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Kaczmarek, M.T.; Frymark, J.; Zabiszak, M.; Nowak, M.;
Jastrzab, R.

Kompleksy antybiotykow p-laktamowych jako bron w walce
z opornosciq bakterii

65. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego
PTChem

Zabiszak, M.; Frymark, J.; Jastrzab, R.

Detection of the level of biogenic amines by complexes
of lanthanides ions
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Nagrody i wyro6znienia

e Finalistka II etapu ,,Konkurs Wielkopolska dla Planety 2030 edycja 2026
e Stypendium Fundacji UAM dla Doktorantéw na rok akademicki 2025/2026
e Zespotowa Nagroda Rektora UAM za osiggniecia naukowe, Il Stopnia 2024

e Medal dla absolwentow UAM ,,Za wybitne osiggni¢gcia w nauce i wyrdzniajacy

udzial w zyciu Uniwersytetu” (2022)
e Nagroda za najlepsza pracg magisterskg obroniong na Wydziale Chemii UAM 2022

e Stypendium Ministra Edukacji i Nauki za znaczace osiggni¢cia na rok akademicki

2021/2022
e Stypendium Rektora UAM w latach 2018/2019, 2019/2020 oraz 2021/2022

Dzialalnos¢ popularyzatorska i organizatorska

e Jury konkursu ChemTakLab (2026)

e Pomoc przy organizacji 34. Zjazd Stowarzyszenia Nauczycieli Nauk Przyrodniczych

w Poznaniu, 13-15.03.2026

e Praca w biurze Zjazdu 66. Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego PTChem,

15-20.09.2024

e Tlumaczenie ksigzki zlecone przez Wydawnictwo Naukowe PWN pt.: ,,Inorganic
chemistry” autorstva Marka Wellera, Tiya Overton, Jonathana Rourke‘a i Frasera

Armstronga wydanej przez Oxford University Press (2023/2024)
e Festiwal Filmu Chemicznego CINEMA TO CHEMIA (2022, 2023, 2024, 2026)
e Chemiczne Mikotajki (2023, 2024, 2025)
e Noc Naukowcow (2023, 2024)
e Dzien Kandydata na Wydziale Chemii UAM (2018, 2019, 2023, 2024)
e Poznanski Festiwal Nauki i Sztuki (2018, 2021, 2022, 2023, 2024)
e Targi wodorowe H2Poland, Poznan (2022)
e Obchody Stulecia Uniwersytetu Poznanskiego (2019)
e Targi edukacyjne (2019)
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Kursy i szkolenia

e Skaningowa mikroskopia elektronowa w praktyce (2026)

e High-Performance Leadership: Lessons from F1 (2025)

e Szkolenie Santander Sztuczna inteligencja (Al) dla kazdego (2025)

e Zarzadzanie danymi badawczymi dla naukowcoéw - kurs podstawowy (2024)

e Zarzadzanie danymi badawczymi dla naukowcéw - kurs $rednio zaawansowany

(2024)
e Szkolenie antydyskryminacyjne dla doktorantow UAM (2023)
e How to get patents in healthcare — kurs (2024)
e, Audytor wewng¢trzny systemu ISO 9001” (2020)
e . Glowny technolog — zarzadzanie produktem chemicznym” (2020)
e _From the laboratory to the industry” (2020)
e Innowacyjne zastosowanie nieorganicznych zwigzkéw chemicznych” (2019)

e Kreowanie innowacyjnego produktu z komponentéw ekologicznych” (2019)

Dzialalnos¢ samorzadowa

e Wiceprzewodniczaca Rada  Samorzadu  Studentow  Wydziatu ~ Chemii
ds. wewnetrznych 2021/2022

e Rada ds. Ksztalcenia Szkoty Nauk Scistych (przedstawiciel studentow Wydziatu
Chemii 2020/2021, 2021/2022)

e Rada Programowa Wydzialu Chemii UAM (przedstawiciel studentéw II stopnia
2021/2022)
e Pelnomocnik ds. Dydaktycznych Rady Samorzadu Studentéw Wydziatu Chemii

e Rada Samorzadu Studentéow Wydziatu Chemii (cztonek 2019/2020, 2020/2021,
2021/2022)
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Najwazniejsze osiggniecia

o Wspodtautorstwo w 9 publikacjach z listy filadelfijskiej

e Laureatka Stypendium Fundacji UAM dla Doktorantdow na rok akademicki
2025/2026

e Realizacja zagranicznych stazy naukowych w Hiszpanii, Japonii oraz Wtoszech
e Udzial w krajowych (11) i migdzynarodowych (4) konferencjach naukowych

e Tlumaczenie specjalistycznej ksigzki akademickiej z zakresu chemii nieorganicznej

dla Wydawnictwa Naukowego PWN (2023/2024)

e Kierowanie 5 projektami badawczymi finansowanymi w ramach programu

,»Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza” (ID-UB)
e Medal UAM za wybitne osiaggniecia w nauce i dziatalnosci uniwersyteckie (2022)

e Stypendium Ministra Edukacji i Nauki za znaczace osiagnigcia naukowe

(2021/2022)
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Streszczenie

Antybiotyki nalezg do najwazniejszych grupy lekow stosowanych we wspoiczesnej
medycynie i odgrywaja kluczowa role w leczeniu zakazen bakteryjnych. Szczegolne miejsce
zajmujg antybiotyki f-laktamowe z grupy penicylin, ktore charakteryzuja si¢ szerokim
zastosowaniem terapeutycznym oraz zroznicowang budowa chemiczng. Obecnos¢ licznych
grup funkcyjnych w strukturze tych zwigzkoéw umozliwia ich oddzialywanie z jonami
metali, co moze z kolei wplywa¢ na ich wilasciwosci fizykochemiczne, trwalos¢,
biodostgpnos¢ oraz aktywnos$¢ biologiczng antybiotykdw. Poznanie procesow
kompleksowania antybiotykow jest istotne dla lepszego zrozumienia mechanizmow
wptywajacych na ich wlasciwosci chemiczne 1 biologiczne, a takze moze mie¢ znaczenie
w projektowaniu nowych uktadéw o potencjalnym zastosowaniu farmaceutycznym czy

diagnostycznym.

W rozprawie doktorskiej przeprowadzono analize zwigzkow kompleksowych
antybiotykow f-laktamowych z grupy penicylin z jonami metali bloku s, d i f 0 znaczeniu
biologicznym badz diagnostycznym. Celem pracy bylo okreslenie wptywu podstawnikow
antybiotykow p-laktamowych z grupy penicylin na ich zdolno$¢ tworzenia zwigzkoéw
kompleksowych z wybranymi jonami metali. w pracy =zastosowano metode
potencjometryczng polaczona z komputerowa analiza danych oraz metody spektroskopowe,
co umozliwito zard6wno wyznaczenie parametréw roéwnowagowych  procesow
kompleksowania, jak 1 okreslenie sfery koordynacyjnej atomu centralnego tworzacych si¢

kompleksow.

Reakcje kompleksowania badano potencjometrycznie w $cisSle okreslonych
warunkach. Pomiary prowadzono w uktadach podwojnych, stosujac roztwory wodne
o zr6znicowanych stosunkach molowych antybiotykow wzgledem jonow metali.
Na podstawie analizy otrzymanych danych okreslono sklad, termodynamiczne stale
trwatosci (logp) oraz stale rownowagi reakcji tworzenia (logK.) dla poszczegdlnych form

kompleksowych.

W oparciu o metody spektroskopowe potwierdzono proces kompleksowania
w badanych ukladach oraz zidentyfikowano miejsca koordynacji jondw metali
w czasteczkach badanych antybiotykow. Analiza poréwnawcza otrzymanych widm

umozliwita okreslenie zmian zachodzacych w obrebie grup funkcyjnych ligandow
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uczestniczacych w wigzaniu jonéw metali oraz dostarczyta informacji dotyczacych

wewnetrznej sfery koordynacyjnej powstajacych kompleksow.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze struktura chemiczna antybiotykéw p-laktamowych
z grupy penicylin, a w szczegdlnos$ci charakter podstawnikéw, odgrywa istotng role
w procesach kompleksowania z jonami metali. Przeprowadzone badania poszerzaja wiedz¢
na temat wilasciwosci koordynacyjnych antybiotykéw p-laktamowych oraz ich zwigzkéw

kompleksowych.

Stlowa Kkluczowe: zwigzki kompleksowe, antybiotyki p-laktamowe, badania

potencjometryczne, badania spektroskopowe, jony metali bloku s, d i f
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Abstract

Antibiotics belong to the most important classes of drugs used in modern medicine
and play a crucial role in the treatment of bacterial infections. A particularly important class
comprises f-lactam antibiotics from the penicillin group, which are characterized by broad
therapeutic applications and diverse chemical structures. The presence of numerous
functional groups in these compounds enables their interactions with metal ions, which may,
in turn, affect their physicochemical properties, stability, bioavailability, and biological
activity. Understanding the complexation processes of antibiotics is essential for gaining
deeper insight into the mechanisms influencing their chemical and biological properties and
may also contribute to the design of new systems with potential pharmaceutical or diagnostic

applications.

This doctoral dissertation presents a study of the coordination compounds formed by
[-lactam antibiotics from the penicillin group with biologically or diagnostically relevant
metal ions from the s-, d-, and f-block elements. The main objective of the study was
to determine the influence of substituents present in f-lactam penicillin antibiotics from the
penicillin group on their ability to form coordination compounds with selected metal ions.
Potentiometric measurements combined with computer-assisted data analysis and
spectroscopic techniques were employed to determine the equilibrium parameters of the
complexation processes and the coordination environment of the central metal ion in the

resulting complexes.

Complexation reactions were studied by potentiometric titration under strictly
controlled experimental conditions. Measurements were performed in binary systems using
aqueous solutions with various molar ratios of antibiotics to metal ions. Based on the analysis
of the experimental data, the composition, thermodynamic stability constants (logf), and
equilibrium constants of the formation reactions (logK.) were determined for the individual

complex species.

Spectroscopic techniques were used to confirm the complexation processes occurring
in the studied systems and to identify the coordination sites of metal ions within the antibiotic
molecules. Comparative analysis of the obtained spectra enabled the identification
of changes occurring in the functional groups of the ligands involved in metal ion binding

and provided information on the inner coordination sphere of the resulting complexes.
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The obtained results indicate that the chemical structure of pf-lactam penicillin
antibiotics from the penicillin group, particularly the nature of their substituents, plays
a significant role in their complexation with metal ions. The present study expands the
current knowledge of the coordination properties of f-lactam antibiotics and their metal

complexes.

Key words: complex compounds, p-lactam antibiotics, potentiometric studies,

spectroscopic studies, s-, d- and f-block metal ions
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Wykaz stosowanych skrotow

Amp Ampicilina
Amox Amoksycylina
Clox Kloksacylina

Diclox Dikloksacylina

MDRO (Multi-Drug Resistant Organisms) organizmy wielolekooporne

PBP (Penicillin Binding Proteins) biatka wigzace penicyling

NAM Kwas N-acetylomuraminowy

NAG N-acetyloglukozamina

6-APA Kwas 6-aminopenicylanowy

ESBL (extended-spectrum f-lactamases) f-laktamazy o rozszerzonym spektrum
dziatania

UV-Vis Spektroskopia absorpcyjna w zakresie ultrafioletowym i §wietle widzialnym

FT-IR Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera

EPR Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego

CD Spektroskopia dichroizmu kotowego

SEM Sita elektromotoryczna ogniwa
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1. Wprowadzenie

1.1 Historia antybiotykow

Historia antybiotykéw oraz substancji wykazujacych wlasciwosci przeciwbakteryjne
sigga czasOw starozytnych. W starozytnym Egipcie, Grecji oraz Chinach wykorzystywano
produkty naturalne, takie jak miod, wyciagi ro§linne czy splesniaty chleb, ktére wykazywaty
wlasciwosci ograniczajace rozwoj drobnoustrojow [1-4]. Pomimo braku wiedzy dotyczacej
mikroorganizméw oraz mechanizmu dziatania tych substancji, obserwowano ich korzystny

wplyw na proces leczenia infekcji [1,4-6].

Rozw6j mikrobiologii w XIX wieku umozliwil systematyczne badania nad
mikroorganizmami stanowigcymi czynnik etiologiczny choréb zakaznych. Jednocze$nie
zwrocono uwage na zjawisko antagonizmu mikrobiologicznego, przejawiajace si¢
zdolno$cig niektorych mikroorganizméw do hamowania wzrostu innych gatunkow.
Za poczatek nowoczesnej antybiotykoterapii uznaje si¢ odkrycie dokonane w 1928 roku
przez Alexandra Fleminga, ktory zaobserwowal zahamowanie wzrostu bakterii
Staphylococcus w obecno$ci  ple$ni  Penicillium notatum [1,7]. Pozniejsze badania
doprowadzily do wyizolowania substancji odpowiedzialnej za dziatanie przeciwbakteryjne,

ktorg nazwano penicyling [8,9].

Odkrycie wtasciwos$ci przeciwbakteryjnych penicyliny nie przetozyto si¢ poczatkowo
na jej szerokie zastosowanie terapeutyczne, gtownie z powodu trudno$ci zwigzanych
z izolacja 1 oczyszczaniem tego zwigzku [9]. Badania prowadzone w latach 40. XX wieku
przez Howarda Floreya, Ernsta Borisa Chaina oraz ich wspotpracownikéw, umozliwity
opracowanie metody produkcji penicyliny na wiekszg skale [8]. Za wklad w odkrycie oraz
rozwoj zastosowania penicyliny Fleming, Florey i Chain zostali w 1945 roku uhonorowani

Nagroda Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny [10].

Odkrycie penicyliny bylo istotnym wydarzeniem w  historii  rozwoju
antybiotykoterapii, ktore zapoczatkowato tzw. ,zlota er¢ antybiotykdw”, obejmujaca
glownie lata 40. i 50. XX wieku. Okres ten charakteryzowal si¢ intensywnym
poszukiwaniem 1 identyfikacja nowych zwigzkow 0 wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych. W tym okresie wprowadzono do terapii migdzy innymi
streptomycyne, tetracykling, makrolidy oraz cefalosporyny [1,4,11-13]. Antybiotyki

Ww znaczacy sposob wptynely na rozwodj wspodlczesnej medycyny, przyczyniajac sie do

22
22:5155957844



Justyna Elzbieta Frymark

Wplyw podstawnikow na wiasciwosci kompleksujace antybiotykow f-laktamowych z grupy penicylin z jonami wybranych metali
|

wydluzenia $redniej dlugosci zycia czlowieka, nawet o okoto 23 lata oraz zmniejszenia

$miertelnos$ci zwigzanej z zakazeniami bakteryjnymi [14,15].

Rozw@j antybiotykoterapii oraz powszechne stosowanie antybiotykow spowodowato
wzrost opornosci bakterii na dzialanie lekéw przeciwbakteryjnych. Zjawisko
antybiotykoopornosci zwigzane jest miedzy innymi z produkcja enzymow rozktadajacych
antybiotyki, takich jak p-laktamazy, modyfikacja miejsc wigzania antybiotyku, zmiang
przepuszczalnosci bton komoérkowych bakterii oraz obecno$cig systeméw usuwajacych
antybiotyk z komorki bakteryjnej [16-18]. Szczegdlnie istotnym problemem jest szybkie
rozprzestrzenianie si¢ organizmow wielolekoopornych (MDRO), ktore wykazuja opornosé

na kilka grup antybiotykow jednoczesnie [19,20].

Obecnie antybiotykooporno$¢ uznawana jest za jedno z najpowazniejszych zagrozen
dla zdrowia publicznego w skali globalnej [21-23]. Nadmierne i niewtasciwe stosowanie
antybiotykéw zaré6wno w medycynie, weterynarii, jak 1 rolnictwie przyczynia si¢ do
przyspieszenia rozwoju mechanizméw opornosci bakterii [23-25]. W konsekwencji
obserwuje si¢ zmniejszenie skutecznosci terapii zakazen bakteryjnych, wydtuzenie czasu
hospitalizacji pacjentow oraz wzrost kosztow leczenia. Dodatkowo zwigksza si¢ ryzyko
powiktan po zabiegach chirurgicznych, transplantacjach oraz terapiach wymagajacych
ostabienia uktadu odpornosciowego, dla ktorych skuteczna antybiotykoterapia ma kluczowe

znaczenie [21,23,25,26].

Wedlug danych literaturowych liczba zgonow zwigzanych z zakazeniami
wywotanymi przez bakterie oporne na antybiotyki stale wzrasta [20,22,27]. Szacuje si¢, ze
w przypadku braku opracowania nowych strategii terapeutycznych oraz ograniczenia
niewlasciwego stosowania antybiotykow, do 2050 roku liczba zgonow spowodowanych
antybiotykoopornos$cia moze przekroczy¢ 10 miliondow rocznie [21,22,28]. Wedtug prognoz,
narastajaca oporno$¢ bakterii na antybiotyki moze generowac straty ekonomiczne o skali

zblizonej do obserwowanej podczas swiatowych kryzysow gospodarczych [21,26,29,30].

W odpowiedzi na narastajagcy problem antybiotykoopornosci prowadzone s3
intensywne badania dotyczace opracowywania nowych zwigzkoéw przeciwbakteryjnych,
modyfikacji istniejacych antybiotykow oraz poszukiwania metod zwiekszajacych
efektywnos¢ ich dziatania [4,13,31,32]. Proces opracowywania nowych antybiotykow jest

jednak dlugotrwaly oraz wymaga przeprowadzenia wielu badan i analiz, dlatego coraz
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czesciej prowadzone sg badania dotyczace modyfikacji juz istniejacych antybiotykow

[31,32].

1.2 Charakterystyka antybiotykow

Antybiotyki obejmujg szerokg grupe zwigzkow o zroznicowanej budowie chemicznej
1 wlasciwosciach biologicznych, wykorzystywanych w profilaktyce oraz leczeniu zakazen
bakteryjnych [33,34]. Ich aktywno$¢ wynika z selektywnego oddziatywana na okre§lone
struktury komorek bakteryjnych lub procesy metaboliczne komorek bakteryjnych, przy
jednoczesnym ograniczonym wplywie na komoérki organizmu gospodarza. W zaleznosci od
mechanizmu dzialania antybiotyki moga hamowac synteze Sciany komorkowej, biosynteze
bialek, replikacje kwasow nukleinowych lub zaburza¢ funkcjonowanie blony
cytoplazmatycznej bakterii [34,35]. Ze wzgledu na zr6znicowang budowe chemiczng oraz
odmienne mechanizmy dziatania antybiotyki klasyfikuje si¢ do kilku podstawowych grup,
obejmujacych migdzy innymi f-laktamy, aminoglikozydy, makrolidy, tetracykliny oraz
fluorochinolony. Szczegdlne znaczenie kliniczne w tej grupie zwigzkéw maja antybiotyki

[S-laktamowe [30,33-35].

Antybiotyki f-laktamowe naleza do najwazniejszych i najczesciej stosowanych lekow
przeciwbakteryjnych, co wynika z ich wysokiej skutecznosci terapeutycznej oraz szerokiego
spektrum dziatania [33,36]. Charakterystyczna cecha tej grupy zwiazkow jest obecnosé
pierscienia f-laktamowego, ktory jest napietym, czterocztonowym uktadem, ktory fatwo
ulega rozerwaniu, trwale blokujac enzymy, co warunkuje ich aktywno$¢ przeciwbakteryjna.
Do antybiotykow p-laktamowych zalicza si¢ migdzy innymi penicyliny, cefalosporyny,

karbapenemy oraz monobaktamy (Rys. 1.) [33,36].
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Rysunek 1. Struktura rdzenia antybiotykow p-laktamowych: (a) penicyliny,
(b) cefalosporyny,(c) monobaktamy, (d) karbapenemy.

Mechanizm dziatania antybiotykow f-laktamowych polega na hamowaniu syntezy
peptydoglikanu, stanowigcego podstawowy skladnik S$ciany komorkowej bakterii.
Peptydoglikan  jest polimerem zbudowanym naprzemiennie ulozonych reszt
N-acetyloglukozaminy (NAG) oraz kwasu N-acetylomuraminowego (NAM), potaczonych
wigzaniami f-1,4-glikozydowymi [37-39]. Do reszt NAM przytaczone sg krotkie tancuchy
peptydowe, pomigdzy ktérymi tworzone sa wigzania krzyzowe odpowiadajace za
wytrzymato$¢ oraz integralno$¢ $ciany komorkowej bakterii. Biosynteza peptydoglikanu
obejmuje reakcje transglikozylacji oraz transpeptydacji katalizowane przez biatka wigzace

penicyling (PBP, penicillin-binding proteins) [37,39-41].

Dziatanie antybiotykow p-laktamowych zwigzane jest z nieodwracalnym
hamowaniem aktywnos$ci transpeptydaz nalezacych do grupy bialek PBP. Pierscien
[-laktamowy wykazuje podobienstwo strukturalne do fragmentu D-Ala-D-Ala
stanowigcego naturalny substrat enzyméw uczestniczacych w tworzeniu wigzan

krzyzowych pomiedzy tancuchami peptydowymi peptydoglikanu [36,39-44]. Wigzanie
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antybiotyku f-laktamowegp z centrum aktywnym PBP prowadzi do nieodwracalnej inhibicji
enzymu. Zahamowanie procesu transpeptydacji uniemozliwia prawidlowe usieciowanie
struktur NAG-NAM, co skutkuje ostabieniem $ciany komorkowej bakterii oraz utratg jej

stabilno$ci mechanicznej (Rys. 2.) [44].

Biatka wiazace Blokowanie PBP Hamowanie Destabilizacja
penicyline (PBP) przez B-laktam  sieciowania peptydoglikanu

Rysunek 2. Mechanizm akcji antybiotykow fS-laktamowych [44].

Zaburzenia procesu biosyntezy peptydoglikanu prowadzi do utraty integralnosci
1 wytrzymato$ci mechanicznej $ciany komorkowej bakterii. W efekcie komorka staje si¢
bardziej podatna na dziatanie ci§nienia osmotycznego, co moze skutkowaé uszkodzeniem
btony cytoplazmatycznej oraz liza komorki [45-47]. Dodatkowo zahamowanie syntezy
sciany komodrkowej moze aktywowac bakteryjne enzymy autolityczne, takie jak autolizyny,
ktére degradujg istniejacy peptydoglikan i nasilajg efekt bakteriobdjczy antybiotykow
[-laktamowych [34,36,39,45-47].

Jednym z najcze$ciej wystepujacych mechanizmow opornos$ci bakterii na antybiotyki
fS-laktamowe jest produkcja f-laktamaz, enzymow zdolnych do hydrolizy pierscienia
S-laktamowego, stanowigcego kluczowy element strukturalny warunkujacy aktywno$¢
przeciwbakteryjng tej grupy lekow. Dziatanie f-laktamaz polega na rozerwaniu wigzania
amidowego w obrebie pier§cienia f-laktamowego, prowadzac do jego otwarcia i trwalej
inaktywacji antybiotyku (Rys. 3.) [33,48-50]. W rezultacie antybiotyk traci zdolnos$¢ do
wigzania si¢ z biatkami PBP, a tym samym nie moze hamowac¢ syntezy peptydoglikanu

sciany komoérkowej bakterii [33].
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Rysunek 3. Mechanizm hydrolizy pier$cienia f-laktamowego przez f-laktamazy.

[-laktamazy sa produkowane zaréwno przez bakterie Gram-dodatnie, jak 1 Gram-
ujemne, przy czym najwigksze znaczenie kliniczne maja enzymy produkowane przez
bakterie Gram-ujemne, ktére sg zlokalizowane w przestrzeni peryplazmatycznej [48,49].
Enzymy te moga by¢ kodowane chromosomalnie lub przenoszone na plazmidach, co sprzyja
szybkiemu rozprzestrzenianiu si¢ opornosci pomig¢dzy szczepami bakterii na drodze
horyzontalnego transferu genéw [51,52]. Wyrdznia si¢ wiele typow f-laktamaz réznigcych
si¢ specyficzno$cig substratowg oraz zakresem hydrolizowanych antybiotykéw. Szczegolne
zagrozenie kliniczne maja f-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL,
extended-spectrum f-lactamases), hydrolizujace penicyliny, cefalosporyny i monobaktamy,
oraz karbapenemazy zdolne do inaktywacji karbapenemdw, nalezacych do grupy
antybiotykdw stosowanych w terapii cigzkich zakazeh wywotanych przez bakterie

wielolekooporne [53-55].

W odpowiedzi na narastajacy problem enzymatycznej inaktywacji antybiotykow
p-laktamowych opracowano inhibitory f-laktamaz, do ktoérych naleza migdzy innymi kwas
klawulanowy, sulbaktam czy tazobaktam [33,49,50,56]. Zwiazki te wykazuja zdolno$¢ do
nieodwracalnego wigzania z centrum aktywnym p-laktamaz, chronigc antybiotyk przed
hydroliza 1 umozliwiajac zachowanie jego aktywnosci przeciwbakteryjnej. Z tego wzgledu
inhibitory p-laktamaz sg szeroko stosowane w terapii skojarzonej z penicylinami,
na przyktad w potaczeniu amoksycyliny z kwasem klawulanowym lub piperacyliny

z tazobaktamem [33,49,50,57-59].
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1.3 Antybiotyki f-laktamowe z grupy penicylin

Najstarszg 1 jednoczes$nie najlepiej poznang grupa antybiotykow pf-laktamowych sa
penicyliny [33,36]. Pomimo opracowania wielu nowych klas lekéw przeciwbakteryjnych
nadal naleza do najczesciej stosowanych antybiotykéw w terapii zakazen bakteryjnych.
Wynika to z ich wysokiej skutecznosci terapeutycznej, szerokiego spektrum dziatania oraz
stosunkowo niskiej toksyczno$ci wobec organizmu czlowieka. Penicyliny sa
wykorzystywane zaroOwno w terapii zakazen pozaszpitalnych, jak i cigzkich zakazen

szpitalnych wywotywanych przez bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne [33,60,61].

Charakterystycznym elementem struktury penicylin jest uklad zlozony
z czteroczlonowego pierscienia  fS-laktamowego polaczonego =z pigciocztonowym
pierscieniem tiazolidynowym. Struktury te tworza podstawowy rdzen czasteczki okreslany
mianem kwasu 6-aminopenicylanowego (6-APA) [33,36,62,63]. Do struktury 6-APA
przytaczone sg rozne podstawniki boczne oznaczane symbolem R, ktorych budowa decyduje
o wlasciwosciach biologicznych i farmakologicznych poszczegdlnych penicylin (Rys. 4.).
Modyfikacje tancucha bocznego wplywaja migdzy innymi na spektrum dziatania
przeciwbakteryjnego, wrazliwo$¢ na f-laktamazy, stabilno$¢ w srodowisku kwasnym oraz

parametry farmakokinetyczne tych antybiotykow [33,36,63].

A
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Rysunek 4. Ogélny wzor strukturalny penicylin.
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Potaczenie pierscienia f-laktamowego z pierscieniem tiazolidynowym prowadzi do
wzrostu naprezenia strukturalnego wigzania amidowego, co zwigksza reaktywnos$¢
chemiczng czasteczki. Konsekwencja tej wlasciwosci jest wysokie powinowactwo do biatek
wiazacych penicyling PBP (penicillin-binding proteins), odpowiedzialnych za katalizowanie

koncowych etapach biosyntezy peptydoglikanu $ciany komoérkowej bakterii [36,39,64,65].
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Modyfikacje chemiczne tancucha bocznego przylaczonego do rdzenia 6-APA
umozliwily otrzymanie licznych potsyntetycznych penicylin o zréznicowanych
wlasciwosciach farmakologicznych. Zmiany strukturalne wplywaja migdzy innymi na
zakres dziatania przeciwbakteryjnego, odpornos¢ na hydroliz¢ kwasowa, biodostepnos¢ po
podaniu doustnym oraz wrazliwo$¢ na dziatanie f-laktamaz. Wprowadzenie odpowiednich
podstawnikdw umozliwilo opracowanie penicylin aktywnych wobec bakterii Gram-
ujemnych, a takze zwigzkow charakteryzujacych si¢ zwigkszong odpornoscig na dziatanie

penicylinaz [36,49,62,66].

Zakres aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej penicylin jest $ciSle zwigzany z ich budowa
chemiczng. Penicyliny naturalne wykazuja wysoka aktywno$¢ wobec bakterii Gram-
dodatnich, natomiast poOlsyntetyczne pochodne, takie jak aminopenicyliny,
karboksypenicyliny czy ureidopenicyliny, charakteryzuja si¢ rozszerzonym zakresem
dzialania obejmujagcym rowniez wybrane bakterie Gram-ujemne. Opracowanie penicylin
opornych na dziatanie f-laktamaz umozliwilo skuteczniejsze leczenie zakazen
wywolywanych przez szczepy produkujace penicylinazy, zwlaszcza bakterie z rodzaju

Staphylococcus [50,67,68].

Penicyliny charakteryzuja si¢ stosunkowo niskg toksycznosciag wobec organizmu
czlowieka. Wynika to z ich selektywnego mechanizmu dziatania, ukierunkowanego na
biosynteze¢ peptydoglikanu $ciany komorkowe;j, struktury wystepujacej wytacznie u bakterii
[33,34,39]. Wigkszos$¢ penicylin jest wydalana gldwnie przez nerki w postaci niezmienione;.
Do najcze$ciej obserwowanych dzialan niepozadanych naleza reakcje nadwrazliwos$ci

obejmujace wysypki skorne, pokrzywke oraz reakcje anafilaktyczne [69-73].

Do powszechnie stosowanych antybiotykow f-laktamowych z grupy penicylin naleza
mig¢dzy innymi penicylina G, kloksacylina, amoksycylina oraz ampicylina. Poszczegdlne
grupy penicylin roznig si¢ zakresem dziatania przeciwbakteryjnego, odpornoscia

na fS-laktamazy oraz zastosowaniem klinicznym (Tab. 1.) [33,57,73-75].
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Tabela 1. Klasyfikacja antybiotykow f-laktamowych z grupy penicylin [73-75].

Klasyfikacja Przyktady Zastosowanie kliniczne

Penicyliny Benzylopenicylina | Skuteczne przeciwko bakteriom Gram-

benzylowe Propicylina dodatnim oraz niektorym ziarenkowcom
Azydocylina Gram-ujemnym. Penicylina G i penicylina

V sg stosowane w leczeniu zakazen
paciorkowcowych, kilty oraz zapalenia
opon  moézgowo-rdzeniowych.  Czgsto
wybierane ze wzgledu na skuteczno$¢
wobec okreslonych szczepdéw bakterii
niewytwarzajacych opornosci.

Penicyliny Kloksacylina Oporne na f-laktamazy produkowane przez
izoksazolilowe Oksacylina Staphylococcus aureus, skuteczne
Nafcylina przeciwko gronkowcom wytwarzajacym
Metycylina penicylinaze,  szczegélnie  stosowane

w leczeniu zakazen wywotanych przez
szczepy produkujace f-laktamazy. Maja
kluczowe znaczenie w leczeniu zakazen
opornych na inne antybiotyki f-laktamowe.

Aminopenicyliny Amoksycylina Skuteczne przeciwko bakteriom Gram-
Ampicylina dodatnim 1 Gram-ujemnym; stosowane
Epicylina w zakazeniach drog oddechowych,

zakazeniach uktadu moczowego oraz
bakteryjnym zapaleniu opon modzgowo-

rdzeniowych.
Karboksypenicyliny | Tikarcylina O rozszerzonym spektrum dzialania;
Karbenicylina aktywne wobec Pseudomonas aeruginosa
Temocylina 1 innych bakterii Gram-ujemnych.

Stosowane w  cigezkich  zakazeniach
szpitalnych oraz zakazeniach wywotanych
przez Pseudomonas 1 inne bakterie Gram-
ujemne oporne na aminopenicyliny.

Ureidopenicyliny Piperacylina Penicyliny o najszerszym  spektrum
Azlocylina dziatania; skuteczne przeciwko
Mezlocylina Pseudomonas  aeruginosa 1 innym

bakteriom Gram-ujemnym. Stosowane
w cigzkich zakazeniach Gram-ujemnych,
zakazeniach wewnatrzbrzusznych oraz
sepsie; czesto taczone z inhibitorami
p-laktamaz w celu rozszerzenia zakresu
dziatania.
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1.4 Jony metali o znaczeniu biologicznym lub diagnostycznym

Jony metali odgrywaja istotng role w funkcjonowaniu organizmoéw zywych,
uczestniczac w wielu procesach biologicznych oraz biochemicznych [76-80]. W organizmie
cztowieka wystepujg zaréwno makroelementy (m.in. Ca, Na, K 1 Mg), niezbedne
w stosunkowo duzych ilosciach przekraczajacych 100 mg na dobg, jak i mikroelementy
(m.in. Fe, Zn, Cu, Mn i Co) ktorych dobowe zapotrzebowanie jest mniejsze niz 100 mg,
jednak wykazujace istotne znaczenie fizjologiczne [79]. Jony metali uczestniczg migdzy
innymi w procesach enzymatycznych, transporcie elektronéw, stabilizacji struktur
biologicznych oraz regulacji proceséw metabolicznych [80]. Ponadto wiele jonéw metali
wykorzystywanych jest w diagnostyce medycznej, terapii oraz badaniach biologicznych ze
wzgledu na ich wlasciwosci spektroskopowe, magnetyczne lub luminescencyjne [78,81-84].
Wiasciwosci chemiczne metali, takie jak zdolno$¢ do tworzenia zwigzkow kompleksowych,
réznorodno$¢ stopni utlenienia czy wlasciwos$ci magnetyczne i spektroskopowe, wplywaja
na ich aktywno$¢ biologiczng oraz mozliwo$¢ oddziatywania z ligandami [83,85,86].
W chemii koordynacyjnej szczeg6lne znaczenie maja jony metali nalezace do blokow d i f,
a takze — cho¢ w nieco mniejszym stopniu — do bloku s. Jony te r6znig si¢ budowa
elektronowa, wlasciwosciami koordynacyjnymi oraz charakterem tworzonych kompleksow

[78,83,85-87].

Metale bloku s, takie jak wapn, magnez oraz stront, petnig przede wszystkim funkcje
strukturalne 1 regulacyjne. Wapn jest jednym z najwazniejszych makroelementow
organizmu cztowieka. Odpowiada za mineralizacj¢ kosci 1 zebow, uczestniczy w procesie
krzepnigcia krwi, skurczu migéni oraz przekazywaniu sygnatéw komérkowych. Jony Ca**
dziataja réwniez jako wtorne przekazniki w licznych szlakach metabolicznych [88].
Zaburzenia gospodarki wapniowe] mogg prowadzi¢ do osteoporozy, tezyczki czy chorob
ukladu sercowo-naczyniowego [89]. Ze wzgledu na kluczowa role jonow wapnia
w procesach biologicznych sa one czgsto wykorzystywane jako modelowe jony metali

w badaniach oddziatywan z ligandami o znaczeniu biologicznym [90].

Jon magnezu nalezy do najwazniejszych kationow wystepujacych w organizmach
zywych 1 pelni funkcje kofaktora licznych enzyméw zaangazowanych w syntezg kwasoéw
nukleinowych, biosyntez¢ biatek oraz przemiany energetyczne zwigzane z ATP [91,92].
Jony Mg(Il) uczestniczg réwniez w stabilizacji struktury DNA 1 RNA oraz odgrywaja
kluczowa role w prawidlowym funkcjonowaniu ukladu nerwowego 1 migsniowego.

Niedobdr magnezu moze prowadzi¢ do zaburzen rytmu serca, ostabienia mig$ni czy
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zwigkszonej pobudliwosci nerwowej [91,93]. Ze wzgledu na duze znaczenie biologiczne
magnez jest czesto uwzgledniany w badaniach kompleksowania zwigzkéw biologicznie

aktywnych [90].

Jony strontu ze wzglgdu na podobienstwo wiasciwosci chemicznych do jonoéw wapnia
moga byé wbudowywane w strukture tkanki kostnej zamiast Ca*" [94]. Zwiazki strontu
znalazty zastosowanie w leczeniu osteoporozy, poniewaz wpltywajg zarowno na hamowanie
resorpcji kosci, jak 1 stymulacje proceséw kosciotworczych [95]. Szczegdlne znaczenie
diagnostyczne posiada radioizotop 3°Sr wykorzystywany w terapii paliatywnej w leczeniu

bolu zwigzanego z przerzutami nowotworowymi do kosci [96].

Metale bloku d charakteryzuja si¢ obecnoscia czgsciowo zapetnionych orbitali d,
cowplywa na ich zdolno$¢ do tworzenia trwatych zwigzkéw koordynacyjnych
o zréznicowanej geometrii oraz wlasciwo$ciach magnetycznych 1 spektroskopowych [83].
Do najwazniejszych biologicznie jonow tej grupy nalezg migdzy innymi jony miedzi,
kobaltu oraz niklu. MiedZz jest mikroelementem niezb¢gdnym do prawidlowego
funkcjonowania organizmu i stanowi sktadnik wielu enzymow oksydoredukcyjnych, takich
jak oksydaza cytochromowa czy dysmutaza ponadtlenkowa [97,98]. Jony Cu?** uczestnicza
w procesach oddychania komorkowego, metabolizmie zelaza oraz neutralizacji
reaktywnych form tlenu [99]. Obecnos$¢ niesparowanego elektronu sprawia, ze kompleksy
Cu(ll) wykazuja wiasciwosci paramagnetyczne 1 mogg by¢ analizowane metoda

elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) [100].

Znaczenie biologiczne wykazuje takze jon kobaltu Co?", bedacy sktadnikiem
witaminy Bz [101]. Pierwiastek ten uczestniczy w wielu w procesach metabolicznych,
w tym syntezie kwasoOw nukleinowych oraz procesach hematopoezy [102]. Z punktu
widzenia chemii koordynacyjnej jony Co(Il) tworza liczne zwiazki kompleksowe
o zrdznicowanej geometrii 1 wlasciwosciach magnetycznych [83]. Szczeg6lne znaczenie
diagnostyczne posiada rowniez radioizotop ®°Co, wykorzystywany w radioterapii

nowotworow [103].

Nikiel nalezy do pierwiastkow sladowych wystepujacych w niewielkich ilosciach
w organizmach zywych. W ukfadach biologicznych jon Ni** jest przede wszystkim
sktadnikiem enzymow wystepujacych u mikroorganizmow, takich jak ureaza, hydrogenaza
czy reduktaza tlenku wegla, gdzie uczestniczy w przemianach metabolicznych zwigzanych

miedzy innymi z metabolizmem azotu 1 wodoru [104,105]. Zdolno$¢ jonow niklu do
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tworzenia trwatych kompleksow z ligandami biologicznymi odgrywa istotng rolg
w funkcjonowaniu tych uktadéw enzymatycznych. Jednocze$nie nadmierna ekspozycja na
zwiazki niklu moze prowadzi¢ do wystgpowania efektow toksycznych oraz reakcji

alergicznych [106].

Istotng grupe metali wykorzystywanych w diagnostyce i analizie biologicznej
stanowig pierwiastki bloku f, przede wszystkim lantanowce. Ich charakterystyczne
wlasciwosci wynikajag z obecnosci elektronow na orbitalach 4f, ktére odpowiadajg za
specyficzne cechy magnetyczne oraz luminescencyjne tych jondow [82,84]. Jony
lantanowcoéw tworza zwigzki kompleksowe o wysokich liczbach koordynacyjnych,
wykazujac jednoczes$nie preferencje do koordynacji ligandow zawierajacych donorowe
atomy tlenu [85,107]. Ze wzgledu na charakterystyczne wlasciwosci emisyjne
1 magnetyczne kompleksy lantanowcow znajduja szerokie zastosowanie w diagnostyce
medycznej oraz materialach optycznych [82,107]. Szczegélnie interesujacym
przedstawicielem tej grupy jest europ, ktory wykazuje silne whasciwosci luminescencyjne
[82,108]. Dzigki duzej intensywnos$ci emisji oraz dlugiemu czasowi zycia luminescencji,
kompleksy europu znalazly zastosowanie jako znaczniki fluorescencyjne w testach

immunochemicznych oraz technikach obrazowania biomedycznego [84,109].

Terb, podobnie jak europ, znajduje zastosowanie w technikach wykorzystujacych
zjawisko luminescencji. Kompleksy jonéw Tb(Ill) charakteryzuja si¢ intensywna emisjg
zielonego S$wiatla oraz wysokg stabilnosciag fotochemiczng [82,84]. Wlasciwosci te
sprawiaja, ze sa one wykorzystywane w biosensorach, testach diagnostycznych oraz
badaniach oddzialywan biomolekut [109-111]. Szczegodlne znaczenie maja uklady
opierajace si¢ na transferze energii pomiedzy ligandem a jonem metalu, ktére umozliwiajg
uzyskanie sygnatow luminescencyjnych o wysokiej intensywnos$ci 1 tym samym

zwigkszenie czuto$ci metod detekcyjnych [84,110,112].

Neodym jest przedstawicielem lantanowcoéw charakteryzujacych si¢ wlasciwosciami
paramagnetycznymi oraz optycznymi [82,85]. Pomimo ograniczonego znaczenia
biologicznego w pordwnaniu z jonami metali niezbednych do funkcjonowania organizméow
zywych, takimi jak wapnia czy magnezu, jony neodymu sa wykorzystywane w badaniach
spektroskopowych oraz w projektowaniu materialdw funkcjonalnych stosowanych

w diagnostyce 1 technikach obrazowania [82,113]. Zdolno$¢ lantanowcow do tworzenia
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trwalych kompleksow z ligandami biologicznie aktywnymi sprawia, Zze s3 one cennymi

modelami w badaniach chemii biokoordynacyjnej [114,115].

Opisane jony metali roéznig si¢ wlasciwosciami chemicznymi, biologicznymi
i diagnostycznymi, jednak wszystkie odgrywaja istotng rol¢ w nowoczesnej chemii

bionieorganicznej oraz chemii medyczne;j.
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1.5 Zwiazki kompleksowe antybiotykow

Pomimo wieloletniego stosowania antybiotykéw f-laktamowych oraz szczegoétowego
poznania ich wlasciwosci farmakologicznych, zagadnienie potgczen tych zwigzkéw
z jonami metali pozostaje stosunkowo stabo poznanym obszarem chemii koordynacyjne;j
i bionieorganicznej [83,116-129]. Dotychczasowe badania dotyczace antybiotykow
p-laktamowych koncentrowaly si¢ glownie na mechanizmie ich dzialania, zjawisku
lekoopornos$ci drobnoustrojow oraz modyfikacjach strukturalnych prowadzacych do
opracowania nowych generacji lekéw [33,68,50]. Znacznie mniej uwagi poswiecono
natomiast ich zdolno$ci do tworzenia zwigzkéw kompleksowych z jonami metali.
Tymczasem obecno$¢ jonéw metali moze w istotny sposob wpltywaé na wilasciwosci
fizykochemiczne 1 biologiczne antybiotykow, w tym ich rozpuszczalno$é, stabilnose,
biodostepnos¢ czy aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa [83,117-119]. Z tego wzgledu
poznanie polaczenia pomiedzy antybiotykami f-laktamowymi a jonami metali ma istotne

znaczenie zarOwno poznawcze, jak i aplikacyjne.

Dotychczasowe badania wykazaly, ze antybiotyki p-laktamowe moga tworzy¢
zwigzki kompleksowe z szerokg grupa jondw metali obejmujacg zardwno pierwiastki bloku
s,djakif[116,120-135]. Wtasciwosci powstajacych uktadow zalezg od budowy chemicznej
liganda, rodzaju jonu metalu oraz warunkow Ssrodowiska, takich jak pH, temperatura czy sita
jonowa roztworu [122,125-129]. W ostatnich latach obserwuje si¢ wyrazny wzrost
zainteresowania tg tematyka, czego odzwierciedleniem jest rosngca liczba publikacji
poswieconych strukturze, wtasciwosciom koordynacyjnym oraz aktywnosci biologicznej

kompleksow antybiotykow f-laktamowych [116].

Zdolno$¢ antybiotykow f-laktamowych do tworzenia kompleksow z jonami metali
wynika z obecnosci grup funkcyjnych zawierajacych centra donorowe zdolne do tworzenia
wiazan koordynacyjnych [116,120]. Szczegdlnie istotng role odgrywa grupa karboksylowa,
ktéra po deprotonacji staje si¢ silnym donorem elektroné6w i moze uczestniczy¢
w koordynacji zarowno jonow metali przejSciowych, jak 1 metali ziem alkalicznych oraz
lantanowcow [122,126,127]. W zaleznosci od budowy chemicznej antybiotyku w procesie
koordynacji moga uczestniczy¢ rowniez atomy tlenu grup karbonylowych, atomy azotu grup
aminowych czy heteroatomy obecne w pierScieniach heterocyklicznych [116,124]. Jak
przedstawiono na rysunku 5, w strukturze penicylin wystepuje kilka potencjalnych centrow
koordynacyjnych zdolnych do wigzania jonow metali. Ostateczny sposob koordynacji
zalezy od wlasciwosci jonu metalu, wartosci pH oraz budowy przestrzennej liganda.
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Rysunek 5. Ogoélny wzor strukturalny antybiotykow pf-laktamowych wraz
z zaznaczeniem potencjalnych miejsc koordynacji i atomé6w donorowych uczestniczacych

w tworzeniu wigzan koordynacyjnych z jonami metali.

Istotng cecha antybiotykow f-laktamowych jest obecno$¢ pierscienia
[-laktamowego, odpowiedzialnego za ich aktywno$¢ biologiczng [33,83,134]. Mimo, zZe
atom tlenu grupy karbonylowej tego pier§cienia moze uczestniczy¢ w procesie koordynacji
jonow metali, jego udziat jest zazwyczaj ograniczony ze wzgledu na specyficzne
wlasciwosci elektronowe oraz naprezenie strukturalne uktadu f-laktamowego [116,120].
W konsekwencji w wigkszosci opisanych w literaturze przypadkow dominujagcym centrum
koordynacyjnym pozostaje grupa karboksylowa, wykazujaca najwigksze powinowactwo do

jonow metali.

Pierwsze doniesienia dotyczace zwigzkéw kompleksowych antybiotykow
p-laktamowych pojawity si¢ w latach siedemdziesigtych XX wieku [116,120]. Poczatkowo
badania koncentrowaly si¢ gldwnie na syntezie oraz podstawowej charakterystyce
1zolowanych kompleksow metali przejsciowych z wybranymi przedstawicielami penicylin
1 cefalosporyn [116,119-135]. W kolejnych latach rozwoj metod spektroskopowych oraz
technik potencjometrycznych umozliwil bardziej szczegdélowe badanie procesoOw
kompleksowania zachodzacych w roztworach wodnych. Pozwolilo to na wyznaczanie
parametrow rownowagowych, okreslanie sktadu powstajacych form kompleksowych oraz
identyfikacje atomé6w donorowych uczestniczacych w procesie koordynacji. Dzigki temu
mozliwe stato si¢ znacznie doktadniejsze poznanie mechanizméw oddzialywan pomigdzy

antybiotykami f#-laktamowymi a jonami metali.
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Najwigksza liczbe badan poswigcono aminopenicylinom, przede wszystkim
ampicylinie 1 amoksycylinie, ktéore naleza do najlepiej poznanych antybiotykow
[-laktamowych pod wzgledem wtasciwosci koordynacyjnych. Wykazano, ze zwiazki te
tworzg trwate kompleksy z jonami metali, miedzy innymi Cu(Il), Zn(II), Ni(II), Co(II),
Mn(II) oraz Fe(Ill) [121-129]. Otrzymane wyniki wskazuja, ze trwalo$¢ powstajacych
uktadow jest determinowana zar6wno wtasciwo$ciami fizykochemicznymi jonu metalu, jak
1 budowg chemiczng liganda, w szczegdlnosci liczbg oraz dostepnoscig centrow donorowych

W czasteczce antybiotyku.

Sposrod badanych jondw metali szczegdlne zainteresowanie wzbudzajg kompleksy
miedzi(Il) [121,124,130]. Jony Cu(Il) wykazuja wysokie powinowactwo do donorowych
atomow tlenu 1 azotu, co sprzyja tworzeniu trwatlych ukladow kompleksowych
z antybiotykami fS-laktamowymi. W wielu przypadkach obserwowano powstawanie struktur
chelatowych, w ktérych jon metalu jest koordynowany jednocze$nie przez grupe

karboksylowg oraz dodatkowe atomy donorowe obecne w czasteczce liganda.

Stosunkowo dobrze poznane s3 réwniez kompleksy cynku(Il) [127,135].
Zainteresowanie tymi kompleksami wynika z istotnej roli biologicznej cynku, ktory jest
sktadnikiem wielu enzymow oraz bialek regulatorowych uczestniczacych w podstawowych
procesach metabolicznych. Wykazano, ze kompleksowanie antybiotykow f-laktamowych

z jonami Zn(II) moze wptywac na ich stabilnos¢ chemiczng oraz wtasciwosci biologiczne.

Badania prowadzone z udzialem jonoéw niklu(Il), kobaltu(Il) oraz manganu(II)
wykazaty podobny charakter oddzialywan z antybiotykami p-laktamowymi, chociaz
trwatos¢ tworzonych kompleksow byta zazwyczaj mniejsza niz w przypadku analogicznych
ukladow zawierajacych jony miedzi(Il) [122,131]. Dla wielu badanych ligandow
obserwowano zalezno$¢ zgodna z szeregiem Irvinga-Williamsa, opisujacym wzgledna

trwato$¢ komplekséw metali przejSciowych pierwszego szeregu.

Istotne miejsce wsrdd badan nad kompleksami antybiotykow p-laktamowych
zajmujg rowniez cefalosporyny [120,130-135]. W poréwnaniu z penicylinami zwigzki te
charakteryzujg si¢ bardziej ztozong budowa chemiczng oraz wigkszg liczbg potencjalnych
centrow koordynacyjnych, co sprzyja tworzeniu uktadow kompleksowych o zr6znicowane;j
strukturze. W literaturze opisano miedzy innymi kompleksy cefaleksyny, cefadroksylu,
ceftriaksonu oraz cefotaksymu z licznymi jonami metali przejSciowych, wykazujac

mozliwo$¢ tworzenia struktur o r6znej geometrii 1 stechiometrii.
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Znacznie mniej danych literaturowych dostgpnych jest dla kompleksow
antybiotykéw p-laktamowych z jonami lantanowcow [116,125,128]. Dotychczasowe
badania wskazujg jednak, ze jony te sg zdolne do tworzenia trwalych zwigzkow
kompleksowych, w ktérych gltowng role w procesie koordynacji odgrywaja grupy
karboksylowe ligandow. Wtasciwosci powstajacych uktadow zaleza migdzy innymi od
promienia jonowego metalu liczby koordynacyjnej oraz stopnia hydratacji jonu. W wielu
przypadkach obserwowane zalezno$ci odzwierciedlajg tendencje charakterystyczne dla

szeregu lantanowcow.

Szczegolne zainteresowanie badaczy budzi wptyw kompleksowania na aktywno$¢
biologiczng antybiotykéw [116-121,132,134]. Liczne doniesienia wskazuja, ze tworzenie
kompleksow z jonami metali moze prowadzi¢ do modyfikacji wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych antybiotykow. Przyktadowo kompleksy amoksycyliny z jonami
Fe(Ill) oraz Cu(Il) wykazywaly wigksza aktywno$¢ wobec Escherichia coli niz wolny
antybiotyk [121] (Rys. 6.). Podobne zalezno$ci zaobserwowano dla kompleksow
cefalosporyn z jonami Cu(Il) oraz Zn(Il), ktére charakteryzowaly si¢ zwigkszong
skutecznos$cig wobec wybranych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [132,133,135].
Mechanizm tego zjawiska nie zostal jednak jednoznacznie wyjasniony. Zaktada si¢ jednak,
ze kompleksowanie moze prowadzi¢ do zwigkszenia lipofilowosci uktadu, utatwiajac jego
transport przez blony komorkowe bakterii, a takze czgsciowo chroni¢ pier§cien f-laktamowy
przed hydroliza enzymatyczng. W konsekwencji obserwowane s3a rowniez zmiany
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. W wielu przypadkach kompleksy wykazujg wigksza
skuteczno$¢ wobec bakterii niz wolny ligand, co ttumaczy si¢ migdzy innymi fatwiejszym
transportem przez blony komorkowe oraz mozliwo$cig synergistycznego dziatania jonu

metalu 1 antybiotyku.
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Rysunek 6. Porownanie aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec Escherichia coli:

(a) probki kontrolnej, (b) amoksycyliny, (c) kompleksu miedzi(Il) z amoksycylina,
(d) kompleksu zelaza(Ill) z amoksycyling, (e) kompleksu cynku z amoksycyling po 24h
inkubacji [121].

Dotychczasowe badania jednoznacznie potwierdzaja zdolno$¢ antybiotykdéw
p-laktamowych do tworzenia zwigzkow kompleksowych z licznymi jonami metali
nalezacymi do blokow s, d oraz f. Wykazano, ze proces kompleksowania moze istotnie
wplywa¢ na wlasciwosci fizykochemiczne ligandow, ich trwato§¢ oraz aktywno$¢
biologiczng. Charakter tych oddzialywan jest determinowany zaréwno przez budowe
antybiotyku, jak i wlasciwosci jonu metalu, co sprawia, ze kompleksy antybiotykow
p-laktamowych stanowia interesujacy i1 perspektywiczny obiekt badan z zakresu chemii

koordynacyjnej i bionieorganicznej [116-120].

Pomimo rosnacego zainteresowania tematyka kompleksow antybiotykow
p-laktamowych liczba dostgpnych opracowan tego zagadnienia nadal pozostaje stosunkowo
ograniczona. Przez wiele lat publikowane prace koncentrowaly si¢ przede wszystkim na
syntezie pojedynczych zwigzkow kompleksowych oraz podstawowej charakterystyce ich
wlasciwosci strukturalnych i1 biologicznych. Dopiero w ostatnich latach zaczety pojawiac si¢

bardziej kompleksowe opracowania podsumowujace dotychczasowy stan wiedzy dotyczacy
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oddziatywan antybiotykéw p-laktamowych z jonami metali oraz mechanizméw ich

kompleksowania [116,120-135].

Wiele zagadnien dotyczacych wiasciwosci koordynacyjnych kompleksow
antybiotykow f-laktamowych pozostaje nadal niewyjasnionych. W szczego6lnosci dotyczy
to zalezno$ci pomig¢dzy budowa chemiczng ligandow a trwatos$cig termodynamiczng
tworzonych kompleksow, wptywu rodzaju jonu metalu na sklad i przebieg procesow
kompleksowania oraz czynnikow determinujacych stabilno$¢ poszczegdlnych form
kompleksowych. Szczegolnie znaczenie majg badania prowadzone w roztworach wodnych,
umozliwiajace okreslenie parametréow roéwnowagowych oraz identyfikacje form
kompleksowych wystepujacych w warunkach zblizonych do $rodowiska biologicznego

[116,118,120].

W zwiagzku z tym zwigzki kompleksowe antybiotykow f-laktamowych pozostaja
interesujgcym obiektem badan podstawowych, umozliwiajacych lepsze poznanie zalezno$ci
pomiedzy budowa chemiczng ligandéw, wlasciwosciami jonow metali oraz przebiegiem
procesow kompleksowania. Poszerzanie wiedzy w tym zakresie ma istotne znaczenie dla
rozwoju chemii koordynacyjnej zwigzkoéw biologicznie aktywnych oraz lepszego

zrozumienia oddziatywan zachodzacych pomigdzy lekami a jonami metali.
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2. Metody badawcze

2.1 Miareczkowanie potencjometryczne

Miareczkowanie  potencjometryczne jest jedna z podstawowych metod
wykorzystywanych w badaniach réwnowag kwasowo-zasadowych oraz procesow
kompleksowania zachodzacych w roztworach wodnych. Technika ta umozliwia
wyznaczanie stalych protonowania ligandow, sktadu tworzacych si¢ form kompleksowych
oraz okreslenie ich ogdlnych statych trwatosci [136,137]. Dzigki wysokiej doktadnosci oraz
mozliwo$ci analizy ztozonych uktadow wielosktadnikowych metoda ta znalazta szerokie
zastosowanie w chemii koordynacyjnej, chemii analitycznej, a takze w monitorowaniu

srodowiska czy badaniach laboratoryjnych przez precyzyjne oznaczanie stezenia jonow.

Potencjometria jest metodg elektroanalityczng polegajaca na pomiarze sity
elektromotorycznej ogniwa (SEM) powstajacej pomiedzy elektrodg wskaznikowa
a elektroda odniesienia podczas stopniowego dodawania titranta do badanego roztworu
[138]. Warto$¢ mierzonej SEM zalezy od aktywno$ci jonéw obecnych w roztworze,
a w przypadku badan kwasowo-zasadowych oraz procesow kompleksowania najczesciej
zwigzana jest ze zmianami st¢zenia jondw wodorowych. Do pomiaréw wykorzystywana jest
najczgsciej kombinowana elektroda szklana polaczona z elektroda odniesienia,
umozliwiajgca rejestrowanie zmian pH zachodzacych podczas miareczkowania [138].
Zaleznos¢ pomigdzy potencjatem elektrody a aktywnoscig jonow wodorowych opisuje

réwnanie Nernsta:
E=E°+ RT]
= —Ina
nkF H*

gdzie:
E— potencjat elektrody,
E°— potencjal standardowy elektrody,
R— stala gazowa,
T— temperatura,
n— liczba wymienianych elektronow,
F— stala Faradaya,

ay+— aktywno$¢ jonoéw wodorowych.
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Podczas miareczkowania do badanego roztworu stopniowo dodawane sg niewielkie
objetosci titranta, najczgsciej roztworu mocnej zasady lub kwasu o $ci§le okreslonym
stezeniu. Dodatek titranta powoduje przesunigcie rownowagi chemicznej w uktadzie, co
prowadzi do zmiany aktywnos$ci jonow wodorowych oraz zmiany wartosci SEM. Po
ustabilizowaniu potencjalu rejestrowana jest jego warto§¢ dla danego punktu
miareczkowania, a nastepnie dodawana jest kolejna porcja titranta. Proces ten jest
kontynuowany do uzyskania wymaganego zakresu pH. Zarejestrowane wartosci potencjatu
przeliczane sg nastepnie na odpowiadajace im wartosci pH 1 wykorzystywane sa do

sporzadzania krzywych miareczkowania [137].

W badaniach uktadow kompleksowych obserwowane zmiany pH sa zwigzane miedzy
innymi z procesami protonowania i deprotonowania ligandéw oraz tworzeniem form
kompleksowych z jonami metali [136]. Koordynacja ligandu do jonu metalu czgsto
prowadzi do uwolnienia protonéw do roztworu, co wplywa na przebieg krzywej
miareczkowania w poréwnaniu do uktadéw zawierajacych wytacznie wolny ligand. Analiza
uzyskanych krzywych umozliwia okreslenie liczby protonéw uczestniczacych w reakcjach
rownowagowych, okreslenie stechiometrii powstajagcych form kompleksowych oraz

wyznaczenie parametréw termodynamicznych opisujacych proces kompleksowania.

Doktadnos¢ wynikow uzyskanych metoda potencjometryczng zalezy od wielu
czynnikow, takich jak stabilnos$¢ elektrody, dokladno§¢ dozowania titranta, temperatura
pomiaru oraz utrzymanie statej sity jonowej roztworu. W celu ograniczenia wplywu zmian
aktywnosci jonéw wynikajacych z wahan sity jonowej powszechnie stosuje si¢ dodatki
elektrolitow obojetnych, takich jak azotan(V) potasu lub chlorek potasu. Istotnym etapem
procedury pomiarowe] jest rowniez kalibracja elektrody szklanej, ktéra umozliwia
prawidtowe wyznaczenie wartosci pH oraz zwigksza doktadno$¢ wyznaczanych statych

rownowagowych [138].

W  celu wyznaczenia parametrow  rownowagowych  otrzymane  dane
potencjometryczne poddawane s3 analizie komputerowej. Jednym z najczescie]
wykorzystywanych programoéw do opracowywania wynikow badan potencjometrycznych
jest program HYPERQUAD [136]. Umozliwia on analize uktadéw wielosktadnikowych
oraz wyznaczanie ogoOlnych statych trwatosci tworzacych si¢ form kompleksowych na
podstawie dopasowania modelu rownowagowego do danych eksperymentalnych.

Obliczenia wykonywane s3 metoda nieliniowej regresji najmniejszych kwadratow, co
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pozwala na uzyskanie najbardziej prawdopodobnych wartosci statych réwnowagowych

opisujacych badany uktad.

Program HYPERQUAD umozliwia okreslenie skladu stechiometrycznego
tworzonych form kompleksowych oraz analiz¢ rozktadu form wystepujacych w roztworze
w zalezno$ci od pH. Na podstawie otrzymanych wynikow mozliwe jest wyznaczenie
zakresow dominacji poszczegolnych form kompleksowych oraz okreslenie wptywu
warunkow $rodowiska na przebieg procesu kompleksowania [136]. Mozliwos¢
jednoczesnego modelowania wielu wspdtistniejacych rownowag chemicznych sprawia, ze
program ten jest powszechnie wykorzystywany w badaniach chemii koordynacyjnej, chemii

bionieorganicznej oraz uktadow zawierajacych zwiazki biologicznie aktywne [136,139].

Miareczkowanie potencjometryczne, w potaczeniu z analizg komputerowa danych,
stanowi obecnie jedng z podstawowych metod stosowanych w badaniach procesoéw
kompleksowania zachodzacych w roztworach wodnych [136]. Wysoka precyzja pomiarow
oraz mozliwo$¢ zaawansowanego opracowania danych pozwalaja na szczegdétowa
charakterystyke wlasciwosci rownowagowych badanych uktadow chemicznych. Uzyskane
wyniki sa czesto uzupelniane badaniami spektroskopowymi, ktéore umozliwiaja
potwierdzenie tworzenia zwigzkéw kompleksowych oraz okreslenie sposobu koordynacji

ligandéw do jonu metalu.

2.2 Techniki spektroskopowe stosowane w badaniach zwiazkow

kompleksowych

Techniki spektroskopowe odgrywaja istotng rol¢ w badaniach zwigzkow
kompleksowych oraz analizie oddzialywan zachodzacych pomig¢dzy ligandami a jonami
metali. Metody te umozliwiaja uzyskanie informacji dotyczacych struktury badanych
uktadow, identyfikacj¢ grup funkcyjnych uczestniczacych w procesie koordynacji,
okreslenie geometrii kompleksow oraz ocen¢ zmian wlasciwosci elektronowych
1 konformacyjnych zachodzacych podczas tworzenia zwigzkéw kompleksowych [83].
Ich istotng zaletg jest wysoka czuto$¢, mozliwo$¢ analizy uktadéw o niewielkich stgzeniach
oraz prowadzenia pomiardw zarowno w fazie stalej, jak i w roztworach. Dzigki temu
techniki spektroskopowe znajduja szerokie zastosowanie w chemii koordynacyjnej,

analitycznej oraz bionieorganicznej. W badaniach ukladow biologicznie aktywnych

43
43:3803619649



Justyna Elzbieta Frymark

Wplyw podstawnikow na wiasciwosci kompleksujace antybiotykow f-laktamowych z grupy penicylin z jonami wybranych metali
|

umozliwiaja one roéwniez monitorowanie zmian zachodzacych w $rodowisku
koordynacyjnym jonu metalu oraz oceng wptywu procesu kompleksowania na wtasciwosci

fizykochemiczne ligandow [83].

Jedna z najczgsciej stosowanych metod spektroskopowych jest spektroskopia UV-Vis,
opierajaca si¢ na absorpcji promieniowania elektromagnetycznego w zakresie ultrafioletu
oraz $§wiatta widzialnego. Oddziatywanie promieniowania z badang substancja prowadzi do
wzbudzenia elektronow 1 przejs¢ pomiedzy poziomami energetycznymi czasteczki.
W przypadku zwigzkéw kompleksowych obserwowane moga by¢ miedzy innymi przejécia
typu d — d, przej$cia zwigzane z przeniesieniem tadunku (charge transfer) oraz przejécia
charakterystyczne dla grup chromoforowych ligandéw. Analiza potozenia maksimum
absorpcji, intensywno$ci pasm oraz zmian wartosci absorbancji umozliwia identyfikacje
procesOw kompleksowania oraz oceng¢ wptywu jondw metali na strukture elektronowa

ligandow [140].

W badaniach zwiazkéw kompleksowych szerokie zastosowanie znajduje réwniez
spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR, ang. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy). Metoda ta opiera si¢ na absorpcji promieniowania podczerwonego,
prowadzacej do wzbudzenia drgan wigzan chemicznych obecnych w czasteczce.
Poszczegolne grupy funkcyjne absorbuja promieniowanie w charakterystycznych zakresach
liczby falowej, co umozliwia identyfikacje okreslonych fragmentow struktury chemicznej.
Analiza widm FT-IR dostarcza informacji na temat udziatu atomoé6w donorowych w procesie
koordynacji do jonu metalu oraz ocen¢ zmian zachodzacych w obrebie wigzan chemicznych
podczas tworzenia zwigzkow kompleksowych. W przypadku antybiotykow f-laktamowych
szczegblne znaczenie maja pasma odpowiadajace drganiom grup karbonylowych,
karboksylowych oraz aminowych. Przesunigcia pasm absorpcyjnych, zmiany ich
intensywnosci lub pojawienie si¢ nowych sygnatéw moga §wiadczy¢ o udziale okreslonych
grup funkcyjnych w procesie koordynacji oraz o modyfikacjach zachodzacych w strukturze

wewnetrznej sfery koordynacyjnej kompleksu [141].

Istotnym narzedziem wykorzystywanym w badaniach zwigzkow kompleksowych
zawierajagcych jony metali o wlasciwosciach emisyjnych jest spektroskopia
luminescencyjna. Zjawisko luminescencji polega na emisji promieniowania przez
wzbudzong czasteczke lub jon po wczesniejszej absorpcji energii. W przypadku zwigzkéw

kompleksowych metoda ta umozliwia analize zmian zachodzacych w otoczeniu jonu
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centralnego oraz ocen¢ wpltywu ligandéw na wiasciwosci emisyjne uktadu. Szczegodlne
znaczenie ma ona w badaniach komplekséw jonéw lantanowcow, takich jak europ(Ill) czy
terb(I1l), ktore wykazuja charakterystyczne pasma emisyjne, dtugie czasy zycia standw
wzbudzonych oraz wysoka czuto$¢ na zmiany srodowiska koordynacyjnego. Analiza widm
emisji pozwala migdzy innymi na okreslenie stopnia hydratacji kompleksow oraz oceng

efektywnosci przekazywania energii pomi¢dzy ligandem a jonem metalu [84,85].

Do badan zwigzkow kompleksowych zawierajagcych jony metali posiadajgce
niesparowane elektrony stosowana jest spektroskopia elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR, ang. Electron Paramagnetic Resonance). Metoda ta opiera si¢ na
absorpcji promieniowania mikrofalowego przez uklady paramagnetyczne znajdujace si¢
w polu magnetycznym. Technika EPR umozliwia analize wlasciwo$ci magnetycznych
badanych ukladow oraz dostarcza informacji dotyczacych struktury elektronowej jonu
metalu, charakteru oddziatywan pomigdzy jonem centralnym a ligandami oraz geometrii
kompleksu [100,142]. Szczegdlne zastosowanie znajduje ona w badaniach kompleksow

jonow metali przej$ciowych, takich jak Cu(Il), Fe(IIl) czy Mn(II) [100].

Zwiazki chiralne oraz uklady wykazujace aktywno$¢ optycznag mozna badaé
wykorzystujac spektroskopie dichroizmu kotowego (CD, ang. Circular Dichroism). Metoda
ta polega na pomiarze roznicy absorpcji lewo- 1 prawoskretnie spolaryzowanego $wiatla
przez czasteczki chiralne. Analiza widm CD umozliwia okreslenie zmian konformacyjnych
czasteczek oraz oceng wptywu procesu kompleksowania na strukture przestrzenng ligandow
[143]. Technika ta znajduje zastosowanie szczegdlnie w badaniach biologicznie aktywnych
ligandoéw zawierajacych asymetryczne atomy wegla lub wykazujacych aktywnos$¢ optyczna.
W przypadku uktadéw kompleksowych analiza widm CD dostarcza informacji na temat
zmian organizacji przestrzennej ligandow oraz wptywu koordynacji do jonu metalu na

wlasciwosci stereochemiczne [143,144].

Zastosowanie roznych technik  spektroskopowych umozliwia uzyskanie
komplementarnych informacji dotyczacych struktury oraz wtasciwosci badanych uktadéw
kompleksowych. Polaczenie badan potencjometrycznych z metodami spektroskopowymi
pozwala na doktadniejsze okreslenie sktadu, trwato$ci oraz sposobu koordynacji ligandow
do jonéw metali, co ma istotne znaczenie w badaniach zwigzkow biologicznie aktywnych

oraz uktadow modelowych chemii koordynacyjne;.
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3. Cel pracy

Celem rozprawy doktorskiej bylo okreslenie wptywu podstawnikéw na trwatos¢
termodynamiczng oraz wlasciwosci spektroskopowe antybiotykow f-laktamowych z grupy
penicylin i ich zwigzkow kompleksowych z wybranymi jonami metali s-, d- i f-

elektronowymi.

Przeprowadzone badania obejmowaly charakterystyke zwigzkéw kompleksowych
powstajacych w uktadach podwojnych antybiotykéw f-laktamowych z jonami metali
(Mg(1I), Ca(Il), Sr(II), Co(Il), Ni(Il), Cu(Il), Nd(I1I), Eu(IIl), Tb(Ill)). W ramach pracy
przeprowadzono pomiary potencjometryczne, na podstawie ktorych okreslono sktad
1 trwato$¢ otrzymanych kompleksow oraz sposob koordynacji jonéw metali. Otrzymane
zwiazki kompleksowe scharakteryzowano z wykorzystaniem metod spektroskopowych, co
umozliwilo okreslenie miejsc koordynacji oraz zmian zachodzacych w strukturze ligandow
podczas procesu kompleksowania. Peilna charakterystyka kompleksow pozwolita na
okreslenie ich wilasciwosci wynikajacych bezposrednio z budowy wewnetrznej sfery
koordynacyjnej oraz na przeprowadzenie analizy pordwnawcze] wzgledem
nieskompleksowanych ligandow. Ponadto przeprowadzono analiz¢ zalezno$ci pomigdzy

budowg ligandéw a wtasciwosciami fizykochemicznymi.
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4. Omowienie wynikow

4.1 Zwiazki kompleksowe ampicyliny (Al) — Insights into Complex

Compounds of Ampicillin: Potentiometric and Spectroscopic Studies

Pierwsza publikacja wchodzaca w sklad rozprawy doktorskiej poswigcona byta
badaniom procesu kompleksowania ampicyliny z jonami metali reprezentujagcymi bloki s, d
i f uktadu okresowego pierwiastkow. Zakres badan obejmowat jony Mg(II), Ca(Il), Sr(II),
Co(II), Ni(II), Cu(II), Nd(III), Eu(III), Tb(ILI).

Ampicylina (Amp) (Rys. 7.) nalezy do grupy podisyntetycznych antybiotykéw
f-laktamowych zaliczanych do aminopenicylin. Dzigki szerokiemu spektrum dziatania
przeciwbakteryjnego od wielu lat znajduje szerokie zastosowanie w leczeniu zakazen
wywolywanych zaréwno przez bakterie Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne. W praktyce
klinicznej wykorzystywana jest miedzy innymi w terapii zakazen ukladu oddechowego,

uktadu moczowego, przewodu pokarmowego oraz zakazen skory 1 tkanek migkkich.

NH,
H H
N E

\ : S
O ‘
——N

N

O

\\\\‘\\‘.

/\OH

(@)
Rysunek 7. Wzo6r ampicyliny.

Podstawowa  technikg zastosowang w badaniach bylo miareczkowanie
potencjometryczne prowadzone w roztworach wodnych w zakresie pH 2,5-11,0. Pomiary
wykonywano przy zachowaniu statej temperatury (20°C) oraz statej sity jonowej roztworow
(KNO3, ¢=0,1 M), co zapewnito mozliwo$§¢ wyznaczenia parametrow rownowagowych.
Uzyskane dane potencjometryczne postuzyly do okreslenia stalych protonacji ampicyliny
oraz identyfikacji form kompleksowych powstajacych w badanych ukiadach. Analiza
uzyskanych danych umozliwita identyfikacj¢ dominujacych form kompleksowych,
okreslenie zakresow dominacji poszczegolnych form kompleksowych oraz ocene wpltywu

odczynu roztworu na przebieg proceséw kompleksowania.
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Analiz¢ danych potencjometrycznych przeprowadzono z wykorzystaniem programu
HYPERQUAD, stosowanego do modelowania réwnowag chemicznych w roztworach
wielosktadnikowych. Oprogramowanie to umozliwito wyznaczenie ogdélnych wartosci
stalych trwatosci form kompleksowych, stalych réwnowagi reakcji tworzenia si¢
powstajacych komplekséw. Na podstawie uzyskanych parametréw obliczono udzialy
molowe poszczegolnych form wystepujacych w roztworze i1 sporzadzono krzywe
dystrybucji przedstawiajace zmiany ich udzialu w funkcji pH. Analiza rozktadu form
umozliwita okreslenie zakreséw dominacji poszczegdlnych kompleksoOw oraz ocene

wptywu odczynu roztworu na przebieg procesow kompleksowania.

Pierwszym etapem badan bylo wyznaczenie stalych protonacji dla ampicyliny.
Otrzymane wartosci ogdlnych statych protonowania wynosity logf = 7,06 dla H(Amp) oraz
logf = 9,61 dla formy H>(Amp), co odpowiada wartosciom pKai = 2,55 oraz pKaz = 7,06.
Uzyskane wyniki pozostaja w dobrej zgodnosci z danymi literaturowymi (pKai = 2,54; pKa>
= 7,30), mimo zastosowania odmiennych warunkéw eksperymentalnych, w szczegdlnosci

temperatury oraz sity jonowej roztworu.

Kolejny etap obejmowat analize proceséw kompleksowania zachodzacych w uktadach
jon metalu—ampicylina. Pomiary potencjometryczne przeprowadzono zaréwno dla uktadow
o stosunku molowym metalu do liganda wynoszacym 1:1, jak i przy dwukrotnym nadmiarze
ampicyliny. Opracowanie danych eksperymentalnych potwierdzito zdolnos¢ ampicyliny do
tworzenia zwigzkow kompleksowych z jonami metali reprezentujgcymi rézne bloki uktadu
okresowego. Na podstawie danych eksperymentalnych wyznaczono wartosci ogdlnych
statych trwato$ci (logf) oraz stalych rownowagi reakcji tworzenia kompleksow (logK.)

(Tab. 2.).
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Tabela 2. Ogdlne wartosci statych trwatosci (logf) oraz state rownowagi reakcji
chemicznych (logK.) dla kompleksow w uktadzie jon metalu/Ampicylina (odchylenia

standardowe podano w nawiasach).

FORMA
KOMPLEKSOWA Mg(I) Ca(I) Sr(II)
logp logK, logf logK, logf logK,

- M(HAmp) 9,85(5) 2,75 10,00(2) 2,90 9,99(1) 2,89

o M(Amp) 3,60(2) 3,60 - - 2,60(7) 2,60

M(Amp)(OH) - - - - -8,56(5) 2,60

M(HAmp) - - 10,00(2) 2,90 9,99(1) 2,89
« M(HAmp), 20,91(4) 6,72 - - - -
— M(HAmp)(Amp) 14,23(5) 7,13 - - - -
M(Amp)> 6,96(4) 3,36 - - - -

Co(II) Ni(II) Cu(Il)

logf logK, logf logK, logf logK,

M(HAmp) 9,99(6) 2,90 10,91(2) 3,82 10,36(4) 3,26

M(Amp) 3,12(6) 3,12 3,86(1) 3,86 5,23(5) 5,23

:' M(Amp)(OH) - - -6,21(1) 3,70 0,29(2) 8,83
M(Amp)(OH): -14,88(8) 12,66 - - -7,48(3) 5,99
M(Amp)(OH); -25,33(4) 3,32 - - -18,67(4) 2,58

M(HAmp), 20,49(4) 6,30 19,99(3) 5,80 20,54(2) 6,35

- M(HAmp)(Amp) 13,96(4) 6,86 13,60(3) 6,50 15,75(4) 8,66

o M(Amp); 6,22(5) 3,10 6,27(2) 2,41 10,89(2) 5,65
M(Amp),(OH) - - - - 4,06(2) 6,95
M(Amp)>(OH), -11,84(3) 9,47 - - -3,85(2) 5,85

Nd(I1I) Eu(1II) Th(III)
logp logK, logp logK. logp logK.
M(HAmp) 10,82(2) 3,72 10,76(4) 3,66 10,45(2) 3,35
- M(Amp) 3,42(2) 3,42 - - - -
— M(Amp)(OH);3 - - -21,11(4) 20,20 -21,06(1) 20,24
Ma(Amp) - - 7,47(3) 7,47 - -
M(HAmp) 10,82(2) 3,72 10,76(4) 3,66 10,45(2) 3,35
M(Amp) 3,42(2) 3,42 - - - -

- M(HAmp)(Amp) - - 13,45(5) 13,45 - -

o M(Amp): - - 6,50(6) 6,50 - -
M(Amp)(OH);3 - - - - -21,06(1) 20,24
M(Amp),(OH); - - -16,81(5) 4,22 - -
M(Amp)2(OH)4 - - -26,77(4) 3,81 - -

Uktady zawierajace jony metali bloku s charakteryzowaly si¢ stosunkowo niewielka
liczbg identyfikowanych form kompleksowych (Rys. 8.). W nizszym zakresie pH
dominowaty kompleksy typu M(HAmp), w ktérych ligand wystgpowal w postaci czesciowo
protonowanej. Wraz ze wzrostem pH nastgpowata stopniowa deprotonacja ampicyliny,
ktorej towarzyszyto tworzenie komplekséw typu M(Amp). Najbardziej ztozony przebieg

kompleksowania stwierdzono dla uktadéw z jonami magnezu(Il), szczeg6lnie w obecno$ci
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nadmiaru liganda, gdzie stwierdzono obecno$¢ form zawierajacych dwie czasteczki

ampicyliny.

Znacznie wiekszg roznorodnos$¢ form kompleksowych oraz wyzsze wartosci statych
trwalos$ci stwierdzono w uktadach zawierajacych jony metali bloku d (Rys. 8.). W przypadku
jonow Co(Il), Ni(Il) oraz Cu(Il) zidentyfikowano szeroki zestaw form kompleksowych
obejmujacych kompleky protonowane, zdeprotonowane oraz hydroksokompleksy.
Najwigkszg trwalos¢ wykazywaty kompleksy miedzi(Il), dla ktorych obserwowano
dominacje form kompleksowych w szerokim zakresie pH, co $wiadczy o wysokim
powinowactwie tego jonu do ampicyliny. Dodatkowo w warunkach nadmiaru liganda
obserwowano powstawanie form o stechiometrii ML., zawierajacych dwie czasteczki

ampicyliny skoordynowane do jednego jonu metalu.

Badania przeprowadzone dla jonow lantanowcow(Ill) wykazaty, ze przebieg
procesow kompleksowania zalezny od rodzaju jonu metalu. W uktadach zawierajacych jony
Nd(III), Eu(Ill) oraz Tb(IIl) dominowaty kompleksy cze¢sciowo protonowane, natomiast
wraz ze wzrostem pH nastgpowato tworzenie hydroksokompleksow oraz wytracanie
wodorotlenkow metali (Rys. 8.). Najbardziej ztozone uktady kompleksowe stwierdzono dla
jonow europu(IIl), w ktorych zidentyfikowano formy zawierajace zar6wno dwa jony metalu,

jak 1 dwie czasteczki ampicyliny.
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Rysunek 8. Krzywe dystrybucji form kompleksowych w  uktadzie:
(a) Sr(Il)/Ampicylina (1:1); (b)Mg(Il)/Ampicylina (1:2); (c) Ni(Il)/Ampicylina (1:1);
(d) Cu(Il)/ Ampicylina (1:2); (e) Eu(Ill)/Ampicylina (1:1); (f) Tb(III)/Ampicylina (1:2).

Analiza danych potencjometrycznych potwierdzita zdolno§¢ ampicyliny do tworzenia
zwigzkow kompleksowych z badanymi jonami metali oraz umozliwila okreslenie sktadu
itrwato$ci  powstajacych form kompleksowych. W celu weryfikacji procesu

kompleksowania oraz identyfikacji centrow koordynacji ligandu przeprowadzono
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dodatkowe badania spektroskopowe z wykorzystaniem technik UV-Vis, EPR, FT-IR, CD
oraz spektroskopii luminescencyjnej. Metody te dostarczyty informacji dotyczacych
sposobu koordynacji ampicyliny oraz zmian zachodzacych w strukturze kompleksow pod

wpltywem oddziatywania z jonami metali.

Widma UV—Vis zarejestrowane dla uktadow zawierajacych jony Co(II), Ni(Il) oraz
Cu(Il) wykazaty zmiany potozenia pasm absorpcyjnych oraz wartosci absorbancji wraz ze
zmiang pH roztworu (Rys. 9.). Obserwowane przesunigcia $wiadczyly o zmianach
zachodzacych w wewnetrznej sferze koordynacyjnej jonow metali podczas procesu
kompleksowania. Przesunigcia pasm absorpcyjnych obserwowane wraz ze wzrostem pH
potwierdzaja zmiang sktadu wewng¢trznej sfery koordynacyjnej komplekséw. W nizszym
zakresie pH, poczatkowo oddzialywania metalu z ligandem polegaly gléwnie przez
donorowe atomy tlenu, podczas gdy przy wyzszych wartosciach pH zwickszat sie udziat

atomow azotu w tworzeniu wigzan koordynacyjnych.

0,020

0.20
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Rysunek 9. Widma UV-Vis dla ukladow: (a) Cu(ll)/Ampicylina (1:1);

(b) Ni(II)/Ampicylina (1:2).

W celu doktadniejszej charakterystyki wewnetrznej sfery koordynacyjnej jonow
Cu(Il) przeprowadzono badania z wykorzystaniem spektroskopii EPR (Rys. 10.). Analiza
uzyskanych widm potwierdzita obecno$¢ monomerycznych form kompleksowych jonow
miedzi(I[) oraz wskazala na udzial donorowych atoméw tlenu w tworzeniu wigzan
koordynacyjnych. Wraz ze wzrostem pH obserwowano zmiany parametrow
spektroskopowych $wiadczace o zmianach zachodzacych otoczenia koordynacyjnego jonu

centralnego podczas tworzenia kolejnych form kompleksowych.
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Rysunek 10. Widma EPR dla uktadow: (a) Cu(Il))Ampicylina (1:1) dla formy
Cu(HAmp); (b) Cu(Il)/Ampicylina (1:2) dla formy Cu(HAmp)..

Widma emisji zarejestrowane dla uktadéow zawierajacych jony Eu(Ill) oraz Tb(III)
wykazaly wyrazne zmiany intensywnos$ci oraz potozenia pasm emisji po utworzeniu
komplekséw z ampicyling (Rys. 11.). W przypadku kompleksow europu(Ill)
zaobserwowano wygaszanie charakterystycznych pasm emisji, natomiast dla kompleksow
terbu (III) stwierdzono zmiany intensywnosci oraz niewielkie przesuniecia pasm
emisyjnych. Uzyskane wyniki potwierdzity oddzialywania ampicyliny z jonami
lantanowcéw oraz wskazaly na modyfikacje $rodowiska koordynacyjnego metalu

zachodzace podczas procesu kompleksowania.
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Rysunek 11. Widma emisji dla uktadow: (a) Eu(Ill))Ampicylina (1:1);
(b) Tb(III)/ Ampicylina (1:2).
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Analiza widm FT-IR dostarczyla istotnych informacji dotyczacych sposobu
koordynacji ampicyliny do badanych jonéw metali (Rys. 12.). W poréwnaniu z widmem
wolnego ligandu zaobserwowano wyrazne zmiany potozenia oraz intensywno$ci pasm
charakterystycznych dla grup funkcyjnych obecnych w strukturze antybiotyku. Przesunigcia
pasm zwigzanych z drganiami grup karboksylowych, amidowych i aminowych wskazywaty
na udziat donorowych atoméw tlenu i azotu w tworzeniu wigzan koordynacyjnych.
Dodatkowo zmiany obserwowane w zakresie pasm przypisywanych grupie karbonylowe;j
pierscienia fS-laktamowego sugerowaly jej udzial w oddzialywaniach z jonami metali.
Wyniki spektroskopii FT-IR potwierdzity zatem wielomiejscowy charakter koordynacji
ampicyliny oraz dostarczyty informacji na temat potencjalnych centrow koordynacyjnych

ligandu.
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Rysunek 12. Widma IR dla wuktadéw: (a) Nd(II)/Ampicylina (1:1);
(b) Mg(IT)/Ampicylina (1:2).

Badania dichroizmu kotowego wykazaty, ze proces kompleksowania nie prowadzit do
istotnych zmian konformacyjnych w strukturze ampicyliny (Rys. 13.). W catym badanym
zakresie pH ligand zachowywat stabilno$¢ konformacyjna, a w wigkszo$ci analizowanych
ukladow obserwowano jedynie niewielkie zmiany warto$ci efektow Cottona zwigzane
z tworzeniem wigzan z jonami metali. Najbardziej wyrazne rdznice stwierdzono dla
kompleksow Cu(Il), co moze wskazywa¢ na odmienny charakter potaczen tego jonu

z ampicyling w poréwnaniu z pozostatymi badanymi metalami.
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Rysunek 13. Widma CD dla ukladéw: (a) Eu(lll)/Ampicylina (1:1);
(b) Cu(Il)/ Ampicylina (1:2).

Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzity zdolno$¢ ampicyliny do tworzenia
zwigzkéw kompleksowych z jonami metali nalezagcymi do blokéw s, d i f ukfadu
okresowego. Wykazano, ze rodzaju jonu metalu, pH oraz stosunek molowy majg istotny
wpltyw na sktad i trwalo§¢ powstajacych form kompleksowych. Analiza danych
potencjometrycznych umozliwita opracowanie modeli rownowagowych opisujacych badane
uktady, natomiast zastosowane techniki spektroskopowe dostarczyly informacji
dotyczacych sposobu koordynacji ampicyliny oraz identyfikacji atoméw donorowych
uczestniczacych w tworzeniu wigzan koordynacyjnych. Sposrod wszystkich analizowanych
uktadow najwigksza trwatos¢ wykazywaty kompleksy Cu(Il), co znalazto potwierdzenie
zarbwno w wartosciach parametréw réwnowagowych, jak 1 w wynikach badan

spektroskopowych.
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4.2 Zwiazki kompleksowe amoksycyliny (A2) - Coordination chemistry
of amoxicillin: potentiometric and spectroscopic characterization of

complexes compounds of amoxicillin

Druga publikacja wchodzaca w sktad rozprawy doktorskiej poswiecona byta badaniom
procesu kompleksowania amoksycyliny z jonami metali s-, d- i f-elektronowymi. Zakres

badan obejmowat jony Mg(II), Ca(II), Sr(IT), Co(II), Ni(II), Cu(II), Nd(IIT), Eu(III), Tb(III).

Amoksycylina (Amox) (Rys. 14.), jest polsyntetycznym antybiotykiem S-laktamowym
nalezacym do aminopenicylin. Pod wzgledem budowy chemicznej wykazuje duze
podobienstwo do ampicyliny, réznigc si¢ obecno$cig dodatkowej grupy hydroksylowej
w pierScieniu aromatycznym. Modyfikacja ta wptywa na wilasciwosci farmakokinetyczne
zwiazku, prowadzac miedzy innymi do zwigkszenia biodostepnosci po podaniu doustnym
oraz rozszerzenia zakresu zastosowan terapeutycznych. Antybiotyk ten jest powszechnie
stosowany przede wszystkim w leczeniu zakazen wywolywanych przez bakterie Gram-
dodatnie i Gram-ujemne, zwlaszcza gornych drog oddechowych, uktadu moczowego oraz

przewodu pokarmowego.

NH,

Rysunek 14. Wz6r amoksycyliny.

Pierwszy etap badan obejmowal charakterystyke wtasciwosci kwasowo-zasadowych
amoksycyliny poprzez wyznaczenie jej ogolnych statych protonowania. Na podstawie
analizy danych potencjometrycznych otrzymano wartosci logf réwne 10,02 dla HAmox,
17,74 dla HoAmox oraz 20,13 dla H3Amox. Uzyskane wyniki wykazywatly dobrg zgodnos¢
z warto$ciami literaturowymi, potwierdzajac poprawnos$¢ zastosowanego modelu
rownowagowego. Wielostopniowy przebieg protonowania wskazuje na obecno$¢ kilku
centréw protonacji zwigzanych z grupami funkcyjnymi zawierajagcymi atomy tlenu i azotu

wystepujacymi w strukturze amoksycyliny.
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Badania potencjometryczne potwierdzity, ze amoksycylina tworzy trwate zwigzki
kompleksowe z badanymi jonami metali. Wykazano jednoczesnie, ze sktad rownowagowy
uktadow oraz trwatos¢ powstajacych form kompleksowych sg silnie uzaleznione od rodzaju

jonu metalu 1 stosunku molowego metalu do liganda (Tab. 3.).

W uktadach zawierajacych jony metali bloku s dominowaly protonowane formy
kompleksowe typu M(HxAmox) (Rys. 15.). Najwigkszy procentowy udzial jonéw metali
w procesie kompleksowania stwierdzono dla uktadow magnezu(Il) oraz strontu(Il),
natomiast kompleksy wapnia(Il) wykazywaly mniejszg trwato$¢ i ograniczong liczbe

identyfikowanych form kompleksowych.

Znacznie wigksza réznorodno$¢ form kompleksowych stwierdzono w ukladach
zawierajacych jony metali bloku d. Dla jonéw Co(Il), Ni(II) i Cu(Il) zidentyfikowano
szeroki zestaw form obejmujacy kompleksy protonowane, zdeprotonowane oraz
hydroksylowe. Najbardziej zlozony przebieg kompleksowania stwierdzono dla jonow
Cu(Il), dla ktoérych stwierdzono obecnos$¢ form mono- oraz binuklearnych, a takze
kompleksow zawierajacych dwie czasteczki amoksycyliny w sferze koordynacyjnej jonu
metalu. Wraz ze wzrostem pH nastepowata stopniowa deprotonacja ligandu, prowadzaca do

powstawania kolejnych form hydroksylowych.

Uktady zawierajace jony lantanowcow(Ill) charakteryzowaly si¢ dominacjg
protonowanych form kompleksowych oraz hydroksokompleksow. Najwieksze
powinowactwo do amoksycyliny wykazywaly jony Eu(Ill), dla ktérych w warunkach
nadmiaru liganda obserwowano wysoki udziat form kompleksowych. W przypadku Tb(III)
dominowaty natomiast formy hydroksylowe wystepujace w wyzszym zakresie pH.
Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze proces kompleksowania jondéw f-elektronowych jest
w znacznym stopniu determinowany przez stopien deprotonacji ligandu oraz warunkow

srodowiska reakcji, w szczegolno$ci warto$¢ pH roztworu.
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Tabela 3. Ogdlne wartosci statych trwatosci (logf) oraz state rownowagi reakcji
chemicznych (logK.) dla komplekséw w uktadzie jon metalu/Amoksycylina (odchylenia

standardowe podano w nawiasach).

FORMA Mgl Ca(l Sr(II
KOMPLEKSOWA gh adh rh
logf logK, logp logK, logf logK,
M(H3;Amox) 25,26(4) 5,13 - - 24,20(6) 4,07
:' M(H>Amox) 23,85(4) 5,11 20,46(5) 2,73 21,68(6) 3,95
M(HAmox) 15,02(3) 5,00 12,68(4) 2,66 13,98(5) 3,96
M(H3;Amox) 25,26(4) 5,13 - - 24,20(6) 4,07
S M(H>Amox) 23,85(4) 5,11 20,46(5) 2,73 21,68(6) 3,95
M(HAmox) 15,02(3) 5,00 12,68(4) 2,66 13,98(5) 3,96
Co(1I) Ni(IT) Cu(I)
logf logK. logf logK. logf logK,
M(Hs;Amox) 23,85(5) 3,72 24,33(4) 4,20 - -
M(H,Amox) 21,86(3) 4,12 21,89(3) 4,15 20,66(3) 2,92
M(HAmox) 13,96(2) 3,97 14,51(3) 4,49 15,52(6) 5,50
M(Amox) - - - - 9,63(6) 9,63

- M(Amox)» - - - - 15,07(6) 15,07

— M(Amox)(OH) -4,62(4) 9,15 -4,38(5) 9,39 1,59(2) 15,36
M(Amox)(OH), - - - - -8,24(2) 3,94
M(Amox)(OH); - - - - -19,60(3) 2,41
M(Amox)>(OH) - - - - 4,55(5) 3,25
M(Amox)2(OH), - - - - 2,16(7) 11,37

M(H3;Amox) 23,85(5) 3,72 24,33(4) 4,20 - -
M(H,Amox) 21,86(3) 4,12 21,89(3) 4,15 - -
M(HAmox) 13,96(2) 3,97 14,51(3) 4,49 - -
M(Amox) - - 4,60(6) 4,60 - -
M(HAmox)> - - - - 31,13(3) 11,09
S M(HAmox)(Amox) - - - - 24,94(3) 14,92
M(Amox), - - - - 15,07(6) 15,07
M(Amox)(OH) -4,62(4) 9,15 -4,38(5) 9,39 - -
M(Amox)2(OH) - - - - 4,55(5) 3,25
M(Amox)2(OH); - - - - 2,16(7) 11,37
M(Amox)>(OH); - - - - -13,70(6) 3,22
Nd(IIT) Eu(III) Th(I1I)
logf logK. logf logK. logf logK.
M(H,Amox) 21,20(3) 3,46 22,41(5) 4,67 20,45(4) 2,71
M(HAmox) 13,73(3) 3,71 14,65(5) 4,63 - -

:- M(Amox)(OH) - - -1,02(5) 12,75 - -
M(Amox)(OH)» -11,83(4) 15,71 -9,68(5) 5,10 -10,92(2) 11,20
M(Amox)(OH)3 - - - - -22,55(3) 2,14

M(H,Amox) 21,20(3) 3,46 22,41(5) 4,67 20,45(4) 2,71
M(HAmox) 13,73(3) 3,71 14,65(5) 4,63 - -

S- M(Amox)(OH) - - -1,02(5) 12,75 -2,93(3) 10,83
M(Amox)(OH), -11,83(4) 15,71 -9,68(5) 5,10 -10,92(2) 11,20
M(Amox)(OH); - - - - -22,55(3) 2,14
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Rysunek 15. Krzywe dystrybucji form kompleksowych w  ukladzie:
(a) Ca(Il)/Amoksycylina (1:1); (b)Mg(Il)/Amoksycylina (1:2); (¢) Cu(Il)/Amoksycylina
(1:1); (d) Co(ll)/Amoksycylina (1:2); (e) Nd(IlI))Amoksycylina (1:1); (f)
Eu(III)/ Amoksycylina (1:2).

W celu weryfikacji procesu kompleksowania oraz identyfikacji $rodowiska
koordynacyjnego jonow metali zastosowano komplementarne techniki spektroskopowe

obejmujgce UV—Vis, EPR, FT-IR oraz spektroskopie luminescencyjna.
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Analiza widm UV-Vis zarejestrowanych dla uktadéw Co(Il), Ni(Il) oraz Cu(II)
wykazala istotne zmiany potozenia maksimow absorpcji oraz intensywnos$ci pasm w funkcji
pH (Rys. 16.). Obserwowane efekty wskazywaly na modyfikacj¢ wewngtrznej sfery
koordynacyjnej jondw metali, zwigzang z tworzeniem kolejnych form kompleksowych wraz
ze zmiang stopnia protonacji ligandu, gdzie poczatkowo koordynacja zachodzi przez atomy
tleny grupy karboksylowej, a nastgpnie ze wzrostem pH powstaja kompleksy rowniez

z atomem aztou w wewnetrznej sferze koordynacyjnej.

— Cu(I) \

— Cu(Il)
c— ('u(ll_,/\mox) pH=3,7 \

\ = Cu(HAmox), pH=5.8

< . 2 \
041 | (.u(/\mox) pH=7,9 041\ Cu(HAmox)(Amox) pH=7,1
\ = Cu(Amox)(OH) pH=9,6 \ —— Cu(Amox). pH=8,5
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Rysunek 16. Widma UV-Vis dla ukfadéow: (a) Cu(Ill)/Amoksycylina (1:1);
(b) Cu(II)/Amoksycylina (1:2).

Badania EPR potwierdzily obecnos¢ monojadrowych komplekséw Cu(Il) o geometrii
zblizonej do kwadratowo-planarnej (Rys. 17.). Wyznaczone parametry spektroskopowe
wskazywaly udzial donorowych atoméw tlenu i azotu w tworzeniu wigzan koordynacyjnych
z jonem metalu. Wraz ze wzrostem pH obserwowano zmiany parametréw g oraz Aj, co
swiadczy o stopniowe] przebudowie sfery koordynacyjnej zwigzanej z deprotonacjg liganda
1 powstawaniem kolejnych form kompleksowych. Uzyskane wyniki pozostaja w zgodno$ci

z obserwacjami spektroskopowymi otrzymanymi metodag UV—Vis.
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Rysunek 17. Widma EPR dla uktadéw: (a) Cu(Il)/Amoksycylina (1:1) dla formy
Cu(H2Amox); (b) Cu(Il)/Amoksycylina (1:2) dla formy Cu(HAmox)..

Widma emisyjne zarejestrowane dla uktadow zawierajacych jony Eu(IIl) oraz Tb(III)
wykazaly istotny wptyw procesu kompleksowania na wlasciwosci emisyjne badanych
uktadow (Rys. 18.). W przypadku kompleksow europu(Ill) zaobserwowano wzrost
intensywnos$ci wybranych przej$¢ emisyjnych dla form hydroksylowych, co wskazywato na
zmiany w najblizszym otoczeniu koordynacyjnym jonu metalu. Natomiast dla jonow
terbu(Ill) stwierdzono przesunig¢cia pasm emisyjnych oraz stopniowe wygaszanie emisji
przy wyzszych wartosciach pH. Otrzymane wyniki potwierdzily zmiany zachodzace

w otoczeniu jonow lantanowcow podczas procesu kompleksowania.
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Rysunek 18. Widma emisji dla ukladow: (a) Tb(III)/Amoksycylina (1:1);
(b) Eu(IlI)) Amoksycylina (1:2).
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Analiza widm FT-IR wykazata istotne zmiany potozenia pasm charakterystycznych dla
grup karboksylowych, amidowych oraz hydroksylowych obecnych w strukturze
amoksycyliny (Rys. 19.). Zaobserwowane przesuni¢cia potwierdzily obecnos¢ oddziatywan
koordynacyjnych z udzialem donorowych atomow tlenu i azotu oraz wskazaly, ze
w utworzeniu wigzan koordynacyjnych uczestnicza na grupa karboksylowa i fragmenty

pierscienia f-laktamowego.
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Rysunek 19. Widma IR dla wukladow: (a) Nd(III)/Amoksycylina (1:1);
(b) Sr(IlI)/Amoksycylina (1:2).

Przeprowadzone badania potwierdzily, ze amoksycylina, podobnie jak ampicylina,
wykazuje zdolno$¢ do tworzenia trwatych zwigzkéow kompleksowych z jonami metali
reprezentujagcymi rézne bloki uktadu okresowego. Wykazano, ze przebieg procesow
kompleksowania, sktad powstajacych form oraz ich trwato$¢ sa determinowane przez rodzaj
jonu metalu, stopien protonacji ligandu oraz stosunek molowy metalu do amoksycyliny.
W porownaniu z uktadami ampicyliny stwierdzono wigksza roéznorodnos¢ form
kompleksowych tworzonych przez amoksycyling, szczegdlnie w ukladach zawierajacych
jony metali przejSciowych oraz lantanowcdéw. Potaczenie metod potencjometrycznych
1 spektroskopowych umozliwito doktadng charakterystyke rownowag kompleksowania oraz
identyfikacje atomdéw donorowych uczestniczagcych w procesie koordynacji. Uzyskane
wyniki rozszerzaja wiedzg dotyczaca wiasciwosci koordynacyjnych aminopenicylin oraz
mogg stanowi¢ podstawe dalszych badan nad wplywem jonow metali na wiasciwosci

biologiczne antybiotykow.
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4.3 Zwiazki kompleksowe kloksacyliny i dikloksacyliny (A3) - Metal-
Antibiotic  Interactions: Potentiometric and Spectroscopic
Investigation of Cloxacillin and Dicloxacillin Complexes in Aqueous

Solution

Trzecia publikacja stanowigca czg$¢ rozprawy doktorskiej obejmowata analize procesow
kompleksowania kloksacyliny i dikloksacyliny, bgdacych przedstawicielami penicylin
izoksazolilowych opornych na dziatanie f-laktamaz. Badania przeprowadzono z udzialem
jonow Co(11), Ni(II), Cu(II), Nd(IIT), Eu(IIl) oraz Tb(III), reprezentujacych bloki d i f uktadu

okresowego pierwiastkow.

Kloksacylina (Clox) oraz dikloksacylina (Diclox) (Rys. 20.) sa potsyntetycznymi
antybiotykami f-laktamowymi nalezagcymi do grupy penicylin izoksazolilowych.
W poréwnaniu z aminopenicylinami, takimi jak ampicylina i amoksycylina, charakteryzuja
si¢ wickszg odpornoscig na hydroliz¢ katalizowang przez pf-laktamazy. Wlasciwos$é ta
decyduje o ich skutecznosci wobec bakterii Gram-dodatnich produkujacych penicylinazy,
w szczegblnosci szczepoOw gronkowcoéw. Z tego wzgledu antybiotyki te znajduja
zastosowanie w leczeniu zakazen skory, tkanek migkkich, kosci oraz zakazen ukladu

oddechowego.

e

/\ OH

0
Rysunek 20. Wz6r ogdlny dla antybiotykdw z grupy penicylin izoksazolilowych, gdzie

R=H dla kloksacyliny, a R=Cl to dikloksacylina.

Pierwszy etap badan obejmowal charakterystyke witasciwosci kwasowo-zasadowych
kloksacyliny oraz dikloksacyliny. Wyznaczone wartosci pKa wynosity odpowiednio 2,29
dla kloksacyliny oraz 3,55 dla dikloksacyliny. Uzyskane wyniki wskazuja, ze obecno$¢
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dodatkowego atomu chloru w czasteczce dikloksacyliny wplywa na zmiang¢ wtasciwosci
kwasowo-zasadowych liganda. Zmiana ta moze réwniez wplywaé na przebieg procesow

kompleksowania poprzez zmian¢ dostepnosci potencjalnych centrow koordynacyjnych.

Analiza danych potencjometrycznych dla uktadow zawierajacych jony metali bloku d
wykazata powstawanie licznych form kompleksowych zaleznych od rodzaju jonu
centralnego oraz stosunku molowego metal do ligandu (Tab. 4., Tab. 5., Rys. 21., Rys. 22.).
W przypadku jonéw Co(Il) 1 Ni(Il) dominowaly kompleksy protonowane oraz
zdeprotonowane formy kompleksowe wystepujace w zakresie pH oboj¢tnego, natomiast
wzrost wartosci pH prowadzil do tworzenia hydroksokomplekséw oraz hydrolizy jonow
metali. Najbardziej zlozony przebieg kompleksowania stwierdzono dla jonow Cu(Il), dla
ktorych zidentyfikowano obecno$¢ kompleksow mono- i bis-ligandowych oraz licznych
form hydroksylowych. Szczegélnie interesujace roznice zaobserwowano pomig¢dzy
badanymi penicylin izoksazolilowych — w warunkach nadmiaru liganda kompleksy
dikloksacyliny wykazywaly wigksze warto$ci stalych trwaloSci oraz dominowaty
w szerszym zakresie pH niz analogiczne formy kompleksowe kloksacyliny. Wyniki te
potwierdzaja, ze dodatkowy atom chloru obecny w strukturze dikloksacyliny wptywa nie
tylko na wlasciwosci kwasowo-zasadowe ligandu, lecz rowniez na przebieg procesow

kompleksowania.

W badaniach uktadéw zawierajacych jony lantanowcoéw(IIl) dominujacymi formami
byly kompleksy protonowane oraz hydroksokompleksy. Dla uktadow z jonami Nd(III),
Eu(III) 1 Tb(IIT) obserwowano stopniowg deprotonacje ligandu wraz ze wzrostem wartosci
pH oraz tworzenie form zawierajacych jedng lub dwie czgsteczki antybiotyku w sferze
koordynacyjnej jonu metalu. Najwigkszg trwato$¢ kompleksow stwierdzono dla jonow
terbu(I1l) oraz europu(Ill), szczegdlnie w uktadach z dikloksacyling, gdzie powstajace formy
kompleksowe utrzymywaty si¢ w szerszym zakresie pH przed wystapieniem procesOw

hydrolizy jonéw metali.
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Tabela 4. Ogdlne wartosci statych trwatosci (logf) oraz state rownowagi reakcji
chemicznych (logK.) dla kompleksow w uktadzie jon metalu/Kloksacylina (odchylenia

standardowe podano w nawiasach).

FORMA
KOMPLEKSOWA Co(II) Ni(II) Cu(I)
logp logK. logp logK. logp logK.
M(HClox)(Clox) - - - - 929(5) 6,99
M(Clox), - - - - 6,097) 6,09
- M(HClox) 6,02(5) 3,72 6,58(5) 4,29 - -
\ M(Clox) 3,52(1) 3,52 434(1) 434 - -
M(Clox)>(OH) - - - - 0,15(4) 7,84
M(Clox)2(OH); - - - - -15,86(4) 11,60
M(HClox) 6,025) 3,72 6,58(5) 4,29 - -
M(Clox) - - 434(1) 4,34 - -
M(Clox)(OH) - - -5,89(6) 3,85 - -
~ M(Clox)(OH); 2571(2) 15,60 - - - -
— M,(HClox) 13,205) 10,90 - - - -
M;(Clox) 6,98(1) 6,98 - - - -
M(Clox), - - - - 6,09(7) 6,09
M(Clox)>(OH) - - - - 0,154  7.84
Nd(III) Eu(11I) Th(I1I)
logp logK. logp logK. logp logK.
M(HClox) 552(2) 3,22 598(4) 3,69 5452) 3,15
= M(Clox) - - 3,71(2) 3,71 - -
M(Clox)(OH); -21,58(1) 19,73 -20,89(4) 20,42 -19,79(1) 21,51
M(Clox)(HClox) - - 8,81(4) 6,52 8,70(10) 6,40
M(Clox), 6,40(5) 6,40 563(4) 5,63 597(9) 5,97
@ M(Clox)2(OH) -1,73(12) 5,64 - - - -
M(Clox)2(OH), -9,55(8) 5,95 - - - -
M(Clox)>(OH); -17,28(4) 6,03 -17,54(3) 18,14 -16,37(6) 18,97
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Tabela 5. Ogodlne wartosci statych trwatosci (logf) oraz state rownowagi reakcji

chemicznych (logK.) dla kompleksow w uktadzie jon metalu/Dikloksacylina (odchylenia

standardowe podano w nawiasach).

FORMA
KOMPLEKSOWA Co(ll) Ni(II) Cu(Il)

logp logK. logp logK. logp logK.

M(HDiclox) 6,58(3) 3,03 6,79(5) 3,24 - -

- M(Diclox) 346(1) 3,46 423(5) 423 - -
— M(Diclox)(OH) - - 532(6) 8,45 2492) 11,28
M(Diclox)(OH), - - - - -9,68(4)  17.87
M(HDiclox)(Diclox) 12,049) 8,49 - - 10,71(5) 7,17
M(Diclox), 8,37(8) 8,37 7.83(6) 783 6,63(5) 6,63

o M(Diclox) - - 423(5) 423 - -
M(Diclox),(OH) - - -0,97(9) 12,80 1,22(5) 14,99
M(Diclox),(OH), -10,05(9) 17,49 -10,55(9) 16,99 6,24(7) 21,30

Nd(I1I) Eu(I1I) Th(I1I)

logp logK. logp logK. logp logK.

M(HDiclox)(Diclox) - - 11,3366) 7,78 - -

M(Diclox), - - 7,615) 7,61 - -

M(HDiclox) - - 7,43(4) 3,88 - -
— M(Diclox) 3,29(3) 3,29 - - 2,97(4) 2,97

— M(Diclox)(OH) -473(5) 9,04 - - - -
M(Diclox)(OH), -12,64(3) 14,90 -11,34(3) 16,20 -12,37(5) 15,17
M(Diclox)(OH); - - - - 21,50(4) 19,81
M(Diclox)2(OH)s - - - - -17,073) 24,24

M(HDiclox), - - 13,5809) 648 - -

M(HDiclox)(Diclox) 11,076) 7,52 11,3366) 7,78 - -

M(Diclox), 730(4) 7,30 7,61(5) 7,61 - -
o M(Diclox) - - - - 2,97(4) 2,97
M(Diclox)(OH), - - - - -12,37(5) 15,17

M(Diclox),(OH), -8,84(5) 18,70 -8,08(6) 19,46 - -
M(Diclox),(OH)s - - - - -17,07(3) 24,24
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Rysunek 21. Krzywe dystrybucji form  kompleksowych w  ukladzie:
(a) Co(IT)/Kloksacylina (1:1); (b) Ni(IT)/Kloksacylina (1:2); (¢) Tb(IlI)/Kloksacylina (1:1);
(d) Eu(Ill)/Kloksacylina (1:2).
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Rysunek 22. Krzywe dystrybucji form kompleksowych w  ukladzie:
(a) Ni(II)/Dikloksacylina (1:1); (b) Cu(Il)/Dikloksacylina (1:2); (¢) Eu(Ill)/Dikloksacylina
(1:1); (d) Nd(III)/Dikloksacylina (1:2).

W celu potwierdzenia przebiegu proceséw kompleksowania oraz identyfikacji centréw
koordynacji ligandu przeprowadzono badania z wykorzystaniem spektroskopii UV—-Vis, FT-
IR oraz spektroskopii luminescencyjnej. Analiza widm UV-Vis zarejestrowanych dla
uktadoéw zawierajacych jony Co(II), Ni(Il) i Cu(Il) wykazata istotne zmiany intensywnosci,
ksztaltu oraz polozenia pasm absorpcyjnych wraz ze zmiang warto$ci pH 1 stosunku
molowego ligandu do jonu metalu (Rys. 23.). Obserwowane efekty wskazywaly na zmiany
zachodzace w sferze koordynacyjnej jonow metali zwigzane z tworzeniem kolejnych form
kompleksowych. Najbardziej wyrazne przesunigcia odnotowano dla uktadéw Cu(Il),
szczegblnie w obecnosci dikloksacyliny, co pozostawato w pelnej zgodnosci z wynikami

badan potencjometrycznych wskazujacymi na wysoka trwatos$¢ tych kompleksow.
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Rysunek 23. Widma UV-Vis dla uktadow: (a) Cu(ll)/Kloksacylina (1:1);
(b) Cu(Il)/Dikloksacylina (1:2).

Badania luminescencyjne kompleksow jonoéw Eu(IIl) 1 Tb(IIl) wykazaty istotne zmiany
intensywno$ci pasm emisji po utworzeniu kompleksow z badanymi antybiotykami
(Rys. 24.). W przypadku uktadéw zawierajacych dikloksacyling obserwowano silniejsze
efekty emisyjne oraz bardziej efektywny transfer energii ligand—metal w poroéwnaniu do
analogicznych kompleksow kloksacyliny. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze obecno$¢
dodatkowego atomu chloru wptywa na trwalo$¢, jak i wlasciwosci spektroskopowe

powstajacych kompleksow.
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Rysunek 24. Widma emisji dla uktadéw: (a) Tb(Ill)/Dikloksacylina (1:1);
(b) Eu(Ill)/Kloksacylina (1:2).
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Analiza widm FT-IR potwierdzita udzial grup karboksylowych jako gtownych centréw
koordynacji jonéw metali (Rys. 25.). Zaobserwowane przesunigcia pasm odpowiadajgcych
drganiom grup COO~ wskazywaly na deprotonacje grupy karboksylowej oraz jej
bezposredni udziat w procesie tworzenia wigzan koordynacyjnych. Stwierdzono réwniez
niewielkie zmiany pasm zwigzanych z grupami amidowymi, sugerujace dodatkowy udziat

tych fragmentow w stabilizacji powstajacych kompleksow.
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— Nd(II)
Nd(Diclox),

Co(Clox)
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(a) (b)
Rysunek 25. Widma UV-Vis dla uktadow: (a) Co(Ill)/Kloksacylina (1:1);
(b) Nd(III)/Dikloksacylina (1:2).

Przeprowadzone badania potwierdzily zdolno$¢ kloksacyliny i dikloksacyliny do
tworzenia trwatych zwigzkéw kompleksowych z jonami metali nalezagcymi do blokow d i £
uktadu okresowego. Wykazano, ze niewielkie rdznice strukturalne ligandu, zwigzane
z obecnoscig dodatkowego atomu chloru w czasteczce dikloksacyliny, wptywaja na trwato$¢
powstajacych kompleksow, przebieg procesu kompleksowania oraz sktad wewnetrznej sfery
koordynacyjnej Zastosowanie metod potencjometrycznych oraz spektroskopowych
umozliwito kompleksowa charakterystyke procesow koordynacji oraz identyfikacje

gléwnych centréw wigzania jondw metali.
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5. Podsumowanie i wnioski

Glownym celem rozprawy doktorskiej byto okreslenie wptywu podstawnikow na
trwalo$¢ termodynamiczng oraz wlasciwosci spektroskopowe antybiotykow f-laktamowych
z grupy penicylin na przebieg proceséw kompleksowania oraz wlasciwosci powstajacych
zwiagzkow kompleksowych z wybranymi jonami metali reprezentujacymi bloki s, d i f uktadu
okresowego. Realizacja zatozonego celu obejmowata analize¢ wlasciwosci kwasowo-
zasadowych badanych ligandéw, wyznaczenie stalych trwalosci powstajacych zwigzkow
kompleksowych oraz okresSlenie wplywu zmian strukturalnych w obrebie czasteczek
penicylin na przebieg procesOw kompleksowania. Szczegdlng uwage poswigcono ocenie
wptywu wybranych modyfikacji strukturalnych, takich jak obecnos¢ grupy hydroksylowe;,
podstawnikow aromatycznych oraz atoméw chloru, na wlasciwosci koordynacyjne
ligandéw. Zastosowanie metod potencjometrycznych oraz komplementarnych technik
spektroskopowych umozliwito kompleksowa charakterystyke badanych uktadéw
1 okreslenie zaleznosci pomiedzy budowa chemiczng ligandow a wlasciwosciami

powstajacych zwigzkéw kompleksowych.

W pierwszej publikacji (Al) poswigconej badaniom procesow kompleksowania
ampicyliny, wykazano zdolno$¢ tego antybiotyku do tworzenia trwatych zwiazkow
kompleksowych z jonami metali reprezentujacymi bloki s, d i f ukladu okresowego.
Przeprowadzone badania potwierdzily, ze przebieg procesu kompleksowania oraz trwatos¢
powstajacych form sa determinowane zarowno przez wilasciwosci jonu centralnego, jak
1 warunki $rodowiska reakcji. Obecno$¢ grup aminowej i karboksylowej w strukturze
ampicyliny umozliwia efektywna koordynacj¢ jonéw metali 1 sprzyja powstawaniu form
o zroznicowanej stechiometrii. Analiza parametrow rownowagowych wykazata wyrazne
roznice pomiedzy kompleksami tworzonymi przez jony nalezace do r6znych blokéw uktadu
okresowego, co wskazuje na istotng role takich czynnikéw, jak promien jonowy oraz
konfiguracja elektronowa jonu metalu. Wyniki badan spektroskopowych umozliwity
identyfikacje¢ atoméw donorowych wuczestniczacych w procesie koordynacji oraz
potwierdzity udziat grup aminowej, karboksylowej i karbonylowej w tworzeniu wigzan

koordynacyjnych.

W  drugiej publikacji (A2) wykazano, ze wprowadzenie dodatkowej grupy
hydroksylowej do struktury aminopenicyliny prowadzi do istotnych zmian jej wiasciwosci

kwasowo-zasadowych liganda oraz wplywa na stabilno$¢ tworzonych kompleksow.
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Poréwnanie wynikow uzyskanych dla ampicyliny i amoksycyliny pozwolito stwierdzi¢, ze
modyfikacje strukturalne w obrebie pier§cienia bocznego penicylin moze prowadzi¢ do
zmian wiasciwosci koordynacyjnych ligandu. Dodatkowa grupa hydroksylowa wptywata na
rozktad gestosci elektronowej w czasteczee, co znajdowato odzwierciedlenie w wartos$ciach
statych trwatosci oraz skladzie powstajacych kompleksow. Analiza danych
spektroskopowych potwierdzita udzial grup karboksylowych oraz aminowych we
wewnetrznej sferze koordynacyjnej, oraz wskazata na wptyw grupy hydroksylowej na
wlasciwosci strukturalne i spektroskopowe badanych uktadow. Uzyskane wyniki wykazaty,
ze wlasciwos$ci kompleksow penicylin sg determinowane zar6wno przez budowe chemiczng
ligandu, jak i preferencje koordynacyjne jonu metalu. Badania te dostarczyty nowych
informacji dotyczacych zaleznos$ci pomigdzy struktura chemiczng aminopenicylin a ich

wlasciwo$ciami koordynacyjnymi.

W trzeciej publikacji (A3) wykazano, ze obecno$¢ podstawnikéw chlorowych oraz
rozbudowanych ugrupowan aromatycznych w strukturze penicylin izoksazolilowych
istotnie wptywa na przebieg proceséw kompleksowania oraz wlasciwosci powstajacych
zwigzkéw kompleksowych. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze réznice w zachowaniu obu
ligandéw wobec jonéw metali wskazuja na wptyw efektow elektronowych i sterycznych na
sposob koordynacji atomu centralnego. Otrzymane wyniki wykazaly, ze zwigkszenie liczby
atomoéw chloru w strukturze liganda wptywa na zmiang wtasciwos$ci donorowych czasteczki
oraz moze ogranicza¢ dostepnos¢ centrow koordynacyjnych poprzez efekt steryczny.
Analiza danych potencjometrycznych wykazata wystepowanie wyraznych réznic pomiedzy
kompleksami tworzonymi przez kloksacyling i dikloksacyling, szczegélnie w uktadach
zawierajacych jony metali bloku d i1 lantanowce. Badania spektroskopowe umozliwity
identyfikacje grup funkcyjnych uczestniczacych w procesie koordynacji oraz potwierdzity
wpltyw podstawnikow chlorowych na witasciwosci elektronowe badanych antybiotykow.
Uzyskane wyniki potwierdzity istotng role efektow elektronowych 1 sterycznych
w ksztattowaniu wiasciwosci koordynacyjnych penicylin izoksazolilowych oraz wykazaly,
ze nawet niewielkie modyfikacje strukturalne mogg prowadzi¢ do znaczacych zmian

trwatos$ci 1 charakteru tworzonych kompleksow.

Catos¢ przeprowadzonych badan potwierdzita, ze wlasciwosci kompleksotworcze
antybiotykow f-laktamowych sa silnie uzaleznione zar6wno od budowy chemicznej
ligandow, jak i rodzaju zastosowanego jonu metalu. Wykazano, ze obecnos¢ okreslonych

grup funkcyjnych 1 podstawnikow w  strukturze penicylin wpltywa na trwalo$é
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termodynamiczng tworzonych kompleksow, sposob koordynacji jondéw metali oraz
wlasciwosci spektroskopowe badanych uktadow. Przeprowadzona analiza umozliwita
okreslenie zaleznos$ci pomiedzy strukturg chemiczng antybiotykow a przebiegiem procesow
kompleksowania,  dostarczajac  nowych informacji  dotyczacych  wlasciwosci
koordynacyjnych penicylin. Uzyskane wyniki stanowig istotne uzupetnienie aktualnego
stanu wiedzy z zakresu chemii koordynacyjnej antybiotykow f-laktamowych oraz wskazuja,
ze nawet niewielkie modyfikacje strukturalne ligandow mogg prowadzi¢ do znaczacych
zmian wiasciwosci tworzonych komplekséw. Otrzymane rezultaty moga stanowi¢ podstawe
dalszych badan nad zalezno$ciami pomig¢dzy strukturg komplekséw a ich wiasciwosciami
fizykochemicznymi i biologicznymi, a takze nad rola jonéw metali w oddzialywaniach

antybiotykow f-laktamowych w uktadach biologicznych.

Przeprowadzone badania majg istotne znaczenie poznawcze i przyczyniaja si¢ do
poszerzenia  wiedzy  dotyczacej  wilasciwosci  koordynacyjnych  antybiotykow
p-laktamowych. Uzyskane dane rozszerzaja aktualny stan wiedzy dotyczacy wilasciwosci
kompleksujacych penicylin oraz wskazuja na mozliwo$¢ projektowania 1 badania nowych
uktadow kompleksowych o potencjalnym znaczeniu biologicznym i farmaceutycznym.
Wyniki rozprawy potwierdzaja rowniez zasadno$¢ interdyscyplinarnego podejscia
badawczego taczacego metody chemii koordynacyjnej oraz techniki spektroskopowe
umozliwiajac petniejsza charakterystyke oddziatywan pomiedzy antybiotykami a jonami

metali w uktadach biologicznych.
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Abstract

Metal ions, including Mg(II), Ca(II), Sr(1I), Co(II), Ni(II), Cu(Il), Nd(III), Eu(Ill), and Tb(III),
were investigated in binary systems alongside ampicillin at molar ratios of 1:1 and 1:2.
These investigations were carried out in aqueous solutions, and the formation of complexes
was verified through meticulous computational analysis. Detailed stability constants for
the formed complexes and equilibrium constants for the involved reactions were metic-
ulously determined. Furthermore, a comprehensive examination of the impact of ligand
concentration on the configuration of the central metal atom’s coordination sphere was
conducted. This investigation was complemented by spectroscopic measurements, which
effectively confirmed the observed changes in the coordination sphere of the metal ions.

Keywords: metal ion complexes; ampicillin; complex compounds; spectroscopy; potentio-
metric measurements

1. Introduction

Ampicillin (Amp) (Figure 1), (25,5R,6R)-6-([(2R)-2-amino-2-phenylacetyl]amino)-3,3-
dimethyl-7-oxo-4-thia-1-azabicyclo [3.2.0]heptane-2-carboxylic acid, is a 3-lactam antibiotic
belonging to the group of aminopenicillins, derivatives of penicillin, and has been widely
recognized for its efficacy in the treatment of bacterial infections [1-6]. The effect of this
antibiotic is to combat bacterial infections by inhibiting the production of bacterial cell walls,
leading to their disintegration. Its mechanism involves blocking bacterial cell wall synthesis
by binding to penicillin-binding proteins, which ultimately compromises the structure of
the bacterial cell wall and leads to cell lysis [7,8]. Ampicillin, a semisynthetic derivative of
penicillin, is a cornerstone in the arsenal of antibiotics because of its broad-spectrum activity
against a wide range of bacterial pathogens. It is often recommended for respiratory and uri-
nary tract infections, specific forms of meningitis, and similar diseases [5,9-11]. Adherence
to the prescribed dose and completion of the duration of treatment are crucial to maximize
effectiveness and decrease the development of potential antibiotic resistance [12-16].
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Figure 1. Formula of ampicillin.

However, despite its early effectiveness, extensive utilization and incorrect use of
ampicillin have resulted in increased antimicrobial resistance, which presents a notable
concern for public health on a global scale [17-21]. Bacteria have devised various strategies
to overcome the impact of antibiotics. Among these is the creation of 3-lactamase enzymes
that break down the 3-lactam ring of ampicillin, making it incapable of effectively fighting
bacterial infections. These advances underscore the importance of judicious antibiotic use
and the exploration of substitute therapies for microbial infections [22-26].

In addition to the challenge of antimicrobial resistance, recent research has focused
on exploring the complex interactions of ampicillin with metal ions. Metal ions play
a diverse role in biological systems, influencing enzyme activity, redox reactions, and
cellular processes. Furthermore, the coordination of ampicillin with metal ions can affect
its pharmacological properties by altering its stability, bioavailability, and antimicrobial
activity [27-32].

The study of the interactions between ampicillin and metal ions may be crucial in
pharmacology, providing valuable information on how this antibiotic behaves in living
organisms or in the environment. Investigating the impact of metal ions on the effectiveness
of ampicillin could lead to new approaches to improve its efficacy and address resistance
mechanisms, ultimately significantly advancing antibiotic treatment options [33-36]. We
selected s-block (Mg(Il), Ca(Il), Sr(Il)) and d-block (Co(II), Ni(Il), Cu(Il)) ions that are both
essential in human physiology and commonly encountered in environmental matrices.
The f-block lanthanides (Nd(III), Eu(Ill), Tb(III)) were chosen due to their growing use in
luminescent probes and theranostic applications.

In this paper, we present the results of potentiometric and spectroscopic studies on
complex formation in systems involving ampicillin and selected metal ions. By gaining
insight into molecular-level interactions and exploring the structural and functional charac-
teristics of complexes formed between ampicillin and metal ions, we aim to improve our
understanding of antibiotic mechanisms and lay the groundwork for the advancement of
new antimicrobial treatments for addressing AMR while improving antibiotic therapy.

2. Results and Discussion

This research involved the examination of binary systems comprising ampicillin
and metal ions using potentiometric titration and spectroscopy methods. The first stage
of this experiment was to determine successive protonation constants for ampicillin,
which were found to be logf = 7.06 for H(Amp) and logp = 9.61 for the form Hy(Amp)
(pKaj =2.55; pKay = 7.06). Literature pKa values for ampicillin are 2.54 and 7.30 [27,31];
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however, our values differ due to the use of a different temperature and ionic strength
(I =0.10 mol-dm~3 KNO3). Analysis of these values of ampicillin protonation constants
revealed deprotonation of the carboxyl group at relatively low pH values, followed by
deprotonation of the amino group at pH values above 5.0 (Figure 2). Subsequently, the ob-
tained values of the protonation constant of ampicillin and the hydrolysis constant of metal
ions previously determined were used as a set of data for theoretical computations [36-39].

100

80 A

60 -

%Amp

40 A

20 A

pH

Figure 2. Distribution diagram of ampicillin.

2.1. Equilibrium Study of S-Block Elements

A series of equimolar titrations and a two-fold excess of ampicillin were performed.
Then, on the basis of the data obtained, the overall stability constants (logf) of the complexes
formed in the system and the equilibrium constants of the formation of the complex (logK,)
were determined, as shown in Table 1.

Table 1. The overall stability constants (logf) and the equilibrium constants of formation (logK,)
of the complexes formed in the studied systems with ampicillin and s-block elements (standard
deviations are given in parentheses).

Mg(I) Ca(Il) Sr(I)
Species
logp logK, logp logK, logp logK,
M(HAmp) 9.85(5) 2.75 10.00(2) 2.90 9.99(1) 2.89
= M(Amp) 3.60(2) 3.60 - - 2.60(7) 2.60
M(Amp)(OH) - - - - —8.56(5) 2.60
M(HAmp) - - 10.00(2) 2.90 9.99(1) 2.89
. MHAmMp)(HAmp) 20.91(4) 6.72 - - - -
~ M(HAmp)(Amp) 14.23(5) 7.13 - - - -
M(Amp), 6.96(4) 3.36 - - - -

The distribution diagrams of the complex forms were plotted using the obtained
stability constant values (Figure 3). In the equimolar system, only a small amount of the
ions participate in the complexation process and form complexes with one molecule of
ampicillin in the inner coordination sphere. At a low pH value, when the complexation
process begins and the ampicillin molecule becomes partially deprotonated, the M(HAmp)
form is observed as the only form in each of the tested systems for the s-block elements.

92:1951614341
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For the system with magnesium ions, as the pH increases within the range of 7.0 to 9.8, the
Mg(Amp) complex becomes dominant and binds over 60% of the magnesium ions.

Figure 3. Distribution diagrams for the systems studied: (a) Mg(Il)/ampicillin (1:1 ratio);
(b) Mg(II) /ampicillin (1:2 ratio); (c) Ca(II)/ampicillin (1:1 ratio); (d) Ca(Il)/ampicillin (1:2 ratio);
(e) Sr(II) /ampicillin (1:1 ratio); (f) Sr(I)/ampicillin (1:2 ratio).

In a ligand-excess system involving magnesium ions, various forms with two
molecules of ampicillin were observed. Initially, both molecules are partially deproto-
nated; then, within a narrow pH range (6.7-7.2), fully and partially deprotonated molecular
forms dominate until pH 7.2, where Mg(Amp), becomes dominant up to pH 10.7.

In the case of calcium ions, the Ca(HAmp) form is the sole species present in both
the equimolar system and the two-fold excess of ampicillin. In the equimolar system, this
form binds only 20% of the ions, whereas, with an excess of ampicillin, 65% of the studied
ligand participates in metal coordination. A similar situation is observed for strontium
ions, where the same proportion of ions engage in complexation processes. However,
in the equimolar system, a complex with a fully deprotonated ligand was also observed
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for strontium ions, although only approximately 20% of the metal ions participated in
coordination. In addition, the formation of a hydroxy complex was observed in this system.

2.2. Equilibrium Study of D-Block Elements

For d-block metal ions (Co(II), Ni(II), Cu(Il)), a series of potentiometric titrations
were performed, and the overall stability constants (logf) and the equilibrium constants
of formation (logK,) were calculated (Table 2). Distribution diagrams were plotted as
illustrated in Figure 4. In the case of equilibrium studies with d-block metal ions, the
presence of a larger number of various complex forms in the systems can be observed. In
the equimolar systems, only complexes with one coordinated ampicillin molecule were
observed, while an excess of antibiotic led to forms with two ampicillin molecules in the
inner coordination sphere of the metal ion. Notable differences compared to systems with
s-block ions include the presence of a greater number of complexes and a higher percentage
of ion participation in the complexation process.

Table 2. The overall stability constants (logf8) and the equilibrium constants of formation (logK,)
of the complexes formed in the studied systems with ampicillin and d-block elements (standard
deviations are given in parentheses).

Co(ID) Ni(II) Cu(ID
Species
logp logK, logp logK, logp logK,
M(HAmp) 9.99(6) 2.90 10.91(2) 3.82 10.36(4) 3.26
M(Amp) 3.12(6) 3.12 3.86(1) 3.86 5.23(5) 5.23
= M(Amp)(OH) - - —6.21(1) 3.70 0.29(2) 8.83
M(Amp)(OH), —14.88(8) 12.66 - - —7.48(3) 5.99
M(Amp)(OH)3 —25.33(4) 3.32 - - —18.67(4) 2.58
MHAmp)(HAmp) 20.49(4) 6.30 19.99(3) 5.80 20.54(2) 6.35
MHAmMp)(Amp) 13.96(4) 6.86 13.60(3) 6.50 15.75(4) 8.66
o M(Amp), 6.22(5) 3.10 6.27(2) 241 10.89(2) 5.65
M(Amp),(OH) - - - - 4.06(2) 6.95
M(Amp),(OH), —11.84(3) 9.47 - - —3.85(2) 5.85

94:7524532192

In the equimolar system, the complex with a partially deprotonated form of ampicillin
occurs at lower pH values. For cobalt(II) ions, the M(HAmp) form binds about 40% of the
ions; for nickel(II) ions, it is the dominant form and binds over 60% of the ions, while for
copper(ll), it binds about 44%. As the pH value increases, the predominant form in the
system becomes the M(Amp) form. At higher pH values, hydroxyl complexes begin to
form M(Amp)(OH)y, where x = 1-3. In the systems with cobalt and nickel ions, they are
not dominant due to the dominance of metal hydroxides. However, for the copper(Il) ion
system, the dominant is M(Amp)(OH); binding about 90% of the present ions.

In systems with an excess of ampicillin, forms with two ligand molecules coordinated
to the inner coordination sphere were identified. Similarly to what was observed in
magnesium-complexed ampicillin systems at lower pH values, complexation begins with
the formation of a complex with a two-molecule incompletely deprotonated ligand, which
binds approximately half of the available metal ions. At around pH 7.0, when the fully
deprotonated ligand is present in the system, the M(HAmp)(Amp) complex obtains the
maximum concentration.
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Figure 4. Distribution diagrams for the systems studied: (a) Co(Il)/ampicillin (1:1 ratio);
(b) Co(Il)/ampicillin (1:2 ratio); (c¢) Ni(Il)/ampicillin (1:1 ratio); (d) Ni(Il)/ampicillin (1:2 ratio);
(e) Cu(Il) /ampicillin (1:1 ratio); (f) Cu(II)/ampicillin (1:2 ratio).

It should be noted that for both copper-based systems, ligand deprotonation occurs at
lower pH values, causing the Cu(HAmp)(Amp) species to dominate at lower pH compared
to other metals. The dominant form in the systems and reaching its maximum concentration
at pH around 7.0 is the Cu(Amp), form. At pH above 8.0, for copper and cobalt systems,
dihydroxyl complexes appear, binding almost 90% of the ions present in the solution.
However, under the same conditions for the system with nickel ions, the dominant form
is hydroxide.

2.3. Equilibrium Study of F-Block Elements

The complexation process for f-block metals was also examined. The overall stability
constants (logf) and the equilibrium constants of formation (logK.) of the complexes are
presented in Table 3, and the distribution diagrams are shown in Figure 5.
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Table 3. The overall stability constants (logf8) and the equilibrium constants of formation (logK,)
of the complexes formed in the studied systems with ampicillin and f-block elements (standard

deviations are given in parentheses).

Species Nd(I1I) Eu(III) Tb(III)
logp logK, logp logK, logp logK,
M(HAmp) 10.82(2) 3.72 10.76(4) 3.66 10.45(2) 3.18
- M(Amp) 3.42(2) 3.42 - - - -
~ M(Amp)(OH)3 - - —21.11(4) 20.20 —21.06(1) 20.24
M, (Amp) - - 7.47(3) 7.47 - -
M(HAmp) 10.82(2) 3.72 10.76(4) 3.66 10.45(2) 3.35
M(Amp) 3.42(2) 3.42 - - - -
M(HAmMp)(Amp) - - 13.45(5) 13.45 - -
o M(Amp), - - 6.50(6) 6.50 - -
M(Amp)(OH)3 - - - - —21.06(1) 20.24
M(Amp),(OH)3 - - —16.81(5) 422 - -
M(Amp),(OH)4 - - —26.77(4) 3.81 - -

Figure 5.

Distribution diagrams for the systems studied: (a) Nd(III)/ampicillin (1:1 ratio);

(b) Nd(IIT) /ampicillin (1:2 ratio); (c) Eu(Ill) /ampicillin (1:1 ratio); (d) Eu(Ill)/ampicillin (1:2 ratio);
(e) Tb(III) /ampicillin (1:1 ratio); (f) Tb(IlI) /ampicillin (1:2 ratio).

96:8281747226
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In f-block metal ion systems, a different coordination method for europium ions is
observed. In equimolar systems with neodymium ions, there is a partially deprotonated
ampicillin form that binds about 40% of metal ions. As the pH increases, only the Nd(Amp)
form occurs. However, neither of these forms dominates the system. Above pH 8.0, only
neodymium hydroxides occur. Similar forms are present in excess ampicillin systems, with
the notable difference being the significant quantitative participation of neodymium ions in
the complexation process. The Nd(HAmp) form binds over 90% of the ions in solution, and
the Nd(Amp) form binds approximately 60%. Subsequently, as seen in equimolar systems,
hydroxides are predominant.

In equimolar systems with europium ions, the initial form to appear is similar to
that of the neodymium system. Subsequently, the next form that occurs involves two
europium ions coordinated to a single ampicillin molecule. This particular form reaches
its peak concentration at around pH 7.3. Following this, there are formations of europium
hydroxides and a hydroxy complex; however, these do not dominate within the system.
However, in systems with excess ampicillin, there is a wider range of forms of complex
compounds. At lower pH values, Eu(HAmp) initially appears, which binds about 80% of
the europium ions. Then, due to the deprotonation of ampicillin and the involvement of
another molecule in the coordination species containing two ampicillin molecules, a high
pH level above 8.0 is reached in the case of hydroxyl complexes and the corresponding
europium hydroxides, while these also formed, but without domination, as observed in
other systems.

In both systems, terbium ions exist in the same forms but with varying degrees of
involvement in the complexation process. In an equimolar system, around 50% of terbium
ions bind to the initial To(HAmp) form, while this increases to about 80% in a system with
a two-fold excess. Subsequently, terbium hydroxide is formed, and from pH 9.0 onwards,
the predominant form present in solution is the hydroxy complex Tb(Amp)(OH)s, and
almost 100% of the metal ions are involved in coordination at pH 11.0.

All spectroscopic measurements (UV-Vis, FTIR, EPR, CD, luminescence) were per-
formed in solution under conditions where multiple species are known to coexist in equi-
librium, as determined by potentiometric titrations. The formation of coordination com-
pounds in systems containing metal ions was confirmed by spectroscopic techniques. These
measurements were carried out at selected pH values, based on speciation diagrams, to
ensure the highest possible proportion of the desired complex form in solution.

2.4. UV-Vis Spectroscopy

d-electron elements, such as cobalt(II), nickel(II), and copper(Il), are characterized
by the presence of electrons in the d subshell. Electron transitions within this subshell
(e.g., d-d transitions) cause absorption of radiation in the visible and ultraviolet range.
These transitions are often well defined and lead to characteristic absorption bands in
ultraviolet-visible (UV-Vis) spectra. The confirmation of the coordination of the transition
metal ions studied with ampicillin is provided by the characteristic shifts and changes in
the absorption spectra. The observed changes are shown in Figure 6, and the spectroscopic
parameters of the systems studied are placed in Table 4. Due to the solubility limits of the
studied systems, the absorbance values remained below 0.1 AU in several cases. As a result,
the molar absorptivity coefficients reported in Table 4 should be considered as approximate
values. Changes in absorbance are interpreted cautiously and serve as qualitative indicators
of coordination changes, supported by complementary data (e.g., EPR, FTIR).
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Figure 6. UV-Vis absorption spectra of (a) Co(II) /ampicillin (1:1 ratio); (b) Co(II)/ampicillin (1:2 ratio);
(c) Ni(II)/ampicillin (1:1 ratio); (d) Ni(I)/ampicillin (1:2 ratio); (e) Cu(II)/ampicillin (1:1 ratio);
(f) Cu(II)/ampicillin (1:2 ratio).

In systems with cobalt ions, the d-d parameters suggest a similar coordination in
the equimolar and two-fold excess of ligand systems. To account for the presence of
uncomplexed Co?* in the UV-Vis spectra of metal-ligand systems, the spectrum of free
Co?* (recorded under identical conditions) was subtracted from the mixture spectrum. The
subtraction was qualitative and did not involve scaling by molar absorptivity or estimated
proportions, but speciation data were considered during the interpretation to identify
the dominant absorbing species. In this case of the CoL and CoL; complex, a slight shift
towards higher wavelengths was observed, indicating a change in the metal ions’ internal
coordination sphere. For hydroxy complexes, spectral recording was impossible due
to precipitate formation. Although identical concentrations were used in potentiometric
studies, the dynamic potentiometric cell conditions (slow titrant dosing, continuous stirring,
inert atmosphere) prevented visible M(OH), precipitation that was encountered in static
cuvette measurements. For nickel-ion complexes, slight shifts toward longer wavelengths



Int. J. Mol. Sci. 2025, 26, 7605

10 of 20

were observed along with a decrease in the molar absorption coefficient for the maximum
wavelength as pH increased. In copper ion systems, the absorbance shifted toward lower
wavelengths, and there was an increase in the molar absorption coefficient for the maximum
wavelength as the pH increased. UV-Vis measurements at higher pH values were not
performed due to precipitate formation. These results overall imply changes in the internal
coordination sphere of the metal ion with increasing pH.

Table 4. Spectral parameters of binary complexes formed in systems of d-electron metal ions
with ampicillin.

Species pH A Amax (nm) ¢ (dm3-mol—1.cm—1)
Colll) M(HAmp) 53 0.0096 517 9.6
M(Amp) 7.9 0.0084 510 8.4
0.0056 670 5.6
- Ni(I) M(HAmp) >3 0.0023 905 23
o M(Amp) 81 0.0036 675 3.6
p ' 0.0016 900 1.6
M(HAmp) 36 0.018 775 18
Cu(II) M(Amp) 49 0.055 710 55
M(Amp)(OH) 6.4 0.13 610 130
M(HAmp)(HAmp) 5.1 0.012 510 12
Co(II) M(HAmp)(Amp) 7.0 0.011 510 11
M(Amp), 8.1 0.020 490 20
0.0052 700 5.2
N M(HAmp)(HAmp) 52 0.0022 890 2.2
o . 0.0045 710 45
Ni(II) M(HAmMp)(Amp) 6.1 0.0021 894 21
0.0031 644 3.1
M(Amp), 8.7 0.0019 900 1.9
Caq) M(HAmp)(Amp) 42 0.044 725 44
M(Amp), 5.6 0.13 630 130

99:5070583793

2.5. EPR Spectroscopy

EPR measurements confirmed that only monomorphic forms occurred in systems with
copper(Il) ions. At low pH values, characteristic spectra for copper ions were observed
(Figure 7). In the equimolar system, the form of Cu(HAmp) indicates coordination of the
oxygen atom from partially deprotonated ampicillin. However, in the system with a twofold
excess of ampicillin, Cu(HAmp); is formed at low pH and also indicates coordination by
oxygen atoms. As the pH increases, there is an observable shift toward higher glI values in
the EPR spectra, indicating a change in the coordination environment around the copper
(II) ions. The spectrum of the Cu(Il)-Amp system at pH 4.0 (Figure 7b) indicates the
presence of multiple species in equilibrium, as evidenced by more than four hyperfine
lines in the parallel region. The g|| and A|| values reported correspond to the most intense
signal components. Although the coordination mode is tentatively assigned to involve
oxygen donor atoms based on the position of these parameters in the Peisach-Blumberg
diagram [40].
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Figure 7. Experimental and simulated EPR spectra of (a) Cu(HAmp); (b) Cu(HAmp)s.

2.6. Luminescence Spectroscopy

Drawing on the fundamental concepts and applications of lanthanide lumines-
cence [41,42], emission spectra were measured for ampicillin binary systems with eu-
ropium(III) ions and terbium(III) ions at the pH of the dominant complex forms (Figure 8).
For europium(Ill) ion complexes with higher pH values, no emission measurements were
carried out due to the formation of europium(IIl) hydroxide precipitate. When europium
(III) ions were excited, emissions from the 5D0 state to 7F]- (G=1,2,3,4)levels and from
the 5D state to the 7F, level were observed. The emission band was quenched for formed
complexes, while a two-fold increase in emission of the 5D0-7F2 band was observed for the
Euy(Amp) complex. Additionally, when a two-fold excess of ampicillin was used in one
system, narrower emission bands were observed from the excited nondegenerate state.

Figure 8. Emission spectra of the systems: (a) Eu(III)/ampicillin (1:1 ratio); (b) Eu(IIl)/ampicillin
(1:2 ratio); (c) Tb(III) /ampicillin (1:1 ratio); (d) Tb(III) /ampicillin (1:2 ratio).
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Excitation of terbium(IlI) ions resulted in emission from the excited nondegenerate
state °Dy to the energy level of 7Fj (G =3,4, 5, 6) of the ground state. The observed
bands showed an increase in intensity and band shifts for complexes with a partially
deprotonated ampicillin molecule, Tb(HAmp), and the equimolar system of the hydroxy
complex (Tb(Amp)(OH)3). Furthermore, there was a sharp decrease in the intensity of the
5D, -’F5 band. In cases with excess ampicillin, this band was also extinguished, but to a
lesser extent, while showing only a small increase in intensity. The baseline rise at high pH
likely reflects light scattering by incipient Tb(OH)3 precipitate, observed as faint turbidity.
Emission intensities should thus be treated qualitatively.

2.7. IR Spectroscopy

Infrared spectra of the metal complexes with ampicillin confirm the involvement
of the oxygen and nitrogen donor atoms in coordination. Spectra were recorded for
dominant complexes and compared to free ampicillin and free metal ions under the same
pH conditions (Figure 9). FTIR spectra were recorded for complex solutions prepared in
D,O. To suppress background signals from the solvent, the instrument was calibrated using
pure D,O as the reference background prior to each measurement. The observed changes
in the intensity of the bands and their shifts suggest participation in the coordination of
the carboxyl group, the carbonyl group of the amide, and the 3-lactam ring, as well as
the amine groups. Participation in the coordination of the carboxyl group is evidenced,
among other things, by band differences in the 1390 cm ! region for complexes compared
to free ampicillin. This band corresponds to the symmetric stretching vibration (vg¢ COO™)
of the carboxylate group, which is known to occur in this region in aqueous solution
environments [43,44]. In addition, confirmation of coordination through the donor oxygen
atoms is provided by changes in the characteristic bands near 1685 cm !, 1766 cm !, and
3383 cm ™!, which correspond, respectively, to coordination through the carbonyl group
of the amide, the carbonyl group of the 3-lactam ring, and the hydroxyl group (from the
carbonyl group). The confirmation of the formation of coordination bonds with the central
atom of the amino groups is provided by the changes found for the deformation vibrations
of the amino groups (N-H, ~1505 cm~!) and the stretching vibrations (~3383 cm ).

IR spectra of ampicillin (Figure S1) and all IR spectra for equimolar systems
(Figure S2) and those with a two-fold excess of ampicillin (Figure S3) are included in
the Supplementary Materials.
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Figure 9. IR spectra of (a) Cu(ll)/ampicillin (1:1 ratio); (b) Nd(II)/ampicillin (1:1 ratio);
(c) Mg(Il)/ampicillin (1:2 ratio); (d) Eu(Il) /ampicillin (1:2 ratio).

2.8. CD Spectroscopy

To determine the conformational preferences of ampicillin complexes, circular dichro-
ism (CD) spectra analysis was initiated by measuring the CD spectra of ampicillin at
different pH levels. This approach was intended to distinguish the changes related to
pH from those associated with interactions with metal cations when analyzing the CD
spectra of ampicillin complexes. The CD spectra of ampicillin in water, measured at the
same concentrations as the complex spectra, exhibit a long-wavelength Cotton effect (Ae)
14.8 at 235 nm, and two additional Cotton effects, Ae = —14.1 at 205 nm and A¢ = 67.7 at
187 nm, at pH 3.0. At an alkaline pH 9.0, these effects are Ae = 12.0 at 235 nm, Ae = —9.3
at 207 nm, and Ae = 54.5 at 188 nm (Figure 10a). Thus, with increasing pH, a decrease of
approximately 20% in the Cotton effects is observed, with no significant changes in their
positions, indicating that the antibiotic’s conformation remains unchanged regardless of
pH. The CD spectra of the ampicillin complexes were recorded at pH values previously
determined by potentiometric titration. In all cases, the measurements were conducted for
both equimolar complexes and those with a twofold excess of the antibiotic (Tables 5-7).

Table 5. Values of Cotton effects for the systems with ampicillin and s-block elements.

Metal/Ampicillin (1:1 Ratio)

Metal/Ampicillin (1:2 Ratio)

Mg(ID Ca(In) Sr(ID Mg(ID Ca(ID Sr(ID
pH Ag (nm) pH Ag (nm) pH Ag (nm) pH Ag (nm) pH Ae (nm) pH Ag (nm)
13.7 (233) 12.0 (233) 12.5 (232) 25.6 (233) 26.4 (233) 25.0 (233)
43 —12.1 (207) 5.0 —11.3 (206) 5.0 —12.2(207) 45 —23.5 (208) 5.0 —23.8(207) 5.0 —23.1(207)
64.8 (187) 59.5 (187) 59.6 (187) 126.7 (187) 127.0 (187) 125.5 (187)
113 (234) 11.8 (233) 25.1 (234)
8.8 —8.9 (206) 9.0 —7.6 (206) 7.0 —19.6 (207)
49.7 (188) 46.0 (189) 115 (187)
24.1 (233)
9.0 —15.3 (207)
102.1 (188)
Table 6. Values of Cotton effects for the systems with ampicillin and d-block elements.
Metal/Ampicillin (1:1 Ratio) Metal/Ampicillin (1:2 Ratio)
Co(ID) Ni(ID Cu(ID Co(II) NidI) Cu(In)
pH Ae (nm) pH Ae (nm) pH Ae (nm) pH Ae (nm) pH Ae (nm) pH Ae (nm)
15.2 (233) 15.7 (233) 6.5 (242) 26.8 (233) 27.0 (233) 19.2 (235)
5.1 —13.0 (207) 45 —15.0 (207) 35 —9.2(204) 5.0 —23.7 (207) 44 —21.0 (206) 42 —22.7 (205)
71.4 (187) 77.6 (187) 42.0 (187) 126.1 (187) 128.2 (187) 102.7 (187)
12.3 (233) 15.5 (233) 5.1 (242) 23.8 (233) 25.7 (232) 6.9 (232)
8.0 —8.7 (207) 8.3 —7.3(207) 5.0 —7.5(203) 7.1 —19.3 (206) 6.8 —19.4 (206) 6.0 —8.8 (209)
54.4 (188) 57.2 (188) 273 (187) 112.4 (188) 118.3 (187) 44.3 (189)

102:1278169841



Int. J. Mol. Sci. 2025, 26, 7605 14 of 20
Table 6. Cont.
Metal/Ampicillin (1:1 Ratio) Metal/Ampicillin (1:2 Ratio)
Co(ID) Ni(II) Cu(Il) Co(II) Ni(II) Cu(ID)
pH Ae (nm) pH Ae (nm) pH Ae (nm) pH Ae (nm) pH Ae (nm) pH Ae (nm)
9.4 (233) 3.0 (294) 19.0 (233) 23.7 (233) 6.6 (305)
9.8 6.3 8.5 8.2 7.3 7.0 (232)
' : ~23(238) : : -
~5.0(207) 31 000) ~11.3 (207) ~14.1 (207) ~13.3 (210)
483 (188) 43 (194) 88.7 (188) 98.7 (188) 36.0 (188)
2.6 (301) 6.2 (314)
8.2 (233) 17.9 (233)
10.5 9.2 _2'66_5(333)1) 10.0 9.2 22(234)
—3.4(207) —7.0 (210) —7.7 (208) —15.7 (210)
—5.5 (200)
44.0 (189) 84.1 (189) 309 (186)
Table 7. Values of Cotton effects for the systems with ampicillin and f-block elements.
Metal/Ampicillin (1:1 Ratio) Metal/Ampicillin (1:2 Ratio)
Nd(III) Eu(III) Tb(III) Nd(IID Eu(III) Tb(III)
pH Ae (nm) pH Ae (nm) pH Ae (nm) pH Ae (nm) pH Ae (nm) pH Ae (nm)
10.8 (236) 13.3 (236) 15.9 (236) 25.8 (235) 23.3 (232) 28.4 (235)
5.0 —9.8 (204) 5.0 —13.5(207) 5.0 —14.0 (206) 5.0 —24.8 (206) 24 —27.9 (206) 5.0 —26.0 (206)
57.1(187) 74.3 (187) 80.2 (187) 131.6 (187) 123.3 (187) 137.3 (188)
10.7 (235) 13.5 (235) 13.8 (236) 22.9 (235) 267 (233) 24.7 (235)
7.7 —8.4 (205) 7.5 —10.6 (205) 9.2 —11.1 (206) 8.1 —17.0 (207) 5.0 —23.1(206) 9.2 —19.3 (206)
48.6 (187) 66.4 (187) 60.4 (188) 104.0 (188) 127.1 (187) 108.7 (189)
11.9 (236) 23.9 (235)
10.0 —8.8 (206) 7.4 —19.2 (207)
54.9 (188) 112.9 (188)
22.9 (234)
9.0 —16.2 (207)
101.4 (188)
209 (235)
10.0 —15.7 (207)
91.2 (189)

103:3301525862

Al-Khodir’s group synthesized Amp complexes with iron(Ill), palladium(ll), and
gold(Ill) [45]. In the complexes with iron(IlI) and gold(III), coordination occurs through the
amide carbonyl group, the 3-lactam carbonyl group, the amino group, and the carboxylate
group of Amp. In contrast, the palladium(Il) complex is coordinated via the (3-lactam
carbonyl group and the carboxylate group. The Abbas group synthesized Schiff bases
of Amp with acetylacetone, along with their complexes containing cobalt(Il), nickel(II),
copper(Il), europium(Ill), and gadolinium(IIl) [46]. In these complexes, coordination occurs
through the amide nitrogen atom, the (3-lactam carbonyl group, and the amino group. The
spatial structure of the studied compounds appears to be similar to that obtained by Abbas,
which explains the results observed during circular dichroism (CD) measurements. Due to
the relatively high rigidity of the ampicillin structure, the CD spectra of its complexes do
not undergo significant changes. An example can be the CD spectra recorded over a wide
pH range for cobalt complexes with ampicillin in a 1:1 molar ratio (Figure 10b).

When the pH changes, the amino group undergoes protonation in acidic conditions,
while the carboxyl group ionizes in alkaline conditions. The aromatic chromophore is
positioned away from the complexation sites, and its orientation relative to the rest of the
molecule remains largely unchanged with pH variations.

The only deviation from the general trend is observed in the CD spectra of copper
complexes. In the case of the Cu-Amp 1:1 complex under alkaline conditions, there is a
reversal of the long-wavelength Cotton effect and a disappearance of the short-wavelength
effect located around 188 nm (Figure 10c). Interestingly, in the system with a twofold excess
of ampicillin, these effects are reduced by approximately half, suggesting that the second
molecule does not participate in complexation in the same manner as the first molecule
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(Figure 10d). The changes observed in the CD spectra for copper complexes are reflected in
the distribution diagrams. For alkaline solutions, a significant presence of Cu-antibiotic
complexes is still observed, while, compared to other systems, the amount of metal in the
form of hydroxide is relatively low.
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Figure 10. CD spectra of (a) ampicillin; (b) Co(I)/ampicillin (1:1 ratio); (c¢) Cu(Il)/ampicillin (1:1
ratio); (d) Cu(II)/ampicillin (1:2 ratio).

All CD spectra for equimolar systems (Figure S4) and those with a two-fold excess of
ampicillin (Figure S5) are included in the Supplementary Materials.

3. Materials and Methods
3.1. Materials

Metal nitrates (Mg(NO3)2~2H20, Ca(NOj3),-4H,0, Sr(NOj3);, Co(NOs3),-6H,0,
Ni(N03)2'6H7_O, Cu(NO3)2'3H7_O, Nd(NO3)3'6H20, Eu(NO3)3'5H7_O, Tb(NO3)3'5HZO)
were purchased from Merck (Darmstadt, Germany) (>99% purity) and used as supplied.
Ampicillin, anhydrous basis (96.0-102.0%) obtained from Merck (Darmstadt, Germany),
was used without further purification.
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3.2. Equilibrium Studies

The equilibrium studies were obtained by potentiometric measurements, which were
performed using a Titrando 905 Metrohm equipped with an autoburette with an electrode
Metrohm 6.0233.100 (Metrohm AG, Herisau, Switzerland). This equipment was calibrated
in terms of hydrogen ion concentration prior to each series of titrations [37-39,47-49].

Before each series of measurements, the glass electrode (Metrohm AG, Herisau,
Switzerland) was calibrated daily using two standard buffer solutions of pH 4.00 and
pH 9.00, and the water ionization constant (pKy, = 13.77 at 20 °C, 1= 0.1 mol-dm~3) was
determined in situ by titrating acidified KNOj solutions. The conditions under which
the measurements were taken were constant and clearly defined: temperature 20 & 1 °C,
constant ionic strength of 0.1 mol-dm 3 (KNOj3), neutral gas atmosphere (helium—Ultra
High Purity 5.0; Linde Gaz, Krakow, Poland), and a CO,-free NaOH titrant. Titrations used
30 mL samples and burette increments of 0.004 mL of base at a concentration of approxi-
mately 0.2 mol-dm 3. Furthermore, the concentration of metal ions was 0.001 mol-dm 3,
and the metal:ligand ratio was 1:1 and 1:2 in binary systems.

Calculations were performed using the HYPERQUAD 2008 program (Hyperquad
Limited, Leeds, UK) to determine the overall stability constants (logf) and the equilibrium
constants of formation (logK,) of the complexes. On the basis of the calculations obtained
from the program, models of the formation of complexes in the studied systems were pro-
posed. To verify the precision of the assumed model, the Hamilton test and the chi-squared
test [47-49] were used to examine the standard deviation values, and the experimental
curve converged with the model. Additionally, the following equilibria were evaluated
as stability constants of oM + pL + gH s MoLpHg (where M = metal ion, L = ligand), and
calculated using the following equation:

_ M ULP H‘i
P MPEEPTHT w

The hydrolysis constants of the metal ions were included in the computer analysis of
the potentiometric data. These constants were taken from our previous article, and their
values were the ionic product of water was pKy, = 13.77 [38,39,47,48]. The HySS (Hyper-
quad Simulation and Speciation) program was used to generate distribution diagrams of
particular forms [37].

3.3. UV-Vis Spectroscopy

The UV-Vis absorption spectra were collected at room temperature using Evolu-
tion 300 UV-Vis ThermoFisher Scientific equipment (Thermo Electron Scientific Instru-
ments LLC, Madison, WI, USA) with a xenon lamp and a Plastibrand PMMA cell (Brand,
Wertheim, Germany) with a path length of 1 cm. Measurements covered wavelengths
ranging from 340 to 1000 nm, while the concentration of metal ions was maintained at
0.001 mol-dm 3, with metal-to-ligand molar ratios of 1:1 and 1:2. Measurements were per-
formed at pH values selected based on speciation diagrams, corresponding to conditions
under which the highest proportion of the metal ion is involved in complex formation.

3.4. EPR Spectroscopy

EPR measurements were carried out at X-band frequency (v = 8.9 GHz) and at a
temperature of —196 °C (the temperature of liquid nitrogen) using glass capillary tubes with
a volume of 130 pm?, and the data were recorded on an SE/X 2457 Radiopan spectrometer
(Radiopan, Poznan, Poland). This study focused on copper ion systems with a metal ion
concentration of 0.005 mol-dm~3 in a water:glycol mixture (3:1), examining both 1:1 and
1:2 metal to ligand ratios. All experimental spectra were simulated using the EPRsim32
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program (version 0.3 alpha, Krakéw, Poland) [50]. Measurements were performed at pH
values selected based on speciation diagrams, corresponding to conditions under which
the highest proportion of the metal ion is involved in complex formation.

3.5. Luminescence Spectroscopy

The luminescence studies were recorded on an RF—6000 spectrofluorophotometer
(Shimadzu, Kyoto, Japan) using 5/5 nm slit widths. The concentration of metal ions was
0.001 mol-dm~3. The samples for europium ions were excited at 395 nm, and those for
terbium ions were excited at 370 nm. The absorbance of the solutions at the excitation
wavelength was <0.2 absorbance units. The samples were prepared using ultra-high-
quality deionized and purified water from a Simplicity Ultrapure Water System (Millipore,
Darmstadt, Germany). Measurements were performed at pH values selected based on
speciation diagrams, corresponding to conditions under which the highest proportion of
the metal ion is involved in complex formation.

3.6. Infrared Spectroscopy (FT-IR)

Infrared studies were recorded on an FT-IR INVENIO R spectrophotometer (Bruker,
Bremen, Germany). Samples were prepared by dissolving the relevant ligand species (ampi-
cillin and appropriate metal nitrates) in D,O. The metal concentration for the IR studies
was 0.1 mol-dm 3, with metal:ligand molar ratios of 1:1 and 1:2; the concentration was
higher to ensure sufficient absorbance in transmission. The pH values were adjusted by the
addition of NaOD or DCL. The pH values were corrected according to the formula pD = pH
meter reading + 0.4 [49]. Measurements were performed at pH values selected based on
speciation diagrams, corresponding to conditions under which the highest proportion of
the metal ion is involved in complex formation.

3.7. CD Spectroscopy

The circular dichroism (CD) studies were recorded on the J810 spectropolarimeter
(JASCO, Tokyo, Japan) in the range of 180-400 nm in water solutions. Spectra were
recorded at ambient temperature and accumulated with 4 scans, both for free ampicillin
and ampicillin complexes. The measurements were made in nitrogen gas (flow 10 L/min)
with an optical path length of 0.5 mm. The concentrations of the metals in solutions
were 1 x 10~% mol-dm 3. Measurements were performed at pH values selected based on
speciation diagrams, corresponding to conditions under which the highest proportion of
the metal ion is involved in complex formation.

4. Conclusions

The formation of binary complexes in binary systems of ampicillin with selected
metal ions has been thoroughly investigated and established. In the equimolar system,
the researchers found that only complex forms with one coordinated ampicillin molecule
were present. However, in the case of a twofold excess of the antibiotics, all studied
metals—except for Ca(Il) and Sr(II), which remain as in equimolar system species—even
at high ligand concentrations, form complexes, with two ligand molecules located in the
coordination sphere. As the pH of the system increased, a progression was observed from
protonated forms initially, followed by the formation of simple complexes, and finally
hydroxy complexes. The complex formation and the inner coordination sphere were
confirmed through the use of various spectroscopic methods, including infrared, UV-Vis,
and luminescence measurements. The studies were conducted at different pH conditions
to validate the changes in the internal coordination sphere caused by the attachment of
subsequent functional groups to the central atom. Infrared spectroscopy studies confirmed
the participation of the antibiotic functional groups in the formation of coordination bonds
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with the selected metal ions. UV-Vis studies revealed changes in absorption and shifts
in absorbance during the formation of complexes with the oxygen donor atom at lower
pH values. Luminescence measurements showed a decrease in the emission of europium
ions, while a shift and enhancement in the °D, -’F5 band were observed for terbium
ions. Furthermore, circular dichroism studies demonstrated the conformational stability of
ampicillin throughout the entire studied range.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ijms26157605/s1.
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Figure S1. IR spectra of ampicillin.
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Figure S2. IR spectra in equimolar system of: (a) Mg(II)/ampicillin; (b) Ca(Il)/ampicillin; (c) Sr(Il)/ampicillin; (d)
Co(Il)/ampicillin; (e) Ni(Il)/ampicillin; (f) Cu(Il)/ampicillin; (g) Nd(II)/ampicillin; (h) Eu(III)/ampicillin; (i)
Tb(III)/ampicillin.
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Figure S3. IR spectra in a system with a two-fold excess of antibiotic of: (a) Mg(II)/ampicillin; (b) Ca(II)/ampicillin;
(c) Sr(Il)/ampicillin; (d) Co(II)/ampicillin; (e) Ni(Il)/ampicillin; (f) Cu(II)/ampicillin; (g) Nd(III)/ampicillin; (h)
Eu(III)/ampicillin; (i) Tb(III)/ampicillin.
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Figure S4. CD spectra in equimolar system of: (a) Mg(Il)/ampicillin; (b) Ca(Il)/ampicillin; (c) Sr(II)/ampicillin; (d)
Co(Il)/ampicillin; (e) Ni(Il)/ampicillin; (f) Cu(Il)/ampicillin; (g) Nd(III)/ampicillin; (h) Eu(IlI)/ampicillin; (i)
Tb(III)/ampicillin.
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Figure S5. CD spectra in a system with a two-fold excess of antibiotic of: (a) Mg(Il)/ampicillin; (b) Ca(II)/ampicillin;
(c) Sr(Il)/ampicillin; (d) Co(II)/ampicillin; (e) Ni(Il)/ampicillin; (f) Cu(II)/ampicillin; (g) Nd(III)/ampicillin; (h)
Eu(III)/ampicillin; (i) Tb(III)/ampicillin.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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Coordination complexes of amoxicillin with selected metal ions (Mg(II), Ca(Il), Sr(II), Co(II), Ni(II), Cu(Il), Nd
(IID), Eu(11I), and Tb(III)) were investigated using potentiometric titration and spectroscopic methods(UV-Vis,
EPR, IR, Luminescence). The study focused on determining the stability constants of the complexes formed in
aqueous solutions and analysing the coordination mode of amoxicillin. Equilibrium studies provided insight into
the influence of metal ions on the structural organization of the ligand. Spectroscopic methods, were employed to

characterize the coordination environment of metal centres and confirm the structural variations induced by
complex formation. The obtained results contribute to a deeper understanding of the interaction mechanisms
between amoxicillin and metal ions, which may have implications for its pharmacological and environmental

behavior.

1. Introduction

Amoxicillin (Amox) (Fig. 1) is a widely used semi-synthetic p-lactam
antibiotic derived from penicillin [1-4]. It exhibits a broad spectrum of
activity, effectively treating bacterial infections caused by Gram-
positive and Gram-negative pathogens, including streptococci, pneumo-
cocci, enterococci, Haemophilus influenzae, Escherichia coli, Proteus mir-
abilis, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Shigella, Chlamydia
trachomatis, Salmonella, Borrelia burgdorferi, and Helicobacter pylori
[3-7]. The mechanism of action of amoxicillin involves inhibiting bac-
terial cell wall synthesis by targeting penicillin-binding proteins critical
for peptidoglycan cross-linking [7-9].

Despite the efficacy of antibiotics such as amoxicillin in the treat-
ment of bacterial infections, the excessive and inappropriate use of these
drugs has accelerated the development of antibiotic-resistant bacterial
strains, which pose a significant threat to public health [2,10,11].
Antibiotic resistance is a critical global health challenge of the
contemporary era, jeopardising the efficacy of antibiotics that have
revolutionised modern medical practice. The World Health Organiza-
tion has identified it as a pressing priority, with resistant bacterial in-
fections estimated to account for approximately 700,000 deaths
annually-a figure projected to increase dramatically without interven-
tion [12-15]. Multidrug-resistant pathogens, commonly referred to as

* Corresponding author.
E-mail address: justyna.frymark@amu.edu.pl (J. Frymark).

https://doi.org/10.1016/j.molliq.2025.129190

“superbugs,” complicate routine medical procedures, increase mortality
rates, and exert immense pressure on healthcare systems [16-19].

Addressing the global crisis of antibiotic resistance requires the
implementation of innovative approaches to combat this pressing
challenge [20-23]. This multifaceted strategy should include the
development of novel antibiotics, the exploration of alternative thera-
peutic modalities, and the adoption of methodologies to improve the
efficacy of existing pharmaceutical agents [22-26]. One particularly
promising avenue involves the investigation of coordination compounds
of B-lactam antibiotics, which have the potential to restore the effec-
tiveness of these critical drugs against resistant bacterial strains. Eluci-
dating the properties and mechanisms of these antibiotic complexes
could provide invaluable insights to mitigate the widespread and
growing impact of this global health threat [23,27-29].

The complexation of amoxicillin with metal ions represents a
promising strategy to enhance the pharmacological properties of this
p-lactam antibiotic. Investigating the ability of amoxicillin to form metal
complexes is a crucial area of research. This is important not only due to
the widespread clinical use of amoxicillin in the treatment of bacterial
infections, but also due to the presence of potential coordination sites
within the molecular structure of the antibiotic [28-32]. By forming
complexes with metal ions, amoxicillin can generate compounds
exhibiting improved characteristics compared to the uncomplexed
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Fig. 1. Formula of amoxicillin.

Table 1
The protonation constants of the overall stability constants (logf) compared to
literature data [49,50].

Species Our exp 49 50
logp logp logp
HAmox 10.02(1) 9.67(5) 9.84(1)
HyAmox 17.74(1) 17.13(7) 17.50(1)
hzAmox 20.13(1) 19.63(4) 20.60(1)
Table 2

The overall stability constants (logf) and the equilibrium constants of formation
(logK,) of the complexes formed in the studied systems with amoxicillin and s-
block elements (standard deviations are given in parentheses).

Species MgI) Ca(I1) Sr(1I)
logp logK, logp logK, logp logK,
M 25.56 24.72
5.44 - - 4.59
(H3Amox) 4) ®)
M 23.27 20.51 21.89
1:1 5.53 2.78 4.15
(H2Amox) 4 @ 8)
M 15.44 12.48 14.35
(HAmoX) @ 5.42 3 2.46 o 4.33
M 24.95 23.68
4.82 - - 3.55
(HzAmox) 3) “
M 22.44 20.41 21.49
1:2 4.71 2.67 3.76
(HyAmox) 3) 6) 3)
M 14.60 12.87 13.61
(HAmOX) @ 4.59 @ 2.85 3) 3.59

antibiotic molecules [33-35]. These enhanced features may include
increased resistance to degradation by p-lactamases, better stability
under physiological conditions, or expanded antimicrobial spectra.
Furthermore, incorporating specific metal ions such as copper, euro-
pium, or magnesium can confer additional antimicrobial effects or
modulate other biological activities [36] The selected metal ions (Mg,
Ca, Sr, Co, Ni, Cu, Nd, Eu, Tb) represent elements of well-established
biological or pharmacological relevance. Mg(II) and Ca(II) are essen-
tial biometals involved in numerous physiological processes, while first-
row transition metals such as Co(II), Ni(II) and Cu(II) are known for their
catalytic, redox-active and bioactive properties [37-39]. The lanthanide
ions Eu(II) and Tb(IIl), in turn, are widely used in biomedical imaging
and luminescence-based analytical techniques due to their characteristic
optical behavior [40,41]. The potential applications of these
amoxicillin-metal complexes extend beyond infection management,
potentially involving roles in anti-inflammatory therapies, targeted drug
delivery, or diagnostic imaging. Research in this domain aligns with the
urgent need to develop new strategies to combat the growing global
challenge of antibiotic resistance [28,30,42,43].

The primary goal of this research was to obtain and characterize a
series of complex compounds of amoxicillin with various metal ions, and
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then to investigate their structural and physicochemical properties.
Potentiometric measurements were adopted to explore the interactions
between these amoxicillin-metal complexes with various metal ions,
such as Mg(II), Ca(ID), Sr(IT), Co(II), Ni(II), Cu(II), Nd(II), Eu(II), and Tb
(II1). Then, advanced spectroscopic techniques, including UV-Vis, IR,
EPR, and luminescence, were then utilized to elucidate the structure and
coordination behavior of these complex compounds. These findings
contribute to the growing body of knowledge on antibiotic-metal
complexation, offering insights into the coordination modes and phys-
icochemical characteristics of amoxicillin in the presence of different
metal ions. Although metal coordination has been reported to influence
the biological behavior of f-lactam antibiotics, including their suscep-
tibility to p-lactamase hydrolysis and antimicrobial activity, such as-
pects were beyond the scope of the present work. The study was
intentionally limited to a physicochemical characterization of the
amoxicillin-metal systems, focusing on equilibrium analysis, stability
constants, and spectroscopic identification of coordination modes.

2. Material and methods
2.1. Materials

Metal nitrates (Mg(II), Ca(II), Sr(II), Co(II), Ni(II), Cu(II), Nd(III), Eu
(II1), and Tb(II)) along with Amoxicillin were procured from Merck
(Darmstadt, Germany) and used without further purification. Metal ion
solution concentrations were verified through inductively coupled
plasma optical emission spectrometry (ICP-OES). All solutions for
equilibrium studies were prepared with purified, carbonate-free water
(conductivity: 0.055 pS).

2.2. Equilibrium study

Potentiometric measurements for equilibrium studies were per-
formed using a Titrando 905 Metrohm system, which was equipped with
an autoburette and a Metrohm electrode (Metrohm AG, Herisau,
Switzerland). Prior to each series of measurements, the pH meter was
calibrated using standard buffer solutions with pH values of 4.002 and
9.225 to ensure accuracy. The experiments were conducted under
controlled conditions, maintaining a constant temperature of 20 + 1 °C,
an ionic strength of 0.1 M (KNOs), and a neutral helium atmosphere. A
CO,-free NaOH titrant was used throughout the process. Metal ion
concentrations were kept at 0.001 M, and binary systems were studied at
metal-to-ligand ratios of 1:1 and 1:2. Further details regarding the
experimental setup, potentiometric procedures, and methods of calcu-
lation can be found in our earlier publications [44-47].

2.3. UV-vis spectroscopy

UV-Vis absorption spectra were recorded at room temperature using
an Evolution 300 UV-Vis spectrophotometer (ThermoFisher Scientific,
Madison, WI, USA) equipped with a xenon lamp. Measurements, per-
formed in a Plastibrand PMMA cell (path length 1 cm), covered a
wavelength range of 340-1000 nm with slit width 1 nm. Concentration
of metal ions were 0.001 M, with molar ratios of metal to ligand at 1:1
and 1:2.

2.4. EPR spectroscopy

EPR studies were conducted at —196 °C using glass capillary tubes
with a volume of 130 pm?®. Data were collected with an SE/X 2457
Radiopan spectrometer (Radiopan, Poznan, Poland) for copper ion sys-
tems, with a metal concentration of 0.005 M in a 3:1 water:glycol
mixture. Both 1:1 and 1:2 metal-to-ligand ratios were investigated.
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Fig. 2. Distribution diagram for the systems studied: (a) Mg(II)/Amoxicillin (1:1 ratio); (b) Mg(II)/Amoxicillin (1:2 ratio); (c) Ca(Il)/Amoxicillin (1:1 ratio); (d) Ca
(I1)/Amoxicillin (1:2 ratio); (e) Sr(II)/Amoxicillin (1:1 ratio); (f) Sr(II)/Amoxicillin (1:2 ratio).

2.5. Luminescence spectroscopy

Luminescence was studied using an RF-6000 spectro-
fluorophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan) with slit widths set at 5 nm.
Concentration of metal ions were 0.001 M, with samples excited at 370
nm for terbium(IIl) ions over the 450-650 nm rage and 395 nm for
europium(III) ions over 500-740 nm range. Absorbance of the solution
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at the excitation wavelength was maintained at <0.2 absorbance units.
Samples were prepared using ultrapure water from a Simplicity Ultra-
pure Water System (Millipore, Darmstadt, Germany).

2.6. Infrared spectroscopy (FT-IR)

Infrared spectra were recorded on a Bruker INVENIO R FT-IR
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The overall stability constants (logp) and the equilibrium constants of formation (logK,) of the complexes formed in the studied systems with amoxicillin and d-block

elements (standard deviations are given in parentheses).

Species Co(I) Ni(ID) Cu(ID)
logp logK, logp logK, logp logK,
M(H3Amox) 23.99(4) 3.87 24.44(5) 4.31 - -
M(HzAmox) 21.81(3) 4.08 21.83(4) 4.09 20.66(3) 2.92
M(HAmox) 13.96(2) 3.94 14.35(3) 4.32 15.52(6) 5.50
M(Amox) - - - - 9.63(6) 9.63
1:1 M, (Amox) - - - 13.26(7) 13.26
: M(Amox)(OH) —4.57(4) 9.20 —4.72(7) 9.05 1.59(2) 15.36
M(Amox)(OH), - - - - —8.24(2) 3.94
M(Amox)(OH)3 - - - —19.60(3) 2.41
M;(Amox)(OH) - - - 7.47(6) 19.59
M;(Amox)(OH), - - - - 1.65(5) 2.16
M(H3;Amox) 23.70(5) 3.57 24.22(3) 4.09 - -
M(H2Amox) 21.91(3) 4.17 21.95(2) 4.22 - -
M(HAmox) 14.03(2) 4.01 14.67(2) 4.65 - -
M(Amox) - 4.60(6) —4.60 - -
M(HAmox)(HAmox) - - - 31.13(3) 11.09
1:2 M(HAmox)(Amox) - - 24.94(3) 14.92
M(Amox)2 - - 16.87(4) 16.87
M(Amox)(OH) —4.67(3) 9.10 —4.05(2) 9.72 - -
M(Amox),(OH) - - - 7.44(5) 4.34
M(Amox)2(OH)2 - - —3.15(8) 3.17
M(Amox)2(OH)3 - - —13.70(6) 3.22

spectrophotometer (Bruker, Bremen, Germany). Samples consisted of
D50 solutions containing amoxicillin and corresponding metal nitrates,
with metal concentrations of 0.1 M and metal-to-ligand ratios of 1:1 or
1:2. All spectra were recorded using 32 scans at a spectral resolution of 2
cm™! over the 4000-400 cm™! wavenumber range. pH adjustment was
done using either NaOD or DCl depending on the case (pD correction:
pD = pH meter reading +0.4) [48].

3. Results and discussion

In this study, potentiometric titration was employed as the initial
method to characterize the acid-base properties of amoxicillin and its
ability to form complexes with metal ions. Determining the protonation
constants was a crucial step, as these values provide essential informa-
tion for understanding the speciation of amoxicillin in solution and its
interactions with metal ions. Following this, spectroscopic techniques
were applied to gain deeper insight into the structure and stability of the
formed complexes, allowing for a comprehensive evaluation of the co-
ordination modes and binding affinities.

The first stage of the conducted research involved determining the
successive protonation constants of amoxicillin. The obtained values
(shown in Table 1) were log$ = 10.02(1) for HAmox, log = 17.74(1) for
H2Amox, and log$ = 20.13(1) for HsAmox. Compared to literature data,
these values show slight differences but the observed discrepancies may
result from different experimental conditions, such as temperature and
ionic strength of the solution, which significantly influence equilibrium
constants. The analysis of protonation constants indicates that the
deprotonation of the carboxyl group occurs at relatively low pH values,
followed by the deprotonation of amino groups at higher pH. For clarity,
the protonation steps have been assigned to the corresponding func-
tional groups: pKa: reflects deprotonation of the carboxyl group,
whereas pKaz and pKas arise from the successive deprotonation of the
amino functionalities of the amoxicillin molecule. The obtained values
were subsequently used as input data for further theoretical calculations
and the analysis of complex compounds of amoxicillin with metal ions.

3.1. Equilibrium study of s-block elements

For s-block metal ions, such as Mg(Il), Ca(Il), and Sr(II), multiple
potentiometric titrations were performed in both equimolar conditions
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and with a two-fold excess of amoxicillin. Based on the obtained data,
the overall stability constants (logs) of the formed complexes and their
equilibrium formation constants (logK.) were determined, as shown in
Table 2. Using these stability constants, distribution diagrams of the
complex species were generated (Fig. 2).

The complexes present in the systems are exclusively protonated
forms of the M(HxAmox) type. For magnesium ions, both in the equi-
molar system and in the system with an excess of antibiotic, there are
three protonated forms that dominate in the systems, with over 90 % of
the ions participating in coordination. The first complex, Mg(HsAmox),
appears at pH values below 2.5. As the pH increases and the carboxyl
groups deprotonate, the Mg(HoAmox) form becomes predominant up to
pH 8.0, followed by the Mg(HAmox) form at higher pH values.

However, for calcium ions, only a small amount of the total ions
engage in coordination throughout the studied pH range. In the equi-
molar system, approximately 70 % of the ions participate in complex-
ation, whereas in the ligand-excess system, this decreases to around 60
%, leaving a significant proportion of unbound ions. Unlike magnesium,
the calcium ion system exhibits only two protonated forms: Ca(HoAmox)
and Ca(HAmox).

The behavior of strontium ions closely resembles that of magnesium.
In both equimolar and ligand-excess systems, around 80 % of the metal
ions are involved in coordination, leaving only about 20 % unbound.
Initially, at pH values below 2.5, the triply protonated Sr(HsAmox)
complex is present. As deprotonation progresses, the Sr(HAmox) form
becomes dominant, binding approximately 80 % of the metal ions.
Around pH 7.0, the Sr(HAmox) form predominates.

3.2. Equilibrium study of d-block elements

In the case of d-block metals, such as cobalt, nickel and copper ions, a
greater variety of complex forms was observed, from protonated species,
through simple complexes, to hydroxy complexes. From the obtained
data, overall stability constants (logf) and equilibrium formation con-
stants (logK,) were determined; the results are shown in Table 3, and the
distribution diagrams in Fig. 3.

For cobalt and nickel ions, the similar types of complexes are formed,
whereas copper ions generate a broader range of species. In the system
for cobalt and nickel ions, initially three protonated forms and one hy-
droxy complex, M(Amox)(OH), can be identified. In equimolar system,



J. Frymark et al.

Journal of Molecular Liquids 444 (2026) 129190

Fig. 3. Distribution diagram for the systems studied: (a) Co(II)/Amoxicillin (1:1 ratio); (b) Co(II)/Amoxicillin (1:2 ratio); (¢) Ni(II)/Amoxicillin (1:1 ratio); (d) Ni(II)/
Amoxicillin (1:2 ratio); (e) Cu(Il)/Amoxicillin (1:1 ratio); (f) Cu(II)/Amoxicillin (1:2 ratio).

the first form appearing is M(HsAmox). For cobalt, this species is present
from the beginning but never dominates, while for nickel ions, it has a
more significant role. As the pH increases and the ligand deprotonates,
the M(H2Amox) form becomes dominant, binding about 70 % of the
metal ions. Above pH ~7.7, the M(HAmox) species predominates. At pH
values above 9.0, the system is dominate by metal hydroxides, although
the M(Amox)(OH) form still binds around 40 % of cobalt and 30 % of
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nickel ions.

In the case of systems with a two-fold excess of amoxicillin, we can
have analogous forms to the equimolar system, but taking into account
the greater participation of ions in the formation of complex compounds.
Initially, the M(HsAmox) species also occurs, which does not dominate
the system, the dominant form, which binds over 95 % of the ions
present in the solution is the Ni(HpAmox) form. Next, with increasing
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The overall stability constants (logs) and the equilibrium constants of formation (logK,) of the complexes formed in the studied systems with amoxicillin and f-block

elements (standard deviations are given in parentheses).

Species Eu(IID) Tb(III)

logp logK, logp logK, logp logK,
M(H2Amox) 21.81(3) 4.08 22.26(4) 4.53 20.69(1) 2.95

M(HAmox) 14.24(3) 4.22 14.46(5) 4.45 - -

1:1 M(Amox)(OH) - - —1.05(5) 12.72 - -
M(Amox)(OH), —11.52(4) 2.25 —9.59(4) 5.23 —10.71(1) 3.06
M(Amox)(OH)3 - - - - —22.82(1) 1.67
M(H,Amox) 20.58(3) 2.85 22.56(5) 4.82 20.20(6) 2.47

M(HAmox) 13.21(2) 3.19 14.84(5) 4.81 - -
1:2 M(Amox)(OH) - - —0.99(5) 12.78 —2.93(3) 10.83
M(Amox)(OH), —12.46(3) 15.39 —9.78(5) 4.97 -11.12(2) 5.57
M(Amox)(OH)3 - - - - —22.28(4) 2.61

pH, the M(HAmox) form is formed, which binds about 80 % of the ions
present in the solution. In the case of a system with nickel ions, a small
percentage of ions, about 10 %, participates in the formation of a simple
complex form of the M(Amox) type. However, above pH 9.0 hydroxy
complexes appear alongside metal hydroxides. The Co(Amox)(OH) form
binds ~50 % of cobalt ions, while for nickel, the corresponding Ni
(Amox)(OH) form binds over 70 %.

For copper ions, a broader variety of complex forms was observed. In
equimolar systems, nine distinct species are formed. Initially, about 35
% of the ions bind in the Cu(H2Amox) form. Above pH 5.0, the system
shows overlapping forms, involving both single and double coordination
of copper ions, though none fully dominates. The dominant form in the
system from pH 6.0 to pH 9.0 is the Cua(Amox)(OH); form, which binds
about 77 % of the ions present in the solution, coexisting with the simple
Cu(Amox) form. At pH above 9.0, only hydroxy complexes of the type
Cu(Amox)(OH)x (x = 1-3) are observed. An example comparison of the
theoretical curve with the experimental curve confirming the correct-
ness of the selected set of complex compounds is presented in the sup-
plementary materials in Fig. S1.

In the system with an excess of antibiotic, on the other hand, copper
ions form complexes with two coordinated ligand molecules. Starting
from pH 4.0, the Cu(HAmox); form binding about 60 % of the ions
present in the solution, then with an increase in pH and deprotonation of
the antibiotic, a complex is formed where one of the amoxicillin mole-
cules is already partially deprotonated Cu(HAmox)(Amox). then with
increasing pH, from pH 9.0, we can observe the Cu(Amox),; complex,
where both ligands are fully deprotonated. At higher pH, the next forms
appearing in solution are the forms of hydroxy complexes of the Cu
(Amox),(OH)y (where x = 1-3).

3.3. Equilibrium study of f-block elements

In the case of f-block ions, the behavior of neodymium, europium
and terbium ions was also studied. The data obtained allowed the
determination of the overall stability constants (logf) and the equilib-
rium constants of formation (logK,) of the complexes, which are pre-
sented in Table 4 and the distribution diagrams presented in Fig. 4. In
systems with f-block elements, only proton and hydroxy complex forms
were identified.

For neodymium ions in an equimolar system, the initial species is the
protonated form Nd(H2Amox), which is bound by nearly 70 % of the ions
present in the solution. Surprisingly, in the system with an excess of
ligand, only 50 % of neodymium ions participate in the formation of this
form. Then, in both systems, the protonated form of the Nd(HAmox)
type appears, which binds about 50 % of the ions present in the solution.
At higher pH, another complex form occurring in the systems is the
dihydroxy complex form, which coexists with neodymium hydroxides.

For europium ions, a higher degree of complexation is observed
compared to neodymium. In the equimolar system, about 80 % of the
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ions form the Eu(H2Amox) species, while in the excess ligand system,
almost all europium ions are complexed in this form. At pH ~7.5, the Eu
(HAmox) species appears but is quickly replaced by a monohydroxy
complex due to further deprotonation. This hydroxy complex binds 50 %
of the ions in the equimolar system and ~ 60 % in the excess system. The
dominant species at higher pH in both cases is the dihydroxy complex,
which binds ~80 % of the europium ions.

For terbium ions, only minor differences are observed between the
equimolar and excess-ligand systems. Initially, the Tb(HoAmox) species
is present but does not dominate, as only ~30 % of terbium ions are
involved. Subsequently, only hydroxy complexes are observed. In the
equimolar system, the dihydroxy complex binds ~80 % of the ions,
while the trihydroxy form begins to appear at pH ~10.0. In the excess
system, three hydroxy forms are present: the monohydroxy form co-
exists near pH 8.0 without dominating; the dihydroxy complex, Tb
(Amox)(OH)2, binds ~80 % of the ions; and the trihydroxy form, Tb
(Amox)(OH)s, emerges above pH 9.5, binding ~20 % of the terbium
ions.

3.4. UV-Vis spectroscopy

The UV-Vis spectra shown in Fig. 5 confirm the coordination of
cobalt(Il), nickel(II), and copper(Il) ions with amoxicillin, as evidenced
by characteristic shifts in absorption bands and changes in spectral in-
tensity (shown in Table 5). The observed d-d transitions, typical of these
transition metals, reflect modifications in the coordination environment
under varying pH conditions.

In cobalt(Il) systems (Fig. 5a, b), a red shift of absorption bands is
observed in both equimolar (Co(HAmox)) and ligand-excess (Co
(HAmox)2) complexes, suggesting modifications in the internal coordi-
nation sphere. These changes indicate alterations in ligand binding or
coordination geometry. At higher pH values, the formation of hydroxy
complexes leads to precipitation, limiting further spectral analysis.

For nickel(II) complexes (Fig. 5c, d), a slight red shift of absorption
bands is observed with increasing pH, accompanied by a gradual
decrease in the molar absorption coefficient at the maximum wave-
length. This trend suggests rearrangements in the ligand field and po-
tential changes in coordination geometry.

In copper(Il) systems (Fig. Se, f), an opposite trend is observed: the
absorption bands shift toward lower wavelengths (blue shift) with
increasing pH, accompanied by an increase in molar absorption coeffi-
cient. This shift, along with a rise in the molar absorption coefficient,
suggests structural reorganization in the coordination sphere, likely due
to ligand deprotonation and rearrangement. At higher pH values, pre-
cipitation prevented further spectral measurements.

Overall, the UV-Vis spectral analysis highlights pH-dependent
transformations in the coordination modes of metal-amoxicillin com-
plexes, underscoring the dynamic nature of metal-ligand interactions in
these systems.
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Fig. 4. Distribution diagram for the systems studied: (a) Nd(III)/Amoxicillin (1:1 ratio); (b) Nd(III)/Amoxicillin (1:2 ratio); (c) Eu(Ill)/Amoxicillin (1:1 ratio); (d) Eu
(111 /Amoxicillin (1:2 ratio); (e) Tb(III)/Amoxicillin (1:1 ratio); (f) Tb(III)/Amoxicillin (1:2 ratio).

3.5. EPR spectroscopy

EPR measurements confirmed the presence of paramagnetic mono-
nuclear complexes in the studied systems with copper(Il) ions (Fig. 6). At
lower pH values, characteristic Cu(II) spectra were recorded, with pa-
rameters indicating a square-planar coordination geometry In the
equimolar system, the g|| and A|| values suggest coordination through
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the oxygen atom of a partially deprotonated amoxicillin ligand, forming
the Cu(HAmox) complex. In the system with an excess of amoxicillin,
the formation of Cu(HAmox). was identified, indicating coordination
involving two ligand molecules in a similar mode. The axial character of
the spectra, with g|| values in the range 2.27-2.30, is consistent with a
tetragonally elongated Cu(II) centre and indicates the involvement of
mixed O,N-donor atoms of amoxicillin. According to the classical
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Fig. 5. UV-Vis absorption spectra of: (a) Co(II)/Amoxicillin (1:1 ratio); (b) Co(II)/Amoxicillin (1:2 ratio); (c) Ni(II)/Amoxicillin (1:1 ratio); (d) Ni(II)/Amoxicillin

(1:2 ratio); (e) Cu(Il)/Amoxicillin (1:1 ratio); (f) Cu(II)/Amoxicillin (1:2 ratio).

correlations of Hathaway and Billing [51], g|| values above 2.25
together with moderate A|| constants are characteristic of Cu(II) com-
plexes containing at least one nitrogen donor in the equatorial plane,
often accompanied by a deprotonated oxygen donor. This suggests that
the coordination environment in both Cu(HoAmox) and Cu(HAmox)
most likely includes contributions from the amino nitrogen and/or
carboxylate oxygen depending on the degree of ligand deprotonation.
The heterogeneous hyperfine structure observed in the EPR spectra
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may indicate the presence of more than one Cu(II) coordination envi-
ronment in solution. This observation is consistent with the distribution
diagram, which predict partial overlap of Cu(HAmox) and Cu(Amox)
species at the pH values used for EPR measurements.

As the pH increased, the EPR spectra showed a shift toward higher g||
values, indicating changes in the ligand field and coordination envi-
ronment around the Cu(Il) ions. This suggests a modification in the
binding mode, likely involving further ligand deprotonation and a
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Spectral parameters of binary complexes formed in systems of d-electron metal ions with amoxicillin.

Species pH A Amax [nm] ¢ [dm®-mol .cm™]
M(H2Amox) 5.3 0.0253 504 25.3
Co(Il) M(HAmp) 8.3 0.0263 510 26.3
M(H,Amox) 5.1 0.0041 709 4.1
Ni(ID) M(HAmOX) 8.5 0.0080 639 8.0
M(HzAmox) 3.7 0.0316 734 31.6
M(Amox) 7.9 0.1350 607 135.0
1:1 Cu(In) M(Amox)(OH) 9.6 0.1608 594 160.8
Co(Il) M(H;Amox) 5.3 0.0216 512 21.6
M(H2Amox) 5.2 0.0034 713 3.4
Ni(ID) M(HAmox) 8.5 0.0068 657 6.8
M(HAmMOX), 5.8 0.1105 620 110.5
M(HAmox)(Amox) 7.1 0.1717 589 171.7
M(Amox), 8.5 0.2233 580 223.3
1:2 Cu(In) M(Amox),(OH) 10.1 0.3481 530 348.1

Fig. 6. EPR spectra of: (a) Cu(HpAmox) at pH = 3.8; (b) Cu(HAmox); at pH = 5.6.

transition toward a more distorted tetragonal geometry. The observed
hyperfine splitting constants confirm changes in the electronic structure
of the copper(Il) centers, supporting pH-dependent transformations in
coordination.

3.6. Luminescence spectroscopy

Emission spectra were recorded for binary systems of amoxicillin
with europium(III) and terbium(IIl) ions at pH values corresponding to
the dominant complex forms (Fig. 7). For europium(III) complexes,
characteristic emissions were observed from the ®Dy state to the 7Fj G=
1, 2, 3, 4) levels, as well as from the °D; state to the "F, level. A sig-
nificant increase in the intensity of the 5Dy — 7F band was noted for Eu
(Amox)(OH), while quenching effects were observed for other com-
plexes. At higher pH values, the formation of europium(III) hydroxide
limited further emission measurements.

For terbium(III) complexes, excitation led to emissions from the 5D4
state to the 7Fj (j =3, 4, 5, 6) levels. The intensity of the characteristic
5D, — 7Fs transition increased for Th(H,Amox), while a shift in emission
bands was observed for the hydroxy complex Tb(Amox)(OH). A sharp
decrease in emission intensity occurred at higher pH values, with
quenching effects more pronounced in systems with excess amoxicillin.
These spectroscopic changes confirm modifications in the coordination
environment of the metal ions upon complexation.
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3.7. IR spectroscopy

The infrared spectra of amoxicillin-metal ion complexes (Fig. 8)
confirm the presence of characteristic functional groups and provide
valuable insights into potential structural modifications or intermolec-
ular interactions. Spectra were recorded for different complex variants
under identical conditions to detect variations in functional group vi-
brations. Shifts in band positions and intensity changes indicate in-
teractions involving the carboxyl group, amide carbonyl, f-lactam ring,
and hydroxyl groups, suggesting structural alterations upon
complexation.

The carboxylate (COO™) group is identified by an absorption band
around 1390 cm ™}, corresponding to asymmetric stretching vibrations.
Shifts in this region reflect changes in the electronic environment of the
carboxyl functionality, likely due to coordination or hydrogen bonding.
Additional key absorption bands appear near 1685 em™}, 1766 cm™Y,
and 3383 cm ™}, associated with the amide carbonyl, p-lactam carbonyl,
and hydroxyl stretching vibrations, respectively. These features confirm
the structural integrity of the complexes while also suggesting the
presence of hydrogen bonding or molecular rearrangements.

Moreover, variations in the 1505 cm ™! region, corresponding to
N—H deformation vibrations, indicate possible interactions involving
amine groups, further supporting the involvement of multiple functional
groups in the coordination process.

The IR spectra of equimolar systems (Fig. S2) as well as those with a
two-fold excess of amoxicillin (Fig. S3) are provided in the
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Fig. 7. Emission spectra of the systems: (a) Eu(II)/Amoxicillin (1:1 ratio); (b) Eu(Ill)/Amoxicillin (1:2 ratio); (¢) Tb(IIl)/Amoxicillin (1:1 ratio); (d) Tb(III)/
Amoxicillin (1:2 ratio).

Fig. 8. IR spectra of the systems: (a) Nd(III)/Amoxicillin (1:1 ratio); (b) Sr(II)/Amoxicillin (1:2 ratio).
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3.8. Correlation between thermodynamic stability and spectroscopic
features

The thermodynamic stability constants obtained from potentio-
metric measurements show a clear correlation with the spectroscopic
behavior observed across the s-, d-, and f-block metal ions. In the case of
s-block metals (Mg(II), Ca(Il), Sr(I)), relatively low logp values and the
predominance of protonated M(HxAmox) species are consistent with
weak metal-ligand interactions and only subtle spectroscopic changes.
These systems do not exhibit diagnostic d-d transitions in UV-Vis
spectra, and the observed IR shifts are minor, reflecting limited pertur-
bation of the ligand electronic structure.

In contrast, d-block metals (Co(II), Ni(II), Cu(Il)) display signifi-
cantly higher stability constants and more complex speciation, which is
mirrored by pronounced spectroscopic effects. Clear pH-dependent
shifts of d-d transitions in UV-Vis spectra indicate changes in ligand
field strength and coordination geometry, while Cu(II) complexes
additionally show characteristic variations in EPR parameters, con-
firming stronger and more diverse coordination modes associated with
higher thermodynamic stability.

For f-block metals (Nd(III), Eu(IIl), Tb(III)), the stability constants
are comparable to or higher than those of s-block metals, but the coor-
dination behavior is dominated by hydroxo species formation. The
luminescence spectra of Eu(IlI) and Tb(III) complexes correlate well
with the calculated speciation models, with changes in emission in-
tensity reflecting ligand deprotonation and modifications of the metal
coordination environment.

Overall, an increase in thermodynamic stability is consistently
accompanied by more pronounced spectroscopic perturbations,
demonstrating a coherent relationship between potentiometric data and
spectroscopic observations across all three metal blocks.

4. Conclusions

The formation of binary complexes between amoxicillin and selected
metal ions has been extensively studied and confirmed. In equimolar
systems, complexes containing a single coordinated amoxicillin mole-
cule were identified, whereas in the presence of a twofold excess of the
antibiotic, two ligand molecules were incorporated into the coordina-
tion sphere.

With increasing pH, the system transitioned from protonated species
to simple complexes, eventually leading to the formation of hydroxy
complexes. The complexation process and the structural organization of
the coordination sphere were analyzed using multiple spectroscopic
techniques, including electron paramagnetic resonance (EPR),
ultraviolet-visible (UV-Vis), and infrared (IR) spectroscopy. These
studies, conducted under different pH conditions, allowed observation
of coordination environment changes resulting from ligand
deprotonation.

EPR spectroscopy confirmed the presence of mononuclear copper(II)
complexes. UV-Vis spectroscopy revealed characteristic d-d electronic
transitions, with absorption bands shifting toward either higher or lower
wavelengths depending on the metal ion and pH, indicating modifica-
tions in the ligand field. IR spectroscopy further supported the
involvement of amoxicillin functional groups in metal coordination,
confirming structural rearrangements.

The stoichiometries derived from the potentiometric modelling are
fully consistent with the spectroscopic observations. Characteristic
changes in UV-Vis and EPR spectra, together with the luminescence
profiles of Eu(Ill) and Tb(III) complexes, clearly differentiate mono-
from bis-ligand species, providing independent confirmation of the
formation of 1:1 and 1:2 complexes under the studied conditions.

Furthermore, comparison of the potentiometric and spectroscopic
results allows a concise assessment of the donor atoms involved in metal
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coordination. The s-block ions favour binding through the carboxylate
oxygen, whereas Co(II) and Ni(Il) preferentially form O,0-coordinated
complexes with limited involvement of nitrogen donors. In contrast,
Cu(Il) exhibits mixed N/O coordination, consistent with its character-
istic EPR parameters, while the lanthanide ions coordinate predomi-
nantly via carboxylate oxygen atoms. These trends reflect the interplay
between metal-ion hardness and ligand deprotonation.Overall, these
findings emphasize the pH-dependent nature of formation of complex
compounds of amoxicillin with various metal ions and the dynamic
changes in the coordination sphere, which influence complex stability
and formation under varying conditions.
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Figure S1. An example comparison of the theoretical curve with the experimental curve confirming the
correctness of the selected set of complex compounds for system Cu(II)/Amoxicillin 1:1.
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Figure S2. IR spectra of the equimolar systems: (a) Mg(I)/Amoxicillin; (b) Ca(Il)/Amoxicillin; (c)
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8, 61-614 Poznan, Poland

* justyna.frymark@amu.edu.pl
Abstract

This study investigates the complexation of selected 3d transition metals (Co(II), Ni(Il),
Cu(Il)) and lanthanide(III) ions (NA(III), Eu(III), Tb(III)) with cloxacillin (Clox) and
dicloxacillin (Diclox) in aqueous solution. The investigation combines potentiometric
titrations and spectroscopic methods to provide insight into the coordination behavior of
these isoxazolylpenicillins. The results show that complex stability follows the order Co(Il) =
Ni(II) < Cu(II) and increases along the lanthanide series (NA(III) < Eu(Ill) < Tb(III)).
Dicloxacillin, containing two chlorine substituents in the isoxazolyl ring, forms consistently
more stable complexes than cloxacillin, indicating a noticeable effect of ligand substitution
on metal binding. Speciation analysis indicates the formation of mono- and bis-ligand species
at near-neutral pH and hydroxo-ligand complexes at higher pH. Spectroscopic data confirm
coordination mainly via the deprotonated carboxylate group, with additional involvement of
amide functionalities. The observed spectral changes are consistent with potentiometric
models and indicate stronger interactions in dicloxacillin systems. These findings
demonstrate that small structural differences between the ligands significantly affect metal
binding and speciation, providing new insight into B-lactam-metal interactions.

Keywords: Cloxacillin, Dicloxacillin, metal ions, complex compounds, potentiometric
measurements, spectroscopy studies

1. Introduction

The growing problem of antimicrobial resistance has intensified the search for new
strategies to improve the efficacy of existing antibiotics, particularly those from the B-lactam
group [1-4]. Among them, cloxacillin and dicloxacillin (Fig. 1), classified as
isoxazolylpenicillins, have been widely used due to their resistance to B-lactamases and their
high activity against Gram-positive pathogens, especially Staphylococcus aureus [5-12].
These semisynthetic antibiotics exert their bactericidal effect by inhibiting peptidoglycan
cross-linking in the bacterial cell wall, ultimately leading to cell lysis [13]. Their clinical utility
has made them indispensable in the treatment of skin, respiratory, and bone infections
caused by penicillinase-producing staphylococci [5,11,12].
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Figure 1. General structure of the isoxazolylpenicillins, where R = H for Cloxacillin and R
= Cl for Dicloxacillin.

Yet, the clinical success of these agents is increasingly threatened by the rapid evolution of
resistant bacterial strains. Methicillin-resistant S. aureus (MKSA) and other B-lactamase-
producing organisms continue to undermine the efficacy of B-lactam antibiotics worldwide,
driving the need to develop adjunct strategies to restore or enhance their antimicrobial
activity [14-17]. In this context, chemical modification through metal complexation has
emerged as a promising approach to overcome resistance mechanisms and expand the
therapeutic potential of existing antibiotics [18-22].

The coordination of B-lactam antibiotics with metal ions can significantly affect their
physicochemical and biological properties. Such complexation may enhance antibiotic
stability, alter lipophilicity, modulate interactions with cellular targets, or protect the
molecule from enzymatic degradation [19-22]. Moreover, certain metal ions themselves
possess antimicrobial activity or can influence the activity of co-administered agents through
synergistic effects [23-26]. These interactions are of particular interest for transition metals
(e.g., Cu(ll), Co(II), Ni(II)) and lanthanides (e.g., Nd(III), Eu(III), Tb(III)), selected due to their
diverse coordination behavior and relevance in biological and environmental systems.
Transition metals are known for forming structurally diverse complexes, whereas
lanthanides provide insight into predominantly oxygen-donor coordination and hydrolysis-
driven speciation [27-29].

Despite increasing interest in metal-antibiotic systems, the coordination behavior of
isoxazolylpenicillins such as cloxacillin and dicloxacillin remains insufficiently explored. In
particular, systematic studies comparing their stability, speciation, and coordination modes
with both d- and f-block metal ions in aqueous solution are still lacking. A deeper
understanding of these interactions is essential, as metal complexation may influence not
only the physicochemical properties of antibiotics but also their biological performance,
potentially contributing to improved efficacy or modulation of resistance mechanisms. The
aim of this study is to provide a systematic and comparative analysis of the coordination
behavior of cloxacillin and dicloxacillin with selected d- and f-block metal ions in aqueous
solution. Particular attention is given to differences in stability constants, speciation, and
coordination modes in order to evaluate the effect of ligand structure and metal ion type on

145:4779214145



complex formation. Understanding the behavior of cloxacillin and dicloxacillin in the
presence of metal ions contributes not only to the field of coordination chemistry but also
offers potential implications for the design of novel therapeutic strategies involving metal-
based drug systems.

In this context, the coordination behavior of the studied systems was investigated using a
combination of potentiometric and spectroscopic techniques. Potentiometric titrations were
employed to determine protonation and stability constants and to establish speciation models
of the metal-ligand systems in aqueous solution. Complementary spectroscopic methods,
including UV-Vis, FT-IR, and luminescence spectroscopy, were used to provide insight into
the coordination environment and to identify the functional groups involved in metal binding.
This combined approach enables a comprehensive characterization of both the
thermodynamic and structural aspects of the investigated complexes.

2. Material and methods
2.1. Materials

Cloxacillin sodium monohydrate and dicloxacillin sodium monohydrate (=95%) were
purchased from Merck and used without further purification. Nitrates of Cu(II), Ni(II), Co(II),
Nd(III), Eu(III), and Th(III) (analytical grade, >99%) were also obtained from Merck and used
as received. All solutions were prepared using carbonate-free deionized water with a
conductivity of 0.055 pS/cm , obtained from a Simplicity Ulirapure Water System (Millipore,
Darmstadt, Germany).

2.2. Equilibrium study

Potentiometric titrations were carried out using a Titrando 905 system (Metrohm, Herisau,
Switzerland) equipped with an autoburette and combined glass electrode (model
6.0280.300). Prior to each set of titrations, the electrode was calibrated using standard
buffer solutions (pH 4.0 and 9.0). In addition, a calibration titration was performed using a
standardized strong acid solution (HCI, ca. 0.1M) to verify the electrode response under the
exact experimental conditions. The ionic strength was kept constant at 0.1 M KNOs. The
titrations were performed under a helium atmosphere (Ultra High Purity 5.0; Linde Gaz,
Krakéw, Poland) to exclude atmospheric CO2. A CO2-free NaOH solution (ca. 0.2 M) was used
as the titrant, added in 0.004 L increments. The exact concentrations of the HCl and NaOH
solutions were determined prior to the titrations.

All measurements were conducted at a constant temperature of 20 £ 1°C. Binary metal-
antibiotic systems were studied at metal-to-ligand molar ratios of 1:1 and 1:2, which were
analyzed separately to ensure reliable identification of species and improve model
robustness, with a ligand concentration of 0.001 M. Stability constants and protonation
constants were calculated using the HYPERQUAD 2008 program (Hyperquad Ltd., Leeds,
UK) [30]. Distribution diagrams were generated using the HySS (Hyperquad Simulation and
Speciation) software [31]. Hydrolysis constants for the metal ions and the water ionic product
(pKw = 13.77) were adopted from previous studies [32-36].

To facilitate interpretation of the reported stability and protonation constants, the general
equilibria considered in this study are summarized below.

The protonation of the ligand was described by the following equilibrium:
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L+ H*=HL

The formation of metal-ligand complexes was expressed using overall (cumulative)
equilibria:

M+ L=ML
M + 2L & ML>
For systems involving protonated species, equilibria of the type:
M + HL = MHL
were also taken into account.
The formation of hydrolytic species was described by equilibria involving water:
M + H20 & M(OH) + H*
ML + H20 = ML(OH) + H*
ML> + H20 & ML>(OH) + H*
and, where appropriate, further hydrolysis steps were included.

The overall stability constants (logp) refer to the cumulative equilibria defined according to
the general expression:

M + pL + gH* =& MLyH,

The corresponding stepwise or conditional equilibrium constants (logKe), reported for
selected reactions, were derived from differences between appropriate overall constants.
For example, for the hydrolysis reaction:

MLz + H20 =& ML:(OH) + H*
the equilibrium constant was calculated as:
logKe = logB(ML2(OH)) — logB(ML2) — logB(OH")

All constants were obtained by fitting potentiometric data using the Hyperquad 2008
program. The adopted model includes both complex formation and hydrolysis processes and
ensures internal consistency of the calculated equilibrium parameters.

2.3. UV-Vis spectroscopy

Electronic absorption spectra were recorded at room temperature on an Evolution 300 UV-
Vis spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, Madison, WI, USA) equipped with a xenon
lamp. Spectra were acquired in the 340-1000 nm range using Plastibrand PMMA cuvettes
(1 cm path length). Solutions contained 0.001 M metal ions and metal-to-ligand ratios of 1:1
and 1:2. Baseline correction was performed using blank solutions prepared under identical
experimental conditions.

2.4. Luminescence spectroscopy

Luminescence emission spectra for lanthanide complexes (Eu(III) and Tb(III)) were recorded
using an RF-6000 spectrofluorophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan) with excitation
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wavelengths of 395 nm and 370 nm, respectively. Slit widths were set to 5 nm. The metal ion
concentration was 0.001 M. Absorbance of solutions at excitation wavelengths was
maintained below 0.2 absorbance units.

2.5. Infrared spectroscopy (FT-IR)

FT-IR spectra were recorded on an INVENIO R spectrophotometer (Bruker, Bremen,
Germany). Samples were prepared by dissolving cloxacillin or dicloxacillin with the
corresponding metal nitrates in D20 at a concentration of 0.01 M for the metal ions. The
metal-to-ligand molar ratios were 1:1 and 1:2. pH values were adjusted using NaOD or DCI,
and corrected for deuterium isotope effect using the formula pD = pH meter reading + 0.4
[37].

3. Results and Discussion

This research involved the determination of successive protonation constants for cloxacillin
and dicloxacillin using potentiometric titration. The obtained values were pKa = 2.29(1) for
cloxacillin and pKa = 3.55(1) for dicloxacillin. These values describe the dissociation of the
carboxyl group in the B-lactam antibiotics studied, occurring at relatively low pH (Figure 2).
Comparison of the pKa values indicates that dicloxacillin is less acidic than cloxacillin, which
may be attributed to a combination of electronic and steric effects. Although chlorine
substituents are electron-withdrawing, their presence introduces steric and conformational
constraints that may reduce effective stabilization of the depirotonated carboxylate group,
particularly through altered solvation and possible intramgolecular interactions.cts a balance
between electronic effects and the local environment of the carboxyl group. Although
chlorine substituents are electron-withdrawing, their influence is not directly transmitted to
the carboxylate group and may be offset by conformational and solvation effects.

100 —ee

HDiclox

Clox

80 4

60

%Clox
%Diclox

40

HClox
20 4

pH pH

(a) (b)

Figure 2. Distribution diagram of (a) Cloxacillin; (b) Dicloxacillin (Experimental
conditions: Cyigang = 0.001 M); I = 0.1 M (KNOs); T = 20 °C).

3.1. Equilibrium study of d-block elements

A systematic study on the complexation of Co(II), Ni(II), and Cu(II) ions with cloxacillin was
undertaken using equimolar and with a two-fold excess of the ligand titrations. From the
experimental results, both the overall stability constants (logf) of the complexes and the
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equilibrium constants for their formation (logk:) were calculated. The obtained values,
summarized in Table 1, allow for a comparative assessment of the stability trends across the
studied metal ions. Distribution diagrams for the investigated systems are presented in
Figure 3, illustrating the pH-dependent distribution of species and highlighting differences
related to metal ion identity and ligand stoichiometry.

For the Co(II) system (Figure 3a-b), in equimolar conditions, partially deprotonated species
Co(HClox) occurs at low pH, whereas Co(Clox) predominates across the mid-pH range. A
residual fraction of free Co(II) (about 40%) remains present, and at alkaline pH the system
is dominated by Co(OH)2. Under ligand-excess conditions, the speciation becomes more
complex, with the formation of polynuclear species such as Co(HClox)(Clox) and Co(HClox)
at low pH, followed by the appearance of Co»(Clox), which dominated in system, with
accounting for approximately 80% of cobalt ions. In the slightly alkaline region Co(OH):
predominates with the coexistence of the form Co(Clox)(OH)3.

In the case of Ni(II) (Figure 3c-d), the equimolar system is dominated by Ni(Clox) over a wide
pH range, while Ni(HClox) is relevant only at low pH. Above pH 9.0, Ni(OH)2 becomes the
major species, indicating a limited contribution from hydroxo-ligand forms. With ligand
excess, Ni(Clox) remains the predominant species, and although minor amounts of
Ni(Clox)(OH) appear in the slightly alkaline region, hydroxide species ultimately dominate
at high pH, above pH 9.0.

The Cu(Il) system (Figure 3e-f) exhibits the most complex speciation pattern. Under
equimolar conditions, free Cu(Il) is predominant at low pH, while at intermediate pH values
the bis-ligand complex, first, Cu(Hclox)(Clox) and then Cu(Clox)> are formed. At higher pH
(above pH 7.0), mixed hydroxocomplexs such as Cu(Clox)2(OH) and Cu(Clox)2(OH)2 appear,
followed by the dominance of Cu(OH)z under strongly basic conditions.

In the system with ligand excess, copper exhibits a broader range of complex formation:
Cu(Clox)> dominates near neutral pH, while at higher pH wvalues, species such as
Cu(Clox)s(OH) emerge, delaying complete hydrolysis until strongly basic conditions.

Table 1. The overall stability constants (logf) and the stepwise formation constants (logX)
of the complexes formed in the studied systems with cloxacillin and d-block elements
(standard deviations are given in parentheses).

Species Co(ID) Ni(ID) Cu(D)
logf logK, logp logK, logB logkK,

M(HClox)(Clox) - - - - 9.29(5) 6.99
M(Clox); - - - - 6.08(5) 6.08
M(HClox) 6.02(5) 3.72 6.58(5) 4.29 - -

- M(Clox) 3.52(1) 3.52 4.33(1) 4.33 - -
- M(Clox),(OH) - - - - 0.07(3) 7.76
M(Clox),(OH)3 - - - - 15.86(4 11.60

)

~ M(HClox) 6.02(5) 3.72 6.58(5) 4.29 - -

- M(Clox) - - 4.33(1) 4.33 - -
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M(Clox)(OH) - - -5.89(6) 3.85 - -

M(Clox)(OH); 25.71(2 15.60 - - - -
)

M, (HClox) 13%0(5 10.90 - - - -
M, (Clox) 6.98(1) 6.98 - - - -
M(Clox), - - - - 6.10(8) 6.10

M(Clox),(OH) - - - - 0.24(4) 7.95
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Figure 3. Distribution diagrams for the systems studied: (a) Co(II)/Cloxacillin (1:1 ratio); (b)
Co(II)/Cloxacillin (1:2 ratio); (c) Ni(II)/Cloxacillin (1:1 ratio); (d) Ni(II)/Cloxacillin (1:2 ratio);
(e) Cu(Il)/Cloxacillin (1:1 ratio); (f) Cu(II)/Cloxacillin (1:2 ratio) (Experimental conditions:
Crigand = 0.001 M; Cymetar = 0.001 M (1:1 systems) and 0.0005 M (1:2 systems); I = 0.1 M
(KNO3); T = 20 °C).
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Following the potentiometric characterization of the Co(II), Ni(II), and Cu(II) systems with
cloxacillin, an analogous study was carried out for dicloxacillin in order to enable a
systematic comparison of the effect of ligand substitution on metal-ligand equilibria. The
complexation of Co(II), Ni(II), and Cu(II) ions was investigated under equimolar metal-to-
ligand conditions as well as in the presence of a two-fold excess of the ligand. On the basis
of the experimental data, overall stability constants (logp) and formation equilibrium
constants (logke) were determined. The calculated values, collected in Table 2, enable
comparison of the stability of the complexes formed by the studied metal ions. The
corresponding distribution diagrams are presented in Figure 4.

For the Co(Il) system (Figure 4a-b), under equimolar conditions, partially protonated
Co(HDiclox) species are present at low pH, while Co(Diclox) becomes the predominant form
across the intermediate pH range. A significant fraction of free Co(II) remains present
throughout this region. At alkaline pH, hydrolysis becomes dominant, leading to the
formation of Co(OH)2 as the major species. In the presence of excess ligand, the speciation
becomes more complex. At low pH, Co(HDiclox)(Diclox) species are observed, followed by
the dominance of the bis-ligand complex Co(Diclox): over a wide pH range, accounting for
approximately 80-85% of the cobalt content. In alkaline conditions, mixed hydroxo-ligand
species Co(Diclox)2(OH)s appear, accompanied by the formation of Co(OH): at higher pH
values.

For the Ni(Il) system (Figure 4c-d), under equimolar conditions, Ni(Diclox) predominates
over a broad pH range, while Ni(HDiclox) is relevant only at low pH. A noticeable fraction of
free Ni(II) persists up to near-neutral pH. Above pH 9.0, hydrolysis becomes significant, with
Ni(OH)2 emerging as the dominant species, accompanied by minor contributions from
Ni(Diclox)(OH). Under ligand-excess conditions, Ni(Diclox) remains the major species across
the acidic and near-neutral pH range. In addition, the formation of Ni(Diclox). becomes
significant, contributing up to approximately 40% of the total nickel content. In the alkaline
region, mixed hydroxo-ligand species Ni(Diclox)2(OH) appear, followed by the gradual
dominance of Ni(OH)= at higher pH values.

The most complex speciation behavior is exhibited by the Cu(II) system (Figure 4e-f). Under
equimolar conditions, free Cu(Il) dominates at low pH, but is progressively replaced by mixed
hydroxo-ligand species such as Cu(Diclox)(OH), which becomes prominent in the
intermediate pH range. With increasing pH, Cu(Diclox)(OH)2 and Cu(OH): emerge, with
hydroxide species becoming dominant under strongly alkaline conditions.

In the presence of excess ligand, copper forms a variety of complexes. At low pH,
Cu(HDiclox)(Diclox) and Cu(Diclox)2 are observed, while at intermediate pH values mixed
species such as Cu(Diclox)2(OH) predominate. At higher pH, Cu(Diclox)2(OH)2 and Cu(OH)2
become the major forms, indicating delayed hydrolysis compared to the equimolar system.

Table 2. The overall stability constants (logf) and the equilibrium constants of formation
(logK,) of the complexes formed in the studied systems with dicloxacillin and d-block
elements (standard deviations are given in parentheses).

Co(ID) Ni(ID) Cu(Il)
logf logK. logp logK. logf logk,
. M(HDiclox) 6.58(3) 3.03 6.79(5) 3.24 - -
= M(Diclox) 3.46(1) 3.46 4.23(5) 4.23 - -

Species
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M(Diclox)(OH) - - -5.32(6) 8.45 -2.49(2) 11.28
M(Diclox)(OH), - - - - -9.68(4) 17.87

1:2

M(HDIC](;X)(DICIOX 12.())4(9 8.49 ) ) 10.?1(5 717
M(Diclox), 8.37(8) 8.37 7.83(6) 7.83 6.63(5) 6.63
M(Diclox) - - 4.23(5) 4.23 - -

M(Diclox)2(OH) - - -0.97(9) 12.80 1.22(5) 14.99

M(Diclox)2(OH), 10.05(9 17.49 10.55(9 16.99 -6.24(7) 21.30
) )
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Figure 4. Distribution diagrams for the systems studied: (a) Co(II)/Dicloxacillin (1:1 ratio);
(b) Co(II)/Dicloxacillin (1:2 ratio); (c) Ni(II)/Dicloxacillin (1:1 ratio); (d) Ni(II)/Dicloxacillin
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= 0.1 M (KNOs); T = 20 °C).
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A comparison of the potentiometric data obtained for cloxacillin and dicloxacillin systems
reveals that both ligands exhibit closely related coordination behavior toward the
investigated d-block metal ions. In all studied systems, complex formation follows a similar
pattern, involving the stabilization of mono- and bis-ligand species in the near-neutral pH
region, followed by the progressive formation of hydroxo-ligand complexes at higher pH
values. Despite this overall similarity, subtle but consistent differences are observed in the
stability and distribution of the complexes. In particular, dicloxacillin tends to stabilize bis-
ligand species more effectively, especially in the Cu(Il) systems, where ligand-rich complexes
persist over a wider pH range before hydrolysis becomes dominant. This trend may be
associated with the electron-withdrawing chlorine substituents present in dicloxacillin,
which influence the electronic distribution within the ligand and slightly modify its donor
properties. Nevertheless, a general tendency toward higher stability of Cu(II) complexes
compared to Ni(II) and Co(II) can be observed for both antibiotics. However, direct
comparison within the metal series should be treated with caution due to differences in
speciation and the presence of different dominant species under the studied conditions.
These results indicate that substitution within the isoxazolyl ring primarily affects
quantitative stability parameters rather than the fundamental coordination pattern.
Although dicloxacillin tends to form slightly more stable complexes, this effect is not uniform
across all systems and depends on the nature of the dominant species under given conditions.
Therefore, comparison between the two ligands should be made with caution and within the
full speciation context.

3.2 Equilibrium study of f-block elements

The subsequent sections focus on the systematic investigation of Nd(III), Eu(IIl), and Th(III)
interactions with cloxacillin, evaluated under both equimolar and ligand-excess conditions.
The results enabled the determination of overall stability constants (logf) and formation
equilibrium constants (logk:), which are summarized in Table 3. Distribution diagrams in
Figure 5 provide a visual representation of the pH-dependent behavior of the complexes,
facilitating a clear understanding of how variations in ligand concentration influence the
equilibria of the lanthanide(IIi)-cloxacillin system.

For the Nd(III) system (Figure 5a-b), under equimolar conditions, free Nd(III) predominates
over a wide acidic and near-neutral pH range. Only a minor contribution from the protonated
complex Nd(HClox) is observed at low pH (below pH 4.0). Above pH 7.0, hydrolysis becomes
significant, leading to the formation of Nd(OH)> and Nd(OH)s, which dominate in alkaline
conditions, while contribution of mixed hydroxo-ligand species such as Nd(Clox)(OH)s is
observed, becoming more significant in the alkaline pH region. In the presence of excess
ligand, complexation is enhanced in the near-neutral pH region, with Nd(Clox)2 becoming
the predominant species. At higher pH values, mixed hydroxocomplexes Nd(Clox)2(OH)x (x
= 1-3) are formed and remain stable prior to the eventual coexistence of Nd(OH): and
Nd(OH)s under strongly alkaline conditions.

The Eu(Ill) system (Figure 5c-d) exhibits stronger complexation compared to Nd(III). Under
equimolar conditions, Eu(Clox) predominates over a broad pH range (approximately pH 4.0-
7.0), while Eu(HClox) is significant only at low pH (below pH 2.5). Upon increasing pH,
ligand-bound species are gradually replaced by hydrolyzed forms, with Eu(OH)2 and Eu(OH)s
becoming dominant; however, small fractions of mixed species such as Eu(Clox)(OH)s persist
in the transition region. Under ligand-excess conditions, free Eu(Ill) dominates at low pH,
followed by the gradual appearance of species such as Eu(HClox)(Clox) and Eu(Clox)z with
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increasing pH. The Eu(Clox): species reaches a maximum contribution of approximately 35-
40% of the total europium content. Above pH 7.0, hydrolysis becomes pronounced, initially
yielding Eu(OH)2 and Eu(OH)s. Among these, Eu(Clox)(OH)s becomes the dominant species
above pH 9.0, before being progressively replaced by fully hydrolyzed forms in strongly
alkaline solutions.

For the Tb(IIl) system (Figure 5e-f), the overall behavior is similar to that observed for
Nd(III) and Eu(IIl), but with slightly enhanced stability of the ligand complexes. In the
equimolar system, free Tb(III) predominates between pH 2.5 and 7.0, with minor
contributions from Tb(HClox) at low pH. Above pH 8.0, hydrolysis becomes dominant,
leading to the formation of Th(Clox)(OH)s with the coexistence of Th(OH)>. Under ligand-
excess conditions, free Tb(III) remains predominant up to approximately pH 7.0, while
Tb(HClox)(Clox) appears at lower pH values. In the near-neutral region, Th(Clox)2 becomes
significant, binding approximately 48% of the terbium ions. At higher pH, hydrolysis leads to
the formation of Tb(OH)2 and Th(Clox)2(OH)s, with the latter dominating up to the highest
pH values studied and accounting for over 90% of the total terbium content.

Table 3. The overall stability constants (logf) and the equilibrium constants of formation
(logKe) of the complexes formed in the studied systems with cloxacillin and f-block elements
(standard deviations are given in parentheses).

Species Nd 1) Eu(lil) Th(11I)

logf logK, logp IlogK, logB logkK,

M(HClox) 5.52(2) 3.22 5.98(4) 3.69 5.45(2) 3.15
M(Clox) - - 3.71(2) 3.71 - -

M(Clox)(OH)z  21.58(1 19.73 20.89(4 20.42 19.79(1 21.51

) ) )

M(Clox)(HClox) - - 8.81(4) 6.52 8-7())(10

M(Clox), 6.40(5) 6.40 5.63(4) 5.63 5.97(9) 5.97
M(Clox)2(OH) 1.73(12 5.64 - - - -
)
M(Clox)2(OH), -9.55(8) 5.95 - - - -

M(Clox)2(OH); 17.28(4 6.03 17.54(3 18.14 16.37(6 18.97
) ) )

6.40

1:2
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Figure 5. Distribution diagrams for the systems studied: (a) Nd(III)/Cloxacillin (1:1 ratio);
(b) Nd(III)/Cloxacillin (1:2 ratio); (c) Eu(III)/Cloxacillin (1:1 ratio); (d) Eu(IIT)/Cloxacillin (1:2
ratio); (e) Tb(III)/Cloxacillin (1:1 ratio); (f) Tb(III)/Cloxacillin (1:2 ratio) (Experimental
conditions: Crigang = 0.001 M; Cytetal = 0.001 M (1:1 systems) and 0.0005 M (1:2 systems); I
= 0.1 M (KNOs); T =20 °C).
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To complement the results obtained for cloxacillin, the complexation behavior of Nd(III),
Eu(Ill), and Tb(III) ions was also investigated in the presence of dicloxacillin. The
experiments were performed under the same conditions as for the cloxacillin systems,
allowing the effect of ligand substitution on the stability and speciation of lanthanide(III)
complexes to be evaluated. Overall stability constants (logf) and formation equilibrium
constants (logke) were determined and are collected in Table 4, while the pH-dependent
distribution of species is illustrated in Figure 6.

For the Nd(III) system (Figure 6a-b), under equimolar conditions, free Nd(III) predominates
over a wide acidic pH range, while Nd(Diclox) becomes the major species in the intermediate
pH range, reaching approximately 50% contribution. With increasing pH, mixed hydroxo-
ligand species such as Nd(Diclox)(OH) and Nd(Diclox)(OH)2 appear, followed by the gradual
dominance of hydrolyzed forms Nd(OH)2 and Nd(OH)s in alkaline conditions. In the presence
of excess ligand, complexation is markedly enhanced. Nd(Diclox)2 becomes the dominant
species over a broad near-neutral pH range, while free Nd(III) is significantly suppressed. At
higher pH values, Nd(Diclox)2(OH)> forms and remains predominant until the onset of
extensive hydrolysis, leading to the coexistence of Nd(OH)> and Nd(OH)s under strongly
alkaline conditions.

The Eu(Ill) system (Figure 6¢-d) displays stronger complexation compared to Nd(III). Under
equimolar conditions, Eu(Diclox): is formed over a wide pH range (approximately pH 4.0-
7.0), while free Eu(III) remains present mainly at lower pH values. Protonated species such
as Eu(HDiclox) and mixed complexes Eu(HDiclox)(Diclox) are relevant only in the acidic
region. Above pH 7.0, ligand-bound species are progressively replaced by hydroxo
complexes, with Eu(Diclox)(OH):2 appearing first, foliowed by the dominance of Eu(OH)2 and
Eu(OH)s at higher pH. Under ligand-excess conditions, Eu(Diclox)2 becomes the predominant
form across the intermediate pH range, accounting for a major fraction of the total europium
content. With increasing pH, Eu(Diclox)2(OH)z2 appears and remains stable over a narrow
alkaline region before being gradually replaced by fully hydrolyzed species, with Eu(OH)s
dominating under strongly basic conditions.

For the Tb(III) system (Figure 6e-f), the overall behavior is similar to that observed for
Nd(III) and Eu(Ill), but with a tendency toward higher stability of dicloxacillin complexes. In
the equimolar system, free Th(III) dominates at low pH, while Th(Diclox) becomes significant
in the intermediate pH range. Above pH 7.0-8.0, hydrolysis becomes pronounced, leading to
the formation of mixed hydroxo-ligand species such as Th(Diclox)(OH) and Th(Diclox)(OH)z,
followed by the appearance of Tb(OH)2 at higher pH values. In the presence of excess ligand,
Tb(Diclox) predominates up to near-neutral pH, while hydrolysis is shifted toward higher pH
values. In alkaline conditions, Th(Diclox)2(OH)s becomes the dominant species, binding over
80-90% of the terbium ions, before the eventual formation of Tb(OH)z under strongly basic
conditions.

Table 4. The overall stability constants (logf) and the equilibrium constants of formation
(logK,) of the complexes formed in the studied systems with dicloxacillin and f-block elements
(standard deviations are given in parentheses).

Species NdIII) Eu(III) Th(III)

p logf logK., logp logK, logf logk,
. M(HDiclox)(Diclox 11.33(6
- - - 7.78 - -

) )

158:4379280859



M(Diclox), - - 7.61(5) 7.61 - -
M(HDiclox) - - 7.43(4) 3.88 - -
M(Diclox) 3.29(3) 3.29 - - 2.97(4) 2.97
M(Diclox)(OH) -4.73(5) 9.04 - - - -
M(Diclox)(OH), 12.64(3 14.90 11.34(3 16.20 12.37(5 15.17
) ) )
M(Diclox)(OH)3 - - - - 21.50(4 19.81
)
M(Diclox),(OH)3 - - - - 17.07(3 24.24
)
M(HDiclox), - - 13'?8(9 6.48 - -
M(HDIC](’;X)(DICIOX 11.())7(6 752 11.?3(6 778 i )
M(Diclox), 7.30(4) 7.30 7.61(5) 7.61 - -
M(Diclox) - - - 4 2.97(4) 2.97
o~
R R
M(Diclox)(OH), - - - - 12.37(5 15.17
)
M(Diclox),(OH), -8.84(5) 18.70 -8.08(6) 19.46 - -
M(Diclox),(OH)3 - - - - 17.07(3 24.24

)
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Figure 6. Distribution diagrams for the systems studied: (a) Nd(III)/Dicloxacillin (1:1 ratio);
(b) Nd(III)/Dicloxacillin (1:2 ratio); (c) Eu(IlI)/Dicloxacillin (1:1 ratio); (d) Eu(III)/Dicloxacillin
(1:2 ratio); (e) Tb(IIl)/Dicloxacillin (1:1 ratio); (f) Tb(II)/Dicloxacillin (1:2 ratio)
(Experimental conditions: Crigand = 0.001 M; Cpyetar = 0.001 M (1:1 systems) and 0.0005 M
(1:2 systems); I = 0.1 M (KNOs); T = 20 °C).
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Analysis of the lanthanide(III) systems obtained for cloxacillin and dicloxacillin also reveals
closely related complexation behavior for both ligands. In the presence of Nd(III), Eu(III),
and Tb(III), protonated complexes are observed at low pH, followed by the formation of
mono- and bis-ligand species in the intermediate pH region, particularly under ligand-excess
conditions. As the pH increases further, hydrolysis becomes increasingly significant, leading
to the predominance of hydroxo complexes typical of lanthanide ions in aqueous solution
[29,38]. Although the overall speciation pattern remains similar for both antibiotics,
dicloxacillin complexes generally exhibit slightly higher stability and a broader
predominance range of ligand-bound species compared with those formed by cloxacillin. This
effect is especially noticeable for Eu(III) and Tb(III), where dicloxacillin stabilizes
coordinated forms over a wider pH interval prior to extensive hydrolysis. The observed
differences may be attributed to subtle electronic effects introduced by the chlorine
substituents in dicloxacillin, which influence the donor properties of the ligand while
maintaining the predominantly oxygen-donor coordination mode characteristic of lanthanide
complexes. Although dicloxacillin generally shows a tendency to form more stable complexes
with lanthanide(III) ions, this effect is not uniform across all systems and depends on the
dominant species present under given conditions. Therefore, comparison between the two
ligands should be interpreted with caution and within the context of the overall speciation
behavior.

3.3. UV-Vis spectroscopy

The UV-Vis absorption spectra of Co(II), Ni(Il), and Cu(ll) recorded in the presence of
cloxacillin (Figure 7) and dicloxacillin (Figure 8), at metal-to-ligand ratios of 1:1 and 1:2,
exhibit clear coordination-induced modifications relative to both the free ligands and
hydrated metal ions. In all systems, complex formation is manifested by changes in band
intensity, broadening, and subtle reshaping of absorption envelopes across the 400-900 nm
region, reflecting perturbation of the metal coordination environment upon ligand binding.
The UV region was not analyzed in detail due to the dominance of intense ligand-centered
transitions and significant band overlap.

It should be noted that cloxacillin and dicloxacillin absorb predominantly in the UV region
due to ligand-centered n—1* and n—u* transitions; therefore, their contribution to the visible
range is minimal. Consequently, the spectra recorded above 400 nm primarily reflect
changes in the coordination environment of the metal ions. Consequently, the spectra show
above 400 nm mainly reflect changes in the coordination environment of the metal ions
rather than intrinsic ligand absorption. Despite the low intensity of the bands (Abs < 0.002),
systematic and reproducible changes in band shape and intensity are observed as a function
of pH and ligand-to-metal ratio. These changes correspond to the formation and
transformation of mono-, bis-, and hydroxo-ligand species identified in the potentiometric
analysis.

For Co(II) and Ni(Il), the spectral changes are expressed mainly as gradual intensity
variations and modification of broad visible bands rather than the appearance of new well-
defined maxima. The evolution of the spectra with increasing pH corresponds to progressive
ligand deprotonation and stabilization of mono- and bis-ligand complexes, in agreement with
potentiometric speciation models. In both metal systems, ligand-excess conditions enhance
these effects, confirming the predominance of coordinated species over hydrated ions.
Notably, the dicloxacillin systems display more pronounced hyperchromic responses and
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smoother band profiles, indicating stronger metal-ligand interaction and greater
stabilization of ligand-bound forms compared to cloxacillin.

In contrast, Cu(II) exhibits substantially stronger spectral responses for both ligands.
Coordination leads to significant enhancement and broadening of absorption bands in the
550-800 nm region, consistent with marked modification of the copper(II) coordination
sphere. These effects intensify under ligand-excess and alkaline conditions, reflecting
replacement of coordinated water molecules by N,O-donor sites and increasing involvement
of deprotonated carboxylate groups. The magnitude of the hyperchromic enhancement is
particularly pronounced in the dicloxacillin systems, supporting the greater stability of Cu-
dicloxacillin complexes and the formation of mixed hydroxo-ligand species at higher pH.

Overall, the spectroscopic results are fully consistent with the potentiometric speciation
models and confirms that both ligands promote similar coordination modes, yet dicloxacillin
induces stronger spectral responses, indicative of enhanced metal-ligand interaction. The
effect is most evident for Cu(II), highlighting the sensitivity of this ion to subtle modifications
in ligand structure. Although the absorption bands in the visible region are of low intensity,
their systematic evolution with pH and ligand-to-metal ratio provides meaningful qualitative
insight into coordination processes and remains consistent with potentiometric speciation
models.
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Figure 8. UV-Vis absorption spectra of the systems: (a) Co(II)/Dicloxacillin (1:1 ratio); (b)
Co(II)/Dicloxacillin (1:2 ratio); (c) Ni(II)/Dicloxacillin (1:1 ratio); (d) Ni(II)/Dicloxacillin (1:2
ratio); (e) Cu(Il)/Dicloxacillin (1:1 ratio); (f) Cu(II)/Dicloxacillin (1:2 ratio) (Experimental
conditions: Crigand = 0.001 M; Cyetal = 0.001 M (1:1 systems) and 0.0005 M (1:2 systems)).

3.4. Luminescence spectroscopy

Emission spectra were recorded for Eu(III) and Th(III) systems containing cloxacillin and
dicloxacillin at pH values corresponding to the predominant species identified in
potentiometric studies (Figure 9 and 10). The spectra display the characteristic narrow f-f
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transitions of lanthanide(III) ions, whose intensities and relative band ratios depend strongly
on ligand type and solution pH, reflecting changes in the coordination environment upon
complex formation and ligand deprotonation.

For the Eu(IIl) systems with cloxacillin, characteristic emissions from the Do excited state
to the 7Fj (J = 1-4) levels is clearly observed, with the hypersensitive Do — ’F2 transition
dominating the spectra. The intensity of this band increases noticeably for ligand-bound
species relative to free Eu(lll), indicating effective ligand-to-metal energy transfer and
modification of the europium coordination sphere. At higher pH values, the formation of
insoluble europium hydroxide or strongly hydrolyzed forms leads to a reduction in observable
emission intensity.

In the dicloxacillin systems, the overall emission intensity is substantially higher than for
cloxacillin under comparable conditions. The 5Do — 7F2 transition is significantly enhanced,
particularly for bis-ligand and hydroxo-ligand species, suggesting more efficient
sensitization of Eu(IIl). Variations in the relative intensities of the Do — 7F2 and 5Do — "F1
bands further indicate changes in local symmetry around the Eu(IIl) ion upon ligand
substitution.

For Tb(III) complexes with cloxacillin, characteristic emissions from the >D4 level to the 7F ]
(J = 3-6) states are observed, with the D4 — 7Fs transition being the most intense. Complex
formation results in enhancement of this band compared to free Tb(III), particularly at near-
neutral pH where ligand-bound species predominate. At higher pH values, partial quenching
occurs, likely associated with hydroxo-species formation and increased non-radiative
vibrational deactivation.

In contrast, the Tb(III)-dicloxacillin systems exhibit substantially stronger emission
intensities, especially for hydroxo-ligand species. The °D4 — "Fs transition shows pronounced
enhancement relative to both free Th(III) and the corresponding cloxacillin complexes. This
amplification suggests more efficient antenna sensitization and improved shielding of the
Tb(III) ion from coordinated water molecules, resulting in reduced non-radiative decay.
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Overall, the luminescence results corroborate the potentiometric findings and demonstrate
that ligand substitution significantly influences the stabilization and local symmetry of Ln(III)
complexes, with dicloxacillin appears to provide more efficient sensitization under the
applied experimental conditions and stronger emission enhancement than cloxacillin.
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Figure 9. Emission spectra of the systems: (a) Eu(Ill)/Cloxacillin (1:1 ratio); (b)
Eu(IIl)/Cloxacillin (1:2 ratio); (c) Tb(III)/Cloxacillin (1:1 ratio); (d) Tb(III)/Cloxacillin (1:2
ratio) (Experimental conditions: Ciigana = 0.001 M; Cyetal = 0.001 M (1:1 systems) and 0.0005
M (1:2 systems)).

Figure 10. Emission spectra of the systems: (a) Eu(Ill)/Dicloxacillin (1:1 ratio); (b)
Eu(IIT)/Dicloxacillin (1:2 ratio); (c¢) Tb(III)/Dicloxacillin (1:1 ratio); (d) Th(III)/Dicloxacillin (1:2
ratio) (Experimental conditions: Crigana = 0.001 M; Cpeta1 = 0.001 M (1:1 systems) and 0.0005
M (1:2 systems)).

3.5. IR spectroscopy

The infrared spectra of cloxacillin- and dicloxacillin-metal complexes (Figure 11) confirm the
presence of characteristic functional groups and provide insight into structural modifications
occurring upon coordination. All spectra were recorded under identical conditions to enable
direct comparison between free ligands, hydrated metal ions, and the corresponding complex
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species. Coordination-induced changes are reflected mainly in band shifts, intensity
variations, and subtle modifications of band profiles, indicating involvement of specific donor
groups in metal binding. Although multiple spectra are presented in a single plot, the key
coordination-related changes can be clearly identified in the characteristic vibrational
regions relevant to metal binding.

In all systems, the most significant spectral changes are observed in the regions associated
with the carboxylate, amide, and B-lactam carbonyl groups. The asymmetric and symmetric
stretching vibrations of the carboxylate group (v,s(COO~) and vs(COO~)), typically appearing
in the 1550-1400 cm~?! range, exhibit noticeable shifts and intensity variations upon complex
formation. These variations indicate deprotonation of the carboxyl group and its direct
participation in coordination. The separation between v,s and vs bands (Av = vys — v;) falls
within the range of approximately 150-200 cm~?, which is typical for coordinated carboxylate
groups; however, the exact binding mode cannot be unambiguously determined based on IR
data alone.

Alterations are also observed in the carbonyl stretching regions. The amide C=0O band
(around 1650-1690 cm~?) and the B-lactam carbonyl band (approximately 1750-1770 cm~1)
display slight shifts or changes in intensity. The B-lactam carbonyl band remains at
approximately 1760 cm~! in both free and complexed forms, indicating that this group is not
directly involved in coordination. Nevertheless, the persistence of these bands without
significant splitting or disappearance confirms preservation of the B-lactam ring structure.

Additional variations are observed in the 1200-1000 cm™? region, corresponding to C-O and
C-N stretching vibrations, further supporting ligand participation in metal binding. In
several complexes, broadening of bands in the 3200-3500 cm~! region suggests modification
of hydrogen-bonding interactions and possible changes in the hydration sphere upon
coordination.

Comparison of cloxacillin and dicloxacillin systems reveals qualitatively similar spectral
patterns; however, the dicloxacillin complexes generally display more pronounced band
shifts and intensity changes in the carboxylate region, consistent with stronger metal-ligand
interactions inferred from potentiometric and spectroscopic data. For lanthanide(III)
complexes, the spectral changes are generally less pronounced in terms of band shifts but
show clear intensity redistribution in the carboxylate and carbonyl regions, consistent with
predominantly oxygen-donor coordination. In contrast, the d-block metal complexes display
slightly more distinct band modifications, suggesting stronger perturbation of the ligand
electronic structure.

Overall, the IR results support coordination involving the deprotonated carboxylate group as
the primary binding site, with additional contributions from amide and neighboring donor
functionalities [32,36,39,40]. The observed spectral modifications are consistent with the
formation of mono-, bis-, and hydroxo-ligand complexes identified in solution studies.
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The IR spectra recorded for both equimolar systems and systems containing a two-fold excess

of ligand are provided in the Supplementary Materials (Figures S1-S4).
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Figure 11. IR spectra of the systems: (a) Co(II)/Cloxacillin (1:2 ratio); (b) Eu(Ill)/Cloxacillin
(1:1 ratio); (c) Cu(Ill)/Dicloxacillin (1:1 ratio); (d) Nd(III)/Dicloxacillin (1:2 ratio)
(Experimental conditions: Crigana = 0.01 M; Cpmetar = 0.01 M (1:1 systems) and 0.005 M (1:2
systems)).

4. Conclusions

The present study provides a comprehensive characterization of binary complexes formed
between cloxacillin and dicloxacillin and selected d-block (Co(II), Ni(II), Cu(Il)) and
lanthanide(III) (Nd(III), Eu(III), Tb(III)) ions. Potentiometric investigations confirmed the
formation of well-defined mono- and bis-ligand complexes under equimolar and ligand-excess
conditions, respectively, with hydroxo-ligand species appearing at higher pH values. In all
systems, speciation is strongly pH-dependent, progressing from protonated forms at low pH
to simple complexes and, ultimately, to mixed hydroxo species under alkaline conditions.

Analysis of the potentiometric titration data enabled the determination of reliable overall
stability constants (logf) and stepwise formation constants for all identified species. The
obtained equilibrium parameters reveal systematic differences in metal-ligand affinity
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across the studied series, clearly distinguishing the behavior of d-block and lanthanide(III)
ions. In particular, Cu(II) exhibits the highest binding tendency among the transition metals,
forming the most diversified set of coordinated species, while Co(II) and Ni(II) display more
moderate stability under comparable conditions. In the lanthanide(III) systems, complex
stability reflects the expected trend associated with increasing Lewis acidity along the
Nd(III) - Eu(Ill) — Tb(III) sequence. Importantly, replacing cloxacillin with dicloxacillin
results in discernible changes in both stability constants and species distribution,
demonstrating that even minor structural modification of the ligand framework has a
significant impact on the equilibrium behavior of the system.

The spectroscopic results fully corroborate the potentiometric models. UV-Vis spectra of the
d-block systems reveal coordination-induced perturbations of the ligand field, particularly
pronounced for Cu(II), while FT-IR data confirm the involvement of the deprotonated
carboxylate group as the primary coordination site, with possible additional contributions
from amide and neighboring donor functionalities. The persistence of the B-lactam carbonyl
band indicates preservation of the antibiotic core structure upon complexation.
Luminescence studies of Eu(III) and Tb(III) systems demonstrate effective ligand-to-metal
energy transfer, with dicloxacillin providing more efficient sensitization and stronger
emission enhancement, reflecting improved shielding of the lanthanide ion from coordinated
water molecules.

Overall, the results demonstrate that minor structural differences between cloxacillin and
dicloxacillin significantly influence complex stability, speciation, and spectroscopic behavior.
The combined potentiometric and spectroscopic approach provides a coherent description
of coordination modes and pH-dependent equilibria, contributing to a deeper understanding
of B-lactam-metal interactions. These findings may serve as a foundation for future studies
exploring the physicochemical consequences of metal complexation of isoxazolylpenicillins,
as well as their potential impact on hiological activity.
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Figure S1. IR spectra of (a) Co(II)/Cloxacillin (1:1 ratio); (b) Co(Il)/Cloxacillin (1:2 ratio); (c) Ni(II)/Cloxacillin
(1:1 ratio); (d) Ni(II)/Cloxacillin (1:2 ratio); (e) Cu(Il)/Cloxacillin (1:1 ratio); (f) Cu(II)/Cloxacillin (1:2 ratio).
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Figure S2. IR spectra of (a) Nd(IIl)/Cloxacillin (1:1 ratio); (b) Nd(IlIT)/Cloxacillin (1:2 ratio);

(c) Eu(IIl)/Cloxacillin (1:1 ratio); (d) Eu(Ill)/Cloxacillin (1:2 ratio); (e) Tb(III)/Cloxacillin (1:1 ratio);
() Tb(III)/Cloxacillin (1:2 ratio).
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Figure S3. IR spectra of (a)Co(Il)/Dicloxacillin (1:1 ratio); (b) Co(Il)/Dicloxacillin (1:2 ratio);
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