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Wstep

Receptory molekularne to uktady zdolne do wiazania innych czasteczek lub jonow
w aktywnych fragmentach swojej struktury na zasadzie kompleksow go$é-gospodarz.
Zdolno$¢ zwiazkow do wiazania z receptorem zalezy od stopnia dopasowania struktury
czasteczki gos$cia do miejsc wigzacych gospodarza - receptora. Im jest on wigkszy, tym

bardziej selektywne i trwale jest zwiazanie goscia z receptorem.
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Rysunek 1. Rodzina eterow koronowych o wzrastajacej wielkoséci wneki.

Trwato$¢ potaczen gosc-receptor zalezy od rodzaju oddzialywan pomigdzy nimi. Te
fundamentalne stwierdzenia legly u podstaw chemii supramolekularne;j, ktorej tworcy Donald
J. Cram, Jean-Marie Lehn i Charles J. Pedersen otrzymali w roku 1987 nagrodg Nobla jako
uznanie srodowisk naukowych za nowe spojrzenie na rolg oddzialywan niekowalencyjnych w
przyrodzie takich jak: wiazanie wodorowe, oddziatywanie van der Waalsa, oddziatywanie
jon-dipol oraz jon-jon, oddzialywania © — 7t i oddziatywan kation — 7.

Syntetyczne chemoreceptory to molekuly otrzymane przez chemikéw, nie
wystgpujace w Srodowisku naturalnym, zdolne do specyficznego rozpoznania innych
substancji chemicznych (gosci) lub/i zdolne do samoorganizacji.

Utworzone kompleksy gos$é-gospodarz, czy w innej nomenklaturze gosc-receptor
charakteryzujq si¢ petng odwracalno$cia reakcji kompleksowania, w odréznieniu od procesow
prowadzacych do powstania zwiazkéw chemicznych. Wielkos¢ statej kompleksowania
tworzenia uktadow go$é-gospodarz oraz jej stosunek do innych stalych kompleksowania
molekut przez czasteczkg receptora okresla selektywno$¢ receptora oraz jego przydatnosé

jako sensora w chemii analityczne;.



Rysunek 2. Proces samoorganizacji glikolu polioksaetylenowego pod wptywem jonu sodu.

W tym miejscu warto postawi¢ bardzo wazne pytania: Czy potrafimy jako chemicy
otrzymywac syntetyczne i selektywne receptory molekularne dla dowolnych czasteczek
goscia? Jezeli pozytywnie odpowiemy na tak sformutowane pytanie, to mozemy stworzy¢
nowy obszar chemii stosowanej, opartej na stabych niekowalencyjnych oddziatywaniach
oogromnym praktycznym zastosowaniu. Synteza tego typu ukladow nie stanowi
w dzisiejszych czasach ograniczenia. Jedynym ograniczeniem moga by¢ jedynie koszty
otrzymywania syntetycznych receptorow. Fakty te powoduja, ze mozemy obecnie realizowaé
bardzo $miate projekty naukowe oparte na chemii kompleksow go$é-gospodarz.

Praktyczne zastosowanie ukladéw gosé-receptor ma kazdorazowo swoj poczatek
w syntezie funkcjonalnych receptorow, ktore nastgpnie shluza do otrzymywania nowych,
funkcjonalnych materiatow.

Funkcjonalizacja syntetycznych receptorow molekularnych ma prowadzi¢ do:

zmiana rozpuszczalnosci kompleksow w stosunku do jej sktadowych;

trwatego osadzanie receptora na powierzchni materiatu;

nadanie charakteru wielofunkcyjnego lub w

zrost selektywnos$ci w procesie rozpoznania molekularnego z biblioteki podobnych czasteczek

gosci.



Modyfikacja powierzchni materialdow za pomoca receptorow molekularnych
najczegsciej dotyczy:

- odmian alotropowych wegla (grafit, fuleren, rurki weglowe)

- powierzchni metalu (ztota, srebra)

- krzemionki (SiO,)

- celulozy

- materialow ceramicznych

- szkta oraz

-polimerow.

W grupie receptoréw molekularnych szczegélne miejsce zajmuja jonofory. Jonofory
to hydrofobowe czasteczki zdolne do transportu jonéow z fazy wodnej do warstwy
hydrofobowej, lub zdolne do transportu jonéw poprzez warstweg lipidowa do komorki.
Jonofory definiuje si¢ czgsto jako nosniki, akceptory lub jako czasteczki gospodarza dla
jonow Na', K', czy Ca*, czyli takich, ktore sa transportowane poprzez membrany
biologiczne. Czynnikami decydujacymi o selektywno$ci jonoforu sa przede wszystkim:
polarnos¢ wneki, lipofilowos$¢ powierzchni, wigzania wodorowe utrzymujace struktur¢ oraz
oddzialywania jon-dipol. Znaczaca rol¢ w procesie selektywnego rozpoznawania
molekularnego odgrywa takze pH, sita jonowa $rodowiska oraz typ rozpuszczalnika.

Obecnie znanych jest wiele syntetycznych receptorow o duzej selektywnosci dla
jondw lub matych obojetnych czasteczek otrzymywanych w celu wykorzystania ich
w budowie sensorow molekularnych.

Pojgcie sensora odnosi si¢ do szeregu urzadzen fizycznych i narzadow biologicznych
zdolnych do wykrywania okreslonych sygnatow, parametrow fizycznych czy obecno$ci
zwigzkow chemicznych na sygnal uzyteczny analitycznie, gdzie sygnal analityczny jest
proporcjonalny do wielkosci bodZzca. Wigkszo$¢ sensordéw, cho¢ nie wszystkie, opiera si¢ na
procesach elektrycznych lub elektronicznych. Stanowia one rodzaj przetwornika, pracujacego
samodzielnie lub potaczonego ze wskaznikiem. Saq miniaturowymi urzadzeniami pracujacymi
dla potrzeb diagnostyki lekarskiej, nanotechnologii, jak i bioinformatyki.

Poznanie drogi od syntetycznego receptora do sensora chemicznego lub urzadzenia
molekularnego otwiera nowe mozliwo$ci miniaturyzacji urzadzen diagnostycznych
i przekazywania informacji.

Kilka lat temu grupa naukowcoéw z rdznych polskich osrodkow akademickich
zajmujacych si¢ w pracy badawczej chemia supramolekularna rozpoczgla systematyczne
spotkania naukowe, tematycznie zwiazanych z syntetycznymi receptorami molekularnymi,

efektem wspolpracy byly liczne publikacje oraz uzyskanie grantu rozwojowego na lata



2006-2008 pt. ,Syntetyczne receptory molekularne dla potrzeb  diagnostyki
i nanotechnologii” Nr R 05016 01. Dotychczasowe spotkania odbywaty si¢ w: Obrzycku

13-14.10.2005, Warce-Sielance, 21-22.04.2006, Korbielowicach 6-8 10.2006, Ciazeniu
19-21.01. 2007.
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Uczestnicy Seminarium Naukowego ,,Syntetyczne receptory molekularne dla potrzeb

diagnostyki i nanotechnologii” Warka —Sielanka 2006

Uczestnicy Seminarium Naukowego ,,Syntetyczne receptory molekularne dla potrzeb

diagnostyki i nanotechnologii” Korbielowice 2006
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Uczestnicy Seminarium Naukowego ,,Syntetyczne receptory molekularne dla potrzeb

)
|

diagnostyki i nanotechnologii” Cigzen 2007

Maja Panstwo przed soba monografi¢ opracowana przez duza grupa polskich
naukowcOw pokazujaca zaré6wno strategi¢ otrzymywania syntetycznych receptorow

molekularnych oraz wybrane metody badawcze stosowane dla tej grupy zwiazkow.

Grzegorz Schroeder

Poznan, luty 2007 roku
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Rozdzial 1

Strategia syntezy niektorych zwigzkéw makrocyklicznych

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

Dynamiczny rozwd6j chemii supramolekularnej w ostatnich latach byt mozliwy dzigki
opracowaniu wielu wydajnych metod syntezy receptoréw molekularnych. Opracowane
metody syntezy umozliwiaja otrzymywanie czasteczek receptorow molekularnych (tzw.
czasteczek gospodarza) o Scisle zaprojektowanych wilasciwosciach i zdolnosciach do
selektywnego rozpoznawania czasteczek goscia.

Syntetyczne receptory molekularne ze wzglgdu na budowg mozna podzieli¢ na kilka
grup: podandy, etery koronowe- koronandy, kryptandy, sferandy, kawitandy, karcerandy,
katenaty, cyklodekstryny.

Podand
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Koronand - Eter koronowy Podando-koronand
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Kryptand
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Sferand Kawitand

Karcerand

Z punktu widzenia biologicznego tancuchowe - katenaty (catenanes) i pgtlowe - knoty
(knots) zwiazki naleza do jednych z najciekawszych grup zwiazkéw makrocyklicznych.
L ancuchowe zwiazki makrocykliczne zbudowane sa z pierscieni fizycznie splecionych
z soba. Na przyklad: [2]-katenan sktada si¢ z dwoch potaczonych z soba piericieni,

a [3]-katenan z trzech pierscieni (chain-like arrangement):

(8) = -O(CH,CH, )5~
(©) = -O(CH,CH, )5~

[2]-katenand [3]-katenan
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Petlowe zwiazki makrocykliczne charakteryzuja si¢ mozliwoscia posiadania kilku
miejsc pozwalajacych na koordynowanie kationéw metali powstatych na skutek wzajemnego
przeplatania si¢ fragmentow makrocyklicznych. Powstate w ten sposob helisowe struktury
nazywane sa w zaleznosci od ilosci miejsc koordynacji: trifoil z dwoma, pentafoil z czterema,

heptafoil z szeScioma centrami koordynujacymi, itd..

Osobna grupg zwiazkow  makrocyklicznych  stanowia  cykliczne uktady
cukrowe - cyklodekstryny, w$rod powszechnie stosowanych cyklodekstryn (CDs) mozna

wyr6zni¢ w zalezno$ci od iloéci grup cukrowych w pierScieniu: o, i y-cyklodekstryny.

HO. OH

0
o i
(})*0 OH HO ¢}
OH
OH HO HO o HO oH
0 g

(o] (e}

OH oy ~OHo o HO HO

° OH OH O OH
a-cyklodekstryna B-cyklodekstryna
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OH OHO.
O [¢]
OH HO oH
(o]
OH OH
HO OH Ho
O (o]
OHO HO
on ) OH
HO
HO
1)
OH O (8}
OH
v-cyklodekstryna

Osobna klasa zwiazkow makropolicyklicznych tworza produkty kondensacji fenoli
z formaldehydem zwane kaliksarenami. Pojecie ,kaliksaren” pojawito si¢ w chemii
stosunkowo niedawno, kiedy to w 1978 Gutsche po raz pierwszy zaproponowal, aby tym,
pochodzacym =z greckiego stowa ,chalice”, terminem okresli¢ fenylowe pochodne
cyklicznego tetrameru, w takiej szczegélnej konformacji, gdzie wszystkie cztery grupy
arylowe byly potozone w tym samym kierunku. Nastgpnie nazwano tak cata grupe
oligomeréw zawierajacych wigcej niz cztery grupy arylowe, w taki sposob, ze ich liczbg (n)
umieszcza si¢ w nawiasie kwadratowym pomigdzy okresleniami ,kaliks” i ,aren”,

kaliks[n]aren.

Wszystkie przedstawione grupy zwiazkow makrocyklicznych zdolne sa do tworzenia
dwoch typow kompleksow: kompleksow inkluzyjnych oraz kompleksow gosé-gospodarz

(klucz — zamek).

21



Etery koronowe

W syntezie makrocyklicznych polieterow mozna wyr6zni¢ cztery gtowne metody
otrzymywania tych zwiazkow, ktore okresla sig jako metodg: ,,V”, ,,W”, . X" oraz ,,Y"".

Metoda ,,V” opiera si¢ na tym, iz pojedynczy diol reaguje z pojedynczym glikolem
posiadajacym grupg opuszczajaca na kazdym koncu tancucha. W tej syntezie jako grupy

opuszczajace najczesciej stosuje sig oprocz chlorkéw grupy tosylowe i metanosulfonowe.

OH o 0
~ \

;[ + 2NaOH + R —— || R +2NaCl + 2H,0
OH cl ¢!

W metodzie ,,W” uzywany glikol zawiera juz w swojej czasteczce fragment fancucha

wystepujacego w eterze koronowym.

— O 5 + 2Nacl + 2H,0

‘r-OH + 2NaOH + \
Cl R'

Metoda ,,X” jest bardzo podobna do metody ,,V”, poniewaz stechiometria substratow
w obu przypadkach jest taka sama. Jedyna rzecza jaka determinuje przebieg tej reakcji jest jej

dynamika, ktora prowadzi do otrzymywania wigkszych eterow koronowych

OH 0R~o
Cl—
2 ;[ + 4NaOH + 2 R —— :E Di + 4NaCl + 4H,0
Cl
OH
0-g-O

W metodzie ,,Y” pojedynczy zwiazek moze by¢ zarowno nukleofilem, jak
i elektrofilem, reakcje tego typu moga przebiegaé w dwojaki sposob: jako reakcje cyklizacji
na pojedynczej czasteczce lub jako reakcje migdzyczasteczkowe tworzac réznego typu etery

koronowe.

HO R
2 ‘r-Cl + 2NaOH — O 5 4+ onacl + 2H,0

-
]
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W 1972 roku opracowano bardzo wydajna metodg otrzymywania eterow koronowych

w roztworach.

KO-t-Bu
HO(CH,CH,0),H + TsO(CH,CH,0);Ts eter 18-korona-6
rozpuszczalnik

Wydajno$¢ tej reakcji w znacznym stopniu zalezy od uzytego rozpuszczalnika: dla
DMSO wynosi ona 84%, dla THF 30-60 %, a dla DME az 93%.
Kolejna metoda otrzymywania eteréw koronowych polega na reakcji BF; z tlenkiem

etylenu. Otrzymuje si¢ mieszaning zwiazkow o réznej wielkosci pierscienia.

A [Oj OAA § b
} B, — ; K } [ j b
H,C—CH, . o\) O\_JO

Dodatek tetrafluoroboranu cynku lub miedzi przesuwa reakcj¢ w kierunku tworzenia si¢ eteru
15-korona-5 (ponad 90% zawarto$¢ w mieszaninie produktow).

Etery koronowe mozna rowniez otrzymaé przez reakcje glikoli o dlugich tancuchach
z chlorkiem tosylu i dioksanem w §rodowisku KOH. Dla przyktadu eter 15-korona-5 mozna

wyizolowaé z mieszaniny poreakcyjnej z 50% wydajnoscia.

(o

KOH, TsClI 0 O
H(OCH,CH,)OH —>
dioksan
0] O

Lo

Synteza dibenzeno i dicykloheksano eteréw koronowych
Dibenzeno eter koronowy otrzymuje si¢ w mysl metody ,,X” przedstawionej przez

Pedersena.
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(o™

OH NaOH e} 0o
@ + CICH,CH,0CH,CH,CI —> ©i :@

OH n-BuOH (o) o)

K/Od

Syntezg dicykloheksano eterow koronowych mozna przeprowadzi¢c wedlug

nastgpujacych reakcji:
HO
OH HcHo H 0. 0o H
I \/H + mezo
| OH
H
HO OH o~ o
H 0._0 H  TsOCH,Ch,0CH,CH,Ts @\/ D
H
H NaH, DME-DMSO HO o H
(o
M o~ 0o H N oH Ho M
@\/ D H30+ q D
HO OH HO OH
K/o K/OQ

OH HO H ﬁo/ﬁ H
D TSOCH,CH,OCH,CH,Ts
NaH, DME-DMSO

{_o ) I
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Znana jest rowniez metoda opracowana przez Haywarda, Overtona i Whithama, w ktorej

dicykloheksano-15-korong-5 otrzymuje si¢ z 42% wydajnoscia.

H H
OH H_Br

1.0, o
- —=
0 2. NaBH, 0

p (e 15 o

KO-t-Bu, CgHg

0o
0 TSOCH,CH,OCH,CH,OTs 0 J
0
H OH H L,

Synteza podstawionych benzenoeteréw koronowych
Najprostsza metoda syntezy tej klasy zwiazkoéw jest zastosowanie alkilowania lub
acylowania Fiedela-Craftsa. Otrzymane zwiazki sa mieszaning izomerow zawierajacych dang

grupe w roznych potozeniach w pierscieniu benzenowym.

fO/E t-BuOH O (0]
@o oj© H,PO, @o o@#
oS
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Prace nad acylowaniem pier§cieni benzenowych przylaczonych do eteréw
koronowych wykazaty, iz w przeciwienstwie do acylowania samego beznzenu, chlorek glinu
jest niewystarczajacym katalizatorem dla przeprowadzania rekcji z satysfakcjonujaca

wydajnoscia. Syntezg dibezneno-18-korony-6 przeprowadzono nastgpujaco:
o™

0 0 P,04/CH,SO;H
@ j@ + CH,(CH,),,COOH
(0] o

LN

O O
CH3(CH2)1ZCO~@[ ji}ocmz)mcm
o] o

W celu otrzymania pochodnych benzenoeteréw koronowych stosuje si¢ nastgpujaca
procedurg. Benzenoetery koronowe poddaje sig¢ reakcji nitrowania. Powstala grupe nitrowa

mozna zredukowaé do grupy diazowej, ktora nastgpnie ulega reakcji substytucji.

o
Y o O
? J CH,Cl (:[o °

C[O 1.H/PtO, EtoH  BFs N’ K\Ow
) C[O
o)
0 2. NaNO,, HBF
|\/O\) a 2 4 cl)\/o\}
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BF, N,* |/\O H
0 w NaOAc, Pd H,C=C K\O”

o _— o
o J CH,CH, o
L0 CH,CN/H,0 OI\/ OJ

Ponadto podstawione benzenoetery koronowe mozna otrzymaé przez reakcje
heksafluorobenzenu z odpowiednim glikolem. Dla przykladu w reakcji z glikolem
pentaetylenowym otrzymuje si¢ odpowiednio podstawiong eter koronowy z wydajnoscia
38%.

F F NaH F Ol/\0/>

+  HO(CH,CH,0)H ——>

0
DME
F F F 0 J
0
: L

Synteza eter6w koronowych zawierajacych ksylen
W 1972 roku Vogtle 1 Zuber skondensowali 1,2-dibromometylobenzen
z 1,2-dihydroksymetylobenzenem otrzymujac makrocykliczny tetraeter.

OH Br
O
OH Br

Analogiczna reakcje mozna przeprowadzi¢ z wydajnoscia az 29% stosujac

dichloroksylen i odpowiedni glikol.
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Cl

o r\ow
NaH O ¢}

< +  HOCHCH0H —=<

(@)
O toluen O 0 \)
L_°

Cl

Ciekawe etery otrzymuje si¢ w reakcji pochodnych naftalenu z odpowiednio dlugimi
glikolami. Otrzymuje si¢ wtedy zwiazki, w ktorych zachodzi tak zwany efekt ,,rope-
skipping”.

’ [

KO-t-Bu ( j
t HO(CH,CH,0)s:H —_—>
OO Zree THF OL 9
(6] 4
Br

Synteza zwigzkéw makrocyklicznych zawierajacych furan
Cykliczne zwiazki zawierajace furan mozna otrzyma¢ dzigki kondensacji pochodnych

furanu i acetonu:

o ©CHs o J\ HCI
+ J——

EtOH

Ponadto reakcji kondensacji mozna podda¢ zwiazki zawierajace furan otrzymujac

tritlenek [18]annulenu.
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0] Ac,0
O\ \ / o + —_—
(CH3CH,)3N
OH HO © =0
OH HO
(@]

N—om

CuCrOg

—_—
chinolina
O\ (@]

OH HO

Etery koronowe zawierajace furan mozna roéwniez otrzyma¢ za pomoca reakcji,

w ktorych substancja wyjsciowa jest sacharoza:

HO /O HO OH
destylacja o NaBH, o
sacharoza —— \ / — \ /

HO OH o)
o) KO-t-Bu 0 0
L 4+ TSO(CH,CH,0),Ts 5 j

THF
o) o)
(o

Synteza zwigzkéw zawierajacych dwa fragmenty bedacymi eterami koronowymi.
Przyktadem takiej syntezy jest metoda otrzymania receptorow z dwoma eterami

koronowymi, w ktérych mostkiem taczacym jest glikol dietylenowy
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(0] O ’/\
OH KO-t-Bu ” 1) 03
HaC

HaC
4 TSOCH,(CH,0CH,);CH,0Ts 5 '3 AE:[ o}
THF o
o IVOJ

o
al o /> H(OCH,CH,),0H
(0]

B — T

T\/ o\) CHClI3, pirydyna
< R
e SO

lub synteza z zastosowaniem reakcji Vilsmeier’a, po ktorej koncowy produkt otrzymuje si¢
w wyniku redukcji glinowodorkiem litu. W wyniku reakcji otrzymuje si¢ odpowiedni alkohol

z wydajnoscia 64%, a koncowy receptor z wydajno$cia 25%.
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(0]

&ouo P

Bardzo ciekawe etery koronowe otrzymuje si¢ w reakcji 2,2°,3,3’-tetrahydroksy-

1,1°-dinaftalenu z ditosylanem glikolu pentaetylowego.

G O OH O o) o)
OH KOH g oﬁ o)

+  TSOCH,(CH,OCH,),CH,0Ts ————

OH H,0, THF O O

CC Tl o]
OH (0] (0]
bod

Zwiazki z dwoma eterami koronowymi w strukturze receptora zlaczone wigzaniem

diazowym, otrzymuje si¢ zgodnie z nastgpujaca reakcja:

) &
ol N ; ;
Co /Q—\\o KOH Eo \ o oj
o 0 \
K/OJ N=N
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Grupami taczacymi etery koronowe w tej klasie zwiazkéw moga by¢ roéwniez
fancuchy alifatyczne. W syntezie substancja wyjsciowa jest alkohol wielohydroksylowy, do

ktorego przylacza sig kolejne glikole otrzymujac dwa centra kompleksujace

HO
PhCHO ©7<o
—_— OH
"
HO OH H H %
Ho OH
o] ‘/\
©7< _ NeHTHE o
OH
H % TsO(CHZCH20)4Ts :><
OH

HO ‘/\oj (\ 0/\\ ‘/\ oj
o NaH, THF o} o}
X 8 e OC,
HO o J TsO(CH,CH,0),Ts Q o o J
L N

lub trzy centa receptorowe dla jonow metali.

‘/\ o ho/ﬁ o)
HO (0] OJ 2.H OH o o J
L (o J °
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Synteza eterow lariatowych.
Etery lariatowe mozna otrzyma¢ z pochodnych gliceryny, w ktérych jedna z grup

hydroksylowych zostata zablokowana grupa zabezpieczajaca (np. tert-butylowa).

/
ho/w/\o
A—O OH

KOH e}

0
\—<\ + TSO(CH2CH20)4TS —_—
OH THF o 0 /

/

Synteza roznych typoéw eterow koronowych
Etery koronowe zawierajace w swojej strukturze wiazanie podwdjne mozna otrzymaé

zgodnie z nastgpujaca reakcja:
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CH,

Br

AN NaH O o
Br
THF )

Br o

e

°s

(@)
I
>

Etery koronowe zawierajace w swojej strukturze wiazanie podwojne jest stosowany do
otrzymywania w wyniku reakcji z silnymi utleniaczami jak: OsO, lub NalO4 etery
zawierajace grupy karbonylowe.

|| i

() o A

Cood T
Y, L

Otrzymany zwiazek moze by¢ wykorzystany do syntezy 16-korona-4.

o
D=
Yy

l

© OH
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o o 2, L|AIH4 <: 3

Etery koronowe zawierajace grupg karbonylowa we wnegce eteru mozna otrzymaé rowniez

zgodnie z nastgpujacymi reakcjami:

t-BuSiMe,Cl S
—»
<s{j <s<j
OH OSiMe,Bu-t
0

(s e AN [
S r— >
2.BuyN F JAS
OSiMe,Bu-t HO OH

S S TsO(CH,CH,0),Ts 0 U 0
ﬁ7<j — [~ ]
N
u HgCl,, CaCOj
j MeOH, H,0 H,0 o oj
(o] (o

L.



Bardzo ciekawe produkty otrzymuje si¢ dzialajac na benzoing ditosylanem glikolu

dietylowego w 50% roztworze NaOH z dodatkiem bromku tetra-n-butyloaminy i benzenu.

OH

A
50% Ag, NaOH

$ TSO(CH,CH,0),Ts —  »
BuyN'Br’, CgHg

O (LI O

Azaetery koronowe
Synteza monoazaeter6w koronowych.

Azaetery koronowe otrzymuje si¢ w wyniku reakcji N-benzylodietyloaminy
z odpowiednim tosylanem glikolu. Nast¢pnie otrzymany zwiazek nalezy poddac¢ redukcji

wodorem w obecnosci palladu jako katalizatora.

Oﬁ CH,CeH
h / 2%~6'15
0 N

CoHsCHaN(CH,CH,0H), +  TSOCH,(CH0CH,)CH,0Ts  Nar/DMF j
o ¢}
O/H CH,CgH h O/ﬁ
h _CHaCeMs
0 N

D R
oS o
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Mieszaning monoazaeterdw koronowych otrzymuje si¢ w reakcji 2-aminofenolu

z chlorowcopochodna odpowiedniego glikolu.

o w b Ul

+ CICHy(CH,OCH,);CH,Cl ——

48 h ot NCO©
N, “LOJ L,

Kolejna metoda otrzymywania mieszanin azaetrow koronowych jest reakcja amin

pierwszorzedowej z dioksanem.

A A O

R—NH, —> R-N(CH,CH,OH), —> R—N

AN
O e (O ”ﬁ

—_—

L I TN

Synteza diazaeteréw koronowych

Synteze tej klasy zwiazkow mozna przeprowadzi¢ dzigki kondensacji odpowiednich
diamin, dla przyktadu 1,8-diamino-3,7-dioksooktanu z chlorkiem kwasowym pochodzacym
od odpowiedniego glikolu. Powstaly zwigzek nalezy nastgpnie poddaé¢ redukcji

glinowodorkiem litu.

g
]

H,NCH,(CH,0CH,),CH,NH, 4  Cl-CO-CH20CH2CH20CH2-CO-Cl——> [
o
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HN

© LiAIH, o HN
j
Y
o~ "NH Q NH 0
Diazaetery koronowe mozna rowniez otrzymaé w reakcji jednostopniowej pomiedzy

tosylanem odpowiedniego glikolu, a toluenosulfoamidem sodu. Dla przyktadu w tej reakcji

1,10-diaza-18-korong-6 otrzymuje si¢ z 10% wydajnoscia.

o HN
) DMF
TSOCHy(CH,OCH,),CH,0Ts+ TsNHNa'  ——» [
NH

)

o)

Synteza cyklamoéw.

Cyklamy otrzymuje si¢ w reakcji odpowiednich pochodnych amin, najcze$ciej
zawierajacych grupg tosylowa jako grupg opuszczajaca. Dla przyktadu tetraaza-12-korong-4
otrzymuje si¢ z soli sodowej tritosylanu dietylenotriaminy i tritosylanu dietanoloaminy.

Detosylacje przeprowadza si¢ nastgpnie przy uzyciu stgzonego kwasu siarkowego.

NH—Ts N—Ts

O—Ts
Ts Ts
N NaH DME NS/
—Ts — N—Ts 4 N—Ts N N
DMF — [ j
100 N N
7 AN
NH—Ts 7\ N

N—Ts 0—Ts

NN H,SO, NH NH
0 —= C, ]
100° NH NH

N N
Ts/ \ / \TS W
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Alkilopochodne cyklaméw mozna otrzymaé w reakcji podstawionych estrow

z odpowiednimi poliaminami. Nastgpnie przeprowadza si¢ redukcjg uzywajac wodorku boru.

+

M
EtOCOCH,COOEtt+ RX —— EtOCOCHRCOOEt

/ \ /O
EtOCOCHRCOOEtt+ H,;NCH,CH,NH(CH,)3NHCH,CHoONH  ———— <: R
NH NH
\ / \O

/ \ O
¥ / \
NH  NH B,Hg NH  NH
NH  NH-K NH NH
/ o /
Makrocykliczne laktony
Ogolna metoda syntezy makrocyklicznych laktonow.

Laktony otrzymuje si¢ w reakcji chlorkow kwasowych z odpowiednimi glikolami.
Mozna stosujac ta metodg otrzymaé dwie klasy zwiazkow, jedna bedaca produktem
o stechiometrii 1:1 oraz druga o stechiometrii 2:2. Przykltadem takiego procesu jest reakcja

migdzy chlorkiem kwasu tereftalowego, a glikolem tetractylenowym.

c
+  HOCH,(CH,OCH,);CH,0H ——=

COWE <O\o/—\o—co—®—co—o/_\0/o>
P o pmeoi wog o/
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Jednostopniowa synteza makrocyklicznych laktonow.
W tej metodzie polietylenowy glikol poddaje si¢ reakcji z bromooctanem sodu
w metanolu. Powstaty produkt reaguje nastgpnie z chlorkiem 4-toluenosulfonylu, weglanem

sodu i dioksanem prowadzac do otrzymania laktonu.

HOCH,(CH,0CH3)n:30H +  BrCH,CO,Na — HOCH,(CH,0CH,),,,30CH,CO,Na

TSC', N32CO3 (6] o
HOCH,(CH,0OCH,),,,30CH,CO,Na — / -
dioksan, 1 h, 50 0

Synteza opiera si¢ na reakcji diacetylooctanu glikolu polietylenowego z weglanem
amonu i formaldehydem, a otrzymaly produkt nastgpnie poddaje si¢ dziataniu tlenku
azotu(III).

1. (NH,),CO3, CH,0

CH3COCH,COOCH,(CH,0OCH,),CH,00CCH,OCCH, >
2. N,O4
0]
(CH,
N\ / o) + dimer
(6]

Otrzymywanie makrocyklicznych laktonow przez ozonolizg.

Dziataniu ozonu poddaje si¢ etery koronowe zawierajace arylowe podstawniki,

a nastgpnie powstaty ozonek redukuje sig siarczkiem dimetylu.
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oS v
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Synteza zwigzkéw makrocyklicznych zawierajacych atom siarki.

Zwiazki te mozna otrzymac¢ przez reakcjg ditioli z dichlorowcopochodnymi.

KSH (S_> {”SS_>
HSCH,CH,SH + BrCH,CHBr —> '
22 2112 S S S s
\/ \__/

¢

NaOH
HSCH,CH,0CH,CH,SH + CICH,(CH,OCH,),CH,Cl —— € )
EtOH e} S

Kolejna metoda otrzymania makrocyklow zawierajacych w swojej strukturze atomy siarki jest

reakcja chlorowcopochodnych glikolu polietylenowego z siarczkiem sodu.

[

Na,S + CICH,(CH,OCH,),CH,Cl ——> [
0

]

O

NN

Makrocykliczne  polisulfidy otrzymuje si¢ w reakcji  1,3-propanoditiolu  sodu
z 2-chloroetanolem. Powstaly produkt poddaje si¢ dzialaniu tiomocznika w $rodowisku
kwasu solnego. Nastgpnie z otrzymanego dimerkaptanoditioeteru otrzymuje si¢ jego so6l

sodowa i poddaje dziataniu 1,3-dibromopropanu otrzymujac koncowy oczekiwany produkt.
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EtOH
NaSCH,CH,CH,SNa + CICH,CH,0H ——> CHy(CH,;SCH,CH,0H),

H,NCSNH,
CH,(CH,SCH,CH,0H), ——— CH,(CH,SCH,CH,SH),
HCI

Na, EtOH
CH,(CH,SCH,CH,SH), 3
CH2(CHzBr

Synteza zwigzkéw makrocyklicznych zawierajacych atom fosforu.
Zwiazki te mozna otrzyma¢ w reakcji 2,2’-[oksydi(etoksy)]difenolanu sodu

z P,P-dichlorometylofosfina.

[

CH4CN
b HC—P—Cl —>
CeHs
ONa ONa Cl

+ dimer

Inna metoda otrzymywania tych zwiazkow jest przeksztalcenie difosfinianu do trifosfinianu,

a nastgpnie ich cyklizacja zgodnie z nastgpujacymi reakcjami.
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N NaH,AI(OCH,CH,0CHs3), PO
w8 0
\O_IFl R PhPO(OR)CH,CH,Br o I R

P
/T P
R Ph
0—R
O§/
P\
/_/ Ph
Ox
~p
~o LiAIH, PH P
(I)I//J 'I? — P \/\l/\/\l/\/ ~Ph
o P
I Ph Ph
ot
R ph
NiCl
PH__~ /\/\P/\/PH Nz 2+
I I
Ph Ph

) o LV
Br \P P/

E < ] .
K2003 P P

Ph/ /e

Zwiazki makrocykliczne zawierajace fosfor otrzymuje si¢ rowniez w  reakcji

1,2-di(fenylofosfino)etanu z eterem 2,2°-dichlorodietylowym.

1. n-BuLi/THF
PhPHCH,CH,PHPh ————————>
2. (CICH,CH,),0
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Synteza zwigzkéw makrocyklicznych zawierajacych atom krzemu.

Reakcja syntezy tej klasy zwiazkow jest analogiczna to opisywanej metody
otrzymywania zwiazkéw makrocyklicznych zawierajacych fosfor. W tym wypadku
2,2’[oksydi(etoksy)]difenolan sodu poddaje sig reakcji z dichlorodimetylosilanem.

C( @ @fo\ » D

H3C CH3

Otwarto — tancuchowe analogii eteréw koronowych — podandy.

Synteza podandow na bazie benzenu.
Zwiazki te maja bardzo silnie kompleksuja kationy metali pierwszej i drugiej grupy.
Otrzymuje si¢ je w reakcji heksa-podstawionego benzenu z pochodnymi glikoli. Przyktadowa

reakcja, jest reakcja heksametanotiolobenzenu z 1-bromo-3,6,9-trioksodekanem.

(CH,CH,0)3Bu
SH |
HS S S/(CHZCH20)3BU
SH Bu(OH,CH,C)3
N
+ Bu(OCH,CH,)3Br e S
HS SH .8
Bu(OH,CH,C)3
SH Ss
S (CH,CH,0)3Bu
(CH,CH,0)3Bu

Synteza podstawionych podandow.
Reakcja otrzymywania tej grupy zwiazkow jest analogiczna do reakcji otrzymywania
eterow koronowych, a jedyna réznica jest uzycie tosylanu glikolu etylenowego zamiast

ditosylanu.
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(0] CH
OO OH NaOH OO o/\/ \/\o/

4 2TsOCH,CH,OCH,CH,OCH; ——

l | OH THF OO O\/\O/\/O\CH

Kryptandy
Ogélna metoda syntezy.

Synteza kryptandow opiera si¢ na reakcji odpowiedniego diaminopolieteru
z chlorkiem kwasowym polieteru. Nastegpnie otrzymany zwiazek redukuje si¢ do cyklicznej
diaminy, do ktoérej ponownie przylacza si¢ chlorek kwasowy polieteru. Ostatnim etapem

reakcji jest redukcja otrzymanego zwiazku, ktora prowadzi do otrzymania kryptandu.

HzN/\/O\/\O/\/NHZ \(\ ’>/
—

t — NH HN
cl <’ J
0 °© 0 o g o
{ ’>¢ LiAIH, (\ ’>
NH HN — \H N
Lo o/ C.oo
N/ o o

-/

/N
/_\ O\ o o /O
e e AN

NH HN ¥ CI\”/\ T° O\)N
&S -y
o o
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Synteza kryptand6w zawierajacych atomy siarki i azotu.

Synteza tych zwiazkéw jest analogiczna do metody ogoélnej, z ta roznica, ze
czasteczka diaminy zawiera w swoich tancuchu atomy siarki zamiast atomow tlenu.

Mozliwe jest rowniez otrzymanie kryptandéow zawierajacych dwa ugrupowania
makrocykliczne w swojej strukturze. Reakcje migdzy makrocyklem zawierajacym siarke
iazot, a odpowiednim chlorkiem kwasowym glikolu przeprowadza si¢ przy bardzo duzym

rozcienczeniu sktadnikow.

.

N N
a0

1. cyklizacja Q/S

NH  HN $ CICOCH,OCH,COCl —— "5 o o
Q/ \) 2. redukcja &

N N

Synteza kryptand6w zwierajacych atom wegla jako uklad spinajacy.
W przypadku syntezy tych zwiazkéw odczynnikami wyjsciowymi sa dichlorek
gliceryny i 2-benzyloksyfenol.

OH Ph

o =
<~ aa ° °
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OH

HO o o o
}OH t — HO{ OH
HO o) 0 o)

X

O O TSOCHZ(CHzoCHz)nCHonS (e} (@]
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Podzigkowania:
Praca naukowa finansowana ze srodkow na nauke w latach 2006-2008 jako projekt badawczy

rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial 2

Synteza uktadéw makrocyklicznych z zastosowaniem metod
klasycznej i dynamicznej chemii kombinatorycznej

Dawid Lewandowski, Grzegorz Schroeder

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

Glownym powodem, dla ktorego chemicy, pomimo znaczacych wysitkow, nie sa w peini
zdolni do syntezy wielu zwiazkow makrocyklicznych, jest klasyczne podejscie badaczy do
problemu, znaczaco odbiegajace od kombinatorycznego systemu wypracowanego przez naturg
(metoda ,,préb i bledow”). Ten drugi system syntezy pozadanych ukladow jest znacznie
wydajniejszy, poniewaz wykorzystuje duzo wigksza przestrzen badawcza, korzystajac
z losowych kombinacji na poziomie molekularnym.

Firma Eli Lilly and Company na swoich stronach internetowych tak propaguje
zastosowanie chemii kombinatoryjnej: ,,Chemia kombinatoryczna bardzo przys$piesza proces
tworzenia potencjalnie przydatnych czasteczek. Ramiona robotow podaja przez dziesiatki
strzykawek precyzyjnie odmierzone objetoSci substancji chemicznych do ogromnej matrycy
niewielkich ptytek laboratoryjnych. Taka procedura pozwala na zsyntetyzowanie tysigcy
unikatowych zwiazkow chemicznych o okre$lonej z gory strukturze atomowej. Chemik-
farmaceuta korzystajacy z tych metod tworzy nowe potencjalne leki 100 razy wydajniej
w poréwnaniu z tradycyjnymi technikami chemii medycznej.” Ta technika znalazta réwniez
szerokie zastosowanie w syntezie zwiazkéw makrocyklicznych.

Metoda chemii kombinatorycznej, zastosowana po raz pierwszy na poczatku lat 80-tych,
obejmuje tworzenie duzych zbiorow (,,bibliotek) zwiazkow przez syntetyzowanie wszystkich
mozliwych kombinacji z ,.blokéw budulcowych”. Tak otrzymane biblioteki czasteczek latwo
moga by¢ stosowane do dalszych badan, na przyktad aktywnos$ci biologicznej. Zamiast reakcji

zwiazku A ze zwiazkiem B celem utworzenia produktu AB, a nastgpnie A ze zwiazkiem B,
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celem otrzymania AB, itd, poddaje si¢ rownoczesnej reakcji rézne bloki budulcowe typu A (A -

A,) z ro6znymi blokami budulcowymi typu B (B;-Bw), co mozna przedstawi¢ schematycznie:

Al Bl AIBI T Ale T Ale
A.z 4 B.z %Az'B1 Tt Az.Bz T A2.Bm
An Bm AnBl T AnB2 T Aan

Metodami chemii kombinatorycznej, w odroznieniu od metod klasycznych, wiele
podobnych strukturalnie substancji otrzymywanych jest rownocze$nie oraz réwnolegle zamiast

syntezy pojedynczej, czyli jednej substancji po drugiej.

Klasyczna chemia kombinatoryczna

W klasycznej chemii kombinatorycznej wyrdznia si¢ dwa podstawowe kroki: syntezg
biblioteki i identyfikacje aktywnych sktadnikow. Tworzenie bibliotek kombinatorycznych moze
zosta¢ wykonane zarowno w roztworze, jak i na podtozu statym. Obie techniki posiadaja zalety
iwady. Glowna zaleta syntezy na no$niku staltym jest fakt, iz izolacja produktow reakcji
z nosnika moze zosta¢ dokonana poprzez wymycie reagentow z jego powierzchni. Dodatkowa
zaleta tej metody jest to, ze reakcje moga zosta¢ doprowadzone w tych warunkach do konca
dzigki uzyciu nadmiaru substratow. Rozwinigto rozne strategie tworzenia bibliotek — zaréwno
w roztworze, jak i na podtozu staltym. Jedna z nich jest metoda syntezy dzielone;j. Jest ona oparta
na trzech procesach: dzieleniu — sprzgganiu — rekombinacji. Inng metoda jest synteza rownolegta,
gdzie rozne zwiazki sa syntetyzowane oddzielnie — jeden z drugiego.

Zastosowania klasycznej chemii kombinatorycznej do otrzymywania zwiazkow
makrocyklicznych najpelniej obrazuje synteza receptoréw peptydowych. Ostatnie badania
dotyczace tej klasy receptorow skupiaja si¢ gléwnie na receptorach ,kleszczowych”, ktére sa
wysoce selektywne, pomimo ich strukturalnej elastycznosci, dla okreslonych sekwencji innych

peptydow.

rami¢ boczne receptora

RECEPTOR
czasteczka goscia

grupa laczaca

rami¢ boczne receptora

Schematyczne przedstawienie receptora ,,kleszczowego”.
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Screening biblioteki z réznymi pochodnymi tripeptydow w roztworze wodnym doprowadzit do

identyfikacji receptora na ta grupg zwiazkow.

HoN J () o
g >_ o
2,9 HN NH,
? - 0
}NH N
HoN—, c
Z
SJ
/

0K.=8,2%2,5* 10* M dla tripeptydu

COOt:Bu NO,

0 0 ﬁ
“n N )J\/\/U\
e /Q g o/\/“\@\
HN [0) N/N

[¢]

[}

Konwencjonalna, statyczna chemia kombinatoryczna jest ograniczana przez analityczne
problemy identyfikacji aktywnych czasteczek w zwiazku z duza liczba wytworzonych
produktow. Problem ten moze zostaé¢ zniwelowany dzigki uzyciu uktadéw molekularnych, ktore
sa zdolne do wzmacniania samych siebie, tak zwanych dynamicznych uktadow

kombinatorycznych.
Dynamiczna chemia kombinatoryczna

Dynamiczna chemia kombinatoryczna, w odroznieniu od statycznej (klasycznej) jest okreslana

jako chemia kombinatoryczna z termodynamiczng kontrola. Oznacza to, ze w dynamicznej
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bibliotece kombinatorycznej wszystkie sktadniki znajduja si¢ w roéwnowadze. Jest to
spowodowane interkonwersja elementoéw biblioteki dzigki odwracalnym procesom chemicznym,
takim jak tworzenie i zrywanie wigzan kowalencyjnych oraz niekowalencyjne oddziatywania,

wlaczajac w to koordynacj¢ metal-ligand.

O:templat

A+B+C ABC+BCA+CBC+.... ABC

Dynamiczna chemia kombinatoryczna korzysta z odwracalnych potaczen migdzy blokami
budulcowymi. Tabela 1 przedstawia zestawienie stosowanych w tej technice oddzialywan

kowalencyjnych i niekowalencyjnych.

Tabela 1. Zestawienie stosowanych w dynamicznej chemii kombinatorycznej

oddziatywan kowalencyjnych i niekowalencyjnych.

Reakcje odwracalne oparte na wigzaniach kowalencyjnych

Transestryfikacja
R'O RO
R-OH —0 ):O R—OH
Tworzenie hemiacetali
OH
R-OH >:o - '
OR
Tworzenie estréw kwasu borowego
OH R' 0 R'
R—B(OH), I — > Rg I
OH” R 0 Nge

Tworzenie oksymow (X = OR), imin (X = C) i hydrazonow (X = NHR)

X
X=NH, }o . >:N'

Transacylacja

Il 2 - = (I? 1

Y-R D E—— X-R

/R YR®
Metateza olefin
R' R’ R’ R’
— = D = —
R' R’ R' R'
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Tworzenie disulfidow

SH
s Hs” _ PN s~
Kondensacja aldolowa
i i T
Il P —
e H AN
Reakcja Michaela
0] X =z (0]
/\4 HoX o M\f
H

Reakcja Dielsa-Aldera

¢ 1 — O

Reakcje odwracalne oparte o oddzialywania niekowalencyjne

Koordynacja metalu

M™ + nL b — [MLH] m+

Oddziatywanie elektrostatyczne

R-COO" HN-R® <——>=  R—COO™HN;—FR

Wiazanie wodorowe

Oddziatywanie donor — akceptor

[ — -

D+ A - [D.A]
Izomeryzacja cis-trans
/
X=X _
/ X=X
/ \
Wewngtrzna rotacja
QA o B
\ N D — >7N
B A
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Inwersja pierscienia

A
AN - ‘m
5 B

sl <"
M =

Com S—

Glowne roznice migdzy ,klasycznymi” statycznymi i dynamicznymi bibliotekami

kombinatorycznymi przedstawia tabela 2.

Tabela 2. Podobienstwa i réznice dynamicznych i klasycznych bibliotek kombinatorycznych

Dynamiczna biblioteka kombinatoryczna Statyczna biblioteka kombinatoryczna
Elementy molekularne lub supramolekularne | Elementy molekularne

Zestaw wirtualny Zestaw rzeczywisty

Kolekcja komponentow Kolekcja czasteczek

Kowalencyjne lub niekowalencyjne Kowalencyjne oddziatywania w produktach
oddziatywania w produktach reakcji reakcji

Reakcje odwracalne Reakcje nieodwracalne

Powstawanie produktow oparte na Powstawanie produktow oparte na
rozpoznaniu molekularnym nieokre§lonych zasadach

W dynamicznej chemii kombinatorycznej mozna wyrdzni¢ trzy kroki:
1. Selekcja 1 dobor wiasciwych poczatkowych blokow budulcowych zdolnych do
odwracalnych interakc;ji.
2. Ustalenie warunkow tworzenia biblioteki (warunkow, na podstawie ktorych bloki
budulcowe sa zdolne do interakcji)
3. Utworzenie biblioteki czasteczek w obecno$ci czynnika templatowego na podstawie
samoistnych, kontrolowanych termodynamicznie, reakcji odwracalnych.

Bloki budulcowe dla dynamicznych bibliotek kombinatorycznych powinny posiadaé
okreslone grupy funkcyjne, ktore musza umozliwia¢ odwracalnos¢ reakcji z receptorem. Glowna
roznica migdzy klasyczna chemia kombinatoryczna 1 dynamicznymi  bibliotekami
kombinatorycznymi jest mozliwo$¢ wzmacniania. Podczas dodania czasteczki ,,goscia” do

biblioteki potencjalnych czasteczek ,,gospodarzy”, ,,go$¢” wybiera i wiaze si¢ z najlepiej
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dopasowanym przestrzennie i funkcjonalnie ,,gospodarzem”. To wigzanie wprowadza w uktadzie
nowa réwnowage, ktora przesuwa reakcje w kierunku najlepszego ,,gospodarza” kosztem
pozostalych, nie pasujacych czasteczek dzigki dodatkowej energii procesu wigzania.

Rozklad stgzenia produktéw reakcji w dynamicznej chemii kombinatorycznej
kontrolowanej efektami termodynamicznymi (trwatoscia produktu) wzmocnionymi efektem

templatowym przedstawia rysunek:

- -
- - LI ,-.;i H = &
R ) at .i fhrady  cowomd — I-; . | ;j IR Ry
£ 3 -
E E

- ' ' ' B i \ __ " v
Dodatek do uktadu przedstawionego na rysunku czynnika templatowego tworzacego odwracalne,
czyli czasowo trwate potaczenie gosc¢-gospodarz skutkuje wzrostem wydajnosci reakcji tworzenia
tego termodynamicznie kontrolowanego produktu

Wyrozniamy dwa rodzaje wzmacniania w dynamicznych bibliotekach: ,,obsadzanie”
i,,dobieranie”. W pierwszej z nich luka dostarczana jest przez makromolekule, ktdéra wiaze

czasteczki lepiej dopasowane, a gorsze pozostawia w roztworze. W ,,dobieraniu” to skladniki

biblioteki wybieraja optymalna makroczasteczke, otaczajac ja i stabilizujac potaczenie.

Bloki budulcowe Dynamiczna biblioteka

}* ?o—O > ‘;»—Q <
A

a)

b)
Schemat prezentuje mechanizm “obsadzania” (a) i “dobierania” (b) w dynamicznej bibliotece

kombinatorycznej
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W 1996 roku Sanders zrealizowal i wprowadzil do literatury przedmiotu pomyst
dynamicznych bibliotek kombinatorycznych przy okazji kontrolowanej termodynamicznie
cyklizacji. Lehn i wspotpracownicy zsyntetyzowali biblioteke imin dzigki odwracalnej reakcji
migdzy 3 aldehydami i 4 aminami. Przygotowanie biblioteki zostalo wykonane zaréwno
w obecnosci, jak i nieobecnosci anhydrazy weglanowej 11 w wodzie. Analiza HPLC koncowe;j
mieszaniny wykazata wzmocnienie jednego z pigtnastu mozliwych produktow, kiedy reakcja
zostata przeprowadzona w obecnosci anhydrazy. Czasteczka zaznaczona w tabeli 3 zwigzala sig
z anhydraza. Wielko$¢ powinowactwa imin z anhydraza weglanowa okreslilo zawarto$é
finalnych produktéw w mieszaninie.

Still i inni wykazali efekt templatowy w trzyelementowej bibliotece zsyntetyzowanej
dzieki odwracalnemu tworzeniu disulfidow. Dodatek tripeptydu L-Pro-L-Val-L-Val przesunat
réwnowagg reakcji, a tym samym wydajno$¢ produktéw z 57% A-SS-A i B-SS-B do 85% A-SS-
A iB-SS-B.

0 Q o
e
NH HN Boc—NH HN
DnS\H/\/\/\/O SH SH
NH HN Boc—NH HN
) </:§
A-SH B-SH

Sanders przygotowat biblioteke 10 zwiazkéw makrocyklicznych z pojedynczego
dipeptydowego bloku budulcowego, ktory zawiera zar6wno hydrazyd, jak i zablokowana grupe
aldehydowa. Hydrazydy zostaly zmieszane w kwasowych warunkach z blokowanymi aldehydami
celem wytworzenia réznych hydrazondéw. Koncowa mieszanina zostala zamrozona podczas
neutralizacji roztworu. Dodatek jonoéw Li* wywotal gwaltowna zmiane sktadu biblioteki,
wzmacniajac cykliczny trimer, ktory stanowil teraz 98% materiatu peptydowego w bibliotece.
Stata wigzania trimeru z Li* w CHCl;/MeOH (98:2) wynosi 4 * 10* M.
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Tabela 3. Produkty reakcji aldehydéw i amin w dynamicznej syntezie kombinatoryczne;j.

o Q f

+

NH3 NH5*

CO,
CHO N\t HN
») < (e
Hy*

N

NH,
NH,*
co, é NH;
coy
CcOoy

co,
NH,
co,
— NH,* HN HNKO
(O NP~ o) H
- = NH,* .
SOz o 2 NH, NH,*
S04 oz oz o
S0y so ]
3 3 S0,

0
NH, N0
HO (§o H
NH,* o .
NH,* NH NH"
SO,NH,

SO2NH» SO,NH
SONH, e SO,NH,

Odwracalne reakcje oparte na tworzeniu wigzan kowalencyjnych sa uzywane przy
tworzeniu  termodynamicznie  kierowanych konformacyjnych i/lub  konfiguracyjnych
dynamicznych bibliotek. W 1997 Eliseev i Nelen pokazali, ze koncowe produkty moga zostac
wzbogacone w produkt termodynamicznie stabilny, wtedy gdy posiada najwyzsze powinowactwo
do dodawanego ligandu. Niezwigzany kwas dikarboksylowy moze istnie¢ w trzech
izomerycznych formach i ulega¢ przemianom przy naswietlaniu promieniami UV. Izomer cis-cis
posiada idealna geometri¢ dla kompleksowania guanidynowej czg$ci argininy. Stosujac
powtarzalne cykle izomeryzacja-selekcja, receptor cis-cis moze zosta¢ uzyskany z mieszaniny

reakcyjnej z wysoka wydajnoscia (85%).
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(trans, trans)

N ° o
)L\ o] (cis,cis) (6]
H—, oYX, —H

Helikaty to wielocentrowe kompleksy metali w ksztalcie helisy, w ktorych dwa albo trzy

pasma ligandow opasaja zestaw liniowo roztozonych jondéw metali. Te, zawierajace metale,
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koliste kompleksy sa zdolne do wigzania aniondw wewnatrz ich wngk. Lehn i inni doniesli, ze
zaleznie od wielko$ci kompleksowanego anionu tworzone sa penta- lub heksamery. Ponadto
wykazali, ze dodatek jonow CI prowadzi do formacji wylacznie pentameru po podgrzaniu

mieszaniny do temperatury 170 ° C.

glikol etylenowy

1709 C
FeSO, / <

Mozliwosci syntetyczne, jakie stwarza dzisiaj chemia kombinatoryczna, w polaczeniu
z nowoczesnymi metodami szybkiej analizy otrzymanych produktow, sa trudne do oszacowania.
Ten kierunek rozwoju metod syntezy jest szczegélnie interesujacy, zwlaszcza w polaczeniu

z tworzeniem komplekséw gos¢-gospodarz na bazie efektu templatowego.
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Rozdzial 3

Receptory molekularne oparte na allosterycznym efekcie
Grzegorz Schroeder, Btazej Gierczyk
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Wydzial Chemii, Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

Allosteryczny efekt, termin biochemiczny, jest zdefiniowany w slownikach jezyka
polskiego oraz w encyklopediach jako ,,odwracalna zmiana konformacji biatka i aktywnosci
biologicznej w okreslonym miejscu jego czasteczki na skutek przylaczenia tzw. efektora
allosterycznego w innym miejscu. Na zasadzie allosterycznego efektu dzialaja niektore
inhibitory 1 aktywatory enzymatyczne.” Koncepcje allosterycznego biatka zostata
zaproponowana w roku 1963 przez Monoda [1]. Allosteryczna kontrola funkcji i aktywnosci
biologicznych receptorow 1 enzymoéw odgrywa istotna rolg¢ w wielu procesach
metabolicznych. Efektor allosteryczny moze odrywac rolg pozytywnego czynnika i wowczas
méwimy o pozytywnym, dodatnim efekcie allosterycznym (positive allosterism) lub rolg
negatywnego, ujemnego czynnika okre$lanego efektem ujemnym (negative allosterism).
Mechanizm dziatania efektora allosterycznego w przemianach konformacyjnych receptorow
przedstawia rysunek 1. Powstajacy kompleks efektora z receptorem wymusza zmiang
konformacyjna w drugiej czgsci czasteczki, co umozliwia wigzanie kolejnej molekuty tworzac

aktywny uktad.

>+S+G=DE %G=D§ %CJ

Rysunek 1. Mechanizm dziatania efektora allosterycznego w przemianach

konformacyjnych receptorow.
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Czynnikiem allosterycznym (modulatorem) moze by¢ w przypadku enzymow substrat
i wowczas okreslamy zjawisko zmian konformacyjnych enzymu efektem homotropowym lub
inna czasteczka, rozna od substratu i wtedy moéwimy o efekcie heterotropowym.

Agonista to substancja taczaca si¢ z receptorem, wywolujac reakcje w komorce. Jest
przeciwienstwem antagonisty, ktory taczac si¢ z receptorem, blokuje go nie wywotujac
reakcji. Znane jest takze pojecie czgSciowego agonisty, ktory wywoluje reakcje receptora,
jednakze nie tak silng jak pelny agonista. Mechanizm dziatania agonisty i antagonisty
przedstawia rysunek 2.

Dziatanie czasteczki agonisty moze powodowaé czgSciowa lub catkowita zmiang
w budowie receptora (rysunek 3 i 4).

AGONISTA ANTAGONISTA

A‘-
[ T
D
RECEPTOR RECEPTOR

Rysunek 2. Mechanizm dziatania w procesie funkcjonowania receptorow czasteczki agonisty

(odpowiedz receptora na skutek oddziatywania z czasteczka agonistyk) i antagonisty (brak

reakcji receptora, receptor zablokowany przez czasteczke agonistyk).

/ Kanat jonowy zamkniety / Kanal jonowy otwarty

czesciowo
(] Ead
RECEPTOR

Rysunek 3. Mechanizm dziatania czg§ciowego agonisty w procesie otwierania kanatow

jonowych.

/ Kanat jonowy otwarty

RECEPTOR

Rysunek 4. Mechanizm dziatania agonisty w procesie otwierania kanaléw jonowych.
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Poczynajac od roku 1980 pojecia stosowane w biochemii zostaly zaadoptowane do
obszaru chemii supramolekularnej. Pionierem tych zmian byt Rebek [2, 3], ktory pierwszy
otrzymat difunkcyjny allosteryczny receptor syntetyczny na bazie eteru koronowego

12,2’-bipirydyny zawierajacy dwa centra zdolne do kompleksowania réznego typu jonow.
A

| o

N~ O Oj

N~ (0] @)

XX | K/ © d

Dziatanie syntetycznego allosterycznego receptora molekularnego mozna opisaé
nastgpujacymi reakcjami:
1. Utworzenie kompleksu z allosterycznym effaktorem.

2. Utworzenie kompleksu z go$ciem (substratem) w drugim centrum receptora.

o ome Meo o)
[f /Ej—go/\/o\/\o/\/o\/\o@—iﬁ Oj

oS Lo

Allosteryczny effaktor

Czasteczka goscia
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Praca przegladowa ,,Allosteric Supramolecular Receptors and Catalysts” z roku 2004
[4] jest pierwsza proba podsumowania wynikéw naukowych uzyskanych w tym obszarze w
ciaggu dwudziestopigcioletniego dynamicznego rozwoju syntetycznych allosterycznych
receptorow.

Proces dziatania difunkcyjnego receptora mozna opisa¢ nastgpujacymi rownaniami

K, ©,_ [HG]
H+G =~ HG [H][G]
K, P
HG+G =~ HG, [H][G]

gdzie H — czasteczka gospodarza, G — czasteczka goscia, K, — stgzeniowa stala rownowagi
procesu asocjacji.
Proces przebiegajacy dwoma roznymi drogami mozna opisa¢ rGwnaniami:
Kia Ko
HGas+ G

Ha + G HGoam

K1B K2A
HGAB* +G

Has + G HGoan

gdzie K, sa stgzeniowymi statymi rownowagi procesu asocjacji.

_[HG.s] [HG.] [HG]

4= Kiz= Ki= =Kix +K
[H][G] [H1[G] (HiGy
K _ [HG2] KZAKZB
1=
[H][G] K:u4K:s
Jezeli A=B 0 Kie Kug § K1= 000 K.+ K, = 2K ko= 1G] Kos/2
czell1 A= (0] = 1 = = = oraz 2= =
1A 1B [H][G] 1A 1A 1A [H][G] 2B

to K;=Kijx +Kiz=%K,;+ 2K, to

K1 = 4 Kz
Dla procesu opisanego rownaniem:
K, K= [HG]
H+G HG [H][G]
K, [ [HG-]
HG +G HG, [H][G]
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Istnieje zalezno$¢ pomigdzy K, i K. Jezeli K, = 4 K, mamy do czynienia z procesem
nie kooperatywnym, natomiast gdy K, # 4 K, proces jest kooperatywny. Wprowadzono
pojecie wspotczynnika bedacego miarg kooperatywnosci procesu i tak gdy a = 1 proces jest
nie kooperatywny, gdy o < 1 mamy do czynienia z ujemna (negatywna) kooperatywnoscia

natomiast dla o >1mamy dodatnig formg kooperatywnosci (rysunek 5).
(\ O/\\ ’A @) />
@) @)
O @)
& \j LO\)
@)

u K, = 20
O/\\O C’)AO/>
Hg(CN O
- Y,
” K, = 50
O/\\O (’)/\O/>
O Hg(CN), Hg(CN), 0

0 o \}
Rysunek 5. Dodatni efekt kooperatywny dla allosterycznego receptora
a = 4K/K=4%50/20 =10 [5].

Allosteryczno$¢ bardzo silnie zwigzana jest z kooperatywnoscia procesu. Campbell [6]
uwaza, ze allosteryczno$¢ jest suma kooperatywnosci i zmian strukturalnych receptora. Oceng

ilosciowa dziatania allosterycznego gospodarza przedstawit Rabek Jr. [5]
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Proces tworzenia kompleksu mozna opisa¢ rOwnaniem:

H+G == HG

. [HG] . L [H][G] -~
dzie Ka= est stalg asocjacji a Kd = statg dysocjacji kompleksu
o : N e o [H][G]
a warto$¢ swobodnej entalpii reakcji AG®° wynosi AG® = -RTIn[Ka [HG] 1.

Dla procesu kooperatywnego tworzenia allosterycznego kompleksu warto§¢ AGag® jest
suma oddziatywan A z receptorem, B z receptorem oraz oddziatywan A-B;
A(}AB0 = AGAi + AGBi +AGS

gdzie AG® = AG° + AGg°® +AGag®

Warto$¢ AG® okres$la dodatni (AG*> 1) i ujemny (AG*< 1) efekt kooperatywny i zalezy od
statych trwatoéci kompleksow:
K!B
AG* =RT In (
K.K

B

).

Syntetyczne allosteryczne receptory molekularne musza posiada¢ w swojej czasteczce
co najmniej dwa miejsca zdolne do kompleksowania jondw lub obojetnych czasteczek.
Utworzenie pierwszego kompleksu determinuje poprzez zmiang konfiguracji molekuty
receptora mozliwo$¢ tworzenia drugiego kompleksu. Syntetyczne allosteryczne receptory
molekularne mozna podzieli¢ ze wzgledu na budowe lub ze wzgledu na allosteryczne
efektory: jony lub czasteczki zmieniajace na skutek oddzialywania z receptorem wielko$é
oraz ksztalt drugiego centrum zdolnego do kompleksowania. Przykladowe receptory
przedstawia Tabela 1.

Kovbasyuk [4] zaproponowal podzial wszystkich syntetycznych allosterycznych
receptorow molekularnych na trzy grupy (rysunek 6).

Pierwsza grupg stanowia otwartotancuchowe podandy, tworzace pod wplywem
czynnika allosterycznego wneki analogiczne do eteréw koronowych, druga grupg stanowia
systemy tworzace na skutek preorganizacji ligandy o budowie zdolnej do kompleksowania
molekut go$cia (substratu), trzecia grupe stanowia kaliksareny oraz pseudokaliksareny
posiadajace w gornym i dolnym fragmencie podstawniki swojej czasteczki podstawniki

zdolne do kompleksowania czynnika allosterycznego oraz molekuty goscia.
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Syntetyczne receptory molekularne znalazly szerokie zastosowanie w procesach

katalitycznych, analityce chemicznej i medycznej oraz w badaniach biochemicznych [4].

111 c J

Rysunek 6.
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Tabela 1. Syntetyczny allosteryczny receptor molekularny

L.p | Syntetyczny  allosteryczny  receptor | Allosteryczny | Czasteczka | Literatura
molekularny (fragment receptora | effektor goscia
zdolnego do kompleksowania czasteczki
goscia po utworzeniu kompleksu z
allosterycznym efektorem)
1 Cu” Li, 7-9
Na*,
K+
2 B* Na’, 10
K—+
3 Cu2+, Li", 11,12
Zn2+, Na*,
Ni2+ K7,
Rb*
4 Rb* D-aldosy 13
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5 Zn* 14
NH
| 2
N Q N SO,
W uY L
N(CH,),
6 NaH,PO,, Fruktoza 15
o O NazHPO4
Z IR ) B(OH),
N
NF |
\ N B(OH),
)
0
7 Li*, diaminy, 16
Na®, bipyrydyl
ﬁo/\ oMe MeO (\ 0/1 +
o o o o ° K
[0 Oj—@\(,/\/ N 2 \/\OD_(O Oj
Lo Lo
Podzigkowania:

Praca naukowa finansowana ze srodkéw na nauke w latach 2006-2008 jako projekt badawczy

rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial 4

Rezorcynoareny jako receptory molekularne

Mariusz Urbaniak, Waldemar Iwanek
Akademia Swigtokrzyska, Instytut Chemii, Checinska 5, 25020 Kielce

1. Wstep

Zapotrzebowanie na specyficzne receptory molekularne staje si¢ wyzwaniem naszych
czasOw. Ich dzialanie opiera si¢ na tworzeniu komplekséw supramolekularnych,
z wykorzystaniem catej gamy réznorodnych oddziatywan migdzyczasteczkowych. Trwaja
wigc intensywne poszukiwania nowych, efektywnych receptorow o selektywnym
roznicowaniu, ktore bgda odgrywaé coraz wigksza rol¢ w najblizszej przysztos$ci poprzez
narastajace zapotrzebowanie na enancjomerycznie czyste $rodki farmakologiczne, pestycydy,
srodki spozywcze czy tez wreszcie markery nowotworowe. W wielu przypadkach konstruuje
si¢ selektywne receptory wykorzystujace obecno$¢ wneki w strukturze jakiej§ czasteczki.
Najczesciej wykorzystywana obecnie klasa zwiazkéw do tego celu sa cyklodekstryny i jej
pochodne.

W ostatnich latach obserwujemy niezmiernie szybki rozwo6j badan nad czasteczkami,
ktore posiadaja wneki w swojej strukturze, mogace mimetowaé uktady biologiczne, Jedna
z klas czasteczek o odpowiednich wlasciwosciach jest klasa czasteczek policyklicznych
o wzglednie duzym rozmiarze — kaliks[n]areny. W$rdd nich na szczegdlng uwagg zastuguja
kaliks[4]rezorcynoareny, zwane dalej rezorcynoarenami, o budowie wngkowej, ktérych
geometria zalezy od struktury molekularnej, a $ciany i obrzeza tych wngk zawieraja miejsca
oddziatujace, stuzace do wiazania substratu. Dostgpnos¢ tak wielu miejsc reaktywnych czyni
z tej czasteczki dogodna platforme do syntezy wielu nowych typow rezorcynoarendw, ktore
mozna wykorzysta¢ do syntezy specyficznych receptoréw.

Przedstawiony ponizej przeglad mozliwosci kompleksotworczych rezorcynoarenu
ijego pochodnych nie zawiera takich jego pochodnych jak kawitandy, karkapleksy czy tez

receptory hybrydowy =z doczepionymi do platformy rezorcynoarenowej takimi
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makrocyklicznymi czasteczkami, jak np. cyklodekstryny, kaliks[4]areny. Zgromadzony
obecnie materiat literaturowy na ten temat jest juz tak obszerny, ze moze by¢ przedmiotem

osobnej pracy przegladowe;.

2. Budowa molekularna rezorcynoarenéw

Pierwsze prace nad zwigzkami syntezowanymi z aldehydéw i fenoli, podzniej
nazwanych kaliksarenami, sa bardzo wczesne. W 1872 roku Adolf von Bayer uzy! rezorcyny
do reakcji z benzaldehydem i otrzymat bezbarwny krystaliczny produkt. Nie zainteresowat si¢
nim jednak, poniewaz prowadzil badania nad barwnikami. Dopiero w 1940 roku Niederl
i Vogel [1] syntezujac zwiazki z rezorcyny i aldehydow: octowego, propionowego oraz
izowalerianowego, na podstawie ich mas molowych stwierdzili, Zze otrzymali tetrameryczne
produkty o cyklicznej budowie 1 (Rysunek 1). Strukturg tg ostatecznie potwierdzit Erdtman
poprzez rentgenowska analiz¢ krystalograficznag w 1968 roku.

Rysunek 1

gorna obrgcz

Ho OHHO Gy HO,OH
HO NS /@ OH .
LY =
il |
R

R4

dolna obrecz

Zalecana przez IUPAC nazwa zwiazku 1 (Ri-lancuch alifatyczny) jest
skomplikowana; 2,8,14,20-tetraalkilopentacyklo[19.3.1.1*7.1%3 1'%V oktakoza-
1(25),3,5,7(28),9,11,13(27), 15,17,19(26),21,23-dodekano-4,6,10,12,16,18,22,24-oktole.
Przez analogie do zwiazkow, ktore Gutsche i Bohmer sklasyfikowali jako kaliksareny,
nazwano je kaliksrezorc[4]arenami lub pro$ciej rezorcynoarenami. Inne nazwy, jak zwiazki
Hogberga lub proste oktole, sa takze spotykane w literaturze [2]. Ze wzgledu na duze
podobienstwo strukturalne, w pracy tej omawiane bgda takze wlasciwosci pirogaloarenow 2

i ich pochodnych.
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Nieplanarna budowa rezorcynoarenow powoduje, ze moga one wystgpowaé w kilku
r6znych izomerycznych formach. Ich stereochemia jest ogdlnie definiowana jako kombinacja
nastepujacych stereochemicznych elementow[3]:

1) Konformacja makrocyklicznych obrgczy moze przyjmowac¢ pigé ekstremalnych,
symetrycznych potozen: konformacji koronowej (Ca ), 10dkowej (C,,), krzestowej (Can),
diamentowej (C;) i siodlowej (D24) (Rysunek 2) [4].

Rysunek 2

OHH HO OH
HOHOI\I % o OH
s

i
R, Ra

korona (Cy4y)

OH

3‘%

Ra

diament ( S) siodto (Do)

Py

2) Relatywna konfiguracja podstawnikow R przy mostku metylenowym daje nastgpujace
ulozenia: cis-cis-cis (ccc), cis-cis-trans (cct), cis-trans-trans (ctt) i trans-cis-trans (tct)
(Rysunek 3).

Rysunek 3
R R R R R R
| I I | |
R R R | V |
I I R

| | |
R R R

cce cct ctt tet

3) Indywidualna konfiguracja podstawnikow przy mostku metylenowym, ktore

w konformacjach makrocykli z symetria C moga by¢ aksjalne lub ekwatorialne.

Kombinacja tych stereochemicznych elementéw daje ogromna liczbg mozliwych

stereoizomerow. Jednak w warunkach homogenicznej kondensacji kwasowej, stosunek
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produktéw w stanie rownowagi $wiadczy o termodynamicznej stabilno$ci réznych izomerow,
poniewaz reakcja kondensacji jest odwracalna w tym S$rodowisku. Ostateczny udziat
poszczegdlnych izomerow w uzyskanym produkcie zalezy od wielkosci podstawnika R,

rodzaju rozpuszczalnika i temperatury.

Niezwykle istotny jest wplyw wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowego na
stabilnoé¢ roznych konformerow w rezorcynoarenie 1. Wewnatrzczasteczkowe wigzania
wodorowe moga tworzy¢é si¢ pomigdzy sasiednimi grupami OH  pierScieni
rezorcynoarenowych. Catkowita sie¢ wigzan wodorowych sktada si¢ z czterech niezaleznych
od siebie podsystemoéw mogacych ulozy¢ si¢ na 81 (3*) roznych sposoboéw ulozenia wiazania
wodorowego lub jego braku. Gdy wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe brane sa pod
uwage w obliczeniach, stabilnos¢ konformerow rezorcynoarenu 1 znacznie wzrasta.
Najtrwalsze sa konformery ztozone z czterech wigzan wodorowych. Obliczenia wykonane
metodami kwantowo-mechanicznymi dla konformeréw koronowych rezorcynoarenu 1
rozniacych si¢ ulozeniem wigzan wodorowych wskazuja, ze konformacja koronowa jest
najstabilniejszym konformerem rezorcynoarenu 1, jesli ma kotowy, jednokierunkowy system
wigzan wodorowych i symetrie C,. W tej konformacji kazda z rezorcynoarenowych
podjednostek jest jednocze$nie donorem jak i akceptorem wodoru. Te kooperatywne wigzania
wodorowe stabilizuja konformer, ale wprowadzaja takze pewne naprezenie w szkielecie
czasteczki.. Obliczenia metoda ab initio wskazuja, ze podczas nieobecnosci
wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych konformacja 6dkowa rezorcynoarenu 1 jest

najstabilniejsza [5] — rysunek 4..

Rysunek 4
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3. Wlasciwos$ci kompleksujace rezorcynoarenéw oraz ich pochodnych

Mozliwos¢ przyjmowania réznych konformacji, mostkowania grup hydroksylowych
lub grup dolnej obregczy oraz tatwosé wprowadzania grup funkcyjnych do gornej obregczy
sprawia, ze trudno wskaza¢ wspdlne wlasciwosci kompleksujace dla wszystkich pochodnych
rezorcynoarenéw. Kazdy z tych zwiazkéw wykazuje indywidualne powinowactwo do
roznych czasteczek, a reaktywno$¢ jest najczgsciej wypadkowa kilku roéznych cech
strukturalnych. Przy pomocy modeli CPK, obliczen metodami mechaniki kwantowej oraz
obserwacji do$wiadczalnych mozna jednak wyszczego6lni¢ najczgstsze miejsca oddziatywan
r6znych pochodnych rezorcynoarenow. Sa to:
e centrum wngki utworzonej z aromatycznych pierscieni i grup funkcyjnych izomeréw

koronowego i todkowego;

¢ wngka hydrofobowa utworzona z grup funkcyjnych R, przy dolnej obreczy;
e zewngtrzna powierzchnia grup funkcyjnych gornej lub dolnej obreczy

e zewngtrzna powierzchnia aromatycznego szkieletu rezorcynoarenow;

e duza wneka tworzona np. przez heksamery rezorcynoarenowe i pirogaloarenowe.

3.1. Kompleksowanie kationéw

W $rodowisku zasadowym nastgpuje  deprotonowanie fenolowych  grup
hydroksylowych rezorcynoarenéw [6]. Pierwsze cztery protony sa bardziej kwasowe niz
pozostale. W roztworze NaOD, izomer koronowy 1 (R, = CHzs) jest obecny wytacznie jako
tetrafenolan 3. Miareczkowanie potencjometryczne wykazato, ze warto§¢ pK, dla pierwszych
czterech protondéw jest nizsza o dwie jednostki od pK, rezorcyny, podczas gdy pozostate
cztery protony nie moga by¢ usunigte nawet w obecnosci zasady, jaka jest NaOCHj.
Stabilnos¢ tetrafenolanu 3 jest rezultatem idealnego geometrycznego dopasowania uktadu

wigzania wodorowego O---H:--O oraz delokalizacji tadunku ujemnego.

Tetrafenolan 3 wiaze kationy trialkiloamoniowe z bardzo wysoka stata tworzenia (K =
3x10*M™" w 0.5 N NaOD), przewyzszajaca odpowiednie state w uktadach biologicznych. Sita

wigzania jest tylko umiarkowanie zalezna od sily jonowej oraz od polarnoéci rozpuszczalnika
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lecz silnie maleje wraz z wydhluzaniem si¢ grup alkilowych (Tabela 1). Kompleksowanie
kationow trialkiloamoniowych zalezy gléwnie od oddziatywan elektrostatycznych pomigdzy
dodatnim tadunkiem na atomie azotu a ujemnym tadunkiem tetrafenolanu 3,
zdelokalizowanym na obrzezach gornej obrgczy oraz od mozliwosci dopasowania kationu do
wneki tetrafenolanu 3. Mann [7] jako pierwszy otrzymat takie kompleksy tetrafenolanu 3
w stanie  krystalicznym.  Struktura rentgenograficzna  kompleksow z  kationami
alkiloamoniowymi (Et;HN*, n-Pr,H,N", n-Bu,H,N") potwierdzita, ze tetrafenolan 3 przyjmuje
prawie idealna konformacj¢ koronowa (Cs4) 1 tworzy kompleksy o stechiometrii 1:1.
Niewielkie odchylenia od tej symetrii spowodowane sg przez czasteczki rozpuszczalnika

obecne w sieci krystaliczne;.

Tabela 1 State kompleksowania K dla réznych

Rysunek 5 trialkiloamoniowych pochodnych z 3.
R K (M)
R
R // R
N®
| CHs (n=0) 29000 + 6000
(CHy)

Q (S} CoHs (n=1) 3500 + 400
CsHr (n=2) 32+5
' CaHo (n = 3) <2

Bifunkcyjne zwigzki amoniowe typu Me;'N(CH,).N"Me; moga tworzy¢, przy

odpowiednim nadmiarze tetrafenolanu, kompleksy o stechiometrii 2:1 tetrafenolan 3 : diamina
(Rysunek 6). Dla takich kompleksow stala tworzenia nie zalezy od liczby grup CH»

dzielacych dwie czg$ci amoniowe [48].

Rysunek 6

Badano takze wlasciwo$ci kompleksujace utworzonej poprzez wigzania kowalencyjne
birezorcynoarenowej wneki 4 (R; = H, R, = n-C¢Hy3). Analiza widm 'H NMR wskazuje, ze

dimer ten jest czasteczka ,elastyczna” i nie zachodza w nim wzajemne oddziatywania
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pomigdzy dwoma wngkami rezorcynoarenowymi w roztworze. Dla poréwnania
przeprowadzono takze badania wlasciwos$ci kompleksujacych rezorcynoarenu 5 (R, = H, R, =

n-CgHj3), ktory jest monomerem birezorcynoarenu 4.

HO OH

Ri |4
5
a Ri=H,R; = n-CeHis

a Ry =H, R; = n-C¢H1s

Analiza przesunie¢ sygnatéw na widmach 'H-NMR dla jonu 4-tert-butylo-N-
metylopirydynowego z rezorcynoarenum 5 wskazuje na jego silne kompleksowanie we wnece
rezorcynoarenu (K = 580 M), spowodowane oddziatywaniem typu kation N-metylowy -
uktad m-elektronowy. Sugerowatoby to mozliwos¢ oddzielnego kompleksowania przez wngki
rezorcynoarenowe w dimerze 4. Jednak pomiary metoda Joba wskazuja, ze tworzy si¢
kompleks o stechiometrii 1:1. Co wigcej, dla takiego kompleksu obserwuje si¢ znaczne
przesuniecia sygnatéw wszystkich protonéw pochodnej 4 na widmach '"H-NMR. Wskazuje to

na horyzontalne utozenie czasteczki goscia we wnece (Rysunek 7).

Rysunek 7

Powinowactwo tetrafenolanu 3 do kationow metyloamoniowych jest interesujace
w przypadku acetylocholiny 6. Wigzanie i hydroliza tego neuroprzekaznika w synapsach jest
waznym etapem w przekazywaniu sygnatow nerwowych. Nieenzymatyczna hydroliza
acetylocholiny jest silnie przyspieszana przez dodatnio natadowany podstawnik amoniowy -

Rysunek 8.
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Rysunek 8

0 OH OH
?)I\CHS o e CHs ?+CH3
(|)H2 H2C|3 Oj HzCIZ o®
CH, H,C H,C

Ho—NS CH, H3C—lll®—CH3 HSC_Z,Le_CH3
C|3H3 ICH3

6 Stan przejsciowy dla hydrolizy e
acetylocholiny 6 stabilizowany

poprzez sasiednia grupe RN,
Stan przejsciowy dla hydrolizy acetylocholiny 6

jest destabilizowany poniewaz kation RN" jest

neutralizowany przez tetrafenolan 3.

W obecno$ci tetrafenolanu 3 wydajno$¢ hydrolizy acetylocholiny zmniejsza sig
dziesigciokrotnie. Efekt ten jest przypisywany silnemu powinowactwu tetrafenolanu 3 do
dodatnio natadowanego podstawnika amoniowego (K, dla acetylocholiny w 0.5 N NaOD
wynosi 50000 M), co w rezultacie powoduje efekt jej dezaktywacji (Rysunek 8). Réwniez
kation N-alkilopirydyniowy jest kompleksowany przez tetrafenolan 3 z podobna stala
asocjacji. Rezultatem takiego oddzialywania jest silne wygaszanie pomaranczowej
fluorescencji tego pirydynowego barwnika. Po dodaniu acetylocholiny do roztworu
kompleksu 3-(N-alkilopirydyna) jego fluorescencja jest regenerowana. Nie obserwuje sig
takiego zachowania dla Zadnego innego neuroprzekaznika i cecha ta moze by¢ stosowana
jako optyczna metoda wykrywania acetylocholiny.

Rezorcynoaren 1 moze oddziatywaé takze w inny sposéb =z kationami
alkiloamoniowymi [8]. Struktura krystalograficzna kompleksu formowanego pomigdzy
dwiema czasteczkami rezorcynoarenu 1, jonem tetractyloamoniowym oraz czasteczkami
rozpuszczalnika przedstawia Rysunek 9. Czasteczki rezorcynoarenu 1 w konformacji
koronowej z wewnatrzczasteczkowymi wigzaniami wodorowymi pomigdzy sasiednimi
grupami hydroksylowymi sa wzgledem siebie w pozycji "glowa do glowy". Kation Et,N*
ulokowany jest w centrum symetrii, a osiem czasteczek wody, lezacych w plaszczyznie
lustrzanej taczy wiazaniami wodorowymi dwie hydroksylowe grupy dwoch naprzeciwleglych
rezorcynoarenéw. Ulozenie kationu we wngce maksymalnie sprzyja oddzialywaniom n-
elektronowym pomigdzy czterema grupami etylowymi kationu a pier§cieniami

aromatycznymi 1. Wyniki te potwierdzaja takze widma NMR.
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Rysunek 9
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Struktura krystalograficzna 1-Et;N*-1-8H,O-2EtOH, Widok z géry na kompleks, pokazujacy utozenie Et;N*

linie przerywane oznaczaja wiagzania wodorowe. w supramolekularnej wnece.

Mozna otrzymaé takze analogiczne dimery rezorcynoarendw zawierajace kationy
1 bedace heterokompleksami. Krystalizacja 1 (R, = C,Hs) z 10-krotnym nadmiarem Et;NHBr
w wodnym roztworze EtOH powoduje powstanie szeSciennych krysztalow, nietrwatych poza
roztworem, dla ktérych mozna jednak wykona¢ badania rentgenograficzne [9]. W stanie
krystalicznym dimer rezorcynoarenu 1, potaczony wigzaniami wodorowymi z 10
czasteczkami wody tworzy kompleks z Et;N*-H:-OH,, podczas gdy anion bromkowy jest na
zewnatrz wneki (rysunek 10).

Rysunek 10
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Podobne dimeryczne kapsuly, w ktorych woda jest integralna czgscia tych kapsut
zarbwno w stanie stalym jak i rozpuszczalnikach nasyconych woda, tworzy takze

pirogaloaren 2 (R, = C;H;). Dwie czasteczki pirogaloarenu 2 (R, = CsH;) o symetrii Cyy
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formuja centrosymetryczny dimer polaczony siecia wigzan wodorowych z 16 czasteczkami
wody (Rysunek 11). We wngce tak utworzonego dimeru kompleksowane sa cztery czasteczki
acetonitrylu. Dwie z czasteczek acetonitrylu oddzialuja z pierScieniami aromatycznymi
poprzez oddziatywaniami typu CH-m. Ulozenie dwodch pozostalych wskazuje na
oddzialywanie typu dipol-dipol, a odleglosci pomigdzy atomami azotu w acetonitrylu
a atomami tlenami wskazuja na powstawanie wigzan wodorowych pomigdzy czasteczkami

go$ci a wneka gospodarza.

Rysunek 11

Dodanie kationu tetrametyloamoniowego (R; = C3H;) do roztworu pirogaloarenu 2
powoduje powstawanie kinetycznie stabilniejszego dimerycznego kompleksu o stechiometrii
1:2. Sygnaty grup metylowych go$cia przesunigte sa o 3.8 ppm, co wskazuje na silne
ekranowanie protonow soli amoniowej przez wngki rezorcynoarenowe formujacej sig
dimerycznej kapsuty [48, 10].

Dimeryczne kapsuly pirogaloarenowe moga tworzy¢ takze inne kompleksy. Dodatek
kationu tropyliowego C;H;" do roztworu pirogaloarenu 2 (R, = C;H;) w metanolu lub
acetonitrylu powoduje intensywne czerwone zabarwienie wskazujace na oddziatywanie CT
jonu tropyliowego z bogatym w elektrony pier§cieniami pirogalowymi. Przy stosunku st¢zen
gospodarz/go$¢ wigkszym niz 2 na widmie NMR wida¢ sygnaly odpowiadajace zar6wno
czasteczkom pirogaloarenu tworzacego dimer jak i wolnych czasteczek pirogaloarenu,
natomiast przy stosunku stezen gospodarz/go$¢ rownym 2 widaé tylko sygnaty pochodzace od
kompleksu. Z integracji sygnalow protonowych wynika, ze dwie czasteczki pirogaloarenu
kompleksuja jedna czasteczke jonu tropyliowego. Powolna wymiana czasteczki goscia i duze
przesuniecie sygnatow (4.3 ppm) sa typowe dla takich dimerycznych kapsul. Dalsze
dodawanie soli powoduje, ze przy jej czterokrotnym nadmiarze w stosunku do pirogaloarenu
sygnaly odpowiadajace dimerowi zanikaja. Interesujace jest to, ze nie obserwuje si¢ sygnatow
nie kompleksowanych jondéw tropyliowych gdy stosunek stezen gospodarz/gosé jest mniejszy

niz 2. Wskazuje to na powstawanie takze kompleksu o skladzie 1:1 pomigdzy jonem
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tropyliowym a pirogaloarenem z szybsza wymiang sktadnikdéw, co potwierdzaja takze widma
ESI MS. Dla bardziej lipofilowego pirogaloarenu 2 (R; = C;Hx») w CDCl; nie
zaobserwowano zmiany barwy ani zmian na widmie NMR pod wptywem dodawanego jonu
tropyliowego. Dodatek metanolu (20%) powoduje zabarwienie si¢ roztworu oraz
odpowiednie zmiany na widmach NMR, co §wiadczy, ze w tego typu kompleksach pomigdzy
pirogaloarenami 2 (R; = C;H; lub C,Hx) a jonami tropyliowymi, czasteczki metanolu lub
wody pelnig rolg¢ tacznika pomigdzy dwoma czaszami pirogaloarenowymi. Taka budowe
dimerycznego kompleksu obserwuje si¢ zardwno w roztworze jak i w stanie statym.
Interesujace, ze rezorcynoaren 1 (R; = CH; lub C,Hs) w tych warunkach nie tworzy
kinetycznie stabilnych kompleksow z kationem tropyliowym. Widocznie wigksza
n-zasadowo$§¢ 1 rozszerzona sie¢ wigzan wodorowych znacznie utatwia pirogaloarenom
formowanie dimerycznych kapsut w polarnych rozpuszczalnikach [48].

Rezorcynoareny w konformacji todkowej o symetrii C,, takze moga tworzy¢
dimeryczne kompleksy z kationami amoniowymi. Dwie czasteczki tetraestrow 7 lub 8
w konformacji todkowej potaczone za pomoca wiazan wodorowych z czterema anionami

chlorkowymi tworza dimer [11].

a R;=CH,; R;=p-Tol
b R;=CHs R; = p-CIPh
¢ Ri=CHs; R =p-Mes
d Ri=CsHiy, Rz=p-Tol
e R;=C;iH;, R;=p-Tol
p-Tol _Q_CH3
p-CIPh _Q_CI
CHj3
Mes CHj
CH3

Utworzona w ten sposob wneka kompleksuje dwa kationy trietyloamoniowe dzigki
oddziatywaniom elektrostatycznym i wigzaniom wodorowym typu N-H--Cl () [12].
Konformacja t6dkowa determinuje rozmiar dimerycznej wneki, podczas gdy elektrostatyczne
oddzialywania i wiazania wodorowe sa odpowiednie do kompleksowania dwoch kationow
trietyloamoniowych. Rozni to te wneki od wigkszosci znanych kapsut molekularnych,
w wypelnianie pustych przestrzeni wewngtrznych jest najczgstsza przyczyna kapsutowania

gos$ci a same oddzialywania gos$¢ - gospodarz sa stosunkowo stabe.
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Dimer (C,H;s);NH'[2 (C,Hs);NHc(7-4Cl") tworzacy si¢ poprzez wiazania wodorowe.
a) widok z gory, jedna czasteczka 7 zostata pominigta dla jasnosci rysunku.

b) widok z boku: fragmenty tosylowe i atomy wegla kapsutowanego kationu pominigto.

Sterowane czasteczka gosécia formowanie dimeréw obserwuje si¢ takze w przypadku
oddziatywan selektywnie zfunkcjonalizowanego rezorcynoarenu 8 z kationem tropyliowym
C;H;". Przy nadmiarze rezorcynoarenu 8 tworza si¢ kompleksy typu [8-C;H;"-8]X. Dla
porownywalnych stezeniach substratéw powstaje kompleks o stechiometrii 1:1. Podobnie jak
w przypadku kompleksow rezorcynoarenu 1 z kationem tetraetyloamoniowym nie obserwuje
si¢ powstawania dimeréw 8 po dodaniu benzenu lub toluenu pomimo, ze ksztalt tych
czasteczek odpowiada wewngtrznej "przestrzeni” dimeru. Wskazuje to na wagg oddzialywan
typu m-elektronowych w formowaniu kapsut ,olekularnych. Kapsulacja czasteczki goscia jest
zazwyczaj niezbedna do dimeryzacji, poniewaz pusta lub niekompletnie zapelniona wnegka
jest termodynamicznie mniej stabilna. W tych przypadkach, zarowno samo oddziatywanie
typu gos¢ - gospodarz, jak rowniez oddziatywania pomigdzy dwiema komplementarnymi
czasteczkami gospodarzy nie sa wystarczajace do tworzenia dimerow. Kooperatywne
oddziatywanie obu czynnikow prowadzi do formowania kompleksu typu 1:2

g0$¢ - gospodarz.

X X = (BFy, PFs)
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Chloroformowe roztwory rezorcynoaren 8, podobnie jak pirogaloaren 2 (R, = C;Hy),
nabieraja intensywnej barwy pomaranczowej pod wpltywem soli tropyliowej, co sugeruje
tworzenie si¢ kompleksu typu CT. Badania NMR wskazuja natomiast, ze kompleksy 8
z C;H;" powstaja poprzez silne wiazania wodorowe [13].

Wyjasnia to struktura krystaliczna kompleksu [8c-C;H;"8¢]PFs. Dwie czasteczki
rezorcynoarenu 8¢, poprzez osiem migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych C=0--H-O
tworza dimer, we wngce ktorego znajduje si¢ czasteczka goscia. PierScien kationu
tropyliowego utozony jest we wngce roéwnolegle do jednego z nie podstawionych pierScieni
rezorcynowych w odlegtosci 3.57 A, ktora odpowiada typowym odlegtosciom
w kompleksach CT. Natomiast odlegtosci pomiedzy ptaszczyznami pozostatych pierscieni
rezorcynoarenowych a wszystkimi atomami kationu C;H;" sa odpowiednie do formowania
wigzan typu CH-m. Mozliwe jest takze tworzenie stabilnych heteroasocjatow, np.
[8a-C;H;"-8b]PFs-. W literaturze opisano takze pochodne rezorcynoarenéw majace miejsca
aktywne o wlasciwosciach utleniajaco redukujacych. Prosta metode funkcjonalizowania grup
hydroksylowych  pierécieni  rezorcynowych w  rezorcynoarenach  grupami -C
(O)(CsH4)M(CsHs) gdzie (M = Fe, Ru) zostala opracowana przez Beer'a [14, 15, 16]. Warto
zauwazy¢ obecnos¢ w czasteczce 9 wiazacych miejsc, jakimi sa etery koronowe, ktore sa
zarazem zasadami Lewisa. Widma NMR wskazuja, ze rezorcynoaren 9 moze tworzy¢
w roztworze kompleksy np. z dikationami pochodnych dipirydylopirazyny. Kompleksy takie
tworza si¢ poprzez wigzania wodorowe pomigdzy protonami -NCH,- a atomami tlenu

odpowiedniej jednostki eteru koronowego (Rysunek 13) [17].

Rysunek 12

9'C|2H10N22+ C12H10N22+'2PF6
a R =C(O)(n*-CsHa)Fe(n>-CsHs)

Kompleksowanie przez pochodne rezorcynoarenu kationow metali obserwowane byto
w szeregu roznych pracach. Rezorcynoaren 1 (R; = C;H) selektywnie ekstrahuje cez
z mieszaniny jonéw metali alkalicznych. Gdy jonizacji ESI poddawany byt pirogaloaren 2

wykazywal on takze duza preferencje do cezu. Selektywnos¢ ta obserwuje si¢ takze dla
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dimerycznego kompleksu skladajacego si¢ z dwodch czasteczek rezorcynoarenow 1 (R, =
CiH) i kationu Cs*, ktérego rozmiary bardzo dobrze pasuja do wnek tworzonych przez
dimery rezorcynoarenu. Monomer pirogaloaren 2 (R; = C;H) przejawia podobne
wlasciwosci podobne wiasciwosci kompleksujace jak opisane powyzej, jednak jego dimer
chetniej kompleksuje mniejsze alkaliczne jony metali [17].

Wiasciwosci kompleksowania jonéw metali badano metoda kinetyczna, obserwujac
dysocjacje kompleksow heterodimerow rezorcynoarendow 1 i 2 z kationami pierwszej grupy
uktadu okresowego w chloroformie [18]. Heterodimery te dysocjuja, wspotzawodniczac
o jon metalu, co na widmach ESI-MS przejawia si¢ r6zna abundancja obu fragmentdw.
Pozwala to oceni¢ relatywna stabilno$¢ monomerycznych fragmentow. Z pomiaro6w wynika,
ze kationy Li* i Na' sg czute na wigksza liczbe¢ grup OH w rezorcynoarenie, podczas gdy
pozostate jony metali alkalicznych nie. Nasuwa to wniosek, ze mozliwe sa dwa rozne
mechanizmy kompleksowania. Obliczenia przy uzyciu modelu pola sitowego Mercka
wskazuja, ze lit i s6d zajmuja pozycje¢ blisko grup hydroksylowych i zachowuja sig jak donory
elektronow (kompensuja duza gesto$¢ tadunku na powierzchni: Li* - 15.2x10" C nm?, Na* -

9.3x10" C nm?). Nie mozna jednak jednoznacznie stwierdzi¢ czy jony te polozone sa
wewnatrz czy na zewnatrz symetrycznej, stabilizowanej przez wiazania wodorowe wneki.
W przeciwienstwie do nich potas, rubid i cez dobrze pasuja do wngki rezorcynoarenu. Maja
one wigksza polarozywalno$¢ niz lit i sod i dlatego nie preferuja tlenu jako donora.
Dodatkowo gestos¢ tadunku na powierzchni tych metali alkalicznych jest nizsza i jest

kompensowana poprzez oddziatywania typu 7 z pier§cieniami aromatycznymi.

Rysunek 13

Podobne badania przeprowadzono dla kompleksow rezorcynoarenu 10 (R, = H)
z jonami metali pierwszej grupy uktadu okresowego w roztworach wodno-acetonitrylowych.
Widma ESI-MS wskazuja, ze sita tych oddzialywan ro$nie wraz ze wzrostem wielkosci
kompleksowanego kationu. Najtrwalsze kompleksy powstaja, podobnie jak poprzednio,
z kationem cezu, ktory jest okoto 70 razy lepiej kompleksowany przez rezorcynoaren 10 niz

najstabiej kompleksowany jon litu.
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a R=H,n=1,2i3

[ R1 = CHQC(O)OCH(CH3)2

Obliczenia kwantowomechaniczne wykonane za pomoca metody MNDO wykazaty,
ze kompleks 10 z kationem potasu i sodu stabilizuje konformer koronowy 10, ktérego wneka
dobrze odpowiada rozmiarom kationow. Kompleks z litem stabilizuj¢ natomiast konformacje
todkowa 10 (Rysunek 14). W polarnym, wodno - acetonitrylowym roztworze, przy braku
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych konformacja todkowa jest najtrwalsza dla
rezorcynoarenu 10, ktorej wneka jest odpowiednia dla mniejszych kationow. Wigksze kationy
wymuszaja zmiang konformacji stabilizujac bardziej trwala konformacje koronowa. Rozne
konformery rezorcynoarenu 10 sa tu przyktadem czasteczek chetnie kompleksujacych kationy
metali [19].

Rysunek 14

konformacja todkowa dla Li konformacje koronowe dla K*

Z badan NMR wynika, ze rezorcynoaren 10 (R; = C;Hs) z kationami Ga** tworzy
kompleks o -stechiometrii 1:1 poprzez oddziatywanie kationu z gbérna obrgcza
rezorcynoarenu. Sygnaly przypisywane grupom dolnej obrgczy nie wykazuja zadnego
przesunigcia, co wskazuje, ze alkilowe podstawniki nie oddziatuja z tym kationem. Nadmiar
chlorku galu (IIT)-GaCl; powoduje na widmach "H-NMR powstawanie nowych sygnatow
przypisywanych kompleksowi konformeru diamentowego 10 z Ga**. Potwierdza to rowniez
fakt, ze dodanie do takiej mieszaniny metanolu powoduje wytracenie si¢ z roztworu
rezorcynoarenu 10. Analiza metoda chromatografii cienkowarstwowej TLC utworzonego w

ten sposob osadu pokazuje obecnos$¢ zarowno konformeru koronowego jak i diamentowego
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rezorcynoarenu 10 (w stosunku 3:1). Analogicznie, miareczkowanie GaCl; konformeru
diamentowego 10 powoduje interkonwersj¢ do konformeru koronowego rezorcynoarenu 10.
Podobne przemiany konformacyjne rezorcynoarenu 10 (R, = CH,C(O)OCH(CHs;),)
zaobserwowano pod wplywem chlorku zelaza (III)-FeCly-H,O. Interesujace, ze skiad
kompleksu rezorcynoaren 10: FeCl;H.O wyznaczony metoda Joba okreslono na 1:2.
Wskazuje to, ze rezorcynoaren 10 oprocz miejsca oddzialywania z kationem umiejscowionym
w gornej obreczy ma jeszcze drugie miejsce wiazace, utworzone z grup karboksylowych
dolnej obrgczy. Badano takze wiasciwosci kompleksotwdrcze bardziej sztywnych
rezorcynoarendow 11, w ktédrych dwa mostki dolnej obrgczy wymuszaja konformacije
zamrozonej t6dki o symetrii C,,. Widma NMR dla miareczkowania pochodnej 11 (n = 2) za
pomoca GaCl; w deuterowanym chloroformie wskazuja, 7ze miejsce oddziatywan jest
ulokowane pomigdzy grupami metoksylowymi dwoch czasteczek rezorcynoarenow, co
potwierdzaja takze widma FAB-MS.

Ekstrakcja i transport kationéw za posrednictwem wielofunkcyjnych rezorcynoarenéw
byly badane pod katem przydatno$ci tych receptoréw w separacji kationow. Metoda
ekstrakcji pikrynianéw opisana przez Crama i Chandlera [20] badano kompleksowanie
rezorcynoarenéw 12a-f z réznymi kationami metali w chloroformie. Tabela 2 przedstawia
logarytmy statych kompleksowania K dla tych rezorcynoarendéw. Porownanie statych dla
kompleksow rezorcynoarendw 12a-c i 12d-f wskazuje, jak si¢ spodziewano, ze alkilowe

tancuchy maja maly wpltyw na stalg tworzenia komplekséw.

12
R1 = Ci1Hz;, Rz = OCHs

R = Cy1Hzs, R2 = OC(CHs)s
R = Ci1Hzs, Rz = N(CzHs).
Ri = C7His, R = OCHs

R1 = C7His, R2 = OC(CHs)s
R1 = CsHis, R2 = N(CzHs).
Ri=CHs, R. = OH

Q@ ™ 0o o 0 T o
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Tabela 2. Logarytmy stalych kompleksowania [M™] rezorcynoarenéw 12a-f z

kationami metali.

Na* K* Rb* Cs* Agt  Mg¥  Ca* Ba* La**

12a 322 4.01 4.10 4.09 391 4.24 5.48 5.13 6.98
12b  4.24 4.65 4.65 4.53 4.60 4.28 5.57 5.34 6.98
12¢ 525 5.73 5.56 5.50 7.63 5.73 7.74 875 11.11
12d  3.50 4.12 4.07 4.04
12¢ 3.74 4.60 4.57 4.63
126 5.26 5.76 5.64 543

Wartosci %E (procent ekstrakeji) dla estrow 12a 1 12b sa mniejsze niz 2% co dowodzi,
ze zwiazki te maja mate powinowactwo do badanych kationéw. W odroznieniu od nich,
rezorcynoaren z grupami amidowymi w gornej obreczy - 12¢ wykazuje o wiele wigksze
wlasciwosci ekstrakcyjne. Wartos$¢ %E dla 12¢ do badanych kationéw metali jest nastgpujaca:
Na*- 7%; K*- 22%; Rb*- 13%; Cs*- 11%; Ag*- 75%; Mg*'- 2%; Ca®*- 25%; Ba**- 47% i La**-
65%. Sita kompleksowania jonéw metali wzrasta, gdy grupy funkcyjne przy karbonylowych
atomach wegla zmieniaja si¢ od estru metylowego, poprzez ester t-butylowy do amidu.
Oktaamid jest najsilniej kompleksujacym czynnikiem dzigki najwigkszej gestosci
elektronowej na karboksylowych atomach tlenu. Oktaester z-butylowy ma posrednie
wlasciwosci kompleksujace, co jest rezultatem wigkszego przesunigcia gestosci elektronowe;j
od grup t-butylowych niz od metylowych. Zaden kompleks rezorcynoarenu 12 z kationem
metalu nie wykazal wspolczynnika %E wigkszego niz 1, co wskazuje, ze tworza si¢
kompleksy typu 1:1. Takze badania NMR potwierdzaja taka stechiometri¢ dla kompleksu
12¢-Ag*. State kompleksowania sugeruja, ze rozmiar kationdOw nie ma pierwszoplanowego
znaczenia w selektywnoéci ich wiazania. Zrodlem selektywnosci jest tu prawdopodobnie
kombinacja elektrostatycznych oddzialywan potaczona z "twardo-migkkim" charakterem
kation6w metali (zmiana tadunku kationu wraz ze zmiang jego objgtosci). Badania NMR
w roznych temperaturach, prowadzone dla 12a i 12c¢ pokazaly, ze dla wolnych ligandow
w temperaturze pokojowej nastgpuje szybkie ustalenie si¢ rownowagi pomigdzy dwoma
konformacjami t6dkowymi z bariera pseudorotacji rowna 42 kJ mol'. Konformacje todkowa
maja takze ligandy kompleksujace jony srebra. Widma NMR dla kompleksu 12¢-Ag*
pokazuja, ze jon srebra jest symetrycznie kompleksowany (Rys. 15) przez cztery grupy
karbonylowe umieszczone na naprzeciwleglych pierscieniach rezorcynoarenu. Dla
kompleksow z kationem srebrowym bariera pseudoratacji wzrasta, co spowodowane jest
dekompleksacja kationu niezbedna przed pseudoratacja.

Tego typu pochodne znalazly praktyczne zastosowanie do selektywnego oznaczania
i rozdzialu roznych kationow. Impregnowana rezorcynoarenem 12g zywica pozwala oznaczy¢

i rozdzieli¢ kationow toru (IV) i uranu (VI) z roztworach wodnych. Chromatograficznego
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rozdziat katonow dokonuje si¢ dobierajac odpowiednia warto$¢ pH. Tor wykazuje sorpcjg na
zywicy przy pH=3 a uran przy pH=6. Pojemnos¢ takiej zywicy wzgledem kationow Th(IV)
i U(VI) wynosi odpowiednio 0.29 i 0.27x107 mol-g"'. Tak wykonana zywica jest do§¢ trwata
i moze by¢ uzywana bez pogarszania wlasciwosci ponad 10 razy [21].

Et,N Et,N

o NEt: T N, NEtCZ)
Et,N 08_00:/3
.0
o
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Rys. 15. Konformacja kompleksu rezorcynoarenu 12¢ z jonemAg".

W literaturze opisano takze kompleksy aminometylowych rezorcynoarenéw 13
z kationami lantanowcow [22]. Podobnie jak w wigkszo$ci przypadkéw, rezorcynoaren
tworzy z kationami tych metali kompleksy o stechiometrii 1:1 ale zwrocono uwage na
interesujace wlasciwosci fotochemiczne tych kompleksow. W etanolu luminescencja
rezorcynoarenu 13 w kompleksie z kationem Yt** jest silnie wygaszana, co spowodowane jest
efektywnym przeniesieniem energii z czasteczki organicznej na jon lantanowca. Pasmo

luminescencyjne kompleksu pojawia si¢ przy 978 nm, co odpowiada przejsciu *Fs,—>F.

» J

S
HO OH HO OH
Ri f4 Ri 4
13 14
a R1 = CH3 a R1 = CHg
b R1=CGH5
Silniejsza luminescencje przejawia rezorcynoaren 13b (R, = CgHs), zawierajacy

fenylowe podstawniki, co spowodowane jest prawdopodobnie bardziej sztywna strukture
kompleksu oraz zawada steryczna grup fenylowych, uniemozliwiajac czasteczkom wody
dotarcie do wewnetrznej sfery koordynacyjnej kompleksu, co spowodowatoby efektywne
wygaszanie fluorescencje lantanowcow. Ze wzgledu na silng luminescencjg kompleksy takie
moga by¢ potencjalnie zastosowane jako markery luminescencyjne w niezmiernie czutych

diagnostycznych metodach spektroskopii fluorescencyjne;.
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Tiometylenowa pochodna rezorcynoaren 14 takze tworzy kompleksy z roznymi
kationami metali [23]. Konduktometryczne pomiary w acetonitrylu wskazuja, ze pomigdzy
rezorcynoarenem 14 a kationami Ag’, Pb* oraz Cu*® powstaja slabe kompleksy o skiadzie
1:1. Kompleksy o takie samej stechiometrii powstaja takze w metanolu z tym, ze poczatkowo
dla kationow srebra tworzy si¢ kompleks, w ktérym rezorcynoarenu 14 wiaze dwa kationy
Ag". Kompleks o takiej stechiometrii jest jednak nietrwaly i pod wptywem dodawanego
rezorcynoarenu przechodzi w kompleks o skladzie 1:1. Réznice w stechiometrii kompleksu
thumaczy rozna solwatacja kation Ag" w tych rozpuszczalnikach. Kation srebra, ze wzgledu
na swoja konfiguracji elektronowa jest bardzo dobrze solwatowany w acetonitrylu
i oddziatywania z czasteczkami rozpuszczalnika moga by¢ konkurencyjne do oddziatywan
z ligandem. Dla kationow Pb* w metanolu nie obserwuje si¢ zadnych zmian
konduktometrycznych jaki i przesuni¢¢ na widmach NMR.

Rezorcynoareny przebadano takze pod katem mozliwosci wykorzystania ich do
tworzenia kanalow jonowych [24]. Sa to podstawowe urzadzenia molekularne w przyrodzie,
gdzie przeplyw jonéw przez bramki kontrolne typu "wlacz-wylacz" sa podstawa dziatania np.
uktadu nerwowego zwierzat. Naturalne kanaly jonowe wykazuja duza przepustowosci
zachowujac przy tym znaczna selektywno$¢ wzgledem jonow i takie cechy probuje sig¢ nadac

takze sztucznym kanatom jonowym [25, 26].

HO OH ~OMe

15

Gorna obrgcz wneki rezorcynoarenu 15, ma wlasciwosci hydrofilowe natomiast
steroidowe grupy funkcyjne dolnej obrgczy nadaja tej czesci czasteczki wlasciwosci
amfifilowych. Czasteczki rezorcynoarenu 15 przyjmujac wzglgdem siebie pozycjg typu ogon
do ogona (tail-to-tail) uktadaja si¢ w dwuwarstwowa blong posiadajaca transmembranowe
kanaty. Hydrofilowe czgéci grup steroidowych sa ustawiona tak, ze formuja hydrofilowe pory
na centralnej osi pary rezorynocarenowej, podczas gdy hydrofobowe czgsci sa skierowane na
zewnatrz do otaczajacych grup alkilowych sasiednich lipidow.

Kanaty jonowe formowane przez rezorcynoaren 15 charakteryzuja si¢ dlugotrwatym
(2.5-4.5 s) i stabilnym stanem otwartym, ktory pozwala na swobodny przeptyw jonow.
Stosunek czasu trwania tego stanu do czasu trwania stanu zamknigtego uniemozliwiajacego
przeplyw jondw wynosi 95:5. Kanaly jonowe tworzy takze rezorcynoaren 1 (R, = C,7Has)

z dlugim alkilowym podstawnikiem przy dolnej obrgczy, jednak obserwowana jest dla niego
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bardzo szybka zmiana stanu otwartego z zamknigtym a $redni czas otwarcia i droznoS$ci
kanatu jonowego to 35+10 ms. Szybkie ruchu gigtkich alkilowych tancuchow rezorcynoarenu
1 (Ri = CyHss) powoduja prawdopodobnie naprzemian kanal jonowy droznym
i zablokowanym, natomiast w przypadku rezorcynoarenu 15 sztywne steroidowe czgs$ci sa
"zakotwiczone" w membranie prawie catkowicie zapobiegajac blokowaniu kanalu jonowego.
Wysoka stabilno$¢ kanatu jonowego opartego na rezorcynoarenie 15, takze w pordwnaniu do
innych modelowych kanatow jonowych [27] jest takze spowodowana obecnoscia polarnych
grup metoksylowych, ktére utrzymuja grupy steroidowe zwrdcone ku sobie nawzajem
poprzez polarne oddzialywania lub przez kompleksowanie kationéw. Obecno$¢ steroidowych
grup przy dolnej obreczy ma niewielki wptyw na selektywnos¢ typu K*/Na'. Wczesniejsze
badania wskazuja bowiem, ze przez rezorcynoarenowa wneke zarowno kationy sodowe
(r:0.951&) jak 1 potasowe (r:1.331&) moga przechodzi¢ do$¢ swobodnie. Obrgcze
makrocykliczne rezorcynoarenu 15 nie moga wigc petni¢ w tym przypadku roli filtra kanatu
jonowego. Kation Rb" o nieco wigkszym promieniem jonowym (r=1.48 A) blokuje natomiast

taki kanat jonowy uniemozliwiajac przeptyw innych kationow.

’%om e
N>’

Rys. 16. Ulozenie typu "ogon do ogona" dwoch czasteczek rezorcynoarenu 15 dajace

Me
dwuczasteczkowa warstwe membrany z kanatem migdzymembranowym.

3.2. Kompleksowanie anionow

W literaturze mozna znalez¢ zaledwie kilka przyktadow rozpuszczalnych w wodzie
receptorow anionéw na bazie rezorcynoarendw. Anion jest mocniej solwatowany w wodzie
niz kation o poréwnywalnym ksztalcie oraz posiada zrdéznicowana budoweg przestrzenna,
dlatego tez badania nad rozpoznawaniem aniondéw sa o wiele trudniejsze i nie sg tak dalece
zaawansowane jak badania nad rozpoznawaniem kationow.

Wiasciwosci kompleksujace wzgledem aniondéw przebadano dla rezorcynoarenu 16.

Okazato si¢ on uzytecznym ligandem, tworzacym kompleksy z wieloma anionami, co
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potwierdzaja warto§ci wspotczynnik selektywnosci okre§lona metoda potencjometryczna.
Powinowactwo rezorcynoarenu 16 wzgledem anionéw maleje w szeregu: HSO; > C,0, >
Cl' >T >HCO; >F > SO, > HPO4* = SO;* > SCN > NO; > NO, > COs* > $,05> > Ny >
Br > CIOs > VO5; > MnOy. Taki szereg selektywnosci roézni si¢ od konwencjonalnego
szeregu Hofmeistra, co jest raczej rezultatem unikalnego oddziatywania pomi¢dzy jonoforem

a anionem niz energii hydratacji anionow [28].

HO OH

Wyniki te wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania rezorcynoarenu 16 jako selektywnego
jonoforu do ilo$ciowego oznaczania np. jondéw chromianowych CrO4*. Sensor otrzymany na
bazie tego rezorcynoarenu dobrze ,.pracuje” w szerokim zakresie stezen (5.6x10° - 1.0x10™!
M), wykrywalno$¢ progowa wynosi 0.30 ppm a czas odpowiedzi to okoto 13 s. Na
selektywnos¢ rezorcynoarenu 16 wzglgdem anionow nie wptywaja jony interferujace. Sensor
ten moze by¢ wigec uzywany do potencjometrycznego miareczkowania chromianu
w obecnosci Pb(I) 1 mie¢ zastosowanie do oznaczania chromianéw np. w odpadach

galwanicznych.

3.3. Kompleksowanie polarnych czgsteczek organicznych

Obecno$¢ osmiu grup hydroksylowych przy gornej obrgczy rezorcynoarendw sprawia,
ze kompleksuja one chegtnie organiczne czasteczki zawierajace polarne podstawniki. Aoyama
pierwszy zbadal oddzialywania rezorcynoarenu 17 z czasteczkami dioli w apolarnych,
organicznych rozpuszczalnikach. Z przesuni¢¢ sygnalow protonow grup hydroksylowych na
widmach 'H-NMR i IR wynika, ze grupy OH potaczone sa wigzaniami wodorowymi.
Stechiometria 1:4 komplekséw rezorcynoarenu 17 z glicerolem i z H,O sugeruje, ze kazda
taka para grup hydroksylowych formuje osobne miejsce wiazace, zdolne do niezaleznego
oddzialywania z matymi czasteczkami gosci (rysunek 18) [29].

Wszystkie izomery 1,4-cykloheksanodiolu sa mocno kompleksowane przez
rezorcynoaren 17 (K = 10° M w CDCIl; w 25 °C). Entalpia swobodna kompleksowania tych
cykloheksanodioli zostata okreslona na -4.11 kcal mol” i jest dwa razy wigksza niz entalpia
swobodna ~AG  kompleksowania  odpowiednich  cykloheksanoli.  Selektywno$¢
kompleksowania izomeru cis 1,4-cykloheksanodiolu jest osiem razy wigksza niz izomeru

trans [30]. Wynika to z lepszego geometrycznego ulozenia dwoch grup hydroksylowych
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wizomerze cis (jedna ekwatorialna druga aksjalna), co pozwala na dwupunktowe
oddziatywanie z czasteczkg gospodarza. W kompleksie z izomerem trans, aksjalne atomy
wodoru czasteczki goscia oddziatuja z arylowym pierscieniem czasteczki gospodarza, burzac
tym optymalna geometri¢ wigzan. Selektywno$¢ 1,4-cis odgrywa wazna rolg w
kompleksowaniu cukréw [49]. Aldopentoza, D-ryboza 18, wystgpujaca w postaci
sze$cioczlonowych pyranoz lub pigciocztonowych furanoz (Schemat 1) nie jest rozpuszczalna

w czterochlorku wegla (CCly).

Rysunek 16

17 ryboza - 2H,0
a R1 = Ci1Hazs

Schemat 1
560, OOH
4 1
HO 22/ OH HO
HO OH \ cHO / HO OH
o-pyranoza H OH [-pyranoza
21.5% H——OH 58.5%
H——OH
7 CH,OH \
D-ryboza
HOH,C o 0.05% HOH,C o OH
18
OH
HO OH HO OH
o-furanoza pfuranoza
6.5% 13.5%

Latwo jest ja jednak ekstrahowaé ze st¢zonych roztworéw wodnych (5.5 M)
roztworem rezorcynoarenu 17 w CCly. Wskazuje to, ze oddzialywanie rezorcynoaren-ryboza
z powodzeniem wspoOlzawodniczy z oddziatywaniami ryboza-H,O i rezorcynoaren-H,O.
Badania NMR wskazuja jednoznacznie, ze ryboza jest kompleksowana wylacznie w formie

a-pyranozowej, poniewaz tylko ten izomer ma orientacjg cis grup hydroksylowych przy
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weglach C-1 1 C-4 [31]. Ekstrakcja z kilkoma podobnymi cukrami wykazata, ze fukoza
i 2-dioksyryboza sa jeszcze tatwiej ekstrahowane niz ryboza. Ksyloza natomiast nie jest
ekstrahowana w ogole, chociaz rdznice strukturalne migdzy tymi czasteczkami dotycza tylko
konfiguracji przy weglu C-3. Ogoélnie, w oddzialywaniu rezorcynoarenow z cukrami

dostrzezono kilka waznych strukturalnych czynnikow.

1) Relacja cis pomigdzy grupami OH przy atomach C-3 i C-4 cukrow jest decydujaca
dla ekstrakcji, poniewaz w pozycji trans grupa 3-OH koliduje z pierscieniem
arylowym  znajdujacym si¢ pomigdzy dwoma miejscami  wiazacymi
rezorcynoarenu.

2) Grupa OH przy atomie C-2 cukru nie jest odpowiedzialna za wigzanie i powinna
by¢ w potozeniu cis do grup OH przy atomach C-3 i C-4 podobnie jak w rybozie,
lub nieobecna, poniewaz prowadzi to do niekorzystnego oddziatywania grup OH
cukru z niepolarnym rozpuszczalnikiem.

3) Podstawnik przy atomie C-5 cukru, oddziatujacy tylko z apolarnymi
rozpuszczalnikami powinien by¢ silnie hydrofobowy, poniewaz wzmacnia to sitg
kompleksowania.

Badania oddziatywan pomigdzy rezorcynoarenem 17 a r6znymi monoalkoholami
wskazuja, ze poza wigzaniami wodorowymi, ktore sa sila sterujaca kompleksowaniem, takze
oddziatywania typu CH-m pomigdzy alifatycznymi czgs$ciami gosci a bogatymi w w-elektrony
pierScienie gospodarza, wnosza wklad w to oddziatywanie [32]. Przesunigcie w strong
wyzszych pol magnetycznych sygnatow protonow koncowych grup metylowych na widmie
'H-NMR (np. A8~3 dla borneolu) wskazuje na gleboka penetracje aromatycznej wneki przez
czasteczki gosci. Znaczenie oddzialywan CH-rt stopniowo wzrasta wraz ze wzrostem dtugosci
tancucha lub rozgalgzienia czgsci alifatycznej. Grupa acetylowa znacznie powigksza
kwasowos$¢ koncowej grupy metylowej, co w rezultacie bardziej faworyzuje oddzialywanie
CH-n. Czasteczki gosci zawierajace wylacznie grupy acetylowe (np. octan bornylowy) takze
tworza kompleksy z gospodarzem 17, chociaz w tym przypadku grupy karbonylowe nie
tworza wigzan wodorowych z zadna grupa hydroksylowa gospodarza.

Kompleksowanie rezorcynoarendéw badane bylo takze w roztworach wodnych [33].
Nieobecnos¢ wiazan wodorowych powoduje, ze powinowactwo tetrasulfonianu 19 do

polarnych gosci wydaje si¢ by¢ spowodowane gtéwnie przez oddziatywania hydrofobowe.
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9R = (CHz)zSOaNa, R.=H
20 Ry = (CH2).S0:3Na, R2 = OH

Powoduje to catkowite odwrdcenie selektywnosci kompleksowania cukrow.
W szczeg6lnosci oddziatywania CH-m odgrywaja wazna rol¢ w wiazaniu czasteczek
hydrofobowych. Wzmozone powinowactwo bardziej hydrofilowego rezorcynoarenu 20 do
prawie wszystkich badanych substratow jest rezultatem zwigkszonej n-elektronowej ggstosci
elektronowej (zasadowosci) gospodarza.

Rezorcynoaren 17 moze powodowaé znaczna selektywnos¢ w chemicznym
modyfikowaniu cukréw. Glikozydacja rybozy, zwykle prowadzona przez dodanie kwasu
solnego lub kwasu siarkowego do mieszaniny cukru i metanolu tatwo przebiega w CCl, bez
kwasow, gdy obecny jest rezorcynoaren 17. W tej reakcji rezorcynoaren 17 dziata jako
kwasowy katalizator oraz stabilizator polarnych stanow przejsciowych, powodujac
selektywne powstawanie f-anomeru. Wskazuje to, ze czg$¢ czasteczki cukru jest silnie
wigzana przez gospodarza 17, co zapobiega atakowi metanolu od strony a. Kompleksy
gospodarza 17 z chiralnymi go§¢mi wykazuja indukowany dichroizm kotowy (DK) z efektem
rozszczepienia Cottona, w ktérym sygnal bezposrednio zwigzany jest z chiralnoscia
gospodarza. Poniewaz czasteczka gospodarza 17 nie jest chiralna ale posiada uklady
chromoforowe, natomiast czasteczka goscia jest chiralna a nie posiada ukladow
vhromoforowych, tworzony przez nie kompleks wykazuje dichroizm kolowy taczac
wzbudzenie arylowych pierscieni z asymetrycznym oddziatywaniem chiralnych gosci.
Oznacza to, ze czasteczka gospodarza 17 moze by¢ uzyta jako supramolekularna sonda do
stereochemicznych oddziatywan z chiralnymi go$émi, np. cukrami i sterydami [34].
Gospodarz 17 kompleksuje N-metylo- i N-oktyolglukopiranozyd poprzez wigzanie wodorowe
w niepolarnych rozpuszczalnikach. W przypadku pochodnej metylowej, w CHCIl; tworzy sig
kompleks o stechiometrii 2:1 gospodarz : gos¢ ze znaczna selektywnoscia f/a. N-oktylo-
glukozyd jest kompleksowany przez rezorcynoaren 17 dajac kompleks gos¢ - gospodarz
o stechiometrii 1:4 z niska anomeryczna selektywnoscia. Cztery czasteczki gos§cia wigzane sa
przez czasteczke gospodarza z wysoka kooperatywnoscia, ktora wynika z dodatkowego
wewnatrzczasteczkowego wigzania pomigdzy grupami 5-CH,OH i 2-OH sasiednich
czasteczek glukozydowych. Systemy detekcyjne, sktadajace si¢ z monowarstwy gospodarza
17 na podtozu statym, np. SnO, lub Au, mozna uzy¢ do stereoselektywnego kompleksowania

cukrow. W przypadku elektrochemicznej detekcji osiagnigto wysoka czutosé; rybozg mozna
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wykry¢ nawet w stezeniach 4.2x10° M w wodzie. Selektywno$¢ wykrywania rybozy takimi
detektorami wzgledem innych cukréw rozni si¢ jednak od obserwowanej w CCls. Fukoza,
ktora jest chetnie ekstrahowana w CCl, jest tylko stabo wykrywalna, podczas gdy cukry, ktore
nic sa ekstrahowane w CCls, jak galaktoza i arabinoza maja znaczne powinowactwo do
takiego sensora.

Wzajemne oddzialywanie aminokwasdéw i rezorcynoarendw badano w $rodowisku
wodnym. Aminokwasy majace polarne tancuchy nie wykazuja powinowactwa do
rezorcynoarenow 19 i 20. Tylko bardziej hydrofobowe aminokwasy, majace alifatyczne lub
aromatyczne podstawniki, sa kompleksowane ze stala rownowagi rzedu 70 M. Jak
w poprzednim przypadku, kompleksowanie jest rezultatem hydrofobowych efektow oraz
oddziatywan typu CH-n. Kwasy dikarboksylowe moga formowa¢ kompleksy
z rezorcynoarenem 17 w CDCl; poprzez dwa wigzania wodorowe. Energia wiazania silnie
zalezy od odleglo$ci pomigdzy dwoma karboksylowymi koncami czasteczki, podkreslajac
tym pier§cieniowa struktur¢ gospodarza [35]. Kwas glutarowy majacy trzy grupy -CH,-
pomiedzy grupami karboksylowymi jest najsilniej wiazany (K = 1.2x10” M™). Selektywnos¢
wzgledem kwasu pimelinowego majacego pi¢¢ grup -CH,- jest wysoka - Karowy/Kpimelinowy =
105. Opisano takze kompleksy rezorcynoarenéow 17 z trietyloaming i [2.2.2]kryptandem. Przy
pomocy metod konduktometrycznych okreslono stechiometri¢ powstajacych kompleksow na

1:3.

SO3N3
HO OH
Ri Ja
21
a R1=CHs
Ry = CgHig

[ R1 = CsHsOC12H2s

Interesujace kompleksy typu gosé - gospodarz z aminokwasami tworzy
rezorcynoarenem 21 [36]. Pochodne te dobrze rozpuszczaja si¢ w rozpuszczalnikach
polarnych takich jak woda, DMSO i gliceryna, co spowodowane jest to obecnoscia wysoce
hydrofilowych grup w gornej obreczy rezorcynoarenu. Analiza widm '"H-NMR wskazuje, ze
kompleksy te majq stechiometri¢ 1:1. Hydrofobowy pier§cien np. L-prolina jest inkludowany
wewnatrz wneki, natomiast hydrofilowa grupa aminowa i karboksylowa zwrdcone sa ku
hydrofilowym grupom gornej obrgczy rezorcynoarenu 2la. Podobnie kompleksuja D,L-
fenyloalanina i L-tryptofan, ktére takze maja duze aromatyczne podstawniki. Aromatyczne

wneki rezorcynoarenoéw sa zdolne do kompleksowania tetraedrycznych jonow amoniowych
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iten typ oddziatywan jest charakterystyczny dla kompleksow gos$¢ - gospodarz w przypadku
L-argininy i L-lizyny. Innaczej jest w przypadku mniej hydrofilowych aminokwaséw np. L-
kwasu asparaginowego, L-asparaginy, L-kwasu glutaminowego i L-treoniny. Poniewaz
aminokwasy te nie posiadaja ani duzych hydrofobowych grup ani tetracdrycznych grup
amonowych moga one tylko stabo oddziatywa¢ z polarnymi grupy gornej obregczy.
Oddziatywania ten nie sa jednak wystarczajace do formowania dobrze zdefiniowanych
kompleksow.

Pochodne rezorcynoarendow bytly takze wykorzystywane do kompleksowanie DNA
i RNA. Rezorcynoaren 22 otrzymano w reakcji oktaaminowej pochodnej rezorcynoarenu

z laktonami maltooligocukréw zawierajacymi jednostki glukozowe. [37].

HO HO HO —CH,
0 0 OH |
a R,= OH W AOH N5 AOH NH-CH,
HO o
HO HO/5 OH

HO HO —CH,
O OH |
b R,= OH W\_5 AOH NH-CH,
HO (6]
HO H

(0]
HO HO —CH,
HO/—0 OH |
(@]
HO OH
R1 = Ci1Hzs d

Kompleksowanie DNA przez rezorcynoareny 22a-c badane bylo przy pomocy
elektroferezy ichromatografii zelowej. Zwinigte, zamknigto-koliste oraz otwarto-koliste
formy plasmidu (odpowiednio I, IT i IIT) DNA pBR322 (4361 par zasad) wykazuja bardzo
staba mobilno$¢ na zelu w obecnosci rezorcynoarenu 22a z dtugimi grupami funkcyjnymi juz
przy stezeniu 20 pM. Odpowiednik z krotszymi grupami funkcyjnymi, rezorcynoaren 22b
przy wigkszym stgezeniu (>10 mM) jest rownie skuteczny w unieruchomianiu pBR322.
Efektywne maskowanie tadunku DNA przez klastery sacharydow jest wigc znaczne.
Oddziatywania liniowych fragmentow (CT) DNA (500-2000 par zasad) z grasic cielat
oszacowany zostal przy pomocy widmo CD dla CT. Pomiary te jasno wskazuja na
stechiometryczne oddziatywania grup funkcyjnych rezorcynoarenu 22 z parami zasad DNA
nawet w zakresie mikromolowych stgzen. Ogolnie, rezorcynoareny funkcjonalizowane
podstawnikami o dluzszym tancuchu oddziatuja bardziej efektywnie z DNA. Poniewaz
wigkszosc uktadéw biologicznych z terminalnymi resztami cukrowymi odgrywaja decydujaca
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rol¢ w rozpoznawaniu komorkowych, by¢ moze takie uktady na bazie rezorcynoarenu beda
zastosowane jako nosniki specyficznych genow.

Rezorcynoareny moga tworzy¢ takze kompleksy o innej stechiometrii. Rezorcynoaren
1 moze tworzy¢ kompleksy z pierwszo- i drugorzedowymi aminami np. dietyloamina,
piperydyna, cykloheksyloaming o stechiometrii zaleznej od stgzenia uzytej aminy. Analiza
widm 'H-NMR wskazuje, ze rezorcynoaren oddzialuje z aminami poprzez wiazania
wodorowe. Na podstawie wynikow badan krystalograficznych oraz wczedniejszych prac
ustalono struktur¢ tych kompleksow. Poslugujac si¢ zaproponowanym modelem
kompleksowania, wyznaczono w kilku temperaturach stale tworzenia oraz parametry
termodynamiczne dla poszczegdlnych kompleksow. Z pomiardéw i z obliczen ilosciowych
wynika, ze w przypadku amin pierwszorzgdowych dominuja kompleksy o stechiometrii 1:2
ale tworza sig¢ rowniez kompleksy o stechiometrii 1:4. W przypadku amin drugorzgdowych
dominuje kompleks o stechiometrii 1:2. Optycznie czynne pochodne rezorcynoarenow np. 23,
24 i 25 przejawiaja chiralng dyskryminacj¢ w oddzialywaniach z enancjomerami amin:

fenyloetyloaming i cykloheksyloetyloamina.

'?2 'Tz Rs R4
N N. Rzﬁ/<
j H N\/o
HO (6] HO OH
HO OH
Ri J4 R Ja
RiJa
23 24 25

Charakter tych oddziatywan i struktura komplekséw jest podobna jak w kompleksach
rezorcynoarenu 1 z aminami alifatycznymi. Chiralne réznicowanie optycznie czynnych amin
przez rezorcynoareny 23-25 tych okazaly si¢ niewielkie. Maksymalne wartosci chiralnej
dyskryminacji sa rzedu 20-30%. Spowodowane jest to prawdopodobnie oddziatywaniem
amin z zewngtrzng powierzchnia rezorcynoarenow, gdzie przeszkody steryczne sa niewielkie.
Rezorcynoareny moga tworzy¢ interesujace kompleksy takze w drugiej sferze koordynacyjne;j

[38]. Rezorcynoaren 1 chetnie tworzy kompleks z pirydyna (Rysunek 17) [39].
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Rysunek 17. Struktura krystalograficzna kompleksu rezorcynoarenu 1 z pirydyna. Linie przerywane

symbolizuja wigzania wodorowe.

W kompleksie tym ponad gérng obrgcza rezorcynoarenu znajduja sig cztery czasteczki
pirydyny, tworzac wiazania wodorowe OH--N z dwoma naprzeciwleglymi pierscieniami
rezorcynowymi. Taka wieloskladnikowa supramolekuta gospodarza inkluduje w swej wnece
bez udziatu wigzan wodorowych piata czasteczke pirydyny. Wneka rezorcynoarenu 1 moze
by¢ jeszcze bardziej poglebiona, oddzialujac poprzez wigzania wodorowe OH-N z czterema
stozkowo ustawionymi czasteczkami 4,4’-bipirydny (Rysunek 18) []. Utworzona w ten
sposob przez pigé czasteczek 4,4’-bipirydny wnegka jest gigtka i moze przyjmowaé forme
indukowana przez matrycujaca czasteczke goscia, moze takze przyjmowac inne czasteczki
gosci przez konformacyjng reorganizacje szkieletu. Taka poglebiona wngka rezorcynoarenu
moze tworzy¢ kompleksy drugiej sfery koordynacyjnej, np. z ferrocenem i jego acetylowymi
pochodnymi. Inkludowana czasteczka ferrocenu ulokowana jest wewnatrz symetrycznej
wneki tak, ze pierScienie 28yklopentadienowi (Cp) leza w poprzek lustrzanej plaszczyzny
rezorcynoarenu. W tym ulozeniu o§ ,sandwiczowego” kompleksu zelaza Cp-Fe-Cp
skierowana jest, w przyblizeniu, réwnolegle do kierunku wigzan wodorowych
w rezorcynoarenie 1. Pierscienie Cp, ktdre przyjmuja w przyblizeniu konformacjg¢ ekliptyczna
Dsn, oddziatuja z wngka rezorcynoarenu i bipirydynami poprzez oddziatywania typu CH- 7.
Polarna, bogata w m-elektrony wngka, moze kontrolowaé poprzez druga sferg koordynacyjna

stereochemiczne wlasnosci czasteczki goscia (efekt konformacyjny).
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Rysunek 18. a) Krystalograficzna struktura kompleksu 1-4[4,4'-bipirydyna] z biacetylo podstawionym
ferrocenem w 1,1'-konformacji  b) Schematyczna reprezentacja konformacji biacetylo

podstawionych ferrocenow.

Diacetylowa pochodna ferrocenu kompleksowana we wngce przybiera
1,1'-konformacj¢ pierScieni cyklopentadienylowych (Rysunek 18a), podczas gdy
1,3'-konformacja jest charakterystyczna dla struktury wolnej czasteczki (Rysunek 18b).
Bogate elektronowo podstawniki karbonylowe skierowane sa na zewnatrz wngki
rezorcynoarenu tak, ze znajduja si¢ ponad gorna obrecza 1. Podobne kompleksy otrzymat
takze Atwood, w tym takze kompleksy z 1,10-fenantroling [40], [41].

Rezorcynoareny oddzialuja takze chetnie z kwasami organicznymi. Badania NMR
oraz obliczenia kwantowomechaniczne wskazuja, ze charakter tych oddziatywan jest
kooperatywny 1 allosteryczny. Pod wplywem kwasu organicznego konformer koronowy
oktametoksyrezorcynoarenu 10 (OMRA) izomeryzuje w temperaturze pokojowej poprzez
konformer krzestowy do konformeru diamentowego. Obliczenia teoretyczne metoda MM3
[42] wskazuja, Zze proces przemiany konformacyjnej konformeru koronowego 10 przebiega
poprzez konformer krzestowy do konformeru diamentowego (Schemat 2). Z integracji
sygnatow protonowych widma 'H-NMR roztworu OMRA z deuterowanym kwasem
trifluorooctowym (CF;COOD) w CDCl; wykonanego po 48 h oszacowano udziat
poszczegblnych konformeréw w roztworze na: ok. 40% konformeru koronowego, 50%

konformeru diamentowego i ok. 10% konformeru krzestowego.
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Schemat 2

I\ /
\\ / 1
0.92 Ot?o J
& S, i
R, Ri R, Ri
korona (Cuv) krzesto (Czn) diament (Cs)

OMRA moga takze oddzialywa¢ z substancjami bgdacymi silnymi akceptorami
elektronéw np. tetracyjanoetylenem lub tetrachlorobenzochinonem. Roéznice w formie
i polozeniu maksimow pasm kompleksow CT konformerow koronowego i diamentowego
rezorcynoarenu 10 z badanymi akceptorami wskazuja, ze budowa przestrzenna konformerow
10 wplywa na te oddziatywania. Sita tych oddzialywan maleje wraz ze zmniejszaniem sig
zdolno$ci  akceptorowych poszczegélnych zwiazkéw. Wykorzystujac metodg Joba
stwierdzono, ze tworzace si¢ kompleksy badanych konformeréw OMRA z akceptorami
elektronu w  chloroformie = wykazuja  stechiometri¢  typu  1:1.  Obliczenia
kwantowomechaniczne wskazuja, ze kompleksy te powstaja dzigki oddzialywaniu m--m
pomigdzy jednym z pierscieni aromatycznych konformeru koronowego lub diamentowego
OMRA 10 a czasteczka akceptora [43].

Molekularne rozpoznanie w roztworach przejawia takze rezorcynoaren 26.
Rezorcynoaren 26¢ przyjmuje w stanie statym konformacje koronowa stabilizowana przez
cztery wigzania wodorowe pomigdzy sasiednimi grupami hydroksylowymi. Cztery pozostate
grupy hydroksylowe formuja cztery wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe z atomami
azotow reszty aminometylowych. Taki uktad czyni konformacj¢ naturalnie chiralng i znacznie
powigksza wngke rezorcynoarenu. Czasteczka acetonitrylu lub acetaldehydu moze by¢
inkludowana wewnatrz z grupa metylowa umieszczong w kierunku mn-zasadowej wneki

rezorcynoarenu jako rezultat oddziatywania typu CH-n z pierScieniami rezorcynowymi [44].

Ral Ro
a R = C2H5, Rz = C;Hs
HO OH .
b R1 = C2H5, Rz =j-Pr
c R1 = C;Hs, Rz = -(CH2)s-
R1Ja
26

Stala kompleksowania dla rezorcynoarenu 26b oszacowano na mniejsza od 10 M

zarowno dla acetonitrylu jak i dla acetaldehydu. Jednak widma 'H-NMR rezorcynoarenu 26b
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w CDCI; w obecno$ci mieszaniny acetonitrylu i acetaldehydu (1:1) wskazuja, ze kompleks
z acetonitrylem jest okoto dwukrotnie silniejszy niz z acetaldehydem. Nie zaobserwowano
natomiast stabilnych kinetycznie kompleksow dla takich czasteczek gosci jak: propionitryl,
nitrometan, etanol, n-butanol oraz alkohol f-butylylowy, co wskazuje, ze inkluzja do
wewnatrz wneki  jest selektywna ze wzgledu na rozmiar, ksztalt 1 wlasciwosci
elektrostatyczne czasteczki goscia. Co ciekawe rezorcynoaren 26a nie tworzy kinetycznie
stabilnych komplekséw z acetonitrylem i acetaldehydem pomigdzy 303 a 233K. Wskazuje to
na silne steryczne efekty grupy izopropylowej w 26b natomiast wigksza sztywnos$¢
konformacyjna pierScieni piperydynowych w rezorcynoarenie 26¢c powoduje mechaniczna
barier¢ uniemozliwiajaca kompleksowania czasteczek gosci. Rezorcynoaren 23 takze nie
tworzy stabilnych komplekséw z acetonitrylem i acetaldehydem w tych warunkach chociaz
w stanie statym obserwuje si¢ kompleks inkluzyjny o sktadzie 1:1. Prawdopodobnie dzieje si¢
tak ze wzgledu na gigtko$¢ pierScienia benzoksazynowego co niszczy intermolekularna
strukture wneki.

W 1992 roku Aoyama [45] stwierdzil, Ze rezorcynoareny 1 w obecnosci p-
metyloglukopiranozydow chetnie formuja dimery poprzez wiazania wodorowe w apolarnych,
organicznych rozpuszczalnikach. Dowody na kapsutowanie cukru i stechiometri¢ kompleksu
gospodarz - go$¢ otrzymano z badan '"H-NMR oraz pomiardéw dichroizmu kotowego. Atwood
[46] ustalil strukture krystalograficzna dimeru, w ktorym migdzyczasteczkowe wiazania
wodorowe tworza si¢ pomigdzy fenolowymi grupami dwoch rezorcynoarenéw 1 (R, =
CH>CH,C¢Hs) a o$mioma czasteczkami rozpuszczalnika, ktorym jest 2-propanol (Rysunek
19). W sieci krystalicznej dimery rezorcynoarenowe formuja kolumny, pomigdzy ktoérymi
rozmieszczone sg czasteczki Ceo dodane pierwotnie, jako potencjalne czasteczki matrycowe

reakcji dimeryzacji.

Rysunek 19. a) Struktura krystalograficzna kompleksu rezorcynoarenu 1 z o§mioma czasteczkami 2-
propanolu b) Diagram upakowania przestrzennego (pokazano tylko rezorcynoaren i Ceo)

widziany wzdtuz [001], réwnolegle do dimeréw rezorcynoarenowych.
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Dimery moga si¢ formowac¢ poprzez wigzania wodorowe pomigdzy grupami innymi
niz hydroksylowe. Iwanek [47] opisal dimery powstajace w roztworze dzigki wigzaniom
wodorowym pomigdzy grupami amidowymi rezorcynoarenéw 27, co zostato potwierdzone

widmami LSI-MS.

I

Ry
(e}
RZHN\H)
O a Ry = CHg, R, = CH(CHS)CGHS
|'I| b R;=CHjs, R, = CH(CH;)CeH14

>N N-R, ¢ Ri=CHa, Ry = CH(CH3)CH(CsHs)OH

X

@)
o
o

@)

27

Oprocz dimerdw, rezorcynoareny moga formowac takze bardziej skomplikowane
struktury, jakimi sa heksamery [48, 49, 50]. Te duzo wigksze kapsuty molekularne opisane sa

nieco doktadniej w ponizszym rozdziale..

4. Rezorcynoarenowe kapsuly molekularne

Chemia rezorcynoarenow i ich pochodnych rozwija si¢ obecnie w kilku ro6znych
kierunkach. Jednym z nich jest powigkszanie wneki czasteczek gospodarzy, bazujacych na
rezorcynoarenach. Otrzymywane dzi§ pochodne rezorcynoarenow, moga kompleksowaé
w swoich wnekach czasteczki o masie do okoto 200 g mol'. Jednak pelne wykorzystanie
np. w medycynie lub rolnictwie rezorcynoarenéw i ich pochodnych jako uktadow
potencjalnie wolno dozujacych substancje¢ czynna wymaga jednak, aby we wngce miescity sig
antybiotyki badz pestycydy majace mase od 300 do 400 g mol! [51]. Zwrocono wiec uwage
na duze supramolekularne kompleksy typu gospodarz - gos¢ konstruowane
z rezorcynoarendw i ich pochodnych ktore spetniaja ten warunek. Obecnie najlepiej zbadane
jest tworzenie duzych heksametrycznych kapsut molekularnych poprzez spontaniczna
asocjacjg szesciu czasteczek rezorcynoarenow lub pirogaloarenow [49, 50]. Opisano takze
kapsuty heteromulti-komponentowych, zawierajace rezorcynoareny lub ich pochodne
1 oddzialujace z innymi organicznymi supramolekularnymi synthonami.

Molekularne kapsuly znalazty juz zastosowanie w czystej syntezie chemicznej,

medycynie, nowoczesnych materiatach, technikach separacji oraz w biologii [52, 53, 54].
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Wewngtrzna przestrzen molekularnych kapsut moze by¢ takze traktowana jako nowa faza
materii [55]. Jednak wzajemne oddzialywania czgsteczek gosci i gospodarzy oraz wptyw na

supramolekularne wneki §rodowiska wciaz nie sa do konca zbadane [56].

4.1. Heksamery rezorcynoarenowe

Czasteczki rezorcynoarenu poprzez wielokrotne wigzania wodorowe moga tworzy¢ zar6wno
dimery jak réwniez kapsuly tetrameryczne [57]. Jednak wigkszo$¢ opisanych kapsut
supramolekularnych petniacych rolg gospodarza w kompleksach typu gospodarz - gos¢ to
uktady heksameryczne, powstale przez samoasocjacje rezorcynoarenéw i pirogaloarendéw.
Struktura krystaliczne przedstawiona przez Atwooda [49] pokazuje, ze rezorcynoaren 1 (R; =
CiiHa;) tworzy w ciele staltym heksamer typu [14]-[8H>O]. Jest on zbudowany z szeSciu
czasteczek rezorcynoarenéw rozmieszczonych wzgledem siebie jak $ciany szeScianu oraz
z o§miu czasteczek wody, ktore zajmuja kazdy z rogoéw tego sze$cianu (rysunek 22).
Utworzona w ten sposob wneka ma objetosci okoto 1.4 mm® i chetnie kompleksuje r6zne
chemiczne indywidua.

Rebek i Cohen wykazali, ze w chloroformie nasycanym woda rezorcynoaren 1 (R, =
Ci1H,;) spontanicznie tworzy heksamer [16]-[8H.O], w ktorego wnece znajduje si¢ szes$¢
czasteczek chloroformu [59, 59]. Czasteczki rozpuszczalnika sa wiec w stanie indukowad
powstawanie heksamerycznej wngki rezorcynoarenowej w roztworze i ja stabilizowad
poprzez wigzanie wodorowe. Powinowactwo takich sferycznych kapsut jest jednak znacznie
wicksze do czasteczki goScia  obdarzonego ladunkiem [60]. Dodatek soli
tetraalkiloamoniowej, powoduje powstanie nowego heksamerycznego kompleksu
[16]:[8H.0]-28'Br, w ktorym zar6wno anion jak i kation dziela przestrzen wneki razem
z czasteczkami rozpuszczalnika (schemat 3) [61]. Pomigdzy ggstoscia elektronowa wngk
rezorcynoarenowych a komplementarnym tadunkiem dodatnim soli amoniowych powstaja
oddzialywania typu m-kation, ktore lepiej stabilizuja ztozona struktur¢ heksamerycznego
kapsuly niz wigzania wodorowe pomigdzy chloroformem a grupami hydroksylowymi
rezorcynoarenu. Powolna w skali czasu NMR wymiana zaréwno kationu jaki czasteczek
chloroformu pozwolita ustali¢, ze w zalezno$ci od rozmiaru kationu zmienia si¢ ilo§¢
wspotkompleksowanych we wnegce czasteczek chloroformu. Bromki tetrapropyloamoniowy
i tetrabutyloamoniowy dziela ~wngk¢ 2z trzema czasteczkami CHCl;,  bromki
tetrapentyloamoniowy i tetraheksyloamoniowy dziela wnegkg z dwoma czasteczkami CHCl;
abomki tetraheptyloamoniowy i tetraoctyloamoniowy zostawiaja przestrzeni we wngce
zaledwie na jedna czasteczk¢ CHCIl;. Indukowane przesunigcie sygnatdow czasteczek
chloroformu  kompleksowanych ~we wnece nie zalezy jednak od rozmiaru

wspotkapsutowanego kationu tetraalkiloamoniowego i wynosi okoto -3.0 ppm. Wskazuje to
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na dhluzsza $rednia odleglo$¢ pomigdzy czasteczkami chloroformu a ekranujacymi
pierScieniami rezorcynowymi w poroéwnaniu do $cislej spakowanych diemerycznych kapsut
(AS =-4.3 ppm) [62].

Rysunek 20

Schemat 3

[16]-[8H:O] 28 [16]-[8H:0]-28'Br
R= CH3

R =C:Hs
R =C;sH;
R =C4H,
R = CsHys
R = CsH1s
R=CsHis
R =CgH1
R = CieHas

> -rezorcynoaren |

O _ rozpuszczalnik

T Q = o0 o 0 T o
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Dla wigkszosci kapsularnych systemow w roztworze, czasteczki go$cia zajmuja okoto
55% dostgpnej przestrzeni wneki. Miara wypelienia wneki jest tak zwany wspdfczynnik
upakowania (packing coefficient - PC) [63]. Dla rezorcynoarenowego heksameru
wypetnionego tylko czasteczkami chloroformu wspotczynnik PC  wynosi 0.33. Po
zainkludowaniu czasteczki kationu amoniowego 28c¢'Br, potaczonej z jednoczesnym
uwolnieniem trzech czasteczek chloroformu wspétczynnik PC wzrasta do 0.48, ale stabilno$é¢
heksamerycznej wngki zmniejsza si¢. Porbwnywalne wartosci wspétczynnika upakowania PC
wyznaczono dla komplekséw heksamerycznej wneki np. z benzenem (0.45) lub 1,2-
cyclohexanediolem (0.44) [50]. Jeszcze wigkszy stopien upakowania uzyskano dla
kompleksow z polarnymi kationami tropyliowymi, ktére podobnie jak kationy
tetraalkiloamoniowe sa zdolne do oddzialywan typu CH-r oraz CT.

Trwalo$¢ heksamerycznych kompleksow rezorcynoarenu 1b w roztworze zalezy od
stezenia czwartorzedowych soli amoniowych. Kompleks o stechiometrii [16][8H,O]-28¢ “Br’
wspotistnieje z heksameryczng kapsula rezorcynoarenowa wypetniong tylko czasteczkami
chloroformu oraz z sola tetraalkiloamoniowa. Zwigkszajac  stgzenie  soli
(rezorcynoaren[1]/[28¢"Br]=0.5) obserwuje si¢ zanikanie sygnalow pochodzacych od
heksamerycznych kapsutl wypelionych samym chloroformem oraz narastanie sygnatow
pochodzacych od heksamerycznych kompleksow z kationami czwartorzedowych soli
amoniowych wewnatrz. Dla rezorcynoarenowego heksameru stale kompleksowania (przy
323K) z kationami amoniowymi 28f'Br’, 28¢"Br" oraz 28h'Br wynosza odpowiednio ~1200,
450 i 150 M'. Wykres van't Hoffa wskazuje, ze proces enkapsulacji duzych
tetaalkilamoniowych soli przez heksameryczne kapsuty jest endotermiczny. Dodatnia entropia
jest prawdopodobnie rezultatem uwalniania kompleksowanych poczatkowo we wnece
czasteczek rozpuszczalnika. Przyrost entropii zmniejsza si¢ wraz z wydluzaniem si¢
tancuchow alkilowych kationéw amoniowych, co ma prawdopodobnie zwiazek z ich mniejsza
ruchliwo$cia a takze ewentualnym wyginaniem si¢ tancucha. Endotermiczny efekt
odzwierciedla takze stabsze oddziatywani typy gospodarz - go$¢ z mniejszymi czasteczkami
goScia. Dla czterokrotnie wigkszego stgzenia rezorcynoarenu 1b w stosunku do soli
amoniowej 28c (1b])/[28¢'Br = 0.25 ) obserwuje sie juz inne sygnaly wskazujace, ze
monomeryczny rezorcynoaren 1 tworzy poprzez wigzania wodorowe kompleks z jonem
bromkowym. Wskazuje to, ze przyczyna rozpadu heksamerycznej kapsuly kompleksu jest
konkurencyjne oddziatywanie grup hydroksylowych rezorcynoarenu a anionami. Potwierdza
to takze fakt, ze heksameryczne kapsuta kompleksu rezorcynoarenu 1 z 28d* I' i 28d" BF~ sa
bardziej stabilne w obecnosci nadmiaru soli niz kompleks z odpowiednim bromkiem. Kationy
tetraalkiloamoniowe podobnie jak czasteczki chloroformu moga by¢ wyparte z wneki

rezorcynoarenowego heksameru przez lepiej pasujaca do wneki czasteczke goscia. Pomiary
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elektrochemiczne  wykazaly, ze  bis(cyclopentadienyl)kobalt(Ill)  (Cob*)  dobrze
wspotzawodniczy z kationami tetraalkiloamoniowymi o wewngtrzng przestrzen heksameru
ale preferencje wneki do okreslonego kationu silnie zaleza od natury elektrolitow uzywanych
w pomiarach [64].

Struktury krystaliczne oraz obliczenia mechanika molekularna pokazuja, ze
uwalnianie czasteczki gosci (w tym i duzych objgto§ciowo rozpuszczalnikdw) bez naruszenia
ktoregokolwiek z sieci wigzan wodorowych jest mato prawdopodobne. Etapem limitujacy
szybko$¢ wymiany musi wigc by¢ powstawanie odpowiedniego portalu przez ktory ta
wymian bgdzie mozliwa. Prawdopodobnie wigc nastgpuje rozerwanie kapsuty i dysocjacja co
najmniej jednej czasteczki rezorcynoarenu tworzacego heksameryczng kapsulg (rysunek 23).
Inny mechanizm zaklada, ze nastgpuje tylko czgSciowa dysocjacja jednej czasteczki
rezorcynoarenu a nie zerwane wigzania wodorowe dzialaja jak zawiasy. Pierwszy z tych
mechanizméw jest faworyzowany statystycznie (jest sze$¢ mozliwo$ci utworzenia pentameru)
natomiast drugi mechanizm jest korzystniejszy ze wzgledow energetycznych (mniejsza ilo§¢
zerwanych wigzan wodorowych) ale ostateczny mechanizm tworzenia portalu

w rezorcynoarenowym heksamerze nie jest jeszcze doktadnie zbadany.

Rysunek 21
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Heksameryczna wngka rezorcynoarenowa jest na tyle trwala, ze moze wymusza¢ na
kapsulowanych czasteczkach okre§lone zmiany w utozeniu. Grupy alkilowe soli amoniowych
adoptuja si¢ do wneki heksameru odpowiednio si¢ wyginajac. Przesuniecie chemiczne
protonu metylowego na widmie 'H-NMR w strong wyzszych pol magnetycznych dla
wszystkich tetraalkiloamoniowych kationow ros$nie wraz ze wzrostem dlugosci tancucha
alkilowego od podstawnika propylowego do heksylowego. Kompleksowane w kapsule
kationy 28c-f* przyjmuja konformacje¢ rozlozona (wydluzona). Dla kationow
tetraheptyloamoniowego 28g* oraz tetroctyloamoniowego 28h* najwieksze, w strone
wyzszego pola magnetycznego przesunigcie sygnatu protonowego obserwuje si¢ dla czwartej
grupy metylowej (liczac od atomu azotu) a grupa metylowa jest ekranowania w znacznie
mniejszym stopniu. Protony trzeciej i piatej grupy metylenowej nabieraja cech

diasterotopowych wskazujac na zagigcie tancuchéw heptylowych 1  octylowych.
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Przeprowadzone obliczenia metoda mechaniki molekularnej potwierdzaja, ze zakrzywienie
dtuzszych alkilowych tancuchow kationu dopasowujacego si¢ do wneki heksameru nastepuje
przy czwartej grupie metylenowej. Prawdopodobnie dwie konformacie typu gauche pomiedzy
3-4 oraz 4-5 atomem wegla w tancuchu alkilowym odpowiadaja za réznice w przesunigciu
chemicznym diasterotopowych wodordéw grup metylenowych [65].

Mozliwosci kompleksotwoércze heksamerycznych wnegk rezorcynoarenowych nie ograniczaja
si¢ do kompleksowania czasteczek rozpuszczalnika i soli tetraalkiloamoniowych, aczkolwiek
obecnie sa one najlepiej zbadane. W heksamerycznej wngce utworzonej przez czasteczki
rezorcynoarenu 1b moga  by¢ kompleksowane  np. czasteczki ~ bromu
tetrafenyloantymonowego (PhsSbBr) lub bromku tetrabutyloantymonowego (BusSbBr).
Heksameryczna kapsuta [16]-[8H.0] (V = 1375 A®) zawierajaca juz wewnatrz czasteczke
BwSbBr (V = 314A%), jest dalej zdolna do odwracalnego kompleksowania nie tylko
rozpuszczalnika ale i innych czasteczek gosci. Wspotkompleskowane moga by¢ czasteczki
zwiazkow taki jak: etylbenzen, p-ksylen, propylobenzen, amylobenzen, nitrobenzen,
4-nitrotoluen, 2,6-dinitrotoluen, naftelen, bifenyl, antracen czy azulen. Nie obserwuje si¢
jednak kompleksowania tych zwiazkoéw w przypadku nieobecnosci BusSbBr. Wskazuje to, ze
w tym przypadku czasteczka gldwnego goscia indukuje wspotkompleksowanie oraz okresla
wiasciwosci wngki. Mniej polarne czasteczki gosci np. BusSi i BusGe takze nie powoduja
powstawania heksamerycznych kompleksow [66]. Najdluzsza czasteczka goscia
wspotkompleksowana z BusSbBr okazal si¢ 4-fenyltoluen, podczas gdy nieco dluzszy
4,4'-dimetylpbifenyl nie jest juz kapsulowany w tych warunkach. Kaifer pokazal, ze
rezorcynoaren 1 formuje heksameryczng kapsule z kationem kobaltocenowym (Cob*) ale juz
nie z ferrocenem [67]. Wyniki te wskazuja, ze rozmiar i ksztatt czasteczki goscia maja wptyw

na kompleksowanie wewnatrz kapsuty heksameru ale istotna jest takze ich polarnosc.

4.3. Heksamery pirogaloarenowe

Pirogaloaren 2, podobnie jak rezorcynoarenu 1, moze tworzy¢ heksameryczne kapsuly
molekularne. Mattay i Iwanek jako pierwsi zauwazyli, Zze podczas katalizowanej kwasem
kondensacji pirogalolu i aldehydu izowalerianowego, prowadzacej do tetramerycznego
makrocyklu, powstawa¢ moga takze sferyczne uklady heksameryczne [49]. Struktura
krystaliczna takiego heksameru sktada si¢ z szesciu czasteczek pirogaloarenu zwiazanych ze
soba przez 48 migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych, po osiem wigzan na czasteczkeg
(Rysunek 22) [49, 68]. Dzigki sieci wigzan wodorowych mozna wigc otrzymaé
heksameryczne wneki o objetosci  1200-1510A% ktére okazaly sie stabilne

w rozpuszczalnikach o bardzo r6znej polarnosci.

107



Rysunek 22

Podczas standartowej syntezy z pirogaloarenu powstaja wylacznie monomery makrocyklu.
Konwersja do heksamerycznej kapsuly nastgpuje przez rozpuszczenie pirogaloarenu
w metanolu (Et,O, acetonie) z kilkoma kroplami nitrobenzenu lub o-dichlorobenzenu
i krystalizacji polaczonej z powolnym odparowaniem rozpuszczalnika. Heksamer powstaje
z wydajnoscia 1-5%, a strukturg heksameru potwierdzaja widma NMR. Wyniki tych badan
wskazuja ponadto, ze we wnetrzu kapsuly znajduje si¢ okoto 18 czasteczek metanolu.
Wewnetrzna objgtos¢ takiej struktury, otrzymana z badan krystalograficznych pokazuje, ze
przestrzen ta jest wystarczajaca dla okoto 23 czasteczek metanolu co wskazuje na wysoka
warto$¢ wspolczynnika PC. Metanol kapsutowany wewnatrz heksameru moze by¢ usunigty
przez proznig ale nie obserwuje si¢ wymiany czasteczek metanolu pomigdzy heksameryczna
wneka a masa rozpuszczalnika. Heksamer utworzony z czasteczek pirogaloarenow jest wigc
znacznie bardziej stabilny niz heksamer utworzony z rezorcynoarendéw, ktéry latwo
wymieniat kapsutowane czasteczki rozpuszczalnika [69].

Wplyw grupy R, znajdujacej si¢ przy dolnej obrgczy na otrzymywanie heksamerow
pirogalenowych wydaje si¢ niewielki. Przy pomocy opisanych procedur otrzymano stabilne
pirogaloarenowe heksamery dla R, = od n-propylem do n-tridecylem, podczas gdy dla R, =
CH; 1 C,Hs nie ma dowodow na istnienie heksamerow. Rozpuszczalno$¢ pirogaloarenowych
heksameréw jest niska w apolarnych rozpuszczalnikach a takze wtedy, gdy grupa alkilowa
jest krotka (t.j. Cs, Cs4) lub zbyt dtuga (t.j. Ci, Ci3). Dlatego dobor grupy R, jest istotny ze
wzgledow praktycznych. Zaréwno struktura krystaliczna jak i badania w roztworach
pokazuja, ze heksamery pirogaloarenowe nie wymagaja wody do utworzenia

samoasocjujacych  heksamerycznych kapsuly. Jest to istotna rdznica pomigdzy
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pirogaloarenowym heksamerem a rezorcynoarenowym heksamerem w ktorego strukturze
znajduja si¢ czasteczki wody. Pirogaloaren moze, jak si¢ okazato, formowac kapsuly w
wysoce niepolarnych rozpuszczalnikach takich jak alifatyczne weglowodory [70]. Po ogrzaniu
amfifilowy pirogaloaren 2 (R, = C,Ha;) jest rozpuszczalny w n-octanie. W temperaturze
pokojowej na widmie "H-NMR wida¢ przesunigte w strone pola o mniejszym natezeniu trzy
sygnaly protonéw fenolowych pirogaloarenu 2 wskazujac na trzy odmienne otoczenia
chemiczne dla tych hydroksyli. Z integracji sygnalow, wykazujacych przesunigcia chemiczne
w strong silniejszych pol magnetycznych, co jest cecha charakterystyczna dla kapsutowanych
czasteczek wynika, ze okoto pigciu czasteczek n-octanu znajduje si¢ we wngce heksameru.
Widma NMR wskazuja takze, ze w czasteczkach enkapsutowanych gosci, pomigdzy weglami
C2 a C3 zachodzi powolna rotacja. Heksameryczna wnegka pirogaloarenowa kapsutuje dosé¢
duza gamg ciektych n-alkanadw (CsHi» - CoHao.

Heksameryczne kapsuly otrzymane z pirogalarenow, podobnie jak heksamery
rezorcynoarenowe, chgtnie kompleksuja w swoim wngtrzu czasteczki chloroformu [71].
Z integracji sygnatdéw 1H-NMR wynika, ze wewnatrz kapsuly znajduje si¢ 6-7 czasteczek
chloroformu. Cohen [72] zaobserwowal, ze sygnat ten wygladat jak multiplet ale doktadne
badania technikami NMR wykazaly obecnosc serii blisko siebie potozonych singletow co
wskazuje, ze czasteczki chloroformu znajdujace si¢ we wngce maja nieco inne otoczenie
chemiczne. Potwierdza to takze analiza widm '*C-NMR, ktore okazaly sie ,,czute” na proces
agregacji. Zamiast spodziewanych czterech sygnalow regionu aromatycznego na widmie
heksamerycznej kapsuty utworzonej z pirogaloarenu 2 (R, = C;,H,3) wida¢ sze$¢ sygnatow co
pokazuje, ze w utworzonym heksamerze nie wszystkie aromatyczne atomy wegla sa
chemicznie réwnowazne. W roztworze CDCl/CD;OD (70/30 v/v), w ktéorym przewaza
monomeryczna forma pirogaloarenu 2, widoczne sa tylko cztery sygnaty. Gdy do
chloroformowego roztworu 2 o stgzeniu 27 mM doda si¢ okoto 200 ekwiwalentow CD;OD
piki pochodzace od enkapsutowanych czasteczek chloroformu zanikaja. Prawdopodobnie
wigzania wodorowe sa niszczone i heksamer rozpada si¢ na monomery i kompleksowany
chloroform jest uwalniany. W przypadku heksamerow z rezorcynoarenu 1 potrzeba znacznie
mniej CD;0D aby rozerwa¢ wiazania wodorowe. Zbadano i porownano takze wspotczynniki
wymiany dla réznych czasteczek rozpuszczalnikow w heksamerycznych pirogaloarenowych
oraz rezorcynoarenowych. Pomiary przeprowadzono dla par rozpuszalnikow: CDCI5/CHCl;,
CsD¢/C¢Hs 1 C¢D12/CeHyo. State wymiany byly rzedu minut dla chloroformu, godzin dla
benzenu i dni dla cykloheksanu. Okazato sig, ze cykloheksan ma wigksze powinowactwo do
wneki pirogaloarenowej niz benzen, przeciwny trend zaobserwowano dla heksameru
rezorcynoarenowego. Nie zaobserwowano jednak znacznych roznic we wspotczynnikach

wymiany dla tych rozpuszczalnikbw pomigdzy heksamerami pirogaloarenowymi
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a rezorcynoarenowymi. Interesujace, ze nie obserwuje si¢ w uktadzie benzen/chloroform
zjawiska wypierania z wneki ,,gorszego” goscia i tworzenia kompleksy tylko z jednym, lepiej
dopasowanym pod wzgledem ksztattu i wielkosci tadunku elektronowego gosciem, jak to ma
miejsce w przypadku soli tetraalkiloamoniowych.

Pirogaloarenowe heksamery wykazuja takze stabilnos¢ w bardzo polarnych
roztworach. Obecno$¢ czterech dodatkowych grupy hydroksylowych w pirogalowym
makrocyklu zwigksza prawdopodobnie zdolnosci do samoasocjacji poprzez sie¢ wigzan
wodorowe na tyle, ze oddzialywania te staja si¢ konkurencyjne do oddziatywan grup
hydroksylowych pirogaloarenéw z polarnymi protycznymi rozpuszczalnikami. do limitu
rozpuszczalnosci. Miareczkowanie chloroformowego roztwor pirogaloarenu przy pomocy
DMSO-d¢ pokazuje si¢ heksameryczna kapsula jest stabilna nawet przy stukrotnym
nadmiarze DMSO-ds. W tym przypadku pirogaloarenowe sa znacznie trwalsze niz kapsuly
formowane z rezorcynoarenéw. Pirogaloarenowy heksamer jest stabilny w mieszaninie
acetonu z woda.

Podobnie jak w przypadku heksameréw rezorcynoarenowych heksamery powstale
z pirogaloarenéw moga kompleksowaé we wngce rozne czasteczki gosci. Badano migdzy
innymi wilasciwosci elektrochemiczne kompleksowanych w heksamerach centrow redoks
w ferrocenie oraz kompleksie bis(cyclopentadienylo)cobaltu(IIT) [50,73].

Proces samoasocjacji pomigdzy  czasteczkami  pirogaloarenéw a  takze
rezorcynoarendow prowadzacy do utworzenia heksamerycznych kapsul poprzedza proces
samorozpoznania. Gdy w chloroformie zmiesza si¢ dwa makrocykle réznych typow
(pirogaloarenowe i rezorcynoarenowe) heteroheksameryczne wneki nie utworza si¢. Tworza
si¢ tylko kapsuly zbudowane z tych samych pirogaloarenowych lub rezorcynoarenowych
makrocykli. Jednakze, gdy zmiesza si¢ dwa rozne pirogaloareny np. 2 (R, = C;1Hx) 12 (R, =
izobutyl) to po pewnym czasie tworza si¢ heteroheksamery. Podobne zjawisko obserwuje si¢
takze dla rezorcynoarenéw.

Kapsuly pirogaloarenowe i rezorcynoarenowe znacznie roznig si¢ powinowactwem do
roznych czasteczek gosci pomimo podobnej struktury. Kapsuty pirogaloarenowe kompleksuja
tylko obojetne czwartorzgdowe alkiloaminy podczas gdy kapsuly rezorcynoarenowe
kopleksuja zaréwno czwartorzedowe alkiloaminy jak i sole amoniowe. Dla heksamerow
pirogaloarenowych protonowanie trzeciorzgdowych amin powoduje wypchnigcie czasteczki
gosci z kapsuly [74]. Wszystkie te obserwacje wskazuja, ze jedna dodatkowa grupa OH
w pirogalolu w stosunku do rezorcynoarenu ma znaczny wpltyw na strukturg oraz wlasciwosci

formowanych przez heksameryczne kapsuty kompleksow.
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4.4. Inne uklady supramolekularne

Rezorcynoareny  poprze wiazania wodorowe moga takze tworzy¢é  struktury
hetromultikomponentowe [75] — rysunek 25. Tworza si¢ one przez ogrzewanie np.
rezorcynoarenu i pochodnej 1,3-dipirydynobenzenu w roztworze toluen-etanol lub toluen-eter
dietylowy. Widma 'H-NMR pokazuja w CDCl; i acetonie sktad kompleksu 3:2:1
(toluen/pochodna pirydyny/rezorcynoaren) dla tworzacej si¢ oraz sklad 2:2:2:1 (eter
dietylowy/toluen/pochodna pirydyny/rezorcynoaren.

Rysunek 25

R4
29
Ry = CH3, R, = OCgHy7

Oddziatywania z rozpuszczalnikiem determinuja rozmiar i ksztatt wneki. Supramolekuly te
maja duza wewngtrzna przestrzen zajmowang przez cztery nieuporzadkowane czasteczki
toluenu lub uporzadkowane w sieci krystalicznej dwie czasteczki toluenu i dwie czasteczki
eteru dietylowego.

Inng dziedzina, w ktorej supramolekuty rezorcynoarenowe i pirogaloarenowe znajduja
zastosowanie to inzynieria krystaliczna, ktora bazuje na oddzialywaniach hyrofilowych
i hydrofobowych rezorcynoarenowych obreczy ale takze na wlasciwosciach czasteczek gosci.
Rezorcynoaren 1 (R; = CH;) z dibromkiem 1,4-dimetylo-1,4-diazabicyclo[2,2,2]octanu 29
jako czasteczka go$cia moze, w zalezno$ci od warunkow krystalizacji tworzy¢ rozne
supramolekularne struktury. Rezorcynoaren 1 chgtnie tworzy kompleksy o stechiometrii 1:1

ktore w strukturze krystalicznej zawieraja dodatkowo trzy czasteczki wody.
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W rozpuszczalnikach takich jak n-propanol, 2-propanol i n-butanol rezorcynoaren 1 moze
takze tworzy¢ supramolekularne cylindry w stanie staltym o sktadzie (15:294-6H,0). W sieci
krystalicznej powstaja polnanoemtrowe niepolarne rurki a ich tworzenie jest templatowane
przez czasteczki odpowiednich pod wzgledem rozmiaru alkoholi. Ta samoasocjacja oparta
jest na oddziatywaniach typu n- -m pomigdzy dwoma sasiednimi czasteczkami rezorcynoarenu
1 oraz oddzialywaniach typu CH- - i kation---n pomigdzy rezorcynoarenem 1 a czasteczka
goscia [76]. Niewielka zmiana w sktadzie rozpuszczalnikow do krystalizacji (dodatek toluenu)
prowadzi catkowicie innej sieci krystalicznej. Powstajace krysztaly o sktadzie (15-294-8H>0)
ro6znig si¢ od poprzedniej supramolekularnej rurki w krysztale ilo$cia wspotkrystalizowanych
czasteczek wody oraz supramolekularnymi oddzialywanimi. W przypadku pirogaloarenéw
obserwuje sig takze inne supramolekuly. Pirogaloaren (R; = CHj) z 29 tworzy wprawdzie
kompleks o stechiometrii 1:1 ale o strukturze krystalicznej innej niz kompleks rezorcynoarenu
z 29. Nie obserwuje sig¢ takze powstawania supramolekularnych rurek w krysztale. Wszystko
to pokazuje niezwykla czulo$¢ supramolekularnych struktur np. na niewielkie zmiany
w ,.klockow budulcowych” czy nawet r6znic w warunkach ich powstawania [78].

Inny przyktad zastosowania struktur supramolekularnych na bazie rezorcynoarenu to
stabilizacja nanoczasteczek zlota o wymiarach wigkszych niz 20 nm. Chemisorpcja
rezorcynoarenu 1 na powierzchni nanoczastek ztota odbywa si¢ najprawdopodobniej za
posrednictwem wielokrotnych oddzialywan typu Au-O, ktéore to oddzialywania sa
dostatecznie silne do krétkotrwalego zapobiegania zbijania si¢ w wigksze aglomeraty
nanoczasteczek ztota. Okazato si¢ jednak, ze czasteczki rezorcynoarenu 30 tworzace na
nanoklastrach ztota monowarstwe moga by¢ dodatkowo zwiazane poprzez reakcj¢ metatezy
olefin z wykorzystaniem katalizatora rutynowego 31, t trwala supramolekularna sie¢

komplesujaca nanoczastke ztota. (Rysunek 23) [79].
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Rysunek 23
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ztota

Znacznie podnosi to odporno$¢ zamknigtej nanoczasteczki na desorpcje i indukowana
degradacje do aglomeratu. Mechanicznie wzmocniona krzyzowymi wigzaniami
powierzchniowa warstwa rezorcynoarenu 30 ma porowaty strukturg, co pozwala na kontakt
powierzchni nanoczasteczki z innymi czasteczkami w roztworze. Nanoklastry chronione
monowarstwami maja ogromne mozliwosci jako materialy funkcjonalne. Ich optyczne lub
magnetyczne wlasciwosci moga znalez¢é zastosowanie przy znakowaniu biologicznym, jako

sensory chemiczne, katalizatory czy tez wreszcie w szeroko rozumianej elektronice.

5. Zakonczenie

W zaprezentowanym krotkim przegladzie staralisSmy si¢ przedstawi¢ aktualne
informacje na temat mozliwosci kompleksotworczych rezorcynoarenéw oraz ich niezmiernie
interesujaca  mozliwo§¢  samoorganizacji. Potencjalne = mozliwosci  zastosowania
rezorcynoarenéw sa ogromne. Ich wzglednie tatwe modyfikacje chemiczne moga dostarczad
duzej liczby pochodnych o predeterminowanych wilasciwosciach fizykochemicznych.

Rezorcynoareny, wykorzystujac swoje bogactwo oddzialywan niekowalencyjnych typu:

wigzanie wodorowe, wigzanie hydrofobowe, oddzialywania charge-transfer, m-aren-kation,
jon-dipol moga stanowi¢ doskonale modele enzymoéw. Dane literaturowe pokazuja, ze
w chwili obecnej obserwujemy przede wszystkim rozw6j metod syntezy tej klasy zwiazkow.
W mniejszym stopniu przektada si¢ to na wykorzystanie tych zwiazkéw. Jednak i takie prace
mozna znalez¢ w literaturze, np. poprzez zastosowanie rezorcynoarenow do rozdziatu
chromatograficznego metodami GC 1 HPLC [80]; ich roznicowania chiralnego
w monowarstwach Langmuira [81] czy tez chiralnej dyskryminacji zwiazkoéw optycznie

czynnych. O kilu innych potencjalnych zastosowaniach wspomniano rowniez w tej pracy.
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Rozdzial 5

Kwasy aryloboronowe jako receptory cukrow
Andrzej Sporzynski, Anna Zubrowska

Politechnika Warszawska, Wydzial Chemiczny, Zaktad Chemii Fizycznej,

Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa

1. Wstep

Detekcja biologicznie waznych cukréw (D-glukozy, D-fruktozy, D-galaktozy
iinnych) ma duze znaczenie w medycynie i przemysle. Szczegdlnie wazne jest oznaczanie
glukozy ze wzgledu na powiazanie zaburzen jej poziomu w organizmie z r6znymi chorobami
(cukrzyca, choroby nowotworowe, cukromocz nerkowy, mukowiscydoza). Mozliwosci
szybkiego nicinwazyjnego oznaczania st¢zenia glukozy oprocz znaczenia diagnostycznego
pozwala unikna¢ ryzyka powiktan wywotanych jej niewlasciwym poziomem. Zastosowanie
przemystowe dotyczy przede wszystkim monitorowania proceséw fermentacyjnych
i okreslania czystosci enancjomerycznej syntetycznych lekow.

Obecnie stosowane metody enzymatyczne pozwalaja na selektywne oznaczanie tylko
niektorych cukrow, maja rowniez szereg ograniczen. W przeciwienstwie do nich chemiczne
receptory cukrow daja potencjalna mozliwos¢ zaprojektowania sensora dla kazdego rodzaju
cukru, w tym takze rozroznienie enancjomerow. Kwasy boronowe RB(OH) stanowia bardzo
wazng grupg receptorow cukrow o praktycznym zastosowaniu ze wzgledu na ich silne
oddziatywanie z cukrami, trwato$¢ i brak toksycznosci.

Podstawa dziatania kwaséw boronowych jako receptorow cukrow jest ich zdolnosé do
szybkiego i odwracalnego tworzenia estrow z 1,2- i 1,3-diolami. Reakcja ta zostata opisana
juz w 1954 r. [1]. W 1959 r. Lorand i Edwards podali wartosci statych rownowagi tworzenia
estrow przez kwas fenyloboronowy z r6znymi cukrami [2]. Stwierdzili oni, ze cykliczne cis-
diole, a wigc zwiazki zawierajace uktady grup OH wystepujace w cukrach, tworza trwalsze
cykliczne estry niz diole tancuchowe i cykliczne trans-diole. Dalsze badania wykazaty, ze ze
wzglegdu na mozliwo$¢ tworzenia przez kwasy boronowe 1 ich estry formy

czterokoordynacyjnej rownowaga jest bardziej ztozona (schemat 1) [3].
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Schemat 1. Rownowagi w uktadzie kwas boronowy — diol.

Dla ujednolicenia ilosciowego okreslania oddzialywania kwasow boronowych
z cukrami Springsteen i Wang [4] wprowadzili pojgcie ogolnej statej wiazania cukru (overall

binding constant) przez receptor — kwas boronowy (K., - schemat 2):

R1
Q
R2
B(OH B
(OR), R1 R2 X 0
HO OH =
. R1
+ - +
OH K o)
1 -OH eq HO o RO
@\OH ~0

Schemat 2. Rownowaga ogolna w uktadzie kwas boronowy — diol.
Wartosci tej statej mozna otrzyma¢ w wyniku pomiarow spektroskopowych, podczas gdy
metody potencjometryczne daja warto$ci statej rownowagi dla formy tetraedrycznej (Kequeet)-

Rozbieznosci migdzy warto§ciami literaturowymi dla tych samych ukladow moga wynikaé
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z podawania warto$ci roznych statych [3]. Warto$ci stalych rownowagi zaleza od budowy
cukru i kwasu boronowego, a ich réznice sa podstawa selektywnego oznaczania cukrow.

Czasteczka receptora cukrow musi zawiera¢ grupg funkcyjna zdolng do silnego
wigzania cukru (tg rolg spetnia grupa B(OH), kwasu boronowego) oraz fragment wykazujacy
zmiang wlasciwosci fizycznej w wyniku wigzania cukru (fluorofor, chromofor, uktad redoks
— 0golny termin angielski: ,,reporter”). Odpowiednia budowa czasteczki receptora: obecnosé
jednej lub kilku grup B(OH),, ich przestrzenne ulozenie w powiazaniu z obecnos$cia innych
grup funkcyjnych pozwala na selektywne wiazanie jednego cukru i skonstruowanie sensoré6w
chemicznych czutych i selektywnych w stosunku do wybranego cukru.

Duze zainteresowanie wykorzystaniem kwasow boronowych jako receptorow cukrow
powoduje, ze obecnie rocznie ukazuje si¢ kilkadziesiat publikacji bezposrednio zwiazanych
z tym zagadnieniem. Celem niniejszej pracy nie jest pelny przeglad literatury, a jedynie
pokazanie najwazniejszych wynikéw oraz kierunkow badan prowadzonych w tej dziedzinie.
Ostatnio ukazato si¢ kilka obszernych prac przegladowych omawiajacych cato$¢ zagadnienia

lub niektore jego aspekty [3, 5-8].

2. Rodzaje receptoréw z punktu widzenia mechanizmu detekcji
2.1 Receptory fluorescencyjne

Fluorescencyjne receptory cukrow stanowia wazna grupe z praktycznego punktu
widzenia. Wynika to z duzej czulosci metod fluorescencyjnych (typowe wartosci stgzenia
receptora rzedu 10 mol/dm?), dostgpnos$ci spektrometrow oraz mozliwosci latwego ciaglego
monitorowania z uzyciem wiokien optycznych. W przypadku odpowiedniej charakterystyki
spektralnej receptora pobudzenie fluorescencji moze nastapi¢ przy uzyciu tanich laserow,
a nawet diod LED.
Kwasy boronowe uzywane jako fluorescencyjne receptory cukrow mozna podzieli¢ na trzy
glowne grupy. Pierwsza grupa to receptory PET (photoinduced electron transfer —
fotoindukowanego przeniesienia elektronow). Obejmuje ona niepodstawione kwasy
aryloboronowe (skondensowane wegglowodory wielopierscieniowe z podstawnikiem B(OH),)
oraz pochodne kwasu fenyloboronowego z podstawnikiem aminometylowym w pozycji orto.
Druga grupa — receptory FRET (fluorescence resonance energy transfer — fluorescencyjnego
rezonansowego przeniesienia energii) to kwasy diboronowe zawierajace dwie rézne grupy
fluoroforowe. Trzecia grupa to receptory ICT (internal charge transfer — wewngtrzne
przeniesienie tadunku), do ktorych naleza liniowe zwiazki zawierajace grupg B(OH),,

petniaca rolg akceptora elektrondéw, i grupe elektrodonorowa [3]. Zaliczenie receptora do
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konkretnej grupy nie zawsze jest jednoznaczne, co wynika z rdéznych mozliwych

mechanizméw dziatania danego receptora [5].

2.1.1 Niepodstawione kwasy aryloboronowe
Pierwszymi fluorescencyjnymi receptorami cukrow byly kwasy antryloboronowe (I, II),

badane przez Yoona i Czarnika [9].

B(OH),
0 o
I 1T

Zwiazki te wykazuja widoczne zmiany fluorescencji po zwiazaniu z cukrami. Wynika to
z roznic wartoséci pK, dla kwasu i estru. W wolnym kwasie (pK, ok. 8,8) atom boru wystgpuje
przy fizjologicznym pH w stanie trygonalnym, co powoduje efekt fotoindukowanego
przeniesienia elektronéw do niezapetnionego orbitalu boru i wygaszanie fluorescencji. Estry
(pK. 4,6 dla estru z glukoza i 6,8 z fruktoza) wystepuja w tetraedrycznej formie anionowej, co
powoduje zniesienie efektu PET i wzrost fluorescencji. Badane zwiazki wykazywaty mate
zmiany fluorescencji (ok. dwukrotny wzrost w wyniku zwiazania cukru). Inne kwasy
aryloboronowe (pochodne naftalenu i uktady wielopier§cieniowe zawierajace azot) daty nieco
lepsze efekty, jednak w dalszym ciagu wzrost fluorescencji nie byt duzy [10]. Wada tych
zwigzkow jako receptorow cukrow jest roOwniez to, ze wiaza one cukry tylko przy wysokich

warto$ciach pH.

2.1.2 Kwasy fenyloboronowe z podstawnikiem aminometylowym w pozycji orto (uklad
»1-57)

Opisane wyze] niedoskonato$ci pokonano przez wprowadzenie molekularnych
receptorow cukrow — pochodnych kwasu fenyloboronowego, zawierajacego grupg B(OH)»

i grupe aminowa w pozycji w uktadzie atomow boru i azotu oddalonych o 4 wigzania (uktad

,1,57) (1),
(HO),B
2
AN ﬁp

/ 4
I
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Pierwszy receptor tego typu, wykazujacy dziatanie ,,off-on”, zostal opisany w 1994 r. [11].
Mechanizm jego dzialania przedstawiono na Schemacie 3.

W czasteczce kwasu boronowego IV nastgpuje wygaszanie fluorescencji przez oddziatywanie
wolnej pary elektroné6w atomu azotu z fluoroforem (stan ,,0ff”). Zwiazanie czasteczki cukru
przez grup¢ B(OH). powoduje utworzenie wigzania N—B umozliwiajace wystapienie
fluorescencji (IVa, stan ,,on”). Utworzenie tego wiazania utatwia wigzanie czasteczki cukru,

receptory tego typu dziataja wigc przy nizszych wartos$ciach pH, niz niepodstawione kwasy

R2.__O_
(HO),B R1 R2 >< /B
> < R1 o
H3C\ '
N: HO  OH N;
CH

3

boronowe.

v IVa
staba fluorescencja wysoka fluorescencja

Schemat 3. Mechanizm fotoindukowanego przeniesienia elektronow.

Mechanizm dziatania receptorow ,,1-5” jest przedmiotem licznych dyskusji. Jedna
z interpretacji zaktada, ze utworzenie cyklicznego estru zmniejsza kat B-O-B ze 120°
w wolnym kwasie do 108° w estrze ulatwiajac zmiane hybrydyzacji atomu boru z sp? do sp®
1 tym samym umozliwiajac utworzenie wigzania N—B w estrze [9]. Zaproponowano rowniez
mechanizm zwiazany z efektem hydrolizy dla dziatania receptora w $rodowisku wodnym
[12]. Na wlasciwosci kwaséw boronowych istotny wptyw ma tworzenie wigzan wodorowych

[13]. W kwasie IV, w przeciwienstwie do estru IVa, moze powsta¢ wewnatrzczasteczkowe

a obliczenia wykazaty nizsza energi¢ dla tej formy w poréwnaniu ze struktura z wigzaniem
N—B o ok. 7 kcal/mol [15]. Rozbiezno$¢ interpretacji nie zmienia jednak faktu, Zze opisany
uktad jest podstawa tworzenia wielu nowych skutecznych receptorow cukrow. Kwas IV
zmodyfikowano poprzez wprowadzenie do pierScienia benzenowego w pozycji para grup
elektronoakceptorowych takich jak: CN, NO,, F (zwiazek V), co pozwolito nie tylko
zwigkszy¢ warto$ci stalych wiazania cukrow, lecz rowniez poprawié selektywnos$¢ dzialania

receptorow. Zagadnienie to jest szerzej omowione w punkcie 3.
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\%
(X =CN, NO,, F)

Kolejng grupe receptorow ,,1-5” stanowia sole czwartorzgdowe: bromki N-
(boronobenzylo)-6-metoksychinoliny VI, w ktorych fragment 6-metoksychinoliny petni roleg

wskaznika fluorescencji [16].

B(OH),
Br ( ; Br ( : “B(OH), Br |/ :
=
MeO MeO =

=
MeO

Via VIb Vic

W przeciwienstwie do opisanych wyzej uktadéw zwigkszenie warto$ci stalych rownowagi
reakcji estryfikacji nastgpuje w wyniku czg¢éciowej neutralizacji dodatniego tadunku na
atomie azotu przez ujemny tadunek na atomie boru. Zjawisko to nosi nazwe stabilizacji przez
neutralizacj¢ tadunku (charge neutralization-stabilization mechanizm) i zostato przedstawione
na schemacie 4. Oddzialywanie to nastgpuje przez uktad wiazan oraz przez przestrzen
(through-bond i through-space interactions). W przypadku izomeru orto (VIa) mozliwe sg oba
rodzaje oddziatywan, w przypadku dwoéch pozostatych izomerdéw tylko oddziatywanie przez

wiazania, co thumaczy najsilniejszy efekt dla zwiazku VIa [16].

OH
. HO \_) OH- .
B

Br r

+ -—OH

o™ T ool
= O\)
MeO = MeO

Wysoka fluorescencja Wygaszenie fluorescencji

Schemat 4. Stabilizacja przez neutralizacj¢ fadunku.

124



2.1.3 Kwasy boronowe zawierajgce dwie rézne grupy fluoroforowe jako receptory
FRET

Wazng grupg selektywnych receptoréw cukréw stanowia kwasy diboronowe,
omowione szerzej w sekcji 3.1. Wsrod nich mozna wyrdzni¢ grupg zwiazkow zawierajacych
dwa centra fluoroforowe w jednej czasteczce. Obecnos¢ dwoch jednakowych grup
fluoroforowych powoduje zaburzenia w emisyjnych widmach fluorescencyjnych.
Wprowadzenie do czasteczki dwoch roznych grup fluoroforowych pozwala nie tylko na
wyeliminowanie tych zaburzen, ale takze na wykorzystanie zjawiska fluorescencyjnego
rezonansowego przeniesienia energii (FRET). Zjawisko to, opisane po raz pierwszy w 1946 r.
przez Forstera [17], polega na przeniesieniu energii stanu wzbudzonego od jednej grupy
fluoroforowej (donora) do drugiej (akceptora) i jest obserwowane, gdy dlugos¢ fali emisji
donora naktada si¢ na dlugos¢ fali absorpcji akceptora. Grupy te musza by¢ oddzielone
tacznikiem - fragmentem czasteczki uniemozliwiajacym oddzialywanie elektronow obu grup
za posrednictwem wigzan, natomiast powinny by¢ usytuowane blisko siebie przestrzennie.
Przykladem takiego receptora jest zwiazek VII, a przeniesienie energii z fenantrenu do pirenu

nastepuje po utworzeniu sztywnego kompleksu z czasteczka dwucukru [18].

@ B(OH), (HO),B

N—(CH,)s—

vl

2.1.4 Kwasy boronowe jako receptory ICT

Receptory wykazujace efekt wewngtrznego przeniesienia tadunku (ICT) zawieraja
grupe elektronoakceptorows i elektronodonorowa w tym samym fluoroforze, oddziatujace ze
soba przez uktad sprzgzonych elektronow m. Grupa boronowa w formie obojetnej dziata jako
akceptor elektronow dzigki obecnosci niezapetnionego orbitalu p atomu boru. Gdy atom boru
ulega przemianie z formy obojetnej w anionowa, zmieniajac przy tym hybrydyzacje z sp” na
sp’, grupa boronowa przestaje by¢ akceptorem elektron6w, co powoduje zmiany w widmie

w wyniku zakldcenia przeniesienia tadunku w stanie wzbudzonym [19].
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Jako pierwsze boronowe receptory ICT byly badane pochodne stilbenu, kwasy
1,2-difenyloetenoboronowe VIII, zawierajace rdézne podstawniki w pozycji 4’ [20]. Dalsze
badania dotyczyly zwiazkow z dluzszymi tancuchami polienowymi [19] i pochodnych
oksazolu [21].

SASAYy

VIII (R = OMe, NMe,)

IXa IXb

Wprowadzenie do tancucha taczacego dwa pierécienie grupy karbonylowej sprawia,
ze mechanizm ICT zachodzi pomigdzy grupa dimetyloaminowa (elektronodonorowa)
a karbonylowa (grupa elektronoakceptorowa). Uktad taki reprezentuja zwiazki IX.
W uktadach tych atom boru nie uczestniczy bezposrednio w ICT, ale pozostaje w rezonansie
z grupa elektronoakceptorowa (schemat 5). Przyklad ten pokazuje, ze grupa boronowa nie
musi by¢ bezposrednio zaangazowana w przeniesienie tadunku, aby wywolywaé zmiany

spektralne po zwiazaniu cukrow [19].

0 0
HO +hv | HO_ +

Pt 7 N-CH,__ | B X —N—CH,
HO L HO )

CH, CH,

HO OH, OH-

0o [e]
hv -
HO - v HO, - *hv -
0'7‘,37/ Z O N-CH, [ ==0"8 N- CHBA =N-CH,
\o cH Lo &n,
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Schemat 5. Podstawowe i wzbudzone stany elektronowe zwiazku IX i jego estru.

Innym przyktadem zwiazkow wykorzystujacych mechanizm ICT jest kwas
4-(dimetyloamino)naftaleno-1-boronowy X, wykazujacy wysoki wzrost intensywnos$ci
fluorescencji po zwiazaniu z cukrami przy fizjologicznym pH. Jego dodatkowym atrybutem
jest jego dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie. Grupa aminowa (pelniaca funkcje donora) i grupa
boronowa (pehiaca funkcje akceptora) sa umieszczone w tym samym chromoforze. Uklad
naftalenowy daje mozliwosci konstruowania kwasow diboronowych o wysokiej

selektywnosci.

N(CH,), N(CH,),
B(OH), B(OH),
X XI

Izomer tego zwiazku, kwas 5-(dimetyloamino)naftaleno-1-boronowy XI wykazuje duze
zmiany intensywnos$ci fluorescencji przy dwoch dhugosciach fali (513 nm i 433 nm), po
zwigzaniu z cukrami przy fizjologicznym pH. Zwiazek X wykazuje duze zmiany
fluorescencji, ale przy pojedynczej dlugosci fali, 445 nm. Przyklad ten pokazuje, ze roézne
potozenie tych samych podstawnikow znaczaco wplywa na wilasciwosci fluorescencyjne

danego zwiazku [22, 23].

2.2 Fluorescencja z wykorzystaniem ars

Wiele kwasow boronowych wykazuje silne powinowactwo do cukréw, nie zawiera
jednak odpowiedniego fluorofora, umozliwiajacego detekcj¢ metodami fluorescencyjnymi.
W celu rozwiazania tego problemu Springsteen i Wang stworzyli dwusktadnikowy uktad
zawierajacy fluorescencyjny zwiazek: czerwien alizarynowa S (ARS) i kwas fenyloboronowy
(PBA) (schemat 6).
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Schemat 6. Konkurencyjne wiazanie kwasu boronowego z ARS i diolem.

Wiazanie cukru przez kwas boronowy jest monitorowane przez dodanie oddzielnego
fluorofora (ARS), ktorego fluorescencja jest czula na wiazanie czasteczek dioli przez grupg
boronowa. ARS jest wigc wykorzystywany jako czynnik fluorescencyjny. W uktadzie tym
ustala si¢ rownowaga dwoch konkurencyjnych reakcji. Pierwsza rownowaga, pomigdzy
kwasem boronowym i ARS, moze by¢ mierzona bezposrednio. Obecno$¢ aktywnych
protonow z grup hydroksylowych w wolnej czasteczce ARS (1) powoduje wygaszanie
fluorescencji, natomiast tworzenie estru boronowego eliminuje to zjawisko, w wyniku czego
wystegpuje zwigkszona fluorescencja (2). Wprowadzenie diolu do uktadu powoduje ustalenie
si¢ rownowagi drugiej reakcji pomigdzy kwasem boronowym a czasteczka diolu
z utworzeniem estru. Zaburzenia roéwnowagi ARS/PBA powoduja zmiany intensywnos$ci
fluorescencji [24].

Badania szeregu podstawionych kwasow fenyloboronowych z wykorzystaniem ARS
przeprowadzili Mulla i wsp. [25]. Z serii badanych zwiazkéw kwas 3-metoksykarbonylo-
S-nitrofenyloboronowy (XII) wykazywal zdolnosci wigzania fruktozy poréwnywalne do
receptorow typu ,,1-5”. Obecno$¢ grupy karboksylowej daje mozliwo$¢ tatwej rozbudowy
uktadu oraz umieszczenia go w matrycy polimerowe;.

B(OH),

H,COOC NO,

XII
2.3 Receptory barwne
Barwne receptory cukrow sa szczegodlnie interesujace z praktycznego punktu
widzenia. System wykazujacy wyrazne zmiany barwy moze by¢ wykorzystany
w papierowych testach diagnostycznych do wykrywania glukozy, podobnie jak uniwersalne

papierki wskaznikowe pH, co daje mozliwo$¢ okreslenia stgzenia glukozy bez konieczno$ci
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uzywania specjalistycznej aparatury. Zagadnienie ma duze znaczenie ze wzglgdu na potrzebe
wykonywania takich badan u diabetykdw.

Podobnie jak w przypadku innych receptoréw wazne z praktycznego punktu widzenia
sa takie zwiazki, ktére zmieniaja barwe przy fizjologicznym pH. Pierwszym barwnym
receptorem cukrow w ktorym wykorzystano oddzialywanie migdzy grupa boronowa
a atomem azotu jest zwigzek XIII. Wystapienie oddziatywania bor-azot po zwigzaniu cukru

wywotuje zmiany w dotaczonym chromoforze ICT [26].

B(OH),

N N
/ )
N SOaNa

XIII
Obszerny przeglad roznych uktadéw wykazujacych zmiany barwy w wyniku wiazania

cukréw zamieszczono w pracy [5].

2.4 Receptory dichroizmu kolowego

Kwas diboronowy moze zwiaza¢ dwucukier z utworzeniem sztywnego cyklicznego
kompleksu. Takie asymetryczne unieruchomienie dwoch chromoforowych pierécieni
benzenowych przez zamknigty pier§cien cukrowy (schemat 7) moze wywolywaé zmiany
w widmach CD (dichroizmu kotowego). Metoda pozwala okre$li¢ absolutng konfiguracjg

zwigzanego cukru ze znaku widma CD [6].

OMe OMe OMe OMe OH OH OMe OMe
OH | | oH
OH-

Jo0X.0g0=0T

B B - ~B< -BJ _B<

75N 7N HO I\OHHO | OH HO o) o7 OH
HO OH HO OH OH OH (l) | e

Brak aktywno$ci CD aktywnos¢ CD

Schemat 7. Tworzenie aktywnego kompleksu kwsu diboronowego z cukrem.

2.5. Receptory elektrochemiczne
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W poréwnaniu z uzywanymi elektrochemicznymi receptorami cukréw opartymi
o rozktad enzymatyczny cukréow receptory wykorzystujace kwasy boronowe sa potencjalnie
uktadami o duzej selektywno$ci. W literaturze opisano kilka uktadoéw, z ktérych najprostszym
jest kwas ferrocenoboronowy XIV, wykazujacy znaczne rdéznice w zdolnoSci wigzania

cukrow w zaleznosci od stopnia utlenienia [27].

B(OH),

<j;E;(OH)2 B(OH);Q

X1v XV

Elektrochemiczny receptor diboronowy XV jest przyktadem ukladu o zwigkszonej

selektywnosci wobec D-glukozy w poréwnaniu z D-galaktoza [28].

3. Selektywnos$¢ receptoréw

Bardzo waznym zagadnieniem zwigzanym z uzyciem receptorow cukrow jest ich
selektywno$¢ umozliwiajaca oznaczanie wybranego cukru w obecnosci innych. Pierwsze
receptory, niepodstawione kwasy aryloboronowe, wykazywaly niewielkie rdznice
w zdolnosci wiazania roéznych cukrow wynikajace jedynie z budowy czasteczki cukru,
gtéwnie ulozenia grup hydroksylowych. Wprowadzenie grupy aminowej w uktadzie ,,1-5”
zwigkszylo zdolnos¢ grupy boronowej do wigzania cukréw, nie poprawito jednak radykalnie
selektywnosci.

Poprawa selektywno$ci moze nastapi¢ przez wprowadzenie do czasteczki receptora
dodatkowego centrum wiazacego: kolejnej grupy boronowej lub innego centrum

oddziatujacego specyficznie z fragmentem wybranego cukru.

3.1 Zwigkszenie selektywnoSci receptor6w przez zastosowanie kwaséw diboronowych
Przyktadem uktadu wykazujacym zwigkszona selektywnos$¢ w stosunku do glukozy w

poréwnaniu z fruktoza jest pochodna diboronowa kwasu 4,10-diaminometyloantracenowego

XVI. Zawiera ona dwie odpowiednio rozmieszczone grupy boronowe. Zwiazek ten wykazuje

bardzo duze zmiany fluorescencji przy wiazaniu glukozy i wiaze ja z wigkszym
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powinowactwem w poroéwnaniu do kwaséw monoboronowych. Fakt ten wskazuje na to, iz
odpowiednie rozmieszczenie i odleglto$ci pomigdzy dwoma grupami boronowymi sa

kolejnym udoskonaleniem kwasow boronowych jako molekularnych receptorow cukrow .

-~

N__ B(OH),

~
-

N~ B(OH), ~N NS
XVI XVII

O ile zwiazek XVI jest selektywny w kierunku glukozy, to jego izomer XVII,
zawierajacy dwie grupy fenyloboronowe w pozycjach 1,8 w pier§cieniu antracenowym
wykazuje selektywnos¢ w kierunku D-sorbitolu przy fizjologicznym pH.

Powyzsze przyktady pokazuja, ze selektywnos$¢ receptorow zawierajacych dwie grupy
boronowe moze by¢ modyfikowana przez przestrzenng orientacj¢ grup boronowych oraz
sztywnos$¢ miejsc wiagzacych [29].

Kolejna modyfikacja boronowych receptorow cukrow polegata na wprowadzeniu
dodatkowej czasteczki fluorofora i uzyciu odpowiednich tacznikéw, dajacych rdzne
odlegto$ci pomigdzy dwoma czasteczkami kwasow boronowych. Zwigzek XVIII zawierajacy
heksametylenowy lacznik (n=6) pomigdzy dwoma fragmentami kwaséw boronowych,
wykazuje wysoka selektywno$¢ w stosunku do D-glukozy. Specyficzno$¢é dziatania tego
zwiazku determinuje wiasnie tancuchowy lacznik. Stwierdzono, iz receptory zawierajace
szescio- 1 siedmioweglowe laczniki wykazuja wysoka selektywnos¢ w kierunku glukozy,
natomiast zwiazki z dtuzszymi tacznikami (n=8,12) zachowuja si¢ jak kwasy monoboronowe
preferujace fruktozg. Jak wida¢, wybor odpowiedniego tacznika jest bardzo istotnym
elementem przy projektowaniu receptora, poniewaz znaczaco wpltywa na selektywno$¢ wobec

poszczegdlnych cukrow.
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XVII(n=6,7,8,12)
Na selektywno$¢ receptora wplywa nie tylko polozenie przestrzenne grup
boronowych, lecz rowniez wielko$¢ hydrofobowej powierzchni © uktadu fluoroforowego [7].
Jak juz wcze$niej wspomniano, czynnikiem determinujacym selektywnos$¢ wobec
cukrow jest dobor odpowiedniego tacznika. Zjawisko to ilustruje przyktad serii zwigzkow

XIXa-d, rozniacych si¢ tacznikami amidowymi.
B(OH), (HO),B

0 )
T e O O
XIXa XIXb XIXc XIXd

Stwierdzono, ze zwiazek XIXa, zawierajacy dwie grupy acetamidowe polaczone
z fenylowym w pozycjach orto wykazuje dzigki odpowiedniemu rozmieszczeniu i odleglo$ci
pomigdzy grupami boronowymi zdolno$§¢ do selektywnego wiazania glukozy. Jego
powinowactwo 1 selektywnos$¢ wobec glukozy sa zdecydowanie wigksze niz wobec fruktozy,
a w porownaniu ze zwigzkami XIXb i XIXc jest zdecydowanie lepszym receptorem glukozy
[3].

Na szczegbdlng uwage zashiguje zwiazek XIXd, ktory moze by¢ wykorzystany
w diagnostyce 1 wczesnym wykrywaniu niektorych nowotworéw. Jego zastosowanie

w medycynie wynika z tego, iz wykazuje on wysoka fluorescencj¢ po zwigzaniu
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z tetracukrem ,,Sialyl Lewis X” (sLex). Sacharyd ten jest wigzany przez komorki
nowotworowe przy tworzeniu sig raka piersi, przewodu pokarmowego i trzustki [30].
Selektywno$¢ kwasow aryloboronowych wobec cukrow mozna roéwniez ksztattowad
przez korekcje przestrzeni pomigdzy dwoma grupami boronowymi. Przyktadem takiego
uktadu jest zwiazek XX. Zmniejszona przestrzen powoduje selektywnos¢ wobec cukrow

o matych czasteczkach takich jak sorbitol [31, 32].
B(OH),

B(OH),

XX

Powyzszy opis obrazuje kolejna optymalizacjg molekularnych receptoréw cukrow.
Odpowiednio dobrany tacznik, odpowiednia odlegto$¢ i rozmieszczenie grup boronowych,
zwigkszona liczba i réznorodnosé¢ fluoroforé6w w tej samej czasteczce maja znaczacy wpltyw

na kreowanie powinowactwa i selektywnosci w stosunku do poszczegdlnych cukrow.

3.2 Zwigkszenie selektywnosci receptoréw przez wprowadzenie dodatkowych elementéw
strukturalnych

Omawiane dotychczas receptory nie pozwalaly rozréznia¢ izomeréow D i L cukrow.
Wprowadzenie chiralnych receptoréw daje takie mozliwosci. Przyktadem moze by¢ zwiazek
XXI, ktory w zaleznosci od konfiguracji (R lub S) wykazuje rézne zmiany w wygaszaniu

fluorescencji po skompleksowaniu izomerem D lub L cukru [33].
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/N B(OH),

XXI (R lub S)

Wprowadzenie do receptora typu ,,1-5” fragmentu eteru azakoronowego (XXII)
pozwolito na selektywna detekcje glukozaminy. Grupa boronowa wiaze fragment cukrowy

tego zwiazku, a eter koronowy jego czg$¢ amoniowa [35].

Sone

[o oj O 1 B(OH),
o

XXII
3.3 Podejscie ,,de novo” przy konstruowaniu receptorow
Wykorzystanie metod obliczeniowych w projektowaniu receptorow pozwala otrzymac
uktad o bardzo wysokiej selektywnosci w stosunku do wybranego cukru. Przykladem jest
zwigzek XXIII, ktory synteza zostala przeprowadzona po obliczeniach uwzgledniajacych
budowe kompleksu — jego sztywnos$¢, wiasciwosci fluoroforowe, a takze takie czynniki jak

rozpuszczalno$¢ w wodzie. Zwiazek wykazuje bardzo silne wiazanie D-glukozy (K., =
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40000) i bardzo duza selektywno§¢ w poréwnaniu z innymi cukrami (galaktoza: K. = 100,
mannoza: K., = 83) [36].

XXIII

4. Czynniki umozliwiajace wykorzystanie receptoréw w ukladach biologicznych
Receptory ktore moga by¢ zastosowane w ukladach biologicznych powinny
charakteryzowa¢ si¢ niska toksyczno$cia oraz wysoka stabilnoscia chemiczng
i fotochemiczng. Bardzo waznym czynnikiem jest fizjologiczny zakres pH, w ktorym receptor
wykazuje aktywno$¢, oraz dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie. Receptory fluorescencyjne
z wzgledu na obecno$¢ hydrofobowych uktadow fluoroforowych zwykle wykazuja bardzo
staba rozpuszczalno§¢ w wodzie. Otrzymane ostatnio nowe zwiazki oprocz dobrej

rozpuszczalno$ci w wodzie maja szereg zalet umozliwiajacych stosowanie ich jako

receptorow.
B(OH),
X N
7 7
N N 0
B(OH), B(OH),
XXIV XXV XXVI

Zwigzek XXIV, kwas S-chinolinoboronowy, doskonale rozpuszcza si¢ w wodzie.
Ponadto wykazuje on wysoka fluorescencj¢ przy wiazaniu cukréw przy fizjologicznym pH.
Zwiazek ten w pordwnaniu z jego izomerem, kwasem 8-chinolinowym XXV, zdecydowanie
silniej wiaze cukry: na przyktad stala wigzania zwiazku XXIV z fruktoza jest o§miokrotnie
wyzsza niz dla zwigzku XXV. Mechanizm zmian fluorescencji tego uktadu nie jest jeszcze do

konca poznany [37].
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Rozpuszczalny w wodzie okazat sig¢ roéwniez zwiazek XXVI: kwas dibenzenofurano-
4-boronowy. Uklad ten charakteryzuje si¢ niezwyktymi zmianami fluorescencji przy trzech
dhugosciach fal. Diugos¢ fali wolnego kwasu wynosi 327 nm. Po zwiazaniu fruktozy
wielko$¢ ta zmienia si¢ w dwie rozne wartosci 301 i 318 nm, a towarzyszy temu znaczacy
wzrost intensywnosci fluorescencji. Powinowactwo tego zwiazku do poszczegdlnych cukrow

zmienia si¢ w nastgpujacym szeregu: sorbitol>fruktoza>mannitol>arabinoza>glukoza [38].

5. Podsumowanie

Kwasy aryloboronowe sa grupa zwiazkow, ktore ze wzgledu na szybkie i odwracalne
tworzenie estrow z cukrami moga by¢ praktycznie stosowane jako receptory cukrow. Ich
zaleta jest trwato$¢ chemiczna i fotochemiczna i niska toksycznosc.

Niepodstawione kwasy aryloboronowe wiaza cukry tylko w §odowisku alkalicznym.
Wprowadzenie grupy aminowej w uktadzie ,,1-5” obniza zakres pH, przy ktorym zwiazki
moga by¢ stosowane.

Kway monoboronowe wykazuja niska selektywno$¢. W przeciwienstwie do nich
kwasy diboronowe moga selektywnie wigza¢ wybrany cukier. Dobor geometrii ukladu zalezy
od budowy wiazanego cukru i moze by¢ zaprojektowany w wyniku obliczen teoretycznych.

Wprowadzenie grup hydrofilowych zwigksza rozpuszczalno$¢ kwasdéw boronowych
w wodzie i pozwala na stosowanie ich w uktadach biologicznych.

Wsrod roznych metod detekeji najszersze zastosowanie ma metoda fluorescencyjna.
Podzi¢gkowania:

Praca naukowa finansowana ze srodkéw na nauke w latach 2006-2008 jako projekt badawczy

rozwojowy nr R0O501601.
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Rozdzial 6

Aptamery i sensory DNA jako receptory kwaséw
nukleinowych, biatek i zwigzkéw niskoczasteczkowych
Zbigniew J. Le$nikowski, Btazej Wojtczak

Centrum Biologii Medycznej, Polska Akademia Nauk
ul. Lodowa 106, 93-232 Lodz,

1. Wstep

Ogolna definicja receptoréw okresla, ze sa to struktury zdolne do rozpoznania
stymulacji o naturze fizykochemicznej i wywotania bezposrednio lub posrednio,
za posrednictwem innych struktur, reakcji na t¢ stymulacjg. Klasyczna wyktadnia definicji
receptora zaktada, iz na poziomie molekularnym strukturami tymi sa biatka (biatka
receptorowe). W tym znaczeniu receptor okreslany jest jako biatko umiejscowione wewnatrz
komorki lub na jej powierzchni, zdolne do specyficznego rozpoznawania i wigzania innych
czasteczek — ligandow, w wyniku czego inicjowana jest specyficzna odpowiedz biologiczna
(szersza definicja receptora) lub tez generowany jest jedynie sygnat bedacy skutkiem
zwiazania si¢ receptora i liganda (wezsza definicja receptora).’

Obecnie znanych jest wiele struktur syntetycznych nie begdacych biatkami zdolnych
do specyficznego rozpoznania bodzca (jest nim najczgsciej czastka chemiczna) i wywotania
reakcji roznego typu na ten bodziec. Struktury takie, okreslane jako ,,syntetyczne receptory
molekularne” begdace przedmiotem zainteresowania min. chemii supramolekularnej, obejmuja
szeroki wachlarz zwiazkoéw takich jak cyklodekstryny i ich pochodne, kaliksareny, etery
koronowe i inne czastki makrocykliczne o podobnych wlasciwos$ciach, pochodne porfiryn,
kwasy nukleinowe i wiele innych.*?

Zgodnie z pierwotna, biologiczna definicja receptora przyjmujemy, ze ligandem jest

czasteczka przez receptor rozpoznawana i wigzana. Nalezy jednak zdawaé sobie sprawe,
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ze pojgcie ligandu nie jest jednoznaczne i w wielu przypadkach jest kwestia umowna,
np. w zwiazkach kompleksowych jest to atom, czasteczka lub anion, ktory jest bezposrednio
przylaczony do atomu centralnego, lub kationu centralnego, zwanego centrum koordynacji,
a wige pehi funkcjg przeciwng niz w przytoczonej wyzej definicji. W immunologii ligandem
w stosunku do przeciwciata jest antygen, w enzymologii mamy do czynienia z substratem
imiejscem wigzacym (substrat). Przydatnym w takich przypadkach moze by¢ pojecie
czasteczki go$cia (ang. guest molecule) i czasteczki gospodarza (ang. host molecule)
stosowane w chemii supramolekularne;j.

W niniejszym opracowaniu skupiamy si¢ na syntetycznych receptorach o strukturze
kwasow nukleinowych (aptamery i sondy molekularne). Omoéwimy niektore zagadnienia
zwigzane z rozpoznawaniem przez te receptory bialek, kwasoéw nukleinowych i zwiazkow

niskoczasteczkowych.

2. Kwasy nukleinowe jako material do konstrukcji syntetycznych receptorow.

Gléwnag 1 podstawowa cecha kwasow nukleinowych jest ich zdolnos¢
do specyficznych oddziatywan z sekwencjami komplementarnymi na drodze parowania zasad
zgodnie z regutami Watsona-Cricka. Zgodnie z tymi zasadami tymina (T) tworzy parg
z adening (A) a cytozyna (C) z guaning (G).* W wyniku tych oddzialywan powstaja struktury
dwuniciowe typu podwojnej helisy roznego typu. Poza tym na skutek oddzialywan
nieklasycznych migdzy zasadami (min. Hoogstena i odwrécony Hoogsten) mozliwe jest
tworzenie struktur trdjniciowych, a w przypadku niektorych sekwencji takze czteroniciowych.
Na skutek tego struktury tworzone przez kwasy nukleinowe charakteryzuja si¢ duzym
zroznicowaniem obejmujac klasyczne helisy typu B, rzadziej spotykane struktury typu A, C,
Z i szereg innych, jak réwniez struktury wyzszego rzedu takie jak struktury poslizgowe (ang.
slipped), krzyzowe (ang. cruciform), zakrzywione (ang. bent) i szereg innych; RNA moga
tworzy¢ struktury szpilkowe, wybrzuszenia jednostronne i dwustronne, pseudowezly i inne.>®
Zréznicowana topologia kwasow nukleinowych odgrywa istotna role w ich metabolizmie
i regulacji ekspresji genow.

Poza oddzialtywaniem kwaséw nukleinowych z innymi kwasami nukleinowymi

7-9

niezwykle istotna rol¢ odgrywa ich oddzialtywanie z biatkami.”> W przeciwienstwie
do oddziatywan kwasow nukleinowych migdzy soba, w ktorych glowna rolg odgrywaja
wysoce specyficzne interakcje miedzy zasadami nukleinowymi (parowanie zasad na drodze
tworzenia $cisle zdefiniowanych wigzan wodorowych) za ich oddziatywania z biatkami
odpowiedzialne sa interakcje migdzy odpowiednio dopasowanymi motywami strukturalnymi

biatka i okreslona sekwencja nukleotydéw kwasu nukleinowego na zasadzie klucza i zamka.
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W oddziatywaniach tego typu biora udzial réznego rodzaju interakcje chemiczne: wigzania
wodorowe, oddziatywania elektrostatyczne i hydrofobowe. Oddziatywania migdzy biatkami
i kwasami nukleinowymi zwigzane sa z fundamentalnymi procesami w komorkach zywych
takimi jak: replikacja, transkrypcja i translacja, oddziatywania z enzymami restrykcyjnymi
itp. Swoisto$¢ rozpoznawania w kompleksach biatko-kwas nukleinowy realizowana jest
za pomocg charakterystycznych elementow struktury biatek, do ktorych naleza: helisy, zamki
leucynowe, struktury beta czy tez palce cynkowe. Utworzenie specyficznych wiazan
nastepuje wskutek oddziatywania tancuchow bocznych aminokwasow z dostgpnymi grupami
funkcyjnymi zasad nukleinowych.

Nieco ponad 15 lat temu zauwazono, ze rowniez kwasy nukleinowe moga
rozpoznawaé inne czasteczki w podobny sposob jak biatka.'”!! Kwasy nukleinowe o takich
wlasciwoséciach nazwano ,,aptamerami”. W tworzeniu i stabilizacji struktur przestrzennych
aptamerow biora udzial rézne rodzaje oddziatywan chemicznych. Aptamery okazaly sig
wygodnym uzupehlieniem narzgdzi badawczych w takich dziedzinach jak proteomika
i genomika, znalazly zastosowania w diagnostyce medycznej, duze nadzieje wiaze si¢
rowniez z ich wykorzystaniem w celach terapeutycznych.'”"> Swoisto$é rozpoznawania
roznych klas molekut pozwala poréwnywac aptamery z przeciwcialami monoklonalnymi

i wykorzystywac je rowniez do konstrukcji syntetycznych receptorow.

3. Aptamery

Aptamery definiuje si¢ jako jednoniciowe oligonukleotydy RNA Iub DNA,
selekcjonowane in vitro z bibliotek kombinatorycznych, w procesie zwanym SELEX (ang.
Systematic Evolution of Ligands by Expotenial Enrichement) charakteryzujace si¢ wysokim
powinowactwem 1 selektywnoS$cia wiazania ze $ci§le okre$lona czasteczka docelowa
(ligandem).' Nazwa ,,aptamer” wywodzi sig od lacinskiego stowa ,,aptus” — dopasowany.

Proces SELEX okre$lany jest jako “selekcja in vitro”.'” SELEX polega na identyfikacji
i wybiorczej amplifikacji czasteczek kwasow nukleinowych o pozadanych wilasciwosciach
sposrod puli (zazwyczaj 10'-10"%) krotkich losowych sekwencji RNA lub DNA nasladujac
w ten sposOb mechanizmy naturalnej ewolucji, tzn. zmienno$¢, selekcje i replikacje. Proces
SELEX jest szczegblowo omowiony w szeregu publikacji i nie bgdzie szerzej dyskutowany
w niniejszym opracowaniu.'®'* Nalezy dodaé, iz oprocz naturalnych kwasow nukleinowych
w konstrukcji aptamerow stosuje si¢ takze ich modyfikowane pochodne jak roéwniez
peptydowe analogi kwasow nukleinowych (PNA) co w znacznym stopniu poszerza zakres

zastosowan aptamerow.??!
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Waznym, aczkolwiek rzadko dyskutowanym zagadnieniem jest pleomorfizm
aptamerow. Zazwyczaj przyjmuje sig, ze jednej, wyselekcjonowanej sekwencji odpowiada
scisle okreslona struktura przestrzenna (konformacja) zapewniajaca specyficzno$é
oddziatywania z czasteczka docelowa (ligandem). Jednakze czgsto na skutek niewielkich
réznic energii swobodnej migdzy konformerami dana sekwencja moze przyjmowaé wigcej niz
jedna konformacjg. W takich przypadkach tylko czg$¢ czasteczek aptameru moze znajdowac
si¢ w optymalnym stanie zapewniajacym efektywne i specyficzne oddziatywanie z ligandem.
Ze wzgledu na zjawisko pleomorfizmu duza uwage przywiazuje si¢ do selekcjonowania
sekwencji o jak najmniejszej zdolnosci do tworzenia réznych konformerow i jak najwigkszej

jednorodnosci konformacyjne;j.'

4. Aptamery jako syntetyczne receptory molekularne.

Zgodnie z definicja receptora struktura o takich wlasciwosciach musi posiada¢ nie
tylko zdolno$¢ selektywnego wigzania rozpoznawanych czasteczek lecz takze generowania
sygnalu na skutek takiego wiazania. Z tego tez powodu klasyczne czastki aptameré6w nie
sq receptorami molekularnymi w sensie tej definicji, a pelnig jedynie funkcje selektywnych
czasteczek-gospodarzy (ang. host molecule) w stosunku do rozpoznawanej czasteczki. Takie
wilasciwosci sa wystarczajace do stosowania aptameréw do celow analitycznych czy tez

121522 w innych przypadkach, konieczne jest

badan nad aptamerami jako potencjalnymi lekami,
powiazanie aptameru z odpowiednim przetwornikiem (ang. transducer) generujacym sygnat.
W rezultacie prowadzi to do powstania funkcjonalnego kwasu nukleinowego (ang. functional

nucleic acids), w tym przypadku o wiasciwosciach syntetycznego receptora.

4a. Rodzaje syntetycznych receptoréw o strukturze aptameréw.

Na Rysunku 1 i 2 przedstawione zostaly przyktady formatow receptorow
zbudowanych na bazie aptameréw potaczonych z odpowiednimi przekaznikami generujacymi
sygnal po przylaczeniu ligandu. Modutowa struktura receptoréw o strukturze kwasow
nukleinowych: zawierajacych modut rozpoznajacy (aptamer) i modutl generujacy sygnat
(przekaznik) jest charakterystyczna dla tego typu rozwiazan.”

W przykladzie A) receptor o strukturze szpilki do wloséw taczy w sobie modut
rozpoznajacy (aptamer) w postaci petli i modut generujacy sygnal (przekaznik), w tym
przypadku typu latarni molekularnej (ang. molecular beacon), w postaci dupleksu. W stanie
podstawowym znacznik fluoroscencyjny (F) jest nicaktywny na skutek bliskiego sasiedztwa

wygaszacza (Q); zwiazanie ligandu (analitu) przez modul rozpoznajacy powoduje dysocjacje
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dupleksu i aktywacj¢ znacznika fluoroscencyjnego co zwiazane jest z emisja sygnatu

2+
o . & )/

RSP =

Rysunek 1. Przyktady receptoréw molekularnych o strukturze aptamerow,

optycznego.*

wykorzystywanych do konstrukcji biosensoré6w generujacych sygnat optyczny, F (fluorofor),
Q (wygaszasz), gwiazdka symbolizuje analit (ligand).

Przyktad B) jest wariantem formatu A), z ta r6znica, ze modut rozpoznajacy ma w tym
przypadku strukturg liniowa, zwiazanie ligandu z aptamerem powoduje zmiang struktury,
catkowite oddysocjowanie antysensowego DNA zawierajacego wygaszacz (Q) i aktywacje
znacznika fluoroscencyjnego.”> W wariancie C) mamy do czynienia z sytuacja odwrotna,
zwigzanie ligandu przez modut rozpoznajacy (sekwencj¢ aptamerowa znajdujaca si¢ miedzy
dwoma fluoroforami) powoduje zblizenie fluoroforéw do siebie, ich aktywacje
i w konsekwencji emisj¢ sygnatu. Fluoroforami czgsto stosowanymi w tym przypadku sa
czasteczki pirenu. Zblizenie dwoch czasteczek pirenu powoduje powstanie dimeru
potaczonego oddzialywaniami typu oddzialywan warstwowych (ang. stacking) emitujacego
fluoroscencje przy wiekszej dtugosci fali niz odseparowane czastki pirenu.”

Omawiane wcze$niej formaty receptorow molekularnych wymagaja stosowania
znacznikow emitujacych sygnal optyczny. Nizej omowione sa przyklady rozwiazan nie
wymagajacych znakowania modutu generujacego sygnal (przekaznika) dzigki wykorzystaniu
w tym celu jego zmian fizycznych bedacych wynikiem oddziatywania ligandu z modutem
rozpoznajacym. W przyktadzie A) aptamer przylaczony jest do powierzchni materiatu
piezoelektrycznego, najczgséciej mikrokrysztatu kwarcu. Przyfaczenie sig ligandu do aptameru
powoduje zmiang masy na powierzchni elementu piezoelektrycznego i emisj¢ sygnatu

akustycznego.”’
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Rysunek 2. Przyktady receptorow molekularnych o strukturze aptamerow,
wykorzystywanych do konstrukeji biosensoréw generujacych sygnat akustyczny,

mechaniczny lub elektryczny.

Innym przyktadem jest wykorzystanie mikrowag jako modutu generujacego sygnat.
W przykladzie B) zwigzanie ligandu z aptamerem przylaczonym do mikrowagi powodujg
generowanie sygnatu mechanicznego.” Innym rozwigzaniem, pokazanym w przykladzie C),
jest wykorzystanie mikroelektrody jako modulu generujacego bezposrednio ‘tatwy
do zarejestrowania sygnat elektryczny. W tym przypadku zmiana konformacji modutu
rozpoznajacego (aptameru) na skutek zwigzania z ligandem umozliwia kontakt znacznika
elektrochemicznego z powierzchnia elektrody co powoduje przeptyw tadunku i generowanie

sygnatu elektrycznego.”

Rysunek 3. Receptor mononukleotydu flawinowego (FMN), w module generujacym
sygnat wykorzystano wlasciwosci fluoroscencyjne zieleni malachitowej (MG), we wzorach

FMN i MG pominigto atomy wodoru.
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Szczegdlnym przypadkiem modularnej budowy receptorow o strukturze aptameru
sareceptory, w ktorych zarowno modul rozpoznajacy jak i modul generujacy sygnat
sa aptamerami (Rysunek 3).* W konstrukcji tego typu receptorow wykorzystano zjawisko
roznicy fluorescencji niektérych barwnikow np. zieleni malachitowej (MG, ang. malachite
green) w stanie zwigzanym 1 niezwiazanym ze specyficznym w stosunku do niego
aptamerem. Przyktadem moze by¢ receptor do detekcji mononukleotydu flawinowego (FMN,
ang. flavine mononucleotide). W tym celu wykorzystano aptamer specyficzny w stosunku
do FMN (modut rozpoznajacy), aptamer specyficzny w stosunku do MG (modut generujacy
sygnal) i potaczono je modulem komunikacyjnym w postaci krotkiego tacznika
dwuniciowego RNA. Dodatkowo, strukture aptameru wiazacego MG oraz strukture tacznika
dobrano w taki sposob aby zmiana konformacji aptameru wiazacego FMN po zwiazaniu

z ligandem powodowala allosteryczna stabilizacje kompleksu aptameru zwiazanego z MG.

4b. Przyklady receptoréow kwaséw nukleinowych, bialek i zwigzkéw
niskoczasteczkowych.
Kwasy nukleinowe sa czgsto stosowane w konstrukcji bioczujnikow
do detekcji DNA lub RNA. Mozna je rozpatrywaé jako specjalny przypadek receptoréw o
strukturze kwasow nukleinowych gdyz sa specyficzne w stosunku do czasteczek o tej same;j
budowie chemicznej i wykorzystuja w zasadzie tylko jeden rodzaj rozpoznawania
molekularnego oparty na klasycznym parowaniu zasad nukleinowych zgodnie z regutami
Watsona-Cricka. Bioczujniki DNA/RNA w ktorych wykorzystuje sig¢ tzw. technologie
hybrydyzacji kwaséw nukleinowych, ze wzgledu na ich duze znaczenie w molekularnej
diagnostyce medycznej, stanowia przekonujacy przyktad korzysci ptynacych z praktycznych
zastosowan nanobiotechnologii. Na obecnym etapie rozwoju technologii hybrydyzacji
kwaséw nukleinowych na szczegolna uwagg zastuguje technologia chipow DNA

(mikromacierzy DNA) i zastosowanie ich w szeroko rozumianej genomice,*'

wspomniana
wyzej, zwiazana z nig technologia bioczujnikow DNA**** oraz metody reakcji fancuchowe;j
polimerazy (PCR) w tym PCR w czasie rzeczywistym.***’ Urzadzenia wykorzystujace
technologie hybrydyzacji kwasoéw nukleinowych (receptory molekularne i konstruowane
naich bazie bioczujniki) oparte sa na zdolnosci do wykrywania powstawania struktury
dwuniciowej kwasu nukleinowego z jednoniciowych komplementarnych fragmentow.
Niezwykle wysoka selektywnos¢ i specyficzno$¢ receptorow tego typu wynika nie
ze zroznicowania charakteru chemicznego wiazanych ligandow i struktury receptora lecz
ze zdolnosci receptora do odczytania informacji zakodowanej w wiazanym ligandzie

(analicie) w postaci sekwencji zasad nukleinowych. Zagadnienia te stanowia odrgbne,

145



obszerne dziedziny badan i praktyki i nie bgda tutaj szerzej omawiane. Nizej, na Rysunku 4
przedstawiona jest zasada dziatania klasycznego chipu DNA (mikromacierzy DNA)
a na Rysunku 5 dwa z wielu formatow receptorow do detekcji RNA/DNA.
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>~ —_
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Rysunek. 4, Zasada dziatania chipu DNA: zakotwiczona na statym podtozu wiazka sond
DNA o znanych sekwencjach poddawana jest dzialaniu mieszaniny nieznanych fragmentow
DNA. Analizowany DNA jest wcze$niej amplifikowany i odpowiednio znakowany. Sygnat

odzwierciedla wykrycie DNA o okres§lonej sekwencji, a wigc utworzenie dupleksu migdzy
sonda i badanym DNA.

W przyktadzie A) (Rysunek 5) receptor typu molekularnej latarni sktada sig
z oligorybonukleotydu znakowanego na  jednym koncu fluoroforem (F) na drugim
wygaszaczem (Q), przylaczonego do niego rybozymu oraz sekwencji tworzacej pegtlg
blokujaca aktywnos$¢ rybozymu. Wykrywany DNA jest komplementarny do sekwencji
blokujacej, jego zwiazanie z ta sekwencja niszczy petle co aktywuje rybozym, rybozym tnie
RNA co z kolei powoduje uaktywnienie fluoroforu i emisje sygnalu optycznego.”® B)
Receptor sktada si¢ z trombiny i aptameru blokujacego jej aktywno$¢ proteazowa.
Wykrywany DNA jest komplementarny do fragmentu blokujacego trombing aptameru, jego
zwigzanie z aptamerem uwalnia trombing ktora degraduje peptyd zawierajacy na jednym
koncu fluorofor (F) a na drugim wygaszasz (Q), odseparowanie wygaszacza od fluoroforu
aktywuje go co powoduje emisje sygnatu optycznego.® Stosowane w omawianych wyzej
typach receptoréw rybozymy sa krotkimi kwasami rybonukleinowymi zdolnymi
do katalizowania pewnych reakcji chemicznych, pelnia wigc funkcje analogiczne do

enzymow biatkowych.
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Rysunek 5. Przyktady receptoréw o strukturze kwasu nukleinowego do detekcji

DNA/RNA.
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Kwasy nukleinowe wykorzystuje si¢ z powodzeniem réwniez w konstrukcji
receptorow molekularnych do detekcji biatek. Jednym z czgs$ciej przytaczanych przykladow
receptorow tego typu sa aptamery specyficzne w stosunku do trombiny, jednego z waznych
enzymoOw bioracych udzial w procesie krzepniecia krwi*** W jednym z przypadkow
sekwencja antytrombinowa zbudowana z 15 nukleotydow (Rysunek 6) tworzy z trombing
trwaty kompleks, w ktorym DNA-oligomer przyjmuje strukturg czteroniciowa w sktad ktorej
wchodza dwa kwartety guaninowe. Aptamery specyficzne w stosunku do trombiny tworza
znakomita podstawg do konstrukcji receptoréw i czujnikow tego enzymu odgrywajacego
kluczowa rolg¢ m.in. w chorobach zakrzepowo-zatorowych zyt. Na Rysunku 6 przedstawiony
jest jeden z wielu formatow receptorow trombiny opartych na strukturze tetrapleksu
guaninowego i molekularnej latarni.*

Aptamer znakowany przy koncu 3’ wygaszaczem (Q), w tym przypadku jest to kwas
4-(4’-dimetyloaminofenylazo)benzylowy (DABCYL), a przy koncu 5’ fluoroforem (F), 6-
karboksyfluorosceina (6-FAM) istnieje w rownowadze migdzy struktura nieuporzadkowana
(kigbek) a wewnatrz czasteczkowym kwadrupleksem. Obecno$¢ trombiny powoduje
powstanie kompleksu aptamer-biatko stabilizujac strukture kwadrupleksu i zmniejszajac
fluoroscencjg na skutek zblizenia fluoroforu i wygaszacza. W ostatnim czasie pojawiaja si¢
rozwigzania oparte na wykorzystaniu do detekcji biatek nie tylko pojedynczych aptamerow
lecz takze mikromacierzy aptameréw specyficznych w stosunku do réznych biatek.®

Uniwersalno$¢ aptamerow porownywalng z wlasciwosciami przeciwcial44 uwydatnia
fakt, iz mozna otrzyma¢ wysoce specyficzne aptamery nie tylko w stosunku do czastek

o wysokiej masie czasteczkowej takich jak kwasy nukleinowe i peptydy lecz rowniez
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w stosunku do zwiazkow niskoczasteczkowych. Na Rysunku 7 przedstawiono dwa przyktady

receptorow zwiazkow niskoczasteczkowych o strukturze aptamerow, a nizej omowiono nieco

szerzej kolejne przyktady.

19-Gro.
O% G77\)~

&
«-G7 G Q‘;‘s
@ “nnd

Rysunek 6. Receptor trombiny o strukturze aptameru zawierajacego tetrapleks
guaninowy i przekaznik sygnatu typu molekularnej latarni.
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Rysunek 7. Przyktady receptorow zwiazkow niskoczasteczkowych o strukturze

aptamerow.
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W przyktadzie A (Rysunek 7) receptor typu molekularnej latarni sklada sig
z oligorybonukleotydu znakowanego na  jednym koncu fluoroforem (F), na drugim
wygaszaczem (Q), przytaczonego do niego rybozymu oraz potaczonego z nim aptameru
specyficznego w stosunku do biatka wykazujacego powinowactwo do interesujacego nas
zwiazku niskoczasteczkowego. Zwigzanie biatka z aptamerem blokuje aktywnos$¢ rybozymu,
natomiast wprowadzenie do uktadu zwiazku niskoczasteczkowego wiazacego si¢ z bialkiem
silniej niz aptamer powoduje oddyscocjowanie biatka, aktywacj¢ rybozymu, ktoéry tnie
nastepnie oligorybonukleotyd co powoduje z kolei aktywacje fluoroforu i emisj¢ sygnatu
optycznego.® W przykladzie B) sytuacja jest odwrotna, przylaczenie zwiazku
niskoczasteczkowego do specyficznego w stosunku do niego aptameru uaktywnia rybozym

powodujac efekt jak opisano wyzej.*

Rysunek 8. Przyktady receptora adenozyny: powinowactwo aptameru wchodzacego
w sklad receptora do adenozyny jest znacznie wyzsze niz do jej fosforanow: AMP, ADP i

ATP. W miejscu wiazacym receptora przylaczaja si¢ dwie czasteczki adenozyny.

Na Rysunku 8 przedstawiony jest receptor adenozyny o strukturze molekularnej
latarni zbudowany z dwodch oligomeréw, jeden z nich majacy wlasciwosci aptameru
specyficznego w stosunku do adenozyny znakowany jest fluoroforem (F) a drugi, blokujacy

aktywno$¢ aptameru, zawierajacy wygaszacz (Q), jest komplementarny do pierwszego
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oligomeru. Obecno$¢ adenozyny w Srodowisku prowadzi do utworzenia trwatego kompleksu
adenozyny i aptameru co wiaze si¢ z wyparciem oligonukleotydu zawierajacego wygaszasz
iemisje sygnatu optycznego przez flurofor obecny w aptamerze.”” Uklady tego typu
wykorzystywane sg nie tylko do monitorowania stezenia adenozyny, ale takze do okreslania
aktywnosci fosfatazy alkalicznej przeksztalcajacej fosforany adenozyny: AMP, ADP i ATP
w adenozyng. Wyzsza aktywno$¢ fosfatazy powoduje degradacje fosforanéw adenozyny

i podwyzszenie stgzenia wolnego nukleozydu.

5. Receptory i bioczujniki kwaséw nukleinowych wykorzystujace detekcje

elektrochemiczng.

W czgsci 4a (Rysunek 2, C) podano detekcjg elektrochemiczna analitu jako jeden
zprzykltadow wielu mozliwych rozwiazan stosowanych w budowie receptorow
molekularnych,* nizej ten format oméwiony bedzie nieco szerzej. Bezposrednie generowanie
sygnalu elektrycznego pozwala na znaczne uproszczenie konstrukcji urzadzen opartych
natego typu receptorach w porownaniu z czujnikami wykorzystujacymi inne metody
wytwarzania sygnalu np. fluorescencje. Wynika to m.in. z faktu, ze w metodach
fluorescencyjnych wykorzystuje si¢ wytwarzany wtdrnie sygnal optyczny, ktoéry musi byé
w kolejnych etapach detekcji przeksztalcony w sygnat elektryczny. Do zalet receptoréw
elektrochemicznych zaliczyé mozna: 1) nizsze koszty wytwarzania, 2) wysoka czulo$¢,
szczegblnie w przypadku powigzania z amplifikacja sygnatu na drodze elektrokatalizy,
3) szybkos¢ reakcji na bodziec, 4) niezaleznos¢ detekcji od zanieczyszczen mechanicznych
probki powodujacych jej zmgtnienie oraz innych zanieczyszczen absorbujacych $wiatlo,
5) podatno$¢ na miniaturyzacjg, prostota konstrukcji. Na Rysunku 10 przedstawiony jest
przyktad receptora elektrochemicznego trombiny. Podobnie jak w opisanych wyzej
receptorach tego biatka rowniez i w tym przypadku wykorzystuje si¢ aptamer, w ktorym
DNA-oligomer przyjmuje strukture czteroniciowa. W stanie podstawowym sonda detekcyjna
(modut detekcyjny) przylaczony do powierzchni elektrody zablokowana jest
komplementarnym oligomerem (modut sygnalizujacy) zawierajacym przy koncu przeciwnym
w stosunku do elektrody znacznik elektrochemiczny (np. blekit metylenowy, MB).
Ze wzgledu na utworzenie struktury dwuniciowej migdzy komplementarnymi fragmentami
modutu detekcyjnego i sygnalizujacego, znacznik elektrochemiczny nie moze zblizy¢ sig
do powierzchni elektrody. Pojawienie si¢ w $Srodowisku trombiny powoduje zwigzanie czastki
biatka ze specyficznym w stosunku do niego aptamerem i uwolnienie znacznika
elektrochemicznego, ktory moze teraz zblizy¢ si¢ do powierzchni elektrody i w konsekwencji,

ulegajac procesowi utleniania-redukcji generuje sygnat elektryczny. '®
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Rysunek 9. Przyktad receptora elektrochemicznego trombiny.

Do najczgéciej stosowanych rozwigzan wykorzystywanych w budowie bioczujnikow
elektrochemicznych zawierajacych jako element konstrukcyjny receptory o strukturze
kwaséw nukleinowych naleza: 1) bezposrednia detekcja elektrochemiczna kwasow
nukleinowych, 2) wykorzystanie zdolnosci dwuniciowego DNA do przewodzenia tadunku
elektrycznego, 3) zastosowanie aktywnych elektrochemicznie posrednikow i interkalatorow,
4) wykorzystanie enzymow katalizujacych reakcje utleniania-redukcji oraz 5) wykorzystanie
znacznikoéw elektrochemicznych.*® Znacznikami elektrochemicznymi moga byé zaréwno
zwiazki organiczne jak wspomniany wyzej blekit metylenowy jak i kompleksy metali.*
Do czgsciej stosowanych znacznikoéw elektrochemicznych naleza kompleksy Zelaza i rutenu.

W ostatnim czasie opracowaliSmy nowy typ pochodnych kwaséw nukleinowych
zawierajacych jako element modyfikujacy karborany (klastery boru)®' oraz ich kompleksy
z metalami® i wykazaliémy przydatnoéé tego rodzaju zwiazkow jako znacznikéw do detekeji
elektrochemicznej. W badaniach modelowych wykorzystano 2°-CBM oligonukleotydy
zawierajace pojedyncza modyfikacje w postaci klasteru boru przytaczona do reszty cukrowe;.
Oligonukleotydy analizowano w odpowiednim zakresie potencjalow, z wykorzystaniem
detektora elektrochemicznego wyposazonego w dwukanatowa cele kulometrycznag
z porowatg elektroda grafitowa i elektroda odniesienia Pd/H,.*

Zastosowanie jako elektrochemiczne znaczniki DNA moga znalez¢ takze kompleksy
karboranéw z metalami — metalokarborany.”®> Metalokarborany stanowia rozlegla rodzing
zwigzkow typu kompleksow kanapkowych mogacych zawieraé game roznych metali.
Wiasciwosci elektrochemiczne wielu metalokarboranéw sa znane. Proponowany przez nas
nowy rodzaj znacznika elektrochemicznego oparty na strukturze karboranéw

i metalokarboranéw umozliwia wbudowanie do czasteczki znacznika jonéw metali takich jak
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Mn, Tc, Re, Fe, Ru, Co, Rh, Ir, Ni, Pd, Pt, Cu, Au, i innych, o réznych potencjatach

utleniania/redukcji,™* co w sposob istotny zwigksza zakres zastosowah tego typu

55,56

znacznikow.
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Rysunek 10. Metalokarborany jako potencjalne znaczniki elektrochemiczne.

OpracowaliSmy ogo6lna metod¢ syntezy koniugatow czterech podstawowych
nukleozydéw: tymidyny (T), 2’-deoksycytydyny (dC), 2’-deoksyadenozyny (dA)
i 2’-deoksyguanozyny (dG) oraz metalokarborandw zawierajacych kobalt,”” prowadzimy
prace nad pochodnymi zawierajacymi Zelazo,*® ruten oraz nikiel. Otrzymali$my takze szereg
DNA-oligomeréw znakowanych klasterami boru (Rysunek 11).

Koniugaty nukleozydow i metalokarboranu zawierajacego kobalt lub zelazo zostaty

scharakteryzowane elektrochemicznie.” Uzyskane wyniki pozwalaja przypuszczac,
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ze metalokarborany moga znalezé zastosowanie jako nowy typ znacznikéw

elektrochemicznych kwasow nukleinowych i innych bioczasteczek.

o
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H
%

Rysunek 11. Oktadekamer 5'-d[(**™M“G)CACTAGATCGCCGTTTT]-3’ znakowany

przy koncu 5’ grupa metalokarboranylowa zawierajaca kobalt.

6. Perspektywy

Poznanie biologii, wlasciwosci chemicznych i fizycznych kwasoéw nukleinowych
osiagneto na przetomie XX i XXI wieku punkt krytyczny umozliwiajac wykorzystanie
kwasow nukleinowych nie tylko jako narzedzia biologii molekularnej czy tez potencjalne leki
lecz takze zastosowanie ich do celow technicznych. Potrzeba miniaturyzacji oraz mozliwos¢
polaczenia na poziomie molekularnym niektdrych cech materii ozywionej i nieozywiongj
stworzylo impuls do konstrukcji kompozytdw bionieorganicznych oraz badan nad
zastosowaniami kwasoéw nukleinowych w dziedzinie bioelektroniki 1 konstrukcji
bioczujnikéw. Dotychczas do tego celu stosuje si¢ zazwyczaj naturalne kwasy nukleinowe,
wydaje si¢ jednak ze w przyszto$§ci mozna oczekiwa¢ zwigkszonego zainteresowania
modyfikowanymi DNA/RNA i wykorzystaniem cech ktoérych naturalne kwasy nukleinowe
nie posiadaja. Prowadzone rownolegle intensywne badania w dziedzinie chemii
supramolekularnej sprawiaja, ze wiedza nagromadzona w tych obszarach moze zaowocowaé
wkroétce pojawieniem si¢ na rynku szeregu nowych urzadzen o nieosiagalnych dotychczas

wlasciwosciach.
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Wykaz skrotow:

AMP — 5’-monofosforan adenozyny (ang.: adenosine 5’-monophosphate)

ADP — 5’-difosforan adenozyny (ang.: adenosine 5’-diphosphate)

ATP — 5’-trojfosforan adenozyny (ang.: adenosine 5’-triphosphate)

2’-CBM - grupa 2’-O-(o-karboran-1-yl-metylowa) [ang.: 2°-O-(o-carboran-1-yl-methyl)]
DABCYL - kwas 4-(4’-dimetyloaminofenylazo)benzylowy [ang.: 4-((-4-(dimethylamino)-
phenyl)-azo)-benzoic acid]

DNA -kwas deoksyrybonukleinowy (ang.: deoxyribonucleic acid)

6-FAM - 6-karboksyfluoresceina (ang.: 6-carboxyfluorescein)

FMN - mononukleotyd flawinowy (ang.: flavin mononucleotide)

MB - blekit metylenowy (ang.: methylene blue)

MG - zielen malachitowa (ang.: malachite green)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang.: polymerase chain reaction)

PNA - peptydowy analog kwasu nukleinowego (ang.: peptide nucleic acid)

RNA - kwas rybonukleinowy (ang.: ribonucleic acid)

SELEX - selekcja in vitro (ang.: Systematic Evolution of Ligands by FExpotenial

Enrichement)
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Rozdzial 7

Receptory wdrukowane w polimer
Beata Kolesinska, Justyna Fraczyk, Zbigniew J. Kaminski
Instytut Chemii Organicznej Politechniki £édzkiej, Zeromskiego 116, 90-924 £6d?

1. Wprowadzenie

Receptory wdrukowane w polimer (Molecularily Imprinted Polymers — w skrocie
MIPs) sa usieciowanymi polimerami zawierajacymi wngki dopasowane do rozmiaru, ksztaltu
i funkcji chemicznej wybranej czasteczki (lub jej fragmentu) powstale w wyniku
,odci$nigcia” §ladu czasteczki nazywanej dalej czasteczka matrycowa w polimeryzujacej

mieszaninie monomerow a nastgpnie jej usunigcia poprzez ekstrakcje.

Rysunek 1. Mikroskopowy obraz wngki i schemat wigzania ligandu we wnegce receptorowej

MIPs.

Historia receptoréw wdrukowanych w polimer rozpoczyna si¢ w latach 30 XX wieku,
kiedy to radziecki chemik M.V Polyakov odkryl, Ze zel krzemionkowy przygotowany
w obecnosci rozpuszczalnika organicznego wykazuje preferencje do jego wigzania. W 1949 —

F. Dickey przeprowadzit badania nad przygotowywaniem zelu krzemionkowego w obecnosci
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barwnikow 1 stwierdzil, ze po usunigciu wzorcowego barwnika krzemionka ,pamigta”
czasteczke matrycowa i preferuje wigzanie si¢ z barwnikiem uzytym jako matryca rowniez
w obecnosci innych barwnikow.

W 1972 roku grupie Guentera Wulffa udato si¢ otrzymaé pierwszy receptor
wdrukowany w polimer organiczny (MIPs) zdolny do odrézniania enancjomerow kwasu
glicerynowego. Kolejny krok w rozwoju techniki nastapit w 1981 roku, kiedy to Mosbach
i Arshady stworzyli pierwszy organiczny MIPs przy wykorzystaniu jedynie oddzialywan
niekowalencyjnych. Niewatpliwie, ukoronowaniem badan nad procesami zachodzacymi
pomiedzy czasteczka goscia i czasteczka gospodarza, ktore leza przeciez u podstaw dziatania
kazdego receptora, bylo przyznanie w roku 1987 nagrody Nobla dla Crama, Lehna
iPedersona za ich wielki wklad w poznanie i zrozumienie zjawiska rozpoznawania

molekularnego (molecular recognition).

2. Synteza receptoréw wdrukowanych w polimer

We wspotczesnie prowadzonych syntezach MIPs uwzglednia sig¢ zarowno ksztalt
czasteczek matrycowych jak i obecnos$¢ grup funkcyjnych potencjalnie uzytecznych to
tworzenia stabych oddzialywan z polimerem. W tym celu stosuje si¢ odpowiednio
skomponowane mieszaniny monomeréw wsréd nich monomerow z grupami funkcyjnymi
zdolnymi do tworzenia stabych oddzialywan z czasteczka matrycowa, takich jak wiazania
wodorowe lub oddziatywania dipol-dipol. Samoorganizacja czasteczek monomeréw
w otoczeniu czasteczki matrycowej zapewnia najkorzystniejsze wzajemne dopasowanie
uwzgledniajace zaréwno ksztalt czasteczki jak 1 obecno$¢ grup funkcyjnych przed
rozpoczgciem procesu polimeryzacji i sieciowania. Czgsto wraz z czynnikiem sieciujacym
dodaje sig rozpuszczalnikéw porogennych, ktére zapewniaja uzyskanie porowatej struktury
materialu otaczajacego czasteczkg matrycowa wbudowana w polimer. Usunigcie czasteczki
matrycowe nastgpuje wprost poprzez wymycie rozpuszczalnikiem lub w bardziej ztozonym
procesie wymagajacym dodatkowych przemian chemicznych (Schemat 1). Uzyskany polimer
posiada zdolno§¢ ponownego wigzania czasteczki matrycowej lub jej bliskich analogow
strukturalnych. Nalezy podkres$li¢, ze ze wzgledu na roéznice w szczegotach postgpowania
zapewniajacego maksymalne wzajemne dopasowanie wyrdznianych jest kilka strategii

syntezy MIPs.
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Schemat 1. Proces wdrukowywania matrycy w polimer. Oddziatywania z grupami
funkcyjnymi (a-d) czasteczki matrycowej umozliwiaja rdzne strategie procesu
wdrukowywania: a) nie-kowalencyjny, tworzenie wigzan wodorowych z kwasem
metakrylowym, akryloamidem, itp.; b) odwracalne oddzialywania kowalencyjne, np. estry
boranowe; ¢) semi-kowalencyjne (sacrificial spacer); d) oddziatywania elektrostatyczne.

Usunigcia matrycy z polimeru dokonuje si¢ w wyniku ekstrakcji oraz hydrolizy.

2.1 Kowalencyjne wigzanie czasteczki matrycowej z monomerem (covalent imprinting)
Strategia, w ktorej czasteczka matrycowa i jeden lub wigcej monomeroéw sa potaczone
wiazaniem kowalencyjnym tworzac addukt matryca-monomer' okre$lana jest w literaturze
angielskojezycznej mianem covalent imprinting. Kopolimeryzacja adduktu matryca-monomer
z innymi komponentami, wiaczajac w to czynniki sieciujace, rozpuszczalniki porogenne
prowadzi do wuzyskania polimeru zawierajacego czasteczk¢ matrycowa zwiazang
kowalencyjnie. Usunigcie czasteczki matrycowej wymaga w tym przypadku rozerwania
wigzania kowalencyjnego w operacji dodatkowej poprzedzajacej proces wymywania. W tym
przypadku wiazaniu czasteczki - goscia bedzie towarzyszylo zajscie reakcji chemicznej
i ponownie zwigzana czasteczka matrycowa bedzie nierozroznialna od uktadu wyjsciowego
otrzymanego pierwotnie w procesie polimeryzacji. Metody kowalencyjnego wdrukowywania
wykorzystujace silne wigzania kowalencyjne® takie jak wigzania estrowe wymagaty
zastosowania energicznych warunkow reakcji niezbgdnych do usunigcia czasteczki
matrycowej a przy tym ponowne wigzanie wymagalo obecnosci silnie reaktywnych
substratow takich jak chlorki acylowe reagujace z komponentem alkoholowym lub

odpowiednie bromki podatne na reakcje z solami kwasoéw karboksylowych. Z tego powodu
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klasyczne, obecnie stosowane metody kowalencyjnego wdrukowywania najczegsciej
wykorzystuja w etapie otrzymywania adduktu matryca-monomer latwiej zachodzace reakcje

odwracalne takie jak tworzenie estrow boranowych, ketali/acetali i zasad Schiffa.

FooOT % o 2
O czynniki sieciujace (O - matryca 40
0 y \

HO
0 polimeryzacja 0 _ OH
(0]
+ matryca
-4H,0
NO,

Schemat 2. Wdrukowanie 4-nitrofenylo-a-d-mannopiranozydo-2,3:4,6-di-O-(4-winylofenyl-
boranu) (2): Zwiazek matrycowy dotaczony do monomeru otrzymany zostal poprzez
kondensacj¢ kwasu 4-winylobenzenoboranowego (a) z 4-nitrofenylo-a-d-mannopiranozydem,
po kopolimeryzacji z diwinylobenzenem lub dimetylokcrylanem glikolu etylenowego tworzy
polimer (b). Usunigcie czasteczki zwiazku matrycowego zachodzi poprzez hydrolize estru
boranowego 1 wymaga obecno$ci 4 ekwiwalentow wody do utworzenia nieobsadzonej wneki
receptorowej (c). Wiazanie czasteczki - goscia do receptora i jej uwalnianie jest procesem
odwracalnym, zachodzacym dostatecznie szybko w skali czasu do zastosowania MIPs jako

fazy stacjonarnej w HPLC.

W praktyce, ich zastosowanie ograniczone jest gtownie do wiazania 1,2 i 1,3-dioli
(jako estréw boranowych®**¢ lub ketali’/acetali®), aldehydoéw (jako acetali i zasad Schiffa’),
ketonow (ketali) oraz amin (jako zasad Schiffa). Ponowne wigzanie czasteczki matrycowej do
wneki, ze wzgledu na fakt, ze odtwarzana jest struktura identyczna z otrzymywana pierwotnie
w procesie kopolimeryzacji, jest gldwna zaleta tego rozwiazania, poniewaz w znaczacym
stopniu zwigksza to zdolnos$¢ selektywnego wigzania czasteczki matrycowe;.
Druga zaleta metody opartej o wiazanie kowalencyjne jest zmniejszenie mozliwosci
niespecyficznego dokowania do wneki z uwagi na brak w niej dodatkowych grup
funkcyjnych. Najwazniejszym ograniczeniem metody jest konieczno$¢ tworzenia
kowalencyjnie zwigzanych adduktow czasteczki matrycowej z monomerami, co zasadniczo

ogranicza swobodg doboru struktury zwiazkow stosowanych jako matryce.
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2.2 Wdrukowywanie z czeSciowym wykorzystaniem wigzan kowalencyjnych (semi-
covalent imprinting)

Metoda opisana jako semi-covalent imprinting obejmuje wszystkie metody
wdrukowywania, w ktorym czasteczka matrycowa jest zwigzana kowalencyjnie w procesie
polimeryzacji, natomiast po usunigciu zwigzku matrycowego wigzanie do wngki receptorowej
ma natur¢ catkowicie niekowalencyjnga. Najprostszym przykladem jest utworzenie estrow
akrylowych czasteczki matrycowej i nastgpnie ich kopolimeryzacja w obecnosci czynnika
sieciujacego. Po hydrolitycznej degradacji i wymyciu czasteczki matrycowej, jej ponowne
wigzanie nie zachodzi poprzez utworzenie wiazania estrowego, lecz w wyniku oddziatywan
pomigdzy wolnymi grupami hydroksylowymi czasteczki matrycowej z wolnymi grupami
karboksylowymi zawartymi we wdrukowanej wngce polimeru. Ta z pozoru prosta metoda
otrzymywania MIPs ma jednak kilka wad. Hydroliza czasteczki matrycowej zachodzi czgsto
z trudnosciag. Tworzenie wigzan wodorowych i oddzialywania steryczne w procesie
ponownego wiazania czasteczki matrycowej do wneki sg jednak odmienne od pierwotnych
stosowanych w syntezie polimeru. Fakt ten utrudnia maksymalnie korzystne wzajemne
dopasowanie goscia gospodarza w skutek zastapienia precyzyjnie zdefiniowanego wiazania
estrowego oddziatywaniami pomigdzy wolnymi grupami hydroksylowa i karboksylowa.
Pomimo swoich ograniczen metoda ta zostala z powodzeniem zastosowana do
wdrukowywania estrow testosteronu' i innych steroli'! oraz fenoli'.

Zastosowanie tacznikow (linkerow) pomigdzy czasteczka matrycowa a monomerem
czgsto zmniejsza ograniczenia opisanej powyzej metody. Lacznik odgrywa podwdjng role:
umozliwia potaczenie czasteczki matrycowej z monomerem oraz dziata jako ,,spacer”
iodsuwa czasteczkge matrycowa od grup funkcyjnych polimeru zmniejszajac zawadg
przestrzenna towarzyszaca ponownemu Wwigzaniu, (réwniez wigzaniom o charakterze
niekowalencyjnym). Wiazanie lacznika z czasteczka matrycowa musi byé tatwe do
rozerwania. Je$§li rozrywaniu wiazania chemicznego towarzyszy nieodwracalne usunigcie
fragmentu tacznika, to nazwany jest on tacznikiem traconym (sacrificial spacer). Najczgsciej
stosowanymi tacznikami traconymi sa weglany' (Schemat 3).

Innymi sposrod uzywanych lacznikoéw sa pochodne mocznika' oraz karbaminiany.'?
Sporadycznie stosowane sa rOwniez salicylany''® jako linkery wbudowywane pomiedzy reszte
kwasu metakrylowego oraz czasteczki matrycowe zawierajace pierwszorzgdowe grupy
aminowe. Lacznik ten okazal si¢ efektywny, poniewaz zapewnia tworzenie wiazania
wodorowego pomigdzy funkcja amidowa i estrowa i sprawdzil si¢ przy wdrukowaniu

tripeptydu Lys-Trp-Asp (Rysunek 2).
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Schemat 3. Wdrukowanie cholesterolu'’ za posrednictwem traconego facznika weglanowego:
(a) monomer z dolaczonym  zwiazkiem matrycowym -  weglanem  (4-
winylofenylowo)cholesterolowym jest polimeryzowany estrem dimetakrylowym glikolu
etylenowego (EDMA) w porogennym rozpuszczalniku, (b) po polimeryzacji, czasteczka
matrycowa pozostaje zwiazana chemicznie z polimerem, (c) hydroliza alkaliczna uwalnia
zwigzek matrycowy (cholesterol) i1 lacznik weglanowy (szary kontur pokazuje wnegke
zajmowang pierwotnie przez cholesterol), (d) ponowne wiazanie cholesterolu w przestrzeni
wneki pierwotnie dopasowanej do jego ksztattu zapewnia utworzenie wigzania wodorowego

z udzialem czasteczki fenolu polimeru otaczajacego wneke.
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Rysunek 2. Przyktady facznikow stosowanych w syntezie MIPs.

Pochodne kwasu 2-hydroxybenzoesowego (salicylowego) zapewniaja utworzenie
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego pomigedzy amidowym N-H i estrowym
atomem tlenu kwasu metakrylowego przy wdrukowywaniu amin pierwszorzedowych jako
zwiazkow matrycowych (1). Monomery z tacznikiem dimetylosililowym wbudowywane sa
jako etery 4-winylofenylowe (3) badz estry sililowe kwasu matakrylowego (4)
iz powodzeniem zostaly zastosowane do wdrukowania aromatycznych  zasad

heterocyklicznych w polimer'®,
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2.3 Wdrukowywanie czasteczek matrycowych nie tworzacych wigzania chemicznego
Z monomerami

Z powodzeniem wdrukowywano czasteczki matrycowe w polimer unikajac tworzenia
wiazania kowalencyjnego we wszystkich stadiach syntezy MIPs. W takim przypadku proces
syntezy poprzedza dodatkowe stadium polegajace na utworzeniu kompleksu pre-
polimeryzacyjnego, w ktorym wykorzystywane sa oddzialywania takie jak: wigzania
wodorowe, jonowe, dipol-dipol oraz oddzialywania van der Waalsa. Kompleks pre-
polimeryzacyjny jest niestabilny i dynamicznie zmienny w trakcie procesu wdrukowywania.
Z tego powodu wazne znaczenia posiadaja wszelkie dziatania zmierzajace do zwigkszenia
jego stabilnosci, prowadzacej w efekcie koncowym do uzyskania bardziej jednolitych struktur
wnek receptorowych. Podwaliny do tej metodologii wprowadzit Mosbach”, ktory
wdrukowywat caly szereg zroznicowanych strukturalniec wngk receptorowych. Dokonany
postep okazal si¢ tak znaczacy, ze obecnie jest to najczedciej stosowana procedura
uzyskiwania MIPs. Wsrod jej najwazniejszych zalet wymieni¢ nalezy pewna gigtkos¢
struktury otaczajacej niszg i tatwo$¢ réznicowania grup funkcyjnych wewnatrz niszy a takze
prostote procedury i zminimalizowanie reakcji chemicznych niezbednych w syntezie MIPsu.
Ogodlnie przyjmuje sig, ze uporzadkowanie i wzajemne zorientowanie monomerow z grupami
funkcyjnymi w kompleksie pre-polimeryzacyjnym pozostaje zachowane w gotowym
polimerze dzigki uzyciu czynnikoéw sieciujacych.

Fakt ten zapewnia zr6znicowanie i dobre dopasowanie oddzialywan poszczegolnych
fragmentow tworzacych wnegke¢ receptorowa do wymagan zwiazku matrycowego.
O zlozonosci procesow w fazie pre-polimeryzacyjnej $wiadczy duza liczba miejsc
oddziatywan monomeroéw z czasteczka matrycowa. Czynniki takie jak polarnos$¢ uzytego
rozpuszczalnika, temperatura polimeryzacji wptywaja na niektore oddzialywania wewnatrz
kompleksu pre-polimeryzacyjnego. Oddzialtywania wodorowe sa uprzywilejowane
w rozpuszczalnikach polarnych, jednakze w praktyce mamy do czynienia z kompromisem
pomigdzy polarnoscia stosowanych rozpuszczalnikéw a rozpuszczalno$cia czasteczki
matrycowej oraz porowato$cia® tworzacego si¢ MIPs. Bardzo waznym czynnikiem, ktory jest
zwigzany z funkcjonalno$cia uzyskanego MIPs jest stosunek ilosci funkcjonalizowanego
monomeru do czasteczek matrycowych. Zbyt duzy nadmiar sfunkcjonalizowanego monomeru
moze powodowac zbyt duze niespecyficzne wiazanie do wngki MIPs, za§ zbyt maty
powoduje niedostateczng ilos¢ grup funkcyjnych zdolnych do oddziatywania z czasteczkami
wiazanymi we wnece. Stosunek ilosci sfunkcjonalizowanego monomeru do czasteczek
matrycowych wyznaczany jest z reguly eksperymentalnie. Na uwage zastuguje przy tym

rozwoj technik chemii kombinatorycznej umozliwiajacych tworzenie bibliotek MIPs*.
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Schemat 4. Wdrukowywanie pochodnej dipeptydu z udzialem licznych oddziatywan
niekowalencyjnych z kwasem metakrylowym (a)?; schemat oddzialywan niekowalencyjnych
w kompleksie pre-polimeryzacyjnym utworzonym pomigdzy morfing i kwasem
metakrylowym (b)®; dansylowa pochodna fenyloalaniny kompleksowana mieszaning 2-
winylopirydyny i kwasu metakrylowego (c)*; elektrostatycznie obojetny kompleks pre-
polimeryzacyjny utworzony pomigdzy Boc-Trp-OH i akryloamidem, posiadajacy miejsca
donorowe i akceptorowe dla tworzenia wiazan wodorowych?, niezdolny do tworzenia par

jonowych.
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2.4 Jony metali w procesie wdrukowywania
Rola jonéw metali w procesie wdrukowywania moze by¢ trojaka. Moga one stanowié
czasteczke matrycowa, wchodzi¢ w sktad czasteczki matrycowej, lub tez moga by¢ uzyte jako

sktadnik kompleksu pre-polimeryzacyjnego.

2.4.1 Jony metali jako czasteczki matrycy

Rysunek 3. Monomer (5) zastosowany do wdrukowania receptora jonu Ca*" (6).
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Rysunek 4. Przyktady oddziatywan jonow metali spotykane we wdrukowanych receptorach:
wdrukowanie kreatyniny kompleksowanej jonami cynku (7)*’; wiazanie glukozy wspomagane

obecnoéciag jonéw miedziowych stosowane w sensorach glukozowych (8)%; kompleks
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9-etyloadeniny z cynkowa pochodna porfiryny (9)%”; kompleks niklowy do wiazania
peptydow z N-terminalna reszta histydynowa (10)*; kompleks zastosowany do wdrukowania
struktury mimikujacej aktywne centrum karboksypeptydazy A o zwigkszonej aktywnosci
katalitycznej w wyniku zastgpienia w obrgbie centrum aktywnego jonu cynkowego jonem

miedziowym (11)*.,

Jak dotychczas nie mozna jednoznacznie oceni¢, ktora z metod wdrukowywania daje
najlepsze rezultaty. Wybor substratow i sposobow postgpowania (monomerow, czynnikow
sieciujacych itd.) uzytych do otrzymywaniu MIPs zalezy od postawionego celu. W kazdym
przypadku nalezy jednak uwzgledni¢ kilka aspektow w tym kompromis*> pomiedzy
sztywnoscig i elastycznoscig struktury polimerowej. Struktura wdrukowanej wnegki powinna
by¢ na tyle stabilna (sztywna), aby utrzyma¢ konformacj¢ w trakcie wymywania czasteczki
matrycowej, ale jednocze$nie na tyle elastyczna, aby utatwic osiagnigcie szybkiej rownowagi
pomigdzy uwalnianiem i ponownym wigzaniem czasteczki matrycowej we wngce. Z tego
punktu widzenia metoda wdrukowywania unikajaca tworzenia wigzan kowalencyjnych
zwykle zapewnia korzystniejsza kinetyke wiazania i sprzyja szybszemu uzyskaniu stanu
rownowagi. Mechaniczne wlasciwosci MIPs oraz konformacja wdrukowanej przestrzeni
(wneki) zalezy od ilo$ci zastosowanych zwiazkdéw sieciujacych. Zazwyczaj stosuje si¢ okoto
25-90% czynnikow sieciujacych®, ktore zwiekszaja hydrofobowos$é szkieletu polimerowego
izabezpieczaja go przed zmianami konformacji w trakcie syntezy. MIPs powinny
charakteryzowaé si¢ wysoka stabilnoscia chemiczng. Diester kwasu metakrylowego
z glikolem etylenowym (EGDMA) uzywany zazwyczaj jako czynnik sieciujacy umozliwia
uzyskanie MIPs stabilnych w szerokim zakresie pH i temperatury*.

W przypadku aplikacji MIPs w warunkach in vivo musza one by¢ nietoksyczne
i biokompatybilne. Niestety, wigkszo§¢ klasycznie uzyskiwanych MIPs jest otrzymywana
w rozpuszczalnikach organicznych, ktére moga powodowaé niszczenie komoérek. W takich
przypadkach preferowane jest zastosowanie hydrofilowych szkieletow polimerowych, ktore
moga by¢ otrzymywane i oczyszczane w wodzie. Hydrofilowo§¢ powierzchni podnosi
biokompatybilno$¢ i obniza adsorpcje biatek i mikroorganizméw na powierzchni polimeru?,
jednakze molekularne wdrukowywanie w wodzie jest procesem trudnym z powodu znaczaco
stabszych oddziatywan elektrostatycznych i wodorowych w polarnym medium, co powoduje,
obnizenie powinowactwa i selektywnosci MIPs do ligandow?®. Niemniej jednak,
oddzialywania hydrofobowe i tworzenie kompleksow z metalami, tworzenie licznych wigzan
wodorowych oraz elektrostatycznych (podobnie jak ma to miejsce w procesie rozpoznawania

przez biatka) umozliwia otrzymywanie MIPs w $§rodowisku wodnym?’.
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3. Zastosowanie MIPs

MIPs sa tak projektowane, aby mogly rozpoznawa¢ duza liczbe struktur wybranych
tarcz (targets) z podobnie wysokim jak w przypadku przeciwcial powinowactwem oraz
wysoka selektywnoscia. Te wlasciwosci MIPs sprawiaja, ze stosowane sa one w wielu

138

dziedzinach: preparatywny rozdzial®, ekstrakcja z fazy stalej*, zmiatacze (scavengers) do
usuwania niepozadanych komponentéw z zywnosci lub ptynow biologicznych®, i wreszcie

w procesie testowania (screening) nowych lekow*!.

Monitorow anie srodow iska naturalnego Bioanaliza

Sensory chemiczne

Rozdziaty analityczne ' -
\ Ekstrakcja w fazie statej
Terapeutyki: V\ ﬂ
dostarczanie leku,

oczyszczanie krwi,
monitorow anie postepu leczenia

Odkryw anie now ych lekéw : /

testy przesiewow e,
synteza bibliotek now ych lekéw \A

Rozdzialy preparatyw ne:
rozdziat enancjomerow ,

Katalizatory nasladujace enzymy zmiatacze (scavencers)

Schemat 5. Gltéwne zastosowania MIPs*.

3.1 MIPs w procesie odkrywania lekéw (drug discovery)

Preferowane wiasciwos$ci MIPs uzytecznych w procesie odkrywania nowych lekow*
nieco odbiegaja od wilasciwosci pozadanych dla klasycznych uktadow stuzacych do jak
najbardziej selektywnego rozpoznawania czasteczki matrycowej w badanym analicie.
W poszukiwaniach lekow wazniejsza od selektywnosci jest zdolno§¢ rozpoznania podobnych
ksztatltow i podobnej funkcjonalnosci przez utworzone wneki i to nie tylko w obrebie jednej
klasy zwiazkoéw. Odkrywanie nowych lekow zaktada, ze badaniom poddawane sa zwiazki
dotychczas nieznane, ktore powinny by¢ wiazane do receptorow i wplywaé na efekt
biologiczny. W wielu przypadkach docelowy receptor nie jest znany. W takich przypadkach
synteza MIPs wraz z odpowiednio zaprojektowanymi miejscami wazacymi receptora jest

mozliwa w oparciu o znajomos$¢ struktur agonistow i antagonistow.
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3.1.1 Mimetyki receptoréw steroidowych

Receptor wiazacy mimetyki testosteronu* otrzymany byt poprzez synteze MIPs
z wdrukowanym ksztaltem testosteronu przy uzyciu dimetakrylanu glikolu etylenowego jako
czynnika sieciujacego oraz kwasu metakrylowego jako monomeru. Uzyskany receptor wigzal
(oprocz testosteronu) réwniez cztery podobne steroidy, szczegélnie silnie B-estradiol, ale
rowniez progesteron, propionian testosteronu oraz estron. Tarbin i Sharman® otrzymali serig
MIPs z wdrukowanym heksestrolem (nie-steroidowy zwiazek estrogeniczny) i okreslili
zdolno$¢ wigzania zaréwno nie-steroidowych zwiazkoéw estrogenicznych, jaki i zwiazkéw

estrogenowych.

Tabela 1. Zestawienie wynikéw wiazania zwiazkow estrogenowych i nie-sterydowych

estrogenicznych w MIPs.

Wspotczynnik retencji*
Testowany zwigzek MIPs MIPs
akryloamidowy 2-(dietyloamino)etylometakrylanowy

Heksestrol 1.00 1.00
Dietylostilbestrol 0.70 0.90
Dienestrol 0.51 0.70
Zeranol 0.12 0.49
a-Estradiol 0.11 0.31
B-Estradiol 0.12 0.31
Benzoesan 3-estradiolu 0.08

Octan 17f-estradiolu 0.12

Estron 0.11

*) Wspotczynnik retencji RI okresla retencje testowanej substancji w odniesieniu do retencji
czasteczki matrycowej: RI = 100[k’analitu (MIPs)/k’analitu (kontrola)] / [k’czasteczki
matrycy (MIPs)/k czasteczki matrycy (kontrola)]

Uzyskane receptory wykazaty wysoka selektywno§¢ do nie-steroidowych zwiazkow
estrogenicznych  (dietylostilbestrol), jednakze ich powinowactwo do zwiazkéw

estrogenowych bylo umiarkowane.
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3.1.2 Zastosowanie MIPs w syntezie innych zwigzkéw biologicznie aktywnych

Do najbardziej spektakularnych i zaskakujacych odkry¢ w obszarze badan nad
zastosowaniem molekularnie wdrukowanych polimeréw zaliczy¢ mozna poszukiwania

zwiazkow anty-idiotypowych* w procedurze wdrukowania anty-idiotypowego (anti-idiotypic

Matryca
-
) usunigce
Monomer ~_Polmenyzacis ety

+
Zwiazki siecivjace
“ lq MIPs

imprinting).

XiY sa komplementamymi gr. funkcyjnymi

= v B

MIPs

Dysooppi
xdum

MIPs

Schemat 6. Receptory wdrukowywane w polimer w badaniach procesu wigzania anti-

idiotypowego.

Proces synteza pod nadzorem receptora rozpoczyna si¢ od utworzenia odpowiedniej
czasteczki matrycowej i uformowania wneki zdolnej do wiazania dwoch dopetniajacych sig
wzajemnie zwiazkdéw. Po zwigzaniu w pustej wnegce pierwszego z fragmentéw, zawierajacego
odpowiednie grupy funkcyjne, wprowadza si¢ fragment dopetiajacy pierwsza ze struktur,
z grupe funkcyjna umozliwiajaca wiazanie si¢ obu fragmentow. W przypadku poprawnego
dopasowania si¢ obu fragmentéw, wewnatrz wneki nastgpuje reakcja chemiczna prowadzaca
do potaczenia si¢ obu fragmentow w jedno indywiduum chemiczne. Zachodzacy proces
nazywany synteza pod nadzorem receptora (receptor-guide synthesis) z powodzeniem zostat
zastosowany w poszukiwaniu nowych inhibitoréw kalikreiny; czynnika proteolitycznego

uwalniajacego z prokininogenu wazoaktywna, prozapalna kining.
Cl
N™SN

HN ‘
\%@NJ\N/)\Q
H,N H

wspdlny blok budulcowy

A L, 00—
A A
HN HN
@N NN N"ONTON
H,N H H HN H H
Czasteczka matrycowa 12 --> MIP Czasteczka matrycowa 13 --> MIP 2

Rysunek 5. Substraty zastosowane w syntezie anty-idiotypowego receptora uzytego w

poszukiwaniach inhibitorow kalikreiny
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Poszukiwania rozpoczely si¢ od otrzymania MIPs 1 z uzyciem zwiazku matrycowego
12, ktory jest znanym inhibitorem kalikreiny. Po usunigciu zwiazku matrycowego 12, do
wneki receptorowej wprowadzono fragment czasteczki stanowiacy wspolny blok budulcowy
(Rysunek 5) jakim jest 2,4-dichloro-6-podstawiona-1,3,5-triazyna i rozpoczgto poszukiwania
amin pasujacych do nieobsadzonego fragmentu wneki a przy tym reagujacych z fragmentem
triazynowym. Badania wykazaty, ze MIPs z 24-dichloro-6 podstawiong 1,3,5-triazyna
reaguje z fenetyloaming cztery razy szybciej niz w przypadku polimeru kontrolnego, za$
reakcja przeprowadzana w roztworze przy takim samym stezeniu obu komponentéw nie
zachodzi. Fakt ten dowodzi, jak wazna rolg spetnia odpowiednia wngka wdrukowana w sie¢
polimerowa dla zapewnienia warunkow niezbednych do zachodzenia reakcji pomigdzy
blokiem budulcowym a dopehiajacym komponentem czasteczki matrycowej. Oprocz
fenetyloaminy; blok budulcowy wprowadzony do wneki MIPs reagowal réwniez z innymi
aminami, spo$rod ktorych za najbardziej obiecujaca uznano ester metylowy fenyloalaniny,
tworzacy czasteczkg matrycowa R-13. Uzyskane wyniki syntezy i zdolno$¢ do inhibowania

kalikreiny zostaty zestawione ponizej w Tabeli 2.

Tabela 2. Wydajno$ci reakcji amin pierwszorzedowych z triazynowym blokiem budulcowym

we wnekach receptorowych i aktywnosci tak uzyskanych inibitoréw kalikreiny

Wydajnos$¢ produktu w odniesieniu do Inhibicja
Amina Produkt reakcji tworzenia matrycy kallikreiny K;
_ MIPs 1 MIPs 2 (uM)
@N ‘ 12 100 % (matryca) 114% 4.5
NH,
or- 14 21% 40
HO
NH
@ : 15 34% 133% 5.2
NH,
m rac-13 0 33
0" 0”7
NH,
©/0I P R-13 100% (matryca) 32.7
o
«NH,
©/1 S-13 59% 47.1
0" 0”7
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3.2 MIPs w syntezie i katalizie
3.2.1 MIPs jako ,,mikroreaktory” do syntezy zwigzkéw chiralnych

Whneki wdrukowane z uzyciem chiralnych lub prochiralnych czasteczek matrycowych
posiadaja asymetrycznie rozmieszczone miejsca rozpoznawania molekularnego, analogicznie
jak w centrach aktywnych enzymow. Przez bliska analogig, oczekiwano wigc aktywnos$ci
katalitycznej MIPs*. Pierwsze, jeszcze malo obiecujace wyniki stosowania wnek
wdrukowanych przy uzyciu chiralnych zwiazkéw matrycowych uzyskano w syntezie kwasoéw

cyklopropanodikarboksylowych*.

Asymetryczna synteza kwaséw cyklopropanodikarboksylowych jest procesem
wieloetapowym, w ktorym kluczowe znaczenie ma stadium tworzenia nowych centrow
chiralnosci w wyniku addycji karbenoidu do wigzania podwdjnego pochodnej kwasu
fumarowego. Jako zwiazku matrycowego do utworzenia chiralnej wneki katalitycznej uzyto
pochodnej (-) trans izomeru kwasu 1,2-cyklobutanodikarboksylowego estryfikowanej

alkoholem 4-winylobenzoesowym uzytym jako monomer.

H
| - HOM{
Q. H ""ﬂ/OH
040 Y 1) wdrukowanie o) 1)HQC:§’N(CH3)2 o)
0 o 2) hydroliza Ph
D\ e 5 — Ny ——— o (7)

H —~0 2) hydroliza |
Z~0 Y2 cocl H
0 o \/©\/ S~ o Yo HO
OH
/\QW cloc H
— O

mieszanina racemiczna (16)

1) wdrukowanie
O; .0 2) hydroliza

T
H,C=S=N(CH,),
Ph
- -
/ 3) cocl
070

cloc

(ent-16)

Schemat 7. Schemat otrzymywania MIPs i syntezy kwasoéw cyklopropanodikarboksylowych.

Chociaz nadmiar enancjomeryczny indukowany we wdrukowanej wngce byl niski,
uzyskany wynik potwierdzil poprawno$¢ zalozen i stanowit zachgte do kontynuowania
poszukiwan w stosowaniu asymetrycznych wngk MIPs w enancjoselektywnym
protonowaniu-deprotonowaniu, hydrolizie, itp. Na uwage zashuguja prace Wulffa®, ktory

wykorzystat MIPs do asymetrycznej transformacji glicyny w inne a-aminokwasy.

175



halogenek alkilowy CO.R,
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Schemat 8. Otrzymywanie a-aminokwasow 22-22 z glicyny.

Jako zwigzku matrycowego uzyl on pochodnej L-3,4-dihydroksyfenyloalaniny
(L-DOPA) zwiazanej kowalencyjnie z monomerami wywodzacymi si¢ z winylobenzenu za
posrednictwem  estrow  boranowych 1 zasady Schiffa (23). Kopolimeryzacja
z diwinylobenzenem (DVB) lub EGDMA i nastgpne usunigcie czasteczki matrycowej
prowadzito do uzyskania wngki z dwoma punktami wigzania aminokwasu. Glicyna (24)
reagowata z uprzednio zwiazanym do polimeru aldehydem dajac zasadg Schiffa, ktora
traktowana LDA tworzyla anion enolanowy, w ktérym potozenie enancjotopowych protonéw
grupy metylenowej byly w $cisty sposob zdefiniowane w diastereotopowej wngce.
W kolejnym etapie syntezy, zwiazany z polimerem kwas boronowy byl estryfikowany za
pomoca halogenku dihydroksybenzylowego (25), umieszczajac fragment alkilujacy w sposob
stereospecyficznie zorientowany wzglgdem pochodnej glicyny, co zapewnialo warunki

niezbedne do asymetrycznego alkilowania.
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Schemat 9. Alkilowanie w MIP. Wdrukowanie chiralnej matrycy (23) prowadzi do uzyskania

chiralnej wneki, w ktorej mozliwe jest asymetryczne alkilowanie glicyny (24).

3.2.2. MIPs jako immobilizowane reagenty

Reagenty immobilizowane sa chgtnie wykorzystywane w syntezie organicznej ze
wzgledu na powszechnie znane ulatwienie procesu izolowania i oczyszczania produktow
reakcji na no$nikach stalych w poréwnaniu do analogicznych proceséw zachodzacych
w roztworze. Reagenty wdrukowane w polimery wykazuja, oprocz wymienionych powyzej,
szereg innych zalet, takich jak latwos¢ kontroli kinetyki i stereochemii procesow oraz
mozliwos¢ dopasowania ksztaltu i1 funkcji wneki do niemalze dowolnych wymagan
reagujacego uktadu substratow. Przykladem ilustrujacym korzySci z zastosowania
zdefiniowanej wngki uzyskanej po usunigciu czasteczek matrycowych jest wysoce regio-

i enancjoselektywna redukcja androstan-3,17-dionu (28)%.
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Schemat 10. Akrylany steroidéw (26, 27) wdrukowane w polimer po usunigciu czasteczek
matrycowych zostaly zastosowane do regioselektywnej redukcji androstan-3,17-dionu (28) za
pomoca LiAlHs Produkty redukcji zostaly otrzymane z regio- i stereoselektywnoscia

zdefiniowang przez czasteczki matrycowe.
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Stereochemicznie zdefiniowane miejsca wigzace MIPs znalazty rowniez zastosowanie
jako grupy ochronne. Pierwszym z opisanych przyktadow jest zastosowanie polimeru
z wdrukowanym anilidem L-fenyloalaniny®' jako grupy ochronnej stosowanej w reakcji L i D
anilidow fenyloalaniny z chlorkiem dansylu. Wydajnos¢ reakcji dla L-izomeru byla o 46%
nizsza niz dla D-izomeru co wskazuje, ze L-izomer byl wydajniej wiazany przez polimer niz
enancjomer D. Inna strategia zastosowana do ochrony stereo- i regioselektywnej opiera sig¢ na
obserwacji wskazujacej, ze nie wszystkie grupy funkcyjne wiazanej czasteczki pozostaja
zaangazowane w oddziatywania z wnegka receptorowa. Najwigcej przyktadow aplikacji MIPs

dostarczyly badania regioselektywnego acylowania steroidow™.

3.2.3 MIPs jako grupy ochronne
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179



OH

(:\kgj:; 2) DVB

3) THF/MeOH/H,0
30

OH

o5

31
xH,0

Ac,0/Py

(o]
OH
,Ctgb 1)
2)DVB
HO'

31

Schemat 11. Zastosowanie receptorow wdrukowanych w polimer jako grup ochronnych.
Pochodne androst-5-enu (29-31) byly polimeryzowane jako estry boronowe (32) tworzac
wneki w polimerach MIP 3-MIP 5. Acetylowanie androst-5-ene-3f,17B-dioli w obecnosci
MIP 3, MIP 4 prowadzi do odpowiednich monoestrow, za§ w obecnosci polimeru MIP 5

acetylowania nie obserwowano.

Uzytecznos¢ opisanej strategii, w ktorej wdrukowany receptor speinia rolg grupy
ochronnej zostata réwniez wykazana w reakcji selektywnym acetylowaniu androst-5-ene-

3B,11B,17B-triolu, tym razem przy wykorzystaniu polimeru MIP-5 jako grupy ochronne;.
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Schemat 12. Acetylowanie androst-5-ene-3f3,11p3,17p-triolu (33) w obecnosci polimeru MIP
5. Reakcja acetylowania sterycznie zatloczonej pozycji 11p zachodzi duzo latwiej, kiedy

grupy hydroksylowe przy C3 i C17 zwiazane sa z polimerem.

3.2.4 Zastosowanie MIPs w katalizie

Podobienstwo pomigdzy zdefiniowana geometrycznie 1 funkcjonalnie wngka
wdrukowana w polimer a miejscami aktywnymi enzymow byto podstawa do podjecia prob
wykorzystania MIPs jako sztucznych enzyméw, czyli systemow majacych zdolnosé do
efektywnego obnizania energii aktywacji**. Warunkiem wystapienia efektu katalitycznego jest
bardziej efektywne stabilizowanie stanu przejSciowego przez MIPs niz stanu podstawowego
AGers#t > AGcs. Ponadto MIPs dzialajacy jak katalizator musi silniej wiaza¢ substraty niz
produkty reakcji, aby nie doprowadzi¢ do zahamowania procesu przez kumulujacy si¢
produkt reakcji. W przypadku enzyméw usuwaniu produktow z centrum aktywnego z reguty
towarzysza zmiany jego konfiguracji. Nadmierna wigc ,,sztywnos$¢” polimeru uniemozliwia
usuwania produktu na tej drodze, dlatego przy projektowaniu wneki konieczne okazalo si¢
zréznicowanie powinowactwa substratow, intermediatow i produktow wzgledem wneki
petniacej rolg centrum aktywnego.

Przyktadem zastosowania MIPs w syntezie wiazania C-C jest otrzymanie sztucznej
aldolazy klasy I°* i jej wykorzystanie w kondensacji aldolowej. Do uzyskania MIPs z wneka
o wlasciwosciach katalitycznych wykorzystano dibenzoilometan (34) koordynowany
z kompleksem Co** - bis(4-winylopirydyna) mimikujacy stan przejSciowy kondensacji
aldolowej. Po usunigciu czasteczki matrycowej, do wngki wprowadzono jako substraty

kondensacji aldolowej: benzaldehyd oraz acetofenon.
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Schemat 13. MIPs jako sztuczna aldolaza klasy I1. Synteza a,-nienasyconych ketonow.

Uzyskany MIPs wykazywat wyrazna selektywno$¢ substratowa i zwigkszyt szybkosci
kondensacji, co pozwolito uzna¢ stworzony uktad za spetniajacy wymagania przewidywane
dla sztucznego enzymu. Inhibicja centrum aktywnego, zalezna od st¢zenia produktu (K; =
60£10 uM) wskazuje, ze reakcja katalizowana jest przez centrum MIPs. Warto tu doda¢, ze
zamiana acetofenonu na keton adamantylowometylowy lub antranylometylowy prowadzi do
otrzymywania podstawionych o,B-nienasyconych produktéw z duzo nizsza szybkos$cia

reakcji, co wynika z ich gorszego dopasowania do wngki MIPs.

3.2.5 Katalizatory wdrukowane w polimer jako mimetyki enzymoéw

Obserwacje wskazujace, ze odpowiednio skonstruowane MIPs moga dziata¢ jak
enzymy stanowily zache¢te do dalszego rozwijania wspomnianego powyzej kierunku badan.
Triada katalityczna proteaz serynowych (Ser, His, Asp) zostala wykorzystana jako modelowy
uklad wyjsciowy w projektowaniu MIPs jako sztucznych enzymow™. Poprzez analogie do
biopolimerow wykazujacych aktywno$¢ proteolityczna otrzymane zostaty MIPs z wnegka
zawierajaca wszystkie grupy funkcyjne triady katalitycznej: hydroksylowa, imidazolowa oraz
karboksylowa, oraz dla porownania wngki utworzone tylko z wybranymi funkcjami.
Eonnhardt i Mosbach otrzymali MIPs zawierajacy reszty imidazolowe i zastosowali go do
badania hydrolizy estrow p-nitrofenylowych aminokwasow. Jako czasteczki matrycowe
wykorzystana zostaty N-Boc pochodne N’-2-pirydylometyloamidow leucyny i metioniny
(36).
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Schemat 14. MIPs mimikujacy chymotrypsyng.

Uzyskany MIPs wykazywal aktywno$¢ katalityczna jedynie wobec estrow p-
nitrofenylowych N-Boc-leucyny oraz metioniny. Relatywnie niska aktywno$¢ katalityczna
wynikata z licznych i nie do konca zdefiniowanych oddzialywan pomigdzy substratem a
wneka katalityczna oraz z faktu uzycia jako czasteczki matrycowej substratu a nie analogu
stanu przejSciowego. Uzycie jako matrycy fosfonianu 4-nitrofenylometylowego (37), ktory
mozna traktowa¢ jako dobry analog stanu przejsciowego reakcji hydrolizy octanu 4-
nitrofenylowego, CoCl,, poliwinyloimidazolu oraz 1,4-dibromobutanu (jako odczynnika
sieciujacego) umozliwilo otrzymanie MIPs, ktory znacznie przewyzszal swoja aktywnoscia

katalizator opisany uprzednio®.
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Schemat 15. MIPs mimikujacy chymotrypsyng otrzymany przy uzyciu fosfonianu (37) jako

zwiagzku matrycowego mimikujacego stan przejsciowy.
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Schemat 16. MIPs mimikujacy chymotrypsyng otrzymany przy uzyciu fosfonianu (38) jako
zwiazku matrycowego mimikujacego TSA, zawierajacy funkcje hydroksylowa, imidazolowa i

karboksylowa.

W trakcie prowadzonych badan okazalo si¢ ponadto, ze MIPs-y rozniace sig jedynie
czynnikiem sieciujacym wykazuja zréznicowana aktywno$¢. Najbardziej aktywnym okazat
sie polimer zawierajacy etylenobisakrylamid (MIP 7)7 a przy tym jego aktywnos$¢
w zasadniczy sposob zalezata od pH. Przykltadowo dla polimeru MIP 6 warto$¢ kops/kunca
wynosity 1.3 oraz 2.5 przy pH 7.0 i 8.0, za§ dla MIP 7 wartosci te wynosily odpowiednio 6.7
oraz 1.9 przy tych samych warto$ciach pH. Dalsze rozszerzenie prac nad mimetykami
enzymow proteolitycznych zwiazane bylo z wprowadzeniem do wneki katalitycznej obok
reszty imidazolowej (His), grupy hydroksylowej (Ser) oraz karboksylowej (Asp).

Réwniez w tym przypadku wyzsza aktywno$¢ uzyskano dla MIP 8 otrzymanego przy
zastosowaniu analogu stanu przej$ciowego jako zwiazku matrycowego.

Rownolegle do prac nad MIPs begdacymi mimetykami enzymow, podjgto proby
syntezy wdrukowanych w polimer mimetykow koenzymoéw. Jako zwiazku matrycowego
uzyto anilidu N-pirydoksylo-L-fenyloalaniny®® bedacego analogiem fosforanu pirydoksalu,
koenzymu bioracego udzial w przemianach enzymatycznych aminokwasow. Zaobserwowano
10-krotny wzrost szybkos$ci kondensacji anilidu fenyloalaniny z pirydoksalem (pierwszy etap
wielu reakcji katalizowanych przez pirydoksal); tym samym udowodniono przydatno$s¢ MIPs

jako uktadow mimikujacych koenzym.
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3.2.6 Reakcje eliminacji katalizowane przez MIPs

W wielu przypadkach (szczego6lnie w procesie tworzenia wigzan) duze czasteczki
produktu wykazuja silniejsze powinowactwo do katalizatora w poréwnaniu do mniejszych
substratow co prowadzi do zahamowania aktywnos$ci enzymu®. Efekt taki obserwowano
w przypadku MIPs zaprojektowanego do katalizowania reakcji eliminacji, ktory ulegat silnej
inhibicji przez produkty reakcji. W rezultacie, obserwowano reakcje zachodzace z jego

udziatem wylacznie z 50% wydajno$cia w odniesieniu do substratow.

o +H3NJH
- 1) EGDMA/MMA
o7 © —

2) usunigcie
HN (o] matrycy

3
\NJ§// 3) substrat
N
£ O
M
ON

40

Schemat 17. Katalizowane przez MIPs dehydrofluorowane 4-fluoro-4-nitrofenylbutan-2-onu.

Dla MIPs wuzyskanego poprzez wdrukowanie kwasu benzylomalonowego
i zastosowanie jako monomeru N-(2-aminoetylo)-metakrylamidu obserwowano 10-krotny
wzrost szybko$ci reakcji dehalogenowania w poroéwnaniu do reakcji w roztworze®'.
Postulowany mechanizm zaklada tworzenie wigzan wodorowych pomigdzy substratem 40
a grupami funkcyjnymi wneki katalitycznej. Zgodnie z tym mechanizmem rozpuszczalniki
niepolarne powinny zwigksza¢ szybko$¢ reakcji, za§ polarne ja obnizaé. Istotnie,
zastosowanie etanolu jako rozpuszczalnika spowodowato spadek szybkosci reakcji (2-krotny
wzrost szybkosci reakcji w poréwnaniu do proby kontrolnej w roztworze), podczas gdy dla
klasycznej reakcji eliminacji E2 wzrost polarnoéci rozpuszczalnika powoduje sprzyja

zwigkszeniu szybkosci reakcji dehydrofluorowania.

3.3 Molekularnie wdrukowane receptory w procesie dostarczania lekéw

Idealnym rozwigzaniem w procesie dostarczania terapeutyku (drug delivery system,
DDS) jest inteligentny system uwalniania leku dostarczonego przy tym w pozadane miejsce.
Idealny DDS powinien zapewnia¢ uwalnianie leku w pozadanym miejscu, w pozadanej
dawce oraz przez pozadany czas. Powinien by¢ biokompatybilny i biodegradowalny, poprzez
przeksztalcenie go w nietoksyczne fragmenty®. Najlepszym sposobem zapewniajacym
uwalniania leku w $cisle pozadanym miejscu jest tworzenie koniugatéw leku z ,,celowym”

wektorem (takim jak przeciwciato, epitopy na powierzchni komorki), umozliwiajacym
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oddzialywania ze zdefiniowanym miejscem. Inteligentny system z wykorzystaniem MIPs
moze by¢ latwo zrealizowany poprzez kompetycyjna wymiang leku przez strukturalnie
specyficzny czynnik (z reguly drugi analit), ale mozliwe jest rowniez zastosowanie systemu

wykorzystujacego oddziatywania allosteryczne.

specyficzny czynnik uwalniajacy

N4

/
]

Schemat 18. Inteligentne ,,allosteryczne” uwalnianie leku z kompleksu MIPs-lek.

Uwalnianie leku w pozadanym miejscu mozliwe jest rOwniez poprzez wiazanie
kompleksu MIPs-lek na powierzchni komorki (A), lub idac jeszcze dalej, przy zastosowaniu
biokompatybilnych polimeréw tworzacych MIPs transportujacy lek do wnetrza komorki

i dopiero tam zapewniajacy jego uwolnienie (B) .

A) Uwalnianie leku w pozadanym miejscu

btona
komoérkowa .
komoérkowa

S

btona

B) Uwalnianie leku w pozadanym miejscu i jego internalizacja przy uzyciu MIPs
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Schemat 19. Uwalnianie leku z MIPs w wyniku wiazania si¢ MIPs z okreslonymi zwiazkami

internalizacja MPI(lek)
do wnetrza komorki

na powierzchni blony komorkowe;.

Istotnym parametrem okreslajacym efektywno§¢ DDS jest kontrola momentu,
w ktorym powinien rozpoczac si¢ proces uwalnianie leku. Znane sa trzy podejscia do tego
problemu®: a) programowana szybko$¢ dostarczania leku (rate-programmed drug delivery);
dyfuzja leku z DDS musi zachodzi¢ wg specyficznego profilu szybkosci; b) uwalnianie jest
aktywowane przez okreslone fizyczne, chemiczne lub biochemiczne procesy (activation-
modulated drug delivery); c¢) dostarczanie leku i jego uwalnianie regulowane przez sprzgzenie
zwrotne (feedback-regulated drug delivery) a szybkos$¢ uwalniania leku jest regulowana przez
czynnik wyzwalajacy (triggering agent) taki jak okres$lony zwiazek, ktdrego st¢zenie zalezy

od stezenia terapeutyku w organizmie.

3.3.1 System dostarczania leku z programowana szybko$cia uwalniania terapeutyku
(rate-programmed drug delivery)

Pierwszym opisanym MIPs zastosowanym do wydluzonego w czasie uwalniania
leku® byl polimer z wdrukowana teofiling zastosowany w leczeniu astmy. Problem
dawkowania w tym przypadku nie jest blahy, poniewaz teofilina posiada waskie okno
terapeutyczne (30-100 uM) i w stezeniu powyzej 110 puM staje si¢ toksyczna. Polimer
z wdrukowana teofiling otrzymany zostal metoda niekowalencyjna z uzyciem kwasu
metakrylowego (MAA) jako funkcyjnego monomoeru oraz dimetakrylanem glikolu
etylenowego (EGDMA) jako czynnika sieciujacego. Uzyskany MIPs rozrozniat teofiline od
kafeiny.
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Rysunek 7. Charakterystyka uwalniania teofiliny z MIPs. Obciazenie: & 50 mg teofiliny/g

polimeru; & 10 mg teofiliny/g polimeru; X 2.0 mg teofiliny/g polimeru; <0 mg

teofiliny/g polimeru.

Synteza MIPs selektywnych dla biatek stanowi powazne wyzwanie z powodow
sterycznych oraz termodynamicznych. Duze czasteczki biatka nie moga by¢ latwo
transportowane przez szkielet polimerowy z powodu jego niedostatecznej porowatosci.
Ichociaz problem ten moze by¢ czgsciowo rozwigzany poprzez syntezg MIPs
makroporowatych lub wdrukowywanie na powierzchni przy uzyciu monomerdéw
kompleksowanych metalami, to jednak uzycie duzych i elastycznych czasteczek polipetydow
oraz biatek jako zwiazkow matrycowych prowadzi do uzyskania wnek o matej specyficznosci
wiazania. Probe rozwiazania opisanego problemu przedstawili Rachkov i Minoura.® Uzyskali
oni polimery zdolne do wiazania biatek poprzez wdrukowanie epitopow, ktore sa ich
fragmentami. Przedstawione rozwiazanie zblizone jest wigc do procesu rozpoznawania

antygenow przez przeciwciala.
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Schemat 20. Proces drukowywania wneki do wigzania biatka przy uzyciu epitopu.

Stosujac tetrapeptyd Tyr-Pro-Leu-Gly, stanowiacy fragment oksytocyny, jako zwigzek
matrycowy, kwasu metakrylowy jako monomer oraz EDGMA jako czynnik sieciujacy,
w uktadzie woda-acetonitryl jako medium, w ktérym dokonano polimeryzacji, uzyskano
MIPs rozpoznajacy zaréwno wdrukowany tetrapeptyd jak rowniez oksytocyn¢ w szerokim

zakresie warto$ci pH.

3.3.2 System dostarczania i uwalniania leku poprzez aktywacje¢ (activation-modulated
drug delivery)

Zaroponowane rozwiazanie polega na uwalnianiu leku w odpowiedzi na zmiang
warunkow otoczenia lub kompetycyjnego wigzanie innego zwiazku powodujacych pecznienie

/lub kurczenie polimeru.
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Wiazanie kompetycyjne

Lek zwiazany niespecyficznie we wnegkach receptorowych polimeru uwalniany jest
pod wpltywem obecnosci w otoczeniu czasteczki silniej wiazacej si¢ z wneka receptorowa
i wypierajacej z niej lek. Jesli stgzenie skladnika silniej wiazacego maleje, nastgpuje
zahamowanie procesu uwalniania. Takie rozwiazanie zostalo z dobrymi wynikami
zastosowane do uwalniania testosteronu pod wplywem hydrokortyzonu obecnego

w medium®.

180
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Rysunek 8. Wplyw obecnosci hydrokortyzonu w wodnym medium (50 mg/l) na szybko$¢
uwalniania testosteronu z polimeru zawierajacego wnegki wdrukowane z uzZyciem
hydrokortyzonu jako zwiazku matrycowego. Poczatkowe obciazenie polimeru testosteronem
wynosito 175 pg na 100 mg hydrokortyzonu wdrukowanego w polimer (polimer: HEMA 1g +
EGDMA 4 g)

Hydrolitycznie indukowane uwalnianie leku

Szczegolnie uzyteczne podejscie do modulowanego uwalniania leku polegato na
utworzeniu uktadow uwalniajacych lek w wyniku degradacji hydrolitycznej. Degradacji moze
by¢ poddawany polimer lub tylko wybrane wiazania chemiczne. W przypadku organizmu
zywego, czynnikami powodujacymi degradacje moze by¢ zmiana pH lub aktywno$¢
katalityczna enzymow. Dla przykladu leki, ktore sa niestabilne w silnie kwasnym $rodowisku
sokow zotadkowych moga by¢ selektywnie uwalniane w jelitach poprzez zastosowanie
polimeru degradowanego przez enzymy obecne w jelitach albo przez $rodowisko stabo
alkaliczne. Mozliwe jest rdwniez uzyskanie DDS, w ktorych szybko$¢ hydrolizy zwigzanego
chemicznie do polimeru leku kontroluje szybko$¢ jego uwalniania. Poniewaz jednak dla
efektywnego rozerwania wigzania estrowego wymagane jest Srodowisko silnie alkaliczne, pH

10-11, ktore nie wystepuje w organizmie zywym, Karmalkar® zaproponowal wbudowanie
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dodatkowych grup imidazolowych umiejscowionych w bezposredniej bliskosci wiazania

estrowego lub amidowego wiazacego lek z polimerem.

o]
J §
0]

Co?*

Schemat 21 Droga prowadzaca do utworzenia DDS dla kwasu p-aminobenzoesowego

z wbudowana grupa imidazolowa.

W obecnosci pierscienia imidazolowego, ktory katalizuje reakcje hydrolizy wiazania
estrowego, uwalnianie kwasu p-aminobenzoesowego nastgpowalo w znacznie stabiej

alkalicznym $rodowisku, tolerowanym i wystgpujacym w organizmach zywych.

3.3.3 System dostarczania i uwalniania leku regulowany przez sprzezenie zwrotne

(feedback-regulated DDS)

W wielu przypadkach poziom zwiazkéow fizjologicznych jest bezposrednim
wskaznikiem dysfunkcji organizmu. System zdolny do selektywnego i iloSciowego
rozpoznawania tych substancji i w kolejnym etapie do tworzenia regulowanego przez
sprzgzenie zwrotne uktadu uwalniajacego lek jest idealnym rozwigzaniem inteligentnego
DDS. Wigkszos¢ prac poswigconych w tym obszarze po§wigcona opracowaniu regulowanego
poziomem glukozy systemu dostarczania insuliny. Striegler opracowat MIPs wiazacy glukozg
w zakresie 5.5<pH<7.5 wykorzystujacy polimer z wdrukowanym a-metylo-D-glukozydem
umozliwiajacy wiazanie glukozy poprzez kompleksowanie metalu, zalezne od odczynu

srodowiska.
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Pre-organizacja kompleksu bismrowczanu [(4-(N- Selektywno$¢ ponownego wiazania  glukozy,
winylobenzyl)dietylenotriaminy) z miedzia(II)] i glukozy galaktozy i mannozy w wodzie przez polimer z
przygotowanego do polimeryzacji w §rodowisku wdrukowana glukoza (czarny) i1 polimer bez
alkalicznym stosowanego w sensorach glukozowych. wdrukowanych miejsc  receptorowych (biaty).
Polimer powstal przez sieciowanie kompleksu
bismréwczanu [(4-(N-
winylobenzyl)dietylenotriaminy) z miedzia(Il)] (5%
mol) zachodzace pod dzialaniem tetraakrylanu

penaerytrytolu (95% mol)

Chociaz w procesie otrzymywania MIPs z wdrukowana glukoza konieczne okazalo sig
zastosowanie $rodowiska znacznie silniej alkalicznego niz spotykane w organizmie, to i tak
w warunkach fizjologicznych selektywnos$¢ i zdolno$¢ wiazania glukozy przez tak otrzymany
sensor okazala si¢ zasadniczo wyzsza niz wiazanie do polimeru bez wdrukowanej wneki

glukozowej.

4. Zastosowanie MIPs jako pulapek

Proby zastosowanie MIPs jako putapek do usuwania zwigzkow zwigkszajacych
ryzyko rozwoju chorob naleza do szczegoélnie intensywnie rozwijanych kierunkow badan.
Badane sa mozliwosci usuwania cholesterolu, ktorego wysoki poziom we krwi sprzyja
rozwojowi arteriosklerozy a tym samym zwigksza prawdopodobienstwo wystapienia zawatu
migsnia sercowego. W syntezie receptora cholesterolowego wdrukowanego w polimer
Davidson i Hayes® wykorzystali zdolno$¢ PB-cyklodekstryn do wiazania cholesterolu.
W trakcie badan okazato sig, ze efektywne wiazanie cholesterolu przez B-cyklodekstryny ma
miejsce tylko wowczas, gdy rownocze$nie dwie lub wigcej czasteczek B-cyklodekstryn
oddziatywaja z czasteczka cholesterolu. Rozwijajac t¢ my$l Komiyama® otrzymat MIPs
zawierajacy trzy czasteczki B-cyklodekstryny, ktére wiaza cholesterol w sposob szczegdlnie
skuteczny.

MIPs z wnegka zawierajaca trzy fragmenty cyklodekstrynowe wiaze efektywnie

i selektywnie cholesterol ze §rodowiska wodnego, a czynnikami odpowiedzialnymi za wysoka
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selektywnos$¢ wiazania sa grupa hydroksylowa w pozycji 3 oraz tancuch alkilowy w pozycji

17.

5. MIPs w chromatografii

Obszerny material eksperymentalny poswigcony zastosowaniu MIPs jako faz stacjonarnych
w chromatografii zostal pominigty w tym opracowaniu, poniewaz jest przedmiotem licznych,

specjalistycznych monografii™.
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Rozdzial 8

Mikroreaktory enzymatyczne
Alicja Filipowicz-Szymanska, Zbigniew Brzozka
Pracownia Miniaturowych Systemow Analitycznych, Wydzial Chemiczny,

Politechnika Warszawska, Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa

1. Enzymy — budowa i dzialanie

W ostatnich latach bardzo pr¢znie rozwija si¢ gataz chemii po§wigcona reakcjom
chemicznym katalizowanym przez enzymy. Cecha wyrdzniajaca biokatalizatory jest ich
szeroko rozumiana selektywno$¢ i dzialanie w lagodnych warunkach. Te wiasciwosci
enzymow sa bardzo wazne nie tylko dla organizmoéw zywych, ale takze sa istotne
z perspektywy biotechnologii, chemii analitycznej i organicznej. Biokataliza jest kluczowa
dla biotechnologii i innych dziedzin, poniewaz enzymy katalizuja reakcje chemiczne, ktore sa
czgsto niemozliwe lub trudne do przeprowadzenia przy uzyciu standardowych metod.
Biokatalizatory sa zwiazkami chiralnymi i wystgpuja w formie enancjomerycznie czystej,
dlatego w wyniku reakcji biotransformacji powstaje w przewadze jeden stereoizomer
produktu. Ma to bardzo duze znaczenie dla medycyny i rolnictwa.

Enzymy sa naturalnymi katalizatorami reakcji chemicznych. Maja w wigkszosci
charakter biatkowy (wyjatkiem sa katalitycznie czynne czasteczki RNA). Biokatalizatory
katalizuja bardzo roznorodne reakcje chemiczne. Widaé to w podziale enzymow na sze$¢ klas
wedlug rodzaju reakcji, jakie Katalizuja':

1. Oksydoreduktazy — katalizuja reakcje utleniania — redukcji,

2. Transferazy — katalizuja przeniesienie grup: karbonylowej, acylowej, cukrowej lub
metylowej,

3. Hydrolazy — katalizuja reakcje hydrolizy lub tworzenia si¢ estrow, amidow, laktonow,
laktaméw, epoksydow, nitryli oraz bezwodnikow,

4. Liazy — katalizuja reakcje addycji matych czasteczek do wigzania: C=C, C=N, C=0,

lub ich eliminacji,
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5. Izomerazy — katalizuja reakcje izomeryzacji, takie jak: racemizacja, epimeryzacja,
6. Ligazy — katalizuja reakcje tworzenia si¢ lub rozkladu wiazania: C-O, C-S, C-N,
C-C.

Enzymy moga przyspiesza¢ reakcje chemiczne nawet 10° — 10 razy®. Dzieje sie
tak ze wzgledu na obnizenie przez biokatalizatory swobodnej energii aktywacji (AGY).
Enzymy stabilizuja stany przej$ciowe katalizowanych reakcji’, nie zmieniaja jednak stanu
rownowagi reakcji chemicznej. Oznacza to, ze enzym zwigksza w dokladnie jednakowym
stopniu szybkos$¢ reakcji zachodzacej w obu kierunkach. Przez selektywnos$¢ tej stabilizacji
uzycie enzymow przesadza, ktora z potencjalnie mozliwych reakcji chemicznych zostanie
zrealizowana. Na Rysunku la i 1b przedstawiono profile energii swobodnej reakcji nie

katalizowanej i katalizowane;.

5 £
. o
S <
2 S -
g g substrat
H - I vt
2 produkt 2 produkt
;f‘] =
Przebieg reakcji Przebieg reakcji
Rysunek 1a. Reakcja nie katalizowana. Rysunek 1b. Reakcja katalizowana.

Wilasciwosci kinetyczne wielu enzyméw mozna opisa¢ modelem Michaelisa-Menten.

v

max

reakeji (V)

Szybko

Szybkos$¢ reakcji [V]

Stezenie substratu [S]

Rysunek 2. Zalezno$¢ szybko$ci reakcji od stgzenia substratu wedlug modelu Michaelisa-
-Menten.

V max - maksymalna szybkos$¢ reakcji, K., - stata Michaelisa
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Wykres ten opisany jest zalezno$cia matematyczna opisujaca relacj¢ migdzy szybkoscia
reakcji, a stgzeniem substratu (Rys. 3).

Vi [S]

K, +[S]

Rysunek 3. Zaleznoé¢ opisujaca kinetyke reakcji enzymatycznych, [S] to stezenie substratu.

Model Michaelisa-Menten oparty jest na zatozeniu odwracalnego powstawania
aktywnego kompleksu enzym-substrat (ES), oraz na nastgpczej, nieodwracalnej reakcji
rozpadu kompleksu aktywnego na produkt (P) wraz z uwolnieniem czasteczek enzymu

(Rys. 4).

k kg
E +§ =— E§ —F + P

K,
Rysunek 4. Przebieg reakcji enzymatycznej wedlug modelu Michaelisa-Menten,

ki, ka, ks to state szybkosci poszczegdlnych reakc;ji.

Waznym parametrem opisujacym kinetyke enzymatycznej katalizy jest wyzej juz
wspomniana stata Michaelisa-Menten. Mozna ja definiowa¢ na dwa sposoby. Jedna z definicji
oparta jest na stalych szybkosci (Rys. 4) prowadzacych do powstawania i rozpadu kompleksu
aktywnego enzym-substrat (Rys. 5).

_ktk
n I,

Rysunek 5. Réwnanie na stata Michaelisa-Menten.

Wedlug innej definicji stala Michaelisa-Menten ma wymiar stgzenia substratu,

takiego, przy ktorym szybko$¢ reakeji rowna sie¢ potowie szybko$ci maksymalnej*.

2. Mikroreaktory

Mikroreaktor tworzy sie¢ kanatdéw o mikronowych rozmiarach (Srednica w przedziale
od 10 do kilkuset um) wygrawerowanych w podtozu statym’. Moga by¢ wytworzone z bardzo
wielu materiatéw takich jak krzem, szklo®, kwarc, metale’ i polimery®. Mikroreaktory
wytwarzane s3 za pomoca réoznorodnych technik, na przyktad laserowej, czy fotolitografii,
a takze wielu innych®'°,

Mikroreaktory sa pot¢znym narzedziem dla chemii i biotechnologii. Maja wiele zalet
w porownaniu do tradycyjnych reaktorow, takich jak: szybkie przeniesienie masy i wymiany

ciepta w takim systemie, zuzycie bardzo malej ilosci probki (czgsto drogiej lub trudno
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dostgpnej) oraz odczynnikéw, dzigki czemu po procesie powstaje proporcjonalnie mniejsza
ilos¢ odpadow co sprawia ze sa one przyjazne dla $rodowiska. Mate wymiary reaktorow!'!
moga takze zapewnia¢ wysoka wydajnos$¢ prowadzonych w nim reakcji.

Technologia mikroreaktorow jest interdyscyplinarng dziedzina taczaca inzynierig
z zagadnieniami nauk podstawowych. Jest to bardzo mtoda gataz badan i od kilku lat
przyciaga wielu badaczy z réznych dyscyplin nauki. Sposrod katalizatorow uzywanych
w mikroreaktorach na duza uwage zastuguja enzymy. Pierwsze mikroreaktory enzymatyczne
skonstruowano w latach siedemdziesiatych 1 osiemdziesiatych, jednakze pierwszy
komercyjnie dostgpny system ukazal si¢ dopiero w latach dziewigcédziesiatych. Celem
skonstruowania mikroreaktoréw enzymatycznych byla cheé poprawy jakosci rutynowych
badan w analizach biochemicznych oraz zastosowanie ich w reakcjach biotransformacji.
Takie systemy uzywane sa czgsto do przeksztatcenia analitu, trudnego do oznaczenia w formeg

mierzalna. Moga by¢ takze projektowane do analizy enzymow i badania ich kinetyki.

3. Podstawowe techniki uzywane w badaniach w mikroreaktorach enzymatycznych

W mikroreaktorach enzymatycznych mozna prowadzi¢ reakcje przy uzyciu
biokatalizatorow wolnych albo immobilizowanych. W uktadzie homogenicznym roztwor
enzymu wstrzykiwany jest stale do miejsca reakcji. Biotransformacja przeprowadzana w tym
uktadzie jest mniej korzystna, poniewaz enzym opuszcza przestrzen reakcyjna. W ten sposob
zuzywa si¢ wigksza ilo§¢ enzymu - proces recyklingu enzymu jest bardzo trudny do
przeprowadzenia, ze wzglgdu na dobra rozpuszczalno$¢ biatka w wodzie. W drugim
przypadku enzymy znajduja sig stale w tym samym miejscu i w ciagu procesu nie powinny
opuszczaé przestrzeni reakcyjnej, dzigki czemu mozna uzywac taki mikrouktad wielokrotnie,

a w konsekwencji zuzywana jest mniejsza ilo$¢ czgsto bardzo drogich enzymow.

Immobilizacja jest to zwigzanie enzymu na powierzchni nosnika lub w jego wnetrzu,
co w efekcie prowadzi do przeprowadzenia enzymu ze stanu rozpuszczalnego w buforze
w stan nierozpuszczalny. Immobilizacje enzymow wykonuje si¢ z wielu powodow. Jednym
znich jest to, 7ze zwigzanie z nosnikiem zmienia natur¢ biokatalizatora oraz jego
mikro$rodowisko, a tym samym oddziatuje na jego wlasciwosci. W wigkszo$ci przypadkow
immobilizacja wplywa na zmiang parametréow dziatania enzymow, takich jak optymalne pH,
kinetyka katalizowanej reakcji czy specyficznos¢ substratowa. Immobilizacja wptywa tez na
termostabilno§¢ enzymow poprzez usztywnienie ich czasteczek. Dzigki temu biatka sa
bardziej odporne na wyzsze temperatury i w mniejszym stopniu ulegaja zmianom
strukturalnym pod wplywem ciepta. Wiele enzymow po immobilizacji zyskuje rowniez

odporno$¢ na proteolize'?.
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Ponizej przedstawione zostang wybrane sposoby immobilizacji enzymow

w mikrouktadach:

a. Immobilizacja enzyméw wewnatrz kanaléw
Najczgsciej stosowana metoda immobilizacji enzymow ich kowalencyjne
unieruchomienie na powierzchni nos$nika, ktéry musi by¢ najpierw aktywowany za pomoca

na przyktad aldehydu glutarowego, chlorku cyjanourylowego lub bromocyjanu (Rys. 6)".

enzym
ﬁN
a) o H
L. CN}{
2. Enzym-NH,
OH
2. Enzym-NH,

YN

by Gl Ny _Cl
) 1. 7\1‘/ Y I>o>/—N\ enzym
cl N>*N>7N
Cl
Rysunek 6. Schemat kowalencyjnej immobilizacji enzymow:
a) aktywacja nosnika za pomoca bromocyjanu, b) aktywacja nosnika za pomoca chlorku
cyjanourylowego.

Glowna zaleta tego typu immobilizacji jest mate prawdopodobienstwo usunigcia
biokatalizatora z powierzchni no$nika. Jednakze wazne jest, zeby katalityczne grupy enzymu
nie braly udzialu w wiazaniu z no$nikiem, poniewaz moze to negatywnie wplyna¢ na
aktywnos$¢ biokatalizatora, a nawet catkowicie go dezaktywowaé. Moze zdarzy¢ si¢ tak, ze
w immobilizacji enzymu wezma udziat grupy znajdujace si¢ w centrum aktywnym enzymu.
Problem ten moze by¢ czasem rozwigzany przez immobilizowanie enzymow w obecnosci ich
substratow'®, co pomaga w zachowaniu trzeciorzedowej struktury enzymu.

W procesie kowalencyjnej immobilizacji enzyméw wazne jest takze stosowanie
dodatkowych zwiazkow (tzw. spacer), ktore oddalaja centrum aktywne enzymu od no$nika.
Podtoze moze bowiem negatywnie wpltywaé na funkcje biokatalizatora.

Jednym =z przykltadow zastosowania kowalencyjnej immobilizacji enzymow
w mikrosystemach jest unieruchomienie biokatalizatora na powierzchni szklanych kulek
iwypelnienie nimi przestrzeni mikrokanatu. Takie rozwigzanie zaproponowano do
oznaczenia ksantyny. Jest ona zwiazkiem posrednim w metabolizmie puryn. Konwersja
ksantyny przez oksydazeg ksantyny jest ciekawa z punktu widzenia medycyny, gdyz w wyniku
tej reakcji uwalniany jest anion ponadtlenkowy, ktory bierze udzial w procesach

nowotworowych, stanach zapalnych, etc. Oksydaze ksantyny i peroksydazg¢ chrzanowa
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immobilizowano na szklanych kulkach za pomoca 3-aminopropylosilanu i aldehydu
glutarowego".

Podobne rozwiazanie, ale przy uzyciu kulek magnetycznych, zastosowano do
immobilizacji oksydazy glukozy w mikrosystemie'. Immobilizat bezposrednio wstrzykiwano
do mikrosystemu z analiza przeptywowa (Rys. 7), a uwalniany w wyniku reakcji nadtlenek

wodoru analizowano amperometrycznie.
€ Vi
&) L

kulla

magnetycIne

Rysunek 7. Schemat magnetycznego mikrouktadu przeptywowego: P, P,— pompy, I -

iniektor zawiesiny, I, - iniektor probki, D — elektrochemiczny detektor.

Tak immobilizowany enzym przechowywany w temperaturze 10° C wykazywatl
aktywnos$¢ 1 stabilno$¢ przez wigcej niz osiem miesigcy, co wskazuje na jego duza stabilnos¢.

Innym ciekawym pomystem jest immobilizacja enzyméw na zmodyfikowanej
agarozie. W literaturze'” opisany jest przyklad takiej immobilizacji hydroksylazy
Streptomyces venezuelae'®  wewnatrz kanalu zbudowanego z poli(dimetylosiloksanu)
(PDMS). Najpierw wprowadzano do kanatow kulki agarozowe, za§ immobilizacja enzymu
przebiegata in situ. Immobilizowany enzym z duza reaktywnoscia (konwersja >90 % przy
przeptywie 70 nl/min) katalizowat reakcj¢ hydroksylacji makrolitu YC-17 do metymycyny
i neometymycyny (Rys. 8).

Ta wysoka reaktywnos$¢ sprawita, ze krotszy jest czas reakcji w mikroreaktorze, co
moze by¢ bardzo wazne z powodu ograniczonej stabilno$ci ztozonych enzymow.

Taki mikrouktad z immobilizowanym enzymem pozwolil na przeprowadzenie waznej
z punktu widzenia medycyny reakcji, poniewaz badany enzym jest odpowiedzialny za
powstawanie wyzej wymienionych makrolidowych  antybiotykow — w  Streptomyces

venezuela.
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Pik C + Ferrodoksyna
+ Reduktaza + O,
—_— >

NADPH NADP*

YC-17

Neometymycyna

Rysunek 8. Enzymatyczna reakcja hydroksylacji makrolitu YC-17 w obecno$ci NADPH,
ferrodoksyny, reduktazy ferrodoksyna - NADP".

b. Immobilizacja enzyméw na powierzchni mikrokanaléw
Immobilizacja enzymoéw na powierzchni kanatéw ma tg zaletg, ze tak przygotowany
mikroreaktor ma wigksze pole powierzchni, a nie obserwuje si¢ w nim wzrostu cisnienia.
Jedna z najczesciej stosowanych metod nie kowalencyjnej immobilizacji jest metoda
wykorzystujaca oddziatywania biotyny ze streptawidyna lub biotyny z awidyna'®? (biotyna
jest to witamina H (Rys. 9), streptawidyna i awidyna sa biatkami posiadajacymi silne
powinowactwo do biotyny).

O

A

HN NH
OH

S 0

Rysunek 9. Struktura biotyny.

Powierzchnia mikrokanalu wykonanego ze szkla pokryta jest dwuwarstwa
fosfolipidowa zawierajaca biotynylowane lipidy, do ktdrych przylaczany jest sprz¢zony ze
streptawidyna enzym (Rys. 10)*.
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enzym

streptawidyna biotyna

Rysunek 10. Schematyczny diagram przedstawiajacy immobilizacj¢ enzymu na powierzchni

kanatu, wykorzystujaca oddziatywania biotyny ze streptawidyna.

Metoda ta w duzym stopniu pozwala na utrzymanie aktywnej struktury biatka, ale jej
wada jest wysoka cena enzymow sprzezonych ze streptawidyna.

Immobilizacja enzymoéw na powierzchni kanalu wykonanego ze szkla moze
przebiega¢ wedtlug standardowej procedury dla sprzegania enzymow z matryca krzemowa
(krzemionkg)*?%. Proces rozpoczyna sie¢ od reakcji silanizacji powierzchni za pomoca
3-aminopropylotrietoksysilanu (APTES), nast¢pnie grupy aminowe laczone sa z aldehydem
glutarowym, ktéry w ostatnim etapie sprz¢gany jest z enzymem (Rys. 11).

APTS o) O0— oHc” >""cHo o o—
OH _— \SI_/ _— \ _/
_/
O

JSI
/ f g

H,N HN

CHO
o} .—/O—
Si

NS

\Enzym
Rysunek 11. Immobilizacja enzymu na powierzchni szkta za pomoca APTES i aldehydu
glutarowego.
Czynnikiem, ktory w duzym stopniu ogranicza immobilizacj¢ na powierzchni kanalu
jest materiat, z ktoérego wykonany jest mikrouktad. Jezeli mikrouktad zbudowany jest

z hydrofobowego polimeru, jakim jest na przyklad poli(dimetylosiloksan) (PDMS), to przed
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immobilizacja nalezy poddaé go dzialaniu plazmy tlenowej”’ w celu wytworzenia grup
hydrofilowych na jego powierzchni.

Mozna rowniez zastosowaé technike zol-zel® w celu utworzenia nanostruktury na
powierzchni kanatu wykonanego z krzemu®. Modyfikacje mikrosystemu wykonuje si¢ za
pomoca kopolimerow 3-aminopropylosiloksanu i metylosiloksanu. Technika ta oparta jest jak
juz wspomniano na procesie zol-zel (Rys. 12), a typowa procedura polega na uzyciu wodnego
roztworu enzymu, fluorku sodu (spelniajacego funkcje katalizatora) i pochodnych
alkoksysilanow (Si(OMe)s, gdzie R = alkil, aryl lub alkoksyl) jako prekursorow zelu.

(|)R hydroliza (|)R
RO—|Si—OR + HO =—— RO—|Si—OH + ROH
OR OR

(|)R (|)R kondensacja C|)R ?R
RO—Si—(!ﬁ :g)—Si—OR > RO—Si—O—Si-
I I - I1 ?1 OR + ROH
OR OR OR OR
OR OR
hydroliza i polikondensacja RO+§'—O—§+OR
y Z p _] e ll I1 n
OR OR

Rysunek 12. Mechanizm procesu zol-zel.

Silany ulegaja hydrolizie i krzyzowej kondensacji formujac matrycg SiO,, w ktorej
zamykany jest enzym. Immobilizowana na zmodyfikowanej powierzchni proteaza
serynowa® katalizowata reakcje hydrolizy wybranych oligopeptydoéw 15 razy szybciej niz w
procesie periodycznym®’. Wydajnos¢ tego mikroreaktora byla wiec bardzo duza.

Innym podobnym przyktadem immobilizacji enzymu w mikroreaktorze®' w ukladzie
zol-zel jest mikrosystem zawierajacy proteaz¢ P pochodzaca z organizméw Aspergillus
mellus. Enzym ten katalizowal reakcje¢ transestryfikacji pomigdzy S-(-)-glicydolem

i maslanem winylu (Rys. 13) w rozpuszczalniku organicznym.

proteaza P

HOVAO i \/OW/\/ — WO\/AO
0] 0]
Rysunek 13. Katalizowana enzymatycznie reakcja transestryfikacji.

Stopien konwersji przeprowadzonej w mikrouktadzie biotransformacji byt wigkszy niz

w procesie periodycznym.
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4. Zastosowanie enzyméw w miniaturowych systemach chemicznych
a. Analiza bialek

Jednym z najczesciej spotykanych zastosowan mikrouktadow enzymatycznych jest
identyfikacja i sekwencjonowanie peptydow (proteomika). Rozwdj proteomiki moze ulatwic
migdzy innymi poszukiwanie waznych lekow, dlatego potrzebne sa nowe technologie
idlatego tak wazny jest udzial mikrosysteméw w znajdowaniu coraz to skuteczniejszych
metod prowadzenia badan.

Bardzo ciekawym wykorzystaniem mikrosystemow sa testy imunoenzymatyczne
znane pod nazwa ELISA, wazne narzedzie dla medycyny i biotechnologii. Metoda ta polega
na uzyciu przeciwciala jako nadzwyczaj specyficznego odczynnika analitycznego do

oznaczen ilosciowych bialka.

przeciwciato biatko
y'd powierzchnia A
i &
a) enzym by OJ3%
v
'\drugie
przeciwciato
c) d)

Rysunek 14. Schemat testu imunoenzymatycznego (ELISA)?.

Test ten wykonywany jest w czterech etapach (Rys. 14):
a) Zwiazanie swoistego przeciwciala z polimerowym podlozem,
b) Natozenie probki (utworzenie kompleksu przeciwciato-antygen (biatko)) i przemycie
w celu usunigcia czasteczek niezwigzanych,
¢) Dodanie drugiego przeciwciala (kowalencyjnie zwiazanego z enzymem np. fosfataza
alkaliczna) swoistego dla innego miejsca w oznaczanym biatku (antygenie) i przemycie
w celu usunigcia niezwiazanego przeciwciala,
d) Enzymatyczna reakcja w wyniku, ktorej przeksztalcany jest na przyktad zwiazek nie
wykazujacy fluorescencji w fluoryzujacy produkt.

Granica detekcji tej metody wynosi mniej niz nanogram bialka. Taki test moze stuzy¢
na przyktad do wykrywania ciazy (test na obecno$¢ gonadotropiny kosméwkowej — biatka
hormonalnego wytwarzanego przez tozysko), a takze do wykrywania przeciwcial anty-HIV

w przypadku badan na obecno$¢ tego wirusa w organizmie chorego.
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W poréwnaniu do konwencjonalnych metod, test immunoenzymatyczny wykonywany
w mikrouktadach®>?** ma wiele zalet. Jedna z nich jest mniejsze zuzycie reagentow i krotszy
czas badania. W mikroreaktorach wykonywano test ELISA na przyklad na plycie CD*
wykonanej z tworzywa sztucznego, gdzie kazdym kolejnym etapem sterowano za pomoca
szybkosci rotacji plytki. Przeplywy roztworow potrzebnych do wykonania testu byly
kontrolowane poprzez sity od$rodkowe i kapilarne.

Innym wktadem enzymatycznych mikroreaktorow w rozwoj proteomiki® jest reakcja
hydrolizy biatek i peptydow za pomoca enzymoéw proteolitycznych, takich jak trypsyna.
Bierze ona udzial w pierwszym etapie mapowania masy bialek (ang. Peptide mass mapping),
ktora jest jedna z najlepszych metod stuzacych do identyfikacji biatek a takze do analizy ich
post-translacyjnych modyfikacji. Dzigki reakcji enzymatycznego trawienia biatek powstaja
mniejsze fragmenty, ktorych masy moga by¢ dalej analizowane za pomoca spekrometrii mas
(np. przy uzyciu takich metod jonizacji jak MALDI** lub elektrospray?).

Przeprowadzenie tego procesu w mikrouktadzie pozwala na uzycie mniejszej ilosci
probki, co zwigksza stosunek enzymu do substratu i w konsekwencji przyspiesza reakcje.
W opisano  mikroreaktor  zawierajacy  immobilizowana na  szklanych  kulkach
o kontrolowanych porach (CPG — controlled pore glass) trypsyne®. W pierwszym etapie
biatko (f-kazeina) byto hydrolizowane enzymatycznie, a nast¢pnie produkt analizowano za
pomoca elektroforezy kapilarnej. W ciagu 3 godzin otrzymywano mapg pf-kazeiny,
tymczasem w konwencjonalnie stosowanych metodach etap enzymatycznej hydrolizy
peptydu trwa przez cata noc*.

Innym przyktadem jest mikrouktad z immobilizowana na kulkach trypsyna, ktora
katalizuje reakcje hydrolizy cytochromu ¢ w ciagu 3-6 min*2. Produkty rozdzielane sa za
pomoca elektroforezy kapilarnej, a nast¢pnie analizowane przy uzyciu spektometrii mas
(ESI/MS).

Najczesciej uzywanym enzymem do hydrolizy biatek jest trypsyna, jednakze
w mikrouktadach uzywane sa takze inne enzymy proteolityczne takie jak chymotrypsyna,

pepsyna* czy papaina®.

b. Analiza kwas6w nukleinowych

Znacznym osiagnigciem mikrotechnologii jest miniaturyzacja testow genetycznych.
Takie systemy odgrywaja wielka rol¢ w diagnostyce medycznej, sadownictwie czy tez
analizach $rodowiskowych. Klasyczna badania genetyczne sa wieloetapowe, wymagaja
duzego naktadu pracy, a przede wszystkim sa czasochlonne. Miniaturyzacja usprawnia proces

analizy materialu genetycznego, czyniac go prostszym i szybszym.
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Podstawowym narzedziem w badaniach materialu genetycznego jest tancuchowa
reakcja polimerazy (PCR), za pomoca ktorej mozna powiela¢ wybrane sekwencje DNA.
Proces ten przeprowadzany jest w nastgpujacy sposob: w roztworze wyjsciowym znajduje si¢
sekwencja DNA (ktéra chcemy namnozy¢), trifosfosforany wszystkich czterech
deoksyrybonukleozydow, odcinki starterowe (primery) oraz enzym polimeraza DNA®.

Technika PCR sktada sig z trzech etapow, z ktorych kazdy prowadzony jest w innej
temperaturze.

1. W pierwszym etapie w temperaturze 95° C zachodzi denaturacja podwojnej nici DNA
(etap denaturacji)

2. Nastgpnie w temperaturze 54° C zachodzi hybrydyzacja obecnych w nadmiarze
odcinkéw starterowych z kazda z nici DNA (etap hybrydyzacji)

3. W ostatnim etapie temperaturze 72° C zachodzi reakcja syntezy komplementarnego
DNA =za pomoca polimerazy DNA (pochodzi ona z termofilnych bakterii
Thermophilus aquaticus) przy uzyciu deoksyrybonukleozyddéw. Proces ten rozpoczyna
si¢ od miejsc wyznaczonych przez odcinki starterowe.

W typowym mikrouktadzie do przeprowadzenia reakcji tancuchowej polimeryzacji
substraty wstrzykiwane sa do strefy reakcyjnej, gdzie ustawiony jest cyklicznie

temperaturowy program (Rys. 15).4-°

/
- < wlot
T2
3 > wylot

Rysunek 15. Schemat przeptywowego mikrouktadu do techniki PCR’'.

Pojemnos$¢ takich mikrosystemow wacha si¢ w granicach 10° — 10 1. W literaturze
mozna znalez¢ przyklad urzadzenia na 12 nl*2. Najcze$ciej systemy do PCR maja wymiary
lcm/Icm, a minimalna wielko$¢ takiego mikrouktadu limitowana jest przez trudnosci w jego
obshudze. W poréwnaniu z komercyjnymi testami genetycznymi taki mikrouktad pozwala na

zaoszczedzenie czasu i drogich odczynnikow (enzymdéw i innych reagentdw). Inna zaleta
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mikrosystemow do PCR jest to, ze ich elementy grzejne i chtodzace maja mniejsza pojemno$é¢
cieplng niz tradycyjne termocyklery, co powoduje wzrost szybkosci grzania i chlodzenia
w miniaturowym urzadzeniu. Ponadto elementy grzejne i chtodzace mikrosystemow do PCR
wbudowane sa zwykle w dno mikroreaktora, dzigki czemu znajduja si¢ w bardzo bliskim
sasiedztwie probki, co pozwala na szybsza wymiang ciepta migdzy nia a urzadzeniem
i w konsekwencji zwieksza si¢ efektywno$é calego procesu.™

W literaturze mozna znalez¢ takze urzadzenia do dalszej analizy DNA. Zawieraja one
enzymatyczne mikroreaktory, w ktorych moze zachodzi¢ reakcja trawienia DNA za pomoca
restryktaz. Systemy te sa bardzo przydatne w biologii molekularnej, gdyz umozliwiaja

sporzadzanie map plazmidow>**,

¢. Analiza dzialania enzymoéw

W enzymatycznych mikroreaktorach mozna bada¢ kinetyke dziatania
biokatalizatorow’”°. Mozliwe jest na przyklad badanie inhibicji lub aktywacji enzymow,
atakze wyznaczenie kluczowych parametréw takich jak aktywno$¢ enzymatyczna, stata
Michaelisa-Menten (K.) 1 szybko$¢ maksymalna (Vimax).

Bardzo waznym zagadnieniem w chemii lekow jest badanie inhibitorow enzymow.
W mikrosystemach mozna wykonywaé szybki przeglad enzymow i ich potencjalnych
inhibitoréw lub aktywatorow. Firmy farmaceutyczne poszukuja na przykltad nowych
inhibitorow lipaz, ktore moga by¢ potencjalnymi lekami na otyto$¢®.

Jednym z przykltadéow analizy dziatania enzymu w mikrouktadzie jest badanie
inhibitorow transferazy UGT®. Jest to enzym wazny dla poprawnego funkcjonowania
organizmoéw, poniewaz katalizuje reakcje przeniesienia grup  glikozydowych
znukleotydowych cukrow na inne zwiazki (endogenne i egzogenne)®, ktorych obecno$é
w organizmie jest niepozadana. Produktami tej reakcji sa B-D-glukuronidy (Rys. 16), ktore sa
tatwo rozpuszczalne w wodzie i dzigki temu moga by¢ usuwane z organizmu w moczu lub
76kci.

Wyizolowany mikrosom (zawierajacy UGT) z watroby szczurzej immobilizowano
metoda zol-zel w mikrouktadzie i badano enzymatyczna reakcje glukuronizacji paracetamolu.
Reakcja ta jest bardzo wazna z punktu widzenia medycyny, poniewaz w normalnej dawce
paracetamol nie jest szkodliwy dla organizmoéw, za§ w wigkszej iloSci moze by¢
hepatotoksyczny. Przeksztatcany jest on wtedy do toksycznego chinonu®. Dlatego tez inne
zwiazki, ktore konkuruja z acetaminofenonem o udziat w reakcji glukuronizacji moga mieé
zaréwno terapeutyczny, jak i toksyczny skutek, w szczego6lnosci, gdy dawki paracetamolu sa

duze. W mikrouktadzie badano 4-nitrofenol i inne inhibitory transferazy UGT, a produkty
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oznaczano za pomoca technik elektroforetycznych. Otrzymano takie same wyniki jak dla
wolnego enzymu, aczkolwiek w mikrouktadzie zuzywano 10* razy mniej probki i 10° razy
mniej mikrosomoéw niz w konwencjonalnej metodzie. Fakt ten wskazuje na to, ze taki
mikrouktad moze by¢ z powodzeniem stosowany do badania $ciezek metabolicznych i

oddziatywan lekow, przy zuzyciu znacznie mniejszych ilosci probek.

COOH
N | Vi UGT UDP
Yot —
/@ 0 0) O«
HO H OH UDP
paracetamol UDP-D-glukuronowy kwas

Rys. 16. Reakcja metabolizmu paracetamolu.

Na uwage zastuguje takze prezentowany w literaturze® uktad do wyznaczania stalej
Michaelisa-Menten dla peroksydazy chrzanowej 1 f-galaktozydazy. Enzymy te
immobilizowano na mikrosferach poprzez oddzialywania z biotyna i streptawidyna.
W mikrouktadzie z tak immobilizowanym enzymem przeprowadzono reakcje prowadzaca do
przemiany substratu nie fluorescencyjnego w fluorescencyjny produkt. W obu przypadkach
otrzymane stale Michelisa-Menten byly podobne do tych wyznaczonych w ukladzie
homogenicznym, a przy tym zuzyto mate ilosci enzymu.

Analiza parametrow dzialania immobilizowanych enzymow w mikrosystemie
jest tatwiejsza niz w tradycyjnym uktadzie. Wynika to migdzy innymi z faktu, ze pokonuje sig
w ten sposob trudno$ci w wymieszaniu stalego no$nika zawierajacego immobilizowany
enzym na swojej powierzchni z roztworem substratu. Inng zaleta takiego mikroukladu jest
uzycie bardzo matych ilo$ci immobilizowanego enzymu i mozliwo$¢ powtdrnego uzycia
takiego mikrosystemu.

W mikrouktadach mozna takze bada¢ enancjoselektywno$¢ roznie
modyfikowanych enzymow. W literaturze®® omowiono przyklad biotransformacji eteru
glicydylofenylowego za pomoca hydrolazy epoksydu® ® (Rys. 17) w wyniku ktorej

powstawatl w przewadze jeden z enacjomerow diolu.
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Rysunek 17. Reakeja hydrolizy eteru glicydylofenylowego za pomoca hydrolazy epoksydu.

Mikroreaktor enzymatyczny potaczono z chiralng mikroelektroforeza kapilarng® 7™,
dzigki czemu bardzo szybko okreslano nadmiar enancjomeryczny produktu. W ciagu
pojedynczego eksperymentu okres§lono enancjoselektywno$¢ dla naturalnego enzymu
z Aspergillus niger, jak i dla enzyméw zmutowanych”'. Mikrouklady pozwalaja na szybki
przeglad mutantow enzymoéw i wybranie najbardziej selektywnego biokatalizatoara wobec
danego substratu. Przeprowadzenie reakcji chemicznej i analizy produktow w jednym
systemie powoduje, ze zuzywane sa mniejsze iloSci reagentow. Jest to wielka zaleta takich
urzadzen, poniewaz odczynniki sa czgsto bardzo drogie, a zmutowane enzymy dostgpne sa
w bardzo matych ilo$ciach.

Bardzo wazna zaleta mikrouktadéw z immobilizowanymi lipazami jest to, ze skracany
jest czas analizy”. W normalnej skali prowadzone reakcje transestryfikacji moga trwaé przez
kilka dni dla niektéorych immobilizowanych lipaz’®, za§ w mikroukladzie czas reakcji
skrocony jest nawet do kilku minut.

d. Inne biotransformacje

Biotransformacja jest procesem chemicznym zachodzacym przy udziale enzymow lub
zawierajacych je komorek czy tkanek

Ciekawym przyktadem biotransformacji w mikroukladzie jest prowadzona w sposob
ciagly’” enzymatyczna hydroliza p-nitrofenylo-#-D-galaktopiranozydu za pomoca f-
galaktozydazy (Rys. 18)".
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Rysunek 18. Enzymatyczna hydroliza p-nitrofenylo-p-D-galaktopiranozydu za pomoca
- galaktozydazy.

Produkty tej reakcji (D-galaktoza i p-nitrofenol) analizowano przy uzyciu HPLC
potaczonego ze spektrometriag mas. Reakcje biotransformacji przeprowadzono w mikrokanale
wytworzonym z PMMA (poli(metakrylan metylu)), do ktéorego wprowadzano pompa
strzykawkowa substrat rozpuszczony w acetonitrylu i enzym rozpuszczony w buforze
fosforanowym.

Reakcje prowadzono w temperaturze 37° C na plycie grzejnej. Przeprowadzono takze
reakcje odwrotna do przedstawionej powyzej, transglikozylacje jako metode syntezy
oligosacharydow w mikroukladzie za pomoca fS-galaktozydazy. W obu przypadkach badania
wykazaly, ze reakcje prowadzone w mikrokanale sa szybsze niz w tradycyjnym procesie
okresowym.

Innym przyktadem analizy biotransformacji podczas ciagltego przeptywu jest reakcja

degradacji p-chlorofenolu za pomoca lakazy (Rys. 19)7.
OH OH o)

Rysunek 19. Biodegradacja p-chlorofenolu za pomoca enzymu — lakazy”’.

Enzymatyczna degradacj¢ p-chlorofenolu prowadzono w mikrokanale (szeroko$¢ -
100 pm, glgboko$¢ — 25 pm) wykonanym ze szkla (70 x 38 mm) (Rys. 3). Reakcja
przebiegata na granicy faz woda — faza organiczna, gdzie lakazg rozpuszczono w buforze
natomiast substrat w izo-oktanie. Dokonano szczegotowej analizy kinetyki reakcji w takim
mikrouktadzie i1 ustalono, ze degradacja zachodzi gléwnie na granicy fazy wodnej i
organicznej, za$ dyfuzja substratu w glab fazy wodnej jest czynnikiem limitujacym szybkos$¢

reakcji.
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W enzymatycznych reaktorach mozna przeprowadza¢ takze reakcje enzymatycznej
hydrolizy za pomoca lipaz. Jednym z przyktadow jest katalizowana za pomoca
immobilizowanego enzymu hydroliza 7-acetoksykumaryny w kumaryne’™ (Rys. 20) z 1,5 razy

wigksza wydajnos$cia niz w tradycyjnym uktadzie.

O lipaza
A =
0 0 0) HO 0 0

Rysunek 20. Enzymatyczna hydroliza 7-acetoksykumaryny w kumaryng

5. Podsumowanie

Powyzszy  przeglad r6znych technologii 1 zastosowan mikroreaktorow
enzymatycznych obrazuje wzrost zainteresowania tematem integracji enzymow z systemem
mikroprzeptywowym oraz rosnacy obszar zastosowan takich uktadow w wielu dziedzinach.
Podstawowe zalety, jakie cechuja wykorzystanie mikroreaktoréw w poréwnaniu do uktadéw
klasycznych, to: zuzycie matej iloSci probek i odczynnikow, zmniejszenie kosztow i czasu
analizy, szybsze przeniesienie masy i szybsza wymiana ciepla, przyjaznos¢ dla srodowiska,
a takze wysoka efektywno$¢ procesu.

Rozwoj mikroreaktorow enzymatycznych jest bardzo obiecujacy z punktu widzenia
testow klinicznych, monitorowania bioproceséw czy tez detekcji wielu waznych analitow
bezposrednio w $rodowisku naturalnym. Bardzo ciekawym obszarem badan jest wkiad
w postgp analizy biatek czy kwaséw nukleinowych, co jest wazne z punktu widzenia
medycyny i innych nauk biologicznych. Uzycie mikroreaktoréw enzymatycznych umozliwia
takze badanie enzymow pod katem kinetyki ich dziatania.

Zalety mikroreaktorow moga by¢ takze wykorzystywane na skalg przemystowa.
Zoptymalizowany mikrouktad moze by¢ stosowany jako reaktor przemystowy. Dzieje si¢ tak
dlatego, ze mozna zastosowaé reaktory produkcyjne skonstruowane z wielu rownoleglych
urzadzen. Eliminuje to problem z powigkszeniem skali, a takze daje mozliwo$¢ szybkiej
wymiany zepsutego modutu i poprawia bezpieczenstwo pracy. Enzymatyczne mikroreaktory
moga mie¢ duzy wklad w rozwdj tak zwanej ,,zielonej chemii”.

Jak dotad ukazalo si¢ niewiele patentow” ™

opisujacych rozwigzania konstrukcyjne
mikroreaktorow enzymatycznych. W ostatnich latach enzymy znajduja zastosowanie w wielu
galgziach nauki i przemystu. Rozwdj i optymalizacja enzymatycznych mikrosysteméw moze
otworzy¢ wiele mozliwo$ci do analizy procesow biochemicznych. Jest to, naszym zdaniem,

bardzo interesujace zagadnienie, ktore jeszcze wymaga wielu badan i wprowadzania nowych
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rozwiazan, stad podjgcie tej tematyki przez nasza Pracowni¢ Miniaturowych Systemow

Bioanalitycznych na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskie;.
Podzi¢gkowania:

Praca naukowa finansowana ze srodkoéw na nauke w latach 2006-2008 jako projekt badawczy

rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial 9

Rownowagi chemiczne w kompleksach gos¢ - gospodarz.
Metodyka badan

Jaromit Kira, Tadeusz Ossowski

Zaktad Chemii Supramolekularnej, Wydzial Chemii, Uniwersytet Gdanski, Sobieskiego
18/19, 80-852 Gdansk

1. Ogélna definicja réwnowagi powstawania kompleksu supramolekularnego

Wiazanie si¢ gosécia z czasteczka gopodarza, w podejsciu iloSciowym, jest opisane
przez termodynamiczna i kinetyczng stala tego procesu oraz przez jego selektywnoS$é.
Koncowy rezultat oddziatywania mozna zdefiniowa¢ jako funkcje czynnikow takich jak
budowa czasteczek goScia i gospodarza, charakter miejsc wiazacych (natura chemiczna
i liczba atoméw donorowych, rozmieszczenie atomow), wplyw otoczenia.

W najprostszym przypadku powstawanie supramolekuly moze by¢ opisane

rownaniem:

gos¢  + gospodarz = supramolekuta (1.1)

W szczegolnym przypadku, jezeli badane oddziatywanie dotyczy jonu metalu (M) i jonoforu
(makrocykle, aminy heterocykliczne) inaczej nazywanego ligandem (L), w zapisie rownania
1.1 mozna zastapi¢ go$cia jonem metalu a czasteczke gospodarza jonoforem (ligandem),

w rezultacie czego powstaje kompleks (ML):

jon + jonofor = kompleks (ML) (1.2)
metalu (L)
M)
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Stala rownowagi tej reakcji opisuje rownanie:

aML
a, a;

Kur =

gdzie awm, aw, ar sa aktywno$ciami ML, M, L w roztworze. W ten sposob zdefiniowana stala
roéwnowagi moze by¢ wyznaczona poprzez elektrochemiczny pomiar ay,.

Zastgpujac aktywnosci iloczynem stgzen 1 wspolczynnikow aktywno$ci oraz
zaniedbujac te drugie, dla ogdlnego przypadku otrzymujemy:
nM + mL = M;Ln (1.3)

Stata trwato$ci tej reakcji bedzie wynosita:

M,L,]

gdzie [M,Ln],[M], [L] sa stgzeniami rownowagowymi sktadnikow w roztworze.
Tworzenie si¢ supramolekuty moze by¢ zwigzane z prostym procesem przylaczania
si¢ pojedynczej czasteczki goscia do jednej czasteczki gospodarza, lub z procesem bardziej

ztozonym, w ktorym moze braé udziat wigszka liczba czasteczek goécia i gospodarza.

2. Réwnowagi tworzenia si¢ komplekséw jednordzeniowych
Supramolekuty, inaczej nazywane kompleksami tworza si¢ zwykle stopniowo,

W sposOb opisany nast¢pujacymi rownaniami:

M + L - ML
ML  + L = ML,
ML,., -+ L = ML, (1.4)

Kolejne state trwatosci charakteryzujace powstawanie roznych form kompleksow (1.4) mozna

wyrazi¢ nastgpujaco:

oo ML MLy ML,
COMILIT T ML T T ML

Podstawiajac stezenie pierwszego kompleksu, z pierwszego rownania, do drugiego rownania,

drugiego do trzeciego, itd. otrzymujemy nastgpujace zaleznosci:

[ML] = Ki[M][L]

222



[ML;] = KK [M][LP
[ML.,] = K\K>...Kn[M][L]" (1.5)
Zastepujac iloczyny czastkowych stalych trwalo$ci przez state sumaryczne, otrzymujemy:
[ML] [ML,] [ML,, ]
B = . b= T e Ba= e
[M][L] M][L] [M][L]

gdzw ﬁ] =K1, ﬁz =K1K2, ey ﬁm =K K>..Kn= HK,,,
1
Sumaryczna stala trwato$ci m-tego kompleksu mozna rowniez wyrazic:
B =logK, + logK, + ... + logKy, = ZK,-
i=1

W roztworach zawierajacych jednoczesnie kilka roznych indywiduow, sktad ilosciowy
poszczegodlnych jonow kompleksowych mozna wyznaczyé, kiedy znane sa wszystkie state
trwatosci, catkowite stezenie jonéw metalu, ligandu oraz inne czynniki wpltywajace na uktad
rownowag. Stale trwalosci kompleskow mozna obliczy¢ dopiero po okresleniu sktadu
badanego ukladu. Z tego powodu, wazne sa zalezno$ci migdzy stalymi i analitycznie
mierzalnymi wielko§ciami ([L], m).

Catkowite stgzenie jonéw metalu w roztworze, mozna wyrazi¢ nastgpujaco:
Cu = [M] + [ML] + [ML] + .. = } [ML]
i=0

Wykorzystujac wezesniejsze zaleznosci, mozna wyprowadzié:
Cv = [M] + B[M][L] + B[M]L]*+...

Wprowadzajac B, = 1, otrzymujemy [M] = S,[M][L]°, w rezultacie mamy:

Cu = [M])_BILT
i=l
Catkowite stezenie ligandu mozna wyrazié:

C. = [L] + [ML] + 2[ML,] + ... = [L] + ii[MLi]

i=0

Przeksztalcajac oraz wprowadzajac sumaryczne stale trwatosci, otrzymujemy:
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Ci = [L] + BIMILL] + 2B[MILP +... = [L] + [M]YiB[L]

Bjerrum® zaproponowal wprowadzenie pojecia $redniej liczby ligandow do wyrazania
stopnia skompleksowania. Jest to liczba ligandow zwiazana w roznych kompleksach przez

jon metalu:

- _ CL_[L]
c, ~

B, IM][L] + 2B,IM][L]" +...
[M]+ B,IM][L] + 28,[M][L]* +...

m =
Dzielac licznik i mianownik przez [M] otrzymujemy funkcje¢ tworzenia kompleksu:

m " Li
BLl+ 2B,L1 +.. ;lﬁ,[ ]

1+iiﬂi [LY

m = =
i=

1+ B,[L] + 2B,[LY +...

W przypadku ligandow jednokleszczowych 5; okresla $rednia liczbe koordynacyjna. Dla

takich kompleksow 7, zalezy jedynie od stezenia wolnego ligandu i jest niezalezne od
stezenia wolnych jonow metalu.

Jesli catkowite stgzenie ligandu jest duzo wigksze niz stgzenie jondw metalu
(Cc >> Cw), wowczas [L] = Cr. Natomiast, gdy metal i ligand wystgpuja w porownywalnych
ilosciach (Ct < 10Cw), nie mozna pomina¢ st¢zenia ligandu zwiazanego w kompleks
W poréwnaniu ze stgzeniem wolnego ligandu.

Wprowadzenie utamka molowego i-tego kompleksu w roztworze, pozwala okresli¢

cze$¢ jonow metalu zwigzanych w i-tym kompleksie o sktadzie ML,, czyli:

& - [ML;] _ B.IMI[LYT _ B.ILY
' C, [M]+ B,IM][L] + B,IM][L]* +... 1+ B,[L] + B,[LT +...
B.ILY
@ = 1+Y BILI
i=1

Utamek molowy wolnych jonéw metalu przedstawia zalezno$¢:

[M] 1

@ Cy,  1+BIL]+ B,IL] +...
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Poniewaz:

D+ D+ Dt =)D =1

i=1

Srednia liczba koordynacyjna wynosi:

m = Yie,
i=1

Utamki molowe wolnych jonéw metalu i poszczegélnych kompleksow zaleza tylko od
stezenia wolnego ligandu i od stalych trwatosci. Znajomos$¢ statych trwatosci pozwala
obliczy¢ procentowy udziat poszczegoélnych sktadnikow w roztworze dla kazdego stgzenia

wolnego ligandu.
Kiedy jon metalu tworzy kompleksy z wigcej niz jednym czynnikiem
kompleksujacym w roztworze, dla znanych stalych trwalo$ci, mozna wyznaczy¢ ilo$ci

poszczegdlnych form. Oznaczajac dwa ligandy jako L i Y oraz odpowiednie state sumaryczne
jako B 1 %, otrzymujemy:

B.ILY
1+ B,[L] + B,[L]* +...+,[L] + %,[L]* +...

3. Ré6wnowagi tworzenia si¢ kompleksow wielordzeniowych

Tworzenie si¢ kompleksow wielordzeniowych mozna opisac:
nM + mL = M,L, (1.6)

Wartosci n i m zmieniaja si¢ wraz ze st¢zeniem jonu metalu i ligandu a tworzenie
komplekséw zachodzi stopniowo. Przy malych stezeniach jonow metalu tworza si¢ jedynie
kompleksy jednordzeniowe. Przy wigkszych stgzeniach pojawiaja si¢ kompleksy
wielordzeniowe. Sumaryczna stata tworzenia B rOwna jest iloczynowi stopniowych statych
trwato$ci 1 wynosi:

M,L,]

P Mry

Catkowite stgzenia jondéw metalu i ligandu w roztworach kompleksow

wielordzeniowych opisane sa rownaniami:
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Cu=M + XY ML = v] + Y Y B, IMYL

j=1 i=1 j=1 i=1

n.om n_m

Gt =[L] + A _]i[MjLi] = M] + leliﬂ,-f[M]j[L]i
Jj=ti= j=l i=
W przypadku tworzenia si¢ kompleksow jednordzeniowych $rednia liczba ligandow
jest niezalezna od catkowitego stgzenia jondéw metalu, w przypadku kompleksow
wielordzeniowych jest od niej zalezna. Sillen wyprowadzil odpowiednie zaleznosci badajac
tworzenie hydroksokompleksow towarzyszacych reakcjom hydrolitycznym®. Stwierdzil, ze
hydroksokompleksy wystepuja czgsto w postaci M(ML)),; gdzie ¢ jest liczba catkowita

okreslajaca liczba ligandow w ogniwie tancucha a s jest liczba catkowita, ktora oznacza ilo$¢

ogniw lancucha tworzacego kompleks. Zalezno$¢ opisujaca s jest przedstawiono ponizej:

20 06 +[L))
[M](i)[L] ( )[L] nom .
m = a[gle] - 8((—211[1;/114]]) » gdzie 6 =) Zﬁﬁ[M]j[L]l
[L][1+ (T[L])[M] ] (7a In[L] '™

4. Ligandy zawierajace kilka miejsc wigzacych a efekt statystyczny

Oddziatywania bardziej zlozonych jonoforéw (ligandéw) posiadajacych wigcej niz
jedno centrum wiazace (C,,Cs,..,C.) z substratami, moga by¢ zdefiniowane przez rownowagi
makroskopowe, opisujace ogélna stechiometri¢ supramolekuly. Przykladowo ligand L

o budowie C;-X-C,, bedzie tworzyt rownowagi (1.7):

L - SL
SL = Sk (1.7)

gdzie S — substrat, L — ligand, SL oraz S,L — kompleksy supramolekularne.

Kolejne state rownowag mozemy zdefiniowaé:

Kt = [SL] , Ker = [SfL]
[SI[L] [SI"[L]
W rzeczywistosci L posiada dwa centra wiazace C, i C; oraz rdzen X:
S + Ci-X-C, = SC-X-C,
S + Ci-X-C; = Ci-X-CsS
S + SC-X-C, = SC-X-C.S
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S + C-X-C:S = SC-X-GsS (1.8)

W tym przypadku kolejne rownowagi mozemy zdefiniowac:

[SC, -X-C,] [C, -X-C,S]

B siie, -x-e.r " ISIIC, -X-C, T’

, =

[SC, -X-C,S] ~[SC, -X-C,8]
> ISIIC, - X -C,8]

~[S]ISC, -X-C, 1’

3

Rownowagi (1.8) nazywane rownowagami mikroskopowymi, sa od siebie zalezne:
K1 K3 = K2 K4

Przyktadem ligandéw posiadajacych dwa centra koordynacyjne moga by¢ potaczone dtugim
fancuchem alifatycznym kwasy dikarboksylowe oraz aminokwasy.

Ze statystycznego punktu widzenia, kiedy oba centra C, i C, sa w stosunku do siebie
ekwiwalentne, K; = K> = K3 = K4 = k. Do utworzenia supramolekuty S,L (SC;-X-C.S)
prowadza dwie rownocenne drogi o ,,dtugoéci” 2k Natomiast do utworzenia SL (SC,-X-C,,
Ci-X-CsS) wystarczy jedna z drég o ,,dtugosei £”. Stad otrzymujemy, ze Ksor / Kst = 4. W ten
sposob efekt statystyczny powoduje, ze makroskopowa stata Ks.r jest czterokrotnie mniejsza
od K2

W ogoélniejszym przypadku, makromolekuta posiadajaca n, rdwnocennych miejsc

wiazacych, moze przylaczy¢ m substratow na Qi sposobow®:

nn—-1Nn-2)..(n—-m+1) n!

Q — - —
e m! (n—m)!\m!

Q. = sposobow zwiazania odpowiada jednej rownowadze makroskopowej. Dla ukladu
zawierajacego cztery rOwnocenne miejsca wiazace, kolejne makroskopowe stale rownowagi
beda wynosié: K, =4k, K> =3/2 k, K3 =2/3 k, Ks = 1/4 k, gdzie k stata pojedynczej rownowagi
mikroskopowej. K; > K, > K3 > K4 oznacza coraz stabsze wigzanie kolejnych substratow. W
takim przypadku bedziemy mieli do czynienia z systemem zawierajacym tzw.
niewspotpracujace centra wiazace. Natomiast, jesli 1/4 K, <2/3 K, < 3/2 K; < 4K, bedzie to

przyktad systemu zawierajacego wspotpracujace centra wigzace.
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Statystyczna roznica wigzania dwoch kolejnych substratow przez ligand, moze by¢
przeliczona na zwiazang z tym efektem energig. Zmiana standartowej energii swobodne;j

wiazania m-tego substratu w serii bedzie wynosita:

AGw® = RTInKn — RTIn (Qum / Qumi)

gdzie K, jest makroskopowaq stalag wigzania m-tego substratu, R7T In (Qn m / Qn m1) jest

czynnikiem zawierajacym element statystyczny, R — stala gazowa, T — temperatura.

Réznica migdzy energia oddzialywania AG;° j-tych oraz i-tych substratow w serii dla
jednego ligandu, bedzie wynosita:
Q n,j-1

n,j /
AGY = AG? - AG? = -RTn (K,/ K) + RTIn (5 =")

n,i n,i-1

Zgodnie z definicja AG;°, jesli j-ty substrat bedzie wiazany stabiej niz i-ty substrat (i < j),
wtedy AG;° <0.

Ligandem zawierajacym cztery wspolpracujace ze soba centra wiazace jest ludzka
hemoglobina. AG;® migdzy zwiazaniem 4-go i 1-go substratu, w jej przypadku wynosi —2
kcal*mol”. Oznacza to, ze czasteczka tlenu jest silniej wiazana przez hemoglobing nasycona

czasteczkami tlenu niz przez hemoglobing posiadajaca wolne miejsca wiazace®.

5. Energia swobodna reakcji rownowagowych

Procesy rownowagowe moga by¢ rozpatrywanie pod katem zmian standardowej
energii swobodnej reakcji kompleksowania. Przykladowy uklad zawierajacy ligand L
z miejscami wigzacymi oraz dwa rozne substraty S; i S; mozna zdefiniowa¢ za pomoca

réwnan (1.9):

Si + L = SiL AG)°
S, + L = LS, AGY®
S + LS, = S|LS, AG°(2)
S, + S|L = S,LS, AG°(1)

(1.9)

Sumaryczna energia bedzie wynosita:

AG(1,2) = AGP + AGX(1) = AG® + AG(2)
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gdzie AG°(1,2) jest standardowa energia swobodna reakc;ji:

S +S; + L = SILS; AG°(1,2)
(1.10)

Oddziatywanie migdzy substratami a ligandem bgdzie okre$lata roznica pomigdzy

standardowa energia reakcji (1.10) a suma standartowych energii dwoch pierwszych reakcji

(1 9), AG12° N

AG® = AGI°(2) - AG® = AG(1) - AG® = AG°(1,2) - AG® - AGY

Powyzsza zalezno$¢ wyprowadzono przy zatozeniu, Ze sita wigzania substratow S, i S, przez
ligand L jest taka sama i nie wplywa wzajemnie na siebie. Jesli AG,° = 0, nie ma znaczenia
oddziatywanie migdzy substratami i poszczegdlne reakcje sktadowe sa od siebie niezalezne.
Jesli AG,° <0, zwiazane S lub S, ulatwiaja przytaczenie kolejnego substratu, jesli AG,° > 0,
istnieje antagonizm w wiazaniu substratow.

W ogolnym przypadku, standardowa energia swobodna AG® danej reakc;ji jest zalezna

od termodynamicznej K stalej trwalo$ci tej reakcji w danej temperaturze:

AG® = -RTInK

W rzeczywisto$ci, opisujaca sumaryczny efekt energetyczny reakcji, standardowa energia

swobodna AG® jest ztozona z dwoch czynnikow:

AG® = AH® - TAS®

gdzie AH® jest zmiang standardowej entalpii a AS® jest zmiana standardowej entropii reakc;ji.
Czynnik AH° nazywany jest cieptem reakcji, poniewaz zwiazany jest z energia wiazania si¢
czasteczki gosdcia do czasteczki gospodarza, czynnik AS° stanowi miar¢ uporzadkowania
uktadu. Reakcja zachodzi spontanicznie, kiedy towarzyszy jej spadek AG° wywolany
zmniejszeniem AH° lub zwigkszeniem TAS®. AH® < 0 odpowiada procesowi korzystnemu pod

wzglgdem energetycznym, AS® > 0 odpowiada procesowi, w ktorym wzrastajace

nieuporzadkowanie sprzyja beztadnym ruchom termicznym.
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6. Energia swobodna zwigzana z rozpuszczalnikiem
Srodowisko reakcji, ktore najczgsciej reprezentuje rozpuszczalnik, moze by¢ opisane

przez zmiang standardowej energii swobodnej procesu solwatacji:
S + R = Sw AGS® (1.11)

gdzie S — substrat, R — rozpuszczalnik, S, — substrat solwatowany.

Najwazniejszymi sktadnikami AGs® sa oddzialywania niekowalencyjne, a w przypadku jonéw
metali sa to z reguly oddzialywania elektrostatyczne. Dla wielu jondw zachodzi dobra
korelacja miedzy AGs® a potencjalem jonowym z*r (z — tadunek jonu, r — promien jonu
wyrazony w A). Na rysunku 2.8 przedstawiono wykres zaleznosci AGs® wybranych jonow
w zalezno$ci od ich potencjalu jonowego w wodzie. Liniowa korelacja ma miejsce w
przypadku jednowarto$ciowych litowcow, jonéw halogenkowych oraz TI*. Korelacja
zachodzi rowniez dla dwuwarto$ciowych berylowcow, Pb*, Sn** oraz jondw
trojwarto§ciowych. Istotny wzrost AGs® zwiazany z czynnikami nieelektrostatycznymi,
pojawia si¢ dla jonow metali przejsciowych: Ag*, Cu*, Hg*, Cd*, ....

W przypadku rozpuszczalnikow niewodnych, ktore czgsto wystepuja w roli analogow
uktadéw biologicznych, dla elektrolitow, definiuje si¢ standardowa energi¢ swobodna
przeniesienia elektrolitu miedzy woda a rozpuszczalnikiem R, gdzie t*° (E) i ti* (E) sa

standartowymi potencjatami chemicznymi®’:

AGy* (E) = u*(E) - u™°(E)

W tabeli 2.5 przedstawiono przyktadowe wartosci AG,° dla szeregu jonow i wybranych
rozpuszczalnikow niewodnych: metanolu (MeOH), dimetylosulfonamidu (DMF),
dimetylosulfotlenku (DMSO), weglanu propylenu (PC), acetonitrylu (AN) i nitrometanu
(NM). W przypadku matych anionow o duzej gestosci elektronowej (OAc, CI, Br)
obserwowany jest wzrost energii swobodnej w rozpuszczalnikach protolitycznych (H,O,
MeOH) w stosunku do rozpuszczalnikéw aprotolitycznych (odpowiednie wartosci sa bardziej
ujemne). AG,° zwigksza si¢ wraz ze zmniejszaniem si¢ rozmiaru anionu. Dla kationéw
litowcow, silniejsza solwatacja ma miejsce w przypadku rozpuszczalnikow, ktore sa
silniejszymi zasadami niz woda (DMF, DMSO). Warto$¢ AG,° dla jonu Ag* w AN wskazuje,

ze mamy do czynienia ze specyficznymi oddziatywaniami.
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Zmiana trwatoSci  jonu  kompleksowego migdzy rozpuszczalnikiem S
a rozpuszczalnikiem odniesienia R, moze by¢ rozpatrywana jako zmiana energii przeniesienia
poszczegblnych sktadnikow migdzy rozpuszczalnikami. W przypadku kompleksow M
z kryptandami, zdefiniowano ja wykorzystujac standardowy cykl Borna-Habera®:
-2.303 RT log (KSwr / K*wr) = AG* {ML; R — S) - AG,° {L; R - S) - AG,°* {M; R - S)
gdzie jako rozpuszczalnik odniesienia uzyto AN, a reakcj¢ kompleksowania zdefiniowano jak

w rownaniu (1.2).

Tabela 2.5. Standardowa energia swobodna AG./kJ*mol' przeniesienia jonéw z wody do

wybranych rozpuszczalnikow niewodnych w 25°C%”. Odpowiednie warto$ci AG.° w wodzie

wynosza 0,0.

jon MeOH DMF DMSO PC AN NM
Li* 3,6 -15,1 -15,9 19,2 23,0 48,0
Na* 8,6 -9,6 -14,4 12,9 13,8 31,6
K* 9,8 -9,2 -12,7 4,3 7,5 15,4
Rb* 10,5 -9,0 -10,8 2,1 6,5 11,1
Cs* 10,0 -9.4 -13,6 0,5 4,1 5,7
TI* 2,6 - -21,6 9,8 11,3 -
Ag' 7,2 -17,7 -333 16,7 -22,8 -
OAc 16,1 - 60,3 - 56,9 -
Cr 13,4 45,9 39,0 39,4 42,5 37,7
Br 11,1 31,7 26,2 30,3 30,9 29,0
r 7,3 20,2 11,7 16,8 18,6 18,8
CIOy 6,1 7,0 - -3,0 5,2 4,7
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Rysunek 2.8. Standardowa energia swobodna hydratacji AGs® (S = H,O) w zalezno$ci od

potencjatu jonowego
wynosza: R = 0,990 dla litowcow, R = 0,999 dla halogenkow, R = 0,976 dla

7zt

w  25°C". Wspotezynniki korelacji liniowej

berylowcow, R = 0,988 dla wybranych jonow trojwartosciowych.
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Wiadomo, ze dla ligandéw bimakrocyklicznych (kryptandéw) typowe kompleksy
inkluzyjne tworza si¢ przez przeniesienie jonu metalu do wngki makrocyklu przy
jednoczesnym pozbyciu si¢ przez jon metalu otoczenia solwatacyjnego rozpuszczalnika
(cryptate hypothesis)®. W przypadku, kiedy solwatacja ligandow oraz jonéw kompleksowych
w obu rozpuszczalnikach jest podobna (stuszne dla wigkszosci ligandow bimakrocyklicznych

w rozpuszczalnikach aprotolitycznych), zmiana trwato$ci kompleksu bedzie zalezata jedynie
od AG" {M; R — S). Trwalos¢ kompleskuu ML moze by¢ rozpatrywana jako AG®

przeniesienia poszczegodlnych skladnikow z fazy gazowej do roztworu. Jesli zmiana AG°
zwigzana z przeniesieniem ligandu i jonu kompleksowego bedzie niewielka, trwatos$é
kompleksu ML moze by¢ dyskutowana jedynie jako AG® przeniesienia M z fazy gazowej do
roztworu.

Wykorzystanie standardowego cyklu Borna-Habera umozliwia badanie sfery
solwatacyjnej jonu metalu w kompleksie. Jesli warto§¢ AG,° zwiazana z solwatacja ligandu

i jonu kompleksowego bedzie niewielka, a roznica migdzy 2.303 RT log (K3w. / K*w) 1 AGy®
{M; R — S} bedzie bliska 0, jon metalu w kompleksie bedzie oddzielony od sfery
solwatacyjnej rozpuszczalnika. Wartosci odbiegajace od 0 beda $wiadczyly o udziale
rozpuszczalnika w solwatacji jonu w kompleksie lub o specyficznych oddziatywaniach
ligandu z rozpuszczalnikiem. Jony M moga wigc stanowi¢ narzgdzie do okreslania struktury
solwatacyjnej komplekséw supramolekularnych przy wykorzystaniu statych trwalosci

z dwoch réznych (aprotolitycznych) rozpuszczalnikow.

7. Metoda matematyczna  wyznaczania  stalych  trwaloSci  komplekséw
supramolekularnych

W celu rozwigzania badanego uktadu nalezy wyznaczy¢é parametry opisujace
wystepujace w roztworze supramolekuly ztozone z czasteczek gosci i gopodarzy. Konieczne
zatem jest okredlenie stechiometrii powstajacych komplekséw oraz wyznaczenie

charakteryzujacych je statych oddziatywania.

7.1 Macierz stechiometryczna

Reakcje chemiczne moga by¢ opisane jako macierz zawierajaca wspolczynniki
stechiometryczne w postaci algebraicznej. Tak zbudowana macierz stechiometryczna (A)
zawiera a; stechiometrycznych wspotczynnikow j-tych sktadnikow w i-tych reakcjach. Kazdy

aij wspotezynnik przyjmuje warto$¢ dodatnia dla produktu, ujemna dla substratu i zerowa dla
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sktadnika nie bioracego udzialu w danej reakcji. Fizycznie, wspdtczynniki stechiometryczne
odpowiadaja ilosci okreslonego sktadnika bioracego udzial w reakcji. W macierzy
stechiometrycznej sa one liczbami opisujacymi schemat réwnowag, np. kwasowo-
zasadowych, kompleksowania, redoks, itp.

Przyktadem prostego uktadu roéwnowagowego moze by¢ tworzenie jonow

kompleksowych przez Ag" i trietanoloamine (oznaczona jako L) w wodzie®:

Tabela 2.6. Macierz stechiometryczna (A) ukladu Ag" — trietanoloamina w wodzie.

Ag' + L = AgL? logKi= 3,6
Aglt  + L = Agl," logK>= 23
H+ + L = HL* logKs= 17,9
HO = H" + OH log Ky =-14,0
[AgL:"] [AgL’] [HL"] [OH] [Ag] (L] [H']

0 1 0 0 -1 -1 0

1 -1 0 0 0 -1 0

0 0 1 0 0 -1 -1

0 0 0 1 0 0 1

Woda jako H,O nie wystgpuje w macierzy (4) (tabela 2.6) poniewaz jest zawsze dostepna dla
wszystkich sktadnikéw i jej stezenie traktowane jest jako state. Oznacza to, ze ostatnie

roéwnanie chemiczne, z formalnego punktu widzenia, powinno by¢ traktowane jako proces:

H,O = H" + OH

7.2 Obliczenia rownowagowe
Zmiany ste¢zenia j-tych skladnikdéw moga by¢ przedstawione jako a; &, gdzie & sa
wspotczynnikami w i-tej reakcji chemicznej. Sumaryczna zmiana stgzenia j-tych sktadnikow

(AG;) opisana jest rtOwnaniem:

gdzie m jest liczba reakcji chemicznych. W zapisie macierzowym otrzymujemy:

AC = A"¢e
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gdzie € = [&, &, &, ..., Em]" jest wektorem wspotczynnikow kolejnych reakceji.
Mozna zauwazy¢, ze istnieje n-m liniowo niezaleznych kombinacji stgzen, ktore nie
zmieniaja si¢ w trakcie zachodzenia danej reakcji. Jest to uwidocznione w macierzy

ortogonalnej do A, nazywanej macierzq rownowagowq Q (o wymiarach (n—m) x m):
QAC=QAe=0
Poniewaz Q AC = 0, otrzymujemy:

n-m

=Y ¢,C, dla i=12, .. ,nm
i=1

W zapisie macierzowym:

0C=T

gdzie T jest wektorem statych (jego sktadniki nie zmieniaja si¢ w czasie reakcji). State 71, 7>,
.-, Tnm opisuja catkowita liczbe wybranych sktadnikéw uktadu lub ich kombinacji liniowych
i nazywane sg stalymi rownowagi.

Prawo zachowania masy w uktadzie rownowagowym musi by¢ spelnione. Prowadzi to

do nast¢pujacego wyrazenia:

nk = Zaif lan dla i=12,..,n
=

mozna to zapisac:
InK=AInhC
gdzie K; jest stalag rownowagi i-tej reakcji a K jest wektorem statych rownowag.

Poniewaz kazda kombinacja liniowa reakcji chemicznych rowniez jest reakcja i kazda
liniowa kombinacja staltych rownowag jest stala rdwnowagi, badany uklad moze zostaé
opisany przez nieskonczona liczbg zastgpczych stechiometrii i macierzy rownowag.
Porzadkujac zapis w postaci tzw. normalnej formy Hermitianowej:

A = [Tmm: —P] 0 = [P": Lnmyxtum]

gdzie 7 jest macierza jednostkowa, a P macierzq skladu.
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Macierz A zawiera reakcje tworzenia pierwszych m skladnikow (kompleksow)
wchodzacych w sktad n-m sktadnikow (komponentow). Kazdy wiersz w postaci
Hermitianowej opisuje stan rownowagowy odpowiadajacy stgzeniom calkowitym
odpowiednich sktadnikow. W przypadku macierzy P, p;j oznaczaja ilos¢ j-tego skladnika
w jednej czasteczce i-tego kompleksu. W ten sposob sktadniki i-tego wiersza macierzy

P odpowiadaja bezposrednio wspodtczynnikom w rownaniu chemicznym i-tego kompleksu:

P = *OA_IAO

gdzie °4 oraz A° stanowia lewa i prawa cze$¢ macierzy stechiometrycznej, odpowiadajaca
kompleksom i ich sktadnikom:

A = [“Amn: Axnemy]  gdzie det°4 = 0

7.3 Ogolny algorytm wyznaczania parametréw roéwnowag

Algorytm metody najmniejszych kwadratow zaproponowany przez Marquardta™,
wykorzystali  Kostrowicki i Liwo”™ do wyznaczania wspotczynnikow — reakeji
rownowagowych. Algorytm polega na minimalizacji sumy najmniejszych kwadratow roznic
pomigdzy obliczonymi i zmierzonymi wielko$ciami (np. potencjatem i stgzeniami
w potencjometrii oraz absorbancja i stezeniami w spektroskopii absorpcyjnej). Uwzglednienie
wszystkich parametréw prowadzi do funkcji ®:

7y

@ (x,, VLW - (V@ B, S, x. )]
E j=1
Z( Vi- V)2+( )Z(E" (Si= Sy} +
O-V j=1
Z (o), + ZZ( )i Cyi—yi) Cyi— i)
i=l j=1
gdzie:
P (x,y, E° S, ®, V) — funkcja najmniejszej sumy kwadratow zawierajaca wszystkie

parametry
X = [X1, X2, X3, ..., Xnpar]. — Wektor parametréw obliczanych np. statych trwato$ci
Y =1y, Y2 V3 ., Yma. — wektor parametréw, ktore zostaly otrzymane z eksperymentu i dla
ktorych macierz wariancji-kowariancji (W) jest znana (np. znane

state trwatosci)
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E° " E°, EX, EY, ..., E°]" — wektor standartowej sity elektromotorycznej kolejnych
pomiaréw
S=1[81, 8 8, ...,5]" — wektor wspdtczynnikow Nersta kolejnych pomiarow
O=[o), 0, O3, ..., ®]" — wektor charakterystyk sktadu roztworu miareczkowanego i titranta
Vi, Ely dla j=1.2,...,5, i=12,..,t — j-ta objetos¢ titranta i j-ta sita elektromotoryczna
w i-tym kroku pomiarowym
6 — odchylenie standardowe odpowiednich wielkosci (zalezne od rodzaju metody i
zastosowanej aparatury)
t — liczba pomiarow
r; — liczba punktow zawartych w i-tych pomiarach
u — liczba charakterystyk sktadu
p — liczba parametrow wyznaczonych z wezesniejszych pomiarow

* — oznacza wielko$¢ zmierzona

Minimalizacja funkcji F, moze by¢ przeprowadzona za pomoca iteracyjnej procedury

przedstawionej na rysunku 2.9:

Poczatek

Wezytanic danych:

- zapis reakcji

- stgzenia wyjsciowe

- do$wiadczalne rezultaty pomiarow
- przyblizone warto$ci statych

Obliczenia:

- stgzenia rOwnowagowe

- teoretyczne rezultaty pomiardw

- odchylenia wartosci wejsciowych
- zmiany statych trwatosci

Zmiana parametrow’
mnigjsza
niz tolerowana?

Tak

Koniec

Rysunek 2.9. Algorytm wyznaczania parametréw réwnowag z danych doswiadczalnych.
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Algebraiczny sposdb przedstawienia rozwigzania problemu rdwnowag w roztworze,
moze by¢ dla chemika niezbyt zrozumialy. Dlatego tez, zostaly opracowane programy,
korzystajace z algorytmu najmniejszych kwadratow i procedur minimalizacyjnych funkcji
zawierajacej okreslone parametry. W tych programach, iteracyjny proces moze byc¢ $cisle
kontrolowany przez uzytkownika, poprzez dobdr parametrow wejsciowych (wartosci
wyznaczone do§wiadczalne lub przyblizone, blgdy parametrow, ilo$¢ iteracji, itd.). Typowym
przyktadem do zastosowan analitycznych jest opracowany przez Liwo zestaw programéw pod
wspolna nazwa STOICHIO™ ™, obejmujacy program do wyznaczania parametrow (molowe
wspotczynniki absorpcji, stgzenia, stale trwalosci, itd.) przy wykorzystaniu metod
spektroskopii absorpcyjnej, fluorescencji czy 'H NMR. Drugi program przeznaczony dla
metod elektrochemicznych, w szczegdlnosci potencjometrii, umozliwia obliczenie stgzen,
potencjatow, statych trwatosci, objgtosci roztworow, wspdtczynnikow stechiometrycznych,
itd.. Ciekawostka jest to, ze jedna z wersji programow potrafi jednoczeénie polaczyé wybrane
parametry macierzy (wspolczynniki stechiometryczne i stgzenia) otrzymane niezaleznie dla
obu grup metod (spektroskopowych i elektrochemicznych). Innym przyktadem programu
przeznaczonego do zastosowan biochemicznych bazujacego na algorytmach algebraicznych
jest DYNA-FIT?. Wykorzystuje si¢ go, miedzy innymi, do badan nad kinetyka reakcji
enzymatycznych.

8. Elektrochemiczne metody doswiadczalnego wyznaczania trwalosci komplekséw
supramolekularnych
8.1 Metody potencjometryczne

Szeroko wykorzystywane metody potencjometryczne opieraja si¢ na zaleznosci
migdzy st¢zeniem (aktywno$cia) badanego jonu a potencjalem elektrycznym elektrody
wskaznikowej. Drugim elementem utworzonego ogniwa jest elektroda porownawcza o stalej
warto§ci potencjatu. Pomiar sily elektromotorycznej jest mozliwy, kiedy obie elektrody
zanurzone sg w roztworze. Wymagane jest zastosowanie elektrody czultej na stgzenie danego
sktadnika, ktorym najczgsciej jest jon metalu, czyli elektrody jonoselektywnej. W trakcie
badania wyznacza si¢ st¢zenie oznaczanego sktadnika poprzez pomiar potencjatu ogniwa,
ktorego kalibracji dokonano za pomoca probek wzorcowych. Czesto wykorzystywane
miareczkowanie potencjometryczne polega na dodawaniu kolejnych porcji titranta i pomiarze

sity elektromotorycznej zmieniajacego sie uktadu',
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8.2 Potencjal elektrody

Warto$¢ potencjatu elektrody zalezy od wilasciwosci metalu, stezenia (aktywnosci)
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kationu i temperatury"’. Zalezno$¢ potencjatu elektrody od aktywnosci jonu metalu, liczby

elektronow bioracych udziat w reakcji oraz temperatury przedstawia rownanie Nersta:

n+

RT a
E=FE+ — In—™
nF Ay

o

gdzie E° — normalny potencjal elektrody (w roztworze o aktywnos$ci jonow metalu ayn+ = 1,

R — stala gazowa 8,31441 J*K'*mol", T — temperatura bezwzgledna K, F — stata Faradaya
96486,7 £ 0,54 C*mol’, n — liczba elektronow bioracych udziat w reakcji, avn+ - aktywno$é

jonow metalu, amo = 1 (dla stanu podstawowego pierwiastka, czyli postaci metalicznej).
Po zastapieniu aun+ przez stgzenie, dla logarytmu dziesigtnego w 25°C otrzymujemy:

E=E+

0,059
——— log [M™]
n

8.3 Rodzaje elektrod
Ze wzgledu na role elektrody w ukltadzie pomiarowym, dzielimy je na elektrody
odniesienia, czyli porownawcze (o stalym potencjale) i wskaznikowe, czyli pomiarowe.
Elektrody poréwnawcze sa najczesciej wykonane z metali szlachetnych nie wchodzacych w
zadna reakcj¢ chemiczng z jakimkolwiek skladnikiem roztworu, w pewnych przypadkach
dobre wyniki daje tez elektroda weglowa. Natomiast, elektroda wskaznikowa wchodzi w stan
roOwnowagi z jonami oznaczanego pierwiastka w roztworze.
Rodzaj reakcji elektrodowej determinuje odwracalno$¢ danej elektrody wzgledem

okreslonego skladnika roztworu'*®

. Elektrody pierwszego rodzaju sa odwracalne wzgledem
kationu lub anionu, elektrody drugiego rodzaju sa odwracalne wzgledem anionu, poprzez
metal, ktory styka si¢ z trudno rozpuszczalng sola tego metalu zawierajaca taki sam anion,
elektrody trzeciego rodzaju sa odwracalne wzgledem kationu, przez metal pokryty trudno
rozpuszczalnymi solami o wspélnym anionie, przy czym jedna z nich posiada kation
odpowiadajacy elektrodzie, druga kationowi w roztworze. Typowymi elektrodami pierwszego
rodzaju sa elektroda srebrowa, wodorowa i chlorkowa, drugiego rodzaju sa elektroda
chlorosrebrowa, kalomelowa i siarczano-rtgciowa a trzeciego rodzaju jest elektrodo

otowiowo-weglanowo-wapniowa'**'*".
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8.4 Elektrody w rozpuszczalnikach niewodnych
Najwigkszym problemem w przypadku pomiarbw w  rozpuszczalnikach
niewodnych'*!, ktore to moga pehni¢ role analogow ukladow biologicznych, jest znalezienie

142-144

odpowiedniej elektrody odniesienia'**'*, Zwykle stosuje si¢ tutaj dwa typy elektrod'®.
W pierwszym przypadku elektroda zawiera lub ma kontakt z tym samym rozpuszczalnikiem
jak elektroda pomiarowa. W drugim, w elektrodach, przede wszystkim w poréwnawcze;j,
stosuje si¢ roztwor wodny.

Popularnym uktadem elektrod w $rodowiskach niewodnych jest elektroda typu
srebro-srebro (Ag-Ag) uzywana, miedzy innymi, w AN'®, w ktorym jony Ag' sa silnie
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solwatowane'*. W przypadku stabo solwatujacych Ag" rozpuszczalnikéw, takich jak PC czy

NM, nalezy szczegbdlna uwage zwrdci¢ na czystosé soli'®’

. W rozpuszczalnikach typu DMF,
zbyt dlugie przetrzymywanie roztworu moze powodowac¢ redukcje Ag” do Ag®'*¥. Typowymi
rozpuszczalnikami, w ktorych stosuje si¢ elektrode Ag-Ag sa: MeOH, AN, PC, NM, DMF,

DMsoMO—lSl.

8.5 Wyznaczanie pK reakcji kompleksowania

Reakcje kompleksowania bada si¢ za pomoca techniki miareczkowania!*>!%,
W przypadku prostych kompleksow, sprowadza si¢ to do wyznaczenia stgzenia wolnych
jonow metalu, mierzac potencjat roztworow o wzrastajacym st¢zeniu ligandu. Jesli tworzy si¢
tylko jeden kompleks o sktadzie ML,, sumaryczna stala tworzenia f, mozna policzyé

stosujac rownanie:

[ML, ] -
= —— =K.K =]]K
A [M][L]" H

gdzie [M], [L], [ML,] — stgzenia rownowagowe jonu metalu M, liganda L i kompleksu ML,,
K, ..., K, — czastkowe state trwatosci.
Poniewaz:
[ML,] = Cu— [M] oraz [L] = C.—n[ML,]
gdzie Cy, CrL — wyjSciowe stgzenia jonu metalu i ligandu

otrzymujemy:
[ML,]
M]

log = klog[L] + log .
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Wykres$lajac zalezno$¢ log ( [ML.]/[M]) od log [L] otrzymujemy prosta, ktérej nachylenie
wynosi k a punkt przeciecia z osia rzednych daje warto$¢ log B, (Cwm,r — wyjsciowe stezenie
jonu metalu M i ligandu L).

Bardziej zlozone obliczenia dotycza przypadku, kiedy reakcja kompleksowania
prowadzi do utworzenia kilku kompleksow typu [ML,] jednoczes$nie. Rozwazajac stosunek

catkowitego stgzenia jonow metalu do stgzenia wolnych jonéw metalu, poniewaz:

Cv = [M] + [ML] + [ML] + .. = ) [ML]
oraz:
Cu = [M] + BiM][L] + B [M][L] + ...
otrzymujemy:

C,  [MI+[M][L]b, +[M][L]’ b, +...+[M][L]"b, " ,.
M oM B Y B.IL]

_ =1+ =0 = fM(L)

Otrzymana funkcja fur) jest odwrotno$cia funkcji przedstawiajacej utamek molowy wolnych
jondéw metalu'*,

Na podstawie pomiaru potencjatu odwracalnej elektrody w roztworze o stgzeniu Cy,
w nieobecnos$ci i w obecno$ci czynnika kompleksujacego, mozna obliczy¢ warto$¢ funkcji
fua) z roznicy potencjatow, gdzie w pierwszym przypadku [M] = Cy, w drugim [M] = Cy /
fua). Poniewaz dla reakcji: M = M™ + ne™ potencjaly elektrod w opisanych przypadkach

wyrazaja nastgpujace zaleznosci:

0,059 0,059 C
E, = E; + — logCu E, = E; + = logfiM
n

M(L)

roéznica potencjaldw wynosi:

0,059
AE = 0 lOg fM(r_)

W przypadku kiedy C. >> Cy w obrgbie catej serii pomiaréw, mozna zalozy¢, ze C. = [L].
Sumaryczne state trwaloéci poszczegolnych komplekséw mozna policzy¢ na podstawie
wartosci fur) otrzymanych do$wiadczalnie. Do obliczenia n réznych statych, potrzebne jest

nroéownan (n pomiaréw). Poniewaz doktadnos¢ obliczonych w ten sposob stalych nie jest
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wystarczajaca, mozna ja zwigkszy¢ obliczajac rzeczywiste wartosci [L] na podstawie
przyblizonych warto$ci 5 i powtarzajac obliczenia dla rzeczywistych wartoéci [L] a nie Cr.

Czesto praktykowane jest obliczanie wartosci B na podstawie wiekszej iloSci danych
do$wiadczalnych metoda najmniejszych kwadratow™’*”>, W przypadku, kiedy interesuja nas

czastkowe state trwato$ci K nalezy skorzysta¢ z zalezno$ci:

log B = logK; + logK> + ... + logK, = ZlogK,.
i=l1

Podzigkowania:
Praca naukowa finansowana ze srodkow na nauke w latach 2006-2008 jako projekt badawczy

rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial 10

Zastosowanie parametréow spektroskopii NMR
w diagnostyce uktadow supramolekularnych

Piotr Mtynarz
Zaktad Chemii Bioorganicznej, Wydzial Chemiczny, Politechnika Wroctawska,

Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw

1. Wstep

Chemia supramolekularna, zwana tez chemia go$c¢-gospodarz, jest bardzo szybko
rozwijajacym si¢ obszarem nauki. Poprzez jej interdyscyplinarny charakter chemia typu
go$é-gospodarz coraz czgSciej przedostaje si¢ z laboratoriow chemicznych do zycia
codziennego. W obecnym czasie nierzadko spotykamy si¢ z jej osiagnigciami w postaci
testow diagnostycznych wykrywajacych coraz to wigcej substancji chemicznych, poczawszy
od biologicznie waznych molekul, az do zanieczyszczen $rodowiska. Ten transfer
technologiczny mozliwy jest dzigki poszerzeniu funkcji oraz zakresu zastosowan
zsyntezowanych w laboratorium uktadow chemicznych. Mimo to, w tej chwili stoimy dopiero
u progu ery nanotechnologii, ktora jest $ciSle powiazana z chemia supramolekularna, choé
poczynienie milowego kroku do przodu to na pewno kwestia nieodleglego czasu. Aby
pokona¢ do konca barier¢ technologiczna potrzebna do jego wykonania, potrzebne sa
pionierskie badania nad supramolekulami na poziomie podstawowym. Do badania
oddzialywan typu gos¢-gospodarz stosuje si¢ szeroka game technik analitycznych, takich jak:
spektrometria mas, spektroskopia IR, UV-Vis, fluorescencyjna, EPR, CD, X-ray oraz
kalorymetria i mikroskopia [']. Nieocenionych informacji dostarcza jednak rozwijajaca sig

w coraz wigkszym tempie spektroskopia NMR.

245



Opracowanie to jest poswigcone ogoélnemu opisowi technik eksperymentalnych
metody NMR wykorzystywanych w chemii supramolekularnej roztworéow, bez

szczegotowego opisu teoretycznego poszczegolnych eksperymentow.

2. Przesuniecie chemiczne — glowny parametr ukladu kompleksujacego

Badanie reakcji asocjacji indywiduéw chemicznych wymaga ,,parametru zmiany”
uktadu, ktory bedzie wykazywat stopien ich skompleksowania. W spektroskopii NMR
najwazniejszym i najlatwiejszym parametrem stuzacym do diagnozowania oddzialywan
migdzyczasteczkowych jest przesunigcie chemiczne wyrazane w ppm (parts per milion).
Z powodzeniem mozna je bada¢ za pomoca najprostszych technik, czyli widm typu 1D jak
iw bardziej zaawansowanych technik dwuwymiarowych. Przesuniecie chemiczne jader jest
gtéwnie zalezne od gestosSci elektronowej ich otoczenia chemicznego (indukowanego
srodowiska magnetycznego). Natomiast asocjacja dwoch molekut na skutek zmiany otoczenia
chemicznego powoduje tak zwane przesunigcie chemiczne indukowane kompleksowaniem
(Complexed Induced Shift, CIS), ktére bezposrednio stuzy do obliczania stalych trwato$ci
powstajacych kompleksow. Standardowo wykorzystywanymi w spektroskopii NMR jadrami
sa 'H oraz "*C. Przesunigcia chemiczne protondow stuza do opisywania praktycznie wszystkich
rodzajow oddziatywan w chemii supramolekularnej i wyznaczaniu statych asocjacji
czasteczek chemicznych. Natomiast izotop wegla °C jest powszechnie wykorzystywany do
opisu oddziatywah migdzyczasteczkowych. Zmiany na widmach *CNMR wskazuja glownie
na zmiany geometrii badanej molekuty na skutek oddziatywan z drugim reagentem, a jego
CIS jest znacznie rzadziej uzywane do wyznaczania stalych [> °]. Jadra mniej
wykorzystywane w chemii oddzialywan takie jak "F, czy *'P, wykazuja znaczne zmiany
przesunigcia chemicznego na skutek reakcji kompleksowania, ktére moga by¢ roéwniez
stosowane do obliczen trwalosci kompleksow [* > & 7]. Poza wyznaczaniem wartosci CIS
przesunigcie chemiczne jader izotopéw aktywnych w spektroskopii NMR obrazuje procesy
rozpoznawania chiralnosci, gdzie poprzez oddziatywanie formy racemicznej goscia z jednym
z enancjomerow gospodarza dla tego samego jadra sa obserwowane dwa sygnaty [°].
Analogicznie, zastosowanie chiralnego gospodarza i racemicznych lub enancjomerycznie
wzbogaconych form gosci poprzez rozdziat sygnatow jader (np.: 'H i *'P) moze pokazaé¢
stosunek molowy poszczegdlnych enancjomeréw [’]. Nalezy jednak pamigta¢ przy
wykonywaniu eksperymentow NMR, Ze na przesunigcie chemiczne jader w danej molekule
oprécz obecnosci molekut oddziatywujacych ze soba, wptywa rowniez polarnos¢ roztworow,
rodzaj przeciwjonu, temperatura, pH $rodowiska, a takze stgzenie analizowanej probki.

Zaleznosci te wykorzystuje si¢ powszechnie rowniez w analizie rOwnowag kompleksowania.
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Zatem zmiana polarno$ci rozpuszczalnikow moze prowadzi¢ do powstawania stabszych lub
silniejszych kompleksow miedzymolekularnych ['* !']. Ogblnie w roztworach o mniejszej
polarnosci kompleksy te wykazuja wigksza trwatos¢ ze wzgledu na brak konkurencji ze
strony rozpuszczalnika w procesie wigzania si¢ dwoch molekut. Zmiana przeciwjonu lub
zmiany jego stgzenia moze wplyna¢ znaczaco na rownowage kompleksowania, a przez to
réwniez na przesuniecie chemiczne badanych jader w uktadzie go$¢-gospodarz ['?]. Poprzez
celowa zmiang temperatury niejednokrotnie bada si¢ struktury oraz dynamike goscia lub
gospodarza, a takze tworzonego przez nich kompleksu z punktu widzenia inter- lub
intramolekularnych wiazah wodorowych [“]. Zmiana pH $rodowiska w sposob oczywisty
wplywa na przesunigcie chemiczne danego jadra i czgsto stuzy do wyznaczania wartosci pK,
niezwigzanych czasteczek organicznych oraz kompleksow molekularnych. Ponadto
wyznaczanie metoda NMR wartoSci pK, grup oddajacych protony pozwala na wyznaczenia
szeregu wartosci mikro stalych protonacji, co bardzo czgsto pomaga w prawidlowym
zinterpretowaniu reakcji kompleksowania ['* '*]. Nieobojetnym czynnikiem, wplywajacym na
przesuniecie chemiczne jest roOwniez stgzenie probki, ktérego zmiana wraz ze zmiang
przesunig¢cia chemicznego moze $wiadczy¢ o migdzyczasteczkowych oddziatywaniach na
poziomie niezwiazanego goscia lub gospodarza (np.: procesu autoasocjacji, tworzenia
zorganizowanych uktadow chemicznych).

Reakcje kompleksowania ligandow przez paramagnetyczne jony metali, jak na
przyktad lantanowcow czy Co(Il), Fe(Ill) moga by¢ monitorowane za pomoca zmian
przesunigcia chemicznego ['® ' '*]. Zwiazanie jonu metalu wywoluje znaczne zmiany
potozenia sygnatow jader znajdujacych si¢ w jego bliskim sasiedztwie (od kilku do
kilkudziesigciu ppm). W ten sposob mozna okres§lic bardzo dokladnie miejsce jego
oddzialywania z biomolekuta lub metaloreceptorem ['.

Przesunigcie chemiczne jest bardzo przydatnym parametrem do badania
mechanizméw reakcji  dysocjacji kompleksow oraz migdzyczasteczkowej wymiany

molekularnej [**2"%].

K.
(M-L) M* + L
ki
. ko . .
M + (M-L) M* +(M"-L)

ﬁz‘-il[MJr]i1 = k—l [M+]free + kz

total
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- [1‘4+ ota +
"=k, W ey [M7 ]

free

T $redni czas Zycia kationu w obu formach: T'=14 '+ 15’

W czasie wykonywania serii pomiarow (réwne stosunki reagentow, rézne stgzenia)
w przypadku mechanizmu jednoczasteczkowego nie obserwuje si¢ zmian na widmach.
Natomiast w przypadku dwuczasteczkowego mechanizmu obserwuje si¢ poszerzenia
i usrednienia sygnatoéw.

Pomiary przesuni¢¢ chemicznych innych jader niz wymienione powyzej rowniez shuza
do analizy ukladéw supramolekularnch lub procesu samoorganizacji molekul. Badanie
uktadoéw spinowych o S>), nastrgcza wielu klopotow zwiazanych z ich interpretacja, ze
wzgledu na duze poszerzenie obserwowanego sygnatu. Z drugiej strony, przesunigcia
chemiczne znajdujace sie¢ na widmach jonéw metali (w szczegolnosci alkalicznych np. »*Na”,
'Li*) oraz anionéw (np. Cl) moga bezposrednio odzwierciedla¢ ilo§¢ zwiazanych
i niezwigzanych jonéw. Tym sposobem wnosza duzo dodatkowych informacji o geometrii
otoczenia zwigzanego jonu oraz w niektorych przypadkach pozwalaja na obliczenie stalych
trwato$ci powstajacych kompleksow [** 2 # ], W przypadkach, kiedy na skutek duzych
wartosci momentéw kwadrupolowych jader jonow metali intensywnosci ich sygnatow sa
niskie, a linie bardzo poszerzone do badania réwnowag kompleksowania stosuje si¢
zamiennie jony talu (**TI i *T1), ktorych spin S=% [**]. Wtedy rownowagi kompleksowania
kwadrupolowego jonu metalu wyznacza si¢ kompetycyjnie z obliczeniem wzgledna statej
trwato$ci (punkt 3 opracowania) [*%"].

Niemal wszystkie oddzialywania migdzyczasteczkowe prowadzace do utworzenia
kompleksu typu: jon-dipol, stakingowego (naktadkowe), dipol-dipol, wigzania wodorowe,
kation-mt, moga by¢ monitorowane za pomoca zmieniajacego si¢ przesunigcia chemicznego,
ktore pozwala na obliczenie statych asocjacji lub w ostatecznosci, przy bardzo malych
zmianach CIS (zmiana przesunigcia jest rzedu szerokosci potowkowej sygnatu), pomaga
w potwierdzeniu istnienie migdzymolekularnych oddziatywan.

W niektorych skrajnych przypadkach, kiedy state sa bardzo duze badz bardzo mate,
nie mozna zauwazy¢ zmian przesuni¢cia chemicznego indukowanego kompleksowaniem. Dla
takich przypadkéw nalezy wykorzysta¢ inne techniki NMR, z ktorych najbardziej przydatne

sq opisane sa ponizej.

248



3. Metody obliczania stalych asocjacji komplekséw supramolekularnych
z wykorzystaniem wartoSci CIS.

Obliczenia parametrow termodynamiczny takich jak energia swobodna
kompleksownia oraz wklady odpowiednio entalpowe 1 entropowe tworzacych sig
kompleksow supramolekularnych typu go$¢ G gospodarz H daja podstawowe informacje
$wiadczace o trwato$ci ich oddzialywania w roztworach. W celu obliczenia statych asocjacji
najcze$ciej uzywanym parametrem zmiany uktadu jest przesunigcie chemiczne. Parametr ten
mozemy wykorzysta¢ pod warunkiem, ze reakcja kompleksownia jest szybka w skali NMR
iw odpowiedzi reakcji asocjacji dwoch molekut otrzymujemy usrednione widmo goscia
igospodarza oraz tworzacego si¢ migdzy nimi kompleksu. Ze zmiany przesunigcia
chemicznego CIS wyznaczamy stechiometrie komplekséw oraz state charakteryzujace dany
uktad supramolekularny. W literaturze istnieje szereg prac podstawowych i przegladowych
opisujacych metody i metodyke obliczania stechiometrii kompleksow oraz statych asocjacji [*
2.28],

Jedna z pierwszych czynnoSci wykonywanych przy badaniu réwnowag
kompleksowania jest wyznaczenie stechiometrii tworzacej si¢ supramolekuty. Do tego celu
wykorzystuje sie dwie techniki stosunkow ciagtych-Joba (continious variation) [ 3%3"] oraz

3233341 W pierwszej z nich wykonuje si¢ serie

stosunkow molowych (mole ratio method) |
roztworow o roznych stosunkach H do G (gospodarz do goscia), od 1:0 do 0:1, w ktorych

sumaryczne stgzenie [H]o+[G]o jest stale. Nastgpnie wyznacza si¢ wykres iloczynu [Go lub Ho]
& do utamka molowego Xy 6 (zdefiniowanego jako: ([H]olub [S]o)/[H]o+[S]0) [*]

Pojawienie si¢ na nim maksimum lub minimum (ekstremum) wskazuje na
oddzialywania pomigdzy substratami 1 tworzenie si¢ kompleksu molekularnego
o stechiometrii H,Gm. Wyznaczenie warto$§ci X (ekstremum) umozliwia oszacowanie

stechiometrii zgodnie z rownaniem:

n X

m B (1_Xek5)

eks

Tak wigc warto$¢ 0.5 wskazuje na tworzenie si¢ kompleksu o stechiometrii 1:1 lub
wielokrotno$ci tych liczb np.: 2:2. Rézne warto$ci wspdtczynnika Xeus niz 0.5 wskazuja na
tworzenie si¢ innych od 1:1 form kompleksowych np.: 0.67 rowna si¢ stechiometrii 1:2.
Wyznaczanie wyzszej stechiometrii kompleksow niz 1:1 jest bardzo dobrze opisane przez
Sahai et al. [**]
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Metodg stosunkow molowych wykorzystuje si¢ do badania stechiometrii kompleksow,
w ktorych warto$ci statej K, sa wigksze od 10° M\, W metodzie tej stezenie jednego
z reagentOw pozostaje stale przy zmieniajacym si¢ stgzeniu drugiego. W takim wypadku
parametr zmiany uktadu (CIS) zmienia si¢ az do punktu, w ktorym zwigkszenie stgzenia
zmieniajacego sig reagenta nie powoduje dalszych zmian przesunigcia chemicznego badanego
sygnatu, czyli znajduje si¢ w punkcie wysycenia. W tym eksperymencie z poréwnania
stosunkow stgzen obu reagentdw otrzymujemy stechiometri¢ tworzacego si¢ kompleksu.
Metoda ta jest bardzo wygodna i stuzy rowniez do wyznaczania statych asocjacji kompleksow
poprzez miareczkowanie NMR. W stosunku do pierwszej posiada taka przewage, ze metoda
Joba nie zawsze jednoznacznie wskazuje na stechiometrie tworzacych si¢ kompleksow,
poniewaz roznice w ekstremum dla wyzszych stosunkow typu 4:1, 5:1, 6:1 sa bardzo male
]

Zgodnie z prawem dziatania mas reakcje kompleksowania dwoch molekul, przy
zatozeniu tworzenia si¢ kompleksu o stechiometrii 1:1, mozemy opisa¢ rownaniem:

H+G HG

PELC
[H]G]

Z tego podstawowego wyrazenia otrzymujemy ,sit¢” tworzacego si¢ kompleksu K.
Zaktadajac w badanym uktadzie szybka wymiang tak, ze kazde przesunigcie chemiczne jest

$rednig wazona frakcji molowych wolnych i skompleksowanych molekul, mozemy napisaé:

d

o = X Ocuwn + X n6Ouc

W wyrazeniu tym 8 w u 1 Ong 0znaczaja odpowiednio przesunigcie chemiczne wolnego
substratu G lub H oraz ich kompleksu, a X oznacza frakcje molowa kazdego z tych dwoch
indywiduow chemicznych.

[G], =[G]+[HG]

[H], =[H]+[HG]

X + X =1

Nalezy zwroci¢ uwage na to, ze o ile parametry deps 1 Og b 1 MoOZna tatwo wyznaczy¢ to

warto$¢ Oug nie jest tatwa do otrzymania wprost. Warto$ci stalych mozna obliczy¢ z danych
uzyskanych z miareczkowania roztworu H za pomoca G lub roztworu G za pomoca H
(zmiana przesuniecia chemicznego dla czasteczek G lub H) uwzgledniajac ten fakt

w wyrageniach na warto$¢ Ka.
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W przypadku, kiedy mamy do czynienia z wolna wymiana chemiczna, kazdy ze
sktadnikow uktadu, czyli wolne reagenty oraz powstajacy z nich kompleks, posiada wtasne
przesunigcia chemiczne i ze stosunkow powierzchni sygnatdow mozna bezposrednio obliczy¢
stata asocjacji dla supramolekuty.

Obliczenie statej asocjacji kompleksu przy stechiometrii H:G rownej 1:1 moze
odbywac sig za pomoca kilku opisanych ponizej metod. Jedna z najbardziej popularnych jest
wyznaczanie warto$ci K, metoda Benesi-Hilderbranda, ktoéra zostata przystosowana do

spektroskopii NMR niezaleznie przez kilka zespotow badawczych [*3%77].

1 1 1
—= +
A5 (Ka A6max [H]O) A5max

gdzie
A = (66 - 6ob5 )7
A6max = (6G - 6HG)

Inng metoda wykorzystywana do obliczania warto$ci K, jest metoda Scatcharda [**] réwniez

nazywana metoda Fostera-Fyfe [**°] w ktorej wykorzystuje si¢ nastepujace rownanie:

29— K AS+K,AS,,

0

Alternatywnym sposobem wyznaczaniem statej asocjacji jest metoda Scotta, w ktorej za

pomoca rownania oblicza si¢ trwato§¢ kompleksow.

[H], _[H], 1

AS A8, (K,AS

max max )

Kolejna metoda wykorzystywana do obliczenia statej asocjacji jest zmodyfikowana przez
Watchera i Frieda [*'] metoda Rose-Drago [*]. Do obliczenia stalej K, wykorzystuje sig
roéwnanie:

ABAS,,,
(A8, [H], - AS[G],)

(Aamax - A6)Ka =

Wszystkie te metody obliczeniowe sprawdzaja si¢ doskonale w przypadku tworzenia

binarnych kompleksow typu 1:1. Natomiast w przypadku wigkszej liczby rownowag
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w roztworze stosuje si¢ metody iteracyjne [*]. Odregbnym problemem przy obliczaniu statych
asocjacji miedzy gosciem a gospodarzem jest bardzo czgsto wystgpujacy proces
samoasocjacji gospodarza. Wyprowadzajac stala dziatania mas z uwzglednieniem

przesuniecia indukowanego na skutek samoasocjacji otrzymujemy rownania [**]:

2S=—=35,

[S], =[S1+2[S,]

_I[5.]
K [ST°

W celu obliczenia tej statej w przypadku, kiedy tworza si¢ dimeryczne uklady nalezy

rozpatrzy¢ rOwnowage:

5, =68, +AS{1+025K,/[S],)1-(1+8[S],/K,))}

obs mon
gdzie dla tego przypadku A rowna sig:
A6=9,,, —0.50

mono . dimer

W przypadku, gdy tworza si¢ bardzo mocne kompleksy niemozliwe jest wyznaczanie
statych asocjacji metodami opisanymi powyzej. W celu wyznaczania statych trwatosci stosuje
si¢ wtedy metody kompetycyjne, w ktorych, w kompleksowaniu jednego goscia G biorg
udziat dwaj gospodarze Hi i H, [ * * * %], Aby wyliczy¢ stala asocjacji trwalszego
kompleksu musza by¢ znane nastgpujace wartosci: stata asocjacji goscia z jednym
gospodarzem (stabszy kompleks K;) oraz Ad.x dla obu kompleksow (wartosci te powinny sie

znaczaco rozni¢ od siebie). W takim wypadku obliczamy K., wzgledne oraz K.

5obs = XHIGAéHlG + XHZG5HZG
(6(7[)5 B 6H1G)
(5H2G - 6HIG)
_K _A,G]4A]

KXiprg =

"¢ K, [H,1[H,G]

Rowniez mozna zastosowaé inne wyrazenie na K, [*]:
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— 1
- XHlG

wzg 1 1
XHZG

gdzie:
(5HllubH2 _ 5017: )

(5HllubH2 - 6HlGlubH2G)

X yiGubme =

W obu przedstawionych metodach catkowite st¢zenie receptora H wzgledem goscia G jest
wigksze i zaklada si¢ jego catkowite skompleksowanie. Druga metoda ma taka zaletg, Ze nie

musza by¢ dla niej znane stezenia catkowite, kazdego z trzech badanych reagentow [*].

4. Sprzezenie skalarne

Sprzgzenie skalarne wyrazone w hercach (Hz) pomigdzy poszczegélnymi jadrami stuzy
glownie do okreslania struktur czasteczek organicznych. Parametr ten jako funkcja katow
dwusciennych pomigdzy jadrami w molekule moze by¢ wykorzystywany w chemii
supramolekularnej gtéwnie do okreslania zmian konformacyjnych poszczegolnych reagentow
(przed i po reakcji kompleksowania). Sprzgzenie jest rOwniez pomocne przy wyznaczaniu

[ 22 47 4] Bardzo rzadko obserwuje si¢ zjawisko

statych dla poszczeg6lnych rotamerdéw
widocznego na widmach sprzezenia jader pochodzacych z dwoch roznych molekut [*].
Dlatego uzycie statych sprzgzen ogranicza si¢ gtéwnie do opisu pojedynczych indywidudéw

chemicznych.

5. Relaksacja podtuzna T, i poprzeczna T,

Badanie czasow relaksacji podtuznej T, czy poprzecznej T, wykonuje si¢ glownie
mierzac je dla takich jader jak '"H i C, chodZ mniej popularne jak np.: *Na*, Rb, CI sa
rowniez wykorzystywane do tego celu [** *']. Pomimo dobrze poznanych mechanizméw
relaksacyjnych wyznaczanie czaséw relaksacji dla supramolekularnych uktadoéw jest dosc
sporadycznie stosowane w porownaniu do innych technik analitycznych [**]. Metoda ta jest
szczegolnie przydatna w reakcjach kompleksowania, w ktorych zmiany warto$ci CIS sa
nieznaczne. W szczeg6lnosci zmiana czasu podiuznego relaksacji T, na skutek oddania
pochlonigtej porcji energii do sieci (ukladu) obrazuje zmiany dynamiczne zachodzace
podczas oddziatywan migdzyczasteczkowych pomigdzy czasteczka goscia a gospodarza.
Najogolniej] mozna napisaé, ze czas korelacji T, ktory charakteryzuje ruch czasteczki jest

zwigzany z czasem relaksacji T\. W przypadku matych molekul mozna stwierdzi¢, iz czas
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korelacji T. jest szybszy niz czgstotliwo$¢ Larmora.. Obnizenie jego warto$ci na skutek
procesu kompleksowania powoduje skrocenie czasow relaksacji podtuznej Ty, a co za tym
idzie, zwigkszenie szybkosci relaksacji R, #-elaxation rate, gdzie Ri=1/T)) [*]. Wyjatek moga
stanowi¢ duze molekuty, ktorych warto$¢ 1. jest mniejsza niz czgstotliwo$¢ Larmora. W takim
wypadku bedzie obserwowane wydtuzenie czasu relaksacji T, oraz zmniejszenie R,. Zmiana
czasOw relaksacji stanowi nieoceniony parametr zmiany ukladu na skutek oddzialywania
goscia z gospodarzem, dlatego tez zostala wykorzystana do badania dynamiki
kompleksowania w wielu uktadach [** 3+ %36 57] Pomiary czasow relaksacji stanowia cenne
zrédto informacji rowniez dla opisu struktury samych czasteczek gospodarza [*%].

Mechanizm podtuznej relaksacji spinowej, a wigc powrotu spinéw do stanu
rownowagi jest znacznie bardziej efektywny w przypadku obecnosci paramagnetycznych
substancji w roztworze. Wykorzystanie paramagnetycznego NMR-u pozwala na badanie
wielu migdzymolekularnych oddziatywan glownie z udzialem paramagnetycznych jonoéw

metali lub rodnikow [* - 6]

. W takich przypadkach stosuje si¢ bardzo duze nadmiary
molekut receptora w stosunku do paramagnetyczego jou metalu (np. 1000:1). Pomiary czasow
relaksacji stosuje si¢ na przyklad do wyznaczania miejsc wigzacych paramagnetycznych
jonoéw Cu (II) w biologicznie waznych molekutach (np. peptydach i bialkach). Badania te
pozwalaja rowniez na okre$lenie struktury kompleksu w roztworze poprzez obliczenie
odleglosci migdzy paramagnetycznym centrum koordynacji a badanym jadrem [63, 63, 64].
Paramagnetyczne jony metali mozna réwniez wykorzysta¢ zamiennie jako sond¢ wiazania
jonow wapnia, a wiec nieparamagnetycznego jonu do liganda []. W niektorych wypadkach
na podstawie zmian czasdéw relaksacji mozna znalez¢ strukturg tak bardzo skomplikowanych
struktur jak kompleks centrum fotosyntetyczngo Il ze zwiazanym z nim herbicydem [*].
Dzigki pomiarom relaksacyjnym mozliwe jest rowniez wyznaczanie statych trwato$ci
kompleksowania paramagnetycznych jonow metali. Wyznacza si¢ je posrednio na podstawie
pomiaréw relaksacji czasteczek rozpuszczalnika (wody), ktorych szybkos¢ relaksacji rosnie,
wraz ze stopniem skompleksowania paramagnetycznych jonow metali z ich ligandami [*7].
Pomiary relaksacyjne umozliwiaja rowniez obliczenie statych trwatosci kompleksow

molekularnych w uktadach, ktore znajduja si¢ w stanie szybkiej wymiany chemicznej. W tym

celu réwnanie na dus (pkt.3) zostaje zmodyfikowane do rownania przedstawionego ponizej,

z ktorego podstawiajac Rios do dobs Otrzymujemy wyrazenie na stata trwatosci kompleksu:
R, =X,R, +X,R,

f = forma niezwiazana

b = forma zwigzana
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Metodg t¢ wykorzystano z powodzeniem do obliczen trwalo$ci tworzacych si¢ komplekséw
molekularnych w roztworach [* 7]

Rowniez czas relaksacji poprzecznej T, lub zamiennie szerokos¢ potowkowa sygnatu
Wi mozna uzy¢ do monitorowania reakcji komplekowania oraz obliczania stalych asocjacji.
Wyliczenia te mozna tatwo wykonaé¢ podstawiajac do powyzej przedstawionego wzoru
szybko$¢ relaksacji R, zamiast R [']

Pomiary relaksacji dostarczaja réwniez informacji na temat procesé6w wymiany
chemicznej reagentow [*?]. W przypadku wolnej wymiany informacji o szybkosci reakcji
dostarcza eksperyment mierzacy selektywnie wartosci T,. Natomiast, kiedy mamy do
czynienia z szybka wymiana i koalescencja sygnalow wtedy mierzy si¢ czas relaksacji T» [,
1.

Pomiary relaksacyjne jader posiadajacych moment kwadrupolowy, a w szczegolnosci
jonow metali dostarczaja nieocenionych informacji o geometrii kompleksu oraz ich solwatacji

poprzez wyznaczenie gradientu pola wokot badanego jadra (e?Qq) [*2].

L3 2043

L2 —

—_— 62 ZT‘
40 (21 +1) 7 (€90)°7,,

gdzie: -stata Planca, I- spin jadra kwadrupolowego, eq- gradient pola, eQ-moment

kwadrupolowy, 7,.~rotacyjny czas korelacji

Przy pomocy bezposrednich pomiaréw czasow relaksacji jader metali (np.: **Na")
mozna monitorowaé rézne procesy w ktorych biora udzial jony metali np.: transportu ich

kompleksow w $rodowiskach anizotropowych [7].

6. Oddzialywanie typu dipol-dipol przez przestrzen

Opisanie struktury powstajacych supramolekut stanowi, podobnie jak okreslenie ich
statych asocjacji, wielkie wyzwanie dla chemikéw, chociaz w obecnej dobie jest to mozliwe
przy zastosowaniu kazdego aparatu NMR. Powszechnie znane jest zjawisko oddziatywania
jader (dipoli), ktére bedac w odleglosci do 5 A oddziatywuja ze soba przez przestrzen.
Zjawisko to znane jest jako jadrowy efekt Overhausera. Najczg$ciej stosowane do diagnostyki
tego typu oddziatywan sa dwuwymiarowe widma NOESY (Nuclear Overhauser
Enhancement Spectroscopy), na ktorych sa obserwowane dipolowe sygnaly krzyzowe
(korelacyjne) pomigdzy ,,kontaktujacymi” si¢ jadrami (sygnaly NOE). Intensywnos$¢ tych
sygnatow jest odwrotnie proporcjonalna do szostej potegi odleglosci miedzy nimi [7].

Dlatego bezposrednio mozna obliczy¢ odleglosci migdzy jadrami, poprzez pomiar integracji

255



sygnalu pomiedzy badanymi protonami (7y,) i poréwnanie jej do integracji sygnatu,

pomigdzy, ktorymi odlegto$¢ jest znana i stata np.: protonow geminalnych (77 o).

-
Nasy _ Tyg

- -6
Nywy T

Efekt jadrowy Overhausera jest zalezny od czasu korelacji tc molekuty, a wigc od jej
wielko$ci oraz masy i przyjmuje warto$ci ujemne dla matych ukladéw, ktorych masa jest
mniejsza od 1000 D oraz dodatnie dla duzych >5000 D. Niestety w przypadkach w ktorych
masa badanej molekuly lub kompleksu molekut znajduje si¢ w zakresie 1000-5000 D
pomimo istniejacych dipolowych kontaktéw sygnat jest rowny zeru. Dlatego alternatywa dla
pomiardow NOESY sa pomiary ROESY (Rotating frame Overhause Effect SpectroscopY),
w ktorych omawiane zjawisko nie istnieje. Bezposrednie przeliczenie powstajacych sygnatow
krzyzowych na skutek oddziatywania typu dipol-dipol na odlegto$ci pomigdzy badanymi
jadrami nie jest mozliwe i wymaga uwzglednienia dodatkowych parametrow [7°].
Krytycznymi parametrami obu rodzajow eksperymentdw sa: czas mieszania (mixing time)
w przypadku NOESY oraz spin lock dla techniki ROESY. Oba te parametry zaleza od czasu
korelacji molekuty, a nieodpowiednie ich dobranie moze prowadzi¢ do powstawania zbyt
matych sygnatow korelacyjnych lub artefaktow. Odmiang techniki NOESY dla ukladow
dynamicznych jest technika EXSY (EXchange SpectroscopY), gdzie na widmach powstaja
sygnaly korelacyjne pomigdzy tymi samymi jadrami bgdacymi w dwoch stanach A i B.

Niedocenianymi i czg§ciowo zapomnianymi sg selektywne eksperymenty NOE, ktore
moga by¢ doskonale wykorzystywane do krotkich skriningowych pomiaréw inter- lub
intramolekularnych oddziatywan w badanych uktadach.

7. Wspolezynnik Dyfuzji

Najbardziej zaniedbywanym parametrem zmiany kompleksujacego uktadu
w spektroskopii NMR do niedawna byt wspotczynnik dyfuzji. Chociaz sama metoda jest
znana juz od 1950 roku, a w 1983 roku eksperyment ten byt wykorzystany w chemii
supramolekularnej, to do poczatku lat 90-tych ubieglego stulecia odnotowywano raczej staty,
aczkolwiek umiarkowany wzrost zainteresowania ta metoda ["*7°]. Dopiero w ciagu
ostatnich 17 lat wraz z rozwojem instrumentdow NMR 1 ich oprogramowania mozna
zaobserwowac olbrzymi wzrost wykorzystania dyfuzyjnego NMR-u w analityce chemiczne;.
Generalnie metoda ta bazuje na pomiarze wspotczynnika dyfuzji wykorzystujac przypadkowe

ruchy translacyjne zespolow molekul spowodowanych ich energia termiczna. Wspotczynnik
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dyfuzji jest powiazany z wielkoscia molekut i jak mozna wydedukowaé, mate molekuty
posiadaja wigkszy wspotczynnik dyfuzji od wigkszych. Fakt ten moze by¢ z powodzeniem
wykorzystany w chemii supramolekularnej, podobnie jak przesunigcie chemiczne lub czasy
relaksacji do pomiarow statych asocjacji kompleksow, wykorzystujac dobrze znanag juz

zalezno$¢[>¥]

D, =X;Dg + X 6D 6

Rownanie to moze by¢ zastosowane, kiedy badany uktad znajduje si¢ w szybkiej wymianie
chemicznej. Dodatkowo jednym z warunkdéw i zarazem ograniczeniem tej metody jest
konieczna duza roznica w masie oraz ksztalcie pomigdzy gosciem lub gospodarzem, a ich
kompleksem molekularnym. Réwniez stata asocjacji molekut powinna posiada¢ warto$ci
z zakresiu 10-10° M. Niewatpliwa zaleta wykorzystania wspotczynnika dyfuzji do pomiarow
statych wigzania jest fakt, ze zbgdne jest wykonywanie tradycyjnego miareczkowania za
pomoca techniki NMR.

W przypadku, kiedy badany uktad znajduje si¢ w fazie wolnej wymiany chemicznej
pomiary wspotczynnika dyfuzji petnig rol¢ dodatkowego dowodu reakcji kompleksowania,

natomiast nie moga by¢ wykorzystane do obliczenia statej K,.

8. Podsumowanie

W oparciu o zaprezentowany w tym opracowaniu materiat §miato mozna stwierdzic,
ze jest to technika bardzo uzyteczna w chemii supramolekularnej. Zastosowanie
ktoregokolwiek parametru, ktory jest najbardziej odpowiedni dla danego uktadu prowadzi do
doktadnego opisu procesow rozpoznawania molekularnego oraz chiralno$ci molekut.
Sposrod wszystkich opisanych metod na najwigksza uwagg zastuguje NMR dyfuzyjny, ktory
w obecnym czasie nabiera coraz to wigkszego znaczenia stajac si¢ powoli standardowa
metoda badania reakcji kompleksowania.

Opisane powyzej zaleznosci dotycza glownie procesow zachodzacych w roztworach,
chociaz metoda NMR jest rowniez powszechnie wykorzystywana do badania uktadow

supramolekularnych w ciele statym.
Podzigkowania:

Praca naukowa finansowana ze §rodkéw na nauke w latach 2006-2008 jako projekt

badawczy rozwojowy nr R0O501601.
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Rozdzial 11

Metody chemii teoretycznej w badaniu oddziatywan
gosc -gospodarz (komplekséw supramolekularnych)

Jaromit Kira, Tadeusz Ossowski

Zaktad Chemii Supramolekularnej, Wydzial Chemii, Uniwersytet Gdanski, Sobieskiego
18/19, 80-852 Gdansk

Metody

Chemia teoretyczna jest szybko rozwijajaca si¢ poddziedzing chemii obliczeniowe;,
w ktorej metody matematyczne sa powiazane z fundamentalnymi prawami fizyki. Zadaniem
chemii teoretycznej, w ujeciu chemii supramolekularnej, bedzie studiowanie procesu
oddziatywania pomigdzy gosciem a gospodarzem, z uformowaniem si¢ kompleksu
supramolekularnego oraz okreslenie czynnikow, ktore wplywaja na jego trwato$¢”%°. Nie bez
znaczenia jest rowniez mozliwo$¢ przedstawienia studiowanego procesu w przystepnej
formie.

Czasteczki chemiczne uwazane sa za zbidr atomow, lub w ogélniejszym podejsciu, za
zbior naladowanych czastek, dodatnich jader i ujemnych elektronéw. W takim ujgciu, jedyna
wazng fizyczna sila, ktéra nalezy wzia¢ pod uwagg przy rozpatrywaniu chemicznych
procesow, sa oddziatywania kulombowskie pomigdzy natadowanymi czastkami. Czasteczki
chemiczne rdéznia si¢ migdzy soba rézna liczba i rodzajem atomow, elektronow a centra
atomowe moga znajdowa¢ si¢ w roznych geometrycznych polozeniach. Dla takiego zbioru
danych, chemia teoretyczna moze wyznaczy¢é parametry centrow atomowych (moment
dipolowy, polaryzacja, stale rozszczepienia elektronowego NMR), ich energie oraz

geometryczne rozmieszczenie odpowiadajace strukturze stabilnej czasteczki, sposob, w jaki
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jedna molekuta moze przechodzi¢ w druga, zalezno$ci czasowe pomigdzy struktura
a wlasciwo$ciami elektronowymi.

Jedynym uktadem, ktéry moze by¢ rozwiazany doktadnie jest uktad ztozony z jednego
lub dwoch sktadnikow. Rozbudowanie uktadu o nastgpne sktadniki zawsze prowadzi do
rozdzielenia go na dwa pseudo jedno-sktadnikowe uktady i wprowadzenia centrum masy.
Wymaga to przeprowadzenia wielu zlozonych matematycznych operacji, gdzie waskim
gardlem staje si¢ wydajno$¢ systemow obliczeniowych. Ich wzrastajaca moc i dostgpno$é
przyczynita si¢ do gwattownego rozwoju oraz popularnosci metod chemii teoretyczne;.

Czasteczka chemiczna zawiera okre$long liczbg elektronéw otaczajacych zbidr
dodatnio natadowanych jader atomowych. Kulombowskie oddziatywanie pomigdzy nimi
stanowi podstawe opisu wlasciwosci i struktury czasteczki. Przedstawia si¢ je jako potencjat
tadunkow g¢; i ¢; oddzielonych odlegloécia 7 (W odpowiednich jednostkach):

Vi=V(ry)=quq;/ ry
Poza potencjalem oddziatywania, obliczenia wymagaja opisu dynamiki uktadu, np. jak
zmienia si¢ on w czasie. W przypadku mechaniki klasycznej méwi o tym drugie prawo

Newtona (F — sita, a — przyspieszenie, r — wektor potozenia, m — masa czastki):

F=m*a
dv d*r
——=m
dr dr*

Elektrony wykazuja zaréwno czasteczkowe jak i falowe wlasciwosci oraz sa zbyt mate, aby
mozna bylo je opisa¢ za pomoca praw mechaniki klasycznej,. Opis elektronu przestawia,
zawierajace funkcj¢ falowa W, czasowo-zalezne rownanie Schrodingera ( = h/2m h — stata
Plancka):

o¥

HY=i —
! ot

Operator Hamiltona H (Hamitonian) jest niezalezny od czasu, dlatego z powyzszego
réwnania mozna wydzieli¢ czton czasowo-niezalezny (réwnanie trzecie):

H () =H()
Y (rH)=W(r)e™

HHOY@=EY ()
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Czasowo-niezalezne rdwnanie Schrodingera opisuje czasteczkowo-falowa naturg elektronu,
a kwadrat funkcji falowej daje prawdopodobienstwo znalezienia elektronu w danym
potozeniu.

W  ogblnym, N-czastkowym ukladzie, Hamiltonian zawiera kinetyczna (T)
ipotencjalng (V) energi¢ dla wszystkich czastek (operator energii potencjalnej jest
operatorem kulombowskim):

H=T+V

N N a2 82 82
T=) Ti=- Vi gdzie Vi=(=5 +—5 + —=
; ; 2mi g (ax.z dl oz )

N N, I

V=; ; Vi
Jadra atomowe sa o wiele bardziej masywne od elektronow, dlatego predkosci ich poruszania
si¢ sa 0 wiele mniejsze. Dobrym przyblizeniem rownania Schrodingera, staje si¢ w takim
przypadku podziat na dwie czg¢sci, z ktorych jedna opisuje funkcje falowa elektronu dla statej
geometrii a druga jadrowa funkcje falowa, gdzie energia z elektronowej funkcji falowe;j
przyjmuje rolg energii potencjalnej. Jest to przyblizenie Borna-Oppenhaimera. W ten sposob
funkcja falowa elektronu zalezy parametrycznie od polozenia jader atomowych ale nie od ich
ruchu. Natomiast, jadra atomowe poruszaja si¢ w przestrzeni energii potencjalnej , ktora jest
rozwigzaniem rownania Schrodingera dla elektronéw. Takie przyblizenie jest zwykle
wystarczajace i dla czasteczki wodoru bltad wynosi 0,0001 % a dla uktadow z cigzszymi
jadrami jest jeszcze mniejszy. W praktyce, jedynie w niewielkiej ilo$ci przypadkow udaje sig
rozwigza¢ elektronowe rownanie Schrodingera z taka dokladnoscia, np. zwykle pomija sig
efekty zwiazane z nakladaniem jadrowo-elektronowym i inne, co znacznie przyspiesza
obliczenia.

Rozwiazanie elektronowego rownania Schrodingera dla odpowiednio duzej liczby
geometrii jadrowych i kilku stanéw elektronowych, pozwala na okreslenie przestrzeni energii
potencjalnej, ktora moze by¢ uzyta podczas rozwiazywania jadrowej czgSci rownania
Schrodingera. Dlatego tez, metody rozwiazujace rownanie Schrodingera, silnie zaleza od
obliczen elektronowo-strukturalnych. W  praktyce, zbudowanie przestrzeni energii
potencjalnej dla czasteczki zawierajacej 3 — 4 atomy jest niemozliwe, np. dla trzech atoméw
majacych po trzy wspotrzedne, musi byé przeprowadzonych 10° pojedynczych obliczen.
Wigksze uklady sa, wigc poza zasiggiem mozliwosci. Jednak, ograniczenie obliczen do
majacej wpltyw na wilasciwosci chemiczne, czgsci przestrzeni energii potencjalnej, umozliwia

otrzymanie, chociaz nie catosciowych, to jednak uzytecznych informacji. Ta wazna czgs$¢
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przestrzeni energii potencjalnej jest zwykle zwigzana z rozmieszczeniem jader atomowych.
Dlatego tez, chemia okresla energi¢ jako funkcje¢ rozmieszczenia atoméw w czasteczce,
natomiast wlasciwosci czasteczki uzyskuje si¢ badajac zmiany energii podczas zmian

okreslonych warunkow.

Metody pola silowego

W obliczeniach opartych na metodach pola silowego pomija si¢ krok zwiazany
z wyznaczeniem energii elektronowej dla danej konfiguracji jader atomowych. W zamian,
energi¢ elektronowa definiuje si¢ jako parametryczna funkcje jader atomowych. Uzyte
parametry uzyskuje si¢ albo droga eksperymentalna albo wykorzystujac dane z innych
obliczen o wysokiej precyzji. Czasteczki sa zwykle opisane jako atomy polaczone
wiazaniami. Poszczego6lne atomy moga mie¢ rdézne rozmiary i ,,mi¢kko$¢” a wiazania moga
by¢ mniej lub bardziej ,sztywne”. Takie podejscie prowadzi do metod mechaniki
molekularnej®'#3, ktore uzywaja parametrow Allingera MM2 i MM3%8 w celu opisu
specyficznych przypadkow. W tabeli 1.przedstawione sa parametry MM2 dla wybranych
atomow. Idea przedstawienia czasteczek jako zbioru atomoéw oraz grup funkcyjnych
podzielita atomy na rézne typy atomowe z przypisanymi im numerami i parametrami. Dla
przyktadu, majacy hybrydyzacje sp? atom C moze by¢ typu 2, 3 lub 50 w zaleznosci od tego,
jakie posiada atomy sasiadujace. Przyspiesza to znacznie obliczenia a niezwykle trafne
wyjsciowe parametry strukturalne otrzymane przy uzyciu metod pola silowego
(w szczegbdlnosci MM2 i MM3) powoduja, ze metody te sa czgsto uzywane jako metody

przedoptymalizacyjne dla innych metod chemii teoretyczne;.

Tabela 1. Typy atomoéw o numerach 1 — 18 dla zestawu parametrow MM2(91), gdzie pelen

zestaw zawiera atomy 71 typow.

Typ Symbol Opis Typ Symbol Opis

1 C sp’ 10 N sp

2 C sp?, alkeny 11 F

3 C sp?, karbonyl, iminy 12 Cl

4 C sp 13 Br

5 H z wyjatkiem N1 O 14 I

6 o sp’ 15 S R.S

7 ¢} sp?, karbonyl 16 S+ R;S*

8 N sp’® 17 S R,SO
9 N sp?, amidy 18 S R»SO,
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Energia pola sitowego jest suma sktadnikow (funkcjonatéw) opisujacych energie

potrzebna do znieksztalcenia czasteczki w okreslony sposob:

Err = Egw + Evend + Eiors + Evaw T Eet + Ecross
gdzie Ey jest funkcja energii rozciagania wigzania pomigdzy dwoma atomami, FEiend
odpowiada energii potrzebnej do zmiany kata wigzania, Ei jest energia torsyjna obrotu
wokot wiazania, Evw 1 Ee opisuja oddziatywania nie powiazanych ze soba atomow, Ecross
opisuje nakladanie sig trzech pierwszych sktadnikéw energii (Esw, Evend, Etors)-

Rozne podejscia do sposobu rozwigzania poszczeg6lnych skladnikéw rownania
energii pola silowego zaowocowaly powstaniem szeregu metod, z ktorych najpopularniejsze
to MM2, MM3, AMBER?®, OPLS¥, GROMOS#*. Sa one zwykle przystosowane do
okreslonych grup zwiazkéw chemicznych, badz tez mozna je uzywac bardziej ogodlnie, np.
MM2, MM3 maja zastosowanie ogolne, AMBER, GROMOS, OPLS uzywa si¢ w przypadku

protein, kwasow nukleinowych i weglowodorow.

Metody struktury elektronowej

W przypadku, kiedy opis rozktadu elektronowego jest niezbedny i nie moze byc¢
uproszczony przez wprowadzenie sparametryzowane]j funkcji, nalezy skoncentrowac sig¢ na
rozwigzaniu czasowo-zaleznego rownania Schrodingera, ktérego operator mozna
przedstawic:

HY=EY¥

Jesli do rozwiazania nie uzyto parametrow do$wiadczalnych, mamy do czynienia z metodami
ab initio (od poczatku), jesli nie, sa to metody pol-empiryczne.

W przyblizeniu Borna-Oppenheimera operator Hamiltona moze by¢ zapisany jako

suma energii kinetycznej i potencjalnej jader atomowych oraz elektronow:

Hiot =Ta+ Te+ Vie + Vee + Vim

Nie wprowadzajac dodatkowych przyblizen, funkcje¢ falowa mozna opisaé jako rozszerzenie
zbioru funkcji elektronowych ze wspolczynnikami bedacymi funkcjami potozenia jader
atomowych:
W (R1)= Y} ¥ (R) Wi (Ryr)
i=1
w sumie daje to:

Y (T + He + Hap) Pu(R) W, (Ry1) = B ), 0 (R) W, (Ryr)
i=1 i=1
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gdzie:
1 N
Htot = Tn + He + Hmp, He = Te + Vne + Vee + Vnmg Hmp = _ﬁ (ZV’ )2
tot =

0

po przeniesieniu Hamiltonianu do centrum masy uktadu i podzieleniu go na H., ktory staje si¢
elektronowym operatorem Hamiltona i H., nazywanym masa polaryzacyjna. Ztozono$¢
matematyczna tak przedstawionej funkcji, bez zastosowania kolejnych uproszczen i zatozen,
umozliwia uzyskanie rozwigzania jedynie dla jednoelektronowych uktadéw, np. H,".

Pierwszym krokiem na drodze do uproszczenia problemu rozwigzania réwnania
Schrodingera jest pominigcie efektow relatywistycznych przy jednoczesnym wprowadzeniu
spinu elektronowego jako efektu kwantowego. Dzigki operacji wprowadzenia funkcji
spinowej mozliwe staje si¢ rozbicie pierwotnej funkcji na sktadowe elektronowe. W ten
sposob poszukiwanie rozwigzania bedzie polegato na wprowadzeniu takich uproszczen i/lub
zasad, ktore pozwola na stwierdzenie, ze kazda przyblizona funkcja falowa posiada energi¢
zblizong lub taka sama, jaka posiada funkcja pierwotna. Jesli taka funkcja bedzie zawierata
okreslong liczbe parametréw to poszukiwanie rozwiazania bedzie polegalo na znalezieniu
minimum energii funkcji tych parametrow.

Asymetria funkcji falowej, bedaca konsekwencja zakazu Pauliego, umozliwia
opisanie elektronowego rownania Schrodingera za pomoca jedno-elektronowych funkcji
(orbitali molekularnych), ktére sa konsekwencja przestrzenno-czasowo-zaleznych funkcji
spinowych, budujacych macierz korelacji. Uproszczenie macierzy korelacji do pojedyncze;j,
wyjsciowej do dalszych przyblizen, funkcji falowej, jest kolejnym waznym uproszczeniem,
zaniedbujacym korelacje elektronowe i usredniajacym efekt odpychania sig¢ elektronow.
Dodajac, do tak otrzymanej funkcji okreslone zasady, otrzymujemy réwnania Hartree-Focka,
ktore, po wprowadzeniu kolejnych uproszczen, prowadza do metod pot-empirycznych lub
przez dodatkowe ustalenia, daja rozwiazania przyblizajace doktadne rozwiazanie rownania
Schrodingera®-3. Te pierwsze, umozliwiaja rozwiazywanie konkretnych probleméw chemii
teoretycznej] w okreslonym czasie, te drugie stanowia oddzielna galaz metod chemii

teoretycznej i sa wyzwaniem samym w sobie (rysunek 1.).

dodatkowe ustalenia

¥ = pojedyncza funkcja /

HY=EWY —> réwnania HF

dazenie do "ostatecznego" rozwigzani:

dodatkowe zatozenia metody pét-empiryczne
Rysunek 1. Metody chemii teoretycznej
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Metody pél-empiryczne

Bezposrednim wynikiem zastosowania pojedynczej funkcji falowej i wprowadzeniem
efektywnego operatora Focka (na podstawie kolejnych operacji matematycznych) jest
mozliwos¢ interakcyjnego okreSlenia parametrow zajgtych orbitali molekularnych, jako
zbioru funkcji, inaczej pola samo-zawierajacych si¢ orbitali SCF. Potencjal pola SCF
odpowiada potencjalowi bgdacemu wynikiem rozmieszczenia elektronow. W ten sposob
energia zalezy jedynie od zajetych orbitali molekularnych. Zmniejszenie czasu obliczen
poprzez zredukowanie liczby dwu-elektronowych catek macierzy Focka, jest wstgpem do
metod pot-empirycznych®%.

Nastgpnym krokiem upraszczajacym obliczenia jest oddzielenie elektronow
walencyjnych od rdzenia -elektronowo-jadrowego. Oddziatywanie nie-walencyjnych
elektronow uwzglednia si¢ poprzez modyfikacje tadunku jadra lub wprowadzenie funkcji
odpychania tych elektronow od jadra. Pozniej, dla elektronéw walencyjnych dochodzi do
ograniczenia zbioru funkcji falowych do niezbednego minimum. Atom wodoru posiada, wigc
jedna funkcj¢ a reszta atomow drugiego i trzeciego okresu po cztery (jedna s i trzy p: px, Py,
p-). Warto wspomnie¢, ze pomimo zwigkszenia si¢ mocy obliczeniowej obecnych systemow,
to ograniczenie zachowato wiele metod pot-empirycznych uzywanych do tej pory.

Glownym zatozeniem metod pot-empirycznych jest zaniedbanie wszystkich wynikow
podstawowych funkcji falowych w przypadku, kiedy te same wspotrzedne elektronowe
odpowiadaja réznym atomom (uproszczenie ZDO). Konsekwencja takiego zatozenia jest
zmniejszenie si¢ macierzy naktadania do jednostkowej, calki jedno-elektronowe zawierajace
trzy centra przyjmuja warto$¢ 0, wszystkie calki trzy i cztero-elektronowe zostaja pominigte.
Aby zniwelowaé powyzsze uproszczenia, wprowadza si¢ parametry otrzymane z prostych
obliczen (przedoptymalizacja) lub danych eksperymentalnych. Ilo§¢ pominigtych catek

1 sposob przeprowadzenia parametryzacji definiuja szereg metod pot-empirycznych.

Metody NDDO

Metody NDDO nie odrzucaja uproszczenia zwiazanego z naktadaniem si¢ catek
elektronowych. Jedna z odmian INDO, dodatkowo zaniedbuje wszystkie niekulombowskie
catki dwu-centrowe, jesli sa dwu-elektronowe. Sumaryczna energia musi by¢ niezalezna od
obrotu uktadu a niektore calki sa zdefiniowane jako niezwiazane z rodzajem orbitali.
W konsekwencji zanikaja catki zawierajace dwie rozne funkcje dla tego samego atomu. Mimo
to, metoda INDO daje dobre przyblizenie rozmieszczenia elektronow walencyjnych i jest

stosowana przy wyznaczaniu parametrow elektronowych czasteczek dla widm UV i Vis®.
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Catkowite pominigcie naktadajacych sig calek prowadzi do zachowania jedynie jedno
i dwu-centrowych catek dwu-elektronowych w metodzie CNDO. Pozostate uproszczenia
pozostaja takie same jak w metodzie INDO.

Najwigksza réznica pomigdzy metodami CNDO, INDO i NDDO jest traktowanie
catek dwu-elektronowych. Podczas gdy dwie pierwsze redukuja je do zaledwie dwoch
parametrow, NDDO zachowuje wszystkie catki jedno i dwu-centrowe. Daje to i tak tylko 27
roznych catek odpowiadajacych kombinacji orbitali s i p, kiedy ich calkowita liczba wynosi
okoto 500 dla orbitali s, pid.

Anulowanie czgséci uproszczen w metodach NDDO/INDO/CNDO nie zmienia faktu
znacznego obnizenia jakosci funkcji falowej. Wprowadzenie do nich dodatkowych
parametrow jest mozliwe poprzez wyznaczenie wymaganych stalych z funkcji falowych
orbitali atomowych Iub przez sparametryzowanie wartoSci otrzymanych z danych
eksperymentalnych. Mozliwa jest tez parametryzacja w wyniku dopasowania danych
obliczonych do duzej liczby danych do§wiadczalnych.

W zalezno$ci od tego, jakie wlasciwosci czasteczki majg by¢ wyznaczone, stosuje si¢
zwykle pierwszy lub drugi sposob uzyskania parametrow®. W ten sposéb otrzymano szereg
metod do ogolnych lub specyficznych zastosowan: CNDO/1, CNDO/2, INDO/1, INDO/S,
SINDOI, itd., gdzie INDO/S*® zawiera specjalny zestaw parametrow dla widm elektronowych
czasteczek i jest jedyna, obok SINDO1% uzywana do tej pory metoda z grupy INDO.

Metody MINDO

Odpowiednia kombinacja parametrow uzyskanych z danych doswiadczalnych
iw wyniku dopasowania do nich danych obliczonych, doprowadzita do stworzenia nowej
grupy metod nazywanych zmodyfikowanymi, poniewaz ich parametry zostaty uzyskane przez
fitowanie. Pierwsze dwie wersje MINDO/1 i MINDO/2 z powodu stabych wynikoéw, nie
miaty zastosowania, natomiast nastgpna wersja MINDO/3 (1975)'® byla pierwsza metoda
mechaniki kwantowej dajaca dobre rezultaty przy stosunkowo matych nakltadach na systemy
obliczeniowe. MINDO/3 zawiera parametry dla H, B, C, N, O, F, Si, P, S i Cl jednak
zastosowanie jest sporadyczne. Najnowsza odmiana MNDO zawiera parametry dla wigkszej
liczby atomow i dla wszystkich par sparametryzowanych atoméw, jednak prawdopodobnie

nie bedzie dalej rozwijana w przysztosci.
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Metody MNDO, AM1, PM3 i PMS5

Metody MNDO, AM1, PM3 i PM5 sa pochodnymi modelu NDDO'!! i podobnie jak
on, zawieraja parametry odpowiadajace naturze pojedynczych atomoéw. Roéznica polega na
sposobie przypisania parametrow i potraktowaniu odpychania si¢ rdzeni. Wszystkie te metody
biora pod uwagg tylko elektrony walencyjne jako funkcje orbitali s i p.

Obecnie metoda MNDO' i jej pochodna MNDOC!%1% zostaty zastapione nowszymi
AM1 i PM3, ktore nie posiadaja wielu ograniczen metody MNDO, takich jak niemoznos$¢
uwzglednienia oddzialywan wodorowych. Jednak zaleta metody MNDO jest posiadanie
zestawu parametrow dla kilku atomow pierwiastkow przejsciowych.

Metoda AM1 (Austin Model 1)'% zostata wprowadzona w celu poprawienia funkcji
rdzeniowej metody MNDO i jej kilku ograniczen, zastgpujac je swoimi wlasnymi.
Podstawowe elementy zawarte w tej metodzie to: H, B, C, N, O, F, Al,, Si, P, S, Cl, Zn, Ge,
Br,1iHg.

Zmiana procesu parametryzacji zaowocowala powstaniem metody PM3
zaproponowanej przez Stewarda'®, w wyniku czego scharakteryzowano znacznie wigksza
ilo$¢ atomoéw, np. Ga, Zn, Cd, In, Hg i w dalszym ciagu jest to rozwijane, czego przyktadem
jest najnowsza PMS5. Jednak nadal pozostaty wspolne ograniczenia tych metod, takie jak zbyt
duze bledy przy okreslaniu oddziatywan stabych: van der Waalsa i wiazan wodorowych oraz
zbyt mata ilo$¢ danych eksperymentalnych wykorzystanych przy wyznaczeniu parametrow

dla metali ciezkich.

Metody wykorzystujace funkcje orbitali d

Duzym minusem metod MNDO, AM1 i PM3 sg trudnos$ci z poprawnym wykonaniem
obliczen dla ukladéw zawierajacych atomy metali cigzkich. Z obliczen ab initio wynika, ze
uwzglednienie orbitali d znacznie poprawia jako$¢ uzyskiwanych wynikéow. Jednak duzym
problemem jest zwigkszenie liczby calek dwu-elektronowych z 22 do 491. Dlatego dopiero
niedawno, Thiel i Voityuk zbudowali dziatajacy model NDDO, zawierajacy niektore funkcje
dla orbitali d, bedacy pochodng metody MNDO: MNDO/d!07:1%%,

Obecnie, metody pot-empiryczne rozwijane sa w celu zwigkszenia doktadnosci
otrzymywanych wynikow i mozliwosci ich przeprowadzenia na dowolnej kombinacji atomow
pierwiastkow grup glownych. Takim przyktadem jest metoda PM5!%, ktora zawiera wszystkie
takie parametry, miedzy innymi dla Mg i Ca, pierwiastkbw waznych biologicznie.
Dodatkowo, w niektorych przypadkach, jej doktadnos¢ zostata zwigkszona nawet do czterech

razy w stosunku do metod AM1 i PM3. Natomiast, w najnowszej odmianie metody AM1:
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AMI1-d, wprowadzono parametry zwigzane z orbitalami d dla kilku pierwiastkdw cigzkich:
Ti, V, Fe, Cu, Mo, Pd, Ag i Pt!®!19  Pordéwnanie $rednich ciepet tworzenia dla wybranych
pierwiastkow wyznaczonych przy uzyciu pét-empirycznych Hamiltonianow MNDO, AM1,
PM3 i PMS5 przedstawia tabela 2.

Tabela 2. Bledy $rednie ciepla tworzenia dla wybranych pierwiastkow wyznaczonych

przy uzyciu pot-empirycznych Hamiltonianow MNDO, AM1, PM3 i PM5 (kcal/mol)!'°.

Symbol MNDO AM1 PM3 PM5
H 14.15 9.70 8.06 6.38
Li 7.51 5.30 13.49 8.40
C 15.92 10.72 8.01 6.51
N 15.74 11.53 8.70 6.64
O 22.36 11.57 9.67 7.97
Mg 6.06 6.50 16.07 4.77
Ca 4.68 4.53 391 2.83
Co 23.75 14.28 9.32 16.59
Cu 7.03 14.41 13.21 6.43
Zn 25.72 21.94 11.36 1.19
Ga 15.14 25.84 16.99 6.75
Ag 6.82 3.77 6.90 2.76
Pb 25.52 8.94 20.48 3.92
Metody EHM (EHT)

Zaproponowane przez Hoffmanna''' metody EHM (Metody Rozszerzonej Teorii
Hickla), nie wprowadzaja uproszczenia ZDO, jednak pod uwage biora tylko elektrony
walencyjne. W rezultacie jedynie atomowe potencjaly jonizacji sa wymagane do
parametryzacji, przeprowadzonej dla catego ukladu okresowego. Dzigki temu metody te
moga zosta¢ wykorzystane przy obliczeniach duzych systemow zawierajacych atomy
pierwiastkow cigzkich. Ich stosunkowo duze uproszenia, powoduja, ze praktyczne
zastosowanie znalazly one jako metody przedoptymalizacyjne do obliczen ab initio lub
W powigzaniu z innymi teoriami, np. FMO!'? (Graniczna Teoria Orbitali Molekularnych).

Metody struktury elektronowej opierajace si¢ na rownaniach HF oraz wykorzystujace
procedury SCF*%!!° znajduja szerokie zastosowanie dzigki uproszczeniu i przyspieszeniu
procedury obliczeniowej. Jednak, nie moga by¢ one zrodtem dokladnych wynikow ze

wzgledu na nieuwzglednienie korelacji elektronowej (z zatozenia). Z drugiej strony dane
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eksperymentalne bedace podstawa parametréw uzytych w tych metodach, korelacje

elektronowa uwzgledniaja.

Metody korelacji elektronowej

W metodach Hartree-Focka oddzialywanie migdzy elektronami jest usrednione, co
zwykle odpowiada 99% catkowitej energii uktadu. Niekiedy, pozostate 1% energii moze by¢
rownie wazne dla opisu procesu chemicznego. Roznica pomigdzy energia HF a najmniejsza
mozliwa energia nazywana jest Korelacja Elektronowa (EC)¥"'3. Odpowiada ona energii
odchylenia ruchu skorelowanych elektronéw od opisanej rownaniami HF. W metodach
korelacji, elektrony sa traktowane parami, zajmuja te same miejsce w przestrzeni i roznia si¢
funkcja spinowa. Warto$¢ funkcji naktadania sig elektronow dla tej samej pary wynosi 1 a dla
roznych par 0. Jednak catki odpowiadajace odpychaniu elektronow z tej samej pary zawieraja
w sobie elementy wszystkich orbitali molekularnych. W rezultacie, korelacja pomigdzy
elektronami pary, stanowi gldwna czg$¢ calkowitej korelacji elektronowej. Jest to zgodne z
zasada Pauliego, ktora postuluje brak migdzyorbitalnej korelacji migdzy elektronami o tym
samym spinie (korelacja Fermiego) i jej istnienie migdzy elektronami o rdéznym spinie
(korelacja Kulombowska).

Do opisu korelacji elektronowych uzywane sa funkcje falowe w postaci UHF
(Unrestricted Hartree-Fock) lub RHF (Restricted Hartree-Fock). Mozliwo$¢ uwzglednienia
stanow wzbudzonych prowadzi do wykorzystania operator6w mogacych zawiera¢ od 1 do n
orbitali wzbudzonych (n=1: Single, S-type, n=2: Double, D-type, n=3: Triple, T- type, itd.).
W ten sposob, im wigcej mozliwych korelacji bedzie uwzglednionych i im wigksza ilos¢
wielo-elektronowych operatorow bedzie uzyta, tym doktadniejszy wynik otrzymamy.

W celu wyznaczenia korelacji elektronowej, uzywana jest metoda Oddzialywania
Konfiguracji (CI), metoda MP!!* bedaca odmiana Wielo-Watkowej Teorii Zmian (MBPT) lub
metoda Laczenia Grup (CC)!'S. Najczgsiciej spotykana, metoda CI uwzglednia korelacje
pomigdzy szeregiem mozliwych konfiguracji elektronowych (np. pojedynczy elektron
zajmujacy molekularny orbital antywiazacy moze znajdowac si¢ w n/2 mozliwych stanach,
gdzie n — liczba wszystkich orbitali molekularnych czasteczki). Poniewaz uwzglednienie
peinej korelacji jest mozliwe jedynie dla matych ukladow, stosuje si¢ réznego rodzaju
procedury upraszczajace obliczenia, np. MCSCF!"¢, CASSCF i RASSCF!" i jednocze$nie
pozwalajace na podejscie typu interakcyjnego oraz ograniczenie przestrzeni funkcji falowej
do 10-12 elektrono-orbitali (tabela 3.).
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Tabela 3. Liczba konfiguracji operatoréw utworzonych przez [n,n]-CASSCF funkcjg

falowa, gdzie n — liczba elektronow.

n liczba konfiguracji n liczba konfiguracji
2 3 10 19 404

4 20 12 226 512

6 175 14 2760 615

8 1 764

Uwzglednienie wyzszych korelacji prowadzi do bardziej zaawansowanych metod,
ktore, ze wzgledu na zastosowane procedury dzielimy wedlug stopnia korelacji (od
najnizszego do najwyzszego) na metody CI: CISD, CISDT i CISDTQ, metody MP: MP2,
MP3, MP4(SDQ), MP5..MP7 oraz metody CC: CC2, CCSD, CCSD(T), CC3, CCSDT,
CCSDQ (stopien korelacji wynosi od 5 do 10 w zaleznos$ci od metody). Warto zaznaczy¢, ze
dla tego samego stopnia korelacji doktadnos¢ obliczen zmienia si¢ wzrastajaco w szeregu: CI
<MP < CC.

Metody ab initio

Metody ab initio®" rozwiazuja réwnanie Schrodingera bez uzycia parametrow, ktore
maja odniesieniec do danych eksperymentalnych. Dane eksperymentalne moga by¢
wykorzystane, albo w celu wybrania odpowiedniego modelu obliczeniowego, albo jako
metody przedoptymalizacyjne. Jedynym uproszczeniem dla tych metod jest zastosowanie
odpowiedniego zestawu funkcji bazowych, ktore dziela sie na orbitale STO (Slaytera)''®
i GTO (Gaussa)'®.

Po wybraniu rodzaju stosowanych orbitali (w zalezno$ci od celu obliczen), nalezy
dokona¢ wyboru ilosci funkcji, ktore zostana uzyte. Ilo$¢ funkcji zwigksza si¢ wraz ze
wzrostem liczby atomowej danego pierwiastka i np. dla pierwiastkow trzeciego okresu sg to
trzy funkcje typu s (1s, 2s i 3s) oraz dwa zestawy funkcji p (2p i 3p). Nastgpnym krokiem jest
zwielokrotnienie iloéci funkcji bazy podstawowej (DZ — podwojnie, TZ — potrdjnie, QZ —
poczwornie, itd.) w celu uwzglednienia r6znego stopnia dystrybucji elektroné6w w réznych
kierunkach. W dalszej kolejno$ci zostaja wprowadzone funkcje polaryzacyjne biorace pod
uwage nierowny stopien polaryzacji orbitali, np. DZP oznacza podwoéjny zestaw funkcji
bazowych z dodatkiem funkcji polaryzacyjnych.

Najwigkszy wktad do sumarycznej energii wyznaczonej przy uwzglednieniu funkcji

bazowej, zawierajacej wszystkie orbitale, wnosza orbitale 1s. Energie elektronow 1s sa
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wyznaczone z o wiele wigksza doktadno$cig niz energie elektronéw walencyjnych (za
wyjatkiem H). Poniewaz to elektrony walencyjne wplywaja na wlasciwosci chemiczne
pierwiastkow, za podstawe do dalszych obliczen przyjeto umowny zestaw funkcji bazowych
wynikajacy z rozdzielenia funkcji orbitali rdzenia od orbitali walencyjnych. W ten sposob
zestaw funkcji podstawowych (PGTO) zostat zredukowany do jednej funkcji rdzenia
zawierajacej kombinacj¢ pierwotnych orbitali wewnatrzpowlokowych i odpowiedniej liczby
orbitali walencyjnych (w sumie: CGTO). Sposob redukcji zestawu funkcji podstawowych
okresla rodzaj funkcji kombinowanej, z ktorych najczesciej uzywane dla sa: 3-21G'* (orbital
rdzenia jest kombinacja trzech orbitali PTGO, wewngtrzna czg$¢ orbitali walencyjnych sktada
si¢ z 2 orbitali PTGO a zewngtrzna z jednego orbitala PTGO), 6-31G™' i 6-311G'*.
Dodatkowo, obecnos¢ ,,+” i/lub * oznacza dodanie odpowiednich funkcji dyfyzyjnych'? i/lub
polaryzacyjnych.

Wprowadzenie nast¢pnego poziomu oznaczen zwigzanego ze sposobem i poziomem
przeprowadzania optymalizacji spowodowalo pojawienie sig¢ symboli G1'*#, G2'2!%,
G2(MP2)'*, G2(MP2,SVP)"?’, CBS-4, CBS-q, CBS-Q, CBS-APNO'%, itd. (zagadnienie jest

zbyt obszerne do omawiania w tym miegjscu).

Metody DFT

Wprowadzona przez Hohenberga i Kohna Teoria Gestosci Funkcjonatu (DFT)!%
postuluje zalezno$¢ energii uktadu jedynie od ggstosci elektronowej. Ggstos¢ elektronowa
okreslona jest w trzech wymiarach. Podczas, gdy zlozono$¢ uktadu ro$nie, poprzez wzrost
liczby elektronow, gestos¢ elektronowa posiada ciagle taka sama liczbe zmiennych,
niezalezng od wielkosci systemu. Problemem jest jednak nieznana zalezno$¢ migdzy réznym
rozktadem ggstosci elektronowej a energia uktadu. Celem metod DFT jest, wigc poszukiwanie
zwiazku pomigdzy tymi dwoma wielko$ciami!30-134,

Metody DFT wprowadzaja podzial operatora energii na skladowa kinetyczna,
oddzialywania migdzy jadrami i elektronami oraz zwiazang z odpychaniem sig¢ elektrondow.
Jednoczes$nie, jedynie catkowita gestos¢ elektronowa musi zostaé wzigta pod uwage w celu
wyznaczenia poszczegdlnych sktadowych (zwlaszcza sktadowej kinetycznej). Nie wchodzac
w szczegbly, wprowadzenie uproszczen, np. LSDA (potraktowanie ggstosci elektronowej
jako gazu elektronowego o zwyklych wlasciwosciach), zastosowane korekcji gradientu
i metod hybrydowych, doprowadzito do powstania szeregu metod: G2, LSDA, LYP, P86,
PW91, BLYP, BP86, BPW91, B3LYP, B3P86, B3PW9I1 rozniacych si¢ podejsciem do
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rozwigzywanego problemu, ale i posiadajacych okreslone ograniczenia'®>. Roznicg $redniej

energii otrzymanej dla wybranych metod DFT przedstawia tabela 4.

Tabela 4. Roéznica $redniej energii (kcal/mol) w stosunku do doktadnego rozwiazania

rownania Schrodingera dla wybranych metod DFT.

G2 LSDA B88 BPWOI1 B3PW91
Ciepto tworzenia atomu 1.2 35.7 3.9 5.7 2.4
Potencjat jonizacji 1.4 6.3 11.2 4.1 338
Nukleofilowo$¢ 1.0 5.6 2.4 1.5 1.2

W przypadku metod DFT mamy do czynienia z wykorzystaniem niewielkiej liczby
parametrow uzyskanych z danych do§wiadczalnych oraz z procedurami korekcji gradientu.
Z drugiej strony brak jest parametrow odpowiadajacych energii, ktora jest funkcja gegstosci
elektronowej. Metody DFT mozemy, wigc traktowad jako metody ab initio, gdzie procedury
korekcji w niezwykle efektywny sposob przyspieszaja rozwigzanie trudnych teoretycznych
problemo6w. Brak jest jednak mozliwosci przeprowadzenie systematycznych obliczen w celu
poprawy precyzji wynikow i oceny pewnych btedow. Doktadnosé metod DFT klasyfikuje je
w poblizu metod pot-empirycznych, mimo to, zastosowanie gradientu i metod hybrydowych,
powoduje, ze wyniki sa zwykle bardziej doktadne. Wiclka zaleta metod DFT jest niewiele
wigkszy czas obliczen w stosunku do metod HF. Wiazania wodorowe sa rowniez dobrze
zaimplementowane w tych metodach. Jednoczesnie stosunkowo niewielka ilos¢ ukladow
zostata skalibrowana a wyniki obliczen dla stanéw wzbudzonych pozostawiaja wiele do
zyczenia. Z tych wszystkich powoddw, jest to wazna grupa metod dla uktadow, w przypadku

ktorych niezwykle duza doktadno$¢ nie jest wymagana.

Obliczenia w chemii teoretycznej

Metody pola sitowego, HF, pot-empiryczne, ab inito wraz z okreslonymi funkcjami
bazowymi i dodatkami w postaci algorytmoéw generowania szeregu konformacji czasteczki,
wystepuja w pakietach i programach obliczeniowych na rézne platformy sprzgtowe. Z reguty
jeden pakiet obliczeniowy zawiera w sobie wybrana grupe metod i dodatek w postaci
mozliwosci przeprowadzenia obliczen z wykorzystaniem algorytméw innej metody. Jest to
spowodowane specjalizowaniem sig oprogramowania a wyniki uzyskane przez wykorzystanie
drugiego zestawu metod dostgpnych w danych pakiecie moga by¢ ograniczone dostgpna baza
funkcji falowych. Przyktadowy pakiet przeznaczony do obliczen pét-empirycznych FUJITSU
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CACHE Pro 6.1 zawiera w sobie cate spektrum metod pot-empirycznych i funkcji SCF,
natomiast dodatek w postaci metod ab initio jedynie trzy podstawowe bazy funkcyjne.
Natomiast, specjalizujacy si¢ w obliczeniach ab initio DGAUSS zawiera o wiele szersza bazg
funkcji falowych, cho¢ umozliwia przeprowadzenie prostych obliczen pot-empirycznych. W
wyniku takiej sytuacji, grupy badawcze specjalizuja si¢ w konkretnych metodach
obliczeniowych do konkretnych zastosowan. Z drugiej strony, szersze podejs$cie do danego
problemu wymaga jednoczesnego zastosowania wigkszej ilo$ci programow obliczeniowych.
Najbardziej znane pakiety, to oprocz wymienionych wyzej: SYBYL, AMBER,
HYPER-CHEM, MOPAC, CHEM OFFICE, itd.

Dobdr platformy obliczeniowej jest roéwniez wazny. Systemy przetwarzania
rownoleglego (UNIX, LINUX, klastery, systemy wieloprocesorowe) umozliwiaja podziat
obliczen na rownoleglte watki i znaczne przyspieszenie wykonywania procedur. Systemy
jednowatkowe (starsze wersje MS WINDOWS, systemy jednoprocesorowe) przetwarzaja
procedury po kolei. Nie oznacza to jednak, ze w przypadku kazdego zastosowania obliczenia
w systemach jednowatkowych sa wolniejsze. Przykladowo, obliczenia pot-empiryczne
korzystaja z procedur typu interakcyjnego, gdzie kazdy nastepny ciag obliczen bazuje na
poprzednim. Szybkie systemy moga, zupetnie dobrze radzi¢ sobie z tego typu problemami

i najczesciej stuza do generowania struktur przedoptymalizacyjnych dla metod ab initio.

Podzi¢gkowania:
Praca naukowa finansowana ze $rodkow na nauke w latach 2006-2008 jako projekt badawczy

rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial 12

Zastosowanie spektroskopii w podczerwieni w badaniach
oddziatywan miedzyczasteczkowych

Adam Huczynski, Bogumit Brzezinski

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

1. Wstep

Promieniowanie podczerwone (ang. infrared, IR) definiowane jest jako
promieniowanie elektromagnetyczne o czestotliwosci pomiedzy 14300 do 20 cm™ (0,7 pm do
500 pm). Zakres ten zwyczajowo dzieli si¢ na trzy podzakresy:

NIR - bliska podczerwien (0,8-2,5um, 12500-4000 cm™, ang. near infrared),
MIR — podstawowa (wlasciwa) podczerwien (2,5-25um, 4000-400 cm™, ang. mid infrared)
FIR — daleka podczerwien (25-1000um, 10-400 cm™, ang. far infrared).

Absorpcji promieniowania podczerwonego towarzysza zmiany energii oscylacyjnej
irotacyjnej czasteczek. Zwiazki chemiczne absorbujac promieniowanie IR zmieniaja swdj
moment dipolowy poprzez wykonywanie normalnych drgan czasteczkowych, czasteczkowej
rotacji i oscylacji, a takze drgan sieci oraz ztozonych drgan kombinacyjnych, réznicowych
inadtonéw normalnych drgan oscylacyjnych. Widma IR gazéw nazywa si¢ widmami
oscylacyjno-rotacyjnymi, natomiast widma cieczy i cial stalych widmami oscylacyjnymi,
poniewaz rotacja czasteczek w fazie cieklej i w ciatach statych jest zahamowana poprzez
oddziatywania czasteczkowe, ktorych energia przewyzsza energi¢ rotacji molekut.
Czgstotliwo$¢ 1 intensywnos$¢ poszczegdlnych pasm absorpcji w widmie IR moze w petni
charakteryzowaé¢ zwiazek chemiczny tak, ze jego widmo IR moze zosta¢ wykorzystane do
identyfikacji danego zwiazku. Identyfikacja ta jest w przypadku czystych substancji tak

niezawodna, ze widma IR wykorzystuje si¢ do badania tozsamos$ciowego substancji np.: przez
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stuzby celne czy w przemys$le farmaceutycznym. Badanie tozsamo$ciowe polega na
poréwnaniu widma wykonanego dla badanego zwiazku z widmem tegoz z biblioteki widm
wzorcowych [1-2].

Poszczegolne grupy funkcyjne zwiazkow organicznych charakteryzuja sig $cisle
okreslonym zakresem absorpcji promieniowania podczerwonego. Czgstotliwos¢, przy ktorej
dana grupa funkcyjna absorbuje promieniowanie IR nazywa si¢ czg¢stotliwoscia grupowa.
Interpretacja widma IR nieznanego zwiazku polega na przypisaniu zarejestrowanych pasm
absorpcji w podczerwieni do znanych czestosci grupowych poszczegélnych grup
funkcyjnych, ktore sa powszechnie znane i stabelaryzowane [3].

Zaleta spektroskopii w podczerwieni jest niewatpliwie rowniez mozliwosé
dokonywania pomiaréw na probkach bedacych ciatami stalymi, cieczami, roztworami oraz
gazami. Ponadto pomiar wykonywany moze by¢ w szerokim zakresie temperatur i ci$nienia,

co pozwala na badanie taj samej probki w roznych stanach skupienia.

3000 2000 1500 1000 500
T T T T T
v{C-H) 8(CH,))

vIX=Y) v{C=C) 5{CCH)
—
o oovoM N o vieso | vic-0)
viC-X)
viN-H) R 3(NH,) V(C-F)
VAX=Y=Z)30ym v(C-Hal) Hal = C|, Br, |
— —
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vi(S-H) ‘( N ) V(S=0)/v(S-0)
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—_—
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Rysunek 1. Charakterystyczne czgstosci grupowe najwazniejszych grup funkcyjnych (gdzie X
reprezentuje C, N, O etc.) [3].

Z chwila wprowadzenia do spektroskopii IR pomiarow wykorzystujacych
transformat¢ Fouriera, FT-IR (ang. Fourier transform infrared spectroscopy) nastapit

gwaltowny skok, tak naukowych jak 1 komercyjnych =zastosowan spektroskopii
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w podczerwieni. Informacje uzyskiwane w technice FT-IR sa identyczne z tymi
uzyskiwanymi w klasycznej spektroskopii w podczerwieni, lecz spektrometry FT-IR cechuje
lepsza rozdzielczo$¢ spektralna, lepszy stosunek sygnatu do szumu oraz krotszy czas
wykonania pomiaru. Z tych tez powodow spektrometry FT-IR dawno juz wyparty klasyczne
spektrometry IR.

Wprowadzenie nowych, alternatywnych technik do badan FT-IR, takich jak: technika
odbiciowa oraz technika wykorzystujaca mikroskop IR utatwity analiz¢ mniej standartowych
a zarazem ,trudniejszych” probek. Udoskonalenia te sprawiaja, ze spektroskopia w
podczerwieni jest jedna z gtownych technik spektroskopowych stosowanych w analizach
chemicznych 1 farmaceutycznych oraz badaniach blon biologicznych, biopolimerow

i biosensoréw oraz w badaniach mikrobiologicznych [4-6].

2. Metodologia badan w podczerwieni — przygotowanie prébki
Spektroskopia IR jest metoda analityczng, ktéra pozwala bada¢ rézne materialy,
w réznych ich formach i stanach skupienia, przy wykorzystaniu dwoch metod pomiarowych:

transmisyjnej i odbiciowej (refleksyjne;j).

2.1 Pomiary transmisyjne
2.1.1 Ciecze

Ciecze bada si¢ jako cienkie filmy pomigdzy plytkami, przepuszczajacymi
promieniowanie IR. Wybor materiatu, z ktorego wykonane sa okienka kuwet determinowany
jest ich rozpuszczalno$cia, odpornoscia chemiczna i1 zakresem spektralnym, ktory jest
wymagany do pomiaru. Wlasciwosci najcze$ciej uzywanych materiatdw w badaniach
w podczerwieni zebrane zostaly w Tabeli 1. Dla zwiazkéw organicznych najczgstszym
wyborem jest KBr. Dla roztworéw wodnych stosuje si¢ czgsto selenek cynku, ktory jest
jednak podatny na dzialanie kwas6w i zasad oraz cechuje si¢ wysokim wspolczynnikiem
zatamania $wiatla, co moze utrudnia¢ pomiary ilosciowe. KBr i inne halogenki metali
alkaicznych wrazliwe sg na wilgo¢ i przechowywane musza by¢ w specjalnych pojemnikach
ze $rodkami suszacymi, ponadto tatwo te materialy zarysowaé. Doskonalym materiatem
optycznym stosowanym powszechnie w pomiarach IR w badaniach wigkszosci substancji
organicznych i nieorganicznych oraz silnych kwasow jest krzem.

W pomiarach iloéciowych cieczy kuwety powinny mie¢ zdefiniowana dlugos$¢ drogi

optycznej (zazwyczaj w zakresie 0,0lmm do 2,0 mm), co nie jest wymagane w typowych
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pomiarach roztwordw, gdzie absorpcj¢ probki mozemy zmienia¢ poprzez zmiang st¢zenia
roztworu.
Pomiary w roztworach przysparzaja jednak dodatkowych problemow zwiazanych
z absorpcja rozpuszczalnika. Intensywne pasma absorpcji rozpuszczalnika moga si¢ naktadac
na wazne, z analitycznego punktu widzenia, pasma badanego zwiazku. Wyjsciem z takiej
sytuacji jest zmiana rozpuszczalnika na taki, ktory absorbuje w innym zakresie spektralnym.
Do najcze$ciej stosownymi rozpuszczalnikéw w pomiarach IR naleza chloroform,

chlorek metylenu, disiarczek wegla i acetonitryl [6-8].

Tabela 1. Parametry fizyko-chemiczne  najczesciej  stosowanych  materialow

w spektroskopii IR.
Wspbtczyn
A . SWL LWL nik Rozpusz oy oge  Temp:
Materiat Uwagi n B . czalnosé > topnienia  Zakres pH
[em] [em™] zalamania [kg/mm?] o
. [g/100g] [°C]
Swiatta
AMTIR GeAsSe szklo, tamliwy 11000 593 2,50 0,00 170 370 1-9
BaF, fluorek baru 66600 691 1,45 0,17 82 1280 5-8
CaF, fluorek baru 79500 896 1,40 0,0017 158 1360 5-8
csl jodek cezu, bardzo 42000 172 1.73 44 20 1
higroskopijny
typ Ila, silna absorpcja
Diament IR miedzy 2700-1800 30000 <2 2,40 0,00 5700 -—- 1-14
cm’, drogi
german, szkfo
Ge nieprzezroczyste przy 5500 432 4,00 0,00 780 936 1-14
podwyzszonej temp,
bromek potasu,
KBr najczgsciej uzywany w 48800 345 1,52 53 6 730 -
pomiarach MIR
KCl chlorek potasu 55600 385 1,45 35 7 776 ---
bromek talu-jodek talu
KRS-5 (44% - 56%), niezwykle 17900 204 2,37 0,05 40 414 58
toksyczny
NaCl chlorek sodu 52600 457 1,49 36 18 801 -
odpowiedni w FIR,
Polietylen ~ Pécznicje w nicktdrych 625 <4 1,52 0,00 10 15— 14
rozpuszczalnikach
organicznych
SiO, dwutlenek krzemu 50000 2315 1,53 0,00 460 1713 1-14
Si krzem 8900 624, 30 341 0,00 1150 1420 112
ZnS siarczek cynku 17000 690 2,20 0,00 240 1830 5-9
ZnSe selenek krzemu 15000 461 2,40 0,00 120 1526 5-9

SWL — najkrotsza dlugo$¢ przepuszczanego promieniowania (1 mm, 50% przepuszczalnosci,
ang. Shortest wavelength for transmission), LWL — najdtuzsza dtugos¢ przepuszczanego
promieniowania (1 mm, 50% przepuszczalnosci, ang. Longest wavelength for transmission,),
Wspodlezynnik zatamania §wiatta (dla stosowanych dtugosc fal).

Poza pomiarami absorpcji promieniowania IR przez roztwory istnieje mozliwosé

przeprowadzenia badan na czystych cieczach. W takim przypadku badana ciecz umieszcza sig¢
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w postaci malej kropli na jednym z okienek i naklada si¢ drugie okienko pomiarowe,
rozprowadzajac krople miedzy obiema powierzchniami do uzyskania cienkiego filmu.

Metoda ta nie nadaje si¢ jednak w zadnym razie do pomiarow ilosciowych.

Tabela 2. Czestotliwo$¢ absorpcji w podezerwieni ciektej H,O, HOD, D,O (w cm™) [9]

Przypisanie H,O HOD DO
0-X a
drgania rozciagajace ) 3490 (s) 33807 (s) 2540 (s)
s) 3280 (s) 2500" (s) 2450 (s)
drgania asocjacyjne (va) 2125 (w) - 1555 (w)
drgania deformacyjne () 1645 (s) 1450 (s) 1210 (s)
(8), strong (intensywne pasmo); (w), weak (stabe pasmo).
9 O-H.
Y O-D.

- plytki solne (np. z KBr)
- przekladka dystansowa
- otwor do napetniania

- uszezeleka

BN =2

Rysunek 2. Budowa rozbieralnej kuwety do pomiaréw FT-IR [10].

Wykonywanie widm IR substancji rozpuszczonej w wodzie lub w cigzkiej wodzie
mozliwe jest przy zastosowaniu kuwet o bardzo matej grubosci (0,01-0,05mm), poniewaz
woda wykazuje silna absorpcje (Tabela 2). Okienka kuwet stosowanych w pomiarach
z uzyciem wody najczgsciej wykonane sa z materialow nierozpuszczalnych w wodzie, takich

jak: krzem, chlorek srebra i fluorek baru.

2.1.2 Ciala stale

Substancje stale mozna rozpusci¢ i bada¢ w postaci roztwordéw, co zostalo omdéwione
powyzej. Ponadto ciala state bada si¢ w postaci zawiesin w olejach i w postaci pastylek.
W przypadku pierwszym substancj¢ uciera si¢ w agatowym mozdzierzu z kilkoma kroplami
nujolu (oleju parafinowego) badz kilkoma kroplami fluorolubu (fluorowany weglowodor) do
uzyskania rOwnomiernej zawiesiny, ktora nastgpnie naktada si¢ w postaci cienkiej warstwy na

plytke np. z KBr i wykonuje widmo.
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Zaréwno nujol, jak i fluorolub wykazuja absorpcje w okre$lonych zakresach
podczerwieni (Rys.3). W celu poprawnej interpretacji pasm absorpcji badanej substancji
zalecang procedurg jest wykonanie widm w obu $§rodkach dyspergujacych i nalozenie tych
widm z wykorzystaniem fragmentéw wolnych od absorpcji matrycy [10].

Technika pastylkowania jest jedna z najczegstszych 1 najprostszych technik
przygotowania probek ciat stalych do pomiarow w spektroskopii IR. W aby przygotowaé
pastylkg, nalezy mala ilo§¢ badanej substancji (okoto 1,5 mg) dokladnie rozetrzeé
w mozdzierzu z 100-200 mg bezwodnego KBr stuzacego jako matryca. Nastgpnie uzyskang
mieszaning prasuje si¢ w pastylki pod wysokim ci$nieniem. Tej metody przygotowywania

probek nie stosuje si¢ w pomiarach iloSciowych.

Nujol
=
|_
Fluorolub
| | | |
4000 3000 2000 _1 1000 400

cm

Rysunek 3. Widma IR nujolu i fluorolubu [10].

2.2 Metody odbiciowe

Poza pomiarami transmisyjnymi, w ktorych wigzka promieniowania IR ulega
ostabieniu podczas przejscia przez absorbujaca promieniowanie probke, coraz szerzej
stosowanymi technikami pomiarowymi sa techniki refleksyjne (odbiciowe). Istota tych
technik rejestracji widm IR jest wykorzystanie promieniowania odbitego od absorbujacej je

w niewielkim stopniu powierzchni. Techniki te dzieli si¢ na dwie kategorie:
a) Metody wykorzystujace zjawisko wewngtrznego (catkowitego) odbicia

promieniowania (ang. internal (total) reflection methods, IRM),
b) metody wykorzystujace zjawisko zewngtrznego odbicia promieniowania (ang.

external reflection methods, ERM).
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Metody IRM s3 szeroko wykorzystywanymi technikami pomiarowymi
w spektroskopii w podczerwieni. Wykorzystuje si¢ je do badania ciat statych i cieczy. Dzigki
nim mozliwe staje si¢ badanie powierzchni ciat statych, polimeréw, cienkich warstw, bton
biologicznych, tkanin, pianek, farb i pigmentdw naniesionych na powierzchni¢. Ponadto
metody IRM wykorzystywane sa obecnie do badan receptoréow biologicznych usytuowanych
w blonach komoérkowych, do badan tkanek i komorek [10-12].

Techniki oparte na ERM nie sa tak powszechnie wykorzystane jak w przypadku
technik opartych na IRM, niemniej znajduja zastosowania komercyjne do badan powierzchni
katalizatorow, polimerow i metali.

Techniki odbiciowe oparte sa na prawach odbicia i zatamania $§wiatta (Rys. 4).

Promien padajacy  Normaina Promiefi odbity Kat odbicia promieni §wietlnych od granicy dwu

osrodkoéw réwny jest katowi padania.

i
@ .
o= 4 (@=0¢1
: Granica
omiedz . i i .
'gS,o;ka nj; i Stosunek sinusa kata padania do sinusa kata zalamania

na jest wielkoscia stata, ktora nazywamy wzglednym
wspotczynnikiem zatamania.

(sing@,/ sing, = const = ny)
Promien zatamany

Catkowicie odbity promien  Efekt catkowitego wewngtrznego odbicia uzyskuje

sig, gdy promieniowanie pada od strony osrodka o
wigkszym wspotczynniku zatamania (n;>n;) na

probke (o wspotczynniku n) pod katem @

wigkszym od kara granicznego (.

N

sin ¢ = n;/n,

\Wiazka wnikajaca (penetrujaca)

Rysunek 4. Prawa zatamania i odbicia.

Jezeli kat padania promieniowania przekracza warto$¢ kata granicznego, wowczas
promieniowanie nie moze przenika¢ przez o$rodek o nizszym wspdlczynniku zatamania
$wiatla 1 ulega catkowitemu odbiciu. Wiazka promieniowania padajacego nie odbija sig
jednak wprost od granicy osrodkéw, lecz wnika na bardzo mala glebokos¢ do drugiego

osrodka. Odleglos¢, na ktora wnika promieniowanie jest poréwnywalna do dlugosci
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promieniowania padajacego. W metodach wykorzystujacych wewngtrzne odbicie $wiatla,
promien padajacy na granice osrodkow pada od strony osrodka o wyzszym wspotczynniku
zalamania na probke i ulega calkowitemu wewngtrznemu odbiciu. Element o wyzszym
wspétczynniku zatamania §wiatla nazywa si¢ krysztalem i moze by¢ on wykonany z wielu
materialow takich jak; german, chlorek srebra, diament, krzem, selenek cynku.

Absorbujaca promieniowanie probke umieszcza si¢ na krysztale, tak jak zostalo
pokazane to na Rys. 5. Takie ustawienie probki i krysztalu, nazywa si¢ uktadem ATR lub

metoda ostabionego catkowitego wewngtrznego odbicia (ang. attenuated total reflection —
ATR).

Rysunek 5. Schemat biegu promieni w krysztale w uktadzie ATR.

Krysztat

Badana
probka

Podczas odbicia w metodzie ATR promieniowanie IR wnika w probkg. Glgbokosé
tego wnikania tzw. glgbokos$¢ penetracji zalezy od kata padania promieniowania, dlugos$ci fali
$wiatta oraz wspolczynnikow zalamania obu os$rodkoéw i opisywana jest ponizszym

rOwnaniem:

¥ A- dlugo$¢ promieniowania padajacego na krysztat
n;- wspotczynnik zatamania §wiatta krysztatu

. n 2 n- wspolczynnik zatamania §wiatta krysztahu
27n, [sin” @ — %
1

¢- kat padania promieniowania IR

Glebokos¢ penetracji d, promieniowania elektromagnetycznego osrodka o nizszym
wspotczynniku zatamania Swiatta definiowana jest jako odlegtosé, przy ktorej amplituda pola
elektrycznego $wiatla zmniejsza si¢ do 1/e jego wartosci na powierzchni. Odlegtos$¢ ta waha
si¢ od utamka mikrona do kilku mikronow i zalezy od wspotczynnika zatamania krysztatu,
badanego materiatu i kata padania.

Jezeli badana probka absorbuje promieniowanie IR, to mamy do czynienia ze
zjawiskiem oslabionego wewngtrznego odbicia. Zjawisko penetracji osrodka o mniejszej

gestosci optycznej (probki) pozwala na uzyskanie informacji o niej, jezeli tylko jest ona
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zdolna do selektywnej absorpcji promieniowania IR. Konsekwencja ekspotencjalnego
ostabiania wiazki wnikajacej w badany material jest zmniejszanie si¢ czuloSci wraz
z odlegloscia od powierzchni rozdziatu. W praktyce najwyzsza czuto$¢ osiaga si¢ na granicy
os$rodkow, dlatego tez metoda ta szczegolnie dobre wyniki daje w przypadku otrzymywanych
in situ cienkich nieruchomych warstw.

Intensywno$¢ otrzymywanego widma ATR zalezy od glebokosci penetracji.
Najczes$ciej stosowane materialy do analiz metoda ATR, takie jak: diament czy selenek cynku
maja wspofczynnik zalamania wynoszacy 2,3; natomiast dla germanu wynosi on 4,0.
Krysztaty ATR o wyzszym wspotczynniku zatamania $wiatla skracaja odleglo$¢ penetracji
probki, przez co daja slabsze widmo IR. Glgbokos¢ penetracji probki jest proporcjonalna do
dlugosci promieniowania padajacego, dlatego intensywno$¢ pasm przy wigkszych
dhlugosciach fali w widmach uzyskanych technika ATR w poréwnaniu z widmem
transmisyjnym jest wyzsza. Dla krysztalu ATR o wspoélczynniku zalamania rownym 2,2
i przy kacie padania 45° gleboko$¢ penetracji dla typowej probki organicznej wynosi 4 um
przy promieniowaniu o czestotliwo$ci 1000 cm’,

Technika ATR sprawdzajaca si¢ w pomiarach cienkich warstw, nie oddaje
prawdziwego widma IR glebszych warstw materiatu, a ponadto widma emulsji i zawiesin
moga by¢ niereprezentatywne dla calej probki, gdyz moze nastgpowac ich rozdzielanie si¢ na
powierzchni krysztatu.

Pojedyncze ostabione wewngtrzne odbicie w pomiarze ATR daje mato intensywne
pasma na widmie IR. Wprowadzono zatem modyfikacj¢ technik ATR polegajaca na
wielokrotnym wewngtrznym odbiciu MIR (ang. multiple internal reflection - MIR) [12, 13].

W technice MIR krysztal ma ksztalt rownolegloscianu i umozliwia wielokrotne,
najczgsciej 25-krotne wewnetrzne odbicie promieni. Analizowana probka umieszczana na

jednej lub po obu stronach krysztatu, jak na Rys. 6.

B CVAVAVAWAN

roztwor

krysztat

Io

Rysunek 6. Schemat biegu promieni w metodzie MIR.
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Modyfikacja techniki MIR jest technika poziomego ATR (ang. horizontal ATR -
HATR). W technice HATR pojedynczy krysztat o ksztalcie rownolegtoscianu, o typowych
wymiarach 5 cm x 1 cm x 0,5 cm z jedna eksponowana powierzchnia, jak przedstawiono na
Rys.7. Promieniowanie przebiega przez caly krysztat ulegajac catkowitemu wewngtrznemu
odbiciu od dolnej, jak i od gornej powierzchni krysztatu. Liczba odbi¢ od kazdej
z powierzchni wynosi zazwyczaj od pigciu do dziesigciu w zalezno$ci od gestosci optycznej

i wymiarow krysztatu oraz od kata padania.

2

wiazka penetrujaca

AN
pay T

-

1 - krysztat ATR

2 - badana probka

do detektora

Rysunek 7. Schemat biegu promieni w metodzie HATR.

Ciecze moga by¢ wylewane wprost na krysztal, ktory zabezpieczony jest przed
sptywaniem z niego cieczy. Rowniez wszelkiego rodzaje pasty, kremy i inne potstate probki
moga by¢ szybko mierzone po rozprowadzeniu ich na powierzchni krysztatu. Techniki
pomiarowe wykorzystujace metode HATR sa chetniej wykorzystywane w pomiarach
ilosciowych od technik transmisyjnych, poniewaz sa tatwiejsze w uzyciu i myciu. Technike
HATR wykorzystuje si¢ migdzy innymi powszechnie w przemysle do monitorowania

przebiegu procesoéw technologicznych [10].

3. Przyklady zastosowan spektroskopii w podczerwieni do badania oddzialywan
miedzyczasteczkowych w roztworach
3.1 Oddzialywania podandéw z protonami

Oddziatywanie pomigdzy protonem a trzema rdéznymi receptorami z grupy
organicznych boranow, ktorych strukture¢ przedstawiono na Rys. 8, badano wykorzystujac

spektroskopi¢ FT-IR [14]. Na widmach tetrachloroztocianéw tych boranéw w podczerwieni
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zaobserwowano intensywne kontinuum absorpcji, ktdrego zakres uzalezniony byt od dtugosci
fancuchoéw oksalkilowych w czasteczce boranu, a wigc od liczby atomoéow tlenu w tych
fancuchach (Rys. 9) Wraz ze wzrostem liczby atoméw tlenu w tancuchu kontinuum absorpcji
w widmie FT-IR przesuwa si¢ w kierunku nizszych wartosci liczb falowych, co wskazuje, ze
proton moze fluktuowaé pomiedzy atomami tlenu, tworzac kanaly protonowe o rdznej

dhugosci. Mozliwe fluktuacje protonu w kanale oksalkilowym przedstawiono na Rys. 10.

3 5 7 9 11

1 3 5 7 1
1 3 5
o] O
B{O\/\O/) B{ \/\O/\/O\ ) B{ \/\O/\\/o\/\o/ )
2 4 3 2 4 6 o/ 2 4 6 8 10 3
B2 B3 B4

Rysunek 8. Struktury boranéw [14].
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Rysunek 9. Widma FT-IR : (---) tris(oksaalkilo) boranow i (—) ich komplekséw z HAuCly
w stosunku  stechiometrycznym 1:1 (a) B2; (b) B3; (c) B4. Widma wykonano w krzemowe;j
kuwecie, stosujac chloroform jako rozpuszczalnik [14].
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Rysunek 10. Kanaty protonowe tworzone przez borany [14].

3.2 Oddzialywania eteréw koronowych z protonami
Spektroskopia IR okazata si¢ uzyteczna w przypadku badania oddzialywan

migdzyczasteczkowych w roztworach pomigdzy eterami koronowymi a kwasami.
W badaniach tych wykorzystano etery koronowe przedstawione na Rys. 11 [15]. Widma
FT-IR badanych eterow, jak i ich komplekséw z HC1O, przedstawiono na Rys.12.

W przypadku kompleksow eterow koronowych z protonem nadmiarowy proton
fluktuuje pomigdzy atomami tlenu w pierscieniu eteru koronowego. Zakres kontinuum zalezy
jest od liczby atomow tlenu w pierscieniu eteru koronowego. W przypadku eteru koronowego
3 zakres absorpcji kontinuum wynosi 3500-700 cm” wraz ze szczegOlnym intensywnym
regionem pomiedzy 3000-1600 cm™. Taki obraz spektralny odpowiada niezwykle szybkiej
fluktuacji nadmiarowego protonu pomigdzy szescioma granicznymi strukturami (miejsce
zaznaczone kropka na okregu na Rys. 11 obrazuje minimum energetyczne dla protonu).
Proton w tym eterze wykazuje tzw. polaryzowalno$¢ Zundela [16,17]. Podobna sytuacje
mozna zaobserwowaé¢ w przypadku dwoch pozostalych eterow koronowych 1 i 2 oraz ich
komplekséw z nadmiarowym protonem. W tych przypadkach kontinuum ulega zawezeniu do
zakresu 3500-1000 cm’', a jego intensywno$¢ maleje w zakresie nizszych wartosci liczb
falowych. Intensywno$¢ kontinuum dla kompleksu eteru koronowego 3 zawierajacego 6
atomo6w tlenu ros$nie z zakresie wyzszych wartosci liczb falowych, co thumaczy si¢ przez
zwigkszenie bariery energetycznej pomigdzy minimami energetycznymi dla fluktuujacego

protonu.
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Rysunek 11. Struktura eterow koronowych z zwiazanym z nimi nadmiarowym protonem.
Proton fluktuuje migdzy atomami tlenu w pierécieniu eteru koronowego. Kropki oznaczaja

miejscowe minimum energetyczne — maksymalne oddzialywanie protonu z atomem tlenu
[15].
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Rysunek 12. Widma FT-IR eterow koronowych i ich komplekséw z HCIO.: a) eter 1, b) eter
2, ¢) eter 3. Widma wykonano w kuwecie krzemowej w acetonitrylu [15].

3.3 Formowanie kanalu protonowego przez ester metylowy monenzyny A

Monenzyna A nalezy do grupy antybiotykow jonoforowych, ktore wykazuja zdolnosé
do kompleksowania kationow metali jedno- i dwuwarto§ciowych. Skompleksowany kation
moze by¢ transportowany przez btong biologiczna komorki bakteryjnej, co doprowadza do
zaklocenia naturalnego gradientu stgzen kationow, a w efekcie do $mierci komorki. Ester
metylowy monenzyny A, ktorego strukturg¢ pokazano na Rys. 13 jest syntetyczna pochodnag

monenzyny A, ktoéra wykazuje nowe, nieoczekiwane wlasciwosci fizykochemiczne [18].

v
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Rysunek 13. Ester metylowy monenzyny A.

Pochodna ta w obecnosci wody tworzy trwate hydraty (Rys.14). Przy stosunku wody
do estru metylowego monenzyny wynoszacym 2:1 tworzy si¢ kation Zundela HsO',
w ktorym nadmiarowy proton fluktuuje niezwykle szybko pomigdzy dwiema czasteczkami
wody. Fakt ten potwierdza widmo IR (Rys.15b), na ktérym pojawia si¢ charakterystyczne dla
takiego uktadu kontinuum absorpcji, ktére w widmie FT-IR czystego estru nie wystgpuje

(Rys.15a). Nadmiarowy proton pochodzi z deprotonacji grupy OwH.
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Rysunek 14. Struktura estru metylowego monenzyny A (po lewej) i jego trihydratu
z nadmiarowym protonem (po prawe;j) [18].
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Rysunek 15. Widma FT-IR w acetonitrylu: (a) MONI1, (b) MON1:H,O - 1:2, (¢) MON1:H,O
— 1:3, (d) MON1:H>O — 1:7, (¢) MONI1:H,O — 1:12; MONI1-ester metylowy monenzyny A
[18].

Po dodaniu kolejnej porcji wody (stosunek stechiometryczny do 3:1), intensywnos$¢
kontinuum w widmie IR wzrasta (Rys. 15¢). Obserwowany wzrost absorpcji zwigzany jest
z utworzeniem kationu H,O;* w ktorym podobnie jak to bytlo w przypadku kationu Zundela,
nadmiarowy proton fluktuuje w tancuchu (Rys. 14 i 16).

Dalsze zwigkszanie nadmiaru wody powoduje wzrost intensywno$ci kontinuum
absorpcji  (Rys. 15d, 15e), co zwiazane jest z potwierdzong roéwniez metodami
osmometrycznymi samoasocjacja trwatych trihydratéw estru metylowego monenzyny
itworzeniu kanalu protonowego. Schemat takiego utworzonego kanatu protonowego
przedstawiono w na Rys. 17. Wewnatrz utworzonego kanatu protonowego, znajduja si¢ 24
czasteczki wody, ktore polaczone sa niemal liniowymi mostkami wodorowymi. Proton moze

fluktuowaé przez cata dhugosé¢ utworzonego kanatu.

H /H
\ +
0. H—0  H—O
/ \ \
H H H

Rysunek 16. Fluktuujacy proton w kationie H,05".
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Rysunek 17. Struktura kanatu protonowego utworzona przez osiem fragmentow trihydratu

estru metylowego monenzyny obliczona metoda PMS5 [18].

3.4 Badanie oddzialywan kationoéw metali jednowartosciowych z gramicydyna S
Gramicydyna S jest cyklicznym antybiotykiem zbudowanym z dwodch identycznych
sekwencji pentapeptydowych o strukturze zaprezentowanej na Rys 18.

L-Pro—L-Val—-L-Orn—L-Leu—D-Phe

T l
D-Phe—L-Leu—L-Orn—L-Val—L-Pro

Rysunek 18. Struktura gramicydyny S.

Antybiotyk ten wykazuje zdolno$¢ do kompleksowania kationow litowcow. Proces
kompleksowania kationow przez gramicydyne S badany byt przy zastosowaniu spektroskopii
w zakresie dalekiej podczerwieni. Widma komplekséw gramicydyny S w dalekiej
poczerwieni wykonane w chloroformie zaprezentowane zostaty na Rys.19 [19].

W widmie FT-IR kompleksu gramicydyny S z kationem Li" (Rys. 19a, linia ciagla)
w zestawieniu z widmem nadchloranu litu (linia kropkowana) zaobserwowano kontinuum
absorpcji w zakresie 400-25 cm’!. Pojawienie sie tego kontinuum zwiazane jest z szybkim
ruchem kationu litu w kompleksie z gramicydyna S. Kation litu moze fluktuowa¢ wewnatrz
cyklicznego kompleksu utworzonego przez gramicydyng S. W kompleksie tym kation Li*
charakteryzuje si¢ duza polaryzowalno$cia, co zwiazane jest z wystgpowaniem wielu

mozliwych miniméw energetycznych w tym uktadzie. Na widmie Far FT-IR tzw. pasmo ,,ion
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motion” w czystym NaClOs w chloroformie (Rys. 19b-linia kropkowana) przy 195 cm'’
przestaje by¢ widoczne w widmie kompleksu gramicydyny S z Na*. W widmie tym pojawia
sie natomiast kontinuum absorpcji w zakresie 200-20 cm™. Obserwowane zjawisko thumaczy
si¢ analogicznie jak w przypadku omawianego wczes$niej kompleksu gramicydyny S
z kationem Li*. Kation sodu w kompleksie z gramicydyna S fluktuuje wewnatrz cyklicznego
kompleksu formowanego przez gramicydyng S. Pojawienie si¢ kontinuum absorpcji
zaobserwowano rowniez w przypadku utworzenia kompleksu pomigdzy kolejnymi kationami
litowcow z gramicydyna S (Rys19 c-e, Tabela 3). Kationy o duzym promieniu jonowym
i duzej masie wykazuja mniejsza ruchliwo$§¢ w kompleksie z gramicydyna S. Na widmach

Far-IR objawia sig¢ to zmniejszeniem zakresem kontinuum absorpcji (Tabela 3).

Tabela 3. Promien, masa atomowa i zakres kontinuum absorpcji w dalekiej podczerwieni
w widmach kompleksow gramicydyny S z kationami litowcow. Widma wykonano

w chloroformie [19].

Kation Pfomier’n Masa Zintegrow?na Konti‘r}uum
kationu [A] atomowa absorpcija absorpcji [cm']
Li 0,68 6.941 19,49 400-25
Na* 0,87 22,990 8,78 200-20
K* 1,33 39,098 6,14 150-20
Rb* 1,47 85,468 4,72 110-20
Cs" 1,67 132,905 3,12 80-15
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Rysunek 19. Widma Far FT-IR () MClIO4. w chloroformie i (—) kompleksow
gramicydyny S z M*; (a) M=Li, (b) M=Na, (¢) M=K, (d) M=Rb, (e) M=Cs [19].

3.5 Kompleksowanie kationéw Li*, Na'i K' przez ester benzylowy monenzyny A

Ester benzylowy monenzyny A (Rys 20), antybiotyku jonoforowego omawianego
wezesniej (p. 3.3) kompleksuje kationy Li*, Na*, K*. Szczegbtowa analiza widm FT-IR estru
benzylowego monenzyny A i jego kompleksow z kationami litowcow pozwala na
zaproponowanie struktury utworzonych kompleksow. Poza badaniami w podczerwieni
niezbedne do tego sa rdéwniez inne badania spektroskopowe, takie jak: 'H i *C NMR.
Strukturg utworzonego kompleksu modeluje si¢ korzystajac z obliczen semiempirycznych,
w ktorych zaktada si¢ istnienie wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych w oparciu

o wykonane pomiary spektroskopowe [20].
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Rysunek 20. Struktura monenzyny A (MONA) i estru benzylowego monenzyny A (MON3)
[20].

Monenzyna A ma trzy grupy hydroksylowe, OvH, OxH, OxH. Grupy te uczestnicza
w kompleksowaniu kationé6w metali oraz moga, w zaleznosci od kompleksowanego kationu,
uczestniczy¢ w roznych wigzaniach wodorowych. W widmie FT-IR estru MON3 (Rys. 21)
pasma przypisane drganiom rozciagajacym v(OH) grup OxH i OxH polozone sa przy 3505
cm™, a grupy OwH przy 3324 cm™'. W widmie kompleksu MON3-Li* (Rys 21b) obserwuje si¢
szerokie pasmo pomiedzy 3550-3250 cm™, co wskazuje na zaangazowanie wszystkich trzech
grup hydroksylowych w tworzenie wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych
nieznacznie silniejszych od wiazan wodorowych obecnych w strukturze estru MON3. Na
widmie FT-IR kompleksu estru benzylowego monenzyny A z kationem sodu (Rys. 21b)
zaobserwowa¢ mozna tylko jedno szerokie pasmo z maksimum okoto 3456 cm™, co wskazuje
na wzmocnienie wigzan wodorowych, w ktorych uczestnicza grupy OxH i OxH oraz na
ostabienie wigzania wodorowego z udziatem grupy OwH. W widmie kompleksu MON3-K*
obserwuje si¢ takze jedno pasmo potozone przy 3500 cm™, co zwiazane jest z ostabieniem

wigzania wodorowego z udzialem grupy OwH w strukturze utworzonego kompleksu.
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Rysunek 21. Widma FT-IR: (—) MON3, (—) MON3-Li", (--) MON3-Na*, (——)MON3-K";
w zakresach: (a) 4000-400 cm™, (b) drgah v(OH), (c) drgan v(C=0) [20].

Pozycja pasma przypisanego do drgan v(C=0) przy 1733 cm™ w widmie estru MON3
ijego kompleksow z kationami Li" i K* jest prawie niezmieniona (Rys 21c). Ten fakt
demonstruje, iz atom tlenu grupy C=O grupy estrowej nie uczestniczy w procesie
kompleksowania tych kationow. W przeciwienstwie do tych widm na widmie FT-IR
kompleksu MON3-Na*, oprocz pasma przy 1733 cm’!' zaobserwowano mozna nowe pasmo
przy 1705 cm’', ktore przypisa¢ mozna drganiu v(C=0) grupy karbonylowej oddziatujacej
z kationem Na'. Przytoczony przyklad analizy porownawczej widm IR kompleksujacego
zwiazku (gospodarza) i jego komplekséw ukazuje wazno$¢ tej metody spektroskopowej

w badaniach oddzialywan migdzyczasteczkowych pomigdzy czasteczka gospodarza
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a kationami pelnigcymi rol¢ goSci. Zaproponowane struktury dyskutowanego estru

benzylowego monenzyny i jego kompleksu z kationem sodu obliczona przy pomocy

semiempirycznej metody PMS5 przedstawiono na Rys. 22.

Rysunek 22. Struktury estru benzylowego monenzyny A (po lewej) i jego kompleksu

z kationem sodu (po prawej) obliczone przy pomocy metody semiempirycznej PM5 [20].

3.5 Badanie oddzialywan go$é-gospodarz w inkluzyjnych kompleksach cyklodekstryn
Cyklodekstryny (CD) sa wytwarzanymi w wyniku enzymatycznej hydrolizy skrobi
cyklicznymi o-(1,4)-oligomerami glukozy, zbudowanymi z szeciu (a-CD), siedmiu (S-CD)
lub o$miu (CD) jednostek glukozowych.. Wszystkie cyklodekstryny maja ksztatt Scigtego
stozka, ktorego promien ro$nie wraz z liczba reszt glukozy w pierscieniu. Cyklodekstryny
tworza kompleksy inkluzyjne typu gos$é-gospodarz, w ktorych petnia rolg gospodarza. Wneka
cyklodekstryn ma hydrofobowy charakter i moze kompleksowaé czasteczki o podobnym
charakterze. Zewngtrzna czg$¢ cyklodekstryn ma charakter hydrofilowy, co utatwia ich
rozpuszczalno$¢ w polarnych rozpuszczalnikach. Kompleksy cyklodekstryn z wieloma lekami
sa obecnie szeroko stosowane w medycynie. Rola cyklodekstryn w tym przypadku jest
zwigkszanie rozpuszczalnoéci w wodzie lekow trudno w niej rozpuszczalnych, poprawianie

stabilnosci lekow oraz zwigkszanie ich biodostgpnosci.
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Rysunek 23. Widma IR: (a) S-CD (gospodarz), (b) TPOO (gos¢) i (¢) kompleksu S-CD (gos¢-
gospodarz) [21].

Badania oddziatywan pomigdzy czasteczkami cyklodekstryny a kompleksowanymi
przez nie czasteczkami go$ci mozna prowadzié przy pomocy pomiardw w podczerwieni. Na
Rys. 23 przedstawiono widma IR: (a) S-cyklodekstryny (gospodarz), (b) indykatora pH —
TPOO (go$¢) i (c) utworzonego przez oba zwiazki kompleksu gosé-gospodarz [21].
Poréwnanie tych widm pozwala na zaproponowanie sposobu kompleksowania TPOO przez
[-cyklodekstryne.

Przyktadowo w widmie kompleksu zaobserwowa¢ mozna zmniejszenie intensywnosci
pasma przy 1325 cm’, przypisanego drganiom rozciagajacym C—N w Il rzedowych aminach
aromatycznych. Ponadto pasmo przy 759 cm™ przypisane drganiom wachlarzowych N-H
rowniez obnizylo swoja intensywno$¢ absorpcji po procesie kompleksowania. Podczas
tworzenia supramolekularnego, inkluzyjnego kompleksu pomiedzy czasteczkami -

cyklodekstryny a czasteczkami TPOO w kompleksowaniu uczestniczy tylko fragment
czasteczki goscia, tak jak pokazano to na Rys. 24.
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Obecnie badania kompleksow inkluzyjnych wszystkich trzech cyklodekstryn i ich
pochodnych ze zwiazkami wykazujacymi aktywno$¢ biologiczna 1 farmakologiczna
prowadzone sa na szeroka skalg. Badaniom tym towarzysza zazwyczaj badania

spektroskopowe, w ktorych czotowa pozycje zajmuje spektroskopia w podczerwieni [22-23].

OO () 1)

TPPO

oo

kompleks inkluzyjny p—CD: TPOO

Rysunek 24. Proponowana na podstawie badan w podczerwieni struktura kompleksu

inkluzyjnego S-cyklodekstryny (-CD) z TPPO [21].

4. Wykorzystanie FTIR ATR badaniach receptoréow biologicznych
Badanie oddzialywan migdzyczasteczkowych w podczerwieni dla stosunkowo

nieduzych czasteczek przeprowadza¢ mozna stosujac techniki transmisyjne. W badaniach
receptorow biologicznych (biatek, enzymow, kwaséw nukleinowych) czgsto wykorzystuje sig
techniki odbiciowe [24-27]. Przyklady praktycznego zastosowania techniki ATR zostana

omowione w tym podrozdziale.

4.1 Oddzialywanie Apolipoproteiny E z triacyloglicerolami

Apolipoproteina E (apoE) jest biologicznie waznym biatkiem osocza, ktorego rola jest
transport triacylogliceroli i cholesterolu. ApoE sklada si¢ z dwoch niezaleznie splecionych
domen strukturalnych. C-koncowa domena (reszty 216-299) znana jest z posiadania wysokiej
zdolno$ci do wiagzania lipidow, podczas gdy N-koncowa domena (reszty 1-191) uczestniczy
w procesie wigzania si¢ z receptorami lipoprotein. Technika ATR FT-IR zostala
wykorzystana do badania oddziatywan izostrukturalnej N-koncowej domeny (reszty 1-183)
zwane] apoE3 z dimirystylofosfatydylocholing (DMPC) i oszacowania struktury wolnego

biatka w roztworze oraz biatka zwigzanego z czasteczkami DMPC [28].
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Rysunek 25. Widma w podczerwieni uzyskane metoda FT-IR ATR wolnego od lipidow
apoE3 (dolne widmo) oraz  kompleksu apoE3-DMPC w zakresie 1800-1400 cm™ [28].

Pasmo amidowe I (1700-1600 cm™) jako osty pik przy 1654 cm™ dla wolnego od
lipidow w widmie apoE3 i przy 1653 cm™ w widmie apoE3-DMPC jest charakterystyczne dla
struktury a-helisy. Maksimum intensywnos$ci pasma amidowego II (1600-1500 cm™) jest
polozone przy 1547 cm™, czyli w typowym rejonie odpowiadajacym strukturze a-helikalnej
(Rys. 25) [28]. Przeprowadzone badania w podczerwieni wraz ze specjalnymi technikami
pomiarowymi FT-IR pozwolily oszacowaé udzial struktury o-helikalnej i B w wolnym od
lipidow apoE3 i w kompleksie apoE3-DMPC, ktory w pierwszym przypadku wynosit 65%
a—helisy i 14% struktury S, a w drugim 60 %a-helisy i 15% struktury B. Wynikato stad, ze
proces kompleksowania lipidow prze biatko apoE3 nie zmienia zasadniczo struktury

drugorzedowej tancucha peptydowego biatka.
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4.2 Techniki pomiarowe ATR stosowane w badaniach receptoréw biologicznych

Nie wszystkie receptory biologiczne mozna mierzy¢ stosujac standardowa technikeg
odbiciowa ATR. Niektore z bialek receptorowych sa integralnymi biatkami blonowymi i aby
mozliwe bylo wigzanie liganda (hormonu) konieczne staje si¢ umieszczenie ich w blonie
lipidowej, gdyz dopiero wtedy pozwala to na uzyskanie wlasciwej (aktywnej) konformacji
biatka. Pomiary takie mozna przeprowadzac, korzystajac na przyktad z uktadu pomiarowego
pokazanego na Rys. 26. W ukladzie tym mozliwy jest przeplyw roztworu nad powierzchnia
blony z osadzonymi w niej biatkami receptorowymi. Umozliwia to wykorzystanie takiego

uktadu jako sensorycznego stuzacego do wykrywania obecnosci czasteczek liganda [9, 29].

— ¢
roztwor buforowy

reresreSrene e @@ evenn o)l
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Rysunek 26. Budowa zestawu ATR do badania receptoréw biatkowych. L-oznacza ligand [9].

Inna nowa technika ATR FT-IR jest zastosowanie funkcjonalizacji chemicznej
powierzchni krysztalu ATR i taczenia z nia receptora poprzez trwate wiazanie kowalencyjne
[30, 31]. Technike taka opisali w 2006 roku Voue i wspotpracownicy [31]. Schemat
funkcjonalizacji powierzchni krysztalu ATR pokazano na Rys. 27.

Efektem takiego chemicznego modyfikowania powierzchni krysztalu ATR jest
otrzymanie warstwy na jego powierzchni, ktora schematycznie przedstawi¢ mozna tak jak
zostato zrobione to na Rys. 28.

Krysztat ATR ze zmodyfikowana powierzchnia zostat wykorzystany do
skonstruowania uktadu, w ktorym peknit on rolg biosensora detekcji biotyny byt na poziomie
stezenia 10> mol/l [31]. Tak niska warto$¢ tego progu pretenduje ta nowa technike do

komercyjnego zastosowania, co niecbawem zapewne nastgpi.
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Rysunek 27. Technika funkcjonalizacji powierzchni germanowego krysztatu ATR. Etap
1 - aktywacja, powierzchnia germanowego krysztatu ATR traktowana roztworem HNOs,
a nastgpnie aktywowana roztworem H,O, i kwasu szczawiowego; etap 2 — przylaczenie
ramienia dystansujacego OTS, etap 3 — fotochemiczna reakcja przytaczania grupy zdolnej do

kowalencyjnego wiazania biatka [31].

ruchoma faza: rozpuszczalnik i ligand

~
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A2

Rys. 28. Schemat sfunkcjonalizowanego krysztalu ATR uzytego do badan oddzialywan
ligand-receptor. Al-krysztat ATR, A2-promienianie IR, A3-powierzchnia oddzialywania
ligand-receptor,B1 element powierzchni krysztalu ATR, B2-funkcjonalizowana powierzchnia,
B3-niezwiazane i zwiazane z receptorem czasteczki liganda, Cl-czasteczka kotwicy, C2-

czasteczka ramienia dystansowego wiazacego receptor, C3-receptor [31].
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5. Zastosowanie spektroskopii réznicowej FT-IR w badaniach oddzialywan
miedzyczasteczkowych w ukladach biologicznych.

Reakcje przebiegajace z udziatem biatek moga przebiegaé¢ poprzez wiele stadiow
posrednich, angazujac kolejne podjednostki strukturalne biatka w okreslone etapy reakcji.
Reakcje te indukuja zmiany konformacyjne w biatku lub w jego fragmentach
odpowiedzialnych za przebieg okreslonego etapu posredniego. Badanie przebiegu reakcji
chemicznych z udzialem wielkoczasteczkowych biatek jest mozliwe przy wykorzystaniu
spektroskopii w podczerwieni. Badania takie polegaja na $ledzeniu bardzo niewielkich zmian
absorpcji promieniowania IR grup, ktore biora udziat w reakcji poprzez odjecie od siebie
absorbcji promieniowania IR zarejestrowanych w dobrze zdefiniowanych stanach protein,
a wiec przed okreslonym stadium reakcji i po nim.

Zazwyczaj zmiany absorpcji promieniowania IR  towarzyszace zmianom
strukturalnym w czasteczce biatka podczas reakcji sa niezmiernie mate i gdyby nalozy¢ na
siebie widma IR bialka przed i po reakcji to w normalnej skali absorpcji nakladatyby sig one
ibyly praktycznie nie do rozroéznienia. W zwiazku z tym do pomiaréw IR wprowadzono
nowa technike uzyskiwania widm — widma réznicowe FT-IR.

Widma réznicowe FT-IR (ang. difference FT-IR) sa widmami powstajacymi poprzez
wzmocnienie wyniku matematycznego odejmowania absorpcji promieniowania IR dla dwoch
roéznych pomiaréw. Przynajmniej 100 krotne wzmocnienie widma roznicowego konieczne
jest, aby mozliwe bylo zaobserwowanie niewielkich réznic w absorpcji promieniowania IR,

ktore towarzysza zmianom konformacyjnym w biatkach podczas reakcji chemicznej.

5.1 Wykorzystanie réznicowego FT-IR w badaniach mechanizmu transportu protonéw
przez bakteriorodopsyng¢ i fotoreceptor rodopsynynowy

Roznicowa spektroskopia FT-IR jest coraz szerzej stosowana technika do uzyskiwania
informacji o zmianach konformacji bialek i stosowana byla juz do badan biatka GFP (ang.
green fluorescent protein), Ca>*-ATPazy czy fotosystemu I z cyjanobakterii [32-34]. Metoda
ta jest szczegOlnie przydatna do aktywowanych $wiattem rodopsyn znalezionych
w Halobacterium salinarum wlaczajac w to bakteriorodopsyng (BR), rodopsyng sensoryczna
I (SRI) i II (SRII) oraz halorodopsyng (HR) [35-42].

Halobacterium salinarum to archeobakteria zyjaca w stonych zbiornikach wodnych.
Bakteria ta przy niskim stgzeniu tlenu zaczyna syntezowa integralne biatko
btonowe - bakteriorodopsyng, ktora dzigki zawartemu w niej retinalowi moze petni¢ role

pompy protonowej. Retinal zwigzany jest z reszta lizyny (Lys 216) z wytworzeniem zasady
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Schiffa. Swiatto wywotuje fotoizomeryzacje retinalu z formy catkowicie-trans do formy
13-cis. Proton pompowany jest z cytozolu na powierzchni¢ zewngtrzng komoérki w czasie

powrotnej izomeryzacji do formy catkowicie-trans.
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Rysunek 29. Fotoizomeryzacja retinalu w bakteriorodopsynie. Po etapie izomeryzacji pod
wpltywem S$wiatla calkowicie-frans retinalu nastgpuje przeniesienie protonu z proponowanej
zasady Schiffa. Nastepnie zachodzi zmiana konformacyjna biatka i ponowna protonacja
zasady Schiffa, po ktorej nastgpuja sprzezone zmiany izomeryzacji retinalu i konformacji

biatka do stanu pierwotnego.

Absorpcja fotonu przez chromoforowy retinal bakteriorodopsyny wywoluje szereg
wzajemni nast¢pujacych po sobie zmian zarowno chromoforowego retinalu i czasteczki
biatka. Poszczegolne stadia tego procesu oznaczono w nastgpujacy sposob: Jes, Keso, Lsso,
M2, Nszo, Oes0 [43].

Poznanie = skomplikowanego  mechanizmu  przenoszenia  protonu  przez
bakteriorodopsyne stalo si¢ mozliwe dzigki szeroko zakrojonym badaniom strukturalnym
i spektroskopowym oraz ukierunkowanej mutagenezie badanego biatka. R6znicowy FT-IR
stanowi jak dotad jedna =z najcze$ciej stosowanych 1 najwazniejszych technik
spektroskopowych w badaniu bakteriorodopsyny, a informacje uzyskane z tych badan
pozwolity zaproponowa¢ mechanizm transportu protondéw przez to biatko [41,42].

Zrozumienie przebiegu zmian strukturalnych biatka podczas cyklu przenoszenia
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protonu pozwolito na przypisanie roli poszczeg6élnym aminokwasom bioracym aktywny
udzial w transporcie protondow, badz tez w zmianach konformacyjnych. Jednoznaczne
przypisanie roli poszczegdlnym aminokwasom w mechanizmie zmian strukturalnych bialtka
odbywa si¢ dwoma drogami: znakowaniem izotopowym aminokwasow badZz zamiang ich
przez inne aminokwasy. Widma roznicowe FT-IR wuzyskane przez nalozenie widm
niemodyfikowanej bakteriorodopsyny (BR) i modyfikowanej bakteriorodopsyny ukazuja
zmiany absorpcji wynikajace bezposrednio z takiej zamiany.

W jednej z pierwszych prac w badaniu mechanizmu transportu protonow przez
bakteriorodopsyng wykorzystano znakowanie izotopowe czasteczki lizyny 216. Znakowaniu

izotopem *C poddano karbonylowy atom wegla, a znakowaniu deuterem 2H poddano atom

wodoru przy a-C w czasteczce lizyny [43].

1800 1700 1600 1500

-1
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Rysunek 30. M/BR r6znicowe widmo FT-IR w zakresie 1800-1500cm™ w temperaturze 250
K. Widmo A: naturalna BR, Widmo B: BR zawierajaca znakowang [1-C] Lys [41].

Na Rys. 30 przedstawiono widma roéznicowe uzyskane przez nalozenie na siebie widm
IR bakteriorodopsyny w stanie przed naswietlaniem i w stanie posrednim M uzyskanym
zarowno dla niemodyfikowanej bakteriorodopsyny oraz dla  bakteriorodopsyny

zmodyfikowana izotopowo lizyna. Na widmie réznicowym M/BR dodatnie pasmo
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(odpowiadajace stanowi posredniemu M) przy 1620 cm' pokazano na Rys. 30A. Gdy
poréwnamy to widmo z widmem bakteriorodopsyny zawierajacej znakowana “C Lys, to
zauwazamy, ze cze$¢ tego pasma ulega przesunieciu do 1604 cm™' (Rys. 30B). Wynika z tego
wprost, ze w sklad pasma wystepujacego przy 1620 cm” wchodzi drganie amidowe
I czasteczki Lys. W sklad pasma przy 1620 cm™ pozostalego po znakowaniu *C wchodza
drgania rozciagajace C=N zasady Schiffa i karbonylowe drgania rozciagajace proliny [43].
Naswietlanie stanu posredniego M niebieskim $§wiatlem wywotuje powstanie
kolejnego stanu posredniego bakteriorodopsyny (M.;) z maksimum absorpcji przy 420 nm,
ktory jest stabilny w temperaturze 100 K. Widma roznicowe FT-IR tego fotochemicznego

stanu posredniego w zakresie pasma amidowego I zostato pokazane na Rys. 31.
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Rys. 31. Widma roéznicowe FT-IR stanow posrednich bakteriorodopsyny: Mui, My
w zakresie 1660-1560 cm™ uzyskane w temperaturze 100 K. Widmo A: BR zawierajaca
znakowang [1-C] Lys w H,O, Widmo B: naturalna BR w H,O [43].

Na Rys. 31A pokazano zmiany w zakresie pasma amidowego I w znakowanej
izotopem "*C lizyny. Dodatnie pasmo przy 1620 cm’', ktore zwigzane jest z zanikaniem czesci
pasma stanu M, po na$wietleniu przesuwa si¢ do 1604 cm’!, co potwierdza udziat reszty
lizyny w procesie fototransformacji bakteriorodopsyny [43].

Udziat innych aminokwaséw np. metioniny w zmianach konformacyjnych

bakteriorodopsyny byt rowniez badany przy pomocy réznicowej spektroskopii FT-IR. W celu
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jednoznacznego przypisania pasm absorpcji zamiast znakowad izotopowo metioning
zastapiono ja jej analogiem selenometioning [44].

Czasoworozdzielczy roznicowy FT-IR zastosowano réwniez w pomiarach czasu
izomeryzacji retinalu w bakteriorodopsynie. Typowe widmo réznicowe FT-IR calkowicie-
trans do 13-cis chromoforowego retinalu w pierwszych momentach po wzbudzeniu $wiatlem

pokazano na Rys. 32 [45].
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Rysunek 32. Fragment widm réznicowych FT-IR dla BR zarejestrowanych w roznych
odstepach czasu od naswietlenia BR. Pojawienie si¢ dodatniego pasma w okolicy 1190 cm!

swiadczy o obecnos$ci 13-cis chromowego retinalu [45].

Roéznicowy FT-IR postuzyl rowniez do badania zmian konformacyjnych rodopsyny,
biatka obecnego w precikach i odpowiedzialnego za proces widzenia. Rodopsyna zawiera
11-cis retinal, bedacy grupa prostetyczna, zwiazana z reszta lizyny (Lys 296) opsyny przez
wiazanie typu zasady Schiffa.

W przeciwienstwie do bakteriorodopsyny, w ktorej po absorpcji $wiatla
chromoforowy calkowicie-frans retinal ulegatl fotoizomeryzacji do 13-cis retinalu,
w rodopsynie fotoizomeryzacji ulega 11-cis retinal do catkowicie-trans retinalu (Rys. 33).
Zaréwno bialko, jaki i czasteczka chromoforu ulegaja dalszym przemianom konformacyjnym
z utworzeniem posrednich intermediatow takich jak: metarodopsyna I i metarodopsyna II.
Powstanie wymienionych stanow posrednich bylo badane przy wykorzystaniu

czasoworozdzielczej spektroskopii roznicowej FT-IR (Rys. 34) [46].
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Rysunek 33. Pierwszy etap pobudzenia wzrokowego polega na izomeryzacji pod wplywem

swiatla czasteczka protonowanej zasady Schiffa 11-cis retinalu do izomeru catkowicie trans
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Rys. 34. Widma réznicowe FT-IR uzyskane przez rdéznicowanie widm nieoswietlonego
receptora z widmem stanu posredniego po o$wietleniu. Rysunek po lewej: (a) przejscie

rodopsyny do metarodopsyny II w temperaturze 10C, (b) przejécie rodopsyny do
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metarodopsyny II w temperaturze -28C; Rysunek po prawej: widma roznicowe FT-IR
przejscia rodopsyna m etarodopsyna I w temperaturze pokojowej: (a) normalne widmo
réznicowe, (b) atom wegla w pozycji 12 chromoforowego retinalu zostat zastapiony przez
izotop *C, widmo nie przedstawia znaczacych roznic z widmem poprzednim, (c) atom wegla
w pozycji 15 zastapiono izotopem *C (atom 15 tworzy wiazanie typu zasady Schiffa
pomigdzy chromoforem a opsyna). Pasmo przypisane drganiom C=N oryginalnie przy 1657
cm’ przesuwa sie¢ do 1634 cm, ponadto obniza sie intensywno$¢ dodatniego pasma przy

1626 cm [46].

5.2 Wykorzystanie spektroskopii réznicowej FT-IR do badania zmian strukturalnych
w bialtku RecA wywolanych wigzaniem nukleotydow

Biatko RecA z Escherichia coli jest biatkiem spetniajacym wiele funkcji. Homologi
RecA zostaly odnalezione u przedstawicieli wszystkich gldéwnych zywych organizmow.
Biatko to jest stosowane w genetycznej rekombinacji i procesach naprawy DNA. Wigzanie
nukleotydow przez RecA wiaze si¢ pojawieniem si¢ dwoch zasadniczo réznych standéw
biatka. Wpowiazanym RecA z czasteczka ATP biatko przyjmuje aktywna konformacje, ktora
cechuje wysokie powinowactwo do DNA. Natomiast potaczenie si¢ RecA z czasteczka ADP
wywotuje takie zmiany konformacyjne, ktére prowadza do struktury przejawiajacej niskie
powinowactwo do czasteczki DNA. Zatem wiazanie si¢ z odpowiednia czasteczka nukleotydu
ma charakter allosterycznej kontroli tego bialka. Ponadto zmiany strukturalne wywotane
wigzaniem nukleotydu maja wplyw na struktur¢ tworzonego kompleksu. Struktura
trojwymiarowa biatka RecA zostata okreslona przy pomocy metod rentgenograficznych.
Niestety metody te nie mogly zosta¢ wykorzystane do badan struktur potaczen RecA z ich
kofaktorami i z DNA, poniewaz nie otrzymano do tej pory odpowiednich krysztatow.

Do analizy zmian strukturalnych towarzyszacych taczeniu si¢ biatka RecA z ATP
i ADP wykorzystano spektroskopi¢ roznicowa FT-IR [47].

Na Rys. 35 zastawiono widma roznicowe FT-IR otrzymane dla kompleksow
RecA:ATP i RecA:ADP. Szerokie, ztozone, dodatnie pasmo w zakresie 1600-1670 cm™ oraz
ujemne w zakresie 1670-1700 cm™obecne na widmach réznicowych RecA:ADP i RecA:ATP
(Rys. 35) sa zwiazane z wigzaniem nukleotydow prze biatko i reorganizacja jego struktury.
Pozytywne pasma zwiazane sa z drganiami nowych oddziatywan obecnych w strukturach
RecA:ADP i RecA:ATP, a ujemne pasma odpowiadaja drganiom w czasteczce biatka
nieobserwowanym po zwiazaniu nukleotydu. Zestawienie widm réznicowych otrzymanych

w H,0O i D,O pokazuje spadek intensywno$ci pasma amidowego II, obecnego przy okoto1550
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cm'! (zwiazane z obecno$cia drgan N-H sprzezonych z C=0) i wzrost intensywnosci pasma
przy 1450 cm™' (zwigzanego z drganiami N-D po wymianie izotopowej wodoru na deuter).
Oszacowana wymiana izotopowa wyniosta okoto 50 %, co moze by¢ zwigzane z istnieniem

w biatku hydrofobowej wneki lub utrudniona wymiana [47].

loas 1630 1485

1800 1700 1600 1500 1400 1300

Rysunek 35. Widma roznicowe FT-IR: (A) RecA:ATP minus RecA rdéznicowe widmo
otrzymane w H,O (—) i w D,O (—-—), (B) RecA:ADP minus RecA r6znicowe widmo
otrzymane w H,O (—) i w DO (—-=) [47].

Szczegolowa analiza danych uzyskanych z widm réznicowych FT-IR, pozwolita
zaproponowa¢ zmiany strukturalne, ktorym podlega biatko RecA podczas wigzania
nukleotydéw oraz wytypowa¢ aminokwasy, ktore moga oddziatywa¢ z nukleotydami we
wnece biatka. Wykazano takze, ze aminokwasy takie jak: Asp, Glu, Lys, His, Arg, Gln, Asn,

and Tyr uczestnicza w zmianie powinowactwa RecA do czasteczek DNA [47].
5.3 Badanie mechanizmu katalitycznego proteaz aspartylowych

Proteazy aspartylowe sa szeroko rozpowszechniona grupa enzymow proteolitycznych.

Obecne s3 migdzy innymi w organizmach kregowcow, w grzybach, w roslinach oraz
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w retrowirusach. Enzymy te wykazuja maksymalng wydajno$¢ katalityczng w kwasnym
srodowisku. W centrum aktywnym tych enzymoéw sg reszty asparaginianu, ktorych rola
w procesie katalitycznym polega na aktywacji znajdujacych si¢ migdzy nimi czasteczki wody
oraz dziataja jako donory i akceptory protonéw. Doniosta rolg¢ w badaniach centrum
katalitycznego pepsyny, jednego z enzymow proteolitycznych, nalezacych do grupy proteaz
aspartylowych, dokonano przy zastosowaniu techniki roznicowego FT-IR [48, 49].

Aby pozna¢ mechanizm katalityczny enzymu czgsto przeprowadza si¢ badania
zuzyciem odpowiednio zsyntezowanych zwiazkow chemicznych, ktore moga zastapic
substrat i oddziatywac z centrum katalitycznym enzymu.

Inne podejscie do tego problemu, zaproponowane zostalo przez Zundela
i wspolpracownikow [49]. Autorzy zaprojektowali i zsyntezowali grupg zwiazkow, ktore
moga byC¢ analogami miejsca aktywnego pepsyny. Wrykorzystujac roznicowy FT-IR
porownywali oddziatywanie tych zwiazkdéw 1 pepsyny z tym samym substratem. Jako
substratu w badaniach katalitycznej aktywno$ci pepsyny i zwiazku majacego by¢
odpowiednikiem jej miejsca katalitycznego (m-FUM, Rys. 36) uzyto peptydu: Pro-Thr-Glu-
Phe-Phe(4-NO,)-Arg-Leu.

Oy O
|\
H
ZNT OH
Q |/

Rysunek 36. Struktura m-FUM, odpowiednika miejsca katalitycznego pepsyny [49].

Na Rys. 36 widmo roznicowe FT-IR [(substratu + pepsyny) minus (substratu)] (linia
przerywana) zostalo porownane z widmem roznicowym FT-IR [(substratu + m-FUM) minus
(substratu)] (linia ciagta). Te dwa widma réznicowe sa bardzo podobne. W obu widmach przy
3278 cm’ zaobserwowano ujemne pasmo przypisane drganiom v(N-H) wigzania
peptydowego (pasmo amidowe A). Z obserwacji tej wynika, ze wigzanie peptydowe ulega
rozszczepieniu zardwno przy udziale pepsyny jak i m-FUM. Sugesti¢ t¢ potwierdza
dodatkowo obecno$¢ bardzo silnego ujemnego pasma 1629 cm 'i ujemnego pasma przy 1542

cm™ (Rys. 36b). Z faktu, ze oba ta pasma sa obserwowane jako pasma ujemne o tej samej
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intensywnosci w obu przypadkach dowodzi, iz wiazanie peptydowe jest rozszczepiane przez

m-FUM na tej samej drodze co w pepsynie. Zatem m-FUM wykazuje aktywnos¢ katalitycznag
taka jak pepsyna i moze stuzy¢ jako odpowiednik miejsca aktywnego pepsyny [49].

4000 3500 3000 2500 2000
a
AA
-------------- -’-\‘\ 'J"-‘..\‘--.‘.-‘-—‘-‘--.__——-‘-_-‘-——-—-———1--
4000 3500 3000 2500 2000
—
1800 1600 1400 1200 1000 800

1800

1600 1400

1200
em’!

g

[49].

317

800
Figura 36. Widma r6znicowe FT-IR [substrat + m-FUM] minus [substrat](—) i [substrat +

pepsyna] minus [substrat] (---) w: (a) zakresie 4000-2000 cm™ i (b) w zakresie 1800-700 cm’!

1000



Przytoczone zastosowania spektroskopii réznicowego FT-IR ukazuja tylko waski
zakres uzyteczno$ci tej techniki spektroskopowej w badaniach receptorow biologicznych
ienzymow. Badania receptorow prowadzone obecnie sa niemal wylacznie w oparciu

o badania krystalograficzne, fluorescencyjne i réznicowy FT-IR.

6. Zastosowanie techniki RAIRS do badania cienkich warstw na powierzchni metali

Technika RAIRS (ang. Reflection Absorption Infrared Spectra) to technika refleksyjna
wykorzystujaca zjawisko zewngtrznego odbicia promieniowania. W technice tej wiazka
promieniowania podczerwonego pada na probke i odbija si¢ od niej, przy czym czgs¢
promieniowania jest pochlaniana przez probke w wyniku selektywnej absorpcji. Technika
RAIRS powszechnie wykorzystywana jest do badania cienkich warstw (filmow), czesto
osadzonych na powierzchni metalu [50.]

Technike¢ RAIRS zastosowano migdzy innymi w badaniach chemicznie
modyfikowanej powierzchni srebra oraz do badania oddziatywan pomigdzy cienka warstwa
powierzchniowq a kationami Li* [51].

Powierzchnie srebra modyfikowano poprzez reakcje =z 3-(trimetoksysililo)-
propantiolem (SIS1) badz 3-[tris-(2metoksyetoksy)sililo]-propanotiolem (SIS2). Typowe
widmo absorpcyjne FT-IR uzyskiwano po 2000 skandéw (Rys. 37).

Absorbance

a)

vl

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber [cm"]

Rysunek 37. Widma FT-IR: (a) transmisyjne widmo SIS1; (b) widmo odbiciowe SISI

zabsorbowanego na powierzchni Ag [51].
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Zmodyfikowana powierzchnia srebra zdolna byla do kompleksowania kationéw litu.
Proces kompleksowania kationow Li* przez zaabsorbowany na powierzchni srebra cienki film

SIS2 badany byt rowniez przy uzyciu techniki RAIRS (Rys.38).

Absorbance

a)
b) ™ N
I~

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

; -1
Wavenumber [cm™ |

Rysunek 38. Widma FT-IR (a) transmisyjne widmo SIS2; (b) widmo odbiciowe SIS2

zabsorbowanego na powierzchni Ag; (c) widmo odbiciowe SIS2 zabsorbowanego na

powierzchni Ag w obecnos$ci LiClO, [51].

Podzigkowania:
Praca naukowa finansowana ze srodkoéw na nauke w latach 2006-2008 jako projekt badawczy

rozwojowy nr R0O501601.
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Rozdzial 13

Techniki spektroskopii oscylacyjnej w analizie ugrupowan
chemicznych typu gosc¢-gospodarz. Teoria i eksperyment

Joanna Lojewska, Kamilla Matek, Leonard Proniewicz

Uniwersytet Jagiellonski, Wydzial Chemii, Ingardena 3, 30-060 Krakow

1. Wstep

Kluczem do projektowania uktadéow biosensorowych typu go§é-gospodarz jest nie tylko
poznanie ich struktury (wigzania, konformacje, symetria, krystaliczno$¢), lecz réwniez
zrozumienie  funkcji  poszczegdlnych — ugrupowan  molekularnych, ich  inter-
iintramolekularnych oddzialywan oraz mechanizmu ich tworzenia. Wspolczesna chemia
posiada caly szereg coraz to bardziej zaawansowanych do$wiadczalnych metod badawczych,
w tym metod spektroskopowych. Rownoczesnie osiagnigcia chemii kwantowej pozwalaja na
zastosowanie teoretycznych narzedzi przewidywan struktury. Dzigki nim mozna niekiedy
otrzyma¢ wynik szybciej i taniej niz to wymaga eksperyment. W ujeciu metodologicznym to
model moze stawia¢ pytania, na ktore odpowiada eksperyment. Tak zostal pomyslany uktad
rozdzialdéw w niniejszej pracy. Z drugiej strony ugrupowania typu gos¢-gospodarz badane sa
pod katem poszukiwania odpowiednich, cz¢sto nieinwazyjnych metod analiz lub diagnostyki,
jak w przypadku biosensoréw lub markeréw biologicznych!=.

Postep techniczny nie ominal rowniez metod spektroskopii oscylacyjnej (IR, Raman),
aw szczegblnosci spektroskopii ramanowskiej, gdzie praktycznie kazdy rok przynosi nowe,
przelomowe rozwiazania. w konstrukcji uktadow optycznych (np. lasery diodowe,
holograficzne filtry selektywne — holographic notch filters) i detekcyjnych (np. detektory
CCD — charge couple devices)™. Doprowadzito to do znacznego zwigkszenia czuto$ci
przyrzadow a w nastgpstwie dato mozliwos¢ rutynowego wykorzystania tej metody
w biochemicznych laboratoriach badawczych oraz laboratoriach przemystowych.

W rozwazaniach nad struktura zwiazkow supramolekularnych szerokie mozliwosci

otwiera jednoczesne zaangazowanie obu metod spektroskopowych podczerwieni (IR)
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iRamana (RS) Ze wzglgdu na wzajemnie dopelniajace sig¢ reguly wyboru obie metody
nazywane sa komplementarnymi®'®, poniewaz daja one dopelniajacy obraz struktury
i symetrii czasteczek. Mechanizm przej$¢ absorpcyjnych w podczerwieni oraz rozproszenia
ramanowskiego ilustruje Rysunek. 1.1. W przypadku spektroskopii IR niezerowy moment
przejécia absorpcyjnego dla drgan normalnych wystepuje wowczas, gdy z danym drganiem
zwiazana jest zmiana momentu dipolowego. W przypadku rozproszenia Ramana warto$¢
momentu przejscia uzalezniona jest od zmiany przynajmniej jednej skladowej tensora
polaryzowalnosci podczas drgania normalnego. O tym, czy dane drganie normalne bedzie
aktywne w podczerwieni czy w Ramanie decyduja zatem momenty dipolowe poszczegolnych
wigzan (trwate i indukowane), a takze symetria czasteczki. W okreslaniu symetrii czasteczek

i drgan z pomoca przychodzi teoria grup'’.

Rysunek 1.1. Poréwnanie mechanizméw absorpcji,
i fluorescencji.

rozpraszania promieniowania

W poréwnaniu z prostym mechanizmem absorpcji promieniowania IR, mechanizm
rozpraszania jest ztozony, chociaz oba zjawiska daja obraz struktury oscylacyjnej czasteczki
w tym samym zakresie czestosci (Rys. 1.1)"'®2 Procz rozpraszania elastycznego
(Reyleigh’a) obserwowane jest rozpraszanie nieelelastyczne, ktore generuje fotony
o czestosci mniejszej (Stokes) 1 wigkszej (anty-Stokes) od czgstosci promieniowania

wzbudzajacego, V., (zwykle laserowe z zakresu $wiatta widzialnego lub nadfioletu).

324



Towarzyszy temu tworzenie wirtualnych wzbudzonych stanéw elektronowych, ktore ulegaja
relaksacji z pobudzeniem standw oscylacyjnych (ekscytacja i deekscytacja) o czgstoScach
rownych réznicy pomigdzy czgstoScia promieniowania wzbudzajacego i rozproszonego.
Intensywnosci rozproszenia mozna okre$§li¢ wzorami otrzymany z obliczen kwantowo

mechanicznych w przyblizeniu harmonicznym:

I(Reyleigh) = o - Ejv, 1.1

1.2
I(Raman) = (d—“] 0B v, -vy)’
dq |,

gdzie: o - oznacza polaryzowalno$¢, Eo — wektor sktadowej elektrycznej promieniowania
wzbudzajacego, a Vo jego czgsto$é, Vi, - czgstosé przejscia ze stanu 1 do 2, Q — amplitude

drgania normalnego, q — wspoirzedna drgania normalnego.

Relacje pomiedzy intensywno$ciami rozproszenia sa nastepujace: I(Reyleigh)=10°-1(Stokes),
I(Stokes)>I(anty-Stokes). Ta druga relacja wynika z roéznicy w rozktadzie bolzmanowskim
obsadzen poziomow oscylacyjnych (w temperaturze pokojowej najbardziej obsadzonym
stanem jest stan podstawowym). Z tych powodéw w klasycznej spektroskopii Ramana
mierzone sa wiasnie linie stokesowskie. Jezeli energia promieniowania wzbudzajacego
odpowiada roznicy poziomoéw elektronowych w czasteczce obserwowany jest tak zwany
rezonansowy efekt Ramana (RR), o znacznie wigkszej intensywno$ci od stokesowskich
przej$é (rzedu 10°-10° razy)®. W istocie rozwo6j metod spektroskopii ramanowskiej to
zmagania o intensywnos$¢ sygnatu, zatem wzmocnienie dajace intensywnosci porownywalne
z intensywnosciami IR, jak w przypadku efektu RR jest znaczace. W tym kontekscie
podobnie doniostym odkryciem jest tak zwany powierzchniowy efekt wzmocnienia
ramanowskiego (Surface enmhanced Raman Scattering — SERS)". Zaleznie od warunkdw
eskperymentalnych wzmocnienia moga siegaé rzedu 10" razy. Przeszkoda w interpretacji
widm ramanowskich jest zjawisko fluorescencji, polegajacej na emisji promieniowania
o niejszej czgstosci od promieniowania wzbudzajacego podczas kaskadowej relaksacji
wzbudzonych stanow elektronowych bez zmiany ich multipletowosci. Fluorescencja
powoduje przestanianie stabych w stosunku do niej pasm ramanowskich i moze pojawiac sig
wowczas, gdy energia promieniowania wzbudzajacego pokrywa si¢ z réznicg poziomow
elektronowych grup fluoroforowych zawartych w badanym materiale, czgsto pochodzacych

od zanieczyszczen.
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Szczegdlowe rozwazania na temat intensywnosci i czgstosci przej$¢ IR i RS znajduja si¢
w dalszych rozdziatach dotyczacych modelowania widm. W oparciu o nie mozna przewidzie¢
wystgpowanie pasm w komplementarnych widmach otrzymanych omawianymi metodami.
Jako regule mozna przyjaé, ze pasma zwiazane z drganiami grup polarnych (OH, NH) sa
intensywne w widmach IR i na odwrét, pasma od drgan grup niepolarnych lub stabo
polarnych (rozciagajace C=C, C=N, N=N, C=C, C=N, N=N) sa intensywne w widmie
Ramana®. Wyjatkiem jest drganie grupy karbonylowej (C=0) bardzo aktywne w IR. Z kolei
drgania symetryczne rozciagajace (czasteczka trojatomowa) sa zwykle znacznie
intensywniejsze w widmach Ramana niz w IR, a drgania antysymetryczne przeciwnie. Jezeli
molekuta ma dodatkowo $rodek symetrii (CO,, benzen), wowczas wszystkie drgania aktywne
w IR (antysymetryczne) sa zabronione w widmie Ramana i odwrotnie. O czgstosci danego
drgania (np. C=0) decyduje lokalny potencjat lub inaczej otoczenie chemiczne, na ktore
sktadaja si¢: typ grupy (-HCO, -COOH itp.), wiazania wodorowe, grupy sasiadujace,
sprzezenie grup, formy izomeryczne, konformacje, naprgzenia w przypadku pierScieni
(aromatyczne lub sacharydowe) i wreszcie forma krystaliczna. Z tych powoddw interpretacja
widma i1 wlasciwe przypisanie pasm w zlozonych uktadach, jakimi moga by¢ sensory
molekularne,  jest  wlasciwie  niemozliwa  bez  wspomagania ze  strony
kwantowo-mechanicznych metod obliczeniowych.
O ile typowe oscylacyjne techniki spektroskopowe (MIR od middle, RS), pracujace
w zakresie czestosci od 400-4000 cm™ (Rys. 1.2), daja obraz podstawowych przej$¢ w postaci
harmonicznych wzbudzen drgan normalnych czasteczek, dobrze udokumentowanych
w tablicach korelacyjnych', spektroskopia w bliskiej podczerwieni (NIR) w zakresie
4000-14000 cm™ odzwierciedla przej$cia anharmoniczne w tym nadtony i tony kombinacyjne
(kombinacje przej$¢ podstawowych)'. Warto nadmieni¢, ze takie przejscia sa praktycznie
niewidoczne w widmach ramanowskich. Chociaz w zakresie NIR w widmach wystepuja tylko
pasma od drgan CH, NH i OH, to nie sa one proste w interpretacji z powodu mnogos$ci
rozmaitych kombinacji. Dodatkowa komplikacja jest to, ze intensywnoS$ci tych przej$¢ sa
stabsze anizeli intensywnosci przej$¢ w zakresie $redniej podczerwieni. Z drugiej jednak
strony prostota wykonania eksperymentu, zwlaszcza w poréwnaniu z metoda MIR, jest
kuszaca i sktania do stosowania metody NIR jako rutynowego narzedzia diagnostycznego
zwlaszcza w zastosowaniu do analizy ilo$ciowej'®. Z pomoca interpretacyjna przychodzi
chemometria z catym wachlarzem metod korelacyjnych, takich jak na przyktad analiza 2D,
analiza glownego komponentu (Principal Component Analysis, PCA), o czym bedzie mowa

w nast¢pnych rozdziatach.
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Szczegolne zastosowanie w analizie metaloorganicznych zwiazkéw koordynacyjnych oraz
analizie cial statych ma spektroskopia w dalekiej podczerwieni, a takze ostatnio rozwijana,
spektroskopia niskiej czestotliwosci THz, obejmujaca zakres az do 7.7 mm (1.2 ecm™)*",
W tym zakresie obserwuje si¢ drgania podsieci krystalicznych o wysokich indeksach
wspotczynnikow Millera, drgania torsyjne oraz drgania wigzan wodorowych. Spektroskopia
THz znalazla zastosowanie m.in. w analizie zwiazkéw organicznych o przeznaczeniu

farmaceutycznym®.
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Rysunek 1.2. Zakresy dhugosci fal stosowane w roznych metodach spektroskopii oscylacyjnej

W badaniach mechanizmow reakcji kroluje operando spectroscopy pozwalajaca na
sledzenie postgpu reakcji i dajaca wglad w produkty przejsciowe na rozmaitych $ciezkach
reakcyjnych. W biochemii szczegdlne zastosowanie maja metoda time-resolved oraz
powierzchniowego plazmonowego rezonansu (surface plasmon resonance), o czym bedzie

mowa w dalszych rozdziatach monografii.

2. Kwantowo-chemiczne modelowanie widm oscylacyjnych i wybranych wlasciwosci
fizukochemicznych

Rozwo6] metod kwantowo-chemicznych oraz techniki komputerowej pozwala na
szczegOlowe badania teoretyczne struktur elektronowych uktadéw molekularnych, a co za
tym idzie, na interpretacj¢ ich eksperymentalnie = zmierzonych  wlasciwosci
fizykochemicznych. Metody obliczeniowe staly si¢ wigc niezbednym narzedziem dla
zrozumienia struktury molekularnej i natury wiazan chemicznych. Dodatkowo wobec
rozpowszechnienia komercyjnych pakietow obliczeniowych, modelowanie struktury przestaje
by¢ domena teoretykéw i powoli wkracza jako rutynowe narzedzie w laboratoriach
badawczych, czgsto niestety stosowane bezkrytycznie w abstrakcji od pryncypiow.

Z powyzszych powodoéw celowym wydaje si¢ zebranie podstawowych zagadnien zwigzanych
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z modelowaniem widm oscylacyjnych dla tych sposrdd czytelnikéw, ktorych gléwna
dziedzing nie sa dyscypliny zwiazane z chemia kwantowa.

W wielu dziedzinach chemii, a w szczego6lnosci w badaniach spektroskopowych,
teoretyczne przyblizenia pozwalaja w pelni wyjasni¢ strukture badanych widm. Stopien
zaawansowania technik komputerowych pozwala juz na modelowanie uktadow sktadajacych
si¢ nawet z kilkuset atomow. Teoretycznie modelowa¢ mozna kazdy uklad: organiczny,
nieorganiczny, periodyczny (polimery, warstwy, ciala stale) czy tez zawierajacy jony metali
przejsciowych, w praktyce powaznym ograniczeniem pozostaje czas obliczen. Chemia
obliczeniowa pozwala na numeryczne modelowanie struktury molekularnej, reakcji
chemicznych czy tez wlasciwosci spektroskopowych w oparciu o podstawowe prawa fizyki.
Ogolnie obliczenia mozna sprowadzi¢ do trzech aspektow:

obliczenia warto$ci energii i wlasciwos$ci z nig zwiazanych,
znalezienia struktury o najnizszej wartosci energii - ,,optymalizacja geometrii” (pierwsza
pochodna energii wzgledem potozenia atomow),
obliczenia czestosci oscylacyjnych molekuly — ,rodzaj struktury zoptymalizowanej
geometrii” (druga pochodna energii wzgledem potozenia atomow).
Przystepujac do obliczen kwantowo-chemicznych nalezy zapoznaé si¢ z dostgpnymi
metodami obliczeniowymi, a przede wszystkim z ich ograniczeniami i stosowalno$cia do

badanych uktadow.

2.1. Przeglad metod kwantowych
Obecnie, najczegsciej stosowanymi metodami obliczeniowymi sa:
mechanika molekularna oparta na klasycznych prawach pol sitowych (prawa fizyki
klasycznej),

oraz te oparte na prawach mechaniki kwantowe;j:

« metody polempiryczne wykorzystujace, w celu uproszczenia obliczen, parametry
uzyskane z danych eksperymentalnych,

« metody ab initio oparte na réwnaniu Schrodingera: przyblizenie Hartree-Focka (HF),
teoria pertubacyjna Mollera-Plesseta (MP), teoria mieszania konfiguracji (ang.
Configuration Interaction, Cl), teoria sprzgzonych klasterow (ang. Coupled-Cluster
theory, CC),
metody teorii funkcjonatu gestosci DFT (ang. Density Functional Theory), gdzie funkcja
okreslajaca stan kwantowo-chemiczny ukladu molekularnego jest jego gestosc

elektronowa oparta na teoremacie Kohna-Schama.
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Ponizej, przedstawiono pokrétce podstawowe zalozenia najczgsciej stosowanych metod, czyli

ab initio 1 DFT.

2.1.1 Metody ab initio"**

W metodach ab initio (tac. od poczatku) nie korzystamy z danych do$wiadczalnych.
Punktem wyj$ciowym jest rownanie Schrodingera i warto$ci uniwersalnych statych (predkosé
$wiatta, masa i tadunek elektronu i jadra, stata Plancka) oraz wykorzystanie fundamentalnych
praw fizycznych. Niestety obliczenia tego typu sa bardzo czasochtonne.

I. Metoda Hartree-Focka — samouzgodnionego pola, SCF (Self Consistent Field).

Podstawowym postulatem mechaniki kwantowej jest istnienie funkcji falowej ¥ dajace;j
pelna informacje o dowolnym uktadzie. Jest to funkcja wspotrzednych przestrzennych
i wszystkich czastek tworzacych dany uklad molekularny. Rozwiazanie wieloelektronowego

réwnania Schrodingera (2.1) niezaleznego od czasu stanowi fundament tej metody:

HY = E¥ 2.1

gdzie A jest hamiltonianem molekularnym wyrazonym nastgpujacym rownaniem (2.2):

+V

el-N

+V

N-N

A=T,+V

el—el

+1, 22

a T, i T,operatorami energii kinetycznej elektronu i jadra; V, ,, V,_, i V.., operatorami
energii potencjalnej, kolejno: odpychania pomigdzy  elektronami, pomigdzy jadrami
iprzyciagania elektron — jadro. Natomiast E jest wartoscia wilasna (energia) danego
hamiltonianu.

Doktadne rozwiazanie wieloelektronowego rownania Schrédingera, jak do tej pory, jest
niemozliwe z matematycznego punktu widzenia, dlatego tez konieczne bylo wprowadzenie
odpowiedniego  przyblizenia, zwanego od nazwisk  tworcow, przyblizeniem
Borna-Openheimera. Polega ono na zatozeniu, iz predkos¢ ruchu jader jest znacznie mniejsza
od predkosci elektronow i stad mozna przyja¢, ze ruch tych ostatnich odbywa sig
przy niezmiennym potozeniu jader. Stad, jesli zmiana polozenia obu rodzajow czastek

(odpowiednio r, R dla elektronéw i jader) odbywa sig¢ niezaleznie, catkowita funkcja falowa

moze by¢ rozdzielona na cze$é elektronowa, ¥°'(r,|R|), i jadrowa, O(R), (2.3):

¥(r,R)=¥(r,

R‘) -O(R) 2.3
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W konsekwencji, prowadzi to do konieczno$ci rozwiazania jedynie elektronowego rownania
Schrodingera przy zatozonym potozeniu jader danego uktadu molekularnego.

Dla wszystkich mozliwych konfiguracji jadro-jadro otrzymuje si¢ F-wymiarowa
przestrzen Borna-Openheimera (F - liczba stopni swobody uktadu molekularnego) opisujaca
ruch jader w potencjale elektronéw, zwana tez powierzchnig energii potencjalnej (PES, ang.
Potential Energy Surface).

Innym postulatem mechaniki kwantowej, wykorzystywanym do otrzymania jak
najbardziej doktadnego rozwiazania rownania Schrodingera jest zasada wariacyjna. Zaktada
sig, iz warto$¢ spodziewana jakiejkolwiek funkcji falowej danego systemu molekularnego jest
zawsze rowna lub wigksza od dokladnej wartoéci energii jego stanu podstawowego.
W obliczeniach wariacyjnych zalozenie to stuzy jako swoisty test doktadno$ci otrzymanej
funkcji falowej. W praktyce odnosi si¢ to do przyblizenia postaci funkcji ¥ jako liniowej
kombinacji skonczonej liczby funkcji bazy i rozwiazania jej rOwnania wlasnego przy uzyciu
rownan sekularnych.

Niestety, metoda wariacyjna jest oparta na przyblizeniu jednoelektronowym, czyli
kazdy z elektronéw danego uktadu znajduje si¢ w usrednionym polu pozostaltych. W zwiazku
z tym, nieuwzgledniona jest energia korelacji. Ma to szczegélne znaczenie dla obliczen
wilasciwoséci zaleznych od odleglo$ci pomigdzy elektronami. W przypadku, gdy dana
wielko$¢ zalezy jedynie od catkowitego rozktadu tadunku elektronowego, wyniki uzyskane

metoda SCF sa doktadniejsze.

2.1.2 Metody post-SCF

Pomimo, iz energia korelacji stanowi jedynie okoto 1% energii catkowitej czasteczki,
to jej zaniedbanie prowadzi do niepoprawnego jakosciowego opisu badanego uktadu,
zwlaszcza w przypadku jondéw metali przejsciowych czy tez oddzialywania pomigdzy
molekutami. Do metod uwzgledniajacych ten problem naleza nastgpujace teorie: pertubacyjna
Mollera-Plesseta (MP), mieszania konfiguracji (CI) oraz sprzgzonych klasterow (CC).
W metodach tych wykorzystane sa spinorbitale Hartree-Focka i wyznaczniki Slatera.
W metodzie CI, do stanu podstawowego czasteczki opisanego przez HF dodaje si¢ funkcje
falowe angazujace pojedyncze lub podwojne wzbudzenia do orbitali wirtualnych (ang. Single
and Double CI). Mozliwe sa wzbudzenia wyzszego rzedu, ale zwigkszaja one w znaczny
stopniu czas obliczen. Natomiast podstawa metody CC jest fakt, iz wigksza czg§¢ korelacji
obserwuje si¢ dla par elektronow o przeciwnym rzucie spindw i zajmujacych ten sam orbital,
a nastgpnie uwzglednia si¢ korelacje¢ pomigdzy parami. Najszersze jednak zastosowanie

wséréd metod post-SCF znalazta metoda perturbacyjna Mollera-Plesseta (MP), w ktorej
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oddziatywanie migdzy elektronami jest traktowane jako zaburzenie. Wyniki metody HF sa
uzyte jako punkt wyjscia w rachunku zaburzen. Wykazano, iz energia korelacji jest suma
drugiej i wyzszych poprawek rézniacych si¢ od funkcji HF tym, Ze jeden lub wigcej orbitali
zastapiono orbitalami wirtualnymi. Metoda MP jest szczegélnie zalecana do modelowania

uktadow zawierajacych wiazania wodorowe.

2.1.3 Metoda teorii funkcjonatu ggstosci (DFT)232

Teoria funkcjonatu gestosci stata si¢ w ostatnich latach szeroko stosowanym narzedziem
w chemii kwantowej w poréwnaniu z tradycyjnymi metodami ab initio.
Jej zaletami sa wysoka doktadno$¢ i efektywnos¢ w badaniu struktur i wilasciwosci
wieloelektronowych  uktadow  molekularnych  oraz  uwzglednienie  oddzialywan
migdzyelektronowych, czyli energii wymiany i korelacji. Wada natomiast jest nie
uwzglednianie oddzialywania dyspersyjnego. Dodatkowo obliczenia DFT charakteryzuja si¢
niewielka czasochtonnoscia i poprawnie oddaja opis trudnych do modelowania metali czy tez
krysztatow.

Fundamentem tej metody jest teoremat Hohenberga-Kohna mowiacy, iz energia
N-elektronowego systemu molekularnego jest jednoznacznie zdefiniowana — bez

jakiegokolwiek przyblizenia — jako funkcja gestosci elektronowej® (2.4):
E =T o+ lel+y , lol+ E lpl 24

gdzie: Ta[p] opisuje energi¢ kinetyczna nieoddzialywujacych elektronéw, Ve.[p] energie
odpychania dwoch elektronow, Ve.n[p] energi¢ odpychania pomigdzy elektronem i jadrem,

a Exc[p] jest funkcjonatem wymienno-korelacyjnym.

Jednoelektronowe réwnania Kohna-Shama sa odpowiednikami rownan Hartree-Focka,
przy czym korzyScia tych rownan jest ich rzeczywista postaé. Rozwigzanie rownan
Kohna-Shama podlega rowniez zasadzie wariacyjnej mowiacej, 7ze energia stanu
podstawowego (E,) jest minimalng warto$cia funkcjonatu E.[p]. Podobnie rowniez jak dla
powyzej omawianych metod, przyjmuje si¢ przyblizenie Borna-Openheimera. Rownania
DFT, w przeciwienstwie do HF, opisuja doktadng energi¢ uktadu kwantowego, poniewaz
oddzialywania wymienno-korelacyjne sa bezposrednio zawarte, jako funkcjonaty
w hamiltonianie. Jednakze, podstawowym problem metodologii DFT jest brak doktadnego
matematycznego opisu cztonu wymienno-korelacyjnego, Exc[p]. To znaczy, ze jego warto$¢

musi by¢, przynajmniej czg§ciowo, wyrazona empirycznym przyblizeniem.
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Podstawowy opis funkcjonatu, LDA (ang. Local Density Approximation), opiera si¢ na
modelu jednorodnego gazu elektronowego. Takie przyblizenie oszacowuje jednak wartos$¢
energii wymiennej za nisko (az do 10%), co powoduje przewidywanie zbyt krotkich dtugosci
wigzan, a tym samym zbyt duzych warto$ci energii wigzania. Konieczne, wigc bylo
wprowadzenie pewnych poprawek oddajacych istnienie efektow nielokalnych. Najlepiej
rozwiazywaty ten problem poprawki gradientowe okres$lone w tzn. przyblizeniu rozwinigcia
gradientowego (GEA, ang. Gradient Expansion Approximation). Nastgpnie wprowadzono
potencjaty hybrydowe bedace znacznie lepszymi modelami funkcjonatow gestosci
korelacyjno-wymiennej, dzigki  wlaczeniu  dokladnej warto§ci Ex  otrzymanej
przy zastosowaniu metody Hartree-Focka. Wsroéd nich najlepsza zgodnos¢ obliczonych
parametréw fizykochemicznych z danymi eksperymentalnymi**?*** (a zwlaszcza z danymi
spektroskopowymi) znajduje sig¢ dla trojparametrowego potencjatu hybrydowego B3LYP*4,

Na potencjatl hybrydowy sktada si¢ 20% energii wymiennej HF i 80% energii
korelacyjnej obliczonej w przyblizeniu LDA. Funkcjonal ten mozna formulowad
W nastgpujacy sposob (2.5):

E. = E2' + a,(E}" — E)L(DA) + aXEﬁ88 +a.E" 2.5

xXc

Zawiera on czlon energii wymienno-korelacyjnej LDA (Ey.") i udziaty: (ao) roznicy miedzy

wymienng energia HF (E; ) i energia wymienng LDA (E;”), (ax) energii wymiennej
Beckego z poprawkami gradientowymi z 1988 r. oraz udziaty ac czlonu korelacyjnego Lee-
Yanga-Paara (E-"").
Opisane powyzej metody chemii obliczeniowe] sa zaimplementowane w wielu wolno
dostgpnych lub komercyjnych programach, wérdd ktérych najbardziej popularnymi sa:
GAUSSIAN® - komercyjny program rozwijany przez zespol pierwotnie kierowany przez
Johna Pople’a (Nobel 1998). Standardowy w chemii kwantowe;.
MOPAC?* — og6lnie dostepny program stosujacy rozne przyblizenia pétempiryczne.
GAMESS?” — og6lnie dostepny odpowiednik programu GAUSSTAN.
ADF (Amsterdam Density Functional)® — akademicki (odplatny) program uzywajacy
metody DFT.

2.1.4 Bazy funkcyjne®
Kazda metoda wymaga wstgpnego matematycznego opisu wygladu (stanu) czasteczki,
czyli bazy funkcyjnej. Jest to zbidr orbitali atomowych, ktérych liniowa kombinacja (LCAO

MO) stanowi zbior orbitali molekularnych. Baza minimalna sktada si¢ jedynie z tych orbitali,
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ktére sa obsadzone w stanach podstawowych odpowiednich atomoéw. Chcac otrzymaé

doktadniejsze orbitale, oddajace cechy ukladu jonowego lub posiadajace orbitale typu m,
nalezy zastosowaé baze¢ rozszerzona o funkcje polaryzacyjne (uwzgledniajace polaryzacje
orbitali atomowych) i dyfuzyjne (umozliwiajace zajmowanie przez elektrony wigkszych
obszaréw). Standartowymi bazami sa te oparte na funkcjach typu Gaussa: 3-21G, 6-31G
16-311G, ktére mozna rozszerzy¢ o dodatkowe funkcje polaryzacyjne i1 dyfuzyjne.
W przypadku obliczen dla jonow metali przejsciowych stosuje si¢ bazy oparte na przyblizeniu
efektywnego potencjatu rdzenia, ECP (ang. Effective Core Potential)®*. Jako rdzef traktuje
si¢ elektrony powlok wewngtrznych (orbitali rdzenia) ze wzgledu na ich znikomy udziat
w wigzaniu chemicznym.

Wyboér bazy i metody obliczeniowej jest zalezny od rodzaju badanego uktadu i jego
wielkosci, wyznaczanych wielkosci fizyko-chemicznych oraz mocy obliczeniowej
dostgpnego komputera. Nalezy jednak pamigtaé, iz koszt obliczen wzrasta nieliniowo z ilo$cia
elektronow w czasteczce. W zaleznosci od przyjgtej metody jest proporcjonalny
nawet do szdstej potegi ilosci elektronéw w uktadzie a dodatkowo zalezy od rozszerzenia

zastosowanej bazy funkcyjne;.

2.2 Wyznaczanie struktur réwnowagowych - ,,optymalizacja geometrii”
Zaleznos$¢ pomigdzy zmianag w wartosciach energii czasteczki a zmianami w jej
strukturze jest zilustrowane poprzez powierzchnig¢ energii potencjalnej (PES, ang. Potential

Energy Surface) (Rys. 2.1).
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Rysunek 2.1 Powierzchnia energii potencjalnej (PES)'®,

! wykonany przez P. Miskowca.
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Znajduja si¢ na niej punkty o najwyzszej energii w danym obszarze PES, czyli maksima
energetyczne. Jedno z nich, o najwyzszej wartosci energii dla calej PES, jest tak zwanym
maksimum globalnym. Jezeli czasteczka ma stabilne konformacje, to na powierzchni energii
potencjalnej pojawia si¢ roOwniez minima energetyczne. Jedno z nich, o najnizszej energii,
(minimum globalne) bedzie reprezentowalo najstabilniejsza geometri¢ molekuty. Na
powierzchni energii potencjalnej znajduja si¢ rowniez tak zwane punkty siodlowe.
Wyznaczaja one najbardziej prawdopodobne (o mozliwie najmniejszej warto$ci energii) stany
przejsciowe pomigdzy minimami energetycznymi (wykorzystywane sa w wyznaczaniu
sciezki reakcyjnej). Optymalizacja geometrii metodami teoretycznymi powinna prowadzi¢ do
osiggnigcia minimum globalnego, czyli rownowagowej geometrii molekuly. Niestety,
optymalizacja przy uzyciu dostgpnych algorytmow w programach kwantowo-chemicznych
nie zapewnia osiagnigcia minimum globalnego, a tylko minimalizuje energi¢ czasteczki oraz
jej gradienty energii. W konsekwencji, nie zawsze otrzymuje si¢ minimum globalne lub w
ogole nie otrzymuje si¢ jakiekolwiek minimum (gradienty energii w punkcie siodlowym sa
rowniez rowne zero). W zwiazku z tym, przeprowadza si¢ czgsto tak zwang analize
konformacyjna (lub tautomeryczna) dla danej czasteczki, czyli ,,przeszukanie” mozliwie
duzej czesci powierzchni PES i zlokalizowanie szeregu miniméw, co umozliwia wybranie
tego o najmniejszej wartoSci energii. Poszukiwanie stabilnych konformeréw zalezy
oczywiscie od struktury badanego uktadu i komplikuje si¢ w przypadku wystepowania
rotameroéw. W praktyce, badania tego typu ograniczone sa do obliczen PES dla maksymalnie
trzech zmiennych, t.j. wybranych parametréw geometrycznych. Dla zilustrowania problemu
podano ponizej wyniki obliczen dla molekuly sktadajacej sie z trzech pierscieni*! (Rys. 2.2),
dla ktorej badano zmiang energii w funkcji katow torsyjnych pomigdzy pierscieniami. W tym
przypadku, analiza PES jednoznacznie wskazuje, ze pierscienie sa wzajemnie koplanarne.
Nalezy jednak pamigtac, iz metody obliczeniowe bazuja na przyblizeniach i stad obarczone sa
btgdem. Jesli w badanej analizie konformacyjnej otrzymano kilka konformerow, ktorych
energia nie rozni si¢ wigcej niz o 10 kcal/mol, to nie mozna jednoznacznie stwierdzié, ktory z
nim reprezentuje strukturg rOwnowagowa.

Uzupelieniem tego typu obliczen jest teoretyczne wyznaczenie stalych réwnowag

h***, a nastepnie okreSlenie sktadu mieszaniny

konformacyjnych lub tautomerycznyc
konformacyjnej (tautomerycznej) w fazie gazowej. Stala rownowagi wyznacza si¢ wedtug
nastgpujacego rownania (2.6):

AG =-RT InKr 2.6
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gdzie: AG — réznica entalpii swobodnej dla reakcji przemiany konformeru (tautomeru) A

w konformer (tautomer) B; T — temperatura bezwzgledna; R — stala gazowa; Ky — stata
rownowagi, Kr = [B]/[A].

Dla uktadu, w ktorym istnieje wigcej niz jedna rownowaga mozna wyznaczy¢ sktad

mieszaniny przy uzyciu wyrazenia Kr i zatozenia, ze suma stgzen wszystkich form rowna sig

jednosci.
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“oum‘““‘ av

od o B.

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
kat torsyjny [stopnie]

Rysunek 2.2. Zaleznos¢ pomigdzy roznica energii i: A. wartoscia kata torsyjnego 1 (kat 1), B.
wartosciami obu katow torsyjnych (kat 11 2).

Znalezienie struktury w minimum energetycznym (warunek dla jej otrzymania opisany
jest w nastgpnym rozdziale) pozwala roéwniez na podanie warto$ci parametrow
geometrycznych, tj. dhugosci wiazan, katéw walencyjnych i katéw torsyjnych. Ich
poréwnanie z dostgpnymi danymi krystalograficznymi weryfikuje shuszno$¢ zalozonego
modelu strukturalnego lub umozliwia projektowanie molekularne. To ostatnie, pozwala na
przewidywanie struktury lub wlasciwosci fizykochemicznych zwigzkéw dotad nie

zsyntezowanych, co jest powszechnie stosowane w badaniach nad nowymi materiatami (n.p.
Leki).

2.3 Modelowanie widm absorpcyjnych w zakresie podczerwieni i rozproszenia Ramana
2.3.1 Obliczenia harmonicznych czg¢stosci oscylacyjnych

Obliczenie harmonicznych czgstoSci oscylacyjnych opiera si¢ na rozwigzaniu rownania
Schrodingera (2.7) w przyblizeniu Borna-Openheimera przy zalozeniu, ze konfiguracja
M jader dotyczy struktury w punkcie rownowagi (Rey), czyli znajdujacej si¢ w minimum
lokalnym lub globalnym PES'®:
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2.7

a=1 j=1

{ ZZZm T +U(R,..R, )}@(Rl...RM):EG)(Rl...RM)

gdzie R, j = 1,2,3 sa wspotrzednymi kartezjanskimi dla R,...Ry jader.

Zastapienie wspolrzednych kartezjanskich wspotrzgdnymi masowo-wazonymi prowadzi
do utworzenia macierzy statych silowych U=(uj) (macierzy Hessiana), bedacej macierza

drugich pochodnych potencjatu wzgledem tychze wspotrzednych (2.8):

2 2.8
w, =(mm,) " JUIR.-R,) ZI(QR;)}Q'RM)
o~ Pk

Jk
R=Req

gdzie m, 3 - masa atomu.

Diagonalizacja tej macierzy powoduje transformacj¢ wspotrzednych masowo-wazonych

(Xk) we wspotrzedne normalne (ang. modes), ktore zdefiniowane sg nastgpujaco (2.9):

3IM 2.9
Qj = Zujrk 'Xk

k=1
Oznaczaja one przemieszczenie si¢ atomow wzgledem polozenia rownowagowego, a wigc sa
opisem harmonicznej oscylacji. WartoSci wlasne macierzy stalych sitowych () sa

bezposrednio zwigzane z harmoniczna oscylacja, fj, poprzez zaleznosc¢ (2.10):

71 2.10
P

Y -

dajac w konsekwencji F = 3M — 5(6) oscylacyjnych stopni swobody (gdzie M jest liczba

atomow).

Wartosci wlasne A; lub czestosci f; stuza rowniez do charakteryzacji punktu
stacjonarnego na F wymiarowej powierzchni energetycznej Borna-Openheimera:
F pozytywnych czgstosci oznacza lokalne lub globalne minimum, czyli strukturg

rOwnowagowa,
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n urojonych czgstosci (n =1, 2, ..., F-1) oznacza punkt siodtowy n-tego rzgdu, przy czym
dla n = 1 istnieje stan przejsciowy

F urojonych czgstosci oznacza lokalne lub globalne maksimum, co nie ma jakiejkolwiek
interpretacji molekularne;.

Teoretyczne wartosci czgstoSci drgan oscylacyjnych, w poréwnaniu do danych
eksperymentalnych, obarczone sa bledem zaniedbania anharmoniczno$ci, niedoskonatosci baz
funkcyjnych i ograniczeniami zaimplementowanej w poszczego6lne metody (zwlaszcza dla
HF) energii korelacji. Dlatego tez, w analizie eksperymentalnych widm oscylacyjnych opartej
na poréwnaniu z otrzymanymi warto$ciami obliczonymi stosuje si¢ skalowanie tych
ostatnich. Mozna zastosowa¢ czynniki proponowane w literaturze* dla poszczegdlnych metod
i baz (na przyktad: fure.3160=0.8953, fesrvreiice=0.9614) lub tez wyznaczy¢ taki czynnik
z regresji liniowe]j zaleznosci migdzy eksperymentalnymi czgstosciami i dopasowanymi do
nich warto$ciami teoretycznymi. Zazwyczaj, ten ostatni pokrywa si¢ z zakresem
literaturowym.

Nalezy rowniez pamigta¢, ze obliczenia dotycza molekut izolowanych (w stanie
gazowym). Tak obliczone czgstosci oscylacyjne mozna bezposrednio poréwna¢ do danych
dos$wiadczalnych dla stanu gazowego lub wykonanych w matrycach gazu obojgtnego
(najczesciej argonu lub azotu). W przypadku widm oscylacyjnych wykonanych dla probek
w fazie skondensowanej znaczny wpltyw moga mie¢ sity migdzy- lub wewnatrzczasteczkowe,
a zwlaszcza wigzania wodorowe. Dlatego tez, przy modelowaniu widm oscylacyjnych
projektuje si¢ takie modele, ktore oddaja w miar¢ mozliwosci obecnos¢ tego typu

oddziatywania. W zalezno$ci od potrzeb, mozna rowniez uwzglgdni¢ czynnik temperaturowy.

2.3.2 Intensywno$¢ pasm w absorpcyjnym widmie w zakresie podczerwieni (IR)
Aby moglto pojawi¢ si¢ widmo w zakresie podczerwieni, wzbudzanie oscylacyjne
czasteczki musi zmienia¢ warto$¢ elektrycznego momentu dipolowego czasteczki. Czasteczka

nie musi by¢ przy tym trwatym dipolem. Wymagana jest jedynie zmiana momentu

oM,
aQ/.

pomigdzy dwoma stanami oscylacyjnymi, opisanymi przez funkcje falowe ¥, i W, jest

dipolowego®, We, W czasie drgania normalnego, Q: # 0 Intensywno$é, Tir, przejscia

proporcjonalna do kwadratu elementéow macierzowych operatora momentu dipolowego
2.11):
2 2.11

T,

I]R o< ‘ﬂ.\"ab +‘ll'ly,ab
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gdzie [ jest elementem macierzowym w calym elemencie objgtosciowym t (2.12):

= 2.12
o= [l W, (e

W przyblizeniu harmonicznym molowa integralna intensywno$¢ A; absorpcji w podczerwieni

jest wyrazona przez nastepujaca zaleznos¢*’ (2.13):

2 2.1
au, 3

ClY

J

4,=97486-g,-

gdzie A jest wyrazona w km/mol, a g oznacza degenaracjg j-tej oscylacji.

2.3.3 Intensywno$¢ pasm w widmie rozpraszania Ramana (RS)
Ogolna reguta wyboru®® dla oscylacyjnych przej$¢ ramanowskich wymaga,

oo
by w trakcie oscylacji, Qj, ulegla zmianie polaryzowalnos¢ czasteczki, Oy =#0

20,

Intensywno$¢ rozpraszania w efekcie ramanowskim jest proporcjonalna do kwadratu

elementéw macierzowych tensora polaryzowalnosci (2.14):

I o<t 2.14

xy,ab

W  zaleznosci od rodzaju eksperymentu ramanowskiego, intensywno$¢ jest
proporcjonalna do takiego kwadratu lub do liniowej kombinacji poszczegolnych elementéw
macierzowych. Analogicznie do macierzy momentu dipolowego, elementy macierzy tensora

polaryzowalno$ci mozna przedstawi¢ w nastepujacy sposob (2.15):

T 2.15
a.\'\',ab = J.\Pa (T)anlph(f)df

Dos$wiadczalnie zmierzona intensywno$¢!’ jest proporcjonalna do wielkosci S; zwanej

aktywnoscia wlasciwa rozproszenia ramanowskiego o czgstosci v;. Wiasdnie ten parametr jest
otrzymywany w trakcie obliczen kwantowo-chemicznych (program Gaussian) i nie jest

rownowazny intensywno$ci eksperymentalnego pasma ramanowskiego. Istnieje jednak
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zalezno$¢ pomigdzy aktywno$cia a intensywno$cia pozwalajaca dalej na otrzymanie

teoretycznych warto$ci intensywnos$ci pasm widma RS* (2.16):

2.1
I,.:10"2-(v0—vl.)4-l-RA(i) 6
V.

i

gdzie: RA(i) — teoretyczna aktywno$é rozproszenia Ramana (w A*/amu); v; — czesto$¢ drgania
normalnego i (w cm™); vo — linia wzbudzajacego lasera (w cm™); I — teoretyczna
intensywno$¢ rozproszenia Ramana (w jednostkach wzglednych). Podkreslenia wymaga fakt
wprowadzenia do tego wzoru eksperymentalnie uzytego §wiatla wzbudzajacego, co pozwala
na dokladniejsze modelowanie widma RS. Niestety ograniczeniem obliczen intensywnosci
ramanowskiej jest ich stosowalno$¢ do modelowania jedynie widm klasycznego efektu
rozpraszania a nie rezonansowego (RR) czy tez powierzchniowo wzmocnionego (SERS).
Aczkolwiek, sama obecno$¢ drgania oscylacyjnego przy danej czgsto$ci jest pomocna

W wyja$nianiu wzmocnienia intensywno$ci we wspomnianych technikach ramanowskich.

2.3.4 Rozklad energii potencjalnej drgan normalnych (PED)

Do kompletnego opisu widm oscylacyjnych potrzeba dokonaé przypisania
poszczegodlnych drgan do obecnych w widmie pasm. Drgania normalne molekuty klasyfikuje
si¢ wedlug zmiany dlugosci wiazania (drgania rozciagajace, ang. stretching mode), kata
walencyjnego (drgania zginajace, ang. bending mode) czy tez kata torsyjnego (drgania
torsyjne, ang. forsion mode). Ich jakosciowe i iloSciowe przypisanie do odpowiednich pasm
w widmie ma kluczowe znaczenie w wyznaczaniu struktury molekularnej i jej zmian na
skutek podstawienia, kompleksowania czy tez jakiejkolwiek modyfikacji strukturalnej. Aby
okresli¢, ktory z fragmentéw molekuty ulega ,,deformacji”, obserwuje si¢ zmiang potozenia
iintensywno$ci pasm pochodzacych od drgan dotyczacych tego fragmentu. Zwyczajowo,
przypisanie drgan przeprowadza si¢ na podstawie charakterystycznych czgstosci grupowych.
Jednakze, ten opis jest przyblizony. Rozklad energii potencjalnej (PED, ang. Potential Energy
Distribution) jest jedynym sposobem okreslenia ilo$ciowego wkiadu poszczegdlnych
wspotrzednych wewngetrznych (S) w drganiu normalnym (Q). Wspoétrzedne te powiazane sa
relacja S = LQ. W tym celu wkiad diagonalnej wartoSci macierzy statej sitowej danej
wspolrzednej wewnetrznej j w oscylacyjng warto$cia wlasna Ax moze by¢é wyrazony
procentowo w nastepujacy sposob® (2.17, 2.18):
cy :Ff;iLi'Hoo% 17

Jk
k
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W pierwszej definicji (2.17), wkiad diagonalnych elementow macierzy stalych
sifowych Fj jest bezposrednio porownany z warto$cia wiasng A«, co jest pewna wada tej
metody, gdyz suma poszczegolnych wktadow PED moze odbiega¢ od 100%. Ma to miejsce
w przypadku znacznych wartosci pozadiagonalnych elementow macierzy stalych sitowych.
Druga definicja (2.18) jest poprawiona wersja pierwszej poprzez zastosowania normalizacji
sumy diagonalnych wktadow. Obliczanie procentowego udzialu poszczegolnych
wspotrzednych normalnych w dane pasmo oscylacyjne stuzy do jego szczegdtowego opisu.
Zwykle, jesli warto§¢ %PED jednej ze wspotrzednych jest wigksza niz 50 %, uwaza sig, ze
ten rodzaj drgania jest charakterystyczny dla danej czestosci oscylacji. W innych
przypadkach, jesli udziat wielu drgan ma podobny wkiad w rozktad energii potencjalnej dane;j
wspotrzednej normalnej, okresla si¢ ja jako wspotrzedna ztozona.

Takie zatozenie jest zaimplementowane w opisie wspotrzednych wewngtrznych Pulay’a
i Fogarasi®. Poniewaz roblemem jest zdefiniowanie wspoOirzednych pierScieni wiecej niz

7-cztonowych, stad niekiedy nalezy postuzy¢ si¢ programami animujacymi drgania normalne.

2.4 Modelowanie wybranych wielkosci fizykochemicznych
2.4.1 Rozklad ladunkéw atomowych

Jedna z podstawowych wielkoséci interesujacych w chemii jest tadunek atomowy,
ktorego rozktad jest modyfikowany na skutek utworzenia wiazania chemicznego. A rodzaj
wigzania jest zdefiniowany poprzez rozklad ggstosci elektronowej. Stad, juz od wielu lat
chemicy opracowuja metody pozwalajace na iloSciowy opis tadunku atomowego. Problemem
jest jednak sposob podzielenia gestosci elektronowej na poszczegélne atomy molekuty, jesli
z definicji gegsto$¢ ta nie nalezy do zadnego z nich. Dlatego tez, dostgpne metody
wyznaczania tadunkoéw atomowych moga prowadzi¢ do réznorodnej charakterystyki wigzania
chemicznego. Najstarsza i najlepiej znana definicja tadunku atomowego jest analiza
populacyjna Mullikena®, bazujaca na sumowaniu wktadow do punktowego tadunku od
poszczegolnych orbitali atomowych. Wyniki jej zaleza od rodzaju uzytej metody i bazy
funkcyjnej 1 czesto nie oddaja fizycznego charakteru tadunku dla wielu zwiazkow
organicznych czy tez nieorganicznych. Innym podejsciem jest metoda AIM (ang. Afoms in
Molecules) opracowana przez Badera’'. Ladunki punktowe sa obliczane na podstawie ggstosci
elektronowej otrzymanej z funkcji falowej. Podstawa jest podzial gestosci elektronowe;j

w przestrzeni rzeczywistej wspolrzednych kartezjanskich uktadu na ,,baseny atomowe”.
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Metoda podaje kompletna i fizyczna informacj¢ o wiazaniu chemicznym, jest jednakze
ograniczona do wielkosci badanego uktadu i wymaga dtugiego czasu obliczeniowego.

W 1989 roku Ciostowski*®> zaproponowal nowa analiz¢ populacyjna GAPT (ang.
Generalized Atomic Polar Tensor). W metodzie tej tadunek na jadrze, Q*, jest zdefiniowany
jako pierwsza pochodna momentu dipolowego danego uktadu molekularnego wzgledem

wspotrzgdnych kartezjanskich (2.19).

o=t
Zaleta tej metody jest jej niezaleznos$¢ od typu ukladu wspodtrzednych, odzwierciedlenie
symetrii czasteczki oraz to, iz wyznaczone tadunki sumuja si¢ do catkowitego tadunku
badanego uktadu. Wartosci tadunkow otrzymanych ta metoda sa prawie niezalezne od uzytej
w obliczeniach bazy funkcyjnej i oddaja doktadniej ich fizyczny charakter. Obliczenia sa

szybkie i mozna stosowac je do dowolnie duzego uktadu molekularnego.

2.4.2 Aromatyczno$¢é

Nie ma watpliwosci, ze inng wielko$cia majaca fundamentalne znaczenie w chemii, jest
aromatyczno$¢. Stabilno$¢ pewnych struktur molekularnych i ich reaktywno$¢ jest czgsto
powiazana ze spadkiem lub wzrostem aromatyczno$ci. Pomimo braku jednoznacznej i jasnej
definicji tego terminu, jak i niemozno$ci doswiadczalnego wyznaczenia jego wielkosci,
opracowano kilka kryteriow pozwalajacych na teoretyczny jakosciowy opis aromatycznosci.
Delokalizacja elektronow 7 objawia si¢ przede wszystkim wyrownaniem dlugosci wigzan
aromatycznego uktadu, nietypowymi przesunigciami chemicznymi 1 stabilizacja
energetyczna. Stad tez, powstale dotad metody okreslajace wielko$¢ aromatycznosci oparte sa
na strukturalnych, magnetycznych i energetycznych kryteriach.

Najbardziej rozpowszechniong i efektywna metoda jest indeks aromatycznosci HOMA
(ang. Harmonic Oscillator Model of Aromaticity) opracowany przez Krygowskiego i

53,54

Kruszewskiego Miara aromatyczno$ci, wedtlug tego indeksu, jest suma kwadratow
odchylen dlugosci wiazan w rzeczywistym ukfadzie od dlugosci optymalnych,
charakterystycznych dla uktadu czysto aromatycznego (2.20):

2.20

o
HOMA =l—[;Z(RW —RI.)Z} =1- EN-GEO

gdzie: n — liczba wigzan; o — wspolczynniki normalizacyjne dobrane w taki sposob, aby

warto$¢ indeksu HOMA wynosila 1, jezeli zwiazek posiada aromatyczno$¢ taka jak benzen,
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oraz wynosi 0, jezeli aromatyczno$¢ jest taka, jak struktury Kekulego; Roy - optymalna
dlugos¢ dla danego typu wiazania potrzebna do osiagnigcia aromatycznego uktadu;

R;— dlugo$¢ wiazania w badanym uktadzie.

Indeks HOMA mozna rozdzieli¢ na dwie skladowe: energetyczng (EN) i geometryczng
(GEO). Sktadowa GEO opisuje zmiany w aromatyczno$ci (jej spadek) jedynie w zalezno$ci
od wzrostu zroznicowania dlugo$ci wiazan pomigdzy pojedynczymi i podwdjnymi. Czynnik
EN wywotuje zmiany w aromatycznos$ci (rowniez jej spadek) na skutek zwigkszenia $redniej
dhugosci wiazania. Obie sktadowe EN i GEO nie koreluja ze soba, co $wiadczy o tym, ze
istnieja dwie drogi dearomatyzacji. Aby uzyska¢ warto$¢ indeksu HOMA, mozna zastosowaé
dlugosci wiazan uzyskane w wyniku obliczen kwantowo-chemicznych, jak i z danych
krystalograficznych. Zaleta indeksu HOMA jest to, ze moze by¢ zastosowany do okre$lenia
aromatycznosci zarOwno catej czasteczki jak i rowniez tylko jej czesci.

Magnetyczne kryterium aromatyczno$ci jest oparte na indukowanym zewngtrznym
polem magnetycznym pradzie w pier§cieniu m-elektronowym. Szeroko stosowanym kryterium
magnetycznym jest indeks NICS (ang. Nucleus Independent Chemical Shift), zaproponowany

36 Jest zdefiniowany jako ujemna warto$¢ stalej

przez Schleyera i wspdtpracownikow
ekranowania w $rodku pierscienia, w pewnej odlegltosci nad S$rodkiem (najczgscie]
w odlegtosci 1 A) i w plaszczyznie nad pierscieniem. Nie ma okreslonego zakresu wartosci
aromatyczno$ci NICS. Przyjmuje sig, ze im bardziej ujemna warto$¢ NICS, tym bardziej
aromatyczny pierScien. Wada tej metody jest jej stosowalno$¢ jedynie do struktur
pierscieniowych, a wyniki zazwyczaj nie koreluja si¢ z indeksem HOMA. W praktyce,
obliczenia ograniczaja si¢ do wyznaczenia stalych ekranowania w wymienionych powyzej

punktach, ktore jednakze wymagaja zastosowania zaawansowanych metod i baz funkcyjnych.

Natomiast indeksy aromatyczno$ci oparte na wlasciwosciach energetycznych
wykorzystuja fakt, ze cykliczne zwiazki m-elektronowe sa stabilniejsze niz ich analogi
fancuchowe®’. Polegaja one na wyznaczeniu energii stabilizacji w sposob eksperymentalny
czy tez teoretyczny Jednakze, teoretyczne wyznaczenie tego typu energii jest ograniczone
wyborem prawidtowej struktury analogu tancuchowego i zalezno$cia otrzymanej wartosci

energii od wykorzystanej metody obliczeniowe;.

3. Wybrane techniki spektroskopii oscylacyjnej
Na temat technik spektroskopii oscylacyjnej napisano juz wiele tomow’***4°, Ponizsze
rozdziaty koncentrujg si¢ na technikach, ktére znajduja zastosowanie w badaniach zwigzkoéw

supramolekularnych i biosensorow.
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3.1 Fourierowskie czy dyspersyjne?

O ile fourierowskie spektrometry do podczerwieni (FTIR) sa obecnie standardem
w laboratoriach biochemicznych i farmaceutycznych®, spektrometry ramanowskie stosuje si¢
w uktadach dyspersyjnych (RS) i fourierowskich (FTR). Podstawowa réznica w budowie tych
ostatnich polega na =zastgpieniu monochromatoréow inrferometrami. W przypadku
spektrometrow FTIR zmiana ta w sposob oczywisty znacznie polepszyla czutosé
i rozdzielczo$¢ przyrzadow oraz zasadniczo skrocita czas analizy.

Istota dziatania spektrometréow typu FT, stosowanych nie tylko w spektroskopii
oscylacyjnej (takze UV/VIS, NMR), jest rozdzial czgstosci wiazki promieniowania poprzez
wprowadzenie zmiennej czasowej generowanej przez interferometr z ruchomym lustrem,
poruszajacym sig ze stala predkoscia (np. Michelsona), a nastgpnie transformacje uzyskanego
interferogramu do domeny czesto$ci przez zastosowanie transformaty Fouriera'®. Wobec
znacznie wolniejszego dziatania spektrometréw dyspersyjnych pojawia si¢ pytanie, dlaczego
ido jakich badan stosowane sg nadal w spektroskopii ramanowskiej. Ponizej podano pewne
wskazowki do rozstrzygnigcia tej kwestii. Szczegdly dotyczace rozwigzan stosowanych
w konstrukcji spektrometrow przekraczaja zakres tej monografii, a znalez¢ je mozna

w odno$niku’®.

3.1.1 Technika step-scan

Technika skanowania schodkowego (sfep—scan) jest modyfikacja klasycznej
spektroskopii fourierowskiej®!. W klasycznych spektrometrach FT przyrost roznicy drog
optycznych wiazek promieniowania w interferometrze zmienia si¢ liniowo w czasie (stata
predkos¢ lustra). Jezeli w dzialaniu interferometru Michelsona wprowadzi¢ innowacje,
polegajaca na zatrzymaniu lustra na krétki odcinek czasu, to skanowanie liniowe zast¢puje si¢
skanowaniem schodkowym. Jest to zasada dzialania step-scan. Technika ta pozwala
otrzymywaé¢ widma rozplecione w czasie (time-resolved) lub w fazie (phase-resolved)
w zaleznosci od tego czy widma rejestrowane sa bezposrednio w funkcji czasu, czy tez
dodatkowo modulowana jest droga optyczna w chwili zatrzymania lustra interferometru.
Technikg tg stosuje si¢ do badan nad mechanizmem i kinetyka szybkich reakcji, obok technik

rapid-scan czy probkowania stroboskopowego®.

3.2 Ze zrédia do detektora
3.2.1 Laser i czulo$¢ w rozproszeniu Ramana
Waznym zagadnieniem zwiazanym =z optymalizacja ukladu pomiarowego

w spektroskopii rozproszenia ramanowskiego jest wspolzawodnictwo pomigdzy czutoscia
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metody, dtugo$cia fali lasera i jego moca oraz fluorescencja. W zaleznosci od rodzaju
spodziewanych efektow w spektrometrach dyspersyjnych oraz mikroskopach ramanowskich
stosuje sig¢ lasery o roznej dtugosci fali poczawszy od ultrafioletu na bliskiej podczerwieni

skonczywszy (Rys. 3.1)

B
32311 e

HeNe
DPSS

A1) s
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liczba fajowa, kem™
]

energia, eV

Rysunek 3.1. Przyktadowe zrodta laserowe stosowane w spektrometrach dyspersyjnych

i mikroskopach ramanowskich

Jak wynika z rownan 1.2 i 2.16 intensywno$¢ klasycznego pasma ramanowskiego
ro$nie z czwartg potega czgstosci promieniowania wzbudzajacego (lasera). Wynika z tego, ze
im krotsze promieniowanie lasera tym wigksza czulo$§¢ przyrzadu. Jednak w zakresie
krotszych fal prawdopodobienstwo wystapienia fluorescencji zwigksza sig¢, co moze
catkowicie przestoni¢c w ten sposob wzmocniony sygnal. Aby uniknaé fluorescenci,
w przypadku badania rozwazanych uktadéw molekularnych, stosowane sa lasery z zakresy
bliskiej podczerwieni (np. laser diodowy 783 nm lub neodymowy Nd:YAG 1064 nm).
Pomimo matej spodziewanej czulosci wynikajacej z dlugosci fali lasera neodymowego,
zastosowanie uktadu fourierowskiego w spektrometrze czg$ciowo kompensuje t¢ stratg.
Szacuje si¢, ze wzmocnienie sygnatu w spektrometrach fourierowskich jest dwoch rzedow
wielko$ci w poréwnaniu ze spektrometrami dyspersyjnymi®. Z tych powodow lasery dajace

promieniowanie podczerwone sa zwykle stosowane w spektroskopii FTR.
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Jezeli linia lasera wzbudzajacego pasuje do roznicy poziomdéw ugrupowan
chromoforowych w czasteczkach (Rys. 1.1) uzyskuje si¢ znaczacy wzrost intensywnosci
sygnatu zwiazany z efektem rezonansowym®". Przej$cia w nadfiolecie i $wietle widzialnym to
zwykle przejscia typu n—n" pochodzace na przyktad od sprzezonych wiazan podwojnych lub
potrojnych w czasteczkach zwiazkow organicznych, od pierScieni aromatycznych, a takze
zwiazkow koordynacyjnych metali przejsciowych®. Efekt rezonansowy moze zatem shuzyé
do okreslania pewnych elementéw struktury czasteczki. Nalezy jednak liczy¢ si¢ wowczas
ztym, ze w widmie rezonansowym struktura oscylacyjna. z obszaru charakterystycznego
odcisku palca (finger prinf) nie bedzie widoczna z powodu matej wzglednej intensywnosci
pasm. Do pomiaru RR konieczne jest zastosowanie zrodet z mozliwoscia regulowania
dhugosci fali. W obszarze widzialnym stosowane sa lasery barwnikowe (tytanowo szafirowe)
w nadfiolecie — ekscimerowe. W przypadku przejs¢ niskoenergetycznych z zakresu bliskiej
podczerwieni stosuje si¢ lasery neodymowe.

Na intensywnos$¢ sygnatu, jak wynika ze wzoru 1.2 ma rowniez wplyw moc lasera.
Tym razem nalezy wzia¢ pod uwage, ze przy zwigkszaniu mocy istnieje ryzyko zniszczenia

probki lub pomiaru probki zdegradowane;.

3.2.2 Klasyczne i synchrotronowe Zrédla w spektroskopii IR

W klasycznych zastosowaniach spektroskopii IR wykorzystywane sa zrodta termiczne
(wlokna Nernsta, prety Globar SiC, spirale NiCr)**®. Przy rozwiazywaniu struktury
czasteczek w klasycznej spektroskopii lub przy sporzadzaniu wysokorozdzielczych map IR
zpomoca moze przyj$¢ synchrotronowe zroédto promieniowania®. Promieniowanie
synchrotronowe emitowane jest podczas przyspieszania elektronu w polu magnetycznym
akceleratora. W poréwnaniu z typowymi zrodtami charakteryzuje si¢ ono duza stabilnoscia,
jest koherentne, skolimowane i o duzej jasno$ci. Znacznie polepsza to stosunek sygnatu do
szumu w widmie w podczerwieni.

Chociaz w Polsce nie ma jeszcze dostgpnych zrodet synchrotronowych, to
wykorzystanie dostgpnych w Europie zrodet (np. w Grenoble, czy Triescie) jest obecnie juz

tylko kwestia przedtozenia sensownego projektu badawczego.

3.2.3 Zakres czgstosci a detektor

Zasadniczo detektory stosowane w spektroskopii oscylacyjnej mozna podzieli¢ na
dwie klasy: detektory termiczne i detektory fononowe®®. Nieztym, chociaz nie catkowicie
uniwersalnym parametrem stosowanym do pordwnania pracy detektorow jest parametr D",

ktory jest miara stosunku sygnatu do szumu (S/N):
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gdzie A oznacza powierzchnig detektora, a NEP (noise equivalent power lub noise power per
unit bandwith) okre$li¢ mozna jako stosunek wartosci skutecznej napigcia (lub pradu)
szum6éw do czuto$ci energetycznej detektora. Porownanie najbardziej typowych detektoréw

przedstawiono na Rysunku 3.2.

W detektorach termicznych rejestrowane zmiany temperatury sa proporcjonalne do
mocy promieniowania padajacego i w idealnym przypadku niezalezne od dilugosci fali.
Najbardziej typowym przyktadem jest detektor piroelektryczny DTGS (deuterated triglicyne
sulphate). Czulo$¢ tego detektora nie jest wysoka, o czym $wiadczy mata warto$¢ parametru
D", jednak pracuje on stabilnie w do$¢ szerokim zakresie diugoéci fal i nie wymaga
chlodzenia.

Podstawa dzialania detektorow fononowych z materiatow przewodnikowych lub
czesciej poOlprzewodnikowych jest efekt fotoelektryczny wywotany promieniowaniem
padajacym. W przypadku detektorow potprzewodnikowych elektrony okupujace pasmo
walencyjne przenoszone sa do pasma przewodnictwa przez obszar wzbroniony. Prad, ktorego
intensywno$¢ jest faktycznie mierzona, generowany moze by¢ przez zewngtrzng roznicg
potencjaléw lub wewngtrzna uzyskana poprzez zestawienie potprzewodnikdéw typu p i n
(zjawisko fotoelektryczne zewngtrzne lub wewngtrzne). Sygnal detektora fononowego rosnie
z dlugoscia padajacej fali, poniewaz wraz z nia roénie takze liczba fotonow w danym kwancie
energii, z ktorych kazdy jest w stanie przenies¢ jeden elektron do pasma przewodnictwa.
Wzrost nastgpuje do momentu osiagnigcia granicznej wartosci energii pomigdzy pasmem
walencyjnym (a dokladnie orbitalami najwyzej obsadzonymi HOMO) i pasmem
przewodnictwa (najnizej obsadzonymi orbitalami LUMO), kiedy to czulo§¢ detektora
gwaltownie spada. Do najpowszechniej stosowanych przedstawicieli tego typu detektoréw
naleza detektory germanowe (Ge), indowo-galowo-arsenowe (InGaAs), stosowane czgsto
w spektrometrach FTR oraz rtgciowo-kadmowo-tellurowe (HgCdTe lub MCT) stosowane
w spektrometrach FTIR. Wysoka czuto$¢ detektorow uzyskuje si¢ w stanie schtodzonym ze

wzgledu na korzystna zmiang obsadzenia populacji stanow.
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Rysunek 3.2 Poréwnanie czutosci i zakresoOw dziatania niektorych detektorow stosowanych
w spektroskopii oscylacyjnej. Detektor Ge: zalezno$¢ czuto$ci od temperatury detektora,

detektor MCT: zalezno$¢ czutosci i zakresu dziatania od sktadu (stosunku Hg:Cd)2.

Do nowej generacji detektoréw stosowanych w spektroskopii Ramana naleza
detektory matrycowe (array detectors), a w tym chtodzone detektory dzialajace w oparciu
o sprzgzenie tadunkowe (charge couple) oraz detektory fotodiodowe. Urzadzenia te dzigki
blokowej konstrukcji umozliwiaja detekcje wielu dtugosci fal w jednym czasie. Stosowane sg
zatem takze w kamerach jako analizatory obrazu i stad ich zastosowanie w mikroskopii
ramanowskiej i w podczerwieni.

Matryce CCD wykonywane sa jako wieloelementowe struktury w uktadzie liniowym
lub dwuwymiarowym. Podstawowym elementem takiej struktury jest kondensator MOS
(Metal Oxyd Semiconductor), w ktorym zachodza procesy detekcji promieniowania oraz
akumulacji powstajacych tadunkéw elektrycznych. Lancuchy kondensatoréw potaczonych
W ogniwa tworza rejestry przesuwajace, umozliwiajace transfer fadunkow spetniajacych role
nos$nikoéw informacji obrazowych. Wystepujace miedzy kolejnymi ogniwami kazdego rejestru

sprzgzenie tadunkowe ttumaczy nazwe Charge-Coupled Device.

3.2.4 Techniki przygotowania prébek (sampling techniques)
Techniki preparatyki probek sa opisane w wielu pozycjach®%, dlatego nie jest intencja
autorow powtarzanie tych szczegdélowych informacji. W rozdziale tym skoncentrowano si¢ na

opisie preparatyki ciat statych, w tym filmow, gdyz takie formy wystepuja w przypadku
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biosensorow i chipow analitycznych, oraz opisie cieczy, a w szczeg6lnosci roztworow
wodnych, ze zrozumiatych wzgledow zwiazanych ze specyfika uktadéw biologicznych.

Podstawowe informacje zestawiono w Tabeli 3.1.

Forma IR Raman
probki transmisja refleksja rozproszenie
Ciecz kuwety lub szkietka przystawki optyczne: kuwety ze szkla,
optyczne z materiatow probowki do NMR,
ZnSe, KBr, KRS5 «  ATR wielokrotne kapilary, itp.
odbicie

«  roztwor w oleju
mineralnym Nujol,

+  roztwor wodny
wymaga kuwety o
kroétkiej drodze
optycznej (2 um)

c. state uchwyty, komory przystawki optyczne: uchwyty na probki,
reakcyjne do pomiaréw swiattowody
in situ ze szkietkami « ATR jednokrotne «  proszki
optycznymi ZnSe, KBr, odbicie .+  pastylki
KRS5 . DRIFT

« IS (sfera integrujaca)
pastylki KBr, CsF

spreparowane cienkie
dyski
zawiesiny

cienkie warstwy

osadzane na dyskach
Si
Tabela 3.1. Techniki przygotowania probek w metodzie FTIR

Ogolnie rzecz ujmujac, spektroskopia ramanowska stawia niewielkie wymagania, co
do formy probek. Analiza przebiega w dwoch geometriach optycznych: pod katem prostym
lub w odbiciu wstecznym®’. Pierwsza geometria jest bardziej klopotliwa w uzyciu, gdyz
wymaga wigkszej manipulacji podczas zogniskowania wiagzki na probce i pozbycia sig
fluorescencji. Analizy rozproszenia ramanowskiego mozna wykonywa¢ w naczyniach
szklanych, gdyz przekrdj czynny rozproszenia Ramana dla jonéw krzemu jest niewielki.
Stwarza to takze mozliwo$¢ wykorzystania do analiz $wiattowodéw majacych ogromne
znaczenie w rozwoju niedestrukcyjnych i bezinwazyjnych technik analitycznych.

Ze wzgledu na mata przezroczysto$§¢ materiatdw w zakresie $redniej podczerwieni
MIR, stosowanie tej metody wymaga pewnego wysitku i pomystowosci w przygotowaniu

probek, szczegodlnie w trybie transmisyjnym zbierania widma. Praca w trybie odbiciowym
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zwigzana jest z kolei z konieczno$cia uzycia odpowiednich przystawek optycznych.
Z powodu niejednorodnosci powierzchni, roznicy we wspotczynnikach refrakcji na granicy
faz, czy tez obecnosci centrow rozproszenia (Rys. 3.3), odbiciu moga towarzyszy¢ dodatkowe
efekty optyczne, czgsto trudne do zdiagnozowania. Moga one prowadzi¢ do deformacji pasm.
W technice zewnetrznego odbicia (external reflection) na widmie moga pojawiaé sig
artefakty przypominajace widma roznicowe w miejscach, gdzie w widmie tramisyjnym
obserwowane s3 maksima absorpcji, Z kolei w technice rozproszonego odbicia (diffuse
reflectance) - znieksztalcenia pasm. Chociaz w przypadku dobrze zdefiniowanych
powierzchni efekty te mozna opisywa¢ matematycznie®, to jednak w rozwiazywaniu

struktury zwiazkow wciaz podstawowym narzgdziem wydaje si¢ technika transmisyjna.

Rysunek 3.3 Rodzaje odbi¢ w zaleznosci od rodzaju powierzchni prébek: a) odbicie
zewngtrzne, b) wielokrotne odbicie wewngtrzne, c) odbicie rozproszone. Parametry n, i n,

wspotczynniki refrakcji dla réznych faz.

3.2.5 Analiza cial stalych
Podstawowymi narzedziami do analizy powierzchni ciat statych w spektroskopii FTIR

sa przystawki odbiciowe: ATR (metoda catkowitego odbicia wewngtrznego, attenuated total
reflection), DRIFT (metoda rozproszonego odbicia, diffuse reflectance infrared fourier
transformed spectroscopy) 1 sfery integrujace. Ich zaleta jest to, ze nie wymagaja
dodatkowych czasochtonnych zabiegdw przy probkach. Dlatego chgtnie wykorzystywane sa
w laboratoriach. Materialy o rozwinigtej powierzchni (proszki) nadaja si¢ do analizy DRIFT
(Rys. 3.3. ¢). W tej metodzie rozproszone promieniowanie zbierane jest przez uklad luster
wklgstych i kierowane do detektora. Wada metody jest to, ze wzajemna intensywno$¢ pasm

zalezy od dyspersji powierzchni i stopnia jej niejednorodnosci. Bardziej powtarzalne
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ilosciowo wyniki otrzymuje si¢ za pomoca techniki catkowitego wewngtrznego odbicia ATR
(Rys. 3.3 b). W technice tej promieniowanie zrodta kierowane jest na element optyczny
wykonany z materiatu o duzym wspolczynniku zalamania $wiatta, ktory swa powierzchnia
przylega do powierzchni analizowanego materiatu. Swiatto wzbudzajace ulega zatamaniu,
a nastgpnie wewngtrznemu odbiciu od powierzchni wewngtrznej krysztatu, docierajac przy
tym do powierzchni probki.. Najbardziej popularnymi materiatami uzywanymi jako krysztaty
w ktorych nastgpuje wewngtrzne odbicie jest Ge, ZnSe i diament (wspolczynniki zalamania
swiatla kolejno 4.0, 2.4 i 2.4). Wzgledne intensywnosci pasm zaleza w tej metodzie od
czestosci promieniowania absorbowanego i rosna jej spadkiem®.

Dobrym, chociaz wciaz rzadko wykorzystywanym rozwiazaniem w spektroskopii
w podczerwieni do badan ciat stalych, jest metoda fotoakustyczna (Photoacustic

)>63. Dziatanie przystawki fotoakustycznej do spektrometrow FTIR polega

Spectroscopy, PAS
na wykorzystaniu fali dzwigkowej generowanej przez probke w nastgpstwie absorpcji
promieniowania IR. Relaksacja stanéw wzbudzonych nastgpujaca po absorpcji powoduje
ogrzanie probki. Rozchodzace si¢ ciepto w atmosferze kuwety wywotuje z kolei fluktuacje
cisnienia w komorze pomiarowej wypetnionej He i tym sposobem generuje fale dzwigkowa
detekowang przez czuty mikrofon. W poréwnaniu z metodami odbiciowymi metoda PAS nie
jest wrazliwa na dyspersje i niejednorodnos¢ powierzchni i szczegdlnie nadaje sig¢ dla probek
silnie absorbujacych promieniowanie podczerwone, dla ktorych klasyczna metoda nie daje
rezultatow. Mozna ja stosowaé do analiz warstwa po warstwie do wngtrza probek (depth
profiling).

Analiza ciat staltych metoda rozproszenia ramanowskiego nie wymaga czynnosci
przygotowawczych probek. Na uwage zastuguje jednak fakt, ze ze wzgledu na duza
przestrzenng rozdzielczo§¢ (w mikroskopii az >1 wm) objgto$¢ analizowana jest mata. Budzi
watpliwosci zatem, czy uzyskany obraz jest reprezentatywny dla calej probki’. Pewnym
rozwiazaniem tego problemu sa rotujace uchwyty, ktore umozliwiaja usrednienie widma przy
kolejnych skanach’. Z drugiej strony, warto rowniez zauwazy¢, ze intensywno$¢ sygnatu
ramanowskiego zalezy od wielko$ci ziaren probki ciala stalego. W przypadku probek
proszkowych mozna przyjac, ze intensywno$¢ nie zmienia si¢ zasadniczo, jezeli $rednica
ziarna jest wigksza od potrojonej dtugosci fali lasera®”. Zastosowanie spektrometrow FTR
z laserem z zakresu bliskiej podczerwieni (1064 nm) stawia z kolei wymagania, co do
grubosci probki (>1 mm). Wiasciwie wyklucza to zastosowanie tego typu spektrometrow do
badan cienkich filmow, co zostato opisane ponize;j.

Coraz wigksza popularnoécia w spektroskopii oscylacyjnej ciesza si¢ metody

mikroskopowe stosowane zarowno w zakresie MIR i NIR oraz w rozproszeniu ramanowskim.
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Metody mikroskopowe umozliwiaja osiagnigcie wysokich rozdzielczo$ci przestrzennych
(lateral spacial resolution: IR — > 10 um, Raman > 1 um w zaleznosci od lasera) na
powierzchni analizowanych materiatow, a dzigki wspotdziataniu z kamerami CCD pozwalaja
na precyzyjny wybor analizowanych obiektow mikroskopowych. Metody mikroskopowe
stosuje si¢ do tak zwanego mapowania powierzchni. Mapy spektroskopowe obrazuja rozktad
drgan od wybranego markera (np. grupy funkcyjnej) na powierzchni probki®.

Wyjatkowa technika mikroskopowa stosowana migdzy innymi w mikroskopii
ramanowskiej jest mikroskopia konfokalna. Koncept mikroskopii konfokalnej, w poréwnaniu
z klasyczna $wietlna-szerokiego pola, opiera si¢ na usunig¢ciu $wiatlta, ktore wpadlo do
obiektywu spoza plaszczyzny ogniskowania przy wejsciu do detektora. Przez zastosowanie
przestony z otworkiem, umieszczonej przed detektorem, usuwa si¢ takze wszelkie odbtyski
nie pochodzace bezposrednio z miejsca ogniskowania. Najwigksza zaleta tego rodzaju
mikroskopu, procz bardzo duzej rozdzielczoéci, a przy tym jasnosci i kontrastowosSci
obrazow, jest to, ze pozwala on na rejestrowanie obrazéw (optycznych i spektroskopowych)
cienkich warstw preparatu, czyli przekrojow optycznych badanych obiektow na réznych
glgbokosciach. Jest to tak zwana technika profilowania warstwa po warstwie w glab (depth
profiling),
czgsto§é-glebokose). Porownanie mozliwosci analitycznych mikroskopu konfokalnego oraz

co umozliwia tworzenie tréjwymiarowych widm obiektow (intensywnos$c-

FTR zaprezentowano w Tabeli 3.2.

nm/1064 nm)

mikroskop konfokalny Ramana | FT-Raman
zakres detekowanych czestosci | 10 do 9000 cm™! 50 do 3650 cm’!
lasery do wyboru w danej konfiguracji | gtéwnie 1064 nm
detektory Si, CCD Ge, InGaAs
czulos¢ detektorow duza InGaAs — mata
pomiar w podw. temperaturze | nawet >1000°C ponizej 250°C
pomiar roztworéw wodnych tak trudny, absorpcja §wiatta lasera
pomiar probek czarnych tak emisja
rozdzielczos¢ <1 um > 5 um
Fluorescencja mata przy laserach 785, 830 nm | mata
wzmocnienie sygnatu (785 3.5x Ix

Tabela 3.2. Poréwnanie metod ramanowskiej mikroskopii konfokalnej i fourierowskiej
spektroskopii ramanowskiej.
Realizacja marzen o podgladaniu przemian chemicznych w rzeczywistym czasie ich

przebiegu jest do$¢ szeroka dziedzina spektroskopii zwana operando spectroscopy. Do niej
zaliczana jest wspomniana juz wczesniej technika pomiarowa time-resolved (FT-TRIR),
niezastapiona w badaniach mechanizmow szybkich reakcji w skomplikowanych uktadach
biochemicznych (np. reakcji enzymatycznych w bialkach)®:. Metoda ta umozliwia $ledzenie

zachowania uktadu pod wplywem wprowadzonej fluktuacji i rejestracje zmian w postaci
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widm 3D (intensywno$¢, czgsto$é, czas). Detekowane czasy odpowiedzi uktadu moga siggad
nawet nanosekund, jak w przypadku techniki step-scan, krotsze czasy rzedu piko czy
femtosekund mozliwe sa do osiagnigcia w uktadach laserowych — bez interferometréw. Mniej
wyrafinowane, lecz takze uzyteczne w badaniach mechanizméw jest zastosowanie komor
temperaturowych umieszczanych w przestrzeni pomiarowej spektrometrow (FTIR, Raman).
Komory takie moga by¢ wyposazone w uklady dozowania i ewakuacji reagentow (np.
gazowych) umozliwiajac $ledzenie postgpu reakcji heterogenicznych (ciato stale-gaz/ciecz,

np. katalitycznych lub enzymatycznych)®™.

3.2.6 Analiza cienkich filmow

Pewnym wyzwaniem analitycznym w  spektroskopii  oscylacyjnej sa cienkie
(nanokompozytowe) filmy osadzane na powierzchni cial statych. Wsrdd technik
pomiarowych stosowanych w analizie wymieniane sa techniki zewngtrznego odbicia
(external reflection), elipsometryczne, czy tez powierzchniowy rezonans plazmonowy

(surface plasmon resonance)’™™

. Formalizm stosowany do opisu zjawisk optycznych
zachodzacych podczas odbicia zalezy od rodzaju powierzchni substratu (metal, niemetal) oraz
grubosci filmu. Zasadniczo dla rozmaitych materiatlow roznice wystgpuja w widmie
odbiciowym dla sktadowych s i p $§wiatla spolaryzowanego w zaleznosci od kata padania
wiazki, co ma wptyw na detekcje drgan prostopadtych i rownolegtych do powierzchni filmu”'.
Wiasciwosci te wykorzystywane sa w elipsometrii do wyznaczania sktadu, grubosci filmu,
jego parametréw optycznych, anizotropii optycznej i szorstko$ci powierzchni.

Szczegolne znaczenie w biochemii ma technika powierzchniowego rezonansu
plazmonowego (surface plasmon resonans)”. Plazmony powierzchniowe powstaja na
granicach faz o$rodkow roznigcych si¢ warto$ciami statych dieelektrycznych (dodatnie
powietrze/woda, ujemne metale np. Au, Ag, Ti, Cr). W opisie korpuskularnym sa hybryda
plazmy elektronowej i fotonu, w falowym — falg rozchodzaca si¢ réwnolegle do powierzchni
metalu na granicy faz. Plazmony zatem reprezentuja drgania gazu elektronowego w metalach
o czgstosciach optycznych (IR/VIS, a nanoczastkach metali szlachetnych UV/VIS). Rezonans
plazmonowy zachodzi w warstwie przypowierzchniowej metalu w wyniku jej oddziatywania
ze spolaryzowana wiazka padajaca, dajac wzmocnienie pasm rejestrowanego widma
osadzonego filmu. Technika umozliwia nie tylko identyfikacje zwiazkéw (DNA, biatka)
osadzanych na powierzchnie zlota lub srebra, ale rowniez S$ledzenie kinetyki reakcji.
Przyktadem moze by¢ wigzanie antyciala z antygenem lub oddzialywania biatka z DNA.
Technika rezonansu plazmonowego moze by¢ traktowana jako komplementarna w stosunku

do technik odbiciowych.
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3.2.7 Analiza roztworéw wodnych

Zmagania badaczy z problemem analizy roztworéw wodnych ilustruja prace™®.
Zaleta metody RS w poréwnaniu z FTIR jest mozliwo$¢ wykonywania analiz w roztworach
wodnych, poniewaz drgania polarnych grup OH sa stabo widoczne w widmie ramanowskim.
Ograniczeniem metody jest czulo$¢, co w praktyce pozwala na wykonywanie analiz dla
roztworéw o stezeniach nie mniejszych niz 0.1 mol/dm®. Sposobem na zwigkszenie czuto$ci
jest zaprzegnigceie techniki wzmocnienia powierzchniowego (SERS).

Idea SERS jest pomiar rozproszenia w ukladzie: czasteczka zaadsorbowana na

powierzchni substratu (sondy). Substratem dla adsorpcji moga by¢ elektrody (Ag, Au),
nanoczasteczki metali w roztworach koloidalnych Ilub specjalnie preparowane
powierzchniowe nanostruktury (np. metale powlekane polimerami lub odwrotnie). Niezwykte
wzmocnienie intensywnosci rozproszenia ramanowskiego w tej metodzie nie jest do konca
wyjasnione®>.  Opisywane sa dwa zrodla  wzmocnienia. Pierwsze  fizyczne
(elektromagnetyczne), zwiazane jest z tak zwanym efektem rezonansu powierzchniowych
plazmonéw, omoéwionym we wczesniejszym rozdziale, a drugie chemiczne - wynika ze
zwigkszonej polaryzowalno$ci chemisorbowanego uktadu czasteczek na powierzchni sondy.
Interesujacym  zastosowaniem SERS jest wuzycie immobilizowanych monowarstw
bioreceptorow (np. oligonukleotydy DNA lub przeciwciata) w diagnostyce medycznej® ™.
Ciekawym pomystem jest takze wykorzystanie markerow biochemicznych o wiasnosciach
SERS do znaczenia okres$lonej sekwencji DNA, jak réwniez czasteczek koloidalnych ztota
pokrytych przeciwciatami do detekowania antygenéw w roztworach wodnych. W tym $wietle
mozliwo$¢ wykorzystania spreparowanych powierzchni aktywnych w SERS do
otrzymywania nanosensorow narzuca si¢ w sposob oczywisty.
Istnieja rowniez sposoby na prowadzenie analiz roztworéw wodnych metoda IR.
W przypadku MID, moze to by¢ analiza wybranych pasm czasteczek sond wykazujacych
drgania poza zakresem drgan czasteczek H,O (3670, 1590, 3740 cm’) oraz wigzan
wodorowych (3400-3000 cm™), dajacych w roztworach szerokie maksima®. Warunkiem
uzyskania intensywnych pasm jest wykonanie pomiaru na krétkiej drodze optycznej (rzedu
kilku mikrometréw), z zastosowaniem szkietek optycznych lub przystawki ATR®. Pewne
mozliwo$ci manipulacji w widmie daje rowniez podstawienie izotopowe D,O33%,

Pomimo skomplikowanych widm jakie otrzymywane sa w zakresie NIR, technika
w bliskiej podczerwieni jest potgznym narzgdziem do badania roztworéw wodnych, co

zaprezentowano w nastgpnym rozdziale.
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3.3 NIR i chemometria

Tak szybki rozwdj metod spektroskopowych w bliskiej podczerwienie (NIR) nie bytby
mozliwy bez rozwoju metod obliczeniowych oraz postgpu technicznego w konstrukcji
komputerow. Efektywnym sposobem interpretacji ztozonych widm NIR, zar6wno ilo$ciowej
jak 1 jakosciowej, sa rozwiazania statystyczne oferowane przez chemometri¢. Chemometria
oparta na analizie multiwariancji' w ukladach wielosktadnikowych polega ona na
zastosowaniu prostej lub odwroconej macierzowej formy prawa Lamberta-Beera, do
kalibracji uktadu w oparciu o regresj¢ liniowa, jak np. czgsciowych najmniejszych kwadratow
odchylen (PLS, Partial Least Squares) lub regresje nieliniowe.

Chemometria ma zastosowanie réowniez do analizy jakosciowej widm NIR, ktora
moze lecz nie musi polega¢ na okreslaniu struktury oscylacyjnej czasteczek. Rzecz polega na
statystycznej klasteryzacji i klasyfikacji obiektow na widmie, okresleniu ich wzajemnych
relacji i w rezultacie zmniejszeniu wymiaru przestrzeni (liczby pasm), w ktorej analizujemy
widmo. Przestrzen taka moze by¢ interpretowana w domenie czgstosci lub domenie
faktorowej (factor space), jak to ma miejsce w metodzie analizy gtéwnego sktadnika (PCA,
Principal Component Analysis). W przypadku PCA redukcja wymiaru polega na
ortogonalizacji ukladu wspotrzednych wzgledem cechy widma wykazujacej najwigksza
wariancj¢ i okresleniu liniowej zalezno$ci pomigdzy sktadowymi wymiarami. Interpretacja
jako$ciowa sprowadza si¢ do ocena przynaleznoéci cechy do okreslonego klastera i jest oparta
na analizie odleglo$ci od klastera za pomoca metod LDA (Linear Discriminant Analysis) lub
PLS.

Interesujacym sposobem badania zaleznosci cech widma (np. intensywnos$ci) od
perturbacji w uktadzie wzgledem wybranego parametru (czas, temperatura, itp.) jest korelacja
2D. Proponowane jest kilka sposobow podejscia matematycznego do zagadnienia: uogolniona
korelacja 2D oraz statystyczna korelacja 2D.

W uogolnionej metodzie korelacji 2D¥ konstruowane sa widma wzgledem
wybranego parametru opisujacego relaksacj¢ uktadu. Konstrukcja widm polega na
transformowaniu widm w domenie czgstosci (lub dlugosci fali) i wybranego parametru (np.
czasu) do domeny czgstosci za pomoca transformaty Fouriera. Prowadzi to ostatecznie do

generacji rzeczywistej i urojonej czgséci sktadowych korelacji intensywnosci:

oo . 33
o(v,,v,) +i®(v,,v,) = J-YI (@) v:@)do
0

x

gdzie d(vi,v2) 1 W(Vvi,v2) sa rzeczywistymi i urojonymi sktadnikami widma 2D, Y —

transformata Fouriera widma wyjsciowego w domenie czgsto$ci (V) i czasu. Rzeczywista

354



czg$¢ opisuje tak zwane widmo synchroniczne (synchronous), ktére odzwierciedla
jednoczesne zmiany czgstosci (vi, Vv;). CzeSci urojona okre§lana jest jako widmo
asynchroniczne (asynchronous) i opisuje zmiany niejednoczesne lub sekwencyjne. Do zalet
metody 2D nalezy: podwyzszenie rozdzielczo$ci widma poprzez rozseparowanie pasm,
uproszczenie widma, przypisanie pasm i ich zmian wzgledem parametru fizycznego.

W metodzie statystycznej 2D korelowane sa cechy widma NIR i MIR uktadow,
w ktorych zmieniany jest sktad iloSciowy®. Mozna ja zatem okreli¢, jako niestrukturalng
metoda przypisania pasm w zakresie czgstosci NIR.

Metoda NIR przezywa obecnie rozkwit znajdujac szerokie zastosowanie w wielu
dziedzinach do analiz w skali laboratoryjnej i przemystowej. W czysto badawczej formule
wykorzystywana byla do analizy strukturalnej i modelowania wiasciwosci chemicznych i
fizycznych wody, wiazan wodorowych oraz biologicznie istotnych zwiazkow organicznych®.

Szereg zastosowan dotyczy diagnostyki medycznej i analiz klinicznych®'

zarowno jesli
chodzi o badania plynéw ustrojowych jak i zmian tkankowych. Szczeg6lnie intensywnie

rozwijane sa bezinwazyjne techniki diagnostyczne np. do analizy poziomu glukozy we krwi®.

4. Podsumowanie

Spektroskopia oscylacyjna oferuje caly wachlarz metod do analiz zwiazkow
supramolekularnych w uktadach receptorowych typu gosc¢-gospodarz. Sa to zarowno metody
obliczeniowe wykorzystujace modelowanie kwantowo-mechaniczne widm oscylacyjnych
i stuzace przewidywaniu struktury, a takze techniki pomiarowe dedykowane rozwigzaniu
konkretnych probleméw badawczych. Metody spektroskopii w podczerwieni oraz
rozproszenia ramanowskiego stosowane razem do analizy strukturalnej daja dopeiniajacy
obraz drgan czasteczek. Kazda z metod w oparciu o specyficzne rozwiazania optyczne
i konstrukcyjne stosowane w spektrometrach oraz zakres czuto$ci stuzy do opisu réznych
stopni organizacji molekut, ich wzajemnych oddzialywan, a takze okre§lania mechanizmow
tworzenia polaczen w badanych uktadach. Monografia stanowi przeglad wspodtczesnie
stosowanych metod chemii kwantowej do modelowania widm oscylacyjnych, a takze
przeglad nowoczesnych technik pomiarowych ze szczegdlnym uwzglednieniem analizy

powierzchni ciat statych, cienkich filmow oraz roztworow wodnych.
Podzi¢gkowania:

Praca naukowa finansowana ze srodkoéw na nauke w latach 2006-2008 jako projekt badawczy

rozwojowy nr R0O501601.
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Rozdzial 14

Skaningowa mikroskopia tunelowa zwiazkéw organicznych
Jan Milecki
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Wydziat Chemii, ul Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

1. Wprowadzenie

Skaningowa mikroskopia tunelowa (STM-Scanning Tunneling Microscopy) jest to
technika badawcza opracowana w latach 80-tych XX wieku w laboratorium IBM w Zurychu
przez Gerda Binninga i Heinricha Rohrera [1,2]. Jak wazne bylo to osiagnigcie §wiadczy fakt,
ze zaledwie 4 lata po opublikowaniu wynikéw swych doswiadczen badacze ci otrzymali
Nagrode Nobla w dziedzinie fizyki (1986).

Metoda zostata stworzona z mys$la o badaniu powierzchni ciat statych, zwlaszcza
bardzo gladkich powierzchni krysztalow metali. Material badany musi by¢ material Em
przewodzacym, co wynika z samej zasady dziatania STM. Technika ta daje mozliwos¢
badania pojedynczych atoméw 1 czasteczek z niespotykana dotad rozdzielczoscia
i doktadnoécia. Znalazta szerokie zastosowanie w badaniu materialdow metalicznych,
polprzewodnikow i katalizatorow[3,4]. Czasopisma naukowe 1 popularnonaukowe
opublikowaly szereg spektakularnych zdjeé, przedstawiajacych ,rzezby” i ,,obrazy” czy
napisy tworzone na powierzchni krysztalow z pojedynczych atomoéw. Jest to nie tylko
pouczajaca zabawa, ale i dowdd olbrzymiego potencjatu STM jako narzgdzia w nanostruktur

przez manipulacje poszczegdlnymi atomami lub czasteczkami.

2. Zasada dzialania STM
Badang probka moze by¢ tylko materiat przewodzacy. Nad powierzchnig takiej probki
umieszcza si¢ sonde o postaci bardzo ostrej igly (wykonanej z wolframu lub stopu iryd-

platyna). Koniuszek tej igly stanowi pojedynczy atom metalu. Wydaje si¢ nieprawdopodobne
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uzyskanie takiego ostrza, ale w rzeczywisto$ci, jezeli przetnie si¢ ostrym narze¢dziem cienki
drut pod katem ok. 45° a nastgpnie wytrawi jego koniec w odpowiednim roztworze
(najczesciej KOH), to o wiele prawdopodobniejsze jest uzyskanie na koncu takiej igly
jednego samotnego atomu wystajacego ponad otoczenie niz rownej plaszczyzny, ztozonej

z wielu atomow.

/'

Koniec igty idealnej Koniec igty rzeczywistej
Rysunek1. Utozenie atomo6w na koncu sondy STM

Ostrze to umieszcza si¢ bardzo blisko powierzchni probki, ale tak by jej nie dotykato.
Jezeli migdzy igle i probke przylozy sig napigcie, to nastapi przeskok elektronu migdzy
ostrzem a atomami probki. Nie oznacza to, ze roznica potencjalow migdzy probka a ostrzem
pozwala elektronowi na pokonanie przyciagania atomow metalu. Istota zjawiska jest zgota
inna i zwigzana ze zjawiskami kwantowymi. Jako ze odleglosci ostrza i probki jest bardzo
mata, rz¢du rozmiardw atomowych, mozliwe staja si¢ zjawiska nieobserwowane w $wiecie
makroskopowym. W omawianym przypadku zachodzi zjawisko tunelowania elektronu przez
barierg¢ potencjalu. Oznacza to przejscie elektronu od jednego atomu do drugiego, mimo, ze
roznica potencjatow jest znikoma i w opisie makroskopowym o rzedy wielko$ci zbyt mata by
nastapil przeskok elektronu wedhug klasycznego mechanizmu. Na tak mate odlegtosci nie jest
istotny fakt, ze przestrzen migdzy atomami pelni role izolatora, a dominujace staje si¢
znaczenie prawdopodobienstwa znalezienia si¢ elektronu po przeciwnej stronie bariery
potencjatu. Prawdopodobienstwo to ma istotng i realna warto$¢ jedynie przy bardzo matych
odleglto$ciach (wtasnie rzedu angstremo6w) i ze wzrostem dystansu bardzo szybko maleje,

aznim maleje i prad tunelowy. Do powstania tego pradu wystarcza przy tych matych
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odleglosciach napigcia rzgdu ulamkow wolta. Poniewaz prad towarzyszacy zjawisku
tunelowania zalezy wyktadniczo od odleglosci, przeto mierzac ten prad (a pomiar pradu jest
bodaj najlepiej opanowanym rodzajem pomiaru dokonywanym w technice) mierzymy
w istocie odlegtos¢ w skali rozmiaréw atomowych. Poniewaz prad bardzo mocno si¢ waha
z minimalnymi nawet zmianami dystansu migdzy atomami, to najczgiciej zjawisko
tunelowania elektronu zachodzi tylko migdzy dwoma atomami — konicem ostrza i tym atomem
powierzchni probki, ktory znajduje si¢ najblizej. Gdy bedziemy sig od tego atomu oddalac
(przesuwajac igle ,,w bok”, tzn. rownolegle do powierzchni), prad bedzie wyraznie malat, az
do momentu, gdy w zasiggu znajdzie si¢ nastgpny atom powierzchni badanej. Prad zacznie
wtedy ptynac w kierunku tego nastgpnego atomu, rosnagc w miarg zblizania si¢ do niego.
Zatem przesunigcie igly od jednego atomu do nastgpnego rejestrowane jest jako wyrazne
wahnigcie rejestrowanego pradu. W praktyce czegsciej wykonuje si¢ pomiar w ten sposob, ze
przesuwajac sonde w poziomie jednocze$nie zmienia si¢ jej wysokos¢ tak by prad byt staty.
Pionowe ruch sondy oddaja wigc ,,ziarnisto$¢” powierzchni, zliczajac poszczegdlne atomy,
ktore ja tworza.

Jest rzecz a jasna, ze tak precyzyjne oddanie budowy powierzchni wymaga bardzo
stabilnego mechanizmu zdolnego do doktadnego wykonywania niezwykle subtelnych ruchow,
niewrazliwego przy tym na zaklocenia (wstrzasy i wibracje). Realizowane to jest za pomoca
uchwytu piezoelektrycznego, w ktorym tkwi igta. Uchwyt ten ma mozliwo$¢ poruszania si¢ w
trzech prostopadtych kierunkach (dwoch poziomych i pionowym). Zwykle przemiata si¢
probke w jakim§ zadanym obszarze wedlug zalozonego schematu, ustalajac
w poszczegblnych punktach wysokos¢ igly tak by prad tunelowy miat stala wartosc.
Polozenie sondy jest rejestrowane i zapamigtywane przez komputer, ktory na koniec pomiaru
sporzadza ,,mapg” badanego odcinka powierzchni. Powierzchnia §ciany krysztalu badanego
przypomina w takiej rejestracji rowna wybrukowana plaszcz rzng, gdzie poszczegélne
,.kamienie” to atomy tej powierzchni. Wszelkie defekty powierzchni, inkluzje, nieregularno$ci
sieci krystalicznej itp. sq doskonale uwidocznione [5].

By unikna¢ zaklocen otoczenia, zardwno probka jak i uchwyt musza by¢, jak juz
wspomniano, niezwykle stabilnie zamontowane. Konieczne jest tez doskonate odizolowanie
od drgan. Istnicja obecnie systemy antywibracyjne, pozwalajace na umieszczanie aparatury
STM nawet na wyzszych pigtrach normalnych budynkow, jednak odpowiednie przygotowanie
miejsca pracy aparatu pozostaje bardzo istotnym zagadnieniem. W zasadzie mozna pomiaréw
dokonywa¢ wprost w powietrzu lub nawet, gdy probka jest zanurzona w cieczy, ale zwykle

pomiary STM wykonywane sag w wysokiej prozni, co pozwala unikna¢ zanieczyszczen, ktore

365



swobodnie dyfundujac w powietrzu lub cieczy (nawet bardzo czystej) moglyby znacznie
utrudni¢ rejestracje rzeczywistego obrazu powierzchni.

Typowe wielkosci pradu tunelowego to 0,1 — 10 nA (nanoamperoéw), co wymaga
odpowiednio czutego i stabilnego uktadu detekcji. Jezeli materiat probki stanowi nie czysty
metal (pierwiastek) ale zbudowany jest on z réoznych atomoéw, mozemy rozpoznaé, z jakim
pierwiastkiem sonda w danym momencie oddzialuje. Poniewaz prad tunelowy silnie zalezy
nie tylko od odlegloéci, ale i od tego jak silnie atom pierwiastka wiaze elektrony, mozliwe jest
ich rozroznienie na podstawie wielkosci pradu. Powstala ,,mapa” obrazuje nie tylko ksztalt
powierzchni, ale i to, jak rozmieszczone sa atomy pierwiastkow tworzacych badany materiat.
Ma to olbrzymie znaczenia w badaniu np. centrow aktywnych katalizatorow.

Taka ,,bierna” obserwacja nie jest jedynym sposobem zastosowania STM. Podczas
skanowania migdzy igla a probka przylozone jest niewielkie napigcie, ponizej 1V. Jezeli to
napigcie si¢ zwigkszy, oddzialywanie pola elektrycznego na atom, z ktorym aktualnie igta ma
kontakt” moze spowodowaé, ze atom ten zmieni swoje polozenie. Moze zosta¢ albo
odepchnigty, albo przeciagnigty w inne miejsce powierzchni [6,7], albo tez moze oderwac sig
od powierzchni i ,,przyklei¢ si¢” do konca igly [8] (tzn. potencjat przyciagania igly staje si¢

wigkszy niz oddzialywanie z atomami probki).

Rysunek 2. Kolejne etapy przemieszczania atomow zelaza zaadsorbowanych na powierzchni
miedzi. Koncentryczne kregi wewnatrz to fala stojaca rozproszonych elektronow metalu [10].
[Reprodukcja z: Physics Today 46, 17-19 (1993)]
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Po przesunigciu igly z zaadsorbowanym atomem w inne miejsce i odwrdceniu
potencjatu oderwany poprzednio atom opuszcza igl¢ i na powr6t wiaze si¢ z powierzchnia
probki. Zostaje w ten sposob przeniesiony w sposob kontrolowany z jednego miejsca w inne.
Skaningowy mikroskop tunelowy staje si¢ w ten sposob narzgdziem do ,,0brobki” materiatow
na poziomie molekularnym. Umozliwia to tworzenie produktow nalezacych do dziedziny
nanotechnologii. Tak wlasnie powstaly spektakularne ,,0brazy”, przedstawiajace np.
logoIBM, japonskie hieroglify oznaczajace ,,atom”, czy bardziej praktyczne produkty: ciagi

atomow zdolne do przekazania informacji z jednego miejsca powierzchni do innego [9].

3. Zastosowania do czasteczek organicznych

Rozwijajac badania nad STM przekonano sig, ze metoda ta moze stuzy¢ nie tylko do
manipulowania zaadsorbowanymi czasteczkami zwiazkoéw przewodzacych, ale nadaje si¢
rowniez do czasteczek organicznych[4, 11]. Obserwacje matych czasteczek takich jak np. CO
prowadzono od dawna[5,12], ale ostatnio notuje si¢ ogromne zainteresowanie tworzeniem na
powierzchni krysztatow struktur zbudowanych z wigkszych czasteczek organicznych
Molekularne przetaczniki, uktady logiczne, silniki, przewodniki pradu byly od dawna
przedmiotem projektow, ktore w duzej mierze mialy charakter futurystyczny. Mozliwos¢
manipulowania pojedynczymi czasteczkami pozwala przej$¢ od wizji do realnych obiektow
umozliwiajacych sprawdzenie i doskonalenie teoretycznych zatozen.

Do przemieszczania czasteczek na powierzchni krysztaln mozna wykorzystywaé
zardbwno odpychanie czasteczki przez igle jak i jej przyciaganie (zaleznie od przylozonego
potencjatu). Niekiedy wykorzystuje si¢ zjawisko zwigkszenia energii wibracyjnej czasteczki.
Jest to rownowazne ze zwigkszeniem temperatury nie calej probki, ale jedynie tej wybranej
czasteczki. Poniewaz dyfuzja zaadsorbowanych czasteczek wymaga odpowiedniej
temperatury, to zwigkszenie energii wibracji powoduje, ze wzbudzona czasteczka dyfunduje
(moéwiac obrazowo ,,petza”) po powierzchni krysztalu. Jezeli odpowiednio dobierze sig
temperaturg eksperymentu, to pozostale, niewzbudzone czasteczki beda pozostawaly na
miejscu, bo ich energia bedzie zbyt mata, by dyfuzja mogta zachodzi¢. Mozna ta droga
wykonywac ,,$ciezki” w monowarstwie zaadsorbowanych czasteczek.

W odréoznieniu od atomow, czasteczki posiadaja wigcej stopni swobody. Do ich
doktadnego opisu nie wystarczy znajomos$¢ lokalizacji, ale takze ich konformacji oraz
orientacji wzgledem powierzchni [13] (czy przywieraja do krysztatu swa ,,gérna” czy ,,dolng”
strong). STM daje unikalng mozliwos$¢ studiowania poziomow energetycznych pojedynczej

czasteczki w stanie zaadsorbowanym.
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Czgsto konformacja czasteczki ulega zmianie przy wzbudzeniu metoda STM.
Czasteczka organiczna o odmiennej konformacji jest zwykle gorzej dopasowana do struktury
powierzchni, przez co powierzchnia wiaze ja znacznie stabiej. Konsekwencja tego jest duzo
wigksza swoboda poruszania si¢ (desorpcji) [14] tej wzbudzonej czasteczki. Istotnym
zjawiskiem towarzyszacym temu procesowi jest znaczna (o kilka rzgdow wielko$ci) zmiana
przewodnoS$ci tunelowania [15], co pozwala konstruowaé molekularne przetaczniki i co za

tym idzie uktady elektroniczne o rozmiarach czasteczkowych.

4. Adsorpceyjne modyfikowanie powierzchni krysztahu.

Podczas procesu adsorpcji nie tylko adsorbowana czasteczka ulega deformacji
i zmienia si¢ struktura elektronowa jej powloki walencyjnej, ale réwniez adsorbowana
czasteczka wptywa na powierzchni¢ krysztatu z ktérym oddziatuje [4, 16]. Wiazania migdzy
atomami metalu znajdujacymi si¢ bezposrednio pod zaadsorbowana czasteczka organiczna
moga zosta¢ zerwane, a atomy metalu zmieni¢ swa lokalizacj¢. Wielka liczbg danych zebrano
badajac adsorpcje tzw zwiazkéw Landera [17], poliaromatycznych struktur bogatych

w elektrony.

Becseens IS eels

Rysunek 3. Zwiazki Landera: a. pojedynczy zwiazek Landera (SL), b. ,,reaktywny”
zwigzek Landera (RL), c. fiolet Landera (VL), d. zwiazek Landera z podstawnikami
dystansujacymi (HtBC)

Nalezacy do tej klasy zwiazek poliaromatyczny, heksa-t- butylodekacyklen (HtBC)
adsorbuje si¢ na powierzchni krysztalu miedzi, przy czym jego czasteczki organizuja si¢ w
podwojne szeregi, utrzymywane przez stabe oddzialywania van der Waalsa (3,5-

di-t-butylowe podstawniki dystansujace, tzw. ,,nogi” nie pozwalaja na bliski kontakt orbitali
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elektronowych rdzenia aromatycznego i metalu) [18]. Jezeli za pomoca sondy STM usunie sig
te zaadsorbowane czasteczki, to mozna dostrzec ich ,,$lady”, pozostawione na powierzchni
krysztatu. Odciski czasteczek HtBDC sa, jak si¢ okazato, asymetryczne [19] i ponadto przy
delikatnym podgrzaniu maja tendencje do powielania si¢ wzdluz i wszerz powierzchni
krysztalu, co prowadzi do powstania rozlegtych domen o powierzchni chiralnie
zmodyfikowanej. Nietrudno dostrzec, ze jest to potencjalnie doskonata droga do
otrzymywania chiralnych katalizatoréw metalicznych.

Jezeli na powierzchni metalu zaadsorbuje si¢ taka liczbe czasteczek HtBDC, ze
pozostawi si¢ miejsce na swobodna migracje, to w temperaturze pokojowej beda one
migrowa¢ w kierunku krawedzi uskokow $cian krysztatu. Po ochtodzeniu do ok. 150K ta
migracja zamiera i czasteczki nie sa w stanie opusci¢ miejsc, w ktorych si¢ znajduja, Mozna je
natomiast usuna¢ dziatajac sonda STM. Czasteczki HtBDC by zwiaza¢ si¢ adsorpcyjnie
z powierzchnia krysztalu musza przyja¢ naprezona konformacje. Podczas odrywania
czasteczek powracaja one do niskoenergetycznej, nienaprgzonej konformacji. Energia tych
zmian okazala si¢ wystarczajaca by przemie$ci¢ atomy miedzi lezace pod manipulowang
czasteczka 1 pozostawita charakterystyczne nanostruktury o wymiarach 2x7 atoméw Cu [4].
Zatem czasteczka organiczna spetnia tu rolg formy, albo raczej stempla, pozostawiajacego na
powierzchni swoj $lad. Odmienne czasteczki pozostawiaja odmienne $lady, co by¢é moze
pozwoli na swobodne projektowanie ugrupowan atomow, jakie da si¢ wytworzy¢ na
powierzchni metalu. Nie jest konieczne zmudne przemieszczanie pojedynczych atomow
metalu, wystarczy zamiast tego manipulowanie jedna wigksza czasteczka organiczna, by
ulozyla ona caly zespot atomoéw stosownie do swego ksztattu. Badajac adsorpcjg i usuwanie
za pomoca STM réznych zwiazkdéw z grupy poliaromatow Landera rzeczywiscie stwierdzono,
ze zaleznie od rozmiar6w rdzenia m-elektronowego czasteczki zmienia si¢ ksztalt

pozostawionej nanostruktury na powierzchni metalu.

5. Reakcje chemiczne pojedynczych czasteczek zaadsorbowanych na powierzchni.
Przekazujac energi¢ od sondy STM do czasteczki, mozna poprzez odpowiednie
dobranie napigcia dopasowaé te energi¢ do drgan wibracyjnych poszczegélnych wiazan
obecnych w czasteczce. Wiazania te mozna wzbudzi¢ do tego stopnia, ze ulegna rozerwaniu.
Jest to prosty sposob wytworzenia w wybranym migjscu powierzchni zaadsorbowanego
wolego rodnika. Mozna réwniez, wytwarzajac rodniki w czasteczkach zaadsorbowanych
odpowiednio blisko siebie powodowaé reakcje migdzy tymi czasteczkami. Przykladowe

syntezy wykonane na powierzchni metalu to tworzenie karbonylkéw [20], dehydrogenacja
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trans-butenu-2 do 1,3-butadienu [21] lub reakcja Ullmana (tworzenie bifenyli, katalizowane
miedzia) [22]. Interesujacy jest fakt, ze reakcje¢ t¢ mozna bylo prowadzi¢ etapami. Najpierw
oderwano atom jodu od jodobenzenu, Tworzac rodnik fenylowy, a nastgpnie po zblizeniu do
siebie dwoch takich rodnikow i zorientowaniu ich tak, by niesmarowane elektrony znalazty

sig blisko siebie, uzyskano czasteczke bifenylu .

6. Podsumowanie

Jak wynika z tego krotkiego przegladu, STM pozwala na studiowanie wiasciwosci
pojedynczych czasteczek w stanie zaadsorbowanym, przy czym uzyskiwane dane dotycza
jasno okreslonej sytuacji, w jakiej si¢ czasteczka znajduje. Nie operujemy usrednionymi
wlasciwosciami zbioru czasteczek, ale obserwujemy konkretng czasteczkeg, badajac jej
oddzialywania elektronowe z powierzchnia, zmiany konformacyjne, modyfikacje poziomoéw
energetycznych wywotane adsorpcja itd. pozwala to o wiele glgbiej i doktadniej wnikaé
w mechanizm procesow katalitycznych.

Inng bezcenng cecha STM jest mozliwos¢ nie tylko syntetyzowania zwigzkoéw
chemicznych metodami tradycyjnymi, ale i budowania wieloatomowych struktur o zadanych
ksztattach, wlasciwosciach elektronowych, zdolnych do speliania roli ,maszyn

molekularnych”.
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Rozdzial 15

Zastosowanie metod kinetycznych w badaniach reakcji
kompleksowania w uktadach gosé¢-gospodarz

Bogustawa tgska, Grzegorz Schroeder

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

W 1967 roku amerykanski chemik C. Pedersen [1] stwierdzil, Ze otrzymane przez
niego etery koronowe tworza trwale kompleksy z kationami metali alkalicznych i ziem
alkalicznych. Zwiazki te charakteryzowaly si¢ tym, iz posiadaty niezwykte wilasciwosci
rozpuszczania zwiazkéw jonowych, soli nieorganicznych w rozpuszczalnikach niepolarnych,
takich jak: benzen, heksan, czy tetrahydrofuran. Prace C. Pedersena oraz opublikowane przez
J. Lehn’a i D. Cram’a [2-4] daly poczatek nowemu dziatowi chemii zajmujacego si¢ uktadami
makrocyklicznymi — dzi$ okre§lanego jako chemia supramolekularna.

Kinetyke procesow chemicznych, w tym powstawania kompleksow goséc¢-gospodarz,

analizuje si¢ w oparciu o rézne modele mechanizméw reakcji chemicznych [5]. Okreslenie

statych szybkosci reakcji i parametrow aktywacji (AHZ, AS*, AG?) dla otrzymywania
kompleksow typu gos¢-gospodarz w roztworach dostarcza zasadniczych, bardzo istotnych
informacji o tych systemach [6-12].

Ogolne rownanie reakcji procesu kompleksowania przedstawia si¢ nast¢pujaco:

n+

M+ L ‘%MLM
d (n

gdzie: M™ - jon metalu; L - ligand, ML™ - kompleks, k¢ — stata szybkosci reakcji

kompleksowania, a kq — stata szybkos$ci reakcji dysocjacji kompleksu.
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Eigen i Winkler [13] zaproponowali szczeg6lowy, wieloetapowy mechanizm procesu
kompleksowania czasteczek gosci przez molekuly receptorow, czyli gospodarzy (ligandy
makrocykliczne), takich jak etery koronowe, kryptandy, kaliksareny itp. Pierwszy etap
dotyczy rownowagi pomigdzy réznymi konformacjami ligandu, natomiast drugi odnosi si¢ do
samego procesu kompleksowania jonu przez ligand o okreslonej konformacji. Mechanizm

mozna przedstawi¢ za pomoca nastgpujacych réwnan:

()
+ ko + ki k& +
MS"™+ C=—M".C=MC = MC)
k. k, k_, 3)

gdzie: *C, C — zwiazek makrocykliczny (r6zne konformacje), MS* - solwatowany jon metalu,
M*" ... C — para jonowa separowang rozpuszczalnikiem, MC* - ,bliska” para jonowa,
utworzong z substancji rozpuszczonych, (MC)* - kation metalu osadzony we wnece zwigzku

makrocyklicznego, k; - stale szybkos$ci poszczegolnych etapow reakcji.

Wedlug tego mechanizmu w pierwszym etapie (2) nastgpuje konieczna, potrzebna do
utworzenia kompleksu, zmiana konformacji ligandu makrocyklicznego. Wstgpna asocjacja
i utworzenie kompleksu spotkaniowego jonu metalu i czasteczki zwiazku makrocyklicznego
w roztworze powoduje powstanie uktadu M'...C, nazywanego kompleksem zewngtrznym
(,,exclusive”), w ktoérym jon metalu znajduje si¢ na zewnatrz pier§cienia makrocyklicznego.
Utworzenie pozostalych wiazan, pomigdzy kationem, a donorowymi atomami ligandu,
prowadzi do powstania kompleksu wewnetrznego (,,inclusive”) (MC)*, w ktorym jon metalu
zajmuje miejsce w srodku pierscienia (3).

Przebieg procesu kompleksowania go$¢-gospodarz oparty jest na tym, ze zasocjowane
z kationem czasteczki rozpuszczalnika sa skutecznie wypierane poprzez donorowe atomy

liganda (rownanie 4) [14].

+ O -+ I+ \ + \ m +
M + XO MX0~ MXI‘_ M X2‘— ................. M Xm
ko k k_, k_3 k_ 4)

gdzie: M* - solwatowany jon metalu; X, - solwatowany ligand; M*X, — kompleks zewnetrzny;
M*X; — jon metalu skoordynowany przez i z ogolnej liczby m atoméw donorowych ligandu;

ko, ko — stale szybkosci reakcji kontrolowanej przez dyfuzyje.
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Obserwowane stale szybkosci, k¢ 1 ks, odnoszace si¢ do przyjetego modelu przedstawiaja
réwnania:

ke=kokiky ... km/ N

ki=kok ks ... kn/N

gdzie N =k koks ... km + ... + kokiks ... ket

Schemat 1 przedstawia zastosowanie modelu kinetycznego opisanego rownaniem (4)

do procesu kompleksowania jonéw metali przez etery koronowe i kryptandy.

® O 0/\\ Kok k k5 o‘ ‘o /\\ N //\o/_\ /\\
+
\_/ \) SO OC 0\/ Kn \\\_//o\_/o\)

Schemat 1. Model powstawania kompleksu pomigdzy jonem Na* oraz kryptandem 222 [14].

W procesie tworzenia kompleksow przez etery koronowe, ktore ulegaja dos¢ latwo
szybkim zmianom konformacyjnym, nie uwzglednia si¢ rownania (2). Proces
kompleksowania mozna opisa¢ zatem nastgpujacymi stalymi: ko, k; ... ks, natomiast
powstawanie kryptatbw wymaga dodatkowo wzigcia pod uwage jeszcze jednego etapu
tworzenia kompleksu wewngtrznego, opisanego statymi ki, 1 ki, w ktérym kation wchodzi do
wnetrza  ligandu, jednocze$nie wypychajac  znajdujace si¢ w  wewngtrzne] sferze
koordynacyjnej kationu, czasteczki rozpuszczalnika (Tabela 1) [14] oraz uwzglednienia

roéwnowagi pomigdzy formami konformacyjnymi ligandu w poczatkowym stanie reakcji.

Tabela 1.
State szybkosci powstawania kompleksow gosé-gospodarz w reakcji pomigdzy eterami
koronowymi i kryptandami a jonami metalu w metanolu zgodnie z modelem kinetycznym

opisanym réwnaniem (5) [14].

Kompleks ke kq ki ki kin Kin
M s'] [s"] [s] [s] [s] [s]
Na(Cy,18C6 3x108 5,2x10* 8,1x108 1,7x108 - -
)+
Na(2.2.2)" | 2,7x10° 2.87 8Ix10° | 1.7x10° | 8.1xI0° 1x10°
Ca(2.2)* 1x10° 30 2,4x10° 4,2x10* - -
Ca2227 | 32x10° | 22x10° | 24x10° | 42x10° | 2.4x10° 56
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5x10° k; ; Kin
MY+ X= M"Xm==M"X =— . M"X;=—M"X,
2x10'° k; k; Kk
-1 -1 -in (5)

W przypadku kryptandéw istnieje rownowaga pomigdzy konformerami endo-endo,
endo-exo 1 exo-exo, z tym, ze konfomer endo-exo (C ) jest najbardziej reaktywny w stosunku
do solwatowanego jonu metalu (MS"). Stowem ,,endo” okresla si¢ wolna parg elektronowg
jednego z atoméw azotu, odwrocong w kierunku wnetrza kryptandu, natomiast jako ,,exo”
parg ukierunkowana do wngetrza czasteczki. Kitano [15] wykorzystujac z dobrym skutkiem
technike zatrzymanego przeptywu (stopped-flow) do badan szybkosci kompleksowania jonow
Ca*, Sr** oraz Ba®* przez kryptand 222 w roztworze wodnym, przyjal inny mechanizm tego
procesu niz zaproponowany we wczesniejszych pracach przez Eggers’a [16]. Model ten
zaklada, ze proces kompleksowania jonow przez kryptandy poprzedza szybsza rownowaga
pomigdzy konformerami ligandu w stanie poczatkowym. Trdjstopniowy mechanizm

przedstawiony przez Kitano wyjasnia przebieg reakcji w nastgpujacy sposob:

ex0-ex0 222 == endo-endo 222 (szybko)

(6)
endo-endo 222 + Ca2+(aq.)—Ca 2222%* (wolno) 7)
Ca2222% — (Ca 222)%* (wolo) )

Ostatni etap okreslany jest jako ,,ujgcie jonu metalu przez wneke, poprzez utworzenie silnego
wigzania pomigdzy jonem metalu, a miejscami wigzacymi we wnece kryptandu”.

Langford i Gray [17] zaproponowali trzy grupy mechanizméw reakcji tworzenia
kompleksow makrocyklicznych z jonami metali. Pierwszy rodzaj, mechanizm typu
dysocjacyjnego (D), okreslany takze jako pseudo-jednoczasteczkowy z kolejno nast¢pujacymi
po sobie procesami dysocjacji i rekombinacji przedstawiaja rownania (9) i (10). Podczas
takiej reakcji nastgpuje wzrost liczby koordynacyjnej jonu metalu w kompleksie, w stosunku

do stanu przejsciowego [7].

K

- MY+ C
! )

MC

ky
M*t + C==M*C*
k2 (10)
gdzie: MC" - kompleks, M* * - wolny kation metalu, C — ligand.
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Drugi typ mechanizmu jest okreSlany jako asocjacyjny lub wymiany
dwuczasteczkowej, w ktorym wymiana jonu w kompleksie makrocyklicznym jest wymuszona
przez znajdujacy sie¢ w nadmiarze wolny kation metalu M** (réwnanie 11). Jest to takze
okreslane jako mechanizm wymiany kationowej (metal cation interchange) i oznaczany
symbolem Iny. W tym przypadku nastgpuje spadek liczby koordynacyjnej jonu metalu

w kompleksie, w stosunku do stanu przejsciowego [18].

k
(MO + M** == (M*C)* + M* (11)

gdzie: MC" - kompleks, M* * - wolny kation metalu, C — ligand.

Wymiana typu asocjacyjnego, ktorej towarzyszy wysoka warto$¢ ujemnej entropii
aktywacji, jest gtoéwnie kontrolowana zmianami konformacji zwiazku makrocyklicznego (C)
oraz procesem solwatacji kationu wchodzacego (M™) i opuszczajacego kompleks (M*)
(réwnanie 12) [16].

(MC)* + M™a— [M"...C .. M*¥] — (M¥C)" + M* (12)

Jednakze dla wigkszo$ci procesow kompleksowania trudno jest jednoznacznie okresli¢
typ mechanizmu reakcji i najczgsciej mamy do czynienia z mechanizmem okre$lanym jako
posredni, pomiedzy dysocjacyjnym a asocjacyjnym, tzw. ligandowym mechanizmem
asocjacyjnym (I). Jest on szczegdlnie wazny w ukladach, gdzie istotna jest stechiometria
kompleksu gos§é:gospodarz typu 1:2. Nie uwzglednia on réwniez mozliwosci utworzenia pary
jonowej, pomiedzy jonem metalu, a anionem [17].

W przypadku wieloetapowej reakcji kompleksowania jonow metali przez ligandy
makrocykliczne, szybkosci poszczegdlnych czesci reakcji oraz etap determinujacy szybkosé
catego procesu, sa zalezne od budowy gospodarza (ligandu), np. czy jest to ligand acykliczny,
czy cykliczny, od obecnosci, umiejscowienia i ilo$ci atomow o wlasciwosciach donorowych
w czasteczce makrocyklicznej oraz od  ,.gigtkosci” molekuly liganda. Porownujac
reaktywnosci acyklicznej tetraaminy i aromatycznych ligandéw porfirytowych zawierajacych
ta sama ilo§¢ atomoOw azotu, stwierdzono znaczny spadek statej szybkosci procesu
kompleksowania jondw miedzi(Il) w zakresie od dwoch do o$miu rzeddéw, przez bardziej

sztywne uklady aromatyczne [18, 19].
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W rozpuszczalnikach o niskiej stalej dielektrycznej, jony metalu dostgpne do
kompleksowania nie wystgpuja jako solwatowane kationy MS', a tylko jako solwatowane
pary jonowe MS'X". W tego typu rozpuszczalnikach mechanizm Eigen-Winkler’a procesu
kompleksowania musi wigc uwzgledni¢ przebieg reakcji z parami jonowymi (rownanie 13)

[6].

k k
MSX + C<BxXM .. Cel XMC—2 X(MC)
ko kg ko

(13)

gdzie: MSX — para jonowa wraz z rozpuszczalnikiem, XM...C — kompleks spotkaniowy,
XMC — kompleks zewngtrzny oraz X(MC) — solwatowany kompleks wewngtrzny.
Schemat 2 przedstawia model kompleksowania jonow Ag" z kryptanadami 2.2 oraz

222

<\\N

@\N
O- E L, EOJ
%

C\N@HC\N@ C\W \N/§
OE J% J_@EJ (@)
o0

oo

Schemat 2

W oparciu o réwnanie (4) obliczono stale szybkosci i rownowagi w reakcjach
kompleksowania jonow srebra poprzez kryptandy 2.2 oraz 2.2.2 w roztworze acetonitrylu.
Wyniki zamieszczono w Tabeli 2. Mozna zauwazy¢, ze w porOwnaniu z reakcjami
kompleksowania z udzialem jonow metali I i Il grupy uktadu okresowego (Tabelal), stata
rownowagi pomigdzy kompleksem zewngtrznym i wewngtrznym w przypadku jonow
srebra(I) jest niewielka (Ki, = 17) [14].

378



Tabela 2.
State szybkos$ci i rownowagi dla reakcji kompleksowania jonéw srebra poprzez ligandy 2.2

12.2.2 w acetonitrylu [14].

Kompleks kf kd kl k 1 K1 Kin
M's] | [s] [s] [s']

Ag(2.2)" 2x10° 35 6,7x10° 6,2x10° 1,1x10* -

Ag(2.2.2)" 5,4x108 0,55 6,7x10° 6,2x10° 1,1x10* 17

Porownujac kinetyke proceséw kompleksowania jonow przez podobne pod wzgledem
budowy wneki etery koronowe mozna oszacowaé etap limitujacy szybkos¢ calego procesu.
Dla reakcji kompleksowania jednowartosciowego kationu srebra przez eter 18-korona-6
wroztworze DMF  wyznaczono, 7ze etapem determinujacym szybkos$¢ reakcji
kompleksowania jest przegrupowanie si¢ ligandu wokot kationu, poniewaz 18-korona-6
reaguje o wiele szybciej z kationem srebra w tych samych warunkach, niz bardziej sztywny
dibenzo 18-korona-6 [7].

W rozpuszczalnikach aprotycznych przeciwjon rywalizuje skutecznie z czasteczkami
rozpuszczalnika i ligandu makrocyklicznego o miejsce w pierwszej sferze koordynacyjnej
kationu i mozna zauwazy¢ znaczaca roznicg w czgstotliwosciach relaksacji oraz maksimum
absorpcji, kiedy w roztworze DMF, AgNO; lub AgClO, reaguja z eterem 18-korona-6. Jesli
natomiast rozpuszczalnik, w ktorym prowadzona jest reakcja kompleksowania charakteryzuje
si¢ niska przenikalno$cia elektryczna, jon metalu nie wystgpuje jako swobodny, ale tylko jako
para jonowa. Dla ukladu LiAsFs i eterow koronowych w 1,3-dioksalenie (DXL) jako
rozpuszczalniku, mechanizm Eigen-Winkler’a mozna przedstawia¢ w nastgpujacy sposob
[20]:

k 1 k 2
LiAsF, + C == LiAsE .. C = LiCAsF,

k k
-1 2 (14)

gdzie: LiAsFs oznacza par¢ jonowa, C-eter koronowy, LiAsF¢ ..C — stan przej$ciowy
uwzgledniajacy desowaltacje substratow oraz zapoczatkowanie reorganizacji gigtkiego
zwiazku makrocyklicznego, LiCAsFs —koncowy produkt o okreslonej konfiguracji eteru
koronowego. Dla eteréw 12-korona-4 i 15-korona-5 reagujacych z LiAsFs w DXL obserwuje
si¢ mniejsza amplituda ultradzwigkowej relaksacji i nizsza czgstotliwoscia relaksacji, niz
w przypadku eteru 18-korona-6 autorzy pracy tlumacza to, ze bardziej sztywne etery:

12-korona-4 i 15-korona-5 ulegaja koniecznej zmianie konformacji wolniej, niz eter
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koronowy 18-korona-6. W konsekwencji etery koronowe o mniejszych pierscieniach latwiej
moga zaatakowaé kation litu w reakcji z LiAsFs w DXL niz etery duze wymagajace

wezesniejszej zmiany konformacji (Tabela 3).

Tabela 3.
Stale szybko$ci i rownowagi dla reakcji (2) pomigdzy LiAsF6 i réznymi zwiazkami
makrocyklicznymi w DXL (25°C) [7].

State 18-korona-6 15-korona-5 12-korona-4
ki [s1] 4,8x10° 1,5x10°
k. [s'] 2,7x10% 7,8x108 6,9x108
K, [M] 17,6 1,9
ko [s'] 3,9x10° 2,7x107 <<k,
k, [s! 4,7x107 3.,4x10° 7,5x10°
K; [M] 8,3 7,9

Cyklodekstryny (CD) sa zdolne do tworzenia kompleksow gosc¢-gospodarz z roznymi
molekutami, a system badan kinetycznych nad reakcja kompleksowania jest bardzo szeroki
i wykorzystuje wiele roznych technik badawczych [21-23]. Kompleksowanie matych
aniondw i czasteczek organicznych, to generalnie rzecz biorac, procesy bardzo szybkie, w
zakresie: od 10" do 10° [M' s']. Bardzo dobrze poznanymi reakcjami sa procesy
kompleksowania przez cyklodekstryny barwnikow aromatycznych (L), a zaproponowany
dwustopniowy mechanizm uwzglgdnia powstawanie w pierwszym etapie kompleksu
przejsciowego (CDL *), a nastgpnie w drugim etapie, tworzenie si¢ finalnego kompleksu

gos¢-gospodarz [24]:

l(1 k2
CD + L = CD-L*==CD-L
k k.,

(15)

Tworzenie kompleksow gos$¢ gospodarz z barwnikami z grupa sulfonianowa przez
o—CD odbywa sig¢ wylacznie przez szersza gorna czg$¢ kosza cyklodekstryny, w procesie
dwuetapowym (rownanie 15). Pierwszy, szybki etap jest przypisany powstawaniu kompleksu
spotkaniowego pomigdzy barwnikiem, a o-CD i prowadzi do czg$ciowej desolwatacji grupy
sulfonianowej barwnika i ujemnej wartoci aktywacji (AV,*= -24 — (-8) [cm® mol]).
W drugim, wolniejszym etapie, w ktorym to molekuly goscia przechodza dalej do wngtrza

wneki, z rownoczesnym opuszczaniem przez czasteczkami wody tej wneki proces ten jest
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op6zniany przez grupy hydroksylowe, znajdujace si¢ w wezszej cze$ci brzegu kosza
czasteczki cyklodekstryny (AV,"=-15 — (-2) [cm® mol™]).

Kompleksowanie prostych anionow, takich jak ClO4, SCN, I', NOs, Br czy Cl przez
czasteczki B-cyklodekstryny jest procesem o wolnym dla ktérego mozna zastosowaé technike
ultradzwigkowej spektrometrii absorpcyjne;.

kg
CD + X = CDX

ka (16)

Dla reakcji kompleksowania duzych jondéw takich jak ClO4 przez -CD w roztworze
wodnym w temperaturze 25 °C stale szybkosci reakcji wynosza odpowiednio: k= 2,0x10° [M"
's' oraz kg = 7,4x107 [s"']. Wyznaczona warto$¢ ke dla tej reakcji pomimo, Ze nie stwierdzono
powstawania kompleksu wewngtrznego z powodu wielkosci anionu, ma sen fizyczny
poniewaz jon nadchloranowy tworzy specyficzny zewnetrzny kompleks z B-cyklodekstryna
(,,straddle complex”. Natomiast wartosci k¢ dla tej reakcji, ale z udziatem mniejszych jonow,
takich jak SCN-, I', NOs, Br czy Cl" wynosza okolo 5,0x10” [M's™"], a kq okoto 107 [s™'][6, 7].

Rodzaj stosowanych kinetycznych metod badawczych zalezy w pierwszym rzgdzie od
skali czasu powstawania lub tez dysocjacji kompleksow gos¢-gospodarz w roztworze (Tabela
4). Wsrod uzywanych technik badawczych, pozwalajacych w sposob eksperymentalny §ledzi¢
postep reakcji kompleksowania zwiazkéw supramolekularnych w roztworach w czasie,
mozna wyrdzni¢ dwie zasadnicze kategorie. Pierwsza, bezposrednia obserwacj¢ (monitoring)
tworzenia si¢ kompleksu, najcze$ciej w warunkach pseudo-pierwszorzgdowych oraz druga
polegajaca na zaburzaniu istniejacej statej rownowagi.

Do najczgsciej stosowanych technik badawczych, pozwalajacych na wyznaczanie
kinetyki reakcji tworzenia kompleksow gosc-gospodarz zaliczamy: spektroskopig UV-VIS,
metode zatrzymanego przeptywu (stopped-flow), spektroskopie FTIR, spektroskopig
konwencjonalnego i dynamicznego jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR), metode
skoku temperatury (temperature jump) lub ciSnienia (pressure jump), spektrometrig
ultradzwickowej absorpcji relaksacyjnej (ultrasonic absorption relaxation spectrometry),
fluorescencj¢ oraz EPR (spektroskopig elektronowego rezonansu paramagnetycznego) [6, 18-
24]. Metody te, pomimo wielu ograniczen narzucanych przez charakter i wilasciwos$ci
badanych uktadow oraz przyjety model matematyczny, dostarczaja nam nieocenionych

informacji o przebiegu reakcji chemiczne;.
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W Tabeli 4 zawarte sa dostgpne techniki badawcze stosowane w badaniach
kinetycznych reakcji kompleksowania gos¢-gospodarz w roztworach wraz z zakresem czasow

pomiarowych [6]

Tabela 4.

Techniki badawcze stosowane w badaniach kinetycznych reakcji kompleksowania goscé-

gospodarz w roztworach i zakres czas6w pomiarowych

Technika badawcza Czas pomiarowy
Spektroskopia z klasycznym mieszaniem >10?
Metody stopped-flow (zatrzymanego przeptywu) 102 -10°
Metody temperature jump (skoku temperaturowego) 10°->10°
NMR- transfer nasycenia oraz 2D EXSY 102 -10?
Dynamiczny NMR 10° -102
EPR (spektroskopia elektronowego rezonansu 1070107
paramagnetycznego)
Spektrometria ultradzwiekowej absorpcji 1011 -10*
relaksacyjnej
Fluorescencja 102-10°

Podzigkowania:

Praca naukowa finansowana ze $rodkow na nauke¢ w latach 2006-2008 jako projekt badawczy

rozwojowy nr R0O501601.
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Rozdzial 16

Kinetyka i mechanizm tworzenia komplekséw przez uktady
makrocykliczne typu cyklam

Joanna Wyrwatl, Grzegorz Schroeder

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

Ligandy makrocykliczne stanowia istotng czg¢§¢ uktadow biologicznych. Znaczenie
takich systemow stanowito bodziec do badania chemii jonéw metali w uktadach
biologicznych i cyklicznych ligandach. Mozliwo$¢ wykorzystania syntetycznych
makrocyklicznych zwiazkow jako odpowiednikow waznych biologicznie uktadow, wplyngta
na szeroki rozwdj badan obejmujacych syntez¢ nowych uktadow pierScieniowych z bocznymi
ramionami, badanie wlasciwosci i funkcji komplekséw makrocyklicznych ligandow, a takze
ich zastosowanie w przemysle, medycynie i innych obszarach.

Z kinetycznego punktu widzenia ligandy makrocykliczne reprezentuja interesujaca
grupe. W porownaniu do liniowych wielodonorowych ligandow, charakteryzuja sig,
w szczegolnosci te podstawione, mniejsza labilno$cia i1 sklonno$cia do faldowania.! Zatem
mozna by przypuszczaé, ze proces koordynacji metali w przypadku ligandow cyklicznych jest
znacznie bardziej zlozony i niekoniecznie kontrolowany przez metal, jak ma to miejsce
w przypadku mechanizmu Eigen-Wilkins’a. Zawada przestrzenna w uktadach cyklicznych
moze prowadzi¢ do zmiany czynnika kierujacego szybkoscia reakcji — z metalu na ligand.

Wiasciwoscei i struktura kompleksow ligandéw makrocyklicznych zaleza od wielkosci
pier§cienia, liczby i rodzaju atomo6w donorowych, a takze rozmiaru i ilo$ci pierScieni
chelatujacych, powstajacych na skutek koordynowania. Pier§cien zlozony z czternastu
elementow z czterema atomami donorowymi X (1), charakteryzuje si¢ wngka wystarczajaca

do przyjmowania ptaskiej koordynacji X4. Szczeg6lnie Ny-donorowy makrocykliczny cyklam
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(1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan), 2, stanowi przedmiot szeregu badan dotyczacych struktury

kompleksow z metalami przej$ciowymi 3d (nikiel, kobalt, miedz).

q H\m,H R\ﬁ,R
(xJ ¢ J . J
H'U‘H R'F%)R

cyklam

Ligand 3? to z kolei pochodna cyklamu, zawierajaca rozna ilo$¢ podstawnikéw metylowych

przy N-donorowych atomach lub przy atomach wegla w pierscieniu.

Podstawy teoretyczne

Kinetyke powstawania kompleksow z ligandami jednokleszczowymi mozna opisaé
w oparciu 0 mechanizm Eigen-Wilkins’a. Nasuwa si¢ jednak pytanie, czy wspomniany
mechanizm odnosi si¢ rowniez do wielokleszczowych otwartotancuchowych i cyklicznych
chelatowych ligandow.

Mechanizm Eigen-Wilkins’a® opisuje sekwencja reakcji 1, gdzie M to jon metalu,

S-rozpuszczalnik, L-jednokleszczowy ligand (w nadmiarze):

K

os

k
MS +L == {MS,L}—=>MS_L+S (1)

Stata trwatosci K, okresla szybko$¢ osiagania stanu réwnowagi przez solwatowane jony
metali MS; i ligand L z utworzeniem kompleksu {MS,,L}. Ligand L, zwiazany zewngtrznie
w kompleksie {MS,,L}, na skutek wewngtrznej przemiany, polegajacej na zamianie liganda
z czgsteczky rozpuszczalnika, przyjmuje korodynacj¢ wewngtrzna. Szybko$¢ tego procesu
opisuje stala pierwszego rzedu k;, decydujaca o szybko$ci procesu tworzenia kompleksu.
Wielko$¢ k; powinna by¢ w obszarze wielkoSci k.. dopdki mechanizm wymiany
rozpuszczalnika kontrolowany jest przez dysocjacj¢ (typ ls). Stata szybkosci k.. okresla

wymiang rozpuszczalnika na solwatowany kation metalu MS, zgodnie z reakcja 2:

k
MS +S'==MS_S +$S @
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Znajac warto$¢ k.. dla danego jonu metalu i rozpuszczalnika, mozna zmierzy¢ stala k.. Z kolei
wielko§¢ K,, okresla si¢ w oparciu o tadunki metalu i liganda, Zatem znana warto$¢ k..
i obliczona K, pozwalaja przewidzie¢ szybkos$¢ tworzenia kompleksu w przypadku jonow
metali, gdzie wymiana z rozpuszczalnikiem kontrolowana jest zgodnie z rownaniem 2.

W przypadku oktaedrycznie solwatowanych jondow metali, przejscie od
jednokleszczowego do dwukleszczowego liganda L-L prowadzi do kolejnego etapu —

cyklizacji pier§cienia (reakcja 3):

K k k /IJ: )

MS, TLL <= M5 L= sMALLeS = s

Stosunek statych szybkosci k,./k; decyduje o kinetyce, i tak: dla k. >>k; etap powstawania
SsM-L-L, a w sytuacji odwrotnej, k,.<<k.;, cyklizacja piericienia.

Na przykladzie powstawania kompleksow z Ni(Il), Co(Il) i1 Cu(Il)
z dwukleszczowymi ligandami L-L’, jak a- czy B-aminokwasy, stwierdzono, ze przesunigcie
etapu kontrolujacego szybkos¢ procesu od powstawania pierwszego wigzania do zamknigcia
pierScienia zalezy od rozmiaru powstajacego pierScienia i czynnikdw sterycznych
wplywajacych na labilno$¢ uktadu L-L’. W momencie, kiedy cyklizacja pierScienia decyduje
o szybkos$ci procesu, méwi si¢ o mechanizmie sterczynie kontrolowanej substytucji (SCS,
ang. sterically controlled substitution).

Sekwencja reakcji 4 pokazuje schematycznie, iz w przypadku liniowych
czterokleszczowych ligandow L-L-L-L wielokrotno§¢ etapow wpltywa na skomplikowanie
procesu i utrudnia okreslenie etapu decydujacego o szybkosci procesu, a takze zrozumienie

mechanizmu.

_LLL LL—L L— L
M+LLLL —> MLLLL— M | —> M | —= | M | 4)
NL NL L” >L

Zasadniczo tworzenie pierwszego wiazania M-L mogloby nadal decydowaé o szybkosci
procesu (wymiana rozpuszczalnika na metal zgodnie z mechanizmem Eigen-Wilkins’a).
Jednakze istnieje duze prawdopodobienstwo, ze to kolejny etap determinuje szybkos¢ catego

procesu (mechanizm SCS).
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Cykliczne odpowiedniki czterokleszczowych ligandéw liniowych charakteryzuje brak
konca i blisko$¢ czterech atomoéow donorowych. Powstawanie drugiego wiazania (reakcja 5)

zachodzi z udziatlem atomu donorowego w pozycji cis lub trans.

L—L

/
Ml
L—1L L \L— 1L
M+ | | —> M—L< >L< cis
b=t L NN
M\ L L

L

®)

Wraz z tworzeniem drugiego wiazania, trzeci i czwarty atom donorowy zblizaja si¢ do
metalu, stad ich koordynacja zdecydowanie dominuje nad tworzeniem tego wigzania.

Etery koronowe, podobnie jak tlenowe zwiazki makrocykliczne i twarde ligandy,
preferuja kompleksowanie jonéw metali alkalicznych i ziem alkalicznych. W przypadku tego
typu uktadow mechanizm powstawania kompleksow® jest znacznie bardziej ztozony niz w
zatozeniach Eigen-Wilkins’a. Poza tworzeniem zewngtrznego kompleksu i pierwszego
wiazania metal-ligand, nalezy dodatkowo uwzgledni¢ jedna lub wigcej cyklizacji wraz
z towarzyszacymi im zmianami w konformacji liganda. Rozszerzeniem mechanizmu
Eigen-Wilkins’a jest wersja pozbawiona mechanicznej dysocjacji tworzenia kompleksu
zudzialem biologicznych 1 syntetycznych eterow koronowych. Zgodnie z takim
mechanizmem (reakcja 6), po etapie powstawania zewngtrznego kompleksu {M,C}
kontrolowanego dyfuzyjnie, nastgpuje koordynacja atomoéw donorowych C w eterze

koronowym do momentu jej wysycenia, czyli powstania Mci.

K”-V kl k2 k,x‘ ki
M +C == (M,C} MC, MC, MC, == MC, 6)
k, k., k k,
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W kazdym etapie sukcesywnie odchodza czasteczki rozpuszczalnika, a powstaja kolejne
wiazania M-C, zatem rownowaga migdzy solwatacja a energia wigzania liganda jest zawsze
pomijana.

Podobnie jak w mechanizmie Eigen-Wilkins’a musi by¢ spetniony warunek k;(=k;)=
kec. Mozna to interpretowac, iz w przypadku bardzo labilnego eteru koronowego C,
tworzacego trwate kompleksy MC;, obserwuje sig tylko jeden etap reakcji, gdyz k;=k,=k;=
ki, a catkowita stata szybko$ci powstawania kompleksu 4y jest zblizona do k... Z drugiej jednak
strony wigksza sztywno$¢ liganda moglaby prowadzi¢ do zwolnienia kolejnych etapow, a tym
samym mozliwosci ich obserwowania. Potwierdzeniem takich przypuszczen sa badania

przeprowadzone na uktadach 4-6 z kationami sodowymi w N, N-dimetyloformamidzie®.

Ol o
L QUL J0d 1
Lo T Lo

Na skutek wprowadzenia pier§cienia cykloheksanowego (5) czy benzenowego (6) labilnosé
uktadow spada i obserwuje si¢ dwa etapy formowania kompleksu — pierwsza wahajaca si¢ w
przedziale od 4 do 6x10° M™'s" dla wszystkich trzech ligandéw i druga o warto$ciach kolejno
3,5x10%" (4), 2x10%™" (5) i ponizej 1x10%™" (6) w 313 K. Z tego wynika, Zze po
pierwszorzegdowym tworzeniu wiazania nastgpuja kolejne wolniejsze etapy, zalezne od

dynamiki zmian konformacyjnych w ligandzie.

Kinetyka powstawania komplekséw w przypadku Ni;-donorowych ukladéw
makrocyklicznych w roztworach wodnych
14-stopierscieniowy ligand makrocykliczny, cyklam, posiada wnegke idealng dla

koordynowania kationéw metali przejsciowych 3d zgodnie z reakcja 7:

2 k f 2
M + cyklam == M(cyklam) @)

d

State tworzenia komplekséw K = k/k, dla [Ni(cyklam)]** (log K = 20,1) i [Cu(cyklam)]** (log

K =126,5) sa wysokie’ ze wzgledu na niska warto$¢ statych dysocjacji k.. Oznacza to, iz nawet
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w warunkach stosunku 1:1, powstawanie kompleksu z metalami Cu i Ni zachodzi calkowicie,
a reakcjg przeciwng mozna zaniedbac.

W odréznieniu od siarkowych czy tlenowych zwiazkéw makrocyklicznych, cykliczne
poliaminy sa znacznie bardziej zasadowe i podatne na protonowanie. Cyklam dopiero przy
pH powyzej 12 staje si¢ obojgtnym nieprotonowanym ligandem. W takich warunkach
dochodzi do wytracania wodorotlenkow metali lub tworzenia kompleksow z grupami
hydroksylowymi. Zatem stala rOwnowagi protonowania i deprotonowania wptywa zasadniczo
na powstawania kompleksow ligandow typu Ns z uwodnionymi kationami metali
przejsciowych przy niskiej wartosci odczynu pH.

Cztery atomy azotu w Ny-ligandach typu cyklam to centra prochiralne. Pod wptywem
kompleksowania metali przechodza w centra chiralnos$ci, co zgodnie z Bonisch’em
i wspolpracownikami®, prowadzi do stereoizomeréw trans-1 (RSRS) i trans-V (RRRR).
W ciele statym wigkszo$¢ komplekséw cyklamu preferuje uklad trams-1II, podczas gdy
w przypadku monopodstawionych pochodnych dominuje forma trans-1. Catkowity proces
tworzenia kompleksu z ligandami typu N, silnie zalezy od czynnikdéw stereochemicznych.

Wptyw pH na kinetyke tworzenia kompleksow w przypadku wodnych roztworow jest
znaczacy. Przedstawione dotychczas dane kinetyczne z badan w $rodowisku wodnym sa
zatem zrodlem dodatkowych informacji, ale nie wnosza nic w kwestii zasadniczej,
tj. mechanizmu powstawania kompleksu kontrolowanego przez metal lub ligand.

W roku 1970 Kaden’ jako pierwszy podjat si¢ badania kinetyki powstawania
kompleksé6w z udzialem Ni-donorowych zwiazkow makrocyklicznych w  $rodowisku
wodnym, Dokonat poréwnania ukladéow Ni**/cyklam i Ni**/trien (trietylenotetraamina)
i stwierdzil, ze uwodniony kation niklu reaguje 3x10* razy szybciej z otwartotancuchowa
Ns-donorowa aming, niz z cyklicznym cyklamem. Ponadto uznat, iz w reakcji z bardziej
sztywna cykliczng czasteczka o szybkosci procesu decyduje powstawanie drugiego wiazania
Ni-N. W dalszych badaniach okazatlo sig, ze szybko§¢ tworzenia kompleksow
tetrametylocyklamu 7 (TMC) z dwuwarto$§ciowymi kationami metali przejsciowych zachodzi
w nastepujacej kolejnosci: Cu?*>Zn*>Co?>Ni** !°,

Stala powstawania kompleksu jest $rednio 10°-10* wolniejsza od statej wymiany
czasteczek wody, co mialo miejsce w przypadku zmian konformacyjnych liganda TMC.
Analogiczne wyniki otrzymano z badan nad wpltywem rozmiaru pier$cienia, prowadzonych
na ligandach od 12sto- (8) do 16stoatomowych (9)". Z kolei N- lub/i C-metylowanie
13stoatomowego makrocykla (10) powoduje spadek szybkosci kompleksowania jonéw niklu

i miedzi'. Istotnym jest zaréwno liczba, jak i miejsce podstawienia grupy metylowe;.
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10 11a (teta) 11b (tetb) 12 (5,12-DMC)

Wérod  serii metylowanych ligandow, pochodna 10 (R=CH;, R'=R’=R’=H)
charakteryzuje si¢ najnizsza stata szybko$ci tworzenia kompleksow. W przypadku badan
kinetycznych nad 14-stoatomowymi ligandami typu Ni, gdzie wprowadzono fragment
pirydynowy", okazato sig, ze szybko§¢ kompleksowania spada na skutek podstawienia ze
wzgledu na wzrost sztywnosci czasteczki wywotany wprowadzeniem pierscienia
pirydynowego.

Z punktu widzenia zachodzacych zjawisk i proceséw interesujace wydaja si¢ uzyskane
przez Wu 1 Kaden’a" wyniki badan nad czgéciowo skompleksowanymi przez
monoprotonowany cyklam uwodnionymi metalami NiX* i CuX® (z = +2, +1, 0, -1).
W przypadku NiX®, gdzie kolejno z = +2 (woda), +1 (octan), 0 (szczawian), -1 (ester kwasu
trikarbalilowego), szybko§¢ wzrasta o czynnik 10, a o szybkosci procesu decyduje
powstawanie pierwszego wigzania Ni-N.

Kinetyka powstawania kompleksow tworzonych przez nieprotonowane makrocykle
typu Ns z miedzia w silnie zasadowym $rodowisku wodnym byla przedmiotem badan
Margerum’a i wspotpracownikow'>. Przy zachowaniu takich warunkéw miedz wystgpuje jako
Cu(OH);, Cu(OH)4*, przy czym Cu(OH); charakteryzuje si¢ wigksza reaktywnos$cia. W
przeciwienstwie do ukladu badanego przez Kaden’a, Ni*/cyklam i Ni*/trien, spadek
szybko$ci procesu na skutek cyklizacji jest znacznie mniejszy dla reakcji Cu(OH)s z

cyklamem i 2,3,2-tet (1,4,8,11-tetraazaundekan). Z kolei Cu(OH)s> reaguje 10* wolniej z
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forma cykliczna poliaminy. Poréwnujac ligandy 2,3,2-tet, Et-2,3,2-tet (1,1-
dietyl-1,4,8,11-tetraazaundekan), cyklam, (5,12-DMC), wida¢ wyraznie wptyw nie tylko
cyklizacji, ale rowniez alkilowania, ktore dziala hamujaca na proces kompleksowania
Cu(OH); i Cu(OH)4>. Podobne rezultaty uzyskano w badaniach kompleksowania Cu(OH);’
i Cu(OH)4* przez 11b (tet b)'.

Ciekawym obiektem badan kinetycznych sa rowniez makrocykle typu N, posiadajace
boczne ramiona, np. grupg karboksylowa. W przypadku tego typu uktadow kompleksowanie
rozni si¢ od dotychczas omawianych struktur, gdyz wiazaniu do bocznego ramienia
towarzyszy koordynowanie metalu.

Ligandy makrocykliczne z bocznymi ramionami charakteryzuje polaczenie cech
sztywniejszej struktury cyklicznej z labilng struktura uktadow otwartotancuchowych. Ligandy
131 14 to przyktady N-podstawionych makrocykli z bocznymi grupami octanowymi.

HO (0] (0) OH
0 (0]
M \E“]T
(0] 0
\J \/<0 HOJK/U\/U\OH
13 (DOTA) 14 (TETA)

Kasprzyk 1 Wilkins" zajmowali si¢ badaniem kinetyki powstawania kompleksow 13
i 14 z seriag uwodnionych kationow dwuwarto$ciowych. Okazalo sig, ze ligand w postaci HL?**
jest zdecydowanie bardziej reaktywny niz taki bez podstawnikéw. Obecnos¢ podstawnika
octanowego wzmaga szybkos¢ kompleksowania, gdyz powstajacy produkt posredni powoduje
zblizenie metalu do pierScienia makrocyklicznego. Dalsze badania potwierdzity
wystgpowanie innego typu mechanizmu, kierujacego powstawaniem kompleksow
w podstawionych makrocyklach. Jon metalu jest poczatkowo przechwytywany przez jedna
z grup octanowych, co sprzyja szybkiemu tworzeniu protonowanego produktu posredniego.
Deprotonowanie posrednich komplekséw decyduje o szybkos$ci powstawania produktu
koncowego'®.

Podobnie boczne grupy hydroksylowe maja istotny wpltyw na szybko§¢ wnikania
metalu do wneki makrocyklicznej. Takze w przypadku takich bocznych ramion w pierwszej
kolejno$¢ tworzy si¢ addukt poprzez oddziatywanie grup hydroksylowych z donorowymi

atomami azotu. Niemniej jednak przyspieszenie procesu powstawania kompleksu nastgpuje
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wylacznie w sytuacji, kiedy makrocykl podstawiony jest przez minimum dwie grupy
hydroksylowe.

Kinetyka powstawania komplekséw w przypadku Ni;-donorowych ukladéw
makrocyklicznych w Srodowisku organicznym

Mechanizm Eigen-Wilkins’a sprawdza si¢ w przypadku powstawania Cu(H,O)sX*
w wyniku reakcji Cu(H,O)s** z uwodnionymi jonami X', natomiast zawodzi w przypadku
otrzymywania Cu(H,0)sX"* z Cu(H,O)+* i jonow X, gdyz nie istnieja dane opisujace labilnos¢
jonow hydroksylowych w grupie Cu(H,O).*. Ponadto szybko$¢ reagowania jonow Cu(H,O):*
z HX z utworzeniem Cu(H,O)sX" moze by¢ brana pod uwagg tylko wtedy, jesli znane jest pK
HX a reakcj¢ miedzi z HX mozna wykluczy¢. Innymi stowy mechanizm Eigen-Wilkins’a
bedzie stosowat si¢ tylko do takich makrocyklicznych ligandéw L, ktore sa solwatowane
i nieprotonowane, a reaguja z solwatowanymi nieskompleksowanymi jonami metali.

Badanie procesu powstawania komplekséw w roztworach wodnych utrudnia
protonowanie ligandéw w niskim pH. Charakterystyka proceséw kinetycznych powstawania
kompleksu ML poprzez produkt posredni M(LH), jest niezwykle trudna.

Wspomniane ograniczenia sklonity do zastosowania zamiast wody dipolowych
aprotonowych rozpuszczalnikow S. Rozpuszczalniki powinny charakteryzowac si¢ zdolno$cia
do wydajnego rozpuszczania i dysocjowania soli metali, zatem dla ukladéw z kationami
metali przejsciowych acetonitryl czy dimetyloforamid (DMF) powinny stanowi¢ wilasciwe
srodowisko dla procesu kompleksowania.

Jako pierwsi badaniem kinetyki wnikania metali do ligandéw makrocyklicznych typu
Ni w dipolowych aprotonowych rozpuszczalnikach zajgli si¢ Hay i Norman?®. Badali reakcjg
pomigdzy niklem (II) a 2 (cyklam), C-metylowanymi pochodnymi — 12 (5,12-DMC), 15,
11a (tet-a) i 11b (tet-b) w acetonitrylu.

CH

C 3
Wl Yo el e

() 00 O

H
M el Jon
H,C

CH,
16 (TMBC)
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We wszystkich badanych przypadkach etap inkorporacji jest bardzo szybki (zarowno
niklu, jak i liganda zgodnie z kinetyka pierwszego rzgdu), a poprzedza go jeden lub kilka
wolniejszych etapéw izomeryzacji. Z kolei drugorzgdowa stata szybkosci inkorporowania
niklu jest mniej wigcej jednakowa w przypadku wszystkich badanych ligandow tacznie
z otwartolancuchowymi tetraaminami®.

Badaniem kompleksow niklu (II) z cyklamem (2) i TMC (7) w dimetylosulfotlenku
(DMSO) i DMF zajmowali si¢ Hertli i Kaden. W przypadku obu rozpuszczalnikow
i ligandow, etap inicjujacy reakcje jest drugorzedowy, dajace typowe widma elektronowe dla
niklu w ptasko-kwadratowej sferze koordynacyjnej N4. Drugorzedowe stale szybkosci reakcji
kompleksowania dla zwiazku TMC sa 300 (w DMSQO) lub 23krotnie (w DMF) nizsze niz dla
cyklamu. Zgodnie z reakcja 8 w przypadku reakcji niklu (II) z L-cyklamem w DMF lub
DMSO wystepowat pozniejszy etap pierwszorzedowy.

* k 2+ kim P
Ni+L — (NiL ) — Ni..* (8)

Etap posredni zwiazany jest z przegrupowaniem koordynowanego liganda w forme posrednia
(NiL*)in, a ostatecznie powstaje najbardziej stabilny termodynamicznie stereoizomer Nil*'.

W przypadku ukladéw Ni**/cyklam/DMF drugorzgdowa stata szybkosci dla etapu
wnikania metalu wynosita 1,8x10° M!s”. Przy zastosowaniu DMSO lub DMF o szybko$ci
procesu decyduje podstawianie czasteczek rozpuszczalnika. Stopniowy spadek szybkoSci
w przypadku N-metylowanego liganda TMC to wynik efektow sterycznych.

Elias z wspotpracownikami® badali kinetyke powstawania kompleksow miedzi (IT)
z wysokopodstawionymi makrocyklami typu Ny, jak TMBC (16). Model kinetyczny pokrywat
si¢ z ukladem Ni**/cyklam/DMF, tj. szybkie tworzenie produktu posredniego zgodnie
z kinetyka drugiego rzedu i wolne pierwszorzedowe przegrupowanie zgodnie z reakcja 8.
W poréwnaniu do szybkiej wymiany rozpuszczalnika w Cu(DMF)g, wielko$¢ drugorzedowe;j
statej szybkosci reakcji miedzi (II) z TMBC jest zbyt niska, aby dowie$¢ obecnosci
mechanizmu Eigen-Wilkins’a. Zatem zaproponowano (zgodnie z reakcjami 9-12) szybkie
powstawanie pierwszego wigzania, na granicy wykrywalnosci.

Wolna szybko§¢ inkorporowania miedzi do wnegki TMBC to wedlug Elias’a
i wspolpracownikow efekt powstawania drugiego wigzania zgodnie z reakcja 11, ktore ma
miejsce wylacznie wtedy, kiedy pojedynczo zwigzany makrocykl typu N, w ukladzie

Cu-(TMBC)* jest w najbardziej korzystnej konformacji wzgledem miedzi, co umozliwia
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zamknigcie pierScienia, a w konsekwencji pelna koordynacj¢ Ni. Produkt posredni
Cu(TMBC)*(int) izomeryzuje zgodnie z reakcja 12 celem zoptymalizowania stechiometrii.
Wedtug reakcji osiagania stanu rownowagi (10), interpretacja zjawisk i proceséw odnosi sig
do dynamiki zmian konformacyjnych w czgéciowo koordynowanych ligandzie
makrocyklicznym  decydujacych o szybkosci procesu. Eksperymentalnie otrzymana
drugorzedowa stata szybkosci wynosi k = 39 M''s”, co odpowiada k = K;* K., k... Mata

warto$¢ k wzgledem k.. dla solwatowanej miedzi Cu(DMF)s** to wynik niskich warto$ci K

i prawdopodobnie K.

Cu (solv) + TMBC === {Cu, TMBC} === Cu- (TMBC)" K, )
Cu - (TMBC) == Cu- (TMBC ) K. (10)
Cu- (TMBC) " — Cu - (TMBC) (int) k., (11)
Cu- (TMBC) (int)—> Cu(TMBC) k., (12)

Roper i Elias® zajmowali si¢ badaniem kinetyki powstawania kompleksow migdzy
niklem i miedzia a serig ligandow L o wzrastajacym stopniu N-metylowania: 2 (cyklam), 17,
18 (1,4-DMCQ), 19, 7 (TMC) w DMF.

al Le, wl Len  wl Len

[N N:| [N N:| [N N:|
N NI _N NT _N NJ

HUH HUCHS HSCUCH3
17

18 (1,4-DMC) 19

Nawet w zmniejszonej temperaturze 218K, poczatkowa reakcja drugorzedowa miedzi
z ligandami 2, 17, 18 i 19 byla zbyt szybka, Zzeby mozna ja bylo obserwowac technika
stopped-flow. Wyjatek stanowi catkowicie podstawiony TMC (7), dla ktérego
kompleksowanie mozna juz obserwowaé w temperaturach 215-230K. Z kolei drugorzgdowe
state szybkosci dla reakcji z niklem maja si¢ do siebie jak:
k(2):k(17):k(18):k(19):k(7) = 130:38:21:9:1.

Spadek szybkosci wraz ze wzrostem grup metylowych to wynik stopniowej redukcji
labilnosci liganda L. Z kolei szybko$§¢ powstawania formy przejSciowej (zgodnie z reakcja 8)

jest znacznie mniej zalezna od iloéci grup metylowych.
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Roper i1 Elias* zajmowali si¢ wplywem podstawnikow przy atomach wegla
w cyklamie na kinetyke powstawania kompleksow ligandow 11a, 11b, 12, 16, 20 i 21
z niklem 1 miedzia w DMF.

20 21

Podobnie jak poprzednio, tak i w tym przypadku, kompleksy powstaja zgodnie ze schematem
reakcji 8. Jednak w poréwnaniu do N-metylowania, w przypadku C-metylowania wptyw na
drugorzedowa stala szybko$ci k jest mniej wyrazny. Dla komplekséw z niklem, warto$ci
z 11a/b (sze§¢ grup metylowych), 12 (dwie grupy metylowe) i 21 (dwie grupy metylowe
idwie fenylowe) sa tego samego rzgdu, a w przypadku kompleksow z miedzia podobne.
Zatem grupy metylowe czy fenylowe w tancuchu propylenowym cyklamu maja jedynie
nieznaczny wpltyw na szybko$¢ inkorporowania metalu. Jednakze wprowadzenie ukladow
pier§cieniowych jak w przypadku liganda 20 (dibenzocyklam) ma widoczniejszy efekt
redukujacy na szybko$¢ procesu, a potaczenie N-metylowania z obecnoS$cia pierScieni w 16
(TMBC) prowadzi do spadku szybkosci o rzad 10* (nikiel) i 10° (miedz).

Kinetyke powstawania komplekséw z udziatem ligandow makrocyklicznych typu Ny
z jonami metali przejSciowych w dipolowych aprotonowych rozpuszczalnikach podsumowuje

reakcja 13:

2 k 2+ ki 2
M+L—=ML) —> ML~ (13)

~=—ectap szybki—>|<— etap wolny —{

Catkowity proces kompleksowania sktada si¢ z dwoch etapéw. Poczatkowy etap, powiazany
z indywidualnymi zmianami spektralnymi, jest szybki i drugorzedowy. Drugi etap,

powiazany ze znaczacymi zmianami spektralnymi, jest wolniejszy i pierwszorzedowy. Dane
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z otrzymanych wartoéci drugorzgdowych stalych szybkosci & w przypadku N- i C-
podstawionych pochodnych cyklamu sugeruje, ze powstawanie drugiego wigzania M-N
decyduje o szybkosci pierwszego etapu (wyjatek to niepodstawiony ligand, cyklam, gdzie
o szybkosci decyduje powstawanie pierwszego wigzania M-N). Widma absorpcyjne
produktéw posrednich potwierdzaja ptaska koordynacj¢ metalu. Oznacza to, ze powstawanie
kolejnych wiazan zachodzi znacznie szybciej w poréwnaniu do drugiego wigzania M-N.

Cztery atomy azotu w ligandach typu N, na skutek koordynowania staja si¢ chiralne.
Przy szybkim koordynowaniu trzeciego i czwartego atomu azotu ligand nie ma wystarczajace;j
ilosci czasu, aby przyja¢ metal w najbardziej korzystnej stereochemicznie konfiguracji. Zatem
pierwszorzedowa stata szybkosci ki, charakteryzuje stereochemiczng przemiang produktu
posredniego (ML*");,, prowadzaca do termodynamicznie stabilniejszego stereoizomeru —
ML?* - jednoczes$nie produktu koncowego.

Bardziej szczegOlowy opis przegrupowania mozna uzyska¢ $ledzac reakcje
(Ni(TMC)*)i— Ni(TMC)* za pomoca 1H-NMR w DMF-d;*. Potwierdza sig, iz ten etap
odpowiada stereochemicznej izomeryzacji trans-I(RSRR) — trans-I(RSRS). Udzial
rozpuszczalnika S prowadzi do paramagnetycznego przesunigcia w widmie NMR.

Przegrupowanie produktu posredniego (Ni(TMC)*)i, zgodnie z reakcja 14, to jedyne
dobrze opisane stereochemicznie. Mozna przypuszczac, ze pierwszorzgdowe przegrupowanie
wszystkich badanych produktow posrednich zgadza si¢ z inwersja konfiguracji jednego

z chiralnych atoméw azotu (reakcja 15).

— -+
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Niska warto§¢ szybko$ci reorganizacji to skutek wysokiej bariery energetycznej stanow
przejsciowych dla takiego typu procesu inwersji.

Analiza powstawania kompleksow liganda 22 z dwuwarto$ciowymi jonami metali M**
(M = Zn, Ni, Co, Cu) w DMSO to przyktad badania wptywu wprowadzenia grupy funkcyjnej

do makrocykla na mechanizm wnikania metalu®.
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Podobnie jak w $rodowisku wodnym, to boczna grupa donorowa inicjuje proces
kompleksowania przez wylapywanie metalu. Calkowity proces (reakcja 15) sktada sig

z dwoch etapow.

2 k k
M (DMSO)6 + L= produkt posredni — produkt (15)

d

Szybki poczatkowy proces jest drugorzedowy i odwracalny, a ostatecznie prowadzi do
produktu posredniego wiazacego metal do grupy bipirydylowej. Wolniejszy drugi etap
odbywa si¢ zgodnie z kinetyka pierwszego rzedu praktycznie bez mozliwosci reakcji
odwrotnej, a towarzyszy mu chelatowanie pierScienia makrocyklicznego.

W dotychczasowo opisanych badaniach, celem zaoszczgdzenia materiatu, w syntezach
stosowano stechiometryczne iloécii W momencie wprowadzenia warunkéw pseudo-
pierwszorzgdowych zastosowano nadmiar metalu w stosunku do liganda. W migdzyczasie
techniki syntetyczne ulegly ulepszeniu i metody do monitorowania reakcji w UV-VIS staly sig
znacznie bardziej wyszukane. Dopiero odej$cie od konwencjonalnej techniki stopped-flow
i przejscie do zaawansowanej wersji rapid scan umozliwito uzyskanie widma z interwalami
rz¢du milisekund. Analiza serii takich widm daje doktadniejsze wartosci statych szybkosci,
jak réwniez umozliwia charakterystyke spektroskopowa produktow posrednich.

W ostatnim czasie dzigki zastosowaniu wydajniejszych technik okazalo sig, ze
kinetyka calkowitego procesu kompleksowania metali jest znacznie bardziej skomplikowano
niz dotychczas przypuszczano. Z tego wzgledu dwustopniowa sekwencja reakcji 13 wymaga
rozbudowania. Nowe wyniki umozliwiaja i wymagaja szczegdtowego opisu inicjujacego
szybkiego etapu wnikania metalu, jak roéwniez podzniejszego wolniejszego etapu

przegrupowania.
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Z analizy wielofalowej reakcji L — cyklamu 2 z nadmiarem niklu (II) w DMF wynika,
7e eksperymentalna stala szybkos$ci poczatkowego szybkiego etapu reakcji k.»; nie zalezy
jedynie liniowo od stezenia [Ni*] zgodnie z k. = K*[Ni*], natomiast przedstawia sig

nastepujaco”’:

k =ab [Nr]/(1 +b [N1]) (16)

Tego rodzaju =zalezno$¢ sugeruje obecno$¢ szybkiego osiagania stanu réwnowagi,

poprzedzajacego powstawanie produktu posredniego (ML) (reakcja 17b), zgodnie z reakcja
17a (M = Ni*").

M+L == {ML} K (17a)
{ML} — (ML} k, (17b)

Parametry a i b odpowiadaja kolejnoa=k; =27+ 1s'ib=K=210=20 M w temperaturze
298K. Przypuszczalnie produkt posredni, {ML}, to prekursor kompleksu z pojedynczo
zwigzanym, M-L, cyklamem, przyjmujacego forme¢ podwojnie zwigzana, M=L, w reakcji
biegnacej z kinetyka pierwszego rzedu k;. Konwersja M=L do calkowicie koordynowanego
produktu posredniego {ML}y to szybki proces, nie wykrywalny techniky stopped-flow
w temperaturze pokojowe;j.

W przypadku kompleksow liganda 1la z nadmiarem niklu w DMF, schemat
kinetyczny pokrywa si¢ z opisanym powyzej dla cyklamu. Szybki proces powstawania
produktu posredniego charakteryzuje si¢ statymi szybkoSci kossr, kobs2 1 konss. Zalezno$¢ stalej
kobs: pokrywa si¢ z przypadkiem liganda 2, natomiast dwie pozostale state szybkosci sa

niezalezne od st¢zenia jonow niklu.

M+L == {ML} K=89M" (18a)
{ML} —>= {ML} k,=41s" (18b)
ML} — A k,,=21s" (18¢)
A — B k,,=028s" (18d)

Produkt posredni {ML}i, powstaje w reakcji 18a i szybko przechodzi poprzez A w produkt,
B, ktory ostatecznie wolno izomeryzuje ze stata szybkosci ks = 0,30x107 57!, Wielkos¢ statej

rownowagi K = 8,9 + 1,7 M"! sugeruje pojedyncze zwiazanie liganda tet-a w formie {ML}.
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W poréwnaniu do pokrewnego liganda 2, tet-a 1la charakteryzuje si¢ spadkiem
labilnosci, co wpltywa na ztozonos¢ kinetyki poczatkowego szybkiego procesu powstawania
produktu posredniego. Ponadto warto$¢ stalej rownowagi K dla tworzenia prekursora liganda
z pojedynczym wigzaniem jest takze nizsza w stosunku do cyklamu.

W przypadku, kiedy b*[Ni**] = K*[Ni*"] <<1, zalezno$¢ dla k., przyjmuje postac,
gdzie k;*K odpowiada drugorzedowe;j statej szybkos$ci k w reakcji 13.

ko = ab [NI"] = kK [N]

W przypadku obu zwiazkéw (2 i 11a) o szybkosci procesu powstawania produktu
posredniego decyduje wysoka wartosc¢ statej rownowagi.

W przypadku badania kinetyki powstawania kompleksu Ni(5,12-DMC)*, produkt
posredni rowniez nie tworzy si¢ w wyniku prostego procesu drugorzedowego. Szybki etap
mozna rozbi¢ na szybkie osiaganie stanu réwnowagi, po ktorym maja miejsce dwa etapy

zgodnie z reakcjami 19a-c:

M+L == (ML} K=105M" (192)
{ML} —={ML} k,=78s" (19b)
{ML}im_) A kr‘ml = 2’4 S ! (190)

Interpretacja proceséw i zjawisk jest podobna jak w przypadku reakcji 18a-c. Prekursor
kompleksu {ML} to ponownie pojedynczo zwiazany 5,12-DMC (12). Reaguje on
z szybkoscia k, do powstania catkowicie koordynowanego {ML}iy, ktory z kolei ulega
przeksztatlceniu z szybkoscia ki do A. Ten ostatni powoli izomeryzuje w dwoch
pierwszorzgdowych etapach do powstania termodynamicznie trwatego produktu
Ni(5,12-DMC)(DMF),**.

W sytuacji, kiedy wykorzystuje si¢ nadmiar liganda 12, obserwuje sig¢ trzy szybkie
etapy opisane za pomoca stalych Kpsi, Kopsr 1 Konss. Wszystkie state wykazuja linowy wzrost
wraz ze wzrostem st¢zenia liganda. Przy zalozeniu, ze warto$¢ statej rownowagi bedzie

analogiczna jak w sytuacji zastosowania nadmiaru niklu, warto$¢ statej ko1 wyniesie:

k.= kK [L])/(1 + K[L])

0
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Zgodnie z dotychczasowa interpretacja zaleznosci liganda od statej ko, pierwszy etap
prowadzi do powstania produktu posredniego {ML}iy, ktory stopniowo izomeryzuje.
Co ciekawe, nic takiego nie jest obserwowane. Produkt trans-III- Ni(5,12-DMC)(DMF),**
powstaje natomiast w dwoch szybkich etapach, a odpowiadajace im state szybkosSci kops:
1 kops3 TOSNG liniowo ze wzrostem stezenia liganda 12. Prawdopodobnie dwa ostatnie etapy
catkowitego procesu to przegrupowanie stereochemiczne, stanowiace warunek katalizy
zasadowej. Zgodnie ze schematem reakcji 20 zasada, czyli B = 5,12-DMC, utatwia proces
inwersji wiazania N-H (reakcja 20a).

Alternatywa lub uzupetnieniem moze by¢ powstawanie wigzania wodorowego migdzy
koordynowanym ligandem a ,,luznym” ligandem (reakcja 20b), prowadzace do spadku bariery

energetycznej dla procesu inwersji.

s H
l
NN hd—N —
//1\11 1|{ +B 1\11‘\/111 —»I\J/_Nﬂg]\?N B (20a)
I|{ B = 5,12-DMC
N——>N NN N—N
R v B R

Celem uzyskania dalszych danych kinetycznych dotyczacych wplywu specyficznego
potozenia i iloSci grup metylowych na powstawanie kompleksu w reakcji M + L — ML
z niklem i miedzia (M) w odniesieniu do macierzystego liganda 2, przebadano seri¢ kolejnych

ligandow typu Ny: 18, 23 1 247,

H, .CH, m _CH, c\(/\( C Hs\

() CY CY Ty
HU CH, HCUH I:I; “CH, CH/k)C

CH, CH;

18 (1,4-DMC) 23 (1,8-DMC) 24 (tmtet-a) 25 (TEC)
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Ligandy 18 i1 23 réznia si¢ jedynie pozycja N-podstawionych grup metylowych (cis i trans),
podczas gdy zwiazek 24 ma az 4 podstawniki N-metylowe 1 6 C-metylowych, dlatego warto
poroéwnac go z ligandami 11a (6 C-metylowych grup) i 7 (4 N-metylowe grupy).

Analiza krystalograficzna kompleksow  Ni(1,8-DMC)(ClO4),, Ni(tmtet-a)(ClOs4),
i Cu(tmtet-a)(ClO4), wykazata konfiguracj¢ trans-1II(RRSS). Natomiast kompleks
Ni(1,4- DMC)(CIOs), przyjmuje konfiguracjg trans-I(RSRS), a most etylenowy w polozeniu
trans w stosunku do dwoch podstawnikéw metylowych jest nieuporzadkowany.

Z badan w warunkach stechiometrycznych wynikato, ze kompleks 1,4-DMC z niklem
w DMF powstaje na drodze dwuetapowego procesu. Niemniej jednak z analizy takiego
uktadu przy nadmiarze niklu lub liganda okazato sig, ze oba etapy mozna jeszcze roztozy¢.

Wedtug reakcji 21 (M = Ni*, L = 1,4-DMC) w pierwszym szybkim etapie
rozpoczynajacym si¢ od stanu rdwnowagi, przechodzacym przez {ML} z prawdopodobnie
pojedynczo zwigzanym ligandem, powstaje catkowicie koordynowany, ale nietrwaty

termodynamicznie i stereochemicznie produkt posredni {ML }n.

- - -1
Keam k=240

{ML} ML}, @1

Etap pierwszy M +L

Zgodnie z reakcja 22 (A, B = produkty posrednie) drugi wolniejszy etap zawiera
w sobie kilka etapow przegrupowan stereochemicznych i prowadzi ostatecznie do stabilnego

stereochemicznie produktu ML = trans-I-Ni(1,4-DMC)*.

k=12s"1 k=43*1075" k=47%10"%"!
int2 int3

Etap drugi  {ML} —* A B ML (22)

State szybkosSci ki, kinz 1 ki3 sa niezalezne od st¢zenia czynnika w nadmiarze.

Stata rownowagi K = 4 M™! dla powstawania {Ni(1,4-DMC)}*" jest tego samego rzedu
wielkosci, co w przypadku uktadéw nikiel (IT)/tet-a (11a) i nikiel (IT)/5,12-DMC (12).
Wynika z tego, ze produkt kompleksowania Ni(1,4-DMC)?* ma konfiguracje¢ trans-I. Z punktu
widzenia zachodzacych proceséw, przegrupowania opisane statymi ki 1 ki odpowiadaja
kolejno konwersji {ML}in — trans-1I i trans-11 — trans-1, (Rys. 1). Ostatniemu etapowi (kius3)
przypisuje si¢ konwersje izomeru trans-1 z rownoleglym rozmieszczeniem dwoch mostow
etylenowych (trams-1(p)) do przeciwrownolegltego, bardziej korzystnego energetycznie

(trans- 1(ap))”. Prawdopodobny przebieg calej reakcji przedstawia schematycznie rysunek 1.

402



L=1,4-DMC (18); M=nikiel (II); L=1,8-DMC

A MSg + L MSg+L
K K
pierwszy szybki SeM-L +8 $sM-L +S
- -
Me. ~ . _Me Me — _H
V N‘-\M/Q ( N\M/
N B NS
A H™ ~—" g B ~— S e
(ML) (ML)
l Kignt l Kigtl
Me /I'-'Ie Me H
H/\(;?h H,\N<\7£<>
N e
\/‘}N N
= M - Me
trans-11 trans-11
: kin2 ki
drugi wolny ” s e Me\ \ 2
s
H \Nf.;q“‘::“ H H N o
‘-\_\_; QN& JN \NMH
trans-1 (p) el
l Kint3 J kintd
Me
Meg N?‘?N/ H Me
‘;I/M\N(:? H\Nf'_”\':(
T /\N/—|ﬂN, H\j
trams-1 (ap) % “\M ~ \ o
Y Nﬂ’ ~ Nl

Rysunek 1
Schemat reakcji prawdopodobnego przebiegu powstawania kompleksu z ligandami 18 i 23
oraz niklem (II) w DMF

W przypadku reakcji liganda 1,8-DMC (23) z niklem, stala rownowagi jest nizsza, stad
K*[L]lmax 1 K*[Ni]nax<0,1. W konsekwencji eksperymentalna stata szybkosci ks wzrasta
linowo ze wzrostem stgzenia czynnika wystgpujacego w nadmiarze. W sytuacji, kiedy
zastosuje si¢ nadmiar niklu, obserwuje si¢ pierwszorzedowe przegrupowania. Odpowiadajace
im stale szybko$ci ki 1 ki, niezalezne od nadmiaru niklu, sa zblizone do warto$ci
uzyskanych dla liganda 1,4-DMC (18). Przy nadmiarze liganda 1,8-DMC (23) wartosci K,
K1 1 ki sa zgodne z wariantem z nadmiarem metalu. Jednakze po etapie ki.. ma miejsce
kolejny, liniowo zalezny od nadmiaru liganda i przebiegajacy z kinetyka drugiego rz¢du

(kim‘3) .
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Porownujac ligandy 1,4-DMC, 1,8-DMC i tmtet-a (24), ten ostatni ma najbardziej

sztywna budowg. Spadek labilnosci czasteczki przejawia si¢ w warto$ciach statych szybkosci.

Pseudo-piewszorzgdowa stata szybkosci k,*K, jak rowniez stale ki 1 kin: maja o trzy rzedy

wielkosci nizsze wartosci. Ponadto miedZ reaguje znacznie szybciej niz nikiel, a réznica

w warto$ciach szybkosci jest wielkosci 10 dla pierwszego etapu i 10* dla drugiego.

pierwszy szybki etap

drugi wolny etap

L=tmtet-a (24); M=nikiel (I) L=tmtet-a (24); M=miedz (II)

MSs+ L MSg+ L
K 1 K
SsM-L+ 8 SiM-L+§
[*1 }*1
Me Me Me Me
., s
s Me
Y v NG
a L
Me e Me
‘ Me trams-l pgo
[i’m:l
Me

Rysunek 2

Schemat reakcji prawdopodobnego przebiegu powstawania kompleksu z ligandem 24

i niklem (IT) lub miedzig (IT) w DMF
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Rysunek 2 przedstawia prawdopodobny przebieg reakcji migdzy tmtet-a (24) a niklem
lub miedzig. Przypisanie ligandom okreslonych konfiguracji w poszczegolnych etapach
opiera si¢ na: znanej konfiguracji produktu ML; danych ze spektroskopii VIS; badan
mechaniki czasteczek kompleksow niklu z makrocyklami typu Nu.

Wigkszos$¢ z wynikow przytoczonych w rozdziale 3.3.4 dotyczy badan prowadzonych
w aprotonowym rozpuszczalniku DMF. Stale szybkosci dla reakcji niklu (II) z cyklamem
i TMC w DMF roznia si¢ jednak od tych prowadzonych w DMSO. Efekt rozpuszczalnikowy
ma swoj poczatek w solwatowaniu zar6wno metalu, jak i liganda, jednak solwatowany kation
powinien teoretycznie odgrywaé bardziej znaczaca rolg. W $rodowisku wodnym labilnos¢
czasteczek koordynowanej wody w kompleksach z niklem zmienia si¢ w zalezno$ci od
wlasciwosci i sktadu pierwszej sfery koordynacyjnej. Zmiang wewngtrznej powloki
solwatacyjnej metalu mozna osiagnaé poprzez zastosowanie innego rozpuszczalnika
S. Ponadto wprowadzenie anionu X prowadzi w przypadku niklu do powstawania NiSsX".
W poréwnaniu do catkowicie solwatowanego kationu NiS¢*, NiSsX" charakteryzuje sig inng
labilnos$cia koordynowanego rozpuszczalnika, a w konsekwencji inna reaktywnoS$cia
w stosunku do liganda makrocyklicznego.

Reakcja pomigdzy 5,12-DMC (12) a niklem prowadzi do powstania w pierwszym
etapie produktu posredniego (Ni(5,12-DMC))in?. Z kolei przy nadmiarze niklu
eksperymentalna stata szybkosci k. zalezy od stezenia kationow niklu. Warto$¢ ks rosnie
w $rodowisku DMF przy dodatku nitrometanu. W czystym DMF stala szybkosci
w okreslonych warunkach temperatury i stgzenia wynosi 7,3 s'. W takich samych warunkach
nastgpuje wzrost wartosci statej przy stopniowym dodatku nitrometanu. Przy bardzo niskim
stezeniu DMF = 0,5 M stata k. wzrasta do 165 s, Zalezno$¢ statej od stezenia DMF
przedstawia sig jako ko ~ [DMF]!. Analogiczny wptyw na szybko$¢ procesu ma dodatek
niekoordynujacego rozpuszczalnika 1,2-dichloroetanu.

Wstegpnie uzyskane wyniki wskazuja na znaczaca rolg rozpuszczalnika. Niemniej
jednak ujecie kinetyczne obserwowanych efektow jest niezwykle trudne. Rozsadnym wydaje
si¢ zalozenie, ze slabiej koordynujacy rozpuszczalnik, nitrometan, czg¢sciowo wnika do
obojetnej warstwy solwatacyjnej jonu niklu z utworzeniem Ni(DMF)s(NM)*,
Ni(DMF)4(NM),* i Ni(DMF);(NM);*. W tego typu uktadach labilno$¢ koordynowanych
czasteczek  rozpuszczalnika  jest  prawdopodobnie  zwigkszona. W  przypadku
niekoordynowanego rozpuszczalnika, 1,2-dichloroetanu, czg$ciowa dysocjacja kationu
Ni(DMF)¢* i zmiany liczby koordynacyjnej oraz geometrii zgodnie z rownaniem 23 jest takze

prawdopodobna:
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Ni (DMF), === Ni (DMF)_ + DMF <= Ni (DMF) +2 DMF (23)

W porownaniu do Ni(DMF)¢*, uktady typu Ni(DMF)s** i Ni(DMF),** ze zredukowana
liczba koordynacyjna sa znacznie bardziej reaktywne w odniesieniu do zdolnosci tworzenia
komplekséw z makrocyklicznymi ligandami typu Na.

Reakcja powstawania kompleksu, migdzy TMC (7) a niklem w DMF w warunkach
1:11 przy stezeniu 0,1M (NaClOs) odpowiada schematowi 13. Po szybkim powstawaniu
produktu posredniego zgodnie z kinetyka drugiego rzedu nastgpuje wolny etap
pierwszorzegdowego przegrupowania izomeru trans-11 do izomeru trans-1 Ni(TMC)(DMF)*
wedlug reakcji 14.

W obecno$ci aniondéw chlorkowych ([CI/[Ni*] = 1:3:1; [TMC]/[Ni*] = 1:1), szybki
etap inkorporowania, opisany drugorzedowa stala szybko$ci k, wzrasta 117-krotnie®. Co
ciekawe, kolejny etap izomeryzacji, opisany pierwszorzedowa stata szybkosci ki, pozostaje
niezmieniony. Produkt posredni to Ni(TMC)Cli.« (w przeciwienstwie do Ni(TMC)i.),
a produkt koncowy to Ni(TMC)CI* (zamiast Ni(TMC)(DMF)>).

Ishiguro i wspotpracownicy®' okreslili state rownowagi dla stopniowego powstawania

nikiel-chlorokompleksow w DMF zgodnie z rownowaga 24:

] N S . K, _ K, ) . K, s
Ni+ 4Cl == NiCl + 3Cl ==NiCl + 2Cl == NiCl+Cl == NiCl_ 24
2 3 4

Przy okre$lonych warunkach dla TMC/Ni**/Cl, monochlorowany uklad Ni(DMF)CI jest
dominujacy (61%).

W sytuacji, kiedy chlorek zastapi si¢ bromkiem-wzrost szybkosci reakeji jest jedynie
4-krotny. Prawdopodobnie przyczynia si¢ do tego nizsza warto$¢ stalej tworzenia
Ni(DMF);:Br w ukladzie nikiel/bromek/DMF. Zasadniczym wydaje si¢ trwalo$¢ formy
Ni(TMC)X" (reakcja 25):

» - K(X) .
Ni (TMC) + X === Ni (TMC)X (25)

W roztworze DMF stata K(Cl) jest bardzo wysoka (K(C1)>10°M™"), podczas gdy dla K(Br) —

zdecydowanie nizsza (2,4*¥10*°M™).
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Podsumowanie
Wecezesne prace nad kinetyka powstawania kompleksow z udzialem makrocykli typu Ny
(o budowie cyklamu), L, i niklu (IT) lub miedzi (IT) w aprotonowych s$rodowiskach

organicznych, prowadzity - zgodnie z reakcja (a) — do dwuetapowego szlaku (b).

M +L == ML’ (a)

Po wstepnym drugorzegdowym etapie powstawania produktu posredniego nastgpuje wolny

pierwszorzgdowy etap tworzenia koncowego produktu.

-1l

v kMY k) 5
M +L —> (ML") == ML (b)
int
pierwszy (szybki) etap drugi (wolny) etap

Wielko$¢ drugorzedowej statej szybkosci k zalezy istotnie od polozenia, iloéci i typu
podstawnikéw liganda L. W przeciwienstwie do k, warto$¢ ki, znacznie mniej zalezy od
podstawnikow w pierscieniu makrocyklicznym. W kompleksie posrednim (ML*");,. metal
przyjmuje ptaska koordynacje.

Ze wzgledu na proponowany mechanizm, sugerowano, iz powstawania drugiego
wigzania M-N kontroluje szybko$¢ powstawania produktu posredniego. Kolejny
pierwszorzedowy etap (ki) okreslano jako reakcje przegrupowania stereochemicznego.

Nowsze badania wykazaly, 7ze dwuetapowy szlak reakcji (b) jest zasadniczo
poprawny, ale zbyt ogdlny. Zgodnie z rysunkiem 3.3.3, oba etapy wymagaja rozbudowania.
W pierwszym o szybkos¢ decyduje powstawanie drugiego wigzania M-N, a poprzedza je
szybki etap osiagania stanu réwnowagi miedzy solwatowanym kationem metalu
a prekursorem kompleksu z pojedynczo zwiazanym ligandem. Stala réwnowagi K
ipierwszorzgdowa stata szybkodci k; kontroluja szybko$¢ powstawania produktu
posredniego. Pierwszy etap daje ostatecznie stereochemicznie i termodynamicznie nietrwaty
kompleks posredni z plaska koordynacja liganda. Drugi etap zalezy od typu i ilosci
podstawnikow w ligandzie i sktada si¢ ze szlaku maksymalnie trzech reakcji przegrupowania,
w trakcie ktorych zachodzi przegrupowanie tancucha weglowego i inwersja wiazania M-N.
Ostatecznie powstaje trwaty termodynamicznie i stereochemicznie kompleks o konfiguracji

trans-1 lub trans-I11.
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Sekwencja reakcji na rysunku 3.3.3 odnosi si¢ do komplekséw z niklem lub miedzia.
Specyficznos¢ badanych ligandow wyraza si¢ w wartosciach statych K i k; (pierwszy etap),

a takze liczbie przegrupowan w drugim etapie.

MSs+ L solwatowany kation metalu i ligand
\g
pierwszy etap SsM-L prekursor kompleksu {ML} z pojedynczo zwiazanym ligandem L
K
s Re _R
#‘ — . . .
T T3S (N /\M\Nb niestabilny kompleks posredni
=

kompleks po przegrupowaniu stechiometrycznym

drugi etap - T M kompleks po przegrupowaniu stechiometrycznym

Bl
*8 ~ stechiometrycznie i termodynamicznie trwaly produkt ML
trans-1 o konfiguracji trans-I lub trans-I1I

Rysunek 3.3.3
Schemat reakcji prawdopodobnego przebiegu powstawania kompleksu z ligandem L

i kationem dwuwarto$ciowego metalu w aprotonowym rozpuszczalniku S jak DMF

Wedtug mechanizmu Eigen-Wilkins’a szybko§¢ powstawania kompleksu laczy sig
z szybkodcia wymiany rozpuszczalnika na metal, a modyfikowana posta¢ mechanizmu
Eigen- Winkler’a zaklada szybko§¢ zmian konformacyjnych liganda L za etap decydujacy
o szybko$ci procesu. Trudno jednoznacznie odpowiedzie¢ czy schemat na rysunku
3 odpowiada ktoremus z mechanizmow.

Wysoko podstawione pochodne cyklamu, jak np. tmtet-a (24), tworza posrednia
kompleksy z miedzia i niklem (II) przy tak niskiej wartosci statych szybkosci, ze idea kontroli

szybkosci za pomoca wymiany rozpuszczalnika na metale musi by¢ odrzucona. Z drugiej
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strony powstawanie produktu posredniego z miedzia zachodzi szybciej niz z niklem, ktory
charakteryzuje si¢ mniejsza labilnoscia.

Rozwazania dotyczace sztywno$ci liganda i labilnosci matalu dostarczaja bardzo
cennych informacji. Generalnie reakcje z miedzia zachodza szybciej niz z niklem. Reakcja (c)
przedstawia szybkie zmiany konformacyjne liganda L (stata szybkosci kcon).

; N—N

con con

N N
| = N N == ©
! ~y

Szybko$¢ zmian konformacyjnych spada przy pojedynczo zwiazanym metalu w prekursorze

kompleksu (reakcja d): kcon>k con-

(d)

Zgodnie ze schematem (e), szybko$¢ wymiany rozpuszczalnika na metal w prekursorze

kompleksu jest takze zmienna.

N +S (e)

Jezeli tworzenie drugiego wiagzania M-N, zgodnie z reakcja (f), decyduje o szybkosci procesu

powstawania produktu posredniego, to szybkosc¢ tego etapu zalezy od statych k’cpn 1 k.

N
‘ +S ®
N
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Przedstawione badania $wiadcza o szczeg6lnej naturze makrocyklicznych ligandéw
typu cyklam. W celu wyjasnienia powstawania kompleksow z ich udziatem nalezy postuzy¢

sig¢ zar6wno mechanizmem Eigen-Wilkins’a, jak i Eigen-Winkler’a.
Podzi¢gkowania:

Praca naukowa finansowana ze $rodkow na nauke¢ w latach 2006-2008 jako projekt badawczy

rozwojowy nr R0501601.
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Rozdzial 17

Aparatura stosowana w spektroskopii w podczerwieni
Marta Rucinska

Bruker Polska Sp. z o.0. ul. Budziszynska 69, 60-179 Poznan

MIR czyli $rednia podczerwien (MidInfraRed), jest to promieniowanie
elektromagnetyczne o dtugosci fali od 25000 nm do 2500 nm (tj. o liczbie falowej 400-4000
cm™') najczesciej uzywane w analizie chemicznej. Granice dla tego zakresu sa umowne i
moga si¢ rozni¢ w zaleznos$ci od przyjetego podzialu. Promieniowanie to od strony fal
krotszych sasiaduje z promieniowaniem NIR (NearInfraRed) a od strony fal dhluzszych z
promieniowaniem FIR (FarInfraRed).

Upraszczajac, kazda molekule mozna przedstawi¢ jako zbior atomow (mas)
potaczonych migdzy soba wigzaniami chemicznymi. Taki uklad moze wykonywa¢ drgania,
czyli oscylowaé wokot §rodka masy. Dlatego spektroskopia IR okreslana jest czgsto mianem
spektroskopii oscylacyjnej. Znajac czesto$§¢ drgan takiego oscylatora (a tym samym jego
energi¢), mozemy okre§li¢ nie tylko rézne parametry wigzania chemicznego lecz takze
identyfikowa¢ zwiazki chemiczne (na podstawie znajomo$ci czgsto$ci drgan innych
oscylatorow w molekule).

Drgania wywolujace zmiang kwantowej liczby oscylacji o +/- 1 nazywamy tonami
podstawowymi, o +/- 2 pierwszym Dantonem, o +/- 3 drugim Dantonem itd. Czasami
wystepuja tony zlozone. Oznacza to, ze w molekule wzbudzono kilka czestotliwosci
réwnoczesnie.

Do obserwacji tonow podstawowych wykorzystujemy spektroskopi¢ MIR, natomiast
nadtony i tony ztozone obserwowane sa w paSmie NIR i wyzszych. Dla przyktadu: ton
podstawowy v dla drgania rozciagajacego wiazania CH w molekule trichlorometanu (CHCI5)
przypada przy 3040 cm™', pierwszy nadton 2 v obserwowany jest przy 5907 cm, drugi 3 v
przy 8666 cm’, trzeci 4 v przy 11338 cm' itd. Jednocze$nie amplitudy poszczegdlnych pasm

sa coraz nizsze, co wynika z prawdopodobienstwa przejs¢ miedzy poziomami
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energetycznymi. Im wyzszy nadton, tym mniejsze prawdopodobienstwo wystapienia takiego
przejécia i tym nizsza amplituda pasma odpowiadajacego temu przejsciu.
Aparatura do rejestracji widm w podczerwieni bazuje na absorpcji promieniowania
padajacego na probke.
Absorpcjg promieniowania opisuje prawo Lamberta- Beer’a:
1
— =exp[—€c!
7 pl-&cl]
Spektrometr TR musi by¢ tak skonstruowany, aby mogl rejestrowaé stosunek

intensywno$ci promieniowania wychodzacego I do intensywnos$ci promieniowania

padajacego /.

A
V=
< > I 1
DVQ

zrodlo prom.——> probka [——>  detektor

Rysunek 1. Schemat dziatania spektrometru IR.

Stosunek /I, to przepuszczalno$¢ lub inaczej transmisja 7, i jest czgsto wyrazona w
procentach jako wielkosci I/1,*100. Warto$¢ przepuszczalnosci miesci si¢ w przedziale od 0,
gdy nastepuje catkowita absorpcja do 1, gdy promieniowanie nie jest absorbowane.
Spektrometr powinien rejestrowac przepuszczalnosé jako funkcje czgstosci promieniowania.

Wyr6zniamy dwa podstawowe typy spektrometréw IR:

1. Spektrometry monochromatyczne — =zaleznie od uzytego elementu uktadu
optycznego mozna jeszcze podzieli¢ na:

- filtrowe/LED (diodowe)
- siatkowe (siatka dyfrakcyjna lub linijka diodowa)
- AOTF (strojone filtry akustyczno-optyczne)

2. Spektrometry FT-IR — technika oparta na rejestrowaniu w pamigci komputera
obrazu interferencyjnego — interferogramu, ktory nastgpnie poddawany jest
transformacji Fouriera. Spektrometry te mozna podzieli¢ ze wzgledu na typ
uzytego interferometru na:

- polaryzacyjne
- z interferometrem Michaelson’a

- z interferometrem Corner-Cube (lustra kubiczne)
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Podziat spektrometrow przedstawi¢ mozna w nastgpujacy sposob:

Spektrometry
\
MONOCHROMATYCZNE FT - Transformata Fourier'a
N SN
Filtrowe LED  Siatkowe AOTF Interferometr  Interferometr polaryzacyjny
! /N
Linijka Diodowa Michaelosn'a Corner - Cube

Schematy blokowe opisanych typow spektrometrow przedstawijq rysunki 2-7.

ZRODLO FILTR PROBKA DETEKTOR

Rysunek 2. Schemat blokowy spektrometru monochromatycznego filtrowego/LED.

SIATKA

ZRODLO SZCZELINA Aﬂ SZCZELINA

[ PROBKA

¥

DETEKTOR

Rysunek 3. Schemat blokowy spektrometru monochromatycznego siatkowego.
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> I u:II:> SIATKA

PROBKA SZCZELIN

LINIJKA DIODOWA

Rysunek 4. Schemat blokowy spektrometru monochromatycznego siatkowego z linijka

diodowa.

ZRODLO Jf—b @
ODNOSNIK

Krysztal TeO» A
@Wej Scie RF DETEKTORY

Rysunek 5. Schemat blokowy spektrometru monochromatycznego AOTF.

pryzmaty kwarcowe

nieruchomy  ruchomy

@U@&‘ @

ZRODLO PROBKA POLARYZATORY INTERFEROGRAM  DETEKTOR

Rysunek 6. Schemat blokowy spektrometru FT-IR z interferometrem polaryzacyjnym.
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RUCHOME LUSTRO ZRODLO

BEAMSPLITER

:j DETEKTOR

Rysunek 7. Schemat dzialania interferometru Michaelson’a.

Rysunek 8. Schemat dziatania interferometru ROCKSOLID® z lustrami kubicznymi
(Corner-Cube).

Obecnie najczg$ciej stosowana jest spektrometria FT-IR, ze wzglgdu na swoje

niezaprzeczalne zalety analityczne.
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Rozwiazania techniczne stosowane do analizy substancji cieklych w trakcie reakcji.

Istnieje bardzo wiele rozwiazan technicznych umozliwiajacych badanie cieczy za
pomoca spektrometrii FT-IR, jednak wybor przystawek ogranicza si¢ znacznie jesli chcemy
bada¢ substancje ciekte w trakcie reakcji.

Popularne przystawki stosowane do tego celu oparte sa na technice ATR, czyli na
krysztale ustawionym horyzontalnie lub wertykalnie (attenuated total reflection). Przyktadem
moze by¢ najbardziej znana — Golden Gate. Jest to diamentowa przystawka ATR,
z krysztalem ustawionym horyzontalnie. Urzadzenie to bardzo dobrze nadaje si¢ do analizy
silnie absorbujacych probek, cieczy zracych, probek reagujacych z powietrzem oraz wielu
substancji statych. Przy zastosowaniu specjalnej komory reakcyjnej mozna obserwowaé
zmiany nastgpujace w procesie reakcji, bezposrednio na widmie podczerwieni.

Beam Condensing Lenses

N 4

Rysunek 9. Zdjecie i schemat dzialania przystawki Golden-Gate firmy Specac.

Bardzo dobrym rozwiazaniem do badania probek ciekltych w trakcie reakcji jest
przystawka IMAC pozwalajaca na makroobrazowanie spektralne. Jest to zewngtrzna komora
pomiarowa z mozliwosécia przedmuchiwania, przeznaczona do spektroskopii obrazowania
przy uzyciu nowoczesnej techniki detekcji FPA (ang. Focal plane array). Z pomoca tego
uktadu mozliwa jest rownoczesna analiza duzych powierzchni probek (4x4mm) w wysokiej
rozdzielczoéci w plaszczyznie (60pm), a czas pomiaru nie przekracza kilku sekund. Uktad
optyczny zapewnia odwzorowanie obrazu w ognisku bez zadnych znieksztalcen na
detektorze. Kanal detekcji moze by¢ automatycznie przetaczany pomigdzy kamera CCD
stuzaca do obserwacji probki a detektorem FPA do obrazowania w podczerwieni. Aby mieé¢
mozliwo$¢ zapisu usrednionego widma z calej probki, opcjonalnie mozna zainstalowad
detektor MCT rownolegle do FPA (przelaczanie migdzy nimi kontrolowane jest z poziomu

oprogramowania).
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Rysunek 10. Zdjgcie przystawki IMAC.

Kolejna przystawka bazujaca na technice ATR jest Helios. Jest to mikroskop, ktory
mozna wmontowa¢ w komorg pomiarowa spektrometru FT-IR. Umozliwia pomiary technika
ATR (attenuated total reflection): odbicia zewngtrznego , odbicia rozproszonego i absorpcji
wspolczynnika odbicia. Helios to nowoczesne akcesorium do analizy mikroprobek. Laczy w
sobie wysoka wydajnos$¢ i tatwos$¢ uzycia przystawki ATR z obrazem video oraz elastycznym
pozycjonowaniem probki mikroskopu w pelnym zakresie podczerwieni. Ergonomiczna
konstrukcja i regulowany w 3 wymiarach stolik powoduja, Zze pozycjonowanie probki jest
bezproblemowe. Opatentowany ksztatt krysztatu ATR i optyka skupiajaca wiazke zapewniaja
doskonatg rozdzielczo$¢ mikropomiarow (250 mikronéw). Wykorzystanie odbicia i transmisji
iluminacji zapewnia optymalny obraz prawie kazdej probki, nawet w trakcie pomiaru

w spektrometrze.

Rysunek 11. Zdjgcie przystawki HELIOS.

Jednym z najdoskonalszych rozwiazan do analizy substancji ciektych w trakcie reakcji

jest mikroskop IR Hyperion 3000. Idealny do obserwacji zmian dokonujacych si¢ podczas
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reakcji chemicznej czy to na powierzchni, czy tez wewnatrz struktury. Hyperion 3000 jest
systemem obrazowania widmowego opartego na podstawowym mikroskopie Hyperion.
Wyposazony jest w dwa rézne uktady optyczne i detektory. Pierwszy uktad optyczny skupia
$wiatlo pochodzace z probki na pojedynczy krysztal detektora dla osiagnigcia klasycznego
mapowania. Rownolegle drugi uktad optyczny tworzy wolny od znieksztalcen obraz probki

na detektorze FPA (ang. Focal plane array) dla osiagnigcia obrazowania widmowego.

Rysunek 12. Zdjgcie mikroskopu HYPERION 3000.

Do analizy cieczy podczas reakcji mozemy rowniez skorzystaé¢ z kuwety cieczowej,
do ktorej nastrzykuje si¢ substancje. Jest to rozmontowywana kuweta cieczowa z mozliwoscia

zmiany okienek (odpowiedni materiat i dystansory do typu substancji badane;j).

Rysunek 13. Zdjecie kuwety cieczowe;j.
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