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Chemia supramolekularna to chemia ponadczasteczkowa,
ktora zajmuje si¢ synteza, badaniami wtasciwosci supermolekut oraz
oddzialywaniami pomigdzy ich fragmentami. Obejmuje zagadnienia
zorganizowanych jednostek o réznej zlozonosci, ktore sa wynikiem
asocjacji dwu lub wigcej chemicznych indywiduéw zwiazanych razem
sitami niekowalencyjnymi.

Gwaltowny rozw6j chemii supramolekularnej doprowadzit
do pojawienia si¢ bardzo r6znych uktadow chemicznych, ktéore moga
pretendowac do grupy supermolekut. W takich uktadach wyodrgbnia
si¢ molekule kompleksujaca — czgsteczke gospodarza, czgsto
nazywana receptorem molekularnym, 1 molekul¢ kompleksowana —
czgsteczke goscia. Czasteczki te sa zdolne do wzajemnego
dopasowania 1 utworzenia kompleksu typu goscé-gospodarz. W
uktadach biologicznych przyktadami tego typu kompleksow moga by¢
uklady ,ligand-metal”, ,enzym-substrat”, ,receptor-substrat”,
sreceptor-lek”  lub  ,antycialo-antygen”. Reakcja  pomigdzy
czasteczkami goscia 1 gospodarza jest najczgsciej] procesem
selektywnym 1 ma z tego powodu ogromne znaczenie praktyczne.

Dowodem zauwazenia wazno$ci tych zagadnien bylo
przyznanie 1987 Nagrody Nobla w dziedzinie chemii za badania
naukowe z zakresu chemii supramolekularnej (,,za rozwinigcie 1

zastosowanie czasteczek o szczeg6lnie selektywnych oddzialywaniach



zaleznych od strukltury”). Laureatami zostali Charles J. Pedersen za
syntezg eterdow koronowych, Donald J. Cram za kompleksy gosc-
gospodarz oraz Jean-Marie Lehn za uktady przestrzenne - kryptaty.

Jean-Marie Lehn, ktorego powszechnie uwaza si¢ za tworce
chemii supramolekularnej, urodzit si¢ w 1939 we Francji w
miasteczku Rosheim. W 1963 roku uzyskat stopien naukowy doktora,
aw 1970 roku tytul profesora na uniwersytecie w Strasburgu.

Charles J. Pedersen urodzit si¢ w 1904 roku w Fusan w Korei.
W 1922 roku wyjechat do Stanéw Zjednoczonych gdzie w 1926 roku
ukonczyt studia na Uniwersytecie w Dayton w Ohio, a 1926 w
Instytucie Technologii w Massachusetts. Wigkszo$¢ zycia pracowal w
firmie DuPont w USA. Zmarl w 1989 roku w Salem w stanie New
Jersey.

Donald J. Cram urodzit si¢ w 1919 roku w Chester w stanie
Vermont w USA. W 1947 roku uzyskat stopien naukowy doktora na
Uniwersytecie Harvarda w Cambridge. W 1955 roku uzyskal tytut
profesora na Uniwersytecie Kalifornijskim w Los Angeles.

Istnieje wiele metod stosowanych do badan supermolekut.
Obok magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), spektroskopii
UV-Vis 1 FTIR, spektrometria mas odgrywa wiodaca role w
badaniach tego typu uktadow zarowno w fazie gazowej, jak i w fazie
ciektej. Spektrometria mas to technika, ktorej istota lezy w jonizacji
badanej substancji z utworzeniem jondéw dodatnich lub ujemnych, a
nastgpnie wyznaczenie masy tych jonow w stosunku do tadunku. W
tej technice stosuje si¢ szeroka game¢ metod jonizacji oraz wiele

réznych pod wzgledem konstrukcyjnym analizatoréw jondow. Ta



réznorodnos$¢ technik czyni dzisiaj spektrometri¢ mas szczegdlnie
atrakcyjna w badaniach biologicznie czynnych zwiazkoéw naturalnych
1 syntetycznych o strukturze kompleksow gos$¢-gospodarz.

Poczatki spektrometrii mas siggaja konca XIX-go wieku.
Pierwsza pracg dotyczaca analizy malych czasteczek opublikowat w
1912 roku Joseph J. Thompson. Wiele odkry¢ naukowych, za ktére
przyznano w ostatnich latach nagrode Nobla opierato si¢ na wynikach
uzyskanych za pomoca technik spektrometrii mas. Przyktadem moze
by¢ odkrycie deuteru przez Harolda Urey’a (Nagroda Nobla w
dziedzinie chemii w 1934 roku) oraz odkrycie fulerenow przez
Roberta F. Curla Jr, Harolda Kroto i Richarda E. Smalley’a (Nagroda
Nobla z chemii w 1996 roku). Nagroda Nobla w dziedzinie chemii w
roku 2002 zostala przyznana trzem naukowcom zajmujacym si¢
spektrometria mas (MS) oraz magnetycznym rezonansem jadrowym
(NMR). Laureatami zostali John B. Fenn, Koichi Tanaka (MS) oraz
Kurt Wiithrich (NMR). John B. Fenn i Koichi Tanaka znalezli sposob
na przeniesienie do fazy gazowej bardzo duzych czastek takich jak
biatka. Pierwszy z laureatow zastosowal rozpylenie roztworu w polu
elektrycznym, drugi naukowiec wykorzystat desorpcje laserem.

John B. Fenn urodzit si¢ w 1917 roku w Nowym Jorku, w
1940 uzyskat stopien naukowy doktora w chemii na uniwersytecie w
Yale (Connecticut, USA), gdzie nastgpnie w latach 1967-1987
zajmowal stanowisko profesora. Od 1987 jest profesorem
emerytowanym uniwersytetu w Yale. W 1994 roku zostat profesorem

na Virginia Commonwealth University, Richmond, Virginia, USA.



Koichi Tanaka urodzil si¢ w 1959 w Japonii w mieScie
Toyama. W 1983 roku uzyskat licencjat inzyniera na Uniwersytecie
Tohoku. Obecnie jest inzynierem do spraw badawczo-rozwojowych w
japonskiej firmie Shimadzu w mieScie Kyoto w zespole nauk
biologicznych, w Sekcji Przyrzadéw Analitycznych i Pomiarowych.

Te pionierskie prace obydwoch naukowcow otworzyly nowe
perspektywy w badaniach uktadow supramolekularnych. Monografia
ukazuje mozliwo$ci zastosowania spektrometrii mas w badaniach

kompleksow gosé-gospodarz.

Poznan, 10.02. 2003 Prof. dr hab. Wiadystaw Boczon



1. Spektrometria mas

W ostatnich dwoch dekadach lat obserwuje si¢ szybki rozwoj
technik spektrometrii mas. Dzigki opracowaniu nowych metod
jonizacji, zastosowaniu sprawniejszych uktadow wielofunkcyjnych
takich jak spektrometr mas z chromatografem gazowym lub
cieczowym oraz rozwiazaniom konstrukcyjnym umozliwiajacym
badanie zwiazkéw w szerokim zakresie mas, spektrometria mas jest
czesto jedyna instrumentalna metoda pozwalajaca na rozwiklanie
wielu probleméw badawczych. Mozliwosci analizowania zwiazkow
polarnych i termicznie nietrwatych, skomplikowanych mieszanin, w
polaczeniu z duza czulo$cia, spowodowaty, ze spektrometria mas stata
si¢ metoda znajdujaca zastosowanie w wielu dyscyplinach nauki. W
chwili obecnej, poza dziedzinami z zakresu nauk chemicznych, rézne
techniki spektrometrii mas sa szeroko stosowane w biologii i
medycynie, a szczegdlnie w badaniach z zakresu biochemii oraz
chemii supramolekularnej. Nowe metody spektrometrii mas
wykorzystuje si¢ w badaniach sekwencji kwasow nukleinowych
(genomika), struktury 1 funkcji bialek (proteomika) oraz do
profilowania  zmian w  skladzie  metabolitow  wtérnych
(metabolomika). Mozliwe jest badanie takze roznych typow zwiazkow
kompleksowych, na przyktad kompleksoéw eterow koronowych i ich
pochodnych, kompleksow biatek, oddziatywan typu gos$c-gospodarz
oraz procesOw samoorganizacji. Tak ogromny wzrost znaczenia tej
metody instrumentalnej w rozwiazywaniu rdéznych probleméw

badawczych jest mozliwy dzigki $ci§lej wspodtpracy naukowcoéw z



réznych dziedzin: chemii i biochemii, biologii, medycyny i farmacji
oraz oczywiscie fizyki i elektroniki.

Kazdy spektrometr, niezaleznie od rodzaju aparatu czy sposobu jego
wykorzystania, sktada si¢ z szeregu niezbgdnych podzespotow.

Konstrukcje spektrometru mas przedstawia schemat blokowy (rysunek

1):

Uklad wprowadzania probki

Komora jonizacyjna

Analizator jonoéw

Detektor jonow i rejestrator

Rysunek 1. Schemat blokowy spektrometru mas

Pierwszym elementem spektrometru jest uklad wprowadzania
probki. W zalezno$ci od wlasciwos$ci oraz stopnia czystosci badanych
substancji, istnieje kilka sposobow ich wprowadzania. Dla ciat statych
1 jednorodnych chemicznie stosuje si¢ tzw. wprowadzenie
bezposrednie (ang. direct inlet, DI), natomiast do badania probek
niejednorodnych (mieszanin) wykorzystuje si¢ mozliwo$¢ sprzgzenia
spektrometru  mas z chromatografem gazowym (ang. gas
chromatography/mass spectrometry, GC/MS) lub cieczowym (ang.
high pressure liquid chromatography/mass spectrometry lub high



performance liquid chromatography/mass spectrometry, HPLC/MS).
Podczas tego rodzaju analiz widma masowe sa rejestrowane w sposob
ciagly, a rozdzielone na kolumnie chromatograficznej sktadniki moga
na ich podstawie by¢ identyfikowane. Potaczenie chromatografu
gazowego lub cieczowego ze spektrometrem mas jest szczegdlnie
przydatne podczas analiz wykonywanych w badaniach skazen
srodowiska, podczas kontroli przebiegu procesOw przemystowych,
rowniez w badaniach probek otrzymanych z materialu biologicznego,
zarbwno pochodzenia zwierzgcego, jak 1 roslinnego. Sprzezenie
chromatografu ze spektrometrem mas potaczylo w jedno urzadzenie
dwa zupelnie niezalezne 1 bardzo wydajne aparaty analityczne.
Sposdéb wprowadzania probek zalezy od konstrukcji zrodla jonow
(zwanego takze komora jonizacyjna), w ktorym probki badanych
substancji ulegaja procesowi jonizacji.

Najstarsza 1 nadal powszechnie stosowana metoda jest
jonizacja poprzez bombardowanie strumieniem elektronow (ang.
electron impact lub electron ionization, EI)'. Strumien elektronow o
energii najczesciej 70 eV przechodzi przez pary badanej substancji. W
wyniku "bombardowania" elektronami (e) elektrycznie oboj¢tnej

czasteczki substancji badanej (M°) zachodzi reakcja prowadzaca do
powstania kationu rodnikowego M"  (kationorodnika), ktora

sumarycznie 1 w duzym uproszczeniu mozna przedstawi¢ ponizszym

rOwnaniem:

M°+ e — MT+2e
Powstaty kation rodnikowy o masie czasteczkowej praktycznie

rownej masie badanego zwiazku nosi nazwe jonu molekularnego. Ze
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wzgledu na przekazywany jonizowanym czasteczkom duzy nadmiar
energii wewngtrznej nastepuje silna fragmentacja powstajacych w
zrodle jonow molekularnych. Czasami zdarza sig, np. w przypadku
analizy cukrow, ze jonizacja metoda EI powoduje tak intensywna
fragmentacjg, ze identyfikacja jonu molekularnego, a w konsekwencji
oznaczenie masy czasteczkowej, staja si¢ niezmiernie utrudnione. Na
rysunkach 2 i 3 przedstawiono przykladowe widma mas glukozy oraz
benzoesanu metylu zarejestrowane przy uzyciu jonizacji EI, w ktorych

obserwuje sig (lub nie) piki odpowiadajace jonom molekularnym.

OH OH
HO.
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Rysunek 2. Widmo mas glukozy (m.cz.=180 D) zarejestrowane przy
uzyciu jonizacji w strumieniu elektronow (EI). Brak sygnatu

molekularnego

11



OCH3
100
105
77
80 -
°
-
60 -
51
40 -
[M]™
136
20 A
0 11 ISR .||||I. 1 I.| : 1.
40 60 80 100 m/z 120 140

Rysunek 3. Widmo mas benzoesanu metylu (m.cz. 136)
zarejestrowane przy uzyciu jonizacji w strumieniu elektronow (EI).

Obserwuje si¢ intensywny sygnat jonu molekularnego

W przypadku zrodet z jonizacja EI badane zwiazki po
umieszczeniu w matej szklanej lub metalowej probowce wprowadza
si¢ za pomoca sondy, w ktérej nastgpuje ich ogrzewanie w celu

przeprowadzenia w stan gazowy. W przypadku jednorodnych probek
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o wysokiej preznosci pary, na przyktad cieczy niskowrzacych lub
gazow, stosuje si¢ tzw. zbiornik podcisnieniowy, do ktérego
nastrzykuje si¢ lotna probke, skad w formie pary jest ona dozowana -
poprzez zawor iglicowy - do komory jonizacyjnej spektrometru mas.
Substancje ciekte moga by¢ réwniez wprowadzane bezposrednio za
pomoca sondy po umieszczeniu ich w probowce zamknigtej
koreczkiem z otworem o bardzo matej $rednicy. Z kolei analiza
mieszanin jest mozliwa przy zastosowaniu chromatografu gazowego
jako uktadu wprowadzania probek. W kazdym przypadku konieczne
jest przeprowadzenie badanych zwiazkéw w stan pary bez ich

termicznego rozkladu. Rysunek 4 przedstawia schemat zrodta jonow z

emiter elektronéw (katoda) rf/fw

elektromny l

jonizacja EI.

grzana probowka lub
koticowka kolumny z

chromatografu gazowego E}b
pary badanego zwiazku 65 }

o
0% 2

|-

I

jony do analizatora

Rysunek 4. Uproszczony schemat zrodta jonow z jonizacja EI
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Metoda jonizacji w strumieniu elektronéw nie ma
praktycznego zastosowania w przypadku uktadow
supramolekularnych, czy  zwiazkbw o  duzych  masach
czasteczkowych. Do badania tego typu probek obecnie wykorzystuje
si¢ bombardowanie szybkimi jonami lub atomami (ang. liquid
secondary ion mass spectrometry, LSIMS lub fast atom bombardment,
FAB)>** oraz, w szczegdlnosci, jonizacje poprzez elektrorozpraszanie
(ang. electrospray ionization, EST) >’

Bombardowanie szybkimi jonami nazywa si¢ czgsto
spektrometria mas jonéw wtornych w matrycy ciektej. Idea tej metody
jonizacji polega na wytworzeniu pierwotnej wiazki jonéw (najczescie]
Cs") i skierowaniu jej na badana substancje rozpuszczona w cieklej
matrycy 1 naniesiona na sond¢ zakonczona stalowa powierzchnia
$cieta pod katem okoto 45 — 60°. Pod wplywem bombardowania
wiazka pierwotna nastepuje desorpcja jondw, ktore ogniskowane sa
we wtorng wiazke jonéw kierowana do analizatora spektrometru mas
(rysunek 5). Bombardowanie atomami szybkimi — FAB polega na
wprowadzeniu w miejsce jonow Cst obojetnych pod wzglgdem
elektrycznym, lecz energetycznie wzbudzonych atoméw gazu
szlachetnego najczgsciej argonu lub ksenonu. Wzbudzenie gazu
obojetnego odbywa si¢ przez kolizje czasteczek obojetnych z jonami
tego gazu. Wiazka wzbudzonych atoméw Ar* lub Xe* trafia na sonde
Z naniesiona na nig badang substancja w matrycy. Pozostale jony sa
wychwytywane przez elektrode (rysunek 5). Metody FAB i LSIMS
pozwalaja (w odréznieniu od EI) bada¢ zwiazki polarne i termicznie

nietrwale, jednak warunkiem zarejestrowania widma mas jest ich
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dostateczna rozpuszczalno$¢ w matrycy. Matryce mozna $wiadomie
dobiera¢ pod wzgledem charakteru badanych substancji np.
rozpuszczalno$ci, polarnosci lub innych cech fizykochemicznych.
Gdy pojawia si¢ problem rozpuszczalno$ci badanej substancji w
matrycy, stosuje si¢ wspolrozpuszczalnik dobrze rozpuszczajacy
probke i jednoczesnie rozpuszczalny w matrycy np. chlorek metylenu,
acetonitryl, DMSO. Najczgsciej stosowane matryce przedstawione

zostaty na rysunku 6.

1) o b) e
Ie v I
.

elektroda Ar*
Substancja /;Jbstancja
(v matrycy] (wi matrecy)

TN e

Sonda  jomy wtorne Sonda  jony wtorme
do analizatora do analizatora

Rysunek 5. Uproszczony schemat zrodta jondw z jonizacja LSIMS

(rysunek lewy) oraz FAB (rysunek prawy)
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CH,OH

Hof—oH HG—>sH CH,CH,0H
HC—OH HC—OH N—CH,CH,0H

H,C—OH H,C—OH NO, CH,CH,0H
gliceryna 1-tiogliceryna alkohol 3-nitrobenzylowy trietanoloamina

Rysunek 6. Najczgsciej stosowane matryce w metodach jonizacji FAB

oraz LSIMS

Rola matrycy jest potrdjna: ulatwia ona desorpcje jondéw
substancji badanej, zapewnia roOwnomierne jej st¢zenie w obrgbie
oddziatywania wiazki pierwotnej jonow Cst lub Ar*, jest
posrednikiem w przekazywaniu energii niesionej przez wiazkg Cs™
lub Ar*, gdyz ulega ona jonizacji w pierwszej kolejnosci. Poniewaz
widma mas rejestrowane przy zastosowaniu metod FAB i LSIMS sa
bardzo do siebie podobne, akronim FAB jest czgsto uzywany w
stosunku do obu tych metod jonizacji.

Na rysunku 7 przedstawiono struktur¢ oraz widma LSIMS 7-
0-(6’’-O-ramnozylo)glukozydu hesperetyny (hesperydyna)
zarejestrowane w trybie jonow dodatnich 1 ujemnych. Jak wskazuje
przyktad hesperedyny - w widmach rejestrowanych metoda FAB lub
LSIMS obserwuje si¢ jony odpowiadajace protonowanym
czasteczkom badanego zwiazku (jony dodatnie [M+H]") lub
czasteczki pozbawione protonu (jony ujemne [M-H]). Jony te dawnie;j

nazywano pozornymi jonami molekularnymi (quasimolecular ion).
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Rysunek 7. Struktura oraz widma LSIMS jonéw (1) ujemnych i (2)
dodatnich 7-O-(6"’-O-ramnozylo)glukozydu hesperetyny wykonane w
glicerynie (Gl) jako matrycy
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Wystepuja rowniez jony pochodzace od matrycy, sa to klastery
typu [nGlH+H]" oraz [nGl-H]. Wyjatkiem jest alkohol 3-
nitrobenzylowy (NBA), ktory w trybie jonow ujemnych tworzy jony
bedace anionorodnikami typu [nNBA]". Badane zwiazki, jak rowniez
wszystkie matryce cz¢sto przytaczaja jony nieorganiczne, najczescie]
kationy sodu, co prowadzi do powstawania jonéw [M+Na]". W trybie
jondéw ujemnych mozliwe jest powstawanie np. jonéw typu [M+CI]".
Tworzenie klasteréw nie jest charakterystyczne tylko dla matryc.
Rowniez badane zwiazki moga tworzy¢ jony typu [nM+H]', jak
rowniez klastery z matryca np. [M+NBA+H]".

Fakt, ze w tych metodach jonizacji mozliwe jest obserwowanie
indywiduow chemicznych majacych w swojej budowie stabe
oddzialywania niekowalencyjne sprawia, ze techniki te nadaja si¢ do
badan z zakresu chemii supramolekularne;.

W widmach mas rejestrowanych przy uzyciu technik FAB oraz
LSIMS rzadko obserwuje si¢ jony wielokrotnie natadowane, przez co
utrudnione jest obserwowanie komplekséw z kationami dwu- i
trojwartoSciowymi, kompleksow z wigcej niz jednym kationem
metalu oraz jondéw czasteczek wielokrotnie protonowanych [M+nH]""
majacych ogromne znaczenie w analizie biatek.

Wymienionych ograniczen nie ma metoda jonizacji polegajaca
na rozpyleniu roztworu z badang probka w silnym polu elektrycznym
pod ci$nieniem atmosferycznym (ESI, rysunek 8). Roztwor badanej
substancji jest wprowadzany do zrédta jonow ESI przez stalowa

kapilarg, do ktorej jest przytozone napigcie rzedu kilku kV. Pod
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wplywem przylozonego napigcia oraz gazu rozpylajacego (prawie
zawsze azotu) nastgpuje rozpylenie badanego roztworu. Prowadzi to
do wytworzenia matych kropel obdarzonych na powierzchni
fadunkiem elektrycznym. Wytworzone krople ulegaja kurczeniu pod
wpltywem gazu suszacego (nastgpuje odparowywanie
rozpuszczalnika) oraz odpychaniu pomigdzy réwnoimiennymi
fadunkami na ich powierzchni. Proces ten w konsekwencji prowadzi
do powstania jonow, ktore sa dalej analizowane w spektrometrze mas.
Jako rozpuszczalnikdw najczgséciej uzywa si¢ metanolu, acetonitrylu,
wody lub ich mieszaniny w odpowiednich proporcjach. Czgsto tez
dodaje si¢ matych ilosci innych substancji, w szczegolnosci kwasu
octowego, trifluorooctowego lub mrowkowego. Zakwaszenie
roztworu ulatwia protonowanie badanych zwiazkéw, co wptywa na
polepszenie czutosci wykonywanych analiz.

Istnieja dwa sposoby wprowadzania badanego roztworu do
zrédla jondéw typu ESI. W przypadku probek jednorodnych roztwor
badanej substancji o stezeniu ok 10° M wprowadza si¢ bezposrednio
ze strzykawki. Uzywajac do tego celu pompy Harvarda mozna
precyzyjnie regulowaé szybko$¢ przeptywu badanego roztworu,
najczesciej wynosi ona 20 ul/min. W przypadku analiz mieszanin
badany roztwor wprowadzany jest przez chromatograf cieczowy. Na
kolumnie chromatograficznej nastgpuje rozdziat analizowanej
mieszaniny na poszczeg6Olne sktadniki, dla ktorych, w kolejnosci
elucji, rejestrowane sa widma mas. Ten sposob analizy ma szczegdlne
znaczenie w  przypadku probek pochodzenia naturalnego.

Dodatkowym  parametrem  pozwalajacym na  identyfikacje
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poszczegoOlnych sktadnikéw jest czas retencji (porOwnanie ze
wzorcem). W przypadku analiz HPLC/MS zazwyczaj stosuje si¢
przepltywy rzedu 0,5 ml/min.

pompa Harvarda

(strzykawka) —
gaz suszacy
gaz rozpylajacy (desolvation gas)
(nebulizing gas) \
wlot probki L = <‘ jony
stalowa T
i “elektrosprej”
kapilara prd separator stozkowy
chromatograf (skimmer, cone)
cieczowy

Rysunek 8. Uproszczony schemat zrodta jonow ESI

W metodzie ESI, podobnie jak w przypadku FAB, obserwuje
si¢ jony typu [M+H]", [M+N])’, [M-H], [M+CI], jak roéwniez
roéznego typu klastery, kompleksy oraz jony wielokrotnie natadowane.
Jony powstale przy uzyciu techniki ESI maja bardzo maty nadmiar
energii wewnetrznej, dlatego uwaza sig, ze jest to najlagodniejsza
metoda jonizacji sposrod obecnie znanych. Dlatego technika ta nadaje
si¢ do badania indywiduoéw chemicznych majacych w swojej budowie

oddziatywania niekowalencyjne.
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Jedna z charakterystycznych cech widm mas rejestrowanych w
metodzie ESI, zwlaszcza w przypadku biatek, sa jony wielokrotnie
natadowane. W przypadku jonéw obdarzonych pojedynczym
fadunkiem, pasma izotopowe sa oddalone od siebie o jednostke, dla
jonow dwukrotnie natadowanych o pot jednostki, dla trojkrotnie o
jedna trzecia jednostki itd. Na rysunkach 9 i 10 przedstawiono widma
ESI zarejestrowane w trybie jonow dodatnich 2,5-dipodstawionego
oksadiazolu oraz gramicydyny (peptyd o wiasciwosciach
antybiotyku). W przypadku gramicydyny obserwujemy jon podwdjnie
protonowany [M+2H] "%, natomiast dla oksadiazolu w przedstawionym
zakresie m/z (stosunek masy do tadunku ang. mass to charge ratio)
wystepuja jony [2M+H]™ oraz [2M+Na]". Réznica miedzy nimi
wynosi 22 jednostki, co prawie zawsze odpowiada — odpowiednio -
jonowi protonowanemu i sodowanemu.

Technika ESI doskonale nadaje si¢ do badania ukladow
supramolekularnych. Na rysunku 11 przedstawiono widmo mas
oksaalkilofosforanu zarejestrowane po dodaniu mieszaniny litowcow
do badanego roztworu. Z widma tego mozna wnioskowaé o
selektywnosci kompleksowania jonéw metali, jak réwniez o trwatosci

kompleksow typu 1:1 oraz 2:1.
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Rysunek 11. Widmo ESI oksaalkilofosforanu OP(CH,CH,CH3);

zarejestrowane w obecnos$ci jonow litowcow

W kazdym roztworze wystgpuja oddzialywania zachodzace
pomigdzy substancja rozpuszczona a rozpuszczalnikiem. Istotny
wplyw na wielko$¢ sygnatu w widmie ESI posiada energia jaka jest
potrzebna, aby obecny w roztworze jon pozbawi¢ “otoczki”
rozpuszczalnika (ang. solvation energy). Im wyzsza jest energia
solwatacji tym mniejszy bedzie sygnat w widmie ESI. W przypadku
rozpuszczalnikéw polarnych (np. wody) energia solwatacji ro$nie
wraz ze wzrostem ggstosci tadunku (oddziatywanie jon-dipol).
Energie hydratacji (solwatacja czasteczkami wody) litowcoOw oraz ich
wzgledne sygnaly w widmie ESI zarejestrowanym dla roztworu

wodnego zawierajacego rownomolowe ilosci kationéw przedstawiono

w Tabeli 1.
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Tabela 1.
Energie hydratacji jonow litowcow oraz ich wzgledne sygnaty w

widmie ESI

Li Na® K' Rb" Cs'

Energia solwatacji

(kJ/mol, T=298K) 519 406 322 293 264

Wzgledna
intensywno$¢ sygnatu 2 7 23 60 100
w widmie ESI (%)

W chemii supramolekularnej najwigksze zastosowanie maja
techniki ESI oraz FAB. Znanych jest jednak wiele innych metod
jonizacji. Nadal czgsto wykorzystywana jest jonizacja chemiczna
(ang. chemical ionization, CI)® oraz bezposrednia jonizacja chemiczna
(zwana takze jonizacja chemiczna przez desorpcjg, ang. desorption
chemical ionization lub direct chemical ionization, DCI). Dla
zwiazkoéw polarnych i/lub o duzych masach czasteczkowych stosuje
si¢ obecnie bardzo popularna jonizacje przez desorpcje laserowa z
matrycy (ang. matrix assisted laser desorption ionization, MALDI)’.
Podobnie jak ESI, jonizacja chemiczna pod ci$nieniem
atmosferycznym (ang. atmospheric pressure chemical ionization,
APCD'™" ma szczegélne znaczenie w przypadku sprzegania
chromatografu cieczowego ze spektrometrem masowym. Kolejna
metoda jonizacji substancji o wysokich masach czasteczkowych moze
by¢ desorpcja polem (ang. field desorption, FD)'?. Obecnic tej

techniki jonizacji praktycznie si¢ nie stosuje ze wzgledu na trudne i
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czasochlonne przygotowanie probki do analizy. Wszystkie
wymienione metody jonizacji sa stosowane przy bezposrednim
wprowadzeniu prébek do komory jonizacyjnej. Jonizacja w
strumieniu elektrondéw oraz jonizacja chemiczna sa rdéwniez
stosowane podczas wprowadzania probek przez chromatograf
gazowy. W przypadku wykorzystywania sprzg¢zenia chromatografu
cieczowego ze spektrometrem masowym najczesciej stosuje sig
wymienione wyzej metody jonizacji (ESI 1 APCI) oraz
termorozpraszanie (ang. thermospray, TSP)". W przypadku uktadow
HPLC/MS stosowane jest rowniez potaczenie wykorzystujace do
wzbudzenia czasteczek bombardowanie szybkimi atomami z ciaglym
przeptywem matrycy (ang. continuous flow-fast atom bombardment,
CF-FAB)."

Z komory jonizacyjnej wiazka jondw kierowana jest do
analizatora, gdzie nastepuje ich rozdziat w zaleznosci od stosunku
masy do tadunku (m/z). Obecnie stosowane sa bardzo rozne typy
analizatoréw: analizatory magneto-elektrostatyczne (B/E lub E/B),
analizatory jonowego rezonansu cyklotronowego (ang. ion cyclotron
resonance, ICR), analizatory mierzace czas przelotu (ang. time-of-
flight, TOF), analizatory kwadrupolowe (ang. quadrupole, Q) i
réznego typu putapki jonowe (ang. ion trap). Obserwuje si¢ szybki
rozw0j tandemowej spektrometrii masowej, gdzie spektrometry sa
laczone szeregowo. Istnieje réwniez mozliwos¢ taczenia roéznych
rodzajéw analizatorow (instrumenty hybrydowe). Podstawowe trzy
parametry  charakteryzujace  analizator  to:  zakres  mas,

przepuszczalno$¢ 1 zdolnos¢ rozdzielcza. Wigkszo$¢ spektrometrow
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masowych wyposazonych w nowoczesne analizatory umozliwia
badanie rozpadéw metastabilnych,”> lub badanie rozpadéw jonow
aktywowanych przez kolizj¢ (ang. colission activated dissociation,
CAD lub colissionally induced dissociation, CID). W obu
przypadkach analizie poddawane sa jony powstajace podczas
rozpadoéw zachodzacych pomigdzy komora jonizacyjna a detektorem.

Ostatnim, niezb¢dnym elementem spektrometru, jest detektor
jonoéw 1 rejestrator widma masowego. W pierwszych spektrometrach
do detekcji jonow stosowano plyte fotograficzna, ktéra szybko
zastapiono powielaczem elektronowym lub fotopowielaczem.
Obecnie, sygnaty z detektora sa rejestrowane przez system
komputerowy.

Wewnatrz kazdego spektrometru mas panuje bardzo wysoka
proznia. W zalezno$ci od typu aparatu sg to ci$nienia rzedu 10°-107
milibara (1 bar = 1 atm). Do osiagnigcia tak niskiego ci$nienia
konieczny jest uktad pomp rotacyjnych i turbomolekularnych.

Istnieje szereg opracowan ksiazkowych, zarowno w jezyku
angielskim, jak 1 polskich, po$wieconych spektrometrii mas jako
metodzie  analitycznej, obejmujacych  zar6wno  zagadnienia
instrumentalne, procesy fragmentacji, zasady interpretacji widm, jak i
omoéwienie konkretnych przyktadow zastosowan'®'7-'%1.

Jedna z podstawowych informacji, jakich poszukuje si¢ w
badaniach supermolekut, jest wyznaczenie ich stafych trwatosci (K).
Spektrometria mas oferuje metody pozwalajace wyznaczaé ten wazny

parametr.
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2. Wyznaczanie stalych trwalosci komplekséw za pomoca widm

ESI

Jezeli w roztworze znajduje sie kation metalu M oraz zwiazek
L (ligand) zdolny do utworzenia kompleksu z tym kationem LM,
wowczas ustala si¢ rownowaga opisana rOwnaniem:
L+M = LM’
Stala trwatos$ci kompleksu K (ang. binding constant) opisana jest
matematycznie rOwnaniem:

o [LM7]
f[L]fus [M']

Gdzie [LM'], [L] i [M'] sa stezeniami molowymi — odpowiednio -
kompleksu, ligandu i kationu metalu, a fim’, fi, fu' sa odpowiednimi
wspotczynnikami aktywnosci. W  przypadku  roztwordw
rozcienczonych rownanie to si¢ upraszcza, poniewaz wartosci f sa
rowne 1. Wartos¢ stalej trwatosci, czyli ustalona w roztworze
rownowaga, zalezy od rodzaju uzytego rozpuszczalnika, przede
wszystkim jego polarnosci. Metoda ESI duzo lepiej nadaje si¢ do
wyznaczania statych trwatosci kompleksow niz FAB, poniewaz
matryce stosowane w technice FAB rzadko kiedy sa stosowane jako
rozpuszczalniki. Natomiast ciecze typu metanol, woda, acetonitryl,
czyli takie, ktore standardowo sa stosowane w technice ESI, sa bardzo
czesto stosowane jako rozpuszczalniki w chemii roztworéw, w tym
roztworow  komplekséw. Stata trwatosci kompleksu mozna
wyznaczy¢ dwiema metodami: metoda Liu oraz metoda Brodbelta z

wykorzystaniem techniki ESI-MS.
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W metodzie Liu®® wykorzystuje si¢ rownanie

K_ b
Ko I

gdzie K; 1 K; sa statymi trwatosci kompleksu 1 1 2, I; 1 I sa
wysokosciami  (intensywno$ciami)  pikdw  odpowiadajacych
odpowiednio kompleksowi 1 i 2, ktére odczytujemy z widma mas
zarejestrowanego dla mieszaniny kompleksow 1 i 2. Parametr S
nalezy wyznaczy¢ eksperymentalnie i jest to wzgledny wspotczynnik
przeniesienia komplekséw pomigdzy fazami (ciekta 1 gazowa) zwany
takze stosunkiem wydajno$ci jonizacji (ang. cationization efficiency
ratio). Kompleksem 1 jest uktad [L+Li'], a kompleks 2 jest ukladem
[L+Na']. W celu wyznaczenia wartoéci S rejestrujemy widma mas
roztwordw, w ktorych stosunek stezen kationdw metalu zmienia si¢ od
1:1 do 5:1, a stgzenie L pozostaje state. Nastgpnie wykre§lamy
wykres, w ktorym na osi x odnotowany jest stosunek st¢zen kationow
metalu, a na osi y stosunek intensywnos$ci pikéw odpowiadajacych
kompleksom 1 i1 2. Prowadzi to do otrzymania prostej opisanej
roOwnaniem typu y = ax + b. Wspotczynnik nachylenia prostej a jest
parametrem S. Je$li znana jest stala trwatosci jednego z kompleksow
np. 1, wyznaczymy warto$¢ S i z widma mas odczytamy stosunek I;/I,
to wowczas z rOwnania mozna obliczy¢ stata trwato$¢ kompleksu 2.
W metodzie Brodbelt'a®' wykresla si¢ krzywa kalibracyjna
zalezno$ci intensywnosci sygnatu kompleksu (wzorca) w widmie od
jego stezenia w roztworze. Stgzenie wzorca wyznaczamy znajac jego

stala trwaloSci oraz poczatkowe stezenia kationu metalu 1 ligandu.
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Zatdézmy, ze zrobiliSmy to dla kompleksu ligandu L; z kationem sodu
[Li+Na']. Jesli do roztworu kompleksu [L;+Na'] zostanie dodany
ligand L,, ktéry z kationem sodu tworzy kompleks o podobnej
trwatoéci, to wowczas utworzy si¢ kompleks [L,+Na'] i zmniejszy sie
stezenie kompleksu [L;+Na'], ktérego warto$¢ po zarejestrowaniu
widma mas dla tej mieszaniny komplekséw odczytamy z wykreslonej
krzywej kalibracyjnej. State trwatosci kompleksu wzorca oraz

kompleksu badanego okreslaja réwnania:

WZ:[L1+Na+] K. [L2+Na+]

[L][Na*] ~ [LJ][Na']
Natomiast wartosci stezen [L;], [L2] oraz [Na'] dane sa nastepujacymi
rOwnaniami:

[Ll] = [Ll] - [Ll + Na+]

total

[L.] =[L:Jow -[L: + Na™]
[Na"]=[Na"Jea-[Li+Na"]-[L.+Na"]
Gdzie [LJwotal, [L2Jtotat 1 [Na Jwota 52 calkowitymi, znanymi, st¢zeniami
ligandéw 1 kationow sodu. Rozwiazujac réwnania na st¢zenie

badanego kompleksu otrzymuje si¢ réwnanie:

[Li+Na']

(Lot Na']=[Na o= (Lt NG T o)

Wyliczajac z rownania warto$§¢ stezenia badanego kompleksu
[Ly+Na'] oraz z wartoéci stezenia [L,] oraz [Na'] oblicza sie¢ stata
trwalo$ci badanego kompleksu. W tej metodzie odczytuje si¢ z widma

wylacznie intensywno$¢ sygnatu wzorca. Pozwala ona wyznaczy¢
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stata trwatosci kompleksu niejonowego lub takiego, ktérego wartos¢

m/z lezy poza zakresem mozliwosci naszego spektrometru mas.
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3. Spektrometria mas ukladoéw supramolekularnych - faza ciekla

czy gazowa?

Technikg ESI/MS  (ang. electrospray ionisation/mass
spectrometry) uwaza si¢ za najtagodniejsza metod¢ uzyskania z fazy
cieklej jonéw w fazie gazowej, ktore moga by¢ analizowane w
spektrometrze mas - w warunkach wysokiej prozni. Jednakze, kazdy
eksperymentator dokonujac analizy wynikow musi by¢ $wiadomy
faktu, ze podczas przeniesienia indywiduéw chemicznych z roztworu
do fazy gazowej nastepuje drastyczna zmiana Srodowiska. Efekty
zwiazane z obecno$cia rozpuszczalnika oraz w przypadku uktadow
jonowych z obecnoscia przeciwjonu zanikaja w momencie zmiany
faz. Podczas procesu odparowania rozpuszczalnika moga zachodzi¢
zmiany we wlasciwosciach uktadow supramolekularnych, zmienia si¢
energia oddzialywan, stechiometria, struktury kompleksow gosc-
gospodarz. Oddzialywania w supermolekutach, ktore sa ostabiane
przez rozpuszczalnik staja si¢ mocniejsze w fazie gazowej (rysunek
12). Efekt ten szczegolnie silnie obserwowany jest kiedy dokonuje si¢
pomiarow ESI/MS superczasteczek z wiazaniem wodorowym w
rozpuszczalnikach  protonowych. W  roztworze rozpuszczalnik
protonowy tworzy silne migdzyczasteczkowe wigzania wodorowe z
kompleksem go$é-gospodarz, podczas gdy usunigcie rozpuszczalnika
w momencie przejscia do fazy gazowej drastycznie zwigksza moc

wewnatrzczasteczkowego wiazania wodorowego w supermolekule.
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Rysunek 12. Zmiana w strukturze supermolekuty spowodowana

przeniesieniem z roztworu do fazy gazowej

Podobne zjawisko obserwuje si¢ w przypadku oddziatywan
elektrostatycznych w kompleksach gos¢-gospodarz, oddziatywania te
sa ostabiane w fazie cieklej przez dipole czasteczek polarnego
rozpuszczalnika. W momencie przejscia do fazy gazowej drastycznie
wzrasta rola tych oddzialywan 1 w wielu przypadkach staja si¢ one
odpowiedzialne za stechiometri¢ oraz struktur¢ kompleksow. Dlatego
tez, w widmach mas czgsto obserwuje si¢ kompleksy o stechiometrii

2:1 lub wyzszej, ktorych wystgpowania nie stwierdza si¢ w roztworze.

kompleks go§¢é-gospodarz (1:1) == kompleks gos¢-gospodarz (2:1)
ROZTWOR FAZA GAZOWA
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Odmienna sytuacja panuje w przypadku oddziatywan
hydrofobowych w kompleksach gos¢-gospodarz. Oddziatywania te sa
Zazwyczaj mocniejsze w roztworze, niz w fazie gazowej. W
rozpuszczalnikach polarnych takich, jak woda, niepolarne czasteczki
supermolekut sa Sciskane przez czasteczki rozpuszczalnika, co
prowadzi do zmniejszenia catkowitej powierzchni hydrofobowej
wewnatrz polarnego rozpuszczalnika. Przy przej$ciu do fazy gazowe;j
nie ma efektu polarnego rozpuszczalnika przez co oddziatywan
hydrofobowych zazwyczaj si¢ nie obserwuje. Z kolei, niektére uktady
supramolekularne obdarzone ladunkiem elektrycznym sa trwate w
roztworze 1 nietrwale w fazie gazowej ze wzgledu na stabilizacjg
tadunku przez rozpuszczalnik.

Warunki w fazie gazowej sa podobne do roztworu, tylko w
tych przypadkach, w ktorym sa niewielkie oddzialywania pomigdzy
substancja rozpuszczona — supermolekuta, a rozpuszczalnikiem.

Istotng role¢ w zmianie budowy uktadow supramolekularnych
przy przejsciu z fazy cieklej do fazy gazowej odgrywa efekt
entropowy. Zatézmy, ze uktad supramolekularny typu gos$¢-gospodarz
rozpuszczamy Ww roztworze, rozpad/dysocjacja takiego uktadu
prowadzi do powstania wolnej luki/wneki wewnatrz czasteczki
gospodarza. W procesie asocjacji luka/wngka gospodarza moze byc¢
wypeliona konkurencyjna czasteczka rozpuszczalnika. Proces taki
kontrolowany jest przez entropig, co prowadzi do stabilizacji uktadu
typu gosé-gospodarz w rozpuszczalnikach. Jesli jednak taki kompleks
znajdzie si¢ w wysokiej prézni to ze wzgledu na entropi¢ jego

dysocjacja jest bardzo korzystna.
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W momencie rozpuszczenia kompleksow gosé-gospodarz w

rozpuszczalniku ustala si¢ rownowaga dysocjacyjno-asocjacyjna:

Kompleks gosé-gospodarz czasteczka goscia + czasteczka gospodarza

Stata rownowagi tego procesu w fazie ciektej, mozna badac
klasycznymi metodami, a jej wielkos¢ determinuja efekty
termodynamiczne. Natomiast réwnowage w fazie gazowe] mozna
probowac bada¢ majac do dyspozycji spektrometr mas wyposazony w
kwadrupolowa putapke jonowa (ang. quadrupole ion trap, QIT)* lub
analizator cyklotronowego rezonansu jadrowego z transformacja
Fouriera (ang. Fourier transform ion cyclotron resonanse, FTICR)™.
Obydwa typy analizatoréw umozliwiaja przebywanie w nich jonow
przez kilkanascie sekund, co zazwyczaj teoretycznie wystarcza do
wytworzenia si¢ rownowagi termodynamicznej. Jednak ze wzgledu na
fakt, ze w spektrometrze mas panuje bardzo wysoka préznia (10°-107
milibara), jony praktycznie nie oddzialywaja ze soba, przez co
obserwowanie efektoéw réwnowagowych jest szczegodlnie utrudnione,
a uzyskane wyniki nie zawsze sa wiarygodne.

W tego typu analizatorach istnieje mozliwos¢ badania sktadu
mieszaniny jonéw w okreslonych odstgpach czasu, co pozwala na
prowadzenie precyzyjnych badan kinetycznych. W analizatorach tego
typu panuja doskonale warunki do badania efektow kinetycznych,
poniewaz w wysokiej prozni konkretny proces nie jest zaktocany

przez srodowisko (np. dysocjacja kompleksu typu go§é-gospodarz).
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Pomimo, ze warunki panujace w spektrometrze mas sa
zupelnie inne niz te w roztworze badanie ukladoéw
supramolekularnych metoda spektrometrii mas przynosi ogromne
korzysci. Mozna w ten sposob bada¢ wilasciwosci danego uktadu
supramolekularnego nie zakldcone przez jego oddziatywanie z
czynnikami zewngtrznymi. Z kolei poréwnanie wyznaczonych
wartosci parametréw kinetycznych 1 termodynamicznych, np. energii
wiazania, w fazie gazowej 1 w roztworze, pozwala okresli¢ jaka jest
rola rozpuszczalnika. Ponadto, wyniki uzyskane dla ukladow
supramolekularnych w fazie gazowej doskonale nadaja si¢ do
pordwnania z wynikami obliczen teoretycznych, dlatego, ze w obu

przypadkach nie wystepuja efekty zwiazane ze srodowiskiem.
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4. Kompleksy eterow koronowych z kationami metali.

Uktady supramolekularne eter koronowy — kation metalu
uwazane s za "klasyke" kompleksow typu gosé-gospodarz (ang. host-
guest) zwanych takze kompleksami inkluzyjnymi (ang. inclusion
complexes). W zaleznosci od wielkosci pierscienia eteru koronowego
(rysunek 13) preferowane jest tworzenie kompleksow z kationami
metali o promieniu odpowiadajacym wielko$ci pierscienia. Mozna
powiedzie¢, ze wystepuje tu zjawisko polegajace na wzajemnym
rozpoznawaniu jednej czasteczki (lub jonu) przez druga czyli tzw.

rozpoznanie molekularne (ang. molecular recognition).

CH
_— T2 CH.
CH;—CHs /CHz—% ICHz oA o,
o o) 0
o 0. ~
HC™ e H2<,3/ C{' 2 s en
2
H CH;  HC CH, l
zc\o o/ \o O/ HZC\O /CHZ
\CH CH/ H(|3\ \CH l O\
LMy 2! _0 Pl H
o o 2C\CHZ/O\CHZ/ ot
12-korona-4 15-korona-5 18-korona-6

Rysunek 13. Przyktadowe struktury eterow koronowych

Promien kationu Li" odpowiada wnece eteru 12-korona-4 (ang. 12-
crown-4, 12C4), kationu Na" wnece eteru 15-korona-5, natomiast
kationu K" wngce eteru 18-korona-6. Odpowiednie wartosci

przedstawia Tabela 2.
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Tabela 2.
Promienie jonowe kationdw oraz wyznaczone warto$ci promienia

wnegki eteru koronowego.

kation metalu promien czasteczka promien
kationu (A) eteru wneki (A)

Li’ 0,7 12-korona-4 0,60-0,75

Na" 1,0 15-korona-5 0,86-0,92

K* 1,4 18-korona-6 1,34-1,43

Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystgpowania réznych konformacji
nie mozna jednoznacznie okresli wielko$ci promienia wngki eterow
koronowych, a jedynie ich warto$ci minimalne i maksymalne (tabela
2).

Tworzenie kompleksow eterow koronowych z kationami
metali zachodzi bardzo szybko, dlatego roztwor eteru koronowego z
odpowiednimi solami, np. chlorkami litowcéw (metali alkalicznymi)
mozna wprowadza¢ do spektrometru mas zaraz po jego sporzadzeniu.

W widmie mas ESI zarejestrowanym dla 18-korona-6 w
obecno$ci chlorkow sodu, potasu, rubidu oraz cezu (ilosci
rownomolowe) obserwowano sygnaty odpowiednich kompleksow,
przy czym najwyzszy pik odpowiadal jonowi [18-korona-6+K]"
(rysunek 14).%
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Rysunek 14. Widmo MS mieszaniny eteru 18-korona-6 (18C6) z

jonami litowcow

Zaobserwowano dobra zgodno$¢ pomigdzy intensywnoscia
wzgledna poszczegolnych sygnatow, a wartosciami odpowiednich
statych trwato$ci (Tabela 3).

W przypadku, gdy wielko$¢ promienia kationu metalu jest
wigksza niz wielko$¢ promienia wneki, jak w przypadkul 8-korona-6 i
jonow Rb" lub Cs’, mozliwe jest powstawanie kompleksow o
stechiometrii  2:1 typu “kanapkowego” (ang. sandwich type
complexes). Przy czym, im wigkszy jest promien kationu metalu, tym
wyzszy jest sygnal odpowiadajacy kompleksowi typu 2:1, dla
badanych ukladow stosunek wysokosci sygnatéw [2(18-korona-

6)+Cs]" : [2(18-korona-6)+Rb]" wynosit 5:1.
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Tabela 3.
Poréwnanie intensywnosci pikéw w widmach ESI oraz stalych

trwalosci kompleksoéw 18-korona-6 z kationami litowcow.

kompleks [18- 6+Na]"| [18-korona- [18-korona- | [18-korona-
6+K]" 6+Rb]" 6+Cs]"
Proporcje stalych | 2.2 83,7 11,3 2,7
trwatosci
Proporcje sygnatow | 2.8 71.4 19,4 6,5
w widmie ESI (%)

W celu otrzymania widma MS komplekséw typu
kanapkowego badany roztwér powinien zawiera¢ nadmiar eteru
koronowego, poniewaz jony odpowiadajace kompleksom 2:1 moga
ulega¢ dysocjacji zgodnie z rOwnaniem reakcji:

[2(18-korona-6)+Cs]” — [18-korona-6+Cs]” + 18-korona-6
Dlatego, dokonujac pomiaréw w spektrometrze mas, aby uniknaé
zachodzenia procesu dysocjacji lub zmniejszy¢ jego wptyw na wyglad
widma mas nalezy zwroci¢ uwage na parametry zrodla jonéw, a w
szczegllnosci na tzw. potencjal stozka (ang. comne voltage). Parametr
ten posiada kluczowy wplyw na stopien fragmentacji jonow (tzw.
fragmentacja w zrodle jonow ang. fragmentation “in source”) 1
powinien by¢ najnizszy z mozliwych gdy chcemy obserwowac jony,
ktore tatwo ulegaja rozpadowi.

Koncepcja najlepszego dopasowania” (ang. “best-fit”
concept) odgrywa istotna role w przypadku tworzenia si¢ kompleksow
typu gosc-gospodarz o stechiometrii 1:1, co z kolei najczgsciej

znajduje potwierdzenie w widmie mas — sygnal kompleksu najlepiej
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dopasowanego jest najwigkszy. Jednakze wyniki niektérych danych
eksperymentalnych wydaja si¢ podwaza¢ efekt korelacji sygnatow z
koncepcja “best-fit”. Rejestrowano widma ESI dla roztworu
zawierajacego jeden kation litowca oraz mieszaning trzech eterow
koronowych (12-korona-4, 15-korona-5, 18-korona-6). W kazdym
przypadku  najwyzszy  sygnat  odpowiadat  kompleksowi
zawierajacemu najwigkszy eter koronowy czyli 18-korona-6 (rysunek
15).”

Zgodnie z koncepcja najlepszego dopasowania, dla mieszaniny
Li" oraz eterow: 12-korona-4, 15-korona-5, 18-korona-6 najwyzszy
sygnal powinien pochodzi¢ od jonu [12-korona-4+Li]", a dla roztworu
zawierajacego Na' oraz etery: 12-korona-4, 15-korona-5, 18-korona-6,
najwyzszy sygnat powinien odpowiada¢ jonowi [15C-korona-5+Na]".
Dla wigkszych eteréw koronowych mozliwe jest oddziatywanie
kationéw z wigksza liczba atomow tlenu (oddzialywania typu jon-
dipol). Wigksze czasteczki sa takze bardziej “gigtkie” (ang. flexible),
co umozliwia przyjgcie optymalnej konformacji w utworzonym

kompleksie.
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Rysunek 15. Wzgledne intensywnosci pikow w widmie ESI dla

roztworu zawierajacego jeden kation litowca oraz mieszaning trzech

eterow koronowych

Metoda ESI*® badano kompleksowanie kationdw metali
poprzez pochodne tlenowe — eter dibenzo-18-korona-6 oraz analog
azotowy - cyklam 1 siarkowy (rysunek 16)

Wielko$¢ wneki w przypadku eteru dibenzo-18-korona-6 jest
podobna do 18-korona-6, jednakze wprowadzenie uktadu
aromatycznego do czasteczki powoduje jej usztywnienie, dlatego
efektywna wielko$¢ wneki w przypadku dibenzo-18-korona-6 jest
mniejsza niz dla 18-korona-6. Efekt ten jest obserwowany podczas
kompleksowania kationow metali. Dla dibenzo-18-korona-6 w
widmie ESI obserwuje sig¢ jony o stechiometrii 2:1 z kationem potasu,
[2(dibenzo-18-korona-6)+K]", podczas gdy dla  18-korona-6

analogiczne kompleksy nie powstaja.
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Rysunek 16.Cykliczne analogi tlenowe 1 azotowe siarkowe

Efekt ten jest takze widoczny podczas kompleksowania
kationow berylowcow. W przypadku kationow dwuwarto$ciowych
moga powstawaé jony podwojnie natadowane i/lub pojedynczo
natadowane z anionem wbudowanym do wngki. Dla roztworu azotanu
(V) wapnia 1 eteru 18-korona-6 w widmie ESI obserwowano sygnaly
odpowiadajace [18-korona-6+Ca]*" oraz [18-korona-6+Ca+NOs]", a
dla mieszaniny eteru dibenzo-18C6 sygnaty [dibenzo-18-korona-
6+Ca]*", [dibenzo-18-korona-6+Ca+NO;]" oraz [2(dibenzo-18-
korona—6)+Ca+NO3]+.
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Etery koronowe kompleksuja kationy metali bloku s, d oraz p.
Natomiast azotowe odpowiedniki eterow koronowych (cyklamy,
rysunek 16) kompleksuja jedynie kationy pierwiastkow bloku d oraz
p. Z kolei analogi siarkowe eterow koronowych kompleksuja kationy
wszystkich blokéw ale nie tworza trwatych kompleksow z kationami
berylowcéw. Fakty te znajduja potwierdzenie w widmach ESI, co z
kolei pozwala na wykorzystanie spektrometrii mas w badaniach
wiasciwosci koordynujacych pierwiastkow.

Kompleksy eterow koronowych z kationami metali badano
réwniez wykorzystujac technike LSIMS.>’

Na wielko$¢ sygnatu w widmie LSIMS kluczowy wptyw ma
stezenie badanego zwiazku w matrycy (w przypadku kompleksow
stezenie to jest proporcjonalne do statej trwatos$ci) oraz szybkosé
desorpcji (ang. desorption rate). W celu ustalenia wplywu tego
zjawiska rejestrowano widma LSIMS zawierajace mieszaning
litowcow (ilosci rownomolowe) oraz nadmiar eteru 15-korona-5. W
tym eksperymencie wszystkie kationy sa skompleksowane przez eter
koronowy a stgzenia poszczegdlnych komplekséw sa jednakowe.
Wielkosci sygnatow w widmie LSIMS tak przygotowanej probki jest
proporcjonalna do szybkosci desorpcji poszczegdlnych kompleksow z
matrycy. W sytuacji odwrotnej, gdy badany roztwor zawiera nadmiar
kationow metali, wszystkie czasteczki eteru 15-korona-5 wystepuja w
formie kompleksow: [(15-korona-5)+Li]", [(15-korona-5)+Na]" oraz
[(15-korona-5)+K]", ktorych stezenia jest zalezne od powinowactwa
(ang. affinity) czasteczki eteru 15-korona-5 do kationdéw litowcow. W

konsekwencji widmo LSIMS tak przygotowanej probki bedzie
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odzwierciedleniem zdolno$ci kompleksowania kationow metali przez
czasteczke eteru koronowego.

Rodzaj zastosowanej matrycy posiada istotny wplyw na
wielko$¢ sygnatu w widmie LSIMS (oraz FAB). Matryce polarne, np.
gliceryna znacznie obnizaja state trwatosci kompleksow eterow
koronowych z kationami o duzej gestosci elektronowej jak Li" lub
Na'. Jon [15-korona-5+Li]" jest praktycznie niewidoczny w widmie
LSIMS jesli uzyjemy gliceryny jako matrycy. Wynika to z faktu, ze
gliceryna, ktorej jest nadmiar, sama tworzy kompleksy z kationami
litu, a proces charakteryzuje si¢ duza energii solwatacji. W przypadku
zastosowania matrycy mniej polarnej takiej jak alkohol meta-
nitrobenzylowy (NBA) otrzymane warto$ci statych trwatosci sa
zgodne z koncepcja ’’best-fit’’ 1 dla eteru 15-korona-5 maleja w

szeregu: Na' >Li' >K'>Rb" > Cs’.

44



5. Uklady supramolekularne z udzialem eteréw koronowych i

jonow organicznych

Za pomoca technik spektrometrii mas badano réwniez
kompleksy eteréw koronowych z kationem amonowym, z réznymi
kationami organicznymi (np. pirydyniowym, tropyliowym), z
protonowanymi czasteczkami amin (np. propyloamina), a nawet z
protonowanymi czasteczkami aminokwasow. "

Do grupy zwiazkow makrocyklicznych mozna zaliczy¢ uklady
polaczone mechanicznie, tj. katenany (ang. catenanes) oraz rotaksany
(ang. rotaxanes) przedstawione na rysunku 17. Pseudorotaksany (ang.
pseudorotaxanes) to uktady, ktére nie posiadaja tzw. ,stopera’ a

uktad utrzymywany jest wewnatrz makrocyklu za pomoca wiazan

wodorowych lub oddziatywan elektrostatycznych

| “stoper" | _
| "stoper" |
katenan rotaksan pseudorotaksan

Rysunek 17. Uktady supramolekularne utworzone poprzez

mechaniczne potaczenie molekut
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Za pomoca technik spektrometrii mas badano tego typu uklady

28,31

supramolekularne™™", a przykladowe struktury zostaly przedstawione

na rysunku 18.

Rysunek 18. Przyktadowe struktury katenanu 1 pseudorotaksanu

badane technikami MS
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W  przypadku peknigcia pierScienia nastgpuje natychmiastowa
fragmentacja katenandéw lub rotaksanéw na poszczegdlne czasteczki.
Stosujac jednak tagodna metode jonizacji, taka jak ESI, FAB lub
MALDI, peknigcie tancucha zachodzi w niewielkim stopniu.
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6. Kompleksy cyklodekstryn

Cyklodekstryny (CD) sa cyklicznymi oligosacharydami
zdolnymi do tworzenia komplekséw inkluzyjnych z réznymi
czasteczkami organicznymi. Struktury cyklodekstryn zbudowanych z
podjednostek czasteczek glukozy potaczonych glikozydowymi

wiazaniami a-(1-4) zostaty przedstawione na rysunku 19.
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n = 1 a-cyklodekstryna; n = 2 B-cyklodekstryna;
n = 3 y-cyklodekstryna
Rysunek 19. Struktura czasteczki cyklodekstryny

Wneka w czasteczce cyklodekstryny posiada wlasciwosci
hydrofobowe, dlatego w przypadku roztworé6w wodnych, czasteczki

cyklodekstryn bardzo chgtnie tworza kompleksy ze zwiazkami o
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charakterze hydrofobowym. W tym przypadku sita napedowa (ang.
driving force) tworzenia kompleksu jest wpychanie zwiazku
niepolarnego poprzez polarny rozpuszczalnik — wode do wneki
czasteczki cyklodekstryny, a powstaly kompleks gosc¢-gospodarz
utrzymywany jest na zasadzie oddziatywan hydrofobowych i/lub van
der Vaalsa. Proces ten zostal wykorzystany do kompleksowanie
niektorych lekow. Obecnos¢ cyklodekstryn podwyzsza
rozpuszczalno$¢ lekéw w wodzie 1 ulatwia ich przyswajalnos¢ w
organizmie lub zapobiega zbyt szybkiemu rozktadowi. Przyklady
lekéw, ktérych kompleksy z cyklodekstryna badano technikami

spektrometrii mas przedstawia rysunek 20.%*
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Rysunek 20. Leki stosowane tacznie z cyklodekstrynami
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Spektrometria mas to chemia jonéw w fazie gazowej, dlatego
po przeniesieniu kompleksu z roztworu polarnego rozpuszczalnika do
fazy gazowej oddziatywania hydrofobowe ulegaja ostabieniu (patrz
rozdziat 3). Stwierdzono, ze czasteczki cyklodekstryn tworza w
rozworze wodnym kompleksy z fenyloalaning (Phe). Nie stwierdzono
natomiast obecno$ci w roztworze analogicznych kompleksow z
bardziej polarnym aminokwasem jakim jest histydyna (His) (rysunek

21).

N | CHy—CH—COOH
L \H, CH2—C|H—COOH
NH

NH,

histydyna (His) fenyloalanina (Phe0
Rysunek 21. Struktury badanych aminokwasow

] 100
100460 4Nay o
1158 [CD+His+H]
80+ 80- . | 1291
[CD+Phe+H]* [CD+Na]
1301 1158
60 60
40 404
20 20 4
0 T / T L‘A T O"I A T S}
1000 1200 1400 _,, 1600 1000 1200 1400 ., 1600

Rysunek 22. Widma ESI cyklodekstryny z aminokwasami
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W widmie ESI zaobserwowano, ze w stosunku do sygnatu
jonu [B-CD+Na]”, sygnal pochodzacy od kompleksu p-
cyklodekstryny z histydyna byt intensywniejszy od sygnalu
kompleksu z fenyloalaning (rysunek 22).*

Czasteczka cyklodekstryny posiada wiele asymetrycznych
atomow wegla, dlatego kompleksy ze zwiazkami chiralnymi
charakteryzuj¢ si¢ roznymi wartosciami statych trwatosci, co z kolei
znajduje swoje odzwierciedlenie w intensywno$ciach sygnatow w
widmach ESI. Na rysunku 23 przedstawiono widma ESI roztworow
zawierajacych a-cyklodekstryng oraz L- i D-tryptofan (Trp). Sygnat
pochodzacy od jonu [o-CD+L-Trp] " jest wyzszy od sygnatu jonu [o-
CD+D-Trp]" co wskazuje na wyzsza stala trwatoéci kompleksu z
izomerem L.*?

Preferencje w kompleksowaniu zwiazkéw chiralnych przez
cyklodekstryny sa  widoczne w  badaniach  kinetycznych.
Obserwowano proces wymiany czasteczki goscia w fazie gazowej
(ang. gas-phase guest exchange reaction) na przyktadzie reakcji
kompleks cyklodekstryna-aminokwas z n-propyloamina.”* Kinetyke
tego procesu badano za pomoca spektrometru mas wyposazonego w
analizator cyklotronowego rezonansu jonowego z transformacja
Fouriera. Stwierdzono, ze L-alanina ulega wymianie 1,6 razy szybciej

od izomeru D.
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Rysunek 23. Widma MS Kompleksow cyklodekstryny z izomerami
tryptofanu

Interesujace badania kompleksow cyklodekstryn z zasadami
nukleinowymi oraz nukleozydami przeprowadzono stosujac metodeg
jonizacji FAB.” Stwierdzono, ze w wyniku fragmentacji jonow
[CD+G+H]" (gdzie G oznacza czasteczke goscia) powstaja jony
fragmentacyjne odpowiadajace protonowanym czasteczkom goscia

czyli protonowanym zasadom nukleinowym lub protonowanym
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nukleozydom. Natomiast w wyniku fragmentacji jonéw [CD+G-H]
(rejestrowanych w trybie ujemnym) powstaja jony odpowiadajace
deprotonowanym czasteczkom gospodarza czyli jony [CD-HJ.
Oznacza to, ze w przypadku jonéw [CD+G+H]" wewnatrz luki
cyklodekstryny znajduje si¢ protonowana czasteczka goscia,
natomiast dla jonéow [CD+G-H], wewnatrz deprotonowanej

czasteczki gospodarza znajduje si¢ oboj¢tna czasteczka goscia.
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7. Procesy samoorganizacji

Proces samoorganizacji (ang. self-assembly)  mozna
zdefiniowa¢ jako spontaniczne laczenie si¢ czasteczek za pomoca
oddziatywan niekowalencyjnych w termodynamicznie trwate uktady o
Sci$le okreslonej strukturze. Powstawanie takich struktur moze by¢
wynikiem tworzenia si¢ wiazan wodorowych pomigdzy czasteczkami
zwiazku chemicznego (ang. self-assembly driven by hydrogen
bonding) lub moze zachodzi¢ poprzez koordynowanie kationu metalu
czasteczkami zwigzku chemicznego (ang. metal directed self-
assembly).

Struktury powstale w wyniku utworzenia si¢ wigzan
wodorowych sa zazwyczaj nietrwate w rozpuszczalnikach polarnych.
Powoduje to, ze w badaniach ESI/MS gdzie uzywane sa najczegsciej
rozpuszczalniki polarne takie jak metanol, woda nie obserwuje si¢
sygnatow pochodzacych od czasteczek komplekséw. Drugim
problemem jaki moze napotka¢ eksperymentator stosujacy techniki
MS podczas badania proces6w samoorganizacji jest uwidocznienie w
widmie mas tylko zjonizowanych indywiduéw chemicznych.
Przytaczenie protonu do czasteczki kompleksu utworzonego poprzez
wigzania wodorowe (sposob jonizacji charakterystyczny dla ESI lub
FAB) moze spowodowa¢ zanik stabych wiazan wodorowych i rozpad
kompleksu.

Rejestrowano widma ESI mieszaniny pochodnej kwasu
barbiturowego (kwas 5,5-dibutylobarbiturowy; zwiazek A) oraz

pochodnej triaminotriazyny podstawionej eterem koronowym
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(otrzymanej] w wyniku reakcji 4’-amino-benzo-18-korona-6 z 6-
amino-2,4-dichloro-1,3,5-triazyna - zwiazek B). Struktury tych
zwiazkow zostaly przedstawione na rysunku 24. Jako rozpuszczalnik
uzyto chlorek metylenu (CHyCly), a w celu uzyskania ladunku
dodawano heksafluorofosforek potasu (KPFg) poniewaz kation K" jest
bardzo dobrze kompleksowany przez podstawnik benzo-18-korona-
6.%® Uzyskano intensywny sygnat kompleksu A3B; zawierajacego trzy
kationy potasu 1 trzy czasteczki KPF¢ (lub sze$¢ kationéw potasu i
trzy aniony PF¢’), sumaryczny fadunek wynosil +3, a wigc stosunek
masy do ftadunku (m/z) dla takiego jonu wynosit 1209,7.
Obserwowano réwniez mniej intensywne sygnaty jonéw o rdznej
liczbie kationow potasu i aniondow PFs" oraz kompleksy typu A,Bj; i
A3B, (rysunek 25). Kompleksy te powstaja na skutek tworzenia si¢
wiazan wodorowych, a struktur¢ kompleksu A3;B; przedstawiono na
rysunku 26. Nalezy podkresli¢, ze dla roztworu zawierajacego
dodatkowo metanol (CH,Cl, : CH30H -10:1) nie obserwowano w
widmie ESI powstawania kompleksow.

NH,

o)
H )J\ H N)\N
\N N/

o
5L o
) )

o) Q o o
‘\/O\) \\/O\/’
Rysunek 24. Struktury zwiazkow tworzace uktad supramolekularny

poprzez wigzania wodorowe
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Rysunek 25. Widmo ESI zarejestrowane dla roztworu CH,Cl,

mieszaniny zwiazkow A 1 B
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Rysunek 26. Kompleks A3;B; utworzony poprzez wigzania wodorowe
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W przypadku uktadéw supramolekularnych zawierajacych kationy
metali sygnaty widoczne w widmie mas powstaja z czasteczek po
odlaczeniu przeciwjonu (anionu). W zaleznosci od liczby anionow,
ktore ulegly oddysocjowaniu obserwujemy sygnaly o roznych
wartosciach m/z, poniewaz w wyniku procesu oderwania przeciwjonu
zmienia si¢ zar6wno masa, jak i tadunek badanego ukladu. Widma
mas tego typu ukladow sa trudne w interpretacji. Dodatkowym
czynnikiem komplikujacym pomiary moze by¢ wystgpowanie
procesow utleniajaco-redukujacych zarowno w obszarze kationow lub
anionow. Na rysunku 27 przedstawiono kompleks rutenu II (o
strukturze dendrymeru) w obecnosci heksafluorofosforeku PFg z
czasteczkami fenantroliny oraz 1,4,5,8,9,12—heksaazatrifenylenu.3 "W
obecno$ci metalu przejSciowego oraz domieszek wody nastapita
hydroliza anionu PF¢ prowadzaca do powstania fosforanéw oraz
tlenofluorofosforkow. Obserwowane w widmie ESI sygnaly
przedstawiono w tabeli 4. Otrzymano sygnaty pochodzace od jonow
trzy-, cztero-, pigcio- oraz szesciokrotnie natadowanych. Zmiana
tadunku nastepowata w wyniku odlaczenia kolejnego anionu PFg',
dlatego otrzymane sygnaly mozna podzieli¢ na trzy serie a, b i ¢
(Tabela 4).

Wartosci m/z podane w Tabeli 4 sa warto$ciami usrednionymi.
W widmach tego typu komplekséw obserwujemy charakterystyczny
rozktad izotopowy zalezny od sktadu pierwiastkowego i tadunku jonu.
Rozktad izotopowy dla jonu trojkrotnie natadowanego serii a

przedstawiono na rysunku 28.
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Rrysunek 27.
Kompleks rutenu II z czasteczkami fenantroliny oraz 1,4,5,8,9,12-

heksaazatrifenylenu
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Tabela 4.

Sygnaly obserwowane w widmie ESI kompleksu rutenu II z
czasteczkami fenantroliny oraz 1,4,5,8,9,12-heksaazatrifenylenu (M)

w obecnosci PF¢ jako przeciwjonu.

jon m/z

(a) [M + 7PF¢ + HPO4” + POF4 + PO,F, T 1635

(b) [M + 4PF¢ + HPO,> + POF, + 4PO,F,* 1593

(¢) [M + 4PF¢ + 2HPO4> + 3PO,F, 1" 1548

(a) [M + 6PF¢ + HPO4~ + POF4 + PO,F, 1" 1190

(b) [M + 3PF¢ + HPO,> + POF, + 4PO,F, " 1158

(¢) [M + 3PF¢ + 2HPO4* + 3PO,F, 1" 1126
(a) [M + 5PF¢ + HPO4~ + POE4 + PO,F, T 923
(b) [M + 2PF¢ + HPO,> + POF, + 4PO,F, " 897
(¢) [M + 2PF¢ + 2HPO,” + 3PO.F, 871
(a) [M + 4PF¢ + HPO4~ + POF4 + PO,F, 1% 745
(b) [M + PF¢ + HPO,> + POF4 + 4PO,F, 1% 723
(¢) [M + PE¢ + 2HPO,” + 3PO,F, 1% 702

M — kompleks przedstawiony na rysunku 18; siedem kationow Ru®",
trzy czasteczki 1,4,5,8,9,12-heksaazatrifenylenu oraz dwanascie

czasteczek fenantroliny.
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Rysunek 28. Rozktad izotopowy jonu [M + 7PFs + HPO,* + POF, +
PO,E, T**

W badaniach ESI wielu roztworéw obserwuje si¢ produkty
powstate w wyniku procesu samoorganizacji, ktorych strukturg trudno
okreslic. W przypadku barwnika przedstawionego na rysunku 29
obserwowano intensywne sygnaty [7M+2Na]" (m/z 1434.6),
[SM+2Na]" (m/z 1635.,9), [9M+2Na]" (m/z 1838,4) (rysunek 30, gdzie
M odpowiada czasteczce barwnika) dla ktérych trudno byto przypisa¢
strukturg. Obserwowane sygnaty swiadcza o duzej termodynamiczne;j
trwatosci kompleksow tego zwiazku z kationami sodu o stechiometrii
7:2, 8:2 1 9:2. Sygnaly tych kompleksow nie byly artefaktami
pomiarowymi. Po licznych do$wiadczeniach kompleksy takie

zaobserwowano dla roztworoéw bardzo rozcienczonych.
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Rysunek 29. Struktura barwnika zdolnego do tworzenia z kationami

sodu kompleksow o réznej stechiometrii

[$M+2Na]
1635.9

[TM+2Na]

1434 6
[OM-+2Na]

1838.4

1200 1500 1800 mz

Rysunek 30. Widmo ESI barwnika z zarejestrowane w obecnos$ci

kationow sodu

Dodatek nadmiaru innych kationéow litowcow nie powodowat
powstania z nimi podobnych kompleksow. Rowniez dodatek eteru 15-
korona-5 bardzo dobrze kompleksujacego kationy sodu nie
powodowat zaniku sygnatéw badanych kompleksow. Swiadczy to

duzej selektywnos$ci czasteczek tego zwiazku do kationéw sodu.
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Sygnaléw tych nie obserwowano w widmie MS po obnizeniu pH
roztworu za pomoca kwasu triflurooctowego (TFA). Jednakze po
zobojetnieniu roztworu weglanem sodu ponownie zachodzit proces
samoorganizacji. Zastapienie podstawnikow alkilowych na atomach
azotu grupami  wigkszymi, np. oktadecylowymi (C;sHs),
powodowatlo, ze proces samoorganizacji nie zachodzit. **

Badanie te ukazuja jak bardzo przydatna metoda jest technika

MS w badaniach uktadow ztozonych.
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