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WPLYW REAKCJI METANOLU Z KWASEM OCTOWYM NA
FOTOTAUTOMERIE ALLOKSAZYN

Proces przeniesienia protonu we wzbudzonych czasteczkach alloksazyn
zalezy od obecnosci w srodowisku zwigzkéw zawierajacych w swojej struk-
turze funkcje protono-donorowe i akceptorowe o odpowiedniej aktywnosci
(kwasy karboksylowe, woda, pirydyna) [1, 2, 3, 4]. W rezultacie wzajemnych
oddziatywan, juz w stanie podstawowym, miedzy tymi zwigzkami i alloksa-
zynami tworzy sie kompleks z dwoma wigzaniami wodorowymi w potozeniu
N(1) i N(10) alloksazyny. W wyniku wzbudzenia, ktéremu towarzyszy obni-
zenie gestosci elektronowej na N(1) i podwyzszenie gestosci na N(10),
struktura alloksazynowa zostaje przeksztatcona w izoalloksazynowag (wzor).
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W badaniach nad mechanizmem przeniesienia protonu w pierwszej fazie
stosowano metanol jako srodowisko, w ktérym alloksazyny dobrze sie roz-
puszczajg [5, 6]. Niezrozumiate rozbieznosci pomiaréw fluorescenciji allok-
sazynw metanolu z kwasem octowym zainicjowaty badania nad okresleniem
oddziatywan zachodzgcych miedzy czgsteczkami alkoholu i kwasu octowe-
go oraz wptywem tych reakcji na proces fototautomerii alloksazyn.

1. Cze$¢ doswiadczalna
1.1. Materiaty

Alloksazyny:
3, 7, 8-trimetyloalloksazyna, tzw. 3-metylolumichrom (3MLc); zwigzek zsyn-
tetyzowany w Zaktadzie Analizy Instrumentalnej AE wedtug Kiihlinga przy
wykorzystaniu zmodyfikowanej reakcji 3-metyloalloksanu z 4,5-dwumetylo-
1,2-fenylenodwuaming [7] i oczyszczany na drodze krystalizacji z metanolu;




czysto$¢ sprawdzono metodg spektrofotometrii UV-VIS oraz metodg chro-
matografii cieikowarstwowej,
-7-cyjanoalloksazyna (7CNAII); zsyntetyzowana z 7-cyjano-10-hydroksy-izo-
alloksazyny [8] w Zaktadzie Analizy Instrumentalnej; czystos¢ sprawdzono
chromatograficznie oraz spektrofotometrycznie.

Odczynniki:

— kwas octowy (AA), spektralnie czysty, f-my Merck, RFN;

— metanol (MeOH), cz.d.a. POCh Gliwice, Polska; oczyszczany nadrodze

destylacji.

Aparatura:

— spektrofotometr Specord 61 NIR, f-my Carl Zeiss Jena, NRD;

— spektrofluorymetr MPF-44A, f-my Perkin Elmer, USA;

— spektrofotometr Cary 118C, f-my Varian, USA.

1.2. Metody

W celu wyjasnienia wzajemnych oddziatywan miedzy czgsteczkami alkoholu
i kwasu octowego wykonano pomiar¥ widm mieszanin MeOH-AA w zakresie
bliskiej podczerwieni 8000-3000 cm’, stosujac jako odnisnik pustg kuwete
szklang 0,95 mm. Kazdorazowo przed pomiarem suszono przyrzad przy
pomocy przystawki TLG (f-my Carl Zeiss Jena).

Aby okresli¢ wptyw oddziatywarn miedzy rozpuszczalnikami na proces foto-
tautomerii, wykreslono widma emisyjne i wzbudzeniowe 3MLc i 7CNAII
rozpuszczonych w mieszaninach MeOH-AA. Widma emisyjne rejestrowano
przy dtugosci fali wzbudzenia | EX= 385 nm, w zakresie 400-600 nm.
Pomiaru widm wzbudzeniowych dokonano dla dwéch dtugosci fal emi-
syjnych Agm- 430 nmi Aem = 570 nm. Z uwagi na dtugi okres badania
zmian zachodzgcych w widmach standaryzowano przyrzad przy pomocy
kwarcowego wzorca fluorescencji niebieskiej. W badaniach stosowano ku-
wety kwarcowe 10 mm.

Wszystkie badania przeprowadzono w temperaturze pokojowej.

Rozdziat zwigzkéw metodg chromatografii cienkowarstwowej prowadzono
na zelu krzemionkowym DC-60 (Merck) w nastgpujacuch fazach rozpusz-
czalnikow:

| . benzen-metanol-kwas octowy-keton metylowoetylowy w stosunku 14:2:1:1,
II. chloroform-metanol-keton metylowoetylowy w stosunku 14:1:1,

2. Omdwienie wynikéw

2.1. Analiza widm mieszanin MeOH-AA w zakresie bliskiej podczerwieni
(NIR)

W zakresie bliskiej podczerwieni w widmach badanych uktadéw rozpusz-
czalnikowych (mieszanin MeOH-AA o wzrastajgcym od 10 do 90% stezeniu
kwasu octowego) byty widoczne pasma drgarn metanolu, jak | pasma drgar
kwasu octowego (rys. 1.). Bezposrednio po zmieszaniu, widma MeOH-AA
posiadaty ksztatt posredni miedzy ksztattem widma czystego metanolu a
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ksztattem widma czystego kwasu octowego. W widmach tych wystepowaty

pasma odpowiadajgce nadtonom drgan podstawowych:

7000-5700 cm™  — pierwszy nadton drgan walencyjnych zasocjowanych

grup OH kwasu i OH metanolu,

5720 cm’! — pierwszy nadton drgan walencyjnych symetrycznych CH3
metanolu i kwasu,

4260 cm™! — drugi nadton drgan deformacyjnych ptaszczyznowych OH
kwasu naktadajacy sie z drugim nadtonem drgari deformacyj-
nych OH metanolu i drgari wachlarzowych C-H metanolu,

4160 cm™ —  trzeci nadton drgan walencyjnych rozciggajacych C-O meta-
nolu naktadajgcy sie z trzecim nadtonem drgar deformacyj-
nych pozaptaszczyznowych OH kwasu octowego [9, 10, 11,
12, 13].

Pasma ponizej 4000 cm’’ byty stabo widoczne ze wzgledu na niskg transmi-

tancje tego rejonu wynikajacg ze znacznej grubosci badanej warstwy.

Pomiary widm przeprowadzone po 40 dniach od sporzadzenia mieszanin

rozpuszczalnikow wykazaty niewielkie zmiany intensywnosci w/w pasm.

Jednakze w drugim dniu badar pojawito sie w widmach mieszanin MeOH-AA

dodatkowe pasmo w rejonie 5180 cm’!, ktére powigkszato sie w kolejnych

dniach badan (rys. 1.). Sugerowato to, ze w uktadzie rozpuszczalnikdéw
zachodzi reakcja migdzy metanolem i kwasem octowym. W celu identyfikacji

tego pasma zarejestrowano widmo octanu metylu oraz wody. W rejonie 5180

cm’ w widmie octanu metylu nie wystepowato podobne pasmo. Pojawito

sie ono natomiast w widmie wody o ksztatcie i maksimum absorpcji, identy-
cznym jak w widmach mieszanin MeOH-AA (rys. 1.). Potwierdzenia, iz jest to
pasmo odpowiadajgce drganiu kombinacyjnemu wody [14], dostarczyty
pomiary widm mieszaniny kwas octowy-metanol-woda. Bezposrednio po
zmieszaniu, w widmie tej mieszaniny pojawito si¢ pasmo 5180 cm’, a jego

intensywno$¢ byta zalezna od iloéci dodawanej wody (rys. 1.).

Z badan przeprowadzonych w zakresie bliskiej podczerwieni wynika, ze w

mieszaninach metanol-kwas octowy w miare uptywu czasu zachodzi samo-

rzutna reakcja estryfikacji, w wyniku ktérej wydziela si¢ woda.

2.2. Analiza widm emisyjnych 3MLc i 7CNAIl w mieszaninach MeOH-AA

W widmach emisyjnych 3MLc i 7CNAIl w mieszaninach MeOH-AA byty
widoczne dwa pasma, bedace odbiciem dwdch pozostajgcych ze sobg w
stanie rownowagi form: alloksazynowej, charakterystycznej dla alloksazyny
w alkoholu Amax 440 nm) i izoalloksazynowej, charakterystycznej dla allok-
sazyny w kwasie octowym Amax 530 nm).

W widmach 3MLc w ciggu 75 dni od rozpuszczenia w mieszaninie MeOH-AA
nastepowat spadek intensywnosci emisji formy izoalloksazynowej i jedno-
czesny wzrost emisji formy alloksazynowej (rys. 2.). Obnizaniu sie intensyw-
nosci fluorescenciji izoalloksazynowej towarzyszyto przesuwanie maksimum
emisji ku krétszym falom do okoto 510 nm. Wydajno$¢é procesu fototauto-
merii mierzona stosunkiem fluorescencji formy izoalloksazynowej (Fizo) do
fluorescencji formy alloksazynowej (F al) obnizata sie w miare uptywu dni
(rys. 3.). Zmiany te zwigzane sg z reakcjg zachodzgcg miedzy metanolem i
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Rys.1. Widma w zakresie bliskiej podczerwieni:
40% AA — 60% MeOH, bezposrednio po zmieszaniu;
-------- 40% AA — 60% MeOH, po 8 dniach;
----- 40% AA — 50% MeOH — 10% H20, bezposrednio po zmieszaniu;
X=X=X H20, pasmo odpowiadajgce drganiu kombinacyjnemu wody.
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Rys.2. Zmiany w widmach emisyjnych 3MLe w MeOH — 20% AA zachodzgce w czasie,
Liczby nad krzywymi okreslajg kolejne dni
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Rys.3. Zmiany stosunku Fizo/Fay dla 3MLc i 7CNAIl zachodzgce w czasie

kwasem octowym. Zmniejszenie sie ilosci AA w uktadzie (w wyniku reakcji
estryfikacji) powoduje spadek wydajnosci tautomerii, albowiem powstajgca
woda stabiej promuje proces fototautomerii metylowej pochodnej alloksazy-
ny niz kwas octowy. W miare ubywania AA forma izoalloksazynowa z maksi-
mum emisji przy 530 nm zanika, a pojawia sie drugi fototautomer
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Rys.4. Zmiany w widmach emisyjnych 7CNAIl w MeOH — 20% AA zachodzgce w czasie.
Liczby nad krzywymi okreélaja kolejne dni.




charakteryzujacy sie fluorescencjg w rejonie 510 nm. Obserwowane zmiany
odpowiadajg zmianom stwierdzonym réwniez w innych badaniach [3], ktére
dowodzg istnienia dwu form tautomerycznych réznigcych sie odmienng
solwatacjqg i réznym usytuowaniem wigzarn wodorowych miedzy alloksazy-
nami a kwasem octowym.

W widmach 7CNAIl rozpuszczonej w mieszaninach MeOH-AA obserwowano
zmiany odwrotne w poréwaniu ze zmianami 3MLc. Pod wptywem zachodzg-
cej reakeji estryfikacji podwyzszata sie emisja formy izolloksazynowej, a
spadata fluorescencja alloksazynowa (rys. 4.). Wzrost zawartosci wody w
uktadzie powodowat zwigkszenie efektywnosci procesu fototautomerii (rys.
3.), poniewaz woda silniej wspomaga przeniesienie protonu w czgsteczkach
7CNAII niz kwas octowy. Efekt ten niewatpliwie wigze si¢ z wyraznie nizszym
pKa pochodnych cyjanowych niz pochodnych metylowych zaréwno w stanie
podstawowym, jak i wzbudzonym. Wartosci pKa wyznaczone dla stanu
podstawowego, dla 7CNAIl i 3MLc wynoszg odpowiednio 7.23 [15] i 8.58 [2].

2.3. Analiza widm wzbudzeniowych 3MLc i 7CNAIl w mieszaninach
MeOH-AA

Widma wzbudzeniowe 3MLc w MeOH-AA, tak jak widma absorpcyjne, po-
siadajg dwa maksima: | maksimum w rejonie 380 nm i Il maksimum w rejonie
340 nm. W ciggu 75 dni badan zwigkszata si¢ intensywnos¢ widma wzbudze-
niowego rejestrowanego przy Aem = 430 nm, a zmniejszata intensywnos¢é
widma rejestrowanego przy Aem = 570 nm (rys. 5.) w wyniku przesuwania
sie réwnowagi all = izoall w strone formy alloksazynowej. Obnizaniu sie

intensywno$ci widma wzbudzeniowego dla Aem =570 nm towarzyszyto
krétkofalowe przesuniecie I1-ego maksimum (od 344 do 341 nm) wskazujgce
na zmine réwnowagi w uktadzie dwu form tautomerycznych (fluoryzujacej
przy 510 nm i 530 nm — patrz widmo emisji rys. 2.). Zmiany te potwierdzajq
zmniejszenie sie stezenia kwasu octowego w uktadzie.
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Rys.5. Zmiany w widmach wzbudzeniowych 3MLe w MeOH — 20% AA rejestrowanych przy
570 nm zachodzgce w czasie. Liczby nad krzywymi okreélaja kolejne dni.
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W widmach wzbudzeniowych 7CNAIl w MeOH-AA, tak jak w widmach UV-
VIS, wystepuje jedno maksimum w rejonie 375 nm. Intensywno$é widma
wzbudzeniowego rejestrowanego przy Aem =430 nm malata w ciggu 50 dni
badar, natomiast zwigkszata sie intensywno$¢ widma monitorowanego przy
AEM =570 nm. Zmiany te sg zgodne ze zmianami zachodzgcymiw widmach
emisyjnych. Wzrost wydajnosci procesu fototautomerii powoduje zwigksze-
nie intensywnogci widm wzbudzeniowych dla Aem =570 nm, co wigze sie z
przesunigciem réwnowagi all izoall w strong formy izoalloksazynowej.

3. WnioskKi

Pomiary widm samych mieszanin metanol-kwas octowy oraz po rozpuszcze-
niu w nich 3MLc i 7CNAIl pozwolity na obserwacje ptynnych zmian zacho-
dzgcychw ciggu okoto dwdch miesigcy w widmach alloksazyn spowodowanych
stopniowym zmniejszaniem sie stezenia kwasu octowego. Zmiany te bada
sie na ogot metodg skokowego zwigkszania lub zmniejszania stezenia kwasu
w uktadzie. W przypadku alloksazyn rozpuszczonych w mieszaninach me-
tanol-kwas octowy przesuniecia oraz zmiany intensywnosci pasm w wid-
mach emisyjnych i wzbudzeniowych sg tak wolne, ze mozna obserwowac je
w sposéb ciggty. Mieszaniny alkohol-kwas octowy nie powinny by¢ jednak
stosowane w badaniach nad przeniesieniem protonu w czgsteczkach allok-
sazyn. Reakcja estryfikacji zachodzgca w tym uktadzie powoduje zmniejsze-
nie ilosci czasteczek kwasu octowego i pojawienie si¢ wody (juz w drugim
dniu od sporzgdzenia mieszanin), co roznie wptywa na proces fototautomerii
(atym samym na widma) metylowych i cyjanowych pochodnych alloksazyn.
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Matgorzata Stroirfiska, Anna Koziotowa

WPHYW REAKCJI METANOLU Z KWASEM OCTOWYM NA FOTOTAUTOMERIE
ALLOKSAZYN

SUMMARY

The analysis of near infrared spectra and emission and excitation fluorescence spectra made
it possible to elucidate the interaction occurring between methanol and acetic acid. Besides
the effect was established of the latter compounds on the phototautomerism of methyl — and
cyano-derivatives of alloxazines.

In methanol-acetic acid mixtures a spontaneous esterification was found to occur with the
concomitant formation of water, The latter reaction causes a decrease of the yield of the
phototautomeric process of 3-methyllumichrome and brings about its increase in the case of
7-cyanoalloxazine. The above is due to the fact that acetic acid is more effective than water in
promoting the process of phototautomerism of methyl derivatives of alloxazines, while water
is more effective in promoting the proton transfer in the molecules of cyano-derivatives of

alloxazines.

PE3IOME
lyrem aHannaa Ganakon uHdpakpacHon obnactv cnekTpa, a Takxe dMUCCUOHHBIX N BO3-

ByamTencHbix cnekTpos 6110 0BLACHEHO B3aMMOAENCTBUE METAHONA U YKCYCHOM KMCNOTI.
OnpepeneHo ero pavsHve Ha GpOTOTayTOMEPUIO METU= U UMAaHOBLIX NPOU3BOAHBIX anno-
KCa3uHa,

Bbino ycTaHOBNEHO, YTO B CMeCcHaX MeTaHo/ — YKCYCHasi KUCNOTa Mo Mepe ucreveHus
BPEMEHU NPOUCXOAUT CaMONPOU3BONbLHAA peakuus actepudukauuu, B peaynsrare
KOTOpPOW Bblaenserca soja. Peakuma BefleT K CHUXEHUIO ad¢peKTMBHOCTU npoliecca
doToTayromepun 3-MeTUNNIOMUXPOMA, U NOBbILEHNIO 3GPEKTUBHOCTU 3TOrO Npolecca B
cnyyae 7-umanannokcaauHa. 9101 ap ekt cBA3aH ¢ paKTom, YTO YKCycHas Kucnora,
CUNbHEE YeM BOJA, aKTUBU3UPYET Npouecc oToTayToMepun MeTUNOBLIX NPON3BOLHbIX
annokcasuHa, Boja Xe = CUNbHee YeM YKCYCHas Kuchota — COAeRCTBYET nepeHocy

NPOTOHa B MacTnuax LMaHoBbIX NPON3BOAHBLIX an/IoKCasnHa,




