czasteczkami typu (n-C¢Hi3).X" Br (X = N, Sb) - G, o stechiometrii
(2)sG. Jednakze pomiary wspotczynnikow dyfuzji dla powyzszego kompleksu i wolnego
liganda, w obecnosci $ladow wody, wykazaly catkowita zbiezno$¢ — na podstawie
powyzszych danych wywnioskowano, iz mamy do czynienia z preorganizacja liganda
i wytworzeniem struktur typu (2)s(H,O)s. Ponadto, w roztworach chloroformowych
liganda, obserwuje si¢ sygnatl pochodzacy od chloroformu uwigzionego we wngce

kapsuty, dla ktorego warto$¢ D jest taka sama jak dla heksameru.

Ze wzglgdu na duzy wplyw rozmiaru i ksztattu czasteczki na wartosci
wspotczynnikow dyfuzji, opisywana metoda znajduje duze zastosowanie w badaniach
oligo- 1 polimeréw supramolekularnych. Réwniez w przypadku dendrymerdéw analiza
danych dyfuzjometrycznych pozwala uzyska¢ wiele cennych informacji. Dzigki wysokiej
symetrii wspomnianych indywidudéw, na podstawie obliczen teoretycznych przewidzieé
mozna warto§ci wspotczynnika dyfuzji dla tego typu potaczen. Poréwnanie wartosci
eksperymentalnych z obliczonymi pozwala w efekcie ustali¢ takie parametry, jak Srednia
ilo§¢ meréw tworzacych polimer, ksztalt supermolekuly (liniowa, pofaldowana,

cykliczna) i utozenie poszczegdlnych podjednostek w przestrzeni.
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3.3 Wspolezynnik dyfuzji jako filtr

Widmo DOSY pozwala uzyska¢ dla mieszaniny szereg widm poszczegolnych
sktadnikow, o ile zwiazki obecne w badanym uktadzie rdznia si¢ miedzy soba
wartosciami wspotczynnika D. Ponadto dyfuzjometri¢ NMR mozna uzy¢ do ,,screeningu”
zdolnosci kompleksotworczych. Wspotczynnik dyfuzji matych czasteczek, po dodaniu
liganda (z reguty zwiazku o duzej masie czasteczkowej) raptownie spada. Z praktycznego
punktu widzenia, celem rejestracji widma kompleksow go$é-gospodarz nalezy:

- przygotowac roztwory mieszanin ztozone z bibliotek gosci,

- zarejestrowa¢ widma NMR, a po ich rejestracji tak dobra¢ parametry
aparatu (moc impulsu, interwaly), aby sygnaly pochodzace od nich ulegly
wygaszeniu,

- doda¢ do mieszaniny gosci roztwor liganda i ponowne zarejestrowanie
widma NMR.

W  przypadku tworzenia si¢ kompleksow gos$é-gospodarz obok sygnalow

pochodzacych od czasteczek gospodarza, pojawia si¢ sygnaty dla kompleksu. Ta droga

otrzymamy informacje, ktore czasteczki goscia utworzyly kompleksy.

3.4 Wskazéwki metodyczne
W celu prawidtowego pomiaru wspotczynnikow dyfuzji nalezy:

- sprawdzi¢ czy softwere aparatu NMR udostgpnia szereg sekwencji
pozwalajacych wyznaczy¢ wspotczynniki dyfuzji. W tej technice najbardziej
przydatne sa te, ktore nie sa wrazliwe na ,niedoskonato$¢” impulsow
gradientowych (np.: bpled)

- pomiary prowadzi¢ dla probek doktadnie termostatowanych; na warto$é
wspolczynnika dyfuzji duzy wplyw ma stgzenie i1 lepko$¢ roztworu
(substancje obce),

- doktadnie wykalibrowa¢ impulsy, zarowno transmitera jak i generatora

gradientow. Do ,wykalibrowania” algorytmu stuzacego do obliczania
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wartosci D stosuje sig najczgsciej wartos¢ wspotczynnika dyfuzji dla wody
lub HDO w D0,

- w przypadku sondy z cewkami umozliwiajacymi uzyskanie impulsow
gradientowych w trzech kierunkach (XYZ) stosowa¢ probowki typu Shigemi
ze wzgledu na zaburzenia liniowosci pola gradientowego w kierunku Z.
W przypadku innych glowic NMR, zastosowanie tego typu probdéwek
poprawia jako$¢ wynikow (m. in. ze wzgledu na zmniejszenie efektow
konwekcyjnych),

- pomiary wykonywa¢ w temperaturach odbiegajacych od temperatury wrzenia
rozpuszczalnika. W temperaturach zblizonych do T,. rozpuszczalnika

wyznaczone wartosci wspotczynnikow D sg obarczone duzym biedem.

Podzigkowania:
Praca naukowa finansowana ze §rodko6w na naukg w latach 2006-2008 jako projekt

badawczy rozwojowy nr R0501601.
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