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Kompleksy fluorochinolonéw z jonami metali.
Analiza czynnikéw wptywajacych na ich trwatosc
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Ze wzgledu na szerokie spektrum dziatania prze-
ciwbakteryjnego, mozliwos¢ doustnego i parenteral-
nego podawania, dobrg wchtanialno$¢ oraz osigganie
wysokich stezen terapeutycznych w tkankach i pty-
nach ustrojowych, szybka eliminacje z organizmu,
chemiczng oraz biologiczng stabilnosé¢, a takze ze
wzgledu na mate prawdopodobienstwo wystapie-
nia powaznych dziatani ubocznych, fluorochinolony
(FQ) zajmuja bardzo wazne miejsce we wspotcze-
snej medycynie ludzkiej oraz weterynaryjnej [1-4].
Fluorochinolony sg czesto i chetnie wykorzystywa-
ne w leczeniu réznego rodzaju infekcji, ze wzgledu
na bardzo korzystne wtasciwosci terapeutyczne, far-
makokinetyczne oraz wysoka aktywnos¢ przeciw-
bakteryjna [1-4].

Systematyczne badania, w szczegélnosci ukierun-
kowane na zaleznos¢ pomiedzy budowg czastecz-
ki a aktywnoscig FQ, zaowocowaty wprowadzeniem
nowych pochodnych, charakteryzujgcych sie lepszy-
mi parametrami farmakokinetycznymi, szerszym
spektrum dziatania przeciwbakteryjnego, mniejszym
prawdopodobienstwem wystgpienia dziatan ubocz-
nych oraz wzajemnych niepozadanych oddziatywan
z innymi lekami [1, 2].

Warunkiem dziatania przeciwbakteryjnego che-
mioterapeutykéw z grupy fluorochinolonéw jest
obecnos¢ uktadu grup karboksylowej i karbonylo-
wej, podstawionych w pozycjach 3 oraz 4 podstawo-
wego uktadu 4-chinolonu lub naftyrydyny. Nalezy
podkresli¢, ze uktad ten jest charakterystyczny dla
wszystkich lekéw z grupy fluorochinolonéw, lecz jed-
noczesnie uwaza sie, ze ten sam uktad grup kar-
boksylowej i karbonylowej jest odpowiedzialny za
kompleskowanie jonéw metali wielowartosciowych
przez czasteczki fluorochinolonéw [5-9]. Problem wy-
stepowania interakcji pomigdzy fluorochinolonami
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a jonami metali wielowartosciowych jest ciggle
przedmiotem wielu badan. Potgczenia takie w istotny
spos6b zmieniaja dostepnos¢ biologiczna analizowa-
nych lekow i czesto powstate kompleksy same wyka-
zuja istotna aktywnos¢ przeciwbakteryjna. W wielu
potaczeniach sposéb koordynacji ligand—metal jest
wcigz daleki od jednoznacznego okreslenia, stad tez
ciggty wzrost zainteresowarn badaniami nad zwigzka-
mi metali z fluorochinolonami.

Przeprowadzenie szerokich i systematycznych

badan, pozwalajacych na opisanie réwnowag kom-
pleksowania fluorochinolonéw z jonami metali
wielowartosciowych oraz okreslenie mechanizmu
zachodzacej reakcji, ma istotne znaczenie nie tylko
poznawcze, ale rowniez praktyczne. Badania takie
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moga pozwoli¢ nie tylko na okreslenie rodzaju form
powstajgcych kompleksow w badanych uktadach,
oznaczenie ich trwatosci czy ustalenie wptywu pod-
stawnikéw na charakter réwnowag, ale i przyczynic
sie do lepszego poznania mechanizméw podobnych
interakcji w warunkach in vivo. Wyniki badan oddzia-
tywan fluorochinolonéw z jonami metali powinny
wptynaé na optymalizacje terapii u chorych leczonych
fluorochinolonami. Udowodniono, ze jony magnezu-
(1) oraz glinu(llN), wystepujace w preparatach z grupy
Antacida, powodujg powstanie zwigzkéw komplekso-
wych. Rowniez wykazano, ze jony cynku(ll), miedzi(ll)
czy wapnia(ll), powszechnie zazywane wraz z suple-
mentami witaminowymi i multimineralnymi, takze
tworza stabilne potaczenia kompleksowe w szero-
kim zakresie pH [5-9].

Najnowsze doniesienia informuja takze, ze jony
metali, zwtaszcza magnezu oraz cynku, petnia bar-
dzo wazna role w procesie stabilizacji kompleksu FQ
z DNA komorki bakteryjnej, blokujac jego replikacje
i tym samym powodujac $mier¢ drobnoustrojéw cho-
robotwérczych [10, 11].

Réwnowagi protonowania fluorochinolonow

Jak juz wspomniano wyzej, fluorochinolony sg po-
chodnymi uktadu 4-chinolonu lub 8-azachinolony. Ce-
cha charakterystyczng wszystkich FQ jest obecnos¢,
w pozycjach 3 i 4 ich podstawowego szkieletu, grup
karbonylowej i karboksylowej, determinujacych ich
podstawowe wtasciwosci przeciwbakteryjne.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna FQ zalezy takze od
podstawnika w pozycji 1. Pozycja ta jest z reguty pod-
stawiona grupg etylowa lub cyklopropylowg o wtasci-
wosciach lipofilnych [12, 13].

Obecnos¢ atomu fluoru w czastecz-
ce poprawia aktywnos¢ przeciwbak-
teryjna FQ. Wszystkie fluorochinolony
podstawione sg atomem fluoru w po-
zycji 6, ponadto atomy fluoru moga
by¢ usytuowane w pozycjach 5 i 8.
Atom fluoru w pozycji 6 nie moze by¢
zastapiony innym fluorowcem [12, 13].

Istotne znaczenie na zachowanie

z pochodnymi podstawionymi w tym miejscu grupg
metylowa. Uwaza sie, ze podstawniki te wchodza
w interakcje z enzymami bakteryjnymi i wptywa-
ja na strukture i przepuszczalnosé bton komérko-
wych [12, 13].

Analiza struktury tej grupy lekéw pozwala zauwa-
zy¢ mozliwos¢ wystepowania réznorodnych interak-
cji, ktore zostaty potwierdzone w wielu badaniach
klinicznych. W literaturze przedmiotu mozna znalez¢
wiele fragmentarycznych doniesief na temat réw-
nowag kompleksowania fluorochinolonéw z jonami
metali [8, 14-16].

W rozwazaniach nad mechanizmem reakcji kom-
pleksowania istotna jest dyskusja statych dysocjacji
stosowanych do opisu réwnowag proteolitycznych
ligandow oraz statych trwatosci powstatych kom-
pleksow.

W literaturze spotka¢ mozna czteroprotonowy (ry-
cina 1a) oraz dwuprotonowy (rycina 1b) model réw-
nowag protonowania fluorochinolonéw [17-20].

Wedtug modelu czteroprotonowego zidentyfiko-
wano cztery rézne state dysocjacji (pK,), odnoszace
sie kolejno do: pK,, — grupy karboksylowej w pozy-
¢ji 3, pK,, — atomu azotu uktadu 4 chinolonu w pozy-
¢ji 1, pK_,—atomu azotu (N’1) uktadu piperazynowego
podstawionego w pozycji 7, pK,, —zewnetrznego ato-
mu azotu (N'4) uktadu piperazynowego podstawione-
go w pozycji 7 [17, 18].

W modelu dwuprotonowym identyfikuje sie dwie
state dysocjacji: pK,, odnoszacg sie do grupy kar-
boksylowej oraz pK,, dotyczacg atomu azotu N’4.
Zgodnie z tym modelem, uwaza sie, ze czasteczka
fluorochinolonu w zaleznosci od srodowiska moze
wystepowat w trzech réznych formach: kwasowej
(H,Q*), zasadowe] (Q°) oraz obojetnej (HQ). Ponad-
to w modelu dwuprotonowym postac obojetna czg-
steczki FQ moze samorzutnie przechodzi¢ w postaé
jonu obojnaczego (HQO*). Uwaza sie postac (HQ) oraz
postat (HQO*) za formy izomeryczne czasteczki FQ.
Badania rownowag protonowania fluorochinolonéw
najczesciej przeprowadza sie zgodnie z modelem
dwuprotonowym (rycina 2). Doktadny opis réwno-
wag protonowania liganda oraz doswiadczalne wy-

terapeutycznych w tkankach
i ptynach ustrojowych,
szybka eliminacje

z organizmu, chemiczng
oraz biologiczng stabilnosé,
a takze ze wzgledu na

mate prawdopodobiefstwo
wystapienia powaznych
dziatan ubocznych,
fluorochinolony (FQ) zajmuja
bardzo wazne miejsce we
wspobtczesnej medycynie
ludzkiej oraz weterynaryjnej.

znaczenie wartosci statych dysocjacji FQ (pK, i pK_))
jest warunkiem koniecznym w dalszej analizie réwno-
wag kompleksowania FQ z jonami metali wielowarto-
sciowych [17, 19-20].

sie czasteczki fluorochinolonu maja
podstawniki w pozycji 7. Wptywa-
ja one na farmakokinetyke, aktyw-
nos¢ biologiczng oraz zakres dziatania
przeciwbakteryjnego. Najczesciej po-
zycja 7 uktadu 4-chinolonu jest pod-
stawiona pochodnymi piperazyny.
Obecnosc¢ pierscienia 4-metylopipe-
razynowego wydtuza okres pottrwa-
nia, a podstawniki takie jak: pierscien
piperazynowy, 3-aminopirolidonowy,
podstawione w tej pozycji, zwiekszaja
8-krotnie site dziatania, w poréwnaniu

Wyznaczanie statych rownowag — wybor
i weryfikacja metody analitycznej

Wykorzystywanych jest wiele metod analitycz-
nych pozwalajacych na opisanie réwnowag kom-
pleksowania, jednak najczesciej wykorzystywanymi
do tego celu sa metody miareczkowania potencjo-
metrycznego oraz metoda spektrofotometryczna.
W badaniach nad réwnowagami kompleksowania

574 Tom 66 - nr 8- 2010 - i@



) INTERAKCJE LEKOW

I-|/
H

& |
N+\) R
HQ*_

0 0
4
s>
]
N
1
I
a) pK““ H’\AIP R1
Rycina 1. Modele dysocjacji czasteczki FQ: a) model czteroprotonowy, b) model dwuprotonowy
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Rycina 2. Schemat réwnowag protonowania fluorochinolonéw zgodny z modelem dwuprotonowym

fluorochinolonéw z jonami metali wielowartoscio-
wych z powodzeniem wykorzystano takze metode
wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej (HPCE) [21].

Metoda miareczkowania potencjometrycznego
jest najdoktadniejsza i najczesciej stosowang meto-
da wyznaczania rownowag kompleksowania w roz-
tworach. W metodzie tej wykorzystuje sie zmiany pH
(lub SEM [mV]) badanego uktadu, jako funkcje obje-
tosci dodanego titranta. Podczas tworzenia sie kom-
pleksu pomiedzy jonem metalu i ligandem nastepuje
uwolnienie protondw. Ligand (czysty fluorochino-
lon) miareczkuje sie w szerokim zakresie pH miano-
wanym roztworem zasady (lub kwasu), a nastepnie
w ten sam sposéb miareczkuje sie uktad, w ktérym
oprécz wolnego liganda obecne sg takze jony metalu.
W obu przypadkach wykresla sie krzywa miareczko-
wania w uktadzie pH=f(a). Réznice w przebiegu krzy-
wych miareczkowania czystego liganda oraz liganda
w obecnosci jonéw metalu Swiadczg o zachodzacej
reakcji kompleksowania [22-24].

W metodach spektrofotometrycznych wykorzy-
stywany jest fakt, iz wtasciwosci optyczne zwiazkow
kompleksowych réznig sie zazwyczaj od wtasciwosci
optycznych roztworéw poszczegdlnych sktadnikow
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wchodzacych w sktad kompleksu. Zmiana wtasciwo-
Sci optycznych jest Scisle zalezna od powstawania
wigzah koordynacyjnych. Stosowanie metod ana-
litycznych opartych na pomiarze absorpcji swiatta
jest korzystne w badaniach réwnowag komplekso-
wania, poniewaz metody te umozliwiaja selektywne
oznaczenie bardzo matych stezen niektérych indywi-
duéw bez zmiany sktadu roztworu. Jedng z korzyst-
niejszych metod spektrofotometrycznch jest Metoda
Bjerruma, stosowana w przypadku stopniowego two-
rzenia kompleksow, jesli ligand ulega protonowaniu
i znane sa state protonowania oraz kiedy kompleks
z maksymalna liczba ligand6w selektywnie absorbu-
je Swiatto przy wybranej dtugosci fali. Duza zaleta tej
metody jest mozliwos¢ Sledzenia zmian stezenia wol-
nego liganda w szerokim zakresie pH [22-24].

Rownowagi kompleksowania oraz analiza
ANOVA badanych uktadow

Najczesciej spotykanym problemem chemii row-
nowag kompleksowania jest wybér modelu, czy-
li zestawu form w uktadzie, co jest réwnoznaczne
z okresleniem sktadu tworzacych sie potaczen oraz
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oznaczenie statych trwatosci tych
form. Autorzy niniejszej pracy prze-
prowadzili systematyczne badania
kompleksowania ciprofloksacyny,
enoksacyny, enrofloksacyny, lome-
floksacyny, ofloksacyny i jej lewoskret-
nego enancjomeru levofloksacyny,
norfloksacyny oraz sparfloksacyny,
z jonami glinu(l1), zelaza(lll), miedzi-
(1), cynku(l1), wapnia(ll) i magnezu(ll).

Badania reakcji kompleksowania
metoda miareczkowania potencjome-
trycznego prowadzono w oparciu o sto-
sunki molowe FQ-Me: 1:1, 2:1 oraz 3:1
dla jonéw glinu(lll), 2:1 oraz 3:1 dla jo-
néw zelaza(lll), 2:1 dla jondw cynku(ll)
i miedzi(Il) oraz kolejno 1:4 i 1:2 dla jo-
néw wapnia(ll) i magnezu(ll). Miarecz-
kowanie prowadzono w zakresie pH od
2,2do 10,5 w temperaturze pokojowej,
w atmosferze gazu obojetnego (azo-
tu) w celu unikniecia wptywu dwutlen-
ku wegla na pH mieszaniny reakcyjnej.

Badania reakcji kompleksowania

metoda spektrofotometrii UV (metoda Bjerruma) pro-
wadzono w oparciu o stosunki molowe: FQ-Me 2:1,
3:1 dla jonow glinu(lll) i zelaza(lll) oraz 2:1 dla jonéw

wielowartosciowych analizowano zawsze w odniesie-
niu do widm czystych zwigzkow.

Opracowano wiele réznych programéw kom-
puterowych umozliwiajgcych obliczenie ztozonych
réownowag kwasowo-zasadowych. Znane s takie
programy, jak: BEST, LETAGROP, PSEQUAD, SCOGS,
TITAN, MINIQUAD czy SUPERQUAD oraz wiele in-
nych [25, 26]. Przedstawiony problem oznaczenia sta-
tych trwatosci poszczegblnych form kompleksowych
w uktadach FQ-Me, korzystnie jest rozwigzac przy po-
mocy programu komputerowego HYPERQUAD 2003,
umozliwiajacego analize danych eksperymentalnych
uzyskanych zaréwno w wyniku miareczkowania po-
tencjometrycznego, jak i spektrofotometrycznego
w zakresie UV. W ostatnim etapie badan przepro-
wadzono statystyczng analize ANOVA uzyskanych
danych eksperymentalnych, w celu oszacowania
wptywu poszczegblnych czynnikdéw na wartosci su-
marycznych statych trwatosci badanych potaczen
kompleksowych [17, 27].

Reakcje kompleksowania fluorochinolonéw bada-
no zgodnie z ponizszym ogbélnym réwnaniem:

pM™ + gFQ + rH" <& /\/lpFQqu

Wykorzystanie programu HYPERQUAD opiera sig
na zatozeniu, opisanym ponizsza zaleznoscia [25]:

miedzi(l) i cynku(ll). Widma rejestrowano w zakresie
od 200 do 400 nm. Mieszanina reakcyjna byta prze- C, =M+ Zpoq,[M]”[FQ]q[H]’
noszona do spektrofotometru UV-VIS w sposéb cia-
gty, za pomoca pompy perystaltycznej. Wyznaczano
widma UV analizowanych uktadéw w zaleznosci od
objetosci dodanego mianowanego roztworu NaOH. C,=[H] +Zrﬁpq,[/\/l]”[FQ]q[H]’
Widma fluorochinolonéw w obecnosci jonéw metali

C,, = [FQ) + 58, IMPIFQYIH)

gdzie: C,, C,, oraz C,, oznaczaja stezenia catko-
wite jonéw wodorowych, metalu i liganda w bada-
nym uktadzie, [H], [FQ] oraz [M] oznaczaja stezenia
ENRX dla form wolnych jonéw wodorowych, liganda oraz

Em&;ﬁ;ﬁlsf g:l na‘;% iy metalu, obecnych w roztworze, natomiast parame-
104 ENRX-Cu 2:1 P a°_-'° 14 try p, g oraz r sa wspoétczynnikami stechiometrycz-

meﬂgzﬂz da °'," nymi odpowiadajacymi powstajgcemu kompleksowi

' M_FQH, [25, 27]. Parametr r przyjmujgc wartosci
dodatnie okresla stopiefi uwodornienia kompleksu,
przyjmujac wartosci ujemne oznacza, ze dany kom-
pleks posiada przytaczona grupe lub grupy hydrok-
sylowe (OH"). Natomiast, jezeli parametr r przyjmuje
wartos¢ zero, oznacza to, ze dany kompleks wyste-
puje w postaci /\/IPFQq [25, 27]. Miarg doktadnosci
przeprowadzonej analizy komputerowej jest obser-
wacja dopasowania krzywych teoretycznych z dany-
mi doswiadczalnymi. Dodanie do zatozonego modelu
niewtasciwej formy zwigzku kompleksowego powo-
m duje pogorszenie dopasowania krzywej teoretycznej,
zwiekszenie wielkosci bteddéw obliczonych statych
trwatosci, a takze uniemozliwia dalsze obliczenia. Za-
ktada sie, iz btad obliczonej statej nie moze by¢ wyz-
szy niz 0,5 jednostki.

Oompb) (O e

pH

2,5 3.0

Rycina 3. Krzywe miareczkowania czystej enrofloksacyny oraz uktadow
enrofloksacyny z jonami glinu(lll), zelaza(ll1), miedzi(l), cynku(ll) oraz magnezu(ll)
(22°C, 1=0,1 mol/dm? NacCl)
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Zbadano 42 uktady kompleksoéw ciprofloksacyny,
enoksacyny, enrofloksacyny, lomefloksacyny, oflok-
sacyny i levofloksacyny, norfloksacyny oraz sparflok-
sacyny z jonami glinu (l1l), zelaza (I1), miedzi (1), cynku
(1), wapnia (I1) i magnezu (Il) metoda miareczkowania
potencjometrycznego oraz 32 uktady ligand—metal
metoda miareczkowania spektrofotometrycznego,
z ktérych 22 nie byto dotad opisanych w dostepnym
piSmiennictwie.

Krzywe miareczkowania potencjometrycznego
(rycina 3) oraz spektrofotometrycznego uktadow flu-
orochinolonéw z jonami metali wielowartosciowych
analizowano zawsze w odniesieniu do krzywych mia-
reczkowania czystych fluorochinolonéw. Znaczace
roznice w przebiegu krzywych miareczkowania ukta-
déw fluorochinolonéw z metalami Swiadczg o zacho-
dzacej reakcji kompleksowania.

Opisano state dysocjacji wszystkich badanych flu-
orochinolonow, obliczono state trwatosci (logB,, )
komplekséw FQ z metalami oraz oznaczono rodzaj
form wystepujacych w badanych uktadach w zalez-
nosci od odczynu Srodowiska.

Do oznaczenia statych trwatosci zwigzkéw kom-
pleksowych i selekcji form w uktadach zastosowano
program komputerowy HYPERQUAD, wykorzystujac
wyniki miareczkowania potencjometrycznego i spek-
trofotometrycznego, a obliczone dane poréwnano
z danymi z piémiennictwa.

Okreslono takze dystrybucje i obszary domino-
wania poszczegblnych form w zaleznosci od $ro-
dowiska (rycina 4) oraz wygenerowano widma UV
analizowanych potaczen kompleksowych (rycina 5).
W kilku przypadkach, obok znanych prostych kom-
plekséw, stwierdzono wystepowanie szeregu no-
wych typéw zwigzkéw. Nowe dane uzyskano dla
takich fluorochinolonéw, jak: enrofloksacyna, enok-
sacyna oraz sparfloksacyna, uzupetniono dane dla
uktadow lomefloksacyny z Fe(lll) oraz ciprofloksa-
cyny z Mg(ll). Potwierdzono, ze sita oddziatywan
fluorochinolonéw z jonami metali wielowartoscio-
wych uktada sie wedtug nastepujacego szeregu:
Fe3>AlBH>Cu?2Zn*>Ca?>Mg?.

Analiza danych eksperymentalnych umozliwita
oznaczenie statych trwatosci komplekséw (log,qur)
fluorochinolonéw z jonami metali wielowartoscio-
wych (tabela 1). Dla jonow glinu(lll) oraz Zelaza(lll)
opisano nastepujace potaczenia kompleksowe:
Me(FQ)H, Me(FQ),, Me(FQ),, Me(FQ),H, Me(FQ),H, oraz
I\/\e(FQ)3H3. Po raz pierwszy oznaczono réwniez kom-
pleksy o stechiometrii Me(FQ)H,, Me(FQ)H oraz Me(FQ),
zjonami miedzi(ll) i cynku(ll). Stwierdzono, Ze najtrwal-
sze zwigzki kompleksowe fluorochinolony tworzyty
w obecnosci jonéw zelaza(lll) i glinu(lll), a nastepnie
miedzi(ll) oraz cynku(ll). Kompleksy z jonami wapnia(ll)
i magnezu(ll) charakteryzowaty sie najmniejsza trwa-
toscia, potwierdzajac tym samym, Ze sita oddziaty-
wanh uktada sie zgodnie z szeregiem Irwinga-Williamsa.
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Rycina 5. Krzywa miareczkowania spektrofotometrycznego dla uktadu
enrofloksacyna—glin(lll) (stosunek molowy OFX-Al. 2:1, 22°C, I=0,1mol/dm? NaCl)

Najwigksze wartosci statych trwatosci (logB, ) ob-

liczono dla potaczer Me(FQ),H,, natomiast najmniej
trwate byty kompleksy o strukturze Me(FQ),0H.
Stwierdzono takze, ze srodowiskiem uprzywilejo-
wanym do tworzenia stabilnych komplekséw z jo-
nami glinu i zelaza jest pH kwasowe, a dla jonéw
cynku i miedzi Srodowisko o odczynie obojetnym.
Jony wapnia i magnezu tworzg trwate kompleksy
w srodowisku o pH zasadowym. Stwierdzono tak-
ze, ze protonowane formy komplekséw wystepuja
w srodowisku o pH kwasowym, natomiast potacze-
nia z podstawiong grupa hydroksylowa w roztworach
0 odczynie zasadowym.

Widma UV komplekséw fluorochinolonéw z jo-
nami metali charakteryzowaty sie wystepowaniem
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Tabela 1. Obliczone state trwatosci zwigzkdéw kompleksowych (logB, ) analizowanych fluorochinolonéw z jonami metali wielowartosciowych

pqr

pqr CPX ENX ENRX LOMX LEVX OFX NFX SPRX
AP+
11-2 - -3,37+0,09 -3,96 +0,08 -2,12£0,06 -0,12£0,06 -3,56 +0,06 -4,09 + 0,07
11-1 4,96 +0,03 5,26 + 0,04 4,10+ 0,04 5,98 +0,09 7,71 +0,06 5,21+0,03 4,71 +0,02 6,13 +0,05
110 11,21 +0,05 11,27 +0,05 9,87 £0,06 13,25+0,08 13,88+ 0,05 12,21+0,03 10,23+ 0,06 13,82 £0,05
111 16,27 +0,0 16,33 £0,05 15,14+ 0,06 18,95 +0,07 18,90+ 0,05 17,56 £ 0,04 15,36 0,03 17,68 + 0,07
112 18,87 +£0,09 19,24 + 0,08 18,09+ 0,09 23,01 +0,08 21,38+0,10 18,67 + 0,05 17,80+0,08 20,53 +£0,09
12-1 - 8,99+0,09 7,03+0,05 9,01+0,16 7,85+0,20 7,05+0,13 7,77 +0,22 8,41+0,25
120 15,92 +0,08 27,31+0,09 14,70 + 0,06 17,19+0,37 16,54 +0,09 15,32+0,08 16,28 +0,12 17,25 +0,17
121 23,73 +0,05 45,04+0,09 21,67 +0,05 25,78 +0,14 24,21 +0,09 22,70+£0,07 23,50+0,10 24,88 +0,14
122 29,67 +0,06 51,43 +0,09 27,36 £0,06 23,36 0,11 31,17 +£0,08 28,84 +0,07 29,46 +0,08 29,47 £0,19
130 19,56 +0,16 20,32+0,16 22,89+0,24 - 18,14+0,28 19,14 +£0,33 19,17 £0,16 -
131 27,78 +0,29 28,56 £0,02 - 30,19+0,33 26,49 +0,17 27,34+0,25 27,74 +0,11 28,40+0,28
132 36,41 +0,07 36,85+0,10 37,68 £0,25 38,24+0,29 34,05+0,13 34,79+0,24 35,79 +0,07 35,80+0,32
133 43,53 +0,08 43,83 +£0,08 44,28 +0,23 45,55+0,44 40,85 0,07 41,11 +0,15 42,79 +0,05 42,53+0,23
Fe’*
110 16,68 £ 0,09 - 15,19+ 0,06 20,16 0,15 16,93+0,13 17,67 £0,08 12,61+0,30 13,69 £0,05
111 18,86+ 0,11 16,74 £ 0,06 17,58 £0,14 2544 +0,03 18,98 £0,28 20,32+0,08 15,80+0,16 -
12-1 - 1499 +0,06 13,97 +0,05 16,85 +0,04 14,86 £0,12 14,38 +0,07 - 18,55+0,21
120 22,81+0,15 - - - 22,67 £0,12 22,44 +0,04 22,47 +0,06 24,62 + 0,03
121 30,92 £0,06 30,06 + 0,04 28,11 £0,05 32,91+£0,07 29,84+0,10 29,75+ 0,06 28,23 £0,09 31,06 +0,16
130 26,57 +0,11 27,67 +0,46 25,16 £0,05 28,25+0,35 25,82+0,18 26,03+0,20 30,60+0,09 31,25 +0,47
131 34,20+0,38 36,68 £0,12 32,14+0,09 36,68 +0,31 33,88+0,11 34,65 +0,06 38,46 +0,08 37,09 +0,06
132 42,15+0,17 44,10+0,10 39,06 £0,06 44,46 +0,23 40,92 +0,09 42,07 £0,04 44,86 +0,07 -
133 48,63 +0,14 50,18 +0,11 44,63 +0,06 51,60 +0,17 46,92 +0,08 48,32 +0,05 47,80+0,16 50,54 +0,30
Cu?
111 14,89+0,22 14,52 0,13 12,73 £0,10 15,94 +0,07 13,74 +0,04 14,21 +0,03 14,75 +0,08 14,41 +0,15
12-1 6,13+0,21 - 1,39+0,17 1,53+0,34 1,66 £0,06 1,88 +0,04 2,92+0,11 3,28+0,16
120 16,06+ 0,11 13,92+0,14 11,27 +£0,05 12,59 +0,05 11,08 £0,03 11,31+£0,02 12,78 £0,07 12,85+0,11
121 22,60+0,22 - 18,27 £0,09 20,92 +0,06 19,18 £0,04 19,42 +0,03 21,15+0,07 20,99+0,12
122 29,06 +0,15 27,85+0,12 25,73 +£0,05 28,61+0,06 26,25+0,03 26,56 +0,03 28,45+0,06 28,44 +0,09
n*
111 12,74 +0,15 9,62 +0,07 13,26 £ 0,04 14,20 +0,07 12,90 +0,05 14,64 £0,11 12,90+0,09 13,16 £ 0,11
120 10,49 +0,13 - 9,52+0,03 9,68 £0,07 9,08 +0,05 10,51 +0,09 10,50 £0,07 9,37 +0,34
121 17,82 £0,20 24,45+0,11 17,06 £ 0,05 18,04 +0,07 17,20 £ 0,04 18,36 £0,13 17,80 +0,15 18,72 £0,09
122 24,84 £0,24 - 23,70+0,12 24,26 +0,50 23,87 +0,11 24,40+0,50 25,35+0,07 2591+0,08
Ca*
111 11,24+ 0,01 - - 10,66 +0,01 9,93+0,03 9,89+0,03 10,65 +0,03 10,97 +0,09
110 3,09+0,01 1,44 +0,11 - 2,18+0,03 2,18+0,03 2,36 +0,03 2,80+0,09
12-1 -4,07 £ 0,03 - - -6,07 +0,05 -5,19£0,04 -4,90+0,04 -5,56 + 0,06 -3,53+0,16
121 14,17 £0,18 13,70+£0,09 -5,25+0,06 12,52 £0,39 12,84 +0,13 12,41+0,25 14,01 +0,08 -
Mg
111 11,88 £ 0,04 11,20+ 0,11 10,11+ 0,06 10,90+ 0,05 11,88 £0,07 11,11 £0,05 11,80 £0,05 11,54 £0,06
110 3,79+0,04 2,81+0,09 2,83+0,07 2,17 £0,09 4,61+0,09 3,25+0,06 3,63+0,06 3,21+0,10
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dwoch oddzielnych pasm absorpcji. Maksimum pa-
sma o wyzszej energii widoczne byto w zakresie
260-280 nm, natomiast pasmo o nizszej energii ob-
serwowano w zakresie 330-360 nm. Pierwsze pasmo
odpowiadato absorpcji promieniowania przez podsta-
wowy uktad 4-chinolonu, natomiast pasmo o nizszej
energii odpowiadato zmianom absorpcji promienio-
wania uktadu jon metalu — grupa karboksylowa oraz
jon metalu — grupa karbonylowa. Zmiany widm UV
kompleksu enrofloksacyny z jonami glinu przedsta-
wiono na rycinie 5.

W badaniach prezentowanych w niniejszej pracy,
autorzy zastosowali wieloczynnikowy model ana-
lizy wariacji, na podstawie ktérego podjeto probe
okreslenia i zrozumienia wptywu poszczegélnych pa-
rametréow na wartos¢ statych trwatosci log,Bpqr kom-
plekséw fluorochinolonéw z jonami metali.

Analiza wariancji (ANOVA) jest bardzo przydat-
na technika statystyczna, pozwalajaca na okreslenie
wptywu jednego lub wielu réwnoczesnie dziataja-
cych czynnikdéw na badany proces. Metoda ta okresla
prawdopodobiefstwo wystepowania réznic pomie-
dzy wyodrebnionymi czynnikami, a obserwowanymi
Srednimi grupowymi. W literaturze opisane sg trzy
modele analizy wariancji [27, 28]. Jesli badany jest
wptyw tylko jednej grupy czynnikéw na dang obser-
wacje —mowimy o jednoczynnikowej analizie warian-
cji (one-way ANOVA), jesli badany jest wptyw dwadch
lub wiecej grup czynnikéw — méwimy o dwuczynniko-
wej lub wieloczynnikowej analizie wariacji (two-way
ANOVA lub multifactorial ANOVA).

Pierwszym analizowanym czynnikiem byta licz-
ba liganda w kompleksie (LF). Czynnik ten przyjmuje
wartosci 1, 2 oraz 3, odpowiadajace liczbie czasteczek
liganda (fluorochinolonu), z ktérego zbudowany jest
zwigzek kompleksowy [17, 27].

Drugim czynnikiem byt rodzaj metalu (Me), two-
rzacy centrum koordynacyjne zwigzku komplekso-
wego. Czynnik ten sktada si¢ z szeSciu podpoziomow
odpowiadajacych jonom metali wielowartosciowych
(Al, Fe, Cu, Zn, Ca oraz Mg), wykorzystanych w pre-
zentowanych badaniach [17, 27].

Nastepnym czynnikiem wzietym pod uwage byta
liczba oraz rodzaj przytaczonych atoméw wodoru
lub grup wodorotlenowych (HR) do nowopowstate-
go zwigzku kompleksowego. Czynnik HR opisano za
pomocg szesciu parametréw g, a, s, d, foraz g, gdzie
parametr g opisuje kompleks z przytaczonymi dwo-
ma grupami wodorotlenowymi, parametr a dotyczy
kompleksu z przytaczona jedna grupa wodorotleno-
wa, parametr s opisuje kompleks sktadajgcy sie tylko
z jonu centralnego oraz liganda, natomiast parame-
try d, f oraz g dotyczg liczby przytaczonych atomow
wodoru do kompleksu i przyjmujg state wartosci, wy-
noszace kolejno 1, 2 oraz 3 [17, 27].

Ostatnim analizowanym czynnikiem byt rodzaj
czasteczki fluorochinolonu (FQ). Czynnik ten jest
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Rycina 6. Wieloczynnikowa analiza wariancji ANOVA. Zaleznos¢ poziomoéw

poszczegblnych czynnikéw od srednich wartosci tych czynnikow

opisany przez osiem podpozioméw odpowiadaja-

cych badanym fluorochinolonom [17, 27].

Nalezy podkresli¢, ze kazdy z opisanych czynni-
kow odnosi sie bezposrednio do struktury zwigzku

kompleksowego.

Dla r6znych czynnikéw model wieloczynnikowej
analizy wariancji moznazapisa¢ w nastepujacej postaci:

Yy =H+a+B+y,+ @B +y), + By, + @By, +.. +¢,

gdzie parametry a, 3 oraz y sa efektami odpowied-
nich czynnikéw, natomiast wartosci podane w nawia-
sach opisuja interakcje pomigdzy poszczegdlnymi

czynnikami [27, 28].

Analiza wieloczynnikowej wariancji polega na

przetestowaniu poszczegélnych hipo-
tez zerowych: HO czy a=0, HO czy 3=0
itd. Zatozono poziom istotnosci alfa
rowny 0,01. Parametr p opisuje praw-
dopodobiefistwo popetnienia btedu
pierwszego rodzaju, czyli odrzucenia
hipotezy zerowej, gdy jest ona praw-
dziwa. Parametr p, przyjmujac war-
tosci ponizej poziomu istotnosci,
pozwala na odrzucenie hipotezy zero-
wej i uznanie wptywu czynnika jako
istotnego. Dane obliczone na pod-
stawie wieloczynnikowej analizy wa-
riancji (ANOVA) przedstawiono na
rycinie 6 i w tabeli 2.

Na podstawie przeprowadzo-
nej wieloczynnikowej analizy ANO-
VA okreslono wptyw poszczegélnych
czynnikéw (LF, Me, HR oraz FQ) na
trwatos¢ kompleksow fluorochinolo-
néw z metalami.

Zbadano 42 uktady
komplekséw ciprofloksacyny,
enoksacyny, enrofloksacyny,
lomefloksacyny, ofloksacyny
i levofloksacyny,
norfloksacyny oraz
sparfloksacyny z jonami
glinu (111), zelaza (1),

miedzi (1), cynku (1),
wapnia (Il) i magnezu (1)
metoda miareczkowania
potencjometrycznego oraz
32 uktady ligand—metal
metoda miareczkowania
spektrofotometrycznego,

z ktérych 22 nie byto dotad
opisanych w dostepnym
pismiennictwie.
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Tabela 2. Parametry statystyczne wieloczynnikowej analizy wariancji

obliczone dla potgczen kompleksowych fluorochinolonéw z jonami metali

wielowartosciowych

LF 5 1,9-10* 3,8-10° 1,9-10° 0,0

Me 2 6,9-10° 3,410 1,7-10% 0,0

HR 7 2,4-10% 3,410 1,7-10 1,7-10%
FQ 5 51-10° 1,0-10° 51-10! 0,0
LF-Me 9 79102 8,8+ 10! 4,4-10! 3,2-10™
LF-HR 32 4,2 10! 0,1-10! 0,6 0,9
LF-FQ 16 8,5-102 5,3+ 10! 2,6 - 10° 91-10"
Me - HR 14 1,1-10% 0,8-10! 0,4-10! 9,5-10*
Me - FQ 5 3,3-10? 6,5 10! 3,210 75101
HR - FQ 35 1,8-10? 0,5 10! 0,2-10! 5,6 - 107
LF-Me-HR 47 2,5-10? 0,5 0,3 1,0
LF-Me - FQ 8 0,9-10! 0,9 0,5 0,8
LF-HR - FQ 84 54-10! 0,6 0,3 1,0
Me-HR-FQ 30 7,0- 10! 23 1,2 0,3
Total 337 4,7-10*

LF-liczba liganda, Me — rodzaj jonu metalu, HR — liczba H* oraz OH- w strukturze kompleksu, FQ -
rodzaj fluorochinolonu, LF-Me, LF-HR, LF-FQ, Me-HR, Me-FQ, Me-FQ, LF-Me-HR, LF-Me-FQ, LF -Me-FQ
i Me-HR-FQ — interakcje miedzy czynnikami

Okreslono takze prawdopodobienstwo wystapie-
nia interakcji pomiedzy analizowanymi czynnikami,
czyli opisano wptyw usrednionych efektéw jedne-
g0 z czynnikdw na pozostate czynniki. Udowodniono
wystepowanie podwdjnych interakcji pomiedzy na-
stepujacymi czynnikami: LF-Me, LF-FQ, Me-HR oraz
Me-FQ (tabela 2, rycina 6). Poziom istotnosci a byt
nizszy od zatozonego poziomu istotnosci (p=0,01),
co 0znacza, ze wzajemny wptyw tych czynnikéw na
trwatos¢ potaczen kompleksowych byt znaczaco
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Rycina 7. Widma IR levofloksacyny oraz uktadu LEVX-Ali LEVX-Fe w stosunku

molowym 1:1
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wiekszy niz dla kazdego z nich osobno. Zaobserwo-
wano réznice pomiedzy efektami czynnika LF w za-
leznosci od efektéw czynnikéw Me i FQ. Stwierdzono
takze, ze efekt czynnika Me byt bezposrednio zalez-
ny od wptywu czynnikéw HR oraz FQ. Nie stwierdzo-
no wystepowania interakgji tréjczynnikowych [27].

Z przedstawionej analizy wieloczynnikowej ANO-
VA wynika, ze srednie poszczegblnych czynnikéw na
poziomie istotnosci a=0,01 rdznig sig istotnie. Stwier-
dzono, ze kazdy zabieg (czynnik kojarzony z budowa
kompleksu) ma wptyw na stata trwatosci logBpqr flu-
orochinolondéw z jonami metali wielowartosciowych.
Stwierdzono takze, ze réznice w srednich poszczegol-
nych czynnikdw nie sg przypadkowe [27].

Sposrod wszystkich analizowanych czynnikéw, HR
charakteryzowat sie najwyzsza wartoscig poziomu
istotnosci a, oraz wykazat interakcje z czynnikiem Me.
W warunkach eksperymentalnych czynnik HR odpo-
wiada poziomowi protonowania czasteczki zwigzku
kompleksowego ijest Scisle zalezny od pH srodowiska.

Opierajac sie na danych numerycznych przedsta-
wionych w tabeli 2, mozna stwierdzi¢, iz najbardziej
trwate zwiazki kompleksowe fluorochinolonéw ob-
serwowano kolejno dla nastepujacych jonéw metali
(czynnik Me): zelaza(lll), glinu(l1l), nastepnie miedzi(ll),
cynku(ll), wapnia(ll) i magnezu(ll).

W odniesieniu do czynnika LF potwierdzono, ze im
wiecej czastek liganda bierze udziat w koordynacji jonu
metalu, tym bardziej trwaty jest dany kompleks. Po-
nadto, w odniesieniu do czynnika HR zaobserwowa-
no, ze im wiecej jondéw wodoru jest przytaczonych do
czasteczki kompleksu, tym wieksze wartosci statych
trwatosci obliczano dla danego potaczenia koordynacyj-
nego, natomiast trwatos¢ kompleksu spadata wraz ze
wzrostem liczby przytaczonych grup hydroksylowych.

Analizujac wykres przedstawiony na rycinie 7
mozna stwierdzi¢, ze sposréd wszystkich analizo-
wanych czynnikéw (FQ, LF, Me oraz HR) najsilniejszy
wptyw na trwatos¢ potaczen kompleksowych FQ-Me
miaty nastepujace sktadniki: Me, LF oraz HR. Czynnik
FQ wydaje sie mie¢ najmniejszy wptyw na trwatos¢
komplekséw fluorochinolonéw z jonami metali wie-
lowartosciowych, ze wzgledu na bardzo mate zr6z-
nicowanie wartosci érednich jego poszczegélnych
podpozioméw. W odniesieniu do czynnika FQ mozna
stwierdzi¢, ze wszystkie fluorochinolony tworza pota-
czenia z jonami metali wielowartosciowych charakte-
ryzujace sie poréwnywalng trwatoscia [27].

Badania struktury potaczen
kompleksowych oraz metodyka badan
spektroskopowych

Do badan struktury zwiazkéw kompleksowych
w Srodowisku wodnym najczesciej wykorzystuje sie
spektroskopie IR, spektroskopie ramanowska, spek-
troskopie magnetycznego rezonansu jadrowego,
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w szczeg6lnosci *H oraz 3C F NMR, krystalografie,
a takze spektroskopie elektronowego rezonansu pa-
ramagnetycznego (EPR) [29-31].

Strukture komplekséw fluorochinolonéw z jonami
metali analizowano metoda spektroskopii w podczer-
wieni oraz spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego. Wszystkie proby przygotowano w D,0.
Zastosowanie D,0 zamiast H,0 pozwolito na pre-
cyzyjna analize zmian widm IR oraz NMR badanych
uktadow.

Widmo IR wody (H,0) charakteryzuje sig obec-
noscig dwach silnych pasm absorpcji promieniowa-
nia w zakresach liczby falowej 3600 cm™ oraz 1630
cm . Widma fluorochinolonéw takze posiadaja cha-
rakterystyczne pasmo absorpcji z maksimum przy
dtugosci fali 1630 cm™, a odpowiadajace drganiom
walencyjnym rozciggajacym v(C=0)p grupy karbo-
nylowej podstawionej w pozycji 4 [8, 32, 33]. Celem
unikniecia wptywu wody na obraz widm IR fluorochi-
nolonéw oraz ich komplekséw z jonami metali wie-
lowartosciowych jako rozpuszczalnik zastosowano
wode deuterowang (D,0 99,8 atom% D), ktérej wid-
mo charakteryzuje sie obecnoscig pasm absorpcji
w zakresie 2500 cm™ oraz 1200 cm™. Wystgpienie
piku w zakresie 1200 cm™ nie miato wptywu na in-
terpretacje widm komplekséw, gdyz zmiany pasm
odpowiadajace drganiom rozciaggajacym asymetrycz-
nym v(0-C-O)a oraz symetrycznym v(0-C-0)s widocz-
ne byty w zakresie 1600-1450 cm™ i 1400-1270 cm™.

Widma IR wszystkich analizowanych fluorochi-
nolonéw w postaci czystej wykazujg silne pasmo
absorpcji promieniowania elektromagnetycznego
w zakresie 1630-1618 cm!, odpowiadajacy drga-
niom rozciagajacym v(C=0)c grupy karboksylowej
podstawionej w pozycji 3. Posta¢ zjonizowana gru-
py karboksylowej nie wykazuje drgaf w tym zakresie
liczby falowej, stwierdza sie obecnos¢ charaktery-
stycznych pasm absorpcji w zakresie 1600-1450 cm™
oraz 1400-1280 cm™, ktore opisano jako asymetrycz-
ne i symetryczne drgania rozciagajace v(O-C-0).

Widma IR potgczeni kompleksowych fluorochi-
nolonéw z jonami metali charakteryzuja sie przesu-
nieciem pasm w kierunku wyzszych wartosci liczby
falowej oraz pojawieniem sie nowych intensywnych
pasm absorpcji w opisanych powyzej zakresach.

Badania reakcji kompleksowania metoda spektro-
fotometrii IR prowadzono w oparciu o state stosun-
ki molowe FQ-Me: 1:1 dla jonow glinu(lll) i zelaza(lll);
2:1 dla jonéw miedzi(ll); 1:5 dla jondw cynku(ll); oraz
1:10i 1:20 kolejno dla jonéw wapnia(ll) i magnezu(ll).

Zmiany widm IR fluorochinolonéw oraz ich kom-
plekséw z metalami obserwowano w zakresie 1800~
800 cm™, gdzie widoczne byty drgania rozciagajace
grupy karboksylowej v(C=0)c, grupy karbonylowej
pierscienia pirydynowego v(C=0)p oraz drgania roz-
ciagajace asymetryczne v(O-C-O)a i symetryczne v(O-
C-0)s grupy karboksylowej.
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Badania w podczerwieni potaczen komplekso-
wych fluorochinolonéw z jonami metali z wykorzy-
staniem odczynnikow deuterowanych pozwolity na
precyzyjng analize zmian widm IR badanych ukta-
doéw. Na podstawie analizy widm IR fluorochinolonow
oraz ich potaczen kompleksowych z jonami metali,
zidentyfikowano pasma absorpcji promieniowania
podczerwonego widoczne w nastepujacych zakre-
sach liczby falowej: v(C=0)c przy 1700 cm; v(C=0)p
przy 1630 cm™; v(0-C-O)a w zakresie 1550-1450 cm™!
oraz v(0-C-O)s w zakresie 1400-1270 cm. Tworzenie
potaczen kompleksowych fluorochinolonéw z jona-
mi metali powodowato przesuniecia oraz powstanie
nowych pasm absorpcji promieniowania podczer-
wonego w analizowanym zakresie liczby falowej.
Obserwowane zmiany swiadcza o udziale grup kar-
boksylowej oraz karbonylowej w tworzeniu potgczen
kompleksowych. Najwigksze zmiany w obrazie widm
IR kompleksow fluorochinolonéw z jonami metali ob-
serwowano w zakresach: 1600-1450 cm, odpowia-
dajacych drganiom rozciagajacym asymetrycznym
v(0-C-0)a; oraz 1400-1270 cm* dla drgan rozciagaja-
cych symetrycznych v(O-C-O)s grupy karboksylowej.
Obserwowano takze przesunigcia pasm przy 1630
cm, odpowiadajace drganiom walen-
cyjnym rozciggajacym podstawnika
karbonylowego w pozycji 3 (rycina 7).

Spektroskopia NMR jest metoda
szeroko wykorzystywang w badaniach
strukturalnych zwigzkéw komplekso-
wych. Szczegblne zastosowanie ma
spektroskopia protonowego (*H) oraz
weglowego (*3C) rezonansu jadrowe-
go. Dostarczaja one bardzo cennych
informacji dotyczgcych przesunig¢
chemicznych (AS) protonéw i jader
weglowych, ich potozenia oraz zmian
otoczenia chemicznego w czasteczce
liganda i powstatego zwigzku kom-
pleksowego [34, 35].

Ze wzgledu na specyficzna budo-
we czasteczki fluorochinolonéw, bar-
dzo przydatna metoda pozwalajaca na
Sledzenie reakcji kompleksowania jest
spektroskopia fluorowego rezonansu
magnetycznego (**F NMR). Izotop °F jest jedynym
wystepujacym w naturze izotopem fluoru, a czutosé
detekcji F NMR stanowi 83,3% czutosci detekcji pro-
tonowego rezonansu magnetycznego. Ponadto, ze
wzgledu na szeroki zakres obserwowanych przesu-
nie¢ chemicznych jader fluoru, wynoszacych nawet
400 ppm, metoda ta z powodzeniem nadaje sie do
badan stabych oddziatywan miedzyczasteczkowych.
Niestety w przeciwienstwie do spektroskopii *H NMR
czy BCNMR, spektroskopia F NMR nie dostarcza in-
formacji dotyczacych miejsca wigzania jonu metalu
przez czasteczke fluorochinolonu [36].
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Najwieksze wartosci statych
trwatosci (lOngq,) obliczono
dla potaczen Me(FQ),H,,
natomiast najmniej trwate
byty kompleksy o strukturze
Me(FQ),OH. Stwierdzono
takze, ze Srodowiskiem
uprzywilejowanym do
tworzenia stabilnych
komplekséw z jonami glinu
i zelaza jest pH kwasowe,

a dla jonéw cynku i miedzi
srodowisko o odczynie
obojetnym. Jony wapnia

i magnezu tworzg trwate
kompleksy w srodowisku

o pH zasadowym.



AB

I ENRX-AI1:1.5
[ ENRX-Zn 1:5

C2-154 -

C3 -113 1

PR 252 8 ¢ 33 8
E s 2 322389 K
L} L} L} n 1] L Ll L] - -
S 3T w9 x a8 a2 8 8

o o o o o O T
(&) Q
Atom wegla [ppm]

Rycina 8. Zmiany przesunie¢ chemicznych atoméw wegla *C NMR kompleksow
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Rycina 9. Widma *H NMR ciprofloksacyny oraz uktadu CPX-Al w stosunkach

molowych 2:1 oraz 1:1,5

Badania reakcji kompleksowania metoda spek-
trometrii 'H, F oraz ¥C NMR przeprowadzono dla
uktadéw fluorochinolonéw z jonami glinu(ll), cyn-
ku(I) oraz magnezu(ll). Jony glinu(lll) analizowano
w stosunkach molowych od 3:1 do 1:1,5, jony cyn-
ku(ll) w stosunku molowym 2:1 do 1:5 oraz jony
magnezu w statym stosunku molowym wynosza-
cym (FQ-Me): 1:5. Badane uktady przygotowywa-
no zawsze z odczynnikami deuterowanymi: D,0
(99.8%), NaOD (0.1 mol/l' w 99,8 D,0) oraz DCl (0.1
mol/lw 99.8 D20). W spektroskopii H oraz 3C NMR
jako wzorzec stosowano DSS (sél sodowg kwasu
trimetylosilylo-1-propano sulfonowego), natomiast
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w badaniach *F NMR wzorcem byt CFCl, (trichloro-
fluorometan).

Widma NMR zbierano w przy nastepujacych cze-
stosciach pola magnetycznego: *H — 300 MHz; **F —
282,3 MHz; BC - 75,5 MHz, oraz w zakresach ppm
wynoszacych kolejno: dla *H NMR od O ppm do 10
ppm; dla F NMR od =150 ppm do O ppm, dla *C NMR
od O ppm do 240 ppm.

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadro-
wego okazata sie bardzo przydatna w identyfikacji
potaczen kompleksowych fluorochinolonéw z jona-
mi metali. Rycina 8 przedstawia zmiany przesunie¢
chemicznych atoméow wegla (AS) w spektroskopii 3C
NMR uktadéw ENRX z jonami Al(Il) i Zn(1l). Najwiek-
sze zmiany przesunie¢ obserwowano dla atomow we-
gla w pozycjach 2, 3, 3a oraz 4.

Analiza widm H NMR pozwolita ustali¢, ze naj-
wieksze zmiany przesunie¢ chemicznych stwierdzo-
no dla protonéw w pozycjach 1, 5, i 8, widocznych
w zakresie od 9 ppm do 7 ppm (rycina 9). Bardzo
intensywne zmiany widm zaobserwowano réwniez
dla jader fluoru. Rycina 10 przedstawia widma '°F
NMR uktadéw enoksacyny z jonami cynku(ll) w réz-
nych stosunkach molowych. Zaobserwowano znacz-
ne przesuniecie pasm fluorowych w poréwnaniu do
widma czystej enoksacyny.

Podsumowanie

Zbadano 42 uktady kompleksow ciprofloksacyny,
enoksacyny, enrofloksacyny, lomefloksacyny, oflok-
sacyny i levofloksacyny, norfloksacyny oraz sparflok-
sacyny z jonami glinu (I11), zelaza (Il), miedzi (1), cynku
(I1), wapnia (1) i magnezu (Il) metoda miareczkowania
potencjometrycznego oraz 32 uktady ligand—metal
metoda miareczkowania spektrofotometrycznego,
z ktérych 22 nie byto dotad opisanych w dostepnym
piSmiennictwie.

Do oznaczenia statych trwatosci zwigzkéw kom-
pleksowych i selekcji form w uktadach zastosowano
program komputerowy HYPERQUAD 2003, wykorzy-
stujac wyniki miareczkowania potencjometrycznego
i spektrofotometrycznego, a obliczone dane poréw-
nano z danymi z pismiennictwa. Okreslono takze dys-
trybucje i obszary dominowania poszczegélnych form
w zaleznosci od srodowiska. W kilku przypadkach
obok znanych prostych komplekséw stwierdzono wy-
stepowanie szeregu nowych typéw zwigzkéw. Nowe
dane uzyskano dla takich fluorochinolonéw, jak: en-
rofloksacyna, enoksacyna oraz sparfloksacyna, oraz
uzupetniono dane dla uktadéw lomefloksacyny z Fe-
(1) oraz ciprofloksacyny z Mg(ll).

Dane eksperymentalne uzyskane w wyniku prze-
prowadzonych miareczkowan potencjometrycznych
uktadéw fluorochinolonéw z jonami metali wielo-
wartosciowych poddano wieloczynnikowej analizie

wariancji, w celu ustalenia wptywu poszczegblnych

Tom 66 - nr 8 - 2010




czynnikéw na trwatos¢ analizowanych potaczen kom-
pleksowych fluorochinolonéw z metalami. Badano
cztery rozne czynniki (Me, LF, LQ oraz Me) i ich pod-
poziomy. Wszystkie z nich byty statystycznie istotne
(wartos¢ parametru p<0.01). Zaobserwowano po-
nadto nastepujace interakcje pomiedzy czynnikami:
LF-Me, LF-FQ, Me-HR oraz Me-FQ. Najbardziej spek-
takularne zmiany obserwowano dla nastepujacych
czynnikow: rodzaju jonu metalu (czynnik Me), licz-
by liganda (LF) oraz stopnia protonacji i deprotonacji
kompleksu (czynnik HR). Na podstawie przeprowa-
dzonej analizy ANOVA mozna stwierdzi¢, ze najbar-
dziej istotne z punktu widzenia trwatosci potaczen
kompleksowych sa nastepujace czynniki: Me, LF oraz
HR. Natomiast w odniesieniu do czynnika FQ mozna
stwierdzi¢, ze wszystkie fluorochinolony tworzg sta-
bilne potaczenia kompleksowe z jonami metali wie-
lowartosciowych.

Potwierdzono, ze wieloczynnikowa analiza waria-
¢ji (multifactorial ANOVA) moze by¢ z powodzeniem
stosowana w badaniach procesu kompleksowania
fluorochinolonéw z jonami metali wielowartoscio-
wych, pozwalajac na okreslenie czynnikdéw majacych
statystycznie istotny wptyw na przebieg niniejszego
procesu. Uzyskane informacje wydaja sie mie¢ zna-
czenie nie tylko poznawcze, ale réwniez praktyczne,
pozwalajagce na lepsze zrozumienie i interpretacje
roznic biodostepnosci poszczegblnych fluorochino-
lonéw podawanych jednoczesnie z preparatami far-
maceutycznymi zawierajgcymi w swoim sktadzie
jony metali wielowartosciowych. Sita oddziatywan
fluorochinolonéw z jonami metali wielowartoscio-
wych uktada sie wedtug nastepujacego szeregu:
Fe3>AP+>Cu?>Zn**>Ca?>Mg?*. Najwyzsze state
trwatosci, sposrod wszystkich analizowanych kom-
plekséw uzyskano dla form Me(FQ),H,. Stwierdzono
takze, ze srodowiskiem uprzywilejowanym do two-
rzenia stabilnych komplekséw z jonami glinu i zela-
za jest pH kwasowe, a dla jonéw cynku i miedzi pH
o0 odczynie obojetnym. Jony wapnia i magnezu tworza
trwate kompleksy w srodowisku o pH zasadowym.
Stwierdzono takze, ze protonowane formy komplek-
sow wystepuja w roztworach o pH kwasowym, nato-
miast potaczenia z podstawiong grupa hydroksylowa
w srodowisku o odczynie zasadowym.

Najwieksze zmiany w obrazie widm IR uktadéw
fluorochinolonéw z jonami metali wielowartoscio-
wych, rejestrowano w zakresie liczby falowej od 1700
cm?do 1200 cm™. Zakres ten pozwala na identyfi-
kacje drgan rozciagajacych, symetrycznych i asyme-
trycznych grupy karboksylowej i karbonylowej

Najwieksze zmiany sygnatow w spektroskopii 'H
NMR stwierdzono dla protonéw podstawionych w po-
zycjach 2, 5 oraz 8, natomiast w spektroskopii ¥*C
NMR zaobserwowano znaczne przesuniecia chemicz-
ne odpowiadajace atomom wegla w pozycjach 2, 3,
3aoraz4.
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Rycina 10. Widma “F NMR enoksacyny oraz uktadu ENX-Zn w stosunkach
molowych 1:1 oraz 1:5

Grupa karboksylowa w czasteczkach wszystkich
fluorochinolonéw jest zawsze podstawiona w pozy-
cji 3, tak wiec obserwowane zmiany widm IR i NMR
w opisanych zakresach potwierdzaja, ze jest ona
miejscem taczenia jonu metalu wielowartosciowego
z czasteczka fluorochinolonu.
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