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Rozdzial 1
Metody syntezy katenandw oraz rotaksanow

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

1. Wstep

W przeciagu ostatnich 25 lat otrzymanie wzajemnie sprz¢zonych czasteczek
stato si¢ niezwykle proste, dzigki stopniowemu opracowywaniu coraz to no-
wych i bardziej doskonatych metod templatowych. Tego typu uktady ciesza sig
duzym zainteresowaniem chemii supramolekularnej w zwiazku z mozliwoscia
ich zastosowanie jako molekularne przetaczniki, czy maszyny!'.

W rozumieniu chemii supramolekularnej czasteczki wzajemnie sprzezone,
sa to czasteczki, pomig¢dzy ktorymi nie wystepuja wiazania walencyjne, nato-
miast potaczone sg tzw. wigzaniem mechanicznym!. Wigzanie to opiera si¢ na
powstaniu zawady przestrzennej, ktéra powoduje, ze powiazanych nia mole-
kut nie mozna rozdzieli¢ bez zrywania ich wlasnych wiazan kowalencyjnych.
Najprostszymi przyktadami takich zwiazkow, przedstawionymi schematycznie
na Rysunku 1, sa [2]katenan i [2]rotaksan (numery w nawiasach przed nazwa
zwiazku informuja z ilu pojedynczych czasteczek sktada si¢ caty zwiazek).

[2]katenan [2]rotaksan
Rysunek 1.
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Metody syntezy katenanow oraz rotaksanow

Synteza rotaksanu moze obejmowaé wiele réznych etapdw, jednakze ostatni
z nich, ktdry obejmuje utworzenie ostatecznego, makrocyklicznego produktu
okresla si¢ mianem ,,clipping”. Synteza katenanu wymaga utworzenia przynaj-
mniej jednego z dwoch (lub wigcej) makrocyklicznych pier§cieni w ostatecznym
etapie. Daje to dwie rdzne strategie syntezy w przypadku otrzymywania przy-
ktadowego [2]katenanu, w ktorych sktad wchodzi jeden etap makrocyklizacji
(strategia A), badz dwa takie etapy (strategia B)B). Schematyczne przedstawienie
tych strategii znajduje si¢ na Rysunku 2.

v
[2]rotaksan
> Strategia A @ Strategia B jzi )

[2]rotaksan
Rysunek 2. Strategie z wykorzystaniem etapu ,, clipping .

Syntezg molekul wzajemnie sprzgzonych najczgsciej prowadzi si¢ z wyko-
rzystaniem efektu templatowego. Powoduje on, ze reagenty uktadaja si¢ wzgle-
dem siebie w $cisle okreslony sposdb umozliwiajac w dos¢ tatwy sposob etap
makrocyklizacji. Dodatkowo w wielu przypadkach reaktywne konce pojedyn-
czej czasteczki zwrocone sa w tym samym kierunku co utatwia zajécie reakcji
i zapobiega ewentualnej polimeryzacji. Dzigki temu produkty otrzymuje si¢ z
dos¢ dobra wydajnoscia, stosujac przy tym w miarg tagodne warunki reakcji.
Niestety taka metoda syntezy naktada pewne ograniczenia, gdyz etap zamykania
pierscienia musi by¢ kompatybilny z uzytym templatem. Oznacza to, ze przede
wszystkim warunki reakcji nie moga powodowac rozrywania utworzonego
kompleksu templatowego.

2. Metody syntezy katenanow oraz rotaksanéw
2.1. Reakcja Williamsona

Reakcja anionow alkoholanowych z halogenkami lub sulfonianami alkilo-
wymi jest jedna z gldownych metod otrzymywania eter6w koronowych i w grun-
cie rzeczy jest jedng z podstawowych reakcji w catej chemii supramolekularne-
j¥. Ta reakcja, zostata po raz pierwszy zastosowana w celu otrzymania katenanu
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przy uzyciu kationu metalu jako templatu®®!. Kation miedzi (Cu*) zostat uzyty
w celu umozliwienia przeniknigcia si¢ w przestrzeni dwdch ligandoéw (jednego
makrocyklicznego (1), jednego tancuchowego (2), przyklad strategii A), przy
czym oba ligandy byly pochodnymi fenantroliny (Rysunek 3).

0/} HO
(8] 0\) HE

CufCHLCNLPE,

Cs,00,, DMF, 27%

Rysunek 3. Katenan otrzymany przez reakcje Williamsona (Cu* jako templat).
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Metody syntezy katenanow oraz rotaksanow

W trakcie badan, odkryto, iz polietylenowy fragment w czasteczce makro-
cyklicznej musi zawiera¢ co najmniej pig¢ grup etoksylowych w celu petnego
otoczenia liganda fancuchowegol’l. Powstaly kompleks jest niezwykle stabilny,
co jest bardzo potrzebne w trakcie reakcji makrocyklizacji. Katenat 3 (koncowka
,—at” ze wzgledu na to, iz jest to kompleks z metalem) zostat otrzymany z 27%
wydajnoscia, dzigki reakcji grup fenolanowych liganda acyklicznego z dijod-
kiem glikolu pentaetylenowego. Usunigcie kationu miedzi(I) za pomoca cyjan-
ku tetrametyloaminy zaowocowato otrzymaniem katenandu 4. Ten sam zwiazek
mozna otrzymaé z identyczna wydajnoscia dzigki zastosowaniu strategii B. W
tym wypadku korzysta si¢ z kompleksu Cu* z dwoma acyklicznymi ligandami i
dwoma halogenkami polietylenowymil®l.

Wykorzystanie analogicznej metody pozwolito na otrzymanie zwiazku 6,
czyli kompleksu makrocyklicznego o strukturze wezta (Rysunek 4)7. Do synte-
zy uzyto zwiazku 5, sktadajacego si¢ kationow miedzi(I) oraz koordynujacych
je ligandow posiadajacych na swoich koncach grupy hydroksylowe. Etap cykli-
zacji zachodzit w warunkach podobnych do warunkéw syntezy wczesniej oma-
wianego katenatu 3. Wydajno$¢ catego procesu wyniosta jednakze tylko 3%.

2.2. Czwartorzedowanie amin aromatycznych (reakcja Menschutkin’a)

Podczas badan nad kompleksowaniem kationow parakwatu (dichlorku
1,1’-dimetylo-4,4’-bipirydyniowego) przez etery koronowe!®, stwierdzono, iz
tworzenie kompleksu zachodzi przez zlozenie oddziatywan n-mt, jon-dipol oraz
tworzenie wigzan wodorowych. Otrzymanie makrocyklicznego produktu w wy-
niku tego rodzaju kompleksowania wymaga uzycia elementu taczacego, ktory
bedzie reaktywny w stosunku do 4,4’-bipirydylu®. Jak zostato to przedstawione
na Rysunku 5, bardzo dobrze nadaje si¢ do tego a,0’-dibromo-p-ksylen, ktory
powoduje wytworzenie soli czwartorzedowej. Zwiazek makrocykliczny 9 moze
zosta¢ otrzymany z substratu 7 oraz omawianego juz a, o’-dibromo-p-ksylenu
bez stosowania zadnego templatu z wydajnoscia 12% (reakcja trwajaca 18 go-
dzin w acetonitrylu). Jednakze zastosowanie templatu 8 (pochodnej bogatego
w elektrony © hydrochinonu) owocuje zwigkszeniem wydajnosci do 35% (przy
czym czas reakcji wydtuza si¢ do 9 dni. Natomiast zmiana rozpuszczalnika na
DMEF i zastosowanie bardzo wysokiego ciSnienia powoduje wzrost wydajnosci
do 62%!%,
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N —_— IPFy

DME, &0 "C
—_—
Ty, 3%

Rysunek 4. Otrzymywanie kompleksu makrocyklicznego o strukturze wezla.
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Rysunek 5. Otrzymanie zwiqzku makrocyklicznego dzigki reakcji Menschutkina.
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Reakcja zostata uzyta w celu otrzymania bardzo wielu rodzajow kate-
nanow (11) oraz rotaksanow (13). Jak przedstawiono na Rysunku 6, w zalezno-
$ci od oczekiwanego produktu, stosuje si¢ cykliczne pochodne hydrochinonu
(10), lub ich tancuchowe odpowiedniki (12)!'%!1, Nalezy zwrdci¢ uwage, ze w
przypadku zwiazkéw tancuchowych niezbgdna jest obecnos¢ na ich koncach
rozbudowanych sterycznie grup, ktore po zakonczeniu reakcji zapobiegng roz-
padowi struktury rotaksan (w przypadku ich nicobecnos$ci, mieliby$my do czy-
nienia z tzw. pseudorotaksanem).
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Rysunek 6. Otrzymywanie katenenow i rotaksanow w reakcji Menschutkina.
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2.3. Reakcja amin z chlorkami kwasowymi

Pierwsze przyktady syntez [2]katenandéw, w przypadku ktérych templatami
byly wiazania wodorowe zostaty przedstawione w roku 1992. Pierwsza metoda
syntezy!'? opierata si¢ na rekcji dwoch czasteczek diaminy 14 (z ktorych jedna
przejmowata rolg zasady) z jedna czasteczka dichlorku 5-metoksyizoftaloilu w
obecnosci katalitycznych ilosci DMAP (4-(dimetyloamino)-pirydyny). W rezul-
tacie otrzymano [2]katenan 15 z 12% wydajnoscia. Druga metoda syntezy!'*
opierala si¢ na wczesniejszym otrzymaniu zwiazku 16, co uproscito ostatni etap
reakcji i zaowocowato zwigkszeniem wydajnos$ci do 34%.

Pozniejsze badania przy uzyciu réznych chlorkéw kwasowych pozwoli-
ly zaproponowaé¢ mechanizm katenacji oparty na danych do$wiadczalnych!'4l.
Uznano, ze na wstgpnie utworzony zwiazek makrocykliczny zostaje ,,nawle-
czony” zwiazek utworzony z czg$ciowo przereagowanego chlorku kwasowego
i aminy. Ostatnim etapem jest cyklizacja wspomnianego ,,nawleczonego” sub-
stratu prowadzaca do utworzenia grup amidowych.

Dlasze badania nad reakcjami chlorkéw kwasowych z aminami dowiodty,
ze [2]katenany mozna otrzymacé ze zdumiewajaco prostych odczynnikow. Przy-
ktadem takiej reakcji, jest kondensacja dichlorku izoftaloilu z p-ksylenodiamina
przeprowadzana w bezwodnym chloroformie z dodatkiem trietyloaminy jako
zasady (Rysunek 8)!'%!. [2]Katenan 18 otrzymano z 20% wydajnoscia bez ko-
niecznos$ci zastosowania metod chromatograficznych w celu rozdzielenia re-
agentéw. Ponadto stwierdzono, ze idealne st¢zenie dla utworzenia [2]katenanu
18 wynosito 0,02 M w bezwodnym chloroformie przy temperaturze 25°C. Uzy-
cie bardziej polarnych rozpuszczalnikéw (np. DMF) powodowato powstawanie
tylko produktow makrocyklicznych, badz liniowych. Fakt ten mozna wyttu-
maczy¢ zrywaniem wigzan wodorowych migdzy templatem, a zwigzkiem ma-
krocyklicznym przez czasteczki rozpuszczalnika. Metode zastosowano w celu
otrzymania [2]rotaksandéw z bardzo wysoka wydajnoscia. Przyktadem takiej
reakcji, jest zastosowanie duzego nadmiaru (4-5 krotnego) dichlorku izoftaloilu
oraz p-ksylenodiaminy w stosunku do czasteczki templatowej, jaka jest amid 19
(Rysunek 9). Wydajnos$¢ 97% jest w tym przypadku zdumiewajaca, zwazywszy
na fakt, iz reakcja wymaga kondensacji czterech czasteczek dookota piate;j!'¢-1).
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Rysunek 7. Synteza [2]katenanow z zastosowaniem wiqzan wodorowych jako templaty.
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NEt;, CHCly, 20%

CHCy, NEty
4h
97%

Rysunek 9. Synteza rotaksanu z wykorzystaniem wiqzan wodorowych jako templat.

2.4. Utleniajaca kondensacja alkinéw

Utleniajaca kondensacja dwoch terminalnych alkinow zachodzaca pod
wplywem kationow miedzi znana jest jako kondensacja Glaser-a, Eglinton-a,
badz Hay-a (w zalezno$ci od warunkéw prowadzenia reakcji)?”. Sama reakcja
jest tatwa do przeprowadzenia i jest zdecydowanie najczgsciej wybierana me-
toda w przypadku otrzymywania zwiazkow makrocyklicznych, ktore miatyby
zawiera¢ ugrupowanie 1,3-butadiynowe w swojej strukturze!l,

Przyktadem wykorzystania tej reakcji jest otrzymanie [2]katenanow 26 i 27
z wydajnoscia migedzy 20%, a 25% (Rysunek 10). Do syntezy uzyto kationow
rutenu(Il), jako templat, natomiast ligandami w zaleznosci od reakcji byty po-
chodne terpirydylu, badZ pochodne pirydyno/fenantroliny®2.

Kolejnym przyktadem wykorzystania utleniajacej kondensacji alkinow w
celu otrzymania [2]katenandw jest otrzymanie zwiazku 31 przy uzyciu kationow
miedzi(I) jako templatu. W omawianej reakcji (Rysunek 11) jako odczynnik wy-
wolujacy kondesacj¢ wykorzystano kompleksy platyny, ktora w ostatnim etapie
reakcji ulega utlenieniu pod wplywem jodu.
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Rysunek 10. Synteza [2]katenanu templatowana kationami rutenu(1l).

W 1997 roku zaprezentowano nowy rodzaj templatu, ktory byt oparty tylko
na oddziatywaniach m-n pomiedzy obojetnym elektrycznie donorem oraz ak-
ceptorem (Rysunek 12)I. W syntezie uzyto duzego nadmiaru CuCl/CuCl, w
temperaturze 50°C w celu scyklinowania pochodnej diimidu kwasu 1,2,4,5-b-
enzenotetrakarboksylowego (32) oraz diimidowych pochodnych naftalenu (33)
w obecnos$ci eteru koronowego posiadajacego w swojej strukturze pierscienie
naftalenowe. W rezultacie otrzymano [2]katenany 34 oraz 35 z wydajnoscia od-
powiednio 25% i 33%. Pézniejsze badania dowiodty, ze zastosowanie tempera-
tury pokojowej, zaowocowato zwigkszeniem wydajnosci do odpowiednio 38% i
52% (mimo niecatkowitego rozpuszczenia si¢ substratow w DMF)24,
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Rysunek 11. Synteza [2]katenanu z wykorzystaniem kompleksow  platyny
(dppp — 1,3-bis(difenylofosfino)propan).
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Rysunek 12. Synteza [2]katenanow z wykorzystanie oddzialywan n-r jako templat.

2.5. Metateza alkenow

Opracowanie reakcja metatezy alkenow, poza tym, ze stato si¢ dos¢ istotne

dla syntezy organicznej®!, okazato si¢ by¢ jedna z bardziej uzytecznych metod
przy otrzymywaniu wzajemnie sprzgzonych uktadow. Latwy dostgp do katali-
zatorow, wysoka wydajnosc¢, tagodne warunki i duza tolerancja dla innych grup
funkcyjnych staty si¢ powodami, dla ktorych metateza zamykania pierscienia
(ang. Ring Closing Metathesis = RCM) stata si¢ jedna z gtéwnych reakcji pod-
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czas otrzymywania katenanéw oraz rotaksandw. Niestety jej wada jest obecnosé
izomerow E/Z w produktach jakimi sa dwupodstawione alkeny, dlatego czgsto
po etapie cyklizacji stosuje si¢ reakcje uwodornienia.

Podobnie jak w przypadku kondensacji alkinow, reakcje RCM zastosowa-
no w celu scyklinowania obojetnych elektrycznie pochodnych diimidu kwasu
1,2,4,5benzenotetrakarboksylowego (36) oraz diimidowych pochodnych nafta-
lenu (37; Rysunek 13)2%. Dodanie Lil podczas syntezy [2]katenanu 38 spowo-
dowato trzykrotny wzrost wydajnosci dzigki zwigkszeniu oddziatywan templa-
towych?7

<)

(<
G

3 dni CHCl
60% | Katalizator Grubbsa I generagi (10 mol%)

Rysunek 13. Zastosowanie reakcji RCM w syntezie [2]katenanéw przy uZyciu oddzialy-
wan n-x jako templat.
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Kolejnym przyktadem zastosowania reakcji RCM jest uzycie jako templatu
soli dialkiloaminy w celu otrzymania katenandéw albo rotaksanow (Rysunek 14).
Produkty powiazane mechanicznie (42, 45) otrzymano w wyniku cyklizacji ete-
ru koronowego (41) lub dialkiloaminy (43) w zalezno$ci od oczekiwanego pro-
duktu??1, Z reguly najwyzsze wydajnosci obserwowano dla reakcji w ktorych
stgzenia obu reagentdw byly sobie rowne.

Przyktadem wykorzystanie reakcji RCM jest rtOwnowagowy proces tworze-
nia si¢ katenanu 47 ze zwiazku makrocyklicznego 46, ktoérego wydajnos¢ w da-
nej temperaturze w olbrzymim stopniu zalezy od stezenia (Rysunek 15)B%,

PRy
0. 0. B
+ \ — — PFy
- i A
W (0 0')
/O O\ o) 0.

Katalizator Grubbsa I generai (10 mol%) | 5 ~

CH,Cl,
24h ¢ 3

0 O. -
X =CH,CH, 73%
41 o0-CoHy ™ 30%
0 o

3 — — PFs

PF,
43
o Oﬁ
o] 0.
> L (
o] 0,
7 N .
Katalizator Grubbsa I generacji (10 mol%) N
+ Hz
Foﬂow O . 0
O O @
C[O OD 45
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Rysunek 14 .Otrzymywanie katenanow i rotaksanow przy uzyciu soli dialkiloamonio-
wych.
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Rysunek 15. Odwracalna reakcja RCM z uzyciem wiqzan wodorowych jako templat.

W reakcji RCM udato sig¢ rowniez z powodzeniem zastosowaé anion jako
templat (Rysunek 15). Metoda ta, znalazta zastosowanie przy syntezie zarowno
[2]rotaksanu (50) jak i [2]katenanu (53) z odpowiednich zwiazkow o strukturze
liniowej (odpowiednio 48, 49 oraz 51, 52)B" 32 W tym przypadku okreslone
utozenie zwiazkow organicznych wokoét anionu jest efektem tworzenia si¢ par
jonowych oraz powstawania wiazan wodorowych. Dodatkowo ligand acyklicz-
ny zostal zaprojektowany tak, aby pod wptywem oddziatywan nickowalenyc;j-
nych z drugim ligandem jego reaktywne konce zblizyly si¢ do siebie na tyle,
aby umozliwié¢ reakcj¢ cyklizacji. Brak anionéw chlorkowych powodowat, ze w
mieszaninie poreakcyjnej praktycznie nie stwierdzano obecnos$ci [2]rotaksanu
albo [2]katenanu.

2.6. Tworzenie imin/aminowanie redukcyjne

Tworzenie zasad Schiffa przez kondensacj¢ amin pierwszorzedowych z alde-
hydami lub ketonami znalazto zastosowanie w syntezie wzajemnie sprzgzonych
uktadéw?3l. Odwracalna natura takiego potaczenia jest niezwykle uzyteczna w
trakcie syntezy z wykorzystaniem templatu, gdyz pozwala otrzymac okreslony,
termodynamicznie najbardziej stabilny produkt dzigki dobraniu odpowiednich
substratow. Rownowagg reakcji mozna w takim przypadku przesuna¢ na ko-
rzy$¢ tworzenia produktu poprzez zastosowanie kolejnego etapu syntezy, w kto-
rym otrzymana imina ulega redukcji.

Jednym z przyktadéw wykorzystania tej reakcji jest samoorganizujacy si¢
[2]katenat 55 (Rysunek 17)B4, ktorego podstawa jest kompleks miedzi z po-
chodng fenantrolinodiiminy®®?. Otrzymano go w niemal stechiometrycznej ilo-
Sci, dzigki reakcji diaminy 54 z 2,9-diformylofenantroling oraz Cu(MeCN),BF,.
Po reakcji redukji przy uzyciu NaBH, oraz usunigciu jonéw centralnych za po-
moca EDTA uzyskano odpowiadajacy mu [2]katenan 56. Produkt ten nie zostat
oczyszczony ze wzgledu na niewielka skalg reakcji, jednakze wydajnos$¢ osza-
cowano na >50%.
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Rysunek 16. Templatowane anionem tworzenie [2[rotaksanow oraz [2]katenanow.

Kolejnym przyktadem zastosowania reakcji tworzenia imin w otrzymywa-
niu rotaksanow jest kondensacja diaminy pierwszorzedowej (61) z dialdehyda-
mi (57-59; Rysunek 18). Jako templat wykorzystuje si¢ pochodne omawiane;j
juz weze$niej soli dialkiloaminy (60)°!. Niestety redukcja do grup aminowych
za pomoca BH, umozliwita otrzymanie jedynie rotaksanu (63), ktory wczesniej
uzyskano z kondensacji 2,6diformylopirydny (57)13¢.
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Jednym z najbardziej spektakularnych zastosowan reakcji tworzenia imin
w chemii supramolekularnej jest otrzymanie molekularnych pier$cieni Borro-
mina (ang. Borromean Rings)P”. Omawiane pier§cienie skladaja si¢ z trzech
okregdw potaczonych ze soba w taki sposob, iz rozcigcie ktoregokolwiek z nich
umozliwia swobodne rozdzielenie pozostatych okregdéw. Jednakze najbardziej
zaskakujacym elementem w przypadku molekularnych pierscieni Borromina
jest sam etap syntezy (Rysunek 19). Oczekiwany produkt otrzymuje si¢ w wy-
niku jednego etapu syntezy, podczas ktorego dochodzi do kondensacji sze$ciu
czasteczek diaminy (64), szesciu czasteczek 2,6-diformylopirydyny oraz sze-
sciu dwudodatnich kationéw metali przej$ciowych. Wydajnos¢ reakcji waha si¢
w tym przypadku od 36% przy wykorzystaniu jonow Co?* do zdumiewajacych
95% przy zastosowaniu jondw Zn*". Otrzymany zwiazek 65 poddano nastepnie
redukeji (NaBH,) oraz usunigto metal przy pomocy EDTA uzyskujac ,,czyste”
pierscienie Borromina (66)"*. Interesujacy moze by¢ fakt, iz przypadku zasto-
sowania mieszaniny metali 1:1 (Cu?*" oraz Zn>") wyizolowanym produktem jest
podwojnie spleciony [2]katenan 675,

__ +22BF;

+ —_— -
2 Cu(CH4CN),BE,
NH; NH, CH3NO,, 40 °C
99%

NH ¢ ) HN 1. DMSO/MeOH
o NaBH,
2. K4EDTA, H,0
>50%
N f
N 0 N
° H
56
H
N O, S N
@k/@ b
A N

Rysunek 17. Templatowana kationami miedzi(l) synteza samoorganizujqcego sie [2]ka-
tenanu.
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Rysunek 18. Synteza [2]rotaksanow przy uzyciu zasad Schiffa.
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Rysunek 19. Otrzymywanie molekularnych pierscieni Borromina oraz podwajnie splecio-
nego [2]katenanu.
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2.7. Koordynacja metal-ligand

Stosunkowo tatwa metoda syntezy, ktora okazuje si¢ by¢ uzyteczna podczas
otrzymywania czasteczek potaczonych wiazaniem mechanicznym jest tworzenie
zwiazkow koordynacyjnych opartych o oddziatywania metal-lignad. Najwigk-
sza wada zastosowania tej metody jest wysoka labilno$¢ wiazan wystgpujacych
migdzy metalem, a ligandem organicznym. Oznacza to, dopdki nie zastosuje
si¢ czynnika, ktory zmieni kinetyczna stabilnos¢ potaczenia metal-ligand, ilo$¢
produktu, jaka wytworzy si¢ podczas syntezy bgdzie uzalezniona od wartos$ci
jaka przyjmuje stata rownowagi dla okreslonych warunkow reakcji. Czgsto oka-
zuje si¢, ze zmiana sktadu mieszaniny reakcyjnej (np. zmiana st¢zenia) pozwala
uzyska¢ mieszaning pozadanego produktu oraz pozostatych reagentéw lub pro-
duktéw ubocznych.

Przyktadem wykorzystania tej metody jest otrzymanie [2]katenandéw dzigki
samoasocjacji dwoch metalocyklicznych pierscieni pod wptywem oddziatywan
hydrofobowych (Rysunek 20)1“%. Makrocykliczny zwiazek 69 oraz [2]katenan
70, oba zawierajace w swojej strukturze pallad, w temperaturze pokojowej pozo-
staja ze soba w stanie rownowagi termodynamiczne;j. Z kolei w przypadku analo-
gicznych zwiazkéw, opierajacych swoja budowe na platynie, w roztworze wod-
nym w temperaturze 100 °C udaje si¢ jedynie otrzymac¢ niezwigzane pierscienie
makrocykliczne (71). Dodanie 5 M NaNO,, a nastepnie ogrzewanie catosci w
temperaturze 100 °C przez 24 godziny prowadzi do ilosciowego otrzymania [2]
katenanu 72, ktoéry nastgpnie mozna wytraci¢ w postaci soli chloranowej(VII).
Metodg ta opisano jako ,,molecular lock”, gdyz otrzymany w ten sposob katenan
nie ulega rozdzieleniu nawet podczas ogrzewania w temperaturze 100 °C.

4NO;

M=Pt

H,0,NaNO;
100°C, 24h

Rysunek 20. Przyktad odwracalnego i nieodwracalnego otrzymywania [2]katenanow z
udziatem wiqzan metalligand.
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Omawiana procedura zostata rozszerzona do otrzymywania katenanow w
temperaturze pokojowej!. Okazalo sig, ze roztwér zwiazku 73 jest kinetycz-
nie stabilny w mieszaninie 1:2 DMSO-d /D,0, jednakze nie obserwuje sig po-
wstawania produktu katenacji (Rysunek 21). Dopiero po naswietleniu lampa UV
(lampa rteciowa; 330 £ 70 nm filtr §rodkowoprzepustowy) zwiazek 73 ulegt
ilosciowemu przeksztatlceniu w odpowiadajacy mu [2]katenan 74. Rozpusz-
czenie produktu w niewodnym rozpuszczalniku (MeCN/MeOH 1:1), powinno
zaowocowaé rozktadem katenanu, jezeli wymiana ligandow bytaby mozliwa.
Okazato sig, ze zwiazek w tych warunkach jest stabilny, az do momentu ponow-
nego naswietlenia go promieniami UV, co skutkuje rozktadem do poczatkowego
substratu 73.

S

DMSO/H,0
1

15 min

Rysunek 21. Zalezne od promieniowania UV tworzenie [2]katenanu.

Kolejnym przyktadem zastosowania oddziatywan metal-ligand jest otrzy-
manie kompleksu 75, ktory swoja struktura jest bardzo podobny do pojedyncze-
go pierscienia w omawianym juz zwiazku 17 (prezentowanym na Rysunku 7)
21 Po dodaniu templatu 76 omawiany pierscien metalocykliczny ,,zawija si¢”
wokot niego, co owocuje powstaniem [2]rotaksanu 77 (Rysunek 22), ktory jest
stabilny w temperaturze pokojowej i moze zosta¢ oczyszczony za pomoca chro-
matografii wykonanej na silikazelu.

Za pomoca trwatych potaczen metal-ligand udato si¢ rowniez otrzymac [2]
katenan z pochodnych omawianego wczeéniej parakwatu ¥, W tym przypadku
jedna z jego pochodnych (78) ogrzewano ze zwiazkiem 10 oraz (en)Pt(NO,),
przez 12 dni w temperaturze 100 °C. W efekcie otrzymano [2]katenan 79 z 85%
wydajnoscia (Rysunek 23).
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Rysunek 22. Tworzenie [2]rotaksanu dzieki zastosowaniu trwalych oddziatywan metal-
ligand.
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Rysunek 23. Tworzenie metalocyklicznego [2]katenanu z wykorzystaniem pochodnej pa-
rakwatu.

Niewielka modyfikacja przedstawionych powyzej metod jest zastosowanie
metalu, ktoéry w trakcie reakcji bedzie zachowywat si¢ zar6wno jako templat,
jak 1 fragment pierscienia makrocyklicznego. Templat opiera si¢ na zwiazkach
typu PACL L, w ktérych funkcje lignadu (L) spetniaja grupy pirydynowe danej
czasteczki zwiazku 80, natomiast ligandy chlorkowe tworza wiazania wodoro-
we z grupami izoftalimidowymi drugiej czasteczki tego samego zwiazku*!, W
efekcie tworzy si¢ [2]katenan 81, ktory jest niezwykle stabilny, mimo obecnosci
labilnych wiazan koordynacyjnych Pd-N. W razie potrzeby katenan ten mozna
podda¢ chromatografii, a ponadto jest on stabilny w wielu roznych rozpuszczal-
nikach. Jednakze dodanie >1 M DMSO powoduje rozpad zwiazku do poczatko-
wych substratow.

3. Podsumowanie

W przeciagu ostatnich kilkudziesigciu lat opracowano wiele rdéznorodnych
metod pozwalajacych na otrzymanie czasteczek wzajemnie sprzezonych z za-
dawalajaca wydajno$cia. Metody te opieraja si¢ zarowno na nowych techni-
kach syntezy (np. metateza alkenéw), jak i wykorzystaniu coraz doskonalszych
i bardziej wydajnych templatow. Najprawdopodobniej, dalsze zainteresowania
chemikow, beda dotyczyly zrozumienia i ilo$ciowego opisu czynnikow, ktore
prowadza do uzyskania konkretnych fizycznie zwiazanych molekut (np. pier-
Scieni Borromina) oraz opracowania sposoboOw na otrzymanie zwiazkow o
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Rysunek 24. Otrzymywanie [2]katenanu, w ktorym metal jest rownoczesnie templatem
oraz fragmentem pierscienia makrocyklicznego.
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okreslonych wiasciwosciach fizykochemicznych. Dla opisywanych zwiazkoéw
znaleziono juz wiele potencjalnych zastosowan, gtdéwnie do budowy tzw. ma-
szyn molekularnych, w ktorych dopatruje si¢ przysziosci nowoczesnej nano-
technologii.

Podzi¢gkowania:
Praca naukoaw finansowane ze $rodkow na naukg¢ w latach 2009-2012, jako
projekt badawy (N 204 — 028636).
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Rozdzial 11
Rotaksany — molekularne urzadzenia

Leszek Zalewski, Tadeusz Ossowski, Pawel Niedziatkowski,
Anita Stefanska

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

Urzadzenia $§wiata makroskopowego uzywaja energii §wietlnej badz elek-
trycznej do przechowywania, przekazywania badz odbierania informacji. Oczy-
wiste jest to, ze elementy chemicznych komputerow (urzadzen) nie musza
dziata¢ w sposob analogiczny do tych zbudowanych na bazie procesorow krze-
mowych, lecz wydaje sig, ze dziatanie ich, na poziomie czasteczkowym, bedzie
bazowato na bodzcach pochodzenia elektrycznego badz swietlnego."* Znanych
jest obecnie wiele grup zwiazkow, ktore moga przekazywac elektrony badz foto-
ny, generowac elektrony lub fotony po uprzednim pobudzeniu za pomoca metod
chemicznych, elektrochemicznych Iub fotochemicznych. Dlatego oczekuje sig,
ze procesy zachodzace w czasteczkach, beda znajdowac coraz wigcej zastoso-
wan w projektowaniu i budowaniu nowoczesnych urzadzen elektronicznych.

W ciagu ostatnich lat przeprowadzono wiele badan, demonstrujacych uzy-
teczno$¢ proces6w zachodzacych na poziomie molekularnym w procesach
przetwarzania informacji.>**>¢ Mimo, iz badania te rozwijaja si¢ obecnie bardzo
szybko, to skonstruowanie pracujacego urzadzenia chemicznego (z ang. Mole-
cular Devices) pozostaje nadal w dalekiej przysztosci. Jednakze w chwili obec-
nej badania nad konstruowaniem elementoéw urzadzen elektronicznych, takich
jak: przetaczniki, przekazniki, wlaczniki, baterie sa wysoce zaawansowane i sta-
nowig obiekt coraz szerszego zainteresowania ze strony chemikow’.?

Wigkszo$¢ badan nad systemami molekularnymi zdolnymi do pelnienia
funkcji podobnych do tych, ktore wykonuja urzadzenia $wiata makroskopowe-
go, dotyczy fotoindukowanego transferu tadunku badz elektronéw w uktadach
supramolekularnych. System molekularny przedstawiony w tej czg$ci pracy to
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rotaksany. Nazwa rotaksany pochodzi od tacinskich stéw rota (koto) i axis (oS,

nié).
(- _.,_,_@ S )/{

Rysunek 1. Schemat rotaksanu, oraz mechanizm ich dzialania.

Zwiazki te sktadaja si¢ z dwoch duzych ugrupowan, znajdujacych si¢ po bo-
kach czasteczki (stoperdw), potaczonych ze soba kowalencyjnie za pomoca tan-
cucha alifatycznego badz peptydowego, tworzac o$ czasteczki. Dodatkowo, po-
migdzy dwoma stoperami znajduje si¢ pierscien makrocykliczny, niepotaczony
za pomoca wiazan kowalencyjnych z osia (patrz rysunek 1). Wiele rotaksanow
posiada dodatkowo ugrupowania donorowo — akceptorowe wbudowane w nié¢
taczaca stopery, ktore dzigki mozliwosci tworzenia wigzan z makrocyklicznym
pier§cieniem moga powodowaé zmiang konformacji catego uktadu supramole-
kularnego. Po wzbudzeniu czasteczki, makrocykl przesuwa si¢ od jednej grupy
donorowej do nastgpnej, po przejsciu w stan podstawowy, pierscien powraca
do swej oryginalnej pozycji (rysunek 1).° Proces zmiany konformacji uktadu
wywotany ruchem uktadu cyklicznego moze by¢ indukowany za pomoca ze-
wnetrznego bodzea i jest wlasciwoscia, ktora postuzyé ma do zaprojektowania
urzadzen, ktorych dziatanie bedzie podobne do tych ze Swiata makroskopowe-
go. 101!

Taka odpowiedz rotaxanow jest analogiczna do binarnego systemu odpo-
wiedzi procesorow krzemowych, tak wiec tego typu uktady molekularne moga
znalez¢ zastosowanie w konstruowaniu urzadzen stuzacych gromadzeniu i prze-
twarzaniu informacji.

W tym rozdziale zostana zaprezentowane sposoby wzbudzania rotaksanéw
oraz sposoby odczytywania molekularnej odpowiedzi, a takze glowne strategie
preparatywne prowadzace do otrzymania tego rodzaju pochodnych.

1.1. Rotaksany — strategie preparatywne oraz ich niektére wlasciwosci.
Rotaksany sktadaja si¢ z dwoch, niepotaczonych w sposdb kowalencyjny
elementdéw (pierScienia i nici, patrzy rysunek 1). Mimo to dysocjacja dwoch
elementoéw sktadowych wymaga rozerwania przynajmniej jednego kowalencyj-
nego wiazania w czasteczce makrocyklicznego pierscienia badz w czasteczce
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nici.”? Ogolnie, strategia preparatywna prowadzaca do zadawalajacych wydaj-
nos$ci, zwiazana jest z wykorzystaniem efektu templatowego, ktéry opiera si¢
na rozpoznaniu molekularnym elementow sktadowych czasteczki docelowe;.
Rysunek 2 pokazuje drogi preparatywne, w ktorych elementy sktadowe po ulo-
kowaniu si¢ w wygodnej termodynamicznie pozycji wzgledem siebie, formuja
pozadane struktury supramolekularne.

m Przeciaganie g Zamykanie
A + >+< —_— J

B . Naciagnie
y

+

3 5 — O ﬁ Q

Rysunek 2. Strategie preparatywne prowadzqce do otrzymania rotaksanow.

W metodzie pierwszej (A na rysunku 2), kluczowym etapem jest ,,przecia-
gniecie” liniowej czasteczki przez wneke gotowego makrocyklu i nastgpnie za-
blokowanie nici dwoma stoperami. W metodzie B, gotowy pierécien ,,naciaga”
si¢ na gotowa czasteczke liniowa. Ostatnia metoda, wykorzystuje zjawisko for-
mowania si¢ pierscienia makrocyklicznego wokot nici, ktéra stabilizuje stany
przejsciowe w wyniku efektu templatowego.

Anelli i wspolpracownicy przedstawili synteze rotaksanu, wykorzystujac
dwie metody: spinanie i przecigganie.”* Wychodzac z liniowej pochodnej (2),
posiadajacej bogaty w elektrony uktad hydrochinonowy, i czterokationowego
cyklofanu, autorzy otrzymali rotaxan (6) z 22% wydajnoscia. Terminowanie
grup hydroksylowych czgéci acyklicznej przeprowadzono za pomoca triflu-
orometanosulfonianu triizopropylosilanu w obecnosci lutydyny. Jednoczes$nie,
w wyniku reakcji dibromku (4) z dikationem (3) w obecno$ci przygotowanego
elementu liniowego (5) z zablokowanymi grupami hydroksylowymi, otrzyma-
no ten sam rotaksan (6) z wydajnoscia 14%. Ta sama metod¢ wykorzystano do
zsyntezowania pochodnej, analogicznej do rotaksanu (6), ktérej grupy hydrok-
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sylowe zablokowano admantylem. Oczekiwany produkt otrzymano z wydajno-
Scig 12%.'

W celu badania odwracalnego procesu wedrowki pierscienia cyklofanowe-
g0, zsyntezowano szereg rotaksanéw posiadajacych dwie lub wigcej, bogate w
elektrony m grupy, wbudowane w acykliczny element czasteczki. Mozliwosc¢
kontroli tego procesu, wywoltywanego za pomoca bodzcow zewngtrznych, w
oczywisty sposéb przyczyni si¢ do znalezienia praktycznych aplikacji dla tej
grupy zwiazkow. '

[o) o] o) O—Si

AT PN
2PFg” * i, MeCN, AgPFq, RT, 7d
Z ‘ ‘ N ii, NH,PFg, H,0
\N (3) N/ 14%
Br Br >]Sif0 o) o) O — —
\_@_l )\\_/\_/\_/ Y 4PFy
g O /_\O*Si4<
@ (5) )\
Orh
"X %
| |
s-qQ g o
b'\\_/uo\_/
- © -
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g ¢ O OH
AN LN
X
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4PFg + AN N
=z ‘ ‘ = MeCN, RT, 1h
X+ 4.2 22%
N N
: HO Q o}
AR
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Rysunek 3. Dwie metody otrzymywania rotaksanow z pierscieniem cyklofanowym.

Przyktadem rotaksanu posiadajacego dwie elektronodonorowe grupy hydro-
chinonowe moze by¢ pochodna (7), ktora w wyniku reakcji spinania otrzymano
z wydajnoécia 32% (tabela 1).!° Na przyktadzie tej pochodnej po raz pierwszy
zademonstrowano zjawisko cyklicznej wedréwki ubogiego w elektrony cyklofa-
nu pomigdzy grupami hydrochinonowymi. Autorzy przeprowadzili serig ekspe-
rymentéw wykorzystujac technike 'H-NMR w réznych temperaturach. W 140°
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C w CD,SOCD, proces wedréwki makrocyklicznego pierScienia nastgpuje bar-
dzo szybko, totez osiem protonow potozonych wokot grup hydrochinonowych
uwidacznia si¢ w postaci pojedynczego singletu = 5,16 ppm. Natomiast w tem-
peraturze -50° C w CD,COCD, wyzej wymienione protony mozna obserwowac
w postaci dwoch pikdw, co pozwala nam odrozni¢ grupe hydrochinonowa ze
zlokalizowanym wokoét cyklofanem 6 = 3,80 ppm oraz wolna grupg, o wartosci
przesuniegcia chemicznego 6 = 6,38 ppm. Na podstawie tych badan,'”!® udato si¢
wyznaczy¢ barierg energetyczna dla procesu wedrowki cyklofanowego pierscie-
nia pomiedzy grupami hydrochinonowymi, ktora wynosi 54,4 kJ mol .

4PFy

™ -0)

Rysunek 4. Rotaksany posiadajqce dwie grupy elekronodonorowe.

Tabela 1. Wydajnosé¢ syntezy rotaksanow posiadajqcych dwie grupy elektronodonorowe

(M- 0.

Rotaksan n ‘ _ v Wy((i;]t)losc
0
b
™) 2 >—j'\ o« _)o o« )0 32

®

® 4+ O Lo O F
J
) 0

©) 1 QOQ o« )0 OC(NC 9

Rotaksan (8), otrzymano w wyniku reakcji dibromku (4) z dikationem (3) z
wydajnoscia 8%. Eksperymentalnie potwierdzono, ze w stanie niewzbudzonym
preferencyjnym potozeniem dla pierscienia jest element hydrochinonowy,' na-
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tomiast po jego utlenieniu makrocykl zmienia potozenie na korzysc¢ sasiedniego
p-ksylenu. Badania "H-NMR potwierdzity szybka rotacje pierscienia w tempe-
raturze 70° C w CD,CN, natomiast w temperaturze -40° C reakcja nie ustaje, a
stosunek dwoch konformeréow wyznaczono na 7:3, na korzy$¢ grupy hydrochi-
nonowej. Wymieniajac grupe p-ksylenowa na indolowa zsyntezowano, w po-
dobnych warunkach jak poprzednio, rotaksan (9) z wydajnoscia 9%.2° Zmierze-
niem autoréow byto otrzymanie pochodnej, ktorej rownowaga procesu wedrowki
pierscienia w pewnych warunkach bedzie zdecydowanie przesunigta na korzys¢
jednego z istniejacych konformerdéw. Zaskakujaco, pomimo obecnosci w cza-
steczce bogatszej w elektrony grypy indolowej, zaobserwowano wylacznie je-
den konformer z grupa hydrochinonowa ulokowana wewnatrz makrocyklu. Zja-
wisko wytlumaczono zbyt duza zawada steryczna, konieczna do pokonania, aby
umiesci¢ indolowa pochodna wewnatrz cyklofanu.

4PFg

10
Rysunek 5. Rotaksan posiadajqcy grupe benzidynowq i 4,4 -bifenylowq.

Rotaksan (10), posiadajacy w czesci liniowej pochodna benzidynowa i 4,4°-
bifenylowa, zsyntezowano zgodnie z metoda ,,przeciagania” z wydajnoscia 19%
(rysunek 5).2! Za pomoca spektroskopii 'H-NMR w CD,CN w temperaturze -40°
C wyznaczono stosunek dwoch izomeréw na 84:16 na korzys¢ konformeru po-
siadajacego grupe benzidynowa wewnatrz makrocyklu. Dodanie nadmiarowej
ilosci CF,COOD powoduje sprotonowanie grup aminowych w grupie benzidy-
nowej, co z kolei powoduje przesunigcie si¢ czterokationowego cyklofanu w
kierunku 4,4’-bifenylenu, ktory w takich warunkach staje si¢ grupa najbardziej
elektronodonorowa. Zneutralizowanie uktadu przez dodanie deuterowanej piry-
dyny, powoduje deprotonacj¢ grup aminowych w czasteczce liniowej i powrot
makrocyklu do preferowanej pozycji. Proces ten moze by¢ rowniez wywoty-
wany 1 kontrolowany za pomoca metod elektrochemicznych, gdyz utlenienie
benzidyny sprawia przesuniecie si¢ pierscienia w kierunku 4,4’-bifenylenu. Po
redukcji uktadu, makrocykl powraca do wczesniejszej rownowagi. Tak, wiec
w rotaksanie (10) proces wedréwki makrocyklu wzdtuz linowej czg$ci mozna
kontrolowa¢ w sposob chemiczny i elektrochemiczny.
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Rysunek 6. Schemat syntezy rotaksanow (13) i (14).

Tabela 2. Wydajnosci syntezy rotaksanow (13) i (14).
Substrat R Rotaksan Wydajnosé (%)

) g\vg 13) 6
O 0

12) O (14) 25
J

Zjawisko tworzenia par jonowych przez czasteczki substratow postuzyto do
syntezy rotaksanow (13) i (14), ktorych sposob otrzymania zaprezentowano na
rysunku 6, a wydajnosci syntez zebrano w tabeli 2.%2?* Wzbudzenie pochodne;j
(13) za pomoca pulsu laserowego o dtugosci fali 437 nm powoduje powstanie
par jonowych, ktore zanikaja bardzo wolno. W pierwszym etapie, deaktywa-
cja obejmuje przeniesienie tadunku od grupy hydrochinonowej do ferrocenowe;j
oraz utlenienie ferrocenowych stoperow. W rezultacie, szybkos¢ przegrupowa-
nia fadunku, czyli przeniesienie elektronu od cyklofanowego rodnikoanionu do
grup ferrocynowych spada drastycznie. Podobne badania przeprowadzono dla
rotaksanu posiadajacego antracenowe stopery (14). W przeciwienstwie do po-
przedniego przyktadu, w tym wypadku przeniesienie fadunku i powstawania par
jonowych zachodzity bardzo szybko.

Doktadne dopasowanie rozmiaréw cyklicznego pierscienia i stoperow ele-
mentu liniowego pozwala na otrzymanie rotaksanow metoda ,,naciagania”. Kie-
dy rozmiary dwoch elementow, stoperéw i makrocyklu, sa zblizone do siebie, to
mozliwe jest, poprzez odpowiednia stymulacjg termiczna, otrzymanie oczekiwa-
nych produktow. Autorzy** otrzymali serig rotaksandéw (20) — (22) ogrzewajac
mieszaning zlozong z liniowych dikationow (16) — (18) i pierscienia makrocy-
klicznego (15) (rysunek 7, tabela 3). Wysoka temperatura pozwala przekroczy¢
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barier¢ energetyczna i w rezultacie przeprowadzi¢ makrocykl przez stopery
czescei acyklicznej. W otrzymanym rotaksanie, pier§cien ,,wpada” w termody-
namiczng putapke, przyjmujac potozenie wokot bipirydynowego dikationu, stad
tez energia dysocjacji takiego uktadu znacznie wzrasta. W przypadku substratu

(19), posiadajacego podstawnik izopropylowy nie zaobserwowano powstawania
produktu (tabela 3).
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= 2PF5"
16) - (19
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Rysunek 7. Synteza rotaksanéw metodq ,,naciqgania”.

Tabela 3. Wydajnosci otrzymywania rotaksanow metodq ,, naciqgania”.

Substrat R Rotaksan Wy((iéz ;IOSC
(16) H (20) 52
a7 Me 21) 45
(18) Et 22) 47
(19) i-Pr (23) 0

Bardzo wydajna metodg otrzymywania rotaksanéw zaproponowal Leigh i
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wspotpracownicy,” w ktorej dzigki efektowi templatowemu, czyli efektowi roz-
poznania molekularnego acyklicznego fragmentu rotaksanu (27) — (29) przez
liniowy produkt posredni (25) i tworzeniu wiazan wodorowych, otrzymano ro-
taksany (30) — (32) z wysokimi wydajno$ciami (patrz tabela 4). Dodatkowo,
produkt posredni (26) przyjmuje liniowa konformacje syn-anti,® ktora utrzy-
muje dwa reaktywne konce czasteczki w odlegtosci ograniczajacej spontaniczne
formowanie pierscienia. Stad tez, nieobecno$¢ odpowiedniego templatu czyni
pochodna (26) trwata w roztworze, zdolna do tworzenia wigkszych dimerow.?”’
W warunkach reakcji otrzymywania rotaksanow, dochodzi do tworzenia wiazan
wodorowych pomigdzy prekursorem pierécienia (26) 1 acyklicznym elementem
rotaksanu, np. (27), ktére promuja i stabilizuja powstawanie rotameru syn-syn,
co powoduje zblizenie si¢ aminy i chlorku kwasowego na odlegto$¢ pozwalajaca
na szybka cyklizacjg.”®

Q)
Ph Ph = /f Y wPh
RT,4-8h N % " ph
HN /:/ NH HN
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25)
o/@/o

2
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Rysunek 8. Schemat syntezy rotaxanow (30) — (32).

Tabela 4. Wydajnosci syntezy rotaksanow (30) — (32).

Substrat X Y Rotaksan Wydajnos¢ (%)
Q27 NH NH (30) 97
(28) NH (0] @31 35
(29) (@) (0] 32) 3

Najwyzsza wydajnos¢ (97%, patrz tabela 4), w warunkach reakcji (4-krotny
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nadmiar diaminy (25) i dichlorku (24), Et,N, duze rozcienczenie) uzyskano dla
rotaksanu (30), ktérego element linowy zbudowany jest z amidu kwasu fuma-
rowego. Zamiana jednego badz dwu ugrupowan amidowych na estrowe, po-
woduje znaczny spadek wydajnosci, do 35% dla pochodnej (31) i az do 3% dla
(32). Obserwacja ta pozwala stwierdzié¢, ze zdolnosci tworzenia wigzan wodoro-
wych przez ugrupowanie estrowe sa znacznie mniejsze, potwierdzeniem moze
by¢ porownanie stalych wigzania di(p-bytylofenylo)izoftalamidu przez jony
Cl' (K (CD,CL) = 6,1x10* M) oraz estru metylowego kwasu benzoesowego
(K,(CD,CL, <10 M™).

1.2. Wykorzystanie magnetycznego rezonansu jadrowego w badaniach z
uzyciem rotaksanéw.

Magnetyczny rezonans jadrowy jest uzytecznym narzgdziem do potwier-
dzenia struktury oraz do ustalania stanéw konfirmacyjnych otrzymanych po-
chodnych.

W przypadku rotaksanow z pierscieniem benzyloamidowym obserwujemy
charakterystyczne przesuniecie protondow czgsci acyklicznej, ostanianych przez
grupy benzylowe makrocyklu.?? Porownujac widma 'H-NMR rotaksanu (33) i
odpowiadajacej mu czesci acyklicznej (34) (rysunek 9)*° mozemy zaobserwo-
wa¢ tego rodzaju przesunigcie dla protonéw amidu kwasu bursztynowego H i
H, (AS, = 1,45 ppm). Protony usytuowane na zewnatrz amidu kwasu bursztyno-
wego (H,H,, i H,) sa rowniez przesunigte w kierunku nizszych wartosci przesu-
nig¢ chemicznych (3), lecz warto$¢ tego przesunigcia jest znacznie nizsza.

Cechg charakterystyczna, ktora niewatpliwie czyni rotaksany bardzo inte-
resujaca grupa pochodnych jest mozliwos¢ cyklicznej wedrowki makrocyklu
wzdhuz acyklicznej osi. W przypadku pochodnych, ktére moga tworzy¢ we-
wnatrzczasteczkowe wiazania wodorowe istotne jest, aby poznaé site tych od-
dziatywan oraz barierg energetyczna, jaka towarzyszy rotacji pierscienia wokot
osi.

Dzigki przeprowadzonym w réznych temperaturach eksperymentom 'H-
NMR, wyznaczono sit¢ wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych, poprzez
okreslenie bariery energetycznej rotacji czgsci makrocyklicznej wokot elementu
liniowego.*! Wykorzystujac kilka metod®*** wyznaczono warto$ci energii swo-
bodnej (AG) w temperaturze 298 K w CD,Cl, dla rotaksanu (35) (AG = 13,440,1
kcal mol™), (36) (AG = 11,5+0,2 kcal mol"), (37) (AG = 9,3+0,2 kcal mol™),
(38) (AG = 7,2+0,4 kcal mol!). Mechanizm rotacji we wszystkich przebadanych
rotaksanach jest taki sam, r6znica bariery energetycznej procesu rotacji maleje
w szeregu (36)>(37)>(38) i jest zwiazana z sita powstajacych wiazan wodo-
rowych, ktora jest wigksza w przypadku pochodnych posiadajacych wiazania
amidowe w czesci acyklicznej.
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Rysunek 9. Widmo 'H-NMR (400 MHz) dla nici (33) — (a) i rotaksanu (34) — (b) w CDCI,
w298 K.
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Rysunek 10. Struktury rotaksanéw z pochodna kwasu fumarowego w czesci liniowej.

1.3. Rotaksany wzbudzane i monitorowane za pomoca metod elektroche-
micznych

W rotaksanach posiadajacych grupe redoksaktywna proces translokacji cze-
sci cyklicznej moze by¢é wywotywany i obserwowany za pomoca woltametrii
cyklicznej (CV). Rysunek 11 przedstawia diagram CV w DMF nici (34) — krzy-
wa (a), oraz rotaksanu (33) — krzywa (b). ** W przypadku pochodnej (34) obser-
wujemy jednoelekoronowy, odwracalny proces z pikiem katodowym (£, = -1,40
V)i odpowiadajacym mu anodowym pikiem utlenienia (£, = -1,30 V). Rotaksan
(33) charakteryzuje si¢ podobnym pikiem redukcji (£, = -1,40 V), podczas gdy
odpowiadajacy mu pik anodowy ulega znacznemu wygaszeniu oraz dodatkowo
obserwujemy dodatkowy pik anodowy (II na rysunku 11 (b)) przesunigty w kie-
runku bardziej pozytywnych potencjatow (£, = -0,89 V).

Wyniki te mozna zinterpretowaé zgodnie z mechanizmem reakcji zaprezen-
towanym na rysunku 11. Dzieki badaniom '"H-NMR udowodniono, ze w stanie
niewzbudzonym rotaksan przyjmuje konformacj¢ taka jak pokazano na rysun-
ku 9, gdzie makrocykliczny pierScien zajmuje polozenie wokoét amidu kwasu
bursztynowego. Dzigki temu, pierscien makrocykliczny nie wplywa na proces
redukcji grupy naftalenoimidowej prowadzacej do otrzymania rodnikoanionu
(39). Poniewaz naladowana ujemnie grupa naftalenoimidowa jest lepszym ak-
ceptorem wiazan wodorowych, makrocykl przesuwa si¢ w jej kierunku tworzac
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pochodna (40). W rezultacie, nowo utworzone wiazania wodorowe, stabilizuja
fadunek elektronowy naftalenoimidu, stad tez utlenianie rodnikonionu zaczyna
si¢ po osiagnigciu bardziej pozytywnego potencjatu (AE =0,51 V). Po utlenie-
niu, grupa naftalenoimidowa traci tadunek, pierscien makrocykliczny wraca do
swego pierwotnego potozenia.

current / p A
o
1 N
current / p A
[=]
1 .

40 — ] 40 -

| R e S | — T T T T T T 1
05 1.0 45 20 0.5 10 15 2.0
EIV EIV
Rysunek 11. Krzywe woltametryczne nici (34) — (a) oraz rotaksanu (33) — (b), w roztwo-
rze DMF-u z heksafluorofosforanem tertbutyloaminy jako wzorzec wewnetrzny, w 298 K.
Czerwona linia oznaczono dane pochodzqce z symulacji procesu.

E=-0,90V

Rysunek 12. Mechanizm indukowanej elektrochemicznie reakcji translokacji makrocyklu
w rotaksanie (33), zaproponowany przez D. A. Leigh i wspolpracownikow.>

53



Leszek Zalewski, Tadeusz Ossowski, Pawel Niedziatkowski, Anita Stefanska

Zaktadajac, ze podany wyzej mechanizm jest prawidlowy, i Ze to tworzone
wiazania wodorowe pomigdzy redoksaktywnym naftalenoimidem a pierScieniem
makrocyklicznym powoduja przesuniecie piku anodowego, zachodzi przypusz-
czenie, ze w wyniku pofatdowania si¢ weglowego tancucha, konce czasteczki
przysuna si¢ do siebie i wytworza si¢ wiazania wodorowe bez translokacji pier-
Scienia. Kilka mozliwych struktur konformacyjnych, z zaznaczonymi wiazania-
mi wodorowymi, ktore potencjalniec moga zostaé¢ utworzone, przedstawiono na
rysunku 12. W celu wykluczenia mozliwosci tworzenia sig¢ konformerow wsku-
tek faldowania si¢ tancucha i potwierdzenia mechanizmu redukcji rotaksanéw
z translokacja makrocyklu, zsyntezowano i przebadano woltametrycznie rotak-
sany (45) i (46).

(CHy),

NH

42)

Rysunek 13. Mozliwe struktury konfirmacyjne powstate w wyniku pofatdowania rotaksa-
nu (33).
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Rysunek 14. Struktury oraz krzywe woltametryczne rotaksanow, (45) — krzywa (b) i (46)
— krzywa (a), w roztworze DMF-u z heksafluorofosforanem tertbutyloaminy jako wzorzec
wewnetrzny, w temperaturze 298 K.

W strukturg rotaksanu (46) wbudowano eterowa grupg silanowa, dostatecz-
nie duza by uniemozliwi¢ translokacj¢ makrocyklu oraz umozliwi¢ tworzenie
si¢ konformerow wskutek fatdowania si¢ tancucha weglowego. Hydroliza grupy
eterowej, prowadzi do otrzymania pochodnej (45), bliskiego analogu rotaksanu
(33), w ktorej ruch makrocyklu jest dozwolony. Krzywa woltametryczna (46)
(krzywa (a) na rysunku 14) jest identyczna do krzywej acyklicznej nici (34) a
nie rotaksanu (33). Potwierdza to wczesniej zaproponowany mechanizm trans-
lokacji pierscienia makrocyklicznego wzdtuz tancucha weglowego i stabilizacjg
naftalenoimidowego rodnikoanionu. Dodatkowym potwierdzeniem jest ekspe-
rymentalnie wyznaczona krzywa woltametryczna rotaksanu (35), wyraznie po-
dobna do otrzymanej wczesniej krzywej dla rotaksanu (33).

3.4. Rotaksany wzbudzane za pomoca metod fotochemicznych.

Rotaksany posiadajace uktady chromoforowe daja mozliwo$¢ wzbudzania i
Sledzenia zachodzacych proceséw za pomoca technik spektroskopowych. Uzy-
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cie fotonow do wzbudzania czasteczek pozwala na uzyskanie szybkiej odpowie-
dzi i moze przebiegac na stosunkowo malej powierzchni bez powstawania pro-
duktow ubocznych.’*3 Powodowana energia $wietlna translokacja makrocyklu
wzdhuz liniowego elementu rotaksanéw moze by¢ wynikiem: transferu fotow-
zbudzonych elektronéw (ET),*® zmian w tworzonych wigzaniach wodorowych
w stanie wzbudzonym,*” lub fotoimeryzacji ugrupowan azowych.’® Metody naj-
czesciej uzywane do obserwowania zachodzacych wewnatrz czasteczek zmian
to: techniki magnetycznego rezonansu jadrowego, spektroskopia absorpcyjna i
emisyjna oraz spektroskopia dichroizmu kotowego.3%4

Przyktadem fotoczutego rotaksanu jest pochodna (47), posiadajaca grupg azo-
benzenowa w czesci acyklicznej otoczona przez pierscieniowa o-cyklodekstryne
(rysunek 15).4

f A 4Ci0P
OO T OO

@n
Rysunek 15. Struktura rotaksanu z azobenzenowym chromoforem i cyklodekstrynowym
uktadem cyklicznym.

Zarowno rotaksan (47) jak i jego cykliczny element ulegaja reakcji fotoime-
ryzacji. Po ich wzbudzeniu (A = 360 nm) grupa azobenzenowa zmienia konfor-
macje z trans do cis i powraca do swej pierwotnej konfiguracji po wzbudzeniu
$wiatlem widzialnym (A =430 nm). Obydwie pochodne osiagaja stan fotostabil-
ny w ciagu 15 minut — rotaksan i 11 minut — ni¢. Dzigki potaczeniu badan NMR
(Nuclear Overhauser Effect)*? z technikami spektroskopowymi udato sig¢ usta-
li¢ potozenie pierscienia cyklodekstrynowego w stanie podstawowym i wzbu-
dzonym. W zarejestrowanym widmie 'H-NMR rotaksanu (47) piki protonow
azobenzenowych byly przesunigte w kierunku wyzszych wartosci ppm (Sred-
nio 0 0,2 — 0,3 ppm) w poréwnaniu do widma wyizolowanej czgsci liniowe;.
Anizotropia ta jest powodowana obecno$cia cyklodekstrynowego makrocyklu,
ktory w stanie podstawowym przyjmuje potozenie wokot grupy azobenzenowe.
Po wzbudzeniu rotaksanu (47) swiattem UV, obserwujemy przesunigcie pikow
nalezacych do mostka metylenowego, taczacego grupg azobenzenowa z reszta
acyklicznej czasteczki, w kierunku nizszych wartosci ppm. Wskutek przesunig-
cia si¢ pierScienia dekstrynowego w wzbudzonej czasteczce, ostaniane metyle-
nowe protony zmienity swe potozenie w widmie 'H-NMR z 5,30 ppm do 3,65
ppm. Konkludujac, rotaksan (47) mozna nazwaé fotoczutym urzadzeniem, w
ktorym cyklodekstrynowy pierscien ulega translokacji z potozenia wokot gru-
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py azobenzenowej do potozenia wokol mostka metylenowego po wzbudzeniu
swiattem widzialnym lub UV.

Fulleren C_ jest pochodna wyjatkowo uzyteczna w projektowaniu rotak-
sandw. Jego rozmiary czynia go dogodnym uktadem w projektowaniu rotaksa-
nowych stoperéw, natomiast jego wtasciwosci fotochemiczne decyduja o jego
potencjalnym zastosowaniu w projektowaniu fotoczutych urzadzen molekular-
nych. 44

Rysunek 16. Struktura rotaksanu z fullerenowym uktadem acyklicznym (48), oraz fullere-
nowy analog (49).

Na rysunku 16 przedstawiono strukture rotaksanu (48) z fullerenem wbudo-
wanym w liniowa cze$¢ czasteczki i benzyloamidowym uktadem cyklicznym.
Autorzy przebadali wtasciwosci fluorescencyjne rotaksanu (48) oraz jego ele-
mentu liniowego,* i porownali otrzymane dane eksperymentalne z fullereno-
wym analogiem (49) posiadajacym trietylenowy tancuch glikolowy.* W roz-
tworze CH,Cl, zaobserwowano zar6wno dla rotaksanu (48) i jego liniowego
elementu sktadowego 25% wygaszenie fluorescencji w poréwnaniu z analogiem
(49). Sasiedztwo makrocyklu nie wplywa na wygaszenie fluorescencji w ro-
taksanie, gdyz podobna sytuacj¢ obserwujemy dla wyizolowanego liniowego
elementu czasteczki. Wygaszenie fluorescencji jest wynikiem stabej interakcji
fullerenu z amidem kwasu bursztynowego (interakcji na tyle silnej by wygasic¢
fluorescencje o0 25%). Odwrotna sytuacje obserwujemy w DMSO. Silne oddzia-
lywania polarnego rozpuszczalnika z amidem kwasu bursztynowego uniemoz-
liwiaja interakcje amidu z wzbudzonym fullerenem. W efekcie fluorescencja
rotaksanu (48) i odpowiadajacej mu nici jest porownywalna z fullerenopyroli-
dynowym odpowiednikiem (49). Mechanizm procesu translokacji makrocyklu
wzdhuz liniowej osi jest najprawdopodobniej zblizony do zaproponowanego dla
rotaksanu (33), lecz nie zostal jeszcze potwierdzony a badania z uzyciem spek-
troskopii czasowo rozdzielczej sa w toku.
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Indukowana fotochemicznie translokacja makrocyklu wzdluz osi rotaksa-
néw (50) i (51) powoduje zmiany interakcji pomigdzy dwoma uktadami chro-
moforowymi. W czesci acyklicznej, zwiazek ten posiada dwie wysoce fluore-
scencyjne grupy (pyrenowa oraz perylenowy diamid) oraz dwa liniowe uktady:
amid kwasu fumarowego i ester amidu kwasu bursztynowego, ktore moga two-
rzy¢ wigzania wodorowe z czescia cykliczng.*’ Autorzy przedstawili synteze ro-
taksanow (50) i (51), oraz przebadali wlasciwosci spektroskopowe uktadow.

Po wzbudzeniu uktadu pyrenowego (A, = 345 nm) wyizolowanej czeSci
linowej rotaksanow (50) i (51) zaobserwowano wygaszenie emisji grupy pyre-
nowej (A, = 377 nm) oraz nieznaczny wzrost emisji grupy perylenowej (A =
556 nm). Wskazuje to na obecno$¢ fotoindukawanego transferu energii miedzy
chromoforami. Wzbudzajac uktad perylenowy w wyzej wymienionych uktadach
(A, = 500 nm), transfer energii nie wystgpuje, mimo Ze emisja grupy peryleno-
wej spada o okoto 30% w poréwnaniu z perylenowym odpowiednikiem. Pyren
jest silnym uktadem donorowym, stad tez transfer energii, od wzbudzonego py-
renu do perylenowego uktadu akceptorowego nie jest zaskakujacy.*®

W przypadku rotaksandéw (50) i (51) obecnoé¢ makrocyklu zapobiega fat-
dowaniu si¢ dwunastoczlonowego tancucha, stad tez fotoindukowany transfer
energii jest wolniejszy a emisja czgsci perylenowej wigksza, w porownaniu do
analizowanych wczeéniej liniowych sktadowych rotaksanéw. Emisja wzbudzo-
nej grupy pyrenowej w rotaksanie (51) zostaje wygaszona po sprotonowaniu
grup pirydynowych w czasteczce makrocyklu za pomoca kwasu trifluorooto-
wego. Transfer energii od pyrenowego donora zostaje zatrzymany i w rezultacie
fluorescencja perylenu zmniejszona. W przypadku pochodnej (50) fotoindu-
kowany transfer energii z czgs$ci perylenowej byt mniej efektywny, a dodatek
kwasu nie powodowal wygaszenia fluorescencji grup chromoforowych. Spro-
tonowany makrocykl jest wiec selektywnym przetacznikiem transferu energii z
grupy pyrenowej do peryleneowej. Te specyficzne wlasciwosci pozwalaja wy-
korzystac tego typu uktady do konstruowania molekularnych przetacznikow, w
ktérych pozadany efekt uzyskuje si¢ za pomoca wzbudzania §wiatlem o ré6znych
dtugosciach fali, a uzyskiwana odpowiedZ mozna $ledzi¢ dzigki zmianom w flu-
orescencji sygnalu wyjsciowego.
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Rozdzial I11

Metody syntezy oraz funkcjonalizacji tetra-O-podstawionych
rezorcynoarenow

Barbara Gawdzik, Waldemar Iwanek
Uniwersytet Humanistyczno-Przyrodniczy Jana Kochanowskiego,
Instytut Chemii, S'wigtokrzyska 15G, 25-406 Kielce

1. Wstep

Jedna z grup potaczen zaliczanych do chemii supramolekularnej stanowia
zwiazki okreslane mianem kaliksarenow, wsrod ktorych wazne miejsce zajmuja
rezorcynoareny.

Rezorcynoareny stanowia grupg zwiazkow makrocyklicznych otrzymy-
wanych z wysokimi wydajno$ciami w jednoetapowej reakcji rezorcyny i jej
pochodnych z aldehydami tak alifatycznymi jak i aromatycznymi (Schemat 1)
[1-6].

Czasteczki rezorcynoarenéw maja charakter wngkowy co czyni je wyjat-
kowo atrakcyjnymi pod wzgledem mozliwos$ci mimetowania uktadéw recepto-
rowych. Rezorcynoareny wykorzystujac niekowalencyjne oddziatywania typu:
wiazanie wodorowe, oddzialywania hydrofobowe, oddzialywania charge-trans-
fer, m-aren-kation, jon-dipol moga stanowi¢ doskonate modele chiralnych recep-
torow.

Metody syntezy rezorcynoarendow jak réwniez mozliwosci wykorzystania
ich jako syntetycznych receptorow molekularnych oraz wybrane przyklady za-
stosowan zostaty opisane we wczesniejszych naszych pracach [7-9].

W odréznieniu od niepodstawionych rezorcynoarendw, tetrapodstawione re-
zorcynoareny, w zaleznosci od typu modyfikacji moga posiada¢ rdwniez stabilna
konformacjg¢ t6dkowa, co zmienia ich preferencje w oddziatywaniu z potencjal-
nymi receptorami, preferujac raczej uklady ptaskie i liniowe, przy zachowaniu
catego bogactwa mozliwych do realizacji oddziatywan migdzyczasteczkowych.
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Dodatkowe miejsca oddziatywania, specyficznie ulokowane wzgledem siebie w
tetra-podstawionych rezorcynoarenach, wprowadzi¢ mozna poprzez dobor od-
powiednich pomocnikow, w tym rowniez chiralnych.

W ponizszej pracy przedstawiamy metody syntezy i funkcjonalizacji re-
zorcynoarenowych pochodnych, ktore w gérnej obreczy maja zmodyfikowane
cztery z o$miu grup hydroksylowych. Jest to jeden z najczesciej spotykanych w
literaturze typow pochodnych rezorcynoarendow. Ogdlna strategia postgpowania
przedstawiona jest na rysunku ponizej — rysunek 1.

W dalszej czesci opisujemy szczegdlowo mozliwosci zarowno syntezy te-
etra-O-podstawionych rezorcynoarenow jak rowniez ich dalszej modyfikacji.

HO OH R-CHO
_—
\©/ C,HsOH/HCI

(4:1viv)

a R =alkil h R =3-H3CSCgH, o R=4-AcHNCgH,

b R=CgHs i R=4-BrCgH, p R=4-CH;0CeH,

¢ R =CgHs(CHy)y i R=4-(CHy),CeHs r R =4-(CgHs0)CeHs

d R =NaO3S(CHy), k R =4-CgHeCoHy s R=4-HOCgH,

e R=HO(CH,), I R=4-NCCgH, t R =3,4-[(OCH,CH,),0]CsHs
f R=CI(CHy)s m R = 4-HO,CCgHy u R=[(CH);SIC

g R=3-0,NCeH, n R =4-H,NCgH, W R = CgH4[OGIUG(OAC,)]
Schemat 1.
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RO, : _OH HO

l kondensacja monopodstawionych l

HO

funkdgonalizaga czterech

pochodnych rezorcyny z aldehydami z osmiu grup hydroksylowych

HO. OH

OH R?R OH/OH

korona (Cyg,) todka (Cy))

l funkcjonalizacja tetra-O-podstawionych rezorcynoarenéw

ZMODYFIKOWANE TETRA-O-PODSTAWIONE REZORCYNOARENY
Rysunek 1.

2. Metody syntezy tetra-O-podstawionych rezorcynoarenéw

Rezorcynoareny naleza do zwiazkéw makrocyklicznych charakteryzujacych
si¢ duza reaktywno$cia miedzy innymi z uwagi na obecno$¢ w ich strukturze
grup hydroksylowych. Reakcje modyfikacji grup hydroksylowych dostarczaja
pochodnych rezorcynoarenowych o nowych okreslonych wtasciwosciach fizy-
kochemicznych. Ponadto grupy hydroksylowe maja znaczacy wptyw na utrzy-
mywanie koronowej konformacji rezorcynoarenu.

Aby w wyniku reakcji otrzymac jako produkty tetra-O-podstawione rezorcy-
noareny (Rysunek 2) funkcjonalizacjg czterech grup —OH nalezy przeprowadzic¢
stosujac jedng z dwoch metod. Pierwsza polega na modyfikacji grup hydroksy-
lowych na platformie rezorcynoarenowej, co prowadzi do otrzymania rezorcy-
noarenu A z odpowiednio podstawionymi grupami —OH w naprzeciwlegtych
jednostkach rezorcynoarenowych. Natomiast w drugiej metodzie w wyniku re-
akcji cyklizacji wtasciwie dobranej monopodstawionej pochodnej rezorcyny z
odpowiednim aldehydem otrzymuje si¢ rezorcynoaren B ze zmodyfikowanymi
grupami —OH na kazdej jednostce rezorcynoarenowe;.
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Rysunek 2.

W pierwszej metodzie, funkcjonalizacji poddaje si¢ grupy -OH w wyjscio-
wym rezorcynoarenie 1, co prowadzi do zsyntezowania regioselektywnych
O-podstawionych pochodnych rezorcynoarenu o symetrii C,, w ktorych mo-
dyfikacji ulegty grupy hydroksylowe w dwoch naprzeciwlegtych jednostkach
rezorcyny. Pierwszymi w taki sposéb zmodyfikowanymi potaczeniami rezor-
cynoarenowymi byly tetra-O-fosfororezorcynoareny 2, otrzymane w wyniku
czgsciowej fosforylacji rezorcynoarenu 1 chlorkiem: dietylo- diizopropylo- lub
di-n-butylofosfonianowym w obecnosci trietyloaminy w tetrahydrofuranie (Ry-
sunek 3) [10].

R = CH3, R1 = i-C3H7
R= CH3, R1 = n-C3H7
R = CHj, Ry = n-CyHg
R= C11H3, R1 = CzH5

o 0 T o

(@) 0]

Rysunek 3.
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Inny przyktad funcjonalizacji grup hydroksylowych w naprzeciwlegtych
jednostkach rezorcynoarenowych stanowi reakcja rezorcynoarenu 1 z chlorkami
arylosulfonowymi prowadzona w acetonitrylu i w obecnosci trietyloaminy jako
zasady. Produktami tej reakcji przedstawionej na schemacie 2 sa tetrasulfonowe
pochodne rezorcynoarenowe 3 [11].

HO OH  Ry-SO,CI, EtsN
MeCN, tp
HO OH
HO OH
1
|
R1 1
3

a R=CHg Rq=p-Tol p-Tol _®_CH3
b R=CHj,, Ry =p-CIPh
¢ R=CHa, Ry=Mes p-CIPh —©-0|
d R= C5H11, R1 = p-TOl
e R=CHy, Ry = p-Tol CHs

Schemat 2.

Tetra-O-fosfororezorcynoareny 2 jak rowniez tetra-O-sulfonowe pochodne
rezorcyno- arenowe 3 o symetrii C, moga tworzy¢ z kationami amoniowymi
dimeryczne kompleksy. Wigzania wodorowe tacza dwie wykazujace konforma-
cje todkowa czasteczki tetra-O-fosforo- lub tetra-O-sulfonorezorcynoarenow
z czterema anionami chlorkowymi w dimer. Wielko$¢ dimerycznej wneki jest
zdeterminowana konformacja t6dkowa a oddzialywania elektrostatyczne i wia-
zania wodorowe umozliwiaja kompleksowanie dwoch kationow trietyloamono-
wych [11].

W drugiej metodzie tetra-O-podstawione rezorcynoareny otrzymuje si¢ na
drodze reakcji kondensacji odpowiednich monopodstawionych pochodnych re-
zorcyny z aldehydami. Zgodnie z reakcja przedstawiong na schemacie 3 zsynte-
zowano tetraalkoksypodstawione rezorcynoareny 4 o symetrii C,w postaci mie-
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szanin racemicznych. W tego typu potaczeniach w kazdej jednostce rezorcyny w
rezorcynoarenie zmodyfikowana jest jedna grupa hydroksylowa. Katalizatorami
takiej kondensacji sa kwasy Lewisa [12-14].

R-CHO, BF3 Et,0

HO
\O CH,Cl,

R = i-C4Hg, Ry = CHs
R =CyHis, Rq=CHs
R=Cq4Hz3, Ry = CHjs

R =Cy4Hz3, Ry = n-C3H

R =Cq4Hz3, Ry = CH(CHj3),

R=CqqHa3 R4 :—O

-0 00T

Schemat 3.

Mattay przedstawit metodg rozdzialu mieszanin racemicznych konforme-
row koronowych tetra-O-metylorezorcynoarendéw 4 otrzymanych z wysoka wy-
dajnoscia w wyniku reakcji cyklizacji monometylowej rezorcyny z alifatycz-
nymi aldehydami. Poddajac tetra-O-metylorezorcynoareny 4 dziataniu chlorku
S-(+)-kamforosulfonowego w suchym tetrahydrofuranie z wykorzystaniem
n-butylolitu jako zasady przeprowadzit monofunkcjonalizacj¢ jednej grupy hy-
droksylowych w sktadnikach racematu 4, uzyskujac w ten sposéb mozliwa do
rozdzialu na drodze HPLC mieszaning dwoch mono-O- zestryfikowanych dia-
stereoizomerow Sa i 5b. Zasadowa hydroliza diastereoizomerow S5a i 5b wod-
nym roztworem wodorotlenku potasu prowadzi do czystych enancjomerycznie
tetra-O-podstawionych rezorcynoarendéw (+)-4, (-)-4 odpowiednio z wydajno-
sciami 72% i 70%. (Schemat 4) [14].

W przypadku, gdy w reakcji kondensacji wykorzystuje si¢ chiralny
3-[(25)-2-metylobutoksy]fenol 6 otrzymany z rezorcyny i tosylanu (2S5)-(
—)-2-metylbutylowego, w jednym etapie otrzymuje si¢ latwa do rozdziele-
nia metoda HPLC mieszaning dwoch diastereoizomerycznych tetra-O-(2-
metylobutylo) rezorcynoarenéw 7a i 7b (Schemat 5) [14].
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Schemat 4.
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0
‘,

HO 0 R CHO
\©/ BF5 OEt2
6
R = i—C4H9
R =CyqH23
Schemat 5.

3. Funkcjonalizacja tetra-O-podstawionych rezorcynoarenow.

W literaturze opisano wiele pochodnych rezorcynoarenowych, ktérych
struktura jest konsekwencja funkcjonalizacji tetra-O-podstawionych rezorcyno-
arenow. Te potaczenia, dokonujac pewnych uogolnien, podzieli¢ na nast¢pujace
typy:

1. Pochodne tetra-O-podstawione rezorcynoarenu posiadajace sfunkcjo-
nalizowane cztery grupy hydroksylowe w dwoch naprzeciwlegltych
jednostkach rezorcynoarenowych, natomiast na dwoch pozostatych jed-
nostkach posiadaja pierscien heterocykliczny utworzony w reakcjach z
udziatem grup hydroksylowych oraz pozycji ,,orto” (Rysunek 4).

Rysunek 4.

2. Pochodne tetra-O-podstawione rezorcynoarenu, w ktorych zmodyfiko-
wano cztery grupy hydroksylowe w naprzeciwlegtych jednostkach re-
zorcynoarenowych (OR)), a funkcjonalizacji pozycji ,,ort0” dokonano
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tylko w jednej lub w dwdch pozostatych jednostkach rezorcynoarenu
(Rysunek 5).

Rysunek 5.

3. Pochodne tetra-O-podstawionych rezorcynoarenéw, ktore w kazdej z
czterech jednostek rezorcynowych maja po jednej wolnej grupie hy-
droksylowej i wprowadzony dodatkowo w pozycji ,,orto” nowy pod-
stawnik (Rysunek 6).

Rysunek 6.

4. Pochodne tetra-O-podstawionych rezorcynoarenow, ktore w kazdej z
czterech jednostek rezorcynowych maja po jednej sfunkcjonalizowane;j
grupie hydroksylowej (-OR,) a pozostate cztery wolne grupy hydrok-
sylowe wykorzystano do utworzenia czterech pier§cieni heterocyklicz-
nych (Rysunek 7).
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Rysunek 7.

W reakeji tetrametoksyrezorcynoarenu 4 z ditosylanami eteréw korono-
wych, zawierajacych 5 Iub 6 atoméw tlenu w tancuchu otrzymano odpowied-
nio bis-koronowe etery tetrametoksyrezorcynoarenu 8a i 8b, ktére na z powodu
mostkéw koronowych przyjmuja symetrig C,, (Schemat 6). Wiasciwosci kom-
pleksujace otrzymanych bis-koronowych pochodnych tetrametoksyrezorcy-
noarenowych 8a i 8b wzgledem jonow metali alkalicznych zostaty zbadane za
pomoca metod: '"HNMR i rentgenograficznych. Stwierdzono, Ze rezorcynoaren
8b, ma zdolnos¢ do jednoczesnego kompleksowania dwdch kationéw w kazdym
fragmencie o budowie eteru koronowego [15].

Schemat 6.

Dwie sasiednie jednostki tetrametoksyrezorcynoarenu 4 polaczono aroma-
tycznymi mostkami koronowymi w reakcji tetrametoksyrezorcynoarenu 4 z od-
powiednim ditosylanem prowadzonej w acetonitrylu z udziatem Cs,CO, jako
zasady, otrzymujac bis-koronowe m- lub p-tribenzeno-bis-korona-6 tetrame-
toksyrezorcynoareny 9 (Rysunek 8). Natomiast aromatyczne mostki koronowe
zsyntezowano z wysokimi wydajnosciami (powyzej 81%)  w reakcji produk-
tow kondensacji m- lub p-bis(bromometylo)benzenu z dwoma ekwiwalentami
2-(2-hydroksyetoksy)fenylu z chlorkiem p—toluenosulfonowym. [16].
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Rysunek 8.

Bis-koronowe m- i p-tribenzeno-bis-korona-6 tetrametoksyrezorcynoareny
9 wykazuja witasciwosci kompleksujace w stosunku do jonow K*, Rb*oraz Cs".
Tetrametoksyrezorcaren modyfikowany aromatycznymi mostkami koronowymi
9 wykazuje wigksza aktywno$¢ w stosunku do jonéw Cs* niz bis-koronowe
etery tetrametoksyrezorcynoarenu 8a i 8b.

W wyniku reakcji alkilowania 2-bromooctanem metylu mieszaniny race-
micznej tetrametylorezorcynoarenu 4 zsyntezowano tetraacylopochodne tetra-
metylorezorcynoarenu 10a i 10b réwniez jako mieszaning racemiczna, ktora
nastgpnie poddano aminolizie chiralng (-)-fenyloetyloamina, otrzymujac mie-
szaning dwoch ,.chiralnych osiowo” diastereoizomeréw 11a i 11b, mozliwa do
rozdzielenia metoda preparatywnej chromatografii kolumnowej (Schemat 7)
[17].

Pochodne rezorcynoarenu 11a i 11b mozna réwniez otrzyma¢ w wyniku
jednoetapowej reakcji racemicznych tetra-O-metylorezorcynoarenéw 4 z chiral-
nym 2-bromo-N-[(R)-(+)-(a-metylobenzylo)]acetamidem, prowadzac reakcje w
temperaturze wrzenia acetonitrylu w ciagu 15 godzin. Powstate mieszaniny dia-
stereoizomerow sa tatwe do rozdzielenia metoda preparatywnej chromatografii
kolumnowej (Schemat 8) [18].
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4
l 2-bromooctan etylu, K2CO3, MeCN

Schemat 7.
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4
aR=nPr O Ph

b R=n-CsHys KoCO3, MeCN
¢ R=n-Cq1Hz3 Br\)LN/LM

Schemat 8.

Reakcja z uzyciem czystych enancjomerycznie tetrametoksy pochodnych
rezorcynoarenu (+)-4 i (-)-4 z tosylanem (S)-2-metylobutylowym lub reakcja
prowadzona  zudzialem tetra-O-(2-metylobutylo)rezorcynoarenéow 7a i 7b z
jodkiem metylu dostarcza odpowiednich enancjomerycznych ,,chiralnych osio-
wo” tetra-O-(2-metylobutylo)-tetra-O-metylorezorcynoarenéw 12a i 12b (Sche-
mat 9) [17].

Reakcja racemicznych tetra-O-metylorezorcynoarenow 4 z chlorkiem (S)-
(+)-10-kamforosulfonowym, w zalezno$ci od: warunkéw prowadzenia reakc;ji,
wielkos$ci podstawnika w gornej obreczy rezorcynoarenu, jak rowniez od ilosci
uzytego chlorku kwasowego, moze prowadzi¢ do: tetra-, tri-, di- lub mono-kam-
forosulfonowych pochodnych tetra-O-metylorezorcynoarenu [19].

Tetrakamforosulfonowe pochodne 13 zsyntezowano w wyniku ogrzewania
racemicznej mieszaniny tetra-Ometylorezorcynoarenu 4 z nadmiarem chlorku
(S)-(+)-10-kamforosulfonowego w temperaturze wrzenia pirydyny. Otrzymana
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mieszaning diastereoizomerdéw: 13a i 13b rozdzielono metoda preparatywnej
chromatografii kolumnowej (Schemat 10).

HO. OCHj;  tosylan (S)-2-metylobutylowy O. OCH3 Mel )\O OH
-~
/P@L(j K,CO3, MeCN % K,CO3, MeCN /Q@L/)/
R/4 R/4 R’/4
12a 7a

(+)-4
R = i-C4Hg
CH30 OH tosylan (S)-2-metylobutylowy CH30. - 0
K,CO3, MeCN K2CO3, MeCN
R/4
()4
Schemat 9.

¢ R=n-CsH¢s5

Schemat 10.

W przypadku reakcji prowadzonej z udziatem tetra-O-metylorezorcynoarenu
4b z 12 ekwiwalentami chlorku (S)-(+)-10-kamforosulfonowego po 15 godzin-
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nym ogrzewaniu w temperaturze wrzenia pirydyny, otrzymano mieszaning
dwoch diastereomerycznych tetra-O-kamforosulfonowych pochodnych tetra-O-
metylorezorcynoarenu: 13b i 13b w stosunku 4 do 1, jak rowniez mieszaning
dwoch diastereomerycznych tri-O-kamforosulfonowych pochodnych: 14b i 14b
w stosunku 1 do 4 (Schemat 11) [19].

R= n-C5H11

Schemat 11.

Natomiast w reakcji z udziatem tetra-O-izopropylorezorcynoarenu 15, po-
siadajacego bardziej rozbudowany przestrzennie podstawnik izopropylowy
z o$mioma ekwiwalentami chlorku (S)-(+)-10-kamforosulfonowego w obec-
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nosci DMAP i z udziatem pirydyny jako rozpuszczalnika otrzymano miesza-
ning diastereomerycznych mono-O-kamforosulfonowych pochodnych 16a i
16b (Schemat 12) [19]. W analogicznej reakcji tetra-O-alkilorezorcynoarenéw
z podstawnikami: izopropylowym 15 lub cyklopentylowym z chlorkiem (S)-
(+)-10-kamforosulfonowym prowadzonej w pirydynie, ale bez udziatu DMAP,
otrzymano mieszaning diastereomerycznych di-O-kamforosulfonowych tetra-O
-alkilorezorcynoarenow.

Schemat 12.

Kamforosulfonowe pochodne rezorcynoarenu mozna otrzymaé row-
niez w wyniku  dwuetapowego procesu. W pierwszym etapie pod wply-
wem n-butylolitu nastgpuje deprotonacja wolnych grup hydroksylowych
tetra-O-metylorezorcynoarenu 4. W kolejnym etapie otrzymane tetraanio-
ny reagujac z chlorkiem (S)-(+)-10-kamforosulfonowym dostarczaja, w za-
leznosci od temperatury procesu, potaczen tetra-O-kamforosulfonowych lub
diastereomerycznych mieszanin mono- i di-O-kamforosulfonowych po-
chodnych tetra-O-metylorezorcynoarenu. W reakcji racemicznych tetra-
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O-alkoksyrezorcynoarenow 4 z enancjomerycznym chlorkiem (S)-(+)-10-
kamforosulfonowym otrzymuje si¢ mieszaning dwoch diastereoizomerow
kamforosulfonowych pochodnych rezorcynoarenowych, ktdra tatwo mozna roz-
dzieli¢ metoda preparatywnej chromatografii kolumnowej na zelu krzemionko-
wym. Hydroliza w warunkach zasadowych poszczegdlnych diastereoizomerdéw
kamforosulfonowych prowadzi do uzyskania czystych enancjomerycznie tetra-
O-metylorezorcynoarendw. Jest to prosta metoda rozdziatu racemtow tetra-O-
alkilowych pochodnych rezorcynoarenu [19].

W wyniku reakcjialkilowaniaracemicznychtetra-O-metylorezorcynoarenéw
4 chlorowodorkiem chlorku 2- lub 3-pikoliny prowadzonej w acetonitry-
lu i w obecnosci katalitycznych ilosci weglanu potasu otrzymano z wysoka
wydajnoscia (powyzej 80%) odpowiednie tetra-pikolinowe etery tetra-O-
metylorezorcynoarendéw 17. (Schemat 13) [20].

chlorowodorek 2- lub 3-pikoliny
MeCN, K,CO3

aR=CrHss, || N
N
X
bR=CsHr, [\

¢ R=Cyhhs, 6\‘

17

Schemat 13.
Tetra-pikolino podstawione tetra-O-metylorezorcynoareny 17 moga by¢ sto-

sowane jako wielokleszczowe ligandy koordynujace niektore jony metali przej-
Sciowych takie jak: pallad, cynk, miedz lub nikiel. W wyniku kilkudziesigcio-
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godzinnego ogrzewania mieszaniny racemicznej tetra-O-metylorezorcynoarenu
4 z N,N-bis(metoksymetylo)-N-benzyloaming lub  N,N-bis(2-meto-
ksyetoksymetylo)-N-metyloamina otrzymano z 73% wydajnos$cia mieszaning
racemicznych oksazynowych pochodnych tetra-O-metylorezorcynoarenu 18
(Schemat 14) [18].

aR=n-CgzHyy
b R =PhCH,CH,
[MeOCH,CH,0CHJ,NMe lub [MeOCH,],NBn

toluen, 96 h

aR=n-CsHqq R4=Bn
bR =n-CsHy4 R1=Me
¢ R=PhCH,CH, R{=Me

18
Schemat 14.

W reakcji racemicznego tetra-O-alkoksyrezorcynoarenu 4 z enancjome-
rycznymi eterami, otrzymanymi z R- lub S-(a-metylobenzylo)aminy, prowadzo-
nej w temperaturze wrzenia ksylenu w ciagu kilkudziesigciu godzin otrzyma-
no mieszaniny diastereoizomerow 19a i 19b w stosunku: 1 do 1, ktére mozna
rozdzieli¢ na drodze preparatywnej chromatografii kolumnowej (Schemat 15)
[18]. Syntezy tetraoksazynorezorcynoarendow: 18 i 19 przedstawione na schema-
tach: 14 1 15 wyrdznialy si¢ duza wydajnoscia, jednak wymagaty dtugiego czasu
ogrzewania w stosunkowo wysokich temperaturach. Z tych wzgledow Haney
1 wspotpracownicy zbadali przebieg reakcji Mannicha w reaktorze mikrofalo-
wym. Zastosowanie reaktora mikrofalowego w poréwnaniu z metoda prowadze-
nia reakcji w rozpuszczalniku ma wiele zalet: nie tylko skraca czas reakcji, ale
réwniez stwarza mozliwos$¢ syntezy produktow o wigkszej czystosci z jeszcze
wigkszymi wydajnosciami.
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R =n-CsHqq 4
aR4=Me Ph
b Ry=i-Pr N ksyl
ylen, 96 h
¢ Ry= c-CsHg r W
OMe OMe
Ph._ _Me Ph_ ~Me

Schemat 15.

Na Schemacie 16 przedstawiono syntez¢ z wysoka 98% wydajnoscia tetra-
N,N-dimetylometyleno- podstawionego tetra-O-metylorezorcynoarenu 20  z
racemicznego tetra-O-metylorezorcynoarenu 4 i bis(dimetyloamino)-metanu,
ktora przeprowadzono w reaktorze mikrofalowym w ciagu 10 minut [18].

Reakcja Mannicha migdzy racemicznym tetra-O-metylorezorcynoarenem 4 i
bis(amino)eterami prowadzona w reaktorze mikrofalowym dostarcza w ciagu za-
ledwie kilku minut w postaci racematow nowych tetra-O-metylorezorcynoarenow
21 zawierajacych N-podstawione pierscienie oksazynowe (Schemat 17) [18].

Zsyntezowane oksazynowych pochodnych tetra-O-metylorezorcynoarenu
18, 19 jak rowniez pochodne tetra-O-metylorezorcynoarenowe zawierajace
N-podstawione pierscienie oksazynowe 20 i 21 wykorzystano w celu zbadania
wplywu N-chiralnie podstawionych ligandow na enancjoselektywno$¢ reakcji
addycji dialkiloocynku do aromatycznych aldehydow [18].
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B e

CHy(NMey),, K,CO3

reaktor mikrofalowy

aR=n-CsHqy1, R1= Me, R,=Bn
bR = n-CsHi1, R1=Me, Ry = (S)-a-MeBn
¢ R=n-Cy1H23,R1=Me, Rz=(S)-a-MeBn
dR= i-Bu, Ry = Me, Ry = (S)}a-MeBn
e R= n-CsHi1,R4=iPr, Ry = (S)-a-MeBn
R = i-Bu,Ry =iPr, Ry = (S)-a-MeBn
g R=n-CsH¢1,Ry = c-CsHg, Ry = (S)-a-MeBn

21

Schemat 17.
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Ogrzewanie enancjomerycznie czystych pochodnych okazynowych tetra-
O-metylorezorcynoarenéw 18 w 97% procentowym kwasie mrowkowym pro-
wadzi do otrzymania z 65% wydajnoécia enancjomerycznie czystych N-mety-
lometylenowych pochodnych tetra-O-metylorezorcynoarenow 22. Natomiast
reakcja uwodorniania N-metylometylenowych pochodnych rezorcynoareno-
wych 22 prowadzona w obecno$ci chlorowodoru z katalitycznym udziatlem
wodorotlenku palladu dostarczyta nowych enancjomeréw N-metylo-tetra-O-
metylo-rezorcynoarenow 23 (Schemat 18) [21].

Schemat 18.
W wyniku ogrzewania z kwasem mroéwkowym nastgpuje otwarcie

pierscieni oksazynowych. W ten sposéb z tetraoksazynowej pochodnej te-
tra-O-metylorezorcynoarenu 19b zsyntezowano z 83% wydajnoscia czy-
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sty (R,S)-diastercoizomer tetra-O-metylorezorcynoarenu 24, ktory pod
wplywem ogrzewania z morfoling prowadzono w odpowiednig tetra-O-
metylorezorcynoarenowa 25 zawierajaca w swej strukturze cztery pierscienie
(S)-morfolinowe (Schemat 19) [22].

HCOOH
_—
A, 12h Ph
Me' Ph
24
R = CH,CH,Ph j morfolina, A, 48h

Schemat 19.

Wolne grupy hydroksylowe tetra-O-fosfororezorcynoarenow 2 otrzyma-
nych w reakcji z chlorkami: dietylo- lub diizopropylofosforowmi w obecnosci
trietyloaminy jako zasady, stosunkowo tatwo ulegaja dalszym modyfikacjom.
Na przyktad w reakcji tetra-O-fosfororezorcynoarenu 2 z eterem koronowym:
4-chlorosulfonobenzo-15-korona-5 prowadzonej w obecnosci katalitycznych
ilosci trietyloaminy zsyntezowano odpowiedni tetra podstawiony tetra-O-fo-
sfororezorcynoaren 25 (Rysunek 9) wykazujacy wiasnosci jonoforowe w sto-
sunku do jonow potasu [23].
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O O
(Rq
R20 R =n-CsH14, Ry = CoH5
o
R, = SOQ\C[O ’5
0}
R,0 o )

\_©

Rysunek 9.

Bardzo dobre wilasciwosci koordynujace zwlaszcza w stosunku do jo-
néw srebra, ztota i palladu wykazuja odpowiednio zmodyfikowane tetra-O-fo-
sfinorezorcynoareny 26, ktoérych grupy hydroksylowe zastapiono ugrupowaniem
estrowym (Rysunek 10) [24].

R= CH,CH,Ph
aR; = OCH,Ph
bR1= 4-C6H4Me
cRy= 2-C4H3S
d R1 = CHgCCH
e Ry =CgH11

Rysunek 10.

Ligandy tetra-O-fosfinorezorcynoarenowe 26 w reakcji z czterema ekwiwa-
lentami soli srebra AgX (X=CF,COO, CF,S0,), z uwagi na dostgpnos¢ wielu
miejsc koordynacyjnych w makrocyklicznym szkielecie, tworza kompleksy sre-
bra (I) o interesujacej strukturze supramolekularne;j.

Cztery sulfonowe ugrupowania w tetratosylowych pochodnych re-
zorcynoarenow 3 jak réwniez cztery fosforowe ugrupowania tetra-O-fo-
sfororezorcynoarendéw 2 uniemozliwiaja podstawienie elektrofilowe w pozycjach
,»orto” jednostek rezorcynowych z sulfonowymi lub fosforowymi podstawnika-
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mi, stwarzajac tym samym warunki do dalszej funkcjonalizacji pozycji ,,orto”
pozostatych jednostek rezorcarenowych z wolnymi grupami —OH.

Tak tetra-O-fosfonianowe 2 jak i tetra-O-sulfonowe 3 analogi rezorcyno-
arenu 1 w wyniku reakcji aminometylowania drugorzgdowymi aminami lub
bromowania N-bromo-sukcynoimidem katalizowanej kwasem octowym dostar-
czaja odpowiedno diamino lub dibromo podstawionych potaczen rezorcynoare-
nowych produktow 28 (Rysunek 11) [11].

R= CH3, R1 =Ts, R2 = CH2NEt2

R =CHs, R1=80,p-CIPh, Ry = CHaNEt;
R= CH3, R1 = SOgMes, R2 = CH2NEt2
R =CH,, Ry = P(O)(OPr),, Ry = CH,NEt,

R =CHs, Ry=P(O)(OBu),, R, = Br
R =CHs, Ry =80;Mes, Ry = CHp-L-Pro
L-Pro =
[l\ll_)\COOH
CH,

Rysunek 11.

Tetra-O-fosfonianowe i tetra-O-sulfonowe pochodne rezorcynoarenowe 2 i
3 tatwo ulegaja acylowaniu pod wptywem chlorku tosylu, chlorku acetylu lub
chlorku benzeno-15-koronosulfonowego dostarczajac odpowiednich oktaestrow
rezorcynoarenowych tetra-O-fosfonianowych lub tetra-O-sulfonowych 29 (Ry-
sunek 12) [11].

Aminometylowanie chiralnymi diaminami tetra-O-tosylorezorcynoarenow
3 o symetrii C, dostarcza na drodze standardowe;j reakcji Mannicha enancjome-
rycznie czystych produktéw 29 z poprzecznym mostkiem diaminowym (Sche-
mat 20) [25,26].

Zsyntezowane pochodne rezorcynoarendow 29 wykorzystano jako katali-
zatory w asymetrycznej reakcji addycji dietylocynku do benzaldehydu [27].
W wyniku przeprowadzonych reakcji addycji otrzymano 1-fenylo-1-propanol
z nadmiarem enancjometrycznym w zakresie 5- 49%. Poprzez zastosowanie do
badan szeregu pochodnych rezorcynoarenu 29 z ré6znymi modyfikacjami struk-
turalnymi, zbadano wptyw: czynnikdw sterycznych, otoczenia elektronowego
w poblizu wneki, poprzez zastosowanie réoznych grup blokujacych, wielkos$ci
dolnej obrgczy, charakteru chemicznego podstawnikéw w mostku taczacym
jednostki rezorcyny, dlugosci tego mostka na kataliz¢ w powyzszej reakcji. Na
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podstawie zebranych wynikéw opracowano mechanizm katalizy asymetrycznej
reakcji addycji za pomoca pochodnych rezorcynoarenu 29.

R= 05H11, R1 = P(O)(OEt)g, R2 =Ac

R =CsHy, Ry= P(O)OEt), Ry=Ts

R= CH3, R1 = SOQMGS, R2 =Ts

R =CsHy, Ry = P(O)OEt),, Ry = SO,B-15-C-5
R= CH3, R1 = P(O)(OPI’)Q, R2 = 8025-1 5-C-5
R=C5H11, R1=TS, R2=TS

o
&
B-15-C-5 =\@[ o
Qo)
\\/O
29
Rysunek 12.

an=1R=CH; X=H

b n=1 R=CgH;; X=H

¢ n=1 R= CyyHy X=H

dn=1R=CH;y  X= OCH,C(CHs),CH,O

en=1R=CH; X=OMe

f n=2 R=CH; X=H

g n=2 R=CH; X=OMe

Schemat 20.

Reakcja Mannicha teratosylo-O-podstawionego rezorcynoarenu 3a z for-
maldehydem iz wykorzystaniem diizopropyloaminy w stosunku 1:4:4 w etano-
lu prowadzi do otrzymania monopodstawionego chiralnego tetratosylorezorcy-
noarenu 30, ktéry z uwagi na mozliwos¢ tworzenia dwukierunkowego wiazania
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wodorowego migdzy grupa aminowa i sasiednimi grupami hydroksylowymi
wystepuje w postaci dwoch cykloenancjomerdw (Schemat 21) [28].

C,Hs0H

Schemat 21.

W wyniku  regioselektywnej reakcji  kondensacji  tetra-O-
tosylorezorcynoarenow 3 z formaldehydem i wybranymi pierwszorzedowymi
aminami otrzymano z wysokimi wydajnosciami (65%-74%) odpowiednie tetra-
tosylorezorcynoareny 31 zawierajace dwa oksazynowe pierscienie w naprzeciw-
legtych jednostkach rezorcynowych (Schemat 22) [29].

W tym przypadku teoretycznie moga tworzy¢ si¢ dwa regioizome-
ry bis-oksazynowych tetratosylorezorcynoarenéw 31: chiralna struktu-
ra z oksazynowymi pierscieniami w pozycji trans o dwukrotnej osi syme-
trii jak réwniez forma mezo z pierScieniami oksazynowymi w potozeniu
cis 1 plaszczyzna symetrii (Rysunek 13). Analiza otrzymanych produk-
tow wskazuje na tworzenie si¢ wylacznie chiralnej struktury 31-trans.
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R = CHj, Ry = CoHs h R=CHj RF‘@

R = CH3, R1 = CH(CH3)2 CH3

R = CH3, R1 = CsH7 .

R = CHs, Ry = C4Hg i R=CHs R4 =—©‘CH3

0 0To

e R = CH3, R1 = C(CH3)3 CH3

j R=CsHqq, Ry =CyHs
k R=C5H111R1 =CH(CH3)2

H
I R=CsHyq, Ry =%

fR= CH3, R1 = CGH11 —
g R = CH3; R1 =CH2CH2N\_IO

Schemat 22.

31 - mezo
Rysunek 15.
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Zastosowanie chiralnej (R)-a-cykloheksyloetyloaminy w reakcji kondensa-
cji z tetratosylowymi pochodnymi rezorcynoarenu 3a prowadzi do dwoch dia-
stereoizomer6w o symetrii C, w stosunku 60 : 40 (Rysunek 16).

R= C5H11 31'
Rysunek 16.

Reakcja aminometylowania tetratosylooksazynowych pochodnych rezorcy-
noarenow 3a diaminami o wystarczajaco dtugich fancuchach alkilowych, moze
prowadzi¢ do otrzymania nowych pochodnych tetratosylorezorcynoarenow 32,
w ktorych dwie naprzeciwlegte jednostki oksazynowe sg potaczone tancuchem
alkilowym (Rysunek 17) [29].

Produktami reakcji aminometylowania tetratosylowych pochodnych re-
zorcynoarenéw 3a z diaminami o krotkich tancuchach alkilowych takich jak:
etylenodiamina sa wylacznie makrobicykliczne potaczenia dioksazyno-O-te-
tratosylorezorcynoarenowe 33 (Rysunek 18).

W reakcji Mannicha tetratosylowej pochodnej rezorcynoarenu 3a z udzia-
fem formaldehydu, N-metyloamidowych pochodnych aminokwasow: (R,S)-
fenyloalaniny, (S)-fenyloalaniny, (R,S)-fenyloglicyny i (S)-fenyloglicyny w
obecnosci katalitycznych ilosci kwasu octowego otrzymano pojedyncze diaste-
reoizomery mono-benzooksazynowych pochodnych 34 lub bis-benzooksazyno-
wych pochodnych 35, w zaleznosci od czasu ogrzewania substratow i rodzaju
uzytej amidowej pochodnej aminokwasu. Ogrzewane w metanolu racemiczne;j
lub enancjomerycznej amidowej pochodnej fenyloalaniny w ciagu pigciu minut
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dostarcza z wysokimi wydajno$ciami odpowiednio: racemicznej lub enancjo-
merycznej mono-benzooksazynowej pochodnej, natomiast dluzsze ogrzewanie
prowadzi do pochodnych bis-benzooksazynowych. Bez wzgledu na czas ogrze-
wania w reakcjach z udzialem pochodnej fenyloglicyny produktem jest tylko
monooksazynowa pochodna 34b (Rysunek 19). Analiza krystaliczna otrzyma-
nych mono-bezooksazynowych pochodnych tetratosylo-rezorcynoarenéow 34,
jak réwniez bis-benzooksazynowych pochodnych tetratosylorezorcynoarenu 35
wykazata, ze sa to konformery todkowe [30].

32

a R =-(CH2),0(CH3),0(CH3);0(CH2)2-
b R =-(CH2)30(CHz)4O(CH2)3-
¢ R=

'CH2©CH2'

Rysunek 17.

a R=H
b R=CHj;

Rysunek 18.
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35
b R=i-Bu, R{=Ph R =i- Bu, R4= CH,Ph
Rysunek 19.

a R=/-Bu, Ry=CH,Ph

4. Zakonczenie

W zaprezentowanym przegladzie przedstawiliSmy aktualne informacje na
temat syntezy i funkcjonalizacji tetra-O-podstawionych rezorcynoarendéw. Po-
tencjalne mozliwosSci zastosowania jak rowniez dalszej modyfikacji tej klasy
pochodnych rezorcynoarendow sa ogromne. Ich wzglednie tatwe modyfikacje
chemiczne moga dostarczaé¢ duzej liczby nowych potaczen rezorcynoarenowych
o predeterminowanych wiasciwosciach fizykochemicznych.
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Rozdzial IV

Dendrymery

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

Wprowadzenie

Trojwymiarowe makromolekutly posiadajace regularna, gesto upakowana
budowe, powstaja najczesciej w wyniku ograniczen konformacyjnych nie po-
krywajacych si¢ wzajemnie fragmentéw, co réznicuje je od polimeréow. Roz-
galezione makromolekuly posiadajace zazwyczaj $cisle zdefiniowana strukture
rozpatruje si¢ jako pojedyncza czasteczke, ktora zachowuje elastyczno$¢ tan-
cuchow i swoj osobliwy molekularny ksztalt, ktory nie jest $cisle okreslony i w
glownej mierze zalezy od wewnatrz czasteczkowych interakcji elementéw skta-
dowych makromolekuty i zaburzen zwiazanych z otaczajacym $rodowiskiem.
Swoistym przyktadem takich makromolekut sa dendrymery, ktére w swojej spe-
cyficznej budowie tacza ze soba wlasciwosci zardwno pojedynczych czasteczek
jak i dtugich rozbudowanych polimerdéw. Trojwymiarowa posta¢ dendrymerdw,
oraz szeroka mozliwos$¢ uzycia substratow do ich konstrukcji stwarza wielowar-
tosciowy potencjat i szerokie mozliwos¢ ich zastosowania, w celach diagno-
stycznych i srodowiskowych. Dendrymery w zalezno$ci od sktadu i struktury sa
obszarem zainteresowan wielu dziedzin nauk, poczawszy od chemii, biotechno-
logii do aplikacji biochemicznych. Zwiazki te znalazly szerokie wykorzystanie
poczawszy od produkcji katalizatoréw do uzycia ich jako $rodki przeciwbakte-
ryjne, antygrzybiczne i antywirusowe. Szczegdlnym zainteresowaniem ciesza
si¢ dendrymery peptydowe, ktore znalazly duze zastosowanie przemystowe,
glownie jako mimetyki do kompleksowania kationéw i jako medium trans-
portujace substancje lecznicze: syntetyczne szczepionki przeciw pasozytom,
bakteriom i wirusom, kontrastow wykorzystywanych w MRI, przeciwcial, lub
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materiat genetyczny. Przeglad ten koncentruje si¢ na opisaniu aktualnych klas
dendrymerow, metodologii ich syntezy i krotkiej charakterystyce wtasciwosci.

Rys historyczny, budowa dendrymerow

Dendrymery sa makromolekutami posiadajacymi precyzyjnie zdefiniowa-
ng strukture, stanowiaca kluczowa rolg w ewolucji chemii makromolekularne;.
Po raz pierwszy ich przypuszczalna budowa zostata teoretycznie opisana przez
Paul’a J. Flory w 1941 roku [1], ktory wnioskowal potencjalne istnienie rozgaleg-
zionych molekut. Dopiero po wielu latach od tamtego wydarzenia po raz pierw-
szy zostaly one otrzymane niezaleznie, przez niemieckiego uczonego Fritza
Voglera w 1978 [2], ktory opracowat interakcyjna kaskadowa metodg syntezy
matoczasteczkowych rozgalezionych amin [3], Donalda Tomali¢ w 1984-1985
[4,5], ktory przeprowadzit syntezg z wykorzystaniem istnienia ,,jadra” molekuty
otrzymujac pierwsze dendrymery typu PAMAM poli(amidoamidowy), i Geo-
rge’a R. Newkome’a [6], ktory otrzymat tréjwymiarowe dendrymery pokryte
zewngtrznymi grupami polarnymi. W latach osiemdziesiatych dwudziestego
wicku Denkewalter [7] opatentowat natomiast pierwszy dendrymer peptydowy,
oparty na L-lizynie. Odkrycia Jean M. J. Fréchet’a [8] w 1990 roku dendryme-
row typu polieterowego oraz pdzniejsze Moore’a [9], ktory otrzymat fenyloace-
tylenowe dendrymery przyczynity si¢ do rozpropagowania prac i rozwojem nad
ta klasa zwigzkow.

Termindendrymerpierwotniewywodzisi¢odgreckiegostowadendronoznacza-
jacegodrzewo,badzgatazistowamerosoznaczajacegoczes$¢[ 10]. Innenazwyrzadziej
uzywane dla okreslenia tych molekutto,,arborole” wprowadzona przez Newkome’a
(tac: arboris = drzewo) dla okreslenia otrzymanych przez siebie zwiazkdw, lub tez
kaskadowe polimery.

Dendrymery pomimo duzych rozmiaréw posiadaja dobrze zdefiniowana
struktur¢. W odrdznieniu od tradycyjnych polimeréow charakteryzuja si¢ mata
dyspersja, a ich elementy sktadowe tworza sferyczna, badz pét-sferyczna struk-
turg, o duzym upakowaniu grup funkcyjnych znajdujacych si¢ na powierzchni
makromolekuty. Istnieja dwa typy polimeréw zawierajace w swojej budowie
catkowicie rozgalgzione, powtarzajace si¢ po sobie jednostki. Naleza do nich
regularne dendrymery i nieregularne, mniej doskonate, rozgal¢zione polimery
(ang: hyperbranched polymers), ktére powstaja w wyniku jednoetapowej nie-
interaktywnej polimeryzacji, dlatego tez w ich strukturze wewngtrznej znajduja
si¢ fragmenty zawierajace nie przereagowane grupy funkcyjne [11,12] (Rysunek

1.
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a) b)
Rysunek 1. Schemat budowy przestrzennej a) rozgatezionych polimeréw, b) dendryme-
rOW.

Istnieje kilka cech charakterystycznych tylko dla dendrymerdw, co pozwala
na wyodrebnienie i rozréznienie ich od tradycyjnych polimeréw liniowych.

Dendrymery, w odréznieniu od polimeréw moga istnie¢ jako monodysper-
syjne pojedyncze indywidua chemiczne, ktore najczgséciej powstaja w wyniku
wieloetapowej syntezy, a ich produkty posrednie na kazdym etapie sa oczysz-
czane, co w przypadku polimerdw jest niemozliwe. Ze wzrostem masy czastecz-
kowej dendrymeréw wzrasta zawartos¢ koncowych grup powierzchniowych,
ktére w glownej mierze odpowiadaja za wlasciwosci fizyczne calej molekuty.
Liniowe polimery natomiast zawieraja tylko dwie grupy funkcyjne poczatkowa
i koncowa. W przypadku liniowych polimeréw, ich wzrost w trakcie syntezy,
teoretycznie moze by¢ kontynuowany bez konca, o ile pozwola na to warunki
rozpuszczalnos$ci. Wzrost dendrymeréw moze by¢ okre§lony matematycznie.
Ilo$¢ jednostek monomerycznych wzrasta wyktadniczo do ich generacji, a ob-
jetos¢ proporcjonalnie do sze$cianu ich promieni. Jednakze na zahamowanie
nieograniczonego wzrostu dendrymerdéw wplywaja ograniczenia fizyczne. W
pewnej generacji ze wzgledu na ograniczenia steryczne molekuty przyjmuja ku-
lista postaé, a ich regularny wzrost i dalszy rozwdj zostaje zahamowany. Bariere
te okresla si¢ jako gestoscia upakowania, ktora zostala wprowadzona przez De
Genna [13]. Dalszy wzrost dendrymeru po przekroczeniu tej ggstosci prowadzi
do otrzymania nieregularnych zwiazkéw zawierajacych wady strukturalne.

Rozpatrujac budowe wewngtrzna dendrymeréw, mozna wyodrgbni¢ w nich
trzy charakterystyczne regiony: a) wewngtrzny nazywany jadrem czasteczki,
badz tez centralnym punktem molekuty, b) warstwg wewngtrzna, zawierajaca
powtarzajace si¢ po sobie rozgalezione jednostki polaczone z jadrem, i ¢) obszar
zewngtrzny, zawierajacy cyklicznie powtarzajace si¢ grupy funkcyjne(hydrok-
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sylowe, aminowe, karboksylowe etc), stanowiace ostatnia, zewngtrzna warstwe
dendrymeru (Rysunek 2). Istotna cecha dendrymerow jest wystgpowanie w ich
strukturze wolnych przestrzeni migdzyczasteczkowych (d).

Rysunek 2. Schemat budowy wewnetrznej dendrymerow: a) jadro, b) ramiona boczne c)
powierzchniowe grupy funkcyjne, d) przestrzenie wewnetrzne.

Dendrymery peptydowe sa to zazwyczaj promieniscie rozgat¢zione makro-
molekuty, zawierajace wiazania peptydowe [13], pomigdzy naturalnymi, badz
sztucznymi aminokwasami, ktore moga znajdowac si¢ w wewngtrznej struktu-
rze dendrymerow, jadrze dendrymeru, badz w obszarze peryferyjnych tancu-
chow zewngtrznych. Wérdd dendrymeréw peptydowych mozna wyrdznié trzy
charakterystyczne rodzaje: ,,zaszczepione” dendrymery zawierajace jedynie
tancuchy peptydowe w warstwie zewngtrznej (powierzchniowej). Druga gru-
pe dendrymeréw stanowia dendrymery zbudowane tylko z peptydow i amino-
kwasoéw, natomiast do trzeciej grupy naleza dendrymery zawierajace peptydowe
jadro i zewngtrzna warstwg powierzchniowa, natomiast warstwa wewngtrzna
(rozgaleziajaca) jest pochodzenia nie peptydowego.

Dendrymery inaczej od liniowych polimerdéw ktore posiadaja losowa struk-
turg wewngtrzna, tworza ugrupowania trojwymiarowe, w ktoérych powtarzajace
si¢ fragmenty w warstwie wewngtrznej odréznia si¢ od siebie nazywajac je ge-
neracjami. ,,Jadro” dendrymeru czasami nazywane jest ,,generacja zero” (GO).
Istnieja rowniez dendrymery nie zawierajace rdzenia ,,jadra”, sa to najczesciej
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dendrymery peptydowe. Dendrymery zawierajace rdzen, podczas syntezy rozwi-
jaja si¢ promieniscie we wszystkich kierunkach, w zalezno$ci od warto$ciowosci
rdzenia i jednostek uczestniczacych w tworzeniu ramion bocznych. Dendrymery
nie zawierajace rdzenia podczas syntezy rozwijaja si¢ tylko w jednym kierunku
i nazywane sa dendronami [15]. Dendrony sa bardzo czgsto wykorzystywane
do syntezy wiasciwych dendrymerow (Rysunek 3). Peptydowe dendrony, dla
ulatwienia terminologii nazywane sa polipeptydami.

Rl

Dendrymer G1 Dendrymer G2
O grupy ochron:{ { X %
ortogonalne grupy
® ochronne Dendron G2 Dendron G3 Dendrymer G3

Rysunek 3. Dwie drogi preparatywne dendrymerow a) rozbiezna b) zbiezna, w ktorych
uzywa sie: a) dendrymerow, b) dendronow [10].

Dendrymery nizszych generacji zwykle maja tendencj¢ do tworzenia form
otwartych. Przyjmuje sig, ze dendrymery wyst¢puja w postaci kulistej dopiero
od piatej generacji. Strukturalne podobienstwo dendrymeréow do globularnych
biatek, powoduje ze moga one petni¢ podobne funkcje w organizmach zywych,
jednakze przewaga dendrymeréw jest ich mniejszy rozmiar oraz mozliwosé
zmiany ich ksztattu wraz ze wzrostem generacji i ze zmiana warunkoéw $rodo-
wiskowych. W dendrymerach podobnie jak i w biatkach zjawisko rozpoznania
molekularnego typu gos¢- gospodarz moze zachodzi¢ niezaleznie od siebie na
obrzezach molekuty, badZz wewnatrz czasteczki. Wiazace grupy wewnatrz den-
drymerdw nazywane sa endo-receptorami. Egzo- receptory to grupy peryferyjne
lub koncowe biorace aktywny udziat w procesie kompleksowania [16].

Synteza dendrymeréw

Dendrymery sa syntezowane chemicznie dwoma podstawowymi, rézniacy-
mi si¢ od siebie metodami : zbiezna oraz rozbiezna (Rysunek 3). W metodzie
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rozbieznej punktem wyj$ciowym od ktorego syntezowane s dendrymery, jest
wielofunkcyjny rdzen, do ktérego dobudowywane sa kolejne generacje. Jadro
molekuty reaguje zazwyczaj z monomerami zawierajacymi jedna i dwie nieczyn-
ne grupy dajac pierwsza generacj¢ dendrymeru. W dalszej kolejnosci przepro-
wadza si¢ aktywacje obszarow peryferyjnych powstatego polimeru, ktore reagu-
ja z kolejna porcja takiego samego monomeru, jak uzytego we wczesniejszym
etapie [17]. Duza liczba reakcji na pojedynczej molekule zawieracej duza ilosé¢
miejsc reaktywnych wymaga efektywnych przej$é pomiedzy poszczegdlnymi
etapami syntezy si¢gajacych 99%, dlatego tez aby unikna¢ defektow koncowego
produktu, stosuje si¢ duze nadmiary substratow co moze by¢ wada tej metody,
poniewaz stwarza to problemy w oczyszczaniu finalnego produktu [18].

Alternatywna metoda do metody rozbieznej jest metoda zbiezna [8, 19],
opracowana przez Hawker’a i Frechét’a. Metoda ta opiera si¢ na syntezie den-
drymerdéw niejako od ,konca” ramion bocznych i grup funkcyjnych do rdze-
nia molekuty, wykorzystujac fragmenty dendronéw, ktére wystarczajaco duze
sprzega si¢ razem do rdzenia. W podejséciu zbieznym wykorzystuje si¢ mata licz-
be reakcji pomigdzy reaktywnymi grupami funkcyjnymi poszczegdlnych den-
dronow, co niewatpliwie jest atutem tej metody, poniewaz istnieje mniej reakcji
ubocznych oraz kazda generacja dendrymeru moze by¢ dodatkowo oczyszczana
na poszczegolnych etapach syntezy. Niewatpliwym dodatkowym atutem wyko-
rzystania metody zbieznej jest mozliwos$¢ taczenia kilku rézniacych sig od siebie
dendrondéw, co niemozliwe jest w przypadku metody rozbieznej. W ten sposob,
mozna w bardzo prosty sposob otrzymac mieszane dendromery, niosace w sobie
wlasciwosci fizyczne 1 chemiczne kilku dendrymerow [20].

W syntezie dendrymerow peptydowych, metoda zbiezna i rozbiezna w pota-
czeniu z konwencjonalna synteza peptydow na nosniku statym oraz tworzeniem
regiospecyficznych wiazan amidowych lub nie amidowych podczas syntezy roz-
tworze, rowniez znalazta szerokie zastosowanie (Rysunek 4).

W przypadku dendrymerdéw peptydowych, szybkosé i efektywnos¢, to pod-
stawowe zalety metody rozbieznej, szczegolnie w przypadku stopniowej syntezy
na nosniku statym, podczas ktorej produkty posrednie nie musza by¢ oczyszcza-
ne i charakteryzowane. Metoda ta zazwyczaj jest wykorzystywana do syntezy
matych dendrymerdéw ze wzgledu na problemy oczyszczania dendrymerow o
duzych masach.

Metoda zbiezna jest metoda posrednia, poniewaz kazdy fragment z nowo
tworzonego dendrymeru jest syntezowany oddzielnie, dopiero oczyszczone ele-
menty peptydowe sa ze soba taczone w sekwencje¢ zadanego dendrymeru, dla-
tego zalety chemiczne tej metody nie sa jednoznaczne. Uzycie metody zbieznej
wymaga niestety wigcej czynnosci niz w przypadku stopniowej syntezy na no-
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$niku statym, ze wzgledu na dodatkowe czynnosci zwiazane z oczyszczaniem i
charakterystyka uzywanych potproduktow. Strategia ta rOwniez moze przyniesc
wiele ktopotow zwiazanych z rozpuszczalno$cia w przypadku uzycia peptydoéw
zawierajacych ochronne grupy boczne.

Dendrymery peptydowe, oczyszcza si¢ w bardzo podobny sposob jak pep-
tydy i biatka. Surowe syntetyczne dendrymery peptydowe otrzymane metoda
rozbiezna wymagaja czesto uzycie takich metod jak dializa, filtracja zelowa, a
nastepnie wysokosprawnej chromatografii ci$nieniowej, badz jonowymiennej.
W przypadku dendrymerdéw otrzymanych w drodze zbieznej, otrzymane pro-
dukty oczyszcza sig tatwiej, najczeséciej z wykorzystaniem metod chromatogra-
ficznych [14].

rdzefi z réznymi grupami ochronnymi dendrymer peptydowy

oo - -
;

L
'

b) (
b T I i <>

funkcjonalizowny rdzef i;rupa funkcyjna dendrymer peptydowy

Rysunek 4. Schematyczne porownanie metod syntezy dendrymerow petydowych a) roz-
bieznej,b) zbieznej [14].

Poséréd dendrymeréw mozna wyrézni¢ dwa typy generacji: generacj¢ cat-
kowita posiadaja dendrymery, ktore zawieraja na koncach grupy hydroksylowe,
lub aminowe, natomiast dendrymery o charakterze anionowym, posiadajace na
koncach grupy karboksylowe sa generacji potowkowej [17].

Wraz ze wzrostem, dendrymery nabieraja charakterystyczne dla siebie wta-
Sciwosci. Ich struktura jest podzielona na trzy zasadnicze czesci: obszar w kto-
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rym wystgpuje najwigcej miejsc reaktywnych, obszar tuz przy powierzchni ze
scisle okreslonym mikrosrodowiskiem oraz obszar rdzenia molekuty. Wngtrze
tak utworzonego dendrymeru bardzo dobrze nadaje si¢ do hermetyzacji zapro-
szonych molekul, a ich trdjstopniowy podzial powoduje ze moga peic role
medium transportujacego lek, leki, badZz duze makromolekuty.

Syntez¢ dendrymeréw mozna rowniez przeprowadzaé wykorzystujac do
tego celu synteze z uzyciem enzymow. Pierwsza taka synteza zostata opisana
w 1998 roku [21]. Dendrymer pierwszej generacji na podstawie poli(g-kapro-
laktonu) otrzymano metoda selektywnego acylowania pierwszorzedowych grup
koncowych tancuchéw z udziatem lipazy B Candida antarctica [22].

Fizykochemiczne wlasciwos$ci dendrymerow

Dendrymery znane sa juz od ponad dwudziestu lat, jednak pierwsze dziesig¢é
lat ich historii to poszukiwanie wzglednie tanich i wydajnych metod syntez i
oczyszczania. Obecnie polimery te sa obiektem wielu badan biologicznych, che-
micznych i biochemicznych. Dendrymery z racji swojej budowy moga naslado-
wac biatka [23], jednakze nalezy pamigtaé, ze w przeciwienstwie do biatek, ktore
sktadaja si¢ z liniowych polipeptydow, wnetrze dendrymerdéw w znacznym stop-
niu utworzone jest przez wiazania kowalencyjne, w wyniku czego ich struktura
jest mniej elastyczna. Dodatkowo dendrymery roznia si¢ od bialek mniejszym
upakowaniem wewngtrznym, oraz posiadaja znacznie wigcej powierzchniowych
grup funkcyjnych. Badania molekularne przeprowadzone nad dendrymerami
wykazuja ze wlasciwosci ich zaleza w duzej mierze od polarnosci, sity jonowej,
i pH rozpuszczalnika. Dendrymery aminowe (np: PAMAM, PPI) zawierajace
na powierzchni pierwszorzgdowe grupy aminowe, w zakresie obnizonego pH
wykazuja zmiany konformormacyjne catej molekuty, ktére spowodowane sa od-
dziatywaniami elektrostatycznymi pomigdzy sprotonowanymi trzeciorzgdowy-
mi grupami aminowymi wewnatrz molekuly oraz pierwszorzedowymi grupami
aminowymi na powierzchni. W zakresie pH powyzej 9 pojawiaja si¢ wiazania
wodorowe migdzy tymi grupami, powodujac zwigkszenie gestosci makromole-
kuty, a co za tym idzie zmniejszenie jej rozmiarow (Rysunek 5).

Konsekwencja ograniczonego przenikania rozpuszczalnika do wngtrza den-
drymerow, jest wystgpowanie lokalnego mikrosrodowiska wewnatrz jadra. Den-
drymery rozpuszczone w polarnych rozpuszczalnikach takich jak woda, posia-
daja apolarne wngtrze, co powoduje ze moga one transportowac inne organiczne
molekuty umiejscowione wewnatrz. Whasciwosc¢ ta pozwala na wykorzystywa-
nie dendrymerdw, jako medium transportujace wicle substancji bioaktywnych
do wngtrza organizmow.
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Oddzialywania dendrymeréw typu gosé-gospodarz

W 1982 roku Maciejewski [24] zapostulowal mozliwos¢ wykorzystania
dendrymerow jako molekuty wychwytujace zwiazki o matej masie czasteczko-
wej. Na przestrzeni wieloletnich badan zaobserwowano ze dendrymery wyka-
zuja zdolno$¢ do wiagzania metali. Powstaja wowczas zwiazki nazywane meta-
lodendrymerami. Zwiazki te moga si¢ tworzy¢ w wyniku przerdéznych interakcji
pomigdzy dendrymerami a jonami metalami, w ktorych dendrymery moga by¢:
wbudowane wokot kompleksu stanowiacego rdzen, zawiera¢ kompleks meta-
lu bedacy rdzeniem dendronu, posiada¢ kompleks metalu stanowiacy jednostki
peryferyczne, tworzy¢ wiazania koordynacyjne z jonami metali przez ligandy
obecne w strukturze galgzi dendrymeru, posiada¢ rdzen mogacy wiazac si¢ ko-
ordynacyjnie z jonami metalu, lub tez by¢ budowany wokot kompleksu metalu
bedacego rdzeniem czasteczki zawierajacej kompleksy metali bedace rdzeniem i
jednostkami peryferycznymi gat¢zi dendrymeru [17]. Zwiazki te charakteryzuja
si¢ unikalnymi wlasciwosciami chemicznymi i fizycznymi oraz znajduja zasto-
sowania w takich dziedzinach jak chemia, biologia czy medycyna. Przyktadem
praktycznego wykorzystania komplekséw dendrymeroéw jest polaczenie typu
przeciwcialo-dendrymer-porfiryna [25]. Modyfikowane przeciwciata radioizo-
topami sa wykorzystywane w terapii lekowej. Dzigki zastosowaniu kompleksow
dendrymerowych, modyfikowane przeciwciala nie traca swoich wlasciwosci
biologicznych, tak jak jest to w przypadku bezposredniej ich modyfikacji jonami
metali. Dendromery znalazly szerokie zastosowanie w syntezie magnetycznych
czynnikoéw kontrastujacych, wykorzystywane sa w radioterapii i obrazowaniu
klinicznym. Firma Bayer Schering Pharma AG wprowadzita na rynek dendry-
merowy kompleks Gd** oparty na dendrymerze lizynowym, wykorzystywany
jako zwiazek kontrastowy w obrazowaniu za pomoca rezonansu magnetyczne-
go. Zwiazek ten jest na 24 kaskadowym polimerem zawierajacym N- podsta-
wiony kwas 2,2°,2°~(1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7-tri)octowy DO3A
(Rysunek 5), dostgpny komercyjnie pod nazwa Gadomer-17 [26].

Interesujacym przyktadem wykorzystania dendrymerdw do dektekcji jonow
metali jest multi-chromoforowy dendrymer zawierajacy kwas benzo—trikarbok-
sylowy jako ,,jadro” dendrymeru, 24 czasteczki dansylu spehiajace rolg sygna-
lizacyjna oraz 18 alifatycznych wiazan amidowych znajdujacych si¢ wewnatrz
czasteczki [27]. Charakterystyczna wlasciwoscia otrzymanego dendrymeru jest
odwracalna zdolno$¢ protonowania i wigzania jonow metali przejsciowych. Pro-
ces proponowania odbywa si¢ w aktywnych czg$ciach grup aminowych frag-
mentow czasteczki dansylu, natomiast w proces koordynacji odbywa si¢ przy
wspoétudziale zdeprotonowach alifatycznych wigzan amidowych. Zaréwno pro-
ces protonowania, jaki i koordynacja tylko jonow Co?*, Ni** powoduje natych-
miastowe wygaszenie emisji fluorescencji (jeden skoordynowany jon powoduje
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wygaszenie 9 czasteczek dansylu). Ciekawe zjawisko powoduja jony cynku Zn**
ktére osobno nie wygaszaja intensywnosci fluorescencji, natomiast moga zastg-
powa¢ jony Co?*, Ni** wewnatrz dendrymeru powodujac tym samym wzmoc-
nienie fluorescencji. Wiasciwosci te powoduja, ze dendrymer (Rysunek 6) moze
by¢ wykorzystany jako fluorescencyjny chemosensor.

Dendrymery, w szczegbdlno$ci endoreceptory dendrymerowe, wykazuja zdol-
no$¢ do umiejscawiania jonow metali wewnatrz ich struktury, co jest wykorzy-
stywane do produkcji materiatow nanokompozytowych, w ktorych dendrymery
petnia rolg ,,gospodarza”, natomiast jony metali, lub potprzewodnikowe wigksze
czastki petnia rolg ,,goscia”. Klastery metali oraz polprzewodniki sa bardzo in-
teresujacymi materiatami, ze wzgledu na ich unikalne wiasciwosci chemiczne,
mechaniczne, elektroniczne i optyczne. Szczegdlnym zainteresowaniem ciesza
si¢ nanoklastery metali przejSciowych, ze wzgledu na ich praktyczne zastosowa-
nia w katalizie, i elektrokatalizie. Jony metali przejsciowych takie jak Cu*", Pt*,
Pd*, Ni**, Ru*" przenikaja do wngetrza dendrymerow (np.: PAMAM), w wyniku
silnego kompleksowania przez wewngtrzne grupy funkcyjne tworzac nanokla-
stery. Ilo§¢ kompleksowanych jonow matali przypadajacych na dendrymer moze
by¢ Scisle okreslona [28]. Nanoklastery jonow metali otrzymuje si¢ najczescie;j,
w wyniku reakcji dendrymeréw z odpowiednimi jonami metali, a nastgpnie ich
redukcji przeprowadzanej in situ (Rysunek 7). W molekutach tych dendrymery
petnia rolg stabilizujaca klastery zapobiegajac ich aglomeracji. Otrzymane w ten
sposob materiaty znajduja glownie zastosowania w konstruowaniu modyfiko-
wanych powierzchni elektrod, oraz w elektrokatalizie.

. ”~ L
ey PN P~ R
NH N- monopodstawiony kompleks Gd(Ill) DO3A

Rysunek 5. Uproszczona struktura lizynowego dendrymeru Gadomer-17.
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Rysunek 6. Schemat amplifikacji sygnatu spowodowany koordynacjq jonu metalu do we-

wnqtrz dendrymeru [27].
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Rysunek 7. Schemat syntezy nanoczqstek metali opartych na dendrymerach [29].

W zaleznosci od wilasciwosci grup funkcyjnych znajdujacych si¢ w war-
stwie powierzchniowej dendrymerow istnieje mozliwo$¢ rozpuszczenia hydro-
filowej molekuty ,,goscia” w niepolarnym srodowisku oraz rozpuszczenie hy-
drofobowej molekuty w polarnym rozpuszczalniku. Jest to mozliwe, niezaleznie
od wilasciwosci czasteczki ,,go$cia” mieszczacego si¢ wewnatrz dendrymeru. W
przypadku, kiedy dendrymer zakonczony jest hydrofobowymi grupami, umoz-
liwia to rozpuszczenie w $srodowisku niepolarnym, natomiast, przypadku gdy,
dendrymer zawiera terminalne grupy hydrofilowe, umozliwia to jego rozpusz-
czenie w polarnych rozpuszczalnikach takich jak woda czy matoczasteczkowe
alkohole [29].

Hydrofilowe molekuty moga by¢ rowniez przenoszone do nisko polarnych
rozpuszczalnikow poprzez ekstrakcje dendrymerow z hydrofilowymi termi-
nalnymi grupami zawierajacymi czasteczke goscia. Jest to osiagalne poprzez
nie kowalencyjne oddziatywanie dendrymeru zawierajacego terminalne grupy
aminowe z wyzszymi kwasami tluszczowymi. Czasteczki kwaséw organizuja
si¢ wokol dendrymerdéw tworzac ztozona strukturg, przypominajaca odwro-
cone micele, sktadajace si¢ z hydrofilowego wnetrza i hydrofobowych tancu-
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chow alkilowych na zewngtrznej powierzchni makromolekuty Rysunek 8 [29].
W przypadku duzego nadmiaru kwasu tluszczowego, nastepuje przeniesienie
protonu na trzeciorzgdowe grupy aminowe wewnatrz dendrymeru. Wiasciwosé
ta umozliwia wykorzystanie kompleksow dendrymerow gtownie w katalizie w
organicznych i fluoroorganicznych rozpuszczalnikach.
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Rysunek 8. Tworzenie sie odwréconych miceli dendrymerowych [30].

Wiasciwosci dendrymeréw w ukladach biologicznych

Dendrymery, aby mogly znalez¢ zastosowane jako elementy wykorzystywa-
ne w projektowaniu nowych lekow, lub jako selektywne urzadzenia dostarczaja-
ce leki do wybranych obszaréw organizmu musza by¢ nietoksyczne i nieimmu-
nogenne. Musza rowniez charakteryzowac si¢ duza przenikalnoscia przez btony
komédrkowe 1 kumulowa¢ si¢ w miejscu chorobowym przez czas umozliwiajacy
osiagnigcie efektu klinicznego [31].

Wiadomo, ze dendrymery i makromolekuty obdarzone dodatnim tadunkiem
powoduja destabilizacj¢ blon komérkowych prowadzac do ich lizy [32]. Do-
ktadny mechanizm cytotoksycznos$ci spowodowany polikationowymi struktura-
mi, niestety nie zostat jeszcze w petni poznany.

Dendrymery zakonczone grupami aminowymi przewaznie sa cytotoksycz-
ne [33]. Cytotoksycznos$¢, mozna wytlumaczy¢ uprzywilejowaniem interakcji
zachodzacych pomigdzy ujemnie natadowanymi btonami komorkowymi, a do-
datnio natadowana powierzchnig dendrymerow, powodujac uszkodzenie §cian
komorkowych poprzez przyklejanie si¢ dendrymerow.

Porownanujac wiasciwosci kationowych dendrymerow poli(amidoamido-
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wych) PAMAM z anionowymi ich odpowiednikami, mozna stwierdzi¢ ze den-
drymery zawierajace powierzchniowe grupy aminowe ( kationowe), wykazuja
znacznie wyzsza cytotoksyczno$é w porownaniu do anionowych dendrymerdw,
sfunkcjonalizowanych karboksylowymi grupami powierzchniowymi [34]. Oka-
zuje si¢ rowniez, ze dendrymery nizszych generacji posiadajace anionowe kar-
boksylowe, badz estrowe grupy powierzchniowe, nie wykazuja cytotoksyczno-
$ci oraz chemotoksyczno$ci, nawet w wysokich stezeniach. Warto podkresli¢, ze
charakter catej czasteczki dendrymeru nie zalezy jedynie od grup powierzchnio-
wych. Badania oparte na aromatycznych dendrymerach polieterowych zawiera-
jacych karboksylowe grupy powierzchniowe, wykazaly ze zwiazki te powoduja
niedokrwistos¢ w przypadku badanych szczurow nawet po uptywie 24 godzin
[33].

Czg$ciowa modyfikacja aminowych grup powierzchniowych obojetnymi
jednostkami takimi jak PEG badz kwasami thuszczowymi, powoduje obnizenie
cytotoksycznosci catej molekuty. Niestety wprowadzenie zbyt duzej iloéci tan-
cuchéw polieterowych nie wptywa na obnizenie cytotoksycznosci. W przypad-
ku duzej obecnosci kwasdéw tluszczonych cytotoksycznosé wzrasta, co thuma-
czy si¢ oddziatywaniami hydrofobowymi prowadzacymi do rozktadu komorek
[34].

W przypadku cytotoksycznosci poli(propyleno-iminowych) dendrymerow
PPI zakonczonych aminowymi grupami powierzchniowymi wiadomo ze maleje
ona podczas formowania si¢ dendrymeréw z DNA wykorzystywanego nastgpnie
w procesie wprowadzania obcego DNA do obcych komoérek. Dodatkowo okazu-
je sig¢ ze dendrymery te, szczeg6lnie drugiej generacji sa najlepszymi czynnika-
mi wykorzystywanymi w transfekcji. Moze to wskazywac na nie kowalencyjne
wiazanie pomigdzy dendrymerem a DNA [ 35].

Dendrymery oparte na polieterowych tancuchach, zakonczone grupami hy-
droksylowymi, badZz metoksylowymi, nie wykazuja praktycznie zadnych wia-
sciwosci toksycznych zarowno in vitro, jak 1 in vivo [36], [37]. Nietoksyczne
wlasciwosci przedstawionego dendrymeru (Rysunek 9), stwarzaja szeroka game
obiecujacych mozliwosci wykorzystania go, jako biodegradowalnego nosnika
transportujacego leki, poniewaz zwiazek ten moze by¢ degradowalny przez
enzymy hydrolityczne, po uwolnieniu transportowanego leku.Wtasciwa prze-
nikalno$¢ dendrymeréw na poziomie makroskopowym jest bardzo istotnym pa-
rametrem dajacym mozliwo$¢ wykorzystania ich jako nosniki lekow. Badania in
vivo na zdolnos¢ przenikania przez $rodbtonek naczyniowy, kationowych amino
zakonczonych dendrymerow PAMAM generacji G1—G4 wskazuja, ze wyna-
czynienie Srodbtonka wzrasta wraz ze wzrostem generacji, a co za tym idzie
masy czasteczkowej dendrymeru [38]. Badania nad transportem nabtonkowym
aminowych dendrymerow PAMAM stwierdzaja jednoznacznie, ze dendrymery
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wyzsze]j generacji posiadaja wyzsza przepuszczalno$é anizeli dendrymery niz-
szych geracji.

Rysunek 9. Struktura nietoksycznego poliestrowego dendrymeru opartego na polietarach

[31], [37].

Dendrymery wykorzystywane jako nosniki lekow

Kierunki badan nad wykorzystaniem dendrymeréw w transporcie lekow
glownie koncentruja si¢ nad dostarczaniem gendéw lub ich inhibitoréw do jadra
komodrkowego wykorzystywanych w terapii genowej. Wiele doniesien literatu-
rowych wskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania do tego celu niemodyfikowa-
nych aminowych dendrymerow PAMAM i PPIL. Doktadna struktura oddzia-
tywania ,,go$¢ - gospodarz” nie zostata jeszcze szczegdtowo rozpoznana, ale
najprawdopodobniej oddziatywanie to opiera si¢ na interakcjach kwasowo-za-
sadowych pomigdzy anionowymi grupami fosforanowymi w DNA, a pierwszo
i trzeciorzegdowymi grupami aminowymi w dendrymerze, ktoére w warunkach
fizjologicznych sa dodatnio natadowane. Stwierdzono, ze fragmenty powstajace
z wielkoczasteczkowych dendrymeréw sa bardzo dobrym medium transportu-
jacym geny [31]. W poréwnaniu do nienaruszonych dendrymerdw, czgsciowo
zdegradowane dendrymery z racji mniejszej ilosci wiazan amidowych maja bar-
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dziej elastyczng strukturg i tworza bardziej zwarty kompleks z DNA, co jest
preferowane w dostarczaniu genéow droga endocytozy. Ponadto stwierdzono,
nadmiar grup aminowych w stosunku do grup fosforanowych DNA powoduje
najefektywniejsza transfekcj¢. Bardziej elastyczne dendrymery PPI, ktére za-
wieraja mniej wiazan amidowych niestety sa zbyt cytotoksyczne, jednakze den-
drymery nizszych generacji sa odpowiednimi no$nikami genow.

Nie modyfikowane dendrymery zawierajace powierzchniowe grupy amino-
we transportujace DNA do komérek, moga przyczyni¢ si¢ do procesu transfekcji
poprzez przerwanie blony komoérkowej. Proces transfekcji wolnego DNA jest
hamowany przez odpychanie elektrostatyczne, pomigdzy ujemnie natadowany-
mi grupami fosforanowymi, a ujemnie natadowana btona komorkowa [39].
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Rysunek 10. Transfekcja DNA do jadra komorkowego wspomagane przez czesci dendry-
merow [ 40, 31].

W warunkach fizjologicznych dodatnio natadowane terminalne grupy den-
drymeréw oddzialywaja z ujemnie naladowanymi grupami fosforanowymi kwa-
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sow nukleinowych, tworzac pier§cieniowa strukturg, umozliwiajaca transport i
wniknigcie do komorki obcego DNA. W wyniku pochtonigcia powstaje endo-
som, zawierajacy dendrymer i DNA. Na wskutek dzialania pomp protonowych
w btonie endosomu nastgpuje stopniowe obnizanie pH, co prowadzi do potacze-
nia si¢ endosomu z lizosomem, czego rezultatem jest utworzenie fagolizosomu.
Enzymy trawienne dostarczane przez lizosom, stabilizuja dodatkowo kompleks
dendrymeru i DNA, ktdry nastgpnie wnika do jadra komdrkowego, gdzie uwal-
niane jest DNA oraz nast¢puje usuni¢cie makroczasteczek (Rysunek 10).
Kationowe dendrymery zakonczone grupami aminowymi, w wyniku czg-
Sciowej modyfikacji grup powierzchniowych poprzez wiazania kowalencyjne,
moga by¢ wykorzystywane w transporcie lekow (genow). Metoda ta stosowana
jest w przypadku gdy dany lek, badz gen, kierowany jest do szerokiego spek-
trum komoérek. W przypadku gdy transportowany lek ma byé przeznaczony
dla wybranych komoérek wymaga to specyficznego zaprojektowania molekuty.
Przyktadem specyficznego dendrymeru, jest policterowy dendrymer zawiera-
jacy terminalne grupy oparte na czasteczce hydrazynie, transportujacy kwas
foliowy, ktéry szczegdlnie wychwytywany jest przez receptory komorek no-
wotworowych. Stwarza to dodatkowa mozliwo$¢ wykorzystania dendrymeréw
w transportowaniu modyfikowanych pochodnych kwasu foliowego w walce z
nowotworami [41]. W wyniku modyfikacji dendrymeru PAMAM 5 generacji
czasteczka metotreksatu (MTX - kwas 4 amino-N-10-metylofoliowy), bedacego
analogiem kwasu foliowego, ktora jest jego antywitamina i wiaze si¢ ponad 10
tysigey razy silniej niz sam kwas foliowy z reduktaza dihydrofolianowa, unie-
mozliwiajac tym samym proces syntezy zasad purynowych i pirymidynowych,
co w konsekwencji prowadzi zablokowania syntezy DNA i RNA, powodujac
$mier¢ komorki [42], otrzymano pochodna dendrymeru, ktory mozna wykorzy-
sta¢ jako lek nowotworowy, charakteryzujacy si¢ mniejsza toksycznoscia oraz
dziesigciokrotnie wigksza skuteczno$cia niz sam metotreksat [43,44].
Pochodne dendrymeréw PAMAM i kwasu foliowego znalazty wykorzy-
stanie w terapii wychwytu neutronéw boru (Boron Neutron Capture Therapy
BNCT), ze wzgledu na do$é¢ duza akumulacj¢ atomoéw boru. W terapii tej zna-
kuje sig¢ przeciwciala izotopami '°B, ktére akumuluja sie¢ w chorej tkance, po
czym organizm naswietla si¢ strumieniem neutronow, tak aby, byty pochtaniane
przez '°B. Po pochtonigciu neutronu emitowana jest czastka o1 ’Li o duzej masie
powodujacej niszczenie chorych komorki. Zaleta wykorzystania dendrymerow
powoduje precyzyjne ulokowanie terapeutyku w nowotworze [45].
Dendrymery PAMAM zakonczone grupami karboksylowymi wykazuja
zdolnosci do kompleksowania cis-platyny — leku wykorzystywanego w terapii
nowotworowej. Dendrymerowe kompleksy, ze wzgledu na wyzsza trwatos¢ ter-
modynamiczna w porownaniu do czystej cis-platyny uwalniaja kompleksy Pt
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(II) wolniej, co powoduje zmniejszenie toksycznosci oraz wigksze lokalne na-
gromadzenie leku w miejscu chorobowym, co powoduje wigksza skutecznosé
leku [46].

Dendrymery oparte na jadrze 1,4,7,10-tetraazacyklododekanu zawierajace
pierwszorzedowe grupy aminowe, modyfikowane poprzez ugrupowanie amido-
we czasteczkami 5-fluoro-uracylu - lek wykorzystywany w onkologii, ulegaja
hydrolizie w warunkach fizjologicznych uwalniajac 5-fluoro-uracyl in vitro (Ry-
sunek 11).
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Rysunek 11. Dendrymery oparte na 1,4,7,10-tetraazacyklododekanie [47].

Dendrymery wykorzystywane jako leki

Dendrymery, oprocz zdolnos$ci przenoszenia lekow, moga samodzielnie wy-
kazywa¢ duze aktywnosci biologiczne, dlatego tez staty si¢ bardzo interesujacy-
mi materiatami wykorzystywanymi do syntezy biologicznie czynnych molekut.
Szczegblnie w ostatnich latach zauwaza si¢ duzy wzrost zainteresowan ta klasa
zwiazkow, ktore znajduja coraz to powszechniejsze zastosowanie w diagnostyce
medycznej oraz w produkcji nowych lekéw. Dodatkowym atutem przemawiaja-
cym na korzy$¢ dendrymerow sa wzgledy ekonomiczne. Gtowna zaleta tej klasy
zwiazkow jest ich maly koszt produkcji oraz dostep do duzej liczby reagentow
wykorzystywanych w ich syntezie, co przektada si¢ na ich szerokie spektrum
wlasciwosci biologicznych i farmakologicznych. Ich proces syntezy pozwala,
na taczenie wlasciwosci biologicznych kilku mniejszych aktywnych molekut w
jeden wielkoczasteczkowy zwiazek. Wiasciwo$¢ dendrymerdw pozwalajaca na
transport 1 uwalnianie aktywnych molekut sprawia ze, leki te s bardzo efektyw-
ne, poprzez mozliwos¢ osiagnigcia wysokiego lokalnego stezenie dostarczanego
leku, skoncentrowane w jednym miejscu. W procesie dostarczenia lekéw przez
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dendrymer, staje si¢ on mniej toksyczny dla organizmu, co sprawia ze moze
by¢ tatwo usuwany. Wirusy tacza si¢ do powierzchni komorki gospodarza, a
nastepnie wnikaja do wnetrza, w ktorej wykorzystuja procesy syntezy biatka
oraz replikacjg DNA, do procesu samonamnazania si¢. Rozmiary dendrymerow,
ktére na ogot sa porownywalne, lub nieco mniejsze od rozmiarow wigkszosci
wirusow, sprawiaja ze mozna je modyfikowac, tak, aby zaktdcaty proces wnika-
nia wirusow do komorki gospodarza powodujac hamowanie infekcji. Dokonuje
si¢ tego poprzez specyficzne dendrymery, ktore wiaza receptory na powierzchni
komorki gospodarza, lub na elementach powierzchni wirusow. W przypadku wi-
ruséw wykorzystuje si¢ najczeséciej anionowe dendrymery, ktore tacza si¢ do ich
powierzchni poprzez oddziatywania elektrostatyczne. W przypadku receptoréw
wiazacych, ich blokowanie jest na ogdét trudniejsze do osiagnigcia i zalezy od
takich procesow jak adhezja i stopien ich przyczepnos$ci. Antywirusowe dendry-
mery, przytaczajce si¢ do powierzchni komorki zazwyczaj zawieraja na swojej
powierzchni grupy pochodzace od kwasu sialowego, ktory naturalnie, obecny
jest w organizmie cztowieka w czasie infekcji wirusowej, lub grupy sulfoniano-
we, wykazujace zblizone wiasciwosci do kwasnych weglowodandw, znajduja-
cych sig¢ na powierzchni komoérek ssakow. Glownie polianionowe leki dendry-
merowe konkuruja z powierzchnia komorek, narazonych na infekcje, jednakze
wystepuja tez dendrymerowe leki przeciwwirusowe, zawierajace kationowe,
badz neutralne grupy powierzchniowe.

W przypadku wirusa opryszczki pospolitej, HSV (herpes simplex virus) za-
réowno polikationowe (poliargininowe, polilizynowe [48] ), jak i polianionowe
[49] zwiazki zapobiegaja adsorbowaniu si¢ wirusa na powierzchni komorki.
Zjawisko to, moze wynika¢ z antagonistycznego oddziatywania wirusa z po-
wierzchnia komorki, bedacego sprzgzonym oddziatywaniem komorki z aniono-
wa struktura receptora, badZ oddzialywaniem kationowego wirusa z komorka.
Jednakze przewaga polianinowych dendrymeréw nad polikationowymi dendry-
merami jest ich nizsza cytotoksycznosc.

W przypadku odmian wirusa grypy, z powodzeniem wykorzystano dendry-
mery zakonczone kwasem sialowym, ktore tacza si¢ z powierzchnia komorki
docelowej poprzez glikoproteiny, ktoére sa naturalnymi receptorami na wirus
grypy [50]. Dendrymery PAMAM poprzez modyfikacj¢ siarczynem naftylu
tworza polianionowa powierzchnig, dzigki czemu sa nietoksyczne i wykazuja
aktywnos$¢ wobec wirusa HIV [51].

Dendrymery zawierajace terminalne ugrupowania amidowe, wykazuja
aktywnos$¢ wobec wirusa (Respiratory Syncytial Virus) (RVS), wirusa RNA o
wielkosci 150-300 nm, nalezacego do rodziny Paramyxoviridae, rodzaju Pneu-
movirus zwyczajowo nazywany ludzki syncytialnym wirusem oddechowym.
Doktadny mechanizm dziatania tego typu dendrymeroéw nie zostal jeszcze w
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pelni poznany, jednakze wszystko wskazuje na ze moga si¢ tworzy¢é wigzania
wodorowe, pomigdzy biatkami wirusowymi, a grupami amidowymi dendryme-
row, ktore blokuja wiazanie i wnikanie wirusa do komorki. Nie wyklucza si¢
rowniez w tym przypadku istotnego oddziatywania wiazan n- © pomigdzy ato-
mem syn-H grupy amidowej a pier§cieniem aromatycznym [52].

Aktualnie, nowy preparat o nazwie VivaGel i potencjalnym zastosowaniu,
oparty na strukturze dendrymerow (Rysunek 12), produkowany przez australij-
ska firme¢ Starpharma przeszed! z pozytywnym rezultatem fazg testow na zwie-
rzgtach. Eksperymentalne wyniki wskazuja na wysoka skuteczno$¢ tego zwiazku
w blokowaniu transmisji wirusa HIV oraz wirusa herpes simplex (HSV) - wi-
rusa opryszczki pospolitej, co daje mozliwos$¢ walki z choroba AIDS. Ponizszy
dendrymer posiada zdolno$¢ wchtaniania wirusa HIV do wngtrza dendrymeru,
zapobiegajac rozprzestrzenianiu si¢ go na caty organizm [53].
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Rysunek 12. Struktura chemzazna przedstawiajqca dendrymer o nazwie VivaGel [53].
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Na catym $wiecie, tradycyjne antybiotyki znajduja szerokie zastosowanie
w leczeniu zakazen bakteryjnych. Ich wysoka czgsto$¢ stosowania bardzo czg-
sto doprowadza do uodpornienia si¢ organizmow, dlatego tez, istnieje potrzeba
ciaglego poszukiwania nowych zwiazkoéw ktore moga spetniaé¢ funkcje anty-
biotykow. Szczegolnie obiecujaca grupa zwiazkow sa antybiotyki peptydowe,
ktore posiadaja zazwyczaj niewielkie rozmiary, ich budowa odpowiada budowie
zwiazkow kationowych. Dodatkowo okreslane sa jako czasteczki amfipatyczne,
czyli posiadajace w swojej strukturze zarowno fragmenty hydrofobowe oraz hy-
drofilowe. Cecha charakterystyczng antybakteryjnych dendrymerow jest to ze,
tacza w sobie wszystkie powyzsze funkcje. Zwiazki o strukturze dendromeréw
wykazuja wyzsze aktywnos$ci w poréwnaniu z rozgat¢zionymi polimerami.

W przeciwienstwie do dendrymerowych lekow wirusowych, antybakte-
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ryjne dendrymery zawieraja kationowe powierzchnie modyfikowane zazwy-
czaj grupami aminowymi, lub grupami tetraalkilo - amoniowymi. Najogo6lniej
zwiazki te przylegaja do anionowej $ciany komoérkowej bakterii powodujac jej
uszkodzenie, a nastgpnie rozktad catej bakterii. Przyktadem dendrymeru anty-
bakteryjnego jest dendrymer oparty na PPI, modyfikowany trzeciorzgdowymi
alkilowymi grupami amoniowymi [54, 55], ktory okazuje sig by¢ silnym czynni-
kiem przeciwbakteryjnym przeciwko bakteriom Gram dodatnim i przeciw Gram
ujemnym.

Dendromery oparte na lizynie, zawierajace na powierzchni czasteczki man-
nozy wykazuja aktywno$¢é wysoka aktywnos$¢ antybakteryjna [56] szczepow E.
coli (Rysunek 13).

R
X o
R <K <K _m_?H_(L’I_
_\K—/ _\K—/ _\K—\ GHz
rR—/ < rR— R OH K = CH,
K—NH o] HOJC(\OH (|3H2
CH
R_\K—\ K—\R_\K—C\JH HO™ ¥ ° W
R H
_/ R=
i HJ\/\S/\Q/ Ny
R R

Rysunek 13. Struktura antybakteryjnego dendrymeru [56].

Powszechnie wiadomo, ze nanoczasteczki srebra oraz kompleksy srebra
wykazuja wlasciwosci antymikrobowe trwajace dlugi czas. Ze wzgledu na nie
toksyczno$¢ oraz dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie, wykorzystano kompleksy
srebra poli(amidoamidowych) dendrymeréw PAMAM, ktére wykazuja aktyw-
no$¢ przeciwko bakteriom (Staphylococcus ureus), (Pseudomonas aeruginosa)
i (Escherichia coli).

Dendrymery w ostatnich latach zostaty wykorzystane w terapii fotodyna-
micznej (PDT). Jest to niezwykle obiecujaca metoda leczenia nowotworow, w
ktoérej wykorzystuje si¢ tlen singletowy, wytwarzany in situ, powstajacy w wy-
niku naswietlenia $wiattem lasera leku (fotouczulacza) znajdujacego si¢ w cho-
rych komorkach, powodujacy ich uszkodzenie. Terapia ta okazuje si¢ skuteczna
w leczeniu nowotwordéw oskrzela, przewodu pokarmowego, drog zotciowych,
nowotworow znajdujacych si¢ w jamie otrzewnej, nowotworow szyjki macicy,
a nawet guzow osrodkowego uktadu nerwowego. Ogromna jej zaleta jest niein-
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wazyjnos¢. Szczegolnie obiecujacym dendrymerem sa dendrymery zawierajace
kwas S-aminolewulinowy w sferze grup powierzchniowych [58] oraz klasa den-
drymerdw zawierajaca protoporfiryny, jako fotouczulacze [59]. Dendrymerowe
pochodne protoporfiryn wykazuja wigksza cytotoksyczno$¢ niz same protopofi-
ryny oraz okoto 140-krotnie nizsza ,,ciemng” toksyczno$¢ w poréwnaniu z wol-
na protoporfiryna.

Wiadomo, ze zwiazki o malej masie czasteczkowej nie sa immunogenne,
lub wywoluja przeciwko sobie staba reakcja immunologiczna po wstrzyknigciu
jej do organizmu. Dendrymery z racji swoich wysokich mas, sa bardzo wie-
lowartoSciowymi i uzytecznymi zwiazkami ktore moga by¢ wykorzystywane
w produkcji szczepionek, poniewaz wykazuja zdolno$¢ przenoszenia antyge-
néw poprzez wigzanie ich do grup znajdujacych si¢ na powierzchni. Gtéwnie
dendrymery peptydowe oparte na czasteczce lizyny wykorzystywane sa jako do
produkcji szczepionek. Arylowanie o i € grupy aminowej lizyny prowadzi do
otrzymania asymetrycznych dendrymerow.

Obecnie przeprowadza si¢ wicle badan nad produkcja dendrymerowych
szczepionek peptydowych. Obiecujaca wydaje si¢ by¢ potencjalna szczepionka
na malarig, znajdujaca si¢ w I fazie badan klinicznych na ludziach [60].

Podsumowanie

Trojwymiarowa, kulista posta¢ dendrymerdw oraz duza dostgpno$é substra-
tow ich konstrukceji stwarza wielowartosciowy potencjat i szerokie mozliwosé
ich zastosowania. Niepowtarzalna zdolno$¢ dendrymeréw do zmiany ksztaltu
w zalezno$ci od charakteru rozpuszczalnika umozliwia zaprojektowanie wyso-
ce specyficznych molekut o okre$lonych aktywnosciach biologicznych. Dodat-
kowym atutem przemawiajacym na korzys¢ dendrymerdéw jest mozliwos¢ ich
analizy poprzez uzycie standardowych metod spektroskopowych. Dendrymery
znajduja zastosowania w wielu gateziach nauki oraz w przemysle. Obecnie na
rynku znajduje si¢ wiele lekow komercyjnie dost¢pnych opartych na dendryme-
rach. Dendrymery znajduja szereg zastosowan w medycynie jako zwiazki trans-
portujace leki, bezposrednio do chorobowych jednostek, jako leki wykazujace
dziatanie przeciw wirusom i bakteriom. Badania nad nowymi szczepionkami
oparte na dendrymerach sa bardzo obiecujace. Zwiazki te znajduja rowniez apli-
kacje w diagnostyce medycznej, analityce i nanotechnologii. Dendrymery dzigki
zdolnosci oddziatywania z jonami metali moga postuzy¢ jako nowoczesne i czu-
te bioindykatory w badaniach analitycznych. Zwiazki te moga réwniez stanowié
potencjalne chelatory dla jonow metali cigzkich i by¢é wykorzystane w celu ich
usuwania ze srodowiska. Ponadto, dendrymery okazaty si¢ bardzo przydatne w
projektowaniu biosensorow i sztucznych receptoréw. W przysztoséci nalezy si¢
spodziewa¢ opracowania nowych struktur na bazie dendrymeréow o szerokich
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zastosowaniach oraz coraz to wigkszej dostgpno$¢ w handlu.

Podzi¢kowania:
Praca finansowana ze Srodkow BW 8000-5-0257-9
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Rozdzial V

Nowe zastosowanie materialdw mezoporowatych — adsoprcja
lekow na przykladzie ibuprofenu

Katarzyna Walczak, Izabela Nowak
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Wydzial Chemii,
ul. Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

1. Mezoporowate matryce krzemianowe

Od roku 1992, kiedy to naukowcy z firmy Mobil Oil Company otrzymali
rodzing mezoporowatych materialdw nazwanych M41S [1], staly si¢ one obiek-
tem zainteresowan i badan, w szczegdlnosci pod katem modyfikacji procesu ich
syntezy w celu otrzymania matryc o pozadanych wtasciwosciach. Aby mozliwe
bylo zastosowanie tych materiatow w takich procesach i dzialach przemysto-
wych jak: reakcje katalityczne, adsorpcja, rozdzial i wymiana jonow, elektro-
nika czy sensoryka [2-7], konieczna stata si¢ mozliwo$¢ kontrolowania takich
parametrow zsyntetyzowanych materiatow jak: wielkos¢ powierzchni wiasci-
wej 1 wewngetrznej oraz jej uksztattowanie i charakterystyka, rozmiary i rozktad
wielkos$ci poréw oraz typ i morfologia struktury [1,8]. Jedna z drog modyfi-
kacji struktury materialdéw mezoporowatych jest wprowadzenie do $cian krze-
mianowej macierzy lub wngtrza poréw roéznych grup funkcyjnych lub metali i
ich zwiazkow [9,10]. W dniu dzisiejszym mozliwos¢ kontroli wptywu na takie
wiasciwosci matryc krzemianowych jak: otrzymanie poréw w zakresie od 2 do
30 nm, wysoka wartos$¢ (siggajaca 1500 m?/g) powierzchni wtasciwej, duza (do-
chodzaca do 1,5 cm¥/g) objetos¢ poréw jednakowej wielkosci tworzacych upo-
rzadkowana mezoporowata strukture oraz tatwa do funkcjonalizacji (ze wzgledu
na obecno$¢ wolnych grup silanolowych) powierzchnia wewngtrzna, umozliwia
potencjalne zastosowanie tych materialow jako systemow no$nikowych w skali
nano dla czasteczek organicznych wykazujacych aktywno$¢ lecznicza oraz in-
nych lekow.
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2. Biodostepnos¢ substancji aktywnych w materialach mezoporowatych

Ze wzgledu na swoja nietoksyczno$¢ i liczne wolne grupy silanolowe na
wewngtrznej powierzchni porow, mezoporowate macierze wykazuja zdolnosé
do adsorbowania duzych ilo$ci réznorodnych zwiazkéw aktywnych i ich kontro-
lowanego uwalniania [11,12]. Od roku 2001, kiedy to materiat MCM-41 zostat
zaproponowany jako no$nik lekow, wiele grup badawczych zajeta sie tematyka
zastosowania struktur M41S i SBA-15 jako nos$nikow dla czasteczek aktywnych
przyjmowanych doustnie takich jak na przyktad ibuprofen czy erytromycyna
[11-13]. Modyfikacja struktury materialu mezoporowatego pozwala na zwigk-
szenie sily oddziatywan pomigdzy krzemianowym gospodarzem a lekiem-
gosciem i zalezy od natury wprowadzonych na powierzchni¢ materiatu grup
funkcyjnych [11,13]. Wptywa ona réwniez na profil uwalniania, ktéry zalezy
takze od takich wartosci jak: pH, rozpuszczalno$¢ wprowadzonej molekuly czy
procesy dyfuzyjne [13,14]. Ze wzgledu na wystgpowanie zaleznosci pomigdzy
ilo$cig uwalnianej substancji aktywnej a struktura matrycy, jako modelowy lek
wybrany zostal ibuprofen, ktory pozwala na poréwnanie otrzymanych wynikow
z danymi literaturowymi, w ktérych jako no$niki badane byly rozne krzemiano-
we mezoporowate struktury [11].

Staba rozpuszczalno$¢ w wodzie duzej grupy zwiazkow biologicznie czyn-
nych stanowi powazna wade¢ w przypadku lekoéw doustnych. Liczba potencjal-
nych farmaceutykéw o stabej rozpuszczalno$ci w wodzie wzrosta drastycznie
w przeciagu ostatnich kilku dekad ze wzgledu na powigkszajaca sig liste po-
tencjalnych, ktére wymagaja czgsto od nowych nosnikéw wysokiego stopnia
lipofilowosci [15]. Mozliwos¢ poprawy (zwigkszenia) ustnej dostgpnosci ak-
tywnych czasteczek stata si¢ w dniu dzisiejszym powaznym wyzwaniem dla
wielu naukowcow. W celu uniknigcia tego problemu proces kontrolowanego
transportu lekow przy pomocy no$nikéw zapewnia: niezmieniony poziom (ci-
$nienia) krwi, minimalizowanie potencjalnie szkodliwych efektéw ubocznych,
wydhuzenie czasu biologicznego péttrwania leku, zwigkszenie biodostgpnosci,
poprawe biokompatybilnosci, ochrong czasteczki aktywnej przed degradacja
w uktadzie pokarmowym czy wydaleniem (rys. 1) [16]. Liczba farmaceutykow,
ktore moga zosta¢ wprowadzone do wnetrza krzemionkowych matryc nadal jest
ograniczona, jednak jako model dla roznych struktur zazwyczaj stosowany jest
ibuprofen, mimo iz w przeciwienstwie do innych aktywnych czasteczek znany
jest z niezwyktego zachowania wewnatrz poréw, mianowicie formowania dime-
row [17].

3. Wprowadzanie ibuprofenu do wnetrza uporzadkowanego materialu me-

zoporowatego
Ibuprofen jest lekiem o charakterze niesteroidowym wykazujacym dziatanie
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Rysunek 1. Schemat przygotowania biodostepnych lekow na bazie mezoporowatych no-
Snikow

przeciwbolowe i przeciwzapalne, stosowanym w przypadku leczenia bolu i reu-
matyzmu. Zainteresowanie nim wynika z wystgpowania w postaci dwdch enan-
cjomerow, z ktorych forma aktywna jest (S)-(+)-ibuprofen. Jednak ze wzgledu
na mozliwos¢ niektorych enzymow wystepujacych w ludzkim organizmie do
przeksztalcenia formy nieaktywnej w biologicznie czynna, moze by¢ rowniez
stosowany w postaci mieszaniny racemicznej. Ibuprofen jako lek o krétkim cza-
sie biologicznego pottrwania (2 h), hydrofobowym charakterze i stabej rozpusz-
czalnos$ci w wodzie, jest dogodnym kandydatem dla procesu kontrolowanego
dostarczania lekow, a ze wzgledu na maty rozmiar czasteczki jest odpowiedni
dla procesu adsorpcji wewnatrz poréw krzemionkowych matryc (rys. 2).
Powszechnie wiadomo, ze uporzadkowane materialy mezoporowate ze
wzgledu na odpowiednie wiasciwoséci powierzchni znajduja zastosowanie w
procesach takich jak adsorpcja czy kataliza. Wykazuja rowniez dogodne warun-
ki dla wprowadzenia do wnetrza swych kanatéw innych czasteczek i proces ten
powinien przebiega¢ bez wigkszych zaktocen i problemow. Oczywistym wydaje
sie rowniez fakt, iz rozmiar czasteczki, ktéra ma zosta¢ zaadsorbowana, zale-
ze¢ bedzie od morfologii pordéw, a maksymalna liczba wprowadzonych molekut
powiazana bedzie z objetos$cia porow, powierzchnia wlasciwa oraz oczywiscie
wielkoscia czasteczki materiatu. Jednak niezaleznie od typu struktury i funkcjo-
nalizacji macierzy krzemianowej, procedury adsorpcji ibuprofenu sa niezmien-
ne. Dwie z nich sa zastugujaca na wyrdznienie i sg powszechnie uzywane w
procesach wprowadzania lekoéw. Sg to: adsorpcja leku z jego roztworu podda-
nego ciaglemu mieszaniu i impregnacja materiatu roztworem leku zwana “inci-
pient wetness”. Po raz pierwszy zostaly one przedstawione przez Vallet-Regi i
jej grupe badawcza i nadal sg stosowane jako najbardziej efektywne i adekwatne
metody [11]. Oprécz nich niedawno zaproponowane zostaty nowe metody ta-
kie jak bezposrednia spontaniczna synteza mezoporowatej matrycy zawierajacej
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uwigziony wewnatrz porow lek oraz stapianie (ogrzewanie) mieszaniny leku i
sproszkowanego materiatu krzemianowego zwana “melt metod.

A CHs
O
CH,
OH
H3C
1.1 nm
B h T oA
A < 'J
-b 29 e e
\ 0.5 nm
7% ,_
d

d(1.2)=1.0285 nm
d(2.3)=05237 nm

Rysunek 2. Czqsteczka ibuprofenu: wzor strukturalny (A), rozmiary czqsteczki (B), struk-
tura trojwymiarowa 3D (C) oraz krystalograficzna z przedstawieniem odlegtosci miedzy
skrajnymi grupami funkcyjnymi (D).

3.1. Adsorpcja z roztworu leku wskutek nieustannego mieszania

Adsorpcja z roztwordw organicznych poddanych ciagtemu mieszaniu, po
ktérej nastgpuje proces odsaczania materiatu mezoporowatego, jest najczesciej
uzywana procedura wykorzystywana w celu wprowadzenia do wewnatrz krze-
mianowej matrycy czasteczek leku. W procesie tym lek i material mezoporowaty
uzyte sa w stosunku rownomolowym, w srodowisku rozpuszczalnika organicz-
nego. Macierz krzemianowa powinna by¢ catkowicie zamoczona w roztworze
farmaceutyku i poddana delikatnemu mieszaniu w czasie od 24 godzin [11] do 3
dni [18] w zaleznosci od stosowanej procedury, zapobiegajac odparowaniu roz-
puszczalnika (rys. 3). Nastepnie otrzymany materiat powinien zosta¢ odsaczony,
poddany szybkiemu przemyciu rozpuszczalnikiem i suszony w prézni. Warto w
tym miejscu podkresli¢, iz w kazdym przypadku zawarto$¢ zaadsorbowanego
ibuprofenu w materiale mezoporowatym osiagneta szacunkowa warto$¢ oko-
o 30%, gtéwnie ze wzglgdu na proces przemywania i saczenia. W niektorych
przypadkach wykazano, iz powolny proces odparowania rozpuszczalnika znad
zawiesiny uporzadkowanego materiatu w roztworze leku moze zwigkszy¢ ilos¢
zaadsorbowanej substancji aktywnej [19]. Wprowadzenie ibuprofenu powoduje
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widoczne zmiany w porowato$ci mate-
riatu. W przypadku materialow zawie-
rajacych mikropory oprocz mezoporow,
takich jak np. SBA-15, widoczny jest
spadek objgtosci mikroporow (ibuprofen
preferencyjnie lokalizuje si¢ w mikropo-
rach). Po wypelnieniu dostgpnych mi-
kroporow lub w przypadku materiatéw
o strukturze wylacznie mezoporowatej
ibuprofen adsorbuj¢ si¢ wytacznie na we-
wngtrznej powierzchni mezoporéw, do-
poki nie utworzony zostanie pojedynczy,
jednorodny i cienki film czasteczek [20].
Rysunek 3. Schemat adsorpeji ibuprafenu = jego w przypadku procesu adsorpcji z
B — roztworu leku w rozpuszczalniku or-

ganicznym, wazna rolg pelni réwniez

rodzaj uzytego rozpuszczalnika. Prze-
badane zostaty rozpuszczalniki aprotyczne, takie jak DMSO, DMA czy DMF,
oraz powszechnie uzywane etanol, metanol i heksan (tabela 1) [21]. Zgodnie z
wytycznymi grupy badawczej Vallet-Regi [11], heksan wykazat bardzo wysokie
stezenie wprowadzanego do wngtrza porow leku, jednak z drugiej strony znany
jest jako substancja o wlasciwosciach wysoce toksycznych. Jako bardziej odpo-
wiedni dla tego procesu rozpuszczalnik wydaje si¢ by¢ etanol, ze wzglgdu na
swoja dostepnosc¢, brak toksyczno$ci oraz jedynie niewiele nizsza efektywnosc
w tym procesie. Procedury adsorpcyjne nadal sa rozwijane i badane pod katem
zwigkszania ilo$ci wprowadzonego ibuprofenu do wnetrza poréw, poniewaz
nadal uzycie heksanu jako rozpuszczalnika zapewnia najwyzsze warto$ci wy-
pelienia poréw lekiem i gwarantuje jego uwigzienie we wngtrzu materiatu po
usunigciu rozpuszczalnika.

Tabela 1. Efekt uzytego rozpuszczalnika na proces adsorpcji ibuprofenu w porach mate-
riatu MCM-41 [21]

Rozpuszczalnik [ yenay (mg/ml)
DMSO 25.5
DMF 47
DMA 0
Etanol 184
Heksan 590
\

125



Katarzyna Walczak, Izabela Nowak

3.2. Impregnacja uporzadkowanego materialu mezoporowatego roztworem
leku (“incipient wetness”)

Metoda konkurencyjna do przedstawionej powyzej metody jest wprowa-

dzanie leku wewnatrz matrycy krzemionkowej wskutek impregnacji (zwilzania)

materialu roztworem leku, zwang me-

toda “incipient wetness” (rys. 4). Jest

% —; to metoda bardziej wygodna i prak-

g » tyczna, zakladajaca obecno$¢ duzej

objetosci porow w uporzadkowanym

- b
ﬂ:f':.ii""l materiale mezoporowatym, zdatnych
% ) do wypehnienia $ci$le okreslong ilo-
\"‘-lz’:.'

p $cia roztworu leku w rozpuszczal-
/

= / niku organicznym. Pozwala ona na
/ ominigcie kroku ustalania si¢ stanu

“ roéwnowagi pomig¢dzy wypelionymi
roztworem porami a roztworem leku
na zewnatrz materialu, ktéry wyma-
ga okreslonego czasu, oraz niepew-
nego etapu saczenia. Procedura ta
wetness”. okazala si¢ by¢ niezwykle efektywna
w przypadku wprowadzania molekut

o duzych masach czasteczkowych,

takich jak na przyktad barwniki [20,22]. Zgodnie z metoda zaproponowang
przez Vallet-Regi i wspotpracownikow, “incipient wetness” zaklada trzydniowe
(czas potrzebny do osiagnigcia stanu rownowagi) zanurzenie materiatu mezo-
porowatego w roztworze leku. Roztwor farmaceutyku oraz ilo§¢ uzytej macie-
rzy krzemionkowej stosuje si¢ w ilosciach réwnomolowych, a dodatkowo staly
materiat prasowany jest w forme dysku dla poprawienia procesu wprowadzania
leku [11]. Procedura byta poddawana modyfikacjom pod katem czasu kontaktu
materiat-roztwor leku, uzycia réznych stosunkéw molowych macierzy do leku
oraz ilosci stosowanych impregnacji. W przypadku uzycia tego samego materia-
tu mezoporowatego, nie zaobserwowano znaczacej réznicy w przypadku wydtu-
zenia czasu trwania procesu adsorpcji [23], czy zwigkszania stosunku macierz/
lek (zwigkszania stezenia uzytego roztworu farmaceutyku), natomiast widoczny
byl wptyw uzytego rozpuszczalnika, podobnie jak to miato miejsce w przypadku
poprzedniej procedury (adsorpcja z roztworu leku) [20,21,23]. Widoczny wzrost
ilo$ci zaadsorbowanej substancji czynnej mozna osiagnaé poprzez kilkukrotne
stosowanie impregnacji materialu z uzyciem roztworu ibuprofenu o wyzszym
stezeniu niz w przypadku stosunku réwnomolowego, z odparowaniem rozpusz-
czalnika pomigdzy kolejnymi etapami [21]. Oczywiscie w tym przypadku ko-

Eysunek 4. Zchematyczne
preedstawienie metody  "incipient

126



Nowe zastosowanie materialtow mezoporowatych — adsoprcja lekow na przyktadzie ibuprofenu

nieczne jest odsaczenie materialu po zakonczeniu procesu oraz jego przemycie
w celu usunigcia czasteczek ibuprofenu osadzonych na zewngtrznej powierzchni
matrycy. Teoretycznie saczenie oraz przemywanie materiatu po impregnacji nie
ma wplywu na ilo$¢ leku wprowadzonego i uwigzionego juz w porach uporzad-
kowanej matrycy krzemianowe;j.

3.3. ”’Melt method” — ogrzewanie sproszkowanej mieszaniny leku oraz ma-
terialu mezoporowatego

”Melt method” zostata opublikowana niedawno jako procedura zainspiro-
wana metoda wprowadzania czasteczek sproszkowanych barwnikow do wne-
trza zeolitow. Pozwala ona na uniknigcie uzycia organicznych rozpuszczalnikow
podczas procesu wprowadzania substancji aktywnych [24]. Zaktada przygoto-
wanie mieszaniny fizycznej leku oraz materiatlu mezoporowatego oraz grzanie
mieszaniny powyzej temperatury topnienia leku — w przypadku ibuprofenu po-
wyzej 100°C. Stopiony ibuprofen, ktory ma niska warto$é lepkos$ci, powinien
ulec procesowi dyspersji na wewngtrznej czgSci Scian kanatdow materiatu me-
zoporowatego, co pozwolitoby na skrocenie czasu adsorpcji do minut. Niestety
metoda ta prowadzi do powstania skupisk ibuprofenu na zewngtrznej powierzch-
ni matrycy krzemianowej i osiagnigcie niezadowalajacej ilosci czasteczek leku
wewnatrz porow materiatu [20]. Nadzieja dla tej metody jest podobna technika
zwana ,,melt emulsification” (uzywana zwykle w procesie syntezy statych lipi-
dowych nanoczasteczek), ktdra zostata uzyta w celu otrzymania nanozawiesiny
umozliwiajacej zwigkszenie rozpuszczalnosci trudno rozpuszczalnych lekdw,
takich jak ibuprofen [25].

3.4. Jednoetapowa synteza z uzyciem leku jako templatu

Nowe podejscie do metody wprowadzania lekoéw do wngtrza macierzy krze-
mianowych zaproponowali Stucky oraz jego grupa badawcza [26]. Otrzymali
oni mezoporowaty materiat krzemianowy z wprowadzonym do jego wngtrza
ibuprofenem na drodze bezposredniej spontanicznej jednoetapowej syntezy.
Bazuje ona na syntezie uporzadkowanego materialu mezoporowatego, wsku-
tek wystapienia oddziatywan SN*I-, w tym przypadku pomigdzy surfaktantem,
zroédtem krzemionki oraz ibuprofenem (aktywna czasteczka) [26]. Otrzymany
uporzadkowany materiat zawiera uwigziony wewnatrz poréow lek w iloéci okoto
25% (ilosci wyjsciowej). Jak dotad jest to jedyny taki odnotowany przypadek
enkapsulacji, jednak prowadzi do obiecujacych ilosci zaadsorbowanej substan-
cji czynnej oraz satysfakcjonujacego profile uwalniania.

4. Metody uwalniania leku i profil uwalniania
Po raz pierwszy profil uwalniania ibuprofenu zostat opublikowany przez
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Vallet-Regi i jej grupe badawcza [11]. W tym celu probki materialu mezoporo-
watego zawierajacego w swej strukturze ibuprofen zostaty sprasowane wskutek
poddania ich dziataniu izokratycznego i jednakowego we wszystkich kierun-
kach osi symetrii ci$nienia w celu otrzymania dysku. Nastgpnie otrzymane prob-
ki zanurzone zostaty w roztworze imitujacym plyn ustrojowy (simulated body
fluid - SBF) w stosunku 1 ml SBF do 1 mg ibuprofenu (1:1) i poddane ciagtemu
delikatnemu mieszaniu w temperaturze 37°C, przy zachowaniu statej wartosci
pH w granicach 7,3-7,4 [18,23,27]. Zapobiega to ograniczeniu limitu dostarcza-
nia leku wskutek proceséw wymuszonej powierzchniowej dyfuzji. Sktad roz-
tworu SBF jest nastepujacy: 7,996g NaCl, 0,350g NaHCO,, 0,224¢g KCI, 0,228¢
K HPO,*3H,0, 0.305g MgCL*6H,0, 40 mL 1IN HCI, 0,278g CaCl,, 0.071g
Na_SO,, 6,057g NH,C(CH,OH), na IL redestylowanej wody i ma sktad jono-
wy analogiczny do ludzkiej plazmy [28,29]. Stezenie ibuprofenu uwolnionego z
poréw materiatu okreslane jest z uzyciem spektrofortometrii w zakresie nadfio-
letu i $wiatla widzialnego. Procedura uwalniania byta modyfikowana przez inne
grupy badawcze. Wspotpracownicy naukowi Qiu stosowali buforowany roztwor
imitujacy ptyny ustrojowe o nizszej wartosci pH, mianowicie 6,8 [30]. Nastgp-
nie niezaleznie od siebie powyzej wspomniana chinska grupa badawcza [31] i
naukowcy francuscy z Montpelier [21] jako pierwsi przeprowadzili eksperyment
majacy na celu uwolnienie leku z matrycy krzemianowej najpierw w Srodowisku
kwasnym roztworu imitujacym ptyn zotadkowy o pH 1,3, a nastgpnie w roztwo-
rze imitujacym plyny ustrojowe (pH 7,4) tak aby profil uwalniania przebiegal w
warunkach jeszcze bardziej zblizonych do panujacych w ludzkim uktadzie po-
karmowym po doustnym wprowadzeniu leku (rysunek 5). Grupa badawcza De-
voisselle [21] réwniez zaproponowata model celi przeplywowej dla pomiaréw
uwalniania ibuprofenu i ilo§ciowej analizy uwolnionego leku za pomoca chro-
matografii cieczowej w odwroconym uktadzie faz z detektorem UV-Vis. Jeszcze
inny system uwalniania postulowat Bein i jego grupa badawcza [32]: plastikowa
kuwet¢ do pomiarow w ultrafiolecie i swietle widzialnym wytrzasana ruchami
kolistymi. System ten wymaga utrzymania temperatury pokojowej i dokonywa-
nia pomiarow bezposrednio z kuwety umieszczonej w spektrometrze UV-Vis,
podczas gdy badany material zawierajacy ibuprofen znajduje si¢ na dnie kuwety.
Zapobiega to interferencji materiatu i promieniowania UV [32].

Jak juz wspomniano, $redni procent masowy zaadsorbowanego ibupro-
fenu w matrycy materialtu MCM-41 osiaga warto§¢ okoto 30%. Zachowujac
optymalne warunki, kontrolowany proces uwalniania ibuprofenu uwigzionego
wewnatrz krzemianowej macierzy zachodzacy w roztworze imitujacym ptyny
ustrojowe, zachodzi w przeciagu trzech dni. Ponad to ilo§¢ uwolnionego leku
zalezy od formy zaimpregnowanego materialu: czy jest on w postaci proszku
czy sprasowanej tabletki. Dowiedziono rowniez, ze warto$¢ uwolnionej frakcji
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leku osiaga wyzsze wartosci w przypadku proszkéw niz dyskowatej pastylki
[33]. Obserwacje te mozna réwniez powiazac ze sposobem wprowadzenia leku.
Metoda z uzyciem mieszania roztworu substancji czynnej i materiatu mezopo-
rowatego daje zwigkszenie szybkosci procesu uwalniania, niz ma to miejsce w
przypadku krzemionek impregnowanych na drodze “incipient wetness” (oraz
»melt method”), ktore podlegaja wolniejszemu uwalnianiu i z nieco nizszymi

wydajnoscia [20,33].
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Rysunek 5. Profile uwalniania ibuprofenu z roznych roztworow: - medium kwasne a na-
stepnie SBF (wg procedury Beina i wsp. [21]) (A), tylko w roztworze imitujqcym plyny
ustrojowe (wg procedury Vallet-Regi i wsp. [11]) (B) i osobno w roztworze imitujqcym
soki Zotqdkowe (ciemniejsze stupki) i SBF (jasniejsze stupki) (wg procedury Qiu i wsp.
[31)) (©.

Bardzo wazna kwestia w przypadku procesu dostarczania lekow jest okre-
$lenie profilu dostarczania farmaceutyku przez dany nosnik. Pozwala to na opty-
malizacj¢ kinetyki uwalniania leku. Ogdlnie proces uwalniania zaadsorbowa-
nej w macierzy krzemianowej czasteczki aktywnej mozna opisaé za pomoca
czterech kolejnych etapéw: wniknigcie medium uwalniajacego do wngtrza po-
réow na skutek ci$nienia osmotycznego wytworzonego przez gradient st¢zenia
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roztworu, rozpuszczenie leku, jego dyfuzje wzdtuz kanatdéw matrycy zgodnie z
gradientem stgzen oraz regulowany przez dyfuzj¢ i konwekcjg transport farma-
ceutyku do medium uwalniajacego. Caty przebieg procesu moze by¢ zalezny
od jednego lub wigkszej ilosci krokow [34,35]. Profil uwalniania w wielu przy-
padkach moze zosta¢ opisany klasycznym rownaniem teorii dyfuzji Fick’a lub
za pomoca uproszczonego modelu Higuchi’ego, ktory zwykle jest uzywany w
przypadku systemow zawierajacych zaadsorbowany ibuprofen. Model ten jest
odpowiedni dla takich no$nikow, w ktorych stgzenie leku jest duzo wyzsze niz
jego rozpuszczalno$é. Higuchi byt pierwszym naukowcem, ktory opisal proces
uwalniania leku z wngtrza nierozpuszczalnej matrycy przy pomocy pierwiastka
kwadratowego procesu zaleznego od czasu, opartego na prawie dyfuzji Fick’a.
Uwolnione ilosci impregnowanego leku na jednostkg zajmowanej powierzchni
w czasie t, mozna opisac prosta zaleznoscia:

Q= kH - t12, (wzér 1)

gdzie Q jest ilosciq uwolnionego leku, k,, statq uwalniania dla modelu Higuchiego.

Dla procesu kontrolowanego jedynie przez dyfuzjg, ilo§¢ uwolnionego leku
powiazana jest liniowa zaleznoscia z pierwiastkiem kwadratowym czasu, w
ktérym zachodzi proces uwalniania [36-38]. W przypadku, gdy czasteczki leku
zdyspergowane sa w matrycy i dyfuzja zachodzi wskutek wypetnienia poréw
medium uwalniajacym, zalezno$¢ przybiera postac:

k=f(D, ¢ 1, C A), (wzor 2)

gdzie D jest wspotczynnikiem dyfuzji leku w medium, t wspotczynnikiem kretosci osrodka
porowatego, & porowatosciq matrycy, A catkowitq ilosciq leku wprowadzonego do matry-
¢y, a C oznacza rozpuszczalnosé leku w uzytym medium (rozpuszczalniku) [23].

Zastosowanie tego modelu opisuje wlasciwie badane systemy, gdy rozpatrywa-
ne jest uwalnianie czasteczek o relatywnie matych rozmiarach, ktére sa jedno-
rodnie rozprzestrzenione we wnetrzu matrycy.

5. Wplyw wlasciwoSci powierzchni wewnetrznej macierzy na proces dostar-
czania leku

Kazda grupa uporzadkowanych materialow mezoporowatych posiada duza
ilo$¢ porow o odpowiednim rozmiarze, aby sta¢ si¢ gospodarzem dla czaste-
czek farmaceutykow i potencjalnym kandydatem dla systemu kontrolowanego
dostarczania leku. Macierz powinna pozwoli¢, aby lek wypetnit puste kanaty, a
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nastepnie opuscil je catkowicie w pelni kontrolowany sposob. Morfologia po-
row 1 wlasciwosci wewngtrznej powierzchni kanatéow decyduja o typie czastecz-
ki, ktora spetniataby warunki konieczne do procesu adsorpcyjnego. Natomiast
$rednia objgtos¢ porow i catkowita objgtos¢ porow w danym materiale wptywaja
na maksymalnej mozliwg ilo$¢ zaadsorbowanego leku. W przypadku rodzin ma-
teriatow zawierajacych mezopory, takich jak na przyktad MCM-41, sumaryczna
objetos¢ porow jest w wickszosci przypadkdéw rowna calkowitej objgtosci me-
zoporow. Jednak czesto materiaty zawieraja w swej strukturze rowniez mikropo-
ry (na przyktad SBA-15), a nawet makropory stanowigce dodatkowe potaczenia,
a ich wklad w sumaryczna objetos¢é porow wzrasta ze spadkiem rozmiaru zia-
ren materiatu. W tych przypadkach potozenie leku wewnatrz kanatow zalezy od
srednicy jego czasteczki lub predyspozycji powierzchni wewngtrznej. Rozmiar
poréw wplywa na ilo$¢ zaadsorbowanego leku i jest to szczegolnie widoczne w
przypadku materiatow typu MCM-41 o rdéznej $rednicy porow, co pozwala na
dobranie odpowiednich dawek leku i jego kontrolowane uwalnianie proporcjo-
nalnie do rozmiaru poréw [13,27]. W przeciwienstwie do materiatu MCM-41,
mezoporowata powierzchnia wewngtrzna SBA-15 posiada wiele silnych cen-
trow adsorpcyjnych wynikajacych z defektow powierzchni [39], co wiaze si¢ z
obecnosciag w SBA-15 znacznych ilo$ci grup silanolowych towarzyszacych wej-
$ciom do mikropordéw, co czyni powierzchni¢ niejednorodnie aktywna w stosun-
ku do interakcji z czasteczkami - gos¢mi. Tym samym w materiale typu SBA-
15 molekuty ibuprofenu sa adsorbowane preferencyjnie wewnatrz mikroporéw
(rys. 6). Po ich wypelnieniu, lek lokalizuje si¢ wewnatrz mezoporéw tworzac
cienki film czasteczek na powierzchni mezoporowatych $cian wzdhuz kanatow.
W obu przypadkach zarowno materialu MCM-41 o wigkszej $rednicy porow

/ (LT oraz SBA-15, ibuprofen jako kwas karboksy-
lowy, ulega dimeryzacji wewnatrz mezoporow
[17,20].

Porownujac struktury materiatdéw z rodzin
M41S (MCM-41 i MCM-48) i SBA (SBA-1,
SBA-3 i SBA-15) adsorpcja ibuprofenu wy-
kazuje zalezno$¢ od morfologii macierzy, tj.
nosnika. Wedtug grupy badawczej Vallet-Regi,
w przypadku MCM-41 efekt $rednicy porow,

iy ktory wplywa zarowno na adsorpcjg, jak i uwal-

T o nianie ibuprofenu jest znaczny [27]. Pozwala
przewidzie¢ zarowno szacunkowg ilos¢ za-

Dok oy skt i adsorbowanego farmaceutyku, jak i szybkosé
wipslnsmiom  poréw matsiabs  MCM-41 o gwalniania proporcjonalnie do wielkosci po-

srednicach cdpowisdrio 2.5 wn i 3.6 wm [27] (B) , , ..
oraz nkalizagq v kanalach SBA-15 [20] () row. Rowniez w przypadku mezoporowatych

A

B)
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krzemiandbw MCM-48 o roéznych rozmiarach poréw widoczne jest wolniejsze
uwalnianie substancji uwigzionej w macierzy wraz ze spadkiem rozmiaru po-
row [13]. Inne grupy badawcze wykazaty istnienie zalezno$ci pomigdzy iloScia
zaimpregnowanego leku a rozmiarem czastek materialu MCM-41. Czastki o
ksztatcie sferycznym i niewielkich rozmiarach podlegaja szybszej adsorpcji i
procesowi uwalniania uwigzionego leku, a szybkos$¢ ta maleje wraz ze wzrostem
rozmiarow. Podobne zachowanie lekoéw wewnatrz mezoporéow moze by¢ zalez-
ne od dlugosci kanatdéw w uzytej macierzy — gospodarza, co mozna powiazaé
ze wzrostem rozmiaru czasteczki sferycznej oraz ze zmiana ksztattu od niere-
gularnej po sferyczna. Dtuzsza droga, ktéra musi pokonaé lek, utrudnia jego
wprowadzenie 1 opuszczenie macierzy krzemianowej, co prowadzi rowniez do
wydtuzenia czas uwalniania. Podobne rezultaty otrzymano rowniez dla czaste-
czek MCM-41 o strukturze kanatéw linowego typu, okreslonych jako linowe
»rope-like” [23,30,40].

Grupa badawcza Lindena wykazata silny wptyw rozmiaru poréw na profil
uwalniania lekow rowniez w przypadku materiatow z rodziny SBA. Wydajnos¢
uwalniania wzrastata w kierunku SBA-1 < SBA-3 < MCM-41, w tym samym
kierunku zmieniat si¢ rowniez stopien adsorpcji leku wewnatrz materiatu me-
zoporowatego. Wystepowanie dodatkowych jednowymiarowych potaczen po-
migdzy kanatami w strukturze materialu oznaczonego jako c-MCM-41 czyni-
to go odpowiednim dla wolnego procesu uwalniania leku z wngtrza materiatu
ze wzgledu na bardzo wysoki stopien adsorpcji ibuprofenu oraz hydrofobowa
natur¢ wewngtrznej powierzchni poréw. Notomiast SBA-1 posiadajacy trojwy-
miarowe sferyczne, potaczone ze soba pory oraz SBA-3 o cylindrycznych hek-
sagonalnych porach, potaczonych migdzy soba mniejszymi porami, wykazuja
wolniejszy i mniej efektywny stopien uwalniania [38].

6. Funkcjonalizacja porowatej powierzchni krzemianéw w celu ulatwienia
adsorpcji lekow oraz kontroli nad ich profilem uwalniania

Materiaty mezoporowate znane sa z posiadania duzej liczby defektow spo-
wodowanych obecnoscia grup silanolowych na ich powierzchni [41]. Modyfika-
cja wewngtrznej powierzchni poprzez wprowadzenie w miejsce atomu wodoru
roznych centréw chemicznych R powiazanych z atomem tlenu wigzaniem ko-
walencyjnym, moze prowadzi¢ do otrzymania calej rodziny materialow hybry-
dowych o wtasciwosciach nawet zdecydowanie odmiennych niz nieorganiczna
matryca. W wigkszo$ci przypadkdéw centrum R stanowi organiczna grupa funk-
cyjna, zawierajaca jedno lub wigcej miejsc reaktywnych, ktore moga nastgpnie
ulec chemicznej modyfikacji. Takie grupy funkcyjne moga zostaé wprowadzo-
ne do matrycy krzemianowej na drodze ko-kondensacji, zwanej inaczej synteza
“one-pot” lub post-syntetycznej funkcjonalizacji — graftingu [10,13]. Obie me-
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tody roznig si¢ potozeniem wprowadzonej grupy organicznej R. W przypadku
pierwszej metody organiczne grupy sa potaczone zarowno z grupami silano-
wymi obecnymi w $cianach, jak i we wngtrzu kanatow, natomiast modyfikacja
post-syntetyczna zapewnia wprowadzenie grup R na wewngtrzna powierzchnig
porow, prowadzac do wigkszego stopnia funkcjonalizacji [10,42].

Zwykle modyfikacja powierzchni krzemionki przy pomocy réznych grup
funkcyjnych (grupy organiczne, metale, tlenki metali itp., w przypadku mate-
rialu MCM-41 na przyktad: Cl-Pr, NH_-Pr, Ph, Bz, SH-Pr, CN-Pr i Bu) prowa-
dzi do polepszenia takich wtasciwo$ci materiatu jak aktywno$¢ katalityczna czy
wiasciwosci adsorpcyjne, w taki sposob aby stal si¢ uzyteczny dla celow kon-
trolowanego dostarczania lekdw, zaleznego od rodzaju leku i jego zastosowania
[13,35,42].

6.1. Wprowadzenie grup organicznych

Ibuprofen — lek o matlej $rednicy czasteczki, zawierajacy grupe karboksylo-
wa o charakterze kwasowym — jako jeden z pierwszych byt rozwazany i badany
jako zwiazek modelowy. Zaobserwowano, iz rdznice w adsorpcji leku i jego
uwalnianiu zaleza od wprowadzonych grup funkcyjnych (rys 7). Modyfikacja
macierzy krzemianowej materiatdw typu MCM-41 i SBA-15 grupami amino-
wymi prowadzi do zwigkszenia ilosci zaadsorbowanego ibuprofenu w porow-
naniu z czysta krzemionka. Funkcjonalizacja petni w tym przypadku znaczna
rolg w zwigkszaniu ilosci zaadsorbowanego farmaceutyku, znacznie wigksza
niz rozmiar czasteczki czy jej morfologia. Obecne wewnatrz poréw protonowa-
ne grupy amino- i aminopropylowe oddzialywuja elektrostatycznie z grupami
karboksylowymi ibuprofenu, co prowadzi do powstania mocniejszych interakcji
niz wytworzenie wiazania wodorowego z grupami silanolowymi obecnymi w
czystej, niemodyfikowanej macierzy krzemianowej. Z tego powodu zauwazo-
no istotne réznice w profilu uwalniania lekéw z sfunkcjonalizowanych i nie-
sfunkcjonalizowanych materiatow. Czas uwalniania leku z modyfikowanych
macierzy zostaje wydluzony, co mozna powiazac¢ z silnymi oddziatywaniami
pomigdzy czasteczkami ibuprofenu a grupami organicznymi wprowadzonymi
na mezoporowata powierzchni¢ krzemionki [18,43]. W przypadku sfunkcjo-
nalizowanych macierzy, ksztatt mezoporowatego nosnika roéwniez peini role w
profilu uwalniania leku. Sferyczne czastki wykazuja nizsze warto$ci uwalniania
leku niz nieregularne proszki. Réwniez rozmiar czastek jest wazny, mniejsze
wykazuja wolniejszy profil uwalniania. Wptyw ten nie jest jednak tak istotny jak
przypadku krzemianowych materiatow [40,44].
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Rysunek 7. Przyktady grup organicznych wprowadzonych do macierzy materiatu me-
zoporowatego metodami “one-pot” lub grafting

Modyfikowane grupami polarnymi mezoporowate krzemiany wykazuja
wyzszy stopien wprowadzenia ibuprofenu niz te, na powierzchni¢ ktérych wpro-
wadzono grupy niepolarne. Réwniez ich profil uwalniania leku jest wolniejszy,
nie tylko w obecnosci grup aminowych, podobne dziatanie wykazuja grupy tio-
lowe [45]. Wprowadzenie ich jako zakonczen dhugotancuchowych weglowo-
dorow lub modyfikowanych grup sililowych (MS, DMS, HMDS) pozwala na
kontrolg ilosci adsorbowanego leku i profilu jego uwalniania przez zwigkszanie
hydrofobowosci. Ich obecno$¢ w macierzy krzemianowej ostabia oddziatywania
ibuprofenu z modyfikowana powierzchnia, prowadzac do wprowadzenia leku w
mniejszej ilosci i jego szybkiego opuszczenia matrycy, jednak wolniejszej niz w
przypadku czystej macierzy krzemianowej. Obnizenie stopnia zaadsorbowania
ibuprofenu mozna osiagna¢ w obecnosci grup funkcyjnych na wewngtrzne;j i ze-
wngetrznej powierzchni pordéw oraz na ich koncach, czyli generujac hydrofobowe
wlasciwos$ci powierzchni wewngtrznej 1 tworzac silny efekt barierowy [46,47].

6.2. Tlenki metali i czasteczki o wlasciwosciach magnetycznych

W ostatnim czasie pojawit si¢ nowy kierunek w projektowaniu nosnikow
lekéw. Dowiedziono, iz do matrycy krzemianowej za pomoca metod: ko-kon-
densacji zol-zel [48,49], dotowania [50] i impregnacji zwilzeniowej [51], wpro-
wadzone moga zosta¢ takze zwiazki metali, glownie wykazujace wlasciwosci
magnetyczne. Adsorpcje ibuprofenu w tego typu materiatach, tj. ze zmodyfiko-
wana w ten sposob powierzchnia mozna zwigkszy¢ do 70% wagowych leku w
przypadku zastosowania zelaza do funkcjinalizacji, co jest wartoscia dwukrotnie
wyzsza niz w przypadku dotychczasowych badan materiatow krzemianowych.
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Oddzialywania pomi¢dzy wprowadzonym lekiem a zmodyfikowana powierzch-
nig krzemionki moga mie¢ bardzo r6zna naturg, zwykle maja one jednak charakter
wiazania wodorowego pomig¢dzy grupa karbonylowa ibuprofenu a modyfikowa-
ng matryca krzemianowa. W obecnosci MCM-41 modyfikowanego MgO, ibu-
profen rowniez wykazuje wysoki stopien zaadsorbowania i wydtuzenie w czasie
procesu uwalniania, co zwiazane jest posrednio z gruboscia warstwy tlenku [48].
W szzcegdlnosci zwiazki wykazujace wlasciwosci magnetyczne, sa niezwykle
interesujace z punktu widzenia kontrolowanego dostarczania lekéw. Wykazuja
one nie tylko wysoki stopien zaadsorbowania leku spowodowany wystapieniem
oddzialywan pomigdzy farmaceutykiem a macierza-nosnikiem, ale umozliwiaja
temperaturowa kontrol¢ nad procesem dostarczania i uwalniania leku wskutek
sterowania wodorowymi oddziatywaniami w modyfikowanej matrycy [49,51].
Ze wzgledu na te unikalne wtasciwosci (w przypadku krzemianowych macierzy
sfunkcjonalizowanych CeF,:Tb’") moga one pei¢ dodatkowa rolg jako fluore-
scencyjne znaczniki w procesie kontrolowanego dostarczania lekow, dodatkowo
umozliwiajac uwalnianie czasteczek biologicznie aktywnych gléwnie wskutek
naswietlania promieniowaniem w zakresie $wiatta widzialnego o dtugosci fali
254 nm [50].

7. Podsumowanie

Niezwykte wilasciwosci materiatbw mezoporowatych, takie jak ich upo-
rzadkowana struktura oraz zdefiniowana geometria porow w potaczeniu z
mozliwo$cia modyfikacji ich wiasciwosci pozwala na zastosowanie ich jako
no$nikow w procesie kontrolowanego dostarczania lekow. Wykazano, ze wia-
Sciwosci teksturalne i strukturalne tych materiatow petnia znaczaca rolg w ich
bioaktywnym zachowaniu. Dodatkowo wtasciwosci te mozna ulepszy¢ poprzez
wprowadzenie na powierzchni¢ wewngtrzna poréw i do wngtrza $cian metali
oraz ich zwiazkow, badz organicznych grup funkcyjnych. Poprzez odpowiednie
dobranie czasteczki leku oraz mezoporowatej krzemianowe;j struktury z odpo-
wiednio zmodyfikowana powierzchnia, na skutek ich wzajemnych oddziatywan,
mozliwe jest dobranie adekwatnej metody wprowadzenia leku do wnetrza po-
réw macierzy, przewidzenie i przejgcie kontroli nad wprowadzang iloscia oraz
nadzor nad procesem uwalniania (wydtuzeniem lub przyspieszeniem). To czyni
rézne krzemianowe materialy mezoporowate obiecujacymi kandydatami jako
nos$niki lekow.

Podzi¢gkowania:

Praca naukoaw finansowane ze $rodkow na naukeg w latach 2009-2012, jako
projekt badawy (N 204 — 163636).

135



Katarzyna Walczak, Izabela Nowak

Literatura:

1.

Nk e

11.

12.

13.
14.

15.
16.

17.

18.
19.

20.

21.

22

J. S. Beck, J. C. Vartulli, W. J. Roth, M. E. Leonowicz, C. T. Kresge, K.
D. Schmitt, C.T. Chu, D. H. Olson, D. W. Scheppard, J. Am. Chem. Soc.
114 (1992) 10834-10843
A. Corma, Chem. Rev. 97 (1997) 2373- 2420
D. Brunel, Micropor. Mesopor. Mater. 27 (1999) 329-344
0. Olkhovyk, M. Jaroniec, J. Am. Chem. Soc. 127 (2005) 60
A. Monnier, F. Schiith, Q. Huo, D. Kumar, D. Margolese, R.S. Maxwell,
G.D. Stucky, M. Krishnamurty, P. Petroff, A. Firouzi, M. Janicke, B.F.
Chmelka, Science 261 (1993) 1299-1300
M. Grun, K.K. Unger, A. Matsumoto, K. Tsutsumi, Micropor. Mesopor:
Mater. 27 (1999) 207-216
B.D. Hatton, K. Landskron, W. Whitnall, D.D. Perovic, G. A. Ozin,
Adv. Funct. Mater. 15 (2005) 823
M. Kruk, M. Jaroniec, A. Sayari, Micropor. Mesopor. Mater. 27 (1999)
219
K. Moller, T. Bein, Chem. Mater. 10 (1998) 2950
. F. Hoffmann, M. Cornelius, J. Morell, M. Froba, Angew. Chem. Int. Ed.
45 (2006) 3216 — 3251
M. Vallet-Regi, A. Ramila, R.P. del Real, J. Perez-Pariente, Chem. Ma-
ter. 13 (2001) 308-311.
C. Hari, R.A. Paruchuri, D.A. Sabatini, T.C.G. Kibbey, Environ. Sci.
Technol. 39 (2005) 2592.
M. Vallet-Regi, Chem. Eur. J. 12 (2006) 5934
Y. Zhu, J. Shi, W. Shen, X. Dong, J. Feng, M. Ruan, Y. Li, Angew.
Chem. Int. Ed. 44 (2005) 5083
J. Alsenz, M. Kansy, Adv. Drug Deliv. Rev. 59 (2007) 546-567
K.E. Uhrich, S.M. Cannizzaro, R.S. Langer, K.M. Shakesheff, Chem.
Rev. 99 (1999) 3181
F. Babboneau, L. Yeung, N. Steunou, C. Gervais, A. Ramila, M. Vallet-
Regi, J. Sol-Gel Sci. Technol. 31 (2004) 219-223
S.-W. Song, K. Hidajat, S. Kawi, Langmuir 21 (2005) 9568-9575
Z. Wu, Y. Jiang, T. Kim, K. Lee, J. Control. Release 119 (2007) 251—
221
R. Mellaerts, J. A. G. Jammaer, M. Van Speybroeck, H. Chen, J. Van
Humbeeck, P. Augustijns, G. Van den Mooter, J.A. Martens, Langmuir,
24 (2008) 8651-8659
C. Charnay, S. Bégu, C. Tourné-Péteilh, L. Nicole, D.A. Lerner, J.M.
Devoisselle, Eur: J. Pharm. Biopharm. 57 (2004) 533-540
. A. Devaux, K. Lutkouskaya, G. Calzaferri, Chimia 61 ( 2007) 626—

136



Nowe zastosowanie materialtow mezoporowatych — adsoprcja lekow na przyktadzie ibuprofenu

23.

24.

25.

26.

27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.

39.

40.

41.

42.

630

I. Izquierdo-Barba, A. Martinez, A.L. Doadrio, J. Pérez-Pariente, M.
Vallet-Regi, Eur. J. Pharm. Sci. 26 (2005) 365-373

M. Pauchard, A. Devaux, G. Calzaferri, Chem. Eur. J. 6 (2000) 3456—
3470

P. Kocbek, S. Baumgartner, J. Kristl, /nt. J. Pharm. 312 (2006) 179—
186

Q. Huo, D.I. Margolese, U. Ciesla, P. Feng, T. E. Gier, P. Sieger, R.
Leon, P.M. Petroff, F. Schueth, G.D. Stucky, Nature 368 (1994) 317 —
321

P. Horcjada, A. Ramilla, J Pérez-Pariente, M. Vallet-Regi, Micropor.
Mesopor. Mater. 68 (2004) 105-109

T. Kokobo, H. Kushitani, S. Sakka, T. Kitsugi, T. Yamamuro, J. Bio-
med. Mater. Res. 24 (1990) 721

S.-B.Cho, K. Nakanishi, T. Kokubo, N. Soga, C. Ohtsuki, T. Nakamura,
T. Kitsugi, T. Yamamuro, J. Am. Ceram. Soc. 78 (1995) 1769

F. Qu, G. Zhu, H. Lin, W. Zhang, J. Sun, S. Li, S. Qiu, J. Solid State
Chem. 179 (2006) 2027-2035

F. Qu, G. Zhu, H. Lin, J. Sun, W. Zhang, S. Li, S. Qiu, Eur. J. Inorg.
Chem (2006) 3943-3947

V. Cauda, L. Miihlstein, B. Onida, T. Bein, Micropor. Mesopor. Mater.
118 (2009) 435-442

A.L. Doadrio, E.M.B. Sousa, J.C. Doadrio, J. Perez-Pariente, 1. Izquier-
do-Barba, M. Vallet-Regi, J. Control. Release 97 (2004) 125

H. Li, G.P. Yan, S.N. Wu, Z.J. Wang, K.Y. Lam, J. Appl. Polym. Sci. 93
(2004) 1928-1937

S. Wang, Micropor. Mesopor. Mater. 117 (2009) 1-9

T. Higuchi, J. Pharm. Sci. 50 (1961) 874

T. Higuchi, J. Pharm. Sci. 52 (1963) 1145

J. Andersson, J. Rosenholm, S. Areva, M. Lindén, Chem. Mater. 16
(2004) 4167

I.G. Shenderovich, G. Buntkowsky, A. Schreiber, E. Gedat, S. Sharif,
J. Albrecht, N.S. Golubev, G.H. Findenegg, H.-H. Limbach, J. Phys.
Chem. B 107 (2003) 11924-11939

M. Manzano, V. Aina, C.O. Arean, F. Balas, V. Cauda, M. Colilla, M.R.
Delgado, M. Vallet-Regi Chem. Eng. J. 137 (2008) 30-37

J. Liu, X. Fena, G.E. Fryxell, L.-Q. Wang, A.Y. Kim, M. Gong, Adv.
Mater. 10 (1998) 161

B. Muiloz, A. Ramila, J. Pérez-Pariente, M. Vallet-Regi, Chem. Mater.
15 (2003) 500

137



43

44,

45.

46.

47.
48.

49.
50.

51.

Katarzyna Walczak, Izabela Nowak

. F. Balas, M. Manzano, P. Horcajada, M. Vallet-Regi, J. Am. Chem. Soc.
128 (2006) 8116

Y.-F. Zhu, J.-L. Shi, Y.-S. Li, H.-R. Chen, W.-H. Shen, X.-P. Dong, Mi-
cropor. Mesopor. Mater. 85 (2005) 75-81

D.R. Radu, C.-Y. Lai, J. Huang, X. Shu, V. S.-Y. Lin, Chem. Commun.
(2005) 1264-1266

Q. Tang, Y. Xu, D. Wu, Y. Sun, J. Wang, J. Xu, F. Deng, J. Control.
Release 114 (2006) 41-46

Q. Tang, Y. Xu, D. Wu, Y. Sun, Chem. Lett. 35 (2006) 474-475

S. Shen, P. S. Chow, F. Chen, R.B.H. Tan, Chem. Pharm. Bull. 55 (2007)
985-991

S. Zhu, Z. Zhou, D. Zhang, Chem. Phys. Chem. 8 (2007) 2478-2483
D. Kong, P. Yang, Z. Wang, P. Chai, S. Huang, H. Lian, J. Lin, J. Nano-
mater. (2008) Article ID 312792

M. Arruebo, M. Galan, N. Navascués, C. Téllez, C. Marquina, M.R.
Ibarra, J. Santamaria, Chem. Mater. 18 (2006) 1911-1919

138



Rozdzial VI

Chromojonofory zbudowane na bazie etero6w koronowe

Leszek Zalewski, Tadeusz Ossowski, Dorota Zarzeczanska
Uniwersytet Gdanski, Wydziat Chemii, ul. Sobieskiego 18/19,
80-952 Gdansk

Zmiana pasm absorpcji w zakresie UV-Vis, indukowana kompleksowaniem
jonow metali stanowi podstawe do projektowania i budowy wysoce czulych
sensoréw optycznych. Za pionierskie w tej dziedzinie uwaza sig prace Takagie-
go 1 wspotpracownikow.! Zaprezentowano w nich ligandy zbudowane z czgsci
jonoforowej — eteru koronowego oraz anionowego elementu chromoforowego,
ktéry odbiera informacj¢ chemiczna od jonoforu wchodzacego w reakcjg¢ z jo-
nem metalu i przekazuje ja w postaci sygnatu optycznego. Niezaleznie od badan
prowadzonych przez Takagiego, rok pozniej (1978) Vogtle i Dix zaprojektowali
seri¢ obojetnych chromojonoforow, ktoére po skoordynowaniu jonu metalu, w
rozpuszczalnikach organicznych zmieniaty kolor. >3

Prace nad poszukiwaniem specyficznych i selektywnych chromojonoforow,
ulegly znacznemu przyspieszeniu z chwila, gdy do ich budowy uzyto bardziej
ztozonych systeméw molekularnych: kryptandy, sferandy, hemisferandy oraz
kaliksareny.*

Zwiazki chromojonoforowe mozna podzieli¢ na dwa rodzaje, w zalezno$ci
od tadunku pojawiajacego si¢ po skompleksowaniu jonu metalu: oboj¢tne (bez
tadunku) i anionowe.’ Ligandy te mozna rowniez sklasyfikowac na wiele in-
nych sposobow, w zalezno$ci od struktury cz¢sci jonoforowej, rodzaju chromo-
foru, rodzaju uzytej metody optycznej. W rozdziale tym zostana przedstawione
ligandy zbudowane z eterow koronowych (gtownie eteréw azakoronowych) i
réznego rodzaju chromoforow. Zostang zaprezentowane i krétko opisane funk-
cje oraz mechanizmy, ktore wynikaja ze struktury molekularnej omawianych
chromojonoforow.
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1.1. Chromofory obojetne z hipsochromowym i batochromowym przesunie-
ciem pasma absorpcyjnego.

Obojetne chromojonofory mozna przedstawi¢ tak jak to zaprezentowano na
rysunku 1. Element chromoforowy mozna w wyrazny sposob podzieli¢ na czgs¢
donorowa i akceptorowa, ktorych usytuowanie wzgledem wngki makrocyklicz-
nej decyduje o hipsochromowym lub batochromowym przesuni¢ciu w widmie
absorpcyjnym jonéw kompleksowych wzgledem wolnych ligandow.

a
5 =
X@K{ DONOR AKCEPTOR I] @ ,{ AKCEPTOR DONOR ]
N J

/

JONOFOR CHROMOFOR JONOFOR CHROMOFOR

Rysunek 1. Schemat obojetnych chromojonoforow, ktore w wyniku indukcji jonem metalu
powodujq przesuniecie hipsochromowe (a) i batochromowe (b) w widmie absorpcyjnym
w stosunku do wolnych ligandow.

Seria chromojonoforéw zaprojektowanych przez Dixa i Vogtlego (rysunek
2, pochodne (1) i (2)), jest bardzo dobrym przyktadem ligandow, gdzie donor
jest w bezposrednim kontakcie z jonoforem.6

AN
LU e mf
/&0 o/> /& OJ O
o S Sy
(3)

3)
(@)n
(b) n

(2
=1 (a) n
=2 (b) n
Rysunek 2. Struktury chromojonoforow z donorem usytuowanym w poblizu wneki makro-
cyklicznej (1) i (2) oraz na zewnqtrz chromoforu (3).

Wzbudzenie powoduje przeniesienie elektronu od donora do akceptora
wzdtuz czasteczki chromoforu (rysunek 3, przyktad a). W efekcie zwiazania
jonu metalu obserwuje si¢ stabilizacj¢ elektronowego stanu podstawowego i
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destabilizacj¢ stanu wzbudzonego chromoforu. W rezultacie obserwujemy hip-
sochromowe przesuniecie maksimow absorpcyjnych (A, ) po skoordynowaniu
jonu metalu.

Przyktady chromojonoforéw posiadajacych batochromowe przesuniecie
w widmie absorpcyjnym zaprezentowano na rysunku 2, pochodne (3).” W tym
przypadku akceptorowa grupa karbonylowa usytuowana jest w poblizu jonofo-
ru. Wynikiem tego jest oddziatywanie jonu metalu z wngka makrocykliczna oraz
z grupa karbonylowa, ktora przyjmuje tadunek ujemny (rysunek 3, przyktad b).
W wyniku stabilizacji jonu kompleksowego obserwujemy silne przesunigcia ba-
tochromowe w widmie absorpcyjnym w stosunku do wolnego ligandu.

O\ +.0 O\+/

—N/ b —+N/
\
N hv N
i d-

S0 e o
SOSIece @ vl

i ~

Rysunek 3. Zmiany w strukturze neutralnego chromojonoforu wywolane absorpcjq swia-
tta po skompleksowaniu jonu metalu.

Charakterystyke widm absorpcyjnych wolnych ligandéw (1) — (3) oraz
komplekséw z wybranymi jonami metali w roztworze acetonitrylu podano w
tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka w roztworze acetonitrylu, stezenia ligandow 10 — 107 M.
“Wartosci podane w nawiasach to AJ, . wartosci w nm. "Ca(SCN),4H,0. ‘Ba(SC-
N),-2H,0 ‘Wartosci w przedziale 464 — 472 bardzo zalezne od stezenia soli.

Ligand
(1a) (1b) (2a) (2b) (3a) (3b)
S6l metalu A~ (nm)
Wolny ligand 474 477 476 477 590 598
Lil 465(-9) 474(-3) 451(-25) 472(-5) 630(+40) 634 (+36)

KSCN 473(-7)  bd 464 (-12) 382(-95) 608 (+18) 599 (+ 10)
Ca(SCN) | 467(-7) 451(-26) 377(-99) 381(-96) 668 (+78) 676 (+78)
Ba(SCN),© ¢ 360 (- 117) 394 (-82) 371(-106) 651 (+61) 645 (+47)
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Szczegoblnie silne oddziatywania mozemy zaobserwowa¢ dla jonéw Ca*" i
Ba?". Jest to konsekwencja dobrego dopasowania si¢ kationu do wneki makro-
cyklicznej jonoforu oraz nastgpujacych zmian w strukturze elektronowej czgsci
chromoforowej. Spowodowane jest to rowniez tym, ze gestos¢ tadunku dla dwu-
dodatnich jonow jest wigksza niz dla jondw o poréwnywalnej wielkosci i mniej-
szym tadunku. W efekcie oddziatywanie jonéw Ca*" i Ba** z polarnymi grupami
donorowymi jest silniejsze. Ciekawa i zaskakujaca jest wysoka selektywnosci
ligandow (3a) i (3b) w stosunku jonu litu.

1.2. Chromojonofory protonowe.

Chromojonofory anionowe zbudowane sa z dysocjujacych grup protono-
wych ulokowanych najczgsciej w czgéci chromoforowej (rysunek 4). Mozna je
podzieli¢ na dwie podgrupy: monoprotonowe — wydzielajace w wyniku dyso-
cjacji jeden proton, oraz diprotonowe — wydzielajace w wyniku dysocjacji dwa
protony.

Chromofor

A Makrocyklicnza
M cze$¢ jonoforowa

Rysunek 4. Schemat chromojonoforéw z chromoforem zawierajqcym grupy protono — dy-
socjujqce.

Interakcja z jonami metali powoduje zmiany we wlasciwoSciach optycz-
nych catego jonu kompleksowego, co z powodzeniem wykorzystano w ekstrak-
cyjnych metodach fotochemicznych. Jezeli chromojonor anionowy powstaje w
wyniku oddysocjowania jednego protonu, to w wyniku skoordynowania jonu
metalu z pierwszej grupy uktadu okresowego pierwiastkow powstaje obojgtny
jon kompleksowy, ktory zazwyczaj mozna ekstrahowa¢ do warstwy organicz-
nej. W przypadku chromoforéw dwuprotonowych, istnieje mozliwos¢ wyeks-
trahowania kationow dwudodatnich. Zgodnie z ta koncepcja zaprojektowano i
doswiadczalnie udowodniono uzytecznos¢ wielu chromojonoforow w fotometrii
ekstrakcyjnej w stosunku do jonow alkalicznych jak i ziem alkalicznych.®

Bardzo dobrym przyktadem zjawiska, w ktérym po skoordynowaniu jonu
metalu 1 dysocjacji protonu mozemy zaobserwowaé¢ zmiany w widmach ab-
sorpcyjnych powstatych komplekséw sa zwiazki przedstawione w pracach
Misumiego i wspotpracownikow.”!*!! Zaprojektowali oni ligandy oparte o 2,4-
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dinitroazafenol, w ktérych grupy fenolowe stanowig integralna czgs$¢ szkieletu
makrocyklicznego. Dla przyktadu, ligand (4) w obecnosci Li* charakteryzuje si¢
silnym batochromowym przesunigciem od pasma zottego (A =430 nm) charak-
terystycznego dla wolnego ligandu, do pasma fioletowego (A, = 580 nm) pod
wplywem jondw litu w rozpuszczalniku organicznym w obecnos$ci piperydyny.
Istotny jest tu fakt, ze dodatek samej zasady jest niewystarczajacy do przesunig-
cia pasma absorpcyjnego. Jest to wige jednoznacznie zwiazane z wywolywana
przez kation metalu dysocjacja grupy fenolowej. Ponadto ligand (4) wykazuje
podobne batochromowe przesuniecie pasm absorpcyjnych w obecno$ci jondw
wapnia, w przeciwienstwie do pochodnej (5), ktéra w szeregu przebadanych
oddziatywan z jonami metali, wykazuje wysoka selektywno$é wytacznie w sto-
sunku do jonow litu.

£° "
OH Q
Ny,
N NO,
NO,
NO, NO,

(4) ()

Rysunek 5. Chromojonofory z chromoforem 2,4-dinitroazophenolowym.

Ciekawa grupa ligandow sa pochodne z chromoforem pikryloaminowym
lub jego pochodnymi (rysunek 6).!>131415 Dla przyktadu pochodna (6), z jonami
metali (Li", K, Rb") tworzy kompleksy w stosunku molowym 1:1, przy czym
powstale jony kompleksowe cechuja si¢ do§¢ znacznym przesunigciem bato-
chromowym widma absorpcyjnego w stosunku do wolnych ligandow.

NO, )

H K\ O NO H //\o
oo 3 oo
O,N NO, 0\\/OJ X Y 0\\/OJ

(6) (7) X=CN, Y =NO,
(8) X = CF3, Y = NO,
(9) X =NO,, Y = CF3
Rysunek 6. Chromojonofory z chromoforem pikryloaminowym (6) i pochodnymi pikrylo-
aminowymi (7), (8), (9).
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Chromojonofory, w ktorych grupa nitrowa czasteczki pikryloaminy jest
podstawiona grupa cyjanowa lub trifluorometylowa wykazuja silne oddziatywa-
nia z jonami litu. Chromojonofory te wykorzystano w fotometrii ekstrakcyjne;j,
w ktorej roztwory zmieniaja barwg od pomaranczowej (wolny ligand) do czer-
wonej (jon kompleksowy). Charakterystyke spektralna dla wolnych ligandow
(6) — (9) i ich kompleksoéw z jonem litu zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Charakterystyka spektralna chromojonoforow pikryloaminowych. W roztwo-
rze woda/dioksan (1/1, V/V). *W roztworze woda/acetonitryl (3/2, V/V).

HL LiL
. A € A €
‘max ‘max AK

Ligand X Y (nm) M1tem?D (nm) M'em! (m‘;"\‘

(6)* NO, 390 12,9x10° 445 20x10° +55

7 CN NO, 420 11x10° 550 8,5x10° +130

8)° CF, NO, 425 6,4x10° 585 4,4x10° +150

) NO, CF, 380 13,25x10? 460 20,8x103 + 80

1.2.1. Chromojonofory monoprotonowe.

Ciekawa 1 do$¢ duza grupa chromojonoforéw anionowych sa pochodne po-
siadajace w czgsci chromoforowej grupg fenolowa. Ligandy (10) — (12) to po-
chodne eteru monoazakornowego-15, zawierajace w ramieniu bocznym ten sam
chromofor — 4-(4-nitrofenyloazo)fenol (rysunek 7).!¢

P OUNE
©/«/o\) K,o\) <— Oj

/

S

(10) (11) (12)
Rysunek 7. Chromojonofory z 4-(4-nitrofenyloazo)fenolem.

Réznica pomigdzy chromojonoforami (10) — (12) polega na dtugo$ci ramie-
nia taczacego chromofor z jonoforem, ktory moze tworzy¢ pigcioczionowy (10),
szesciocztonowy (11) lub siedmiocztonowy (12) pierscien chelatujacy jon meta-
lu umiejscowiony we wnece makrocyklicznej. W przypadku ramienia krétszego,
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powstaty chelat bedzie bardziej sztywny, wzmacniajacy powstate wiazanie ko-
ordynacyjne migdzy matym jonem metalu a tlenem fenylowym. Dlatego ligand
(12) wykazuje najwyzsza selektywno$¢ w stosunku do jonu litu, pomimo ze
pigtnastocztonowa korona, zgodnie z zasadami dopasowania geometrycznego
wneki makrocyklicznej do rozmiaru jonu,'”'® powinna kompleksowa¢ najbar-
dziej efektywnie jon sodu. W przypadku ligandéw (11) i (12) tworzone pier-
Scienie chelatujace sa zdecydowanie mniej sztywne, stad wnegka makrocykliczna
jest tatwiej dostgpna dla wigkszych jonow sodu i potasu. Fakt ten uwydatnia si¢
mnigjsza selektywnoscia ekstrakcyjna ligandéw (11) i (12) w stosunku do Li*/
K" 1 Na'/K* (patrz tabela 3).

pK}? PK_° Selektywnosc¢e
Ligand OH NH, Li* Na* K* Li*/Na* Li7/K* Na"/K*
(10) 9,0 11,4 9,0 93 11,0 2,0 100 50
1) 6,5 10,0 9.8 10,3 11,5 3,7 56 15
(12) 75 9,5 9,9 9,9 10,8 0,8 6 8

Tabela 3. State dysocjacji oraz state ekstrakcji jonow metali pochodnych eteru mono-
azakoronowego 15. ‘W roztworze woda/dioksan (9/1, V/V). *W roztworze woda/l,2-
dichloroetan. “Stosunek wartosci pK .

Zebrane dane fizykochemiczne w tabeli 3 (state dysocjacji protonu pK  oraz
state ekstrakcyjne pK__ jonow metali pierwszej grupy uktadu okresowego pier-
wiastkéw), zdefiniowano za pomoca réwnan (1) i (2), gdzie indeksy ,,0” i ,,w”
odnosza si¢ do fazy organicznej i wodnej.

K (ML) = (ML, NCHT),]
[(HLy, MM T),] (1)
Kz sy = (L HD, M), )

[(HL P, ] *

Chromojonofory zaprezentowane przez Katayame¢ i wspotpracownikéw
sa typowymi przyktadami ligandow, w ktérych fenolowy chromofor ma decy-
dujacy wplyw na zdolno$ci kompleksotworcze i selektywnos¢ w stosunku do
ekstrahowanych metali (rysunek 8)." Autorzy zasugerowali, Ze mniej zasadowe
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fenolaty, w ktorych tadunek jest bardziej zdelokalizowany, koordynuja silniej
wigksze jony metali (w ktorych gestosé tadunku jest mniejsza) tworzac we-
wnatrzczasteczkowe kompleksy podobne do par jonowych. Natomiast bardziej
zasadowe chromojonofory anionowe, o wigkszej gestosci elektronowej, beda
lepiej wiazaty mniejsze jony, tworzac kompleksy chelatowe.

[mw i§ (fﬂo N ﬁow
S\ O‘ \U .
(13) (14) (15)

(ayn=1 (@yn=1 (ayn=1
(byn=2 (b)n=2 (byn=2

NO,

(16) (17)
(@yn=1 (@yn=1
(b)n=2 (b)n=2

Rysunek 8. Ligandy z fenolowym ugrupowaniem chromoforowym.

State dysocjacji oraz state trwatosci ligandow (13) — (17) z jonami litu, sodu
oraz potasu zestawiono w tabeli 4. Stabsza zasadowos$¢ chromojonoforow uwy-
datnia si¢ w mniejszej selektywnosci w stosunku do uktadu kationéw Li"/Na*,
zwlaszcza dla ligandow (13a) i (15a). Natomiast w przypadku ligandu (14a),
gdzie tadunek ujemny jest bardziej zlokalizowany, selektywnos¢ w uktadzie Li'/
Na' jest zdecydowanie wigksza (patrz tabela 4).

Zgodnie z teorig geometrycznego dopasowania kationu do rozmiaru wneki
makrocyklicznej, ligandy (13b) — (17b) zbudowane na bazie korony osiemna-
stocztonowej powinny najefektywniej kompleksowaé jony potasu. W serii ba-
danych ligandéw zasada ta zostaje zachowana dla pochodnych, ktére najsilniej
ekstrahuja jony potasu, pomimo obecnosci fenolowego ramienia chelatujacego
(tabela 4). Najlepsza selektywnos$¢ w stosunku do potasu wykazuje pochodna
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(17b), ktora posiada chromofor z najbardziej zdelokalizowanym tadunkiem.

Tabela 4. Stale dysocjacji oraz stale ekstrakcji jonow metali chromojonoforow (13) —
(17). “W roztworze woda/dioksan (9/1, V/V). *W roztworze woda/l,2-dichloroetan. “Sto-
sunek wartosci pK, .

pK}? pK. P Selektywnos¢®
Ligand OH  NH, Li* Na* K* Li"/Na* Li*/K* Na'/K*
(13a) 5.8 9,7 9,2 9,8 10,4 4,0 13 33
(14a) 6,3 10,5 9,7 10,3 11,5 4,0 63 16
(15a) 4,8 9,9 8,3 8,7 9,6 2,5 20 7
(16a) 7,5 9,8 8,4 9,2 4x1072 0,25 6,3
(17a) 32 5,6 3,6 42 1x10? 3,3x10? 35

(13b) 58 96 103 95 89 015  4x10? 0,3
(14b) 65 10,5 11,0 104 99 025 8x10> 031
(asb) 49 103 11,0 87 83 5x10° 02x102 04
(16b) 7.5 88 83 7,1 033 2x107  6x10?
(17b) 33 48 40 22 0,16 03x10% 2x102

Dla poréwnania warto$ci statych dysocjacji (pK) oraz stalych ekstrakcji
(pK.,)), zsyntezowano i przebadano grupe chromojonoforéw zawierajacych dwu-
nastocztonowy makrocykl (18) i (19) oraz odpowiednik z otwartym tancuchem
eterowym (20)." Dane fizykochemiczne zestawiono w tabeli 5.

Redukujac rozmiar jonoforu z pigtnastocztonowego (13a) do dwunasto-
cztonowego (18), zdolnosci ekstrakcyjne w stosunku do Na® znaczaco maleja,
podczas gdy dla Li* wartosci te pozostaja prawie niezmienione. Dlatego selek-
tywnos$¢ w uktadzie Li*/Na" wzrasta od 4,0 dla (13a) do 500 dla ligandu (18).
Podobny ligand (19) nie ekstrahuje jonow metali grupy pierwszej, ponadto ce-
chuje go niska zasadowos¢ fenolowego anionu i duze, mato stabilne ramig che-
latujace.

/ N\
OH oH o oj OH o/\\
i ~ 0 OEt
N O,N /[ N
3 0”0 O Q
<\ o) _/
o_J OEt
NO, Mo NO,
2

(18) (19) (20)

Rysunek 9. Chromojonofory z dwunastocztonowym makrocyklem oraz otwartym etero-
wym.
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Z kolei pochodna (20) charakteryzuje si¢ wysoka zdolnoscia ekstrakceji jo-
néw Na' i Li*, jednoczes$nie wykazuje duza selektywno$¢ w ukladzie Li*/Na*,
pomimo ze nie posiada cyklicznego jonoforu. Wyniki te sugeruja, ze konieczna
jest obecno$é przynajmniej czterech donorowych atomow, aby wydajnie stabili-
zowac powstawanie kompleksu z Li* w rozpuszczalnikach organicznych.

Tabela 5. Charakterystyka spektralna ligandéw (18) — (22). “Stale pK  wyznaczone w
mieszaninie woda/dioksan (9/1, V/V), state pK _ wyznaczone w mieszaninie woda/l,2-
dichloroetan. * “State pK  wyznaczone w wodzie, state pK,_wyznaczone w mieszaninie
woda/chloroform. “Stosunek wartosci pK . ‘Brak ekstrakcji. °Nie wyznaczono.”

PK, |2 Selektywnosc¢e

Ligand OH NH, Li Na* K* Li*/Na*

(18)° 5,4 9,8 9,7 12,4 d 500

(19):: 3,0 d d d e

(20)° 5,1 9,1 11,0 13,1 d 130

(18)° 5.8 10,3 10,2 12,5 d 210

Qe 5,7 10,3 10,0 12,7 d 525

22y 5,6 10,8 9,5 12,9 d 2,82x10°

Natomiast Wilcox i Pacey przebadali pochodne z trzynasto- i czternasto-
cztonowym uktadem makrocyklicznym (rysunek 10).2'»> Modyfikacja polega-
ta na wprowadzeniu mostkéw propylenowych do cyklicznego jonoforu. Dane
fizykochemiczne dla ligandow (18) oraz (21) i (22) zebrano w tabeli 5. Dzigki
modyfikacji tych ligandow, uzyskano wigksza selektywno$¢ dla jonow litu ora
spadek tych wilasnosci dla jonéw sodu. Selektywnos¢ ekstrakcyjna w uktadzie
Li*/Na* wzrosta od 210 dla ligandu (19) do 525 dla (21) i az do 2,82x10° dla
chromojonoforu (22) (w uktadzie woda/chloroform, patrz tabela 5).

OH m OH (N‘\O/>
srdbNer e
NO, \/ NO,

(21) (22)

Rysunek 10. Chromojonofory z trzynasto- i czternastocztonowym uktadem cyklicznym.

1.2.2. Chromojonofory dwuprotonowe.

Seria chromojonoforéw dwuprotonowych zostala zaprezentowana w pra-
cach Takagiego.” Jako elementu komleksotworczego, uzyto eterow diazakoro-
nowych o roéznych rozmiarach wngki makrocyklicznej, od pigtnastocztonowej
do dwudziestoczterocztonowej (rysunek 11). Czlon chromoforowy stanowity;
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2-hydroksy-5-nitrobenzyl (23) — (24) oraz pochodna pikryloaminy (25), ktore
wlaczono w strukturg jonoforu przez atom azotu, w wyniku, czego otrzymano
dipodstawione N-lariaty. W tabeli 6 zestawiono dane fizykochemiczne, selek-
tywnos$¢ w ukladzie kationow drugiej grupy uktadu okresowego pierwiastkow
Ca*/Ba’*, Ca®"/Sr*" oraz Sr**/Ba*" i stale ekstrakcyjne K _, ktore zdefiniowano za
pomoca rownania (3).

ML CED, T
K iz = LD MG,
[(HL), M7 0, ] e
oH oH OH OH
gomo3 N/—\N
NI $ )
No, k(\/o A No, NO, ((\/o\a)n NO,
(23) (24)
(@m=1,n=1 (@n=1
(b)m=1,n=2 (b)n=2
(cym=2,n=3 (c)n=3
ON NO, O,N NO,
NH I\ HN
NO, 6 © NO,
LY
o
(25)
(ayn=1
(b)n=2
(c)n=3

Rysunek 11. Chromojonofory dwuprotonowe.

W wyniku prowadzonych badan zaobserwowano, ze mechanizm ekstrak-
cji kationow dwuwarto$ciowych jest zblizony dla serii ligandéw (23) - (25).
W przypadku ekstrakcji jonow dwudodatnich, oddzialywanie kation — anion,
sumarycznie odgrywa wigksze znaczenie niz oddzialywania kation — dipol (ma-
krocykl) w rozpuszczalnikach niepolarnych. Stad tez, niewielkie zmiany w roz-
miarach wneki makrocyklicznej, nie odgrywaja wigkszego znaczenia, podczas
gdy rodzaj i umiejscowienie anionowego ramienia bocznego, odgrywa znaczaca
rolg we wiasciwos$ciach ekstrakcyjnych tych ligandow.
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Tabela 6. Charakterystyka spektralna chromojonoforow dwuprotonowych. “W roztworze
woda/1,2-dichloroetan. "Stosunek wartosci K . “Brak ekstrakcji. “Nie wyznaczono.

PK* Selektywno$¢®

Ligand Mg Ca? Sr2* Ba?* Ca?/Ba*  Ca*/Sr* Sr?'/Ba**
(23a) ¢ 15,0 16,8 17,6 400 63 6,3
(23b) ¢ 12,5 13,5 15,1 400 10 40
(23¢) ¢ 17,7 17,0 14,3 4x10* 0,2 2x10°
(24a) 18,5 16,1 17,3 17,0 7.9 16 0,5
(24b) c 108 11,8 143 3,2x10° 10 320
(24c¢) ¢ 15,2 14,8 13,9 5x1072 0,4 0,13
(252) c >0  >19 >20 ¢ ¢ ¢
(25b) ¢ >20 >20 15,1 10° d 10°

Zgodnie z zasada dopasowania rozmiaru wngki makrocyklicznej do wiel-
kosci kationu, jon Ca* powinien najmocniej oddziatywaé z chromojonoforami
zawierajacymi korong pigtnastocztonowa. Dane eksperymentalne (wartosci K
zebrane w tabeli 6) pokazuja jednoznacznie ze najlepsze efekty uzyskano dla
chromojonoforow osiemnastocztonowych (23b) i (24b).

Potozenie atomow azotu w eterach diazakoronowych jest decydujacym ele-
mentem, jesli chodzi o zdolnosci ekstrakcyjne prezentowanych chromojonofo-
réow. Zauwazono, ze korona pigtnastocztonowa, w ktorej atomy azotu umiesz-
czone sg obok siebie, wykazuje obnizone zdolnosci ekstrakcyjne jonow Ca** w
poroéwnaniu z ligandem, ktorego atomy azotu umieszczone sa naprzeciwlegle.
Odwrotng zalezno$¢ odnotowano w przypadku chromojonoforow z osiemna-
stocztonowym makrocyklem, ligand (24b) wykazuje znacznie lepsze zdolnosci
ekstrakcyjne jonow Ca?* niz ligand (23b).

Podobne zaleznosci nie sa obserwowane w przypadku ekstrakcji jonow
Ba?*. Oznacza to, ze w wyniku koordynacji jonu metalu przez badane ligandy
obserwuje sig¢ silne zmiany konformacyjne czasteczki chromojonoforu.

Sposréd chromojonoforéw posiadajacych w ramionach bocznych grupg pi-
kryloaminowa tylko ligand (25b) wykazuje zdolnos$ci ekstrakcyjne wylacznie
w stosunku do jonow Ba?'. Sytuacje ta tlumaczy si¢ natura chromoforowego
podstawnika, dla ktorego preferowana i stabilizowana forma tworzonych jonow,
sa kompleksy typu par jonowych a nie typu chelatowego.?*

1.3. Inne chromojonofory z eterowym ukladem cyklicznym.

Pochodne spirobenzopiranu to dobrze znana grupa zwiazkow, ktorych zdol-
no$¢ odwracalnej izomeryzacji pod wplywem promeniowania UV lub $wiatta
widzialnego, zostala wykorzystana do budowy fotoczulych sensorow jondéw
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metali.>?%?” Mechanizm indukowanej §wiattem widzialnym izomeryzacji spi-
robenzopiranu oraz przyktady ligandéw zawierajacych tego typu chromofor za-
prezentowano na rysunku 12.

O @ 8

Rysunek 12. Chromojonofory z chromoforem spirobenzopiranowym oraz mechanizm fo-
toizomeryzacji.

Wszystkie chromojonofory (26) — (29) nie absorbuja w zakresie powyzej
450 nm w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak acetonitryl. Dodanie do
roztworu zawierajacego wyzej wymienione ligandy jodkow metali powoduje
znaczace zmiany w ich widmach absorpcyjnych. Dla przyktadu, dodanie pigcio-
krotnego nadmiaru Li* do acetonitrylowego roztworu (26a) lub (26b) powoduje
pojawianie si¢ nowego pasma absorpcyjnego z maksimum okoto 530 nm (e =
7,7x10° M'cm™) dla ligandu (26a) oraz dla ligandu (26b) z maksimum réwniez
okoto 530 nm (g = 10* M'cm™"). Podobnych zmian spektralnych nie obserwowa-
no dla jodkéw innych metali grupy pierwszej uktadu okresowego pierwiastkow.
W przypadku pochodnej (26¢) zaobserwowano niewielkie zmiany spektralne w
stosunku do Nal, natomiast ligand (26d), posiadajacy dwudziestojednocztono-
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wy makrocykl, nie wykazywat zadnych zmian spektralnych z badanymi jonami
metali. Na podstawie tych danych oraz analizy widm NMR wolnych ligandow i
jonow kompleksowych zaproponowano mechanizm izomeryzacji spirobenzopi-
ranu zaprezentowany na rysunku 12.

Dhugos$¢ tancucha taczacego spirobenzopiran z eterem koronowym, réwniez
wplywa na zdolnosci kompleksotwodrcze badanych ligandéw. Pochodne (27) —
(29) posiadaja dtuzszy tancuch taczacy chromofor z eterem koronowych niz li-
gandy (26). Dla tych pochodnych zauwazono zdecydowanie mniejsze zmiany w
widmach absorpcyjnych w obecnosci jondw metalu w poréwnaniu z pochodny-
mi (26a). Jest to spowodowane duza odlegloscia pomigdzy skompleksowanym
we wnegce makrocyklicznej jonem metalu a grupa fenolowa izomeru spiroben-
zopiranu (patrz rysunek 12).

Chromojonofory zawierajace betainowy barwnik ((30) — (32), rysunek 13)
to kolejny przyktad pochodnych, ktoérych odpowiedzig na obecnos¢ jonu metalu
jest zmiana barwy, pozwalajaca $ledzi¢ zjawisko kompleksowania za pomoca
spektroskopii absorpcyjnej. Dla przyktadu pochodna (30b) w obecnosci KI w
roztworze acetonitrylu zmienia barwg z fioletowej (A_ = 583 nm) na ciemno
czerwona (A = 529 nm).* Za pasmo dtugofalowe ligandéw (30a — c¢) jest od-
powiedzialny wewnatrzmolekularny transfer tadunku, od grupy fenylowej do
czasteczki pirydyny. W proces kompleksotworczy tych ligandow silnie zaan-
gazowana jest czg$¢ fenolowa chromoforu, gdzie w wyniku dopasowania jonu
metalu do wngki makrocyklicznej obserwujemy hipsochromowe przesunigcie w
widmie absorpcyjnym jonu kompleksowego w porownaniu z widmem wolnego
ligandu. Spowodowane jest to silnym oddziatywaniem O- (z grupy fenylowej) i
jonu metalu, co powoduje wzrost energii jonizacyjnej donora elektronow, pod-
czas gdy powinowactwo elektronowe czasteczki akceptora pozostaje niezmie-
nione. Sposrod jodkdéw metali grupy pierwszej, najwigksze hipsochromowe
przesunigcia zaobserwowano dla Na* z (30a), K* z (30b) i Cs* z (30c¢).

Pochodna (31) posiadajaca rowniez betainowy chromofor, wykazuje podob-
ne wlasciwosci jak omowione wezesniej ligandy (30).% Maksimum absorpcji tej
pochodnej przesuwa si¢ od A, =430 nm dla formy sprotonowanejdo_ =610
nm dla formy niesprotonowanej w metanolu. Warto$¢ A__dla kompleksu z Ca**
jest posrednia warto$cia formy sprotonowanej i niesprotonowanej i w roztworze
metanolu wynosi 520 nm. State trwatosci z jonami Ca*" i Ba>" w metanolu wyno-
sza 10,0-10* M, co jest warto$cia znacznie wyzsza nie te otrzymane dla jonow
Li", Na*, K™ i Mg?, ktore wynosza mniej niz 0,3-10* M-,

Wewnatrzczasteczkowy transfer tadunku w betainowym chromoforze pod
wplywem koordynowanego jonu metalu, umozliwia obserwacj¢ zachodzacego
procesu kompleksotworczego w dwupodstawionym lariacie (32).33! Autorzy
przeprowadzili seri¢ miareczkowan kwasowo — zasadowych oraz miareczko-
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wan jonami metali w §rodowisku wodnym. W pierwszej kolejnos$ci ustalili, ze
ligand (32) cechujg si¢ najwigksza czutoscia w pH 8,5. Dla wartosci pH ponizej
6,0, nie obserwowano zadnych zmian spektralnych po dodaniu chlorkow metali.
Spoérod serii badanych kationdéw (Li*, Na*, K*, Rb*, Cs*, Mg*", Ca*", Sr**, Ba*"),
najwigksze zmiany spektralne zaobserwowano dla Ca?". Eksperymentalnie wy-
znaczony molowy wspoétczynnik absorpcji (¢) w wodzie dla wolnego ligandu
wynosi 2,9x10* M'em™ (A= 410 nm), dla kompleksu z wapniem 5,1x10*
M'em™ (A, = 450 nm). Zmian spektralnych nie obserwowano dla kationéw
jednododatnich, nawet w przypadku jonu potasu, pomimo iz pi¢tnastocztonowa
korona jest dobrze znanym kompleksonem jondéw K. Dodatkowo, przeprowa-
dzono badania odpowiedzi ligandu (32) na obecno$¢ Ca>* w roztworze wodnym
zawierajacym jony Na®, K* oraz Mg?* o stezeniach zblizonych do tych, ktore
wystepuja w typowych uktadach fizjologicznych (140 mM Na*, 4,5 mM K*, 0,6
mM Mg?). W wyniku tego eksperymentu zaobserwowano takie same zmiany
spektralne jak w przypadku miareczkowan jonami Ca®" czystego ligandu (32),
co pozwala stwierdzi¢, ze zjawisko kompleksowania wspotzawodniczacych jo-
néw nie zachodzi.

,;%

(30)
=0
Eg; 2 -3 (31) (32)
(c)n=2

Rysunek 13. Ligandy z betainowym uktadem chromoforowym.

Kolejna grupa ligandow, w ktérych umieszczony w ramieniu bocznym
chromofor jest spektroskopowym indykatorem zmian zachodzacych podczas
formowania kompleksu, sa pochodne antrachinonu (rysunek 14).32 Czasteczka
chromoforu posiada charakterystyczne pasma w zakresie widzialnym widma
absorpcyjnego, zwiazane z przeniesieniem tadunku od grupy aminowej do cza-
steczki antrachinonu.*34
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(36) (37) (38)

Rysunek 14. Ligandy z antrachinononowym uktadem chromoforowym.

Na podstawie analizy zebranych danych pomiarowych (tabela 7) mozemy
zauwazy¢, ze polozenie pasm absorpcyjnych nie zalezy od tego czy czasteczka
antrachinonu potaczona jest z makrocyklem za pomoca metylenowego mostka
(ligand (33), A = 510 nm), czy tez bezposrednio do atomu azotu (ligand (34),
A, =510 nm). Gdy w czasteczce chromoforu obecna jest grupa hydroksylowa
(pochodne (35) i (37)), pasmo absorpcyjne przesuwa si¢ w kierunku dtugofalo-
wym (A_ =530 nm, dla obydwu pochodnych) z jednoczesnym wzrostem mo-
lowego wspodtczynnika absorpcji do okoto 3,88. Brak zmian w potozeniu widm
absorpcyjnych dla dipodstawionej pochodne;j (38) (A = 510 nm), oraz zblizone
warto$ci molowego wspolczynnika absorpcji oznaczaja, ze uktady chromoforo-
we sa w pelni od siebie niezalezne.

Na podstawie zmian w widmach absorpcyjnych wolnych ligandow i w
obecnosci jonow Ag', autorzy zaproponowali stechiometri¢ powstajacych kom-
pleksow oraz wyznaczyli state trwatosci tych jonow (log K) w roztworze we-
glanu propylenu. Z podanych w tabeli 7 wartos$ci log K widaé , ze stechiometria
1:1 (AgL") formowanych kompleksow jest dominujaca. Wartosci log K| wzra-
staja wraz ze wzrostem liczby atomow azotu w pierscieniu makrocyklicznym i
osiagaja warto$¢ maksymalna dla pochodnej (36) (log K, = 11,71 £ 0,04). Dos¢
znaczny spadek tych wartosci dla pochodnej (37), w ktorej chromofor posia-
da grupe¢ hydroksylowa, jest wynikiem tworzenia si¢ wewnatrzczasteczkowe-
g0 wiazania wodorowego, pomigdzy grupa hydroksylowa, a grupa aminowa

154



Chromojonofory zbudowane na bazie eterow koronowe

pierscienia makrocyklicznego. Autorzy wyznaczyli rowniez state trwatosci dla
jonéw kompleksowych o stechiometrii 1:2 (AgL,"). W przypadku pochodnych
zawierajacych jeden, donorowy atom azotu (33) i (34) wartosci log K, sa wyraz-
nie mniejsze niz wartosci obliczone dla pochodnych z makrocyklem diazowym.
Tlumaczy si¢ to mniejsza trwatoscia komplekséw sandwiczowych (powstaja-
cych w przypadku ligandoéw zawierajacych eter monoazakoronowy) niz tych, w
ktorych procesie powstawania biora udziat dwa donorowe atomy azotu.

Tabela 7. Charakterystyka spektralna wolnych ligandow (33) — (38) oraz w obecnosci
Jjonow Ag*, state trwatosci kompleksow z Ag* wyznaczone w weglanie propylenu. “Wyzna-
czone dla stechiometrii AGL"."Wyznaczone dla stechiometrii AgL,".

Wolny ligand Ligand w obecnosci Ag?*
. Tog(e/mol™ Tog(e/mol” log K * log K.°
ngand 7\'max (nm) deCm-l) 7\'max (nm) dm3cm-l)

33) 510 3,7 508 3,7 6,08 +0,03 2,57+0,03
34) 510 3,6 463 3,31 592+0,03 1,55+0,09
35) 530 3,89 462 3,69 5,02+0,04

36) 510 3,54 467 3,17 11,71 £0,04 4,71 £ 0,04
37 530 3,88 467 3,71 4,98+0,03 4,08+0,03
(38) 510 3,9 469 3,68 5,59+0,05 1,85+0,24

Podzigkowanie:

Praca finansowana ze $rodkow BW 8000-5-0264-9
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Rozdzial VII
Interakcje jonowe w kondensatorach elektrochemicznych

Katarzyna Lota“, Grzegorz Lota®’

“ Instytut Metali Niezelaznych Oddzial w Poznaniu, Centralne
Laboratorium Akumulatorow i Ogniw, Forteczna 12, 61-362 Poznan
b Politechnika Poznanska, Instytut Chemii i Elektrochemii Technicznej,
Piotrowo 3, 60-965 Poznan

1. Wprowadzenie

Kondensatory elektrochemiczne, zwane rowniez superkondensatorami lub
ultrakondensatorami [ 1-8] sa atrakcyjnymi zroédtami pradu z powodu ich bardzo
wysokiej mocy, dobrej trwatosci cyklicznej oraz posredniej energii migdzy kla-
sycznymi dielektrycznymi kondensatorami, a ogniwami — rys.1.

Kondensatory elektrochemiczne sa urzadzeniami magazynujacymi energi¢
majacymi zastosowanie w systemach hybrydowych dla zasilania samochodéw
elektrycznych, komputeréw przenosnych, UPS i w pulsowej technice laserowej,
itp.

Energia magazynowana w tych urzadzeniach, pochodzi gtownie z tadunku
skumulowanego w podwdjnej warstwie elektrycznej (warstwa Helmholtza) wy-
stgpujacej na granicy faz elektroda/elektrolit (ultrakondensatory, kondensatory
elektrochemiczne podwoéjnej warstwy elektrycznej), ale takze, moze pochodzic¢
od reakcji faradajowskich (zwiazanych z przej$ciem elektronéw) zachodzacych
w materiale elektrodowym (superkondensatory). Dodatnie i ujemne jony z elek-
trolitu gromadza si¢ na powierzchni statej elektrody kompensujac elektronowy
fadunek dostarczony do elektrody — rys. 2.

Pojemnosc¢ liczona na jedna elektrodg, jest proporcjonalna do powierzchni
granicy faz elektroda — elektrolit (S), co przedstawia rdwnanie:
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c=2
d

)

gdzie € jest stalq dielektrycznq, a d to grubos¢ podwaojnej warstwy elektrycznej.

Na pojemnos¢ catego kondensatora sktadaja si¢ pojemnosci szeregowo po-
taczonych dwdch kondensatorow, zgodnie z rownaniem:

I 1 . 1 @
c C Cq,

Jednakze w przypadku kondensatora zbudowanego z dwoch elektrod roznia-
cych si¢ pojemnosciami elektroda o mniejszej pojemnosci decyduje o catkowitej
pojemnosci, z powodu odwrotnie proporcjonalnej zalezno$ci. Pojemno$é wyra-
zana jest w (F), co odpowiada tadunkowi zakumulowanemu w zdefiniowanym

przedziale potencjatu (1F = 1C/1V). Pojemnos¢ wlasciwa moze by¢ odniesiona
do masy elektrody (F/g), do objgtosci elektrody (F/cm?), lub do jej powierzchni

(F/cm?).
N -
100 -
BATERIE
AKUMULATORY
o 107
4
=
=
w 1
0.1 7
KONDENSATOR
0.01 T T T T T T
1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000

P [Wikg]

Rysunek 1. Zaleznos¢ energii od mocy dla roznych zZrodet prqdu — tzw. Ragone plot [1].
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Grubo$¢ podwdjnej warstwy zalezy od stgzenia elektrolitu i rozmiarow
jonéw soli. Zazwyczaj jest to wielko$é rzadu 2-10 A, dla stezonych elektro-
litow. Wykorzystywanie materialow o rozwinigtej powierzchni rzeczywiste;j,
posiadajacych porowata strukture, ktora zwigksza efektywne wykorzystanie po-
wierzchni elektrody, pozwala na otrzymywanie bardzo duzych pojemnos$ci. Na
uzyskiwane pojemnosci oprocz rozwinigtej powierzchni rzeczywistej ma wptyw
geometria 1 rozmiar porow z uwzglednieniem ich $redniej wielkosci, przewod-
nictwa, zwilzalnosci a takze obecnosci elektroaktywnych czasteczek [9]. Teo-
retycznie, im wigksza powierzchnia rzeczywista tym wyzsze powinny byc¢
uzyskiwane pojemnosci. Niestety, w praktyce czgsto nie ma liniowej tendencji
wzrostowe]j pojemnosci wraz z rozwinigciem powierzchni rzeczywistej materia-
hu elektrodowego. Glownym powodem tego zjawiska jest fakt, ze powierzchnia
rzeczywista niedostgpnych dla elektrolitu poréw, nie bierze udziatu w tworzeniu
pojemnosci podwojnej warstwy elektrycznej. Przyjmuje sig, ze pory o rozmia-
rach wigkszych niz jony z otoczka solwatacyjna sa pozadane w celu zmniejsze-
nia statej relaksacji (opisujacej minimalny czas potrzebny do wyciagnigcia catej
energii zmagazynowanej w kondensatorze z wydajnoscia wigksza niz 50%) i
zwigkszenia wartosci uzyskiwanych pojemnosci.
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Rysunek 2. Schemat budowy kondensatora elektrochemicznego.

Modelowanie struktury i tekstury materiatu elektrodowego w celu otrzyma-
nia odpowiedniej porowatos$ci, tj. waskich porow, zapewniajacych optymalne
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warunki dla dluzszych czas6w wytadowania, tak jak jest to wymagane w zastoso-
waniach dla hybrydowych samochodéw elektrycznych, czy poréw o wigkszych
rozmiarach dla urzadzen wykorzystywanych w technice pulsacyjne;j, jest zalez-
ne od zatozonej aplikacji kondensatora [10]. Dodatkowo, wykorzystanie mate-
riatow elektrodowych z porowatoscia dobrana do rozmiaréw jonow elektrolitu
moze polepszy¢ elektrochemiczng charakterystyke kondensatora. E. Rajmundo-
Pinero wraz z wspotpracownikami badajac mikroporowate materiaty weglowe o
roznej nanoteskturalnej charakterystyce, wyznaczyta zwiazek migdzy rozmiara-
mi poréw i chemia powierzchni a wlasciwosciami pojemnos$ciowymi w réznych
elektrolitach. Pojemnosci liczone na masg (F/g), uzyskane w wodnym roztworze
KOH charakteryzuja si¢ prawie liniowa zalezno$cia wzgledem powierzchni rze-
czywistej materiatu elektrodowego. Wzrost wartosci pojemnosci wyrazonych na
masg, we wszystkich elektrolitach, dla materiatow charakteryzujacych sig roz-
wini¢ta powierzchnia rzeczywista zwiazany byl ze wzrostem $redniej wartosci
szerokosci poréw. Objetosé porow dla serii badanych wegli byta bardzo duza.
Pory te byly za szerokie by efektywnie bra¢ udzial w formowaniu podwojne;j
warstwy elektrycznej. Znacznie wigkszy wpltyw na uzyskiwane pojemnosci w
roznych elektrolitach ma odpowiedni rozmiar poréw niz bardzo rozwinigta po-
wierzchnia rzeczywista. Wyznaczony optymalny rozmiar ultramikroporéw dla
elektrolitow wodnych (6 M KOH, 1 M H,SO,) to 0,7 nm a dla organicznych (1
M TEABF,) to 0,8 nm [11]. Aby uzyskiwa¢ maksymalne wartoSci przy duzych
obcigzeniach zarowno energii (na ktdra znaczacy wptyw ma mikroporowato$¢)
jak 1 mocy (zalezna w duzej mierze od mezoporow) weglowy materiat elektro-
dowy musi posiada¢ odpowiednia kombinacje poréw [12]. Tak wigc, pojemnos¢
kondensatora zalezy przede wszystkim od pojemnosci materiatu elektrodowego
wyrazonej w F/g, natomiast napigcie pracy i opornos¢ takiego urzadzenia zalezy
w glownej mierze od stosowanego elektrolitu. Pojedyncze urzadzenie posiada
napigcie pracy w granicach 1 - 4 V, w zaleznosci od stosowanego elektrolitu
[1-8]. Elektrolity roznia si¢ znacznie oporem wilasciwym i napigciem, pracy —
tabela 1. Ze wzgledu na fakt, iz maksymalna energia magazynowana w konden-
satorach jest liczona zgodnie z rownaniem:

W = lczﬂ
2 3)

gdzie: C — pojemnosc kondensatora, a U — napiecie pracy urzqdzenia.

Zastosowanie odpowiedniego elektrolitu moze kilkukrotnie zwigkszy¢ energie,
poniewaz energia ro$nie wyktadniczo wraz z napigciem pracy urzadzenia.
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Tabela 1. Wlasciwosci roznych elektrolitow [8]

Elektrolit Gestos¢ [g/cm’] | Opor wlasciwy [Q2 em] | Napiecie urzadzenia [V]
KOH 1,29 1,9 1,0
H,SO, I,2 1,35 1,0
PC 1,2 52 2,5-3,0
AN 0,78 18 2,5-3,0
Ciecz jonowa 1,3-1,5 125 (25°C) 4,0
28 (100°C) 325

Komercyjne kondensatory sa przygotowywane z wykorzystaniem maksy-
malnie stgzonych elektrolitéw Iub takich roztwordw, ktére charakteryzuja sig
maksymalnym przewodnictwem, oczywiscie w celu zminimalizowania oporno-
$ci, a co jest z tym zwiazane strat energii [13].

Podziatu kondensatoréw elektrochemicznych mozna dokona¢ na podstawie
kilku kryteriow. Jednym z nich jest stosowany material elektrodowy, gdzie wy-
réznia si¢ trzy gtowne grupy materialow elektrodowych: (I) opartych na mate-
riatach weglowych, (II) na tlenkach metali i (IIT) na polimerach przewodzacych.
Innym kryterium klasyfikacji kondensatorow elektrochemicznych jest rodzaj
stosowanego elektrolitu lub konstrukcja urzadzenia.

Jak juz zostalo wspomniane, rodzaj stosowanego elektrolitu moze stano-
wi¢ kryterium podziatu kondensatoréw elektrochemicznych. W kondensatorach
elektrochemicznych podwojnej warstwy elektrycznej, w ktorych materialem
aktywnym sa materiaty weglowe jako elektrolity stosuje si¢ roztwory wodne
kwasow, zasad, soli, roztwory elektrolitow w rozpuszczalnikach aprotycznych,
state elektrolity polimerowe, zelowe elektrolity polimerowe oraz ciecze jonowe
i podandy.

2. Elektrolity organiczne stosowane w kondensatorach elektrochemicznych

Wigkszo$¢ komercyjnych kondensatoréw wykorzystuje organiczne elektro-
lity. Dobor niewodnego elektrolitu jest skomplikowany. Wymagania stawiane
elektrolitom dotycza wysokiego przewodnictwa wiasciwego i elektrochemicz-
nej stabilno$ci w szerokim zakresie temperatur, oraz chemicznej trwatosci wo-
bec zastosowanych materiatow. Glowna zaleta organicznych elektrolitow jest
osiagalne wyzsze napigcie pracy. Zgodnie z rownaniem (3) kwadrat napigcia
pracy kondensatora okre$la maksymalna zmagazynowana energi¢. Organiczne
elektrolity pozwalaja na stosowanie napi¢¢ powyzej 2 V (rys. 4), przewaznie
2,3 V a w krotkim okresie czasu nawet do 2,7 V [1]. Napigcie urzadzenia jest
determinowane najprawdopodobniej §ladowa zawartoscia wody w elektrolicie.
Podobne problemy dotyczace napigcia pracy zostaty rozwiazane w technologii
ogniw litowo-jonowych. Niestety elektrolity organiczne maja takze wadg, ktora
dotyczy ich znaczaco wyzszej rezystancji. Opor wlasciwy acetonitrylu, ktore-
go wada jest toksyczno$¢ i fatwopalnosc, jest czterokrotnie nizszy w porowna-
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niu do weglanu propylenu. Natomiast w poréwnaniu do stgzonych elektrolitow
wodnych jego opor jest kilkanascie razy wyzszy. Warto$¢ ta wplywa na wzrost
oporu porowatej warstwy, co z kolei obniza maksymalna moc urzadzenia (P),
ktora okresla rownanie:

P=— “

gdzie: R oznacza zastepczq rezystancje szeregowq (ESR — Equivalent Series Resistance).

Oczywiscie, wzrost ESR jest czgSciowo kompensowany stosowanym wyz-
szym napigciem pracy kondensatora. Przewodnictwo i stabilne napigcie pracy
kondensatora sa waznymi parametrami elektrochemicznymi. Przewodnictwo
bezposrednio wplywa na opdér wewngtrzny kondensatora i prowadzi do strat
energii podczas cyklicznego tadowania/wytadowania. Stabilny przedzial po-
tencjatowy pracy kondensatora okresla natomiast maksymalne napigcie pracy
kondensatora. Wymagania stawiane rozpuszczalnikowi, mogacemu zastapic¢
acetonitryl, dotycza niskiej warto$ci oporu wlasciwego oraz nietoksycznosci.
Jak na razie nie ma innej alternatywy i acetonitryl jest wykorzystywany jako
sktadnik elektrolitow organicznych. Jako sole przewodzace moga zosta¢ wyko-
rzystane takie zwiazki jak LiPF, LiClO,, LiAsF,, Et,NCH, Et,NBF,, EtNPF
Et,NCIO,, Et,NCF,SO, [7,14-23]. Charakteryzuja si¢ one stosunkowo wysoki-
mi warto$ciami przewodnictwa w porownaniu do innych ciektych organicznych
soli. Jako rozpuszczalniki moga by¢ wykorzystane takie zwiazki jak weglan
propylenu (PC), aceton (DMK), y-butyrolakton (GBL), N,N-dimetyloforma-
mid (DMF), weglan etylenu (EC) czy acetonitryl (AN). Przewodnictwo maleje
zgodnie z porzadkiem: Et,N* > Pr,N* > Bu,N* > Me, N" > BF > PF > ClO, >
CF,SO; [2]. Elektrochemiczna stabilno$¢ anionéw maleje w porzadku: PF - >
BF, > CF,SO, >CIO,. Przewodnictwo zalezy od ruchliwosci jonow ale, tak-
ze od odwrotno$ci masy czasteczkowej rozpuszczalnika [2,7]. Taka zalezno$é,
wskazuje na wystgpowanie interakcji migdzy substancja rozpuszczong a roz-
puszczalnikiem. OczywiScie, parametry charakteryzujace kondensator, takie jak
energia i moc, czas wytadowania itp., zaleza od rozmiaréw porow i przewod-
nictwa materiatu elektrodowego. Ruchliwos¢ jondw bezposrednio zalezy od ich
masy czasteczkowej, ktora dodatkowo moze by¢ zmieniona przez solwatacjg.
Energia uzyskiwana z kondensatora zalezy rowniez od wtasciwosci fizykoche-
micznych rozpuszczalnika, takich jak lepko$¢ czy molowe przewodnictwo. Z
wybranych rozpuszczalnikow, najlepsze parametry uzyskano w odpowiedniej
kolejnosci dla: AN>GBL>DMK>PC.
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Rysunek 3. Przykladowe rozpuszczalniki stosowane do badan kondensatoréw elektroche-
micznych.

3. Elektrolity polimerowe stosowane w kondensatorach elektrochemicz-
nych

Ze wzgledu na fakt, iz obnizenie masy catego uktadu wptywa na wzrost
grawimetrycznej i wolumetrycznej energii i mocy kondensatora, podejmuje si¢
proby stosowania elektrolitu w postaci cienkiego filmu, gdzie zastosowanie maja
state i zelowe elektrolity polimerowe. Elektrolit zelowy najczgsciej wykonany
jest z soli przewodzacej np. LiClO, rozpuszczonej w rozpuszczalniku niewod-
nym np. w PC i uplastyczniony polimerem takim jak polimetakrylan metylu
(PMMA) [3]. Badane elektrolity polimerowe wykorzystywaly takie sole prze-
wodzace jak TEAPF (szesciofluorofosforan czteroetyloamonu), TEABF, (czte-
rofluoroboran czteroetyloamonu), TEACIO, (chloran(VII) czteroetyloamonu),
TBAPF, (szesciofluorofosforan czterobutyloamonu), TBABF, (czterofluorobo-
ran czterobutyloamonu), TBACIO, (chloran(VII) czterobutyloamonu) [4,24,25].
Uzyskanie elektrolitu w postaci cienkiej foli byto mozliwie dzigki odpowiednie;j
preparatyce. Poliakrylonitryl (PAN) byt mieszany z odpowiednia sola amonowa
i rozpuszczany w PC. Odparowanie rozpuszczalnika — weglanu propylenu pro-
wadzito do uzyskania elektrolitu w postaci statej. Sol przewodzaca TEABF, wy-
daje si¢ najodpowiedniejsza zarowno dla elektrolitow ciektych jak i statych.
Taki wybor uwarunkowany jest przewodnictwem soli amonowych i pojemno-
Sciami uzyskiwanymi przez kondensatory, ktore to bezposrednio zwigzane sa z
rozmiarem jonoéw. Poré6wnanie rozmiarow jonow wyglada w nastepujacy spo-
sob: TEA*< TBA", natomiast dla anionéw: BF, <PF_ = CIO, [4]. Wykazano
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korelacje pomigdzy zmniejszeniem rozmiaréw jondw a wzrostem przewodnic-
twa dla kompozytowych elektrolitéw polimerowych (PAN/s6l amonowa/PC).
Innym typem elektrolitu zelowego jest mieszanina PVP-PVAc (poliwinylopiro-
lidonu i polioctanu winylu), TEABF — pehiacego rolg soli przewodzacej i PC
jako plastyfikatora. Przewodnictwo takiego elektrolitu zelowego jest w grani-
cach 1 mS/cm, w temperaturze pokojowej [5].

4. Elektrolity wodne stosowane w kondensatorach elektrochemicznych
Elektrolity wodne ograniczaja potencjatowy przedziat pracy kondensatora
elektrochemicznego do 1 - 1.2 V (rys. 4), co z kolei wplywa na znaczace ob-
nizenie energii urzadzenia w poréwnaniu do elektrolitéw organicznych. Nato-
miast, do zalet elektrolitow wodnych mozna zaliczy¢ wysokie przewodnictwo
(0,8 S/cm dla H,SO, [1]) zazwyczaj duzo nizszy koszt w poréwnaniu do elek-
trolitow organicznych, oraz mniej kosztowny i czasochlonny proces ich przy-
gotowywania. Roztwory wodnych elektrolitow dobrze zwilzaja powierzchnig
materiatu elektrodowego, szczegdlnie o charakterze hydrofilowym, co wptywa
na pojemnos$¢ uktadu. Najczesciej stosowanymi elektrolitami sa roztwory kwa-
su siarkowego, kwasu solnego, wodorotlenku potasu, wodorotlenku sodu. Prze-
wodnictwo wiasciwe wodnych elektrolitow zalezy gtownie od ich stgzenia. Jest
oczywiste, iz kondensator musi by¢ opracowany dla konkretnego elektrolitu, nie
tylko ze wzgledu na materiat elektrodowy, ale na fakt, Ze jego struktura porowa-
ta musi by¢ dostosowana do rozmiaru i wtasciwosci odpowiedniego elektrolitu.
Wydaje, si¢ ze dla roztworow wodnych ze wzgledu na rozmiar solwatowanych
jonow elektrolitu odpowiedniejsze sa weglowe materialy z przewaga mezopo-
row w porownaniu do zawartosci mikroporéw. Ruchliwos$¢ jonéw w mikropo-
rach moze by¢ nawet 10 nizsza niz w elektrolicie [12,26]. Roztwory elektroli-
tow maja duzy wplyw na budowe podwojnej warstwy elektrycznej. Wystepuja
tu oddziatywania elektrostatyczne, oraz procesy nieelektrostatycznej adsorpcji
jonéw lub czasteczek na powierzchni materialu. Zjawisko pseudopojemnosci
wynika z reakcji faradajowskich zwiazanych z powierzchnia lub z zaadsorbo-
wanymi czasteczkami na granicy faz elektroda/elektrolit. Dzigki temu zjawisku
uzyskiwane pojemnosci na jednostkg powierzchni w poréwnaniu do kondensa-
toréw z podwojna warstwa elektryczng sa 10 a nawet 100-krotnie wigksze [6].
Dlatego naukowcy staraja si¢ znalez¢ odpowiednie elektrolity do materiatow
elektrodowych, w ktorych te zjawiska beda widoczne. N. Wu wraz z wspot-
pracownikami przebadat kilka wodnych roztwordéw soli i KOH by wyznaczy¢
optymalny elektrolit dla kompozytowych elektrod z Fe,O,. Dla przebadanych
jedno molowych roztworéw Na,SO,, NaCl, Na,SO,, KOH i Na,PO,, najwyzsze
pojemnosci (5-7 krotnie wyzsze) uzyskali dla wodnego roztworu siarczanu(IV)
sodu w przedziale potencjalowym pracy kondensatora wynoszacym 1.2 V. Naj-
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nizsze wartos$ci pojemnosci uzyskali dla oboj¢tnych elektrolitow, tj. dla NaCl i
Na SO,. Uzyskane w tych elektrolitach krzywe potencjodynamiczne sa charak-
terystyczne dla powierzchni styku potprzewodnik/elektrolit, zwiazane z ograni-
czeniem pojemnosci przez tadunek przestrzenny. Natomiast w KOH widoczne
byty reakcje redox przy bardziej ujemnych potencjatach, w ktérych najprawdo-
podobniej braty udziat jony wodorotlenowe. Najwyzsze pojemnosci uzyskane w
elektrolicie siarczanu(IV) sodu zwiazane sa z zaproponowanymi przez autorow
reakcjami. Uwazaja oni, ze siarka moze zmienia¢ stopien utlenienia z IV na VI,
badz zelazo z Il na III, ktore to zmiany moga towarzyszy¢ interkalacji jonow
siarczanowych(IV) w powierzchniowe warstwy tlenku, majace na celu zréw-
nowazenie dodatkowego tadunku pojawiajacego si¢ migdzy warstwami. Cieka-
wym rozwiazaniem jest zastosowanie wodnego zelowego elektrolitu (tzw. hy-
drozelu), sktadajacego si¢ z poliakrylanu potasu, chlorku potasu i wody [27-30].
Zastosowanie takiego elektrolitu umozliwito obserwacj¢ pseudopojemnoscio-
wego charakteru materiatu elektrodowego oraz uzyskanie wyzszych pojemnosci
w szerszym zakresie stezen i temperatur, dla elektrod wykonanych np. z MnO,
czy z wegla aktywnego, w poréwnaniu do wodnego roztworu KOH. Hydrozel
oparty na H,SO,, alkoholu poliwinylowym i na aldehydzie glutarowym dodat-
kowo charakteryzuje si¢ znaczaco nizszym samowytadowaniem [31].
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Rysunek 4. Krzywe potencjodynamiczne (5 mV/s) dla kondensatorow symetrycznych zbu-
dowanych z wegla aktywnego i pracujqcych w roznych elektrolitach: IL2/25%AN — fos-
foniowa ciecz jonowa z kationem triheksylo(teradecylo)fosfoniowym i anionem bis(tri-
Sfluorometylosulfonylo)imidowym z dodatkiem 25% acetonitrylu, IM LiPF /podand — IM
roztwor LiPF, rozpuszczony w metylo tris(2-metoksyetoksy)silanie, IM TEABF /AN — IM
roztwor czterofluoroboranu czteroetyloamonu w acetonitrylu.

165



Katarzyna Lota, Grzegorz Lota

5. Ciecze jonowe jako elektrolity w kondensatorach elektrochemicznych

Inna grupa elektrolitow stosowanych w kondensatorow elektrochemicznych
sa ciecze jonowe [32-38]. Ciecze jonowe sktadaja si¢ z jondw i ich kombinac;ji i
nie zawieraja zadnego czasteczkowego rozpuszczalnika. Przyjeto sig, ze do cie-
czy jonowych zalicza si¢ sole posiadajace temperaturg topnienia ponizej 100°C
[33]. Elektrolity te moga pracowaé w przedziale potencjatlowym znacznie prze-
kraczajacym 3 V (rys. 4), co wptywa na znaczne podniesienie wartosci energii
kondensatorow elektrochemicznych nawet do 40 Wh/kg [33,36]. Ich zaletami sa
termiczna trwato$¢ w tak wysokich temperaturach jak 300°C, mata tatwopalnosé,
niskie ci$nienie pary, czy niewielka toksycznos¢ [8]. Jednakze, zastosowanie
cieczy jonowych jako elektrolitdéw dla kondensatorow jest wciaz ograniczone,
ze wzgledu na stosunkowo wysoki koszt produkcji, duzo nizsze przewodnictwo
rz¢du 0.1-10 mS/cm a takze duza lepko$¢ takich uktadow w stosunku do elektro-
litbw wodnych, co uwidacznia si¢ szczegdlnie przy duzych obciazeniach prado-
wych [33]. Opoér wlasciwy cieczy jonowych jest silnie zalezny od temperatury.
W podwyzszonych temperaturach ok. 125°C ciecze jonowe maja oporno$¢ po-
réwnywalna do acetonitrylu. Niestety w wysokich temperaturach napigcie pracy
znaczaco spada — tabela 1. Rozwiazaniem wydaje si¢ by¢ elektrolit sktadajacy
si¢ z cieczy jonowej i acetonitrylu [33,36,39] przez co zmieniaja si¢ wtasciwo-
$ci fizyko-chemiczne np. lepkos¢, a jednoczesnie napigcie pracy kondensatora
nie zmniejsza si¢ znaczaco. Innym rozwigzaniem zastosowanym przez Y. Nagao
i wspotpracownikow [40] jest dodatek materiatu ferroelektrycznego — BaTiO,
do materiatu elektrodowego z wegla aktywnego w celu polepszenia dysocjacji
cieczy jonowej w srodku lub w sasiedztwie elektrody, ktére prowadzi do zwigk-
szenia pojemnos$ci podwojnej warstwy elektrycznej. Najczgsciej stosowanymi
do kondensatoréw elektrochemicznych cieczami jonowymi sg aprotyczne sole
imidazoliowe. Natomiast zastosowanie protonowej cieczy jonowej pozwala na
obserwowanie efektow pseudopojemnosciowych np. RuO, podobnie jak to ma
miejsce w elektrolitach wodnych [41].

6. Podandy krzemowe jako potencjalne rozpuszczalniki dla kondensatoréw
elektrochemicznych.

Nowym rozwiazaniem jest zastosowanie podandow jako sktadnikow elek-
trolitu dla kondensatoréw elektrochemicznych. Nazwa podandy okresla si¢ tan-
cuchy zbudowane z elementéw wegiel-wegiel-heteroatom np. tancuchy poliete-
rowe. Lancuchy te moga by¢ spigte za pomoca atomu lub grupy atoméw. W
zalezno$ci od liczby tancuchow przytaczonych do atomu centralnego wyrdznia-
my di, tri-podandy, itp. Jesli atomem spinajacym jest krzem, to méwimy o po-
dandach krzemowych. Podandy krzemowe posiadaja bardzo dobre wlasciwosci
solwatujace w stosunku do kationéw metali alkalicznych. Zastosowanie jako
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rozpuszczalnika dla soli LiPF, r6znych trojpodandow krzemowych pozwolito na
osiagnigcie znaczacych pojemnosci kondensatora elektrochemicznego z elektro-
dami z wegla aktywnego. Niestety przewodnictwo wlasciwe tych zwiazkow jest
nizsze w poréwnaniu do stosowanych komercyjne elektrolitéw organicznych,
co jest widoczne w gwattowniejszym spadku pojemno$ci wraz ze wzrostem sto-
sowanych rezimoéw pradowych podczas cyklicznego tadowania/wytadowania
kondensatora [42]. Do zalet takich rozpuszczalnikow zaliczy¢ nalezy wysokie
napigcie pracy, ok. 3V (rys. 4), wyzsze od komercyjnych elektrolitow organicz-
nych (2,5 V), co z kolei wptywa na wzrost energii kondensatora — wzor nr (3).

7. Podsumowanie

Pojemnos¢, energia i moc kondensatora zaleza w duzej mierze od zastoso-
wanego elektrolitu. Z kolei na parametry charakteryzujace dobry elektrolit ma
wplyw zarowno sol przewodzaca jak i rozpuszczalnik. Przewodnictwo elektro-
litu zalezy od ruchliwosci jondw ale, takze od odwrotno$ci masy czasteczkowe;j
rozpuszczalnika, jego lepkosci i przewodnictwa. Taka zaleznos¢, wskazuje na
wystepowanie interakcji migdzy substancja rozpuszczona a rozpuszczalnikiem.
Oczywiscie, elektrochemiczne parametry charakteryzujace kondensator zaleza
od rozmiar6w pordw i przewodnictwa materiatu elektrodowego. Na uzyskiwane
pojemnosci oprocz rozwinigtej powierzchni rzeczywistej ma wpltyw geometria i
rozmiar poréw z uwzglednieniem ich sredniej wielkos$ci, przewodnictwo, zwil-
zalno$¢ a takze obecnos¢ elektroaktywnych czasteczek. Optymalne rozwiazanie
zaktada wykorzystanie materiatow elektrodowych z porowatoscia dobrana do
rozmiaro6w jondw elektrolitu. Maksymalne wartosci energii, przy duzych ob-
cigzeniach pradowych, zapewnia odpowiednio mikroporowata elektroda kon-
densatora, natomiast wielko$¢ mocy kondensatora zalezna jest w duzej mierze
od mezoporow. Tak wigc, pojemnos$¢ kondensatora elektrochemicznego zalezy
przede wszystkim od pojemnosci materiatu elektrodowego wyrazonej w F/g,
natomiast napigcie pracy i opornos¢ takiego urzadzenia zalezy w gtdéwnej mierze
od stosowanego elektrolitu.
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Rozdzial VIII

Mikroskopia sit chemicznych w badaniach powierzchni
funkcjonalizowanych
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Fotoniki, ul. Janiszewskiego 11/17, 50-372 Wroctaw
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ul. Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

1. Wstep

Mozliwos¢ funkcjonalizacji powierzchni pod katem uzyskania monowarstw
o pozadanych wilasciwosciach optycznych, elektrycznych czy chemicznych czy-
ni je niezmiernie atrakcyjnymi w wielu zastosowaniach mikrosystemowych:
jako molekularne kleje [1], warstwy smarujace [2, 3], fotorezysty [4], metali-
zacj¢ powierzchni biologicznych [5] czy jako powierzchnie selektywnych bio-
sensoréw [6]. Nadanie powierzchni mikrosystemowej okreslonych wlasciwosci
wymaga pokrycia podtoza dodatkowa monowarstwa. Najczgsciej wykorzysty-
wane w tym celu sa zwiazki tworzace samoorganiuzujace si¢ warstwy mole-
kularne (ang. Self-Assembled Monolayer - SAM), ktorych grupy funkcyjne w
decydujacy sposob stanowia o wiasciwosciach fizyko — chemicznych powstatej
powierzchni.

Metody charakteryzacji sfunkcjonalizowanych powierzchni obejmuja tech-
niki optyczne, prozniowe, mikroskopowe czy elektrochemiczne. Wérdod popular-
nych metod badawczych wyrdzni¢ mozna pomiar kata zwilzalnosci informujacy
o hydrofobowych wiasciwosciach powierzchni, spektroskopi¢ w podczerwieni
(ang. Infra Red Spektroscopy - IR) dostarczajaca informacji o grupach funk-
cyjnych warstwy i orientacji molekutl zwiazku na powierzchni, elipsometri¢
dostarczajaca informacji o grubosci warstwy, spektroskopi¢ rentgenowska fo-
toelektronow (ang. X-ray Photoelectron Sepktroscopy - XPS) okreslajaca sktad
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elementarny, mikroskopig sit atomowych (ang. Atomic Force Microscopy - AFM)
badajaca migdzy innymi jakos¢ i jednorodno$é pokrycia powierzchni czy ska-
ningowa mikroskopi¢ tunelowa (ang. Scanning Tunneling Microscopy - STM)
mogaca dostarczac¢ informacji o upakowaniu molekut na powierzchni. Techniki
mikroskopii sit atomowych i mikroskopii tunelowej wykorzystuja w pomiarach
mikroostrze o promieniu koncowki rzedu 10 nm. Pozwala to na badanie zjawisk
wystepujacych lokalnie, jedynie pod ostrzem, co jest zdecydowanym atutem
w przypadku charakteryzacji warstw molekularnych. Ponadto chemiczna mo-
dyfikacja ostrza pomiarowego mikroskopu sit atomowych umozliwia badanie
oddziatywan molekularnych oraz poznanie mechanizméw wiazania pomigdzy
grupami funkcyjnymi podtoza a molekutami osadzonymi na sondzie pomiaro-
wej. Badania takie szczegdlnie interesujace sa w przypadku zastosowania che-
micznie funkcjonalizowanych powierzchni jako warstw receptorowych, ktore to
wiaza tylko wybrane substancje chemiczne i biologicznie czynne (np. antyge-
ny, przeciwciata, pestycydy, srodki bojowe, wirusy, bakterie). Z powodzeniem
selektywne warstwy detekujace wykorzystane zostaty w konstrukcjach nano-
bioelektronicznego nosa [7], urzadzenia diagnozujacego raka prostaty (detekcja
antygenu swoistego dla prostaty (ang. Prostate Specific Antigen - PSA), ktorego
podwyzszone stgzenie we krwi wskazuje na rozwoj procesdw nowotworowych)
[8] czy czujnika detekujacego komplementarne nici kwaséw deoksyrybonukle-
inowych (ang. Deoxyribonucleic Acid — DNA) [9].

2. Mikroskopia sil atomowych

Mikroskopia sit atomowych jest bezinwazyjna metoda diagnostyczna do
badania powierzchni oraz jej wlasciwosci z nanometrowa zdolno$cia rozdziel-
cza. Zasada dziatania polega na wprowadzeniu sprezystej dzwigni zakonczone;j
ostrzem pomiarowym w zakres bliskich oddziatywan z badana powierzchnia
—rys. 1. Mikroostrze przesuwane jest nastepnie nad powierzchnia badanej prob-
ki, a warto$¢ pojawiajacych si¢ wtedy oddziatywan rejestowana jest w kazdym
punkcie pomiarowym. W ten sposob uzyskuje si¢ mapg oddziatywan, zareje-
storwanych na danym polu skanowania, na podstawie ktdrej wyznaczy¢ mozna
okreslone wlasciwosci powierzchni. Detekcja wybranego rodzaju oddziatywan
(oddziatywania elektrostatyczne, magnetyczne, migdzyczasteczkowe, przepltyw
pradu tunelowego, przeptyw ciepta) zwiazana jest z zastosowaniem odpowied-
niej metody pomiarowe;.

Skanowanie powierzchni (przesuwanie mikroostrza nad badanym podto-
zem) w wigkszosci rozwiazan mikroskopow sit atomowych realizowany jest
przy wykorzystaniu elementéow piezoelektrycznych. Umozliwiaja one precy-
zyjny przesuw mikroostrza nad badang powierzchnia. Znajomos$¢ czutosci pie-
zoceramiki przesuwajacej probke w kierunkach XY i Z pozwala na ilosciowe
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okreslenie pola skanowania i wysokosci badanej struktury w danym punkcie
pomiarowym.

fotodetektor laser

probka mikroostrze

piezoskaner XYZ

Rysunek 1. Zasada dziatania mikroskopu sit atomowych

Pomiar oddzialywan migdzy atomami ostrza i podloza w klasycznym mi-
kroskopie sit atomowych odbywa si¢ natomiast poprzez obserwacj¢ wychylenia
sprezystej dzwigni, ktora to wygina si¢ na skutek sit skupionych na koncéwcee
pomiarowej. Pomiar ugigcia belki najcz¢$ciej realizowany jest optyczna metoda
nat¢zeniowa. W metodzie tej skupiona wiazka laserowa odbija si¢ od powierzch-
ni dzwignii, a nast¢pnie pada na powierzchni¢ fotodetektora czterosekcyjnego —
rys. 2a. Kazde wychylenie belki pomiarowej powoduje zmiang potozenia wiazki
laserowej na powierzchni detektora, co skutkuje zmiana o§wietlania poszczegdl-
nych jego sekcji. Obserwacja sygantow wyjsciowych z danych sekcji dostarcza
informacji o stopniu i sposobie wygigcia dzwigni, a zatem i o charakterze sit
dziatajacych na ostrze skanujace. Ugigcie pionowe jest bowiem proporcjonalne
do roznicy sygnatu pomigdzy gornymi i dolnymi parami fotodiod — rys. 2b, a
ugigeie boczne — do roéznicy sygnatu migdzy lewymi i prawymi parami fotodiod
—1y8. 2c.
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R ,RKR O

Rysunek 2. Zasada dzialania natezeniowego detektora ugiecia mikrobelki

Podstawowymi trybami pomiarowymi mikroskopii sit atomowych sa tryby
statyczny i1 rezonansowy.

2.1. Tryb statyczny mikroskopii sil atomowych

Statyczna mikroskopia sit atomowych wykorzystuje, jako sygnat do odwzo-
rowania topografii powierzchni, sit¢ F skupiona na ostrzu pomiarowym. Jej war-
tos$¢ jest proporcjonalna do ugigcia z dzwigni zgodnie z zaleznos$cia [10]:

F=kz

b
gdzie k — stata sprezystosci dzwigni pomiarowey.

Podczas procesu skanowania powierzchni wartos¢ sity jest utrzymywana na
stalym poziomie. Oznacza to, ze warto$¢ napigcia doprowadzona do piezoaktu-
atora odpowiedzialnego za przesuw badanej powierzchni w kierunku Z jest tak
dobierana, by ugigcie belki pomiarowej byto rowniez state. Ruch piezoaktuatora
odwzorowuje zatem bezposrednio uksztaltowanie badanej powierzchni.

Tryb statyczny umozliwia takze pomiar sit tarcia. Skanowanie powierzchni
musi odbywac si¢ wtedy w kierunku prostopadtym do najdtuzszej osi symetrii
dzwigni pomiarowej, tak by mozliwe bylo rejestrowanie zmiany bocznego skre-
tu belki na skutek zmiany wspotczynnika tarcia badanej powierzchni, a zatem na
skutek zmiany sily dziatajacej na koncéwke pomiarowa — rys. 2c.

W statycznej mikroskopii sit atomowych stosowane sa dzwignie pomiarowe
o matych wartosciach stalej sprezystosci (w zakresie 0,01 — 5 N/m), by zapewni¢
mozliwie duze ugigcie belki przy niewielkich juz sitach dziatajacych na ostrze
pomiarowe. Niemniej jednak przez caty czas trwania procesu skanowania, ostrze
wywiera nacisk na badang powierzchnig. Tryb statyczny mikroskopii sit atomo-
wych nie jest wskazany zatem do pomiaréw migkkich preparatéw biologicznych
ze wzgledu na mozliwos$¢ uszkodzenia probki. Jego zastosowanie ogranicza si¢
gtéwnie do badania twardych powierzchni.
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2.2. Tryb rezonansowy mikroskopii sil atomowych

W rezonansowej mikroskopii sil atomowych dzwignia wprowadzana jest
w drgania rezonansowe. Wraz ze zblizaniem ostrza do powierzchni zmienia si¢
czgstotliwos¢ drgan belki. Przesunigciu czgstotliwosci drgan odpowiada spadek
warto$ci amplitudy drgan dzwigni. Pomiar zmiany amplitudy oscylacji jest z ko-
lei podstawa oceny oddziatywan wystepujacych migdzy mikroostrzem a badana
powierzchnia.

Podczas procesu skanowania powierzchni wydluzenie piezoaktuatora w
kierunku Z jest tak sterowane, by wartos¢ amplitudy drgan dzwigni nie ulegata
zmianie. W ten sposéb ruch piezoaktuatora odwzorowuje uksztattowanie po-
wierzchni.

Dodatkowym atutem dynamicznej mikroskopii sit atomowych jest mozli-
wos¢ jednoczesnego pomiaru zmian fazy drgan dzwigni w trakcie skanowania
powierzchni. Obraz fazy sygnalu moze dostarcza¢ informacji o jednorodnosci
badanej powierzchni, co jest cenna informacja w przypadku badania mono-
warstw pod katem jakosci pokrycia podloza.

W trybie rezonansowym nie dochodzi do zetknigcia ostrza pomiarowego z
badanym podtozem. Tryb ten bardzo dobrze sprawdza si¢ przy pomiarach de-
likatnych powierzchni, bowiem ryzyko uszkodzenia powierzchni badz ostrza
pomiarowego jest zminimalizowane.

3. Mikroskopia sil chemicznych

Mikroskopia sit chemicznych (ang. Chemical Force Microscopy - CFM)
jest technika pokrewna do mikroskopii sit atomowych. Poszerza ona pole za-
stosowan mikroskopii sit atomowych, bowiem dostarcza informacji o chemicz-
nej naturze badanych uktadow. Metoda ta zaktada modyfikacje¢ standardowego
ostrza pomiarowego stosowanego w mikroskopii sit atomowych za pomoca
warstw samoorganizujacych si¢ (SAMs). Sa to zwiazki organiczne, ktore samo-
rzutnie organizuja si¢ na podtozu w powtarzalny sposéb. Samorzutna organi-
zacja mozliwa jest dzigki procesowi chemisorpcji, a wigc tworzenia sig silnych
wiazan chemicznych (wiazania kowalencyjne) pomigdzy atomami powierzchni
a atomami molekuly (ang. head group) — rys. 3. Pomigdzy tancuchami weglo-
wymi, bgdacymi czgscia centralng molekuty, wystgpuja znacznie stabsze od-
dziatywania van der Waalsa. Przeciwna strona tancucha weglowego zakonczona
jest grupa funkcyjna (ang. tail group), ktéra w znacznym stopniu decyduje o
wiasciwo$ciach danej warstwy molekularne;.

Organiczne monowarstwy mozna uzyska¢ poprzez samorzutng organizacje
kwasow thuszczowych na podlozu z tlenku glinu czy srebra, organizacj¢ zwiaz-
kéw krzemoorganicznych na powierzchniach z grupami hydroksylowymi (np.
dwutlenek krzemu, tlenek glinu, szklo), czy zwiazkéw alkanotioli na podtozu
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metalicznym, w szczegodlnosci na ztocie, srebrze i miedzi.

Ostrza pomiarowe mikroskopu sit atomowych najczesciej sa funkcjonali-
zowane zwiazkami silanéw (ostrza krzemowe badz azotkowo-krzemowe) i al-
kanotioli (ostrza ztote). Molekuly warstwy samoorganizujacej si¢ sa zwiazane
kowalencyjnie z powierzchnia ostrza z jednej strony, z drugiej zas strony zakon-
czone sg $cile okre§lonymi grupami funkcyjnymi. Taka chemiczna modyfika-
cja koncdéwki pomiarowej uczula ja na specyficzne oddziatywania molekularne.
Zastosowanie sfunkcjonalizowanego ostrza w klasycznej statycznej mikroskopii
sit atomowych umozliwia zatem pomiar sit pomigdzy réoznymi grupami funkcyj-
nymi — rys. 4.

grupa NH 5
funkcyjna COOH
tancuch 2:
weglowy 3
CF,
atom

wigzacy
atomy
powierzchni

Rysunek 3. Schemat budowy samoorganizujqcej sie warstwy molekularnej

mikroostrze

grupy funkcyjne monowarstwy
osadzonej na ostrzu grupy funkcyjne monowarstwy
osadzonej na podtozu

Rysunek 4. Schemat zasady dziatania mikroskopu sit chemicznych

4. Spektroskopia sit atomowych

Spektroskopia sit atomowych pozwala na pomiar interakcji pomigdzy
ostrzem pomiarowym znajdujacym si¢ na koncu sprezystej dzwigni mikroskopu
sit atomowych, a badanym podtozem. Belka pomiarowa jest zblizana do pod-
loza az do zetknigcia z nia, a nastgpnie oddalana do momentu odseparowania
jej od powierzchni — jeden cykl pomiarowy. Zmiana odleglo$ci migdzy ostrzem
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pomiarowym i podtozem realizowana jest poprzez zmiang dugosci piezorurki
odpowiedzialnej za przesuw w kierunku Z.

Podczas takiego cyklu pomiarowego na skutek sit dziatajacych na dzwignig
ulega ona ugigciu (przewaznie w granicach do kilkudziesi¢gciu nanometrow),
ktérego miara jest zmiana sygnatu fotodetektora — rys. 5, 6.
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Rysunek 5. Przyktadowy pomiar spektroskopii sit atomowych zarejestrowany w powie-
trzu

zblizanie oddalanie
i P
Ugiggja dZ'Wig
— ni

A

—

Rysunek 6. Schemat ruchu i ugiecia sie dzwigni pomiarowej podczas jednego cyklu po-
miarowego spektroskopii sit atomowych

Dla ostrza begdacego w odlegtosci rzedu kilkudziesigciu nanometrow od
powierzchni nie obserwuje si¢ sit wzajemnych oddziatywan (obszar A). Wraz
ze zblizaniem ostrza do powierzchni oddziatywania zaczynaja mie¢ charakter
przyciagajacy (zazwyczaj z powodu sit van der Waalsa). Gdy gradient sily stanie
si¢ wigkszy od stalej sprezystosci dzwigni pomiarowej nastgpuje przyciagnigcie
dzwigni do powierzchni (ang. snap-in) (obszar B). Dalsze zblizanie powoduje
liniowe uginanie si¢ belki wraz z rosnaca sita nacisku (obszar C). Proces odda-
lania ostrza od podtoza skutkuje oderwaniem si¢ dzwigni od powierzchni (ang.
snap-out). Nastepuje to wtedy, gdy sita sprezystosci belki stanie si¢ wigksza od
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sity adhezji I, (obszar D).

Sygnat fotodetektora czterosekcyjnego d,, niosacy informacje o stopniu
ugigcia belki przeliczany jest na wartos¢ sity F' po uprzednim wyznaczeniu czu-
tosci fotodetektora odpowiedzialnego za detekcj¢ ugigcia belki s oraz stalej spre-
zysto$ci belki pomiarowej k, zgodnie z zalezno$cia:

FlnN] = d,[v] s[%} . k[ﬂ:|

1

Dzigki temu mozliwe jest przedstawienie wynikoéw spektroskopii sit atomo-
wych w postaci krzywych odleglos¢ — sita (ang. force-distance curves), a zatem
jako zalezno$¢ sity dziatajacej na ostrze pomiarowe F' w funkcji zmiany dlugosci
piezorurki Z odpowiedzialnej za przesuw w kierunku pionowym. Taka prezen-
tacja wynikow pozwala na bezposrednie wyznaczenie sity adhezji na podstawie
pomiarow spektroskopii sit atomowych — rys. 7.
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Rysunek 7. Przyktadowa krzywa sita — odleglos¢ zarejestrowana w powietrzu.

Czuto$¢ fotodetektora (czuto$¢ ugigcia belki) s jest parametrem opisujacym
jakie ugiecie (wyrazone w nanometrach) belki pomiarowej pod wptywem pew-
nej sily spowoduje jednostkowa zmiang sygnatu fotodetektora.

Wyznaczenie czulo$ci odpowiedzi fotodetektora wymaga wykorzystania
podloza o znacznie wigkszej twardo$ci niz materiat, z ktérego wykonana jest
belka pomiarowa. Procedura ta bowiem zaktada, ze ani podloze ani ostrze, ktore
zakancza spr¢zysta belke, nie ulega odksztatceniu w momencie kontaktu, a jedy-
nie dzwignia ugina si¢ na skutek dziatajacych sit. Wartos¢ czutosci fotodetektora
zmienia si¢ dla ré6znych dtugos$ci i ksztattow belek pomiarowych, a takze pod
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wplywem zmiany jakosci odbicia wiazki laserowej od powierzchni belki, czy
tez zmiany potozenia plamki lasera na powierzchni danej dzwigni. Kazda taka
ingerencja w ukladzie pomiarowym wymaga ponownego przeprowadzenia pro-
cedury kalibracji czutosci fotodetektora.

Stata sprezystosci dzwigni pomiarowej moze by¢ wyznaczana czterema
podstawowymi metodami:

*  na podstawie pomiaru wymiardw geometrycznych dzwigni,

*  na podstawie obciazania dzwigni dodatkowa znana masa i obserwacji

zmian czestotliwosci rezonansowe;j belki,

*  na podstawie pomiaru ugigcia belki na skutek wywierania na nig naci-
sku inna dzwignia o zdecydowanie wigkszych wymiarach i precyzyjnie
okreslonej statej sprezystosci,

* na podstawie analizy szumow termicznych dzwigni.

Metoda pomiaru wymiaréw geometrycznych mikrobelki jest obarczona
duzym, siggajacym nawet kilkudziesigciu procent blgdem. Wynika to z niedo-
ktadno$ci wyznaczenia wymiaréw belki, w szczegolnosci jej grubosci oraz z
niedoktadnos$ci okreslenia parametrow materiatowych dzwigni, ktore w wielu
przypadkach posiadaja powierzchnig pokryta tlenkiem badz dodatkowa warstwa
metaliczng (w celu zwigkszenia wspolczynnika odbicia powierzchni) [11]. Me-
toda masy dodanej oraz kontrolowanego ugigcia belki sa doktadniejsze, jednak-
ze czasochtonne i trudne w realizacji. W praktyce laboratoryjnej standardowa
procedura wyznaczania statej sprezystosci dzwigni jest metoda pomiaru szu-
mow termicznych dzwigni.

Zastosowanie spektroskopii sit atomowych w uktadzie z jednocze$nie
sfunkcjonalizowanym ostrzem pomiarowym i podtozem, tak jak to ma miejsce
w mikroskopii sit chemicznych, daje mozliwos¢ badania oddziatywan moleku-
larnych migdzy grupami funkcyjnymi.

W warunkach atmosferycznych powierzchnie ostrza i podtoza pokryte sa
cienka warstwa wody. Powoduje to wystepowanie znacznych sit kapilarnych,
ktore sa do dwoch rzedow wielkosci wigksze od specyficznych oddziatywan
chemicznych [12]. Sity kapilarne przystonia zatem niewielkie oddziatywania
molekularne migdzy grupami funkcyjnymi ostrza i podtoza. Skuteczna metoda
wyeliminowania efektu sit kapilarnych jest przeniesienie pomiarow do Srodowi-
ska ciektego — rys. 8. Ponadto taki zabieg pozwala na badanie molekut aktyw-
nych biologicznie w ich naturalnym $rodowisku oraz oceng wpltywu réznych
roztworow (rozpuszczalnikéw polarnych i niepolarnych, roztworéw o réznych
pH i sile jonowej) na mechanizmy oddziatywan molekularnych, co z kolei moze
by¢ szczegoélnie pomocne w ustaleniu srodowiska roboczego rzeczywistych
uktadow mikrosystemowych gwarantujacego najwicksza czuto$¢ pomiarowa.
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Rysunek 8. Przyktadowa krzywa sila-odleglos¢ zarejestrowana w etanolu pomiedzy zto-
tym ostrzem funkcjonalizowanym grupami karboksylowymi a krzemowym podtozem funk-
cjonalizowanym grupami aminowymi.

Wartos¢ sity adhezji migdzy sfunkcjonalizowanym ostrzem i podtozem wy-
znacza si¢ na podstawie wielokrotnego pomiaru krzywych sita odlegtos¢ (kil-
kaset pomiarow). Powierzchnia kontaktu (ilo$¢ pojedynczych wiazan migdzy
molekutami sfunkcjonalizowanego ostrza i sfunkcjonalizowanego podioza)
moze si¢ r6zni¢ w kolejnych cyklach pomiarowych. Dla wiarygodnej oceny sity
adhezji konieczne jest zatem przeprowadzenie statystycznej analizy uzyskanych
wynikow —rys. 9.
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Rysunek 9. Histogram sily adhezji

Wartos¢ sity adhezji I, zalezna jest od powierzchni kontaktu ostrza z pod-
lozem, a wigc od promienia krzywizny wierzchotka ostrza pomiarowego R.
Jednolity opis oddziatywan roznych grup funkcyjnych wymaga eliminacji za-
leznos$ci uzyskanych wynikow od ksztattu i wymiaru sondy skanujacej. Para-
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metrem spetniajacym to wymaganie jest energia adhezji W (praca przypadajaca
na jednostke powierzchni wymagana do rozseparowania ostrza i podtoza), ktora
wyrazona jest zalezno$cia [13]:

W=ﬁ
ink

Spektroskopia sit atomowych umozliwia réwniez oszacowanie sity pojedyn-
czego wiazania migdzy molekutami sfunkcjonalizowanego ostrza i podtoza.

Pole powierzchni kontaktu a_ ostrza z podtozem, wyznaczone na podsta-

wie tzw. modelu Johnson’a-Kendall’a-Roberts’a (JKR) [13], przyjmuje postaé:

1
IR
S ey

gdzie K — modut elastycznosci podtoza pokrytego monowarstwaq.

Okreslajac $rednie pole powierzchni zajmowane przez molekute poprzez mo-
delowanie komputerowe badz w przypadku powierzchni przewodzacych (np.
molekuty tioli osadzone na powierzchni zlota) poprzez pomiary mikroskopii
tunelowej [14], wyznaczy¢ mozna ilo$¢ molekul bioracych udziat w kontakcie.
Informacja ta pozwala przeliczyc¢ site przypadajaca na pojedyncze wigzanie gru-
pa funkcyjna — grupa funkcyjna.

5. Przykladowe pomiary wybranych powierzchni funkcjonalizowanych

Wiele publikacji poswigconych badaniom jakos$ci osadzania warstw samo-
organizujacych si¢ i ich wlasciwosci dotyczy pomiardw powierzchni funkcjo-
nalizowanych na podtozu krzemu i utlenionego krzmemu za pomoca zwiazkéw
silanéw czy na podlozu zlotym za pomoca zwiazkéw tioli. Grupy aminowe
(-NH,), karboksylowe (-COOH) czy metylowye (-CH,) sa powszechnie spoty-
kane jako grupy terminalne — tabela 1.

Monowarstwy wytworzone na bazie powyzyszch zwiazkow czgsto zatem
stosowane sa w mikroskopii sit chemicznych do funkcjonalizowania powierzch-
ni ostrza i podtoza. Oddziatywania ré6znych kombinacji grup funkcyjnych byly
przedmiotem licznych badan. W tabeli 2 przedstawiono skrocone zestawienie
wybranych grup terminalnych.

Srodowisko, w ktorym wykonywane sa pomiary oddzialywan miedzy gru-
pami funkcyjnymi ostrza i podloza, moze decydujaco wyptywac na mierzone
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sity. W celu badania oddziatywan zwiazanych jedynie ze swobodna energia po-
wierzchniowa, pomiary sity adhezji musza by¢ przeprowadzane w ultrawysokiej
prézni. W praktyce laboratoryjnej jednak zdecydowana wigkszo$¢ badan wyko-
nywana jest w srodowisku wodnym, gdyz daje to gwarancj¢ eliminacji wpltywu
sit kapilarnych na uzyskane wyniki. W przypadku pomiarow w atmosferze gazu
obojetnego interpretacja wynikow moze by¢ klopotliwa, poniewaz nie mozna
wykluczy¢ obecnosci zaadsorbowanej pary na powierzchniach o duzej energii
powierzchniowej.

Tabela 1. Przyktady zwiqzkow tworzqcych samoorganizujqce sie monowarstwy

Podloze | mmebilizacja Grupy Zwiazki Literatura
do podtoza terminalne
Si/Si0, Silany —Si(OR), | -NH, 3-aminopropyltrimethoxysilane (APTMS) [15]
szkto 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) [16, 17]
-CH, octadecyltrichlorosilane (OTS) [18]
Au Tiole —-HS -NH, SH-(CH,)n-NH,, n=9, 10, 11 [19]
-CH, I-dodecanethiol SH-(CH,), -CH, [20]
SH-(CH,)n-CH,, n=9, 10, 11 [19]
octadecanethiol SH-(CH,), -CH, [21]
-COOH 11-mercaptoundecanioc acid SH-(CH,), -COOH [20, 21]
SH-(CH,)n-COOH, n=9, 10, 11 [19]
16-mercaptohexadecanoic acid SH-(CH,) -COOH [22]

Tabela 2. Sily adhezji pomiedzy wybranymi grupami funkcyjnymi

Zaobserwowano, ze oddziatywania grup funkcyjnych ostrze/podloze w
etanolu zmienialy sig zgodnie z zaleznoscia COOH/COOH > CH,/CH, > CH,/
COOH. Wyniki te potwierdzily oczekiwania, ze oddzialywania pomigdzy gru-
pami tworzacymi wiazania wodorowe (np. COOH) w danym rozpuszczalniku
sa wigksze niz pomigdzy grupami nie tworzacymi takich wiazan (np. CH,).
Przyktadowe krzywe sita — odleglo$¢ zmierzone w etanolu dla réznych grup
funkcyjnych wraz z histogramami wyznaczonymi na podstawie 250 krzywych
przedstawione sa odpowiednio na rysunkach 101 11. Pomiary wykonane zostaly
w Wydziatlowym Zaktadzie Metrologii Mikro- i Nanostruktur Politechniki Wro-
clawskiej.

Ponadto stwierdzono, ze w roztworach o wilasciwosciach podobnych do
wlasciwosci grup terminalnych warstw samoorganizujacych pokrywajacych po-
wierzchnig ostrza i podtoza (np. grupy CH, w heksanie, czy grupy CH,OH w
etanolu) sity adhezji pomigdzy ostrzem i funkcjonalizowanym podtozem sa nie-
wielkie. W przypadku natomiast, gdy rozpuszczalnik ma wtasciwosci odmienne
od wiasciwosci grup funkcyjnych ostrza i podtoza (np. grupy CH, w wodzie
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— tabela 2) sity potrzebne do rozseparowania sondy pomiarowej i powierzchni
probki sa stosunkowo duze [12]. Odpowiedzialne za to zjawisko moga by¢ za-
rowno oddziatywania van der Waalsa jak i hydrofobowe witasciwosci molekut
funkcjonalizujacych.

Grupy funkcyjne . . .. Promien krzywizny .
(ostrze — podioze) Roztwor Sita adhezji [nN] mikroostrza [nm] Literatura
COOH-COOH etanol 1,3+03 35 [13]
2,3+0,8 60 [21]
1,6 0,41 b.d. [23]
2,1+0,85 b.d [23]
woda ~3 b.d. [24]
CH,-CH, etanol 0,9+0,2 35 [13]
1,0+ 04 60 [21]
1,2+0,54 b.d. [23]
woda 37,48+0,15 5-40 [25]
24,76 + 2,56 5-40 [25]
~21 b.d. [24]
CH,-COOH etanol 0,3+0,1 35 [13]
0,7+0,1 35 [13]
03+0,2 60 [21]
0,57 +0,17 b.d. [23]
0,78 + 0,26 b.d. [23]
woda 5,51+0,88 5-40 [25]
~8 b.d. [24]
Podsumowanie

W pracy przedstawili§my skrocony opis mozliwosci zastosowan mikrosko-
pii sit chemicznych, techniki wywodzacej si¢ z mikroskopii sit atomowych, w
badaniach wiazan chemicznych wystepujacych migdzy sfunkcjonalizowanym
ostrzem a molekutami osadzonymi na badanej powierzchni. Przeprowadzone
badania wykazaty, ze mikroskopia sit chemicznych moze by¢ nadzwyczaj przy-
datnym narzgdziem do oceny oddziatywan migdzy osadzonymi grupami termi-
nujacymi zwiazanymi z ostrzem i podtozem. Uwazamy, ze technika ta moze
znalez¢ zastosowanie w wysokorozdzielczej diagnostyce powierzchni czujni-
kéw chemicznych przeznaczonych do réznorodnych zastosowan.
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Rozdzial IX

Podstawy techniki MALDI MS

(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization)

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

Wstep:

Burzliwy rozwdj spektrometrii mas jako techniki analitycznej pociagnat za
soba konieczno$¢ poszukiwania nowych, tagodnych metod jonizacji, ktore po-
zwalaja na analizg duzych czasteczek, np. biomolekut, bez naruszenia ich struk-
tury. Duze czasteczki organiczne, np. polimery, dendrymery, biopolimery takie
jak peptydy, cukry czy proteiny, analizowane za pomoca spektrometrii mas przy
uzyciu tradycyjnych metod jonizacji (np. jonizacji strumieniem elektronow)
ulegaja zwykle tatwo rozpadowi na fragmenty, co uniemozliwia wyznaczenie
lub potwierdzenie ich masy czasteczkowej. Potrzebna byta metoda, pozwalajaca
zjonizowac wielkie czasteczki i przenies¢ je do fazy gazowej bez destrukcji. W
latach 1980-tych znane byly juz rozne techniki ,,migkkiej jonizacji” (soft ioniza-
tion), np. jonizacja przez desorpcje polem (field desorption, FD), bombardowa-
nie szybkimi atomami (fast atom bombardment, FAB) i *Cd-PD (californium
plasma desorption). Znana byla tez, wprowadzona w koncu lat 1960-tych, me-
toda desorpcji laserowej (laser desorption ionization, LDI)', ale znajdowata ona
zastosowanie gldwnie do niskoczasteczkowych soli organicznych? i czasteczek,
absorbujacych silnie promieniowanie lasera, a zawodzila dla biomolekut o ma-
sach czasteczkowych, przekraczajacych 10° Da. Przelomem byto wprowadzenie
desorpcji laserowej, wspomaganej matryca. Uzycie odpowiednich matryc po-
zwolilo na analizowanie czasteczek o masach kilkuset tysigcy, a nawet miliona,
Da.

187



Grazyna Bartkowiak, Grzegorz Schroeder

Jonizacja przez desorpcje laserowq (laser desorption ionization, LDI)

Technika LDI, polegajaca na bombardowaniu powierzchni probki stalej
impulsami lasera o energii 10° — 10!° W cm?, umozliwia otrzymanie jonow w
fazie gazowej. Impuls laserowy jest ogniskowany na matej, rzedu 107 — 10+
cm?, powierzchni probki (plamce, ang. spot), co powoduje wyrzucenie nad po-
wierzchnig mieszaniny jondw i czasteczek obojetnych, tworzacych tzw. ,,oblok
plazmowy” (plasma plume) (Rys.1). Jony i czasteczki w obloku znajduja si¢
blisko siebie, co umozliwia wzajemne reakcje pomigdzy nimi, migdzy innymi
przeniesienie fadunku.

soczewka impuls laserowy

obiok plazmowey
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Rysunek 1. Tworzenie obtoku plazmowego nad powierzchniq probki(LDI).

Metoda LDI — jonizacji laserowej bez uzycia matrycy - znalazta zastosowa-
nie do badan powierzchni, np. inkluzji w mineratach, do analizy soli organicz-
nych i nieorganicznych?®, do czasteczek z uktadem kilku sprz¢zonych wiazan
n*, porfiryn®, polimerow syntetycznych, absorbujacych promieniowanie UV,
niektorych barwnikow organicznych’. Technika ta, historycznie wczes$niejsza
od jonizacji przez desorpcjg laserowa wspomaganej matryca, jest w zasadzie
prekursorem MALDI i opiera si¢ na tych samych podstawach, jednak zakres
jej stosowalnosci jest znacznie mniejszy i ogranicza si¢ do stosunkowo matych
czasteczek.

Spektrometry MALDI-MS

Budowa spektrometru mas do pomiarow MALDI odpowiada schematowi
og6lnemu spektrometru MS (jak na Rys.2.), gdzie zrédlem jonow jest komora
prozniowa, zawierajaca ptytke (MALDI target) z naniesiong mieszaning probki
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z matryca, bombardowana impulsami lasera, a jako analizator mas przewaznie
stosuje si¢ analizator czasu przelotu (time-of-flight, TOF).

frodio jonéw anglizator max detektor jonow

d iAo rina: rozdziat jondw pod datekcia jondw i
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Rysunek 2. Schemat blokowy spektrometru mas

Obecnie istnieje wiele komercyjnie dostgpnych na rynku aparatow
MALDI-MS, wyposazonych w przyjazne dla uzytkownika oprogramowanie
uzytkowe, najnowoczesniejsze typy lasera, taczace zalety laserow azotowych
1 YAG, przystawki udoskonalajace urzadzenie, jak automatyczne pobieranie
probek czy rozpoznawanie ptytek poprzez kody paskowe, opcje panoramicz-
ne skupiania zakresu mas (poprawy rozdzielczosci), mozliwos¢ ,,czyszczenia”
widma z jonow tfa i wiele innych. Stanowia one cenne narz¢dzie dla genomiki,
proteomiki, chemii polimerow i innych makroczasteczek, badania biomarkerow,
identyfikacji mikroorganizmow oraz dla chemii supramolekularne;j.

Rys.3. przedstawia zdjecie aparatu MALDI-TOF firmy Bruker Daltonics®:

Zrédta jonéw w LDI i MALDI

Zrodho jonow jest to urzadzenie, w ktorym nastepuje jonizacja probki (przy
uzyciu réznych technik) analizowanej substancji wraz z przeniesieniem powsta-
tych jonow do fazy gazowej. W technikach desorpcji/jonizacji laserowej zrodlo
jonéw stanowi komora prézniowa (Rys. 5.), do ktérej wprowadza si¢ probke,
bombardowana nastgpnie promieniowaniem lasera. W typowym zrodle jonow
MALDI stosuje si¢ prozni¢ ponizej 10° mbar. Istnieje tez technika pomiaru
MALDI pod ci$nieniem atmosferycznym (AP MALDI, atmospheric pressure
MALDI)’, z uzyciem lasera podczerwonego i mozliwoscia eliminacji matrycy
(matrycg moze stanowi¢ np. roztwor wodny).
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Rysunek 3. Aparat MALDI-TOF BrukerBiflex Il (Bruker Daltonics)

1 do TOF MS

wiazka lasera UV
N2 ok. 337 nm g@}_ .
jony

probka
w matrycy

phytka MALDI
(target)

Rysunek 4. Jonizacja przez desorpcje laserowq w matrycy (MALDI) — zasada dziatania
[wedlug "'].
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W technice MALDI MS probke poddaje si¢ wspotkrystalizacji (co-crystal-
lization) z nadmiarem niskoczasteczkowej substancji, dobrze absorbujacej pro-
mieniowanie lasera (matryca). Stosunek molowy matrycy do analitu, zaleznie
od rodzaju i wielkoS$ci czasteczek substancji analizowanej, powinien wynosi¢ od
500:1 do 10°1. Podczas wspotkrystalizacji czasteczki probki zostaja rozmiesz-
czone rownomiernie pomigdzy czasteczkami matrycy, co chroni molekuty ana-
litu przed rozpadem pod wplywem lasera i zapobiega tworzeniu agregatow. Pul-
sujaca wiazka lasera dostarcza energii do matrycy, ktora cz¢$ciowo odparowuje,
porywajac z soba czasteczki analitu do fazy gazowej i przekazujac im tadunek.
Powstate jony poddawane sg ekstrakcji przez przytozone pole elektryczne (r6z-
nicg potencjalow). Stosuje si¢ wielokrotne impulsy lasera dla poprawy ksztattu
pikow i stosunku sygnatu do szumu (signal-to-noise ratio), a tym samym dla
zwigkszenia doktadnosci oznaczen.

ML

MALDI

% Zrodlo jonéw

plytka MALDI

z préobka w matrycy
Rt ol A TLD
wiazka

jonow

==~ kolnierz z okienkiem

@ soczewka skupiajaca

WV zrodia
V ekstrakcyjne, lewa \\
V ekstrakcyjne, prawa

b
)

wiazka lasera

Rysunek 5. Zrédlo jonéw MALDI — schemat’. Wiqzka laserowa uderza w prébke na plyt-
ce pod kqtem (30-45 stopni) do powierzchni. Plytka jest obracana i przesuwana tak, by
kazdy impuls lasera trafial na swiezq probke. Jony, opuszczajqce powierzchnie plytki
przechodzq przez szczeling ekstrakcyjna, sq przyspieszane i trafiajq do analizatora.
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Tworzenie joné6w w MALDI

Podczas napromieniowania laserem badanej probki matryca absorbuje ener-
gi¢ 1 przekazuje ja, wraz z transferem czgsci tadunku, do czasteczek analitu.
Obserwowane sg jony quasi-molekularne, np. protonowane [M+H]", kationizo-
wane jonami sodu [M+Na]" lub potasu [M+K]" lub deprotonowane [M-H]". Naj-
czgsciej w widmach MALDI obecne sa jony pojedynczo natadowane, chociaz
wielokrotnie natadowane [M+nH]* pojawiaja si¢ rowniez, zaleznie od rodzaju
matrycy, energii lasera i uzytego napigcia. Wszystkie uprzednio wymienione
jony sa parzystoelektronowe (maja sparowane elektrony); kationorodniki i anio-
norodniki (jony nieparzystoelektronowe) wystepuja rzadko, chociaz w przypad-
ku stabilnych czasteczek tez moga si¢ pojawiac. Przyktadowe widmo MALDI
peptydu o masie 598 przedstawia Rys.6. (widoczny jon M protonowany, sodo-
wany i potasowany).

soo] 599,34 637,31
] 621,33

Na*

. K
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Rysunek 6. Widmo MALDI peptydu (zakres od 595 do 647 m/z) , na ktorym widac jon
quasi-molekularny [M~+H]" m/z 599,34, addukt sodowy [M+Na]* m/z 621,33 i potasowy
[M+K]" m/z 637,31".

Obecnos¢ klasterow typu [nM+H]" (dimerow, trimerdw i tetramer6w) poka-
zano na widmie polistyrenu o masie czasteczkowej MW = 20 000 (wyznaczonej
metoda chromatografii zelowej) — Rys. 7. Jest to rzadki przypadek zastosowania
do MALDI matrycy ciektej, ktora stanowit tu eter 2-nitrofenylo-oktylowy (bar-
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dzo lepka ciecz), gdyz uzycie typowych matryc krystalicznych (np. 2,5-DHB,
patrz Tabela 2) prowadzito do separacji czasteczek matrycy i1 polimeru. Proby
aplikacji innych matryc staltych (o zlej mieszalno$ci z polimerem) prowadzity
albo do destrukcji czasteczek analitu (fragmentacji) albo do zbyt stabej joniza-
cji, ponizej progu detekcji. Zastosowano dodatek soli kationizujacej — CF,COO
Ag". Obserwuje si¢ spadek intensywnosci jonow w kolejnosci: M > 2M > 3M
> 4M&,

Molecular Ion
[M 1

100
-5 (B
Dimer [C_j
[“nl‘"'m]
Trimer
= \lj\ Tetramer

1001]0 20000 ’iﬂllﬂl}

Yo Int.
2

Rysunek 7. Widmo MALDI polistyrenu o MW = 20000, matryca: eter 2-nitrofenylo-
oktylowy z dodatkiem trifluorooctanu srebra®.

Istnieja rozne opinie co do miejsca i mechanizmu tworzenia jondw w tech-
nice MALDI, poniewaz na podstawie wynikow eksperymentalnych wiadomo,
ze nie jest to proces jednorodny'?. Jedno z czgsto stawianych pytan to: ,,Czy
jonizacja nastgpuje juz w matrycy, czy tez po desorpcji czasteczki?”. Niskie pH
roztworu matryca-analit wptywa pozytywnie na uzysk jonéw w przypadku pep-
tydow, co swiadczy, ze decydujaca rolg ma tu desorpcja jonéw protonowanych
[M+H]"; podobna sytuacja ma miejsce w przypadku jonow kationizowanych
[M+Met]" (gdzie Met - kation metalu alkalicznego) dla zwiazkéw, zawieraja-
cych liczne atomy tlenu. Jednakze nie mozna wykluczy¢ procesu jonizacji w
fazie gazowej, gdyz takie jony moga si¢ tworzy¢ rowniez we wstgpnie wytwo-
rzonym ,,obtoku plazmowym?”, tuz nad powierzchnia probki'®. Uwaza si¢', ze
duze czasteczki, typowe anality MALDI, wymagaja inkorporacji w krysztaty
matrycy, by mogty by¢ wykryte ta metoda, natomiast anality o matych, obojgt-
nych czasteczkach moga ulegac kationizacji w fazie gazowe;j.

Istnieje tez mozliwos¢ jonizacji czasteczek analitu droga przeniesienia pro-
tonu poprzez stany wzbudzone czasteczek matrycy's (np. w przypadku matryc,
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ktére nie sa kwasami karboksylowymi) oraz bezposrednia fotojonizacja (w
przypadku analitow, silnie absorbujacych promieniowanie UV). Fotojonizacja
analitu prowadzi do wytworzenia kationorodnikow M* wskutek usunigcia z cza-
steczki jednego elektronu. Niekiedy obserwuje si¢ rowniez obecno$¢ w widmie
MALDI anionorodnikow, M-, ktére wskazuja na proces wychwytu elektronow
przez czasteczke analitu w fazie gazowej. Ktory z proceséw — fotojonizacji,
przeniesienia fadunku czy wychwytu elektronow — jest dominujacy, zalezy od
kombinacji sktadu matrycy, analitu, ewentualnie substancji dodatkowych (do-
mieszek) 1 zanieczyszczen.

Rodzaj tworzacych si¢ jondow w MALDI zalezy w znacznym stopniu od po-
larno$ci substancji badanej oraz od jej energii jonizacji, wptyw ma réwniez ma-
tryca, obecno$¢ jonéw metali i zanieczyszczenia. Zestawienie jondw, powstaja-
cych podczas desorpcji/jonizacji laserowej (LDI i MALDI) zawiera tabela 1'4.

Tabela 1 . Jony tworzqce sie w MALDI i LDI (Ma oznacza matryce, Met — metal)**

Anality Jony dodatnie Jony ujemne
niepolarne M* M-
$rednio M* i/lub [M+H]*, [M+Met]*, M- i/lub [M-H],
polarne {klastery [2M]" i/lub [2M+H]", [2M+Met]" | {klastery [2M]" i/lub [2M-H],
addukty [M+Ma+H]", [M+MatMet]"} - | addukty [M+Ma] -,
rzadko wystepujqce [M+Ma-H]} - rzadko
wystepujqce”
polarne [M+H]" [M+Met]*, [M-H]
wymiana [M-H +Met | wymiana [M-H +Met |
[M+2H]*, [M+2Met]*, {klastery [nM-H]
{klastery [nM+H]", [nM+Met]", addukty [M+Ma-H]} —
addukty [M+Ma+H]", [M+Ma+Met]"} - | rzadko wystepujqce
rzadko wystepujqce
jonowe C+ [C+A % [CA]" AL [C A, [CAT
(sktadajace sig
z kationu C* i
anionu A")

Analizatory czasu przelotu, TOF

Zwykle w technice MALDI stosowane sa spektrometry masowe z analiza-
torem czasu przelotu (time-of-flight mass spectrometer, TOF), glownie wskutek
duzego zakresu masy. Pomiary TOF sa rowniez korzystne ze wzgledu na proces
jonizacji w MALDI, poniewaz laser dziala w trybie impulsowym (,,strzatéw”) a
nie w trybie ciagtym. W uzyciu sa dwa typy analizatoréw TOF — linearne (linio-
we) i reflektronowe (z reflektorem).

W linearnym aparacie TOF czastki wyemitowane z probki uzyskuja taka
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samg translacyjna energi¢ kinetyczna, gdyz sa poddawane takiej samej rdéznicy
potencjatow. Jony dryfuja w prézniowej rurze wolnej od pola w strong detekto-
ra, pokonujac taka sama drogge d. Jony mniejsze (1zejsze) docieraja do detektora
w czasie krotszym niz jony o wigkszej masie (cigzsze). Detektor rejestruje czas
przelotu jonu przez rurg, wykrywajac jon w postaci sygnatu elektrycznego. Sy-
gnaly, uzyskane z kolejnych impulsow lasera sa sumowane i przetwarzane na
widmo masowe TOF, tj. zapis sygnatéw detektora w funkcji czasu. Czas ¢ prze-
lotu jonu o masie m i fadunku z, potrzebny na pokonanie odlegtosci do detektora,
zalezy od stosunku m/z.

t ~(mlz)"?

Zalezno$¢ ta stuzy do obliczenia masy jonow zgodnie z ponizszymi wzo-
rami:

Jony, wystrzeliwane ze zrodta jonow impulsami lasera, sa przyspieszane w
polu elektrycznym za pomoca réznicy potencjatow V. i przebywaja droge d do
detektora. Energia kinetyczna jonu o masie m i fadunku catkowitym g = ze wy-

nosi:
2

mv
— =gV, (1]
2
. d ., d’
predkosé jonu v=—, wigct=—, czylit®=— [2]
t v v

Z rébwnania [ 1] wyznaczamy V? i podstawiamy do wzoru [2]:

2 _ 2qV,
e [3]

ﬁg_mdg_ et _m( ng
T oqV. 2zel. z | 2eV
qs Zé'j = E':'j [4]

v
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Uwzgledniajac, ze warto$¢ w nawiasie jest stata, czas przelotu jest propor-
cjonalny do stosunku m/z.

2 m . m
t" ~—  czyli t~, |—
z z

Uzyskane czasy przelotow mozna przeliczy¢ na wartosci m/z, przeksztatca-
jac w ten sposob widmo TOF w standardowe widmo masowe (Rys. 8.), gdzie na
osi odcigtych jest stosunek m/z.

P
I'.h F o oam
N # /) .

rejon dryfowania T

analiza
detektor danych

widmo TOF = widmo masowe
t ~ (m/z)'2 t = czas przeloty

Rysunek 8. Przeksztalcanie widma TOF w standardowe widmo masowe',

Aparaty z analizatorem liniowym TOF nie majq zwykle duzej rozdzielczo-
$ci, tzn. przy duzych masach czasteczkowych trudno jest rozréznic¢ jony o matej
ro6znicy masy (rzedu kilku Da), nie da si¢ takze zaobserwowac pikéw izoto-
powych. Spowodowane jest to pewnym rozrzutem poczatkowej energii kine-
tycznej jondw o danej masie przy napigciu przyspieszajacym V, , co powoduje
minimalne réznice w ich czasie przelotu i poszerzenie na widmie piku, odpowia-
dajacego danemu jonowi.

Reflektronowe aparaty MALDI-TOF sa zwykle wyposazone w ,,zwiercia-
dto jonow” (reflektor, zwany tez reflektronem, RF), odbijajace wiazke jondw
w polu elektrycznym, w ten sposob podwajajac droge przelotu jonow i zwigk-
szajac rozdzielczo$¢. Roznicg w dziataniu analizatora liniowego i z reflektorem
przedstawia Rys.10.
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Laser UV

analiza danych
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Rysunek 9. Ogolny schemat spektrometru MALDI-TOF'S
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Rysunek 10. Schemat dzialania analizatora TOF: (A) — liniowego, (B) — z reflektorem’.
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W reflektronowym instrumencie TOF rozrzut energii, powstajacy przy ak-
celeracji jonow, jest korygowany przez reflektor, ktory spowalnia jony az do ich
zatrzymania i zawraca w przeciwnym kierunku, w stron¢ drugiego detektora
(Rys.10). Napigcie reflektora jest nieco wyzsze od napigcia przyspieszajacego
zrédha. Jony o nieco nizszej energii kinetycznej od pozostatych nie docieraja tak
blisko zwierciadla jonow, sa zawracane wczesniej 1 wskutek tego, ze ich droga
do pokonania jest krotsza, doganiaja jony o pelnej energii kinetycznej na drodze
do drugiego detektora. Jony o wyzszej energii kinetycznej docieraja blizej detek-
tora i ulegaja odbiciu nieco pdzniej (droga nieco si¢ wydhluza), przez co ich czas
przelotu wyréwnuje si¢ z czasem przelotu pozostatych jonow. W rezultacie czas
przelotu wszystkich jonow o jednakowej wartosci stosunku m/z ulega wyré6wna-
niu i otrzymujemy ostry sygnal na widmie masowym.

Rys. 11. przedstawia zakres molekularny widma MALDI syntetycznego
peptydu o sekwencji TRDIYETDpYYRK (wg jednoliterowego kodu amino-
kwasow) o masie monoizotopowej M_=1701,8, zapisanego w trybie dodatnim z
matrycg CHCA z analizatorem TOF linearnym (A) i reflektronowym (B)!".
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Rysunek 11. Widma MALDI peptydu o masie monoizotopowej M= 1701,8 (zakres jonu
molekularnego) z analizatorem TOF linearnym (A) i reflektronowym (B)".
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Latwo zauwazy¢ znacznie wicksza rozdzielczo$¢é w przypadku widma B (na
widmie B wida¢ rozktad izotopowy piku, pochodzacy od izotopow C, H, N, O i
P, co pozwala na ustalenie sktadu elementarnego peptydu).

Obecnie komercyjne aparaty reflektronowe TOF osiagaja rozdzielczo$¢ m/
Am ponad 20000 FWHM (full-width half-minimum), gdzie Am jest zdefiniowane
jako szerokos¢ piku przy 50% jego wysokosci.

Produkowane sa rowniez instrumenty hybrydowe, wyposazone w dwa ana-
lizatory — kwadrupol i analizator czasu przelotu (Q-TOF).

Przyktad aparatu MALDI Kratos z reflektorem przedstawia Rys.12.

Spektrometr masowy Kratos MALDI 4

laser: azotowy {Nz} czas trwania impulsu lasera:  ok.3ns
dlugosé fali: UV (= 337 nm) srednica wiazki: 100 pm

laser 4= 337 nm

zwierciadlo foto-
dioda sygnal startowy

sygnal liniowy

detektor T

Vi Wy
soczewki
jonowe

detektor 2

reflektor

Vo

sygnal reflektronowy

Rysunek 12. Schemat aparatu Kratos MALDI 4.

Plytki MALDI
(MALDI target, Sample target for matrix-assisted laser desorption ioni-
zation mass spectrometry)

Produkowane sa r6znego rodzaju ptytki do nanoszenia probek MALDI'S,
za pomoca ktérych wprowadza si¢ analizowane substancje do zrédla jonow;
ponizej — ptytka pokryta warstwa srebra (okragla), zawierajaca 10 punktow po-
miarowych (Bruker) i standardowa, stalowa plytka prostokatna na 96 punktéw
pomiarowych (Waters Micromass) (Rys.13.).
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W uzyciu sa rowniez plytki jednorazowe, np. typu AnchorChip. Firma Bru-
ker Daltonics produkuje ptytki MALDI PAC" (ang. Prespotted AnchorChip™,
Rys. 14.), z fabrycznie naniesiong matryca CHCA, zawierajace 384 punkty na
probki i 96 punktow kalibracyjnych. Ptytki te maja punkt natozenia probki po-
kryty warstwa hydrofilowa, a otoczenie tego punktu jest pokryte hydrofobowo,
co powoduje, ze naniesiona kropla kurczy si¢ i probka jest zageszczana na bar-
dzo malej powierzchni hydrofilowej o Srednicy 0,1-0,5 mm. Zaleta ptytek jedno-
razowych jest unikanie kontaminacji $ladami poprzedniej probki czy tzw. efektu
pamigci, mozliwos¢ przechowywania probek przez kilka miesigcy i zwigkszenie
czuloéci pomiaru w stosunku do ptytek stalowych wielokrotnego uzytku, nawet
100-krotnie.

Rysunek 13. Plytki MALDI (MALDI targets) do nanoszenia probek. Widoczne w formie
kotek (wells, studzienki”) miejsca nanoszenia analitu i matrycy.

Rysunek 14. Plytki Prespotted AnchorChip™ z adapterem MTP i z obudowq.
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Matryce

W technice MALDI zwiazek badany analizuje si¢ w matrycy (ang. matrix)
organicznej, przewaznie statej. W nielicznych wypadkach jako matryc uzywa
si¢ lepkich cieczy, np. gliceryny. Uzycie matrycy ma na celu ochrong makro-
czasteczki przed zniszczeniem (rozpadem) pod wptywem bezposredniej wigzki
lasera oraz utatwienie jej odparowania i jonizacji. Inna rola matrycy polega na
separowaniu czasteczek analitu od siebie, aby utrudni¢ ich agregacje. Niektorzy
autorzy sugeruja, ze konieczna jest inkorporacja analitu w krysztaty matrycy®
i utworzenie roztworu statego?' dla uzyskania dobrych wynikow analizy MAL-
DI, ale istnieja przypadki, w ktorych inkorporacja nie zachodzi, a mimo to uzy-
skuje si¢ dobra desorpcje jonow, np. dla cytochromu C przy uzyciu matrycy
2,6-DHB (kwasu 2,6-dihydroksybenzoesowego)*. Alternatywa dla inkorporacji
jest asocjacja czasteczek analitu do powierzchni krystalicznej matrycy, czyli od-
dziatywania powierzchniowe. Mechanizm oddziatywania analitu i matrycy jest
dyskutowany'?, zaleznie od rodzaju badanych zwiazkow, uzytej matrycy i zasto-
sowanej metody przygotowania probki.

Dobra matryca powinna mie¢ zdolno$¢ intensywnego pochtaniania promie-
niowania lasera (zwykle w zakresie UV), a nast¢pnie przekazywania pochtonig-
tej energii czasteczkom substancji analizowane;.

Pozadanymi cechami matrycy MALDI sa:

a) dos¢ niska masa czasteczkowa, co sprzyja latwemu odparowaniu, ale wy-
starczajaco duza, by odparowanie nie nastapito przed pomiarem, np. w czasie
przygotowywania probki;

b) rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalniku kompatybilnym z analitem;

c¢) kwasowo$¢, by utatwi¢ protonowanie czasteczek analitu;

d) obecnos¢ grup polarnych (hydrofilowych) w czasteczce, co umozliwia
rozpuszczanie matrycy w roztworach wodnych;

e) stabilno$¢ w warunkach wysokiej prozni;

f) wspomaganie jonizacji analitu;

f) zdolno$¢ intensywnej absorpcji promieniowania UV lasera; zwykle wy-
moég ten spetnia zwiazek, posiadajacy uktad sprz¢zonych wiazan podwdjnych
C=C (dlatego czgsto matrycami sa pochodne aromatycznych kwasow karboksy-
lowych, czgsto nienasyconych, np. kwasu cynamonowego).

Liste czgsto stosowanych matryc UV MALDI przedstawia tabela 2.

Wisrdd rzadziej stosowanych matryc mozna wymieni¢ kwas all-trans reti-
nowy? (all-trans retinoic acid, ATRA, tretinoina, kwas witaminy A) i matryce
na bazie fulerendw?.
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Tabela 2. Najczesciej stosowane matryce MALDI

Zwrigzrek Wezor strulituralny Inne nazwy Rozpuszezal- D?l'lg Zastosowanie | Lit
i 0sc
nik o
[irn]
Kwas 3,5- COOH kwas Acetonitryl, | 337, | Proteiny, 25,
dimetoksy-4- 7 synapinowy | woda, 355, | peptydy, 26
hydroksy- sinapic acid, | chloroform, | 266 | lipidy
CYNAMCNOWY Sinapinic aceton
HiCO OCH acid, S4,
OH SIMA
Kwras 4- ooH Ferulicacid | Acetonitryl, | 337, | proteiny 1,
hydroksy-3- woda, 355, 2
metoksy- propanol 266
CYNAMONOWY
OCH3
OH
Ewas a- COOH CHCA, Acetonttryl, | 337, | peptydy, 27
cyjano-4- £ aCHCA woda, etanol, | 355 | lipidy,
hydroksy- aceton nuklectydy
CYNAMONOWY
OH

Kwas 2,5- GO0 2,5-DHE, | Acetonitryl, | 337, | peptydy, 28
dihydroksy- /@/DH gentisic woda, 355, | nukleotydy,
benzoesowy W acid chloroform, | 266 | oligonukleo-

aceton tydy,

metanol oligosachary

_dy
Kwas gy o COOH N4 266 | oligonulkleo- | 29
nikotynowy (j tydy,
N

Kwas (j PA etanol 266 | oligonukleo- | 30
pikolinowy W coon tydy
Ewras 3- 2y, OH HPA etanol 337, | oligonukleo- | 31
hydroksy- (I 355 | tydy,
pikolinowy MTCOoH proteiny
Kwas 3- Pz 3-APA 266 | Proteiny, 32
ArIro- (I DNA,
pikolinowy N7 COOH biopolimery
Kwras 2-(4- GO0 HABA Glikolipidy,
hydroksy- @/":" s peptydy,
fenylazoy- \]:;LDH proteiny
benzoesowy
2-merkapto- Q"% an MBT proteiny 33
benzotiazol g
5-chloro-2- cl LN CMEBET H;O/ELOH/ Proteiny, g
merkapto- | e S>_SH TFA 1:1:1 peptydy
benzotiazol
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Zwrigzrek Wezor strulituralny Inne Rozpuszezal- | Diug | Zastosowane | Lit
narwy mk it
fali
[nrn]
ditranol DIT Folimery
syntetyczne
Benzo[a)
pyren
9-nitro- MOz 9-N&
antracen S B
l =
2-[(2-E)-3-(4- S~y M | DCTB
tert- | N
butylofenyla)- | Bu #
2-metyloprop-
2-enylideno]-
malonitryl
2,6- o
dihydrokay- HO oH
acetofenon
2.4.6- ] THAF Oligonukleot | 34
trihy drokay- Ho oH vy
acetofenon
OH
3-amino- VWNHz A0 Culery, 4
chinolina | J peptydy,
. .
M polimery

Dobér matrycy nie zawsze jest fatwy 1 najczgsciej dokonuje si¢ go metoda
prob i btgdow. Nie ma Scistej relacji migdzy budowa i wiasciwosciami fizyko-
chemicznymi matrycy a budowa i sktadem analitu, dlatego wybor wymaga eks-
perymentowania z r6znymi zwigzkami. Pozadana jest obecno$¢ specyficznych
grup funkcyjnych, takich jak —-COOH lub tez —OH dla utatwienia protonowania
analitu®. Jednakze badania procesoéw protonowania biatek i polimerow przy
pomocy znakowania deuterem® wykazaty, ze obecno$¢ tatwo wymienialnego
protonu z grup —COOH lub —OH matrycy jest istotna, ale nie zawsze konieczna
dla uzyskania jonow quasi-molekularnych [M+H]" analitu. Przy uzyciu matryc,
takich jak nitroantracen, pozbawionych kwasowych grup funkcyjnych, w proto-
nowaniu biora udzial protony, pochodzace z rozpuszczalnika (np. acetonu). Dla
zrozumienia, dlaczego niektore z matryc faworyzuja transfer protonu bardziej
niz inne, konieczna jest doglgbniejsza znajomos§¢ powinowactwa do protonu
(proton affinities) pospolitych matryc MALDI*.
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Lasery

Zarowno w LDI, jak i w MALDI, warstwa substancji statej zostaje napro-
mieniowana wiazka §wiatla lasera, przy czym pochtonigte promieniowanie po-
woduje odparowanie i jonizacj¢ substancji. Najczgséciej uzywane sa lasery UV,
ale stosowane sa tez metody IR-MALDI. W powszechnym uzyciu sg lasery azo-
towe, o dlugosci fali A = 337 nm, ekscymerowe (A = 193, 248, 308 i 351 nm),
szybkozmienne (Q-switched), o czgstotliwosci trzy- i czterokrotnej, neodymowe
i ertbowe na krysztalach YAG (YAG: yttrium aluminium garnet, granat itrowo-
glinowy) oraz oparte na ditlenku wegla (TEA — CO,). Zestawienie najpopular-
niejszych laserow stosowanych w technice MALDI-MS zebrano w tabeli 3.

Tabela 3. Lasery, stosowane w technice MALDI-MS:

Typ lasera Dlugos¢ fali A [nm] Literatura
azotowy 337 37
Nd: YAG 355,266 38
Er: YAG 2940 39
Co, 10 600 40

Impuls laserowy skupiany jest na matej plamce (spot)¥’, a intensywno$¢ pro-
mieniowania jest dostrajana indywidualnie dla kazdego pomiaru, za pomoca thu-
mika (attenuatora), np. obrotowego filtru UV, ustawionego na drodze optycznej
lasera. Filtr ten ma zmienna transmitancj¢ — od bliskiej 100% do okoto1%. Czas
trwania impulsu lasera wynosi 3-10 ns w przypadku laseréw UV oraz 6-200 ns
dla laserow podczerwonych. Zaletami dziatania krotkich impulséw laserowych
sa wywotywanie szybkiej ablacji warstwy probki i jednoczesnie unikanie degra-
dacji termicznej analitu. Przewazajaca wigkszo$¢ aparatow UV-MALDI stosu-
je lasery azotowe (337 nm, 3 ns). W IR-MALDI zastosowanie znajduja lasery
na bazie granatu itrowo-glinowego, domieszkowanego neodymem - Nd:YAG
(3,27 um, 3050 cm™) lub lasery CO, (10,6 um). Widma IR-MALDI wykazuja
mniejsza rozdzielczosé niz UV-MALDI, jednak ta pierwsza technika nadaje si¢
lepiej do analizy polimeréw halogenowanych, ktére pod wptywem lasera UV
wykazuja intensywna fragmentacje*'. IR-MALDI stosuje si¢ rowniez tam, gdzie
korzystna jest glgbsza penetracja promieniowania, np. gdy analit jest desorbo-
wany bezposrednio z plytek chromatograficznych TLC.

Do opisu parametrow lasera stosowane sg dwie wielkoSci:

- fluencja (ang. fluence), definiowana jako energia przypadajaca na jednost-
ke powierzchni (w MALDI zazwyczaj w zakresie 10 — 100 mJ cm);

- irradiancja (ang. irradiance), definiowana jako iloraz fluencji przez czas
trwania impulsu lasera (w MALDI rzedu 10° — 107 W cm™).

Ponizej progu irradiancji okoto 10° W cm™ nie nastepuje wytwarzanie jo-
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néw. Po przekroczeniu tego progu nastepuje raptowna jonizacja i pojawiaja si¢
— W sposob nieliniowy — jony o wysokiej abundancji.

Dla uzyskania detekcji jondw potrzebne jest rowniez osiagnigcie pewnego
progu fluencji lasera. Ta warto$¢ progowa zalezy zardwno od rodzaju matrycy
jak 1 stezenia analitu tj. stosunku molowego matryca-analit. Przyktadowo dla
cytochromu C minimum fluencji progowej wystepuje przy stosunku matrycy do
analitu 4000:142,

AP-MALDI

Zwykle aparaty MALDI dzialaja w warunkach wysokiej prozni, a wytwa-
rzanie jonow odbywa si¢ przy cisnieniu 10mTorr lub nizszym. Istnieja jednak
urzadzenie AP-MALDI (atmospheric pressure matrix-assisted laser desorption/
ionization), dziatajace pod normalnym ci$nieniem atmosferycznym. W apara-
tach AP-MALDI proces desorpcji/jonizacji odbywa si¢ w atmosferze suchego,
gazowego azotu, a stosowane lasery emituja promieniowanie podczerwone. W
tej technice mozna stosowacé jako analizatory putapki jonowe (ion trap) i wy-
konywac¢ eksperymenty MS/MS. Wada aparatow tego typu jest zmniejszona
czutos¢ i ograniczony zakres masy (do 6000 Da) jak réwniez mozliwos¢ zacho-
dzenia reakcji ubocznych podczas pomiaru, zaleta natomiast brak koniecznosci
stosowania matryc i wigksza tolerancja wahan fluencji lasera.

Schemat budowy zrodta jonow AP-MALDI pokazano na Rys. 15.

$wiatlowod

do lasera azotowego
337 nm

kontrola

komputerowa

przesuwu

plytki XY HV

obudowa

sterowanie
komputerowe
przesuwu plytki X

plytka MALDI
Tuchwyt plytki

plytka DIOS umocowana
na plytce MALDI

obudowa Zrodia

zawor bez-
pieczenistwa

kamera
ccD

Rysunek 15. Schemat budowy zrodta jonow AP-MALDI z przedtuzong kapilarq, a — plyt-
ka MALDI, b — chip DIOS™.
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Krotka historia MALDI

W 1985 ukazata si¢ przelomowa praca Karasa, Bachmanna i Hillenkam-
pa?*, dotyczaca laserowej desorpcji zwiazkéw organicznych, gdzie opisano
wprowadzenie matrycy, czyli dodawanego w nadmiarze do probki dodatkowego
zwiazku, ktory dobrze absorbuje promieniowanie lasera. Autorzy badali wptyw
dhugosci fali UV lasera na préog napromieniowania, przy ktérym wykrywane
sa specyficzne jony probki. Poddali oni napromieniowaniu aminokwasy i di-
peptydy nieabsorbujace i absorbujace w 266 nm, przy czym okazato sig, ze te
absorbujace (np. tryptofan) utatwiaja jonizacj¢ nieabsorbujacych (np. alaniny),
przekazujac im pochlonigta energi¢. Wymienieni badacze wprowadzili wowczas
termin ,,Matrix-assasted laser desorption” (desorpcja laserowa wspomagana ma-
tryca). Wkrotce udato si¢ przy uzyciu takiego typu matrycy zjonizowaé peptydy
o wigkszych czasteczkach, az do mellityny (2843 Da)*, a w 1988 roku Koichi
Tanaka z korporacji Shimadzu opublikowat zastosowanie jonizacji laserowej do
peptydow i polimerow o masach do 100 000 Da* . Stosujac jako matryceg zawie-
sing¢ nanoczastek kobaltu (30 nm) w glicerynie oraz promieniowanie lasera azo-
towego 337 nm, Tanaka i wspotpracownicy zjonizowali m. in. karboksypepty-
daze-A o masie 34 472 Da. Za wykazanie, ze odpowiednia kombinacja matrycy
i promieniowania lasera o okreslonej dlugosci fali moze pozwoli¢ na ,,migkka”
jonizacje wielkich biomolekul, takich jak bialka, otrzymat Tanaka 1/4 Nagrody
Nobla w 2002 roku.

W ostatniej dekadzie XX wieku i ostatnich latach nastapit burzliwy rozwoj
metody MALDI, wprowadzono wiele nowych matryc, przewaznie organicznych,
m.in. liczne pochodne kwasu cynamonowego (kwas synapinowy, ferulowy i ka-
wowy), pojawily si¢ tatwo dostgpne lasery azotowe i komercyjnie produkowane
spektrometry z jonizacja laserowa. Dato to pole do wielu zastosowan MALDI w
proteomice, chemii polimeréw i chemii supramolekularne;j.

Widma MALDI

W widmach MALDI wystgpuja przede wszystkim pojedynczo natadowane
jony quasi-molekularne, ale rowniez jony dimeréw i trimerdw, jony wielokrot-
nie naladowane oraz nieliczne jony fragmentacyjne. Rys.16. przedstawia wid-
mo przeciwciala monoklonalnego IgG* o masie 149190, na ktérym widoczne
sa jony pojedynczo, podwdjnie i potrdjnie natadowane, dimery (2M) i trimery
(3M), w tym rowniez obdarzone tadunkiem wielokrotnym (np. 2M*™ - dimer
trzykrotnie natadowany).

Pseudomolekularnym jonom protonowanym towarzysza czg¢sto na widmie
MALDI jony kationizowane jonami metali, zwlaszcza sodowane i potasowane.
Podobnie jak w przypadku innych widm masowych, podstawowym jonom mo-
noizotopowym towarzyszy zespot pikéw izotopowych, tworzacych charaktery-
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styczny rozklad izotopowy (obwiednig izotopowa) — Rys. 17.

4 — M*: 149190
3
Mt
2
: M 2M T IM* Mt
. | |
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M,z

Rysunek 16. Widmo MALDI-TOF przeciwciata monoklonalnego IgG myszy; M = 149 190,
matryca: kwas nikotynowy, A lasera = 266 nm.*

H+ 1043

Na+ 1065

" K+ 1081

Rysunek 17. Widmo MALDI peptydu® o masie M = 1042; na widmie widoczny jon pro-
tonowany [M+H]* m/z 1043, jon [M+Na]" m/z 1065 i jon [M+K]" m/z 1081. Kazdemu
z pikow towarzyszy zespotl pikow izotopowych, rozniqcych sie masami kolejno o +1 Da
od macierzystego.
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Zastosowania techniki MALDI

Wiele czasteczek pochodzenia naturalnego, np. biopolimerow jak i synte-
tycznych makromolekul organicznych ma masy czasteczkowe rzedu tysigcy lub
dziesiatkéw tysigcy; naleza do nich dendrymery, polimery hiperrozgal¢zione
(,,hyperbranched polymers”), katenany i rotaksany oraz inne potaczenia. Dla
tych zwiazkéw zawodzi wigkszo$¢ technik jonizacji MS (nie udaje si¢ uzyskac
jonow molekularnych); natomiast mozna je analizowac technika MALDI.

»Fingerprinting” czyli ,,odcisk palca”

Wielkie, zlozone bioczasteczki maja swoje, charakterystyczne dla nich i
czgsto niepowtarzalne widma MALDI, ktére umozliwiaja identyfikacje danej
substancji i odroznienie jej od innych z danej grupy. Mowimy, ze takie wid-
mo stanowi ,,odcisk palca” (ang. fingerprint) badanego zwiazku, czyli posiada-
jac kartoteke takich widm mozemy zidentyfikowaé zwiazek (wzglednie grupe
zwiazkow) lub okresli¢ jego pochodzenie.

Metoda ,fingerprint” ma liczne zastosowania praktyczne. Swoje ,,odciski
palcéw” maja nie tylko biatka, ale i wgglowodany, pochodzace z roznych zrodet
biologicznych. Oznaczenie sktadu biatek lub pewnej ich frakeji, uzyskanej przy
uzyciu dobrze zdefiniowanej i powtarzalnej procedury, moze stuzy¢ do identy-
fikacji szczepow bakterii*® lub grzybow*’, w tym patogennych lub nie, do oceny
pochodzenia mleka, z ktorego sporzadzono ser”® mozzarella (by wykry¢ pod-
rabiany) (Rys.19. i 20.) lub do sprawdzenia, czy ser owczy nie byt falszowany
przez dodatek mleka krowiego®. Rys. 18. przedstawia ,,odciski palcow” biatek,
otrzymanych z réznego rodzaju bakterii Bacillus, rdzniace si¢ w widoczny spo-
sob, co umozliwia ich identyfikacje.

Widma przedstawione na Rys.19. i Rys.20. sa przyktadem metody ,,fin-
gerprinting” w badaniach produktéw spozywczych, prowadzonych przez An-
gelettiego*® i wspotpracownikow. Zastosowali oni technike spektrometrii mas
MALDI do analizy serow, wytwarzanych w wloskich wytworniach. Ser moz-
zarella jest markowym wtoskim produktem, wytwarzanym z mleka bawolego,
odpowiadajacego wysokim standardom (zawarto$¢ tluszczu w takim serze jest
nie mniejsza niz 52%, a wody nie wigksza niz 65%). Mozzarellg wytwarza si¢
réwniez z mleka krowiego, ale jej wlasciwosci smakowe i odzywcze sa gorsze.
Mozzarella ,,Campana” z mleka bawotu indyjskiego posiada Europejski Certy-
fikat Jakos$ci 1996 (European Quality Certification), a wigc istotne jest kontro-
lowanie, czy produkt ten nie jest falszowany przez dodawanie mleka krowiego.
Poniewaz profil bialkowy mleka krowiego i bawolego jest rézny, mozna si¢
spodziewa¢, ze sktad biatkowy obu serow tez bedzie si¢ roznil, co tatwo jest
wykry¢ za pomoca widm MALDI (Rys. 19. i 20. przedstawiaja widma jednego i
drugiego; widoczna jest ewidentna r6znica). Szczego6towa analiza widm pozwa-
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la na przypisanie poszczegdlnych pikow odpowiednim biatkom, np. na widmie
sera krowiego (Rys. 19.) pik przy 24 081 m/z odpowiada B-kazeinie, 19 122 m/z
— k-kazeinie, 21 051 m/z — y,-kazeinie, 18394 m/z — B-laktoglobulinie, a 23 680
m/z — a,- kazeinie; pik przy m/z 22 268 zidentyfikowano jako proteozo-pepton
p.p.3, natomiast pik 8 700 m/z nalezy do nieznanej substancji, ale wystgpuje
tylko w produktach z mleka krowiego. Odpowiednio w mozzarelli z mleka ba-
wolego (Rys. 20.) wystepuja piki 20 797 m/z (y -kazeina) i 22 174 m/z (proteozo-
pepton p.p.3), brak jest piku B-laktoglobuliny, natomiast wystepuje pik typowy
tylko dla mleka bawolego — przy m/z 15 791, okreslany jako proteina X oraz pik
przy m/z 8 276, niezidentyfikowany, ale charakterystyczny dla mleka bawolego i
produktow jego przetwarzania. Metoda MALDI/MS pozwala nie tylko na iden-
tyfikacje, z jakiego mleka wytworzono ser, ale tez na okreslenie ilo§ciowe — jaka
ilo$¢ mozzarelli krowiej dodano do bawolej (ze stosunku powierzchni pod krzy-
wymi sygnatow a ,B,a,,- kazein do powierzchni sygnatu proteiny X).
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Rysunek 18. Widma MALDI ekstraktu biatkowego z roznych gatunkow bakterii Bacillus
(matryca — o-CHCA), (a) — B. anthracis (Sterne), (b) — B. thuringiensis (4A1), (c) — B.
cereus (6E1), (d) — B. subtilis (341)."
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Rysunek 19. Widmo MALDI sera mozzarella z mleka krowiego®
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Rysunek 20. Widmo MALDI sera mozzarella z mleka bawotu indyjskiego (water buffalo)
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Metoda PMF, czyli ,,peptide-mass fingerprinting” (,,masowy odcisk palca”
peptydu) przy pomocy MALDI-MS

Technika MALDI jest szeroko stosowana w proteomice, do identyfikacji
biatek, izolowanych droga elektroforezy zelowej SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 1 dwuwymiarowej elektroforezy ze-
lowej (2D-gels).

Technika analityczna, znana tez jako ,,protein fingerprinting”, rozwinigta w
1993 roku przez kilka grup badawczych niezaleznie®*’'"2. Badane biatko jest
najpierw rozktadane na mniejsze peptydy, ktorych masy sq mierzone przy pomo-
cy spektrometru MALDI-TOF (lub ESI-TOF)*. Wyznaczone masy sa nastgpnie
poréwnywane komputerowo z baza danych, zawierajaca znane sekwencje bia-
ek lub genomow. Istnieja programy komputerowe, ktore przektadaja genom or-
ganizmu na proteiny, dokonuja (teoretycznie) podziatlu proteiny na peptydy i ob-
liczaja masy dla wszystkich peptydéw. Kolejnym etapem jest poré6wnanie mas
peptydow, uzyskanych z MALDI nieznanej proteiny z teoretycznie wyliczonymi
masami peptydow dla kazdego biatka, wyst¢pujacego w genomie, a nastgpnie
analiza statystyczna wynikdéw i wybor najlepszego dopasowania.

Niedogodnos$cia metody jest fakt, ze analizowane biatko musi wystgpowac
juz w bazie danych i ze program zaklada, iz wszystkie peptydy pochodza z po-
jedynczej, wyizolowanej proteiny. Uzycie mieszaniny kilku biatek komplikuje
analize i moze zaburzy¢ wyniki, dlatego tez dla metody PMF probki powinny
by¢ proteinami po izolacji droga dwuwymiarowej elektroforezy zelowej (2D
gels) lub SDS-PAGE.

W typowej metodzie postgpowania wydzielone biatko poddaje si¢ mody-
fikacjom chemicznym, tj. redukuje si¢ mostki disulfidowe, a aminokwasy cy-
steinowe poddaje si¢ karboksymetylowaniu (chemicznie) lub akrylamidowaniu
(podczas elektroforezy zelowej). Nastepnie proteing poddaje si¢ trawieniu pro-
teaza, tj. enzymem, powodujacym hydrolize wiazan peptydowych (trypsyna,
chymotrypsyna wzglednie endoproteinaza Glu-C), przewaznie w ciagu nocy.
Typowy stosunek bialko-proteaza wynosi 50:1. Otrzymane w ten sposob pepty-
dy, po ekstrakcji i wysuszeniu pod préznia, rozpuszcza si¢ w malej ilosci wody
i nanosi na plytkg MALDI z matryca. Po wspotkrystalizacji czasteczek peptydu
i matrycy przeprowadza si¢ pomiar MALDI, otrzymujac widmo — szereg mas
czasteczkowych peptydow.

Do interpretacji wynikow wykorzystuje si¢ ogromne bazy danych, zawie-
rajace informacje o sekwencjach biatek, np. Swissprot czy Genbank oraz pro-
gramy komputerowe™, ktore teoretycznie ,.trawia” biatka na peptydy z uzyciem
tego samego enzymu (np. trypsyny), jaki zastosowano w do$wiadczeniu, a na-
stgpnie obliczaja masy absolutne peptydéw. W dalszym toku postgpowania pro-
gram poréwnuje masy peptydéw zmierzone doswiadczalnie (widmo MALDI) z
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masami obliczonymi teoretycznie i wykonuje optymalne dopasowanie.
Rys.21. przedstawia widmo MALDI-TOF albuminy osocza ludzkiego po
trawieniu trypsyna (gora) i dopasowanie sekwencji peptydow (dot)*.
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Rysunek 21. Widmo MALDI-TOF albuminy osocza ludzkiego po trawieniu trypsynq
(gora) i dopasowanie sekwencji peptydow (dot)

Analiza PSD; rozpad poza zrédlem (Post-Source-Decay)

Analiza PSD (post-source-decay; rozpad poza zrodtem) jest rozszerzeniem
techniki MALDI-MS, ktoéra pozwala na obserwacj¢ i identyfikacje¢ diagnostycz-
nych jonéw fragmentacyjnych, powstajacych podczas rozpadu, ktéry ma miej-
sce po opuszczeniu przez jony zrodta a przed dotarciem do detektora, w rejonie
wolnym od pola (field-free region).

Mimo, ze technik¢ MALDI uwaza si¢ za metodg bardzo ,,migkkiej” joni-
zacji (soft ionization), prowadzaca do uzyskania jonow quasi-molekularnych
ogromnych czasteczek bez zniszczenia ich struktury i z reguty w widmie tego
typu nie obserwuje si¢ jonéw fragmentacyjnych, jednak jony o duzej energii
wewngtrznej lub poddawane kolizji z gazem oboj¢tnym moga ulega¢ dysocjacji
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w czasie dtugiej drogi przelotu w aparacie. Poniewaz rozpad ten zachodzi juz po
opuszczeniu zrodta jonow, a przed osiagnigeciem kolektora, zalicza si¢ go do tzw.
rozpadow metastabilnych.

Wszystkie jony macierzyste (prekursory), opuszczajace zrodto jondow, maja
w przyblizeniu taka sama energig kinetyczna E, . Jony te, podczas dhugiego czasu
przelotu przez wolny od pola rejon dryfowania, maja dos¢ czasu, by ulec rozpa-
dowi na jony potomne. Jony potomne maja niemal taka sama predkos¢ jak jony
macierzyste, ale mniejsza masg, a wige ich energia kinetyczna tez jest mniejsza
(poniewaz E, ~m).

Fragmentacji ulega tylko nieznaczna ilo$¢ jondow, generowanych w zrodle
— te, ktore maja wystarczajaca energi¢. Aby zintensyfikowa¢ fragmentacjg, moz-
na wptywac na zwigkszenie energii wewngtrznej jondw macierzystych dwiema
metodami: przez podwyzszenie intensywnosci promieniowania lasera lub przez
zastosowanie komory kolizyjnej. Fragmentacji jonu sprzyjaja takze:

- mata liczba stopni swobody (M < 1000 Da),

- obecnos¢ grup chromoforowych, czutych na promieniowanie UV,

- zastosowanie ,,goracej” matrycy, np. a-CHCA,

- brak stabilizujacych kationdw o duzym promieniu jonowym, np. K*, Ag*.

W trybie linearnym TOF jony macierzyste i potomne sa nierozroznial-
ne, gdyz ich predkosé jest jednakowa. Reflektronowe aparaty MALDI-TOF po-
zwalaja na rozroznienie tych dwodch rodzajow jondow na podstawie roznic ich
energii kinetyczne;j.

Wazna cecha PSD jest mozliwo$¢ wyboru jondw-prekursorow, ktorych roz-
pad chcemy $ledzié, z mieszaniny wielu sktadnikow. Wyboru prekursora do-
konuje si¢ przez zastosowanie bramek jonowych (ion gates), sterowanych od-
powiednio zmianami napigcia. Wszystkie jony, przechodzace przez bramke sa
odchylane od detektora jondw - za wyjatkiem pewnego, waskiego zakresu masy,
ktory jest przepuszczany bez odchylania.

Metoda PSD jest bardzo pomocna w analizie struktury biomolekut, np. bia-
tek i peptydow, konkurencyjna wzgledem innych metod®. Dla przyktadu — ty-
powe sekwencjonowanie peptydow prowadzi si¢ poprzez degradacj¢ Edmana,
obecnie zautomatyzowana. Ta tradycyjna metoda jest zastgpowana przez meto-
dy spektrometrii masowej — elektrorozpylanie z potrojnym kwadrupolem (ESI
+ triple-quadrupole), eksperymenty MS/MS w aparatach wielosektorowych z
putapka jonowa i MALDI, skojarzone z PSD. Wyzszo$¢ metod MS polega na
wigkszej czutosci i mozliwosci analizy probek wielosktadnikowych lub niedo-
ktadnie oczyszczonych. Sposrod technik spektrometrii mas, MALDI-PSD wy-
r6znia si¢ najwicksza prostota aparaturowa w porownaniu z potrojnym kwadru-
polem lub czterosektorowymi instrumentami MS/MS.

Rys.22 przedstawia widma MALDI probki, zawierajacej mieszaning 10
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roznych peptydow i produktéw ich derywatyzacji, A — przy wylaczonej bram-
ce jonowej, B — przy bramce wiaczonej, nastawionej na przepuszczanie jondw
peptydu o masie 1375,8 u, C — przy bramce wilaczonej, nastawionej na peptyd o
masie 1438,7 u.>®

Fragmentacj¢ wyselekcjonowanego jonu m/z 1375,8 mozna przesledzi¢ na
widmie MALDI-PSD (Rys. 23)
Rysunek 22. Widma MALDI probki, zawierajqcej mieszanine 10 roznych peptydow i pro-
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duktow ich derywatyzacji, A — przy wylqczonej bramce jonowej, B — przy bramce wiq-
czonej, nastawionej na przepuszczanie jonow peptydu o masiel375,8 u, C — przy bramce
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wlqczonej, nastawionej na peptyd o masie 1438,7 u.”® Widma otrzymane na aparacie
ALADIM I, Institute of Laser Medicine, Duesseldorf.
Rysunek 23. Widmo masowe MALDI-PSD peptydu dla jonu [M+H]" = 1375,8u.
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Zastosowanie MALDI w chemii polimerow

Czesto charakteryzowanie polimeru, ocena jego budowy i wlasciwos$ci na-
stregcza sporo trudnosci. W analizie polimerow stosuje si¢ wiele metod fizyko-
chemicznych, w tym réznorodne techniki spektralne. Wérod najczesciej stoso-
wanych metod analitycznych mozna wymienic:

a) do oceny masy czasteczkowej — wiskozymetria, osmometria, rozprasza-
nie Swiatta, saczenie zelowe, chromatografia wykluczania, zwana tez cedzeniem
molekularnym (size exclusion chromatography, SEC);

b) do ustalania sekwencji jednostek powtarzalnych — magnetyczny rezonans
jadrowy;

¢) do analizy grup koncowych — miareczkowanie, spektroskopia NMR i FT-
IR;

d) do oceny czystosci polimeru — analiza elementarna, NMR i FT-IR.

Rozwoj techniki MALDI-TOF pozwolit na zastapienie duzej czgsci powyz-
szych analiz jednym pomiarem, gdyz uzycie spektrometru mas MALDI pozwa-
la czgsto na szybkie i doktadne wyznaczenie masy czasteczkowej i sekwencji
jednostek powtarzalnych oraz na wykrycie zanieczyszczen i substancji dodat-
kowych.

Technika MALDI okazata si¢ nicoceniona w analizie polimeréw synte-
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tycznych, gdyz umozliwia uzyskanie pojedynczo natadowanych jonow quasi-
molekularnych w bardzo duzym, prawie nieograniczonym, zakresie masy bez
naruszenia struktury czasteczek. Jednakze nie wszystkie polimery tatwo ulegaja
jonizacji. W przeciwienstwie do biopolimerdw, ktdre jonizuja tatwo przez proto-
nowanie, polimery syntetyczne tatwiej jest zjonizowac przez kationizowanie jo-
nami metali. Stosunkowo tatwo mozna otrzymac¢ kationy polimeréw polarnych,
takich jak poli(metakrylan metylu) PMMA czy poli(glikol etylenowy) (PEG),
poli(glutaran butylenowy) PBG®” wzglednie poli(adypinian butylenowy) PBA,
gdyz zwiazki te przylaczaja protony lub kationy metali alkalicznych, tworzac
jony [M+H]* lub [M+Met]" (gdzie Met = metal alkaliczny). Polimery te przy-
taczaja jony Na' i/lub K* nawet, gdy nie byly one dodawane do analitu ani do
matrycy. Obecno$¢ jonéw sodu i potasu moze pochodzi¢ z zanieczyszczen re-
agentow, rozpuszczalnikow, matrycy, szkta i innych zrédetl. Polimery o wysokim
powinowactwie do kationow metali alkalicznych maja zdolno§¢ wytapywania
ich nawet wtedy, gdy stezenie tych jonow jest bardzo mate. Badania Bowersa™
i wspotpracownikow, korelujace analizg konformacji i energii procesu kationi-
zacji polimeréw z danymi doswiadczalnymi z MALDI wskazuja, ze tancuchy
polimerow, zawierajacych atomy tlenu, owijaja si¢ wokot kationdw takich jak
Li", Na", K"i Cs™.

Rys. 24. przedstawia owijanie kationow sodowych Na® przez tancuchy
PEG™. Widoczne sg struktury o najnizszej energii dla uktadéw Na'PEG9, Na-
*PEG13 i Na'PEG17; w kazdym przypadku kation Na* jest otoczony przez pi¢é
jednostek ~CH,-CH,-O-, co tworzy strukture podobna do eteru koronowego 15-
c-5.

Kationy wigksze tworza stabilne struktury z duzymi oligomerami, krore po-
siadaja wigcej atomdw tlenu dostgpnych do koordynacji.

Polimery weglowodorowe, zawierajace wiazania nienasycone, jak poliizo-
pren PI, polibutadien (PB) czy polistyren (PS) mozna przeprowadzi¢ w kationy
przez dodanie soli odpowiedniego metalu przejsciowego, np. Ag'X:, ktore od-
dziatuja z wiazaniami podwdjnymi polimeru®.(Rys. 25)

Najtrudniej jonizuja polimery niepolarne nasycone, jak polietylen czy poli-
propylen, wskutek skrajnie niskiej energii wigzania kation-makroczasteczka®.

Proby kationizacji polistyrenu® i polietylenu przy uzyciu soli réznych me-
tali, jak Ag(I), Cu(Il), Pd(II), Zn(II), Cd(II), Pt(IIT), Cr(III) czy Al(IIT) wykazaty,
ze tylko kationy metali przej$ciowych na +1 stopniu utlenienia kationizuja sku-
tecznie czasteczki polimerow niepolarnych.

Otrzymane serie jonow oligomerow o jednakowych odlegtosciach na wid-
mie (tej samej réznicy wartosci m/z) umozliwiaja kalibracje wewngtrzna wid-
ma®,
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Rysunek 25. Widmo MALDI-TOF polistyrenu PS 12500, domieszkowanego jonami
Ag”4-

Za pomoca MALDI mozna wyznaczy¢ nastepujace parametry polimerow:

- liczbowo $rednia mase czasteczkowa M, (number-average molecular we-
ight);

- wagowo $rednig masg czasteczkowa M (weight-average molecular we-
ight);

- polidyspersyjnos¢ (rozktad masy czasteczkowej) PD.

Mozna uzyska¢ rowniez okreslenie grup koncowych polimeru oraz infor-
macje o budowie kopolimeru blokowego lub statystycznego®.

Oznaczajac przez M, masg czasteczkowa skladnika oligomerycznego, a
przez I, — intensywno$¢ jego sygnatu, przy zalozeniu liniowej zalezno$ci pomig-
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dzy liczba jonéw a intensywnoscia sygnatu, mozemy obliczy¢ M , M i PD ze
WZOrOw:
> M1,

M, = 5
DM

M = > M,
pp= 2
M

N

Typowe widmo MALDI-TOF zwiazku polidyspersyjnego (polimeru) - po-
li(glikolu polipropylenowego) o masie czasteczkowej MW = 5300, wyznaczo-
nej metoda chromatografii zelowej (Gel Permeation Chromatography, GPC)
przedstawia rysunek 26%: Widmo to sktada si¢ z szeregu pikow o statej odlegto-
$ci, tj. statej roznicy mas Am = 58, co odpowiada masie jednostki powtarzalne;j
[-O-CH(CH,)-CH,-]

A'm =58 g/mol
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Rysunek26. Widmo MALDI-TOF poli(glikolu propylenowego), MW = 5300 (przez GPC)
Parametry, wyznaczone na podstawie MALDI-TOF dla tego polimeru to liczbowo Sred-
nia masa czqsteczkowa M, = 5157, wagowo Srednia masa czqsteczkowa M, = 5227,
polidyspersyjnos¢ PD = 1, 01 i masa maksymalna M, = 5280%.
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Zastosowanie MALDI-TOF do okreslania grup koncowych polimerow jest
przedmiotem wielu doniesien®¢6-67

Dobrym przyktadem jest tu okreslanie grup koncowych w Nylonie 6 przez
Montaudo i wspotpracownikdéw®’. Nylon 6 (Ny 6) jest popularnym polimerem
o budowie poliamidu, stanowigcym baze wielkiej ilosci widkien tekstylnych i
technicznych. Jego ogdlna struktur¢ mozna przedstawi¢ wzorem:

A NH—— CHz = CO——NH—{— CH, e COvAs

Rys.27. przedstawia widmo MALDI-TOF nylonu 6 po hydrolizie. Probkg
nylonu hydrolizowano przy uzyciu wodnego roztworu kwasu metanosulfono-
wego zgodnie z rownaniem:

v NH—— CH, b= CO—NH——CH, FE—COwA~ + HD
CH;S0,H

WNH—{—CHQ—}E— COOH + NHxA—CHyJg—COwe

Spodziewane grupy koncowe otrzymanych oligomeréw to -COOH i —NH,,.
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Rysunek 27. Widmo MALDI-TOF zhydrolizowanego nylonu 6 (Ny6).

W widmie MALDI-TOF Ny6 (Rys. 27.) dominuja intensywne piki serii o
zakresie masy od 800 do 5000 Da. Wsrod nich najwigksza intensywnoscia wy-
rézniaja si¢ piki o masach: 1285,1; 1398,2; 1511,3; 1624,4. Latwo stwierdzic,
ze odleglosci pomigdzy tymi pikami na widmie sg jednakowe, réznica masy
Am odpowiadajacych im jonow wynosi (1624,4-1511,3) = (1511,3-1398,2) =
(1398,2-1285,1) = 113,1 u, co jest zgodne z masa jednostki powtarzalnej tego
poliamidu: [NH(CH,),CO].

Jaka grupa koncowa jest obecna w oligomerze mozna wywnioskowaé przez
kolejne odejmowanie masy jednostek powtarzalnych od masy wybranego jonu.
Dla przyktadu — od masy jonu 1285,1 mozna odja¢ 11 pelnych jednostek powta-
rzalnych (11-113,1), otrzymujac: 1285,1 — (11:113,1) = 41,0. Pozostata réznica
41 u musi obejmowac grupy, dotaczone na koncach ciagu jednostek powtarzal-
nych. Uwzgledniajac przewidywane grupy koncowe, otrzymujemy budowe oli-
gomeru:

H *PHH—{— CHy~z— c%nr:]m
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tj. od masy 41,0 musimy jeszcze odja¢ 18 u (H+OH). Roznica — 23 u — wskazuje
na obecnos¢ kationu Na*, a wigc na budowg jonu przy m/z 1285,1:

H-[NH(CH,),CO], -OH...Na’

Na powigkszonej czgsci widma (Rys. 27, prawy gorny naroznik) widac, ze
kazdemu z tych intensywnych pikow towarzyszy zespot mniej intensywnych
sygnatow, np. pikowi C przy m/z 1285,1 towarzysza piki A przy 1245,1m/z, B
przy 1263,1 m/z, D przy 1301,1 m/z i E przy 1307,1 m/z.

Wykonanie obliczen, analogicznych jak powyzsze, dla pikow B (1263,1 Da)
i D (1301,1 Da) prowadzi do wniosku, ze piki typu B (tj 1263,1 Da, 1376,2 Da,
1489,3 Da i 1602,4 Da) odpowiadaja jonom protonowanym:

H-[NH-(CH,) -CO] OH...H"

a piki typu D (tj. 1301,1 Da, 1414,2 Da, 1527,3 Da i 1640,4 Da) reprezentuja
jony potasowane o strukturze:

H-[NH-(CH,) -CO] OH..K".

Piki A (1245,1 Da, 1358,2 Da, 1471,1 Da i 1584,4 Da) pochodza od protonowa-
nych oligomerow cyklicznych

-[NH-(CH,),-CO] -..H",

a piki typu E mozna przypisa¢ sodowanym oligomerom, w ktorych terminalna
grupa karboksylowa wystepuje w postaci soli sodowe;j:

H-[NH(CH,),CO] -ONa...Na".

Przeprowadzajac analogiczne rozumowanie, mozna ustali¢ strukturg grup
koncowych w Nylonie 6 po reakcji z heksametylenodiaming, ktérej widmo
MALDI przedstawia Rys. 28.
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Rysunek 28. Widmo MALDI-TOF Ny6 po reakcji z heksametylenodiaming.”

Przygotowanie prébki

W MALDI istotny wptyw na wynik ma odpowiednie przygotowanie probki,
dobor odpowiedniej matrycy, sposob jej przygotowania, zastosowanie wlasciwe-
go rozpuszczalnika i ewentualnie czynnika protonujacego (czgsto te rolg pelni
sama matryca). Sktad analitu rowniez nie jest obojgtny, chociaz metoda MALDI
wykazuje pewna tolerancj¢ zanieczyszczenia probki. Ekstrakty biatek zawieraja
zwykle sole nieorganiczne, ktore zakltdcaja proces jonizacji; sole te usuwa sie¢
metoda ekstrakcji fazy statej (solid phase extraction, SPE) albo przez przemycie
gotowych plamek na ptytce MALDI woda, jednak obie metody moga spowodo-
wac¢ wymycie innych substancji z probki (np. istotnych sktadnikéw analitu).

Mieszanina matryca-analit (np. matryca-biatko) nie jest jednorodna wsku-
tek réznej polarnosci obu zwiazkow, co prowadzi do ich rozdzielenia (separa-
cji) podczas krystalizacji. Srednica plamki docelowej jest znacznie wigksza niz
wiazki lasera, co powoduje konieczno§¢ wielokrotnych ,.strzalow” laserem w
rézne miejsca plamki, by uzyskaé statystycznie przeci¢tny wynik dla stezenia
substancji w obrgbie plamki. Dla otrzymania powtarzalnych wynikow wazne
jest rowniez stosowanie tej samej procedury przygotowywania matrycy dla da-
nej serii pomiarow.
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Najczesciej stosowane metody nanoszenia probki (analitu i matrycy) to:

1. Metoda wysychajacej kropli®® (dried droplet method) — jednowarstwowa:

Przyrzadza sig¢ osobno roztwor probki i roztwor matrycy w tym samym roz-
puszczalniku, lub — jesli to niemozliwe — w dwdch kompatybilnych; niekiedy
jeszcze uzywa sig trzeciego roztworu - $rodka kationizujacego, np. soli metalu
(mozliwe sa rézne rozpuszczalniki i st¢zenie). Wszystkie roztwory miesza sig, a
uzyskang mieszaning (0,5-1 pl) umieszcza na ptytce MALDI (MALDI target) i
pozostawia do wyschnigcia na powietrzu. Wada tej metody jest powolne wysy-
chanie probki, co moze prowadzié¢ do rozdzielenia krysztaldéw matrycy probki i
soli kationizujace;.

Modyfikacjami tej metody sa: zastosowanie odparowywania prozniowego®
lub odparowywanie w strumieniu ultraczystego azotu’®. W obu przypadkach
otrzymuje si¢ drobniejsze krysztaly, lepsza rozdzielczos¢ i powtarzalnos¢ oraz
intensywno$¢ sygnatow.

2. Metoda cienkiej warstwy (thin-layer method) — dwuwarstwowa.

Roztwoér matrycy w odpowiednim rozpuszczalniku (np. dla CHCA — roz-
twor nasycony w acetonie) nanosi si¢ na ptytke MALDI i pozwala mu si¢ wy-
schnac¢, otrzymujac cienka warstwe matrycy. Nastepnie 1 ul roztworu analitu
nanosi si¢ na wierzch uzyskanej powierzchni matrycy i suszy’'.

3. Nanoszenie przez rozpylanie
Wariantami tej metody sa: osadzanie strumieniem powietrza (air spray de-
position)™ i osadzanie przez elektrosprej (electrospray sample depositon)”.

4. Metoda mieszania cial stalych (solid/solid sample preparation)

Metoda polega na bardzo doktadnym mieszaniu drobno sproszkowanych
matrycy i probki (bez rozpuszczalnika) 1 prasowaniu catosci w pastylke. Stosuje
si¢ ja dla niektérych poliamidow, nierozpuszczalnych w pospolitych rozpusz-
czalnikach organicznych™.

Przygotowanie probki do analizy MALDI w trybie ujemnym, np. polime-
rycznych kwaséw, jak sulfonowany polistyren czy poli(kwas akrylowy), wy-
maga czg¢sto odsalania i przeksztalcenia w forme¢ protonowa”. Do tych celow
stosuje si¢ wymieniacze jonowe, odsalanie membranowe lub odsalanie ,,0n-
probe” (dostownie: ,,na sondzie”) z uzyciem monowarstw samoorganizujacych
(SAM)™.

Dla jakos$ci i powtarzalnoéci wynikéw w pomiarach MALDI istotne sa;
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- sktad matrycy;

- dodatek czynnika protonujacego, np. kwasu trifluorooctowego lub mrow-
kowego,

- odstep pomigdzy impulsami lasera,

- opdznienie czasu przyspieszenia,

- dlugosc¢ fali lasera,

- gestos$¢ energii lasera,

- kat padania wiazki lasera na cel.

Inne metody desorpcji laserowej — modyfikacje techniki MALDI:

Desorpcja/jonizacja na porowatym krzemie (DIOS, desorption/ionization on
porous silicon)”

Wprowadzona przez Siuzdaka i wspotpracownikow metoda joniacji/desorp-
cji na porowatym krzemie lub ditlenku krzemu (DIOSD, desorption/ionization
on porous silicon dioxide) umozliwia analiz¢ zwiazkdéw niskoczasteczkowych
przy uzyciu MALDI-TOF, eliminuje bowiem konieczno$¢ stosowania matrycy,
ktora zwykle daje wlasne widmo w zakresie niskich mas, utrudniajac interpre-
tacje uzyskanych wynikoéw. Zastosowanie ptytek z porowatego krzemu wzgled-
nie porowatego ditlenku krzemu umozliwia bezposrednia jonizacj¢ probki bez
uzycia matrycy (rolg matrycy pelni porowaty krzem, dzigki zdolnosci absorbo-
wania promieniowania UV). DIOS umozliwia analiz¢ zwiazkéw niskoczastecz-
kowych, czgsto o istotnej roli fizjologicznej, takich jak steroidy, prostaglandyny,
neuroprzekazniki. Metoda znajduje zastosowanie w kryminalistyce do wykry-
wania §ladowych ilosci substancji, do monitorowania reakcji enzymatycznych
(np. tworzenia choliny z acetylocholiny), do analizy peptydow, tj. trawienia biat-
ka bezposrednio na ptytce DIOS, a nast¢pnie analizowania map peptydowych
bez uzycia matrycy.

Procedura DIOS obejmuje uzyskanie porowatego krzemu z krystalicznych
ghadkich ptytek krzemowych za pomoca odpowiedniego trawienia, przy czym
tworzy si¢ warstwa porowata mikrometrowej grubosci, wykazujaca silna fo-
toluminescencj¢ po poddaniu promieniowaniu UV. Ogdlna budowe, grubosé,
porowatos¢, opornos¢ i inne parametry materiatu mozna regulowaé przez od-
powiedni dobor plytek krzemowych i warunkow trawienia. Swiezo wytrawiona
powierzchnia porowatego krzemu jest hydrofobowa (dzigki grupom terminal-
nym Si-H), ale po poddaniu reakcji hydrosililowania, kontrolowanej kwasami
Lewisa’ lub stymulowanej $wiatlem”, moze by¢ dalej funkcjonalizowana za-
leznie od potrzeb (Rys.29). Dzigki wysokiej odpornosci powierzchni hydrosili-
lowanych na warunki srodowiska wodnego, powierzchnie te moga by¢ wielo-
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krotnie uzywane, ulegajac degradacji tylko w niewielkim stopniu.

Z analizy uzyskanych widm DIOS, gdzie mozna obserwowac nienaruszone
jony roznego rodzaju, mozna wnioskowac, ze porowaty krzem wykazuje wia-
Sciwosci wysokorozwinigtej powierzchni® oraz silng absorpcje promieniowania
ultrafioletowego®!, co moze poprawi¢ efekt laserowej desorpcji/ jonizacji.

Probki do analizy DIOS rozpuszcza sig zazwyczaj w wodzie lub w miesza-
ninie metanol/woda. Poniewaz powierzchnia ptytki jest hydrofobowa, probka
nie rozlewa si¢ na duzej powierzchni, lecz skupia w punkcie. Uzycie mieszaniny
woda/alkohol poprawia penetracjg probki w glab phytki.

a b *
Plytka DIOS porowaty kizem b impuls lasera
: : .
- "
- =
= s

H s i ;@ =
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e i anali
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—————————

c
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krzem __33: — gj -gi+Si-Si

. modyfikowana chemicznie
porowata powierzchnia

krzemu

Rysunek 29. Konfiguracja eksperymentu DIOS-MS: a) cztery piytki z porowatego krzemu,
umieszczone na typowej plytce MALDI; kazda plytka ma naniesionq siatke punktow po-
miarowych (fotowzorzec, uzyskany przez naswietlenie krzemu typu n za pomocq witokna
wolframowego 300 W przez odpowiedniq maske i soczewki); b) proces desorpcji/jonizacji
na porowatym krzemie; c) przekroj przez porowaty krzem i funkcjonalizacja powierzchni
po hydroksysililowaniu (R — fenyl lub alkil).”

Aby unikna¢ nieréwnomiernego nanoszenia probek, co zwykle ma miej-

sce przy uzyciu mikropipety, stosuje si¢ aplikacje przez elektrorozpylanie. (Rys.
30.)
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Rysunek 30. Nanoszenie probki metodq elektrorozpylania — ESD (electrospray deposi-
tion). Kapilara pod napieciem wytwarza strumien kropelek roztworu analitu, natado-
wanych dodatnio. Roztwor jest rozpylany rownomiernq, cienkq warstwq na powierzchni
krzemu. [Zaadaptowano z ”°]

Rys. 31. przedstawia przyktadowe widma’?, zarejestrowane metoda DIOS,
gdzie:

a - jest widmem mieszaniny pigciu peptydoéw (kazdy w ilosci 2 pmol), tj.
peptydu o sekwencji aminokwasow MRFA (wg jednoliterowego kodu amino-
kwasow) przy m/z 524, des-arg-bradykininy (m/z 905), bradykininy (m/z 1061),
angiotensyny (m/z /297) i hormonu adrenokortykotropowego (m/z 2466); na
wstawce — rozklad izotopowy dla angiotensyny, rozdzielczo$¢ nie zaburzona
przez powierzchnig krzemu;

b — widmo DIOS-MS mieszaniny trzech zwiazkéw niskoczasteczkowych
(kazdy w ilosci 1 pmol), tj. kofeiny (m/z 196), srodka przeciwwirusowego WIN
(m/z 357) i rezerpiny (m/z 609);

¢ — widmo DIOS N-oktylo B-D-glukopiranozydu (m/z 293) i jego adduktu
sodowego [M+Na]" (m/z 315); na widmie widoczny jest takze sam kation sodo-
wy Na' (m/z 23).

DIOS daje tez mozliwos¢ identyfikacji biatka droga bezposredniego trawie-
nia proteaza na pltytce krzemowej: Immobilizowany na krzemie enzym, ktory
stuzyt do przeprowadzenia substratu w produkt reakcji enzymatycznej (i okre-
$lenia zuzycia substratu i /lub tworzenia si¢ produktu w probie wstegpnej) jest
poddawany dziataniu odpowiedniej proteazy, a nastgpnie produkty trawienia sa
analizowane za pomoca DIOS-MS (Rys. 32.).
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Rysunek 31. Przykladowe widma masowe, uzyskane metodq DIOS.
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Rysunek 32. Sekwencyjna charakteryzacja funkcjonalna i identyfikacja strukturalna enzy-
mu. W poczatkowym etapie uzyskuje si¢ informacje o aktywnosci enzymu (z oceny zuzycia
substratu i tworzenia produktu); nastepnie enzym trawiony jest na plytce, a uzyskane
peptydy F,—F, sq badane przez DIOS-MS.

227



Grazyna Bartkowiak, Grzegorz Schroeder

Desorpcja/jonizacja z wykorzystaniem modyfikowanych powierzchni (sur-
face-enhanced laser desorption/ionization, SELDI)

Jednym z wariantéw techniki MALDI jest SELDI, tj. technika desorpcji/
jonizacji z wykorzystaniem modyfikowanych powierzchni (ang. surface-enhan-
ced laser desorption /ionization, SELDI), bedaca skojarzeniem technik chroma-
tograficznych ze spektrometriag mas czasu przelotu. Stosowana w poszukiwaniu
biomarkerow réznych schorzen w skomplikowanych prébkach biologicznych,
zawierajacych czesto ztozony zestaw biatek, np. w ptynach fizjologicznych or-
ganizmu, takich jak $lina, mocz, osocze, w ekstraktach tkankowych wzglednie
plazmie.

Podstawowa metoda proteomiki, stuzaca do wykrywania biomarkeréw cho-
réb jest dwuwymiarowa, poliakrylamidowa elektroforeza zelowa, 2D-PAGE
(two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis), technika separacji mie-
szanin bialek. Jest to jednak metoda pracochtonna, mato czuta i nieodpowiednia
dla zwiazkoéw o wysokich masach czasteczkowych. Inng metoda separacji o du-
zym znaczeniu jest wysokosprawna chromatografia cieczowa, HPLC. Metody
te opieraja si¢ na elucji izolowanej substancji z fazy stacjonarnej. SELDI, w
przeciwienstwie do metod uprzednio wymienionych, opiera si¢ na zatrzymaniu
(retencji) substancji na zmodyfikowanej powierzchni. Zasada dzialania SELDI
polega na tym, ze biatka sa wychwytywane na zasadzie adsorpcji, oddziaty-
wan elektrostatycznych, podzialu lub chromatografii powinowactwa na statej
powierzchni chipu proteinowego. Powierzchnia chipu jest tak zaprojektowana,
by zatrzyma¢ na niej bialka o specyficznych wlasciwosciach, pochodzace ze
ztozonych mieszanin. Pozostate sktadniki, nie wiazace si¢ z powierzchnia sa
wymywane, a nastgpnie dodawany jest roztwor matrycy i powierzchnia jest ba-
dana metoda desorpcji/jonizacji laserowe;j.

Waznym elementem instrumentarium SELDI sa ptytki czyli chipy proteino-
we, zwane tez mikrotablicami albo mikromacierzami (microarrays), o zmody-
fikowanej powierzchni. Na ptytce SELDI (pasku folii aluminiowej) naniesione
sa plamki, ktorych powierzchnie sa zréznicowane pod wzgledem aktywnos$ci
chemicznej (Rys.33). Kazda plamka ma inne wtasciwo$ci chemiczne lub/i bio-
chemiczne — hydrofobowe, hydrofilowe, kationo- lub anionowymienne, wiaza-
ce jony metali, zawierajace unieruchomione przeciwciata, enzymy, receptory
lub DNA. Podczas gdy zwykle powierzchnia chemicznie aktywna zatrzymuje
wszystkie zwiazki danej klasy, w tym wypadku (SELDI) powierzchnia kazdej
plamki jest przeznaczona do zatrzymywania pojedynczego, $cisle okreslonego,
docelowego biatka o okreslonych wlasciwosciach fizykochemicznych. Takie
powierzchnie aktywne biochemicznie wykorzystuja specyficzne mechanizmy
rozpoznania molekularnego, jak oddziatywanie enzym-substrat, przeciwciato-
antygen, receptor-ligand lub biatko-DNA w celu wychwytywania okreslonej
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proteiny ze skomplikowanej probki biologiczne;.

Cation exchange Anion exchange Metal affinity Normal phase

A
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Rysunek 33. Plamki na ptytce SELDI o roznych wlasciwosciach powierzchni. A— po-
wierzchnie modyfikowane chemicznie, B- modyfikowane biochemicznie®

Dalszymi etapami analizy SELDI sa: wymycie ptytki (odmycie pozosta-
lych, nie zatrzymanych substancji), naniesienie matrycy i analiza w aparacie
MALDI-TOF oraz komputerowa obrobka danych. Zaleta SELDI jest mozliwos$¢
szybkiego analizowania ztozonych mieszanin, np. ptynéw biologicznych (jak
mocz, osocze, plazma), nanoszonych bezposrednio na ptytke (tablicg) i duza
wydajnos¢ analiz w okreslonym czasie. Wérod wad mozna wymieni¢ do$¢ niska
rozdzielczo$¢, co wiaze si¢ z niedoktadnym pomiarem masy.

Metodg SELDI wykorzystano do znalezienia markeréw biatkowych wcze-
snych stadiéw choroby nowotworowej, w tym raka prostaty i trzustki oraz do
monitorowania zmian w peptydach, charakterystycznych dla choroby Alzheime-
ra.

Zastosowanie samoorganizujacych si¢ monowarstw w MALDI-MS:
SAMDI (self-assembled monolayers desorption/ionization)

Technika, wykorzystujaca samoorganizujace si¢ monowarstwy organiczne
(self-assembled monolayers, SAMs) do modyfikacji powierzchni, poddawa-
nych nastgpnie analizie za pomoca MALDI oznaczana jest skrétem SAMDI
(self-assembled monolayers desorption/ionization). W technice SAMDI wyko-
rzystuje si¢ monowarstwy samoorganizujace z aktywnymi grupami koncowymi
do kowalencyjnego wigzania substratéw enzymoéw z powierzchnia. Po funkcjo-
nalizacji, powierzchni¢ poddaje si¢ dzialaniu roztworu, zawierajacego badany
enzym. Po pewnym czasie reakcj¢ przerywa si¢ przez przemycie powierzchni,

229



Grazyna Bartkowiak, Grzegorz Schroeder

dodaje si¢ roztworu matrycy, suszy i bada zuzycie substratu i tworzenie si¢ pro-
duktu za pomoca MALDI. Schemat ideowy, przedstawiajacy zasade¢ dziatania
SAMDI przedstawia Rys. 34.

Przez zmiang czasu inkubacji mozna otrzymacé profil reakcji enzymatycznej
w zalezno$ci od czasu. Wydajnos¢ przemiany enzymatycznej mozna obliczy¢
ze stosunku intensywnosci sygnatu produktu do sumy intensywnosci sygnatow
substratu 1 produktu’’.

impuls lasera

przemycie i dodanie
matrycy

enzym 4 matryca

.> grupa reaktywna % substrat enzymu

Rysunek 34. Zasada dzialania SAMDI. (A) Monowarstwa z reaktywnymi grupami korico-
wymi, osadzona na ztocie.(B) Immobilizacja substratu enzymu.(C) Dziatanie roztworu,
zawierajqcego enzym, na substrat — przeksztatcenie w produkt. (D) Po przerwaniu reakcji
(przez przemycie) — dodanie matrycy, odparowanie rozpuszczalnika i analiza powierzch-
ni przy pomocy MALDI. (Zaadaptowane z %)

W przypadku SAMDI — inaczej niz w DIOS, gdzie porowata powierzch-
nia krzemu zastgpuje matrycg — uporzadkowana monowarstwa organiczna stuzy
jedynie do selektywnego unieruchamiania analitdw, a jonizacja laserowa jest
wspomagana przez pozniejsze dodanie matrycy®.

Metoda SAMDI moze stuzy¢ do analizy ztozonej (Rys. 35.) uktadéw bio-
logicznych. Min® i wspotpracownicy zastosowali t¢ technikg do badania ak-
tywnosci roznych kinaz, uzywajac substratow peptydowych, specyficznych dla
jednego typu kinazy. Na monowarstwie unieruchomiono mieszaning czerech
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substratow, nastgpnie inkubowano w obecnosci odpowiedniej kinazy, a potem
przemyto plytke, zatrzymujac reakcje. Po naniesieniu matrycy, ptytke poddano
analizie MALDI, ktora pozwolita na okreslenie aktywnosci enzymatycznej po-
przez okre$lenie intensywnos$ci sygnalow substratow i produktow.

996
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Rysunek 35. Ztozona analiza SAMDI-MS. Immobilizacja trojskladnikowej mieszaniny
substratow na SAM, inkubacja z enzymem, przerwanie reakcji i naniesienie matrycy. Po
wysuszeniu — analiza MALDI-MS, umozliwiajqca rownolegle oznaczenie zuzycia kazde-
go z trzech substratow. [Zaadaptowano z ”°]

Technika SAMDI stwarza szerokie perspektywy dla chemii medycznej. Me-
toda jednoczesnego unieruchomienia réznych biomolekul na tej samej mono-
warstwie SAM moze postuzy¢ do szybkiego testowania enzymow, inhibitoréw
lub potencjalnych lekow.

Wady i zalety techniki MALDI

Technika MALDI, mimo jej burzliwego rozwoju w ostatnich latach, posia-
da pewne ograniczenia i niedogodnos$ci. Jakkolwiek dla proteomiki i genomiki
MALDI jest poteznym i niezastapionym narzedziem badawczym, jednak nie do
wszystkich zwiazkéw mozna t¢ technike spektralng stosowac. Zastosowania de-
sorpcji/jonizacji laserowej, wspomaganej matryca, ograniczaja si¢ do zwiazkow
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polarnych, cial statych lub niclotnych cieczy, o masach czasteczkowych powy-
zej 500 (przy nizszych masach widmo bywa nieczytelne z powodu obecnosci
maskujacych jondw matrycy), a zawodza dla zwiazkéw lotnych, niepolarnych
(ktore trudno jest zjonizowaé zaréwno dodatnio jak i ujemnie) i niskoczastecz-
kowych.

Aparaty MALDI dziataja glownie z analizatorami czasu przelotu (TOF),
ktore tez nie sga pozbawione wad, poniewaz analizatory liniowe (linear TOF)
umozliwiaja pomiary duzych mas, ale maja nizsza rozdzielczo$¢, natomiast ana-
lizatory ze zwierciadtem (reflectron TOF) maja duza rozdzielczos¢, ale nie na-
daja si¢ do analizy bardzo duzych czasteczek.

Wada (ale i zaleta) MALDI jest tez praktyczny brak fragmentacji i ograni-
czone mozliwosci $ledzenia rozpadu czasteczki, gdyz traci sig¢ czg$¢ informacji
o strukturze badanej substancji, ktore mozna by uzyskaé¢ z widma MS.

Z drugiej strony fakt, ze mamy do czynienia z nienaruszona czasteczka
utatwia identyfikacj¢ 1 umozliwia analizg ztozonych mieszanin zwiazkoéw wiel-
koczasteczkowych, jak biatka czy polimery.

Wsrod licznych zalet techniki MALDI nalezy wymieni¢ mozliwos$¢ ana-
lizowania duzego zakresu mas: od 500 do 1 000 000 Da, prostote i szybkos¢
wykonania analizy (mozna wykona¢ kilkadziesiat pomiarow dziennie), mata
wrazliwos¢ metody na zanieczyszczenie probki oraz czgsto niewielkie rozmiary
aparatu (bench-top, aparat mieszczacy sig na stole laboratoryjnym). Nowa gene-
racja aparatow MALDI umozliwia automatyzacj¢ procesu pomiarowego, uzycie
ptytek jednorazowych typu ,,prespotted” z naniesiona fabrycznie matryca, do-
taczenie przystawki autoPSD (automated post-source decay), pozwalajacej na
doswiadczenia typu MS/MS czyli §ledzenie rozpadu wybranego jonu macierzy-
stego, dostrajanie rozdzielczosci do potrzeb pomiarowych oraz tatwa obrobke
komputerowa uzyskanych danych z mozliwo$cia usuwania z widma sygnatow,
pochodzacych z tta.

Wprowadzenie nowych rozwigzan technologicznych, jak optyki jonowej,
widm panoramicznych, udoskonalonych laseréw i réznych technik ekstrakcji
jonow (delayed ion extraction, pulsed ion extraction) spowodowato, ze MALDI
stala si¢ jedna z najdynamiczniej rozwijajacych si¢ technik spektrometrii mas.

Podzigkowanie
Praca naukoaw finansowane ze $rodkow na nauke¢ w latach 2009-2012, jako
projekt badawy (N 204 — 028636).
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