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a jonami metali wielowartościowych jest ciągle 
przedmiotem wielu badań. Połączenia takie w istotny 
sposób zmieniają dostępność biologiczną analizowa-
nych leków i często powstałe kompleksy same wyka-
zują istotną aktywność przeciwbakteryjną. W wielu 
połączeniach sposób koordynacji ligand–metal jest 
wciąż daleki od jednoznacznego określenia, stąd też 
ciągły wzrost zainteresowań badaniami nad związka-
mi metali z fluorochinolonami.

Przeprowadzenie szerokich i systematycznych 
badań, pozwalających na opisanie równowag kom-
pleksowania fluorochinolonów z jonami metali 
wielowartościowych oraz określenie mechanizmu 
zachodzącej reakcji, ma istotne znaczenie nie tylko 
poznawcze, ale również praktyczne. Badania takie 

wstęp

Ze względu na szerokie spektrum działania prze-
ciwbakteryjnego, możliwość doustnego i parenteral-
nego podawania, dobrą wchłanialność oraz osiąganie 
wysokich stężeń terapeutycznych w tkankach i pły-
nach ustrojowych, szybką eliminację z organizmu, 
chemiczną oraz biologiczną stabilność, a także ze 
względu na małe prawdopodobieństwo wystąpie-
nia poważnych działań ubocznych, fluorochinolony 
(FQ) zajmują bardzo ważne miejsce we współcze-
snej medycynie ludzkiej oraz weterynaryjnej [1–4]. 
Fluorochinolony są często i chętnie wykorzystywa-
ne w leczeniu różnego rodzaju infekcji, ze względu 
na bardzo korzystne właściwości terapeutyczne, far-
makokinetyczne oraz wysoką aktywność przeciw-
bakteryjną [1–4].

Systematyczne badania, w szczególności ukierun-
kowane na zależność pomiędzy budową cząstecz-
ki a aktywnością FQ, zaowocowały wprowadzeniem 
nowych pochodnych, charakteryzujących się lepszy-
mi parametrami farmakokinetycznymi, szerszym 
spektrum działania przeciwbakteryjnego, mniejszym 
prawdopodobieństwem wystąpienia działań ubocz-
nych oraz wzajemnych niepożądanych oddziaływań 
z innymi lekami [1, 2].

Warunkiem działania przeciwbakteryjnego che-
mioterapeutyków z grupy fluorochinolonów jest 
obecność układu grup karboksylowej i karbonylo-
wej, podstawionych w pozycjach 3 oraz 4 podstawo-
wego układu 4-chinolonu lub naftyrydyny. Należy 
podkreślić, że układ ten jest charakterystyczny dla 
wszystkich leków z grupy fluorochinolonów, lecz jed-
nocześnie uważa się, że ten sam układ grup kar-
boksylowej i karbonylowej jest odpowiedzialny za 
kompleskowanie jonów metali wielowartościowych 
przez cząsteczki fluorochinolonów [5–9]. Problem wy-
stępowania interakcji pomiędzy fluorochinolonami 
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mogą pozwolić nie tylko na określenie rodzaju form 
powstających kompleksów w badanych układach, 
oznaczenie ich trwałości czy ustalenie wpływu pod-
stawników na charakter równowag, ale i przyczynić 
się do lepszego poznania mechanizmów podobnych 
interakcji w warunkach in vivo. Wyniki badań oddzia-
ływań fluorochinolonów z jonami metali powinny 
wpłynąć na optymalizację terapii u chorych leczonych 
fluorochinolonami. Udowodniono, że jony magnezu-
(III) oraz glinu(III), występujące w preparatach z grupy 
Antacida, powodują powstanie związków komplekso-
wych. Również wykazano, że jony cynku(II), miedzi(II) 
czy wapnia(II), powszechnie zażywane wraz z suple-
mentami witaminowymi i multimineralnymi, także 
tworzą stabilne połączenia kompleksowe w szero-
kim zakresie pH [5–9].

Najnowsze doniesienia informują także, że jony 
metali, zwłaszcza magnezu oraz cynku, pełnią bar-
dzo ważną rolę w procesie stabilizacji kompleksu FQ 
z DNA komórki bakteryjnej, blokując jego replikację 
i tym samym powodując śmierć drobnoustrojów cho-
robotwórczych [10, 11].

równowagi protonowania fluorochinolonów

Jak już wspomniano wyżej, fluorochinolony są po-
chodnymi układu 4-chinolonu lub 8-azachinolony. Ce-
chą charakterystyczną wszystkich FQ jest obecność, 
w pozycjach 3 i 4 ich podstawowego szkieletu, grup 
karbonylowej i karboksylowej, determinujących ich 
podstawowe właściwości przeciwbakteryjne.

Aktywność przeciwbakteryjna FQ zależy także od 
podstawnika w pozycji 1. Pozycja ta jest z reguły pod-
stawiona grupą etylową lub cyklopropylową o właści-

wościach lipofilnych [12, 13].
Obecność atomu fluoru w cząstecz-

ce poprawia aktywność przeciwbak-
teryjną FQ. Wszystkie fluorochinolony 
podstawione są atomem fluoru w po-
zycji 6, ponadto atomy fluoru mogą 
być usytuowane w pozycjach 5 i 8. 
Atom fluoru w pozycji 6 nie może być 
zastąpiony innym fluorowcem [12, 13].

Istotne znaczenie na zachowanie 
się cząsteczki fluorochinolonu mają 
podstawniki w pozycji 7. Wpływa-
ją one na farmakokinetykę, aktyw-
ność biologiczną oraz zakres działania 
przeciwbakteryjnego. Najczęściej po-
zycja 7 układu 4-chinolonu jest pod-
stawiona pochodnymi piperazyny. 
Obecność pierścienia 4-metylopipe-
razynowego wydłuża okres półtrwa-
nia, a podstawniki takie jak: pierścień 
piperazynowy, 3-aminopirolidonowy, 
podstawione w tej pozycji, zwiększają 
8-krotnie siłę działania, w porównaniu 
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z pochodnymi podstawionymi w tym miejscu grupą 
metylową. Uważa się, że podstawniki te wchodzą 
w interakcje z enzymami bakteryjnymi i wpływa-
ją na strukturę i przepuszczalność błon komórko-
wych [12, 13].

Analiza struktury tej grupy leków pozwala zauwa-
żyć możliwość występowania różnorodnych interak-
cji, które zostały potwierdzone w wielu badaniach 
klinicznych. W literaturze przedmiotu można znaleźć 
wiele fragmentarycznych doniesień na temat rów-
nowag kompleksowania fluorochinolonów z jonami 
metali [8, 14–16].

W rozważaniach nad mechanizmem reakcji kom-
pleksowania istotna jest dyskusja stałych dysocjacji 
stosowanych do opisu równowag proteolitycznych 
ligandów oraz stałych trwałości powstałych kom-
pleksów.

W literaturze spotkać można czteroprotonowy (ry-
cina 1a) oraz dwuprotonowy (rycina 1b) model rów-
nowag protonowania fluorochinolonów [17–20].

Według modelu czteroprotonowego zidentyfiko-
wano cztery różne stałe dysocjacji (pKa), odnoszące 
się kolejno do: pKa1 – grupy karboksylowej w pozy-
cji 3, pKa2 – atomu azotu układu 4 chinolonu w pozy-
cji 1, pKa3 – atomu azotu (N’1) układu piperazynowego 
podstawionego w pozycji 7, pKa4 – zewnętrznego ato-
mu azotu (N’4) układu piperazynowego podstawione-
go w pozycji 7 [17, 18].

W modelu dwuprotonowym identyfikuje się dwie 
stałe dysocjacji: pKa1 odnoszącą się do grupy kar-
boksylowej oraz pKa2 dotyczącą atomu azotu N’4. 
Zgodnie z tym modelem, uważa się, że cząsteczka 
fluorochinolonu w zależności od środowiska może 
występować w trzech różnych formach: kwasowej 
(H2Q+), zasadowej (Q-) oraz obojętnej (HQ). Ponad-
to w modelu dwuprotonowym postać obojętna czą-
steczki FQ może samorzutnie przechodzić w postać 
jonu obojnaczego (HQ±). Uważa się postać (HQ) oraz 
postać (HQ±) za formy izomeryczne cząsteczki FQ. 
Badania równowag protonowania fluorochinolonów 
najczęściej przeprowadza się zgodnie z modelem 
dwuprotonowym (rycina 2). Dokładny opis równo-
wag protonowania liganda oraz doświadczalne wy-
znaczenie wartości stałych dysocjacji FQ (pKa1 i pKa2) 
jest warunkiem koniecznym w dalszej analizie równo-
wag kompleksowania FQ z jonami metali wielowarto-
ściowych [17, 19–20].

wyznaczanie stałych równowag – wybór 
i weryfikacja metody analitycznej

Wykorzystywanych jest wiele metod analitycz-
nych pozwalających na opisanie równowag kom-
pleksowania, jednak najczęściej wykorzystywanymi 
do tego celu są metody miareczkowania potencjo-
metrycznego oraz metoda spektrofotometryczna. 
W badaniach nad równowagami kompleksowania 
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fluorochinolonów z jonami metali wielowartościo-
wych z powodzeniem wykorzystano także metodę 
wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej (HPCE) [21].

Metoda miareczkowania potencjometrycznego 
jest najdokładniejszą i najczęściej stosowaną meto-
dą wyznaczania równowag kompleksowania w roz-
tworach. W metodzie tej wykorzystuje się zmiany pH 
(lub SEM [mV]) badanego układu, jako funkcję obję-
tości dodanego titranta. Podczas tworzenia się kom-
pleksu pomiędzy jonem metalu i ligandem następuje 
uwolnienie protonów. Ligand (czysty fluorochino-
lon) miareczkuje się w szerokim zakresie pH miano-
wanym roztworem zasady (lub kwasu), a następnie 
w ten sam sposób miareczkuje się układ, w którym 
oprócz wolnego liganda obecne są także jony metalu. 
W obu przypadkach wykreśla się krzywą miareczko-
wania w układzie pH=f(a). Różnice w przebiegu krzy-
wych miareczkowania czystego liganda oraz liganda 
w obecności jonów metalu świadczą o zachodzącej 
reakcji kompleksowania [22–24].

W metodach spektrofotometrycznych wykorzy-
stywany jest fakt, iż właściwości optyczne związków 
kompleksowych różnią się zazwyczaj od właściwości 
optycznych roztworów poszczególnych składników 

wchodzących w skład kompleksu. Zmiana właściwo-
ści optycznych jest ściśle zależna od powstawania 
wiązań koordynacyjnych. Stosowanie metod ana-
litycznych opartych na pomiarze absorpcji światła 
jest korzystne w badaniach równowag komplekso-
wania, ponieważ metody te umożliwiają selektywne 
oznaczenie bardzo małych stężeń niektórych indywi-
duów bez zmiany składu roztworu. Jedną z korzyst-
niejszych metod spektrofotometrycznch jest Metoda 
Bjerruma, stosowana w przypadku stopniowego two-
rzenia kompleksów, jeśli ligand ulega protonowaniu 
i znane są stałe protonowania oraz kiedy kompleks 
z maksymalną liczbą ligandów selektywnie absorbu-
je światło przy wybranej długości fali. Dużą zaletą tej 
metody jest możliwość śledzenia zmian stężenia wol-
nego liganda w szerokim zakresie pH [22–24].

równowagi kompleksowania oraz analiza 
anOVa badanych układów

Najczęściej spotykanym problemem chemii rów-
nowag kompleksowania jest wybór modelu, czy-
li zestawu form w układzie, co jest równoznaczne 
z określeniem składu tworzących się połączeń oraz 

Rycina 1. Modele dysocjacji cząsteczki FQ: a) model czteroprotonowy, b) model dwuprotonowy

Rycina 2. Schemat równowag protonowania fluorochinolonów zgodny z modelem dwuprotonowym
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oznaczenie stałych trwałości tych 
form. Autorzy niniejszej pracy prze-
prowadzili systematyczne badania 
kompleksowania ciprofloksacyny, 
enoksacyny, enrofloksacyny, lome-
floksacyny, ofloksacyny i jej lewoskręt-
nego enancjomeru levofloksacyny, 
norfloksacyny oraz sparfloksacyny, 
z jonami glinu(III), żelaza(III), miedzi-
(II), cynku(II), wapnia(II) i magnezu(II).

Badania reakcji kompleksowania 
metodą miareczkowania potencjome-
trycznego prowadzono w oparciu o sto-
sunki molowe FQ-Me: 1:1, 2:1 oraz 3:1 
dla jonów glinu(III), 2:1 oraz 3:1 dla jo-
nów żelaza(III), 2:1 dla jonów cynku(II) 
i miedzi(II) oraz kolejno 1:4 i 1:2 dla jo-
nów wapnia(II) i magnezu(II). Miarecz-
kowanie prowadzono w zakresie pH od 
2,2 do 10,5 w temperaturze pokojowej, 
w atmosferze gazu obojętnego (azo-
tu) w celu uniknięcia wpływu dwutlen-
ku węgla na pH mieszaniny reakcyjnej.

Badania reakcji kompleksowania 
metodą spektrofotometrii UV (metoda Bjerruma) pro-
wadzono w oparciu o stosunki molowe: FQ-Me 2:1, 
3:1 dla jonów glinu(III) i żelaza(III) oraz 2:1 dla jonów 
miedzi(II) i cynku(II). Widma rejestrowano w zakresie 
od 200 do 400 nm. Mieszanina reakcyjna była prze-
noszona do spektrofotometru UV-VIS w sposób cią-
gły, za pomocą pompy perystaltycznej. Wyznaczano 
widma UV analizowanych układów w zależności od 
objętości dodanego mianowanego roztworu NaOH. 
Widma fluorochinolonów w obecności jonów metali 

wielowartościowych analizowano zawsze w odniesie-
niu do widm czystych związków.

Opracowano wiele różnych programów kom-
puterowych umożliwiających obliczenie złożonych 
równowag kwasowo-zasadowych. Znane są takie 
programy, jak: BEST, LETAGROP, PSEQUAD, SCOGS, 
TITAN, MINIQUAD czy SUPERQUAD oraz wiele in-
nych [25, 26]. Przedstawiony problem oznaczenia sta-
łych trwałości poszczególnych form kompleksowych 
w układach FQ-Me, korzystnie jest rozwiązać przy po-
mocy programu komputerowego HYPERQUAD 2003, 
umożliwiającego analizę danych eksperymentalnych 
uzyskanych zarówno w wyniku miareczkowania po-
tencjometrycznego, jak i spektrofotometrycznego 
w zakresie UV. W ostatnim etapie badań przepro-
wadzono statystyczną analizę ANOVA uzyskanych 
danych eksperymentalnych, w celu oszacowania 
wpływu poszczególnych czynników na wartości su-
marycznych stałych trwałości badanych połączeń 
kompleksowych [17, 27].

Reakcję kompleksowania fluorochinolonów bada-
no zgodnie z poniższym ogólnym równaniem:

pMn+ + qFQ + rH+ ↔ M
p
FQ

q
H

r

Wykorzystanie programu HYPERQUAD opiera się 
na założeniu, opisanym poniższą zależnością [25]:

C
M

 = [M] + ∑pβ
pqr

[M]p[FQ]q[H]r

C
FQ

 = [FQ] + ∑qβ
pqr

[M]p[FQ]q[H]r

C
H
 = [H] + ∑rβ

pqr
[M]p[FQ]q[H]r

gdzie: CH, CM oraz CFQ oznaczają stężenia całko-
wite jonów wodorowych, metalu i liganda w bada-
nym układzie, [H], [FQ] oraz [M] oznaczają stężenia 
dla form wolnych jonów wodorowych, liganda oraz 
metalu, obecnych w roztworze, natomiast parame-
try p, q oraz r są współczynnikami stechiometrycz-
nymi odpowiadającymi powstającemu kompleksowi 
MpFQqHr [25, 27]. Parametr r przyjmując wartości 
dodatnie określa stopień uwodornienia kompleksu, 
przyjmując wartości ujemne oznacza, że dany kom-
pleks posiada przyłączoną grupę lub grupy hydrok-
sylowe (OH–). Natomiast, jeżeli parametr r przyjmuje 
wartość zero, oznacza to, że dany kompleks wystę-
puje w postaci MpFQq [25, 27]. Miarą dokładności 
przeprowadzonej analizy komputerowej jest obser-
wacja dopasowania krzywych teoretycznych z dany-
mi doświadczalnymi. Dodanie do założonego modelu 
niewłaściwej formy związku kompleksowego powo-
duje pogorszenie dopasowania krzywej teoretycznej, 
zwiększenie wielkości błędów obliczonych stałych 
trwałości, a także uniemożliwia dalsze obliczenia. Za-
kłada się, iż błąd obliczonej stałej nie może być wyż-
szy niż 0,5 jednostki.
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Rycina 3. Krzywe miareczkowania czystej enrofloksacyny oraz układów 

enrofloksacyny z jonami glinu(III), żelaza(III), miedzi(II), cynku(II) oraz magnezu(II) 
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Zbadano 42 układy kompleksów ciprofloksacyny, 
enoksacyny, enrofloksacyny, lomefloksacyny, oflok-
sacyny i levofloksacyny, norfloksacyny oraz sparflok-
sacyny z jonami glinu (III), żelaza (III), miedzi (II), cynku 
(II), wapnia (II) i magnezu (II) metodą miareczkowania 
potencjometrycznego oraz 32 układy ligand–metal 
metodą miareczkowania spektrofotometrycznego, 
z których 22 nie było dotąd opisanych w dostępnym 
piśmiennictwie.

Krzywe miareczkowania potencjometrycznego 
(rycina 3) oraz spektrofotometrycznego układów flu-
orochinolonów z jonami metali wielowartościowych 
analizowano zawsze w odniesieniu do krzywych mia-
reczkowania czystych fluorochinolonów. Znaczące 
różnice w przebiegu krzywych miareczkowania ukła-
dów fluorochinolonów z metalami świadczą o zacho-
dzącej reakcji kompleksowania.

Opisano stałe dysocjacji wszystkich badanych flu-
orochinolonów, obliczono stałe trwałości (logβpqr) 
kompleksów FQ z metalami oraz oznaczono rodzaj 
form występujących w badanych układach w zależ-
ności od odczynu środowiska.

Do oznaczenia stałych trwałości związków kom-
pleksowych i selekcji form w układach zastosowano 
program komputerowy HYPERQUAD, wykorzystując 
wyniki miareczkowania potencjometrycznego i spek-
trofotometrycznego, a obliczone dane porównano 
z danymi z piśmiennictwa.

Określono także dystrybucję i obszary domino-
wania poszczególnych form w zależności od śro-
dowiska (rycina 4) oraz wygenerowano widma UV 
analizowanych połączeń kompleksowych (rycina 5). 
W kilku przypadkach, obok znanych prostych kom-
pleksów, stwierdzono występowanie szeregu no-
wych typów związków. Nowe dane uzyskano dla 
takich fluorochinolonów, jak: enrofloksacyna, enok-
sacyna oraz sparfloksacyna, uzupełniono dane dla 
układów lomefloksacyny z Fe(III) oraz ciprofloksa-
cyny z Mg(II). Potwierdzono, że siła oddziaływań 
fluorochinolonów z jonami metali wielowartościo-
wych układa się według następującego szeregu: 
Fe3+>Al3+>Cu2+≥Zn2+>Ca2+>Mg2+.

Analiza danych eksperymentalnych umożliwiła 
oznaczenie stałych trwałości kompleksów (logβpqr) 
fluorochinolonów z jonami metali wielowartościo-
wych (tabela 1). Dla jonów glinu(III) oraz  żelaza(III) 
opisano następujące połączenia kompleksowe: 
Me(FQ)H,  Me(FQ)2, Me(FQ)3, Me(FQ)3H, Me(FQ)3H2 oraz 
Me(FQ)3H3. Po raz pierwszy oznaczono również kom-
pleksy o stechiometrii Me(FQ)H2, Me(FQ)H oraz Me(FQ)2 
z jonami miedzi(II) i cynku(II). Stwierdzono, że najtrwal-
sze związki kompleksowe fluorochinolony tworzyły 
w obecności jonów żelaza(III) i glinu(III), a następnie 
miedzi(II) oraz cynku(II). Kompleksy z jonami wapnia(II) 
i magnezu(II) charakteryzowały się najmniejszą trwa-
łością, potwierdzając tym samym, że siła oddziały-
wań układa się zgodnie z szeregiem Irwinga-Williamsa.

Największe wartości stałych trwałości (logβpqr) ob-
liczono dla połączeń Me(FQ)3H3, natomiast najmniej 
trwałe były kompleksy o strukturze Me(FQ)2OH. 
Stwierdzono także, że środowiskiem uprzywilejo-
wanym do tworzenia stabilnych kompleksów z jo-
nami glinu i żelaza jest pH kwasowe, a dla jonów 
cynku i miedzi środowisko o odczynie obojętnym. 
Jony wapnia i magnezu tworzą trwałe kompleksy 
w środowisku o pH zasadowym. Stwierdzono tak-
że, że protonowane formy kompleksów występują 
w środowisku o pH kwasowym, natomiast połącze-
nia z podstawioną grupą hydroksylową w roztworach 
o odczynie zasadowym.

Widma UV kompleksów fluorochinolonów z jo-
nami metali charakteryzowały się występowaniem 

Rycina 4. Rozkład form kompleksowych w zależności od pH dla układu 

ofloksacyna – glin(III)  (stosunek molowy OFX-Al. 2:1, 22°C, I=0,1mol/dm3 NaCl)

Rycina 5. Krzywa miareczkowania spektrofotometrycznego dla układu 

enrofloksacyna – glin(III)  (stosunek molowy OFX-Al. 2:1,  22°C, I=0,1mol/dm3 NaCl)
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p q r CPX ENX ENRX LOMX LEVX OFX NFX SPRX

Al3+

1 1–2 – -3,37 ± 0,09 -3,96 ± 0,08 -2,12 ± 0,06 -0,12 ± 0,06 -3,56 ± 0,06 -4,09 ± 0,07

1 1–1 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

1 1 0 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

1 1 1 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

1 1 2 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

1 2–1 – 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

1 2 0 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

1 2 1 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

1 2 2 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

1 3 0 19,56 ± 0,16 20,32 ± 0,16 22,89 ± 0,24 – 18,14 ± 0,28 19,14 ± 0,33 19,17 ± 0,16 –

1 3 1 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

1 3 2 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

1 3 3 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

Fe3+

1 1 0 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

1 1 1 18,86 ± 0,11 16,74 ± 0,06 17,58 ± 0,14 25,44 ± 0,03 18,98 ± 0,28 20,32 ± 0,08 15,80 ± 0,16 –

1 2–1 – 1499 ± 0,06 13,97 ± 0,05 16,85 ± 0,04 14,86 ± 0,12 14,38 ± 0,07 – 18,55 ± 0,21

1 2 0 22,81 ± 0,15 – – – 22,67 ± 0,12 22,44 ± 0,04 22,47 ± 0,06 24,62 ± 0,03

1 2 1 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

1 3 0 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

1 3 1 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

1 3 2 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 –

1 3 3 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

Cu2+

1 1 1 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

1 2–1 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

1 2 0 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

1 2 1 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

1 2 2 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

Zn2+

1 1 1 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

1 2 0 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

1 2 1 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

1 2 2 24,84 ± 0,24 – 23,70 ± 0,12 24,26 ± 0,50 23,87 ± 0,11 24,40 ± 0,50 25,35 ± 0,07 25,91 ± 0,08

Ca2+

1 1 1 11,24 ± 0,01 – – 10,66 ± 0,01 9,93 ± 0,03 9,89 ± 0,03 10,65 ± 0,03 10,97 ± 0,09

1 1 0 3,09 ± 0,01 1,44 ± 0,11 – 2,18 ± 0,03 2,18 ± 0,03 2,36 ± 0,03 2,80 ± 0,09

1 2–1 -4,07 ± 0,03 – – -6,07 ± 0,05 -5,19 ± 0,04 -4,90 ± 0,04 -5,56 ± 0,06 -3,53 ± 0,16

1 2 1 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 –

Mg2+

1 1 1 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

1 1 0 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

Tabela 1. Obliczone stałe trwałości związków kompleksowych (logβpqr) analizowanych fluorochinolonów z jonami metali wielowartościowych
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dwóch oddzielnych pasm absorpcji. Maksimum pa-
sma o wyższej energii widoczne było w zakresie 
260–280 nm, natomiast pasmo o niższej energii ob-
serwowano w zakresie 330–360 nm. Pierwsze pasmo 
odpowiadało absorpcji promieniowania przez podsta-
wowy układ 4-chinolonu, natomiast pasmo o niższej 
energii odpowiadało zmianom absorpcji promienio-
wania układu 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 którego podjęto próbę 
określenia i zrozumienia wpływu poszczególnych pa-
rametrów na wartość stałych trwałości logβpqr kom-
pleksów fluorochinolonów z jonami metali.

Analiza wariancji (ANOVA) jest bardzo przydat-
ną techniką statystyczną, pozwalającą na określenie 
wpływu jednego lub wielu równocześnie działają-
cych czynników na badany proces. Metoda ta określa 
prawdopodobieństwo występowania różnic pomię-
dzy wyodrębnionymi czynnikami, a obserwowanymi 
średnimi grupowymi. W literaturze opisane są trzy 
modele analizy wariancji [27, 28]. Jeśli badany jest 
wpływ tylko jednej grupy czynników na daną obser-
wację – mówimy o jednoczynnikowej analizie warian-
cji (one-way ANOVA), jeśli badany jest wpływ dwóch 
lub więcej grup czynników – mówimy o dwuczynniko-
wej lub wieloczynnikowej analizie wariacji (two-way 
ANOVA lub multifactorial ANOVA).

Pierwszym analizowanym czynnikiem była licz-
ba liganda w kompleksie (LF). Czynnik ten przyjmuje 
wartości 1, 2 oraz 3, odpowiadające liczbie cząsteczek 
liganda (fluorochinolonu), z którego zbudowany jest 
związek kompleksowy [17, 27].

Drugim czynnikiem był rodzaj metalu (Me), two-
rzący centrum koordynacyjne związku komplekso-
wego. Czynnik ten składa się z sześciu podpoziomów 
odpowiadających jonom metali wielowartościowych 
(Al, Fe, Cu, Zn, Ca oraz Mg), wykorzystanych w pre-
zentowanych badaniach [17, 27].

Następnym czynnikiem wziętym pod uwagę była 
liczba oraz rodzaj przyłączonych atomów wodoru 
lub grup wodorotlenowych (HR) do nowopowstałe-
go związku kompleksowego. Czynnik HR opisano za 
pomocą sześciu parametrów q, a, s, d, f oraz g, gdzie 
parametr q opisuje kompleks z przyłączonymi dwo-
ma grupami wodorotlenowymi, parametr a dotyczy 
kompleksu z przyłączoną jedną grupą wodorotleno-
wą, parametr s opisuje kompleks składający się tylko 
z jonu centralnego oraz liganda, natomiast parame-
try d, f oraz g dotyczą liczby przyłączonych atomów 
wodoru do kompleksu i przyjmują stałe wartości, wy-
noszące kolejno 1, 2 oraz 3 [17, 27].

Ostatnim analizowanym czynnikiem był rodzaj 
cząsteczki fluorochinolonu (FQ). Czynnik ten jest 

opisany przez osiem podpoziomów odpowiadają-
cych badanym fluorochinolonom [17, 27].

Należy podkreślić, że każdy z opisanych czynni-
ków odnosi się bezpośrednio do struktury związku 
kompleksowego.

Dla różnych czynników model wieloczynnikowej 
analizy wariancji można zapisać w następującej postaci:

y
ijkl

 = μ + α
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 + (αβ)

ij
 + (αγ)
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 +…+ε
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gdzie parametry α, β oraz γ są efektami odpowied-
nich czynników, natomiast wartości podane w nawia-
sach opisują interakcje pomiędzy poszczególnymi 
czynnikami [27, 28].

Analiza wieloczynnikowej wariancji polega na 
przetestowaniu poszczególnych hipo-
tez zerowych: H0 czy α=0, H0 czy β=0 
itd. Założono poziom istotności alfa 
równy 0,01. Parametr p opisuje praw-
dopodobieństwo popełnienia błędu 
pierwszego rodzaju, czyli odrzucenia 
hipotezy zerowej, gdy jest ona praw-
dziwa. Parametr p, przyjmując war-
tości poniżej poziomu istotności, 
pozwala na odrzucenie hipotezy zero-
wej i uznanie wpływu 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 określono wpływ poszczególnych 
czynników (LF, Me, HR oraz FQ) na 
trwałość kompleksów fluorochinolo-
nów z metalami.

Rycina 6. Wieloczynnikowa analiza wariancji ANOVA. Zależność poziomów 

poszczególnych czynników od średnich wartości tych czynników

Zbadano 42 układy 
kompleksów ciprofloksacyny, 
enoksacyny, enrofloksacyny, 
lomefloksacyny, ofloksacyny 
i levofloksacyny, 
norfloksacyny oraz 
sparfloksacyny z jonami 
glinu (III), żelaza (III), 
miedzi (II), cynku (II), 
wapnia (II) i magnezu (II) 
metodą miareczkowania 
potencjometrycznego oraz 
32 układy ligand–metal 
metodą miareczkowania 
spektrofotometrycznego, 
z których 22 nie było dotąd 
opisanych w dostępnym 
piśmiennictwie.
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Określono także prawdopodobieństwo wystąpie-
nia interakcji pomiędzy analizowanymi czynnikami, 
czyli opisano wpływ uśrednionych efektów jedne-
go z czynników na pozostałe czynniki. Udowodniono 
występowanie podwójnych interakcji pomiędzy na-
stępującymi czynnikami: LF-Me, LF-FQ, Me-HR oraz 
Me-FQ (tabela 2, rycina 6). Poziom istotności α był 
niższy od założonego poziomu istotności (p=0,01), 
co oznacza, że wzajemny wpływ tych czynników na 
trwałość połączeń kompleksowych był znacząco 

Effect df Sum of Squares Mean Value F-Test Prob>F

LF 5 1,9 · 104 3,8 · 103 1,9 · 103 0,0

Me 2 6,9 · 103 3,4 · 103 1,7 · 103 0,0

HR 7 2,4 · 102 3,4 · 101 1,7 · 101 1,7 · 10-8

FQ 5 5,1 · 103 1,0 · 103 5,1 · 101 0,0

LF · Me 9 7,9 · 102 8,8 · 101 4,4 · 101 3,2 · 10-14

LF · HR 32 4,2 · 101 0,1 · 101 0,6 0,9

LF · FQ 16 8,5 · 102 5,3 · 101 2,6 · 101 9,1 · 10-13

Me · HR 14 1,1 · 102 0,8 · 101 0,4 · 101 9,5 · 10-4

Me · FQ 5 3,3 · 102 6,5 · 101 3,2 · 101 7,5 · 10-11

HR · FQ 35 1,8 · 102 0,5 · 101 0,2 · 101 5,6 · 10-2

LF · Me · HR 47 2,5 · 101 0,5 0,3 1,0

LF · Me · FQ 8 0,9 · 101 0,9 0,5 0,8

LF · HR · FQ 84 5,4 · 101 0,6 0,3 1,0

Me · HR · FQ 30 7,0 · 101 2,3 1,2 0,3

Total 337 4,7 · 104

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 między czynnikami

Tabela 2. Parametry statystyczne wieloczynnikowej analizy wariancji 

obliczone dla połączeń kompleksowych fluorochinolonów z jonami metali 

wielowartościowych

Rycina 7. Widma IR levofloksacyny oraz układu LEVX-Al i LEVX-Fe w stosunku 

molowym 1:1

większy niż dla każdego z nich osobno. Zaobserwo-
wano różnice pomiędzy efektami czynnika LF w za-
leżności od efektów czynników Me i FQ. Stwierdzono 
także, że efekt czynnika Me był bezpośrednio zależ-
ny od wpływu czynników HR oraz FQ. Nie stwierdzo-
no występowania interakcji trójczynnikowych [27].

Z przedstawionej analizy wieloczynnikowej ANO-
VA wynika, że średnie poszczególnych czynników na 
poziomie istotności α=0,01 różnią się istotnie. Stwier-
dzono, że każdy zabieg (czynnik kojarzony z budową 
kompleksu) ma wpływ na stałą trwałości logβpqr flu-
orochinolonów z jonami metali wielowartościowych. 
Stwierdzono także, że różnice w średnich poszczegól-
nych czynników nie są przypadkowe [27].

Spośród wszystkich analizowanych czynników, HR 
charakteryzował się najwyższą wartością poziomu 
istotności α, oraz wykazał interakcję z czynnikiem Me. 
W warunkach eksperymentalnych czynnik HR odpo-
wiada poziomowi protonowania cząsteczki związku 
kompleksowego i jest ściśle zależny od pH środowiska.

Opierając się na danych numerycznych przedsta-
wionych w tabeli 2, można stwierdzić, iż najbardziej 
trwałe związki kompleksowe fluorochinolonów ob-
serwowano kolejno dla następujących jonów metali 
(czynnik Me): żelaza(III), glinu(III), następnie  miedzi(II), 
cynku(II), wapnia(II) i magnezu(II).

W odniesieniu do czynnika LF potwierdzono, że im 
więcej cząstek liganda bierze udział w koordynacji jonu 
metalu, tym bardziej trwały jest dany kompleks. Po-
nadto, w odniesieniu do czynnika HR zaobserwowa-
no, że im więcej jonów wodoru jest przyłączonych do 
cząsteczki kompleksu, tym większe wartości stałych 
trwałości obliczano dla danego połączenia koordynacyj-
nego, natomiast trwałość kompleksu spadała wraz ze 
wzrostem liczby przyłączonych grup hydroksylowych.

Analizując wykres przedstawiony na rycinie 7 
można stwierdzić, że spośród wszystkich analizo-
wanych czynników (FQ, LF, Me oraz HR) najsilniejszy 
wpływ na trwałość połączeń kompleksowych FQ-Me 
miały następujące składniki: Me, LF oraz HR. Czynnik 
FQ wydaje się mieć najmniejszy wpływ na trwałość 
kompleksów fluorochinolonów z jonami metali wie-
lowartościowych, ze względu na bardzo małe zróż-
nicowanie wartości średnich jego poszczególnych 
podpoziomów. W odniesieniu do czynnika FQ można 
stwierdzić, że wszystkie fluorochinolony tworzą połą-
czenia z jonami metali wielowartościowych charakte-
ryzujące się porównywalną trwałością [27].

Badania struktury połączeń 
kompleksowych oraz metodyka badań 
spektroskopowych

Do badań struktury związków kompleksowych 
w środowisku wodnym najczęściej wykorzystuje się 
spektroskopię IR, spektroskopię ramanowską, spek-
troskopię magnetycznego rezonansu jądrowego, 
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w szczególności 1H oraz 13C 19F NMR, krystalografię, 
a także spektroskopię elektronowego rezonansu pa-
ramagnetycznego (EPR) [29–31].

Strukturę kompleksów fluorochinolonów z jonami 
metali analizowano metodą spektroskopii w podczer-
wieni oraz spektroskopii magnetycznego rezonansu 
jądrowego. Wszystkie próby przygotowano w D2O. 
Zastosowanie D2O zamiast H2O pozwoliło na pre-
cyzyjną analizę zmian widm IR oraz NMR badanych 
układów.

Widmo IR wody (H2O) charakteryzuje się obec-
nością dwóch silnych pasm absorpcji promieniowa-
nia w zakresach liczby falowej 3600 cm-1 oraz 1630 
cm-1. Widma fluorochinolonów także posiadają cha-
rakterystyczne pasmo absorpcji z maksimum przy 
długości fali 1630 cm-1, a odpowiadające drganiom 
walencyjnym rozciągającym v(C=O)p grupy karbo-
nylowej podstawionej w pozycji 4 [8, 32, 33]. Celem 
uniknięcia wpływu wody na obraz widm IR fluorochi-
nolonów oraz ich kompleksów z jonami metali wie-
lowartościowych jako rozpuszczalnik zastosowano 
wodę deuterowaną (D2O 99,8 atom% D), której wid-
mo charakteryzuje się obecnością pasm absorpcji 
w zakresie 2500 cm-1 oraz 1200 cm-1. Wystąpienie 
piku w zakresie 1200 cm-1 nie miało wpływu na in-
terpretację widm kompleksów, gdyż zmiany pasm 
odpowiadające drganiom rozciągającym asymetrycz-
nym v(O-C-O)a oraz symetrycznym v(O-C-O)s widocz-
ne były w zakresie 1600–1450 cm-1 i 1400–1270 cm-1.

Widma IR wszystkich analizowanych fluorochi-
nolonów w postaci czystej wykazują silne pasmo 
absorpcji promieniowania elektromagnetycznego 
w zakresie 1630–1618 cm-1, odpowiadający drga-
niom rozciągającym v(C=O)c grupy karboksylowej 
podstawionej w pozycji 3. Postać zjonizowana gru-
py karboksylowej nie wykazuje drgań w tym zakresie 
liczby falowej, stwierdza się obecność charaktery-
stycznych pasm absorpcji w zakresie 1600–1450 cm-1 
oraz 1400–1280 cm-1, które opisano jako asymetrycz-
ne i symetryczne drgania rozciągające v(O-C-O).

Widma IR połączeń kompleksowych fluorochi-
nolonów z jonami metali charakteryzują się przesu-
nięciem pasm w kierunku wyższych wartości liczby 
falowej oraz pojawieniem się nowych intensywnych 
pasm absorpcji w opisanych powyżej zakresach.

Badania reakcji kompleksowania metodą spektro-
fotometrii IR prowadzono w oparciu o stałe stosun-
ki molowe FQ-Me: 1:1 dla jonów glinu(III) i żelaza(III); 
2:1 dla jonów miedzi(II); 1:5 dla jonów cynku(II); oraz 
1:10 i 1:20 kolejno dla jonów wapnia(II) i magnezu(II).

Zmiany widm IR fluorochinolonów oraz ich kom-
pleksów z metalami obserwowano w zakresie 1800–
800 cm-1, gdzie widoczne były drgania rozciągające 
grupy karboksylowej v(C=O)c, grupy karbonylowej 
pierścienia pirydynowego v(C=O)p oraz drgania roz-
ciągające asymetryczne v(O-C-O)a i symetryczne v(O-
C-O)s grupy karboksylowej.

Badania w podczerwieni połączeń komplekso-
wych fluorochinolonów z jonami metali z wykorzy-
staniem odczynników deuterowanych pozwoliły na 
precyzyjną analizę zmian widm IR badanych ukła-
dów. Na podstawie analizy widm IR fluorochinolonów 
oraz ich połączeń kompleksowych z jonami metali, 
zidentyfikowano pasma absorpcji promieniowania 
podczerwonego widoczne w następujących zakre-
sach liczby falowej: v(C=O)c przy 1700 cm-1; v(C=O)p 
przy 1630 cm-1; v(O-C-O)a w zakresie 1550–1450 cm-1 
oraz v(O-C-O)s w zakresie 1400–1270 cm-1. Tworzenie 
połączeń kompleksowych fluorochinolonów z jona-
mi metali powodowało przesunięcia oraz powstanie 
nowych pasm absorpcji promieniowania podczer-
wonego w analizowanym zakresie liczby falowej. 
Obserwowane zmiany świadczą o udziale grup kar-
boksylowej oraz karbonylowej w tworzeniu połączeń 
kompleksowych. Największe zmiany w obrazie widm 
IR kompleksów fluorochinolonów z jonami metali ob-
serwowano w zakresach: 1600–1450 cm-1, odpowia-
dających drganiom rozciągającym asymetrycznym 
v(O-C-O)a; oraz 1400–1270 cm-1 dla drgań rozciągają-
cych symetrycznych v(O-C-O)s grupy karboksylowej. 
Obserwowano także przesunięcia pasm przy 1630 
cm-1, odpowiadające drganiom walen-
cyjnym rozciągającym podstawnika 
karbonylowego w pozycji 3 (rycina 7).

Spektroskopia NMR jest metodą 
szeroko wykorzystywaną w badaniach 
strukturalnych związków komplekso-
wych. Szczególne zastosowanie ma 
spektroskopia protonowego (1H) oraz 
węglowego (13C) rezonansu jądrowe-
go. Dostarczają one bardzo cennych 
informacji dotyczących przesunięć 
chemicznych (Δδ) protonów i jąder 
węglowych, ich położenia oraz zmian 
otoczenia chemicznego w cząsteczce 
liganda i powstałego związku kom-
pleksowego [34, 35].

Ze względu na specyficzną budo-
wę cząsteczki fluorochinolonów, bar-
dzo przydatną metodą pozwalającą na 
śledzenie reakcji kompleksowania jest 
spektroskopia fluorowego rezonansu 
magnetycznego (19F NMR). Izotop 19F jest jedynym 
występującym w naturze izotopem fluoru, a czułość 
detekcji 19F NMR stanowi 83,3% czułości detekcji pro-
tonowego rezonansu magnetycznego. Ponadto, ze 
względu na szeroki zakres obserwowanych przesu-
nięć chemicznych jąder fluoru, wynoszących nawet 
400 ppm, metoda ta z powodzeniem nadaje się do 
badań słabych oddziaływań międzycząsteczkowych. 
Niestety w przeciwieństwie do spektroskopii 1H NMR 
czy 13C NMR, spektroskopia 19F NMR nie dostarcza in-
formacji dotyczących miejsca wiązania jonu metalu 
przez cząsteczkę fluorochinolonu [36].

Największe wartości stałych 
trwałości (logβpqr) obliczono 
dla połączeń Me(FQ)3H3, 
natomiast najmniej trwałe 
były kompleksy o strukturze 
Me(FQ)2OH. Stwierdzono 
także, że środowiskiem 
uprzywilejowanym do 
tworzenia stabilnych 
kompleksów z jonami glinu 
i żelaza jest pH kwasowe, 
a dla jonów cynku i miedzi 
środowisko o odczynie 
obojętnym. Jony wapnia 
i magnezu tworzą trwałe 
kompleksy w środowisku 
o pH zasadowym.
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Badania reakcji kompleksowania metodą spek-
trometrii 1H, 19F oraz 13C NMR przeprowadzono dla 
układów fluorochinolonów z jonami glinu(II), cyn-
ku(II) oraz magnezu(II). Jony glinu(III) analizowano 
w stosunkach molowych od 3:1 do 1:1,5, jony cyn-
ku(II) w stosunku molowym 2:1 do 1:5 oraz jony 
magnezu w stałym stosunku molowym wynoszą-
cym (FQ-Me): 1:5. Badane układy przygotowywa-
no zawsze z odczynnikami deuterowanymi: D2O 
(99.8%), NaOD (0.1 mol/l w 99,8 D2O) oraz DCl (0.1 
mol/l w 99.8 D2O). W spektroskopii 1H oraz 13C NMR 
jako wzorzec stosowano DSS (sól sodową kwasu 
trimetylosilylo-1-propano sulfonowego), natomiast 

w badaniach 19F NMR wzorcem był CFCl3 (trichloro-
fluorometan).

Widma NMR zbierano w przy następujących czę-
stościach pola magnetycznego: 1H – 300 MHz; 19F – 
282,3 MHz; 13C – 75,5 MHz, oraz w zakresach ppm 
wynoszących kolejno: dla 1H NMR od 0 ppm do 10 
ppm; dla 19F NMR od –150 ppm do 0 ppm, dla 13C NMR 
od 0 ppm do 240 ppm.

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jądro-
wego okazała się bardzo przydatna w identyfikacji 
połączeń kompleksowych fluorochinolonów z jona-
mi metali. Rycina 8 przedstawia zmiany przesunięć 
chemicznych atomów węgla (Δδ) w spektroskopii 13C 
NMR układów ENRX z jonami Al(III) i Zn(II). Najwięk-
sze zmiany przesunięć obserwowano dla atomów wę-
gla w pozycjach 2, 3, 3a oraz 4.

Analiza widm 1H NMR pozwoliła ustalić, że naj-
większe zmiany przesunięć chemicznych stwierdzo-
no dla protonów w pozycjach 1, 5, i 8, widocznych 
w zakresie od 9 ppm do 7 ppm (rycina 9). Bardzo 
intensywne zmiany widm zaobserwowano również 
dla jąder fluoru. Rycina 10 przedstawia widma 19F 
NMR układów enoksacyny z jonami cynku(II) w róż-
nych stosunkach molowych. Zaobserwowano znacz-
ne przesunięcie pasm fluorowych w porównaniu do 
widma czystej enoksacyny.

Podsumowanie

Zbadano 42 układy kompleksów ciprofloksacyny, 
enoksacyny, enrofloksacyny, lomefloksacyny, oflok-
sacyny i levofloksacyny, norfloksacyny oraz sparflok-
sacyny z jonami glinu (III), żelaza (III), miedzi (II), cynku 
(II), wapnia (II) i magnezu (II) metodą miareczkowania 
potencjometrycznego oraz 32 układy ligand–metal 
metodą miareczkowania spektrofotometrycznego, 
z których 22 nie było dotąd opisanych w dostępnym 
piśmiennictwie.

Do oznaczenia stałych trwałości związków kom-
pleksowych i selekcji form w układach zastosowano 
program komputerowy HYPERQUAD 2003, wykorzy-
stując wyniki miareczkowania potencjometrycznego 
i spektrofotometrycznego, a obliczone dane porów-
nano z danymi z piśmiennictwa. Określono także dys-
trybucję i obszary dominowania poszczególnych form 
w zależności od środowiska. W kilku przypadkach 
obok znanych prostych kompleksów stwierdzono wy-
stępowanie szeregu nowych typów związków. Nowe 
dane uzyskano dla takich fluorochinolonów, jak: en-
rofloksacyna, enoksacyna oraz sparfloksacyna, oraz 
uzupełniono dane dla układów lomefloksacyny z Fe-
(III) oraz ciprofloksacyny z Mg(II).

Dane eksperymentalne uzyskane w wyniku prze-
prowadzonych miareczkowań potencjometrycznych 
układów fluorochinolonów z jonami metali wielo-
wartościowych poddano wieloczynnikowej analizie 
wariancji, w celu ustalenia wpływu poszczególnych 

Rycina 8. Zmiany przesunięć chemicznych atomów węgla 13C NMR kompleksów 

enrofloksacyny z jonami glinu i cynku

Rycina 9. Widma 1H NMR ciprofloksacyny oraz układu CPX-Al w stosunkach 

molowych 2:1 oraz 1:1,5
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Rycina 10. Widma 19F NMR enoksacyny oraz układu ENX-Zn w stosunkach 

molowych 1:1 oraz 1:5

czynników na trwałość analizowanych połączeń kom-
pleksowych fluorochinolonów z metalami. Badano 
cztery różne czynniki (Me, LF, LQ oraz Me) i ich pod-
poziomy. Wszystkie z nich były statystycznie istotne 
(wartość parametru p<0.01). Zaobserwowano po-
nadto następujące interakcje pomiędzy czynnikami: 
LF-Me, LF-FQ, Me-HR oraz Me-FQ. Najbardziej spek-
takularne zmiany obserwowano dla następujących 
czynników: rodzaju jonu metalu (czynnik Me), licz-
by liganda (LF) oraz stopnia protonacji i deprotonacji 
kompleksu (czynnik HR). Na podstawie przeprowa-
dzonej analizy ANOVA można stwierdzić, że najbar-
dziej istotne z punktu widzenia trwałości połączeń 
kompleksowych są następujące czynniki: Me, LF oraz 
HR. Natomiast w odniesieniu do czynnika FQ można 
stwierdzić, że wszystkie fluorochinolony tworzą sta-
bilne połączenia kompleksowe z jonami metali wie-
lowartościowych.

Potwierdzono, że wieloczynnikowa analiza waria-
cji (multifactorial ANOVA) może być z powodzeniem 
stosowana w badaniach procesu kompleksowania 
fluorochinolonów z jonami metali wielowartościo-
wych, pozwalając na określenie czynników mających 
statystycznie istotny wpływ na przebieg niniejszego 
procesu. Uzyskane informacje wydają się mieć zna-
czenie nie tylko poznawcze, ale również praktyczne, 
pozwalające na lepsze zrozumienie i interpretację 
różnic biodostępności poszczególnych fluorochino-
lonów podawanych jednocześnie z preparatami far-
maceutycznymi zawierającymi w swoim składzie 
jony metali wielowartościowych. Siła oddziaływań 
fluorochinolonów z jonami metali wielowartościo-
wych układa się według następującego szeregu: 
Fe3+>Al3+>Cu2+≥Zn2+>Ca2+>Mg2+. Najwyższe stałe 
trwałości, spośród wszystkich analizowanych kom-
pleksów uzyskano dla form Me(FQ)3H3. Stwierdzono 
także, że środowiskiem uprzywilejowanym do two-
rzenia stabilnych kompleksów z jonami glinu i żela-
za jest pH kwasowe, a dla jonów cynku i miedzi pH 
o odczynie obojętnym. Jony wapnia i magnezu tworzą 
trwałe kompleksy w środowisku o pH zasadowym. 
Stwierdzono także, że protonowane formy komplek-
sów występują w roztworach o pH kwasowym, nato-
miast połączenia z podstawioną grupą hydroksylową 
w środowisku o odczynie zasadowym.

Największe zmiany w obrazie widm IR układów 
fluorochinolonów z jonami metali wielowartościo-
wych, rejestrowano w zakresie liczby falowej od 1700 
cm-1 do 1200 cm-1. Zakres ten pozwala na identyfi-
kację drgań rozciągających, symetrycznych i asyme-
trycznych grupy karboksylowej i karbonylowej

Największe zmiany sygnałów w spektroskopii 1H 
NMR stwierdzono dla protonów podstawionych w po-
zycjach 2, 5 oraz 8, natomiast w spektroskopii 13C 
NMR zaobserwowano znaczne przesunięcia chemicz-
ne odpowiadające atomom węgla w pozycjach 2, 3, 
3a oraz 4.

Grupa karboksylowa w cząsteczkach wszystkich 
fluorochinolonów jest zawsze podstawiona w pozy-
cji 3, tak więc obserwowane zmiany widm IR i NMR 
w opisanych zakresach potwierdzają, że jest ona 
miejscem łączenia jonu metalu wielowartościowego 
z cząsteczką fluorochinolonu.

Otrzymano: 2010.03.19  ·  Zaakceptowano: 2010.04.10
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