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Streszczenie

Wiasciwosci spektralne i fotofizyczne S5-deazaalloksazyny (S5DAII), jej metylowych
pochodnych, 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny (10Et-5DIzoAll) oraz monometylowych
pochodnych alloksazyny o budowie czteropierScieniowej zostaty okreslone przy
zastosowaniu metod eksperymentalnych oraz teoretycznych. Metodami absorpcyjno-
emisyjnymi w zakresie UV/Vis scharakteryzowano stany singletowe tych czasteczek.
Zwigzki te wykazuja dos¢ wysokie wartosci wydajnosci kwantowej fluorescencji oraz
stosunkowo diugie czasy zaniku fluorescencji, natomiast potozenie maksimow absorpcji
i fluorescencji sg uzaleznione od struktury pochodnej oraz uzytego rozpuszczalnika.
Zarowno parametry spektralne jak i fotofizyczne badanych czasteczek sa odmienne w
poréwnaniu do opisanych w literaturze trojpierscieniowych izo- i alloksazyn. Struktury
elektronowe czasteczek oraz przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet, singlet —
tryplet oraz tryplet — tryplet zostaly wyznaczone gtownie przy wykorzystaniu metod
DFT oraz ab-initio. W przypadku pochodnych 5DAIl oraz badanych pochodnych
alloksazyny okreslono, 1z najnizszy wzbudzony stan singletowy ma charakter m,m*.
Stany trypletowe wybranych czasteczek zostaly scharakteryzowane w acetonitrylu i
wodzie poprzez rejestracje widm absorpcji przejsciowej. Dla pochodnych SDAII
wyznaczono czas zycia stanu trypletowego, ktéry zanikal w mikrosekundowej skali
czasowej oraz dla 5DAIl w wodzie wyznaczono wydajno$é przejscia
interkombinacyjnego (®;sc = 0.43). Przy zastosowaniu technik stacjonarnych oraz
czasowo-rozdzielczych badana byla potencjalna tautomeryzacja alloksazynowo —
izoalloksazynowa w obecnosci kwasu octowego, jako efekt reakcji podwojnego
przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym. Badane pochodne S5DAIl zostaty
zdefiniowane jako wydajne sensybilizatory tlenu singletowego poprzez badanie
charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego przy A = 1270 nm, chociaz
warto$ci wydajnosci tworzenia tlenu singletowego sa nizsze niz dla analogicznych
alloksazyn. Okreslono réwniez roéwnowagi reakcji protonacji / deprotonacji w stanie
podstawowym i wzbudzonym dla 5-deazaalloksazyny oraz 1,3-dimetylo-5-
deazaalloksazyny jak rowniez zidentyfikowano mozliwe formy strukturalne tworzace
si¢ w zaleznosci od warunkoéw pH, wliczajac miedzy innymi: kation, forme neutralna,
monoaniony izo- i alloksazynowe oraz dianion o strukturze izoalloksazynowej.

Pokazana zostata rowniez uzyteczno$¢ synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej w



badaniach r6éznych pochodnych flawin i 5-deazaflawin. Przy wykorzystaniu réznych
skal polarno$ci rozpuszczalnikow, wliczajac skale polarnosci Af, EY, SA, SB oraz
czteroparametrowg skalg Catalan'a okreslono efekty solwatochromowe dla wybranych
pochodnych 5DAIl oraz okre$lono potencjalne mozliwosci formowania wigzan
wodorowych w stanie podstawowym i1 wzbudzonym pomig¢dzy badanymi czgsteczkami

a rozpuszczalnikiem.



Abstract

Spectral and photophysical properties of 5-deazaalloxazine (5DAII), its methyl
derivatives, 10-ethyl-5-deazaisoalloxazine (10Et-5DIzoAll) and alloxazine derivatives
with four ring structure have been investigated using experimental and theoretical
approach. UV/Vis absorption and emission spectroscopy have been used to describe the
electronic structure of studied molecules. Values of the fluorescence quantum yield
determined are relatively high, the fluorescence lifetimes are relatively long comparing
to respective alloxazines. Position of absorption and emission maxima have been found
as dependent on the position and number of methyl substituent and solvent used. Both
spectral and photophysical properties of 10Et-5DIzoAll and 5DAII derivatives are
different as compared to the respective iso- and alloxazines. The electronic structures of
molecules and the predicted energies of singlet — singlet, singlet — triplet and triplet
— triplet transitions have been determined using the DFT and ab-inito methods. For
5DAII derivatives and for alloxazine derivatives with four ring structure the Sy—S;
transition has been found having m,n* character. The triplet excited states of selected
molecules in water and in acetonitrile have been determined using transient absorption
spectroscopy. The triplet lifetime for S5DAIl derivatives have been found in a
microsecond time range and the quantum vyield of intersystem crossing for S5DAII in
water have been determined as equal 0.43. Steady-state and time-resolved spectroscopy
have been applied as tool to study excited-state double proton transfer reaction of SDAII
and alloxazine derivatives with four ring structure in the presence of acetic. It has been
found that 5DAII derivatives can be used as efficient photosensitizers of singlet oxygen.
The protonation / deprotonation equilibria for SDAII and 13Me-5DAII in the ground and
in the first excited singlet states have been determined in conjunction with identification
of the possible structural forms present in respective pH, cation, the neutral form,
monoanaions of iso- and alloxazinic structures, and dianion of isoalloxazinic structure.
The applications of the synchronous fluorescence spectroscopy have been implemented,
especially in studies of mixtures of flavin and 5-deazaflavin type of compounds.
Solvatochromic properties and the possible intermolecular solute-solvent hydrogen

bonding interactions in the ground and in the first excited singlet states have been
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described using different polarity scales, including Af, EY, SA, SB and the four-

parameter scale proposed by Catalan.
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1. Wstep i cele pracy

Pierwotnym aktem oddziatywania $wiatla z czasteczkami chemicznymi jest absorpcja.
Wywotuje ona w dalszej kolejnosci szereg procesoOw, gldwnie natury fizycznej oraz
chemicznej, ktore mogg doprowadzi¢ do istotnych zmian w strukturach elektronowych
oraz energii czasteczek. Niektore molekuly przeksztalcaja zaabsorbowang energie
W cieplo, inne wydajnie emituja promieniowanie w postaci fluorescencji lub
fosforescencji. Nie bez znaczenia pozostaje mozliwos$¢ udzialu takich czasteczek w
reakcjach fotochemicznych zachodzacych tak ze stanow singletowych jak
I trypletowych. Dodatkowo, czgsteczki mogg przekazywal zaabsorbowang energic
innym molekutom obecnym w ukladzie na przyktad w drodze sensybilizacji. Procesy
zachodzace na drodze sensybilizacji, wliczajac tutaj migdzy innymi fotoizomeryzacj¢
lub fotoutlenianie, sa bardzo wazng grupa procesow chemicznych, ktore moga wptywac
na przyktad na stabilnos$¢ i jako$¢ produktow zywnosciowych.

Flawiny, 5-deazaflawiny oraz produkty ich rozktadu: izoalloksazyny, alloksazyny, 5-
deazaizoalloksazyny oraz 5-deazaalloksazyny stanowig przedmiot zainteresowan
badawczych w wielu grupach badawczych z zakresu biologii, fotochemii, fotofizyki
oraz spektroskopii. Ryboflawina (witamina B;) to jedna z najwazniejszych pochodnych
z grupy flawin, ktora stanowi grupe prostetyczng w wielu flawoenzymach oraz w tak
waznych z biologicznego punktu widzeniach molekutach jak FAD (dinukleotyd
flawinowo-adeninowy) oraz FMN (mononukleotyd flawinowo-adeninowy) i jest
jednym z wazniejszych sensybilizatoréw tlenu singletowego w tkankach organizmow
zywych. Ryboflawina jest zwigzkiem rozpuszczalnym w wodzie, zar6wno pochodzenia
roslinnego jak 1 zwierzgcego, ktéra pod wpltywem ekspozycji na $wiatlo ulega
rozktadowi na prostsze zwiazki, w tym lumiflawing zaliczang do grupy izoalloksazyn.
Ryboflawina zostala odkryta w 1879 roku przez Blythto jako sktadnik mleka.
W pozniejszych latach zostata takze wyizolowana z innych Zrodetl naturalnych. Swoja
nazwe zawdzigcza zotej barwie oraz strukturze, w ktorej mozna wyr6znic¢ rybitolowy
tancuch boczny (1-3). Ryboflawing w najwyzszych stg¢zeniach mozna odnalez¢
W pozywieniu 1 napojach, w szczegdlnoSci w watrobie, jajkach oraz produktach
mlecznych. Rowniez bogatymi w ryboflawing sg drozdze oraz produkty fermentacyjne,

wliczajac w to piwo. Zawartos¢ ryboflawiny w piwie oraz produktach nabiatlowych (ser,
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mleko) jest szczegélnie istotna, poniewaz wystawienie ich na dziatanie $wiatta moze
skutkowa¢ zajsciem reakcji fotoutleniania (1,4-9).

Izo- i alloksazyny nalezg do zwigzkow heterocyklicznych zawierajagcych w pierscieniu
atomy azotu. Najbardziej znanym przedstawicielem jest lumichrom (7,8-
dimetyloalloksazyna). Niepodstawione alloksazyny na atomie azotu N(1) ulegaja pod
wplywem promieniowania z zakresu UV/Vis procesowi przeniesienia protonu na atom
N(10) w wyniku czego powstajg izomeryczne zwiazki — izoalloksazyny. Proces
przeniesienia protonu odbywa si¢ w obecnosci zwigzkéw posiadajagcych zdolnosé do
tworzenia wigzan wodorowych z czasteczka alloksazyny (kwas octowy, pirydyna).
5-Deazaflawiny sg mniej rozpowszechnione w przyrodzie oraz wykazuja mniejsza
aktywno$¢ biologiczng w pordwnaniu do flawin. Wykazano, iz moga spetniaé rolg
receptorow $wiatta niebieskiego (10,11) jak réwniez by¢ kofaktorami w zottych
chromoforach (10). Wykazano rowniez, iz pochodne 5-deazaflawin, wlaczajac w to 5-
deazaizoalloksazyny oraz 5-deazaalloksazyny, wykazuja aktywnos$¢
przeciwnowotworowg in-Vvitro (12-16). Z kolei 5-deazaalloksazyny to grupa zwigzkoéw
organicznych, ktora jest strukturalnie zblizona do alloksazyn. Najistotniejszg cecha,
ktora odroznia 5-deazaalloksazyny od alloksazyn jest zastgpienie azotu N(5) obecnego
w alloksazynach na grupe metinowa (=CH). Podobnie jak w przypadku alloksazyn,
najbardziej znanym przedstawicielem jest 5-deazalumichrom. Poréwnanie wlasciwosci
stanu podstawowego i pierwszego stanu wzbudzonego lumichromu i 5-
deazalumichromu wskazuje na liczne podobienstwa (podobny solwatochromizm, pK,
oraz pK,y*), jakkolwiek odnotowano roznice pomigdzy wartosciami momentu
dipolowego w stanie podstawowym i wzbudzonym. 5-Deazalumichrom, podobnie jak
lumichrom, ulega reakcji przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym w obecnosci
kwasu octowego, wydajnos¢ tego procesu jest takze wyzsza w porownaniu do 3-
metylolumichromu. Dowodzi si¢, 1z zastgpienie atomu azotu N(5) przez atom wegla
w pierscieniu  alloksazynowym ogranicza redystrybucje gestosci  elektronowe;
zaangazowane] w proces fototautomeryzacji w regionie N(1)-C(10)-N(10).
W literaturze przedmiotu brakuje doktadnych i systematycznych poréwnan pomigdzy
pochodnymi 5-deazaizoalloksazyny i 5-deazaalloksazyny z analogicznymi izo- i
alloksazynami. W zwigzku z tym, gldéwnym celem realizowanej pracy doktorskiej stato
si¢ wykazanie podobienstw 1 rdéznic w spektroskopii i fotofizyce pomiedzy

wspomnianymi heterocyklicznymi pochodnymi. Poréwnanie struktur: alloksazyny,
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izoalloksazyny, 5-deazaalloksazyny oraz 5-deazaizoalloksazyny zostato przedstawione
na Rysunku 1.

)
76/ 52 43N\
N H
O
All

3
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o
[zoAll 5DlIzoAll

Rysunek 1. Poréwnanie struktur: alloksazyny (All), izoalloksazyny (lzoAll), 5-
deazaalloksazyny (5DAII) oraz 5-deazaizoalloksazyny (5DlzoAll)

W ramach realizacji tematu pracy doktorskiej zostalty wykorzystane metody
eksperymentalne z zakresu chemii fizycznej jak rowniez obliczenia kwantowo-
chemiczne. Finalnie, jedynym z najwazniejszych celow rozprawy doktorskiej stato si¢
znalezienie i przebadanie nowych, wydajnych sensybilizatoréw tlenu singletowego,
przede wszystkim sposrod pochodnych 5-deazaalloksazyny. Wczesniejsze wyniki
badan nad fotosensybilizowanym generowaniem tlenu singletowego z wykorzystaniem
zwigzkow z grupy izo- i alloksazyn dowiodly, Zze zarowno izo- jak i alloksazyny sa
wydajnymi fotosensybilizatorami tworzenia tlenu singletowego. Jednakze, aby opisac¢
W pelni procesy zwigzane z fotoutlenianiem oraz sensybilizowanym tworzeniem tlenu
singletowego nalezy w pierwszej kolejnosci zbada¢ stany elektronowe: podstawowy i
wzbudzone, tak singletowe, jak i trypletowe dla pochodnych, ktéore mogg byc

potencjalnymi fotosensybilizatorami tworzenia tlenu singletowego.
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Do szczegotowych celéw rozprawy doktorskiej naleza:

Badania wtasciwosci spektralnych, fotofizycznych oraz fotochemicznych
réznych alkilowych pochodnych 5-deazaalloksazyny i 5-deazaizoalloksazyny
oraz monometylowych alloksazyn o strukturze czteropier§cieniowe;j;

Pomiary widm: absorpcji, emisji, synchronicznych, absorpcji przej$ciowej,
wyznaczenie wydajnosci kwantowych fluorescencji, czasow zycia wzbudzonego
stanu singletowego 1 trypletowego w réznych rozpuszczalnikach organicznych,
tak protycznych, jak i aprotycznych, polarnych i niepolarnych dla alkilowych
pochodnych 5-deazaalloksazyny i 5-deazaizoalloksazyny oraz monometylowych
czteropierscieniowych pochodnych alloksazyny;

Okreslenie wplywu zastgpienia atomu azotu (izo- i alloksazyny) w pozycji 5 na
grupe metinowa (5-deazaalloksazyny i 5-deazaizoalloksazyny) na szereg
wlasciwosci spektralnych i fotofizycznych poprzez poréwnanie z danymi
dostepnymi dla izo- oraz alloksazyn;

Badanie rownowag reakcji protonacji / deprotonacji, ktore ustalajg si¢ dla
pochodnych 5-deazaalloksazyny w funkcji pH przy wykorzystaniu metod
spektroskopii stacjonarnej oraz czasowo-rozdzielczej; opis form strukturalnych
obecnych w roznych warunkach pH, identyfikacja indywiduéw powstajacych
w r6znych warunkach pH srodowiska;

Badanie zdolnosci do tworzenia przez badane czasteczki wigzan wodorowych
zar6wno w stanie podstawowym jak 1 wzbudzonym;

Przeprowadzenie obliczen i modelowania teoretycznego dla badanych
pochodnych, wliczajac w to: (i) optymalizacje singletowego stanu
podstawowego, (ii) optymalizacje wyzszych  wzbudzonych stanow
singletowych, (iii) optymalizacje¢ stanu trypletowego, (iv) wyznaczenie energii
przej$¢ singlet — singlet, singlet — tryplet oraz tryplet — tryplet wraz
z odpowiadajgcymi im sitami oscylatora, (V) okreslenie gestoSci elektronowych
w stanie podstawowym i wzbudzonym, momentow dipolowych — zestawienie
| porownanie uzyskanych rezultatoéw z danymi eksperymentalnymi oraz danymi
opublikowanymi dla czasteczek izo- i alloksazyn;

Badanie reakcji fotoindukowanego przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym

dla pochodnych 5-deazaalloksazyny oraz alloksazyn o budowie
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czteropier§cieniowej w obecnosci czasteczek zdolnych do tworzenia wigzan
wodorowych (m.in. kwasu octowego) i porownanie wynikéw dla analogicznych
struktur alloksazynowych;

Okreslenie pochodnych 5-deazaalloksazyny jako sensybilizatorow tworzenia
tlenu singletowego w roznych rozpuszczalnikach przy wykorzystaniu
spektroskopii stacjonarnej oraz czasowo-rozdzielczej w zakresie bliskiej
podczerwieni oraz poréwnanie zdolnosci generowania tlenu singletowego przez
badane czasteczki do danych dostepnych dla odpowiednich izo- i alloksazyn;
Wykorzystanie  synchronicznej  spektroskopii  fluorescencyjnej  (SSF)
W badaniach mieszanin skladajacych si¢ z réznych pochodnych flawin oraz 5-

deazaflawin.
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2. Czes¢ literaturowa

2.1. Stany singletowe izo- i alloksazyn

2.1.1. Wprowadzenie

Izo- i alloksazyny sa zaliczane do grupy heterocyklicznych pochodnych azotowych, ktore
stanowig produkty rozktadu flawin — waznych zwigzkow organicznych o znaczacej
aktywnos$ci biologicznej, do ktérych zaliczane sg miedzy innymi: ryboflawina (RFI),
mononukleotyd flawinowy (FMN) oraz dinukleotyd flawinowo-adeninowy (FAD).
Badanie witasciwosci spektralnych i fotofizycznych stanéw singletowych zaréwno przy
wykorzystaniu metod eksperymentalnych, jak i teoretycznych szeregu izo- i alloksazyn
stanowi przedmiot intensywnego zainteresowania licznych grup badawczych od wielu lat
(17-28). Struktury: izoalloksazyny, ryboflawiny, FMN oraz FAD zostaty przedstawione na
Rysunku 2.

o
HsC N
3 U %NH Izoalloksazyna
PN
H4C N N (o]

éHg NH;

FMN

Rysunek 2. Struktura izoalloksazyny, ryboflawiny, FMN oraz FAD, na podstawie (1).
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Najbardziej znanymi pochodnymi flawin sg: lumiflawina (7,8,10-trimetyloizoalloksazyna)
oraz lumichrom (7,8-dimetyloalloksazyna). Natomiast sposrod 5-deazaflawin, dotychczas
najczesciej opisywang w literaturze czasteczkg byl 5-deazalumichrom (7,8-dimetylo-5-
deazaalloksazyna). Porownanie wybranych wiasciwosci spektralnych i fotofizycznych dla
5-deazalumichromu oraz lumichromu dowodzi, iz pomimo podobienstwa strukturalnego,
czasteczki te posiadaja podobne wiasciwosci solwatochromowe, zblizone wartosci pKj
oraz pK,*, jednak wartosci momentéw dipolowych sg nieco odmienne. Wyznaczone
wartosci wynosza odpowiednio: w stanie podstawowym i wzbudzonym 5.0 D oraz 6.5 D
dla 5-deazalumichromu oraz 5.1 D i 7.7 D dla lumichromu (29).

Szczegolne zainteresowania stanami singletowymi izo- i alloksazyn rozpoczety sie w
momencie odkrycia dla nich reakcji podwdjnego przeniesienia protonu w stanie
wzbudzonym w obecnosci zwigzkow zdolnych do tworzenia wigzan wodorowych, takich
jak pirydyna lub kwas octowy. Najwazniejszym substratem tej reakcji jest alloksazyna,
ktéra w stanie wzbudzonym tautomeryzuje do analogicznej izoalloksazyny. Jednakze,
reakcja jest mozliwa wytacznie dla alloksazyn, ktore nie posiadajg zadnych podstawnikow
przy atomach N(1) oraz N(10) (30-33). Dodatkowo, izo- i alloksazyny stanowia
interesujace sensybilizatory generowania tlenu singletowego w roztworach wodnych jak
rébwniez w rozpuszczalnikach organicznych i organizmach zywych. Wykazano, iz
pochodne flawin stanowig interesujace katalizatory procesow fotoutleniania sulfidow do
sulfoksydow. Dla wyjasnienia tego procesu proponuje si¢ dwa odmienne mechanizmy:
fotoutlenianie zachodzace przy udziale tlenu singletowego oraz przeniesienie elektronu

(ET) poprzez stan trypletowy czasteczki tlenu (34,35).

2.1.2. Lumichrom i lumiflawina

Lumichrom posiada w swojej strukturze heterocykliczny, trojpierScieniowy uktad
aromatyczny o konfiguracji wigzan typu ,,Cis” przy atomach N(5) oraz N(10), dlatego jest
zaliczany do alloksazyn. Z kolei lumiflawina posiada przy tych samych atomach uktad
HLtrans” i w zwigzku z tym jest zaliczana do izoalloksazyn (Rysunek 3). Zaréwno
lumichrom jak i lumflawina s3 znane literaturowo jako zwiazki modelowe w opisie
wlasciwosci odpowiednio alloksazyn 1 izoalloksazyn. Porownanie wybranych parametrow
spektralnych i fotofizycznych w stanach singletowych dla lumichromu i lumiflawiny w

réznych rozpuszczalnikach organicznych zostalo zawarte w Tabeli 1. Lumiflawina,
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podobnie jak wiekszos¢ izoalloksazyn wykazuje batochromowe przesunigcia maksimow
absorpcji i emisji we wszystkich pokazanych rozpuszczalnikach w poréwnaniu do
lumichromu (alloksazyny). Obydwa zwiazki wykazuja w dlugofalowej czgsci widma
absorpcji dwa dobrze rozdzielone pasma. W przypadku LChr pierwsze z nich znajduje si¢
zwykle w przedziale pomigdzy okoto 280 — 350 nm z maksimum przypadajacym na okoto
330 nm. Drugie pasmo obejmuje obszar od okoto 350 nm do okoto 420 nm z maksimum
przy okoto 380 nm (19,36). Z kolei dla LF1 pierwsze pasmo notuje si¢ w przedziale od ok.
300 nm do ok. 375 nm (z maksimum przypadajacym na okoto 345 nm) oraz drugie pasmo
w przedziale od ok. 380 nm do ok. 500 nm (z maksimum przy okoto 445 nm). Doktadne
usytuowanie maksiméw absorpcji jest uzaleznione od zastosowanego rozpuszczalnika
(Tabela 1). Przyktadowe widma absorpcji i emisji lumichromu oraz lumiflawiny
w acetonitrylu  zostaty przedstawione na Rysunku 4. Obliczenia teoretyczne
przeprowadzone technikami DFT wskazuja, iz przejscie elektronowe So — S; w przypadku
lumiflawiny ma charakter 7,n*, natomiast dla lumichromu odnotowano przejscie typu n,m*
(36). Fluorescencja jest interesujacym kanatem dezaktywacji wzbudzonego stanu
singletowego zarowno dla LChr jak i LFl. Stwierdzono, iz Ar dla LFI jest praktycznie
niezalezne od polarnosci rozpuszczalnika, w przypadku DCE, ACN oraz MeOH
odnotowano maksimum fluorescencji przy okoto 530 nm. LChr, podobnie jak w wypadku
widm absorpcji, dtugofalowe przesunigcie Ar 0dnotowano w metanolu (453 nm), natomiast
w ACN i DCE Ar ~ 440 nm (Tabela 1). Wykazano, iz lumiflawina posiada znacznie
dhuzsze czasy zycia fluorescencji oraz fluorescencja staje si¢ bardziej uprzywilejowanym
kanatem dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego w poréwnaniu do lumichromu,
przy zastosowaniu tego samego rozpuszczalnika. Ponadto, analizujac przedstawione w
Tabeli 1 wartosci czasow zycia fluorescencji mozna stwierdzi¢, iz w przypadku LChr
obserwuje si¢ nieco dluzszy t= w metanolu (1.04ns) w poréwnaniu do innych
rozpuszczalnikow (acetonitryl, dichloroetan) — w tych uktadach czas zycia fluorescencji
wynosi okoto 0.6 ns. Podobne korelacje zostaty znalezione dla lumichromu w DMSO i
wodnym uktadzie buforowym (19). Jest to interpretowane poprzez wigkszg stabilizacje
uktadu fluoryzujacego, ktéra ma miejsce wskutek istnienia oddzialywan specyficznych
pomigdzy lumichromem a rozpuszczalnikami protycznymi. Z przedstawionych danych w
Tabeli 1 dla lumiflawiny wynika, iz dla tej czasteczki nie obserwuje si¢ podobnych
efektow — czas zycia fluorescencji, niezaleznie od zastosowanego rozpuszczalnika, Wynosi

ok. 7 ns. Zaréwno dla lumichromu jak i lumiflawiny notuje si¢ wyzsze wartoSci statych



22|Cz¢sé¢ literaturowa

nieradiacyjnych w poréwnaniu do stalej radiacyjnej dezaktywacji wzbudzonego stanu

singletowego w tych samych rozpuszczalnikach (Tabela 1).

H GHs
HaC No N__O  HC N. _N__O
AN oY 10 Y1
HsC N H  H4C N “H
O O
LFI

LChr

Rysunek 3. Struktura lumichromu (LChr) i lumiflawiny (LFI)

Tabela 1. Wtasciwosci lumichromu i lumiflawiny w niektorych rozpuszczalnikach organicznych w
stanach singletowych

TF kr anr

Rozpuszczalnik | Zwiazek A/nm A/nm Ae/hm @
P ¢ ? ' F " s /10%t /10%t

ACN LFIP 342 443 533 016 7.7 021 11
LChr® 334 380 437 0.03 06 043 15.0
DCE LFIP 345 447 533 015 6.8 0.22 1.3
LChr? 344 382 440 0.03 06 043 16.0
MeOH LFP 351 442 531 0.13 6.8 0.19 1.3

LChr? 339 384 453 0.03 1.0 0.30 9.3

A1, Ao pozycje dwoch najnizszych energetycznie pasm w widmach absorpcji, A maksimum fluorescencji, ®r
wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji, 1 czas zycia stanu singletowego, K, stala radiacyjna, Xk, suma statych
nieradiacyjnych, w tabeli uzyto skroty rozpuszczalnikow: ACN — acetonitryl, DCE — 1,2-dichloroetan, EtOH
— etanol, MeOH — metanol, na podstawie: ? (36).
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Rysunek 4. Widma absorpcji (A), widma emisji (B) LChr oraz LFI w acetonitrylu. Widma emisji
otrzymano przy Aee = 360 nm (LChr) oraz Aex. = 400 nm (LFI)
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Poczatkowe wzmianki w literaturze dotyczace fluorescencji lumichromu zostaty
przeprowadzone przy zastosowaniu nanosekundowej czasowo-rozdzielczej fluorescencji.
W tym przypadku zaobserwowano, iz w mieszaninach: pirydyna-dioksan oraz kwas
octowy-etanol sg obecne dwa pasma fluorescencyjne — jedno przy 440 nm, drugie
dhugofalowe przy 540 nm. Pierwsze pasmo przypisano dezaktywacji wzbudzonego stanu
singletowego lumichromu, natomiast drugie dla tautomeru flawinowego. Zauwazono, iz
drugi sktadnik (flawinowy) tworzy si¢ w stanie wzbudzonym, a zdolnos$ci katalityczne
wykazywata pirydyna oraz kwas octowy, ktory przez autorow zostal okreslony jako
katalizator ,,dwufunkcyjny”. Stwierdzono, ze szybko$¢ procesu jest uzalezniona od
stezenia Kkatalizatora (37). Podobne badania dotyczace fluorescencji metylowych
pochodnych lumichromu oraz mozliwej tautomeryzacji zostaly przeprowadzone
w mieszaninie  metanol:kwas  octowy dla  3-metylolumichromu oraz  1,3-
dimetylolumichromu. Stwierdzono, iz w przypadku 1,3-dimetylolumichromu proces
tautomeryzacji do formy izoalloksazynowej jest niemozliwy, natomiast dla 3-
metylolumichromu stwierdzono, przy 5% stezeniu kwasu octowego, czasy zaniku
fluorescencji odpowiednio: 0.9 ns (dla formy alloksazynowej) oraz 6.4 ns (dla tautomeru
izoalloksazynowego), natomiast w miar¢ wzrostu stgzenia kwasu octowego obserwowano
stopniowe obnizenie czasu zycia fluorescencji obydwu form, by w czystym kwasie
octowym odnotowaé wartosci: 80 ps (dla formy alloksazynowej) oraz 2.4 ns (dla formy
izoalloksazynowej). Wykazano, iz utworzenie wigzania wodorowego pomigdzy atomem
azotu N(10) 3-metylolumichromu a kwasem octowym stanowi wstepny etap przed
utworzeniem wigzania wodorowego z N(1) 3-metylolumichromu, ktore jest niezbedne do
zaj$cia procesu tautomeryzacji (38).

W innych badaniach udowodniono, iz lumichrom moze silnie oddziatywa¢ w stanie
podstawowym z anionami fluorkowymi oraz octanowymi w roztworze acetonitrylu. Za
pomocg miareczkowania spektrofotometrycznego pokazano, iz pomiedzy lumichromem a
wspomnianymi anionami mogg tworzy¢ si¢ kompleksy zaréwno o stechiometrii 1:1 jak 1
1:2. Pokazano, iz pod wplywem wzrostu st¢zenia zaréwno anionu fluorkowego jak i
octanowego, w widmach absorpcji obserwuje si¢ powstanie nowego, batochromowego
pasma absorpcji, ktére przypisano obecnosci formy izoalloksazynowej w uktadzie.
Podobne zalezno$ci stwierdzono w widmach fluorescencji, gdzie obok emisji formy
alloksazynowej obserowano réwniez emisj¢ formy izoalloksazynowej. Wyjasniono to jako
efekt procesu redystrybucji gestosci elektronowej w pierscieniu heterocyklicznym wskutek

obecno$ci wspomnianych anionéw w uktadzie (39). Widma absorpcji oraz fluorescencji
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lumichromu powstajace w efekcie miareczkowania jonami fluorkowymi oraz octanowymi

przedstawiono na Rysunku 5.
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Rysunek 5. Rezultaty miareczkowania spektrofotometrycznego lumichromu w acetonitrylu jonami
fluorkowymi (A) oraz jonami octanowymi (B); wstawki na (A) i (B) oznaczaja odchylenia
absorbancji przy 350 nm (m) i 450 nm (A), linie ciggle odnoszg si¢ do dopasowanej funkcji.
Zmiana widm fluorescencji wskutek dodania wzrastajacej ilo$ci jondéw fluorkowych (C) oraz
octanowych (D) zarejestrowane przy Aexe = 309 nm; wstawki na (C) i (D) oznaczajg zmiany
intensywnosci fluorescencji przy 440 nm (m) oraz 530 nm ( A ); na podstawie (39).

W innych badaniach wykazano, iz lumichrom moze dziata¢ jako endogenna sonda
fluorescencyjna i oddziatywa¢ miedzy innymi z nukleozasadami, nukleozydami oraz
kwasami nukleinowymi. Stwierdzono, iz fluorescencja lumichromu moze by¢ wygaszana
wskutek oddziatywania z kwasami nukleinowymi lub ich prekursorami. Stwierdzono, iz
wygaszanie fluorescencji lumichromu w takich uktadach jest kontrolowane przez dyfuzje
(40). Lumichrom stat si¢ przedmiotem badan w roztworach wodnych w kationowych
I anionowych micelach. Wykazano wplyw obecnosci roznych $rodkow powierzchniowo
czynnych, ktére tworza micele w roztworach wodnych na wlasciwosci absorpcyjne
i emisyjne lumichromu przy wykorzystaniu metod spektroskopii stacjonarnej oraz
czasowo-rozdzielczej (41,42). W widmach absorpcji lumichromu znajdujacego sie
w uktadach micelarnych stwierdzono obecno$¢ w dlugofalowej czgsci widma dwoch
charakterystycznych pasm absorpcji, ktore sa notowane takze w rozpuszczalnikach
organicznych oraz dodatkowego, stabego pasma przy okoto 450 nm, za ktérego obecnos¢
odpowiada anion izoalloksazynowy. W miar¢ wzrostu st¢zenia surfaktantu odnotowano

zmiany w widmach absorpcji, ktére §wiadcza o powstaniu oddziatywania pomigdzy LChr
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a surfaktantem juz w stanie podstawowym (42), natomiast w widmach fluorescencji, w
tych samych warunkach, odnotowano wyrazne wygaszanie fluorescencji z
hipsochromowym przesunigciem maksimum emisji, niezaleznie od typu miceli,
W porownaniu do emisji lumichromu w czystej wodzie. Wiaze si¢ to bezposrednio
Z obnizeniem wydajnosci kwantowych fluorescencji lumichromu w uktadach micelarnych
(szczegblnie kationowych) w porownaniu do czystej wody, chociaz przy stopniowym
zwiekszaniu dlugosci tancucha alkilowego w czasteczkach stosowanych surfaktantow
odnotowano wzrost w wydajnosci kwantowej fluorescencji. Proponowany przez autorow
schemat wbudowania si¢ i oddziatywania lumichromu z czasteczkami surfaktantow zostat

przedstawiony na Rysunku 6.
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Rysunek 6. Schematyczne przedstawienie obecnosci lumichromu w $rodowisku micelarnym, na

podstawie (42).

Lumichrom oraz jego pochodne sa badane nie tylko w roztworach rozpuszczalnikow
organicznych lub wodnych, ale réwniez po przeprowadzeniu osadzania na ciele statym. Do
najpopularniejszych nosnikéw organicznych wykorzystywanych do charakterystyki LChr
nalezg gtownie pochodne cyklodekstryny oraz celulozy (43,44).

Badania LChr osadzonego na celulozie wskazuja, iz w widmach dyfuzyjno-odbiciowych
sg obecne dwa pasma absorpcji, ktorych maksima sg zlokalizowane przy 354 nm i 388 nm,
natomiast maksimum fluorescencji zlokalizowane jest przy 460 nm i jest zblizone do
obserwowanego w polarnych rozpuszczalnikach. Badania czasowo-rozdzielcze wskazuja
na obecnos¢ trzech form emitujacych promieniowanie (45), sposrod ktorych dwa wykazuja

dluzszy czas zycia nalezacy do odrgbnych monoanionéw zwigzanych z deprotonacja
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zachodzaca na atomach N(3) oraz N(1). Z kolei zastosowanie absorpcji przejsciowej
wskazuje na obecnos¢ dwoch indywiduodw, sposrod ktorych jeden z nich zostat
zidentyfikowany jako stan trypletowy (krotszy czas zycia), natomiast drugi jako pot-
zredukowany rodnik, podobny do zidentyfikowanego dla ryboflawiny jako -efekt
przeniesienia protonu z jednostki glukozowej do grupy karbonylowej lumichromu. W
przypadku uzycia B-cyklodekstryn odnotowano, iz niektdore monometylowe pochodne
moga modyfikowaé¢ witasciwosci fotofizyczne poprzez utworzenie dlugofalowej emisji,
ktora powstaje jako skutek formowania si¢ wigzan wodorowych pomigdzy p-
cyklodekstryng a czasteczka alloksazyny (46).

Przyktadowo, LChr zostal poddany reakcji kompleksowania z 2-hydroksypropylo-p-
cyklodekstryng, ktéra stanowi jedng z cze$ciej wykorzystywanych pochodnych
cyklodekstryny w zastosowaniach farmaceutycznych. Przy wykorzystaniu metod
absorpcyjno-emisyjnych wykazano, iz stechiometria reakcji kompleksowania pomig¢dzy
lumichromem a 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng wynosi 1:1 oraz zbadano wplyw
substancji pomocniczych stosowanych w farmacji na przebieg kompleksowania, wliczajac
w to rozne alkohole oraz bufory. Wykazano, iz zmiana substancji pomocniczej nie wplywa
znaczaco na ksztalt 1 polozenie maksimoéw w widmach absorpcji 1 emisji, jednakze w miare
wzrostu stezenia pochodnej cyklodekstryny stwierdzono stopniowe obnizenie absorbancji
uktadu. Autorzy interpretuja to, jako efekt tworzenia komplekséw lumichrom -
cyklodekstyna w stanie podstawowym. Podobny efekt zostat stwierdzony w czasie oceny
intensywnos$ci fluorescencji oraz wydajnosci kwantowych fluorescencji. Zastosowanie
metod czasowo-rozdzielczych pozwolito wyznaczy¢ czasy zycia fluorescencji w obecnosci
oraz nieobecnosci procesu kompleksowania przez cyklodekstryng. Stwierdzono, iz proces
kompleksowania obniza warto$¢ czasu zycia fluorescencji (47). Ponadto, przy uzyciu
metod fluorymetrycznych badano procesy formowania kompleksow typu inkluzyjnego z
lumichromem oraz B-cyklodekstryng. Uzyskane wysokie wartosci stalych kompleksowania
$wiadczg o mozliwo$ci formowania si¢ tego typu kompleksow (48).

Podobnie do LChr, rowniez lumiflawina stala si¢ przedmiotem badan spektralnych i
fotofizycznych nie tylko w homogenicznych uktadach rozpuszczalnikow organicznych, ale
rowniez w ukltadach micelarnych. Zwigzki o strukturze flawin, wliczajac w to lumiflawing
byly badane z uzyciem spektroskopii stacjonarnej oraz czasowo-rozdzielczej w
odwroconych uktadach micelarnych dokusanu sodowego w roztworze n-heksanu, do
ktérego dodawno wode. Rezultaty badan wskazuja, ze istotny wklad w modulowanie

stanow wzbudzonych badanych flawin we wspomnianych uktadach micelarnych



27|Cz¢sé¢ literaturowa

odgrywaja wigzania wodorowe pomig¢dzy flawing a dodawang woda (49). Stwierdzono, iz
w widmach absorpcji lumiflawiny oraz innych pochodnych flawin nastgpuje obnizenie
molowego wspolczynnika absorpcji oraz pojawia si¢ efekt hipsochromowy zaréwno dla
pasm odpowiadajgcych za przejScie So—S; jak rowniez So—S; w poréwnaniu do widm

absorpcji tych zwigzkow znajdujacych sie¢ w buforze fosforanowym przy pH ~ 7 (49).

2.1.3. Alloksazyna i jej wybrane mono- i di-metylowe pochodne

Poza lumichromem (7,8-dimetyloalloksazyna) przedmiotem badan spektralnych i
fotofizycznych stata si¢ alloksazyna oraz jej wybrane alkilowe pochodne, gtownie w
roztworach rozpuszczalnikow organicznych. Dane dla wybranych zwiazkéw zostaly
zebrane w Tabeli 2, natomiast struktury tych pochodnych przedstawiono na Rysunku 7.
W widmach absorpcji mozna wyrdézni¢ charakterystyczne maksima pojawiajace si¢ w
zakresie UV-Vis, podobnie jak to miato miejsce w przypadku opisanego wczesniej
lumichromu. Typowe alloksazyny wykazuja dwa dobrze rozdzielone pasma w
dlugofalowej czg¢sci widma absorpcji, pierwsze z nich zlokalizowane zwykle przy ok.
370 nm, natomiast drugie przy ok. 330 nm. Doktadne potozenie maksiméw absorpcji jest
uzaleznione od rodzaju badanej pochodnej oraz uzytego rozpuszczalnika. Zgodnie z
wynikami obliczen teoretycznych, dwa rozdzielone maksima absorpcji w diugofalowe;j
czgsci widma notowane dla alloksazyny 1 jej alkilowych pochodnych, sa zwigzane z
dwoma niezaleznymi przejSciami elektronowymi typu m,m*. Jednakze, w wigkszosci
przypadkow, najnizej zlokalizowanym przej$ciom typu m,n* towarzyszy blisko potozony
stan typu n,n*. Blisko potozone stany typu n,n* oraz m,m* moga w niektorych sytuacjach
ulega¢ inwersji. Kolejno$¢ stanéw n,n* oraz m,m* jest silnie zwigzana z usytuowaniem
podstawienia metylowego w pierscieniu alloksazynowym. Zgodnie z wynikami obliczen
teoretycznych metodami DFT przejscie elektronowe So — S1 ma zwykle charaker m,m*,
tylko w przypadku alloksazyny oraz 8-metyloalloksazyny przejécie elektronowe Sy — S;
ma charakter n,* (50) oraz dla 6,8-dimetyloalloksazyny, posrod pochodnych
dimetylowych alloksazyn (51).
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Rysunek 7. Struktura alloksazyny i jej wybranych mono- i di- metylowych pochodnych

Allokazyny, niezaleznie od ilo$ci grup alkilowych w pierécieniu heterocyklicznym oraz ich
usytuowania wykazuja w widmach fluorescencji w rozpuszczalnikach organicznych,
podobnie jak lumichrom oraz lumiflawina, zwykle jedno pasmo, dla ktérego usytuowanie
maksimum jest uzaleznione od struktury pochodnej oraz rozpuszczalnika. Zwykle
W rozpuszczalnikach polarnych obserwuje si¢ batochromowe przesunigcie maksimum
emisji w porownaniu do rozpuszczalnikow niepolarnych. Dla przyktadu, 6-
metyloalloksazyna wykazuje maksimum fluorescencji przy 455 nm w dichloroetanie,
natomiast w etanolu przy 460 nm (Tabela 2). Podobne prawidtowosci mozna zauwazy¢
analizujac pozostate pochodne alloksazyny. Zmierzone zaniki fluorescencji wskazuja na
obecnos¢ jednej formy emitujacej promieniowanie, ktéra zanika zwykle w czasie rzedu
setek ps do kilku ns, a ich konkretna warto$¢ zalezy od rodzaju uzytego rozpuszczalnika
oraz struktury czasteczki. Dluzsze czasy zycia alloksazyn obserwuje sie
w rozpuszczalnikach polarnych (Tabela 2). Wyznaczone warto$ci statych radiacyjnej i
nieradiacyjnej dezaktywacji stanu wzbudzonego $wiadcza, iz fluorescencja nie jest
uprzywilejowanym kanatem dezaktywacji stanu wzbudzonego alloksazyny oraz jej
metylowych pochodnych, zdecydowanie bardziej uprzywilejowane sa procesy
nieradiacyjnej dezaktywacji. Obecno$¢ grup metylowych w pierscieniu alloksazynowym
wplywa istotnie migdzy innymi na warto$ci czasoOw zycia stanu singletowego oraz
wydajnosci kwantowe fluorescencji. Wprowadzenie grupy metylowe; w pozycje C(7)
i C(8) skutkuje obnizeniem wartosci wydajno$ci kwantowych fluorescencji oraz

skréceniem czasu zycia stanu singletowego.
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Tabela 2. Wiasciwosci alloksazyny oraz jej mono- i di- metylowych pochodnych w stanach
singletowych

Te K, Ko
/ns  /10%7* /10%™
All® 320 372 432 0009 035 026 28
6MeAll® 333 380 452 0017 09 019 11
8MeAll 335 370 426 0.017 04 041 25
ACN 9MeAll* 333 379 449 0.018 07 029 16
68MeAll’ 350 - 461 0.020 124 016 7.9
69MeAll” 343 388 491 0.080 888 0.09 1.0
89MeAll’ 351 375 461 0.019 114 016 6.1

Rozpuszczalnik | Zwigzek  X/nm  A/nm  Ag/nm  Dp

All? 322 374 434 0.023 019 1.2 51
6MeAll* 336 375 455 0.029 0.87 0.33 11
8MeAll* 348 368 425 0.024 032 0.75 30
DCE 9MeAll* 336 380 450 0.028 0.74 0.38 13
68MeAll’ 350 - 463 0.017 119 0.14 8.3
69MeAll® 344 380 491 0.094 949 0.10 0.95
89MeAll® 351 375 462 0.017 102 0.17 9.6

All? 321 376 445 - 0.86 - -
6MeAll* 332 380 460 0.016 1.03 0.16 9.5

F1OH 8MeAll* 341 373 436 0.031 051 0.60 19
9MeAll* 335 381 465 0.030 135 0.22 7.2
68MeAll° 352 - 475 0.034 228 0.15 4.2
MeOH 69MeAll® 347 388 513 012 117 0.10 0.8

89MeAll’ 354 383 473 0.039 241 0.16 4.0

M, Ay pozycje dwoch najnizszych energetycznie pasm w widmach absorpcji, Ax maksimum fluorescencji, ®
wydajno$¢ kwantowa fluorescencji, tr czas zycia stanu singletowego, k; stata radiacyjna, Xk, suma statych
nieradiacyjnych, w tabeli uzyto skroty rozpuszczalnikow: ACN — acetonitryl, DCE — 1,2-dichloroetan, EtOH
— etanol, MeOH — metanol, na podstawie: 2 (52) oraz ° (51).

Z kolei obecno$¢ grupy metylowej w pozycjach C(6) oraz C(9) wywotuje przeciwny efekt,
tj. podwyzszenie wartosci wydajnosci kwantowej fluorescencji oraz wydtuzenie czasu
zycia stanu singletowego. Dodatkowo, obecno$¢ grupy metylowej w roznym usytuowaniu
pierscienia alloksazynowego modyfikuje wlasciwosci absorpcyjno-emisyjne. Dla
przyktadu, wprowadzenie grupy metylowej w pozycje C(8) taczy obydwa pasma absorpcji
ze wzgledu na batochromowe przesunigcie A, oraz hipsochromowe przesunigcie A, CO

powoduje trudno$¢ w ich rozréznieniu (52). Podobna sytuacja zostala odnotowana dla
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dimetylowych pochodnych alloksazyny, szczegdlnie dla 6,8-dimetyloalloksazyny. W tym
przypadku w widmie absorpcji odnotowano obecno$¢ jednego, szerokiego pasma, z
maksimum zlokalizowanym przy ok. 350 nm (doktadne potozenie jest zalezne od

stosowanego rozpuszczalnika).

2.1.4. 1zoalloksazyny

Jak wspomniano wcze$niej, jednym z najczesciej wykorzystywanych ukladow
modelowych w badaniach izoalloksazyn jest lumiflawina. Jednakze, inne czasteczki oparte
na strukturze izoalloksazyny, rowniez sg poddawane badaniom spektralnym
I fotofizycznym. Wykazano, iz obecno$¢ grupy metylowej przy atomach wegla C(6) oraz
C(9) powoduje wygaszanie fluorescencji oraz skrocenie czasu zycia fluorescencji, podczas
gdy przytaczenie grupy metylowej w pozycje C(7) powoduje przeciwny efekt (Tabela 3).
Jedna z mozliwo$ci wyjasnienia obserwowanego zjawiska staty si¢ réznice w tworzeniu
wigzan pomiedzy grupami metylowymi a pierScieniem izoalloksazynowym, ktore skutkuja
pojawieniem si¢ odksztalcen struktury izoalloksazynowej, ktore moga sprzyjacé
wygaszaniu fluorescencji. Zaobserwowano rowniez, iz absorpcja kationowej formy
izoalloksazyny przesuwa si¢ w kierunku wyzszych energii w poréwnaniu do neutralnej
postaci izoalloksazyny. Fluorescencja formy kationowej izoalloksazyny jest silnie
wygaszana w roztworach wodnych oraz obserwuje si¢ znaczne skrocenie czasOw zycia
fluorescencji w tych warunkach. Prawdopodobnie, efekt ten wynika z silnego
oddziatywania natadowanej formy izoalloksazyny z dipolami czasteczek wody, ktore
skutkuja dezaktywacjg nieradiacyjng (53). Porownanie odpowiednich maksiméw absorpcji
I fluorescencji izoalloksazyn z analogicznymi allokazynami wskazuje, iz dla izoalloksazyn
obserwuje si¢ batochromowe przesunigcia w kazdym przypadku, niezaleznie od
zastosowanego rozpuszczalnika.

Struktury elektronowe w stanach singletowych oraz trypletowych wraz z przewidywanymi
energiami przej$¢ singlet — singlet, singlet — tryplet oraz tryplet — tryplet dla
tetrametylo- podstawionych izoalloksazyny zostaly ustalone na podstawie obliczen
teoretycznych metodami DFT oraz poréwnane z dostgpnymi danymi eksperymentalnymi
(54). Dodatkowo zostaty ustalone orientacje i dtugosci wektorow momentow dipolowych
dla stanow: Sp, S; oraz Ty dla wybranych izoalloksazyn, przedstawiono na Rysunku 8.
Wybrane parametry spektralne i fotofizyczne zarejestrowane w acetonitrylu dla kilku

tetrametylo- podstawionych izoalloksazyn zostaly zebrane w Tabeli 3. Wyznaczone
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wielkosci i kierunki momentéw dipolowych dla réznych tetrametylo- podstawionych
izoalloksazyn nie wykazuja znaczacych réznic, jesli uwzgledni si¢ zaréwno roznice
strukturalne w czasteczkach oraz rézne stany elektronowe. Praktycznie zawsze wektory
momentéw dipolowych sg zorientowane na linii N(3) — C(8). Z kolei podwyzszenie
warto$ci momentow dipolowych obserwuje si¢ w stanie S; natomiast obnizenie w stanie T
(54). Na podstawie obliczen teoretycznych stwierdzono, iz najnizsze energetycznie
przejscie singlet — singlet pojawia si¢ przy okoto 413 nm i1 ma charakter w,n*, ktéremu dla
wielu tetrametylo- podstawionych izoalloksazyn towarzyszy wyzsze energetycznie
przejscie o charakterze n,m*. Nalezy dodaé¢, iz dla dwoch pochodnych: 3,6,8,10-
tetrametyloizoalloksazyny oraz 3,8,9,10-tetrametyloalloksazyny najnizsze energetycznie
przejsécie singlet — singlet ma charakter n,n*, chociaz wyliczona réznica pomiedzy tym
stanem, a kolejnym wyzszym energetycznie (o charakterze m,n*) wynosi okoto 800 cm™

(54).
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Rysunek 8. Struktury wybranych izoalloksazyn wraz z wyznaczonymi kierunkami i wartosciami

momentoéw dipolowych w réznych stanach elektronowych (So, S; oraz T;), na podstawie [54].
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Tabela 3. Wiasciwosci spektralne i fotofizyczne wybranych tetrametylo- podstawionych
izoalloksazyn w acetonitrylu w stanach singletowych

T K ZKor
Ins /10%t /108%™
3,6,7,10-1z0* 349 448 543 0.17 39 044 2.1
3,6,8,10-1z0* 370 446 540 0.18 39 0.6 2.1
3,7,8,10-1z0* 342 444 531 047 6.9 0.68 0.77
3,7,9,10-1z0*° 346 448 552 0.18 4.2 043 2.0

Zwiazek A/nm  A/nm o Ag/nm Df

A, Ay pozycje dwoch najnizszych energetycznie pasm w widmach absorpcji, A maksimum fluorescencji, ®¢
wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji, 1 czas zycia stanu singletowego, K, stala radiacyjna, Xk, suma statych
nieradiacyjnych, na podstawie: * (53,54)
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2.2. 1zo- i alloksazyny w stanach trypletowych

2.2.1. Wprowadzenie

Oprocz opisu stanow singletowych flawin, 5-deazaflawin oraz ich pochodnych wazng grupa
zainteresowan badaczy stanowi charakterystyka stanow trypletowych tych pochodnych.
Wiynika to gltownie z faktu, iz te stany elektronowe sa w duzej mierze zaangazowane
w procesy generowania reaktywnego tlenu singletowego oraz reakcje fotoutleniania, w
ktorych flawiny stanowig katalizatory. W zwigzku z tym konieczne jest scharakteryzowanie
stanow trypletowych, miedzy innymi poprzez wyznaczenie ich energii, okreslenie wplywu
rozpuszczalnika oraz modyfikacji strukturalnych czasteczek na warto$ci czaséw zycia stanu
trypletowego jak rowniez okreslenie mozliwych drog dezaktywacji standow trypletowych.

Flawiny 1 ich rézne pochodne posiadaja do$¢ wysokie wartosci wydajnosci przejécia
interkombinacyjnego, a konkretne wartosci sg zalezne od rodzaju flawiny oraz srodowiska, w
ktorym si¢ znajduja. Pomimo wydajnego obsadzania stanow trypletowych, zmierzone widma
fosforescencji w niskich temperaturach wskazuja, 1z stany trypletowe flawin zanikajg raczej
W sposdb nieradiacyjny, oznaczone wartosci wydajnosci kwantowych fosforescencji sg niskie

(55).

2.2.2. Ryboflawina i 5-deazaryboflawina

Ryboflawina (witamina B2), ktorej struktura zostata przedstawiona na Rysunku 9 jest
substancja o znanej aktywnosci biologicznej 1 stanowi prekursor tak waznych koenzymow jak
mononukleotyd flawinowy (FMN) oraz dinukleotyd flawinowo-adeninowy (FAD).
Substancje te sa szeroko rozpowszechnione w organizmach zywych zaréwno w stanie
wolnym jak 1 w ukladach sprzezonych (np. kompleksach biatkowych) i stanowig wazne
ogniwa w biologicznych uktadach reakcji redox przebiegajacych z wymiang elektronow (56).
Ze wzgledu na zaangazowanie flawin w reakcje zachodzace z transferem elektrondow, biora
one udzial w tak waznych procesach regulujacych funkcje zyciowe ro$lin i zwierzat jak

fototropizm, fototaksje oraz procesy fotodynamiczne (57).
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Rysunek 9. Struktura ryboflawiny (Rfl) oraz 5-deazaryboflawiny (5DRfl)

Ryboflawina i jej pochodne sg zaliczane do waznych fotosensybilizatorow generowania tlenu
singletowego (dane potwierdzajace to stwierdzenie zostaly przytoczone ponizej). Postuluje
si¢, iz ryboflawina jest jednym z wazniejszych, endogennych fotosensybilizatorow, ktory
niszczy DNA pod wpltywem promieniowania z zakresu UVA oraz z zakresu widzialnego,
dzialajac gléwnie, jako fotosensybilizator tlenu singletowego oraz generujac inne reaktywne
formy tlenu na drodze reakcji zwiazanych z przeniesieniem elektronu. W przypadku
ryboflawiny, za generowanie reaktywnego tlenu singletowego, odpowiedzialne sa stany
trypletowe, z ktorych nastgpuje przeniesienie energii na tlen czasteczkowy. Pod wptywem
wzbudzenia laserowego 337 nm ryboflawina w buforowym roztworze fosforanowym
generuje widmo absorpcji, w ktorym mozna wyr6zni¢ maksima przy ok. 300, 380, 520
i 680 nm, natomiast ostry ,,bleaching” pojawia si¢ przy ok. 440 nm. Autorzy pokazuja m.in.,
1z czas zycia stanu trypletowego ryboflawiny zalezy od st¢zenia ryboflawiny. Dowodzi to, iz
stan trypletowy ryboflawiny moze by¢ efektywnie wygaszany przez ryboflawing w stanie
podstawowym (singletowym). Wyznaczona stala wygaszania wynosi 6.2:10% dm*mol™*s™
(58). Zdecydowanie odmienne zachowanie ryboflawiny zostato stwierdzone w roztworze
wodnym z dodatkiem buforu fosforanowego przy wzbudzeniu laserowym o wyzszej energii
(248 nm). W widmie absorpcji przejsciowej, zarejestrowanym w tych warunkach,
odnotowano obecnos¢ silnego maksimum absorpcji przy ok. 710 nm. Z duzym
prawdopodobienstwem, jest to efekt obecnosci hydratowanego elektronu w roztworze (59,60)
oraz postuluje si¢, iz w tych warunkach ryboflawina ulega jonizacji tworzac finalnie
kationorodnik (58). Stany trypletowe ryboflawiny byly badane przy wykorzystaniu metod
eksperymentalnych oraz teoretycznych. Widmo absorpcji tryplet — tryplet dla ryboflawiny w

wodzie przy pH = 6.8 zostalo przedstawione na Rysunku 10A.
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Rysunek 10. (A) Przewidywane przejscia T—T dla ryboflawiny otrzymane z uzyciem metod TD-
DFT (gory panel) oraz eksperymentalne widmo absorpcji T—T dla Rfl w roztworze wodnym przy pH
= 6.8, dexe = 355 nm (dolny panel) na podstawie (61); (B) Przewidywane przejscia T—T dla 5-
deazaryboflawiny otrzymane 2z wuzyciem metod TD-DFT (gory panel) poréwnane do
eksperymentalnego widma absorpcji przejsciowej (dolny panel) zarejestrowanego w metanolu (Aeye =
355 nm, ODss5 = 0.301, 2mJ/puls, | = 1 cm) na podstawie (62).

Z kolei zastosowanie metod TD-DFT umozliwitlo wyznaczenie energii przej$¢ tryplet —
tryplet. Pomimo zastosowania obliczen teoretycznych w odniesieniu do fazy gazowej oraz
rejestracji widma eksperymentalnego w roztworze wodnym, obserwuje si¢ zadowalajaca
zgodno$¢ pomiedzy rezultatami teoretycznymi i eksperymentalnymi. Obliczenia teoretyczne
umozliwily wyznaczenie energii przejS¢ tryplet — tryplet rowniez o nizszej energii

(potozonych w zakresie NIR) jednak ze wzgledu na mozliwosci aparaturowe eksperymentalne
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widmo absorpcji tryplet — tryplet zostatlo wyznaczone w zakresie 230 nm — 800 nm (61).
Ponadto, ryboflawina moze dziataé, jako fotosensybilizator tlenu singletowego. Wyznaczona
dla niej energia stanu trypletowego wynosi ok. 200 kJ/mol (57) i znacznie przewyzsza energi¢
czgsteczki tlenu singletowego (94 kJ/mol), stad mozliwy jest transfer energii ze stanu
trypletowego ryboflawiny do czasteczki tlenu w stanie podstawowym (réwniez trypletowym),
ktéra w efekcie przechodzi w stan wzbudzony (singletowy).

Waznym aspektem w badaniach ryboflawiny sg procesy fotolizy, poniewaz prowadzg one do
powstania lumichromu oraz jego pochodnych. Badania fotolizy ryboflawiny w roztworach
wodnych przeprowadzone w obecnosci substancji katalizujacych, ktorymi byly bufory:
octanowy i weglanowy pokazaty, iz warunki pH maja olbrzymi wptyw na state szybkosci tej
reakcji; znaczne podwyzszenie wartos$ci stalej szybkosci zostato udowodnione w roztworze
buforu weglanowego (pH 9.2-10.8) (63). Postuluje sig, iz stan trypletowy ryboflawiny jest
bardziej reaktywny w zasadowych warunkach pH, stad faworyzowany jest przebieg fotolizy
wraz ze wzrostem pH uktadu. Dodatkowo stwierdzono, iz w kwasowym pH nast¢puje
obnizenie intensywnosci fluorescencji, prawdopodobnie wskutek wygaszania wzbudzonego
stanu singletowego ryboflawiny przez czasteczki stosowanych buforéw. W roztworach
wodnych w réznych warunkach pH, w procesach fotolizy ryboflawiny moga uczestniczy¢
zarOwno wzbudzone stany singletowe jak 1 trypletowe, jednak wowczas mechanizmy
procesOw sa odmienne. Wspdlna cecha, niezalezng od zaangazowanego wzbudzonego stanu
ryboflawiny, jest akt absorpcji promieniowania z zakresu UV/Vis. W przypadku udziatu stanu
trypletowego w reakcji, nastepuje proces fotoredukcji ryboflawiny 1 tworzy si¢
formylometyloflawina (64,65), ktora w $rodowisku wodnym ulega hydrolizie, tworzac
lumichrom i lumiflawing (66,67). Mozliwa jest inna droga, mianowicie wzbudzony stan
singletowy ryboflawiny ulega procesom fotodealkilowania tworzac bezposrednio czasteczke
lumichromu (65). Wykazano, iz w roztworach wodnych najbardziej prawdopodobna jest
pierwsza droga fotolizy (63). Omawiany szlak reakcji prowadzacy od ryboflawiny do
lumichromu oraz lumiflawiny zostal przedstawiony na Rysunku 11. Z kolei badania
procesow fotolizy ryboflawiny w obecnosci buforu boranowego w zakresie pH 8.0 — 10.5
wykazaly istotne zaangazowanie wzbudzonych standw singletowych w procesie formowania
lumichromu z ryboflawiny (68). Ciekawe wydaja si¢ réwniez badania procesow fotolizy
ryboflawiny w kompleksie z kofeing. Tego typu uklad moze poprawia¢ biodostepnos¢ oraz

aktywnos$¢ terapeutyczng witaminy.
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Rysunek 11. Szlak reakcji prowadzacy od ryboflawiny do lumichromu i lumiflawiny; na podstawie
(63).

Wykazano, iz szybkos$¢ fotolizy ryboflawiny w przedziale pH 2.0-10.5 w obecnos$ci kofeiny
jest mniejsza i skutkuje powstaniem kompleksu ryboflawina-kofeina o stechiometrii 1:1.
Ponadto zmniejszong szybko$¢ fotolizy ryboflawiny w obecnosci kofeiny stwierdzono przy
pH ~ 2 oraz powyzej 10. Jest to zwigzane z pojawieniem si¢ jonowych form ryboflawiny,
ktore sa mniej podatne na procesy fotolizy. Udowodniono, iz ryboflawina w obecnos$ci
kofeiny jest najbardziej stabilna na fotoliz¢ przy pH ~ 6. Ponadto na szybkos$¢ fotolizy
wplywa miedzy innymi reaktywnos¢ stanu trypletowego ryboflawiny, dlatego w zakresie pH
7-10 odnotowano zwigkszenie szybkosci fotolizy ryboflawiny w obecnos$ci kofeiny (69).

Degradacja ryboflawiny moze zachodzi¢ rowniez w uktadach biologicznych i naturalnych.
Jednym z przyktadowych, w ktorym wystepuje ryboflawina i ulega pod wptywem $wiatla
procesowi degradacji, jest mleko. Proces degradacji ryboflawiny skutkuje obnizeniem
stezenia witaminy w mleku oraz przyczynia si¢ do zmiany waloréw smakowych. Wykazano,
iz ryboflawina w takim ukladzie jest stabilna na podwyzszong temperature, czynniki
utleniajgce oraz kwasy, natomiast wykazuje niestabilno$¢ w przypadku ekspozycji na $wiatto
oraz zasady (70-72). W innej pracy autorzy zidentyfikowali, przy uzyciu analizy
chromatograficzney HPLC a nastgpnie przy wykorzystaniu spektroskopii NMR 1 analiz
masowych, produkty procesu dekompozycji ryboflawiny znajdujacej si¢ w mleku, ktore
zostalo wczesniej poddane procesowi naswietlania. Wérdd produktow znaleziono lumichrom,

lumiflawing oraz nieroztozong ryboflawing. Okreslono, iz lumiflawina powstawala juz przy
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pH ~ 7 (73). Przeprowadzone obliczenia teoretyczne przez Salzmanna i wsp. dla lumiflawiny,
izoalloksazyny i 10-metyloizoalloksazyny pokazaty, iz wartosci stalych szybkosci przej$cia
interkombinacyjnego w prézni sa rzedu 10° s* a proces odbywa sic gtownie pomiedzy
wzbudzonym stanem S; o charakterze m,n* oraz stanem trypletowym T, o charakterze n,m*.
Energetyczna bliskos¢ stanu S; o konfiguracji n,n* podwyzsza nieradiacyjng dezaktywacje
stanu S; przez konwersje wewngtrzng. W roztworze wodnym kanaly przejécia
interkombinacyjnego i konwersji wewnetrznej sg energetycznie trudniej dostgpne ze wzgledu
na niebieskie przesunigcie stanu n,m*. Wyznaczone wartosci statej szybkos$ci przejscia
interkombinacyjnego w wodzie s3 rzedu 108 st (74). Zblizona strukturalnie pochodng
ryboflawiny, ktoéra nalezy do pochodnych 5-deazaflawin, jest 5-deazaryboflawina
(Rysunek 9). Podstawowa rdznicg strukturalng pomiedzy Rfl oraz SDRfl jest zastgpienie
atomu azotu N5 (ryboflawina) na atom wegla (5-deazaryboflawina). 5-Deazaryboflawina jest
interesujacym sensybilizatorem tlenu singletowego (®, = 0.33 w metanolu), jednak
w poréwnaniu do ryboflawiny generuje go mniej wydajnie (dla Rfl &, = 0.51 w metanolu)
(61,62). 5-Deazaryboflawina jest aktywna biologicznie czasteczka, jej obecno$¢ odnotowano
migdzy innymi w szlakach metabolicznych bakterii beztlenowych biosyntezujacych metan
(75). Pod wptywem wzbudzenia laserowego dlugoscia fali 355 nm, 5-deazaryboflawina
rozpuszczona w metanolu generuje widmo absorpcji przejsciowej, w ktorym maksima sa
zlokalizowane odpowiednio przy ok. 300, 400 oraz 470 nm, natomiast ,bleaching”
odnotowany zostat przy ok. 440 nm. Widmo absorpcji przejsciowej dla 5-deazaryboflawiny w
metanolu przedstawiono na Rysunku 10. Dane eksperymentalne zostaly poréwnane
z wynikami uzyskanymi na drodze teoretycznej z uzyciem metod TD-DFT, ktore umozliwity
wyznaczenie energii przejs¢ tryplet — tryplet. Nalezy odnotowaé, i1z czas zycia stanu
trypletowego SDRfl w metanolu jest znacznie dtuzszy w poréwnaniu do Rfl i wynosi 105 ps,
natomiast dla Rfl w metanolu 3.7 us (61,62). Uzycie metod teoretycznych (TD-DFT)
pozwolito stwierdzié, iz najnizszy stan trypletowy SDRfl ma charakter n,n* (62,76). W takiej
konfiguracji elektronowej znacznie obniza si¢ prawdopodobienstwo zaj$cia reakcji na drodze
rodnikowej z inng czasteczka, zdecydowanie bardziej uprzywilejowana jest reakcja
zachodzagca zgodnie z mechanizmem przeniesienia ladunku (np. elektronu). 5-
Deazaryboflawina jest réwniez uzywana, jako uklad modelowy w badaniach mechanizméow
reakcji zachodzacych przy udziale flawin. Barra 1 wsp. wyznaczyli przy uzyciu laserowej
fotolizy blyskowej wartosci stalych szybkosci wygaszania stanu trypletowego 5-
deazaryboflawiny przez r6zne pochodne amin i fenoli w roztworach metanolowych. Autorzy

dowiedli, Ze aminy aromatyczne s3 wyraznie bardziej efektywnymi wygaszaczami stanu
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trypletowego 5-deazaryboflawiny w porownaniu do amin alifatycznych z podobnym
potencjatem utlenienia. Z kolei, w przypadku r6znych pochodnych fenolu otrzymano ujemne
wartos$ci statych Hammetta. Autorzy uzasadniajg ten wynik obecnoscia sprzezonego transferu
zarowno protonu jak 1 elektronu. Ponadto na podstawie statych szybkos$ci wygaszania stanu
trypletowego S5DRfl w obecnosci fenoli stwierdzono, iz tancuch tyrozynowy we
flawoproteinie umozliwia wydajng droga degradacji stanu trypletowego flawiny (77).
Interesujace wydaja sie rowniez rezultaty badan strukturalnie zmodyfikowanej ryboflawiny w
formie 1-deazaryboflawiny oraz 7,8-didemtyloryboflawiny i 8-izopropyloryboflawiny (76).
Stwierdzono, iz pozbawienie atomu azotu w pozycji ,,1”” sprawia, iz 1-dezaryboflawina nie
tworzy stanu trypletowego, natomiast modyfikacje grup alkilowych wptywaja na wydajnosé
przejscia interkombinacyjnego i tym samym na zdolno$¢ obsadzania stanow trypletowych.
Odnotowano, iz dla 7,8-didemetyloryboflawiny ®;sc wynosi 0.23, z kolei dla 8-
izopropyloryboflawiny 0.50. Odnotowano, iz stan trypletowy obydwu czasteczek zanika z

podobng statg czasowg (76).

2.2.3. Dimetylowe pochodne alloksazyny

Oprocz opisu stanéw trypletowych ryboflawiny oraz 5-deazaryboflawiny w kregu
zainteresowan badaczy znalazty si¢ zwigzki pochodne, mianowicie izo- i alloksazyny oraz 5-
deazaalloksazyny. W niniejszym podrozdziale zostaty przyblizone literaturowe informacje
dostepne dla stanow trypletowych dimetylowych pochodnych alloksazyny, ktorych struktury
zostaty przedstawione na Rysunku 12. Pod wptywem wzbudzenia laserowego (355 nm)
dimetylowe pochodne alloksazyny wykazuja rdéwniez interesujace wilasciwosci W
nanosekundowej absorpcji przejsciowej. Indywidua powstate pod wpltywem wzbudzenia,
podobnie jak dla wigkszosci alloksazyn, zanikajg z czasem mikrosekundowym, natomiast
ujemne zmiany absorbancji sg obserwowane przy ok. 390 nm praktycznie dla kazdej
dimetylowej pochodnej. W widmach absorpcji przejsciowej, podobnie jak dla
monometylowych pochodnych sa obecne maksima zlokalizowane odpowiednio przy ok. 360,
440 i 520 nm. Analiza globalna wykonana dla 67MeAll, 68MeAll, 69MeAll, 79MeAll,
89MeAll w acetonitrylu wskazuje na zanik jednej formy z czasami zycia odpowiednio: 14 ps,
22 ps, 12 ps, 20 ps, 13 ps (51). Przedstawione w Tabeli 4 dane $wiadcza, iz dimetylowe
pochodne alloksazyny stanowig takze interesujace fotosensybilizatory tlenu singletowego,
sposréd wymienionych 6,8-dimetyloalloksazyna stanowi najbardziej wydajny sensybilizator.

Obliczenia teoretyczne pokazuja, iz dla wszystkich wymienionych zwigzkow, najnizszy stan
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trypletowy ma charakter n,n*. Wyznaczone teoretycznie energie przejs¢ tryplet — tryplet sg
hipsochromowo przesuni¢te w porownaniu do rejestrowanych widm absorpcji przejsciowe;.
Dodatkowo nalezy podkresli¢, iz widma absorpcji przej$ciowej rejestrowane sg w réznych
rozpuszczalnikach organicznych (zwykle metanol lub acetonitryl), ewentualnie woda,
natomiast teoretyczne energie przejs¢ tryplet — tryplet s3 wyznaczane w wigkszosci w
odniesieniu do fazy gazowej. Dla badanych dimetylowych pochodnych alloksazyny, w czesci
UV/Vis, wyznaczono na drodze teoretycznej gldéwne przejscia tryplet — tryplet przy ok.
21 x 10° cm™, 25 x 10° cm™, 28 x 10° cm™, 31 x 10° cm™ (51). Podobna sytuacja zwiazana z
obliczeniami teoretycznymi energii przej$¢ tryplet — tryplet zostala zauwazona dla uracylu,
mianowicie maksima absorpcji przejsciowej] w fazie gazowej byly hipsochromowo
przesunigte o okofo 1200-2500cm™ w poréwnaniu do maksiméw w widmach

zarejestrowanych w roztworze wodnym (62,78).

Tabela 4. Czas zycia stanu trypletowego (t1), wydajnos¢ sensybilizowanego generowania tlenu
singletowego (®,) oraz czas zycia tlenu singletowego (t,) dla wybranych dimetylowych pochodnych
alloksazyny w acetonitrylu, na podstawie (51).

Zwigzek tr/pus Dy T/ s
67MeAll 14 088 76
68MeAll 22 091 79
69MeAll 12 085 80
78MeAll 11 073 75
79MeAll 20 086 80
89MeAll 13 081 78

Rl R2 R3 R4 R5 Zw1azek
H CH; CH; H H 67MeAll Rsg R,
|
H CH; H CH; H 68MeAll | R N. _N__O
? ? 4 89\ TN 1%
H CHs H H CHy 69MeAll 2 2
6~ 5 A 4. N.
H H CH; H CHy 79MeAll | Ry N H
H H H CH; CH; 89MeAll R, O
H H CH; CH; H  78MeAll
CH; H CHy CH; H 1MeLChr

Rysunek 12. Struktury wybranych dimetylowych pochodnych alloksazyny, dla ktorych przyblizono
informacj¢ na temat stanow trypletowych
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Lumichrom, jako modelowa pochodna alloksazyn, jest rowniez czgsto wykorzystywana w
opisie stanéw trypletowych tych heterocyklicznych uktadow. Przyktadowo, Encinas i wsp.
zarejestrowali widma absorpcji przejsciowej dla lumichromu w roztworze wodnym w
obecno$ci ImM NaOH. Poréwnanie do danych dost¢pnych dla lumichromu w etanolu
wskazuje na pewne réznice, mianowicie w roztworze etanolowym odnotowano maksimum
przy 370 nm, natomiast w przypadku obecnosci wodorotlenku sodu, maksimum przesuwa si¢
batochromowo do 520 nm, przy jednoczesnym wyraznym obnizeniu pasma przy 370 nm.
Autorzy postulujg, iz obserwowane widmo w roztworze zawierajgcym NaOH pochodzi od
absorpcji tryplet-tryplet anionowej formy lumichromu (17). Podobne badania w odtlenionych
roztworach wodnych o pH =~ 6 przedstawit Sikorski i wsp. dla lumichromu oraz 1-
metylolumichromu (79). W tych przypadkach odnotowano obecno$¢ co najmniej dwoch
form. Pierwsza z nich, ktorej szerokie maksimum absorpcji odnotowano przy ok. 550 nm,
zanikata z czasem 20 ps, natomiast drugie indywiduum, ktoérego staba absorpcja zostata
odnotowana w poblizu 450 nm zanikala z duzo dluzszym czasem réwnym 400 ps. Krotko-
zyjaca forma to najnizszy stan trypletowy neutralnej formy Iumichromu oraz 1-
metylolumichromu, natomiast dtugo zyjace indywiduum to forma rodnikowa, ktéra zostaje
uformowana w ciagu reakcji zapoczatkowanych poprzez oderwanie atomu wodoru z wody
przez czasteczke lumichromu znajdujaca si¢ w stanie wzbudzonym. Nalezy dodaé, ze
W przedziale stezen lumichromu od 6 x 10° M do 1 x 10 M autorzy nie odnotowali zjawiska
wygaszania stanu trypletowego przez czasteczki tego samego zwigzku znajdujace si¢ w stanie
podstawowym. Wyznaczone wartosci wydajnos$ci przejscia interkombinacyjnego §wiadcza, 1z
zarowno lumichrom jak i 1-metylolumichrom wydajnie obsadzajg stany trypletowe,
odpowiednie wartosci to 0.69 oraz 0.50. Podstawienie grupa metylowa w pozycji ,,1” nie
zmienia natomiast znaczgco czasu zycia stanu trypletowego — dla Lchr i 1MeLchr
w roztworze wodnym o pH = 6 wynoszg odpowiednio 17 us oraz 18 us (79). Inne badania
przeprowadzone przy wykorzystaniu laserowej fotolizy btyskowej przez Sikorskiego i wsp.
dla lumichromu osadzonego na celulozie pokazuja, iz w ukltadzie obecne sa, podobnie jak
powyzej, dwa indywidua. Jedno z nich, krétko zyjace, posiada czas zycia rzedu mikrosekund,
jest wrazliwe na obecno$¢ tlenu i odpowiada za najnizszy stan trypletowy lumichromu.
Obecno$¢ drugiej, dlugo zyjacej formy, odnotowano w zakresie 500-600 nm, ktora zanika

Z czasem zycia rownym 0.24 ms (80).
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Rysunek 13. Widmo czasowo-rozdzielcze rozproszeniowo-odbiciowe laserowej flash-fotolizy
lumichromu osadzonego na celulozie w temperaturze pokojowej dla uprzednio odtlenionej probki,
czasy opoznienia (w sekundach) zostaly pokazane na widmie, Ae = 355 nm, na podstawie (80).
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2.3. Tlen singletowy i jego wlasciwosci

Czasteczka tlenu jest wszechobecna i bierze udzial w wielu procesach chemicznych
I fizycznych. Podobnie jak woda, tlen jest niezbedny do podtrzymywania zycia na Ziemi.
Pomimo swojej wielkiej pozytywnej roli, tlen ma takze swojg ,,drugg twarz”, w ktorej mozna
wyrézni¢ szereg negatywnych znaczen, takich jak niszczenie struktur komoérkowych -
w konsekwencji tlen przyczynia si¢ do starzenia organizméw oraz rozwoju chordb
nowotworowych. Jednak okazuje si¢, iz nie bez znaczenia pozostaje obecnos$¢ §wiatta, ktora
przyczynia si¢ do zmian wlasciwosci czasteczki tlenu 1 inicjuje szereg procesow
zachodzacych przy jego udziale. W licznych opracowaniach, zwtaszcza medycznych, uzywa
si¢ okreslenia ,,reaktywne formy tlenu”, ktore powstaja na skutek oddziatywania czasteczki
tlenu z promieniowaniem elektromagnetycznym, wzbudzonymi elektronowo czasteczkami
zwigzkéw organicznych lub rodnikami. Tego typu indywidua sa zaliczane do
wysokoenergetycznych, a nadmiar energii jest powodem ich znacznej reaktywnosci. Do
wspomnianych form zalicza si¢ migdzy innymi tlen singletowy. Tlen juz w stanie
podstawowym jest molekula bardzo reaktywna, ktéra wchodzi w interakcje z wieloma
substancjami. Dostarczenie dodatkowej porcji energii i utworzenie reaktywnego tlenu
singletowego powoduje znaczny wzrost w reaktywnosci tlenu. Oprocz tlenu singletowego, do
reaktywnych form tlenu zalicza si¢ rowniez inne reaktywne, utleniajace indywidua, takie jak:
nadtlenek wodoru (H,0,), rodnik hydroksylowy (‘OH), rodnik ponadtlenkowy (‘O;), rodnik
wodoronadtlenkowy (HO;'), ozon (O3), monotlenek azotu (NO'), rodnik alkoksylowy (RO),
rodnik nadtlenkowy (ROO) i inne. Reaktywne formy tlenu majg wielki wptyw na niszczenie
materialow, takich jak polimery, a takze na wytwarzanie tak zwanego ,,stresu oksydacyjnego”
w organizmach zywych, ktory z kolei moze przyczynia¢ si¢ do destrukcji lub obumierania
komorek.

Czasteczka tlenu jest uznawana za wyjatkowa, ktéra przejawia si¢ nie tylko w znacznej
reaktywnosci oraz pelieniu funkcji niezbgdnych dla utrzymania Zycia na ziemi, ale réwniez
wyjatkowos¢ wynika z faktu konfiguracji elektronowej tlenu w stanie podstawowym, ktory
jest trypletem oznaczanym poprzez ®0,. Przechodzac do stanu wzbudzonego, tlen trypletowy
zmienia konfiguracje na singlet, ktory jest oznaczany jako 'O Taki uktad poziomow
energetycznych czyni czasteczke tlenu odmienng od zdecydowanej wiekszosci zwigzkow
organicznych, dla ktérych podstawowym stanem elektronowym jest stan singletowy So,

natomiast najnizszym wzbudzonym stanem energetycznym jest stan trypletowy T;.
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Czasteczka tlenu w stanie podstawowym jest birodnikiem, konfiguracja elektronowa z

uwzglednieniem orbitali molekularnych zostata przedstawiona na Rysunku 14 (81-83).

(015)° < (6%15)° < (025)° < (6%25)° < (02p2)” < (M2py)? = (M2p)” < (W¥2p)" = (¥ 2py)*

Rysunek 14. Konfiguracja elektronowa i obsadzenie orbitali molekularnych czasteczki tlenu w stanie
podstawowym

Przy uwzglednieniu reguty oktetu elektronowego Lewisa, wzor strukturalny czasteczki tlenu
powinno prezentowaé si¢ zgodnie z wzorem A (Rysunek 15). Niestety, taka struktura nie
wyjasnia paramagnetycznych wiasciwosci tlenu znajdujacego si¢ w stanie podstawowym,
oraz pozwala domniemywagé, iz stanem podstawowym tej czasteczki jest stan singletowy.
Najbardziej prawdopodobne struktury elektronowe stanu podstawowego, zgodne z wynikami
eksperymentalnymi i teorig orbitali molekularnych zostaly przedstawione na Rysunku 15 —
wzorami B oraz C.
0==0 -0—0-=—> -0==0-
A B C

Rysunek 15. Struktury elektronowe tlenu w stanie podstawowym

W stanie wzbudzonym czasteczki tlenu (singletowym) mozna wyr6zni¢ dwa,
niskoenergetyczne odrebne stany, odpowiednio o energii 94 i 157 kJ/mol. Na Rysunku 16
przedstawiono diagram energetyczny czasteczki tlenu. Stan podstawowy czasteczki tlenu to
%%4,°0,, natomiast dwa pierwsze wzbudzone stany singletowe to odpowiednio 'Ag0, i 2,0,
Ze wzgledu na zmiang spinu elektronowego, nie istnieje mozliwos¢ bezposredniego
wzbudzenia 1 przeksztatcenia tlenu z jego stanu trypletowego na singletowy. Proces ten moze
odby¢ si¢ wyltacznie na drodze przeniesienia energii (sensybilizacji) przez czasteczke
sensybilizatora, ktora znajduje si¢ w swoim stanie trypletowym, na czgsteczke tlenu (w stanie
podstawowym — trypletowym). Mozliwy jest rowniez mechanizm przeniesienia energii ze
stanu singletowego sensybilizatora na czasteczke tlenu, jednak tutaj czynnikiem limitujagcym
jest dlugos¢ czasu zycia stanu singletowego potencjalnego sensybilizatora. Bezposrednie
przejsécie ze stanu trypletowego czasteczki tlenu do jej wzbudzonego stanu singletowego jest
wzbronione spinowo. Dodatkowo, bezposrednie przejScie ze stanu wzbudzonego
singletowego do stanu podstawowego (trypletowego) jest rowniez wzbronione, dlatego

czasteczka tlenu singletowego jest indywiduum stosunkowo dlugo zyjacym - czas zycia jest
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uzalezniony od rodzaju zastosowanego rozpuszczalnika, jednak miesci si¢ w przedziale od
10° s (w wodzie) do 10°s (w tetrachlorometanie). Pomiedzy wzbudzonymi stanami
singletowymi czasteczki tlenu mozliwy jest szybki proces konwersji wewngtrznej, dlatego
okreslenie ‘tlen singletowy’ zwykle uzywa si¢ w stosunku do pierwszego wzbudzonego stanu
oznaczonego na Rysunku 16 jako lAgOZ, jednakze mozliwe sg rowniez reakcje z drugiego
sposrod standw wzbudzonych (*£4°0;) (81,82).

5,0,

157 kJ/mol
'A,0,

94 kJ/mol

y y ’2,°0;

Rysunek 16. Diagram standéw energetycznych czgsteczki tlenu: 32g302 (stan podstawowy), 1A902
(wzbudzony stan singletowy tlenu o energii 94 ki/mol) oraz ', 0, (wzbudzony stan singletowy tlenu
0 energii 157 kJ/mol)

Oczywiscie, nie kazda czasteczka moze pelic¢ rolg sensybilizatora tlenu singletowego. Ze
wzgledu na potencjalnie rézne zastosowania, sensybilizatorom tlenu singletowego mozna
postawi¢ okre§lone wymagania. Dla przyktadu, jesli fotosensybilizator ma by¢ stosowany
w aplikacjach medycznych zwigzanych na przyklad z diagnozowaniem lub leczeniem
nowotworow w terapii fotodynamicznej (ang. Photodynamic Diagnosis — PDD oraz
Photodynamic Therapy — PDT) powinien charakteryzowac si¢ brakiem toksycznosci wobec
organizmu pacjenta, mozliwoscig latwej eliminacji z ustroju i tkanek po zakonczonym
procesie terapeutycznym oraz trwaloScig, ktora nie bedzie powodowata rozktadu
prowadzacego do toksycznych produktow ubocznych. Jednak, niezaleznie od potencjalnych
zastosowan, dobry sensybilizator tlenu singletowego powinien charakteryzowac si¢ szeregiem
paramterow, gldwnie spektralnych i1 fotofizycznych, do ktérych mozemy zaliczy¢ migdzy

innymi:
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- wysoka warto$¢ wydajnosci kwantowe] tworzenia tlenu singletowego, wysoka stalg
wygaszania stanu trypletowego przez tlen i jednocze$nie niskg wartoscig statej wygaszania
stanu trypletowego przez inne substancje obecne w roztworze,
- wysoka wydajnos¢ kwantowg przejscia interkombinacyjnego,
- wysoka warto$¢ molowego wspodtczynnika absorpcji przy dtugosci fali promieniowania
wzbudzajacego oraz odpowiednig charakterystyke spektralng, ktora umozliwi selektywne
wzbudzenie sensybilizatora, jednoczes$nie ograniczajagc wzbudzenie innych czasteczek
obecnych w roztworze,
- energi¢ stanu trypletowego wynoszaca co najmniej 95 kJ/mol — w przypadku nizszej
energii stanu trypeltowego sensybilizatora nie ma mozliwo$ci przeniesienia energii na
czasteczke tlenu,
- fotostabilno$¢ w stosowanych rozpuszczalnikach, roztworach oraz wobec uzywanego
promieniowania elektromagnetycznego,
- czas zycia stanu trypletowego wynoszacy co najmniej 1 ps,
- dobra rozpuszczalnoscia w roztworze, w ktoérym tlen singletowy wykazuje dlugi czas
zycia (na przyktad halogenowane rozpuszczalniki),
- ograniczenie agregacji czasteczek sensybilizatora, ktdra generalnie obniza zdolno$¢ do
generowania tlenu singletowego.
Do dobrze znanych 1 opisanych sensybilizatoréow tlenu singletowego nalezg miedzy innymi:
perinaftenon, akrydyna, naftalen, r6z bengalski, ryboflawina i inne (84).
Oddzialywania tlenu w stanie podstawowym z wzbudzong czasteczka sensybilizatora w jej
stanie singletowym *R(S1) moze przebiegac¢ na drodze przenoszenia energii (ET, ang. energy
transfer) lub przenoszenia elektronu, ktére w efekcie tworzy miedzy innymi pochodne
nadtlenkowe.
Generalnie, o wyborze jednej z drog w duze] mierze decyduje wielko$¢ przerwy
energetyczne] (AEst) pomiedzy wzbudzonym stanem singletowym czasteczki organicznego
sensybilizatora oraz energii jego stanu trypletowego (T1). Przenoszenie energii jest procesem
egzotermicznym, a jedng z mozliwosci utworzenia tlenu singletowego zostata przedstawiona

réwnaniem (1):

*R(Sy) + %0, — *R(Ty) + 10, (*A) (1)

Z powyzszego wynika, iz tlen singletowy moze by¢ generowany na drodze oddziatywania

sensybilizatora w jego wzbudzonym stanie singletowym z czasteczka tlenu w jej stanie
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podstawowym. Jak wspomniano wczesniej, aby czasteczka sensybilizatora w swoim
wzbudzonym stanie singletowym mogla efektywnie oddziatywaé z tlenem, jej czas zycia
stanu S; powinien wynosi¢ ns lub wigce;.

W przypadku, gdy przerwa energetyczna w sensybilizatorze jest nizsza od réznicy energii
tryplet-singlet czasteczki tlenu, proces opisany rownaniem (1) nie jest dozwolony
energetycznie. W takim przypadku czasteczka tlenu moze stanowi¢ medium uczestniczace
W tworzeniu stanu trypletowego czasteczki sensybilizatora (2) lub moze wplywac na proces
dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego sensybilizatora *R(S;) do stanu
podstawowego R(Sp). Obydwa omoéwione procesy moga zachodzi¢ poprzez utworzenie
ekscipleksu. Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne w wigkszo$ci ulegaja procesom
opisanym za pomocg rownan (2) i (3) ze wzglgdu na niedostateczng rdznice energii pomiedzy
stanami S;a T;.

*R(Sy) +°0;, — *R(Ty) +°0, )

*R(S1) + %0, — R(So) + %0, 3)

Wygaszanie stanu trypletowego (T1) czasteczki sensybilizatora nalezy do najbardziej
efektywnych metod wytwarzania tlenu singletowego w laboratorium oraz odgrywa istotne
znaczenie w wielu aplikacyjnych zastosowaniach tlenu. Jednym z kluczowych parametrow
sensybilizatora tlenu singletowego, ktorego warto§¢ musi by¢ stosunkowo wysoka jest tak
zwana efektywnosé generowania tlenu singletowego (ozn. S,), definiowana jako stosunek
liczby moli powstajacego tlenu singletowego do liczby moli wzbudzonego stanu trypletowego
czasteczki sensybilizatora wygaszanego przez tlen. Odnotowano, iz migdzy innymi dla
naftalenu w cykloheksanie oraz fulerenow Cgo rozpuszczonych w benzenie S, ~ 1.0.
Trypletowy stan typu m,n* na przykltad dla wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych wykazuje zdecydowanie wyzsza efektywno$¢ tworzenia tlenu singletowego,
podwyzszajac tym samym wartos¢ S, powyzej 0.8. Z kolei stan trypletowy typu n,m*
(wystepujacy np. w benzofenonie) skutkuje obnizeniem S, — oczywistym staje si¢ fakt, iz tego
typu czasteczka bedzie gorszym sensybilizatorem tworzenia tlenu singletowego. Dodatkowo,
odnotowano, iz Sy maleje wraz ze wzrostem polarnosci rozpuszczalnika, stad wartosci Sy~ 1
odnotowane dla pochodnych naftalenu 1 fulerenow w rozpuszczalnikach niepolarnych takich

jak benzen czy cykloheksan.
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Rysunek 17. (A) Uproszczony diagram Jabtonskiego przedstawiajacy jedno- i dwu- fotonowa
absorpcje sensybilizatora, ktéra inicjuje fotosensybilizowang produkcje tlenu singletowego ze stanow
trypletowych sensybilizatora. IC oraz ISC oznaczaja odpowiednio konwersj¢ wewnetrzng oraz
przejscie interkombinacyjne. (B) Diagram ilustrujacy podej$cie, w ktorym kontrola moze zostaé
osiagnigta w sensybilizowanym wytwarzaniu tlenu singletowego z wzbudzonych stanéw singletowych
oraz trypletowych sensybilizatora; na podstawie (85).
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Mechanizm przedstawiajacy wytwarzanie tlenu singletowego, zapoczatkowany absorpcija
jedno- lub dwufotonowa sensybilizatora, ktory poprzez szereg proceséw fotofizycznych
(migdzy innymi przej$cie interkombinacyjne) obsadza stan trypletowy (Ti1), z ktorego
mozliwy jest transfer energii na tlen w stanie podstawowym =zostal przedstawiony na
Rysunku 17A. Z kolei schematyczne wytwarzanie tlenu singletowego, ktore moze odbywac
si¢ w ukladach biologicznych, w ktorych czasteczki sensybilizatora gromadzg si¢ selektywnie
w okreslonych komorkach i tkankach, zostat przedstawiony na Rysunku 17B. Uwzgledniono
rowniez mozliwos¢ wytwarzania tlenu singletowego poprzez wygaszanie stanow
singletowych sensybilizatora.

Wydajnos¢ tworzenia tlenu singletowego (ozn. ®,) rozumie si¢ jako stosunek liczby moli
utworzonego tlenu singletowego do liczby moli zaabsorbowanych fotonow (83,86).
Wyliczenie @, jest uzaleznione od wielu parametrow eksperymentalnych, takich jak stezenie
tlenu w stanie podstawowym (30,), wartoéci wydajnoéci kwantowej tworzenia stanu
trypletowego przez sensybilizator (®jsc) oraz od oddzialywan pomiedzy sensybilizatorem
a czgsteczkami tlenu. Ponadto S, jest rozumiana jako oddzialywanie charakterystyczne dla
uktadu sensybilizator — rozpuszczalnik, a powigzana z frakcja stanu trypletowego, ktérego
obecno$¢ skutkuje powstaniem tlenu singletowego. Uwzgledniajac powyzsze parametry

mozna wyrazi¢ wydajnos¢ kwantowa formowania tlenu singletowego jako (4):

k(O]

(]

-1
+k _[O
q[

A =PiscSa

(4)

T 2]

. . . . , . k q [O 2 ]
Wyrazenie po prawej stronie réwnania 4 (—;
Ty +K q [O 2 ]

) umozliwia wyliczenie frakcji
czasteczek stanu trypletowego sensybilizatora, ktora jest wygaszana przez tlen.

Wygaszanie stanu trypletowego czasteczki fotosensybilizatora przez tlen odbywa si¢ na
drodze utworzenia ekscipleksu, poprzez reakcje chemiczng lub transfer energii, dlatego tlen
%0, uznaje si¢ za jeden z najwazniejszych wygaszaczy stanow trypletowych czasteczek
organicznych. Chcac bada¢ stany trypletowe réznych pochodnych organicznych nalezy
uprzednio przeprowadzi¢ odtlenienie probki, aby wyeliminowaé zachodzace wygaszanie i

relaksacje czasteczki sensybilizatora do podstawowego stanu singletowego (So).

W wigkszosci przypadkow, wygaszanie stanow trypletowych przez czasteczki tlenu ma
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charakter fizyczny, jakkolwiek zdarza si¢, iz wygaszacz moze zapoczatkowac seri¢ procesow,
ktorych skutkiem bedzie utworzenie nowych produktow.

Dane dostepne dla roznych pochodnych alloksazyny dowodza, iz wigkszo$¢ jej pochodnych
charakteryzuje wysoka warto$¢ wydajnosci kwantowych przej$cia interkombinacyjnego (na
przyktad dla lumichromu w acetonitrylu: 0.71, natomiast dla alloksazyny w tym samym
rozpuszczalniku: 0.41). Dotychczasowe wyniki badan izo- i alloksazyn wskazuja, ze naleza
one do grupy stosunkowo wydajnych fotosensybilizatoréw tlenu singletowego (20,36,51,62).
Wyznaczone wartosci wydajnosci kwantowej formowania tlenu singletowego dla réznych
pochodnych izo- i alloksazyn mieszcza si¢ w stosunkowo szerokim zakresie, mianowicie
w przypadku alloksazyny w acetonitrylu odnotowano ®, = 0.36, natomiast dla lumiflawiny
@, = 0.85. Alloksazyny wykazuja dobrag stabilnos¢ fotochemiczng. Niedawno wykazano, ze
pochodne ryboflawiny stanowig wydajne katalizatory fotoutleniania sulfidow do
sulfoksydoéw, jakkolwiek takie badania przeprowadzono tylko dla niewielkiej liczby
pochodnych ryboflawiny (34,35). Dla wyjasnienia tego procesu proponuje si¢ dwa odmienne
mechanizmy: fotoutlenianie zachodzace przy udziale tlenu singletowego oraz przeniesienie
elektronu (ET) poprzez stan trypletowy czasteczki tlenu. Sulfoksydy odgrywaja bardzo wazna
role jako produkty posrednie w syntezach organicznych i aktywnych biologicznie zwigzkow
znajdujacych zastosowania farmaceutyczne. Fotosensybilizowane utlenianie sulfidow jest
jedng z najbardziej obiecujacych drog dla otrzymywania sulfoksydow. W dodatku, flawiny 1
ich pochodne moga by¢ uzywane jako fotosensybilizatory w tym procesie utleniania,
wlaczajac w to zwlaszcza terta-O-acetyloryboflawing. Dwa odmienne procesy, proponowane
mechanizmy fotoutleniania sulfidoéw do sulfoksydow zostaty przedstawione na Rysunku 18
(34,35). Wykazano, iz w procesie naswietlania ryboflawina tatwo ulega fotodegradaciji,
a jednym z gtownych produktow tego procesu jest lumichrom. Lumichrom w przeciwienstwie
do ryboflawiny wykazuje bardzo duza trwalo$¢ fotochemiczng, uczestniczy efektywnie

w fotosensybilizowanym utlenianiu pochodnych fenolu.
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I. Przeniesienie elektronu: I1. Tlen singletowy:
Fl —— FI*

ho
FI — FI* L
Fl* + O — FI + 10,

FI*  + R,S — Fl + RS
_ - 0, + R,S —» R,S"-0-O
FI + O, —» Fl + O,

- + R,S R;S*-0-O" + R,S —» 2R,SO
RS + Oy —>R—§—R —> 2R,SO
_0

e
Rysunek 18. Proponowany mechanizm fotoutleniania sulfidow do sulfoksydow.

Badania reaktywnych form tlenu, do ktoérych zalicza si¢ czasteczka tlenu singletowego,
stanowi bardzo wazng galaz badawcza zarowno dla fotochemikéw, ale rowniez dla biologow
i fizjologow (83,86-91). Poszukiwanie nowych, wydajnych sensybilizatoréw tlenu
singletowego wydaje si¢ niezb¢dne, majac na uwadze pozytywna 0az negatywna role tlenu
singletowego dla cztowieka. Do pierwszej grupy mozna zaliczy¢ udziat tlenu singletowego
W niszczeniu komorek nowotworowych i wykorzystanie tej reaktywnej formy tlenu
w leczeniu z zastosowaniem PDT (Photodynamic Therapy) oraz PDD (Photodynamic
Diagnosis) (92). Ponadto zachodzace pod wptywem tlenu singletowego fotoutlenianie
wykorzystane jest do celu uzdatniania wdd oraz sterylizacji krwi i przyrzadow chirurgicznych
(84). Natomiast do negatywnych skutkéw dziatania tlenu singletowego mozna zaliczy¢
miedzy innymi fotodestrukcj¢ organizméw zywych, degradacj¢ polimerow oraz fotoutleniania

produktow spozywczych.
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2.4. Znaczenie flawin dla organizméw zywych oraz w gospodarce czlowieka

Flawiny stanowig wazng grupe zwigzkow z interesujgca aktywnoscia biologiczna, ktore biorg
udziat w procesach utleniania i redukcji zachodzacych w organizmach zywych oraz
wspotdziataja w prawidlowym funkcjonowaniu uktadu nerwowego oraz innych waznych
organéw u czlowieka takich jak blony $luzowe, drogi oddechowe 1 inne. Ich niedobor w
organizmie moze skutkowaé zaburzeniami i1 uszkodzeniami gatek ocznych, rogowki oka oraz
ogbélnymi problemami z widzeniem, wypadaniem wloséw, klopotami z koncentracja,
bezsennoscia oraz innymi zaburzeniami ze strony ukladu pokarmowego i oddechowego.
Zidentyfikowano miedzy innymi, iz chromoforem koenzymu F40, ktory wystepuje u bakterii
produkujacych metan jest 8-hydroksy-5-deazaflawina, ktoéry dodatkowo stanowi koenzym
biorgcy udzial w procesach utleniania-redukcji (93). 5-Deazaflawiny nalezg do klasy tak
zwanych ,,z6ttych chromoforow” (10) i sa dobrze znane jako receptory $wiatta niebieskiego
(11). Wykazano rowniez, iz te zwigzki dzialaja przeciwnowotworowo (12,14,15,94-96).
Interesujacym wydaje si¢ rowniez fakt, iz nukleozydy alloksazyn mogg stanowi¢ interesujace
sondy fluorescencyjne ze wzgledu na formowanie podobnych wigzan wodorowych do tych,
ktore sa obecne w czasteczkach kwasu DNA, szczegélnie jako analogi tyminy (97).
Lumichrom jest aktywnym inhibitorem reduktazy flawinowej obecnej w komorkach bakterii
Escherichia colli (19). Dodatkowo lumichrom bierze udziat w procesach degradacji
niektorych rodzajow polimerow (98).

Jak wspomniano wczes$niej, ryboflawina oraz jej pochodne s3 bardzo wydajnymi
sensybilizatorami tlenu singletowego (20,61). Ich obecno$¢ w komodrkach organizméw
zywych moze przyczynia¢ si¢ do powstawania uszkodzen w tkankach organizméw oraz
destrukcji niektorych produktow zywnosciowych na skutek zachodzacych procesow
utleniania. Fenolowe i N-heterocykliczne aminokwasy oraz zbudowane z nich peptydy
I biatka dezaktywuja wzbudzone stany trypletowe ryboflawiny na drodze procesow
kontrolowanych przez dyfuzje. Te procesy skutecznie konkurujg z dezaktywacja dokonywanag
przez czasteczki tlenu. W ten sposob nastepuje degradacja peptydow i1 biatek na drodze tak
zwanego mechanizmu utleniania Typu I, ktory moze zachodzi¢ na przyktad poprzez transfer
elektronu lub przeniesienie atomu wodoru. Niewystarczajgce stezenie tlenu wynikajace
Z ograniczonej rozpuszczalno$ci tlenu w wodzie powoduje, iz aromatyczne aminokwasy takie
jak tryptofan i tyrozyna konkuruja z tlenem jako wygaszacze stanéw trypletowych

ryboflawiny w neutralnych lub kwasowych wodnych roztworach (1). Warto dodag¢, iz niektore
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siarkowe aminokwasy sg zdolne réwniez do wygaszania wzbudzonych standéw singletowych
ryboflawiny (99). W tym utlenianiu kluczowa role odgrywa powstanie reaktywnych form
rodnikowych tlenu 1 opiera si¢ glownie na wlasciwosciach chemicznych uktadu.
Konkurencyjny mechanizm utleniania Typu II odbywa si¢ na drodze utworzenia reaktywnego
tlenu singletowego, ktory moze tworzy¢ si¢ wskutek dezaktywacji wzbudzonych stanéw
trypletowych ryboflawiny przez tlen. Utlenianie zachodzace wedlug mechanizmu typu II jest
faworyzowane szczegodlnie w Ssrodowisku tlenowym oraz w ukladach zawierajacych lipidy.
Ten typ wygaszania okre§lany jest mianem fizycznego. Zostato stwierdzone, iz ryboflawina
w stanie trypletowym jest silnym utleniaczem dla wielu biomolekut. Z kolei transfer energii
ze stanu trypletowego ryboflawiny moze nastgpowaé w dozwolonym spinowo procesie do
czasteczek tlenu w stanie podstawowym z utworzeniem reaktywnego tlenu singletowego.
Udowodniono, iz proces przeniesienia energii jest kontrolowany przez dyfuzj¢, wyznaczona
warto§¢ stalej szybkos$ci tego procesu w wodzie w temperaturze 25°C  wynosi
9.8 x 10*°dm®mol™s™. W tych warunkach, wzbudzona ryboflawina ze stanu trypletowego
przechodzi do swojego podstawowego stanu singletowego, natomiast tlen singletowy
powoduje utworzenie z nienasyconych reszt kwasoéw tluszczowych hydronadtlenkow jako
pierwotnych produktéw zachodzacego fotoutleniania lub utlenione formy peptydow i biatek.
W warunkach ograniczonej dostepnosci tlenu w uktadach lipidowych nastgpuje przekazanie
atoméw wodoru z polinienasyconych reszt kwaséw tluszczowych do stanow trypletowych
ryboflawiny, ktore w efekcie prowadza do dezaktywacji tych stanow. Nalezy podkresli¢, iz w
wielu uktadach dochodzi do konkurencji pomig¢dzy mechanizmem utleniania typu I i II,
jednak dominacja danego mechanizmu w duzej mierze zalezy od $rodowiska w ktorym
przebiega fotoutlenianie, stezenia tlenu, rodzaju molekut bioracych udziat w fotoutlenieniu
jak rowniez zdolnoéci do ich agragacji, oddziatywan z rozpuszczalnikiem (100-103).
Schematycznie, mechanizm utleniania zachodzacy wedtug mechanizméw Typu I 1 II zostat
przedstawiony na Rysunku 19. Flawiny, wliczajac w to ryboflawing, FAD oraz FMN moga
generowac tlen singletowy w tkankach organizméw zywych rowniez pod wplywem
promieniowania z zakresu UVA. Problem wydaje si¢ szczegolnie istotny w kontekscie
generowania reaktywnego tlenu singletowego we fragmentach organizmu szczegolnie
narazonych na kontakt z promieniowaniem UVA (oczy, skora) (104). Udowodniono, iz tlen
singletowy nalezy do bardzo istotnych czynnikow, ktore przyczyniajg si¢ do powstawania

nowotworow skory (105-107).



54|Cz¢é¢ literaturowa

Typ II Tvpl
/_ Ryboflawina}\ hy 05 - Eyboflawina e by
102"" D? \
Y
A
Ryboflawina 'Ryboflawina*

02 - 3 . 1 . L1 .'lI
Ryboflawina* Ryboflawina* Sub /

- \ Z
'\L// sc

ISC sub —  °Ryboflawina*

Rysunek 19. Mechanizmy utleniania zachodzace wedlug Typu I i Il z udzialem ryboflawiny, na
podstawie (1).

Poprzez  zastosowanie  promieniowania  wzbudzajagcego 355 nm  oraz = mierzac
charakterystyczng fosforescencje tlenu singletowego przy 1270 nm zostaly wyznaczone
warto$ci wydajnosci generowania tlenu singletowego przez ryboflawing (0.54 + 0.07), FMN
(0.51 £ 0.07) oraz FAD (0.07 £ 0.02) (100). Okazuje si¢, iz w natlenionych roztworach
ryboflawiny oraz FMN tlen singletowy jest generowany z wigkszg wydajnoscia w
porownaniu do powszechnie znanych sensybilizatorow tlenu singletowego (np. Photofrin)
uzywanych w terapii fotodynamicznej diagnozowania i leczenia nowotworéw (PDD, PDT).
Jednoczes$nie zauwazono, iz dla wspomnianych pochodnych o strukturze flawin wraz
Z obnizeniem stezenia tlenu obnizata si¢ warto$¢ wydajnosci generowania tlenu singletowego
otrzymywanego pod wplywem promieniowania z zakresu UVA (100). Zastosowanie w
badaniach uktadéw biologicznych detekcji tlenu singletowego opartej na charakterystyczne;j
fosforescencji tlenu singletowego (1270 nm) jest korzystniejszym rozwigzaniem w
poréwnaniu do uzywania wygaszaczy tlenu singletowego (np. B-karotenu) gléwnie ze
wzgledu na brak koniecznos$ci dodawania nowych substancji (nie zawsze w uktadach
biologicznych istnieje taka mozliwos¢) oraz ze wzgledu na stosunkowo krotki czas zycia
tlenu singletowego w uktadach biologicznych (us) wygaszacz powinien zosta¢ zaaplikowany

doktadnie w miejscu, w ktérym generowany jest tlen singletowy (100).
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2.5. Reakcja podwodjnego przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym dla
pochodnych flawin

Generalna idea reakcji podwojnego przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym opiera si¢ na
utworzeniu kompleksu w stanie podstawowym pomigdzy czasteczka alloksazyny oraz
molekutg zdolng do tworzenia wigzan wodorowych (na przyktad kwasy karboksylowe,
pirydyna), ktéry jest oparty na wigzaniach wodorowych. Nastepnie, pod wplywem
wzbudzenia, wewnatrz uformowanego kompleksu nast¢puje migracja atomu wodoru z
pozycji N(1) na pozycje N(10). Powoduje to zmiang konfiguracji elektronowej przy atomie
N(10) w czasteczce alloksazyny i uformowanie struktury izoalloksazynowej. Jedng z
najczesciej badanych czasteczek nalezacych do alloksazyn w reakcji podwdjnego
przeniesienia protonu jest lumichrom (7,8-dimetyloalloksazyna). Jednakze, zaj$cie reakc;ji jest
mozliwe rowniez dla innych alloksazyn, ktére sa niepodstawione grupami alkilowymi przy
atomie N(1). Pierwotny mechanizm zaproponowany przez Koziota, Koziotowa, Songa
zaktadal utworzenie cyklicznego kompleksu pomigdzy pomiedzy atomami N(1) i N(10)
czasteczki lumichromu (37,108,109). Okre$lono wowczas, iz silag napedzajacg proces
tautomeryzacji alloksazynowo - izoalloksazynowej jest jednocze$nie wzrastajaca zasadowosé
atomu azotu N(10) oraz wzrastajaca kwasowo$¢ ugrupowania N(1)-H, ktora nastgpuje po
procesie wzbudzenia promieniowaniem elektromagnetycznym. Rowniez w tym przypadku
stwierdzono, iz pomiedzy lumichromem a kwasem octowym forumuje si¢ o$Smiocztonowy,
cykliczny kompleks o stechiometrii 1:1, skupiony wokot atomow azotu N(1) i N(10)
czgsteczki lumichromu. Inne podej$cie do wyjasnienia mechanizmu reakcji podwdjnego
przeniesienia protonu w czasteczce lumichromu pod wplywem obecnosci pirydyny
zaproponowat Kasha (31). Czasteczka pirydyny jest tutaj okreslana mianem ,,aktywnego
transportera” protonu z pozycji N(1) lumichromu na atom azotu N(10). Proponowany
przebieg reakcji przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym dla lumichromu w obecnosci
pirydyny zostal przedstawiony na Rysunku 20. W poszczegdlnych etapach proponowanego
mechanizmu mozna wyrdzni¢ pewne charakterystyczne formy strukturalne, mianowicie,
w poczatkowym etapie (XI, Rysunek 20) nast¢puje utworzenie wigzania wodorowego
W stanie podstawowym pomig¢dzy pirydyng a ugrupowaniem N(1)-H lumichromu. Dalej, pod
wplywem wzbudzenia tworzy si¢ produkt posredni w postaci pary jonowej (XII, Rysunek 20)
we wzbudzonym stanie singletowym S; lumichromu. W kolejnym etapie, pirydyna
przyczynia si¢ do relaksacyjnej reorientacji, ktora skutkuje powstaniem stanu S’;, w ktérym

tworzy si¢ wigzanie wodorowe pomiedzy atomem N(10) lumichromu i ksztattuje sig
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izoalloksazynowy uktad wigzan. Autorzy potwierdzajg sluszno$¢ proponowanego
mechanizmu przez odwolanie si¢ do badan niskotemperaturowych, w ktérych procesy
przeniesienia protonu s3 blokowane (31). Ponadto wyznaczony czas narastania w
temperaturze 293 K jest dluzszy niz 50 ps, co wskazuje na mechanizm relaksacji

rozpuszczalnikowej (31).
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Rysunek 20. Proponowany mechanizm reakcji przeniesienia protonu dla lumichromu w obecnosci
pirydyny zaproponowany przez Kash’a, XI oznacza kompleks pirydyny z atomem azotu N(1)
lumichromu w stanie podstawowym, XII: produkt posredni w postaci pary jonowej we wzbudzonym
stanie singletowym S; oraz XIII: utworzenie flawinowego tautomeru z wigzaniem wodor-azot przy
N(10) w zrelaksowanym stanie S’;; na podstawie (31).

Fototautomeryzacj¢ lumichromu do 7,8-dimetyloizoalloksazyny stwierdzono w roznych
uktadach, w ktérych znajdowatly si¢ czasteczki zdolne do tworzenia wigzan wodorowych z
lumichromem, a wewnatrz tych kompleksow bylo mozliwe przeniesienie atomu wodoru z
N(1) na N(10) pod wptywem wzbudzenia promieniowaniem. Podobne zjawisko nastgpowato
w obecnosci innych substancji (lub ich mieszaniny), oprécz wspomnianego kwasu octowego,
to migdzy innymi: metanol (38), etanol (26,37), pirydyna (32), kwas trifluorooctowy oraz
mieszanina dichlorometanu z heksafluoropropanolem (110), mieszanina wody i pirydyny oraz

wody i acetonu (32), a takze mieszanina dioksanu z pirydyng (109). Nalezy podkresli¢, iz nie
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zaobserwowano mozliwej tautomeryzacji lumichromu oraz jego niepodstawionych przy N(1)
grupg alkilowg pochodnych w czystej wodzie (79).

Szczegdtowe badania zostaty przeprowadzone dla reakcji podwdjnego przeniesienia protonu
w stanie wzbudzonym dla czasteczki lumichromu w obecnosci kwasu octowego, w sytuacji
gdy uktad znajdowat si¢ w réznych rozpuszczalnikach, wliczajac w to: 1,2-dichloroetan,
acetonitryl oraz czysty kwas octowy (111). Przy wykorzystaniu technik absorpcyjno-
emisyjnych stwierdzono, iz w stanie podstawowym formuje si¢ kompleks lumichrom:kwas
octowy oparty na wigzaniach wodorowych, ktorego stechiometria wynosi 1 : 1. Dodatkowo,
zostat okreSlony wptyw oddziatywan ksztattujacych si¢ pomiedzy lumichromem
a zastosowanym rozpuszczalnikiem na stala rownowagi tworzenia kompleksu. Okazalo si¢, iz
w przypadku 1,2-dichloroetanu stata rownowagi byta o rzad wielko$ci wyzsza w porownaniu
gdy do badan zastosowano acetonitryl (111). Zmiana rozpuszczalnika wpltywa roéwniez
znaczgco na mechanizm reakcji. W przypadku zastosowania niepolarnego 1,2-dichloroetanu
bardziej preferowane jest utworzenie cyklicznych kompleksow w stanie podstawowym,
natomiast w przypadku rozpuszczalnikow polarnych takich jak acetonitryl, w stanie
podstawowym poczatkowo tworzy si¢ uklad lumichrom:kwas octowy z pojedynczym
wigzaniem wodorowym przy atomie N(10), natomiast utworzenie peilnego kompleksu
nastepuje w stanie wzbudzonym. Zwigkszanie stezenia kwasu octowego w roztworze
lumichromu w acetonitrylu oraz 1,2-dichloroetanie powodowat niewielki wzrost absorbancji,
ktory wynika z formowania si¢ wigzan wodorowych w stanie podstawowym pomig¢dzy
lumichromem oraz kwasem octowym. Prawidlowos¢ tg stwierdzono rowniez dla innych
alloksazyn. Ze wzgledu na fakt, iz w czgsteczce lumichromu obecne sg zar6wno ugrupowania
protonodonorowe jak 1 protonoakceptorowe, dodatek kwasu octowego moze skutkowaé
utworzeniem kompleksow lumichrom:kwas octowy opartych na wigzaniach wodorowych,
jednak wykazano, iz obserwowane zmiany w widmach absorpcji pod wplywem dodatku
kwasu octowego pochodza od uformowanych kompleksow lumichrom:kwas octowy,
w ktorych zaangazowany jest atom azotu N(10). Bardziej wymowne zmiany, ktore $wiadczg
o zachodzacym procesie tautomeryzacji pomigdzy forma alloksazynowa a izoalloksazynowa
dla lumichromu i innych alloksazyn niepodstawionych w pozycji N(1) obserwuje si¢
w widmach emisji. Generalnie, w widmach emisji lumichromu i wielu innych alloksazyn
obserwuje si¢ obecno$¢ jednego pasma, ktoérego maksimum usytuowane jest pomiedzy
420 nm a 440 nm w zalezno$ci od badanej pochodnej oraz zastosowanego rozpuszczalnika.
Jednakze, w obecnosci kwasu octowego wyksztalca si¢ nowe, dtugofalowe pasmo emisji,

ktorego maksimum zlokalizowane jest zwykle przy ok. 520 nm i ktéore w duzym stopniu



58|Cz¢sé¢ literaturowa

odzwierciedla emisj¢ formy izoalloksazynowej. Jednocze$nie, w miar¢ wzrastajacego stezenia
kwasu octowego, intensywno$¢ emisji formy alloksazynowej obniza si¢ na korzys¢
wzrastajacej intensywnosci emisji formy izoalloksazynowej. W widmach emisji obserwuje si¢
obecnos¢ jednego, dobrze zdefiniowanego punktu izoemisyjnego. W przypadku zastosowania
pochodnych alloksazynowych z zablokowang pozycja N(1) przez grupe alkilowa, obserwuje
si¢ w tych samych warunkach eksperymentalnych, obecno$¢ wylacznie emisji o charakterze
alloksazynowym (111).

Badania czasowo - rozdzielcze dla lumichromu w acetonitrylu i dichlorometanie w funkcji
wzrastajacego stezenia kwasu octowego dowodza, iz zmiana rozpuszczalnika istotnie wptywa
na dynamike¢ zachodzacych proceséw. Zarejestrowane zaniki fluorescencji dla lumichromu
w acetonitrylu i 1,2-dichloroetanic opisuje zadowalajagco funkcja mono-wyktadnicza.
Odpowiednie czasy zaniku fluorescencji wynoszg 0.64 ns oraz 0.61 ns. W acetonitrylu,
W miar¢ wzrastajacego stgzenia kwasu octowego zanik fluorescencji obserwowany przy
Aem = 425 nm opisywany jest funkcja monowykladnicza z czasami zycia zmieniajacymi si¢ od
0.64ns (OM kwasu octowego) do 0.37ns (0.7 M kwasu octowego). Z kolei zanik
fluorescencji obserwowany przy Aem = 580 nm jest opisywany poprzez sume
monowyktadniczego zaniku oraz monowykladniczego narastania. WartoSci czasu zaniku
formy alloksazynowej (Aem = 425 nm) oraz czasu narastania obserwowanego przy Aem
= 580nm sa praktycznie jednakowe, dla przyktadu przy stgezeniu kwasu octowego 0.7 M
1= formy alloksazynowej oraz czas narastania przy Aem = 580 nm wynoszg odpowiednio po
0.37 ns oraz 0.35ns. Stosunkowo diugi czas narastania §wiadczy, iZ proces przeniesienia
protonu jest stosunkowo wolny a forma alloksazynowa stanowi prekursor formy
izoalloksazynowej. Nieco bardziej skomplikowanie wyglada dynamika procesow
obserwowanych w 1,2-dichloroetanie, mianowicie dla st¢zenia kwasu octowego od 0 M do
0.04 M stwierdzono monowyktadniczy zanik zaréwno dla formy alloksazynowej jak i1
izoalloksazynowej. Prawdopodobnie, w tym przypadku brak obecnego czasu narastania formy
izoalloksazynowej wynika z mozliwej zbyt krotkiej wartosci, ktéra nie mogla zostac
zmierzona przy stosowanym uktadzie pomiarowym. Przy wyzszych st¢zeniach kwasu
octowego jest obserwowany réwniez czas narastania formy izoalloksazynowej, ktérego
warto$¢ jest zblizona do zaniku formy alloksazynowej, dla przyktadu przy Caa = 0.7M,
zardwno czas zaniku formy alloksazynowej jak 1 naratania formy izoalloksazynowej maja
takg samg warto$¢ rowng 0.45ns. Dodatkowo, interesujgce rezultaty otrzymano przy
obserwacji zaniku fluorescencji przy Aem = 425 nm, mianowicie przy wyzszych stezeniach

kwasu octowego zaobserwowano obecnosé¢ drugiego komponentu z czasem zycia ok. 3-4 ns i
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udziatem 1-2%. Wspomniana warto$¢ czasu zaniku jest zblizona do zaniku formy
izoalloksazynowej. Prawdopodobnie jest to rezultat powstalej rownowagi pomigdzy
obydwoma wzbudzonymi formami lub naktadania si¢ pasm formy izoalloksazynowej z

alloksazynowg (111).
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2.6. Rownowagi kwasowo-zasadowe flawin

Poczynajac od kwasowego, a konczac na zasadowym pH, pochodne flawin tworza rozne
formy strukturalne, do ktoérych mozna zaliczy¢ miedzy innymi: kationy, formy neutralne,
monoaniony oraz dianiony. Ze wzgledu na obecno$¢ w czasteczkach izo- i alloksazyn kilku
potencjalnych miejsc protonacji oraz deprotonacji, struktury tych form sg odmienne.
Pomigdzy nimi ustalajg si¢ rownowagi tak w stanie podstawowym, jak i wzbudzonym. Ze
wzgledu na obecno$¢ pochodnych flawin w uktadach biologicznych, w ktérych panuja rézne
warunki pH, wydaje si¢ koniecznym znajomo$¢ rownowag reakcji protonacji / deprotonacji
oraz sposobow na okreslenie mozliwych form strukturalnych w danych warunkach pH.

Jedno z pierwszych doniesien dotyczacych warto$ci pK, alloksazyn zostaly zawarte w pracy
Koziotowej (22). Zdefiniowano wartosci pK, oraz pK,* dla formowania monianondéw
alloksazynowych oraz dla dianionu w silnie alkalicznych warunkach pH. W dalszej
kolejnosci, badania wtasciwosci emisyjnych i absorpcyjnych dla lumichromu w roztworach
wodnych w przedziale pH od -1.08 do 14.6 dowiodly obecnosci roznych form strukturalnych
lumichromu w zalezno$ci od pH. Pierwsza obserwowang byl kation, ktory przechodzit w
forme¢ neutralng przy pKa = -0.53. Z kolei przejScie z formy neutralnej do anionowe;j
odbywato si¢ przy pK, = 12.5 (112). Dodatkowo, stwierdzono, iz przy pH > 7 nastgpowata
czeSciowa tautomeryzacja lumichromu do 7,8-dimetyloizoalloksazyny poprzez proces
wewnatrzczasteczkowego przeniesienia protonu pomiedzy atomami N(1) 1 N(10), w ktorym
uczestniczyto okoto 40% lumichromu. W znacznie wyzszych pH (~ 12.5) wykazano, iz forma
neutralna lumichromu (zar6wno czgs$¢ alloksazynowa, jak i1 powstala po tautomeryzacji
izoalloksazynowa) ulegaja jonizacji do monoanionu alloksazynowego, w ktérym tadunek
ujemny gromadzi si¢ na N(3) oraz do dianionu o strukturze izoalloksazynowej z ujemnymi
tadunkami przy N(1) oraz N(3). Z kolei przy pH powyzej 14 forma monoanionowa
lumichromu catkowicie przeksztalca si¢ w dianion o strukturze izoalloksazynowej (112).
Obecnos¢ réznych form strukturalnych lumichromu przektada si¢ rowniez na zmiang
przebiegu widm absorpcji w zaleznosci od pH. Dla formy kationowej lumichromu
stwierdzono maksimum absorpcji przy 395 nm oraz stabe pasmo przy okoto 480 nm, ktore
autorzy przypisuja obecnosci formy kationowej: LCHs*" (Rysunek 21) (112,113).
Porownujac dane dotyczace rownowag kwasowo-zasadowych dla dyskutowanych w tej pracy
pochodnych 5-deazaalloksazyny (podrozdzial 4.7) oraz przedstawionych w pracy (114) dla 9-
metylo-5-deazaalloksazyny oraz 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny, dla ktorych w wyniku braku

atomu azotu w pozycji 5 pierscienia alloksazynowego nie obserwuje si¢ podobnych efektow,
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mozna postulowaé stuszno$¢ przedstawionego twierdzenia dotyczgcego obecnosci pasma
absorpcji przy ok. 480 nm w widmie formy kationowej lumichromu. W warunkach pH,
w ktorych dominuje udziat formy neutralnej lumichromu (LCH, Rysunek 21) odnotowano
obecno$¢ dwoch pasm w dlugofalowej czgsci widma absorpcji, ktorych maksima sg
zlokalizowane przy okoto 400 nm i 355 nm. W miare podwyzszania pH, w warunkach
zasadowych, obserwuje si¢ wzrost absorbancji pasma przy okoto 445 nm, ktory zostat
zinterpretowany jako efekt utworzenia 7,8-dimetyloizoalloksazyny (IAH, Rysunek 21).
Ciekawe porownanie zostato zastosowane dla widm absorpcji lumichromu dla pH > 14 z
widmem absorpcji lumiflawiny. Odnotowano zblizony ksztalt pomig¢dzy widmami, stad
przypisanie formy dianionu izoalloksazynowego dla tych warunkéw pH (112). W stanie
wzbudzonym stwierdzono, iz w silnie kwasowych warunkach pH forma neutralna
lumichromu przeksztatca si¢ w kation wskutek przytaczenia protonu pochodzacego z jonu
Hs0", jednakze autorzy nie zaobserwowali zadnej fotoindukowanej tautomeryzacji
lumichromu w tych warunkach pH (np. do formy izoalloksazynowej). Wykazano, iz
fluorescencja kationu lumichromu jest silnie wygaszana wskutek wewnatrzczasteczkowego
diabatycznego przeniesienia tadunku 1 relaksacji stanu wzbudzonego przez energi¢
potencjalng zwigzang z frakcja czasteczek znajdujacych si¢ w stanie podstawowym.
Zidentyfikowana zostata réwniez fluorescencja pochodzaca od monoanionu lumichromu N(3)
oraz dianionu o strukturze izoalloksazynowej (112). Na podstawie pomiaro6w stacjonarnych
oraz czasowo-rozdzielczych ustalone zostaty przez Tyagi zalezno$ci strukturalne dla
czasteczki lumichromu, ktore przedstawiono na Rysunku 21. Inne doniesienia literaturowe
wskazuja, 1z najbardziej prawdopodobnym miejscem protonowania czgsteczki lumichromu w
stanie podstawowym jest atom azotu N(10), natomiast rownowaga pomiedzy forma
protonowang a neutralng ustala si¢ przy pK, = -0.38 (112,115). W bardziej zasadowych
warunkach pH stwierdzono rownowage pomiedzy forma neutralng a monoanionami, przy
czym postuluje si¢, iZ monoaniony o strukturze alloksazynowej z fadunkami ujemnymi przy
N(1) oraz N(3) powstajg w tym samym momencie (pK; = 8.28) (32,112,116). Z kolei forma
dianionowa zostata zidentyfikowana przy pKs = 12.9 jako rdéwnowaga pomiedzy
monoanionem N(3) a dianionem (22). Odnotowano znaczne réznice zarowno w widmach
absorpcji jak i emisji pomiedzy poszczegdlnymi formami lumichromu, dla przyktadu widma
absorpcji formy anionowej s3 zblizone do absorpcji aniondow izoalloksazynowych, natomiast

absorpcja kationu lumichromu jest zblizona do absorpcji kationow izoalloksazynowych (115).
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Rysunek 21. Zaleznosci strukturalne lumichromu w réznych warunkach pH, na podstawie (112).

W innej pracy, rownowagi kwasowo — zasadowe dla lumichromu oraz jego metylowych
pochodnych: 1-metylo-, 3-metylo- oraz 1,3-dimetylo- byly badane przy wykorzystaniu
technik spektroskopowych (z uwzglednieniem synchronicznej spektroskopii fluorescencyjne;j,

jak roéwniez spektroskopii stacjonarnej oraz czasowo-rozdzielczej), a takze metodami

teoretycznymi DFT (PBE0/6-31G(d)) (28).
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Badania teoretyczne przeprowadzone dla lumiflawiny pokazaty, iz w stanie podstawowym
najbardziej preferowanym miejscem protonowania czgsteczki jest atom azotu N(1), natomiast
we wzbudzonym stanie singletowym oraz trypletowym protonownie atom azotu N(5)
powoduje najwigksza stabilizacje (74,113,117). Okazuje sie, ze protonowanie pozycji N(5)
odgrywa istotng rol¢ podczas wielu reakcji fotochemicznych, w ktorych bierze udziat
lumiflawina 1 ktére s3g inicjowane niebieskim $wiattem. Obliczenia energii wzbudzen dla
protonowanych form lumiflawiny przy N(1) oraz N(5), a takze dla formy anionowej, w ktorej
tadunek ujemny gromadzi si¢ na N(3) wykonane metodami DFT/MRCI pozostaja w duzej
zgodnosci z widmami absorpcji poszczegdlnych form strukturalnych lumiflawiny.
Zauwazono, ze widmo absorpcji anionowej formy lumiflawiny jest bardzo zblizone do widma
neutralnej formy tej czasteczki, natomiast wyrazne rdznice zostaty odnotowane dla widma
absorpcji formy kationowej N(1) w porownaniu do formy neutralnej. Do gtownych aspektow
roéznicujacych zalicza si¢ wyrazne niebieskie przesunigcie pierwszego pasma oraz czerwone
przesunigcie drugiego pasma w dlugofalowej czesci widma absorpcji (74).

Problem najbardziej prawdopodobnego miejsca protonacji w czasteczce lumichromu,
lumiflawiny oraz bardziej ztozonych flawin, jak na przyktad ryboflawiny, zostal poddany
dodatkowym badaniom przy wykorzystaniu spektroskopii w zakresie podczerwieni (IRMPD
— ang. multiple-photon dissociation IR spectroscopy) w potgczeniu z obliczeniami kwantowo-
chemicznymi metodami DFT (118). Rezultaty obliczen teoretycznych przyrownane do
danych eksperymentalnych dla wyizolowanych form protonowanych lumichromu oraz
lumiflawiny zostaly przedstawione na Rysunku 22. Uzyskano zadowalajaca zgodnos¢
pomiedzy obliczonymi na drodze teoretycznej mozliwymi strukturami protonowanego
lumichromu oraz lumiflawiny z uzyskanym widmem IR. Okazuje si¢, iz w przypadku
lumichromu najbardziej stabilng jest sytuacja, gdy sprotonowaniu ulega atom azotu N(5),
natomiast w przypadku lumiflawiny najbardziej faworyzowane jest protonowanie

karbonylowego atomu tlenu przy atomie wegla C(2) oraz utworzenie tautomeru z N(1) (118).
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Rysunek 22. (A) Widmo IRMPD protonowanego lumichromu (a) poréwnane z liniowymi widmami
IR wyznaczonymi na podstawie obliczen B3LYP/cc-pVDZ dla trzech najbardziej stabilnych
izomerow: H* LC@NS5 (b), H'LC@O04+ (c), and H'LC@N10 (d); (B) Widmo IRMPD protonowanej
lumiflawiny (a) porownane z liniowymi widmami IR najbardziej stabilnych izomeréw uzyskanych na
podstawie obliczen B3LYP/cc-pVDZ: H'LF@O2+ (b), H'LF@NL1 (c), and H'LF@OH+- (d); na
podstawie (118).

Rownowagi protonacji - deprotonacji ustalajgce si¢ w roztworach wodnych dla 9-metylo-5-
deazaalloksazyny oraz 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny zostaty zdefiniowane w stanach
podstawowym 1 wzbudzonym przy uzyciu absorpcji, emisji — zarOwno stacjonarnej jak i

przy
synchronicznej

czasowo rozdzielczej oraz zastosowaniu specjalnej odmiany spektroskopii

(114).
W przypadku 9-metylo-5-deazaalloksazyny, w kwasowych i obojetnych warunkach pH,

luminescencyjnej, mianowicie spektroskopii  fluorescencyjnej
dominuje forma neutralna (pH 1.2 — 9), dla ktorej czas zycia fluorescencji wynosi 30.8 ns.
W zasadowych warunkach pH zostato zidentyfikowanych kilka form anionowych, w mniej
alkalicznych roztworach (pH 8 — 12) dominuja formy monoanionowe: o strukturze
alloksazynowej z tadunkiem ujemnym na atomie azotu N(3) oraz drugi — z ladunkiem
ujemnym na atomie N(1), ktory moze tautomeryzowac juz w stanie podstawowym do formy
izoalloksazynowej. W przypadku monoanionu alloksazynowego N(3) czas zycia fluorescencji
wynosi 16 ns, natomiast dla monoanionu o strukturze izoalloksazynowej 7.8 ns. W bardzo
alkalicznych roztworach (pH > 12) zidentyfikowano obecnos¢ jednej formy, mianowicie
dianionu o strukturze izoalloksazynowej, dla ktorego czas zycia fluorescencji wynosi 9.2 ns.
Wyznaczone wartosci pK, oraz pK,* sa zblizone do siebie 1 wynosza odpowiednio 9.13 oraz

9.0 dla przejscia od formy neutralnej do monoaniondéw oraz 12.7 i 11 dla przej$cia z form
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monoanionowych do dianionu (114). Ze wzgledu na brak wyraznej absorpcji oraz
fluorescencji formy kationowej 9-metylo-5-deazaalloksazyny w stosowanych warunkach pH
nie zostaly wyznaczone wartosci pK, oraz pK,* dla przejscia od formy kationowej do
neutralnej. Rownowagi pomigdzy ré6znymi formami strukturalnymi w zaleznosci od pH dla 9-
metylo-5-deazaalloksazyny zostaly przedstawione na Rysunku 23. Nieco inaczej
przedstawiajg si¢ rOwnowagi protonacji / deprotonacji dla 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny,
jako pochodnej o strukturze 5-deazaflawiny. W tym przypadku forma kationowa zostata
zidentyfikowana przy pH < 2, a tadunek dodatni gromadzit si¢ na atomie azotu N(10) ze
wzgledu na sprotonowanie atomu azotu N(1) i zmiang konfiguracji elektronowej na
alloksazynowa w stanie podstawowym. Przy wyzszych warto$ciach pH znaleziono obecno$¢
formy neutralnej 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny, ktéra w przedziale pH 11 — 13 ulegata
deprotonacji przy N(3) przechodzac w monoanion 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny.
Wyznaczono warto$ci pK, oraz pKy;* odpowiednio dla przej$cia z formy kationowej do
neutralnej: 1.84 oraz 0.88. W przypadku przejscia z formy neutralnej do monoanionu
odpowiednie wartosci wynoszg 10.8 oraz 10.9 (114). Postulowane formy strukturalne 10-
etylo-5-deazaizoalloksazyny wraz z roéwnowagami ustalajgcymi si¢ pomiedzy nimi

przedstawiono na Rysunku 24.
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Rysunek 23. Réwnowagi protonacji / deprotonacji dla 9-metylo-5-deazaalloksazyny w réznych
warunkach pH, na podstawie (114).



66|Cz¢sé¢ literaturowa

Warunki kwasowe

CzHs Czhe H
mIN -ETN '\-\.‘p{’D
e, M
[\.K =], F-4 oA
8 INH® ©

Warunki zasadowe

CzHy
M N O
1“ iy \T-ﬁ
e -N
pRJ 10.8 -
0.9 3A O
CzHs
1
- . .N.._L . \_\Tﬁ
L;:-\ﬁ =N
JAT ©

Rysunek 24. Rownowagi protonacji / deprotonacji dla 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny w roznych
warunkach pH, na podstawie (114).

Wsrod zwigzkow ze strukturg izoalloksazynowsg badania rownowag kwasowo-zasadowych w
roztworach wodnych zostaly przeprowadzone migdzy innymi dla ryboflawiny (119) oraz
lumiflawiny (57). Na podstawie badan absorpcyjnych stwierdzono, iz ryboflawina w
roztworach o pH < 0.4 wystepuje w formie kationowej. Natomiast w przedziale pH 0.4 — 9.75
dominuje forma neutralna, natomiast powyzej pH = 9.75 zaczynaja powstawa¢ formy
anionowe zblizone strukturalnie do przedstawionych na Rysunku 24 dla 10-etylo-5-
deazaizoalloksazyny (119).

Wykorzystanie reakcji protonacji / deprotonacji pochodnych flawin znalazlo takze szereg
zastosowan praktycznych, gldéwnie w badaniu uktadow biologicznych. Do przyktadowych
mozna zaliczy¢ badania form strukturalnych lumichromu powstalych w efekcie
oddzialywania tej czasteczki z biatkami albuminy surowicy ludzkiej oraz B-cyklodekstryna.
W roztworach wodnych o r6znym pH odnotowano, iz w obecnosci biatek albuminy surowicy
ludzkiej nastepuje wzrost absorbancji przy okoto 450 nm. Zidentyfikowano, iz w tych
warunkach mozliwe jest utworzenie kompleksu z lumichromem o stechiometrii 1:1, w ktorym
glownie uczestniczy monoanion lumichromu oraz biatka albuminy surowicy ludzkiej. Jednak
podobnych zmian nie obserwuje si¢ w przypadku dodania B-cyklodekstryny — tutaj

postulowana jest obecno$¢ formy neutralnej lumichromu, ktéra ulega skompleksowaniu z 3-
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cyklodekstryng. Powstajacy kompleks rowniez posiada stechiometri¢ 1:1. Zmierzone zaniki
fluorescencji dla kompleksow lumichromu z B-cyklodekstryng w zadowalajacym stopniu
opisuje funkcja monoeksponencjalna natomiast w przypadku kompleksu z biatkami albuminy
surowicy ludzkiej uwidacznia si¢ bieksponencjalny zanik fluorescencji z czasami Zzycia

odpowiednio 0.83 ns oraz 0.14 ns (120).
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Rysunek 25. Struktury produktéw hydrolizy lumiflawiny w obecno$ci wodorotlenku sodu: LF (anion
lumiflawiny), DMIA™ (anion 7,8-dimetyloizoalloksazyny), MIA™ (anion 7-metyloizoalloksazyny), QO1
(kwas 1,2-dihydro-2-keto-1,6,7-trimetylochinoksalino-3-karboksylowy), QO2 (kwas 2-metoksy-6,7-
dimetylochinoksalino-3-karboksylowy), QO3 (6-metylo-chinoksalin-2-ol), Q04 (3-hydroksy-1,6,7-
trimetylo-1H-chinoksalin-2-on); na podstawie (121).
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W innych badaniach przeprowadzonych dla lumiflawiny w roztworach wodorotlenku sodu o
roznym stezeniu udowodniono, iz ta czgsteczka nie jest trwata w alkalicznych warunkach pH.
Pod wplywem wodorotlenku sodu o stg¢zeniach odpowiednio: 1M, 2M oraz 4M ulega z r6zng
szybkoscig hydrolizie, dajac produkty, ktore zostaly przedstawione na Rysunku 25.
Proponowane struktury produktow hydrolizy Ilumiflawiny zostaly zaproponowane na
podstawie pomiaréw absorpcyjnych, fluorescencyjnych oraz spektrometrii masowe;j.

Szybko$¢ hydrolizy wzrastata wraz ze wzrostem stezenia NaOH (121).
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2.7. Efekty solwatochromowe dla flawin

Czasteczki izo- 1 alloksazyn sg interesujagcymi uktadami modelowymi réwniez w badaniach
efektow solwatochromowych oraz w okreslaniu zdolnosci do formowania wigzan
wodorowych zaréwno pomiedzy sobg, co ma miejsce glownie w ciele statym jak rowniez
pomiedzy czasteczkami rozpuszczalnika a alloksazyng. W czgsteczkach alloksazyn sa obecne
zardwno ugrupowania protonodonorowe jak i protonoakceptorowe.

Badania przeprowadzone dla lumichromu oraz jego metylowych pochodnych, wliczajac w to
1-metylolumichrom, 3-metylolumichrom oraz 1,3-dimetylolumichrom w 1,2-dichloroetanie
przy zastosowaniu miareczkowania DMSO (jako substancji be¢dacej akceptorem wigzania
wodorowego) wskazuja, ze jednym z waznych ugrupowan w czasteczce lumichromu, ktory
odpowiada za utworzenie wigzan wodorowych jest grupa N(1)-H. Z kolei zastosowanie
1,1,1,3,3,3-heksafluoroizopropanolu  (donor atomu wodoru) pozwolito stwierdzi¢, iz
obserwowane zmiany w widmach absorpcji lumichromu w miar¢ wzrastajacego stezenia
1,1,1,3,3,3-heksafluoroizopropanolu  pochodza od utworzenia wigzania wodorowego
w pozycji N(10) czasteczki lumichromu. W tym przypadku mozliwe jest rowniez utworzenie
wigzan wodorowych z karbonylowymi atomami tlenu obecnymi przy atomach C(2) oraz
C(4), jednakze w tym przypadku nie zaobserwowano zadnych zmian w widmach absorpcji.
Dodatkowo, pozycja N(5) w czasteczce lumichromu moze dziata¢ jako akceptor wigzania
wodorowego, jednak ze wzgledu na stosunkowo niskg zasadowos¢ w tym rejonie wydaje si¢
mato prawdopodobna mozliwo$¢ utworzenia wigzania wodorowego w tym miejscu (111).

W przypadku lumichromu stwierdzono, ze potozenie dwoch dtugofalowych pasm w widmach
absorpcji jest uzaleznione od rodzaju zastosowanego rozpuszczalnika. Wraz ze wzrastajaca
polarno$cia rozpuszczalnika zaobserwowano dlugofalowe przesunigcia obydwu pasm
absorpcji potaczone z hipochromowym efektem dla pierwszego pasma oraz efektem
hiperchromowym dla drugiego pasma (36).

Z kolei analiza réznych parametrow spektralnych, takich jak maksima emisji oraz
przesunig¢cia Stokesa w szerokiej skali rozpuszczalnikéw o rdéznej polarnosci jak réwniez
zdolnos$ciach protyczno — aprotycznych zostata przeprowadzona przy wykorzystaniu réznych
skal polarnosci rozpuszczalnikow (19) oraz przy zastosowaniu skali polarnosci Af opartej na
rownaniu Lipperta — Matagi. Wykazano praktycznie zupelny brak regularnego
solwatochromizmu, stad postuluje si¢ wystepowanie oddziatywan specyficznych na linii

lumichrom — rozpuszczalnik. Bardziej szczegdélowa analiza przeprowadzona przy
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wykorzystaniu skali Et(30) wskazata bardzo dobrg korelacje z maksimami fluorescencji oraz
warto§ciami przesuni¢cia Stokesa, co §wiadczy, iz solwatochromizm lumichromu w stanie
wzbudzonym jest modyfikowany przez zdolnosci donorowe do tworzenia wigzan
wodorowych przez rozpuszczalnik (kwasowos$¢ rozpuszczalnika), natomiast zasadowo$¢
rozpuszczalnika odgrywa jest mniej istotna (19). Dalsza analiza solwatochromowa
przeprowadzona w oparciu o rownanie Kamleta — Tafta potwierdza hipotezy postawione przy
dyskusji efektow solwatochromowych opartych o skalg E1(30). Ponadto autorzy dowodza, iz
w stanie podstawowym moga tworzy¢ si¢ kompleksy oparte na wigzaniach wodorowych
pomiedzy lumichromem a rozpuszczalnikami protycznymi, w ktorych sa zaangazowane
zardbwno strony donorowe jak 1 akceptorowe czasteczki lumichromu, jednak w stanie
wzbudzonym nast¢puje faworyzowanie fluorescencji wylgcznie z tych uktadow, w ktérych
dominuje kwasowos¢ rozpuszczalnika w tworzeniu wigzan wodorowych (19). Wystepowanie
wigzan wodorowych pomiedzy czgsteczka lumichromu a rozpuszczalnikami tak w stanie
podstawowym, jak i wzbudzonym jest czgstym problemem poruszanym w literaturze
przedmiotu (19,21,36,44,122). W ten sposob udowodniono, iz w przypadku roztworoéw
lumichromu w rozpuszczalnikach protycznych obserwuje si¢ czerowo-przesunigcia zaroOwno
maksimoéw absorpcji jak i emisji, fluorescencja staje si¢ bardziej uprzywilejowanym kanatem
dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego w poréwnaniu do lumichromu
rozpuszczonego w rozpuszczalnikach aprotycznych. Na Rysunku 26 przedstawiono mozliwe
struktury kompleksow, ktore moga utworzy¢ si¢ pomiedzy lumichromem a metanolem lub
kwasem octowym, angazujac rozne rejony czasteczki lumichromu, tak protonowo-donorowe
jak i protonowo-akcpetorowe. Wykorzystujac obliczenia teoretyczne stwierdzono, iz
najsilniejsze wigzanie wodorowe tworzy si¢ w przypadkach: Illa (12.7 kcal/mol) oraz Ilib
(17.3 kcal/mol), natomiast najstabsze w przypadku kompleksow: Ia (7.8 kcal/mol) i Vb
(10.9 kcal/mol), oznaczenia sg zgodne z danymi przedstawionymi na Rysunku 26 (122).
Autorzy podkreslaja, 1z w rzeczywistych roztworach sytuacja powstawania wigzan
wodorowych moze nie by¢ tak prosta jak przedstawiona na Rysunku 26 ze wzgledu na
mozliwo$¢ tworzenia kompleksow o innej stechiometrii niz 1:1 lub powstania agregatow,
ktére znacznie komplikuja obraz tworzenia wigzan wodorowych. Zgodnie z informacjami
podanymi przez Koziotowa i Szafrana zmiany w widmach absorpcji lumichromu w miare
dodawania kwasu octowego sg spowodowane oddziatywaniem tej czasteczki z atomem azotu
N(10) lumichromu. Zgodnie z danymi przedstawionymi na Rysunku 26, w tej sytuacji

najbardziej postulowane jest powstanie kompleksu o geometrii 1lb (22,110,122). Obliczenia
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teoretyczne metodami DFT potwierdzaja mozliwo$¢ utworzenia kompleksu o takiej
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Rysunek 26. Mozliwe struktury kompleksow lumichromu z metanolem (po lewej stronie) oraz z
kwasem octowym (po prawej stronie); na podstawie (122).

Uktadami modelowymi do badania mozliwo$ci tworzenia wigzan wodorowych dla struktur
izoalloksazynowych staly si¢ pochodne ryboflawiny. Przy wykorzystaniu metod absorpcyjno
— emisyjnych poczatkowo badang pochodng rozpuszczono w tetrachlorometanie. W tych
warunkach zostaly zarejestrowane zaréwno widma absorpcji jak i emisji, aby ukazaé ich
przebieg w sytuacji, gdy nie sg tworzone wigzania wodorowe. Nastgpnie dwa niezalezne
roztwory poddano miareczkowaniu kwasami: trichlorooctowym oraz trifluorooctowym. W
miar¢ wzrostu stezenia zaré6wno kwasu trichlorooctowego jak i trifluorooctowego
zaobserwowano, iz pierwsze maksimum absorpcji przesuwa si¢ ku dtuzszym falom wraz z
niewielkim podwyzZszeniem absorbancji natomiast dalszy wzrost stg¢zenia kwasu
trichlorooctowego powoduje czerwone przesunigcie i maksimum absorpcji lokuje si¢ w
miejscu gdzie nie bylo efektu tworzenia wigzania wodorowego. Z kolei drugie, bardziej
dlugofalowe pasmo absorpcji pochodnej ryboflawiny, przesuwa si¢ wyraznie w strong

dlugofalowg niezaleznie od zastosowanego kwasu. Rejestracja widm fluorescencji pochodne;j



72|Cz¢é¢ literaturowa

ryboflawiny w obecnosci zarowno kwasu trifluorooctowego jak i trichlorooctowego ukazata

zjawisko wygaszania fluorescencji w miar¢ wzrostu stezenia kwasow.

I\J'_‘Z_ h

|573 o I}! /Eli\NfO 10
6 5~ 4 4
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2
A. bez wigzan wodorowych B. N(1), O(12), N(3)H, O(14),

N(5) - wigzania wodorowe

Rysunek 27. (A) Struktura izoalloksazynowa bez uformowanych wigzan wodorowych, (B) schemat
formowania wigzan wodorowych na heteroatomach izoalloksazyny, na podstawie (123).

Wyznaczone zostaly stale wygaszania fluorescencji przez kwas trichlorooctowy oraz
trifluorooctowy z warto$ciami odpowiednio: 450 M™ oraz 230 M. Na podstawie obliczen
teoretycznych stwierdzono, iz dla uktadu izoalloksazynowego wigzania wodorowe
z czasteczkami  wykorzystywanych kwasow tworza sie¢ w sekwencji: brak wigzania
wodorowego — N(1)-wigzanie wodorowe — N(1),0(12)-wigzanie wodorowe —
N(1),0(12),0(14)-wigzanie wodorowe — N(1),0(12),N(3)H,0O(14)-wigzanie wodorowe —
N(1),0(12),N(3)H,0(14),N(5)-wigzanie wodorowe (123,124). Odpowiednie o0znaczenia
heteroatomow bioragcych udziat w wigzaniach wodorowych izoalloksazyny zostaty pokazane
na Rysunku 27. Przebieg widm absorpcji oraz emisji zarejestrowanych dla badanej
pochodnej ryboflawiny w tetrachlorometanie w miar¢ wzrastajacego stezenia kwasow

trifluorooctowego oraz trichlorooctowego zostat przedstawiony na Rysunku 28.
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Rysunek 28. Widma absorpcji pochodnej ryboflawiny w tetrachlorometanie w obecnosci kwasu
trichlorooctowego (A) oraz kwasu trifluorooctowego (B), stezenia kwasow wynosza odpowiednio:
OM (1), 10° M (11), 102 M (Ill). Widma emisji zarejestrowane dla pochodnej ryboflawiny w
tetrachlorometanie w funkcji wzrastajacego stezenia kwasu trichlorooctowego, stg¢zenia wynosza
odpowiednio: O M (1), 0.0005M (i), 0.002 M (Ill) (C) oraz kwasu trifluorooctowego, stezenia
wynosza odpowiednio: 0 (I), 0.0001 M (l1), 0.001 M (111), 0.004 M (IV) (D), na podstawie (123).
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2.8. Synchroniczna spektroskopia fluorescencyjna (SSF) jako technika
badawcza stosowana w badaniach luminescencyjnych

Synchroniczna spektroskopia fluorescencyjna jest metodg komplementarng w stosunku do
klasycznych pomiaréw emisyjnych polegajacych na rejestracji widm fluorescencji oraz
wzbudzenia emisji. Zostata wprowadzona przez Lloyd w 1971 roku (125). W czasie
rejestracji widm fluorescencji nastepuje skanowanie monochromatora toru emisji przy
okreslonej dlugosci fali promieniowania wzbudzajagcego probke (Aexc). Natomiast widmo
wzbudzenia powstaje na drodze skanowania monochromatora toru wzbudzenia przy ustalonej
dhlugoséci fali emisji (Aem). Widma synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej (SSF)
stanowig swego rodzaju polaczenie widm emisji oraz wzbudzenia, powstaja, bowiem na
drodze jednoczesnego (synchronicznego) skanowania monochromatora toru emisji
i wzbudzenia z zadanym przesunigciem pomiedzy obszarem wzbudzenia i emisji, tzw.
offsetem (AA). Waznym aspektem podczas rejestracji widm SSF jest dobor wartosci AA.
Generalnie przyjmuje si¢, ze im mniejsza warto$¢ przesunigcia Stokes’a, tym AX powinno by¢
mniejsze. Intensywno$¢ widma SSF (ozn. Is) jest proporcjonalna migdzy innymi do st¢zenia

analizowanej probki (C), ktorg mozna wyrazi¢ nast¢pujaca zaleznoscia (125,126):

Is = KCOEX(Aexc) EM(Aexct AR) (4)

Gdzie: ¢ — stgzenie analizowanej probki; EX — intensywno$¢ widma wzbudzenia przy
ustalonej Aexc; EmM — intensywno$¢ widma emisji przy Aexct AX; b — dtugosé drogi optycznej

K — stala opisujgca parametry instrumentalne, takie jak geometria uktadu

Ze wzgledu na zwigkszong czulo$¢ oraz lepsza selektywnos¢ widm SSF w porownaniu do
konwencjonalnych widm emisji, wykorzystujac ta technike luminescencyjng mozna uzyskac
dobrze rozdzielone pasma w badanym zakresie UV/Vis oraz znalez¢ dodatkowe informacje
dotyczace fluorescencji réznych sktadnikéw obecnych w badanym uktadzie, ktore nie zawsze
sg mozliwe do wykrycia na drodze zastosowania klasycznych widm fluorescencji lub widm
wzbudzenia, np. ze wzglgdu na zbyt blisko polozone pasma fluorescencji dwdch roznych
sktadnikow, ktore w efekcie powoduja ztozenie widma fluorescencji, obserwowane w postaci
pojedynczego pasma. Stosujgc synchroniczng spektroskopi¢ fluorescencyjng istnieje wigksze
prawdopodobienstwo identyfikacji Kilku réznych indywiduow emitujagcych promieniowanie,

badz okreslenia rownowagi, ktora ustala si¢ pomiedzy nimi. Stad wylaniajg si¢ trzy
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najwazniejsze punkty charakteryzujace widma synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej:
(i) zwezenie widm SSF w poréwnaniu do klasycznych widm fluorescencji, (ii) uproszczenie
widm emisji polegajace na mozliwosci selektywnego podwyzszania intensywnosci pasm przy
zastosowaniu odpowiedniego AL, natomiast w klasycznych pomiarach
spektroflurymetrycznych przy zadanej Aexc nastepuje Wzrost intensywnosci wszystkich pasm
w widmach emisji; (iii) mozliwos¢ bardzo duzego zawgzenia obszaru pomiarowego widma,
co moze by¢ bardzo przydatne z analitycznego punktu widzenia, gdy jest prowadzona analiza
wylgcznie wybranych sktadnikow mieszaniny (127-130).

Synchroniczna spektroskopia fluorescencyjna to technika spektroskopowa, ktora znalazta
liczne zastosowania zar6wno praktyczne jak i w badaniach o charakterze podstawowym. Do
pierwszej grupy zastosowan mozna zaliczy¢ uzycie W badaniach zywnosci, np. oleje, piwa
(131,132) jak rowniez przy analizie produktow ropopochodnych i naftowych (133-136). W
tym obszarze SSF zastosowano w celu analizy ilosciowej nisko-temperaturowych frakcji
aromatycznych smoty pochodzacej z wegla kamiennego (137). Uzytecznos¢ synchronicznej
spektroskopii fluorescencyjnej zostala rowniez pokazana dla opisu zwigzkéw znajdujacych
si¢ w probkach, dla ktorych nie jest znana fluorescencja pozostalych sktadnikéw w niej
zawartych, na przyktadzie kwasu gentyzynowego oraz salicylowego (138). Widma SSF
znalazly rowniez zastosowanie W badaniach podstawowych prowadzonych w naszej grupie
badawczej. Przy uzyciu tej techniki udato si¢, miedzy innymi, okres§li¢ rownowagi reakcji
protonacji / deprotonacji oraz zdefiniowaé rézne formy strukturalne obecne w roztworach w
zaleznosci od pH dla wybranych czwartorzgdowych soli hydroksystilbazoliowych,
lumichromu i jego  wybranych  monometylowych  pochodnych,  9-metylo-5-
deazaizoalloksazyny oraz 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny jak rowniez okres$lic emisje ze
stanéw singletowych S, oraz S; dla porfirazyn siarkowych z rozbudowanymi podstawnikami
peryferyjnymi (28,114,139-141).

Ciekawa formg zastosowan stata si¢ analiza wielopierscieniowych weglowodoréw
aromatycznych w roztworach 1 roznych ukladach ztozonych bez zastosowania procedur ich
wczesniejszego rozdzielania (np. chromatograficznych). Przy zastosowaniu SSF udato sie
jednoczesnie oznaczy¢ w roztworze wodnym obecno$¢ benzo[a]pirenu, terylenu oraz
chryzenu (127,142). Zastosowanie techniki SSF w potaczeniu z r6znymi trybami skanowania
synchronicznego (ang. nonlinear variable-angle oraz matrix-isopotential) okazato si¢ rowniez
pomocne w czasie analizy zawartosci wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych
obecnych w réznych gatunkach herbaty, wliczajac tu oznaczenie: benzo[a]pirenu,

benzo[K]fluorantenu oraz antracenu (143). Jest to istotniec wazne zadanie ze wzgledu na
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kancerogennos¢ wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych, stad konsument
herbaty moze by¢ narazony na negatywne skutki oddzialywania tej grupy zwiazkéw na
organizm czlowieka. Zastosowanie techniki SSF w tym przypadku wyeliminowato
koniecznos¢ przeprowadzania oczyszczania lub stosowania metod chromatograficznych do
wydzielania interesujgcych sktadnikow. Z kolei wuzycie klasycznych pomiarow
fluorescencyjnych prawdopodobnie nie pozwoliloby na rzetelng analize¢ ze wzgledu na
znaczng liczbe fluoryzujacych sktadnikow obecnych w matrycy. Rezultaty badan
z zastosowaniem techniki SSF doskonale potwierdzity si¢ w oznaczeniach z zastosowaniem
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig masowa (143).

Technika synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej w polaczeniu z wielowymiarowa
analizg statystyczng znalazla takze zastosowanie w badaniach hodowli komoérek zwierzecych
do okres$lania bioprocesow zachodzacych w rzeczywistym czasie (144). Rowniez
w przypadku takich uktadow zostaly wypunktowane zalety stosowania widm SSF nad
klasyczng fluorescencja, do ktorych zaliczono mozliwo$¢ uzyskania pelnej informacji na
temat Kilku fluoryzujacych sktadnikow obecnych w ukladzie w czasie rejestracji jednego
widma z dobra rozdzielczo$cig oraz mozliwos¢ uzyskania danych w relatywnie krotkim
czasie pomiarowym, a takze bez koniecznosci ich wezesniejszej izolacji z probki (144).
Widma SSF zostaty rowniez uzyte do jednoczesnego oznaczania sktadnikow mieszaniny
nieorganicznych polprzewodnikowych o r6znych wielkosciach i ksztalcie nanokrysztatow bez
wczesniejszego wydzielania z uktadu (145). Zauwazono, ze maksimum pasma w widmie
synchronicznym jest uzaleznione od wielko$ci i rozmiaréw nanokrysztatdéw. Na Rysunku 29
przedstawiono widma SSF dla czterech nanokrysztatow o r6znym rozmiarze i ksztatcie. Na
podstawie widma zarejestrowanego przy AA = 200 nm stwierdzono, iZ wraz ze wzrostem
wielko$ci nanoczastek, maksimum pasma SSF przesuwa si¢ w kierunku dhlugofalowym.
Ponadto rejestracja widma SSF mieszaniny tych sktadnikow umozliwita ich identyfikacje

w uktadzie, co zostato przedstawione rowniez na Rysunku 29.
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Rysunek 29. Widma SSF nanokrysztatdéw o roznym ksztalcie i wielkosci (1-4) oraz ich mieszaniny
(5) zarejestrowane przy Al =200 nm; na podstawie (145).

Ciekawy sposob wyjasnienia powstawania widm synchronicznych zostal zawarty w pracy
(127). Autorzy odwotuja si¢ do prostego uktadu, w ktorym czgsteczka absorbujaca
promieniowanie jednocze$nie ulega fluorescencji. Zmiana ditugosci fali promieniowania
wzbudzajgcego powoduje jedynie zmiang intensywnosci fluorescencji, nie powoduje
natomiast zmiany ksztaltu i potozenia pasma fluorescencji. Na przyktadzie uproszczonego
diagramu Jabtonskiego (Rysunek 30), bez uwzgledniania innych drég dezaktywacji
wzbudzonego stanu singletowego poza fluorescencja, zostalo pokazane, iz w sytuacji
wzbudzenia czgsteczki w caltym zakresie pasma absorpcji (poczynajac od Aj i konczac na Ag),
fluorescencja moze zachodzi¢ w obszarze dhugosci fali od F; do Fe. Sytuacj¢ oznaczong na
diagramie Jablonskiego poprzez As i Fs opisano odpowiednio jako maksimum absorpcji oraz
maksimum fluorescencji. Wybierajac As jako dlugos¢ fali wzbudzenia otrzymuje si¢
klasyczne widmo fluorescencji w zakresie dlugosci fali od F; do Fg, natomiast w sytuacji
rejestracji widma wzbudzenia emisji wybiera si¢ jako Aem Fs5 otrzymuje si¢ widmo wzbudzenia
w zakresie dtugosci fali od A; do Ag. W przypadku widm SSF pasmo jest obserwowane
wowczas, gdy wybrany przedziat dtugosci fali (AX) dopasowuje si¢ pomiedzy przedzialem
jednego pasma absorpcji i jednego pasma emisji. W przypadku wybrania AA jako przedziatu
As ~ Fs nie bedzie wida¢ zadnej fluorescencji do momentu, gdy monochromator toru

wzbudzenia bedzie na As a fluorescencja na Fs. Dopiero w dalszym ciggu, gdy czasteczka
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bedzie wzbudzana przy Ag ... Ag odpowiednie fluorescencje bedg obserwowane przy Fg ... Fog
(127).
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Rysunek 30. Uproszczony diagram Jabtonskiego przedstawiajacy idee powstawania widm
synchronicznych, na podstawie (127).

W pomiarach eksperymentalnych, jedng z historycznie najlepiej ukazanych sytuacji
zastosowan widm synchronicznych w poréwnaniu z widmami wzbudzenia oraz emisji,
pokazano na przyktadzie tetracenu w etanolu (129). Widmo emisji tetracenu w etanolu,
zarejestrowane przy Aexc = 442 nm, zawiera trzy wyraznie odrgbne pasma emisji z maksimami
przy 473 nm, 507 nm oraz 546 nm. Z kolei widmo wzbudzenia emisji tej czasteczki w etanolu
zarejestrowane przy Aem = 507 nm odpowiada pasmom absorpcji z maksimami przy 470 nm,
442 nm, 416 nm oraz 397 nm. Odnotowano niewielkg warto$¢ przesuniecia Stokesa,
mianowicie 3 nm. Zarejestrowane widmo synchroniczne z AL = 3 nm zawiera jedno, waskie
pasmo z maksimum przy 473 nm (129). Taka niezwykta wtasciwos¢ widma synchronicznego
tetracenu w poroéwnaniu do zarejestrowanego widma emisji zostala wyjasniona poprzez
ograniczajacy charakter iloczynu z dwdch prawie symetrycznych funkcji: Em(A) oraz Ex(X’),
gdzie pierwsza z funkcji jest ograniczona w krotkofalowym zakresie, natomiast druga jest
ograniczona w dtugofalowym zakresie, stad pasmo w widmie synchronicznym, ktore jest
efektem iloczynu tych dwoch funkcji, musi mie¢ ograniczong szeroko$¢ spektralng (129).
Poréwnanie widma emisji, wzbudzenia emisji oraz synchronicznego zostato przedstawione na

Rysunku 31.
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Ukazanie synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej jako relatywnie prostej techniki
badawczej, ktora pozwala na analize kilku zwigzkéw fluoryzujacych w jednym pomiarze
zostala pokazana w pracy (146) na przyktadzie bezposredniego oznaczenia obecnoS$ci

antracenu i 2-metyloantracenu w ptynie weglowym.
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Rysunek 31. Widmo emisji (Aexc = 442 nm) oraz widmo wzbudzenia emisji (Aem = 507 NM) tetracenu w

etanolu (A) porownane z widmem SSF (AL = 3 nm) tej czasteczki (B); na podstawie (129).

Jednym z literaturowych przyktadéw analizy mieszaniny wielosktadnikowej fluoryzujacych
komponentow zostat zawarty w pracy (129). Poczatkowa analiza polegata na zarejestrowaniu
widm wzbudzenia emisji, fluorescencji oraz synchronicznych czystych sktadnikow, miedzy
innymi: fenantrenu, antracenu i perylenu (Rysunek 32). W widmach fluorescencji, w
szerokim zakresie, stwierdzono obecno$¢ licznych pasm wibracyjnych, natomiast widma
synchroniczne zarejestrowane z AL = 3 nm wskazaly obecno$¢ jednego pasma, ktérego
maksimum bylo zlokalizowane odpowiednio dla: fenantrenu (374 nm), antracenu (381 nm)
oraz perylenu (440 nm). W dalszej kolejnosci (Rysunek 33) zarejestrowano widmo
fluorescencji przy Aexc = 258 nm dla mieszaniny sktadajacej si¢ z pigciu badanych zwigzkéw
rozpuszczonych w etanolu. Chociaz w widmie tym mozna odnalez¢ szereg sygnatow, jednak
analiza prowadzaca do przypisania ich poszczegdlnym sktadnikom mieszaniny jest do$¢
skomplikowana 1 raczej obarczona mozliwosciag popetnienia btgdu. Dopiero zastosowanie

widma synchronicznego tej mieszaniny i porownanie odpowiednich pasm pojawiajacych si¢
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w tym widmie z danymi uzyskanymi dla czystych sktadnikow (Rysunek 32) pozwolito

jednoznacznie ustali¢ sktad mieszaniny fluoryzujacej (129).
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Rysunek 32. Widma: wzbudzenia emisji, fluorescencji oraz synchroniczne (A) fenantrenu; (B)

antracenu; (C) perylenu w etanolu; na podstawie (129).
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Rysunek 33. (A) Konwencjonalne widmo fluorescencji mieszaniny naftalenu, fenantrenu, antracenu,
perylenu i tetracenu w etanolu; (B) Widmo synchroniczne mieszaniny tych sktadnikow w etanolu; na
podstawie (129).
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3: Czes¢ eksperymentalna

3.1. Wykaz badanych zwiazkow

W Tabeli 5 oraz na Rysunku 34 przedstawiono spis zwigzkow nalezacych do pochodnych
flawin i 5-deazaflawin, ktore byly badane w ramach realizacji celow pracy doktorskie;j.
Tabela 5 zawiera spis metylowych pochodnych 5-deazaalloksazyny, z ktorych zdecydowana
wiekszo$¢ byla wykorzystana do obliczen i modelowania teoretycznego. Polaczenie badan
eksperymentalnych 1  teoretycznych obejmowalo nastepujace  czagsteczki: (i) 5-
deazaalloksazyna (S5DAII), (i) 8-metylo-5-deazaalloksazyna (8Me-5DAII), (iii) 9-metylo-5-
deazaalloksazyna (9Me-5DAII), (iv) 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyna (13Me-5DAII), (V)
1,3,8-trimetylo-5-deazaalloksazyna (138Me-5DAII), (vi) 1,3,9-trimetylo-5-deazaalloksazyna
(139Me-5DAIl). Na Rysunku 34 przedstawiono strukture 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny
(10Et-5DIzoAll), ktora stanowita uklad modelowy jako pochodna o strukturze
deazaizoalloksazynowej zaré6wno w badaniach teoretycznych jak i eksperymentalnych.
Podobnie, dwie kolejne czgsteczki: 1MeFR (1-metylonafto[2,3-g]pterydyno-2,4(1H,3H)-dion)
oraz 3MeFR (3-metylonafto[2,3-g]pterydyno-2,4(1H,3H)-dion) stanowity uktady modelowe
pozwalajace oceni¢ wplyw dodatkowego, czwartego pierScienia aromatycznego na
wlasciwosci spektralne 1 fotofizyczne w pordwnaniu do klasycznych, trojpierscieniowych
alloksazyn. W Tabeli 6 przedstawiono spis pochodnych alloksazyny, w stosunku do ktorych
poréwnywano obliczenia teoretyczne i rezultaty eksperymentalne uzyskane dla analogicznych
pochodnych 5-deazaalloksazyny. Ponadto, w niektorych punktach pracy wykorzystywano w
badaniach eksperymentalnych lumichrom (LChr) oraz lumiflawing (LFI), ktorych struktury

zostaly przedstawione na Rysunku 3.
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Tabela 5. Spis badanych pochodnych 5-deazaalloksazyny

=

N~ WN

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
217.
28.
29.

R:=H; R,=H 5DAII
Monometylowe pochodne 5DAII
N;=-CHj3 1Me-5DAII
N3=-CHj3 3Me-5DAII
C5:-CH3 5Me-5DAlI
CG:'CH?, 6Me-5DAII
C7:-CH3 7Me-5DAlI
Cg:-CH3 8Me-5DAlI
CQ:'CH3 9Me-5DAII
Dimetylowe pochodne 5DAII
N,=-CHs, N3=-CH;  13Me-5DAIl
N,=-CHs, Cs=-CHs  15Me-5DAIl
N;=-CHs, C¢=-CH;  16Me-5DAIl
N;=-CHs, C;=-CH;  17Me-5DAll
N;=-CHgs, Cg=-CH;  18Me-5DAIl
N;=-CHj, Co=-CH;  19Me-5DAIl
N3:'CH3, C5:-CH3 35Me-5DAlI
N3:'CH3, C6:-CH3 36Me-5DAlI
N3;=-CHj, C;=-CH;  37Me-5DAll
N3:'CH3, CBZ-CH3 38Me-5DAlI
N3:'CH3, ng-CH3 39Me-5DAlI
Cs=-CHs, Co=-CH;  56Me-5DAIl
Cs=-CHas, C,=-CH;  57Me-5DAIl
Cs=-CHa, Ce=-CH;  58Me-5DAIl
Cs=-CHa, Co=-CH;  59Me-5DAIl
Ce=-CHs, C,=-CH;  67Me-5DAIl
Ce=-CHa, Cs=-CH;  68Me-5DAIl
Ce:-CH3, CQ:'CH3 69Me-5DAII
C7:-CH3, C8:'CH3 78Me-5DAII
C7:-CH3, CQ:'CH3 79Me-5DAII
C8=-CH3, ng'CH3 89Me-5DAII

30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.

52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.

Trimetylowe pochodne 5DAII

le'CHg, N3:'CH3, C5:'CH3
le'CHg, N3:'CH3, CgZ'CHg
le'CHg, N3:'CH3, C7:'CH3
le-CHg, N3:-CH3, ng'CHQ,
le-CHg, N3:-CH3, C9:'CH3
le-CHg, C5:'CH3, CGZ'CHg
le-CHg, C5:'CH3, C7:'CH3
le-CHg, C5:'CH3, ng'CHg
le-CHg, C5:'CH3, C9:'CH3
le'CHg, CgZ'CH;g, C7:'CH3
le'CHg, CBZ'CH;;, CgZ'CHg
le'CHg, CgZ'CH;g, Cg:'CH3
N3:'CH3, C5:'CH3, CgZ'CHg
N3:'CH3, C5:'CH3, C7:'CH3
N3:-CH3, C5:'CH3, ng'CHg
N3:-CH3, C5:'CH3, C9:'CH3
C5:'CH3, CG:'CHg, C7:'CH3
C5:'CH3, CG:'CHg, ng'CHg
C5:'CH3, CG:'CHg, CQ:'CHg
CG:'CHg, C7:'CH3, ng'CHg
C6='CH3, C7='CH3, ng'CHg
C7='CH3, C8='CH3, ng'CHg

135Me-5DAll
136Me-5DAII
137Me-5DAII
138Me-5DAll
139Me-5DAlI
156Me-5DAll
157Me-5DAll
158Me-5DAlI
159Me-5DAlI
167Me-5DAII
168Me-5DAII
169Me-5DAII
356Me-5DAll
357Me-5DAll
358Me-5DAII
359Me-5DAII
567Me-5DAII
568Me-5DAII
569Me-5DAII
678Me-5DAII
679Me-5DAII
789Me-5DAII

Tetrametylowe pochodne 5DAII

le'CHg, N3='CH3, C5='CH3, C6='CH3
le'CHg, N3='CH3, C5='CH3, C7='CH3
le'CHg, N3='CH3, C5='CH3, C8='CH3
le-CHg, N3:-CH3, C5:'CH3, CQ:'CHg
le-CHg, N3:-CH3, CBZ'CHg, C7:'CH3
le-CHg, N3:-CH3, CBZ'CHg, ng'CHg
N1=-CH3, N3=-CH3, C5='CH3, ng'CHg
N1=-CH3, N3=-CH3, C7='CH3, C8='CH3
N1=-CH3, N3=-CH3, C3='CH3, ng'CHg
N3:'CH3, C5:'CH3, C5:'CH3, C7:'CH3
N3:'CH3, C5:'CH3, C5:'CH3, C8:'CH3
N3:'CH3, C5:'CH3, C5:'CH3, ng'CHg
C5:'CH3, C(;:'CHg, C7:'CH3, C8:'CH3
C5:'CH3, C(;:'CHg, C7:'CH3, ng'CHg
C5='CH3, C7='CH3, C8='CH3, C9='CH3

1356Me-5DAll
1357Me-5DAll
1358Me-5DAll
1359Me-5DAlI
1367Me-5DAII
1368Me-5DAII
1369Me-5DAII
1378Me-5DAII
1389Me-5DAII
3567Me-5DAlI
3568Me-5DAlI
3569Me-5DAlI
5678Me-5DAIl
5679Me-5DAIl
6789Me-5DAIl
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Rysunek 34. Struktury innych pochodnych badanych w pracy doktorskiej: 1MeFR: 1-
metylonafto[2,3-g]pterydyno-2,4(1H,3H)-dion, 3MeFR: 3-metylonafto[2,3-g]pterydyno-2,4(1H,3H)-
dion, 10Et-5DI1zoAll: 10-etylo-5-deazaizoalloksazyna.

Tabela 6. Spis pochodnych alloksazyny, ktorych wilasciwosci zostaly porownane z danymi dla
pochodnych 5-deazaalloksazyny

N R,
@)
1. R;=H;Ry=H All
Monometylowe alloksazyny
2.  Cg=CH; 6MeAll
3. C,=-CH; TMeAll
4. Cg=-CHj 8MeAll
5. ng'CH3 IMeAll
Dimetylowe alloksazyny
6. C¢=-CHjs, C;=-CH; 67MeAll
7.  C¢=-CHjs, Cs=-CH; 68MeAll
8.  C¢=-CHj3, Cy=-CH; 69MeAll
9. C;=-CHj3,Cg=-CH; 78MeAll
10. C;=-CHjz, Cy=-CHjs 79MeAll
11. Cg=-CHjz, Cy=-CHjs 89MeAll
Trimetylowe alloksazyny
12. Nl:-CH3, N3=-CH3, CB:-CH3 136MeAll
13. N1:'CH3, N3=-CH3, C7:-CH3 137MeAll
14. Nl:-CH3, N3=-CH3, C8:-CH3 138MeAll
15. N1:'CH3, N3=-CH3, CQ:-CH3 139MeAll
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3.2. Wykaz stosowanych substancji i odczynnikéw

Badane pochodne 5-deazaalloksazyny, wliczajgc w to nastgpujace substancje: 5-
deazaalloksazyna (5DAIl), 8-metylo-5-deazaalloksazyna (8Me-5DAIl),  9-metylo-5-
deazaalloksazyna (9Me-5DAIl), 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyna (13Me-5DAIl), 1,3,8-
trimetylo-5-deazaalloksazyna (138Me-5DAII), 1,3,9-trimetylo-5-deazaalloksazyna (139Me-
5DAII), 10-etylo-5-deazaizoalloksazyna (10Et-5DIzoAll) zostaty zsyntezowane przez Panig
dr Dorote Prukatg. Metoda syntezy oraz charakterystyka tych zwigzkow, wliczajac w to
miedzy innymi widma NMR oraz masowe zostaly zawarte w pracach: (147-149). Badane
pochodne alloksazyny o strukturze czteropierscieniowej, mianowicie: 1-metylonafto[2,3-
g]pterydyno-2,4(1H,3H)-dion (LMeFR) oraz 3-metylonafto[2,3-g]pterydyno-2,4(1H,3H)-dion
(3MeFR) zostaly zsyntezowane przez grupe prof. R. Cibulki (Instytut Technologii
Chemicznej w Pradze, Wydzial Chemii Organicznej). Metoda syntezy oraz charakterystyka
tych zwiazkOw zostala zawarta w przygotowywanej do publikacji pracy’. Ponadto
w badaniach wykorzystywano pochodne izo- i alloksazyn dostepne w Sigma-Aldrich,
mianowicie: lumichrom (LChr) oraz lumiflawing (LFl). Jako standard do wyznaczania
wydajnosci generowania tlenu singletowego byl uzywany perinaftenon (Per), rowniez z firmy
Sigma-Aldrich. W badaniach reakcji podwodjnego przeniesienia protonu w stanie
wzbudzonym wykorzystywano stezony kwas octowy. Podczas badania rownowag kwasowo-
zasadowych wustalajacych si¢ dla pochodnych 5-deazaalloksazyny uzywano wodnych
roztworéw wodorotlenku sodu oraz kwasu chlorowodorowego (solnego), ktore zostaly
przygotowane ze stezonego kwasu solnego oraz wodorotlenku sodu (odczynniki takze
pochodzily z Sigma Aldrich). W celu wyznaczenia warto$ci wydajnosci przejscia
interkombinacyjnego dla 5-deazaalloksazyny uzyto roztwér indygoksantyny w wodzie
(sposob otrzymania tego zwigzku zostal opisany w pracy (150)).

W trakcie badan eksperymentalnych  wykorzystywano miedzy innymi Szereg
rozpuszczalnikow organicznych, niektore z nich wymagaty dodatkowego osuszenia z
zastosowaniem zeolitowych sit molekularnych. W trakcie opracowania i prezentowania

danych w tabelach i na rysunkach oraz w tresci pracy stosowano wielokrotnie skroty dla

M Bruszynska, M. Insinska-Rak, A. Golczak, M. Gierszewski, D. Prukata, T. Pedzinski, P. Ménova, R.
Cibulka, M. Sikorski. Spectral and photophysical properties of four-ring alloxazine derivatives. W
przygotowaniu
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stosowanych rozpuszczalnikow. W badaniach spektralnych i fotofizycznych zastosowano
nastepujace  rozpuszczalniki:  1,4-Diox  (1,4-dioksan), CHCI; (chloroform), DCM
(dichlorometan), AcOEt (octan etylu), DMSO (dimetylosulfotlenek), Acet (aceton), ACN
(acetonitryl), PrCN (propionitryl), MeOH (metanol), EtOH (etanol), 2-PrOH (propan-2-ol),
1-PrOH (propan-1-ol), 1-BuOH (butan-1-ol), 2-BuOH (butan-2-ol), 1-PeOH (pentan-1-ol),
1-HeOH (heksan-1-ol).

Do wigkszosci badan spektralnych i fotofizycznych uzyto kuwet kwarcowych o dhugosci

drogi optycznej rownej 1cm.
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3.3. Metody eksperymentalne stosowane w badaniach oraz uzywana
aparatura

3.3.1. Pomiary stacjonarne absorpcyjno —emisyjne w zakresie UV/Vis oraz NIR

Wszystkie roztwory uzywane do badan przygotowywano w tym samym dniu, kiedy byly
przeprowadzane pomiary widm stacjonarnych (absorpcji, emisji, wzbudzenia emisji,
synchroniczne) lub czasowo-rozdzielcze.

Widma absorpcji prezentowane w pracy zaroOwno w rozpuszczalnikach organicznych jak
i roztworach wodnych w zakresie UV/Vis zostaly zarejestrowane przy uzyciu
spektrofotometru JASCO V-650 oraz przy wykorzystaniu spektrofluorymetru Horiba Jobin
Yvon Spex Fluorolog 3-221 z wykorzystaniem przystawki, ktora umozliwia pomiary widm
absorpcji. Pomiary widm absorpcji przy wykorzystaniu przystawki absorpcyjnej
spektrofluorymetru Horiba Jobin Yvon Spex Fluorolog 3-221 byly szczegélnie istotne w
czasie badan procesoOw generowania tlenu singletowego przez pochodne 5-deazaalloksazyny,
w czasie ktorych uzywano roztwordéw o jednakowej absorbancji dla standardu (perinaftenonu)
oraz badanej substancji — umozliwiato to zachowanie jednakowej optyki w torze wzbudzenia
przy rejestracji widm charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego w zakresie NIR.
Ponadto, przy wykorzystaniu spektrofluorymetru Horiba Jobin Yvon Spex Fluorolog 3-221
zarejestrowano widma emisji oraz wzbudzenia emisji, synchronicznej spektroskopii
fluorescencyjnej oraz widma catkowitej fluorescencji wykorzystywane do omawiania
wlasciwosci spektralnych 1 fotofizycznych badanych zwigzkow.

Fotografia uzywanego spektrofluorymetru Horiba Jobin Yvon Spex Fluorolog 3-221
zostata przedstawiona na Rysunku 35. Do najwazniejszych elementow sktadowych
spektrofluorymetru mozna zaliczyc¢:

o Zrodla g$wiatla: lampa ksenonowa (wykorzystywana w pomiarach widm
stacjonarnych) oraz diody typu NanoLED oraz SpectraLED (uzywane do pomiarow
czasowo — rozdzielczych);

e monochromator toru wzbudzenia — powoduje filtrowanie wigzki $wiatla emitowanej
przez lampe ksenonowg oraz wydzielenie $wiatta o jednej, okreslonej dtugosci fali;

e modul z komorg probek — standardowy modut probki to T-box, ktéry umozliwia dwa
sposoby zbierania promieniowania emitowanego przez probke: standardowy — pod

katem prostym oraz opcjonalny — czotowy;
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e monochromator toru emisji — promieniowanie probki poddawane jest filtrowaniu i
kierowane do detektora;

e detektor promieniowania emitowanego w zakresie UV/Vis to R928P bardzo czuty w
modzie zliczania fotonow (180-850 nm), liniowy zakres zliczen 2 X 10° zliczen/s;
<1000 zliczen ciemnych na sekunde. W zakresie NIR do detekcji byl uzywany
detektor H10330B-75 NIR-PMT, ktory umozliwia detekcj¢ promieniowania w
zakresie od 950 nm do 1700 nm.

Komponenty spektrofluorymetru (monochromatory, komora probek) sa podiaczone do
kontrolera (jednostki sterujacej: ,,SpectrAcq”), ktora posredniczy w transferze danych do i z

komputera. Uzywane oprogramowaniec do rejestracji i analizy widm stacjonarnych to

FluorEssence™ potaczony z programem Origin 8.

Rysunek 35. Fotografia stosowanego spektrofluorymetru Horiba Jobin Yvon Spex Fluorolog 3-221

3.3.2. Pomiary emisyjne czasowo-rozdzielcze w zakresie UV/Vis oraz NIR

Pikosekundowy spektrometr emisyjny?
Pikosekundowy spektrometr emisyjny wykorzystano do pomiardw czasu zZycia stanu

fluorescencji dla probek znajdujacych sie w roznych warunkach pH. Pozwala mierzy¢ widma

2 Opracowano na podstawie strony internetowej Centrum Badawczego Ultraszybkiej Spektroskopii Laserowej
UAM: www.cbusl.amu.edu.pl.
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emisji czasowo-rozdzielcze oraz czasy zaniku fluorescencji w przedziale od 10 do 10™*s.
Zrédtem wzbudzenia w omawianym spektrometrze jest piko/femtosekundowy laser
tytanowo-szafirowy, przestrajalny w zakresie od 720-1000 nm (wigzka podstawowa), 360-
500 nm (druga harmoniczna), 240-330 nm (trzecia harmoniczna). Szeroko$ci czasowe
impulséw sg rowne 60 fs lub 1,5 ps. Detektorem jest uktad do zliczania pojedynczych

fotonow (TCSPC).

Rysunek 36. Fotografia pikosekundowego spektrometru emisyjnego. Na  podstawie:
www.cbusl.amu.edu.pl

Czasowo rozdzielczy spektrofluorymetr z detekcjq opartq o metode skorelowanego czasowo

zliczania pojedynczych fotonow (TCSPC — IBH System 5000)

Wykorzystywany do pomiarow zanikow fluorescencji w zakresie UV/Vis gtownie dla probek
pochodnych 5-deazaalloksazyny znajdujacych si¢ w réznych rozpuszczalnikach organicznych
metodg TCSPC. Zrédlem wzbudzenia byla dioda typu NanoLED (Aexe = 374 nm). Uktad
skonfigurowany na pomiary czasow zycia fluorescencji krotszych niz 400 ps. Analiza
zmierzonych zanikdéw fluorescencji zostata przeprowadzona przy uzyciu oprogramowania

IBH Consultants (wersja 4).

Spektrofluorymetr Pico-Quant (Berlin, Germany) FluoTime 300
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Wykorzystywany do pomiaréw zanikow fluorescencji w zakresie UV/Vis gléwnie dla probek
pochodnych alloksazyny (1MeFR oraz 3MeFR) znajdujacych si¢ w rdznych
rozpuszczalnikach organicznych metoda TCSPC. Zrdédlem wzbudzenia byta pulsowa
pikosekundowa dioda laserowa LED (Aexc = 377 nm). Uktad skonfigurowany na pomiary
czasow zycia fluorescencji krotszych niz 400 ps. Analiza zmierzonych zanikow fluorescencji
zostata przeprowadzona przy uzyciu oprogramowania FluoFit Fluorescence Decay Data
Analysis (wersja 4.55).

Spektrofluorymetr Horiba Jobin Yvon Spex Fluorolog 3-221

Wykorzystywany do pomiaréw zanikow fluorescencji w zakresie UV/Vis gtownie w czasie
badania procesow podwojnego przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym dla pochodnych
5DAII oraz pochodnych alloksazyny (1MeFR i 3MeFR) metodg TCSPC. Ponadto uzywany
do pomiarow zanikéw fosforescencji w zakresie NIR przy A = 1270 nm, ktére postuzyty do
wyznaczenia czasoOw zycia tlenu singletowego w rozpuszczalnikach organicznych i wodzie
deuterowanej generowanego przez pochodne SDAIl. Zrodtem wzbudzenia byla dioda typu
NanoLED (Aexc = 368 nm) — do pomiarow w zakresie UV/Vis oraz dioda typu SpectraLED
(Aexc = 371 nm oraz 394 nm). Zaniki byly mierzone przy wykorzystaniu TCSPC Triple
[lluminator, ktoéry jest dodatkiem do Fluorolog 3-22. Opracowanie zanikow fluorescencji w
zakresie UV/Vis oraz zanikow fosforescencji w zakresie NIR zostalo przeprowadzone przy

wykorzystaniu oprogramowania IBH Consultants (wersja 4).

3.3.3. Nanosekundowy uktad do badania absorpcji przejsciowej

Nanosekundowy spektrometr absorpcji przejsciowej, pozwala na pomiar absorpcji
indywiduéw zyjacych od kilkunastu nanosekund do kilkuset mikrosekund. Zrédtem
wzbudzenia jest laser Nd:YAG z druga (532 nm), trzecig (355 nm) i czwartg (266 nm)
harmoniczna. Zrodlem $wiatta biatego (sondujacego) jest impulsowa lampa ksenonowa (czas
impulsu ok. 450 ps). Zaniki absorpcji przejsciowej byly mierzone z krokiem pomiarowym co
10 nm. Prébki przed przeprowadzeniem eksperymentow laserowej flash-fotolizy byly
odtleniane przez okolo 20 minut przy wykorzystaniu argonu o wysokiej czystosci.
Eksperymenty przeprowadzono w kuwetach kwarcowych 1 cm x 1 cm. Szczegdtowy opis

stosowanej aparatury zostat zawarty w pracach (151,152).
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3.3.4. pH-metr Hanna Instruments

pH-metr zostal wykorzystany do miareczkowania pochodnych: 5DAII oraz 13Me-5DAIl w
czasie badan réwnowag protonacji / deprotonacji tych zwiazkéw. W pierwszym etapie badan
pH-metr byl kalibrowany przy uzyciu roztworow buforowych (pH = 7, pH = 4). Uzywany
pH-metr dziala na zasadzie pomiaru réznicy napiecia pomiedzy dwiema elektrodami —
szklang, zanurzong w badanym roztworze oraz wzorcowa, zanurzong w roztworze o znanej
warto$ci pH. Zmierzona r6znica wartosci napigcia pomigdzy elektrodami jest proporcjonalna

do réznicy pH pomigdzy obydwoma roztworami.
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3.4. Opis stosowanych procedur pomiarowych

3.4.1. Widma absorpcji oraz molowy wspélczynnik absorpcji

W poszczegolnych rozdziatach pracy doktorskiej przedstawiono szereg widm absorpcji
zarejestrowanych dla badanych pochodnych w rozpuszczalnikach organicznych oraz w
roztworach wodnych o réznym pH. W wigkszo$ci przypadkow zostal wyznaczony molowy

wspotczynnik absorpcji (€) w oparciu o prawo Lamberta — Beera (5):
A =egcl ®)

Gdzie: A- absorbancja, ¢ — molowy wspdtezynnik absorpcji [dm®mol™cm™], ¢ — steznie

molowe badanej probki [mol*dm™], | — dlugos¢ drogi optycznej (zwykle 1 cm)

3.4.2. Widma: emisji, wzbudzenia emisji, synchroniczne oraz catkowitej fluorescencji

Widma fluorescencji, widma wzbudzenia emisji, synchroniczne i catkowitej fluorescencji
zaprezentowane w roznych rozdziatach pracy zostaly zarejestrowane przy wykorzystaniu
Spektrofluorymetru Horiba Jobin Yvon Spex Fluorolog 3-22 oraz kuwet kwarcowych o
dhugosci drogi optycznej rownej 1 cm % 1 cm. Pomiary emisyjne w stosowanym ukladzie

moga by¢ prowadzone przy uzyciu dwoch odmiennych geometrii:

e RA (right angle) — polega na obserwacji fluorescencji pod katem prostym do kierunku

padajacego $wiatla;

e FF (front face) — pomiar fluorescencji dokonywany jest z powierzchni probki, na ktorg

pada promieniowanie wzbudzajace.

Prezentowane w pracy dane zwigzane z pomiarami emisyjnymi w wigkszos$ci zostaty
zarejestrowane przy uzyciu geometrii RA. Szczegdlowe dane dotyczace wyboru dtugosci fali
promieniowania wzbudzajgcego (Aexc) do rejestracji widm emisji, dtugosci fali emisji (Aem) dO
pomiarow widm wzbudzenia emisji oraz AL do rejestracji widm synchronicznych zostaty
zawarte w podpisach pod rysunkami przedstawiajacymi dane widma i wyjasnione w tresci
pracy. Do pomiaré6w widm fluorescencji, wzbudzenia emisji oraz synchronicznych w
wiekszosci przypadkéw dobierano szczeliny wzbudzenia i emisji o wielkosci 1 nm oraz czas
integracji sygnalu 0.1 — 0.3s. Z kolei widma calkowitej fluorescencji prezentowane w

rozdziale ,,Wykorzystanie widm synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej (SSF) oraz
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widm catkowitej fluorescencji w badaniach pochodnych flawin” jak rowniez w rozdziale
,Badania rownowag kwasowo - zasadowych ustalajacych si¢ w réznych warunkach pH dla
wybranych pochodnych 5-deazaalloksazyny” zostaly zarejestrowane w  wigkszosci
przypadkéw w przedziale emisji od 350 nm do 650 nm oraz w przedziale wzbudzenia od
290 nm do 500 nm. W pomiarach widm catkowitej fluorescencji, podobnie jak w przypadku
innych pomiaré6w emisyjnych, dobierano szczeliny wzbudzenia i emisji 0 wielko$ci 1 nm oraz
czas integracji sygnatu: 0.3 s. Kroki pomiarowe zastosowane w pomiarach widm catkowitej

fluorescencji, odpowiednio: 5 nm (dla zakresu wzbudzenia) oraz 2 nm (dla zakresu emisji).

3.4.3. Wydajnesci kwantowe fluorescencji, Stafe: radiacyjnej i sumy nieradiacyjnych
dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego

Prezentowane w pracy wartosci wydajnosci kwantowych fluorescencji zostaly wyznaczone
dwoma niezaleznymi metodami. Pierwsza z nich, oparta o metod¢ wyznaczenia gradientu
nachylenia funkcji zaleznos$ci absorbancji od pola powierzchni pod widmem emisji, Opierata

”3

si¢ na instrukcji: ,,A guide to Recording Fluorescence Quantum Yields”® zaproponowanej

przez Horbia Jobin Yvon i przebiegata zgodnie z ponizszymi punktami:

1. Rejestracja widm absorpcji: (i) dla stosowanego standardu wydajnosci kwantowe;j
fluorescencji, (i) dla badanej probki; zanotowanie wartosci absorbancji przy dtugosci
fali stosowanego promieniowania wzbudzajacego. Badana probka oraz standard

znajdowaty si¢ zwykle w tym samym rozpuszczalniku.

2. Rejestracja widm fluorescencji dla tych samych roztworéw standardu i badanych
probek w kuwetach z dlugoscig drogi optycznej rownej 1cm, ktére byty stosowane w

punkcie (1) oraz wyliczenie pola powierzchni pod widmem fluorescenciji.

3. Powtorzenie kroku (1) 1 (2) dla pigciu roztwordw (kazdy kolejny roztwor po
rozcienczeniu odpowiednig porcjg rozpuszczalnika, tak aby wartosci absorbancji przy
dhugosci fali promieniowania wzbudzajacego kolejno miaty wartosci rowne okoto:

0.1; 0.08; 0.06; 0.04; 0.02;

4. Stworzenie wykresu pola powierzchni pod widmami fluorescencji poszczegolnych
rozcienczanych roztworé6w od wartosci absorbancji przy dlugosci fali promieniowania
wzbudzajacego. Jako punkt poczatkowy wybrano (0,0). Nalezy skonstruowa¢ osobne

wykresy dla standardu oraz badanej probki.

® Instrukcja dostarczona przez ,,Horiba Jobin Yvon”, pochodzi ze strony: www.jyhoriba.co.uk
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Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, z wykorzystaniem metody opisanej powyzej, zostata

wyliczona w oparciu 0 ponizsze rownanie:

Grady 1/ >
Oe=pST ] <_X> (6)
F F GradST Tlé.l.

W (6) poszczegdlne symbole oznaczajg kolejno: ®@f: wydajnos¢ kwantowa fluorescencji dla
badanej pochodnej; ®:": wydajnos¢ kwantowa fluorescencji dla stosowanego standardu;
Gradx: warto$¢ wspotczynnika kierunkowego prostej y = ax + b z wykresu zaleznos$ci pola
powierzchni pod widmem fluorescencji od absorbancji dla badanego zwiazku, Gradsr:
warto§¢ wspotczynnika kierunkowego prostej y = ax + b z wykresu zaleznosci pola
powierzchni pod widmem fluorescencji od absorbancji dla standardu, m, : wspotczynnik

zalamania $wiatla dla roztworu badanej pochodnej; ng;: wspotczynnik zalamania §wiatta dla

stosowanego standardu.
Drugim podej$ciem zastosowanym do wyznaczenia warto$ci wydajnosci kwantowych

fluorescencji byta metoda jednopunktowa oparta na ponizszej zaleznosci:

or Areax] (1 —1074st) (n)Z() @

O =D X
¥ ¥ [Areagr | (1 — 10-2x) nZ:

W (7) poszczegdlne symbole oznaczajg kolejno: ®r: wydajnos¢ kwantowa fluorescencji dla
badanej pochodnej; ®3": wydajnos¢ kwantowa fluorescencji dla stosowanego standardu;
Areay: pole powierzchni pod widmem fluorescencji dla badanej pochodnej; Areast: pole
powierzchni pod widmem fluorescencji dla standardu; Asrt: absorbancja dla standardu przy
stosowanej dtugosci fali promieniowania wzbudzajacego; Ax: absorbancja dla badanej
pochodnej przy dtugosci fali promieniowania wzbudzajacego, m, : wspotczynnik zatamania
Swiatla dla roztworu badanej pochodnej; mgr: wspoOlczynnik zatamania $wiatta dla

stosowanego standardu.

Jako standardy do wyznaczania wydajnosci kwantowych fluorescencji byly uzywane
roztwory: lumichromu w acetonitrylu (®r = 0.028) oraz lumiflawiny w acetonitrylu (®f =
0.16) (36).
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State: radiacyjnej i sumy nieradiacyjnych dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego

zostaty wyliczone w oparciu o nastepujace zaleznos$ci:

kr = CDF / TF (8)
Yknr = (1- ©f) / 16 9)
W powyzszych rownaniach odpowiednie symbole oznaczaja: k, — stala radiacyjna

dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego, Yk, — suma statych nieradiacyjnych
dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego, ®F — wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, tr

czas zycia fluorescencji.

3.4.4. Wydajnosci kwantowe fotosensybilizowanego generowania tlenu singletowego

Warto$ci  wydajno$ci  generowania tlenu singletowego (d,) przez pochodne 5-
deazaalloksazyny zostaly wyznaczone w oparciu o pomiary stacjonarne oraz €zasowo-
rozdzielcze. Stosowanym standardem byl perinaftenon, dla ktérego ®, = 0.95 £ 0.05
(niezaleznie od stosowanego rozpuszczalnika). Ponizej oméwiono trzy niezalezne sposoby,

W oparciu o ktore wyznaczono wartosci @, dla badanych pochodnych
a) metoda jednopunktowa - z pomiaréw stacjonarnych

Sporzadzono roztwory badanej substancji (pochodnej 5-deazaalloksazyny) oraz standardu
(perinaftenonu) w tym samym rozpuszczalniku, dla ktorych absorbancje przy dlugosci fali
promieniowania wzbudzajacego byly bardzo zblizone do siebie (+ 0.005). Nastepnie,
zarejestrowano widma emisji tlenu singletowego dla badanej pochodnej i standardu, z ktorych
obliczano pole powierzchni pod widmem zaréwno dla badanej pochodnej jak i standardu. W
celu wyznaczenia bardzo doktadnych wartosci wydajnosci generowania tlenu singletowego
przez pochodne 5DAIl uwzgledniono poprawke na niewielka rdznice absorbancji przy
dhugosci fali promieniowania wzbudzajacego pomiedzy roztworem badanej pochodnej SDAII
oraz perinaftenonem. Obliczenia przeprowadzono zgodnie z ponizszym roéwnaniem (10).
Formalnie w rdwnaniu uwzglgedniono réwniez wspolczynnik zalamania $wiatla dla
rozpuszczalnika stosowanego dla badanej pochodnej i1 standardu, jednak ze wzgledu na fakt,
iz praktycznie w kazdym przypadku uzyto tego samego rozpuszczalnika dla badanej

pochodnej i standardu, zwykle ten parametr pomijano w obliczeniach.
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(10)

T1
(Aream7)x [[(1 — 1074s1)] [ 12
Oy = Dgr R1 [ < X)

—10-A n2_
(Area%)ST (1 —107%) J\ngy

W (10) poszczegdlne symbole oznaczaja kolejno: ®x: wydajno$¢ generowania tlenu

singletowego dla badanej pochodnej; ®st: wydajno$¢ generowania tlenu singletowego dla

stosowanego standardu; (Area;i)xz pole powierzchni pod widmem charakterystycznej

fosforescencji tlenu singletowego dla badanej pochodnej; (Area -FE)ST: pole powierzchni pod

widmem charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego dla standardu; Asr:
absorbancja dla standardu przy stosowanej dlugos$ci fali promieniowania wzbudzajacego; Ax:

absorbancja dla badanej pochodnej przy dlugosci fali promieniowania wzbudzajacego, my :
wspotczynnik zatamania $wiatla dla roztworu badanej pochodnej; mg;: wspolezynnik

zatlamania $wiatla dla stosowanego standardu.

b) metoda gradientowa - w oparciu 0 pomiary stacjonarne

Kolejnym sposobem, ktory zastosowano do wyznaczenia wydajno$ci generowania tlenu
singletowego przez pochodne 5-deazaalloksazyny byla metoda gradientowa. Opiera si¢ ona
na pomiarze dokladnych warto$ci absorbancji przy dilugosci fali promieniowania
wzbudzajacego oraz widm charakterystycznej emisji tlenu singletowego dla roztworow
badanej pochodnej oraz stosowanego standardu w miare rozcienczania (obnizania st¢zenia
sensybilizatora tlenu singletowego). Nastepnie, z uzyskanych danych, sporzadzono wykres
zintegrowanej intensywnosci emisji tlenu singletowego od wartosci absorbancji przy dtugosci
fali promieniowania wzbudzajacego. Uzyskane wykresy wykorzystuje si¢ do wyznaczenia
wartosci wydajnosci generowania tlenu singletowego przez badang pochodna korzystajac ze

wzoru (11)

2
Oy = @ GLO‘X] <“_X> (11)

ST 2
GradST T]ST

W (11) poszczegdlne symbole oznaczaja kolejno; ®x: wydajno$¢ generowania tlenu

singletowego dla badanej pochodnej; ®@st: wydajno$¢ generowania tlenu singletowego dla
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stosowanego standardu; Grady: warto$¢ wspotczynnika Kierunkowego prostej y = ax + b z
wykresu zaleznoS$ci zintegrowanej intensywnosci emisji tlenu singletowego od absorbancji dla
badanego zwigzku, Gradst: warto$¢ wspotczynnika kierunkowego prostej y = ax + b z
wykresu zaleznoS$ci zintegrowanej intensywnosci emisji tlenu singletowego od absorbancji dla

standardu, m,: wspolczynnik zalamania $wiatta dla roztworu badanej pochodnej; mg::

wspotczynnik zatamania $wiatla dla stosowanego standardu. Podobnie jak w przypadku
zastosowania metody jednopunktowej do wyznaczenia wydajnosci generowania tlenu
singletowego przez badane pochodne, rowniez w tym przypadku w obliczeniach pomijano
warto$¢ wspotczynnika zatamania $wiatta dla roztworu badanej pochodnej i standardu, ze

wzgledu na zastosowanie tego samego rozpuszczalnika w obydwu przypadkach.

c) metoda jednopunktowa - w opraciu 0 pomiary czasowo-rozdzielcze

Uzupehieniem dwéch oméwionych sposobéw wyznaczenia wydajnos$ci generowania tlenu
singletowego przez pochodne 5-deazaalloksazyny z pomiarow widm stacjonarnych stanowig
wyniki uzyskane z pomiarow zanikow fosforescencji zmierzonych przy Aexc = 371 nm oraz
Aem = 1270 nm. Podobnie jak w przypadku metody jednopunktowej w badaniach
stacjonarnych, rowniez w tym przypadku sporzadzono roztwory badanej substancji
(pochodnej  5-deazaalloksazyny) oraz standardu (perinaftenonu) w tym samym
rozpuszczalniku, dla ktorych absorbancja przy dtugosci fali promieniowania wzbudzajacego
byty bardzo zblizone do siebie (£ 0.005). Nastepnie, zarejestrowano zaniki fosforescencji
przy Aexc = 371 nm oraz Aem = 1270 nm zaréwno dla badanej pochodnej jak i standardu.
Uzyskane zaniki w kazdym przypadku w zadowalajacy sposob opisywata funkcja
monowyktadnicza, natomiast uzyskane warto§ci czasow zycia byly charakterystyczne dla
tlenu singletowego w danym rozpuszczalniku. W celu wyznaczenia bardzo doktadnych
wartos$ci wydajnosci generowania tlenu singletowego przez pochodne 5SDAIl uwzgledniono
poprawke na niewielkg réznicg absorbancji przy dtugos$ci fali promieniowania wzbudzajacego
pomigdzy roztworem badanej pochodnej SDAIl oraz perinaftenonem. Do wyliczenia uzyto
rowniez amplitud sktadowych otrzymanych w wyniku analizy zaniku fosforescencji zarowno
dla badanej pochodnej jak i standardu. Obliczenia przeprowadzono zgodnie z ponizszym
rownaniem (12). Formalnie, réwniez w tym wariancie wyliczenia wartosci @x dla badanych
pochodnych pomijano wspotczynniki zatamania $wiatla (stosowano ten sam rozpuszczalnik

dla badanej substancji jak i standardu).
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(1—1074s7)] (g
= Dgp AST] [(1 —10-Ax) <E) (12)

W (12) poszczegdlne symbole oznaczaja kolejno: ®x: wydajno$¢ generowania tlenu
singletowego dla badanej pochodnej; ®st: wydajno$¢ generowania tlenu singletowego dla
stosowanego standardu; Ax: amplitud¢ sktadowa uzyskang w wyniku dopasowania zaniku
fosforescencji do funkcji monoeksponencjalnej dla badanej pochodnej; Ast: amplitude
sktadowa wuzyskang w wyniku dopasowania zaniku fosforescencji do funkcji
monoeksponencjalnej dla stosowanego standardu; Asrt: absorbancja dla standardu przy
stosowanej dlugosci fali promieniowania wzbudzajgcego; Ax: absorbancja dla badanej

pochodnej przy dlugosci fali promieniowania wzbudzajacego, m, : wspolczynnik zatamania
Swiatla dla roztworu badanej pochodnej; mg;: Wspolczynnik zatamania $wiatta dla

stosowanego standardu.

3.45. Roéwnowagi kwasowo-zasadowe 5-deazaalloksazyny oraz 1,3-dimetylo-5-
deazaalloksazyny

Na poczatku zostaly przygotowane roztwory 5-deazaalloksazyny oraz 1,3-dimetylo-5-
deazaalloksazyny w roztworze kwasu solnego o stezeniach odpowiednio 3M oraz 2.5M.
Nastepnie, poprzez miareczkowanie matymi porcjami zarowno 2M NaOH jak i 4M NaOH
osiggnicto nastepujace wartosci pH: (dla SDAIL: 4.8, 9.1, 11.6, 12.6, 13.6, natomiast dla
13Me-5DAIl: -0.07, 4.8, 7.2, 11). Dokladne wartosci pH zostalty zmierzone przy
wykorzystaniu pH-metru Hanna Instruments. Dla kazdego punktu pH zostaly zarejestrowane:
widma absorpcji, emisji, synchroniczne, wzbudzenia emisji oraz calkowitej fluorescencji, jak
réwniez przeprowadzono pomiary €zasowo-rozdzielcze zanikow fluorescencji 1 wyliczono
warto$ci wydajnosci kwantowych fluorescencji. Ze wzgledu na niebezpieczenstwo hydrolizy i

rozktadu zwigzkoéw, wszystkie roztwory przygotowano i badano w tym samym dniu.
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3.5. Opis stosowanych procedur teoretycznych

Dane dotyczace teoretycznych struktur elektronowych w stanach singletowych:
podstawowym oraz wzbudzonych, przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet wraz z
okresleniem charakteru tych przejs¢ zostaly przedstawione w rozdziale ,,Stany singletowe i
trypletowe badanych pochodnych - ujecie teoretyczne”. Modelowaniu teoretycznemu zostaty
poddana 5-deazaalloksazyna oraz jej liczne metylowe pochodne, 10-etylo-5-
deazaizoalloksazyna oraz monometylowe, czteropierscieniowe pochodne alloksazyny:
1MeFR oraz 3MeFR. Spora cz¢$¢ danych teoretycznych zostata przyrownana do rezultatow
eksperymentalnych oraz do danych literaturowych dostepnych dla analogicznych izo- i
alloksazyn. Obliczenia kwantowo-chemiczne zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem
metod DFT (ang. Density Functional Theory) (153) oraz w przypadku 5DAIl zastosowano
metody ab-initio. Zastosowanie w wigkszosci metod DFT wigze si¢ migdzy innymi z
literaturowo znanym zastosowaniem tych metod do obliczen analogicznych dla odpowiednich
izo- i alloksazyn, co daje mozliwo$¢ wzajemnego porownania rezultatow (23,24,27,154).
Obliczenia zwigzane ze stanami singletowymi pochodnych 5DAIl oraz 1MeFR i1 3MeFR
zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem funkcjonalu B3LYP (155,156) wraz z bazami
atomowymi: typu split-valence 6-31G(d) (157) oraz korelacyjne — spdjng bazg atomowsg o
jakosci podwojnie zeta: aug-cc-pVDZ (158). Dodatkowo, w przypadku 5DAIIl zastosowano
oprocz funkcjonatu B3LYP do uzyskania informacji o strukturach elektronowych w stanach
singletowych oraz przewidywanych energii przejs¢ singlet — singlet rowniez funkcjonatow:
cam-B3LYP (159) oraz PBEO (160,161), obydwa w sprzezeniu z bazg atomowg aug-CC-
pVDZ. Funkcjonat B3LYP jest szeroko uzywany w obliczeniach przejs¢ elektronowych (162)
realizowanych przy wykorzystaniu oprogramowania Gaussian 03. Zastosowane do obliczenia
energii przej$¢ singlet — singlet dla SDAIl w metody ab-initio wykorzystaty migdzy innymi
drugorzedowe podejscie zaburzen Mpollera Plesseta (MP2) dla stanu podstawowego oraz
konfiguracyjng metode interakcji, CIS (163) oraz CIS(D) (164) jak rowniez metode EOM-
CCSD (165), dla stanow wzbudzonych. Ponadto, w podrozdziale ,,Charakterystyka
spektroskopowa i fotofizyczna 5-deazaalloksazyny w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych” zostaly przedstawione rezultaty modelowania teoretycznego dla kompleksow
formowanych pomig¢dzy SDAII a metanolem w stanie podstawowym oraz wzbudzonym stanie
singletowym. Obliczenia teoretyczne dla tej czesci zostaly wykonane przy uzyciu funkcjonatu

B3LYP sprzezonego z baza atomowa 6-31G(d). Struktury komplekséw pomiedzy SDAII a
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metanolem sg zblizone do wczesniej zaproponowanych dla kompleksow formowanych
pomiedzy czasteczka lumichromu a metanolem / kwasem octowym (122). Do wyliczenia
enegii wigzan wodorowych 5DAIl — MeOH w stanie podstawowym i wzbudzonym
singletowym wykorzystano model zaproponowany przez Krystkowiak dla 4H-1-benzopiran-
4-tionu (BPT) (166).

Dla serii metylowych pochodnych 5DAIl przeprowadzono obliczenia energii przej$¢ singlet
— singlet wychodzac z zoptymalizowanej struktury stanu podstawowego w odniesieniu do
fazy gazowej z wykorzystaniem funkcjonatu B3LYP sprzezonego z rdéznymi bazami
atomowymi: 6-31G, 6-311G, 6-31G*, 6-31G**, 6-31+G(d), cc-pVTZ, cc-pVDZ, aug-cc-
pVDZ, w celu sprawdzenia wptywu zastosowanej bazy atomowej na zgodno$¢ pomiedzy
rezultatami teoretycznymi i eksperymentalnymi. Podobne podejscie zostalo zaproponowane
przez Neiss dla struktur podobnych do flawin, wilaczajac w to uracyl, izolumazyne oraz
lumiflawing (78). W przypadku kilku pochodnych 5DAIl oraz 1MeFR i 3MeFR jako
uzupelnienie do rezultatéw obliczen teoretycznych dla fazy gazowej zastosowano model
rozpuszczalnikowy PCM (ang. the polarizable continuum model). Ponadto dla 8Me-5DAII,
9Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll wyznaczono rozktad gestosci elektronowej w  stanie
podstawowym 1 wzbudzonym singletowym przy wykorzystaniu analiz¢ populacyjna NBO
(167-169).

Oprocz obliczen teoretycznych zwigzanych ze stanami singletowymi badanych pochodnych,
przeprowadzono rowniez obliczenia dla standw trypletowych. Energie przejs¢ tryplet —
tryplet oraz ich intensywnos$ci zostaly wyliczone w oparciu o zoptymalizowang geometri¢

stanu T3 danej czasteczki przy wykorzystaniu metody nieograniczonej UB3LYP.



101|Omoéwienie wynikéw badan wltasnych

4. Omowienie wynikow badan wlasnych

4.1. Stany singletowe badanych pochodnych: ujecie eksperymentalne

4.1.1. Spektroskopia i fotofizyka 5-deazaalloksazyny w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych

5-Deazaalloksazyna (5DAII) posiada najprostsza struktur¢ sposrod badanych pochodnych 5-
deazaflawin. Widma absorpcji 1 emisji dla tej czasteczki w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych o r6znej polarno$ci zostaty przedstawione na Rysunku 37 natomiast parametry
absorpcyjne, emisyjne oraz dane fotofizyczne dla 5DAIl w poréwnaniu do danych
literaturowych dostepnych dla alloksazyny (All) zostaty zebrane w Tabeli 7. W widmach
absorpcji, w diugofalowej cze$ci widma, mozna wyrdzni¢ dwa pasma absorpcji, ktorych
maksima sg zalezne od zastosowanego rozpuszczalnika. Nalezy podkresli¢, iz obecnos¢
wspomnianych dwoch pasm absorpcyjnych notuje si¢ niezaleznie od charakteru
zastosowanego rozpuszczalnika, tj. jego polarnosci oraz wilasciwosci protyczno -
aprotycznych. Zgodnie z informacjami przedstawionymi w podrozdziale 4.3.1, za obecnos¢
dwoch dobrze rozdzielonych pasm w widmach absorpcji SDAIl odpowiadaja dwa niezalezne
przejscia o charakterze m,m*. Biorgc pod uwage rozpuszczalniki: 1,2-dichloroetan, acetonitryl,
metanol 1 etanol odpowiednie maksima absorpcji sa zlokalizowane pomigdzy 351 nm -
354 nm (A1) oraz 296 nm - 311 nm (). Poréwnujac przedstawione dane mozna stwierdzi¢, iz
zmiana charakteru rozpuszczalnika wptywa w bardziej istotny sposob na potozenie A, a
raczej] w nieznaczny sposob modyfikuje usytuowanie maksimow absorpcji SDAIl dla A;.
Poréwnanie parametrow absorpcyjnych dla 5DAIl oraz All wskazuje, iz w przypadku
struktury alloksazynowej notowane sa batochromowe przesunigcia zard6wno Aq jak i Ay W tym
samym rozpuszczalniku. Dla przyktadu, w etanolu odnotowano potozenie A1 i A, dla SDAII
przy: 354 nm i 306 nm, natomiast dla All odpowiednio przy: 376 nm i 321 nm (Tabela 7). W
widmach fluorescencji 5DAIl (Rysunek 37) odnotowano obecno$¢ jednego pasma
niezaleznie od zastosowanej dlugosci fali promieniowania wzbudzajacego oraz charakteru
zastosowanego rozpuszczalnika. Dlugofalowe przesunigcia maksimow fluorescencji dla
5DAIl odnotowano w przypadku zastosowania alkoholi w poréwnaniu do innych
rozpuszczalnikow (aprotycznych), dla przyktadu Ar dla 5DAIl w etanolu i acetonitrylu
odnotowano przy 411 nm i 405nm. Podobnie, poréwnanie maksiméow fluorescencji 5-

deazaalloksazyny 1 alloksazyny w tych samych rozpuszczalnikach wskazuje, iz dla
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alloksazyny notowane sg przesunig¢cia ku dtuzszym falom, dla przyktadu, w acetonitrylu Ag s3
notowane dla 5DAIl i All odpowiednio przy: 405 nm i 432 nm. Wyznaczone wartosci
wydajnosci  kwantowych  fluorescencji (®g) dla 5-deazaalloksazyny w rdznych
rozpuszczalnikach organicznych $wiadcza, iz fluorescencja jest waznym kanatem
dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego. Poréwnanie odpowiednich wartosci © dla
All i 5SDAIl wskazuja, iz fluorescencja jest zdecydowanie bardziej uprzywilejowana dla 5DAII
w poréwnaniu do All praktycznie we wszystkich stosowanych rozpuszczalnikach (Tabela 7).
Dla przyktadu, w acetonitrylu odpowiednie wartosci @ dla 5DAII: 0.18 oraz dla All: 0.01. Na
warto$¢ @r dla 5DAIl wptywa rowniez rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika. Zmiana
rozpuszczalnika z 1,2-dichloroetanu na metanol powoduje zmiane wartosci @z 0.01 na 0.24.
Interesujace zmiany przynosi rowniez poréwnanie wartosci czasow zycia fluorescencji (Tg)
dla 5DAIl oraz All. Zdecydowanie dluzsze wartosci tr zostaly odnotowane dla SDAIl
w stosunku do All niezaleznie od zastosowanego rozpuszczalnika, dla przyktadu
w acetonitrylu SDAIl i All wykazuja tr odpowiednio o wartosciach: 3.6 ns oraz 0.35 ns.
Poroéwnanie wartosci czaséw zycia fluorescencji dla SDAIl w roznych rozpuszczalnikach
wskazuje, iz w alkoholach jest on dluzszy w poréwnaniu do innych rozpuszczalnikow
(aprotycznych): 5.1 ns (w metanolu) oraz 2.5 ns (w 1,2-dichloroetanie). Jedng z przyczyn, dla
ktorych obserwuje si¢ wydtuzenie warto$ci czasow zycia fluorescencji oraz zwigkszenie
warto$ci wydajnosci kwantowych fluorescencji dla 5-deazaalloksazyny w pordéwnaniu do
alloksazyny w tych samym rozpuszczalniku, jest zmiana charakteru najnizszych
energetycznie przej$¢ elektronowych singlet — singlet. Z obliczen teoretycznych wynika, iz
dla All przejscie Sg—S: ma charakter n,t* i polozone jest przy 27300 cm™. Natomiast
przejécie So—S,, potozone przy 28400 cm™, zostato zidentyfikowane jako przejécie typu m,*
(50). Inwersja standw m,m* i n,t* w czasteczce alloksazyny skutkuje obnizeniem warto$ci
wydajnosci kwantowych fluorescencji oraz skroceniem czasow zycia stanu wzbudzonego. W
przypadku 5-deazaalloksazyny odnotowano, iz przejscie elektronowe Sp—S; ma charakter
n,m*, a réznica energetyczna |E,.» - E;.+| pozwala wnioskowaé, iz przejscie Sp—S; ma
"czysty" charakter m,n*. Szczegdtowa dyskusje na temat danych teoretycznych dla przejsé¢
singlet — singlet dla 5SDAIIl zawarto w podrozdziale 4.3.1. Zmiany w warto$ciach wydajnosci
kwantowych fluorescencji oraz czasow zycia fluorescencji dla SDAIl 1 All przekladaja si¢
rébwniez na wartoSci statych: radiacyjnej (k;) i sumy nieradiacyjnych (Zk;) deazaktywacji
wzbudzonego stanu singletowego. Zaréwno w przypadku 5DAII, jak i All dominujacymi w
procesach deazaktywacji wzbudzonego stanu singletowego s3a procesy nieradiacyjne,

jednakze roznice w wartos$ciach k; oraz Xk, s3 mniejsze dla 5-deazaalloksazyny.
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Rysunek 37. A - widma absorpcji 5-deazaalloksazyny w wybranych rozpuszczalnikach organicznych,
B - widma emisji 5-deazaalloksazyny w wybranych rozpuszczalnikach organicznych (Aexe = 350 nm),
na podstawie (148).

Tabela 7. Dane spektralne i fotofizyczne dla 5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach organicznych.
Dla poréwnania podano rowniez dane literaturowe dostepne dla All

Tr K, >Kor
Ins /110%™ /10%™
DCE 5DAII 353 311 405 0.01 25 0.04 3.9
All® 374 322 434 0.02 0.19 1.2 51
ACN 5DAII 351 296 405 0.18 3.6 0.50 2.3
All® 372 320 432 0.01 035 0.26 28
EtOH 5DAII 354 306 411 021 45 0.46 1.7

All® 376 321 445 - 0.86 - -
MeOH | 5DAII 353 307 416 024 51 047 15

Rozp. | Zwiazek A/nm?  A/nm?  Ae/nm  Dp

% A, A maksima absorpcji w diugofalowej cze$ci widma, Ar: maksimum fluorescencji, ®@f: wydajnosé
kwantowa fluorescencji, t: czas zycia fluorescencji, k;: stata radiacyjna i ZK,: suma statych nieradiacyjnych
®na podstawie (50).

Ze szczegOlowych analiz solwatochromowych przeprowadzonych migdzy innymi przy
wykorzystaniu czteroparametrowej skali zaproponowanej przez Cataldna wynika, iz w stanie
podstawowym pomigdzy czasteczkg 5-deazaalloksazyny a rozpuszczalnikiem protycznym
(alkoholem) mogg tworzy¢ si¢ wigzania wodorowe, w ktorych najbardziej uprzywilejowane
bedzie zaangazowanie grupy N(1)-H oraz N(3)-H czasteczki SDAII oraz atomu tlenu z grupy
hydroksylowej  zastosowanego  alkoholu.  Odpowiednie  struktury  najbardziej
prawdopodobnych kompleksoéw pomiedzy czasteczka SDAIl a alkoholami zostaty

przedstawione na Rysunku 38.
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Egs (5-DAII): -463204.05 kcal/mol
Eys (MeOH): -72611.90 kcal/mol
Egs (5-DAIl : MeOH): -535827.39 kcal/mol
E.x (5-DAII) = 86.23 kcal/mol
Eex (5-DAII : MeOH) = 84.63 kcal/mol
Stan podstawowy:
EgHB : 11.3 kcal/mol
Stan wzbudzony:
EexcHB = 13.04 kcal/mol
5DAII: R; = H; 13Me-5DAIl: Ry = CH,

Rysunek 38. A — proponowana struktura kompleksow SDAII z alkoholami w stanie podstawowym; B
— proponowana struktura komplekséw 5SDAIl i 13Me-5DAII z alkoholami w stanie wzbudzonym.

Wykorzystujac obliczenia teoretyczne [B3LYP/6-31G(d)] zostalty wyznaczone energie wigzan
wodorowych w kompleksach (1) i (2) w stanie podstawowym, dla ktorych stechiometria
wynosita 1:1. Odpowiednie warto$ci wynoszg: 12.5 kcal - mol™ oraz 12.3 kcal - mol™.
Energia wigzan wodorowych w stanie podstawowym (Egsng) W poszczegolnych kompleksach

zostala wyznaczona jako réznica pomigdzy suma catkowitej energii SDAIl i MeOH w stanie
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podstawowym, odpowiednio oznaczonymi jako Egs (SDAIl) oraz Eg (MeOH) i calkowita
energia danego kompleksu 5DAIl z MeOH, oznaczona jako Eg (SDAIl : MeOH). Stad,
energie wigzania wodorowego w stanie So mozna wyrazi¢ nastgpujacym wyrazeniem: Egsyp =
{(Egs (5DAII) + Egs (MeOH)} - Egs (SDAIl : MeOH). Catkowita energia w pojedynczych
uktadach w kazdym przypadku zostala podana na Rysunku 38. Wykorzystujac podobny
sposob obliczen teoretycznych, wyznaczono energi¢ wigzan wodorowych w kompleksach (1)
i (2) w stanie wzbudzonym (Eexns). Pod wpltywem przejscia elektronowego So—S; energia
wigzan wodorowych wzrasta w porownaniu do wyznaczonych wartosci dla stanu
podstawowego i wynosi odpowiednio: Eexs = 13.9 keal - mol™ (1) i Eexps = 13.6 keal - mol™
(2). Dodatkowo, zostaly wyliczone energie wigzan wodorowych w stanie S; wedlug
wyrazenia: Eexig = {[Egs + Eex] (5-DAIl) + Egs (MeOH)} - [Egs + Eex] (5-DAII : MeOH),
oznaczenia s3 zgodne z przytoczonymi wyzej informacjami, natomiast odpowiednie dane
liczbowe, ktore postuzyly do wyliczenia energii wigzan wodorowych zostaly podane na
Rysunku 38. W stanie S;, zgodnie z wynikami analiz solwatochromowych, najbardziej
prawdopodobnym kompleksem o stechiometrii 1:1 jest struktura oznaczona jako (4), do ktorej
powstania przyczynit si¢ atom azotu N(10) czasteczki SDAIl. Wyznaczona Eexyg WYNosi oK.
13 keal - mol™ i w poréwnaniu do energii tego samego wigzania w stanie podstawowym
zanotowany zostal wzrost o okofo 2.7 kcal - mol™. Przedstawione energie wigzan

wodorowych wyznaczone na drodze teoretycznej zostaty zawarte w pracy (148).

4.1.2. Spektroskopia i fotofizyka  8-metylo-5-deazaalloksazyny i  9-metylo-5-
deazaalloksazyny w wybranych rozpuszczalnikach organicznych

Widma absorpcji i emisji 8Me-5DAIl w réznych rozpuszczalnikach organicznych zostaty
przedstawione na Rysunku 39, natomiast dane spektralne dla 9Me-5DAII zostaty zawarte na
Rysunku 40. Tabele 8 oraz 9 podsumowuja dane spektralne i fotofizyczne dla obydwu
monometylowych pochodnych S5DAIl, wliczajac w to: maksima dlugofalowych pasm
absorpcji (A 1 Ap), maksimum fluorescencji w danym rozpuszczalniku (Ag), wydajnosc
kwantowg fluorescencji (®f), czas zycia fluorescencji (tf), przesunigcie Stokesa (Av), statg
radiacyjng (k) i sume stalych nieradiacyjnych (Zkn) dezaktywacji wzbudzonego stanu
singletowego. Obydwie monometylowe pochodne 5DAIl wykazuja w dlugofalowej czgsci
widma absorpcji dwa rozdzielone pasma niezaleznie od zastosowanego rozpuszczalnika.
Powstanie kazdego z tych pasm, zgodnie z wynikami obliczen teoretycznych jest zwigzane z

dwoma niezaleznymi przejsciami, kazde typu n—m*. Zgodnie z danymi literaturowymi (108),
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wyzej energetyczne pasma potozone w zakresie UV pochodza od sumy co najmniej dwoch
przejs¢ elektronowych, kazdego o charakterze m—mn*. Doktadne usytuowanie maksimow
absorpcji jest uzaleznione od pozycji grupy metylowej w pierscieniu SDAIl oraz
zastosowanego rozpuszczalnika. Maksimum pasma o wyzszej energii (A2) znajduje si¢
pomiedzy 313 nm a 320 nm, przy czym zmiana polarno$ci rozpuszczalnika lub usytuowania
grupy metylowej nie wptywa znaczaco na zmian¢ polozenia tego pasma. Bardziej wyrazne
zmiany zostaty odnotowane dla najbardziej dtugofalowego pasma (A1), ktore mozna odnalez¢
pomiedzy 349 nm a 362 nm. W tym przypadku zmiana usytuowania grupy metylowej z "8"
na "9" skutkuje wyraznym przesunigciem w stron¢ dilugofalowa, niezaleznie od
zastosowanego rozpuszczalnika (Tabela 8 i 9). Obydwie badane monometylowe pochodne
SDAIl wykazuja typowe dla alloksazyn i1 5-deazaalloksazyn widma fluorescencji, ktore
skladaja si¢ z pojedynczego pasma o Gaussianowskim ksztalcie, niekiedy mozna odnotowac
ich strukture¢ pojawiajaca si¢ po krotkofalowej stronie, szczegélnie w aprotycznych
rozpuszczalnikach, takich jak dichlorometan. Uzycie réznych dtugosci fal promieniowania
wzbudzajacego nie powodowato istotnych zmian w widmach fluorescencji, poza modyfikacja
intensywno$ci. Widma wzbudzenia emisji dobrze odzwierciedlalty dlugofalowe pasma
w widmach absorpcji. Dokladne usytuowanie maksimum fluorescencji jest uzaleznione od
usytuowania grupy metylowej w pierscieniu SDAIl oraz zastosowanego rozpuszczalnika.
Maksima fluorescencji dla obydwu czasteczek mozna odnalez¢ w przedziale od 401 nm do
425 nm. Podobnie jak przy dyskutowanych wyzej parametrach absorpcyjnych, réwniez w
przypadku Ar mozna odnotowac batochromowe przesunigcia dla 9Me-5DAIl w porownaniu
do 8Me-5DAIl. Z kolei poréwnujac dang monometylowa pochodna SDAIl w réznych
rozpuszczalnikach  (protycznych, aprotycznych) mozna stwierdzi¢, iz dlugofalowe
przesuni¢cia maksimow fluorescencji wystepuja dla rozpuszczalnikow protycznych, dla
przyktadu, Ar 8Me-5DAIl w DCM: 403 nm, natomiast w MeOH: 410 nm (Tabela 8 oraz 9).
Jest to zgodne z prawidlowosciami znanymi dla alloksazyn, mianowicie przesunigcia
maksimow fluorescencji w alkoholach sg spowodowane wytworzeniem wigzan wodorowych
pomiegdzy czasteczkami alloksazyny (tutaj pochodnej 5-deazaalloksazyny) a alkoholem, ktore
w stanie wzbudzonym skutkuja obnizeniem energii fluorescencji w poréwnaniu do sytuacji
gdy pochodna 5DAII znajduje si¢ w uktadzie aprotycznym. Wyznaczone warto$ci wydajnosci
kwantowych fluorescencji wskazujg, iz fluorescencja jest waznym kanatem dezaktywacji
wzbudzonego stanu singletowego; poréwnanie wartosci @ dla 8Me-5DAIl i 9Me-5DAII
w tym samym rozpuszczalniku wskazuje, iz obecno$¢ grupy metylowej w pozycji "8"

powoduje obnizenie wartosci @ prawie dwukrotnie w poréwnaniu do sytuacji gdy grupa
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metylowa znajduje si¢ w pozycji "9" (Tabela 8 oraz 9). Ponadto, mozna odnotowac
interesujacy wplyw rodzaju zastosowanego rozpuszczalnika na wartosci ®gF, mianowicie
zarowno dla 8Me-5DAIl jak i 9Me-5DAIl zdecydowanie wyzsze wartosci odnotowano
W rozpuszczalnikach protycznych w poréwnaniu z rozpuszczalnikami aprotycznymi, dla

przyktadu 9Me-5DAIl w DCM (0.25), natomiast w MeOH (0.31).
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Rysunek 39. A - widma absorpcji 8Me-5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach organicznych, B -
widma emisji 8Me-5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach organicznych (Ae. = 350 nm), na
podstawie (149).
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Rysunek 40. A - widma absorpcji 9Me-5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach organicznych, B -
widma emisji 9Me-5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach organicznych (Ae. = 350 nm), na
podstawie (149).
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Tabela 8. Dane spektralne i fotofizyczne dla monometylowych pochodnych 5-deazaalloksazyny:
8Me-5DAIl i 9Me-5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach organicznych, na podstawie (149).

Av Te K, 2Ky
/cm™ ¥ Ins /110%™ /10%™
1,4-Diox | 8Me-5DAIl 351 314 404 3737 012 32 0.38 2.8
9Me-5DAIl 356 313 416 4051 0.22 6.2 0.36 1.3
CHCI; | 8Me-5DAIl 349 320 407 4083 0.13 29 045 3.0
9Me-5DAIl 358 319 417 3854 029 86 0.34 0.82
DCM 8Me-5DAIl 349 319 403 3839 0.11 29 0.38 3.0
9Me-5DAIl 358 317 417 3952 025 84 0.29 0.89
AcOEt | 8Me-5DAIl 351 313 401 3552 0.09 29 031 3.1
9Me-5DAIl 356 314 416 4051 0.17 54 0.32 1.6
DMSO | 8Me-5DAIl 355 315 409 3719 0.16 2.8 0.56 2.9
9Me-5DAIl 362 316 419 3834 022 7.1 031 11
Acet 8Me-5DAIl 352 - 404 3656 0.12 3.1 0.39 2.8
9Me-5DAIl 358 - 416 3894 0.23 6.0 0.38 1.3
ACN 8Me-5DAIl 349 315 402 3777 0.14 3.6 0.39 2.4

9Me-5DAIl 356 314 416 3952 025 81 031  0.93

Rozp. Zwigzek  M/nm  d/nm - Ag/nm

% M, A maksima absorpcji w diugofalowej cze$ci widma, Ar: maksimum fluorescencji, ®f: wydajno$é
kwantowa fluorescencji, 1¢: czas zycia fluorescencji, Av: przesuniecie Stokesa, k;: stata radiacyjna i Xk, suma
statych nieradiacyjnych

Zmierzone zaniki fluorescencji zarowno dla 8Me-5DAIl jak i 9Me-5DAIl w zadowalajacy
sposOb sg opisywane poprzez funkcje monoeksponencjalng, natomiast wyznaczone czasy
zycia fluorescencji (tg) s3 zdecydowanie dluzsze niz dla analogicznych pochodnych o
strukturze alloksazynowej (50). Poréwnanie wartosci tr przedstawionych w Tabeli 8 oraz 9
wskazuje, ze najkrotsze 1= odnotwano dla 8Me-5DAIl w rozpuszczalnikach aprotycznych, a
najdtuzsze tr dla 9Me-5DAIl w rozpuszczalnikach protycznych. Ponadto, usytuowanie grupy
metylowej w pierscieniu SDAIl wptywa istotnie na warto$ci tr zwlaszcza w roznych
alkoholach. W przypadku 9Me-5DAIl obserwuje si¢ prawie trzykrotnie dtuzsze czasy zycia
fluorescencji w porownaniu do 8Me-5DAIl, dla przyktadu w MeOH, 1¢ dla 8Me-5DAII:
4.25 ns, natomiast dla 9Me-5DAIl: 11.04 ns (Tabela 8 oraz 9). Wyliczone warto$ci stalej
radiacyjnej oraz sumy nieradiacyjnych dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego

wskazuja na dominacj¢ procesOw nieradiacyjnych zarowno dla 8Me-5DAII jak i 9Me-5DAII.
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Tabela 9. Dane spektralne i fotofizyczne dla monometylowych pochodnych 5-deazaalloksazyny:
8Me-5DAIl i 9Me-5DAII w alkoholach, na podstawie (149).

Av K Ko
/cm™ e NS 110%™*  /10%™
1-HeOH | 8Me-5DAIl 353 317 410 3938 0.18 4.2 0.43 1.9
9Me-5DAIl 361 317 423 4060 0.30 11.2 0.27 0.63
1-PeOH | 8Me-5DAIl 353 318 409 3878 0.17 4.2 0.41 2.0
9Me-5DAIl 362 317 422 3927 032 112 0.29 0.61
2-BuOH | 8Me-5DAIl 354 313 411 3917 0.19 4.2 0.48 1.9
9Me-5DAIl 362 320 423 3983 038 121 031 0.51
1-BuOH | 8Me-5DAIl 353 317 410 4018 0.18 4.2 0.43 2.0
9Me-5DAIl 361 317 425 4171 041 137 0.30 0.43
1-PrOH | 8Me-5DAII 353 318 408 3818 0.17 4.2 0.40 2.0
9Me-5DAIl 360 317 423 4137 031 113 0.27 0.61
2-PrOH | 8Me-5DAIl 352 317 409 3959 0.19 4.0 0.47 2.0
9Me-5DAIl 359 316 421 4024 036 103 0.35 0.62
EtOH 8Me-5DAIl 352 316 409 3959 0.16 4.3 0.38 2.0
9Me-5DAIl 358 314 423 4137 0.31 11.0 0.28 0.63
MeOH | 8Me-5DAIl 351 316 410 4099 0.16 45 0.35 1.8
9Me-5DAIl 358 315 425 4380 0.31 126 0.25 0.55

Rozp. Zwigzek  M/nm  A/nm Ag/nm

% M, A maksima absorpcji w diugofalowej cze$ci widma, Ar: maksimum fluorescencji, ®f: wydajno$é
kwantowa fluorescencji, tg: czas zycia fluorescencji, Av: przesuniecie Stokesa, k;: stata radiacyjna i Xk, suma
statych nieradiacyjnych

4.1.3. Spektroskopia i fotofizyka 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych

Przedstawicielem dimetylowych pochodnych 5-deazaalloksazyny, ktorej whasciwosci zostang
opisane w obecnym podrozdziale, jest 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyna (13Me-5DAII).
Ze wzgledu na obecno$¢ dwoch grup metylowych przy atomach azotu N(1) 1 N(3), czasteczka
ta stanowi wazny uklad modelowy w badaniach reakcji podwdjnego przeniesienia protonu
w stanie wzbudzonym w obecnosci molekul zdolnych do tworzenia wigzan wodorowych,
takich jak kwas octowy lub pirydyna oraz w przypadku mozliwo$ci tworzenia wigzan
wodorowych, w ktorych Sg zaangazowane wspomniane atomy azotu. Widma absorpcji
I emisji w wybranych rozpuszczalnikach organicznych dla 13Me-5DAIl  zostaty
przedstawione na Rysunku 41, natomiast charakterystyka spektralna i fotofizyczna zostata
zawarta w Tabeli 10. W widmach absorpcji, niezaleznie od rodzaju zastosowanego

rozpuszczalnika, mozna wyr6zni¢ w diugofalowej cze$ci widma dwa dobrze rozseparowane



110|]Omowienie wynikow badan wltasnych

pasma absorpcji, dla ktérych maksima sg nieznacznie modyfikowane przez charakter
rozpuszczalnika. Podobnie jak w przypadku 5-deazaalloksazyny oraz jej monometylowych
pochodnych (8Me-5DAII, 9Me-5DAIL), ktorych wiasciwosci spektralne i fotofizyczne zostaty
opisane w poprzednich podrozdziatach, za obecno$¢ dwoch pasm w widmach absorpcji
13Me-5DAIl odpowiadaja dwa niezalezne przejscia o charakterze m,n*. Bioragc pod uwage
rozpuszczalniki: dichlorometan, acetonitryl, metanol i etanol odpowiednie maksima absorpcji
sa zlokalizowane pomiedzy 355 nm - 357 nm (A1) oraz 298 nm - 308 nm (};). Zmiana
polarnosci rozpuszczalnika powoduje praktycznie nieznaczng modyfikacje w potozeniu
maksimum absorpcji A1, niewiele wigksze zmiany sg notowane w potozeniu pasma ;.
Poré6wnanie parametrow absorpcyjnych dla 5DAIl oraz 13Me5DAIl wskazuje, iz w
przypadku podstawienia grupami metylowymi przy atomach azotu N(1) i N(3) obserwuje si¢
raczej nieznaczne zmiany w przebiegu widm absorpcji w tym samym rozpuszczalniku.
Przesunigcia ku dluzszym falom, zarowno w przypadku A; jak i A, zostaly zaobserwowane
dla 13Me-5DAIl w porownaniu do 5DAIl w tym samym rozpuszczalniku. Dla przyktadu,
w acetonitrylu odnotowano potozenie Az i A, dla 5DAII przy: 351 nm i 296 nm natomiast dla
13Me-5DAIl odpowiednio przy: 355nm i 298 nm (Tabela 7 oraz 10). W widmach
fluorescencji 13Me-5DAIlI (Rysunek 41), podobnie jak w przypadku 5DAIl oraz jej
monometylowych pochodnych, odnotowano obecno$¢ jednego pasma niezaleznie od
zastosowanej dtugosci fali promieniowania wzbudzajacego oraz rozpuszczalnika. Zmiana
rozpuszczalnika powoduje nieznaczne zmiany w usytuowaniu Ap. W zastosowanych
rozpuszczalnikach maksima fluorescencji sa notowane pomiedzy 408 nm a 416 nm
(Tabela 10), przy czym najbardziej dlugofalowe przesunigcie zostalo zanotowane
w przypadku zastosowania metanolu. Podobnie, poroéwnanie maksiméw fluorescencji
5-deazaalloksazyny i 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w tych samych rozpuszczalnikach
wskazuje, iz zastgpienie atomoéw wodoru (SDAII) przez grupy metylowe (13Me-5DAII) przy
atomach azotu N(1) i N(3) nie powoduje istotnych zmian w polozeniu maksimoéw
fluorescencji w tych samych rozpuszczalnikach, dla przyktadu, w acetonitrylu Ar sa notowane
dla 5DAIl i 13Me-5DAII odpowiednio przy: 405 nm i 408 nm, natomiast w metanolu dla
obydwu czasteczek odnotowano tg samag warto$¢ Ar (416 nm). Z wyznaczonych wartosci
wydajnosci kwantowych fluorescencji (®g) dla 13Me-5DAIl w réznych rozpuszczalnikach
organicznych wynika, iz fluorescencja jest waznym kanatem dezaktywacji wzbudzonego
stanu singletowego. Sposrod zastosowanych rozpuszczalnikow, najnizsza warto§¢ @f
odnotowano w dichlorometanie (0.03), natomiast najwyzsza w etanolu (0.14). Przyrownanie z

danymi dotyczacymi wydajnosci kwantowej fluorescencji SDAIl w tych samych
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rozpuszczalnikach organicznych wskazuje, ze SDAIIl charakteryzuja wyzsze wartosci @ W
poréwnaniu z 13Me-5DAIL. Dla przyktadu, w etanolu odpowiednio wartosci ®g wynoszg 0.21
(5DAIl) oraz 0.14 (13Me-5DAIl). Dla 13Me-5DAIl zostaly zmierzone czasy zycia
fluorescencji (tg) w réznych rozpuszczalnikach organicznych. Porownanie warto$ci czasow
zycia fluorescencji dla 13Me-5DAIl w réznych rozpuszczalnikach wskazuje na podobng
zalezno$¢ jaka odnotowano dla SDAII, mianowicie w alkoholach czas zycia fluorescenciji jest
dhuzszy w poréwnaniu do innych rozpuszczalnikow (aprotycznych): 3.4 ns (w metanolu) oraz
2.0ns (w dichlorometanie). Z przedstawionych danych w Tabeli 10 wynika, iz w
dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego dominuja procesy nieradiacyjne. Najwyzsza
warto$¢ statej radiacyjnej dla 13Me-5DAIl odnotowano w przypadku zastosowania
acetonitrylu, natomiast najnizszg dla dichlorometanu. Nieco odmienna tendencja jest
obserwowana dla sumy statych nieradiacyjnych. W tym przypadku procesy nieradiacyjne
dominujg w dichlorometanie natomiast najnizsza warto$¢ Xk, deazaktywacji wzbudzonego

stanu singletowego dla 13Me-5DAIIl zostata odnotowana w metanolu.

10000

B
—— ACN —— ACN
- —— DCM 5 —— DCM
‘e MeOH g MeOH
- —— EtOH " — EtOH
5 5000 8
E c
s 3
5 2
z 3
o £
0 T T 7 T T —
250 300 350 400 450 400 450 500 550
Al nm A/ nm

Rysunek 41. A - widma absorpcji 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych, B - widma emisji 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych (Aee = 350 nm), na podstawie (148).
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Tabela 10. Dane spektralne i fotofizyczne dla 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych, na podstawie (148).

Rozp. aM/nm? o Aim? Ad/nm DO F kr Zh
Ins /10%* /110%™
DCM 357 308 408 0.03 2.0 0.15 4.8
ACN 355 298 408 0.13 2.4 0.54 3.6
EtOH 356 306 409 0.14 3.2 0.44 2.7
MeOH 355 307 416 0.12 3.4 0.35 2.6

% M, A maksima absorpcji w diugofalowej czesci widma, As: maksimum fluorescencji, ®g: wydajno§é
kwantowa fluorescencji, 1e: czas zycia fluorescencji, k;: stata radiacyjna i Zk,: suma statych nieradiacyjnych

4.1.4. Spektroskopia i fotofizyka 1,3,8-trimetylo-5-deazaalloksazyny oraz 1,3,9-trimetylo-5-
deazaalloksazyny w wybranych rozpuszczalnikach organicznych

Sposrod  trimetylowych pochodnych 5-deazaalloksazyny, charakterystyka spektralna i
fotofizyczna zostata przeprowadzona dla dwoch czasteczek, mianowicie: 1,3,8-trimetylo-5-
deazaalloksazyny (138Me-5DAII) oraz 1,3,9-trimetylo-5-deazaalloksazyny (139Me-5DAII).
Wybrane dane fotofizyczne zostaty poréwnane z literaturowymi informacjami dostepnymi dla
analogicznych alloksazyn, mianowicie: 1,3,8-trimetyloalloksazyny (138MeAll) oraz 1,3,9-
trimetyloalloksazyny (139MeAll). Widma absorpcji i emisji dla 138Me-5DAIIl oraz 139Me-
5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach organicznych o roznej polarnosci zostaly
przedstawione na Rysunkach 42 oraz 43, natomiast parametry absorpcyjne, emisyjne oraz
dane fotofizyczne dla badanych trimetylowych pochodnych 5DAIl zostaly zawarte w
Tabeli 11.

W widmach absorpcji 138Me-5DAII oraz 139Me-5DAII, w ich dlugofalowej czesci, mozna
wyrozni¢ dwa charakterystyczne pasma absorpcji, ktorych maksima sg zalezne od
zastosowanego rozpuszczalnika oraz usytuowania grup metylowych w pier§cieniu
5-deazaalloksazynowym. Podobnie jak we wczesniej omawianych czasteczkach, obliczenia
teoretyczne energii przejs¢ singlet — singlet wskazuja, iz za dwa rozdzielone pasma absorpcji
odpowiadajag dwa niezalezne przejscia elektronowe o charakterze m,m*. Bioragc pod uwage
rozpuszczalniki: chloroform, dichlorometan, acetonitryl, 2-propanol, etanol i metanol,
zgodnie z danymi przedstawionymi na Rysunkach 42 oraz 43 oraz w Tabeli 11,
odpowiednie maksima absorpcji sa zlokalizowane przy okoto 360 nm (A1) oraz przy okoto
315 nm (},). Zmiana charakteru rozpuszczalnika wplywa jedynie nieznacznie na przesuniecia
maksiméw absorpcji obydwu dlugofalowych pasm absorpcji zarowno dla 138Me-5DAII oraz
139Me-5DAIL. Dla przyktadu, dla 138Me-5DAIl w dichlorometanie zanotowano potozenie A3
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oraz A, odpowiednio przy: 355 nm oraz 318 nm, natomiast jednocze$nie dla tej samej
czasteczki w metanolu potozenie A4 oraz A, wystgpuje przy 352 nm oraz 316 nm. Analogiczne
zalezno$ci mozna znalez¢ dla 139Me-5DAII. Jednakze, potozenie maksimum absorpcji (A1)
jest modulowane przez usytuowanie grupy metylowej w pierScieniu 5-deazaalloksazynowym
(w pozycji "8" lub "9"). Generalnie obserwuje si¢ przesuni¢cia ku dluzszym falom dla
pochodnej 139Me-5DAIl w poréwnaniu do 138Me-5DAIl w tym samym rozpuszczalniku, dla
przyktadu potozenie A, w etanolu dla 138Me-5DAII odnotowano przy 353 nm, natomiast dla
139Me-5DAIl przy 359 nm (Tabela 11). Jednakze zmiana potozenia grupy metylowej
pomiedzy pozycje "8" a "9" praktycznie nie wptywa na usytuowanie maksimum absorpcji A,
w tym samym rozpuszczalniku. Poréwnanie parametrow absorpcyjnych dla 138Me-5DAII
oraz 139Me-5DAIll z danymi dostepnymi literaturowo dla 138Me-All oraz 139Me-All niesie
podobne informacje do wczesniej dyskutowanych np. dla 5-deazaalloksazyny i alloksazyny,
mianowicie w przypadku pochodnych trimetylo- podstawionych alloksazyn notowane sa
przesunigcia ku dluzszym falom zaréwno A; jak i A, W tym samym rozpuszczalniku
w poréwnaniu do analogicznych trimetylo- podstawionych 5-deazaalloksazyn. Dla przyktadu,
W metanolu odnotowano potozenie A3 i A, dla 138Me-5DAII przy: 352 nm i 316 nm natomiast
dla 138MeAll odpowiednio przy: 386 nm i 343 nm (Tabela 11). Widma fluorescencji
trimetylowych pochodnych 5DAIl wykazujg typowy ksztalt do wczes$niej obserwowanych dla
5-deazaalloksazyny i jej prostszych pochodnych. Odnotowano obecnos$¢ jednego pasma
niezaleznie od zastosowanej dlugos$ci fali promieniowania wzbudzajacego oraz charakteru
zastosowanego rozpuszczalnika. Maksima fluorescencji (Af) dla 138Me-5DAIl pojawiajg si¢
przy okoto 408 nm, natomiast dla 139Me-5DAIl przy okoto 420 nm. Zastosowany
rozpuszczalnik nieznacznie modyfikuje potozenie Ar zarowno dla 138Me-5DAII jak i 139Me-
SDAIl, jednak znacznie bardziej widoczng zmian¢ przynosi zmiana usytuowania grupy
metylowej z pozycji "8" na "9". Nieznaczne przesunigcia ku dtuzszym falom odnotowano
przy zastosowaniu jako rozpuszczalnika alkoholi w poréwnaniu do innych, aprotycznych
rozpuszczalnikow, w szczegolnosci dla 139Me-5DAIl. Dla przyktadu w chloroformie
odnotowano Ar dla 139Me-5DAIl przy 417 nm, natomiast w 2-propanolu przy 421 nm.
Podobnie do przeprowadzonych wczesniej porownan potozenia maksimow fluorescencji dla
alloksazyn i 5-deazaalloksazyn, maksima fluorescencji trimetylowych pochodnych 5-
deazaalloksazyny i analogicznych trimetylowych alloksazyn w tych samych
rozpuszczalnikach wskazuja, iz dla alloksazyny notowane sg przesuni¢cia ku dtuzszym falom,
I tak, w acetonitrylu Ar sg notowane dla 139Me-5DAIl i 139MeAll odpowiednio przy: 417 nm
1 451 nm.
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Rysunek 42. A - widma absorpcji 1,3,8-trimetylo-5-deazaalloksazyny w  wybranych
rozpuszczalnikach organicznych, B - widma emisji 1,3,8-trimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych (Aex. = 350 nm), na podstawie (147).
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Rysunek 43. A - widma absorpcji 1,3,9-trimetylo-5-deazaalloksazyny w  wybranych
rozpuszczalnikach organicznych, B - widma emisji 1,3,9-trimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych (Aex. = 350 Nnm), na podstawie (147).

Generalnie, wyliczone wartosci wydajno$ci kwantowych fluorescencji (®g) dla
trimetylowych pochodnych 5DAIl w roznych rozpuszczalnikach organicznych sg raczej
wysokie, w zaleznosci od pochodnej 1 zastosowanego rozpuszczalnika mieszczg si¢ W
zakresie od 0.02 do 0.27. Wyzsze warto$ci wydajnosci kwantowej fluorescencji odnotowano
w alkoholach w poréwnaniu do innych rozpuszczalnikow (aprotycznych). 138Me-5DAII
wykazuje nizsze wartosci @ w porownaniu do wyznaczonych dla 139Me-5DAIl w tych
samych warunkach, dla przyktadu w metanolu odnotowano ®¢ dla 138Me-5DAII: 0.14 oraz
139Me-5DAIl:  0.28. Porownanie odpowiednich wartosci @ dla trimetyloalloksazyn

I analogicznych trimetylowych 5-deazaalloksazyn wskazuja na podobne prawidtowosci, ktore
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zanotowano dla wczeéniej opisanych prostszych pochodnych 5-deazaalloksazyny,
mianowicie, fluorescencja jest zdecydowanie bardziej uprzywilejowana dla trimetylowych
pochodnych 5DAIl w porowaniu do analogicznych trimetylowych pochodnych alloksazyny

praktycznie we wszystkich stosowanych rozpuszczalnikach (Tabela 11).

Tabela 11. Dane spektralne i fotofizyczne dla trimetylowych pochodnych 5-deazaalloksazyny:
138Me-5DAII i 139Me-5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach organicznych, dla poréwnania w
dichlorometanie, acetonitrylu i metanolu podano odpowiednie dane dla 1,3,8-trimetyloalloksazyny
oraz 1,3,9-trimetyloalloksazyny

TF K, >Kor
/ns  /10%*  /10%™
CHCI; | 138Me-5DAIl 355 318 406 011 22 050 4.0
139Me-5DAIl 362 318 417 017 39 043 21
CH,Cl, | 138Me-5DAIl 355 318 405 0.02 20 009 49
138MeAll® 381 344 434 002 04 055 26
139Me-5DAIl 362 317 417 0.04 39 010 25
139MeAll® 388 341 452 002 06 030 16
ACN | 138Me-5DAIl 353 314 405 014 25 057 35
138MeAll® 377 336 433 002 04 050 23
139Me-5DAIl 359 313 417 021 45 047 18
139MeAll® 384 336 451 0.02 08 029 13
2-PrOH | 138Me-5DAIl 353 317 408 0.5 3.0 051 29
139Me-5DAIl 360 316 421 027 69 039 11
EtOH | 138Me-5DAIl 353 316 409 015 3.0 049 28
139Me-5DAIl 359 315 423 026 7.3 036 10
MeOH [ 138Me-5DAIl 352 316 409 014 28 050 3.1
138MeAll® 386 343 441 003 07 044 15
139Me-5DAIl 361 315 425 028 7.9 035 091
139MeAll® 380 339 465 003 1.3 020 75

Rozp. Zwiazek Minm® o /im? o Ainm Dp

% M, A maksima absorpcji w diugofalowej cze$ci widma, Ar: maksimum fluorescencji, ®r: wydajno$é
kwantowa fluorescencji, t: czas zycia fluorescencji, k;: stata radiacyjna i 2K,: suma statych nieradiacyjnych
® ha podstawie (170).

Dla przyktadu, w acetonitrylu odpowiednie wartosci ®¢ dla 138Me-5DAIl: 0.14 oraz dla
138MeAll: 0.02. Zmierzone zaniki fluorescencji dla 138Me-5DAII oraz 139Me-5DAII dobrze
opisuje funkcja monoeksponencjalna. Czasy zycia fluorescencji (tg) sg krotsze dla 138Me-
SDAIl w poréwnaniu do 139Me-5DAIl w tym samym rozpuszczalniku. Jednakze, dla obydwu
trimetylowych pochodnych SDAIl odnotowane czasy zycia sa dluzsze niz dla analogicznych

trimetylowych pochodnych alloksazyny, wi¢c w dichlorometanie 139Me-5DAIl i 139MeAll
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wykazuja tr odpowiednio: 3.87ns oraz 0.61ns. Porownanie wartosci czasow zycia
fluorescencji dla 138Me-5DAIl i 139Me-5DAIl w roéznych rozpuszczalnikach wskazuje, iz w
alkoholach czasy zycia fluorescencji sa dluzsze w poréwnaniu do innych rozpuszczalnikow
(aprotycznych): 7.90 ns (w metanolu) oraz 3.92 ns (w chloroformie) dla 139Me-5DAII.
Wyliczone stale szybko$ci radiacyjnej i nieradiacyjnej dezaktywacji wzbudzonego stanu
singletowego wskazuja, iz w dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego obydwu
trimetylowych pochodnych 5SDAIl dominujg procesy nieradiacyjne. Wartosci sumy statych
szybkosci nieradiacyjnych dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego sg zdecydowanie

wyzsze dla rozpuszczalnikéw aprotycznych w porownaniu do protycznych.

4.1.5. Spektroskopia i fotofizyka 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych

Czasteczka 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny (10Et-5DIzoAll) stanowi modelowg strukture 5-
deazaizoalloksazyny (5-deazaflawin), ktorej charakterystyka spektralna i fotofizyczna zostata
opisana w obecnym podrozdziale, gtownie w celu ukazania réznic pomiedzy 5-
deazaallokazynami a 5-deazaizoalloksazynami. Ze wzgledu na swoja deazaizoalloksazynowa
strukture, czgsteczka ta stanowi doskonaty uktad modelowy w badaniach reakcji podwdjnego
przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym dla pochodnych 5-deazaalloksazyny.

Widma absorpcji i emisji w wybranych rozpuszczalnikach organicznych dla 10Et-5DIzoAll
zostaly przedstawione na Rysunku 44 natomiast charakterystyka spektralna i fotofizyczna w
réznych rozpuszczalnikach organicznych zostata zawarta w Tabeli 12. W poréwnaniu do
pochodnych o strukturze 5-deazaalloksazyny, czasteczka 10Et-5DIzoAll wymaga mniejszej
energii do przeprowadzenia procesu wzbudzenia, innymi stowy w widmach absorpcji,
niezaleznie od rodzaju zastosowanego rozpuszczalnika, notuje si¢ przesunig¢cia odpowiednich
maksimow absorpcji w kierunku dhuzszych fal w poroéwnaniu do pochodnych S5DAII.
Podobnie do pochodnych 5-deazaalloksazyny, w widmach absorpcji 10Et-5DIzoAll mozna
wyr6zni¢ w dhugofalowej czesci widma dwa dobrze rozdzielone pasma absorpcji, ktorych
maksima sg zlokalizowane w przedziatach od 395 nm do 401 nm (A;) oraz od 316 nm do
323 nm (A2) w zalezno$ci od zastosowanego rozpuszczalnika, jednakze zmiana charakteru i
polarnosci rozpuszczalnika powoduje raczej nieznaczne zmiany w widmach absorpcji.
Kolejng cechg wspolng, zgodnie z wynikami obliczen teoretycznych (szczegdétowa dyskusja
zostata zawarta w podrozdziale 4.3.6), dla struktury deazaalloksazynowej i
deazaizoalloksazynowej jest fakt, ze za obecno$¢ dwoch pasm w ditugofalowej czesci widma

absorpcji 10Et-5DIzoAll odpowiadaja dwa niezalezne przejscia o charakterze m,n*. Widma
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fluorescencji 10Et-5DIzoAll (Rysunek 44) zostaly zarejestrowane przy Aexe = 370 nm,
podobnie jak w przypadku 5DAIl oraz jej monometylowych pochodnych, odnotowano
obecnos¢ jednego pasma niezaleznie od zastosowanej dlugosci fali promieniowania
wzbudzajacego oraz rozpuszczalnika. Maksima fluorescencji dla 10Et-5DIzoAll (Ar) zostaty
odnotowane w przedziale od 466 nm do 473 nm. W poréwnaniu do wszystkich badanych
pochodnych 5-deazaalloksazyny, maksima fluorescencji dla 10Et-5D1zoAll sa notowane przy
dhuzszych falach, niezaleznic od zastosowanego rozpuszczalnika. Zmiana polarnosci
rozpuszczalnika powoduje raczej nieznaczne przesuniecia maksimow fluorescencji, dla
przyktadu Ar dla 10Et-5DIzoAll zostaty odnotowane przy 466 nm (w metanolu) oraz 468 nm
(w dichlorometanie). Wartosci wydajnosci kwantowych fluorescencji (®g) dla 10Et-5DIzoAll
w roznych rozpuszczalnikach organicznych pozwalaja wnioskowacd, iz fluorescencja jest
waznym kanatem dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego, jednakze w poréwnaniu do
zwigzkow o strukturze 5-deazaalloksazynowej w tych samych rozpuszczalnikach odnotowano
generalnie nizsze wartosci ®g. Sposrod zastosowanych rozpuszczalnikow, najnizsza warto$é
@r odnotowano w DMSO (0.02), natomiast najwyzszag w ACN (0.16). W poréownaniu do 5-
deazaalloksazyny oraz jej monometylowych pochodnych: 8Me-5DAIl oraz 9Me-5DAII
odpowiednie wartosci @ w ACN wynosity: 0.18 (Tabela 7) oraz 0.14 i 0.25 (Tabela 8).
Cickawe wydaje si¢ porownanie wartosci @ dla 10Et-SDIzoAll w alkoholach o rdznej
polarnosci - w tym przypadku wartosci oscylujg pomigdzy 0.06 oraz 0.09. Podobnie jak dla
roznych pochodnych 5DAII, zmierzone zaniki fluorescencji w zadowalajgcy sposob opisuje
funkcja monoeksponencjalna. Wyznaczone czasy zycia fluorescencji (t¢) dla 10Et-5DIzoAll
w roznych rozpuszczalnikach organicznych zostaly zawarte w Tabeli 12. Poréwnanie
wartosci czasow zycia fluorescencji dla 10Et-5DIzoAll w roéznych rozpuszczalnikach
wskazuje, iz zmiana polarnos$ci i charakteru rozpuszczalnika wplywa raczej nieznacznie na
warto$¢ czasu zycia fluorescencji, dla 10Et-5DIzoAll najdtuzszy tr zostat odnotowany w 1,4-
Diox (4.71 ns), natomiast najkrotszy w DMSO (2.09 ns). Wartosci tr dla 10Et-5DI1zoAll w
alkoholach o réznej polarnosci sg praktycznie jednakowe, odpowiednio oscylujac pomiedzy
3.51ns a 3.58ns. W porownaniu do pochodnych 5DAIl w tym samym rozpuszczalniku
obserwuje si¢ skrocenie wartosci T dla 10Et-5DIzoAll (przyktadowo, w MeOH 8Me-5DAII:
4.58 ns, 9Me-5DAII: 12.6 ns, 10Et-5DIzoAll: 3.58 ns). Z danych zawartych w Tabeli 12
wynika, iz w dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego 10Et-5DIzoAll dominujg
procesy nieradiacyjne. Jest to kolejna cecha wspdlna z pochodnymi o strukturze 5-
deazaalloksazynowej. Najwyzsza wartosc stalej radiacyjnej dla 10Et-5DIzoAll odnotowano w

przypadku zastosowania acetonitrylu, natomiast najnizszg dla DMSO. W przypadku sumy



118|Omowienie wynikow badan wltasnych

statych nieradiacyjnych dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego obserwuje si¢ nieco
inne zalezno$ci. Procesy nieradiacyjne dominujag w DMSO, natomiast najnizsza warto$¢ XK,

zostata odnotowana w 1,4-DioxX.
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Rysunek 44. A - widma absorpcji 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych, B - widma emisji 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych (Aex. = 370 Nm), na podstawie (149).

Tabela 12. Dane spektralne i fotofizyczne dla 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych, na podstawie (149).

Rozpuszczalnik | Ay/nm  do/nm  Ae/nm Av D F ; i
/cm? Ins /110%™ /10%™
1,4-Diox 399 317 473 3920 0.12 47 0.25 1.9
CHCl; 399 319 468 3700 0.09 33 0.27 2.7
CH,CI, 398 320 468 3600 0.11 34 0.32 2.6
AcOEt 401 316 470 3720 0.07 46 0.15 2.0
DMSO 397 323 469 3740 0.02 21 0.0 4.7
ACN 397 317 467 3650 0.16 4.1 0.40 2.1
1-HeOH 398 320 471 3890 0.07 36 0.20 2.6
1-PeOH 397 319 466 3730 0.06 35 0.17 2.6
2-BuCH 397 319 466 3730 0.09 35 0.26 2.6
1-BuCOH 397 319 470 3790 0.09 35 0.26 2.6
1-PrOH 397 323 466 3670 0.08 35 0.23 2.6
2-PrOH 398 320 468 3700 0.07 35 0.20 2.6
EtOH 396 318 468 3900 0.08 35 0.23 2.6
MeOH 395 320 466 3790 0.09 36 0.25 25

% M, A maksima absorpcji w dlugofalowej czg¢éci widma, Ar: maksimum fluorescencji, ®: wydajnosé
kwantowa fluorescencji, 1¢: czas zycia fluorescencji, Av: przesuniecie Stokesa, k;: stata radiacyjna i ZKk,.: suma
statych nieradiacyjnych
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4.1.6. Spektroskopia i fotofizyka pochodnych alloksazyny: 1MeFR i 3MeFR w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych

W tym podrozdziale zostanie przedstawiona charakterystyka spektroskopowa i fotofizyczna
dwoch pochodnych alloksazyny o budowie czteropierScieniowej, mianowicie: 1-
metylonafto[2,3-g]pterydyno-2,4(1H,3H)-dion (1MeFR) oraz 3-metylonafto[2,3-g]pterydyno-
2,4(1H,3H)-dion (3MeFR). Badania te stanowig uzupehlienie pracy przeprowadzonej
wczesniej dla dwoch innych, zblizonych strukturalnie pochodnych, mianowicie: nafto[2,3-
g]pterydyno-2,4(1H,3H)-dion (FR) oraz 1,3-dimetylonafto[2,3-g]pterydyno-2,4(1H,3H)-dion
(13MeFR), ktére stanowia przedmiot przygotowywanej publikacji* . Zaréwno badane obecnie
zwiazki, jak i analizowane poprzednio: FR i 13MeFR sg czerwonymi zwigzkami stosunkowo
stabo rozpuszczalnymi w rozpuszczalnikach polarnych i w wodzie. W stosunku do
"klasycznych" alloksazyn, ktére skladaja si¢ z trzech skondensowanych pierscieni
aromatycznych, w tym przypadku uktad aromatyczny jest powickszony o dodatkowy
pier§cien, stad podstawowy uklad aromatyczny dla tych czasteczek to tetracen. Wszystkie
cztery czasteczki majg bardzo podobng budowe, podstawowa roznica to obecnosé (lub brak)
grupy metylowej przy atomach N(1) i N(3). Czasteczka o symbolu FR nie posiada grup
metylowych przy N(1) i N(3), natomiast czasteczka o symbolu 13MeFR posiada grupy
metylowe zaréwno przy N(1) jak 1 N(3). Kolejne dwie czasteczki, oznaczone symbolami
IMeFR oraz 3MeFR posiadaja grupy metylowe odpowiednio przy atomie azotu N(1) oraz
przy N(3). Wpydaje si¢ waznym poznanie 1 uzupetlnienie charakterystyki
czteropierscieniowych alloksazyn réwniez o dane dla tych dwoch pochodnych, gtownie by
moéc sprawdzi¢ wplyw obecnosci grupy metylowej (lub jej braku) przy waznych dla
czasteczek alloksazyn atomach azotu, jak rowniez w dalszym konteks$cie badania reakcji
podwojnego przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym.

Widma absorpcji zwigzkéw: 1MeFR oraz 3MeFR w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych zostaty przedstawione na Rysunku 45, natomiast podsumowanie parametrow
absorpcyjnych w Tabeli 13. W widmach absorpcji obydwu zwigzkéw mozna wyrdznic¢
intensywne pasmo absorpcji pochodzace od przejs¢ do wyzszych stanéw singletowych,
natomiast w dlugofalowej cze$ci widma obecne jest szerokie pasmo zlokalizowane pomiedzy
350 nm a 400 nm oraz dodatkowo w zakresie widzialnym pojawia si¢ rami¢ absorpcji, ktore

jest obecne w widmach obydwu pochodnych niezaleznie od zastosowanego rozpuszczalnika.

* M. Bruszynska, M. Insinska-Rak, A. Golczak, M. Gierszewski, D. Prukata, T. Pedzinski, P. Ménova, R.
Cibulka, M. Sikorski. Spectral and photophysical properties of four-ring alloxazine derivatives. W
przygotowaniu
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Dokladne potozenie pasm absorpcji jest uzaleznione od rodzaju pochodnej i uzytego
rozpuszczalnika. Ksztalt pasm obecnych w zakresie spektralnym 350 - 400 nm, oznaczonych
w Tabeli 13 poprzez A3 i A, pochodzi prawdopodobnie od struktury wibronowej
charakterystycznej dla rozbudowanego ukladu aromatycznego. W poréwnaniu do
klasycznych trojpierscieniowych alloksazyn, pasma absorpcji 1MeFR i 3MeFR sg
batochromowo przesuni¢te w kazdym ze stosowanych rozpuszczalnikow. Zgodnie z danymi
literaturowymi, najprostsza, trojpierécieniowa alloksazyna posiada dwa pasma absorpcji w
dtugofalowej czgsci widma, ktérych maksima znajdujg si¢ przy okoto 320 nm oraz 375 nm
(doktadne potozenie jest uzaleznione od rodzaju rozpuszczalnika, generalnie obserwuje si¢
batochromowe przesuni¢cia przy zastosowaniu alkoholi w poréwnaniu do rozpuszczalnikow
niepolarnych) Zgodnie z wynikami obliczen teoretycznych, przewidywana energia przej$cia
So—S1 znajduje si¢ przy 27300 cm™ i ze wzgledu na niska site oscylatora ma charakter n,m*.
Natomiast wyliczona energia przewidywanego przejécia So—S; znajduje sic przy 28400 cm™ i
ma charakter n,n* (50). Analiza wlasciwosci absorpcyjnych dla IMeFR i 3MeFR w réznych
rozpuszczalnikach wskazuje, ze w alkoholach sa obecne batochromowe przesunigcia
odpowiednich pasm absorpcji w porownaniu do pozostatych rozpuszczalnikow (zwlaszcza
niepolarnych). Wyjatek odnotowano dla najbardziej dtugofalowego pasma absorpcji (A1)
czasteczki 3MeFR - w tym przypadku sa obecne batochromowe przesuni¢cia dla
rozpuszczalnikéw polarnych aprotycznych oraz niepolarnych aprotycznych w poréwnaniu do
alkoholi. Kolejnym aspektem jest wptyw podstawienia grupa metylowa w pozycji N(1) oraz
N(3) na wlasciwosci absorpcyjne. Biorge pod uwage dwa rozpuszczalniki o r6znej polarnosci
i wlasciwosciach protyczno-aprotycznych, mianowicie metanol i dichlorometan, dla zwigzku
1MeFR maksima absorpcji (A3, A2, A1) W MeOH sa usytuowane przy 375 nm, 392 nm oraz
450 nm. W tym samym czasie dla 3MeFR w MeOH analogiczne maksima absorpcji
odnotowano przy 373 nm, 392 nm oraz 442 nm. Podobne zalezno$ci mozna zauwazy¢
analizujac potozenia maksiméw absorpcji dla IMeFR oraz 3MeFR w innych alkoholach. W
przypadku dichlorometanu, dla 1MeFR odnotowano, w dtugofalowej cze$ci widma absorpcji,
maksima przy 376 nm, 396 nm, 444 nm natomiast dla 3MeFR 374 nm, 394 nm, 444 nm.
Réwniez w tym przypadku, zmiana podstawienia grupa metylowa przy atomie azotu N(1) i
N(3) oraz uzycie niepolarnego, aprotycznego rozpuszczalnika nie powoduje istotnych zmian
w parametrach absorpcyjnych. Badane pochodne alloksazyny wykazujg rowniez interesujgce
wlasciwosci emisyjne, ktore sg jednak odmienne od obserwowanych dla typowych
trojpierscieniowych analogicznych alloksazyn. Najwazniejsza cechg jest silne batochromowe

przesuniecie pasm emisji zarowno dla 1MeFR jak i 3MeFR. Dla przyktadu, maksimum
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widma fluorescencji zarejestrowanego dla 1MeFR w ACN znajduje si¢ przy 585 nm,
natomiast dla najprostszej alloksazyny (All) znajduje si¢ przy 432 nm (50). Widma emisji
zwigzkéw 1MeFR oraz 3MeFR zostaly przedstawione na Rysunku 46 natomiast parametry

emisyjne uwzgledniajgce inne rozpuszczalniki zostaty przytoczone w Tabeli 13.
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Rysunek 45. Widma absorpcji zwigzkow: 1MeFR (A) i 3MeFR (B) w wybranych rozpuszczalnikach

organicznych
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Rysunek 46. Widma emisji zwigzkow: 1MeFR (A) i 3MeFR (B) w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych ( dexc = 380 nm).

Generalnie, dla 1MeFR oraz 3MeFR, w widmach emisji mozna wyrdozni¢ jedno pasmo

niezaleznie od zastosowanej dtugosci fali promieniowania wzbudzajacego, ktorego
maksimum mozna odnalez¢ w przedziale od okoto 570 nm do okoto 615 nm. Doktadne
usytuowanie maksimum emisji jest uzaleznione od badanej pochodnej oraz zastosowanego
rozpuszczalnika. W przypadku analizy fluorescencji zwigzkow 1MeFR oraz 3MeFR
uwidacznia si¢ batochoromowe przesunigcia emisji przy zastosowaniu alkoholi jako

rozpuszczalnikow w poroéwnaniu do pozostalych uktadow, takich jak acetonitryl lub
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dichlorometan. Dla przyktadu, maksimum emisji zwigzku 1MeFR w dichlorometanie
znajduje si¢ przy 589 nm, natomiast w metanolu przy 607 nm. W tym aspekcie badane
alloksazyny o budowie czteropierscieniowej wykazujg analogiczne zachowanie do typowych
trojpierscieniowych alloksazyn. Porownanie maksimow emisji w obrebie stosowanych
alkoholi dla 1MeFR oraz 3MeFR wskazuje, iz przesuni¢cie w kierunku dhuzszych fal
notowane jest dla zwigzku 3MeFR. Wyznaczone warto$ci wydajnosci kwantowych
fluorescencji (®f) dla zwigzkow 1MeFR oraz 3MeFR sg wyraznie wyzsze w stosunku do
znanych literaturowo klasycznych trojpierscieniowych alloksazyn (36,51,79,171). Ponadto
rodzaj rozpuszczalnika wptywa istotnie na warto$¢ @ dla obydwu zwigzkow. Wyznaczona
wartosci @ dla 1IMeFR w metanolu i acetonitrylu wynosza odpowiednio: 0.01 oraz 0.11
(Tabela 13). Podobng tendencj¢ obserwuje sie¢ rowniez dla zwigzku 3MeFR. Generalnie
zastosowanie protycznego, polarnego rozpuszczalnika (alkoholu) powoduje znaczne
obnizenie wartosci wydajnosci kwantowych fluorescencji zaréwno dla 1MeFR jak réwniez
3MeFR. W miarg obnizania polarno$ci uzywanych alkoholi, wartosci ®@f zwigkszaja si¢, dla
przyktadu zwigzek 3MeFR w MeOH: 0.01, natomiast w butan-1-olu: 0.03 (Tabela 13).
Dodatkowo, porownanie warto$ci wydajnosci kwantowych fluorescencji dla IMeFR i 3MeFR
w tych samych rozpuszczalnikach wskazuje, iz sg one do siebie bardzo zblizone; tym samym
zmiana podstawienia grupg metylowa przy N(1) 1 N(3) nie wplywa wyraznie na zmian¢ we
fluorescencji czasteczek. Dla przyktadu, wyznaczone w dichlorometanie warto$ci @ wynosza
dla 1MeFR oraz 3MeFR odpowiednio 0.17 oraz 0.18 (Tabela 13). Zarejestrowane zaniki
fluorescencji dla obydwu czgsteczek w zadowalajacym stopniu opisuje  funkcja
monoeksponencjalna. Czasy zycia (tg) wyznaczone dla IMeFR oraz 3MeFR s3 stosunkowo
dlugie, gléwnie w rozpuszczalnikach aprotycznych, natomiast krotsze wartosci odnotowano
w alkoholach. Dla przyktadu, wartosci t¢ dla 1MeFR w DCM oraz MeOH wynosza
odpowiednio 26 ns oraz 2.9 ns. Wsrod alkoholi najdtuzszy czas zycia zostal odnotowany dla
3MeFR w pentan-1-olu (7.3 ns) oraz dla 1MeFR w 2-propanolu (6.7 ns). Jednocze$nie,
najkrotszy czas zycia wsérdd alkoholi odnotowano dla metanolu; odpowiednio 1MeFR (2.9 ns)
oraz dla 3MeFR (3.9 ns). Porownanie warto$ci czasow zycia fluorescencji dla 1MeFR i
3MeFR w tych samych rozpuszczalnikach wskazuje, iz zmiana usytuowania grupy metylowe;j
przy atomach N(1) oraz N(3) nie wptywa znacznie na warto$¢ tf, dla przyktadu w DMSO
czas zycia fluorescencji 1MeFR wynosi 19.1 ns natomiast dla 3MeFR 19.3 ns. Jakkolwiek w
kilku przypadkach odnotowano nieco bardziej znaczace zmiany, w szczegdlnoSci przy

zastosowaniu chloroformu (1MeFR: 25.3 ns oraz 3MeFR: 31.7 ns), dichlorometanu (1MeFR:
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26 ns oraz 3MeFR: 33.7 ns) acetonu (1MeFR: 30.3 ns oraz 3MeFR: 20.5 ns), octanu etylu
(1MeFR: 25.5 ns oraz 3MeFR: 33.3 ns).

Tabela 13. Dane spektralne i fotofizyczne dla 1MeFR i 3MeFR w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych

Zwi K R 7\/3 7\/2 7\/]_ )\4: O TF kr anr
‘w1a4z¢ 0zp.
4 P /nm /nm /nm /nm " s /0%t /10%t

DMSO 373 390 449 584 0.10 19.1 0.05 0.47
Chloroform 378 398 472 595 0.15 253 0.06 0.34
DCM 376 396 444 589 0.17 26 0.06 0.32
HMPA 376 390 455 577 002 38 0.06 2.6
PrCN 371 390 460 578 0.19 27.7 0.07 0.29
ACN 372 391 452 585 0.11 215 0.05 0.41
Acet 370 389 450 579 0.19 303 0.06 0.27
1MeFR DMF 373 388 448 575 0.12 257 0.05 0.34
AcOEt 370 389 450 573 0.18 255 0.07 0.32
MeOH 375 392 450 607 001 29 0.03 3.4
EtOH 375 393 460 593 0.02 49 0.05 2.0
1-PrOH 375 394 465 590 0.03 54 0.05 1.8
2-PrOH 375 394 464 590 0.02 6.7 0.03 1.5
1-BuOH 376 395 466 589 0.03 57 0.05 1.7
1-PeOH 376 395 460 595 0.03 59 0.06 1.7
DMSO 375 391 452 594 0.11 193 0.06 0.46
Chloroform 375 396 467 590 0.18 31.7 0.06 0.26
DCM 374 394 444 587 0.18 33.7 0.05 0.24
HMPA 372 392 452 583 003 42 0.06 2.3
PrCN 373 393 457 585 0.21 281 0.07 0.28
ACN 370 389 448 588 0.13 245 0.05 0.36
Acet 370 388 452 575 0.21 205 0.10 0.39
3MeFR DMF 374 390 460 583 0.14 254 0.06 0.34
AcOEt 370 388 448 571 0.21 333 0.06 0.24
MeOH 373 392 442 614 0.01 39 0.03 2.5
EtOH 375 392 444 603 002 59 0.04 1.7
1-PrOH 377 394 467 602 003 6.1 0.04 1.6
2-PrOH 376 393 446 593 0.03 59 0.05 1.6
1-BuOH 376 394 445 606 0.03 69 0.05 1.4
1-PeOH 376 394 438 597 0.03 73 0.03 1.3

% M, A maksima absorpcji w dlugofalowej czg¢éci widma, As: maksimum fluorescencji, ®g: wydajnosé
kwantowa fluorescencji, 1g: czas zycia fluorescencji, Av: przesuniecie Stokesa, k;: stata radiacyjna i Zk,.: suma
statych nieradiacyjnych
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Zasady dotyczace stosunkowo krotszych czaséw zycia oraz nizszych wartosci wydajnosci
kwantowych fluorescencji w rozpuszczalnikach protycznych, w szczeg6lnosci w alkoholach,
przektadajg si¢ wartosci statych radiacyjnej i nieradiacyjnej dezaktywacji wzbudzonych
stanow singletowych. Generalnie, w alkoholach state radiacyjnej dezaktywacji stanu
singletowego sg nieco nizsze w poroéwnaniu do pozostatych uzywanych rozpuszczalnikow. Z
drugiej strony, suma stalych nieradiacyjnych dezaktywacji jest wyraznie wyzsza w
alkoholach w poréwnaniu do pozostatych rozpuszczalnikow. Podsumowujac, wzbudzony stan
singletowy 1MeFR oraz 3MeFR w alkoholach w sposob uprzywilejowany deazaktywuje si¢
na drodze nieradiacyjnej w poréwnaniu do drogi radiacyjnej. Prawidtowo$¢ ta dotyczy
obydwu badanych pochodnych. Poréwnanie wartosci (K, oraz Xk;) w pozostatych
rozpuszczalnikach wskazuje, iz procesy radiacyjne staja si¢ nieco bardziej uprzywilejowanym

kanatem dezaktywacji w poréwnaniu do proceséw nieradiacyjnych.
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4.2. Stany trypletowe badanych pochodnych: ujecie eksperymentalne

W celu charakterystyki eksperymentalnej stanow trypletowych wybranych pochodnych 5-
deazaalloksazyny oraz alloksazyny: 1MeFR i 3MeFR, ktéra w kolejnym rozdziale zostanie
pordbwnana z rezultatami obliczen teoretycznych, wykorzystano nanosekundowa
spektroskopie  absorpcji  przejsciowej oraz  wybrane pochodne  rozpuszczone
W rozpuszczalnikach organicznych oraz w wodzie. Dla SDAIl w wodzie zostata wyznaczona
warto$¢ wydajno$ci przejscia interkombinacyjnego (Pisc) na drodze przeniesienia energii w
ukladzie donor - akcpetor. Informacje o obsadzeniu standéw trypletowych oraz ich
charakterystyka fotofizyczna jest niezb¢dna migdzy innymi w dyskusji zwigzanej z procesami
generowania tlenu singletowego oraz mozliwosci zachodzenia reakcji fotoutleniania przy
udziale tych pochodnych. Wydaje si¢, ze te argumenty sa dostatecznie silne by uzasadnic¢
konieczno$¢ podjecia badan standow trypletowych wybranych, modelowych pochodnych. Z
przedstawionych informacji w rozdziale 2.2 mozna stwierdzi¢, iz w literaturze istnieje wiele
doniesien dotyczacych standow trypletowych flawin oraz ich ré6znych pochodnych, wiaczajac
w to izo- i alloksazyny, jednak dla 5-deazaflawin oraz ich pochodnych wiedza dotyczaca
stanow trypletowych jest ubozsza. W pierwszej kolejnosci zostang przedstawione dane
dotyczace S5-deazaalloksazyny w acetonitrylu 1 wodzie (pH ~ 6), nastepnie zostanie
zaprezentowany sposob wyznaczenia wartosci @sc dla SDAIl w wodzie. W dalszej kolejnosci
omowiono charakterystyke stanow trypletowych dwoch monometylowych pochodnych
5DAII:  8-metylo-5-deazaalloksazyny i 9-metylo-5-deazaalloksazyny oraz 10-etylo-5-
deazaizoalloksazyny w acetonitrylu. W ostatniej czg$ci przedstawiono wyniki badan
eksperymentalnych absorpcji przejsciowej dla 3MeFR w acetonitrylu jako przedstawiciela

pochodnych alloksazyny o budowie czteropierscieniowe;.

4.2.1. Widma absorpcji przejsciowej 5-deazaalloksazyny w acetonitrylu i wodzie

Pod wptywem wzbudzenia laserowego 355 nm, 5DAIl zar6wno w wodzie, jak i acetonitrylu
wytwarza formy przejsciowe, ktore zanikaja w mikrosekundowej skali czasowej. Widma
absorpcji przejsciowej SDAIl w wodzie przy pH ~ 6 oraz w acetonitrylu zostaly zawarte na
Rysunku 47. Zgodnie z przedstawionymi danymi eksperymentalnymi, w obydwu
rozpuszczalnikach obserwuje si¢ powstanie ujemnej zmiany absorbancji przy okoto 360 nm
ze wzgledu na duzg absorpcje stanu podstawowego przy tej dlugosci fali. Niezaleznie od

zastosowanego rozpuszczalnika, ksztatt widm 1 usytuowanie maksimow pasm jest podobne,
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mianowicie w zakresie spektralnym od 300 nm do 700 nm obserwuje si¢ obecnos¢ dwoch
pasm, ktorych maksima przypadaja na okoto 320 nm i 450 nm. Nalezy doda¢, iz wybor wody
o pH ~ 6 sprawia, iz w uktadzie istnieje forma neutralna SDAIl. W tych warunkach pH nie
zachodzg procesy tautomeryzacji z 5-deazaalloksazyny na 5-deazaizoalloksazyne oraz nie

pojawiajg si¢ formy jonowe, zgodnie z dyskusja przedstawiong w podrozdziale 4.7.1.
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Rysunek 47. Widma absorpcji przejsciowej 5-deazaaalloksazyny: A - w wodzie (pH ~ 6); B - w
acetonitrylu; Aexe = 355 nm, | = 1 cm, 0.5 mJ / puls, roztwory saturowane argonem.

Analiza globalna zanikow przej$ciowych przeprowadzona dla SDAIl w wodzie i acetonitrylu
wskazuje, iz w obydwu przypadkach mamy do czynienia z dwoma formami, ktore zanikaja w
czasach odpowiednio: 4.2 us oraz 68 us (W wodzie) oraz 12 us i 59 us (w acetonitrylu),
Rysunek 48. Potwierdzeniem wynikow analizy globalnej sa kinetyki zanikow absorpcji
przejsciowe] przedstawione na Rysunku 49 przy A = 460 nm, ktore zostaly opisane poprzez
funkcje bieksponencjalng, a odpowiednie czasy zaniku wynosza: 4.2 us oraz 53.4 us (w
wodzie) oraz 12.5 ps i 60.8 us (w acetonitrylu). W obydwu przypadkach krotszy czas zycia
mozna przypisa¢ dla stanu trypletowego SDAIl odpowiednio w wodzie (4.2 us) 1 acetonitrylu
(12 ps), natomiast dtuzsza sktadows (68 us w wodzie oraz 59 us) mozna przypisa¢ obecnosci
w uktadzie dtugozyjacemu anionorodnikowi. Podobne rezultaty analizy zanikow absorpcji
przejsciowej zostaly odnotowane miedzy innymi dla wybranych monometylowych
alloksazyn, lumichromu (20,172) oraz 1,3,7-trimetyloalloksazyny (170,173). Dla przyktadu,
zastosowanie analizy globalnej zanikow absorpcji przejsciowej 1,3,7-trimetyloalloksazyny

pozwolito na stworzenie nastepujacego schematu kinetycznego:

At B—* C (13)
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w ktorym A oznacza wzbudzony stan trypletowy, B oznacza dlugozyjacy anionorodnik,
natomiast C stan podstawowy czasteczki w danym rozpuszczalniku, natomiast state kj i k; to
pozorne stale szybkos$ci zaniku odpowiednio formy A oraz B. Zgodnie z doniesieniami
literaturowymi dla 1,3,7-trimetyloalloksazyny zastosowanie przytoczonego modelu
kinetycznego umozliwilo opis zarejestrowanych zanikéw absorpcji przejsciowej i przypisanie
wartosci 7.7 us jako czasu zycia dla stanu trypletowego, natomiast drugg wartos$¢: 43.3 us dla
dlugozyjacego anionorodnika (170). Powstanie dtugozyjacego anionorodnika wigze si¢ z
procesem samowygaszania stanu trypletowego pochodnej All (lub 5DAIl) przez tg sama

czasteczke, ktora znajduje si¢ w stanie podstawowym (173).
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Rysunek 48. Analiza globalna zanikow absorpcji przejsciowej SDAIl A - woda (pH ~ 6), B -
acetonitryl

A B
11 =42yps 11=125us
=53.4 us =60.
0.01- "2 a 0.01- 2 =008 us
< <
< <
o.oorm« o.oorw
0 100000 200000 0 50 100 150 200 250

t/ns t/us

Rysunek 49. Kinetyki zaniku 5-deazaalloksazyny przy A = 460 nm: A - w roztworze wodnym, B - w
acetonitrylu

W celu weryfikacji stabilnosci czasteczki SDAIl zarowno w wodzie jak 1 w acetonitrylu w

czasie wykonywania eksperymentu laserowej fotolizy btyskowej wykonano pomiary widm
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absorpcji przed jak i po zakonczeniu eksperymentéw. Widma zostaly przedstawione na
Rysunku 50. Wysoka zgodno$¢ pomigdzy widmami absorpcji zarejestrowanymi przed i po

laserowej fotolizie bltyskowej Swiadcza o stabilnosci uktadu i braku nowych fotoproduktow.

A B
2 ) 24 .
—— przed wzbudzeniem laserowym —— przed wzbudzeniem laserowym
= po wzbudzeniu laserowym - po Wzbudzeniu laserowym
s ,
g e
g M £ M
o (]
[%] %]
Qo Qo
< <
0 T T T T ) 0 T T T T )
250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
A/ nm A/ nm

Rysunek 50. Stacjonarne widma absorpcji zarejestrowane w: A - wodzie; B - acetonitrylu dla SDAII
przed i po wykonaniu laserowej fotolizy btyskowej

4.2.2. Wyznaczenie wartosci wydajnosci przejscia interkombinacyjnego dla 5-
deazaalloksazyny w wodzie

Na Rysunku 51 przedstawiono widmo absorpcji przejsciowej dla uktadu 5-deazaalloksazyna
oraz indykaksantyny (IND) w wodzie przy pH ~ 6. Wykazano, iz IND w drodze
bezposredniej nanosekundowej laserowej flash-fotolizy (przy zastosowaniu Aexc = 355 nm
oraz  532nm) wykazuje ekstremalnie niska  warto§¢  wydajnosci  przejscia
interkombinacyjnego singlet — tryplet. Przy zastosowaniu eksperymentu z przeniesieniem
energii, w ktorym IND pehit role akceptora, zostal wyznaczony molowy wspdlczynnik
absorpcji stanu trypletowego (er), ktory w maksimum absorpcji (A = 530 nm) wynosit
28000 M'cm™.  Odnotowano réwniez, iz stan trypletowy IND zanika z funkcja
monoeksponencjalng z czasem zycia T = 67 ps (150). Szczegoty dotyczace charakterystyki
stanu trypletowego IND oraz sposobu wyznaczenia molowego wspotczynnika absorpcji stanu
trypletowego tego zwigzku znajdujg si¢ w pracy (150).

Uzywajac metody przeniesienia energii, w ktorej funkcje donora pehita czasteczka SDALI,
natomiast akceptorem byla IND wyznaczono warto§¢ molowego wspotczynnika absorpcji
stanu trypletowego 5DAIl w maksimum absorpcji stanu trypletowego w wodzie (A = 460 nm),
ktory wynosit 12900 Mt em™. Jest to typowa warto$¢ rowniez notowana dla lumichromu oraz

innych alloksazyn (20). Nastepnie, korzystajac z metody porownawczej, opisanej rOwnaniem
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(14), wzgledem benzofenonu w acetonitrylu wyznaczono wartos¢ wydajnosci przejscia

interkombinacyjnego (®sc) dla SDAIl w wodzie.

e®AA

o X AAR (14)

— HR
(DISC - (DISC X

W (14) disc: wydajnosé przejécia interkombinacyjnego dla 5DAIl w wodzie, ®}.:
wydajnos¢ przejscia interkombinacyjnego dla standardu - benzofenonu w acetonitrylu
(OR.= 1), et molowy wspotczynnik absorpcji stanu trypletowego dla standardu -
benzofenonu w acetonitrylu przy A = 520 nm (7 = 6500 dm® mol™ cm™), & molowy

wspolczynnik absorpcji stanu trypletowego dla 5DAIl (¢ = 12900 dm® mol™ cm™), AA:
absorbancja 5DAIl przy A = 460 nm (AA = 0.0101), AAR: absorbancja dla standardu -

benzofenonu w ACN przy A = 520 nm (AAR = 0.0120), dane dotyczace ®%. oraz &" dla

benzofenonu w ACN zaczerpnigto z pracy (174).

Na podstawie wzoru (14) wyznaczono ®sc = 0.43 dla 5DAIl w wodzie.
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Rysunek 51. Widma absorpcji przejsciowej mieszaniny S5DAIl oraz IND w wodzie (pH ~ 6);
hexc = 355 nm, I =1 cm, 0.5 mJ / puls, roztwor saturowany argonem.
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4.2.3. Widma absorpcji przejsciowej monometylowych pochodnych 5-deazaalloksazyny: 8-
metylo-5-deazaalloksazyny, 9-metylo-5-deazaalloksazyny oraz 10-etylo-5-
deazaizoalloksazyny

Rysunek 52 przedstawia widma absorpcji przejsciowej dwoch monometylowych pochodnych
5DAII, mianowicie: 8Me-5DAIl i 9Me-5DAIl oraz pochodnej o strukturze 5-

deazaizoalloksazynowej: 10Et-5DI1zoAll.
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Rysunek 52. Eksperymentalne widma absorpcji przejsciowej monometylowych pochodnych 5DAII:
A: 8Me-5DAIl, B: 9Me-5DAII, and C: 10Et-5DIzoAll w acetonitrylu; Aexe = 355nm, | = 1 cm,
0.5 mJ / puls, roztwory saturowane argonem, na podstawie (149).

Widma absorpcji przejsciowej dla wspomnianych trzech czasteczek zostaly zarejestrowane w
acetonitrylu, roztwory przed pomiarami zostaly odtlenione. W widmach absorpcji
przejsciowej, dla 9Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll zaobserwowano wystepowanie ujemnej
absorbancji (ang. bleaching) powstajacej przy okoto 370 nm (9Me-5DAIN) oraz okoto 400 nm

(10Et-5DIzoAll) ze wzgledu na zmniejszenie absorpcji przejsciowej spowodowanej wzrostem
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absorpcji  stanu podstawowego. 5-Deazaalloksazyny wykazuja zblizone widma do
analogicznych alloksazyn, jednak maksima w widmach pochodnych 5DAII sg przesuni¢te ku
dtuzszym falom o okoto 100 nm. Analiza kinetyk zanikodw absorpcji przejsciowej wykazata
bardzo interesujgce zaleznos$ci, mianowicie w przypadku 8Me-5DAIl oraz 9Me-5DAII zanik
kinetyki absorpcji przejsciowej w acetonitrylu opisuje funkcja bieksponencjalna, obydwie
obecne w uktadzie formy zanikajg z czasem zycia rzgdu us - odpowiednie warto$ci wynosza:
10.4 us oraz 49.3 us dla 8Me-5DAII, 3.7 us oraz 34.7 us dla 9Me-5DAII. Zgodnie z modelem
Kinetycznym zaproponowanym w poprzednim podrozdziale dla 5DAIl w wodzie i
acetonitylu, mozna przypuszczaé, iz krotsze sktadowe czasowe dla 8Me-5DAIl oraz 9Me-
5DAIl sa zwigzane z czasem zycia stanu trypletowego tych czasteczek, natomiast dluzsze
sktadowe czasowe, z obecno$cig dlugozyjacych anionorodnikéw, ktore powstaja wskutek
wygaszania stanow trypletowych 8Me-5DAIl oraz 9Me-5DAIl przez te same czasteczki
znajdujace si¢ w stanie podstawowym. Nieco inaczej zachowuje si¢ 10Et-5DIzoAll - analiza
kinetyki zaniku absorpcji przejSciowej w acetonitrylu przy A = 530 nm (oraz przy innych
dlugosciach fali) wykazata obecno$¢ jednej formy przej$ciowej, ktora zanikala w czasie
5.3 us. W tym wypadku jest to czas zycia stanu trypletowego 10Et-5DIzoAll w acetonitrylu.
Analiza kinetyk zaniku absorpcji przejsciowej zostata dla 8Me-5DAIIl, 9Me-5DAIl oraz 10Et-
5DIzoAll w acetonitrylu zostata przedstawiona na Rysunku 53.

Wyznaczone czasy zanikow absorpcji przejSciowe] $wiadcza, iz obserwowana absorpcja
pochodzi od przejs¢ tryplet — tryplet. W widmie 8Me-5DAIl notuje si¢ dwa wyraznie
wyksztalcone pasma z maksimami przy okoto 450 nm (22200 cm™), 470 nm (21280 cm™)
oraz mniejsze przy okoto 530 nm (18867 cm™). W przypadku 9Me-5DAIl odpowiednie
maksima zostaly znalezione przy okoto: 310 nm (32258 cm™), 460 nm (21700 cm™) oraz
480 nm (20800 cm™). Z kolei dla 10Et-5DIzoAll dodanie sygnaty w widmach absorpcji

przej$ciowej zostaty znalezione przy okoto 480 nm (20800 cm™) oraz 530 nm (18867 cm™).
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Rysunek 53. Kinetyki zaniku absorpcji przejsciowej 8Me-5DAIl (A), 9Me-5DAII (B) oraz 10Et-
5DIzoAll (C) w acetonitrylu przy A = 460 nm (A i B) oraz A = 530 nm (C), na podstawie (149).

4.2.4. Widma absorpcji przejsciowej pochodnych alloksazyny: 1MeFR i 3MeFR

Badania absorpcji przejSciowej dla monometylowych, czteropierscieniowych pochodnych
alloksazyny zostaty przeprowadzone przy wykorzystaniu zwigzku 3MeFR, jednak podobne
zachowanie zostalo odnotowane dla 1MeFR (dane nie zostaty przedstawione). Rysunek 54
przedstawia eksperymentalne widmo absorpcji  przejSciowej dla zwigzku 3MeFR
zarejestrowane w acetonitrylu (roztwor zostat odtleniony przy wykorzystaniu argonu). Widma
zostaly zarejestrowane przy wykorzystaniu réznych czasoOw opoznienia - W pierwszym
fragmencie (A) zastosowano: 20 ns, 30 ns, 40 ns oraz 50 ns, natomiast w drugim fragmencie
(B): 0.5 us, 2 us, 3 us oraz 5 pus. Maksima w widmie absorpcji przejsciowej (Rysunek 54A)
sa zlokalizowane odpowiednio przy okoto 30300 cm™ oraz przy okoto 21740 cm™. Silny
ujemny sygnal, ktory jest obecny przy okolo 16670 cm™ jest zwiazany prawdopodobnie z

wymuszong fluorescencja, ktora zachodzi ze stanu S; czasteczki 3MeFR. Przeprowadzone
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obliczenia teoretyczne zaprezentowane w podrozdziale 4.3.9 wskazuja, iz teoretycznie
mozliwych jest wigcej przej$¢ (szczegdlnie w zakresie bliskiej podczerwieni), jednak ze
wzgledu na mozliwo$ci aparaturowe nie ma mozna ich zarejestrowac. Analiza Kinetyk
zanikoéw absorpcji przejsciowej przy A = 330 nm, 460 nm oraz 600 nm wskazuje na obecnos¢
jednej formy, ktorej czas zycia mieSci si¢ w przedziale nanosekundowym; odpowiednie
warto$ci przy wymienionych dhugosciach fali wynosza: 29.1 ns, 29.7ns oraz 30.1ns
(Rysunek 55). Uwzgledniajac wyznaczony czas zycia fluorescencji dla zwigzku 3MeFR w
acetonitrylu (Tabela 13) 1= = 24.5 ns mozna wnioskowa¢, iz zarejestrowane widma absorpcji
przejsciowej na Rysunku 54A powstajg jako efekt absorpcji ze stanu singletowego S; do
wyzszych stanow singletowych. Widma absorpcji przejSciowej zarejestrowane Ww
mikrosekundowej skali czasowej (Rysunek 54B) wskazuja na bardzo nieznaczne zmiany
absorbancji (AAbs = 0.003), maksima zostaly zlokalizowane przy okoto 25000 cm™ oraz
18200 cm™. Przeprowadzone analizy kinetyk zanikow absorpcji przejsciowej przy A = 550 nm
w roztworze odtlenionym oraz natlenionym (Rysunek 56) pozwolity w kazdym przypadku

zidentyfikowac¢ jeden sktadnik, ktory zanikal odpowiednio w czasie 4.9 ps oraz 2.3 ps.
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Rysunek 54. Eksperymentalne widma absorpcji przejsciowej zwiazku 3MeFR w acetonitrylu
zarejestrowane po réznych czasach opdznienia: 20 ns, 30 ns, 40 ns and 50 ns (A) and 0.5 ps, 2 ps, 3 us
and 5 ps (B); Aexc = 355 nm, I =1 c¢cm, 0.5 mJ / puls, roztwory saturowane argonem.

Prawdopodobnie jest to efekt jonizacji, a zarejestrowane widmo pochodzi od formy jonowej
lub rodnikowej 3MeFR. W stosowanych warunkach pomiarowych prawdopodobnie nie udato
si¢ zarejestrowac absorpcji przejSciowej tryplet — tryplet. Uzyskany czas zycia zaniku
absorpcji przejSciowej w odtlenionym roztworze 3MeFR w acetonitrylu (4.9 us) jedynie
nieznacznie skraca si¢ pod wptywem natlenienia roztworu. Dodatkowo, posrednim dowodem

na brak obsadzenia trypletu zaréwno dla 1MeFR jak i 3MeFR, sg badania procesow
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generowania tlenu singletowego z wykorzystaniem charakterystycznej fosforescencji tlenu
singletowego przy 1270 nm. W wypadku tych dwoch zwigzkéw nie wykazano, by

generowatly one tlen singletowy w mierzalnych ilosciach.
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Rysunek 55. Kinetyki zaniku absorpcji przejsciowej zmierzone dla zwigzku 3MeFR w acetonitrylu
odtlenionym argonem (A — X =330 nm, B - A = 460 nm, C - A = 600 nm)
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Rysunek 56. Kinetyki zaniku absorpcji przejsciowej zmierzone dla 3MeFR w acetonitrylu (A: A =
550 nm saturowany argonem, B: A = 550 nm saturowany powietrzem)
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4.3. Stany singletowe i trypletowe badanych pochodnych - ujecie
teoretyczne

4.3.1. Energie przejsé singlet — singlet dla 5-deazaalloksazyny z wykorzystaniem metod
DFT oraz ab-initio w réznych bazach atomowych.

5-Deazaalloksazyna, jako najprostsza sposrod badanych pochodnych 5-deazaflawin, stala sig¢
dobrym uktadem modelowym réwniez w obliczeniach i modelowaniu teoretycznych struktur
tak w stanie podstawowym, jak i we wzbudzonym singletowym S;. Ze wzgledu na brak
podstawienia grupami alkilowymi w pier§cieniu heterocyklicznym, wiele czynnosci
zwigzanych na przyktad z optymalizacja stanu podstawowego lub wzbudzonego S; byta mniej
czasochtonna w poréwnaniu do alkilowych pochodnych 5DAIl, dodatkowo okazato sie, iz
wigkszo$¢ informacji (takich jak wyliczone energie przejs¢ singlet — singlet z okreslonym
charakterem tych przej$¢) uzyskanych dla 5DAIl przektada si¢ réwniez na jej alkilowe
pochodne, co zostato pokazane w kolejnych podrozdziatach. Jest to cenna i wazna rdznica,
ktéra odroznia pochodne SDAII od analogicznych alloksazyn, dla ktoérych rézne usytuowanie
grup metylowych w pierscieniu heterocyklicznym istotnie modyfikowato charakter przejs¢
singlet — singlet i zmienialo charakterystyke spektralng i fotofizyczng tych pochodnych.
Zarowno dla 5DAII jak i1 innych dyskutowanych dla niej pochodnych, wiele rezultatow
teoretycznych odnosi si¢ do fazy gazowej, natomiast ze wzglgdu na brak eksperymentalnych
widm absorpcji SDAII 1 jej pochodnych w stanie gazowym, rezultaty teoretyczne sg czesto
poréwnywane z danymi eksperymentalnymi dla rozpuszczalnikow stabo oddziatujacych z
pochodnymi 5DAIl (jak na przyktad dichlorometan), ktére pozwalaja wyeliminowaé
oddziatywania specyficzne z badanymi pochodnymi. To podejscie wydaje si¢ w pelni
uzasadnione, poniewaz oddaje w duzym stopniu warunki panujagce w fazie gazowej 1 byto
wielokrotnie stosowane dla analogicznych alloksazyn (18,21,23,25,36,78). W pierwszym
etapie zastosowano funkcjonat B3LYP sprz¢zony z r6znymi bazami atomowymi, wliczajac w
to: 6-31G, 6-311G, 6-31G*, 6-31G**, 6-31+G(d), cc-pVTZ, cc-pVDZ, aug-cc-pVDZ i w
odniesieniu do fazy gazowej przeprowadzono obliczenia przewidywanych energii przejsé
singlet — singlet wraz z okresleniem typu przej$cia, wyrazonym poprzez podang sile
oscylatora, f. Dane z tych obliczen dla pigtnastu pierwszych przej$¢ zostaty zaprezentowane w

Tabeli 14.
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Tabela 14. Przewidywane energie przej$c¢ singlet — singlet dla SDAII (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone
z uzyciem funkcjonatu B3LYP w réznych bazach atomowych: 6-31G, 6-311G, 6-31G*, 6-31G**, 6-31+G(d), cc-pVTZ, cc-pVDZ, aug-cc-pVDZ (w fazie

gazowej) oraz 6-31+G(d) z zastosowaniem modelu rozpuszczalnikowego PCM w dichlorometanie, wraz z odpowiadajgcymi sitami oscylatora, f.

6-31G 6-311G 6-31G* 6-31G** G3+G) 6-31+G(d) cc-pVTZ cc-pvVDZ | aug-cc-pvDZ
Faza gazowa® PCM_DCM?
Si—S; E x E x E x E x E x E x E x E x E x
107 f 107 f 107 f 107 f 107 f 107 f 107 f 107 f 107 f
fem® fem™ fem® fem® fem™ fem™ fem™ fem™ fem™
—>S; | 302 0046 | 29.8 0.048 | 29.8 0.049 | 29.7 0.050 | 29.4 0.049 | 29.1 0.041 | 295 0.049 | 295 0.052 | 28.9  0.047
-S, | 32.1° 0 32.1"  0.001 | 32.17 0 32.2" 0 32.77 0 332 0123 | 324f 0 32.0 0 32.0 0
—>S; | 345 0092 | 344 0094 | 341 0097 | 342 0.095 | 336 0.111 | 333 0 339 0107 | 339 0092 | 332 0.115
—S, | 36.9° 0 36.9" 0 37.5 0 37.6 0 37.8f 0 37.97 0 37.47 0 37.47 0 37.1" 0
—Ss | 40.9° 0 40.97 0 40.8 0.029 | 411 0.049 | 408 0284 | 409 0576 | 41.1 0113 | 406 0.045 | 404  0.178
—Ss | 411 0.022 | 409 0.034 | 40.9° 0 4117 0 415 0.388 | 415 0.114 | 41.4° 0 40.8' 0 40.9° 0
—S; | 41.8° 0 41.8 0 420 0536 | 421 0526 | 416 0 42.3° 0 419 0481 | 418 0523 | 411 0457
—Ss | 422 0588 | 419 0589 | 42.3° 0 42.47 0 42,7 0 431  0.193 | 425 0 421" 0 4217 0
S, | 436 0159 | 434 0.168 | 432 0.169 | 433 0173 | 428 0.195 | 43.2° 0 431 0194 | 429 0176 | 422  0.191
—S;, | 464 0547 | 461 0528 | 459 0536 | 461 0524 | 451  0.408 | 449 0424 | 457 0465 | 457 0.497 | 447  0.384
—S,, | 46.6 0 46.6" 0 46.9 0 47.1" 0 46.4 0148 | 46.1 0.078 | 47.17 0 46.7° 0 459  0.197
—S,;, | 477  0.053 | 475 0.081 | 475 0.075 | 476 0.077 | 47.3 0 47.9° 0 472 0.156 | 473 0.152 | 46.3f 0
>S5 | 4857 0 48.6' 0 48.77 0 48.97 0 481 0.082 | 480 0.094 | 487 0092 | 487 0.091 | 466 0
—>S,, | 497 0091 | 493 0087 | 49.0 0.096 | 49.1 0.095 | 48.1" 0 48.7" 0 49.3 0 48.7" 0 474  0.072
—S;s | 506  0.027 | 50.4 0.002 | 50.4 0 50.7 0.003 | 49.1 0 489 0228 | 50.3 0.156 | 50.2 0.003 | 482"  0.001

T przejécia n,m*, pozostate m,m*, ® na podstawie (148).
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Przy wykorzystaniu modelu rozpuszczalnikowego PCM w odniesieniu do dichlorometanu,
wyznaczono energie przejs¢ singlet — singlet na poziomie B3LYP/6-31+G(d). Dla kazdego
poziomu teorii, przed wykonaniem obliczen energii przej$¢ singlet — singlet dokonano
optymalizacji geometrii stanu podstawowego.

Porownujac zawarte w Tabeli 14 informacje dla obliczen w odniesieniu do fazy gazowej
SDAIl, mozna stwierdzi¢, iz niezaleznie od zastosowanej bazy atomowej obserwuje si¢
zmian¢ charakteru przej$¢ w nastgpujacej kolejnosci: (i) m,m*, (i) n,m*, (ii1) m,n*, (iv) n,m*.
Przyréwnanie do danych eksperymentalnych dla SDAIl w DCM wskazuje, iz najlepsza
zgodno$¢ z rezultatami teoretycznymi uzyskano przy zastosowaniu bazy aug-cc-pVDZ,
natomiast najmniej zadowalajaca odnotowano dla baz: 6-311G oraz 6-31G*. Poréwnano
maksima dtugofalowych pasm absorpcji SDAIl w DCM z energiami przejs¢ So—S1 oraz
So—S3 kazde o charakterze mwnm*. W przypadku bazy aug-cc-pVDZ sprzezonej z
funkcjonalem B3LYP réznice pomig¢dzy przewidywang energig przejscia So—S; a Az W
widmie absorpcji 5SDAIl w DCM wynosi 500 cm™, natomiast dla energii przejécia Sg—Ssz i Az
w tym samym eksperymentalnym widmie absorpcji roznica wynosi 700 cm™. W przypadku

! oraz 1600 cm™.

zastosowania bazy 6-31G* odpowiednie rdéznice wynoszg 1400 cm’
Poréwnanie wynikéw uzyskanych w obydwu bazach atomowych z eksperymentalnym
widmem absorpcji SDAIl w DCM zostato przedstawione na Rysunku 57. Ponadto, wyniki
uzyskane w bazie 6-31+G(d) sa wzglednie rowniez zadowalajace, odpowiednie rdznice
pomiedzy danymi eksperymentalnymi i teoretycznymi wynosza 1000 cm™ oraz 1100 cm™.
Jesli porownywacé roznice pomiedzy energiami przej$¢ So—S; oraz Sp—S; mozna stwierdzié,
iz najwicksza warto§¢ |En.= - Ex+| odnotowano dla bazy 6-31+G(d): 3300 cm™ natomiast
najmniejsza przy zastosowaniu 6-31G: 1900 cm™. Jakkolwiek, niezaleznie od zastosowanej
bazy atomowej sprzgzonej z funkcjonatem B3LYP roznice |Ejr+ - Exq+| sa na tyle duze, iz
mozna stwierdzi¢, ze przejScie So—S1 ma czysty charakter m,m* 1 nie jest sprzezone z
kolejnym o charakterze n,m*.

Zastosowanie modelu rozpuszczalnikowego PCM w odniesieniu do dichlorometanu, przy
zastosowaniu B3LYP/6-31+G(d) pozwolito na wyznaczenie energii przej$¢ singlet — singlet
SDAIl z lepsza doktadnoscia w porownaniu do fazy gazowej (Tabela 14). Co ciekawe,
okazuje sie, ze zastosowanie tego podejScia zmienito nieco charakter czterech najnizszych
energetycznie przej$¢ singlet — singlet, mianowicie w nastgpujacej kolejnosci: (i) m,m*, (ii)
m,m*, (iii) n,m*, (iv) n,w*. Jednakze, réznica pomiedzy energig przejScia So—S; oraz So—S;
wynosi zaledwie 100 cm™, stad mozna uznaé, iz te stany sa praktycznie izoenergetyczne.

Podobnie jak w przypadku analogicznych obliczen odniesionych do fazy gazowej, w tym
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przypadku rowniez obserwuje si¢ znaczng roéznic¢ pomiedzy energig przejscia So—S; oraz
Se—S; (4100 cm™).

Oproécz zastosowania funkcjonatu B3LYP skorelowanego z réznymi bazami atomowymi, do
obliczen zastosowano funkcjonat cam-B3LYP skorelowany z bazami atomowymi: 6-31+G(d)
oraz aug-cc-pVDZ dla wyliczenia energii pigciu najnizszych energetycznie przej$¢ singlet —
singlet (Tabela 15). Obliczenia z zastosowaniem tego funkcjonatu sa obarczone wigksza
niedoktadnoscig w stosunku do danych eksperymentalnych oraz obliczen w analogicznych
bazach, jednak zaréwno dla cam-B3LYP/6-31+G(d) oraz cam-B3LYP/aug-cc-pVDZ
odnotowano, iz przej$cia So—S; 0raz Sp— S, majg charakter m,n*, natomiast So—S3 i Sp—S,4
charakter n,m*. Poréwnanie obliczen przewidywanych energii przej$¢ singlet — singlet przy
wykorzystaniu dwoch metod, mianowicie B3LYP/6-31+G(d) oraz cam-B3LYP/6-31+G(d)
zestawiono z eksperymentalnym widmem absorpcji 5DAIl w DCM na Rysunku 58.
Przewidywane energie przejs¢ So—S; oraz Sp—S; z wykorzystaniem cam-B3LYP
sprzezonych z bazami: aug-cc-pVDZ oraz 6-31+G(d) roznia si¢ miedzy soba okoto 500 cm™,
przy czym dla bazy aug-cc-pVDZ odnotowano przesunigcia ku nizszej energii w porownaniu
z 6-31+G(d). Uwzgledniajac eksperymentalne widmo 5DAIl w DCM oraz wyznaczone
energie przej$¢ singlet — singlet za pomocag metody cam-B3LYP/aug-cc-pVDZ, rdznica
pomiedzy Ay w widmie absorpcji 5DAIl w DCM a energia przejscia So—$S; to 4100 cm™
natomiast kolejna roznica dla A, i energii przejécia Sp—S, wynosi 3800 cm™. Podobnie jak w
przypadku zastosowania funkcjonatu B3LYP do obliczenia przewidywanych energii przejs¢
singlet — singlet SDAIIl, roznice pomiedzy przewidywang energia przejscia So—S; 0Oraz
So—S; jest znaczna i pozwala wnioskowac, iz najnizsze energetycznie przejscie ma charakter
"czysty" 1 nie jest sprz¢zony z kolejnym stanem o wyzszej energii; przy zastosowaniu metody
cam-B3LYP/aug-cc-pVDZ réznica |E q - Exq+| Wynosi 3800 cm™ (bardzo zblizony rezultat
otrzymuje si¢ dla metody cam-B3LYP/6-31+G(d)).

Zastosowanie metody PBEO/aug-cc-pVDZ (Tabela 15) réwniez nie wptywa na polepszenie
korelacji z danymi eksperymentalnymi. Charakter przej$¢ singlet — singlet jest identyczny do
uzyskanego w przypadku zastosowania metody B3LYP/aug-cc-pVDZ, to znaczy: (i) m,7*, (ii)
n,*, (iii) w,7*, (iv) n,m*, natomiast r6znice pomigdzy eksperymentalnym widmem absorpcji
SDAIl oraz przewidywanymi energiami przej$¢ o charakterze m,m*, tj. So—S; oraz So—S3
wynoszg odpowiednio 1600 cm™ oraz 1700 cm™.

Inne interesujace rezultaty, zamieszczone w Tabeli 15, przedstawiaja wyliczone energie

przejs¢ singlet — singlet dla 5DAIl w odniesieniu do fazy gazowej, przeprowadzone
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metodami ab-initio, wliczajac w to: CIS(D)/aug-cc-pVDZ, CIS(D)/aug-cc-pVTZ, EOM-
CCSD/aug-cc-pVDZ oraz EOM-CCSD/aug-cc-pVTZ.

Tabela 15. Przewidywane energie przejé¢ singlet — singlet dla 5DAIl (w cm™) wyznaczone ze
zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone na nast¢pujacych poziomach teorii:
cam-B3LYP/6-31+G(d) i aug-cc-pVDZ; PBEO/aug-cc-pVDZ; CIS(D)/aug-cc-pVDZ i aug-cc-pVTZ;
EOM-CCSD/aug-cc-pVDZ i aug-cc-pVTZ, z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f, na podstawie
(148).

cam-B3LYP PBEO CIS(D) EOM-CCSD

6- aug-cc- aug-cc- aug-cc- aug-cc- aug-cc- aug-cc-

31+G(d) pVvDZ pvDZ pVvDZ pvVTZ pVDZ pvTZ

E x 107 E x 107 E x 107 E x 107 E x 107 E x 107 E x 107
/ cm™() I cm™(f) / cm™(f) / cm(f) / cm(f) /emt /ecm®
S, | 33.0° 32.5° 30.0° 30.8° 31.3° 31.4 32.1
(0.079) (0.079) (0.054) (0.119) (0.119) (A”) (A)
S, | 36.7° 36.3° 33.3° 36.3° 36.7° 375 37.9
(0.113) (0.116) (0) (0) (0.001) (A) (A%)
8, | 37.4° 37.0° 34.2° 37.6° 38.0° 38.0 385
(0) (0) (0.119) (0.126) (0.127) (A”) (A”)
S, | 419 41.5% 38.4° 43.0° 43,6 42.4 42.8
(0.001) (0) (0) (0.001) (1.848) (A”) (A”)
S | 445° 44.2° 41.9° 48.2° 49.6* 43.9 44.7
(1.055) (1.019) (0.463) (1.856) (0) (A) (A)

2 (lub A”) przejécia n,n*, ° (lub A””) 7>,

Przy zastosowaniu kazdego z wymienionych podej$¢, podobnie jak w przypadku metod DFT,
charakter przej$cia So—S1 pozostaje niezmienny, o charakterze m,m*. Dla przejscia So—S;
notuje si¢ charakter n,n* (przy zastosowaniu metody CIS(D)) oraz n,n* (dla EOM-CCSD).
Réznice energetyczne pomigdzy energiami przej$cia So—S; 0raz Sp—S; wynosza dla metody
CIS(D) 5500 cm™ oraz 5400 cm™ (odpowiednio dla baz atomowych aug-cc-pVDZ oraz aug-
cc-pVTZ), natomiast dla metody EOM-CCSD: 6100 cm™ oraz 5800 cm™ (dla baz atomowych
aug-cc-pVDZ oraz aug-cc-pVTZ). Poréwnanie energii przejs¢ So—S; dla kazdego z czterech
przedstawionych podej$¢ ab-inito z A; w eksperymentalnym widmie absorpcji 5DAIl w DCM
pokazuje nastepujace roznice: CIS(D)/aug-cc-pVDZ (2400 cm™), CIS(D)/aug-cc-pVTZ
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(2900 cm™), EOM-CCSD/aug-cc-pVDZ (3000 cm™) oraz EOM-CCSD/aug-cc-pVTZ
(3700 cm™).

A/ nm
200 300 400 500
6-31G*
0.4
f
0.0
1 aug-cc-pVDZ
0.4 g P
f - |
0.04— ,m.l, l P PN .
40000 -
0 T T T T T T !
50000 40000 30000 20000
v/cm -1

Rysunek 57. Widmo absorpcji SDAIl w DCM (dolny panel), przewidywane energie przejs$¢ singlet —
singlet dla 5DAIl [B3LYP/aug-cc-pVDZ] w odniesieniu do fazy gazowej (Srodkowy panel) oraz
przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla SDAIl [B3LYP/6-31G*] w odniesieniu do fazy
gazowej (gorny panel). Przejécia o charakterze m,n* zostaly oznaczone czarnymi liniami, natomiast o
charakterze n,m* czerwonymi tréjkatami, € w dm®mol™cm™, na podstawie (148).
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Rysunek 58. Widmo absorpcji 5DAIl w DCM (dolny panel), przewidywane energie przejs¢ singlet —
singlet dla 5DAIlI [cam-B3LYP/6-31+G(d)] w odniesieniu do fazy gazowej (§rodkowy panel) oraz
przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla SDAII [B3LYP/6-31+G(d)] w odniesieniu do fazy
gazowej (gorny panel). Przejscia o charakterze m,n* zostaly oznaczone czarnymi liniami, natomiast o
charakterze n,m* czerwonymi tréjkatami, e w dm®mol™“cm™, na podstawie (148).
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Przedstawione rézne podejScia do wyliczenia przewidywanych energii przej$¢ singlet —
singlet dla 5DAII, wliczajac w to zarowno metody DFT jak i ab-initio pokazuja, iz najlepiej
absorpcyjne dane eksperymentalne odzwierciedla metoda B3LYP/aug-cc-pVDZ, w ogdlnosci
zastosowanie funkcjonalu B3LYP sprz¢zonego z réoznymi bazami atomowymi pozwala na
najlepsze odniesienie do danych eksperymentalnych. Jak wspomniano na wstepnie, SDAIl
stanowi najprostsza sposrod badanych pochodnych, dlatego modele obliczeniowe, ktore
najlepiej sprawdzily si¢ dla tej struktury, zostang rowniez wykorzystane dla bardziej

ztozonych, alkilowych pochodnych SDAII.

4.3.2. Energie przejs¢ singlet — singlet dla monometylowych pochodnych 5-
deazaalloksazyny z wykorzystaniem metod DFT w roZnych bazach atomowych

Wykorzystujac funkcjonat B3LYP skorelowany z réznymi bazami atomowymi, poczynajac
od relatywnie prostej 6-31G, a konczac na bardziej ztozonej, mianowicie: aug-cc-pVDZ,
zostaly wyznaczone przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 9-metylo-5-
deazaalloksazyny (9Me-5DAIl), ktore wraz z odpowiadajagcymi im sitami oscylatora (f)
przedstawiono w Tabeli 16. Niezaleznie od zastosowanej do obliczen bazy atomowej, w
kazdym przypadku, przejScie So—Si; ma charakter m,m*, natomiast przejscie So—S; ma
charakter n,m*. Przerwa energetyczna |E . - Er .| jest relatywnie duza, a jej wielko$¢ jest
uzalezniona od rodzaju zastosowanej do obliczen bazy atomowej. Najwicksza wartos¢
(4200 cm™) odnotowano w przypadku zastosowania bazy atomowej: 6-31+G(d) natomiast
najmniejsza (2400 cm™) dla bazy 6-31G. Uzycie najbardziej ztozonej bazy: aug-cc-pVDZ,
daje warto$é |En = - Exa+| = 3600 cm™. Uzyskane wartosci roznicy energetycznych pomiedzy
stanami S; i S, potwierdzaja, iz dla 9Me-5DAIl przejscie Sp—S; ma "czysty" charakter m,* i
nie jest sprz¢zone z blisko usytuowanym stanem o charakterze n,n*. W przypadku przejsc
elektronowych o wyzszej energii, niezaleznie od zastosowanej bazy, odnotowano charakter
n,n* dla przejs¢ So—S; oraz charakter n,n* dla przejs¢ So—Ss. ROwniez niezaleznie od
zastosowane] do obliczen bazy atomowej, orbitalami dominujagcymi w przejsciu Sp—S;
okazaly si¢ orbitale HOMO oraz LUMO z okoto 70% wktadem w najnizej potozone przejscie
singlet — singlet. Zgodnie z danymi eksperymentalnymi prezentowanymi w podrozdziale
4.1.2., w widmach absorpcji monometylo- podstawionych pochodnych 5DAIl, w tym réwniez
dla 9Me-5DAIl, w dlugofalowej cze$ci widma zostata odnotowana obecno$é¢ dwoch pasm,
ktorych usytuowanie jest uzaleznione od zastosowanego rozpuszczalnika. W tym momencie

powstaje pytanie - ktora z zastosowanych baz atomowych skorelowanych z funkcjonalem
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B3LYP wykazuje najlepsza zgodno$¢ z danymi eksperymentalnymi? Aby rozwigzaé ten
problem, dane teoretyczne zostaty przyroéwnane do eksperymentalnego widma w DCM ze
wzgledu na brak mozliwo$ci zarejestrowania widma absorpcji w fazie gazowej dla omawianej
pochodnej, podobnie jak to miato miejsce dla SDAIl. W DCM 9Me-5DAII absorbuje §wiatto
przy A1 = 358 nm [27932 cm™] oraz przy A, = 317 nm [31545 cm™]. Dwa, dobrze rozdzielone
pasma w dlugofalowej czg¢éci widma absorpcji 9Me-5DAIl w DCM (oraz w innych
rozpuszczalnikach) sa zwigzane z dwoma niezaleznymi przejSciami elektronowymi o
charakterze m,m*. Porownujac usytuowanie A; 9Me-5DAIl w DCM oraz wyznaczong energie¢
przejscia So—S; z uzyciem roéznych baz atomowych (Tabela 16), najwicksza roznice
pomiedzy danymi eksperymentalnymi oraz teoretycznymi zanotowano w przypadku
zastosowania baz atomowych: 6-31G* oraz 6-31G** (1300 cm™). Z kolei najlepsza zgodnosé
obserwuje si¢ dla najbardziej ztozonej bazy atomowej: aug-cc-pVDZ - w tym przypadku
obliczona roznica pomiedzy A; z eksperymentalnego widma absorpcji 9Me-5DAIl w DCM
oraz wyznaczonej teoretycznie energii So—S1 wynosi 600 cm™. Warto rowniez zwrdcié
uwage na wyznaczone energie przejs¢ singlet — singlet dla 9Me-5DAII przy uzyciu metody
B3LYP/6-31+G(d). W tym przypadku roznica pomiedzy energig przejScia So—S; a Ay Z
widma absorpcji wynosi jedynie 700 cm™. Zblizone korelacje pomiedzy danymi
eksperymentalnymi 1 teoretycznymi wystepuja w przypadku pordOwnania potozenia
maksimum absorpcji A 9Me-5DAIl w DCM z wyliczong energia przejscia So—S3, ktory ma
charakter m,n*. Najwigksze rozbieznosci w tym przypadku odnotowano roéwniez przy
zastosowaniu baz atomowych: 6-31G* oraz 6-31G** (odpowiednio 2000 cm™ i 1900 cm™),
natomiast najmniejsze w przypadku zastosowania baz: 6-31+G(d) oraz aug-cc-pVDZ
(odpowiednio 1400 cm™ oraz 1500 cm™). Warto podkresli¢, iz najlepsza korelacje pomiedzy
danymi eksperymentalnymi i teoretycznymi uzyskano w przypadku zastosowania do obliczen
bazy aug-cc-pVDZ, jednak czas potrzebny do optymalizacji geometrii stanu podstawowego
oraz wyliczenia przejs¢ singlet — singlet jest znacznie dluzszy w porownaniu do prostszej
bazy atomowej, mianowicie 6-31+G(d), natomiast rezultaty w tym przypadku sg bardzo
zblizone do tych, ktore uzyskano dla bazy aug-cc-pVDZ. Najwicksza roznicg pomiedzy
wyliczonymi energiami przej$¢ singlet — singlet a danymi eksperymentalnymi odnotowano
w przypadku baz 6-31G* oraz 6-31G**.

Na Rysunku 59 przedstawiono widmo absorpcji 9Me-5DAIl w DCM wraz z poréwnaniem
wyliczonych energii przej$¢ singlet — singlet w bazach: 6-31G** i aug-cc-pVDZ.
Dodatkowo, z wykorzystaniem modelu rozpuszczalnikowego PCM, oraz wykorzystujac

poziom teorii: B3LYP/6-31+G(d) wyznaczono przewidywane energie przej$¢ singlet —
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singlet 9Me-5DAIl w metanolu. W poréwnaniu do analogicznego sposobu przeprowadzenia
obliczen dla fazy gazowej, obserwuje si¢ zmian¢ charakteru najnizej potozonych przej$¢
singlet — singlet, notowang w kolejnosci: (i) m,n*, (i1) m,m*, (iii) n,n*, (iv) n,n*. Wyznaczone
energie przej$¢ So—S; oraz So—S, w zadowalajgcy sposob odzwierciedlajg eksperymentalne
widmo 9Me-5DAIl w MeOH, réznice pomigdzy przewidywang energig danego przejscia
singlet — singlet oraz maksimami dlugofalowych pasm absorpcji wynosza odpowiednio

300 cm™ oraz 900 cm™.
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Rysunek 59. Widmo absorpcji 9Me-5DAIl w DCM (dolny panel), przewidywane energie przejs¢
singlet — singlet dla 9Me-5DAIl [B3LYP/aug-cc-pVDZ] w odniesieniu do fazy gazowej (Srodkowy
panel) oraz przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 9Me-5DAII [B3LYP/6-31G**] w
odniesieniu do fazy gazowej (gorny panel). Przejscia o charakterze m,n* zostaty oznaczone czarnymi
liniami, natomiast o charakterze n,n* czerwonymi trojkatami, € w dm®mol™cm™, na podstawie (149).
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Tabela 16. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 9Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego,
wyliczone z uzyciem funkcjonatu B3LYP w réznych bazach atomowych: 6-31G, 6-311G, 6-31G*, 6-31G**, 6-31+G(d), cc-pVTZ, cc-pVDZ, aug-cc-pVDZ

(w fazie gazowej) oraz 6-31+G(d) z zastosowaniem modelu rozpuszczalnikowego PCM w metanolu, wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

6-31G 6-311G 6-31G* paigee | T3CW@ 6-31+Gla) cc-pVTZ | cc-pvDZ | aug-cc-pVDZ
Faza gazowa® | PCM_metanol®
So—Si| Ex E x E x E x E x E x E x E x E x
107 f 107 f 103 f 107 f 107 f 107 f 107 f 107 f 107 f
fem™ fem™ fem® fem™® fem™ fem® fem® fem™ fem™
—S; [ 29.0 0.036 | 28.9 0.037 | 29.2 0.042 | 29.2 0.042 | 286 0.039 | 282 0.034 | 28.8 0.040 | 28.9 0.044 | 285 0.040
—S, [31.4" 0001|315 o0 [325" 0 |325° 0 |328f 0 326 0102 (3257 0 [322f o0 |321F 0
—»S, | 333 0085|332 0.090 | 335 0.088 | 334 0.084| 329 0.096 | 335 0 331 0.095 | 332 0082 | 33.0 0.109
S, [361" o0 [362f o [377" o |37.7" o0 |37 0 38.1" 0 375" 0 |375" 0 | 369 0
—S; | 400" 0 |400" 0 | 408 0.626| 40.8 0.643| 40.1 0751 | 39.8 0.782 | 40.6 0.693 | 40.5 0.570 | 40.2 0.168
—Ss | 405 0.002 | 40.4 0.043 | 41.3 0.057 | 41.3 0.044 | 411 0.009 | 413 0.022 | 41.3 0.015| 40.9 0.105| 41.0° 0
S, | 406 0.690 | 405 0.651 | 414" 0 |414" 0 | 418' 0 425 0 415" 0 410" 0 41.1 0.413
—Sg | 4117 0 412" 0 |424" 0 |424" 0 | 426" 0 433 0109 | 424" 0 |421" 0 | 420" 0
S, | 429 0111 | 42.7 0.119 | 43.0 0.129 | 43.0 0.129 | 427 0.134 | 435' 0 429 0.138| 426 0.129 | 424 0.200
—S;p | 45.3 0.300 | 45.2 0.327 | 45.8 0.354 | 45.7 0.351 | 451 0.134 | 447 0208 | 455 0.345| 455 0.376 | 45.1 0.398
—S;; | 456" 0 |457" 0 |469" 0 [469" 0 | 459 0078 | 454 0143 | 467 0051 |46.6° 0 | 46.1 0.214
—S;, | 464 0119 | 46.3 0.101 | 47.0 0.042 | 47.0 0.041 | 46.7"7 0.001 | 471" 0.001 | 470" 0O 46.8 0.046 | 46.2" 0
—>S;; [ 475" 0 |476" 0 | 488 0161|488 0162|4717 0 479 0.200 | 484 0.162 | 484 0.153| 480" 0
S, | 486 0.174 | 485 0.174 (491" 0 [4917 0 - - 48.17 0 495" 0 |488" 0 | 481 0.052
—Sis | 49.6 0.012 | 495 0.017 | 504 0.167 | 504 0.172 | - - 484 0179 | 496 0.166 | 50.0 0.121| 492" 0

T przejscia n,m*, pozostate m,m*, ® na podstawie: (149).
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Wykorzystujac zoptymalizowane geometrie podstawowych standw singletowych oraz
poréwnujac dane dostgpne w literaturze dla analogicznych alloksazyn, zostaty wyliczone
przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet [rB3LYP/6-31+G(d)] dla serii
monometylowych pochodnych 5DAIl. Wzory oraz symbole odpowiednich pochodnych
zostaly przedstawione w Tabeli 5, natomiast wyznaczone energie przej$¢ zostaly zebrane w
Tabeli 17. Ze wzgledu na stosunkowo dobrg zgodnos¢ pomigdzy danymi eksperymentalnymi
i teoretycznymi pokazanymi na przyktadzie 9Me-5DAIl jako momometylo- podstawionej
pochodnej 5DAIl oraz majac na wzgledzie relatywnie krotki czas potrzebny na wykonanie
obliczen, do wyznaczenia energii przej$¢ singlet — singlet monometylo- podstawionych
pochodnych 5DAII zastosowano baze¢ atomowa 6-31+G(d) skorelowang z funkcjonatem
B3LYP.

Uzyskane dane pozwolity na okreslenie wplywu potozenia grupy metylowej w pierScieniu
S5DAIl na przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet oraz charakter tych przejsc,
szczegoblnie istotny dla najnizej energetycznie usytuowanych przej$¢ absorpcyjnych. Wykres
pokazujacy energi¢ czterech przej$¢ singlet — singlet oraz ich charakter dla wybranych
monometylowych pochodnych 5DAII, zostat przedstawiony na Rysunku 60. Dane dotyczace
przejs¢ So—S;i dla 5DAII, 8Me-5DAII oraz 9Me-5DAII pochodzg z uprzednio publikowanych
prac (148,149). Wspdlng cechg dla analizowanych pochodnych jest fakt, iz niezalezenie od
usytuowania grupy metylowej w pierscieniu 5-deazaalloksazynowym, przejécie elektronowe
So—S1 ma charakter m,m*, natomiast najbardziej zaangazowanymi w to przejscie orbitalami sa
HOMO i LUMO. Usytuowanie grupy metylowej wptywa nieznacznie na energi¢ przejscia
So—Si. Przesunigcie ku wyzszej energii odnotowano mi¢dzy innymi dla 1Me-5DAII, 3Me-
5DAII oraz 5Me-5DAIl z jednoczesnym przesunigciem ku nizszej energii dla: 6Me-5DAII,
7Me-5DAIl, 8Me-5DAIl oraz 9Me-5DAIl. Istotnym wydaje si¢ rowniez fakt dotyczacy
charakteru przejscia So—S, oraz informacja na temat przerwy energetycznej pomiedzy
stanem S; i S, dla serii monometylowych pochodnych 5DAIl. Dla wigkszosci sposrod nich
odnotowano, iz przejscie So—S; ma charakter n,n*, z wyjatkiem 3Me-5DAIl i 9Me-5DAII,
jakkolwiek dla tych czasteczek w poblizu znajduje si¢ kolejne przejscie elektronowe: Sp—S3
0 wyzszej energii i charakterze n,m*. Przerwa energetyczna (AE) pomiedzy stanem S; 1 S; jest
relatywnie wysoka 1 waha si¢, w zaleznosci od pochodnej, w przedziale od okoto 3000 cm™
(1Me-5DAIl, 8Me-5DAIl) do okoto 4000 cm™ (7Me-5DAII). Interesujace wydaje si¢
poréwnanie z danymi teoretycznymi wyznaczonymi dla analogicznych monometylowych

pochodnych alloksazyny.
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Tabela 17. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 1Me-5DAIl; 3Me-5DAIl; 5Me-5DAI;
6Me-5DAII; 7Me-5DAII (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego,
wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

1Me-5DAlI 3Me-5DAII 5Me-5DAII 6Me-5DAII 7Me-5DAII

E x E x E x E x E x
So—)Si 3 3 3 3 3

10 f 10 f 107 f 10° f 10 f

/cm?t /cm? /cm? /cm? /cm?t

—S; [ 29.1 0060 | 29.3 0.051| 29.2 0.049 | 28.6 0.036 | 28.6 0.050
—S, | 321" 0 [324" 0 [322" 0 324 0139 326" 0
—S; | 334 0100 | 335 0.125| 33.7 0.088| 324" 0 | 335 0.098
—S, [ 371" o |376" o0 378" 0 374" o0 |37.77 0
—Ss | 39.7 0336 | 385 0.013 | 40.8 0.519 | 40.2 0.549 | 40.5 0.592
—Ss | 40.7 0051|4117 0 | 411 0254 | 408 0.011 | 412 0.173
—S; | 4107 0 413 0688 | 413" 0 |413" 0 |415 0
—>Ss | 419" 0 | 423 0217 | 422" 0 | 425 0.141| 425 0.135
Sy | 421 0359 | 426" 0 428 0124 | 425" 0 427" 0
S | 443 0520 | 448 0402 | 451 0.432| 446 0559 | 43.9 0.469
Sy | 459 0192 | 462 0.167 | 456 0.013 | 46.1 0.065| 457 0.166
S, | 466" 0 | 4717 0 46.6 0209 | 472" 0 |[472" 0
S, | 476 0002 | 478" 0 |[469" 0 |473" 0 |473" 0
Sy, | 477 0106 | 47.9 0.070 | 47.0° 0 | 480 0.147 | 47.6 0.062
S5 | 486" 0 482 0013 | 482 0.117 | 488" 0 |486" 0

¥ przejécia n,m*, pozostate m,m*.

Na Rysunku 61 przedstawiono wykres zawierajgcy przewidywane energie czterech, najnize;j
polozonych przejs¢ singlet — singlet oraz ich charakter na podstawie danych literaturowych
dla wybranych monometylo- podstawionych pochodnych alloksazyny. Dla tych czasteczek
obserwuje si¢ odmienne trendy dotyczace charakteru najnizej usytuowanych przejs¢ singlet
— singlet oraz przerw energetycznych dzielacych stany S; i S;. W przypadku alloksazyny
(All), 6-metyloalloksazyny  (6MeAll), 7-metyloalloksazyny (7MeAll) oraz 8-
metyloalloksazyny (8MeAll) odnotowano, iz przejécie energetyczne So—S; charakteryzuje
niska sita oscylatora (f) stad ma ono charakter n,n*. Jedynie dla 9-metyloalloksazyny
odnotowano, iz najnizsze energetycznie przejscie singlet — singlet ma charakter m,m*.
Porownanie przerwy energetycznej pomiedzy stanami S; i S, dla tych czasteczek wskazuje na
interesujace zaleznosci, ktore sa zdecydowanie odmiennie od notowanych dla analogicznych
pochodnych 5DAIL Przerwa energetyczna pomigdzy stanami S; i S, wynosi odpowiednio:
1100 cm™ (All), 100 cm™ (6MeAll), 200 cm™ (7MeAll), 1000 cm™ (8MeAll) oraz 100 cm™
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(9MeAll). Wyrazne rozdzielnie dwoch najnizej potozonych stanéw singletowych obserwuje
si¢ dla All 1 8MeAll. W przypadku pozostatych czasteczek mozna moéwié praktycznie o
izoenergetyczno$ci stanow Sy i So. W przypadku tak niewielkiej roznicy energetycznej moze
nastepowa¢ omawiana Wwczesniej inwersja standéw w zaleznosci od polarnosci

rozpuszczalnika, w ktorym znajdzie si¢ dana czasteczka.
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Rysunek 60. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 5DAIl i jej monometylowych
pochodnych wyznaczone na poziomie teorii [B3LYP/6-31+G(d)]. Numery zwigzkow: (1) 5DAII, (2)
1Me-5DAIl, (3) 3Me-5DAll, (4) 5Me-5DAIl, (5) 6Me-5DAII, (6) 7Me-5DAII, (7) 8Me-5DAIl, (8)
9Me-5DAII.
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Rysunek 61. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla All i jej wybranych
monometylowych pochodnych wyznaczone na poziomie teorii [B3LYP/6-31+G(d)]. Numery
zwigzkow: (1) All, (2) 6MeAll, (3) 7MeAll, (4) 8MeAll, (5) 9MeAll; na podstawie (50).
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4.3.3. Energie przejs¢ singlet — singlet dla dimetylowych pochodnych 5-deazaalloksazyny z
wykorzystaniem metod DFT w réZnych bazach atomowych

1,3-Dimetylo-5-deazaalloksazyna (13Me-5DAIll) jako dimetylowa pochodna 5SDAII, stata si¢
przedmiotem badan spektralnych 1 fotofizycznych z  zastosowaniem réznych
rozpuszczalnikow organicznych, ktére =zostaly opisane w pracy (148). Obliczenia
przewidywanych energii przej$¢ singlet — singlet dla 13Me-5DAIl z wykorzystaniem metody
B3LYP/6-31+G(d) zostaty zawarte rowniez w publikacji (148). W zwiagzku z zastosowaniem
tej czasteczki jako struktury modelowej w badaniach reakcji podwdjnego przeniesienia
protonu w stanie wzbudzonym oraz dyskusji rOwnowag protonacji / deprotonacji pochodnych
5DAII, dotychczasowe opublikowane rezultaty teoretyczne dla 13Me-5DAIl zostaty
uzupehione o dodatkowe dane, dla ktorych funkcjonat B3LYP zostal powigzany z innymi
bazami atomowymi. Rezultaty obliczen energii przej$¢ singlet — singlet dla 13Me-5DAII
w odniesieniu do fazy gazowej zostaty zawarte w Tabeli 18.

Niezaleznie od zastosowanej do obliczeh bazy atomowej, przejscie elektronowe So—S; W
kazdym przypadku ma charakter m,m*, natomiast orbitale dominujace w tym przejsSciu to
HOMO i LUMO. Jednoczesnie, dla przejscia So—S, odnotowano w kazdym przypadku
charakter n,m*. W eksperymentalnym widmie absorpcji 13Me-5DAIl w DCM (oraz w innych
rozpuszczalnikach) sg obecne dwa, dobrze rozdzielone pasm absorpcji w dtugofalowej czesci
widma za ktore odpowiadaja dwa niezalezne przejsScia elektronowe o charakterze m,m*.
Podobnie jak w przypadku dyskutowanej wczesniej 9Me-5DAII, takze w tym przypadku
porownano uzyskane dane eksperymentalne z wynikami teoretycznymi obliczonymi w
roéznych bazach atomowych, aby zweryfikowac, ktory sposob modelowania teoretycznego
najdoktadniej odzwierciedla dane eksperymentalne. W widmie absorpcji 13Me-5DAll
w DCM odnotowuje si¢, w dtugofalowej czesci widma, obecnos¢ dwoch pasm z maksimami
odpowiednio przy A; = 357 nm [28010 cm™] oraz X, = 308 nm [32470 cm™]. Podobnie jak w
przypadku 9Me-5DAII, réwniez w przypadku 13Me-5DAIl najmniejsza rdznica pomigdzy Aq
w widmie absorpcji 13Me-5DAIl w DCM oraz wyznaczong energia przejscia So—S1
wystepuje dla bazy aug-cc-pVDZ. Jednocze$nie najwigkszg roznice Stwierdzono przy
zastosowaniu baz atomowych: 6-31G* oraz 6-31G**. W pierwszym przypadku, przy
najmniejszej réznicy pomigdzy danymi Aq a energig przejscia So—Si1, wyliczona warto$¢
wynosi 700 cm™. Z kolei dla baz 6-31G* oraz 6-31G** wyliczone réznice wynosza po
1400 cm™. Réwnie interesujace rezultaty obliczen teoretycznych uzyskano przy zastosowaniu

bazy 6-31+G(d). Otrzymane rezultaty sg bardzo podobne do wyznaczonych przy
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zastosowaniu bazy aug-cc-pVDZ. Roéznica pomigdzy A w widmie absorpcji 13Me-5DAIl w
DCM oraz energia przejicia So—S1 na poziomie teorii B3LYP/6-31+G(d) wynosi 900 cm™.
W przypadku i, 13Me-5DAIl w DCM roéznice pomigdzy usytuowaniem w widmie
eksperymentalnym oraz energig przejscia So—S3 wynoszg odpowiednio dla: aug-cc-pVDZ:
600 cm™, 6-31G* i 6-31G**: 1500 cm™ oraz 6-31+G(d): 900 cm™. Podsumowujac, podobnie
jak w przypadku 9Me-5DAIl, rowniez dla przedstawiciela dimetylo- podstawionych
pochodnych 5DAII, najbardziej akceptowalne rezultaty obliczen teoretycznych w poréwnaniu
z danymi eksperymentalnymi uzyskuje si¢ w przypadku zastosowania bazy aug-cc-pVDZ.
Réwnie dobre wyniki pozwala uzyskaé baza 6-31+G(d). W przypadku czasteczki z dwiema
grupami metylowymi w pierscieniu 5-deazaalloksazynowym optymalizacja struktury w stanie
podstawowym oraz wyliczenie energii przejs¢ singlet — singlet jest do$¢ czasochtonne dla
bazy aug-cc-pVDZ w porownaniu do 6-31+G(d). Najmniejsza zgodno$¢ z danymi
eksperymentalnymi wykazujg relatywnie najprostsze bazy: 6-31G* oraz 6-31G**.
Zestawienie eksperymentalnego widma 13Me-5DAIl w DCM wraz z uzyskanymi rezultatami

obliczen teoretycznych w bazach aug-cc-pVDZ oraz 6-31G** pokazano na Rysunku 62.
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Rysunek 62. Widmo absorpcji 13Me-5DAIl w DCM (dolny panel), przewidywane energie przejsc
singlet — singlet dla 13Me-5DAIl [B3LYP/aug-cc-pVDZ] w odniesieniu do fazy gazowej (Srodkowy
panel) oraz przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 13Me-5DAIl [B3LYP/6-31G**] w
odniesieniu do fazy gazowej (gorny panel). Przejscia o charakterze m,n* zostaly oznaczone czarnymi
liniami, natomiast o charakterze n,n* czerwonymi trojkatami, € w dm®mol™cm™, na podstawie (148).
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Tabela 18. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 13Me-5DAIIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego,
wyliczone z uzyciem funkcjonatu B3LYP w roznych bazach atomowych: 6-31G, 6-311G, 6-31G*, 6-31G**, 6-31+G(d), cc-pVTZ, cc-pVDZ, aug-cc-pVDZ
(w fazie gazowej), wraz z odpowiadajgcymi sitami oscylatora, f.

6-31G 6-311G 6-31G* 6-31G** 6-31+G(d)® cc-pVvVTZ cc-pVDZ | aug-cc-pVDZ
558 E x E x E x E x E x E x E x E x
107 f 10° f 10° f 10° f 107 f 107 f 107 f 107 f
/em™? /em™? /em™? /em™ /em? /em™? /cm? /cm?
—S; | 292 0.056| 29.0 0.057| 29.4  0.058 | 29.4 0059 | 289 0.059 | 29.2 0.058 | 29.1 0.060 | 28.7 0.059
—-S, 309" 0 [309" 0 32.0° 0 3200 0 |30 o0 |30 0o |37 o |318 0
—>S; | 339 0.099| 337 0.101| 340  0.099 | 340 009 | 334 0111 | 33.7 0.106| 33.7 0.092| 331 0.111
—-S, [355 0 |36 0 37.2° 0 374" o |371" o [370" o0 [369" o0 [368 0
—Ss | 37.7 0.017| 375 0.018| 384 0018 | 383 0017 | 379 0.031| 382 0.019| 37.8 0.013| 37.6 0.025
—Ss [ 394" 0 |394" 0 40.9° 0 409" 0 | 407 0348 | 410" 0 |405" 0 406 0.323
—>S; | 406" 0 | 405 0.329| 412 0286 | 41.2 0.286 | 40.8" 0.001 | 41.2 0.293 | 409 0.307 | 40.7" 0
—Sg | 407 0313|4077 0 42.0" 0 41.9" 0.001| 414 0461 | 41.7 0491 | 415 0431 | 41.0 0.487
—S, | 418 0369 | 416 0380 | 42.1 0.445 | 419 0439 | 419" 0 |419° 0 |416° 0 |417" 0
S, | 45.0 0652 | 447 0617 | 452 0575 | 452 0571 | 442 0440 | 448 0473 | 449 0527 | 438 0.364
Sy, | 454" 0 | 454" 0 46.7" 0 4677 0 457 0229 | 465 0225 463" 0 | 449" 0
S, | 463 0085 | 46.1 0.120| 469 0118 | 469 0126|4677 0 |468" 0 | 46.6 0.202| 454 0.301
S, | 4707 0 | 471" 0 48.2" 0 48.1" 0.001 | 47.1" 0.002 | 48.0 0.046 | 47.6 0.009 | 4657 0
S, | 474" 0 | 4727 0 48.6" 0 486 0.068 | 475 0.073| 484 0028 | 481 0.068 | 468" 0
—S;5 | 485 0.066 | 48.2 0.067 | 48.7" 0 487" 0 | 479 0013|4897 0 |484" 0 47.1  0.068

" przejscia n,m*, pozostale 7,m*, ® na podstawie (148).
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Korzystajac z poziomu teorii B3LYP/6-31+G(d), po przeprowadzeniu optymalizacji struktury
stanu podstawowego, wyznaczono energie przej$¢ singlet — singlet dla serii dimetylo-
podstawionych pochodnych 5DAII z ré6znymi mozliwo$ciami usytuowania grup metylowych
w pierscieniu 5-deazaalloksazynowym. Struktury odpowiednich zwigzkow oraz stosowane
skroty zostaty zamieszczone w Tabeli 5. Przewidywane energie przejs$¢ singlet — singlet dla
serii dimetylo- podstawionych pochodnych 5DAIl zostaly zebrane w Tabelach 19-22. Na
podstawie wyliczonych energii przejs¢ singlet — singlet zostal stworzony wykres
przedstawiajacy energie czterech przej$¢ singlet — singlet o najnizszej energii wraz z
uwzglednieniem ich charakteru (Rysunek 63). Z przedstawionych danych wynika, iz
niezaleznie od usytuowania i kombinacji grup metylowych w pierscieniu 5DAIl, przejscie
So—S1 ma charakter m,n*. Usytuowanie grup metylowych wptywa jednak na lokalizacj¢
przewidywanej energii przejscia So—S;. Najbardziej wyrazne przesuni¢cie ku nizszej energii
zostalo odnotowane dla 58Me-5DAIl, 38Me-5DAII oraz 18Me-5DAII, natomiast ku wyzszej
energii dla 67Me-5DAII i 69Me-5DAIL. Ustalenie jednoznacznej reguty dotyczacej charakteru
przejscia elektronowego Se—S; jest nieco bardziej ztozone. Generalnie, dla wigkszoscCi
dimetylowych pochodnych 5DAIl ze wzglgdu na stabg site oscylatora przyjmuje sie¢, ze to
przej$cie ma charaker n,n*, jednak jest kilka wyjatkow (36Me-5DAII, 38Me-5DAIl, 67Me-
5DAIl, 78Me-5DAIl i 89Me-5DAIl). W tych przypadkach roznica pomiedzy przej$ciem
So—S2 a So—S;3 jest jednak nieznaczna i w zalezno$ci od pochodnej waha si¢ w przedziale
100-200 cm™ z wyjatkiem dwoch czasteczek, mianowicie 68Me-5DAIIl oraz 69Me-5DAII -
tutaj przerwy energetyczne to odpowiednio 900 cm™ oraz 600 cm™. Przerwa energetyczna
pomiedzy stanami S; (o charakterze m,m*) i Sy, ktore dla wigkszosci czasteczek ma charakter
n,m* jest na tyle duza, Ze mozna uznac przejScie So—S; za "czyste", niesprze¢zone z zadnym
innym. Najwickszg przerwe energetyczng pomiedzy stanami S; i S; odnotowano w przypadku
79Me-5DAIl (4900 cm™) natomiast najmniejsza dla 15Me-5DAIl (2800 cm™). Dostepne
literaturowo dane dla analogicznych dimetylo- podstawionych alloksazyn przedstawiajg
odmienne trendy w charakterze przej$¢ elektronowych So—S; oraz So—S; jak rowniez w
wielkosci przerwy energetycznej pomiedzy stanami S; i Sp;. Wykres przedstawiajacy
przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla wybranych dimetylowych pochodnych
All, analogicznych do prezentowanych pochodnych 5DAII, przedstawiono na Rysunku 64.
Dla wigkszosci opisanych literaturowo dimetylowych alloksazyn stwierdzono, iz przejscie
So—S; ma charakter n,n* jednak w przypadku 6,8-dimetyloalloksazyny (68MeAll) okazuje
sig, iz przewidywane energie przejs¢ So—S1 (o charakterze n,n*) oraz So—S; (0 charakterze

m,m*) sa praktycznie izoenergetyczne a energia wynosi 27600 cm™. Inna ciekawa sytuacja
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zostala zanotowana dla 7,8-dimetyloalloksazyny - lumichromu (78MeAll), gdzie przerwa
energetyczna pomiedzy przewidywanymi energiami przej$¢ So—S; 0raz So—S; wynosi
200 cm™. W dodatku, przejscie So—S1 ze wzgledu na stabg sile oscylatora ma charakter n,m*
natomiast przej$cie Sp—S; ma charakter m,n*. W przypadku pozostalych dimetylowych
alloksazyn (Rysunek 64) odnotowano, iz przejscie elektronowe So—S; ma charaker m,m*,
jednak rdéznice energetyczne pomigdzy stanami S; i S; sg wyraznie mniejsze w poréwnaniu
do analogicznych 5-deazaalloksazyn. Najwigkszg roznice energii odnotowano dla 69MeAll
(1200 cm™) natomiast najmniejsza dla 89MeAll (300 cm™).
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Tabela 19. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla 15Me-5DAIl; 16Me-5DAIl; 17Me-
5DAIIl; 18Me-5DAII; 19Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu
podstawowego, wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami

oscylatora, f.

15Me-5DAIl | 16Me-5DAIl | 17Me-5DAIl | 18Me-5DAIl | 19Me-5DAII
5158 E x E x E x E x E x

107 f 103 f 107 f 107 f 107 f

/em? /em? /em? /cm? /em?
—S; | 289 0.055| 285 0.041| 284 0.057 | 29.3 0.055 | 285 0.045
S, (317" o [320° o0 |[3228 o0 |324" 0 |3220 o0
—S; | 336 0.082| 322 0.136| 334 0.08| 328 0.138| 32.6 0.097
—-S, (372" o |[369" o |371" o0 |374" o0 |371" 0
—S; | 39.7 0479 | 39.2 0.359 | 39.3 0.446 | 39.7 0457 | 39.1 0531
—S; | 40.8 0.023 | 40.3 0.014 | 40.7 0.011 | 40.1 0.062 | 40.4 0.024
—-S, | 408" 0 |411" o |412" o0 |411" 0 |410" o0
-8 | 4177 0 | 419" 0 420 0373 ]420° 0 |419" 0
—>Sg | 421 0307 | 420 0294|4217 0 | 421 0.367| 421 0.269
S | 445 0518 | 439 0617 | 432 0.535| 43.8 0494 | 440 0.415
Sy, | 45.4 0.060 | 458 0.057 | 453 0.211 | 458 0.147 | 457 0.067
—S;, | 459 0193 | 467" 0 |467° 0 |464" 0 | 463 0.005
—S;; | 4637 0 | 468" 0 | 468" 0 474 0.003 | 465" 0O
—S1, | 465 0.004 | 475 0.159 | 47.6 0.090 | 47.5 0.144 | 476 0.168
—S;s | 4807 0 |487 0 484 0002 | 488" 0 |482" 0

f przejscia n,m*, pozostate w,*.
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Tabela 20. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla 35Me5-DAIl; 36Me-5DAIl; 37Me-
5DAIIl; 38Me-5DAII; 39Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu
podstawowego, wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami

oscylatora, f.

35Me-5DAIl | 36Me-5DAIl | 37Me-5DAII | 38Me-5DAIl | 39Me-5DAIl
555, E x E x E x E x E x

107 f 103 f 107 f 107 f 107 f

/em? /em? /em? /cm? /em?
—S; | 291 0.051| 28.6 0.039| 286 0.054| 295 0.047 | 285 0.042
—S, [321" 0 | 323 0153|3267 0 | 328 0.167| 326" 0
—S; | 33.7 0.099 | 324" 0.001| 335 0.111 | 32.8° 0.001 | 328 0.110
—-S, [ 378" o0 |[374" o0 |376" o0 |378" 0 |376" 0
—S; | 389 0.016 | 384 0.017 | 387 0.028 | 388 0.019 | 387 0.048
—S; | 40.9 0.806 | 404 0.559 | 40.9 0.812 | 40.8 0509 | 40.2 0.738
>S; (411" o0 |411" 0 |412" o0 |413 0 |413 o0
—>Sg | 422" 0 | 423 0.193| 421 0.169 | 41.8 0558 | 420 0.180
—>S, | 424 0135|4277 0 | 429" 0 |425" 0 |424" 0
S | 449 0418 | 444 0597 | 43.7 0404 | 445 0.342| 448 0318
Sy, | 454 0012 | 459 0.053 | 456 0.191| 46.1 0.151 | 456 0.062
—S;, | 46.4 0.197 | 46.9" 0.001 | 46.9" 0001 | 470" 0 | 464" 0.001
>S5 | 4657 0 | 473" 0 |474" 0 47.4 0.098 | 47.00 0
Sy, | 470" 0 | 478 0108 | 475 0058 | 477" 0 | 477 0.125
—S;s | 47.8 0.067 | 485 0.025| 48.2 0.117 | 48.1 0.008 | 47.9 0.002

f przejscia n,m*, pozostate w,*.
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Tabela 21. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla 56Me-5DAIl; 57Me-5DAIl; 58Me-
5DAIIl; 59Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego,
wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

56Me-5DAIl | 57Me-5DAIl | 58Me-5DAIl | 59Me-5DAIl
S5, E x E x E x E x
107 f 107 f 107 f 107 f
/em? /em’? /em? /em?
—S; | 282 0.040 | 285 0.050 | 29.4 0.044 | 28.4 0.046
—S, [ 319" 0001|323 o0 |325 o0 |324" 0
—S; | 325 0.100| 33.7 0.073| 330 0.124| 330 0.070
S, [377F 0o [379" o0 [382f 0 |378" 0
—Ss | 39.7 0.675| 404 0.828 | 40.7 0.703 | 39.8 0.805
—Sg | 40.7"7 0001 | 41.2 0.034 | 408 0.209 | 40.9 0.011
S, (413" o0 |416" 0 |414" 0 |413" 0
—Sg | 4217 0 4247 0 | 423" 0 |422f 0
—Sq | 424 0.069 | 426 0.100 | 426 0.148 | 42.7 0.093
—5S;o | 441 0417 | 441 0.480 | 448 0375 | 446 0.160
S, | 448 0047 | 451 0042 | 455 0.042 | 454 0.179
—>S;, | 458" 0 |461" 0 | 462 0185|457" 0
—S;; | 460 0183 | 463 0.172 | 46.8" 0.001 | 46.2 0.223
S, | 469" 0001 | 472" 0 |469" 0 |467" 0
>S5 | 476 0.159 | 47.4 0.127 | 48.1 0.108 | 47.5 0.002

¥ przejécia n,m*, pozostate m,m*.
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Tabela 22. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 67Me-5DAIl; 68Me-5DAIl; 69Me-
5DAIl; 78Me-5DAIl; 79Me-5DAIl i 89Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej
geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z
odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

67Me-5DAIl | 68Me-5DAIl | 69Me-5DAIl | 78Me-5DAIl | 79Me-5DAIl | 89Me-5DAIl
5158 E x E x E x E x E x E x

107 f 103 f 107 f 107 f 107 f 107 f

fem™® fem® fem™* fem® fem™ fem™
—S; | 277 0.038| 289 0.030| 276 0.038| 288 0.048| 27.9 0.042| 284 0.029
—-S, | 322 0135| 318 0175| 31.9 0.111| 327 0.154 | 328 0 31.9  0.150
-8, | 32.47 0 32.7" 0 32.5° 0 32.8° 0 32.9 0086 | 32.7° 0
-S, | 37.3f 0 37.7" 0 37.47 0 37.9 0 37.7° 0 37.6" 0
—S; | 39.7 059 | 399 0573| 389 0637 | 405 0.602| 396 0864 | 396 0.781
—S; | 40.8 0.009 | 406 0.087 | 40.8 0.016 | 409 0.226 | 409 0.010| 40.6 0.069
—>S; | 4147 0 41.6" 0 415" 0 41.7" 0 41.6" 0 41.5 0
—Ss | 423 0.089| 424 0156 | 424 0 424 0173 | 424 0104 | 424 0.134
-8y | 42.97 0 425 0 425 0106 | 42.8° 0 42.6" 0 425 0
S0 | 434 0611 | 439 0524 | 443 0296 | 435 0429 | 438 0.294| 442 0252
Sy | 453 0.086| 462 0.047 | 455 0167 | 456 0.141| 452 0.088 | 456 0.068
—Sy, | 45.9 0 46.97 0 4577 0 46.97 0 45.8" 0 46.1" 0
—S;3 | 475 0 47.0° 0 46.9° 0 473 0.058 | 47.1° 0 46.9" 0
Sy, | 47.6 0123 | 477 0.194| 476 0208 | 47.3 0 475 0128 | 471 0.204
—Sis | 47.9 0 48.9" 0 47.7" 0 48.2" 0 471.7" 0 47.8"  0.001

" przejécia n,m*, pozostate m,m*.
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Rysunek 63. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla dimetylo- podstawionych
pochodnych 5DAIl wyznaczone na poziomie teorii [B3LYP/6-31+G(d)]. Numery zwiazkow: (9)
13Me-5DAI, (10) 15Me-5DAII, (11) 16Me-5DAII, (12) 17Me-5DAI, (13) 18Me-5DAII, (14) 19Me-
5DAII, (15) 35Me-5DAIl, (16) 36Me-5DAI, (17) 37Me-5DAII, (18) 38Me-5DAII, (19) 39Me-5DAI,
(20) 56Me-5DAII, (21) 57Me-5DAIl, (22) 58Me-5DAII, (23) 59Me-5DAIl, (24) 67Me-5DAIl, (25)
68Me-5DAII, (26) 69Me-5DAII, (27) 78Me-5DAII, (28) 79Me-5DAII, (29) 89Me-5DAII; A — 1XMe-
5DAII, B — 3XMe-5DAII, C — 5XMe-5DAII, D — 6XMe-5DAII, E — 7XMe-5DAIl, F — 89Me-5DAII
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Rysunek 64. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla dimetylo- podstawionych
pochodnych All wyznaczone na poziomie teorii [B3LYP/6-31+G(d)]. Numery zwigzkow: (6)
67MeAll, (7) 68MeAll, (8) 69MeAll, (9) 78MeAll, (10) 79MeAll, (11) 89MeAll; na podstawie (51).

4.3.4. Energie przejsé singlet — singlet dla trimetylowych pochodnych 5-deazaalloksazyny z
wykorzystaniem metod DFT w réZnych bazach atomowych
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Tabela 23. Przewidywane energie przejsé singlet — singlet dla 139Me-5DAII (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego,
wyliczone z uzyciem funkcjonatu B3LYP w réznych bazach atomowych: 6-31G, 6-311G, 6-31G*, 6-31G**, 6-31+G(d), cc-pVTZ, cc-pVDZ, aug-cc-pvVDZ
(w fazie gazowej), wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

6-31G 6-311G 6-31G* 6-31G** | 631+G(d) | ccpVTZ cc-pVDZ | aug-cc-pvDZ
E x E x E x E x E x E x E x E x
So—Si 3 3 3 3 3 3 3 3
10 f 10 f 10 f 10 f 10 f 10 f 10 f 10 f
/cm? /cm? /cm? /cm*? /cm? /cm? /cm? /cm?

—S; | 28.8 0.046 | 28.7 0.047 | 29.0 0.049 | 29.0 0.050 | 285 0.049 | 28.7 0.048 | 28.7 0.051 | 283 0.022
—S, | 311" o0.001|311" o0 |322" o0 [322" o0 322" o [321" o0 |[3200 0 [319" o0
—S; | 331 0.094| 330 0.099 | 332 0.090 | 332 0.090 | 32.6 0.106 | 33.0 0.101| 329 0.088| 324 0.114
—-S, [ 357" o |37" o0 |373 o0 |373 o |371" o [371" o |371" o0 |[368 0
—»S; | 37.8 0.039 | 37.7 0.040 | 385 0.060 | 384 0.057 | 380 0.098 | 383 0.071| 37.9 0.046 | 37.8 0.065
—>Ss | 3967 0 |396" 0 | 405 0424 405 0.426| 399 0443 | 404 0439 | 40.1 0446 | 39.2 0411
—S; | 400 0430 | 399 0436|4117 0 |410" o0 |410" o0 |411" o0 |407" 0 |406" 0O
—>Sg | 406" 0 |407" 0 | 418 0332|417 0330| 41.2 0376 415 0.369 | 41.3 0.321| 41.0 0311
—Sy | 416 0292 | 415 0307 | 419" 0 |419" o0 |418" 0 |419" o0 |416" 0 |416" 0
S | 444 0523 | 443 0521 | 448 0459 | 448 0459 | 439 0.384 | 446 0410 | 444 0463 | 434 0.456
—>S;; | 454" 0 | 454" 0 | 46.6 0.025| 46.6 0.025| 455 0.065| 46.2 0.050 | 46.2 0.042 | 454 0.032
—S;, | 458 0.024 | 458 0022|467 0 |467° 0 |458" 0005|467° 0 |463" 0 | 456" 0
—>S;; [ 472" 0 | 473" 0 | 480 0.038| 480 0.038| 466" 0 | 478 0.090 | 47.4 0.022 | 463 0.011
S, | 474" 0 | 474" 0 | 484 0077 | 484 0.077 | 47.3 0.114 | 483 0.040 | 47.9 0.092 | 47.0 0.099
—S;s | 482 0108 | 48.0 0108 |488" 0 |488" 0 |477° 0 |491" 0 |486" 0 | 484" 0

" przejscia n,n*, poostate m,n*, *na podstawie (147).
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Sposrod trimetylo- podstawionych pochodnych 5DAIL, do szczegdétowego modelowania
teoretycznego zostata wybrana 1,3,9-trimetylo-5-deazaalloksazyna (139Me-5DAIl), poniewaz
wilasciwos$ci spektralne i fotofizyczne tej pochodnej staty sie przedmiotem publikacji (147), w
ktorej rowniez zostaly zawarte migdzy innymi informacje na temat energii przejs¢ singlet —
singlet wyznaczone przy zastosowaniu metody B3LYP/6-31+G(d). Zaprezentowane w
Tabeli 23 energie przejs¢ singlet — singlet 139Me-SDAIl stanowig uzupelnienie
opublikowanych wczes$niej danych w pracy (147), o obliczenia wykorzystujace funkcjonat
B3LYP sprzezony z innymi bazami atomowym.

Pierwszym istotnym spostrzezeniem z przedstawionych danych teoretycznych jest fakt, iz
niezaleznie od zastosowanej do obliczen bazy atomowej, przejscia elektronowe: So—S; oraz
So— S, maja zawsze taki sam charakter, odpowiednio m,n* oraz n,n*. Dodatkowo, podobnie
jak w przypadku omawianych poprzednio monometylowych i dimetylowych pochodnych
5DAII, tutaj rowniez obserwuje si¢ stosunkowo duza przerwe energetyczng pomigdzy stanami
S1 1 Sy stad przejécie elektronowe Sp—S; mozna uzna¢ za "czysty" stan, niesprzezony z
zadnym innym. Najwieksza roéznicg¢ pomiedzy tymi stanami odnotowano przy zastosowaniu
do obliczen bazy 6-31+G(d): 3700 cm™ natomiast najmniejsza dla bazy 6-31G (2300 cm™).
Podobnie jak we wczesniejszych dyskusjach dla 9Me-5DAIl oraz 13Me-5DAII, dane
teoretyczne odniesione zostaly do eksperymentalnego widma absorpcji 139Me-5DAIl w
DCM. We wspomnianym widmie absorpcji odnotowuje sie¢, w dlugofalowej czesci, obecnosé
dwoch dobrze rozdzielonych pasm, ktorych maksima sa zlokalizowane przy A1 = 362 nm
[27624 cm™] oraz A, = 317nm [31545cm™]. Poréwnanie przytoczonych danych
eksperymentalnych z wyznaczonymi na drodze obliczen energiami przejs¢ singlet — singlet
prowadzi do bardzo podobnych wnioskow jak w przypadku 9Me-5DAIl oraz 13Me-5DAII.
Najlepsze odzwierciedlenie danych eksperymentalnych przynosi zastosowanie bazy aug-cc-
pVDZ, natomiast najmniej doktadnie odzwierciedlenie stwierdzono dla 6-31G* i 6-31G**.
Réznice pomiedzy A1 z widma absorpcji w DCM oraz wyliczong energig przejscia So—S;
wynosza odpowiednio dla bazy aug-cc-pVDZ: 700 cm™ oraz dla baz 6-31G* oraz 6-31G**:
1400 cm™. Podobnie jak dla przedstawiciela monometylowych oraz dimetylowych
pochodnych 5DAII, rownie interesujace rezultaty przynosi zastosowanie w obliczeniach bazy
6-31+G(d). W tym przypadku roznica pomi¢dzy danymi eksperymentalnymi i teoretycznymi
wynosi 900 cm™ (dla 4, w widmie absorpcji 139Me-5DAIl w DCM oraz energii przejscia
So—S1). Poréwnanie energii przejscia So—S3 z A, w widmie absorpcji 139Me-5DAIl w DCM
wskazuje, iz réznice przy zastosowaniu réznych baz atomowych wynosza odpowiednio: dla

aug-cc-pVDZ (900 cm™), 6-31G* oraz 6-31G** (1700 cm™) oraz dla 6-31+G(d): 1100 cm™.
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Zestawienie eksperymentalnego widma absorpcji 139Me-5DAIl w DCM wraz z danymi
teoretycznymi wyznaczonymi w bazach aug-cc-pVDZ oraz 6-31G** zostalo przedstawione

na Rysunku 65.

A/ nm
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Rysunek 65. Widmo absorpcji 139Me-5DAIl w DCM (dolny panel), przewidywane energie przej$é
singlet — singlet dla 139Me-5DAII [B3LYP/aug-cc-pVDZ] w odniesieniu do fazy gazowej (Srodkowy
panel) oraz przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla 139Me-5DAIl [B3LYP/6-31G**] w
odniesieniu do fazy gazowej (gorny panel). Przej$cia 0 charakterze mn,n* zostaty oznaczone czarnymi
liniami, natomiast o charakterze n,n* czerwonymi trojkatami, € w dm*mol*cm™, na podstawie (147).
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Tabela 24. Przewidywane energie przejs$c¢ singlet — singlet dla 135Me-5DAII; 136Me-5DAIl; 137Me-
5DAII; 138Me-5DAIl; 139Me-5DAII (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu
podstawowego, wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami
oscylatora, f.

135Me-5DAII | 136Me-5DAII | 137Me-5DAII | 138Me-5DAIl | 139Me-5DAII

E x E x E x E x E x
So—)Si
10° f 10° f 10 f 10° f 10° f
/cm? /cm? /cm? /cm? /cm?

—S; | 288 0054 | 284 0.044 | 284 0.060 | 29.3 0.059 | 285 0.049
S, [ 316" 0 [319" o0 |321" o0 [323 0 [3220 o0
—S; | 335 0091 | 321 0.147 | 334 0.098 | 32.7 0.149 | 326 0.106
—>S, [ 3727 0 |39 o0 |[372F o0 |374" o0 |371" o0
—S; | 383 0055 | 37.8 0.041 | 379 0.064 | 382 0.063| 38.0 0.098
—S; | 40.4 0509 | 39.9 0.323| 404 0.415| 40.2 0.129 | 39.9 0.443
—S; | 407" 0 |409" o0 |410" o0 |[410" o0 |410" 0
S | 414 0323 | 413 0402 | 412 0481 | 41.1 0.793 | 41.2 0.376
—>S, | 4157 0 | 419" o0 |422" o0 |49 o0 |418 o0
S | 444 0412 | 439 0577 | 432 0430 | 438 0432 | 439 0.384
—»Sy;; | 452 0138 | 456 0.059 | 452 0.247 | 45.6 0.169 | 455 0.065
—S;, | 458 0.168 | 464" 0 |462" 0 |465" 0 |458" 0
—S;; | 459" 0001 | 468" 0 |469" 0 |469" 0 |466" 0
S, | 464" 0 | 473 0107 | 474 0.074| 472 0116 | 47.3 0.114
>S5 | 47770 48.2 0021 | 479" 0001 | 478 0.012 | 477" 0

f przejscia n,m*, pozostate w,*.
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Tabela 25. Przewidywane energie przejs$¢ singlet — singlet dla 156Me-5DAII; 157Me-5DAIl; 158Me-
5DAII; 159Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego,
wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

156Me-5DAII | 157Me-5DAII | 158Me-5DAII | 159Me-5DAIl

E x E x E x E x
So—Si 3 3 3 3
10 f 107 f 10 f 10° f
/cm? /cm? /cm? /cm?

—S; | 281 0.041| 283 0053 | 29.2 0.050 | 28.4 0.049
S, [315" 0o |[319" o0 |321" o0 |319" o0
—S; | 323 0102 | 336 0068 | 329 0.115| 329 0.073
S, [371" o0 | 373" o |[3757 0 |372" 0
—S; | 388 0484 | 39.4 0556 | 39.7 0.657 | 39.1 0.601
—Sg | 40.2 0.011 | 40.7 0.009 | 40.1 0.030 | 404 0.018
—S; | 407" 0001|4117 0o |[407" 0 |406" 0
—Sg | 415 0048 | 419" 0 |419" 0 |419" o0
Sy | 41.9 0190 | 42.0 0.357 | 422 0.280 | 422 0.237
—>S;p | 434 0.449 | 434 0512 | 439 0.496 | 441 0.408
—S;; | 445 0.055| 449 0.112 | 454 0.086 | 44.9" 0.001
S, | 453 0192 | 455" 0 | 458 0.168| 455 0.007
—>S;3 | 455 0.012 | 459 0150 | 462" 0 | 459 0.214
—S,, | 464 0.005| 46.6° 0 46.3 0004 | 462" 0
—S;5 | 478" 0 | 476" 0001 |482" 0 |473" 0

f przejscia n,m*, pozostale w,*.
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Tabela 26. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 167Me-5DAIl; 168Me-5DAII;
169Me-5DAII (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone
z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

167Me-5DAII | 168Me-5DAII | 169Me-5DAIl

S5, E x E x E x
107 f 107 f 107 f

/em™? /em’? /em?
S, | 276 0043 | 288 0.035| 27.7 0.039
—S, | 31.9 0.133| 317 0171 | 316 0.119
—-S; [ 320" 0o [323 o0 |321" o0
—-S, [ 368" 0 [372" 0 |39 o0
—Ss | 387 0.372| 39.0 0412 | 384 0.479
—Ss | 404 0011| 39.9 0.065| 40.1 0.031
—>S; (412" 0o |412" o |411" o0
—Sg | 418 0344 | 420" 0001 | 419" 0
S, | 422" 0 | 420 0301 | 420 0.230
—Sy | 429 0622 | 433 0584 | 435 0.417
—S;; | 451 0.070 | 459 0.051 | 455 0.002
—>S;, | 456" 0 |465" 0 456 0.058
—S;; | 470" 0 | 465" 0 |466" 0
S, | 472 0153 | 474 0.200 | 47.3 0.217
—Ss | 47.8 0.005 | 485" 0.001 | 4777 0

f przejscia n,m*, pozostale w,*.
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Tabela 27. Przewidywane energie przejs$¢ singlet — singlet dla 356Me-5DAII; 357Me-5DAIl; 358Me-
5DAII; 359Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego,
wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

356Me-5DAIl | 357Me-5DAII | 358Me-5DAII | 359Me-5DAlI

E x E x E x E x
So—)Si
10 f 10° f 10 f 10° f
/cm? /cm? /cm’? /cm’?

S, | 282 0041 | 28.4 0.053| 29.4 0.047 | 28.4 0.049
—-S, [ 318" 0 |33 0 [325 0 |33 0
—S; | 324 0116 | 337 0084 | 330 0.134| 330 0.079
—-S, [377" o |[379" o0 |382" o0 |378 0
—S; | 388 0.030 | 389 0.034| 39.2 0.027| 389 0.075
—S; | 39.8 0.682 | 406 0900 | 40.7 0789 | 39.9 0.773
—>S, [411" o |413" o0 |414" o0 |413" 0
—>Ss | 41.9 0113 | 421 0.121 | 417 0.308 | 420 0.120
—S, | 4217 0.001 | 4257 0 | 422" 0 |421" o0
—Sio | 439 0.403 | 439 0421 | 447 0349 | 445 0.154
—S;; | 446 0.037 | 449 0.071| 455 0.066 | 451 0.199
S, | 454 0004 | 455" 0 | 460 0.169 | 454 0.002
—S;3 | 459 0.152 | 462 0.155| 464 0.001 | 46.1 0.166
S, | 471 0021 | 471 0.100| 469" 0 | 468" 0
>S5 | 474 0135|4737 0 477 0.057 | 4717 0

f przejscia n,m*, pozostale w,*.
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Tabela 28. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 567Me-5DAIl; 568Me-5DAI,

569Me-5DAII;

678Me-5DAII;

679Me-5DAIl i

789Me-5DAII

(w cm?) wyznaczone ze

zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)],
wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

567Me-5DAIl | 568Me-5DAIl | 569Me-5DAIl | 678Me-5DAIl | 679Me-5DAIl | 789Me-5DAII
5158 E x E x E x E x E x E x
107 f 103 f 107 f 107 f 107 f 107 f
fem™® fem® fem™* fem® fem™ fem™
—>S; | 272 0041 285 0035| 273 0.043| 278 0.032| 268 0.038| 28.0 0.031
S, | 31.8 0042 321 0129| 31.9 0.065| 315 0.175| 317 0.110| 31.9 0.146
—S, | 322" 0.001| 323" 0.001| 321" 0.001| 326 0 32.5 0 32.8' 0
—S, | 3767 0 38.1" 0 37.6 0 37.5 0 37.3" 0 37.6" 0
—S; | 392 0727 | 394 0.732| 385 0.689| 396 0.646| 387 0711 | 39.8 0.878
—>Ss | 406" 0 405 0.071| 406 0.010| 40.6 0.021 | 408 0.010| 406 0.091
—S; | 41.37 0 41.3 0 41.2" 0 41.7" 0 41.6" 0 41.8" 0
—>Ss | 421 0043 | 421 0036| 41.9 0.016 | 422 0.086| 422 0070 | 425 0.127
—S, | 423 0.012| 425 0.059 | 42.4 0.032| 42.7 0598 | 42.6 0 42.7" 0
—>S;p | 429 0432 | 437 0.359| 437 0.146 | 428 0 432 0319 | 432 0221
Sy | 442 0.039| 449 0.025| 444 0076 | 453 0.071 | 445" 0.001| 451 0.099
—S;, | 444 0011 | 455 0008 | 446 0.132| 454' 0 447 0.155 | 45.2° 0
—S;; | 454 0191 | 457 0.223| 456 0242 | 472 0.146| 467 0.002| 469 0.121
—S, | 469 0.138| 468 0.007 | 46.6 0.014 | 47.4 0 472 0240 | 4717 0
>S5 | 471 0012 | 475 0.136 | 46.8° 0 47.6" 0 47.3" 0 47.3" 0

T przejscia n,m*, pozostate w,*.
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Rysunek 66. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla trimetylo- podstawionych
pochodnych 5DAIlI wyznaczone na poziomie teorii [B3LYP/6-31+G(d)]. Numery zwiazkow: (30)
135Me-5DAIl, (31) 136Me-5DAII, (32) 137Me-5DAII, (33) 138Me-5DAIl, (34) 139Me-5DAII, (35)
156Me-5DAIl, (36) 157Me-5DAII, (37) 158Me-5DAII, (38) 159Me-5DAII, (39) 167Me-5DAII, (40)
168-Me-5DAII, (41) 169Me-5DAlI, (42) 356Me-5DAII, (43) 357Me-5DAlI, (44) 358Me-5DAll, (45)
359Me-5DAII, (46) 567Me-5DAll, (47) 568Me-5DAIl, (48) 569Me-5DAII, (49) 678Me-5DAII, (50)
679Me-5DAIl, (51) 789Me-5DAIl; A — 13XMe-5DAIl, B — 15XMe-5DAII, C — 16XMe-5DAIl, D —
35XMe-5DAIl, E — 56XMe-5DAIl, F — 67XMe-5DAII, G — 789Me-5DAlI
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Rysunek 67. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla trimetylo- podstawionych
pochodnych All wyznaczone na poziomie teorii [B3LYP/6-31+G(d)]. Numery zwiazkow: (12)
136MeAll, (13) 137MeAll, (14) 138MeAll, (15) 139MeAll; na podstawie (170).

Wykorzystujac poziom teorii rB3LYP/6-31+G(d) zostaly wyliczone energie przej$¢ singlet —
singlet dla serii trimetylo- podstawionych pochodnych 5DAIIl. Wzory i symbole pochodnych,
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dla ktorych zostaty wyznaczone energie przej$¢ singlet — singlet, zostaty przedstawione w
Tabeli 5, natomiast wyliczone energie zebrane w Tabelach 24-28. Uzyskane dane pozwolity
na stworzenie wykresu oddajacego charakter czterech przejs¢ singlet — singlet o najnizszej
energii dla badanych trimetylo- podstawionych pochodnych 5DAII. Wybér poziomu obliczen
jest zwigzany w wczesniejsza dyskusja przeprowadzong dla 139Me-5DAIl. Ze wzgledu na
obecno$¢ trzech grup metylowych w pierscieniu SDAIl uzycie bazy aug-cc-pVDZ bytoby
znacznie bardziej czasochtonne. Z przedstawionych obliczen dla trimetylo- pochodnych
5DAIl wyraznie wynika, iz niezaleznie od usytuowania grupy metylowej w pierscieniu
5DAII, przejscie elektronowe So—S; ze wzgledu na sitg oscylatora ma zawsze charakter m,m*.
Kombinacja grup metylowych w pierscieniu 5-deazaalloksazynowym wplywa na potozenie
energii przejscia So—S; W teoretycznym widmie absorpcji. Przesunigcie ku wyzszej energii
zostato odnotowane gtownie dla pochodnych, ktore zawieraly jedng z grup metylowych w
pozycji 8, wliczajac tutaj miedzy innymi: 138Me-5DAIl, 158Me-5DAII, 168Me-5DAIl oraz
358Me-5DAIl. Z kolei, przesunigcia ku nizszej energii zostaly odnotowane gtownie dla
pochodnych, w ktorych jedna z grup metylowych znajdowala si¢ w pozycji 6 (167Me-5DAII,
169Me-5DAIl, 567Me-5DAII, 569Me-5DAIl, 679Me-5DAIl). Podobnie jak do wcze$niej
omawianych pochodnych 5DAII, réwniez tutaj obserwuje si¢ wzglednie duzg przerwe
energetyczng pomiedzy stanami S; 1 S, stad przej$cie Sp—S; mozna uznaé za "czysty" stan.
Najwigksza przerwa pomiedzy stanami S; i S; zostata odnotowana dla 679Me-5DAII
(4900 cm™) natomiast najmniejsza dla 135Me-5DAIl (2800 cm™). Nieco trudniejsze jest
ustalenie charakteru przejScia Sp—S;. Dla wigkszosci sposrod badanych trimetylowych
pochodnych 5DAIl odnotowano charakter n,n*, jednakze dla sporej grupy to przejscie
elektronowe. ze wzgledu na wyzszg sile¢ oscylatora, ma charakter m,n* (167Me-5DAII,
168Me-5DAIl, 169Me-5DAII, 567Me-5DAIl, 568Me-5DAIl, 569Me-5DAII, 678Me-5DAII,
679Me-5DAIl oraz 789Me-5DAIl). W literaturze, dostgpne sa dane teoretyczne dla kilku
trimetylo- podstawionych alloksazyn, wliczajac w to: 1,3,6-trimetyloalloksazyne (136MeAll);
1,3,7-trimetyloalloksazyne (137MeAll); 1,3,8-trimetyloalloksazyng (138MeAll) oraz 1,3,9-
trimetyloalloksazyn¢ (139MeAll). Na podstawie danych literaturowych zostat skonstruowany
wykres przedstawiajacy energi¢ czterech najnizszych energetycznie przejs¢ oraz ich charakter
(Rysunek 67). Analizujgc charakter oraz energi¢ przejs¢ So—S; oraz Sp—S; mozna
podsumowac, iz dla wszystkich czterech trimetylo- podstawionych alloksazyn obserwuje si¢
praktycznie izoenergetycznoéé tych przejsé, najwicksza roznice (700 cm™) odnotowano dla
138MeAill.
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4.3.5. Energie przejs¢ singlet — singlet dla tetrametylowych pochodnych 5-
deazaalloksazyny z wykorzystaniem metod DFT w roéznych bazach atomowych

Ze wzgledu na brak w literaturze danych eksperymentalnych (widm absorpcji) dla
przedstawicieli tetrametylo- podstawionych 5-deazaalloksazyn i wynikajacy stad brak
mozliwo$ci poréwnania z danymi eksperymentalnymi nie zostaty przeprowadzone obliczenia
teoretyczne z wykorzystaniem roznych baz atomowych dla przedstawiciela z tej grupy
pochodnych. Dodatkowo, uwzgledniajac poprzednio przeprowadzong szczegotowa dyskusje
dla wybranych zwigzkéw sposrod monometylo-, dimetylo- oraz trimetylo- podstawionych
pochodnych 5DAIl z wykorzystaniem réznych baz atomowych mozna przypuszczac, iz w
przypadku przedstawiciela z grupy tetrametylo- pochodnych 5DAIl wnioski bylyby bardzo
podobne. Jednakze, podobnie jak w przypadku prostszych pochodnych 5DAII, dla szeregu
tetrametylo- pochodnych 5DAIl wyznaczono przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet.
Odpowiednie warto$ci zostaly zebrane w Tabelach 29-31, natomiast wzory i symbole
badanych czasteczek sa zgodne z informacjami przedstawionymi w Tabeli 5. Obliczenia
zostaty wykonane na poziomie teorii B3LYP/6-31+G(d). Z uzyskanych energii przejs$¢ singlet
— singlet zostal skonstruowany wykres przedstawiony na Rysunku 68, ktory zawiera
informacje o energii oraz charakterze czterech przejs¢ singlet — singlet dla serii tetrametylo-
pochodnych 5DAIl 0 najnizszej energii. W pierwszej kolejnosci z uzyskanych danych
wynika, ze niezaleznie od usytuowania grup metylowych w pierscieniu SDAIl, przejicie
elektronowe Sp—S; ma zawsze charakter m,m*. Usytuowanie grup metylowych wptywa
jednak na potozenie przewidywanych przej$¢ Sp—S; w czasteczkach tetrametylo-
pochodnych 5DAII. Przesunigcia ku wyzszej energii odnotowano szczeg6lnie dla zwigzkow
zawierajacych grupe metylowa w pozycji 8 (1358Me-5DAlI, 1368Me-5DAIll, 1378Me-5DAII,
1389Me-5DAII oraz 3568Me-5DAII). Z kolei przesuniecie energii przejs¢ So—S; ku nizszej
energii odnotowano dla zwigzkéw zawierajacych grupe metylowg w pozycji 6 (1367Me-
5DAII, 1369Me-5DAII, 3567Me-5DAIl, 5679Me-5DAII). Nieco bardziej ztozone wydaje si¢
ustalenie charakteru przejscia So—S,. Dla pochodnych: 1368Me-5DAIl, 1369Me-5DAII,
1389Me-5DAII, 3567Me-5DAIl, 3568Me-5DAII, 3569Me-5DAIl, 5678Me-5DAIIl, 5679Me-
5DAIl, 6789Me-5DAIl ze wzgledu na site oscylatora (f) przypisano charakter m,n*. Dla
pozostatych sposrod badanych czasteczek stwierdzono charakter n,n*. W przypadku
tetrametylo- pochodnych 5DAII, podobnie jak w przypadku innych 5-deazaalloksazyn
dyskutowanych wczesniej, tutaj rOwniez notuje si¢ relatywnie duza przerw¢ energetyczng

pomiedzy stanem S; i Sp, ktora sprawia, ze przejscie elektronowe Sp—S; mozna uznaé za
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czyste, niesprzezone z innym. Najwicksza réznice uzyskano dla 5679Me-5DAII (5000 cm™)
natomiast najmniejsza dla 1358Me-5DAII (2800 cm™).

Tabela 29. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 1356Me-5DAII; 1357Me-5DAII;
1358Me-5DAII; 1359Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu
podstawowego, wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajagcymi sitami

oscylatora, f.

1356Me-5DAII | 1357Me-5DAII | 1358Me-5DAII | 1359Me-5DAIl

S5, E x E x E x E x
107 f 107 f 107 f 107 f

/em? /em’? /em’? /em’?
—S; | 283 0.044 | 283 0055 | 29.1 0.053 | 284 0.052
—S, | 31.2° 0 317" 0 31.9° 0 31.7° 0
—S; | 327 0114 | 337 0.077 | 329 0123 | 329 0.081
—S, | 37.2° 0 37.3 0 37.6" 0 37.2 0
—S; | 381 0.093 | 383 0.106 | 386 0117 | 382 0.160
—Ss | 39.6 0418 | 40.1 0542 | 400 0.299 | 39.8 0.473
—S, | 40.7 0 41.07 0 40.7° 0 40.6" 0
—Sg | 414 0 412 0366 | 40.9 0608 | 41.2 0.299
S, | 415 0315 | 41.7" 0 41.7° 0 41.6" 0
—5Sio | 438 0452 | 434 0422 | 439 0.448 | 442 0392
Sy, | 446 0093 | 447 0170 | 452 0.125 | 44.8" 0.001
—S;, | 45.1° 0 451 0 456 0.127 | 450 0.006
—>S;3 | 455 0177 | 458 0.124 | 458 0.004 | 457 0.179
—Sy, | 46.6' 0 46.7" 0 46.3 0 46.3 0
—S5 | 47.2° 0 470" 0.001 | 476" 0.001 | 46.8 0

Tprzejs’cia n,m*, pozostate w,m*.
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Tabela 30. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 1367Me-5DAIl; 1368Me-5DAII;
1369Me-5DAII; 1378Me-5DAIl i 1389Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej
geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z
odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

1367Me-5DAIl | 1368Me-5DAII | 1369Me-5DAII | 1378Me-5DAII | 1389Me-5DAII

515 E x E x E x E x E x
107 f 103 f 107 f 107 f 107 f

/em? /em? /em? /cm? /cm?
—S; | 276 0045 | 287 0.038 | 27.7 0.041 | 286 0062 | 284 0.038
—S, | 319 0 317 0183 | 316 0.130 | 324 0 31.8 0.162
—>S; | 320 0145 | 322° 0 32.1° 0 327 0152 | 32.2° 0
—S, | 36.87 0 37.2" 0 36.9 0 37.47 0 37.1" 0
—S; | 376 0060 | 380 0.085 | 377 0.162 | 382 0.079 | 381 0.130
—>Sg | 39.8 0347 | 39.6 0.206 | 39.3 0.319 | 40.3 0.115 | 39.6 0.331
—S; | 40.9 0 409 0587 | 41.0 0 409 0835 | 409 0.547
—Ss | 41.2 0430 | 411" 0 412 0356 | 41.2° 0 41.0° 0
—Sy | 4237 0 41.9 0 41.9 0 42.2" 0 41.9" 0
S | 429 0577 | 433 0550 | 435 0.398 | 429 0457 | 434 0.337
Sy | 448 0067 | 456 0.052 | 45.1F 0 449 0177 | 452  0.061
—S;, | 452  0.002 | 46.07 0 453  0.047 | 45.9' 0 453  0.058
—S;; | 469 0.117 | 46.6' 0 46.7" 0 46.9" 0 46.6" 0
—Sy | 47.1° 0 471 0144 | 470 0149 | 47.0 0.115 | 467 0.158
>S5 | 472 0004 | 480 0.002 | 47.2 0 474 0 47.4° 0

f przejscia n,m* , pozostate m,m*.
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Tabela 31. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 3567Me-5DAIl; 3568Me-5DAII;
3569Me-5DAIl;  5678Me-5DAIl; 5679Me-5DAIl i 6789Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze
zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)],
wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

3567Me- 3568Me- 3569Me- 5678Me- 5679Me- 6789Me-
5DAII 5DAII 5DAII 5DAII 5DAI 5DAII
Se—>Si| Ex E x E x E x E x E x
107 f 107 f 107 f 107 f 107 f 107 f
fem™® fem® fem® fem® fem™ fem™

—S; | 273 0.042| 285 0.036| 27.3 0.044 | 274 0.037| 265 0.042| 27.1 0.031
S, | 317 0034| 319 0145| 31.9 0.067| 314 0.131| 315 0073| 31.1 0.150

-8, | 32.0° 0.001 | 32.2° 0 32.0° 0 32.3° 0 32.17 0 32.6 0

—S, | 37.6 0 37.97 0 37.6" 0 37.97 0 3757 0 37.47 0
—>Ss | 386 0.096| 39.1 0.099| 385 0587 | 39.1 0.787| 381 0.754| 388 0.738
—>Ss | 394 0692 | 395 0.660| 39.1 0.150| 403 0.020 | 404 0.007 | 40.6 0.082

-S; | 4117 0 413 0.007 | 412 0.002| 415 0.002| 414 0002| 419" 0
—>Sg | 41.6 0.077 | 415 0.209| 41.6 0.089 | 420 0.089 | 41.9 0.031| 424 0.046
S, | 42.4Y 0001 | 4217 0 41.9" 0.001| 423 0.162 | 42.37 0 425 0.349
S0 | 429 0406 | 436 0333 | 437 0.119| 426 0200 | 42.8 0.197| 427 0.005
Sy | 439 0.032| 447 0.036| 441 0.020| 438 0.016 | 432 0.020| 43.8 0.002
—>S;, | 441 0017 | 45.1° 0 443 0219 | 442 0021 | 437 0101 | 447 0.097

—S;3 | 453 0154 | 455 0.187 | 455 0.168| 451 0.225| 449 0291 | 464" 0
S, | 467 0111 | 469 0015| 465 0.002 | 46.6 0 458 0.005| 47.1 0.276

—S;s | 469 0039 | 473 0121 | 467 0.037| 469 0132 | 46.7 0.103| 474" 0

T przejscia n,m*, pozostate w,*.
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Rysunek 68. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla tetrametylo- podstawionych
pochodnych 5DAIlI wyznaczone na poziomie teorii [B3LYP/6-31+G(d)]. Numery zwiazkow: (52)
1356Me-5DAlI, (53) 1357Me-5DAII, (54) 1358Me-5DAII, (55) 1359Me-5DAIl, (56) 1367Me-5DAII,
(57) 1368Me-5DAII, (58) 1369Me-5DAII, (59) 1378Me-5DAII, (60) 1389Me-5DAII, (61) 3567Me-
5DAII, (62) 3568Me-5DAIl, (63) 3569Me-5DAIl, (64) 5678Me-5DAII, (65) 5679Me-5DAII, (66)
6789Me5-DAII, A — 135XMe-5DAlI, B — 136XMe-5DAIl, C — 1378Me-5DAIl, D — 1389Me-5DAII,
E — 356 XMe-5DAIl, F — 567XMe-5DAIl, G — 6789Me-5DAIl

4.3.6. Energie przejs¢ singlet — singlet dla 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny z
wykorzystaniem metod DFT w roznych bazach atomowych

Podobng procedurg dotyczaca obliczen przewidywanych energii przej$¢ singlet — singlet,
jaka zastosowano dla roznych metylowych pochodnych SDAIL, uzyto réwniez dla modelowe;]
pochodnej o strukturze 5-deazaizoalloksazyny, mianowicie 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny
(10Et-5DIzoAll). Uzyskane rezultaty obliczen energii przejs¢ singlet — singlet w roznych
bazach atomowych sprzezonych z funkcjonatem B3LYP zostaly zawarte w Tabeli 32.
Wigkszos$¢ rezultatow modelowania teoretycznego odnosi si¢ do fazy gazowej, jednak
dodatkowo zostat zastosowany réwniez model rozpuszczalnikowy PCM w odniesieniu do
metanolu na poziomie teorii B3LYP/6-31+G(d). Obliczenia dla 10Et-5DIzoAll z
wykorzystaniem poziomu teorii B3LYP/6-31+G(d) staly si¢ przedmiotem publikacji (149),
natomiast obecnie prezentowane dane stanowig ich uzupetnienie.

Niezaleznie od zastosowanej bazy oraz odniesienia wyznaczonych energii, kazde przejs$cie
So—S1 ma charakter m,m*, natomiast dla obliczen przeprowadzonych w odniesieniu do fazy

gazowej, przejsciu Sp—S; przypisuje si¢ charakter n,n*, wyjatek stanowig dane uzyskane w
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modelu rozpuszczalnikowym PCM dla metanolu. Przerwa energetyczna |En.« - Enx+,
podobnie jak w przypadku réznych pochodnych 5DAII jest na tyle duza niezaleznie od
zastosowanej do obliczen bazy, ze mozna uznac przejscie elektronowe Sp— S za niesprz¢zone
z zadnym innym o wyzszej energii. Najwickszg warto$¢ |E,.» - Ep.+| odnotowano w
przypadku bazy atomowej 6-31+G(d): 2100 cm™ natomiast najmniejsza dla 6-31G: 1300 cm™
(Tabela 32).

Odnoszac uzyskane rezultaty obliczen teoretycznych dla fazy gazowej do eksperymentalnego
widma 10Et-5DIzoAll w DCM notuje si¢ bardzo podobne zalezno$ci, jakie byty
obserwowane dla pochodnych 5DAII, mianowicie najlepsze odzwierciedlenie danych
eksperymentalnych przynosi zastosowanie bazy aug-cc-pVDZ, dla ktérej roznica pomigdzy Ay
widma absorpcji 10Et-5DIzoAll w DCM oraz energia przejscia So—S: to zaledwie 400 cm™,
podczas gdy zastosowanie prostszych baz (6-31G* oraz 6-31G**) powoduje powstanie
réznicy 1400 cm™. Poréwnanie eksperymentalnego widma absorpcji 10Et-5D1zoAll w DCM
z rezultatami obliczen na poziomach: B3LYP/6-31G** oraz B3LYP/aug-cc-pVDZ zostato
przedstawione na Rysunku 69. Warto doda¢, iz obliczenia energii przejs¢ singlet — singlet
dla 10Et-5DIzoAll na poziomie teorii B3LYP/6-31+G(d) nie sa na tyle zadowalajace jak to
miato miejsce w przypadku wczesniej dyskutowanych pochodnych SDAIl. W tym przypadku
réznica pomigedzy A w widmie absorpcji w DCM oraz energig przejscia So—S; wynosi
1100 cm™. Zastosowanie tego samego poziomu teorii dla obliczenia energii przej$¢ singlet —
singlet 10Et-5DIzoAll w modelu rozpuszczalnikowym PCM w odniesieniu do metanolu
rébwniez nie daje zbyt satysfakcjonujacych rezultatow. Réznica pomiedzy A; w widmie
absorpcji 10Et-5DIzoAll w MeOH oraz energia przejscia singlet — singlet w modelu PCM

wynosi 1200 cm™.
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Tabela 32. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 10Et-5DIzoAll (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego,
wyliczone z uzyciem funkcjonatu B3LYP w réznych bazach atomowych: 6-31G, 6-311G, 6-31G*, 6-31G**, 6-31+G(d), cc-pVTZ, cc-pVDZ, aug-cc-pVDZ
(w fazie gazowej) oraz 6-31+G(d) z zastosowaniem modelu rozpuszczalnikowego PCM w metanolu, wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

6-31+G(d) 6-31+G(d)
6-31G 6-311G 6-31G* 6-31G** cc-pvVTZ cc-pvbDZ aug-cc-pvDZ
Faza gazowa® | PCM_metanol®

So—Si | Ex E x E x E x E x E x E x E x E x
10° f 10° f 10°® f 10° f 10° f 10 f 10 f 10° f 10° f
fem? fem? fem? fem? fem? fem™ fem™ fem? fem?

—>S; | 259 0162 | 259 0.167 | 265 0.157 | 265 0.158 | 26.2 0.170 | 265 0.112 | 26,5 0.159 | 26.2 0.154 | 255 0.162
S, [272" 0 |[274" o0001|279" o0 |279" o0 |283" 0001| 285 0.124 |285 0.001|276" 0 |273" 0
—S; | 30.7 0.028 | 30.8 0.027 | 32.6 0.016 | 32.6 0.016 | 326 0.023 | 32.3° 0 326 0.009 | 324 0016 | 31.7 0.019
S, [323" 0 [325" 0 |335 0034335 0001|332 0.040 | 33.0° 0 335 0.050 | 33.3 0.033| 324 0.034
—S; | 334 0.042| 334 0.045| 33.8 0.018 | 33.8 0.021| 338" 0001 | 341 0234 | 341" 0001|336 0014|327 0
—Ss | 342 0026 | 342 0.022| 348 0.011 | 348 0.011| 347 0013 | 349 0123 | 351 0.010| 344 0.010| 33.7 0.013
—S; | 39.2 0.019 | 39.4 0.159 | 39.9 0458 | 39.9 0463 | 39.2 0.563 | 39.8° 0 39.7 0.495 | 39.6 0458 | 384 0.565
—S; | 39.6 0568 | 39.5 0.442 | 40.1 0.048 | 40.1 0.040 | 40.1 0.010 | 40.4  0.023 | 40.4" 0.006 | 39.7 0.014 | 39.0" 0
—Sy | 40.9 0.052 | 40.8 0.079 | 416 0.133 | 412 0.135| 405 0.164 | 411 0.112 | 40.9 0.202 | 40.9 0.209 | 39.7 0.130
S, | 41.8 0.043 | 41.4 0.037 | 41.9 0.044 | 41.9 0.044 | 411 0.011 | 419 0.099 |415  0.001 | 41.3" 0.001 | 402" ©

—S; | 419" 0 |419" 0.001]439" 0 |439" 0.001]| 435" 0.002 | 43.9° 0 437" 0.001 | 43.7" 0.001 | 425" 0.002
S, | 4477 0 |449" 0 |458" 0 |457" 0.001| 448" 0004 | 451 0.023 [ 459" 0 |453" 0 432  0.027
S | 46.0 0.042 | 46.0 0.053 | 46.6 0.034 | 46.6 0.038 | 45.6" 0.002 | 46.0" 0 46.7 0.327 | 462 0.029 | 442" 0
Sy, | 469 0.068 | 46.7 0.056 | 47.1 0.275 | 47.0 0.248 | 46.1 0.365 | 46.3" 0 46.9 0.037 | 46.4 0.072 | 451 0.145

—S;s | 470 0.128 | 46.8 0.160 | 47.2 0.037 | 47.2 0.056 | 46.4 0.054 | 46.5 0.176 | 47.0 0.027 | 46.7 0.304 | 454 0.198

¥ przejscia n,n*, pozostale m,n*, ® na podstawie (149).
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Rysunek 69. Widmo absorpcji 10Et-5DIzoAll w DCM (dolny panel), przewidywane energie przej$é
singlet — singlet dla 10Et-5DIzoAll [B3LYP/aug-cc-pVDZ] w odniesieniu do fazy gazowej
(srodkowy panel) oraz przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 10Et-5DIzoAll [B3LYP/6-
31G**] w odniesieniu do fazy gazowej (gorny panel). Przejscia o charakterze n,n* zostaly oznaczone
czarnymi liniami, natomiast o charakterze n,n* czerwonymi trojkatami, &€ w dm®mol*cm?, na
podstawie (149).

4.3.7. Energie przejs¢ singlet — singlet dla pochodnych alloksazyny: 1MeFR oraz 3MeFR z
wykorzystaniem metod TD-DFT w rézZnych bazach atomowych

Wykorzystujac metody DFT wyznaczono energie przejs¢ singlet — singlet dla dwoch
pochodnych alloksazyny o budowie czteropierscieniowej: 1MeFR oraz 3MeFR na dwoch
poziomach teoretycznych: B3LYP/6-31G(d) oraz B3LYP/aug-cc-pVDZ w odniesieniu do
fazy gazowej - wyniki zebrano w Tabeli 33, natomiast poréwnanie wyznaczonych energii
przejs¢ singlet — singlet na poziomie B3LYP/aug-cc-pVDZ z eksperymentalnymi widmami
zwigzkéw 1MeFR oraz 3MeFR w DCM przedstawiono na Rysunku 70. Zoptymalizowane
geometrie stanow podstawowych obydwu czasteczek wskazuja, ze w tym stanie
elektronowym sg ptaskie z wyjatkiem grup metylowych przylaczonych odpowiednio do
atomu N(1) oraz N(3).

Zgodnie z analizg parametréw absorpcyjnych przedstawionych w podrozdziale 4.1.6., widma
absorpcji zwigzkéw 1MeFR oraz 3MeFR maja zblizony ksztalt oraz potozenie maksimow.
Wyznaczone energie przej$¢ singlet — singlet dobrze odzwierciedlaja dane eksperymentalne,

lepsza zgodno$¢ uzyskuje si¢ w przypadku zastosowania poziomu B3LYP/aug-cc-pVDZ w
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porownaniu do B3LYP/6-31G(d). Niezaleznie od badanej pochodnej - tym samym
usytuowania grupy metylowej przy N(1) lub N(3) oraz zastosowanego poziomu obliczen,
charakter najnizej potozonych przej$¢ singlet — singlet jest praktycznie zawsze identyczny,
mianowicie przejscia Sp—S; 0raz Sp—S3 majg charakter m,m* natomiast przejscia So—S; oraz
So—S,4 dla obydwu czasteczek ze wzgledu na niskg site oscylatora maja charaker n,m*.
Przerwa energetyczna pomigdzy dwoma najnizej potozonymi stanami singletowymi 0
charakterze odpowiednio m,n* oraz n,t* wykorzystujgc poziom obliczen B3LYP/6-31G(d)
wynosi odpowiednio dla 1MeFR oraz 3MeFR: 4300 cm™ oraz 4500 cm™. Zastosowanie
bardziej ztozonego poziomu obliczen, mianowicie B3LYP/aug-cc-pVDZ pozwolitlo na
uzyskanie wigkszej przerwy energetycznej pomig¢dzy dwoma najnizej potozonymi stanami
singletowymi, odpowiednio dla 1MeFR oraz 3MeFR: 5200 cm™ oraz 5600 cm™ (Tabela 33).
Stosunkowo duza przerwa energetyczna pomi¢dzy dwoma najnizej polozonymi stanami
singletowymi oraz charakter przejscia So—S;, ktory w obydwu czasteczkach ze wzgledu na
stosunkowo wysokg site oscylatora ma charakter m,n* moze by¢ jednym z powodoéw, dla
ktorych badane alloksazyny wykazuja stosunkowo wysokie warto$ci wydajnosci kwantowych
fluorescencji oraz diugie czasy zycia fluorescencji, szczegdlnie w rozpuszczalnikach
aprotycznych. Szczegdtowa dyskusja na temat wpltywu rozpuszczalnika na wartosci
wydajnosci kwantowych fluorescencji oraz czasy zycia fluorescencji zostata przeprowadzona
w podrozdziale 4.1.6. Kolejnym istotnym aspektem jest wplyw zastosowanego poziomu
obliczen na korelacje z uzyskanymi danymi eksperymentalnymi. Dane teoretyczne sa
przyrownane do eksperymentalnych widm w DCM (Rysunek 70). W Tabeli 33 podano w
nawiasach odpowiednie wartosci (W Cm'l) maksimow absorpcji dla 1IMeFR oraz 3MeFR w
DCM. Poréwnujac najbardziej dtugofalowe pasmo w widmie absorpcji z wyznaczong energia
przejscia  Sp—S; mozna wnioskowaé, iz lepsza korelacj¢ danych teoretycznych i
eksperymentalnych obserwuje si¢ przy zastosowaniu bazy atomowej 6-31G(d). W przypadku
1MeFR zastosowanie bazy 6-31G(d) oraz aug-cc-pVDZ daje réznice pomiedzy pasmem
absorpcji a danymi teoretycznymi odpowiednio: 900 cm™ oraz 1900 cm™. W przypadku
3MeFR zastosowanie bazy atomowej 6-31G(d) oraz aug-cc-pVDZ daje wigksze rdznice
pomiedzy danymi eksperymentalnymi i teoretycznymi, jednak wcigz na korzyS$¢ prostszej
bazy atomowej; roznice wynosza odpowiednio: 1100 cm™ oraz 2400 cm™. Jednak
poréwnanie kolejnego pasma w widmie absorpcji potozonego odpowiednio przy 25300 cm™
(dla IMeFR w DCM) oraz 25400 cm™ (dla 3MeFR w DCM) z odpowiadajaca mu wyliczona
energig przejscia mozna stwierdzi¢, iz w tym przypadku lepsza zgodnos$¢ uzyskuje sie w

przypadku zastosowania bazy aug-cc-pVDZ. Odpowiednio, dla 1MeFR roznice pomiedzy
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danymi eksperymentalnymi i teoretycznymi wynosza: dla bazy 6-31G(d): 2400 cm™
natomiast dla bazy aug-cc-pVDZ: 800 cm™. W przypadku 3MeFR roznice sa wicksze i
wynosza odpowiednio: w przypadku bazy 6-31G(d): 2700 cm™ i aug-cc-pVDZ: 1500 cm™.
Podsumowujac, zastosowanie stosunkowo prostej bazy atomowej, mianowicie 6-31G(d) w
celu wyliczenia energii przejsé singlet — singlet zarowno dla 1MeFR jak i 3MeFR pozwala
na uzyskanie zadowalajacych rezultatow, ktore koreluja si¢ z danymi eksperymentalnymi oraz
pozwalajg na interpretacj¢ obecno$ci odpowiednich pasm w widmach absorpcji i
wyznaczonych parametréw fotofizycznych. Zastosowanie wigksze] bazy atomowe;,
mianowicie aug-cc-pVDZ pozwala na uzyskanie rownie interesujacych rezultatow, jednak

znacznie wydtuza czas potrzebny do przeprowadzenia obliczen.

Tabela 33. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet wyznaczone metodami teoretycznym:
rB3LYP/6-31G(d) oraz B3LYP/aug-cc-pVDZ ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego w
fazie gazowej dla 1MeFR i 3MeFR z odpowiednimi sitami oscylatora, f.

1MeFR 3MeFR
B3LYP/6-31G(d) | B3LYP/aug-cc-pvVDZ | B3LYP/6-31G(d) | B3LYP/aug-cc-pVDZ
Se—Si | Ex10° f E x10° f Ex10° . E x10° .
/em? /em? /em? /em?
—S; | 21.2(225) 0.018 | 20.2(22.5) 0.017 | 21.2(22.5) 0.019 | 19.9(22.5) 0.017
-5, 255 0.001 25.47 0 25.7 0.001 255 0
—S; | 27.7(25.3) 0.213 | 26.1(25.3) 0.209 | 28.1(25.4) 0.216 | 26.9(254) 0.223
—S, 30.2° 0 30.3" 0 30.1° 0 3057 0
—Ss 34.2 0.199 334 0.177 33.9 0.013 33.2 0.011
—Sg 36.2 0.077 35.8 0.055 35.1 0.275 34.8 0.235
—S; 36.6 0.015 36.2 0.023 36.2 0.066 35.6 0.055
—Sg 37.2" 0 36.9 0 36.9" 0 36.6" 0
—S, 37.3 0.385 37.0 0.311 37.4 0.629 37.0 0.664
—Syo 38.6" 0 38.1 0 39.0 0 38.3" 0
—Sy 38.9 0.546 38.4 0.570 39.4 0.296 38.9 0.253
—Sy, 39.67 0 39.17 0 40.2° 0 39.57 0
—Si3 41.0 0.503 40.5 0.465 41.6 0.503 405 0.512
—Sy, 43.2" 0.001 42.2° 0 435 0.001 425" 0
—Si5 43.8 0.034 43.1 0.038 43.9 0.024 43.1 0.022

T przejscia n,n*, pozostale m,n*, w nawiasach podano dane absorpcyjne dla kazdego zwiazku w DCM
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Rysunek 70. Przewidywane energie przej$é singlet — singlet (B3LYP/aug-cc-pVDZ); porownane do
eksperymentalnych widm absorpcji w dichlorometanie dla zwigzkow 1MeFR (A) oraz 3MeFR (B);
liniami pionowymi oznaczono przej$cia elektronowe n—n* natomiast trojkatami przejscia
elektronowe typu n—n*.

W uzupetnieniu przedstawionych powyzej obliczen dla 1MeFR i 3MeFR w odniesieniu do
fazy gazowej, przeprowadzono takze obliczenia z  wykorzystaniem  modelu
rozpuszczalnikowego PCM uwzgledniajagcego wplyw rozpuszczalnika na wyznaczone
warto$ci energii przej$¢ singlet — singlet dla obydwu czasteczek. Zastosowano poziom
obliczen: B3LYP/6-31G(d) z uwzglgdnieniem nastgpujacych rozpuszczalnikéw: metanol,
woda, acetonitryl. Dane przedstawiono w Tabelach 34 i 35 oraz na Rysunku 71. Cecha
wspolng wyliczonych energii przejs¢ singlet — singlet dla obydwu czasteczek zarowno przy

zastosowaniu fazy gazowej i uwzglednieniu wptywu rozpuszczalnika w modelu PCM jest
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fakt, iz charakter czterech najnizej potozonych przej$¢ singlet — singlet jest we wszystkich
przypadkach identyczny, mianowicie dla przejsciom Sp—S; 0raz So—S3 przypisuje si¢
charakter m,m*, natomiast przejsSciom Sp—S; oraz Sp—S; charaker n,m*. Pordéwnujac
wyznaczone energie przejs¢ singlet — singlet dla 1MeFR oraz 3MeFR uwzgledniajace rdzne
rozpuszczalniki w modelu PCM mozna stwierdzi¢, iz zmiana charakteru a tym samym
polarno$ci rozpuszczalnika nie wplyw znaczaco na wyznaczone energie, dla przyktadu w
metanolu, wodzie i1 acetonitrylu energie przejscia Sp—S; dla 3MeFR wynosza odpowiednio:
20300 cm™, 20200 cm™ oraz 20400 cm™ (Tabela 35). Energia przejscia w fazie gazowej dla
3MeFR przy zastosowaniu tego samego poziomu teorii wynosi: 21200 cm™ (Tabela 33).
Wyznaczone przerwy energetyczne pomi¢dzy dwoma najnizej potozonymi przejsciami
singlet — singlet o charakterze m,n* oraz n,n* wynosza odpowiednio dla 1MeFR w metanolu,
wodzie i acetonitrylu: 5300 cm™, 5700 cm™, 5700 cm™. Przytoczona wczesniej warto$é
przerwy energetycznej w fazie gazowej dla 1MeFR przy poziomie teorii rB3LYP/6-31G(d)
wynosila 4300 cm™. Podobnie, dla 3MeFR wigksze przerwy energetyczne odnotowano w
przypadku zastosowania modelu PCM uwzgledniajagcego wpltyw rozpuszczalnika w
porownaniu do fazy gazowej. Dla izolowanej czasteczki w fazie gazowej odnotowano
4500 cm™, natomiast w metanolu, wodzie i acetonitrylu odpowiednio: 6000 cm™, 6100 cm™
oraz 6000 cm™. Uwzgledniajac dane dla fazy gazowej oraz w modelu rozpuszczalnikowym
PCM mozna stwierdzi¢, iz dla obydwu czasteczek, uwzgledniajac wplyw polarnego
srodowiska, odnotowuje si¢ przesuni¢cia ku nizszej energii. Dla przyktadu, odpowiednie
wartosci dla 1MeFR energii przejscia So—S1 w fazie gazowej i w ACN wynosza: 21200 cm™
oraz 20400 cm™. Dane teoretyczne wyznaczone w modelu PCM koreluja z parametrami
absorpcyjnymi - dla polarnego $rodowiska notowano réwniez batochromowe przesunigcia

odpowiednich pasm absorpcji (podrozdziat 4.1.6.).
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Tabela 34. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet wyznaczone metodami teoretycznym:
B3LYP/6-31G(d) ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego przy uwzglgdnieniu modelu
rozpuszczalnikowego PCM (rozpuszczalniki: metanol, woda, acetonitryl) dla 1MeFR z odpowiednimi
sitami oscylatora, f.

Metanol Woda Acetonitryl
SuS; E x E x E x
10° f 10° f 10 f
/cm? /cm? /cm?

—S; [20.9(22.2) 0.016| 20.4 0.016|20.4(22.1) 0.016
-8, 26.2" 0 |261" 0 26.1 0
—S; |27.4(25.5) 0.213| 27.3 0.213|27.5(25.6) 0.213
—S, 31.3 0 |313" 0 31.2° 0
—Ss 338  0.145| 337 0.143| 337  0.145
—Sg 358  0.195| 359 0.198| 358  0.196
—S; 368  0.287| 369 0285 370 0287
—Sg 372 0.055| 37.3 0.056| 37.3  0.056
—Sq 38.1 0 |379" 0 37.9 0
—S;p| 383  0494| 383 0493 383 0494
-S| 39.1° 0 |391" 0 39.0 0
—S1, | 4047 0 | 403" 0 40.3 0
—S;3| 412  0510| 411 0510 411 0510
—Sis | 435  0.021| 434 0.021| 434 0.021

—S5 44 57 0 | 443" 0001| 443° 0

T przejécia n,n*, pozostale mm*, w nawiasach podano dane absorpcyjne dla 1MeFR w odpowiednich
rozpuszczalnikach
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Tabela 35. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet wyznaczone metodami teoretycznym:
B3LYP/6-31G(d) ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego przy uwzglgdnieniu modelu
rozpuszczalnikowego PCM (rozpuszczalniki: metanol, woda, acetonitryl) dla 3MeFR z odpowiednimi
sitami oscylatora, f.

Metanol Woda Acetonitryl
SuS; E x E x E x
10° f 10° f 10 f
/cm? /cm? /cm?

—S; [20.3(22.6) 0.017| 20.2 0.018|20.4 (22.3) 0.017
-8, 26.3" 0 |261" 0 26.47 0
—S; |27.7(25.5) 0.219| 27.9 0.213|27.7(25.7) 0.219
—S, 31.2" 0 |311" o0 31.1° 0
—Ss 340 0055| 338 0.056| 340  0.055
—Sg 352  0.157| 350 0.158| 351  0.157
—S; 358  0.213| 357 0.215| 357 0213
—Sg 371  0565| 369 0563| 370 0565
—Sq 37.7" 0 | 3777 0 37.8 0
—S;p| 388 0260| 387 0260 388  0.260
—S1 | 395 0 | 395 0 39.3 0
—S1, | 40.9° 0 | 409" 0 40.9 0
—S;3| 416  0475| 416 0471 416 0475
-S| 434  0.047| 433 0.048| 434  0.047

—S;s 446"  0.001| 445" 0.001| 445" 0.001

" przejécia n*, pozostale mm*, w nawiasach podano dane absorpcyjne dla 3MeFR w odpowiednich
rozpuszczalnikach
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Rysunek 71. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet wyznaczone na poziomie teorii
B3LYP/6-31G(d) dla zwiazku 1MeFR (A) oraz 3MeFR (B) wyznaczone ze zoptymalizowanej
geometrii stanu podstawowego przy uwzglednieniu fazy gazowej oraz modelu rozpuszczalnikowego
PCM dla rozpuszczalnikéw: acetonitryl, metanol i woda, z odpowiadajagcymi im sitami oscylatora, f.
Lokalizacja przej$¢ o charakterze n,n* zostata oznaczona za pomocg trojkatow, natomiast pionowymi
liniami oznaczono przejécia o charakterze m,m*.

4.3.8. Rozklad gestosci atomowych, dlugosci wiqzan oraz momenty dipolowe dla wybranych
pochodnych 5-deazaalloksazyny w podstawowym stanie singletowym, wzbudzonym stanie

singletowym oraz trypletowym

Na Rysunku 72 przedstawiono rozktad tadunkow atomowych dla neutralnych form 8Me-

5DAIl, 9Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll w stanie podstawowym (Sp) oraz w pierwszym
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wzbudzonym stanie singletowym (S;) wyznaczone w odniesieniu do fazy gazowej za pomoca
analizy populacyjnej NBO. Migjsca z czastkowym ladunkiem ujemnym to atomy azotu N(1),
N(3) oraz N(10) jak réwniez atomy tlenu znajdujace si¢ w grupach karbonylowych przy
atomach wegla C(2) oraz C(4). Wielko$¢ czgstkowego tadunku ujemnego dla 8Me-5DAII i
9Me-5DAIl jest uzalezniona od heteroatomu i zmienia si¢ w nastgpujacej kolejnosci,
poczawszy od nizszego do wyzszego: N(10), O(4), O(2), N(1) oraz N(3). Z kolei atomy
posiadajace najwyzszy tadunek czastkowy dodatni to karbonylowe atomy wegla C(2) oraz
C(4) dla obydwu czasteczek. Ponadto, wielko$¢ tadunku dodatniego na dwéch atomach
wodoru w grupach N(1)-H oraz N(3)-H sg praktycznie identyczne. Interesujgcym wydaje si¢
fakt, iz pomimo stosunkowo wysokiego czastkowego tadunku ujemnego na karbonylowych
atomach tlenu w stanie podstawowym, atomy te nie s3 zaangazowane w tworzenie wigzan
wodorowych, co zostalo pokazane w opisie efektow solwatochromowych tych czasteczek
(149). Wsrod heteroatomow 8Me-5DAIl oraz 9Me-5DAll, najwicksze zmiany w rozktadzie
tadunkéw atomowych pomiedzy stanem Sp a S; nastgpujg na atomie karbonylowym atomie
tlenu przy C(4). Analiza populacyjna NBO wskazuje, iz tadunek ujemny na tym atomie jest
nizszy w stanie S1 w porownaniu do So. Ujemny tadunek na karbonylowym atomie tlenu przy
C(2) zaréwno dla 8Me-5DAIl jak i 9Me-5DAII jest wyzszy w stanie S; w porownaniu do
stanu Sp. Najwiekszy wzrost tadunku ujemnego pod wplywem wzbudzenia nastepuje na
atomie N(10) obydwu monometylowych pochodnych 5DAIl. Ponadto, pod wplywem
wzbudzenia w niewielkim stopniu zmienia si¢ fadunek czastkowy na atomach wodoru w
grupach N(1)-H oraz N(3)-H, jednakze notowany jest niewielki wzrost w polarno$ci wigzan
w stanie wzbudzonym. Bardziej wyrazne zmiany w rozkladzie tadunkéw atomowych
pomiedzy stanem podstawowym i wzbudzonym sg obserwowane dla 10Et-5DIzoAll.
Wszystkie atomy azotu maja nizszy czastkowy tadunek w stanie wzbudzonym. Atom azotu
N(1) w stanie podstawowym ma najwigkszy ujemny tadunek czastkowy sposrod wszystkich
heteroatomow tej czasteczki. Dlatego, wydaje si¢ zasadnym uznad, iz ten atom ma najwigkszy
udzial w tworzeniu wigzan wodorowych w stanie podstawowym (np. z czgsteczkami
alkoholi) (147). Na Rysunku 73 przedstawiono rozklad tadunkow atomowych dla
neutralnych form 8Me-5DAIl, 9Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll w stanie So oraz S; w
odniesieniu do zastosowanego modelu PCM przy uwzglednieniu metanolu. Poréwnujac dane
przedstawione na Rysunkach 72 oraz 73 mozna stwierdzi¢, iz wiele prawidlowosci, ktore
stwierdzono dla fazy gazowej tych czasteczek przenosi si¢ rowniez do metanolu w modelu

PCM.
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Rysunek 72. Ladunki atomowe neutralnych form: 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAII (B) i 10Et-5DIzoAll
(C) w stanie podstawowym (Sy) oraz w pierwszym wzbudzonym stanie singletowym (S;) w fazie
gazowej, wyznaczone przy wykorzystaniu analizy NBO, Sy — czarny, S; — czerwony, na podstawie
(147).
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Rysunek 73. Ladunki atomowe neutralnych form: 8Me-5DAIl (A), 9Me-5DAIl (B) i 10Et-5DIzoAll
(C) w stanie podstawowym (S,) oraz w pierwszym wzbudzonym stanie singletowym (S;) wyznaczone
w oparciu 0 model rozpuszczalnikowy PCM z uwzglednieniem metanolu jako rozpuszczalnika, przy

wykorzystaniu analizy NBO, S, — czarny, S; — czerwony, na podstawie (147).
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Ponadto, w Tabeli 36 przedstawiono dilugo$ci wigzan (wyrazone W A) oraz momenty
dipolowe wybranych trimetylo- podstawionych pochodnych 5DAII: 138Me-5DAIl oraz
139Me-5DAII dla stanéw: podstawowego singletowego (So), pierwszego wzbudzonego stanu
singletowego (S:) oraz najnizszego Stanu trypletowego (T;). Ponadto, w Tabeli 37, dla
wybranych atoméw wchodzacych w sktad tych czasteczek heterocyklicznych okreslony zostat
rozktad tadunkéw atomowych w stanie podstawowym Sy oraz wzbudzonym singletowym S;
w odniesieniu do fazy gazowej za pomocg analizy populacyjnej NBO, w analogiczny sposob
jaki zostal przedstawiony dla monometylo- podstawionych pochodnych 5DAII i
opublikowany w pracy (149). Numeracja stosowana w Tabeli 36 oraz 37 jest zgodna z
symbolami przedstawionymi na Rysunku 74, ktory przedstawia rezultaty opisu struktury
krystalograficznej 138Me-5DAIl  oraz  139Me-5DAIl  w anizotropowo-elipsoidalnej
reprezentacji. Informacje na temat struktury krystalograficznej tych pochodnych zostaty

zawarte w pracy (147).

(B)
Rysunek 74. Anizotropowo - elipsoidalna prezentacja 138Me-5DAIl oraz 139Me-5DAIl, oznaczenia

atomow sg zgodne z informacjami podanymi w Tabeli 36, na podstawie (147).
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Tabela 36. Dtugosci wigzan (w A) oraz momenty dipolowe w stanach Sy, S; i T; dla 138Me-5DAll
and 139Me-5DAI, na podstawie (147).

138Me-5DAII 139Me-5DAII
Wigzanie So S, T So S T,
(n=42D) (u=4.1D) (u=59D) (u=35D) (u=33D) (u=5.8D)
N10 - C10A 1.32 1.34 1.37 1.32 1.34 1.37
C10A - C4A 1.43 1.43 1.39 1.44 1.43 1.39
C4A-C5 1.38 1.41 1.43 1.38 1.41 1.43
N1 - C10A 1.39 1.37 1.38 1.39 1.37 1.38
N1-Cl1 1.47 1.47 1.47 1.47 1.47 1.47
N1-C2 1.39 1.44 1.40 1.39 1.43 1.40
C2-02 1.22 1.23 1.23 1.22 1.24 1.23
N3-C2 1.40 1.36 1.39 1.40 1.36 1.39
N3 -C31 1.47 1.47 1.47 1.47 1.47 1.47
N3 - C4 1.40 1.44 1.41 1.40 1.44 1.42
C4-04 1.23 1.24 1.23 1.23 1.24 1.23
C4 — C4A 1.47 1.43 1.45 1.47 1.44 1.45

Analizowane czasteczki sg plaskie w kazdym ze wspomnianych standw elektronowych.
Geometrie nie zmieniaja si¢ znaczaco pod wplywem wzbudzenia, obserwuje si¢ raczej
nieznaczne zmiany w dlugosci wigzan oraz rozkladzie tadunkow na poszczegodlnych atomach
w stanach S; oraz T; w porownaniu do stanu Sp. Czasteczki wykazujg réozne momenty
dipolowe w poszczegdlnych stanach elektronowych, odpowiednio dla 138Me-5DAIl: Sy
(4.2D), S; (4.1 D), T1 (5.9 D). W przypadku 139Me-5DAIl wyznaczono nastgpujace wartosci
momentow dipolowych: Sy (3.5 D), S; (3.3 D), T; (5.8 D). Poréwnanie dtugosci wigzan w
tych stanach elektronowych wskazuje na kilka interesujgcych zalezno$ci, mianowicie
zarowno dla 138Me-5DAII, jak i 139Me-5DAIl wydtuza si¢ wigzanie N10-C10A poczynajac
od stanu Sp poprzez S; i najdtuzszy w T1. Z kolei jedynie nieznacznie zmieniajg si¢ dtugosci
wigzan zarowno dla 138Me-5DAIl, jak i 139Me-5DAIl we wszystkich trzech stanach
elektronowych wokét innych waznych heteroatomow, wiaczajac w to wigzania: N1-C10A,
N1-C11, N3-C4. Rozktad tadunkéw atomowych neutralnych form 138Me-5DAIl oraz
139Me-5DAIl wskazuje, iz atomy obdarzone czastkowym tadunkiem ujemnym to N(1), N(3)
oraz N(10) oraz atomy tlenu O(2) oraz O(4) zarbwno w stanie Sp jak i S;. Dla obydwu
zwigzkow najwigkszy czastkowy ladunek dodatni gromadzi si¢ na karbonylowych atomach
tlenu C(2) 1 C(4), jednakze atom C(2) posiada wiekszy tadunek dodatni w porownaniu z C(4),
ponadto te tadunki nie ulegaja istotnym zmiang w pierwszym wzbudzonym stanie

singletowym. Kilka interesujacych zmian w wielkosci czastkowego tadunku atomowego
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zostato znalezionych na atomach azotu pomigdzy stanem podstawowym i wzbudzonym.
Trend zmian tadunku atomowego jest dla obydwu czasteczek taki sam, mianowicie w stanie
podstawowym N(3) > N(10) = N(1), natomiast w stanie wzbudzonym N(3) = N(10) > N(1).
Wsrod atomoéw azotu, najwigksza zmiane w tadunku atomowym pod wptywem wzbudzenia

notuje si¢ dla N(10) zarowno w przypadku 138Me-5DAII jak i 139Me-5DAII.

Tabela 37. Ladunki atomowe neutralnych form 138Me-5DAIIl i 139Me-5DAIl w stanie podstawowym
(Sp), w pierwszym wzbudzonym stanie singletowym (S;) w fazie gazowej wyznaczone za pomoca
analizy populacyjnej NBO, na podstawie (147).

138Me-5DAIl  139Me-5DAlI 138Me-5DAIl  139Me-5DAlI
Atom Atom
So S; Sy S; So S, Sy S;
C2 0.85 0.85 0.85 0.85 Ca1 - - -0.74 -0.74

C4 069 068 070 069 | CO9A 020 020 019 019
C4A -023 -025 -023 -0.24 | C10A 045 046 044 044
c5 -008 -006 -009 -0.07| Ci11 -052 -052 -052 -0.52
C5A -013 -015 -012 -013 | C31 -052 -052 -052 -0.52
cé6 -020 -020 -022 -0.21 | N1O -049 -050 -049 -0.50
cr -025 -026 -025 -026 | N1 -048 -048 -048 -0.48
cg -001 -001 -023 -023| N3 -051 -051 -051 -051
c9 -025 -024 -002 -002| O2 -063 -0.63 -063 -0.63
c81 -0.74 -0.75 - - 04 -061 -0.60 -0.61 -0.60

4.3.9. Energie przejsé¢ singlet — tryplet oraz tryplet — tryplet dla wybranych pochodnych 5-
deazaalloksazyny oraz pochodnych alloksazyny: 1MeFR i 3MeFR z wykorzystaniem metod
DFT

W Tabeli 38 przedstawiono przewidywane energie przej$¢ singlet — tryplet wyznaczone za
pomoca metody B3LYP/6-31+G(d), natomiast w Tabeli 39 zostaty zawarte energie przejsé¢
tryplet — tryplet wyznaczone na poziomie teorii UB3LYP /6-31+G(d) dla 5DAII, 8Me-5DAII,
9Me-5DAII, 13Me-5DAII, 138Me-5DAII, 139Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll. Wybrane
przejscia tryplet — tryplet zostaly przedstawione na Rysunku 75. Wszystkie prezentowane
obecnie obliczenia zostaty odniesione do fazy gazowej. W przypadku kazdej czasteczki
najnizszy wzbudzony stan trypletowy miat charakter m,n*. Obliczone teoretycznie energie
przejs$¢ tryplet — tryplet zawsze pozwalaja uzyska¢ wigksza liczbe przejs¢ w poréwnaniu z
danymi eksperymentalnymi, ktore sa zwykle ograniczone aparaturowo. Wyznaczone dane w

zadowalajacy sposob odzwierciedlaja uzyskane widma absorpcji przejSciowej tryplet —
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tryplet, dla przyktadu, poréwnanie prezentowanego na Rysunku 52 widma absorpcji
przejsciowej 8Me-5DAIl w ACN z rezultatami teoretycznymi (Tabela 39) pozwolity
zidentyfikowa¢ teoretyczne energie przejs¢ przy okoto 19800 cm?, 23300 cm™®, 25800 cm™
oraz 30800 cm™ jako odzwierciedlajace obserwowane maksima w widmie absorpcji
przejsciowe] tej czasteczki. W kazdym przypadku rezultaty teoretyczne sa niebiesko-
przesunigte w pordwnaniu do eksperymentalnych widm absorpcji przejsciowej, glownie ze
wzgledu na wykonywanie obliczen w odniesieniu do fazy gazowej, natomiast z drugiej
strony, prezentacji widm absorpcji przejSciowej w rozpuszczalnikach organicznych (lub
wodzie). Roéwniez dla przedstawicieli badanych alloksazyn: 1MeFR i 3MeFR wyliczono

energie przejs$¢ tryplet — tryplet, ktore zostaty zawarte w Tabeli 40 oraz na Rysunku 76.

Tabela 38. Przewidywane energie [B3LYP/6-31+G(d)] przejs¢ So—T; dla 5SDAII, 8Me-5DAIl, 9Me-

5DAII, 13Me-5DAIl, 138Me-5DAIl, 139Me-5DAIl i 10Et-5DIzoAll z odpowiednimi sitami
oscylatora, f.

SDAl 8Me- 9Me- 13Me- 138Me- 139Me- 10Et-

5DAIIR 5DAII? 5DAII 5DAIIP 5DAIIP 5DIzoAll?

So—Ti| Ex E x E x E x E x E x E x

102 f] 10% f| 10% f| 10 f 0% f 107 f 107 f

/em?t /em™? /em? /em™? /em™ /em™® /em™?
—>T, | 220 0] 218 0] 208 0] 212 0] 219 0] 209 0| 195 0
—>T, | 2563 0| 255 0| 259 0| 252 0| 251 O | 254 O | 238 0
—>T, | 305 0| 308 0] 31 0] 304 0] 302 0] 300 0] 269 0
—>T, | 308 0| 309 0] 306 0] 309 0] 307 0] 302 0] 292 0
—>Ts | 331 0] 37 0] 32 0] 33 0] 382 0] 329 0] 303 0
—>Te | 350 0] 351 0] 349 0] 353 0 - - - - 316 0
—»T, | 358 0| 357 0| 31 0| 362 o0 - - - - 321 0

%na podstawie: (149), ° na podstawie: (147).
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Tabela 39. Przewidywane energie przejs¢ [UB3LYP /6-31+G(d)] T;—T; dla 5DAIl, 8Me-5DAIl, 9Me-5DAII, 13Me-5DAII, 138Me-5DAII, 139Me-5DAII i
10Et-5DIzoAll z odpowiadajacymi im sitami oscylatora, f.

5DAII 8Me-5DAII? 9Me-5DAII? 13Me-5DAIl | 138Me-5DAII° | 139Me-5DAIIP | 10Et-5DIzoAll?
E x E x E x E x E x E x E x
T1—>Ti
10° f 10°® f 10° f 10° f 10 f 10° f 10° f
/cmt /cm’? /cm? /cm? /cm? /cm’? /cm?t
—T, 8.1 0.004 8.2 0.004 8.8 0.004 7.3 0.006 6.9 0.004 7.3 0.007 5.8 0.007
—T3 12.0 0 11.2 0 126 0.007 | 11.1 0 11.6 0 11.4 0 8.9 0

—-T, | 128 0.004 | 12.8 0.004 | 12.8 0 125 0.004 | 129 0.007 | 128 0.005 | 125  0.007
—Ts | 1565 0 154 0.001| 156 0.001| 153 0.002 | 156 0.005 | 151 0.002 | 131 0

—Te | 16.4 0 16.5 0 17.3 0 158 0.002 | 163 0.002 | 159 0.002 | 13.7 0.004
—T; | 185 0 18.5 0 19.4 0.001| 159 0.001| 16.4 0 16.1  0.001 | 14.0 0

—Tg | 198 0.020 | 198 0.020 | 20.3 0.012 | 19.1 0.025| 183 0.013 | 19.1 0.025 | 17.0 0.049
Ty | 21.3 0 21.3 0 22.2 0 20.7 0 211 0 20.7 0 19.4  0.006
—Typ | 233 0195 | 233 0.195| 232 0.204| 229 0.199 | 227 0206 | 228 0.199 | 20.7 0.122
—Ty; | 258 0.024 | 258 0.024 | 259 0.024| 254 0.021| 258 0.018 | 256 0.021 | 249 0.155
—Ty, | 27.7 0 27.8 0 26.9 0.002 | 26.8 0 26.7 0 26.9 0 27.0  0.002
—Tyz | 29.8 0 29.8 0 28.5 0 29.1 0.001| 29.2 0 29.3 0 28.3  0.068
—Ty, | 308 0.024 | 308 0.024| 30.7 0.023| 298 0.005| 29.7 0.003 | 298 0.005 | 29.7 0.001
—Tyis | 315 0 315 0 30.9 0.001 | 305 0 29.9 0 30.7 0 30.3  0.056
—Ts | 32.7 0.267 - - - - 317 0278 314 0313 | 319 0.278 - -

?na podstawie: (149), ® na podstawie: (147).
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Rysunek 75. Przewidywane energie przejs¢ T—T; (UB3LYP/6-31G(d)) dla zwiazkow SDAIl (A),
8Me-5DAII (B), 9Me-5DAII (C), 13Me-5DAII (D), 138Me-5DAII (E), 139Me-5DAII (F), 10Et-
5DIzoAll (G); f — sita oscylatora.
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Rysunek 75 (ciag dalszy). Przewidywane energie przej$¢ T;—T; (UB3LYP/6-31G(d)) dla zwiazkow
5DAII (A), 8Me-5DAII (B), 9Me-5DAII (C), 13Me-5DAII (D), 138Me-5DAII (E), 139Me-5DAII (F),
10Et-5DIzoAll (G); f — sita oscylatora.

Tabela 40. Przewidywane energie przejs¢ [uB3LYP/6-31+G(d)] T,;—T; dla 1MeFR i 3MeFR z
odpowiadajacymi im sitami oscylatora, f.

1IMeFR 3MeFR

T.—Ti [Ex10° . E x 107

/em? /em?
—T, | 105 0.008| 111  0.005
—T, | 121 0 12.4 0
—T, | 147 0025| 148 0.025
—Ts | 164 0 16.4 0
—Ts | 182 0.023| 185 0.026
—T, | 199 0077 | 186 0.012
—Tg | 206 0079 | 205 0.138
—Te | 209 0005| 211  0.007
—Ty | 229 0 23.2 0
—Ty | 239 0 23.7 0
—T, | 250 0.007| 251 0.015
—Ty | 257 0 26.1 0
—Ty | 268 0351| 273 0.318
—Tis | 282 0 28.2 0

1MeFR: T, = -947.1116126 hartree, S = 2.023295; 3MeFR: T, = -947.1128455 hartree, S* = 2.023627.
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Rysunek 76. Przewidywane energie przejs¢ T;—T; (UB3LYP/6-31G(d)) dla zwiazkow 1MeFR (A)
oraz 3MeFR (B); f — sita oscylatora.

4.3.10. Orbitale zaangaiowane w najnizej energetycznie potoZonych przejsciach singlet —
singlet dla pochodnych 5-deazaalloksazyny oraz alloksazyn: 1MeFR i 3MeFR

Rysunek 77 przedstawia ksztalty najwyzszych obsadzonych orbitali molekularnych (HOMO)
oraz najnizszych nieobsadzonych orbitali molekularnych (LUMO) 8Me-5DAIl, 9Me-5DAII
oraz 10Et-5DIzoAll, ktére sa w najwigkszym stopniu zaangazowane w przejscie elektronowe
So—Si. Stopien zaangazowania zostal podany w % i wynosi odpowiednio dla 8Me-5DAlI
(62%), 9Me-5DAIl (66%) oraz 10Et-5DIzoAll (64%). Z kolei na Rysunkach 78 oraz 79
przedstawiono ksztalty orbitali najbardziej zaangazowanych w przejscia So—S1, So—S; oraz
So—S; odpowiednio dla 8Me-5DAIl oraz 9Me-5DAIl. Jak wspomniano wcze$niej,
niezaleznie od usytuowania grupy metylowej, w przejscie elektronowe So—S; najbardziej
zaangazowane sg orbitale HOMO 1 LUMO. Nieco inaczej przedstawia si¢ sytuacja z
przejsciami elektronowymi o wyzszej energii, mianowicie dla przejscia So—S, najbardziej
zaangazowane sg orbitale HOMO-1 oraz LUMO (8Me-5DAIl) oraz HOMO-2 i LUMO (9Me-
SDAIl). W przypadku przejscia So—S3 nastepuje odwrocenie, mianowicie dla 8Me-5DAII
odbywa si¢ ono w sposob dominujgcy pomiedzy orbitalami HOMO-2 oraz LUMO, natomiast
dla 9Me-5DAIl pomigdzy HOMO-1 i LUMO. Warto zauwazy¢, iz nieco inny obraz zostat
opisany dla pochodnych 8-metyloalloksazyny i 9-metyloalloksazyny (170). W tych
przypadkach, w przejscie elektronowe So—S1 najbardziej zaangazowanymi orbitalami byty
HOMO-2 oraz LUMO. Rowniez bardziej ztozone pochodne SDAIl, mianowicie 138Me-
5DAIIl oraz 139Me-5DAIl w najwigkszym stopniu angazujg w przejsciec So—S; orbitale
HOMO oraz LUMO, w obydwu przypadkach stopien zaangazowania to 66% (Rysunek 80).
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Rysunek 77. Ksztalt najwyzszych obsadzonych orbitali molekularnych (HOMO) oraz najnizszych
nieobsadzonych orbitali molekularnych (LUMO) dla 8Me-5DAIIl, 9Me-5DAIIl oraz 10Et-5DIzoAll,
gléwnie zaangazowanych w najnizsze energetycznie przejscia singlet — singlet. Stopien
zaangazowania orbitali HOMO — LUMO podano (w %), na rysunku, B3LYP/6-31+G(d), na
podstawie (149).
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Rysunek 78. Ksztalty orbitali dla 8Me-5DAII, gléwnie zaangazowanych w przejscia S — Si, Sp > S
i So > Ss. Procent zaangazowania danych orbitali w przejscia So — S;, S — Sy | Sg — S; zostat
podany na rysunku, B3LYP/6-31+G(d), na podstawie (149).
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Rysunek 79. Ksztalty orbitali dla 9Me-5DAII, gldwnie zaangazowanych w przejscia Sg — Si, Sg —> S

i So — Ss. Procent zaangazowania danych orbitali

w przejscia So — Sy, So > S; 1 So — S3 zostat

podany na rysunku, B3LYP/6-31+G(d), na podstawie (149).
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Rysunek 80. Ksztalt najwyzszych obsadzonych orbitali molekularnych (HOMO) oraz najnizszych

nieobsadzonych orbitali molekularnych (LUMO)

dla 138Me-5DAIl oraz 139Me-5DAll, gtéwnie

zaangazowanych w najnizsze energetycznie przejScia singlet — singlet. Stopien zaangazowania
orbitali HOMO — LUMO podano (w %) na rysunku, B3LYP/6-31+G(d), na podstawie (147).
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Na Rysunku 81 przedstawiono ksztalty orbitali, ktére majg dominujacy udziat w przejsciach
So—S; dla czteropierscieniowych, monometylowych alloksazyn (1MeFR oraz 3MeFR).
Najwyzej obsadzony orbital molekularny (HOMO) 1 najnizej nieobsadzony orbital
molekularny (LUMO) to orbitale, ktore w ok. 70% sa zaangazowane w przejscie elektronowe
So—S; 0 charakterze m,n* zar6wno dla 1MeFR jak i 3MeFR. Warto dodaé, ze ta tendencja
jest jednakowa dla przejs¢ wyliczonych w odniesieniu do fazy gazowej, jak
1 modelu rozpuszczalnikowego PCM uwzgledniajagcego wplyw acetonitrylu, metanolu i wody
na przejscia absorpcyjne. Z kolei przejscia singlet — singlet o wyzszej energii (na przyktadzie
1MeFR, Rysunek 82) angazuja inne orbitale, mianowicie dla przejscia So—S, HOMO-2
i LUMO oraz dla przejscia Sp—S3; HOMO-1 i LUMO.

1MeFR 3MeFR

LUMO (73) LUMO 73)

D

QQ Qo

AE=212 AE=212

4
Qo - ®
a1 SN2
&5
HOMO (72) HOMO (72)
HOMO —> LUMO (70%) HOMO —> LUMO (70%)

Rysunek 81. Ksztalt najwyzszych obsadzonych orbitali molekularnych (HOMO) oraz najnizszych
nieobsadzonych orbitali molekularnych (LUMO) dla 1MeFR oraz 3MeFR, glownie zaangazowanych
W najnizsze energetycznie przejscia singlet — singlet. Stopien zaangazowania orbitali HOMO —
LUMO podano (w %) na rysunku, B3LYP/6-31G(d).
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Rysunek 82. Ksztalty orbitali dla IMeFR, gtéwnie zaangazowanych w przejscia So — S, So = S, 1 Sp

— Ss. Procent zaangazowania danych orbitali w przejScia Sg — Si, So — S, 1 Sg — Sszostat podany na
rysunku, B3LYP/6-31G(d).
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4.4. Reakcja podwdjnego przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym dla
pochodnych 5-deazaalloksazyny oraz alloksazyn: 1MeFR i 3MeFR

Zgodnie z informacjami przytoczonymi w czg$ci literaturowej, reakcja podwodjnego
przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym w obecnos$ci zwigzkéw zdolnych do tworzenia
wigzan wodorowych, takich jak kwas octowy lub pirydyna, jest jedng z najwazniejszych
reakcji fotochemicznych dla zwigzkéw o strukturze alloksazynowej. Wydaje si¢
uzasadnionym odpowiedz na pytanie, w jaki sposoéb zachowuja si¢ w tych warunkach badane
obecnie pochodne 5DAII oraz All: 1MeFR i 3MeFR. W zwigzku tym przeprowadzono
eksperymenty z zastosowaniem: 5DAIl i 13Me-5DAIl oraz 1MeFR i 3MeFR w DCM, w
czasie ktorych, przy wykorzystaniu spektroskopii absorpcyjno-emisyjnej, tak stacjonarnej jak
I czasowo rozdzielczej podjeta zostala proba odpowiedzi na postawione pytanie. Wybor
czasteczek podyktowany jest faktem, iz zgodnie z doniesieniami literaturowymi (33,111,122)
reakcja podwojnego przeniesienia protonu moze odbywacé si¢ wylacznie dla czasteczek, ktére
nie posiadajg podstawnikow przy atomach N(1) oraz N(10). W tym kontekscie, potencjalnie
omawiana reakcja fotochemiczna moze zachodzi¢ dla SDAIl oraz 3MeFR, a nie powinny jej
ulega¢: 13Me-5DAIl oraz 1MeFR. W ponizszych podrozdziatach przedstawiono dyskusje
zwigzang z problemem reakcji podwojnego przeniesienia protonu dla pochodnych 5DAII, a
nastgpnie dla 1MeFR i 3MeFR.

4.4.1. Widma absorpcji, emisji oraz synchroniczne dla 5-deazaalloksazyny oraz 1,3-
dimetylo-5-deazaalloksazyny w dichlorometanie w obecnosci kwasu octowego

Na Rysunku 83 przedstawiono widma absorpcji 5DAIIl oraz 13Me-5DAIl w DCM w funkgji
wzrastajacego stezenia kwasu octowego (Caa). Na podkreslenie zastuguje fakt, iz dla obydwu
czasteczek zarejestrowane widma absorpcji w DCM maja ten sam ksztalt 1 usytuowanie
maksimow absorpcji dla dwoch rozdzielonych pasm absorpcji w dtugofalowej czesci widma.
Ponadto nie obserwuje si¢ powstania dodatkowych pasm absorpcji (zwtaszcza dla SDAII) w
funkcji wzrastajacego stezenia kwasu octowego. Maksima dtugofalowych pasm absorpcji sg
zlokalizowane odpowiednio przy: 310 nm i 353 nm (5DAII) oraz 308 nm i 358 nm (13Me-
5DAII). W widmach absorpcji SDAIIL, w miare wzrastajgcego st¢zenia kwasu octowego notuje
si¢ niewielki wzrost absorbancji (podobny efekt nie jest obserwowany dla 13Me-5DAII).
Zgodnie z doniesieniami literaturowymi, moze by¢ to spowodowane tworzeniem si¢ wigzan

wodorowych w stanie podstawowym pomiedzy czasteczkg 5DAIl a kwasem octowym, w
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tworzenie ktorych sg zaangazowane: atom azotu N(10) oraz ugrupowanie N(1)-H, jak
réwniez ugrupowanie N(3)-H z karbonylowymi atomami tlenu znajdujagcymi si¢ przy
atomach wegla C(2) oraz C(4) (148). Przeprowadzone obliczenia wskazujg, iz geometria
kompleksow SDAII : kwas octowy wynosi 1:1 (148). W ten sposob mozna réwniez wyjasnié
brak omawianych zmian w widmach absorpcji 13Me-5DAII, gdzie z powodu zablokowania
atomoéw azotu N(1) oraz N(3) przez grupy metylowe, wspomniane zjawisko tworzenia wigzan

wodorowych pomiedzy 13Me-5DAIl a kwasem octowym nie moze wystepowac.
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Rysunek 83. Widma absorpcji A: 5DAIl oraz B: 13Me-5DAIl w DCM w funkcji wzrastajacego
stezenia kwasu octowego (Caa), Na podstawie (148).

Bardziej istotne zmiany sa notowane w widmach emisji SDAIl w DCM, w funkcji
wzrastajacego st¢zenia kwasu octowego. Widma emisji 5DAII oraz 13Me-5DAIl w DCM w
funkcji wzrastajacego stezenia kwasu octowego (Aexc = 360 nm) zostaty przedstawione na
Rysunku 84. Widmo emisji 5DAIl w DCM posiada maksimum przy 402 nm, ktorego
intensywno$¢ stopniowo maleje w czasie wzrastajgcego stezenia kwasu octowego. W tym
samym momencie, w miar¢ wzrastajacego stezenia kwasu octowego powstaje nowe pasmo
emisji, ktérego maksimum jest zlokalizowane przy 442 nm 1 ktérego intensywnos$¢ stopniowo
ro$nie. Porownujac widma emisji 10Et-5DIzoAll, przedstawione w podrozdziale 4.1.5.,
mozna wnioskowaé, iz nowo powstajace, dlugofalowe pasmo emisji jest zwigzane z
uformowaniem tautomerycznej formy izoalloksazynowej, jako efekt przeniesienia protonu z
atomu azotu N(1) na N(10) w procesie, ktory jest katalizowany przez kwas octowy oraz
powstaniem struktury izoalloksazynowej. Jednoczesnie, z przedstawionych na Rysunku 84
widm emisji 13Me-5DAII zarejestrowanych w tych samych warunkach eksperymentalnych,
jakie zastosowano dla 5DAIl mozna przypuszczaé, iz reakcja podwdjnego przeniesienia

protonu w tym przypadku nie zachodzi - nie obserwuje si¢ zadnych zmian (zarowno w
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przebiegu, jak i intensywno$ci) w widmach emisji w miar¢ wzrastajacego stezenia kwasu
octowego. Jest to rowniez posredni dowdd, iz gtownym miejscem pochodnych SDAII
zaangazowania W proces przeniesienia protonu jest ugrupowanie N(1)-H. Ze wzgledu na
podstawienie N(1) w 13Me-5DAIl przez grup¢ metylows, nie obserwuje si¢ zachodzenia tej
reakcji. Nalezy podkresli¢, iz model przedstawionej reakcji dla pochodnych 5DAII nie
odbiega od znanego dla alloksazyn (33).
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Rysunek 84. Widma emisji A: 5DAIl oraz B: 13Me-5DAIl w DCM w funkcji wzrastajacego st¢zenia
kwasu octowego (Caa), Aexc = 360 nm, na podstawie (148).

Ciekawe informacje wyptywaja rowniez z przedstawionych na Rysunku 85 widm
synchronicznych zarejestrowanych dla SDAIl w DCM w funkcji wzrastajacego stezenia
kwasu octowego przy zastosowaniu AL = 20 nm oraz 60 nm. Dla AA = 20 nm obserwuje si¢
obecno$¢ jednego pasma, ktorego intensywnos$¢ maleje w miar¢ wzrostu stezenia kwasu
octowego, ktorego maksimum jest zlokalizowane przy okoto 388 nm. Z kolei zastosowanie
AL = 60 nm skutkuje wyodrgbnieniem dwoch pasm - krotkofalowego z wyodrebniong
strukturg 1 maksimum przy okoto 407 nm, ktérego intensywno$¢ maleje w miar¢ wzrostu
stezenia kwasu octowego oraz dlugofalowego, ktérego maksimum jest potozone przy okoto
429 nm, tutaj obserwuje si¢ wzrost intensywnosci w miar¢ wzrostu stezenia kwasu octowego.
Przyczyny réznic w przebiegu widma synchronicznych w zaleznosci od zastosowanego AA
mozna upatrywaé si¢ w rdznych wartosciach przesunigcia Stokesa pomie¢dzy maksimum
dlugofalowego pasma absorpcji a maksimum emisji odpowiednio formy 5-
deazaalloksazynowej oraz 5-deazaizoalloksazynowej. W pierwszym przypadku przesunigcia
Stokesa jest mniejsze niz w drugim, stad aby zobaczy¢ pasmo pochodzace od formy
izoalloksazynowej nalezy zastosowa¢ pomiar z wigksza wartoscig AL. Przedstawione widma

synchroniczne dla 13Me-5DAIl w DCM w funkcji wzrastajacego st¢zenia kwasu octowego
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nie przedstawiajg zadnych roznic, niezaleznie od zastosowanego AL (Rysunek 86), podobnie

jak to miato miejsce w widmach emisji tej czgsteczki rejestrowanych w tych samych

warunkach eksperymentalnych.
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Rysunek 85. Widma synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej dla 5SDAIl w DCM A: AL =20 nm
oraz B: AL =60 nm w funkcji wzrastajacego stezenia kwasu octowego (Caa), Na podstawie (148).
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Rysunek 86. Widma synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej dla 13Me-5DAIl w DCM A: Al =
20 nm oraz B: AL = 60 nm w funkcji wzrastajacego stezenia kwasu octowego (Caa), Na podstawie

(148).

Na Rysunku 87 przedstawiono poréwnanie widm absorpcji: z widmami wzbudzenia

obserwowanymi przy Aem = 395 nm oraz 440 nm dla SDAIl w DCM w nieobecnos$ci kwasu

octowego oraz widm wzbudzenia przy Aem = 395nm, 440nm oraz 550 nm przy

maksymalnym st¢zeniu kwasu octowego w stosowanych eksperymentach (0.058 M). W

obydwu przypadkach widma wzbudzenia dobrze odzwierciedlaja widma absorpcji

szczegblnie w zakresie od 325 nm do 390 nm, niezaleznie od zastosowanej Aey. Jest to

kolejny dowdd, iz izoalloksazynowa forma tworzy si¢ dopiero w stanie wzbudzonym i nie jest



202|Omoéwienie wynikow badan wltasnych

obecna w stanie podstawowym. Ponadto z przedstawionych danych na Rysunku 87 stwierdza
si¢ brak pelnej zgodnosci pomigdzy widmem absorpcji a widmami wzbudzenia
(zarejestrowanymi przy kazdej Aem) W obydwu przypadkach ponizej 320 nm. Zgodnie z
przeprowadzonym eksperymentem dotyczacym wyznaczenia wzglednej wydajnosci
kwantowej fluorescencji i opisanym w pracy (148), jest to zwigzane z zalezno$cia wydajnosci
kwantowej fluorescencji od Aexc. Przy zastosowaniu jako Aexc > 325 nm wydajno$¢ kwantowa
fluorescencji utrzymuje si¢ na staltym poziomie, natomiast w sytuacji gdy Aexc < 325 nm

wzgledna wydajno$¢ kwantowa fluorescencji ulega obnizeniu.
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Rysunek 87. Widma wzbudzenia 5-deazaalloksazyny w dichlorometanie A - w nieobecnos$ci kwasu

octowego, Aem = 395 nm i 440 nm; B — w obecosci kwasu octowego (Caa = 0.058 mol / dm3) Aem =
395 nm, 440 nm i 550 nm, na podstawie (148).
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4.4.2. Czasy zaniku fluorescencji dla 5-deazaalloksazyny w dichlorometanie w obecnosci
kwasu octowego

W Tabeli 41 zebrano rezultaty pomiaréw czasowo-rozdzielczych i wyznaczone z nich
wartosci czasow zycia fluorescencji (tg) zmierzone dla form izo- i alloksazynowej SDAIl w
DCM przy réznych stezeniach kwasu octowego (Aexc = 360 Nm oraz Aey, = 405 nm, 440 nm i
500 nm). Zaniki zarejestrowane przy iem = 405 nm w zadowalajgcym stopniu opisuje funkcja
monoeksponencjalna z czasem zycia okoto 2.8 ns. Ta wartos$¢ jest bezposrednio zwigzana z
emisja formy alloksazynowej SDAIL. Z kolei zaniki zarejestrowane przy Aem = 440 nm oraz
500 nm zostaly opisane przez funkcje bieksponencjalng, w ktorej zaobserwowano udziaty
zanikow zarowno formy alloksazynowej jak i izoalloksazynowej. Dla t; (Tabela 41) krotszy
czas wyznaczony przy tych dtugosciach fali, zmieniajacy si¢ od 2.1 ns do 3 ns (w zaleznosci
od stgzenia kwasu octowego) mozna przypisa¢ dla formy alloksazynowej. Udziat tego
sktadnika zmniejsza si¢ w miar¢ wzrostu stezenia kwasu octowego. Odmienny trend zostat
zanotowany dla t; - w tym przypadku czas zmienia si¢ od 3.5 ns do 4 ns (w zaleznosci od
stezenia kwasu octowego), a procentowy udziat tego skladnika wzrasta w miare wzrostu
stezenia kwasu octowego. Stad zarejestrowana warto$¢ jest charakterystyczna dla formy
izoalloksazynowej obecnej w roztworze. Wyniki pomiaréw czasowo-rozdzielczych bardzo

dobrze koreluja si¢ z weczesniej przedstawionymi rezultatami pomiardw stacjonarnych.

Tabela 41. Czasy zycia fluorescencji (tg) zmierzone dla form izo- i alloksazynowej SDAIl w DCM
przy réznych stezeniach kwasu octowego (Aexe = 360 NM 0raz Ay, = 405 nm, 440 nm i 500 nm), na
podstawie (148).

Can 405 nm 440 nm 500 nm
(mol T/ ns 1./ ns 7,1 ns 1./ ns 7,/ ns

/ forma All xz forma All forma IzoAll xz forma All forma IzoAll xz
dm’) | (%) (%) (%) (%) (%)

0 2.8(100) 1.05 - - - - -
0012 | 2.8(100) 1.07 | 25 (42) 36 (58) 1.02| 26 (27) 3.9 (73) 1.08
0.023 | 2.8(100) 1.06| 2.5 (37) 3.7 (63) 1.08| 3.0 (17) 4.0 (83) 1.07
0.041 | 2.7(100) 1.09| 2.1 (20) 35 (80) 1.01| 3.0 () 3.8 (94) 1.05

Uwzgledniajac przedstawione powyzej dane pochodzace z pomiardw stacjonarnych oraz
czasowo-rozdzielczych, postulowany mechanizm reakcji podwojnego przeniesienia protonu
w stanie wzbudzonym dla 5SDAIl w DCM w obecnosci kwasu octowego zostat przedstawiony

na Rysunku 88.
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CH,4 CHs

Rysunek 88. Mechanizm reakcji podwdjnego przeniesienia protonu dla SDAIl w DCM w obecnosci
kwasu octowego prowadzacy do powstania struktury 5-deazaizoalloksazynowej

4.4.3. Widma absorpcji, emisji oraz czasy zaniku fluorescencji dla 1MeFR i 3MeFR w
DCM w obecnosci kwasu octowego

Badania procesow potencjalnej tautomeryzacji alloksazynowo - izoalloksazynowej zostaly
przeprowadzone rowniez dla obydwu badanych alloksazyn o budowie czteropierscieniowe;.
Badania eksperymentalne przeprowadzono w dichlorometanie w funkcji wzrastajacego
stezenia kwasu octowego. Zgodnie z informacjami przytoczonymi w czeSci literaturowej dla
klasycznych trojpierscieniowych alloksazyn oraz oméwionymi w poprzednim podrozdziale 5-
deazaalloksazynynami, dla czasteczek, ktore sa niepodstawione grupami alkilowymi w
pozycji N(1), w obecnos$ci zwigzkéw zdolnych do tworzenia wigzan wodorowych takich jak
kwas octowy lub pirydyna, zachodzi w stanie wzbudzonym proces tautomeryzacji, ktory
objawia si¢ wyksztalceniem nowego pasma w widmie emisji, ktorego intensywnos$¢ wzrasta
wraz ze wzrostem stezenia kwasu octowego wraz z jednoczesnym obnizaniem intensywnos$ci
emisji pochodzacej od formy alloksazynowej. Pochodne alloksazyny, ktore sa podstawione
grupami alkilowymi przy atomie N(1) nie ulegaja omawianemu procesowi tautomeryzacji.

Badane alloksazyny: 1MeFR i 3MeFR wykazujg jednak odmienne zachowanie w poréwnaniu
do typowego modelu, ktory jest znany dla innych alloksazyn. Widma absorpcji i emisji

zwigzkéw 1MeFR oraz 3MeFR w DCM w funkcji wzrastajacego stgzenia kwasu octowego
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zostaly przedstawione na Rysunku 89. W przedstawionych widmach absorpcji obydwu
zwigzkow nie obserwuje si¢ zadnych zmian pod wplywem wzrastajacego stezenia kwasu
octowego. W zwigzku z tym, prawdopodobnie czteropierscieniowe, monometylowe
alloksazyny nie tworza kompleksow z kwasem octowym podobnych do tych, ktére tworzyt
lumichrom z kwasami karboksylowymi (122). Analiza widm emisji zwigzkéw 1MeFR i
3MeFR w dichlorometanie w funkcji wzrastajacego stezenia kwasu octowego wskazuje, iz w
miar¢ wzrastajacego stezenia kwasu octowego nastepuje obnizenie intensywnosci emisji,
jednak nie pojawia si¢ zadne dodatkowe pasmo emisji w dlugofalowej czesci widma. Jest to
dos¢ zaskakujace zachowanie, zwlaszcza dla zwigzku 1MeFR, ktory posiada zablokowany
przez grupe metylowa atom azotu N(1). Widma absorpcji i wzbudzenia zarejestrowane przy
Aem = 620 nm dla kazdego stezenia kwasu octowego pokrywaja si¢ ze soba w catym zakresie

spektralnym.
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Rysunek 89. Widma emisji zwigzkow 1MeFR (A) oraz 3MeFR (B) w dichlorometanie wraz ze
wzrastajgcym stezeniem kwasu octowego (Aexe = 375 nm), wstawka: widma absorpcji zwigzkow
1MeFR (A) i 3MeFR (B) wraz ze wzrastajgcym stezeniem kwasu octowego

Rezultaty pomiaréw czasowo-rozdzielczych dla zwigzkow 1MeFR oraz 3MeFR w
dichlorometanie w funkcji wzrastajacego st¢zenia kwasu octowego zawarto W Tabeli 42.
Zaniki fluorescencji zostaly zmierzone przy Aexc = 368 nm oraz Aem = 590 nm, opisuje
zadowalajgco funkcja monowyktadnicza dla kazdego stezenia kwasu octowego. Wyznaczone
czasy zycia fluorescencji (tg) dla zwigzku 1MeFR zmieniaja si¢ od 25.9ns (0 M Caa) do
10.7ns (0.046 M Caa). Podobnie, dla 3MeFR w funkcji wzrastajacego stezenia kwasu
octowego obserwuje si¢ zmiang T 0d 33.7ns (0M Caa) do 14.2ns (0.049 M Caa).
Skracajacy si¢ czas zycia fluorescencji zwigzkow 1MeFR 1 3MeFR w funkcji wzrastajacego

stezenia kwasu octowego koreluje z obnizeniem intensywnosci fluorescencji.
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Tabela 42. Czas zycia fluorescencji, tr, dla zwiazkow 1MeFR i 3MeFR w dichlorometanie wraz ze
wzrastajagcym stgzeniem kwasu octowego [AA]; zarejestrowane przy Aec = 368 nm; Aem = 590 nm.

Zwiazek /m(E'lAjzime wins P
0.000 259 1.14
0.006 206 1.07
0.012 171 111
0.017 158 121

1MeFR 0.023 149 1.19
0.029 136 1.16
0.035 124 1.08
0.041 114 110
0.046 107 112
0.000 337 127
0.003 322 112
0.020 201 121

3MeFR

0.026 186 1.17
0.038 156 111
0.049 142 1.09

Wykorzystujgc rownania Sterna-Volmera oraz badania stacjonarne i czasowo-rozdzielcze dla
IMeFR i1 3MeFR w dichlorometanie w funkcji wzrastajagcego stezenia kwasu octowego
wykre§lone zostaly proste przedstawiajace wygaszanie fluorescencji IMeFR 1 3MeFR w
funkcji  wzrastajgcego stezenia kwasu octowego. Odpowiednie wykresy zostaty
przedstawione na Rysunku 90. Zgodnie z ponizszymi réwnaniami (15 i 16) zostaly

wyliczone: stala szybkosci procesu wygaszania (Kq) oraz stata Sterna-Volmera (Ksy).

Iy
+ =1+kTP[A4]

(15)

T2 0

£ =1+ k,T2[A4]

TF (16)
gdzie:
Iy - intensywno$¢ fluorescencji w nieobecnosci wygaszacza (kwas octowy),
I - intensywnos$¢ fluorescencji w obecnosci wygaszacza (kwas octowy),
kq - stata szybkosci procesu wygaszania

Tp - czas zycia fluorescencji w nieobecnos$ci wygaszacza (kwas octowy),
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Tp - czas zycia fluorescencji w obecno$ci wygaszacza (kwas octowy),
[AA] - stezenie wygaszacza - kwasu octowego (w mol/dm?)

réwnanie pozwalajagce wyznaczy¢ statg Sterna - Volmera (Ksy):

o _
kq l'F = KSV (17)
A B o
o R/ R=0995 o 1/ R=0994
254 = lp/1; R=0.996 259 = I5/1;R=0.998
o
L i
3 2.0 3 2.0
ouw ok-
_ 5 _
o015+ o o154
1.0 T T , 1.0 T T ]
0.00 0.02 0.04 0.06 0.00 0.02 0.04 0.06
[AA] / mol dm™> [AA] / mol dm™>

Rysunek 90. Wygaszanie fluorescencji na podstawie eksperymentow stacjonarnych i czasowo-
rozdzielczych, opracowane z zaleznosci Sterna-Volmera dla zwigzku 1MeFR (A) i 3MeFR (B) w
dichlorometanie w obecnosci kwasu octowego; wspotczynniki korelacji podano na Rysunkach.

Uzyskane wartoS$ci statej Sterna - Volmera dla zwigzku 1MeFR z pomiaréw stacjonarnych
wynosi: Ksy1 = (28.6 + 0.6) mol™ i z danych czasowo - rozdzielczych: Ksy, = (29.1 +
1.1) mol™. Podobnie, wyznaczono warto$ci statej Sterna - Volmera dla zwigzku 3MeFR z
pomiardéw stacjonarnych i czasowo - rozdzielczych wynosza odpowiednio: (35.7 + 0.8) mol™
(29.3 + 1.5) mol™. Wartosci stalych szybkosci procesu wygaszania dla zwiazku 3MeFR
wynosza odpowiednio: z pomiaréw stacjonarnych (Kq = 1.06x10° mol™s™) oraz z danych
czasowo rozdzielczych (kg2 = 8.7x10° mol™s™). Dla zwiazku 1MeFR wyznaczone wartosci
statych szybkosci procesow wygaszania sa identyczne, zarowno z pomiardw stacjonarnych,
jak i czasowo - rozdzielczych, i wynosza: 1.1x10° mol™s™ (Kq1 = Kg2). Wyznaczone wartosci
stalych szybkosci proceséw wygaszania fluorescencji zwigzkow 1MeFR 1 3MeFR w
dichlorometanie w obecno$ci wzrastajagcego stezenia kwasu octowego oraz state Sterna -
Volmera z pomiaréw stacjonarnych i czasowo - rozdzielczych pozostaja w dobrej wzajemnej
korelacji. Rzad wielko$ci statych szybkosci procesow wygaszania wskazuje, iz proces jest

kontrolowany przez dyfuzje.
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4.5. Widma synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej (SSF) oraz
calkowitej fluorescencji flawin

Zalety wykorzystania widm synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej (SSF), ktoére
omowiono w czesci literaturowej, do ktorych zalicza si¢ zwigkszong czutos$¢ i1 selektywnosc
w porownaniu do klasycznych widm fluorescencji oraz widm wzbudzenia, zostaly
zobrazowane w badaniach mieszanin sktadajacych si¢ z wybranych pochodnych flawin i 5-
deazaflawin. W pierwszym etapie przedstawiono widma czystych sktadnikow (lumichrom,
lumiflawina oraz 5-deazaalloksazyna), nastgpnie z wykorzystaniem tych czasteczek
sporzadzon0 mieszaniny: 5-deazaalloksazyny z lumichromem (dwusktadnikowa) oraz w
koncowym etapie, poprzez dodatek lumiflawiny, otrzymano mieszaning trojsktadnikowa.
Uzupelnieniem widm absorpcji, emisji, wzbudzenia oraz w szczegolnosci synchronicznych

staty si¢ widma catkowitej fluorescencji.

4.5.1. Lumichrom, lumiflawina, 5-deazaalloksazyna

Rysunek 91A zawiera zestawienia widm: absorpcji, wzbudzenia (Aem = 470 nm),
emisji (Aexc= 360 nm) oraz synchroniczne (AL = 10 nm, 20 nm, 30 nm i 40 nm) dla LChr w
ACN. Na Rysunku 91B zawarto dane dla LFI w ACN, odpowiednio: widmo absorpcji,
wzbudzenia (Aem = 550 nm), emisji (Aexc= 400 Nm) oraz synchroniczne (AA = 10 nm, 20 nm,
30 nm i 40 nm), natomiast na Rysunku 91C przedstawiono: widmo absorpcji, wzbudzenia
(Aem = 450 nm), emisji (Aexe= 330 nm) oraz synchroniczne (AX = 10 nm, 20 nm, 30 nm |
40 nm) dla 5DAIl w ACN. Widma wzbudzenia poréwnane z widmami absorpcji wskazujg na
dobra zgodno$¢ praktycznie w calym zakresie spektralnym. W widmach emisji, cecha
wspolng wszystkich trzech zwigzkéw jest obecnos$¢ jednego pasma, ktorych maksima sg
zlokalizowane odpowiednio przy 443 nm (LChr), 521 nm (LFI) oraz 406 nm (5DAII).
Kolejnym faktem, ktory potwierdza, iz w kazdym przypadku mamy do czynienia z prostym
uktadem, w ktérym indywiduum absorbujace promieniowanie jest jednoczes$nie tym samym,
ktore fluoryzuje, sa zarejestrowane widma SSF (Rysunek 91) zarejestrowane przy roznych
wartos$ciach AA. Niezaleznie od zastosowanego AA, w kazdym przypadku obserwuje si¢ jedno
pasmo. Do dalszych celow analitycznych zostaly wybrane widma SSF LChr, LFI i 5DAII

zarejestrowane przy Ax = 20 nm.
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Rysunek 91. Widmo absorpcji, emisji [Aex. = 360 nm (A), 400 nm (B), 330 nm (C)], wzbudzenia [Aem
=470 nm (A), 550 nm (B), 450 nm (C)] oraz synchroniczne (AA = 10 nm, 20 nm, 30 nm oraz 40 nm)
dla lumichromu (A), lumiflawiny (B) oraz 5-deazaalloksazyny (C) w acetonitrylu

Rysunki: 92, 93 i 94 przedstawiaja widma catkowitej fluorescencji zarejestrowane
odpowiednio dla LChr, LFI i 5DAIl w ACN. Catkowita fluorescencja dla LChr w ACN jest
skoncentrowana pomiedzy 410 nm a 525 nm w skali emisji z maksimum zlokalizowanym
przy okoto 440 nm. Ksztalty wyznaczonych widm: emisji (Aexe = 380 Nm) oraz wzbudzenia
(Aem = 440 nm) z widma catkowitej fluorescencji sg praktycznie jednakowe w porownaniu do
danych przedstawionych na Rysunku 91A. Z kolei dla LFI w ACN stwierdzono, iz
fluorescencja tej czasteczki zlokalizowana jest pomiedzy 460 nm a 625 nm z maksimum
potozonym przy okoto 525 nm. Wyznaczono, z widma catkowitej fluorescencji, odpowiednio
punktowe widma: emisji (Aexc = 380 nm) oraz wzbudzenia (Aem = 440 nm), ktére odpowiadajg
ksztaltem danym przedstawionym dla lumiflawiny na Rysunku 91B. Podobne rezultaty

otrzymano dla 5DAIl w ACN, mianowicie wyznaczone punktowo z widma calkowitej
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fluorescencji, widma emisji (Aexc = 350 nm) oraz wzbudzenia (Aem = 400 nm) odpowiadaja
ksztaltem oraz usytuowaniem maksimum danym dla 5DAIl z Rysunku 91C. W tym
przypadku catkowita fluorescencja koncentruje si¢ pomiedzy 375 nm a 475 nm z maksimum
zlokalizowanym przy okoto 410 nm. Bez watpienia, zaletg prezentowanych widm catkowitej
fluorescencji jest mozliwo$¢ utworzenia z nich swego rodzaju "odcisku palca" dla kazdej
fluoryzujacej czasteczki obecnej, na przyktad w uktadach biologicznych, gtéwnie ze wzgledu
na mnogo$¢ informacji zwigzanych z charakterem intensywnosci emisji wzgledem
zastosowane] dlugosci fali wzbudzenia oraz okresleniu charakterystycznych obszaréw

fluorescencji dla danej czasteczki.
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Rysunek 92. Widmo catkowitej fluorescencji lumichromu w acetonitrylu. Na gérnym panelu
przedstawiono widmo emisji wyznaczone przy Ae. = 380 nm natomiast na bocznym panelu widmo
wzbudzenia przy Aem = 440 nm
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Rysunek 93. Widmo catkowitej fluorescencji lumiflawiny w acetonitrylu. Na goérnym panelu
przedstawiono widmo emisji wyznaczone przy Ae = 440 nm natomiast na bocznym panelu widmo
wzbudzenia przy Aem = 520 nm
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Rysunek 94. Widmo catkowitej fluorescencji 5-deazaalloksazyny w acetonitrylu. Na gornym panelu
przedstawiono widmo emisji wyznaczone przy Aexc = 350 nm natomiast na bocznym panelu widmo
wzbudzenia przy Aem= 400 nm

4.5.2. Mieszanina dwusktadnikowa: 5-deazaalloksazyna i lumichrom

W kolejnym etapie zostata sporzadzona mieszanina dwusktadnikowa skladajaca si¢ z
czasteczek, ktore wykazuja absorpcje oraz fluorescencj¢ w stosunkowo zblizonym obszarze,

mianowicie zastosowano lumichrom oraz 5-deazaalloksazyne. Na Rysunku 95
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przedstawiono widmo absorpcji, emisji (Aexe = 350 Nm) i synchroniczne AL = 20 nm dla
sporzadzone] mieszaniny dwusktadnikowej LChr 1 5DAIl. W tym przypadku, widmo
absorpcji stanowi zlozenie absorpcji obydwu substancji. W widmie emisji sporzadzonej
mieszaniny dwusktadnikowej (Aexe= 350 Nm) obserwuje si¢ powstanie jednego, szerokiego
pasma, ktorego maksimum zlokalizowane jest przy 420 nm. W tym przypadku, pod szerokim
pasmem emisji ukryte sa fluorescencje dwoch roéznych czasteczek, jednakze pomimo
zastosowania roznych dlugosci fali promieniowania wzbudzajacego rejestracja tradycyjnych
widm emisji nie pozwala na jednoznaczng identyfikacje dwoch niezaleznych czasteczek, ze
wzgledu na fakt, iz emitujg one promieniowanie w bardzo podobnym zakresie (LChr -
443 nm, Rysunek 91A; 5DAIl - 406 nm, Rysunek 91C). W tym momencie niezbednym
okazuje si¢ zastosowanie synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej, bowiem w widmie
SSF (Rysunek 95) obserwuje si¢ obecno$¢ dwoch pasm, ktorych maksima zlokalizowane sg
przy 387 nm oraz 421 nm. Ze wzgledu na polozenie i szeroko$¢ spektralng widm, do celow
analitycznych zastosowano AL = 20 nm. Porownujgc te dane z informacjami przedstawionymi
na Rysunku 91A oraz 91C mozna jednoznacznie stwierdzi¢, iz pasmo krotkofalowe pochodzi
od 5DAII, natomiast dtugofalowe od LChr.
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Rysunek 95. Widmo absorpcji, emisji (Ae. = 350 nm) oraz synchroniczne (AL = 20 nm) dla
mieszaniny: lumichrom i 5-deazaalloksazyna (A).

Szereg bardzo interesujacych informacji niesie ze sobg réwniez rejestracja widma catkowitej
fluorescencji (Rysunek 96). W tym przypadku catkowita fluorescencja jest skoncentrowana
pomiedzy 375 nm a 500 nm z maksimum przy okoto 425 nm. Rejestracja punktowych widm

emisji (Aexc = 380 nm (A) oraz 350 nm (B) oddaje doktadnie ten sam ksztalt oraz usytuowanie



213|Omoéwienie wynikdw badan wltasnych

maksimum emisji w porownaniu do danych przedstawionych na Rysunku 95. Ciekawym
wydaje si¢ spojrzenie na wyznaczone widma wzbudzenia Aem = 440 nm (A) oraz 400 nm (B).
W obydwu przypadkach, ksztatt widm wzbudzenia oraz usytuowanie maksimow jest trudne

do jednoznacznej interpretacji od ktorego ze sktadnikow one pochodza.
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Rysunek 96. Widmo catkowitej fluorescencji mieszaniny 5-deazaalloksazyny i lumichromu w
acetonitrylu. Na gornych panelach przedstawiono widma emisji wyznaczone przy Aexc = 380 nm (A)
oraz 350 nm (B) natomiast na bocznych panelach widma wzbudzenia wyznaczone przy Aem = 440 nm
(A) oraz 400 nm (B)
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4.5.3. Mieszanina tréjsktadnikowa: lumichrom, 5-deazaalloksazyna i lumiflawina

W ostatnim etapie zostala sporzadzona mieszanina trojsktadnikowa, ktora powstata poprzez
uzupehnienie uprzednio badanej mieszaniny dwusktadnikowej o dodatkowy zwigzek -
lumiflawing. Lumiflawina, jako przedstawiciel izoalloksazyn wykazuje wyraznie
batochromowo przesuni¢ta absorpcj¢ oraz emisje w stosunku do lumichromu oraz 5-
deazaalloksazyny. Na Rysunku 97 przedstawiono widma: absorpcji, emisji (Aexc = 350 nm)

oraz synchroniczne (AL =20 nm) badanej mieszaniny trojsktadnikowej w ACN.
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Rysunek 97. Widmo absorpcji, emisji (Aee = 350 nm) oraz synchroniczne (AL = 20 nm) dla
mieszaniny: lumichrom, 5-deazaalloksazyna i lumiflawina w acetonitrylu

W widmie absorpcji mozna wyrdzni¢ intensywne pasmo z maksimum przy okoto 350 nm,
ktore odpowiada za ztozenie absorpcji LChr i 5DAII oraz absorpcji LFI do wyzszych stanow
singletowych. Dodatkowo, odnotowuje si¢ pasmo przy okoto 450 nm, ktore bylo nieobecne w
mieszaninie dwusktadnikowej, a ktore odpowiada za dtugofalowa absorpcje LFI. W widmie
emisji obecne sg dwa pasma, ktérych maksima sg zlokalizowane odpowiednio przy 420 nm
oraz 521 nm. Pasmo emisji z maksimum przy okolo 420 nm odpowiada za zlozenie
fluorescencji 5All oraz LChr, natomiast dlugofalowe pasmo odpowiada emisji LFI.
Uwzgledniajac przedstawione dane z widm absorpcji 1 emisji mieszaniny nie mozna
jednoznacznie okresli¢ jej sktadu. Jednoznaczny i dokladny obraz dotyczacy sktadu
mieszaniny przynosi synchroniczna spektroskopia fluorescencyjna. Stosujac AL = 20 nm
obserwujemy obecnos¢ trzech maksimow, odpowiednio przy 495 nm (LFI), 420 nm (LChr)
oraz 386 nm (5DAIl). Przytoczone wartosci maksimoéw obecnych w  widmach

synchronicznych s3 zgodne z danymi przedstawionymi na Rysunku 91 dla odpowiednich
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czystych sktadnikow niebedacych w mieszanie. Interesujace informacje przynosi roéwniez

analiza widm catkowitej fluorescencji (Rysunek 98).
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Rysunek 98. Widmo catkowitej fluorescencji mieszaniny 5-deazaalloksazyny, lumichromu i
lumiflawiny w acetonitrylu. Na gornych panelach przedstawiono widma emisji wyznaczone przy Aeyc =
350 nm (A) oraz 440 nm (B) natomiast na bocznych panelach widma wzbudzenia wyznaczone przy
Xem= 400 nm (A) oraz 520 nm (B)

W przypadku omawianej mieszaniny trdjsktadnikowej, w widmie calkowitej fluorescencji
mozna wyr6ézni¢ dwa obszary fluorescencji, ktore sa skoncentrowane pomigdzy 375 nm a

450 nm oraz 480 nm a 625 nm. Z widma catkowitej fluorescencji Wyznaczono punktowo

widma emisji (Aexc = 350 nm (A) oraz 440 nm (B) oraz widma wzbudzenia Aem = 400 nm (A)
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oraz 520 nm (B). Widmo emisji wyznaczone przy Aexc = 350 nm odzwierciedla dane
przedstawione na Rysunku 97, natomiast wykreslone przy Aexc = 440 nm wskazuje na
obecno$¢ jednej formy z maksimum fluorescencji przy okoto 520 nm. W tym momencie
zastosowanie bardziej dlugofalowego promieniowania wzbudzajacego powoduje, iz
otrzymujemy widmo fluorescencji wytacznie pochodzace od LFIl. Podobne zalezno$ci mozna
wywnioskowaé analizujac wyznaczone punktowo widma wzbudzenia. Widmo wzbudzenia
wyznaczone przy Aem = 520 nm odzwierciedla praktycznie doktadnie dane przedstawione dla
lumiflawiny w acetonitrylu na Rysunku 91B, natomiast zastosowanie Aem = 400 nm obrazuje,
iz sktad mieszaniny w tym punkcie jest ztozony, ksztalt widma nie odzwierciedla zadnego z
czystych sktadnikéw, ktore tworzg mieszaning.

Spektroskopia absorpcyjno-emisyjna stanowi bardzo uzyteczng technike badawczg, ktora
pozwala migdzy innymi na badanie struktur elektronowych czasteczek w réznych stanach
elektronowych jak rowniez rownowag reakcji ustalajacych si¢ pomiedzy réznymi formami,
jednak nie w kazdym przypadku jest narzedziem, ktore w petni okresla sktad mieszaniny lub
definiuje zachodzace w ukladzie procesy, zwlaszcza gdy dane sktadniki wykazuja
fluorescencje w bardzo zblizonych obszarach spektralnych. Uzytecznym uzupelieniem jest
synchroniczna spektroskopia fluorescencyjna oraz widma catkowitej fluorescencji. Ze
wzgledu na podwyzszong czutos$¢ 1 selektywnos$¢ w stosunku do tradycyjnych widm emis;ji,
widma SSF pozwalaja na charakterystyke ukladow, w ktérych obecne sa rézne formy
emitujgce promieniowanie, a ktore nie w kazdej sytuacji moga by¢ jednoznacznie

zidentyfikowane za pomocg klasycznych pomiaréw absorpcyjno-emisyjnych.
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4.6. Procesy fotosensybilizowanego tworzenia tlenu singletowego przez 5-
deazaalloksazyny

Z przeprowadzonych wcze$niej badan wynika, iz pochodne flawin, wliczajac izo- |
alloksazyny sa interesujacymi i wydajnymi sensybilizatorami tlenu singletowego. Ponadto
udowodniono, iz 5-deazaryboflawina jest dobrym sensybilizatorem tlenu singletowego,
chociaz wydajno$¢ generowania tlenu singletowego (®,) przez tg czgsteczk¢ w pordwnaniu
do ryboflawiny jest nizsza - odpowiednie warto$ci wynosza: 0.33 (5-deazaryboflawina) (62)
oraz 0.51 (ryboflawina) (61), dla metanolu. Jednakze w wielu przypadkach okazuje si¢, ze
pochodne izo- i alloksazynowe sg jeszcze lepszymi sensybilizatorami tlenu singletowego w
porownaniu do ryboflawiny. Dla lumichromu i lumiflawiny w metanolu oznaczono wartosci
®,, odpowiednio: 0.85 oraz 0.48. Nie bez znaczenia pozostaje rodzaj rozpuszczalnika
zastosowanego do badan - zmiana jego charakteru i polarnosci istotnie wptywa na warto$é
wydajnosci generowania tlenu singletowego oraz czas zycia tej reaktywnej formy tlenu (ta).
Zgodnie z przedstawionymi danymi, wydaje si¢ interesujacym sprawdzenie i odpowiedz na
pytanie, czy pochodne 5-deazaalloksazyny sa rowniez dobrymi sensybilizatorami tlenu
singletowego oraz w jaki sposob rozpuszczalnik modyfikuje zdolno$¢ do wytwarzania tlenu
singletowego przez rozne pochodne 5-deazaalloksazyny oraz 10-etylo-5-deazaizoalloksazyne.
W  badaniach procesow sensybilizowanego generowania tlenu singletowego zostata
zastosowana metoda spektroskopowa oparta na charakterystycznej emisji tlenu singletowego,
ktorej maksimum znajduje si¢ przy okoto 1270 nm. Ten region spektralny jest wysoce
specyficzny, poniewaz wigze si¢ z fosforescencjg, w ktorej tlen ze swojego stanu
wzbudzonego (singletowego) przechodzi do stanu podstawowego (trypletowego). Zwykle,
zgodnie z danymi literaturowymi, te stany sg oznaczane odpowiednio przez nastepujace
symbole: 1Ag oraz 329'. Stad omawiany proces fosforescencji mozna opisa¢ nastepujaco: O,

(1Ag) — O3 (329'). W czasie rejestracji widm stacjonarnych stosowanym zrédtem wzbudzenia

byta lampa ksenonowa, natomiast w celu rejestracji zanikow fosforescencji przy Aem

1270 nm zastosowano diody typu SpectraLED z punktowym Zrédlem wzbudzenia (Aexc
371 nm lub 394 nm). W badaniach wykorzystywano roztwory znajdujace si¢ w rownowadze z
powietrzem, w ktorych warto$¢ stezenie tlenu bylo typowe dla danego rozpuszczalnika.
Zgodnie z danymi przedstawionymi w podrozdziale 4.6.1., intensywno$¢ emisji tlenu
singletowego wzrasta wraz ze zwigkszeniem stezenia sensybilizatora. Dodatkowo, zmierzone

zaniki fosforescencji przy Aem = 1270 nm moga by¢ opisane w zadowalajagcym stopniu przy
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uzyciu funkcji monoeksponencjalnej, natomiast uzyskane wartosci czasow zycia s3
charakterystyczne dla tlenu singletowego w danym rozpuszczalniku zastosowanym do badan.
W zwiagzku z przytoczonymi argumentami, mozna postulowaé, iz obserwowana emisja przy
Xem = 1270 nm rzeczywiscie pochodzi od tlenu singletowego, natomiast pochodne 5DAII
dziataja jako sensybilizatory tlenu singletowego.

Z przytoczonych danych we wstepie literaturowym dotyczacych generowania tlenu
singletowego w roztworach wynika, iz formowanie tlenu singletowego moze odbywac si¢ na
drodze wygaszania najnizszego wzbudzonego stanu singletowego oraz najnizszego
wzbudzonego stanu trypletowego sensybilizatora. Bioragc pod uwage czasy zycia fluorescencji
(kilka lub kilkana$cie ns) oraz wyznaczone z widm absorpcji przej§ciowej czasy zycia stanu
trypletowego (kilkanascie lub kilkadziesigt ps) mozna postulowaé, iz tlen singletowy
powstaje na drodze wygaszania stanu trypletowego pochodnych 5DAII. Ze wzgledu na
stosunkowo krotki czas zycia stanu singletowego prawdopodobienstwo wygaszenia tego
stanu przez tlen jest raczej niewielkie.

W podrozdziale 4.6.1 zawarto wartosci wydajnosci generowania tlenu singletowego dla
pochodnych  5-deazaalloksazyny =~ w  roznych  rozpuszczalnikach  organicznych.
Zaprezentowane wartosci ®, zostaly wyznaczone w oparciu o pomiary widm stacjonarnych,
natomiast uzupehlnieniem sg dane pochodzace z pomiarow czasowo-rozdzielczych. W
podrozdziale 4.6.2. zostaty przedstawione informacje dotyczace zdolnosci generowania tlenu
singletowego przez 5DAII oraz 13Me-5DAIl w wodzie deuterowanej. Wybor tych czasteczek
jest zwigzany z dyskutowanymi kolejnym rozdziale réwnowagami kwasowo-zasadowymi
ustalajagcymi si¢ dla tych czasteczek w réznych warunkach pH. Niestety, ze wzgledu na
stosunkowo niskie intensywnosci obserwowanej emisji oraz brak mozliwosci uzyskania
poprawnych rezultatdow badan czasowo-rozdzielczych w stosowanym uktadzie pomiarowym
dla zwyklej wody, w zastgpstwie uzyto wod¢ deuterowang. W podrozdziale 4.6.3.
zaprezentowano wyniki badah czasowo-rozdzielczych zwigzanych =z pomiarami
charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego przy Aem = 1270 nm generowanego przez

pochodne 5DAII w wybranych rozpuszczalnikach organicznych.

4.6.1. Wydajnosci kwantowe fotosensybilizowanego tworzenia tlenu singletowego w
rozpuszczalnikach organicznych

W Tabeli 43 przedstawiono warto$ci wydajnosci generowania tlenu singletowego (®,) przez
S5DAII, 8Me-5DAIl, 9Me-5DAIl, 13Me-5DAII, 138Me-5DAII, 139Me-5DAIl oraz 10Et-
5DIzoAll w wybranych rozpuszczalnikach organicznych (ACN, MeOH oraz DCM).
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Tabela 43. Wydajnosci kwantowe fotosensybilizowanego tworzenia tlenu singletowego (®,) przez
5DAIl, 8Me-5DAIl, 9Me-5DAII, 13Me-5DAII, 138Me-5DAII, 139Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll w
acetonitrylu, metanolu oraz dichlorometanie. Wartosci ®, wyznaczono korzystajac z metody
jednopunktowej oraz zanikow fosforescencji przy Aem = 1270 nm a takze korzystajac z metody
gradientowej (wybrane przypadki). W kazdym przypadku zastosowano jako standard perinaftenon w
tym samym rozpuszczalniku

Rozpuszczalnik Zwigzek ] ® q)_A (DA_
(jednopkt) (gradient) (zanik)

5DAII 0.68 0.74 0.69

8Me-5DAIl 0.64 - 0.62

9Me-5DAII 0.73 - 0.68

ACN 13Me-5DAlI 0.70 - 0.75

138Me-5DAII 0.78 - 0.83

139Me-5DAIl 0.80 - 0.84

10Et-5DIzoAll 0.22 0.25 0.29

5DAII 0.76 0.81 0.79

8Me-5DAII 0.63 - 0.72

9Me-5DAII 0.61 - 0.67

MeOH 13Me-5DAII 0.69 - 0.75

138Me-5DAI 0.71 - 0.75

139Me-5DAI 0.68 - 0.74

10Et-5DIzoAll 0.17 - 0.23

5DAII 0.64 0.69 0.72

8Me-5DAII 0.83 - 0.79

9Me-5DAII 0.69 - 0.73

DCM 13Me-5DAII 0.74 - 0.69

138Me-5DAI 0.72 - 0.77

139Me-5DAII 0.75 - 0.81

10Et-5DIzoAll 0.28 0.25 0.31

Odpowiednie warto$ci @, zostaty wyznaczone na trzy rézne sposoby, wliczajac w to: metode
jednopunktowa, gradientowa (z pomiarow stacjonarnych) oraz zanikow fosforescencji przy
hem = 1270 nm (pomiary czasowo-rozdzielcze). W kazdym przypadku stosowano standard:
perinaftenon, w tym samym rozpuszczalniku, ktory zostal uzyty dla danej pochodnej. Jak
wspomniano wczesniej, wartos¢ d, dla perinaftenonu (Per) wynosi 0.95 = 0.05 niezaleznie od

zastosowanego rozpuszczalnika (175). Szczegblowy sposdéb wyznaczania wydajnosci



220|Omoéwienie wynikdéw badan wltasnych

generowania tlenu singletowego przez pochodne 5DAIl za pomoca trzech wspomnianych
metod zostal zawarty w podrozdziale 3.4.4. Z przedstawionych danych w Tabeli 43 wynika,
iz SDAIl i jej wszystkie metylowe pochodne sg dobrymi sensybilizatorami tlenu
singletowego, niezaleznie od zastosowanego rozpuszczalnika. Zdecydowanie nizsze warto$ci
®, zostaly odnotowane dla 10Et-5DIzoAll, w tych samych rozpuszczalnikach. Nalezy
nadmieni¢, iz niezaleznie od zastosowanego podej$cia do wyznaczenia wartosci @, (z widm
stacjonarnych metodg jednopunktowg lub gradientowa oraz z zanikdw czasowo-
rozdzielczych) uzyskane wartosci dla tej samej czasteczki w tym samym rozpuszczalniku sg
zblizone 1 mieszczg si¢ w granicach btedu pomiarowego dla danej metody. Dla przyktadu, w
przypadku 5DAIl uzyskano nastgpujace wartosci  wydajno$ci  generowania tlenu
singletowego: 0.76 (metoda jednopunktowa z widm stacjonarnych), 0.81 (metoda
gradientowa z widm stacjonarnych) oraz 0.79 (z zanikdw czasowo-rozdzielczych).
Generalnie, zmiana charakteru i polarnosci rozpuszczalnika jedynie nieznacznie modyfikuje
zdolnos¢ do generowania tlenu singletowego przez pochodne 5DAII. Jednakze, porownujac
wartosci @, w dwoch skrajnie roznych rozpuszczalnikach, mianowicie - DCM i MeOH -
mozna zauwazy¢ nieznaczne podwyzszenie wartosci @, wyliczonych dla pochodnych 5DAII
na korzy§¢ DCM w poréwnaniu z MeOH, z wyjatkiem 5DAII, dla ktorej wszystkie trzy
sposoby wyznaczania @, pokazuja lepszg zdolnos¢ do generowania tlenu singletowego w
MeOH. Z kolei wartosci @, w ACN sa zblizone do danych uzyskanych w DCM. Pewna
trudno$¢ przynosi okreslenie trendu dotyczacego wptywu obecnosci (lub jej braku) grupy
metylowej w pierscieniu 5-deazaalloksazynowym na zdolno$¢ do generowania tlenu
singletowego. Trudnos¢ wynika gléwnie z faktu, iz zastosowane do badan rozpuszczalniki
wykazujg rézng tendencj¢ zwigzang z obnizaniem lub zwigckszaniem wartosci @, dla
pochodnych metylowych w porownaniu do niepodstawionej SDAII. Dla przyktadu, w ACN
oraz DCM mozna stwierdzi¢, iz dodatek grupy metylowej powoduje podwyzszenie wartosci
®, w porownaniu do niepostawionej SDAIl (z wyjatkiem 8Me-5DAIl w ACN, dla ktorej
zaobserwowano obnizenie). Z kolei w MeOH mozna stwierdzi¢, iz zdolno$¢ do generowania
tlenu singletowego obniza si¢ dla metylowych pochodnych w poréwnaniu do niepodstawione;j
SDAIl. Wydaje si¢, iz nie ma bezposredniej korelacji pomigdzy usytuowaniem grupy
metylowej w pierscieniu 5-deazaalloksazynowym, a obnizeniem (lub podwyzszeniem)
zdolnosci do generowania tlenu singletowego. Jak juz wspomniano wczesniej, zdecydowanie
gorszym sensybilizatorem tlenu singletowego jest 10Et-5D1zoAll. Warto$ci @, w poréwnaniu
do pochodnych 5DAIl sa prawie trzykrotnie nizsze w kazdym ze stosowanych

rozpuszczalnikow. W obecnosci tej czasteczki, tlen singletowy byt generowany najstabiej w
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MeOH, natomiast najwyzsze warto$ci odnotowano w DCM (Tabela 43). Ponizej zostaly
przedstawione wybrane dane eksperymentalne, ktore byly wykorzystywane do wyznaczenia
wartoSci  wydajnosci  generowania tlenu singletowego przez pochodne 5DAIl z
wykorzystaniem widm stacjonarnych w podej$ciu jednopunktowym oraz gradientowym. Na
Rysunku 99 przedstawiono widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego
(Amax = 1270 nm) dla 5DAIl i Per w DCM (Aexe = 350 nm) oraz skonstruowany wykres
zaleznosci absorbancji przy dlugosci fali promieniowania wzbudzajacego od pola

powierzchni pod widmem emisji tlenu singletowego dla 5DAII oraz standardu: Per w DCM.
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Rysunek 99. Widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego (Amax = 1270 nm) dla SDAII
(A) i Per (B) w DCM (Aexe = 350 nm) [metoda gradientowa]; wykres zaleznosci absorbancji od pola
powierzchni pod widmem charakterystycznej emisji tlenu singletowego dla (5DAIl) w
dichlorometanie oraz standardu: Per w DCM (C).

Z kolei Rysunek 100 przedstawia podobne dane dotyczace SDAIl oraz Per w ACN. Z kolei
na Rysunkach 101 i 102 przedstawiono kolejno wykresy zalezno$ci absorbancji przy

dlugosci fali promieniowania wzbudzajacego od pola powierzchni pod widmem
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charakterystycznej emisji tlenu singletowego dla 5DAII i Per w MeOH, 10Et-5DIzoAll i Per
w ACN, 10Et-5DIzoAll i Per w DCM. Warto podkreslié, iz praktycznie w kazdym przypadku
mozna zauwazy¢ liniowa zalezno$¢ pomiedzy absorbancjg przy dtugosci fali promieniowania
wzbudzajacego a polem powierzchni pod widmem charakterystycznej fosforescencji tlenu
singletowego, ktora jest posrednim dowodem migdzy innymi braku wygaszania tlenu
singletowego przez czasteczki pochodnych SDAIl znajdujacych si¢ w stanie podstawowym. O
braku istnienia tego procesu informujg roéwniez przeprowadzone badania czasowo-rozdzielcze

przedstawione w podrodziale 4.6.3.
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Rysunek 100. Widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego (Amax = 1270 nm) dla
5DAII (A) i Per (B) w ACN (hexe = 350 nm) [metoda gradientowa]; wykres zaleznosci absorbancji od
pola powierzchni pod widmem charakterystycznej emisji tlenu singletowego dla 5DAIl w ACN oraz
standardu: Per w ACN (C).
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Rysunek 101. Wykres zalezno$ci absorbancji od pola powierzchni pod widmem charakterystycznej
emisji tlenu singletowego dla 5DAIl w MeOH oraz standardu: Per w MeOH.
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Rysunek 102. Wykres zaleznos$ci absorbancji od pola powierzchni pod widmem charakterystycznej
emisji tlenu singletowego dla 10Et-5DI1zoAll w ACN oraz standardu: Per w ACN (A) oraz wykres
zalezno$ci absorbancji od pola powierzchni pod widmem emisji tlenu singletowego dla 10Et-5DIzoAll
w DCM oraz standardu: Per w DCM (B).
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Z kolei na ponizszych rysunkach przedstawiono wybrane dane, ktére umozliwily
wyznaczenie wydajnosci  generowania tlenu singletowego przy uzyciu metody
jednopunktowej z widm stacjonarnych. W kazdym przypadku przygotowane roztwory
badanej pochodnej SDAII i Per posiadaty bardzo zblizong absorbancje przy dlugosci fali
promieniowania wzbudzajacego (+ 0.005). Kolejno, Rysunki 103-105 przedstawiajg widma
charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego dla S5DAII i Per, 8Me-5DAIIl i Per oraz
10Et-5DIzoAll i Per w dichlorometanie.
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Rysunek 103. Widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego (Amax = 1270 nm) dla 5-
deazaalloksazyny i perinaftenonu w dichlorometanie (Aexe = 350 nm) [metoda jednopunktowa]
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Rysunek 104. Widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego (Amax = 1270 nm) dla 8-
metylo-5-deazaalloksazyny i perinaftenonu w dichlorometanie (Aee = 350 nm) [metoda
jednopunktowa]
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Rysunek 105. Widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego (Amax = 1270 nm) dla 10-
etylo-5-deazaizoalloksazyny i perinaftenonu w dichlorometanie (Ae, = 370 nm) [metoda
jednopunktowa]

4.6.2. Czasowo-rozdzielcza fosforescencja tlenu singletowego w rozpuszczalnikach
organicznych

W Tabeli 44 przedstawiono czasy zaniku tlenu singletowego zmierzone dla réznych
pochodnych 5DAIl, wliczajac w to: SDAIL, 8Me-5DAIl, 9Me-5DAIl, 13Me-5DAIl, 138Me-
5DAII, 139Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll w wybranych rozpuszczalnikach organicznych
(acetonitryl, metanol, dichlorometan). Zaniki zmierzone przy Aexc = 371 nm i Aem = 1270 nm w
zadowalajacy sposob opisuje funkcja monoeksponencjalna. Wyznaczone czasy zycia sg
typowe dla tlenu singletowego w ACN, MeOH i DCM. W przypadku tlenu singletowego
generowanego przez SDAII i jej metylowe pochodne w ACN warto$ci mieszg si¢ w zakresie
78-81 us. Podobng tendencje stwierdzono w przypadku tlenu singletowego generowanego
przez 5DAII i jej metylowe pochodne w DCM - tutaj wartosci zmieniajg si¢ od 87 ps do
89 us. Z kolei w metanolu warto$§¢ czasu zycia jest praktycznie niezalezna od struktury

pochodnej - odnotowano wartosci ta 10 us oraz 11 ps.
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Tabela 44. Czasy zaniku tlenu singletowego (T, / us) zmierzone przy Aexc = 371 NM 0raz Aem =
1270 nm dla 5DAIl, 8Me-5DAIl, 9Me-5DAIl, 13Me-5DAIl, 138Me-5DAII, 139Me-5DAIl oraz 10Et-
5DIzoAll w acetonitrylu, metanolu oraz dichlorometanie

) Me- 9Me- 13Me- 138Me- 139Me- 10Et-
Rozpuszczalnik | 5DAII
5DAII 5DAII 5DAII S5DAII S5DAII 5DIzoAll
ACN 81 80 80 81 79 79 78
MeOH 11 10 11 10 10 11 11
DCM 88 89 87 88 87 88 87

W celu sprawdzenia stabilnosci badanych pochodnych w trakcie pomiaréw czasowo-
rozdzielczych, zbadania wptywu ilosci skumulowanych impulséw przed pomiarem zaniku
fosforescencji tlenu singletowego, przeprowadzono kilka specyficznych, przedstawionych
ponizej pomiaréw. Na Rysunku 106 przedstawiono pomiary zanikoéw tlenu singletowego

generowanego przez 5DAIl w ACN obserwowane przy texc = 371 nm oraz Aem = 1270 nm.

A B
—— 5DAII, ACN, 300 s, 8000 pulses —— 5DAIl, ACN, 300 s, 1000 pulses
' —8lys —8Lus
—— Per, ACN, 300 s, 8000 pulses i —— Per, ACN, 300 s, 1000 pulses
h ——81lus —8lus

Zliczenia
Zliczenia
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Rysunek 106. Pomiary zanikow tlenu singletowego (Aexe = 371 nM, Ae, = 1270 nm) generowanego
przez 5DAIl w acetonitrylu, w pomiarach zastosowano standard - Per w acetonitrylu. A - liczba
skumulowanych impluséw: 8000, czas pomiaru: 300 sekund; B - liczba skumulowanych impulsow:
1000, czas pomiaru: 300 sekund.

Jednocze$nie w pomiarach zastosowano roztwor perinaftenonu o jednakowej warto$ci
absorbancji przy dlugosci fali promieniowania wzbudzajacego w poréwnaniu do SDALIL.
Zanik charakterystycznej emisji tlenu singletowego byt prowadzony przez 300 sekund.
Zarejestrowane zaniki umozliwily wyznaczenie czasu zycia tlenu singletowego
generowanego przez 5DAIl oraz Per w ACN - w kazdym przypadku wyznaczona warto$¢ 1, =
81us. Dodatkowo, zarejestrowane zaniki emisji tlenu singletowego postuzyty do wyznaczenia

wartosci  wydajnosci  generowania tlenu singletowego. W obydwu eksperymentach
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wyznaczona warto$¢ @, dla SDAIl w odniesieniu do Per w ACN wynosi 0.70. Warto$¢ ta
bardzo dobrze koreluje z wyznaczong w pomiarach stacjonarnych. Ponadto, ilos¢
skumulowanych impulsow przed pomiarem zaniku emisji tlenu singletowego nie wptywa na
wydajnos¢ generowania tlenu singletowego przez 5DAIl w ACN. W kolejnym
eksperymencie, dla 10Et-5DIzoAll w ACN, zbadano wplyw czasu rejestracji zaniku emisji
tlenu singletowego oraz ilo$ci zbieranych zliczen na warto$¢ wydajnosci generowania tlenu
singletowego przez ta czasteczke oraz czas zycia tlenu singletowego generowanego w
obecnosci 10Et-5DIzoAll w ACN (Rysunek 107). Podobnie jak poprzednio, tutaj roéwniez
zastosowano jako standard Per w ACN. Z przedstawionych danych wynika, iz @, dla 10Et-
5DIzoAll w odniesieniu do Per w ACN wynosi 0.27, niezaleznie od ilosci zbieranych zliczen
oraz czasu trwania eksperymentu. Wyznaczona warto$¢ koreluje w zadowalajacym stopniu z
danymi otrzymanymi z pomiarow stacjonarnych. Podobnie, to = 78 us dla tlenu singletowego

generowanego przez 10Et-5DIzoAll w obydwu przypadkach.
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Rysunek 107. Pomiary zanikéw tlenu singletowego (Aexe = 371 nm, Ae,, = 1270 nm) generowanego
przez 10Et-5DIzoAll w ACN, w pomiarach zastosowano standard - Per w ACN. A - liczba
skumulowanych impluséw: 8000, 10 000 zliczen; B - liczba skumulowanych impulsow: 8000, czas
pomiaru: 300 sekund.

Rezultaty pomiarow czasowo-rozdzielczych dla 138Me-5DAIl w metanolu zostaly
przedstawione na Rysunku 108, zarejestrowane przy Aexc = 371 nm, Aem = 1270 nm. W tym
przypadku, stosujac kolejne rozcienczenia roztworu, w zmieniajacym si¢ przedziale
absorbancji, od 0.772 do 0.075, stwierdzono jedynie nieznaczne zmiany dtugos$ci czasu zycia
tlenu singletowego generowanego w obecno$ci tej molekuty - od 9.9 us do 10.4 us. W tej
sytuacji mozna twierdzi¢, iz nie nastgpuje proces wygaszania tlenu singletowego przez stan
podstawowy 138Me-5DAIl. Podobne rezultaty przedstawiono dla 5DAIl i Per w DCM
(Rysunek 109). W tym przypadku stezenie SDAIl zastosowane do kolejnych pomiarow
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zanikow tlenu singletowego miescitlo si¢ w przedziale stosowanym przy konstruowaniu
wykresu zalezno$ci absorbancji przy dhugosci fali promieniowania wzbudzajacego od pola
powierzchni pod widmem charakterystycznej emisji tlenu singletowego (Rysunek 99).
Podobnie jak w oméwionym powyzej przypadku, rowniez dla SDAIl w DCM, w stosowanym
zakresie stezen, nie zaobserwowano znacznych zmian w wartosci czasu zycia tlenu
singletowego generowanego przez ta molekute w DCM - zanotowano warto$ci w przedziale

od 87.1 us do 87.7 us (Rysunek 109).
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Rysunek 108. Pomiary zanikow tlenu singletowego (Aexe = 371 nm, Aemy = 1270 NmM) generowanego

przez 1,3,8-trimetylo-5-deazaalloksazyne w metanolu zarejestrowane przy roznych stezeniach 138Me-
5DAIL.
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Rysunek 109. Pomiary zanikoéw tlenu singletowego (Aexc = 371 nm, Aem = 1270 nm) generowanego
przez 5-deazaalloksazyne w dichlorometanie zarejestrowane przy roéznych stezeniach SDAIl (A) oraz
przez perinaftenon w dichlorometanie (B).
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4.6.3. Wydajnosci kwantowe fotosensybilizowanego tworzenia oraz czasowo-rozdzielcza
fosforescencja tlenu singletowego w wodzie deuterowanej

Uzupethieniem badan przedstawionych w dwoch poprzednich podrozdziatach dotyczacych
procesow generowania tlenu singletowego przez pochodne 5DAIl w rozpuszczalnikach
organicznych sa dane z pomiardw stacjonarnych oraz czasowo-rozdzielczych dotyczacych
tworzenia tlenu singletowego przez 5DAII i 13Me-5DAIl w wodzie deuterowanej (d-H,0).
Na Rysunku 110 przedstawiono widma charakterystycznej emisji tlenu singletowego dla
5DAIl oraz 13Me-5DAIl w d-H,O zestawione z widmem emisji tlenu singletowego dla
standardu - perinaftenonu w wodzie deutrowanej. We wszystkich przypadkach zastosowano
Aexe = 370 nm 1 wykorzystujac procedure metody jednopunktowej wyznaczone zostaly
wartosci @, dla tych pochodnych w wodzie deuterowanej, ktore zestawiono w Tabeli 45. Z
uzyskanych wartosci wynika, iz SDAIl (®, = 0.41) tworzy tlen singletowy na drodze
sensybilizacji nieco mniej wydajnie w poréwnaniu do 13Me-5DAIl (®, = 0.54), jednakze
poréwnanie z warto$ciami @, Wyznaczonymi w rozpuszczalnikach organicznych dla obydwu
czasteczek $wiadczy, iz proces generowania tlenu singletowego jest mniej wydajny w
uktadzie wodnym w porownaniu do wszystkich poprzednio stosowanych rozpuszczalnikow

organicznych (Tabela 43 oraz 45).
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Rysunek 110. Widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego (Amax = 1270 nm) dla 5-
deazaalloksazyny, 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny oraz perinaftenonu w wodzie deuterowanej (Aexc =
370 nm) [metoda jednopunktowa]
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Przeprowadzone badania czasowo-rozdzielcze przy zastosowaniu Aexc = 371 nm oraz Aem =
1270 nm dla 5DAII, 13Me-5DAII oraz Per w d-H,O w kazdym przypadku w zadowalajagcym
stopniu sg opisywane funkcja monoeksponencjalng, natomiast warto$¢ uzyskanego czasu
zycia jest charakterystyczna dla tlenu singletowego w wodzie deuterowanej (SDAIL: 69 us,
13Me-5DAIl oraz Per: 68 us) - Tabela 45. Przykladowy =zanik tlenu singletowego
generowanego w d-H,O przez 5DAIl i Per w wodzie deuterowanej zostal przedstawiony na
Rysunku 111.

Tabela 45. Wydajnosci generowania tlenu singletowego (®,) oraz czasy zaniku tlenu singletowego
(ta / us) zmierzone przy Aexc = 371 Nm oraz Aem = 1270 nm dla 5DAII oraz 13Me-5DAIl w wodzie
deuterowanej

D, To/ Us
5DAII 0.41 69
13Me-5DAll 0.54 68
10007 — 5DAIl, d-H,0
{ —— 69 s
—— Per, d-Hy0, 300 s
—— 67 us
8
c
©500
Q
N

W'”‘mlu I
01~ . J . ‘.Man.m‘\w‘mhuuhmn.m ww.nmm..m M,IHNUM‘W

0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
t/ ms

Rysunek 111. Pomiary zanikoéw tlenu singletowego (Aexc = 371 nm, A = 1270 nm) generowanego
przez SDAII oraz Per w wodzie deuterowanej.
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4.7. Rownowagi kwasowo - zasadowe 5-deazaalloksazyn

Okazuje si¢, iz podobnie jak dla pochodnych alloksazyn, zmiana warunkow pH wplywa
istotnie na szereg parametrow spektralnych i fotofizycznych 5-deazaalloksazyn. Zwigzane jest
to z tworzeniem roznych form strukturalnych, wliczajac w to formy kationowe, anionowe i
neutralne, pomig¢dzy ktorymi tworza sie roéwnowagi protolityczne. Wykorzystujac
miareczkowania alkacymetryczne i alkalimetryczne, jak rowniez rézne metody spektroskopii
stacjonarnej i czasowo-rozdzielczej przeprowadzono badania rownowag kwasowo-
zasadowych dla 5DAII oraz 13Me-5DAIl w szerokim zakresie pH. Wybor czasteczek byt
podyktowany faktem, iz w przypadku 5DAIl wraz ze zmiang warunkéw pH mozna otrzymac
szereg roznych form strukturalnych, ktére wykazuja odmienng charakterystyke absorpcyjno-
emisyjng. Z kolei w przypadku 13Me-5DAIl, ze wzgledu na podstawienie atomoéw azotu N(1)
oraz N(3) przez grupy metylowe, nie ma mozliwosci utworzenia w tych miejscach form
anionowych - obraz strukturalny dla tej czasteczki jest znacznie prostszy w poréwnaniu do
5DAIl. W przypadku 13Me-5DAII zostaty zidentyfikowane dwie mozliwe formy: kation oraz
forma neutralna. W ponizszych podrozdzialach zostaly przedstawione dane dotyczace
rownowag kwasowo-zasadowych ustalajacych si¢ w roznych warunkach pH dla SDAIl oraz

13Me-5DAII.

4.7.1. Rownowagi kwasowo-zasadowe 5-deazaalloksazyny

Na Rysunku 112 przedstawiono widma absorpcji SDAIl w roéznych warunkach pH,
poczynajac od pH = -0.5 i konczac na pH = 13.6. Nalezy zaznaczy¢, iz zmiana warunkow pH
drastycznie modyfikuje absorpcje SDAIL. Jednakze, niezaleznie od warunkéw pH w
dlugofalowej czeSci widma mozna wyodrgbni¢ dwa charakterystyczne pasma absorpcji
(wyjatek pH = -0.5), co jest zgodne z badaniami przeprowadzonymi dla roznych 5DAIl i jej
réznych pochodnych w rozpuszczalnikach organicznych. W Tabeli 46 zebrano doktadne
potozenia maksimoéw absorpcji SDAIl w wybranych punktach pH. Przy pH = -0.5
odnotowano obecno$¢ jednego pasma w diugofalowej czesci widma, ktorego maksimum
znajduje si¢ przy 330 nm. W tych warunkach za absorpcje jest odpowiedzialny kation 5DAII
o strukturze alloksazynowej (LONK, Rysunek 117). Dowodem alloksazynowej struktury tego
kationu mogg by¢ badania przeprowadzone dla 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny (114). W ich

wyniku stwierdzono, ze sprotonowaniu ulega atom azotu N(1) przy niskich wartosciach pH, a
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maksimum absorpcji tej formy przypada na okoto 330 nm. W warunkach pH o mniejszej
kwasowosci, neutralnych lub zasadowych, odnotowuje si¢ typowe zachowanie w widmach
absorpcji, mianowicie w dtugofalowej cze$ci widma sg obecne dwa rozdzielone pasma
absorpcji, dla ktorych doktadne usytuowanie maksiméw jest uzaleznione od warunkéw pH.
Przy pH = 4.8 obserwuje si¢ maksima absorpcji przy 308 nm oraz 350 nm, a za absorpcj¢ w
tym punkcie pH odpowiada forma neutralna SDAII (N, Rysunek 117). Przy przechodzeniu do
alkalicznych pH (poczynajac od 9.1 i konczac na 12.6) pojawia si¢ nieznaczne, dtugofalowe
przesunigcic maksimum pasma A; przy jednoczesnym zachowaniu polozenia maksimum
pasma A,. W tych warunkach pH za absorpcj¢ promieniowania odpowiadajg glownie formy
monoanionowe, ktérych tadunki ujemne sg zgromadzone odpowiednio na N(1) oraz N(3),
odpowiednio (LNA oraz 3NA, Rysunek 117). Nalezy zauwazy¢, iz przy pH = 12.6 zaczyna
wyodrebnia¢ si¢ niewielkie pasmo absorpcji przy okoto 400 nm, pochodzace od monoanionu
izoalloksazynowego (1ONA, Rysunek 117), ktory powstaje w wyniku tautomeryzacji 1NA.
Przechodzac do bardziej alkalicznych warunkéw pH (pH = 13.6) obserwuje si¢ dramatyczne
zmiany w przebiegu widm absorpcji - wyodrebniaja si¢ pasma w dlugofalowej cze$ci widma
usytuowane przy 317 nm oraz 391 nm - w tych warunkach pH za absorpcj¢ odpowiada
obecnos¢ dianionu o strukturze izoalloksazynowej (310ND, Rysunek 117).

Rejestracja widm emisji pozwolita na stwierdzenie obecno$ci réznych form strukturalnych
5DAIl w stanie wzbudzonym. Na Rysunku 113 przedstawiono widma emisji 5DAIl w
wybranych punktach pH zarejestrowane przy Aexc = 320 nm (A), 346 nm (B) oraz 410 nm (C).
Podsumowujac, mozna zauwazy¢ istotny wplyw zaréwno dlugosci fali promieniowania
wzbudzajacego oraz warunkéw pH na otrzymane widma emisji. W przypadku pH = -0.5
niezaleznie od zastosowanej dlugo$ci fali promieniowania wzbudzajacego otrzymuje si¢
widmo emisji, ktorego maksimum zlokalizowane jest przy okoto 456 nm. Biorac pod uwage
usytuowanie tego maksimum, przesuni¢tego ku dtuzszym falom w poréwnaniu z tradycyjna
strukturg 5-deazaalloksazynowa mozna wnioskowaé, 1z forma emitujgca ma strukture
izoalloksazynowa (INK, Rysunek 117). Zarejestrowane w tym punkcie pH widma
wzbudzenia emisji, niezaleznie od zastosowanej Aem (420 nm, 460 nm oraz 530 nm) w
zadowalajagcym stopniu odzwierciedlaja dlugofalowe pasmo absorpcji, co $wiadczy o
istnieniu formy kationowej o strukturze alloksazynowej w stanie podstawowym, z ktorej
nastepuje fluorescencja (Rysunek 114A). W mniej kwasowych warunkach (pH = 4.8),
niezaleznie od zastosowanej Aeyc Obserwuje si¢ obecno$¢ jednego pasma emisji, ktoérego
maksimum lokalizuje si¢ przy 423 nm. Biorac pod uwage widma wzbudzenia zarejestrowane

w tym punkcie pH przy Aem = 420 nm oraz 460 nm mozna wnioskowac, iz za fluorescencje w
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tym punkcie pH odpowiada forma neutralna 5DAIl (N, Rysunek 117). W bardziej
zasadowych warunkach (pH 9.1 - 12.6) nastepuje inny przebieg widm emisji w poréwnaniu
do oméwionego przy pH = 4.8. Przy zastosowaniu jako Aexc = 320 nm oraz 346 nm dla pH 9.1
obserwuje si¢ obecnos¢ pojedynczego pasma emisji z maksimum zlokalizowanym przy okoto
416 nm. W nieco bardziej zasadowych warunkach pH oprocz pasma krotkofalowego, zaczyna
wyodrebnia¢ si¢ nowe, usytuowane dilugofalowe z maksimum zlokalizowanym przy okoto
471 nm. W tych warunkach, zgodnie z doniesieniami literaturowymi (114), postulowana jest
obecnos¢ dwoch form monoanionowych, ktore powstajg poprzez odtaczenie protondw z grup
N(1)-H oraz N(3)-H. Monoaniony te posiadaja strukture alloksazynowsg i odpowiadaja za
obecnos¢ krotkofalowego pasma emisji. Z kolei wyodrgbnione dodatkowe pasmo
dlugofalowe powstaje na skutek fluorescencji monoanionu o strukturze izoalloksazynowe;j
(IONA, Rysunek 117), ktory powstaje juz w stanie podstawowym wskutek
wewnatrzczasteczkowe] tautomeryzacji zachodzacej po odlaczeniu atomu wodoru z grupy
N(1)-H. Zastosowanie dodatkowej Aexc = 410nm dla pH = 11.6 oraz 12.6 skutkuje
powstaniem widma emisji z maksimum przy okoto 478 nm. Poréwnanie widm absorpcji z
widmami wzbudzenia zarejestrowanymi przy Aem = 420 nm oraz 500 nm dla pH 9.1 - 12.6
wskazuje na obecnos$¢ co najmniej dwoch form emitujacych promieniowanie o strukturze
alloksazynowej i izoalloksazynowej (Rysunek 113). W najbardziej alkalicznych warunkach
stosowanych w badaniach rownowag kwasowo-zasadowych 5DAII (pH = 13.6), niezaleznie
od zastosowanej Aexc otrzymano widmo emisji z jednym pasmem, ktérego maksimum jest
zlokalizowane przy okoto 477 nm (Rysunek 113). Zgodnie z danymi literaturowymi (114),
w tych warunkach mozna oczekiwa¢ obecnosci dianionu SDAIl o strukturze
izoalloksazynowej (10NA, Rysunek 117). Poréwnanie widma absorpcji przy pH = 13.6 z
widmami wzbudzenia Aem = 420 nm oraz 500 nm wskazuje na szczatkowa obecnos¢
monoanionéw alloksazynowych (widmo wzbudzenia zarejestrowane przy Aem = 420 nm
cechuje bardzo niska intensywno$¢, praktycznie nie odzwierciedla widma absorpcji)
natomiast widmo wzbudzenia zarejestrowane przy Aem = 500 nm odzwierciedla dtugofalowe
pasmo absorpcji, czym potwierdza obecnos$¢ dianionu izoalloksazynowego w badanym

punkcie pH.
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Rysunek 112. Widma absorpcji 5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach pH
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Rysunek 113. Widma emisji 5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach pH, Aexe = 320 nm (A), Aexe
= 346 nm (B) oraz Aex. = 410 nm (B)
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Rysunek 114. Widma absorpcji oraz wzbudzenia [Aem = 420 nm, 460 nm, 530 nm (A); Aem = 420 N,
460 nm (B); Aem =420 nm, 500 nm (C-F)] 5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach pH: (A) -0.50;
(B) 4.8; (C) 9.1; (D) 11.6; (E) 12.5; (F) 13.6.
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Tabela 46. Charakterystyka absorpcyjno - emisyjna SDAIl w r6znych warunkach pH

oH Absorpcja Emisja (Ar / nm)
Alnm o A/ nm | Aee =320 M Age =346 MM Aeye =410 NM

-0.50 | 330 - 457 456 -

4.8 350 ~308 423 423 -

9.1 355 311 416 417 -

11.6 356 311 410/ ~455 409 479
125 358 312 411/471 410/471 478
13.6 391 317 475 477 479

Uzupehieniem nad dyskusja rownowag kwasowo-zasadowych 5SDAIl ustalajacych si¢ w
réoznych warunkach pH z wykorzystaniem metod absorpcyjno - emisyjnych, sa badania
omoOwione ponizej z wykorzystaniem widm synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej
oraz widma catkowitej fluorescencji w wybranych punktach pH przedstawione odpowiednio
na Rysunkach 115 oraz 116. Widma synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej zostaty
zarejestrowane przy AL = 20 nm oraz 60 nm. Podobnie jak w przypadku zastosowania tych
dwoch technik fluorescencyjnych w badaniach mieszanin flawin (rozdziat 4.5), rowniez w
tym przypadku widma SSF cechujg si¢ wieksza czutoscig i lepsza rozdzielczoScia w
poréwnaniu do klasycznych widm emisji, ulatwiajg stwierdzenie obecnosci réznych form
emitujagcych promieniowanie. Z kolei widma catkowitej fluorescencji zarejestrowane w
wybranych punktach pH stanowia swego rodzaju "odcisk palca", ktory niesie dodatkowe
informacje o zakresie fluorescencji obecnej w danych warunkach pH.

Analiza widm SSF potwierdza w duzej mierze prowadzong powyzej dyskuj¢ na temat
identyfikacji poszczegdlnych form S5DAIl w réznych warunkach pH. W najbardziej
kwasowych warunkach (pH = -0.50) odnotowano przy zastosowaniu AL = 60 nm obecno$¢
jednego pasma z maksimum przy okoto 432 nm, za ktorego obecnos$¢ jest odpowiedzialna
forma kationowa. Ze wzgledu na znaczng roznicg pomigdzy maksimum diugofalowego
pasma absorpcji a maksimum emisji dla tego punktu pH (duze przesunigcie Stokesa)
zastosowanie mniejszego AA (20 nm) uniemozliwia zaobserwowanie pasma, ktére mozna by
bylo przypisa¢ obecnosci kationu. W mniej kwasowych warunkach (pH = 4.8), niezaleznie od
zastosowanego AX, odnaleziono obecnos¢ jednego pasma, ktorego maksimum jest
zlokalizowane przy 394 nm (AL = 20 nm). Obecnos$¢ tego pasma jest zwigzana z formag
neutralng. Przechodzac do alkalicznych warunkéw pH, w przedziale od 9.1 do 12.5
odnotowuje si¢ obecno$¢ dwoch pasm w widmach synchronicznych (AL = 20 nm), dla

ktérych maksima zlokalizowane sa odpowiednio przy okoto 391 nm oraz 440 nm.
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Uwzgledniajac wczesniejsza dyskusje dotyczaca mozliwych form 5DAIl w tym zakresie,
krotkofalowe pasmo w SSF mozna przypisa¢ obecno$ci monoanionéw o strukturze
alloksazynowej, natomiast dlugofalowe - monoanionowi o strukturze izoalloksazynowej.
Zaletg zastosowania widm SSF nad klasycznymi pomiarami fluorescencyjnymi z
wykorzystaniem widm emisji 1 wzbudzenia jest fakt, iz rejestrujac jedno widmo dla kazdego
punktu pH mozna jednoznacznie zidentyfikowa¢ obecno$¢ roznych form strukturalnych
obecnych w danych warunkach pH. Obecno$¢ dianionu izoalloksazynowego przy pH 13.6
zostaje potwierdzona obecnos$cig jednego pasma z maksimum przy okoto 444 nm. Podobne
prawidlowosci dotyczace ilosci pasm w widmach SSF mozna znalez¢ przy AA = 60 nm,
jednakze ze wzgledu na mata warto$¢ przesunigcia Stokesa dla pH > -0.5 rozdzielczos¢

zarejestrowanych widm jest gorsza w porownaniu do AA =20 nm (Rysunek 115).

——pH -0.50 —— pH -0.50
—pH 4.8
pH9.1
—pH11.6
——pH 125
—— pH 13.6

Intensywnos$é / a.u.
Intensywnos$c¢ / a.u.

460 450 500 300 350 400 450 500
Al nm Al nm

300 350

Rysunek 115. Widma synchroniczne 5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach pH, AL = 20 nm
(A) oraz AL =60 nm (B)

Widmo catkowitej fluorescencji przy pH = -0.5 obejmuje obszar od okoto 425 nm do okoto
550 nm z maksimum przypadajacym na okoto 460 nm. Przechodzac poza obszar maksimum
fluorescencji, zarbwno przy krotszych, jak i1 dluzszych dlugosciach fali mozna stwierdzi¢
stopniowe obnizanie si¢ intensywnos$ci emisji bez wyodrebnienia dodatkowych obszaréw, w
ktérych mozna by bylo identyfikowaé nowe maksima emisji. Odmiennie przedstawia si¢
widmo catkowitej fluorescencji zarejestrowane przy pH = 4.8, w ktorym dominuje forma
neutralna. W tym przypadku emisj¢ mozna zidentyfikowaé¢ pomiedzy ok. 380 nm a 550 nm z
maksimum przy okoto 425 nm. Podobnie jak w przypadku bardziej kwasowych warunkow
pH, tutaj réwniez przechodzac do krétszych (jak rowniez dhuzszych) dlugosci fal mozna
zaobserwowaé stopniowe obnizanie intensywnosci fluorescencji bez wyodr¢bnienia

dodatkowych obszaréow, co stanowi kolejny dowod znacznej dominacji formy neutralnej w
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tym punkcie pH. W bardziej zasadowym pH (9.1 oraz 11.6) mozna zidentyfikowa¢ widma
catkowitej fluorescencji o bardzo podobnym charakterze, mianowicie, obszar fluorescencji
miesci si¢ w zakresie od okoto 370 nm i okoto 550 nm z maksimum zlokalizowanym przy
okoto 415 nm. Z drugiej strony, brakuje w tych przypadkach wyraznie wyodrebnionych
obszarow, ktére mozna by bylo przypisa¢ monoanionowi izoalloksazynowemu, co swiadczy
réwniez o dominacji monoaniondéw alloksazynowych w tym zakresie pH. Dopiero w bardziej
alkalicznych warunkach (pH = 12.5) obserwuje si¢ wyrazne poszerzenie obszaru
fluorescencji, ktora w tym wypadku miesci si¢ w przedziale od okoto 380 nm do okoto
600 nm z maksimum przy okoto 480 nm. Swiadczy to 0 zmianie dominacji na formy
izoalloksazynowe. Dla najbardziej alkalicznego pH (13.6) obszar fluorescencji znajduje si¢
pomiedzy okoto 425 nm a okoto 600 nm z maksimum przy okoto 480 nm. Warto podkresli¢,
iz obszar maksymalnej fluorescencji pojawia si¢ w innym, bardziej dlugofalowym, zakresie
wzbudzenia (ok. 350nm - 400nm). Swiadczy to réwniez o obecnosci form
izoalloksazynowych juz w stanie podstawowym. W przypadku mniej alkalicznych lub
kwasowych warunkéw pH maksima fluorescencji przypadaly na bardziej krotkofalowy zakres
wzbudzenia (okoto 300 nm - 350 nm).

Dla wybranych punktow pH, w ktorych znajdowata si¢ czasteczka SDAIl, zostaty
wyznaczone warto$ci wydajnosci kwantowej fluorescencji (catkowitej) oraz zarejestrowane
zaniki fluorescencji w tych punktach pH. Roztwér 5DAIl w danym punkcie pH byt
wzbudzany przy 368 nm (dla pH = -0.50 zastosowano Aexc = 338 nm) natomiast emisja byla
obserwowana w jednym punkcie: 420 nm lub 500 nm oraz dla pH w zakresie od 9.1 do 12.5
w obydwu miejscach jednoczesnie. W przypadku pH = -0.50 zastosowano Aem = 460 nm.
Dane dotyczace wydajnosci kwantowych fluorescencji oraz czasoOw zycia zostaly zawarte w
Tabeli 47. W poszczegdlnych punktach pH mozna stwierdzi¢ obecnos¢ réznych form
emitujagcych promieniowanie, a dane pochodzace z pomiaréw czasowo-rozdzielczych
generalnie dobrze odzwierciedlajg dyskusje¢ przeprowadzong powyzej, ktora dotyczyla
identyfikacji form SDAIl w r6znych warunkach pH oraz stwierdzenia zachodzacej rownowagi

pomiedzy nimi z otrzymanych rezultatow w pomiarach stacjonarnych.
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Rysunek 116. Wykres catkowitej fluorescencji dla 5-deazaalloksazyny w réznych warunkach pH: (A)
-0.50; (B) 4.8; (C) 9.1; (D) 11.6; (E) 12.5; (F) 13.6.

W przypadku pH = -0.50 stwierdzono przy zastosowaniu Aexc = 338 nm oraz Aem = 460 nm

obecno$¢ jednej formy, ktorej czas zaniku wynosit 1.4 ns. Biorgc pod uwage powyzsza
dyskusje oraz dane literaturowe (176), mozna postulowac, iz jest to czas zaniku kationu

SDAIl o strukturze izoalloksazynowej. Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji dla tego punktu

pH jest zdecydowanie nizsza w porownaniu do kolejnych punktéw pH i wynosi 0.02. W
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przypadku pH = 4.8, zgodnie z wynikami otrzymanymi z badan stacjonarnych, stwierdzono
obecno$¢ formy neutralnej S5DAIl, ktéora odpowiadata zaré6wno za absorpcje jak i1
fluorescencje w tym pH. Wydaje sie, iz rowniez pomiary czasowo-rozdzielcze potwierdzaja ta
teze, zarejestrowany zanik dobrze opisuje funkcja monoeksponencjalna, a uzyskana warto$¢
T Wynosi 9.2 ns. Wyznaczona warto$¢ ®f to 0.18, uwzgledniajgc wyznaczone wczesniej
warto$ci @f dla 5DAIl w polarnych rozpuszczalnikach organicznych (mig¢dzy innymi
acetonitryl oraz etanol) wykazujg dobrg korelacje (0.18 w ACN oraz 0.21 w EtOH, Tabela 7).
W zakresie alkalicznym pH (9.1 oraz 11.6) wyliczone wartosci ®f sg praktycznie jednakowe i
wynosza okoto 0.20, jednakze zarejestrowane zaniki fluorescencji przy Aem = 420 nm oraz
500nm nie w kazdym przypadku, w zadowalajacym stopniu opisuje funkcja
monoekspononcjalna. Biorgc pod uwage pH = 9.1 oraz Aem = 420 nm stwierdzono obecno$é
dwoch sktadnikow z czasami zycia oraz procentowym udziatem odpowiednio: 8.9 ns (60%)
oraz 3.3 ns (40%). Uwzgledniajac tr formy neutralnej 5DAII obecnej przy pH = 4.8 (9.2 ns)
mozna postulowaé, iz obecnie notowany dtuzszy czas pochodzi udziatu formy neutralnej,
natomiast sktadnik wykazujacy krétszy czas zycia fluorescencji to monoanion alloksazynowy.
Z kolei obserwacja zanikéw fluorescencji przy tym samym pH, lecz z zastosowaniem Aem =
500 nm pozwala stwierdzi¢ obecno$¢ dwoch sktadnikéw z czasami zycia odpowiednio:
11.7ns (90%) oraz 3.4ns (10%). Pierwszy z wyznaczonych czasow zycia pochodzi
prawdopodobnie od monoanionu izoalloksazynowego, natomiast krotszy czas z mniejszym
udziatem pochodzi od monoanionu alloksazynowego. Z podobnymi formami strukturalnymi
S5DAIl mamy do czynienia przy pH = 11.6, jednakze pomiary czasowo - rozdzielcze nie
wskazujga na obecnos¢ formy neutralnej SDAIl. Notowana jest obecno$¢ monoanionu
alloksazynowego (2.6 ns przy Aem = 420 nm) oraz monoanionu izoalloksazynowego (9.2 ns
przy Aem = 500 nm). Przejécie do najbardziej alkalicznego pH (13.6) powoduje wyznaczenie
@r = 0.18, natomiast wyznaczony T przy Aem = 500 nm wynosi 6.2 ns. Warto$¢ ta pochodzi
od dianionu o strukturze izoalloksazynowej. Dodatkowo, niezaleznie od zastosowanej
dtugosci fali promieniowania wzbudzajacego, wyznaczone wartosci @ w poszczegdlnych
punktach pH byty praktycznie jednakowe. Podsumowaniem omoéwionych réwnowag
kwasowo-zasadowych wraz z identyfikacja form strukturalnych 5DAIl ustalajacych si¢ w
roznych warunkach pH w stanie podstawowym 1 wzbudzonym zostala przedstawiona na

Rysunku 117.
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Tabela 47. Wydajnosci kwantowe (®f) oraz czasy zycia fluorescencji (t) dla SDAIl w réznych
warunkach pH zarejestrowane przy Aex. = 368 nm oraz 338 nm (dla pH = -0.50) oraz Aem =420 nm i/
lub 500 nm oraz 460 nm (dla pH = -0.50).

pH O Czas zycia fluorescencji
Aem/nm | ty/ns  Udzial (%) 1,/ns Udziat (%) | »°
-0.50 | 0.02 460 1.4 100 - - 1.5
48 |0.18 420 9.2 100 - - 1.4
9.1 |0.20 420 8.9 60 3.3 40 1.2
500 11.7 90 3.4 10 1.3
116 | 0.21 420 3.5 100 - - 1.0
500 3.5 10 11.8 90 1.3
125 |1 0.21 420 2.6 100 - - 0.9
500 9.2 100 - - 1.2
13.6 | 0.18 500 6.2 100 - - 1.2
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Rysunek 117. Rownowagi kwasowo-zasadowe oraz formy strukturalne 5DAIl ustalajgce sie w
réznych warunkach pH w stanie podstawowym i wzbudzonym
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4.7.2. Rownowagi kwasowo-zasadowe 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny

Ze wzgledu na ograniczong mozliwo$¢ tworzenia form anionowych dla 13Me-5DAIl w
zasadowych warunkach pH, identyfikacja mozliwych form oraz okreslenia zachodzacych
rownowag pomiedzy nimi wydaje si¢ prostsza, poniewaz ogranicza si¢ wylgcznie do
mozliwo$ci utworzenia kationu na atomie azotu N(10) oraz wystgpowania czasteczki w
formie neutralnej.

Widma absorpcji 13Me-5DAII w wybranych punktach pH przedstawiono na Rysunku 118.
Zgodnie z przedstawionymi danymi, w zaleznosci od warunkéw pH mozna wyodrebni¢ dwa
roézne przebiegi widm absorpcji. W przypadku silnie kwasowych wartosci pH (-0.43 i -0.07)
w dlugofalowej czesci widma obserwuje si¢ obecno$¢ jednego pasma, ktorego maksimum jest
zlokalizowane przy okoto 334 nm. Biorac pod uwage wczesniejsza dyskusje przeprowadzong
dla 5DAIl oraz majac na uwadze doniesienia literaturowe (114) na podstawie struktury
czasteczki 13Me-5DAIl mozna postulowaé, iz w tych warunkach tworzy si¢ kation o
strukturze alloksazynowej (10NKA, Rysunek 123), dla ktérego tadunek dodatni gromadzi si¢
na atomie azotu N(10). Przy przechodzeniu do mniej kwasowych, neutralnych oraz
zasadowych warunkow pH obserwuje si¢ doktadnie taki sam przebieg widma absorpcji, z
wyodrebnionymi dwoma dobrze rozdzielonymi pasmami absorpcji zlokalizowanymi przy
okoto 312 nm oraz 357 nm. W tym przypadku mozna wnioskowa¢ o obecnosci tej samej
formy, niezaleznie od warunkoéw pH - mianowicie formy neutralnej 13Me-5DAIlI (NA,
Rysunek 123).

Nieco inaczej przedstawia si¢ sytuacja rownowag kwasowo-zasadowych 13Me-5DAIl w
stanie wzbudzonym. Na podstawie przedstawionych widm emisji 13Me-5DAIl w wybranych
warunkach pH (Rysunek 119), zarejestrowanych przy Aexc = 320 nm oraz 346 nm, mozna
stwierdzi¢, iz niezaleznie od zastosowanej dlugosci fali promieniowania wzbudzajacego,
odnotowuje si¢ pasmo o jednakowym ksztalcie i przebiegu, ktdrego maksimum jest
zlokalizowane przy okoto 420 nm. W zwigzku z tym, w stanie wzbudzonym mozna
zidentyfikowa¢ obecno$¢ jednej postaci strukturalnej 13Me-5DAIl, mianowicie forme
neutralng. W przypadku dwoch punktow o najnizszym pH (-0.43 oraz -0.07), dla ktérych
zidentyfikowano obecnos$¢ kationu w stanie podstawowym, zgodnie z danymi emisyjnymi
(Rysunek 119) formy kationowej 13Me-SDAIl nie mozna zidentyfikowaé w stanie
wzbudzonym. Emitujacg forma w tym wypadku jest posta¢ neutralna. Nalezy podkresli¢, iz w
najbardziej kwasowych warunkach pH obserwuje si¢ znaczne zredukowanie intensywnosci

fluorescencji (co przektada si¢ na obnizenie wydajnosci kwantowych fluorescencji - dyskusja
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ponizej). Jedng z mozliwych drég wytlumaczenia tego zjawiska jest zachodzenie procesu
wygaszania formy kationowej 13Me-5DAIIl przez te same molekuty znajdujace si¢ w stanie
podstawowym. Porownanie widm absorpcji przy pH -0.07 i 4.8 z widmami wzbudzenia
zarejestrowanymi przy Aem = 420 nm oraz 460 nm wskazuje, iz w obydwu przypadkach mamy
do czynienia z emisja formy neutralnej - w przypadku pH = 4.8, niezaleznie od wybranej Aem,
widma wzbudzenia odzwierciedlaja widmo absorpcji. Z kolei przy pH = -0.07 widma
wzbudzenia zupetie odbiegaja od absorpcji, wskazujac na obecnos¢ w stanie wzbudzonym
formy neutralnej 13Me-5DAIl. Uzupelnieniem badan nad réwnowagami kwasowo-
zasadowymi dla 13Me-5DAlI, podobnie jak w przypadku 5DAIl, sg widma synchronicznej
spektroskopii  fluorescencyjnej oraz widma catkowitej fluorescencji zarejestrowane w
wybranych punktach pH (Rysunek 121 i 122). Widma SSF, niezaleznie od zastosowanego
AN (20 nm lub 60 nm) oraz warunkoéw pH, posiadajg jedno pasmo, ktérego maksimum jest
zlokalizowane przy okoto 395 nm (AA = 20 nm) oraz przy okoto 415 nm (AL = 60 nm).
Wskazuje to na obecno$¢ formy neutralnej. Z podobng sytuacja mamy do czynienia dla widm
calkowitej fluorescencji zarejestrowanych przy pH 4.8 i -0.07 (Rysunek 122). W obydwu
przypadkach mozna stwierdzi¢, iz fluorescencja znajduje si¢ w obszarze od okoto 390 nm do
okoto 500 nm z maksimum usytuowanym przy okoto 420 nm. Wychodzac poza obszar
maksimum, w kierunku dtuzszych, jak 1 kréotszych fal, nie obserwuje si¢ obecnosci zadnych
dodatkowych obszarow fluorescencji. Jest to kolejny dowdd na obecnos¢ formy neutralnej w

stanie wzbudzonym 13Me-5DAll, niezaleznie od warunkow pH.
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Rysunek 118. Widma absorpcji 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach pH
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Rysunek 119. Widma emisji 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach pH, Aey =

320 nm (A) oraz Aexc = 346 nm (B)
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Rysunek 121. Widma synchroniczne 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach pH,
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Rysunek 122. Wykres catkowitej fluorescencji
warunkach pH: (A) 4.8; (B) -0.07.

dla 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w réznych
Ponadto, zostaly wyznaczone warto$ci wydajnosci kwantowej fluorescencji (®f) oraz

wyznaczone czasy zycia fluorescencji (t¢) dla 13Me-5SDAIl w r6znych warunkach pH. Dane

zostaly zebrane w Tabeli 48.

Tabela 48. Wydajnosci kwantowe (@) oraz czasy zycia fluorescencji (t¢) dla 13Me-5DAIl w réznych
warunkach pH zarejestrowane przy Aee = 368 nm oraz Aey, = 420 nm oraz 460 nm

Aem =420 nm | Aem =460 Nm
wins [ te/ns  of
-0.43 [ 0.002 [ 0.9 1.7 0.7 1.7
-0.07 [ 0.006 [ 1.1 11 11 11
4.8 | 0.20 5.7 1.2 5.7 1.2
72 | 0.17 5.2 11 5.4 1.2

11 0.18 5.2 1.1 52 1.0

pH O

Wartosci wydajnosci kwantowych fluorescencji mozna podzieli¢ na dwie grupy - pierwszg z
nich, rozpoczynajaca si¢ od pH = 4.8, a konczaca na pH = 11, w ktorej ®f sa typowe dla
13Me-5DAII nieposiadajacej zadnego tadunku, tzn. formy neutralnej, gdzie warto$ci mieszcza
si¢ w przedziale od 0.17 do 0.20 (drobne modyfikacje wartosci moga wynika¢ ze zmiany
warunkow pH) oraz drugg grupe, w ktorej wartosci ®f sg znacznie nizsze (0.002 oraz 0.006) 1
dotycza silnie kwasowych warunkow pH (odpowiednio pH -0.43 oraz -0.07). W tym
wypadku, zgodnie z wcze$niejsza dyskusja, mamy rowniez do czynienia z fluorescencja
pochodzaca od formy neutralnej, natomiast znaczne obnizenie wydajnosci kwantowe]

fluorescencji moze by¢ zwigzane z procesami wygaszania zachodzacymi w warunkach
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kwasowych. Posrednim dowodem na istnienie tego zjawiska sa wyznaczone czasy zycia
fluorescencji (tg) w roznych punktach pH. W celu rejestracji zanikéw fluorescencji do
wzbudzenia zastosowano Aexe = 368 nm, natomiast fluorescencja byta obserwowana z
uzyciem Aem = 420 nm oraz 460 nm. Nalezy podkresli¢, iz w kazdym przypadku zanik
fluorescencji w  zadowalajacym stopniu opisywata funkcja monoeksponencjalna
(przedstawione w Tabeli 48 wartosci x* mieszcza si¢ w przedziale od 1.1 do 1.7). Niezaleznie
od zastosowanej Aem W danym punkcie pH stwierdza si¢ praktycznie identyczng warto$¢ czasu
zycia fluorescencji, przy czym w silnie kwasowych warunkach pH odnotowuje si¢ znaczne
skrocenie warto$§ci tr w poréwnaniu do warunkéow mniej kwasowych, jak réwniez
zasadowych, co koreluje si¢ z obnizeniem wydajnosci kwantowej fluorescencji w warunkach
silnie kwasowych. Przy pH = -0.43 oraz -0.07 notuje si¢ wartosci T ~ 1 ns, natomiast przy
wyzszych warto$ciach pH warto$¢ tr wzrasta do okoto 5 ns, co jest typowa wartoscig dla
czasu zycia 13Me-5DAIl w formie neutralnej w wodzie.

Podsumowanie oméwionych rownowag kwasowo-zasadowych wraz z identyfikacja form
strukturalnych  13Me-5DAIl ustalajacych si¢ w roznych warunkach pH w stanie

podstawowym i wzbudzonym zostata przedstawiona na Rysunku 123.
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Rysunek 123. Réwnowagi kwasowo-zasadowe oraz formy strukturalne 13Me-5DAII ustalajace si¢ w
r6znych warunkach pH w stanie podstawowym i1 wzbudzonym
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4.8. Efekty solwatochromowe dla pochodnych 5-deazaalloksazyny z
wykorzystaniem roznych skal polarnosci

W celu okres$lenia i analizy rodzajéw oddziatywan, ktére moga powstawaé pomigdzy
czasteczkami réznych pochodnych 5-deazaallokazyny oraz stosowanymi rozpuszczalnikami
wybrano do rozwazan trzy pochodne, mianowicie: 8-metylo-5-deazaalloksazyne, 9-metylo-5-
deazaalloksazyne oraz 10-etylo-5-deazaizoalloksazyne. Wykorzystujac widma absorpcji i
fluorescencji tych zwiazkow, efekty solwatochromowe zostaty opisane przy wykorzystaniu
réznych rodzajow skal polarnosci, wliczajac miedzy innymi skale jednoparametrowe: Af,

Dimoroth-Reichardta E', kwasowosci (SA) oraz zasadowosci rozpuszczalnikow (SB).

Uzupetnieniem  opisu  efektéw  solwatochromowych  przy  uwzglednieniu  skal
jednoparamterowych jest czteroparametrowa skala zaproponowana przez Catalan'a. Krotki
opis uzywanych skal polarno$ci rozpuszczalnikow oraz warto$ci statych przypisywanym dla

rozpuszczalnikow w kazdej z wymienionych skal zostat zamieszczony ponize;.
Skala Af

W sposob przyblizony pozwala gtéwnie na opis oddzialywan niespecyficznych (np. sit
elektrostatycznych  lub  dyspersyjnych), ktore powstaja pomiedzy czgsteczkami
rozpuszczalnika a substancji rozpuszczonej. Oparta jest na teorii pola reakcji Onsager'a,
zwigzanej z efektywnym polem elektrycznym w miejscu badanej czasteczki, oparta na
rownaniu Lipperta - Matagi (18):

2
Af_al n--1

= - 18
2¢+1 2n®+1 (18)

gdzie: € - przenikalnos¢ dielektyczna rozpuszczalnika, n - wspotczynnik zalamania Swiatta.
Pierwszy czlon wyrazenia [f (€)] jest funkcja opisujaca polarnosé rozpuszczalnika, natomiast
[f (n%)] to funkcja polaryzowalnosci rozpuszczalnika.

Skala polarnosci rozpuszczalnikow Af w duzej mierze opisuje oddziatywania niespecyficzne
pomiedzy czasteczkami substancji rozpuszczonej oraz rozpuszczalnikiem. Wynika to gtownie

z faktu, iz rozpuszczalnik jest tutaj traktowany jako czasteczka o charakterze dielektycznym.
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Skala Dimoroth-Reichardt'a E

Unormowana skala polarnosci rozpuszczalnikow, taczy w sobie skalg¢ polarnosci
rozpuszczalnikow Et(30) oparta na tak zwanym barwniku Dimorth'a-Reichardta (2,6-
difenylo-4-(2,4,6-trifenylo-1-pirydynio)-fenolan. Unormowana skala E. wprowadza do
rozwazan niepolarny rozpuszczalnik, ktorym jest w tym przypadku TMS (tetrametylosilan),
ktéremu przypisuje sie warto$¢ Er rowng 0. Z drugiej strony, jako najbardziej polarnym
rozpuszczalnikiem jest woda (dla ktorej przypisuje si¢ wartos¢ Er = 1). Skala Dimoroth-

Reichardt'a E." bazuje na nastepujacym rownaniu:

_ E;(rozp.)-30.7
324

E} (19)

Skala SA

Jednoparametrowa skala opisana przez Catalan'a, ktora uwzglednia specyficzne
oddziatywania pomig¢dzy rozpuszczalnikiem a substancja rozpuszczong (gléwnie wigzania
wodorowe). W tym ujeciu kwasowos¢ rozpuszczalnika jest rozumiana poprzez zdolnos$¢ do
petnienia przez rozpuszczalnik funkcji donora wodoru w procesie tworzenia wigzania

wodorowego (177).

Skala SB

Jednoparametrowa skala polarnosci rozpuszczalnikow opisana przez Catalan'a. W duzej
mierze odnosi si¢ do mozliwosci formowania oddziatywan specyficznych pomigdzy
rozpuszczalnikiem a substancja rozpuszczona, wliczajac w to wigzania wodorowe. Wedtug
skali SB donorem pary elektronowej jest rozpuszczalnik, natomiast substancja rozpuszczona
jest jej akceptorem. Jako substancje wzorcowe do zdefiniowania zasadowosci
rozpuszczalnikow uzywa si¢ zwykle dwoch pochodnych indoliny, mianowicie: 1-metylo-5-

nitroindoling oraz 5-nitroindoling (178).
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Tabela 49. Parametry rozpuszczalnikow w rdznych skalach polarnosci rozpuszczalnikow: Af, E N ,

SA (kwasowo$¢ rozpuszczalnika), SB (zasadowos$¢ rozpuszczalnika), SdP (bipolarnos¢
rozpuszczalnika) oraz SP (polaryzowalno$¢ rozpuszczalnika)

Rozpuszczalnik | Af(179) EN(180) SA (181) SB(181) SdP (181) SP (181)
MeOH 03091  0.762 0.605  0.545 0.904 0.608
EtOH 02896  0.654 0400  0.658 0.783 0.633
1-ProH 02748  0.617 0367  0.782 0.748 0.658
2-PrOH 02769  0.546 0283  0.830 0.808 0.633
1-BuOH 02643  0.586 0341  0.809 0.655 0.674
2-BuOH 0258  0.389 0221  0.888 0.706 0.656
1-PeOH 0249  0.586 0319  0.860 0.587 0.687
1-HeOH 0244  0.559 0315  0.879 0.552 0.698
ACN 0.3053  0.460 0.044  0.286 0.974 0.645
Acet 02851  0.355 0 0.475 0.907 0.651
DMSO 02634  0.444 0072  0.647 1 0.830
DCM 02179  0.309 0.040  0.178 0.769 0.761
CHCl, 01489  0.259 0.047 0071 0.614 0.783
AcOEt 02001  0.228 0 0.542 0.603 0.656
Diox 0020  0.164 0 0.444 0.312 0.737

Czteroparametrowa skala rozpuszczalnikow zaproponowana przez Catalan'a

Podejscie  wieloparametrowe  wykorzystuje ~ kombinacje  juz  istniejacych  skal
jednoparametrowych, dzigki czemu pozwala na opis zarowno specyficznych jak 1
niespecyficznych oddzialywan pomigdzy czasteczkami rozpuszczalnika a substancji
rozpuszczonej. Jedng =ze skal wieloparametrowych jest czteroparametrowa skala
zaproponowana przez Catalan'a, ktéra zostala rowniez wykorzystana do opisu efektéw
solwatochromowych réznych pochodnych 5SDAIl. W tym przypadku uwzglednia si¢ cztery
wlasnosci rozpuszczalnikéw: kwasowos$¢ (SA), zasadowos¢ (SB) - opisuja specyficzne

oddzialywania oraz dwa parametry, ktore odnosza si¢ do niespecyficznych efektow,
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mianowicie polaryzowalno$¢ (SP) oraz bipolarnos¢ (SdP). Czteroparametrowa skale Catalan'a

mozna przedstawi¢ rownaniem (20) (181):

A = Ag + agpSP + bggpSdP + csaSA + dsgSB (20)

gdzie: A - warto$¢ danego paramteru fizykochemicznego w serii rozpuszczalnikow, Ay -
wielkos$¢ statystyczna odnoszaca si¢ do danej wlasciwosci w fazie gazowej, SP, SdP, SA oraz
SB to parametry rozpuszczalnika (opisane powyzej), asp, Dsgp, Csa, | Usg to wspdtczynniki
regresji opisujace wrazliwos¢ parametru Ag na rézny mechanizm oddzialywan rozpuszczalnik

- substancja rozpuszczona.

4.8.1. Analiza paramertow absorpcyjnych przy wykorzystaniu skali Af

Na Rysunku 124 przedstawiono wykresy zalezno$ci vaps [cm™] od funkcji polarnosci
rozpuszczalnika wyrazonej poprzez Af dla 8Me-5DAIl (A), 9Me-5DAIl (B) oraz 10Et-
5DIzoAll (C). Sposrod przedstawionych danych, najlepsza korelacj¢ uzyskano dla 9Me-
SDAII przy uwzglednieniu oddziatywan wystepujacych w rozpuszczalnikach protycznych (R
= 0.88). W miar¢ zadowalajace rezultaty liniowego dopasowania odnotowano réwniez dla
8Me-5DAIl w rozpuszczalnikach protycznych (R = 0.77). W przypadku 10Et-5DIzoAll
korelacja obecna w rozpuszczalnikach protycznych jest zdecydowanie gorsza w poréwnaniu
do wczesniej oméwionych przypadkow: R = 0.54. Zdecydowanie gorsze dopasowania
pomiedzy vaps [cm™] oraz Af zostaly okre§lone w rozpuszczalnikach aprotycznych we
wszystkich trzech badanych pochodnych 5DAIIl. Obecnos$¢ znacznych odchylen obecnych dla
rozpuszczalnikéw aprotycznych $wiadczy o wystgpowaniu oddziatywan niespecyficznych
pomiedzy pochodnymi 5DAIl oraz stosowanymi rozpuszczalnikami. W przypadku analizy
wylacznie rozpuszczalnikéw protycznych (alkoholi) mozna stwierdzi€, iz wraz ze wzrostem
polarnosci stosowanego alkoholu maksimum absorpcji nieznacznie przesuwa si¢ w kierunku
mniejszych dlugosci fal (wyzszej energii). Brak liniowo$ci w tym przypadku moze s§wiadczy¢
o wystepowaniu oddziatywan specyficznych pomiedzy stosowanymi alkoholami oraz
pochodnymi 5DAIl, jednakze przy zastosowaniu skali Af nie ma pelnej mozliwosci
rozstrzygnigcia, ktore fragmenty czasteczki pochodnych SDAIl sg zaangazowane w tworzenie
wigzan wodorowych, innymi stowy powstaje problem czy pochodna 5SDAIl pelni funkcje
akceptowa i/lub donorowa w procesie formowania wigzan wodorowych w stanie
podstawowym.  Stad powstaje  konieczno$¢  zastosowania w  opisie  efektow

solwatochromowych bardziej szczegdtowych skal polarnosci rozpuszczalnikéw (dyskusja
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ponizej). Z kolei zaobserwowany efekt hipsochromowy w grupie stosowanych alkoholi moze

swiadczy¢, iz bardziej polarne czasteczki alkoholi lepiej stabilizuja stan podstawowy.

A 1. MeOH B 1. MeOH
28800 2. EtOH 28200+ 2. EtOH
3. 1-PrOH 3. 1-PrOH
4. 2-PrOH 4. 2-PrOH
28600 5. 1-BUOH 280004 5. 1-BUOH
6. 2-BUOH 3] [0To] 6. 2-BuOH
o 7. PeOH 4 — L1olo] 7. PeOH
s 8. HeOH ' 4] 8. HeoH
S 28400 1 9. ACN S 27800+ [af] o9.ACN
2 10. Acet 2 10. Acet
>ns E 11. DMSO >¢U 11. DMSO
282004 12. DCM 276004 12. DCM
> 13. chloroform 5 13. chloroform
—— R=0.15 (R"=0.02) dla aprotycznych rozp. 14 AcOEt —— R=0.41 (R“=0.17) dla aprotycznych rozp. 14. AcOEt
28000 — R=0.77 (?2:0.59) dla p'rotycznych rozp. 15. Diox 27400 ——R=0288 (32:0.77) dia protycznych rozp. 15. Diox
0.0 0.1 0.2 0.3 0.0 0.1 0.2 0.3
Af [ a.u. Af/a.u.
1. MeOH
254001 2. EtOH
3. 1-PrOH
4. 2-PrOH
[2][1] 5. 1-BuOH
25200 - 6. 2-BuOH
o 7. PeOH
IE [4] 8. HeOH
o 9. ACN
~ 3] o] []
8 L3 I 10 Acet
825000 1 11. DMSO
12. DCM
2 13. chloroforn
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0.0 0.1 0.2 0.3
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Rysunek 124. Wykres zalezno$ci vas od Af (g,n) dla 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAII (B) oraz 10Et-
5DIzoAll (C). Linie oznaczajg dopasowanie punktoéw odpowiednio dla rozpuszczalnikéw protycznych
jak i aprotycznych metodg najmniejszych kwadratoéw. Wspotczynnik korelacji i determinacji podano
na wykresach, na podstawie (149).

4.8.2. Analiza paramertéw absorpcyjnych przy wykorzystaniu skali E."

Zgodnie z podanymi wczesniej informacjami, ktore charakteryzuja poszczegdlne, stosowane
w opisie efekow solwatochromowych skale polarnosci rozpuszczalnikéw, prezentowane
obecnie rezultaty dla skali E; odnoszg sie glownie do aspektéw polarnosci i kwasowosci
rozpuszczalnikéw. Z przedstawionych danych na Rysunku 125 zaleznosci pomigdzy vaps [cM”
1 od E} dla 8Me-5DAIl, 9Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll (C) wraz z przeprowadzonym
osobno podzialem na rozpuszczalniki protyczne (alkohole) 1 aprotyczne wynika, i1z
najbardziej interesujace rezultaty otrzymano dla 8Me-5DAIl w kontek$cie oddziatywan z
rozpuszczalnikami protycznymi (R = 0.84). Nieco gorsze rezultaty odnotowano dla 9Me-

SDAIl (R = 0.77). Natomiast najmniej zadowalajacg korelacje w rozpuszczalnikach
protycznych odnotowano dla 10Et-5DIzoAll (R = 0.36). W tym przypadku nalezy



252|Omoéwienie wynikdéw badan wltasnych

wnioskowac, podobnie jak dla danych przedstawionych w poprzednim podrozdziale
opisujacych zaleznosci Af od vas [cm™], o wystepowaniu oddziatywan specyficznych
pomiedzy pochodnymi 5DAIl a stosowanymi alkoholami, jednak skala polarnosci
rozpuszczalnikéw E;' odpowiada tylko na kwasowo$¢ rozpuszczalnika, czyli uwzglednia
oddzialywania specyficzne tylko jednego rodzaju, gdy rozpuszczalnik jest donorem wodoru
do wigzania wodorowego. Lepsza korelacja danych w przypadku zastosowania skali E;' w
poréwnaniu z Af oznacza, iz takie oddzialywania sg rzeczywiScie obecne pomiedzy
czgsteczkg pochodnej SDAII a rozpuszczalnikiem. Z drugiej strony zastosowanie skali E;' nie
pozwala jednoznacznie okreslic innych mozliwych oddziatywan pomigdzy rozpuszczalnikiem
a czasteczkami pochodnych 5SDAIl. Wérod potencjalnych miejsc akceptorowych czasteczek
badanych pochodnych 5-deazaalloksazyny nalezy wymieni¢ atom azotu N(10) oraz
karbonylowe atomy tlenu znajdujace si¢ przy atomach wegla C(2) oraz C(4). Z przytoczonych
wczesniej obliczen teoretycznych dotyczacych energii wigzan wodorowych wynika, iz
wiazania wodorowe formujace si¢ pomiedzy czasteczka SDAIl oraz karbonylowymi atomami
tlenu w stanie podstawowym posiadajg raczej niskg energi¢. Uwzgledniajac roznice
strukturalne pomiedzy 8Me-5DAIl, 9Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll mozna przypuszczac, iz
najlepsza korelacja liniowa pomiedzy vaps [cm™] od E. dla 8Me-5DAII, nieco gorsza dla
9Me-5DAII, a najgorsza dla 10Et-5DIzoAll w rozpuszczalnikach protycznych moze wynikac
z r6éznic w gestoSciach elektronowych dla poszczegdlnych atoméw tych czasteczek,
zwlaszcza w obrebie atomu azotu N(10), ktora wptywa na zdolno$¢ do tworzenia wigzan
wodorowych w stanie podstawowym. Rowniez z uwagi na brak mozliwosci utworzenia
wigzania wodorowego dla N(10) obecnego w czgsteczce 10Et-5DIzoAll z atomami wodoru
grupy hydroksylowej alkoholi oraz powstajaca zawada przestrzenng zwigzang z obecnoscia
grupy metylowej w pozycji "9" w czasteczce 9Me-5DAIl  korelacja liniowa w
rozpuszczalnikach protycznych jest mniej akceptowalne niz obserwowana dla 8Me-5DAIl. W
przypadku rozpuszczalnikow aprotycznych, dla wszystkich trzech czasteczek uzyskane
dopasowania pomiedzy vaps [cm™] od E.N s niezadowalajace stad trudno jest wytlumaczyé

jednoznacznie wpltyw polarnosci rozpuszczalnikdbw na potozenie maksiméw absorpcji

badanych pochodnych 5DAII.
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Rysunek 125. Wykres zalezno$ci vgps 0d ETN dla 8Me-5DAIl (A), 9Me-5DAIl (B) oraz 10Et-

5DIzoAll (C). Linie oznaczajg dopasowanie punktow odpowiednio dla rozpuszczalnikow protycznych
jak i aprotycznych metoda najmniejszych kwadratow. Wspotczynnik korelacji i determinacji podano
na wykresach.

4.8.3. Analiza parametrow absorpcyjnych przy wykorzystaniu skali SA

Komplementarnym ujgciem rozwazan efektow solwatochromowych przy zastosowaniu skali
polarnosci rozpuszczalnikow Ep jest zastosowanie jednoparametrowej skali kwasowosci
rozpuszczalnikow - skali SA. Rowniez w tym ujeciu kwasowos¢ rozpuszcezalnika moze by¢
rozumiana, jako zdolno$¢ donorowa rozpuszczalnika do tworzenia wigzan wodorowych (tj.
angazowania atomu wodoru np. z grupy hydroksylowej). W celu okreslenia tych efektow do
rozwazan wybrano wylacznie rozpuszczalniki protyczne (alkohole). Rezultaty dopasowan vaps
[cm™] od SA dla 8Me-5DAIl, 9Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll zostaly przedstawione na
Rysunku 126. Podobnie jak w przypadku rozwazan efektéw solwatrochromowych vaps [cm™]
od E7 rébwniez w przypadku skali SA najlepsze dopasowanie, wyrazone poprzez najwyzsza
warto$¢ wspotczynnika R, obserwuje si¢ dla 8Me-5DAIl (R = 0.80), nieco gorsze dla 9Me-
5DAIl (R = 0.77) oraz najmniej akceptowalne dla 10Et-5DIzoAll (R = 0.51). W sposob
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posredni potwierdza to przeprowadzone wczesniej hipotezy dotyczace formowania
oddziatywan specyficznych (wigzan wodorowych) w stanie podstawowym pomiedzy
czgsteczkami alkoholi a pochodnymi 5DAIL. Ponadto, dla wszystkich trzech pochodnych
mozna stwierdzié, iz wraz ze wzrastajagca kwasowosScig rozpuszczalnika nastepuje efekt

hipsochromowy, tzn. maksima absorpcji przesuwaja si¢ w kierunku wyzszej energii

(krotszych fal).

1. MeOH 1. MeOH
28800 2. EtOH 28200 2. EtOH
3. 1-PrOH 3. 1-ProH
4. 2-PrOH 4. 2-ProH
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é ig] é ]
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0.4
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Rysunek 126. Wykres zaleznosci vaps 0d SA dla 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAII (B) oraz 10Et-5DIzoAll
(C). Linie oznaczaja dopasowanie punktow odpowiednio dla rozpuszczalnikow protycznych jak i
aprotycznych metoda najmniejszych kwadratow. Wspotczynniki korelacji i determinacji podano na
wykresach.

4.8.4. Analiza paramertow absorpcyjnych przy wykorzystaniu skali SB

Innym sposobem opisu oddzialywan specyficznych (w tym wigzan wodorowych), ktore
powstaja pomigdzy badanymi pochodnymi 5DAIl a rozpuszczalnikami protycznymi moze
by¢ ujecie skali jednoparametrowej - skali SB, ktora w duzej mierze koncentruje si¢ na
zasadowosci rozpuszczalnikéw. Zasadowo$¢ rozpuszczalnika protycznego moze byc
rozumiana poprzez zdolno$¢ do pelnienia funkcji akceptora wigzania wodorowego przez
rozpuszczalnik (lub inaczej, zdolno$¢ do oddawania wolnej pary elektronowej np. znajdujace;j

si¢ na atomie tlenu grupy hydroksylowej w alkoholach). W czasteczkach badanych
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pochodnych 5DAII istnieje kilka miejsc, ktore mogg petni¢ funkcje donora atomu wodoru w
wigzaniach wodorowych. Tutaj szczeg6lnie nalezy uwzgledni¢ atomy azotu N(1) oraz N(3) -
w przypadku 8Me-5DAIl oraz 9Me-5DAIl zwigzanych z atomami wodoru, natomiast w
przypadku 10Et-5DIzoAll jedynie ugrupowanie N(3)-H moze petnié¢ rolg donora w procesie
formowania wigzan wodorowych. Wydaje si¢, ze taki obraz w zadowalajacy sposob
przedstawiaja rezultaty dopasowan pomiedzy vaps 00 SB, ktore zostaly przedstawione na

Rysunku 127 dla 8Me-5DAIl, 9Me-5DAII oraz 10Et-5DIzoAll.

1. MeOH B 1. MeOH
268007 2. EteOoH 282001 2. Et%cl)-i
3. 1-PrOH 3. 1-PrOH
4. 2-PrOH 4. 2-PrOH
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Rysunek 127. Wykres zaleznosci vq,s 0d SB dla 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAII (B) oraz 10Et-5DIzoAll
(C). Linie oznaczaja dopasowanie punktow odpowiednio dla rozpuszczalnikow protycznych jak i
aprotycznych metoda najmniejszych kwadratow. Wspotczynniki korelacji i determinacji podano na
wykresach.

Najbardziej zadowalajace dopasowania wyrazone wysokimi warto$ciami wspotczynnikow R
odnotowano dla 8Me-5DAII oraz 9Me-5DAII - odpowiednio R = 0.80 oraz R = 0.82. Mnigj
akceptowalng warto$¢ (R = 0.63) odnotowano dla 10Et-5DIzoAll. Dodatkowo, generalnie w
miare wzrostu zasadowos$ci rozpuszczalnika odnotowuje si¢ przesunigcia maksimow
absorpcji dla wszystkich trzech czasteczek w kierunku dhuzszych fal (ku nizszej energii).

Nalezy podkresli¢, iz jest to zgodne z wczesniejszym modelem dyskutowanym przy



256 |Omoéwienie wynikdéw badan wltasnych

zalezno$ci maksimow absorpcji od SA, w ktorym stwierdzono, iz w miar¢ wzrostu

kwasowosci rozpuszczalnika, maksima absorpcji przesuwajg si¢ w kierunku kroétszych fal.

4.8.5. Analiza paramertow emisyjnych przy wykorzystaniu skali Af

Podobnie jak w przypadku rozwazan zwigzanych z okresleniem wptywu rozpuszczalnika na
stan podstawowy trzech badanych pochodnych 5DAIl oraz rodzajem oddzialywan
ustalajacych si¢ pomiedzy rozpuszczalnikiem a badanymi pochodnymi, na poczatku rozwazan
dotyczacych  oddziatywan, ktéore powstaja w  stanie wzbudzonym pomiedzy
rozpuszczalnikami oraz czasteczkami pochodnych 5DAIl zastosowano zaleznos¢ Af od vem
[cm™] (Rysunek 128). Uwzgledniajac dane pochodzace z analizy liniowego dopasowania dla
rozpuszczalnikow protycznych (alkoholi) nalezy stwierdzi¢, iz dla wszystkich trzech
badanych pochodnych 5DAIl obserwuje si¢ raczej niezadowalajace korelacje wyrazone
poprzez niskie wartosci R. Najlepsze dopasowanie zostalo znalezione dla 9Me-5DAIl (R =
0.46). Dodatkowo, poréwnanie uzyskanych dopasowan dla vaps [cm™] od Af w tych samych
rozpuszczalnikach pokazuje, iz w przypadku parametrow emisyjnych dopasowania sg
znacznie gorsze. Jednym z powodow tego fakt moze by¢ istnienie oddziatywan specyficznych
(np. wigzanh wodorowych) pomiedzy czasteczkami pochodnych S5DAIl oraz uzywanych
rozpuszczalnikow, ktore formujg si¢ w stanie wzbudzonym pochodnej SDAIl. Jednakze,
podobnie jak w przypadku parametréw absorpcyjnych, tutaj rowniez nie istnieje mozliwosé
jednoznacznej interpretacji rodzajow oddzialywan formujacych si¢ pomiedzy alkoholami a
czasteczkami pochodnych 5SDAII. Dlatego, podobnie jak w przypadku analizy parametréw
absorpcyjnych oraz charakteru wigzan powstajacych w stanie podstawowym, tutaj rowniez
wydaje si¢ zasadnym zastosowanie bardziej szczegotowych skal  polarnosci
rozpuszczalnikéw. Podobnie, uwzgledniajac rozpuszczalniki aprotyczne oraz ich
oddziatywania w stanie wzbudzonym z pochodnymi 5DAII, notuje si¢ raczej niezadowalajace
dopasowania wyrazone poprzez niskie wartosci wspotczynnikow R, najlepsze dopasowanie
sposrod badanych czasteczek odnotowano dla 10Et-5DIzoAll (R = 0.76). W tym przypadku
mozna réwniez wnioskowa¢, iz oddzialywania niespecyficzne odgrywaja znaczaca rolg w

stanie wzbudzonym na linii pochodna 5DAII - rozpuszczalnik.
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Rysunek 128. Wykres zalezno$ci vem 0od Af (g,n) dla 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAII (B) oraz 10Et-
5DIzoAll (C). Linie oznaczajg dopasowanie punktow odpowiednio dla rozpuszczalnikow protycznych
jak i aprotycznych metodg najmniejszych kwadratow. Wspotczynniki korelacji i determinacji podano
na wykresach, na podstawie (149).

4.8.6. Analiza paramertéw emisyjnych przy wykorzystaniu skali E

Zdecydowanie mniej zadowalajace rezultaty dopasowan pomiedzy vem [cm™] od EX dla 8Me-

5DAII, 9Me-5DAII oraz 10Et-5DIzoAll (Rysunek 129) zostaty odnotowane w porownaniu do
badan efektow solwatochromowych ustalajagcych sie pomiedzy badanymi pochodnymi a
czasteczkami rozpuszczalnikow w stanie podstawowym. Niezaleznie od zastosowanego
rozdzielenia na rozpuszczalniki protyczne i aprotyczne, warto$ci dopasowan wspotczynnika R
sa niskie. Swiadczyé to moze o bardziej ztozonym charakterze oddziatywan, ktére powstaja w
stanie wzbudzonym pomiedzy czasteczkami pochodnych 5DAIl i rozpuszczalnikow, stad
wydaje si¢ zasadnym zastosowanie innych, bardziej szczegoétowych skal polarno$ci
rozpuszczalnikbw do wyjasnienia rodzajow oddziatywan powstajacych w  stanie

wzbudzonym.
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Rysunek 129. Wykres zalezno$ci ver, 0d EF dla 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAII (B) oraz 10Et-5DIzoAll

(C). Linie oznaczajg dopasowanie punktéw odpowiednio dla rozpuszczalnikow protycznych jak i
aprotycznych metoda najmniejszych kwadratow. Wspotczynniki korelacji i determinacji podano na
wykresach.

4.8.7. Analiza paramertow emisyjnych przy wykorzystaniu skali SA

Podobnie jak w przypadku dyskusji zaleznosci SA od Vvaps [Cm'l], uzupehieniem dyskusji
efektow solwatochromowych dla trzech badanych pochodnych 5DAII sa zalezno$ci vem [cm™]
od SA (Rysunek 130). Uwzgledniajac dyskusj¢ przeprowadzong w poprzednim podrozdziale
dotyczaca opisu efektow solwatochromowych vem [cm™] od EN dla 8Me-5DAII, 9Me-5DAII

oraz 10Et-5DIzoAll, w przypadku dopasowan vem [cm™] od SA dla stosowanych
rozpuszczalnikow protycznych (alkoholi) obserwuje si¢ mniej zadowalajace korelacje
wyrazone niskimi warto$ciami wspotczynnikow R w pordwnaniu do vass [cm™] od SA. Moze
to $wiadczy¢ o bardziej ztozonym charakterze oddziatywan pomiedzy czasteczkami alkoholi
a badanymi pochodnymi 5DAIl w stanie wzbudzonym oraz zaangazowaniu Kilku miejsc
akceptorowych wigzania wodorowego w czasteczkach pochodnych S5DAIL.  Ponadto,

generalnie wraz ze wzrostem warto$ci SA obserwuje si¢ przesuni¢cia maksimow emisji ku
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nizszym energiom (dluzszym falom) - jest to prawidlowo$¢ szczegolnie widoczna dla 9Me-

SDAII, jednakze dla 10Et-5DIzoAll obserwuje si¢ odwrotng tendencjg.
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Rysunek 130. Wykres zaleznosci ver, 0d SA dla 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAII (B) oraz 10Et-5DI1zoAll
(C). Linie oznaczaja dopasowanie punktow odpowiednio dla rozpuszczalnikow protycznych jak i
aprotycznych metoda najmniejszych kwadratow. Wspotczynniki korelacji i determinacji podano na
wykresach.

4.8.8. Analiza paramertow emisyjnych przy wykorzystaniu skali SB

Ujecie jednoparametrowe uwzgledniajace zasadowo$¢ rozpuszczalnikow (SB) zostalo
rowniez wykorzystane w celu weryfikacji oddziatywan specyficznych (glownie wigzan
wodorowych), ktére tworza pochodnych 5SDAII

si¢ pomiedzy czasteczkami oraz

rozpuszczalnikami protycznymi (alkoholami) w stanie wzbudzonym. W tym celu
przedstawiono na Rysunku 131 rezultaty dopasowan pomig¢dzy vem 0d SB dla 8Me-5DAII,
9Me-5DAII oraz 10Et-5DIzoAll. Podobnie jak we wczesniejszych przypadkach innych ujec
jednoparametrowych, takze w przypadku skali SB dopasowania sg mniej zadowalajace dla
wszystkich trzech pochodnych w pordwnaniu do analogicznych rozwazan przeprowadzonych
w przypadku zalezno$ci vaps 0d SB. Ponadto, wraz ze wzrostem zasadowosci stosowanych
alkoholi obserwuje si¢ przesuni¢cie maksimow emisji w kierunku wyzszej energii (krotszych

fal). Wspomniany efekt hipsochromowy jest szczegdlnie widoczny w przypadku 9Me-5DAII.
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Niestety, ze wzgledu na niezadowalajace dopasowania ver, 0d SB nie mozna jednoznacznie
wnioskowa¢ na temat charakteru oddziatywan niespecyficznych, ktére ksztaltujg sie

pomiedzy czgsteczkami pochodnych 5DAIl w stanach wzbudzonych oraz stosowanymi

alkoholami.
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Rysunek 131. Wykres zaleznosci ven 0d SB dla 8Me-5DAIl (A), 9Me-5DAII (B) oraz 10Et-5DI1zoAll
(C). Linie oznaczaja dopasowanie punktéw odpowiednio dla rozpuszczalnikow protycznych jak i
aprotycznych metoda najmniejszych kwadratow. Wspotczynniki korelacji i determinacji podano na
wykresach.

4.8.9. Efekty solwatochromowe przy wykorzystaniu skali multiparametrowej Cataldn'a

Jak wspomniano wczesniej, w czesci poprzedzajace] szczegotowa dyskusje efektow
solwatochromowych dla 8Me-5DAIl, 9Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll w ujeciu rdéznych
jednoparametrowych skal, skala multiparametrowa opisana przez Catalan'a uwzglednia cztery
zmienne niezalezne charakterystyczne dla danego rozpuszczalnika, do ktérych zaliczamy:
kwasowos$¢ (SA), zasadowos¢ (SB), polaryzowalno$¢ (SP) oraz bipolarnos$¢ (SdP). Wartosci
wymienionych zmiennych niezaleznych, ktore sg charakterystyczne dla rozpuszczalnikow
zastosowanych w badaniach zebrano w Tabeli 49. Do opisu efektow solwatochromowych

wykorzystano nastepujace wlasciwosci zwigzkOw: vaps Oraz vem, ktore nalezy traktowac jako
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zmienne zalezne. Poprawnos$¢ przeprowadzonej regresji wieloparametrowej zweryfikowano
za pomoca wspotczynnika korelacji regresji wielokrotnej liniowej R, ktéry moze przyjmowac
wartosci pomiedzy 0 a 1. Warto§¢ R blizsza jednosci oznacza lepszg prawidtowosc
przeprowadzonego dopasowania oraz oddaje stopien powigzania ze soba zmiennych
niezaleznych oraz zaleznej. W kazdym przypadku zostala wyliczona warto$¢ badanej
wlasciwosci dla stanu gazowego (oznaczana jako Ag). W niektorych przypadkach, ze wzgledu
na duzy btad statystyczny dopasowania, niektore wspotczynniki opisujace zmienne niezalezne

rozpuszczalnikow zostaty wyeliminowane.

Tabela 50. Rezultaty statystycznych dopasowan wartoSci badanej wlasciwosci (Vans | Vem) dla 8Me-
5DAII, 9Me-5DAII oraz 10Et-5DIzoAll wyznaczone w oparciu o multiparametrowg skale Catalan’a
dla stanu gazowego (Ag) oraz oszacowane wspotczynniki — asp, Dsgp, Csa, dsg Wraz ze
wspotczynnikiem Korelacji regresji wielokrotnej liniowej (R), na podstawie (149).

Wiasciwosé Ay asp Dsap Csa dsg R
8Me-5DAII
Vaps | cm? 29540 £240 -940 + 300 -180 £ 90 60+ 120 -610 £ 80 0.94
Vaps | cm?t 29580 £220 -1000+270 -170=+80 - -590+ 60 0.95
Vem [ em? | 26050 £380 -1590+470 -50+140 -890+180 -280+120 0.92
Vem [ cm? 25990 £330 -1570+450 - 900+ 170 -270+120 0.93
9Me-5DAII
Vaps | cm?t 29600 £350 -1810+420 -190+130 -230+90 -530+90 0.89
Vaps | cm?t 29390 £330 -1720 + 440 - -270 £ 90 -500+90 0.88
Vem [ cm? | 24470 £200  -540 + 250 20+ 70 -940 £ 100 -190+70 0.98
Vem | cm? 24490+ 170 -550 £ 230 - -940 + 90 -190+ 60 0.98
10Et-5DIzoAll
Vas /MY | 24770 £280  240+£350  210+£100 420+150 -50+90  0.84
vans /M| 24920 + 70 - 230+£100 320 +90 - 0.82
vem/cm'l 21320+ 90 -200 + 450 245+130 210+190 70+ 110 0.71
vem/ cm™ | 21120 +90 - 270 £120 190 + 120 - 0.68
W Tabeli 50 przedstawiono rezultaty statystycznych dopasowan warto$ci badanej
ystyczny P ]

wlasciwosci (Vaps | Vem) dla 8Me-5DAII, 9Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll wyznaczone w
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oparciu o multiparametrowa skale Catalan’a dla stanu gazowego (Ap) Oraz o0szacowane
czastkowe wspotczynniki regresji — asp, bsgp, Csa, dsg wraz ze wspotczynnikiem korelacji
regresji wielokrotnej linowej (R). W przypadku 8Me-5DAIl otrzymano zadowalajace
rezultaty multiparametrowej regresji wyrazone wysokimi warto$ciami wspotczynnika R do
opisu zar6wno parametru absorpcyjnego jak i emisyjnego. Uwzgledniajac wszystkie cztery
parametry stosowanych rozpuszczalnikoéw otrzymano zadowalajace dopasowanie wyrazone
poprzez wartos¢ R = 0.94 dla maksiméw absorpcji. Nalezy jednak zauwazy¢, i1z czastkowy
wspotczynnik opisujgcy kwasowo$¢ rozpuszczalnikow (Csa) obarczony jest duzym bledem,
stad jego wyeliminowanie pozwala na popraw¢ dopasowania, wyrazone poprzez warto§¢ R =
0.95. Wynika stad, iz polozenia maksiméw absorpcji 8Me-5DAIl  w zakresie
rozpuszczalnikow protycznych i aprotycznych zalezy przede wszystkim od polaryzowalnosci,
bipolarnosci oraz zasadowosci rozpuszczalnikow. Wyznaczony parametr Ag odnoszacy si¢ do
absorpcji 8Me-5DAIl w fazie gazowej wynosi okoto 29580 cm™ [~338 nm]. Z kolei analiza
innej wlasciwosci 8Me-5DAII, mianowicie maksimum emisji przy uwzglednieniu wszystkich
czterech parametrow rozpuszczalnikow wskazuje na zadowalajagce dopasowanie pomigdzy
zmiennymi niezaleznymi a zmienng zalezng wyrazone warto$cig wspotczynnika R = 0.92.
Wyeliminowanie bipolarno$ci rozpuszczalnikow, ktorej czastkowy wspotczynnik regresji jest
obarczony duzym btedem, pozwala na uzyskanie bardziej zadowalajacego dopasowania,
wyrazonego poprzez wartos¢ R = 0.93. Podsumowujac, emisja 8Me-5DAIl w serii
rozpuszczalnikdéw protycznych 1 aprotycznych jest uzalezniona od polaryzowalnosci,
kwasowos$ci oraz zasadowosci rozpuszczalnikdéw. Wyznaczona warto$¢ parametru Ag
odnoszaca si¢ do emisji 8Me-5DAIl w fazie gazowej wynosi okoto 25990 cm™ [~384 nm].

Mniej akceptowalne dopasowania multiparametrowej regresji zostalo znalezione w opisie
absorpcji 9Me-5DAIl.  Uwzgledniajac  wszystkie cztery parametry rozpuszczalnikow
otrzymuje si¢ dopasowanie ze wspotczynnikiem korelacji R = 0.89. Ze wzgledu na fakt, iz
czastkowy wspotczynnik regresji opisujacy bipolarno$¢ rozpuszczalnikéw jest obarczony
stosunkowo sporym btedem, parametr ten zostal wyeliminowany, jednak nie przyniosto to
polepszenia multiparametrowej regresji (R = 0.88). Wyznaczony parametr Ay opisujacy
absorpcje 9Me-5DAIl w fazie gazowej wynosi okoto 29600 cm™ [~338 nm]. Zdecydowanie,
najbardziej interesujace rezultaty sposrod wszystkich prezentowanych dla czteroparametrowe;
skali Catalan'a przedstawiajg rezultaty emisji 9Me-5DAIl. Przy uwzglednieniu wszystkich
czterech zmiennych niezaleznych rozpuszczalnikow otrzymano dopasowanie z R = 0.98,
jednakze czastkowy wspotczynnik regresji opisujacy bipolarno$¢ rozpuszczalnika jest

obarczony duzym bledem. Wyeliminowanie z rozwazan tego parametru pozostawia warto$¢
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wspolczynnika korelacji R na tym samym poziomie, modyfikuje jednak nieznacznie warto$§¢
parametru Ao, ktory odnosi si¢ do emisji 9Me-5DAIl w fazie gazowej - wyznaczona wartos¢
to okoto 24490 cm™ [~408 nm]. Je$li uwzgledniaé parametry, ktore opisujg specyficznosé
oddziatywan pomi¢dzy 9Me-5DAII a stosowanymi rozpuszczalnikami, nalezy podkresli¢, iz
wedlug skali Catalan'a w stanie podstawowym faworyzowana jest zasadowos¢
rozpuszczalnikow w tworzeniu oddziatywan specyficznych (wigzan wodorowych), natomiast
w stanie wzbudzonym wigksze znaczenie odgrywa kwasowos$¢  stosowanych
rozpuszczalnikoéw.

Podobnie jak w przypadku zastosowania skal jednoparametrowych, najmniej zadowalajace
rezultaty multiparametrowej regresji zostaly znalezione dla 10Et-5DIzoAll, tak w badaniach
wlasciwosci absorpcyjnych jak i emisyjnych. W przypadku analizy maksiméw absorpcji,
uwzglednienie wszystkich czterech parametrow rozpuszczalnikow skutkuje dobrym
dopasowaniem, w wartoscia R = 0.84. Jednakze, czastkowe wspdtczynniki regresji dla
zasadowosCi oraz polaryzowalnosci rozpuszczalnikow sg obarczone btedem, ich eliminacja
nie powoduje jednak poprawy wartosci wspotczynnika R, wrgcz nieznacznie go obniza (R =
0.82). Wyznaczona warto$¢ Ao dotyczaca absorpcji w fazie gazowej dla 10Et-5DIzoAll
wynosi okoto 24770 cm™ [~404 nm]. Z podobng sytuacja mozna spotka¢ si¢ W czasie
okreslania efektow solwatochromowych przy uzyciu multiparametrowej regresji dla
maksiméw emisji 10Et-5DIzoAll. Uwzgledniajac wszystkie parametry rozpuszczalnikow
otrzymuje si¢ dopasowanie z wspotczynnikiem korelacji R = 0.71. Eliminacja zasadowosci
oraz polaryzowalno$ci rozpuszczalnikow, ktorych czastkowe wspodiczynniki regresji sa
obarczone znacznym bledem nieznacznie obniza warto§¢ R = 0.68. Wyznaczony w fazie
gazowej parametr A, ktory odpowiada za emisj¢ dla 10Et-5DIzoAll w fazie gazowej wynosi
okoto 21320 cm™ [~469 nm].

Podsumowujac, najbardziej szczegdlowy obraz dotyczacy oddziatywan pomiedzy badanymi
pochodnymi 5DAIl a stosowanymi rozpuszczalnikami, tak protycznymi jak i aprotycznymi,
uwzgledniajgcy zaréwno oddziatywania specyficzne jak 1 niespecyficzne, przedstawia
czteroparametrowa skala opisana przez Cataldn'a. Zgodnie z powyzszymi rozwazaniami
mozliwo$¢ utworzenia migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych, w ktorych ugrupowania
N(1)-H oraz N(3)-H dziatajg jako donory atomu wodoru sg prawdopodobne w stanie
podstawowym dla czasteczek 8Me-5DAIl i 9Me-5DAIL. Z drugiej strony, ze wzgledu na fakt,
iz wspolczynnik opisujacy kwasowos$¢ rozpuszczalnikow dla 8Me-5DAIl jest obarczony
duzym bledem, wydaje si¢, iz ta czasteczka w stanie podstawowym angazuje z duzo

mniejszym prawdopodobienstwem atom azotu N(10) oraz karbonylowe atomy tlenu przy
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C(2) oraz C(4) w tworzeniu wigzan wodorowych. Nieco inaczej przedstawia si¢ sytuacja dla
9Me-5DAII, ktéra w stanie podstawowym moze dziata¢ jako akceptor wigzania wodorowego.
Z nieco odmienng sytuacja mamy do czynienia podczas analizy mozliwosci formowania
wigzan wodorowych w stanie wzbudzonym dla poszczegdlnych pochodnych. Z
przedstawionych danych w Tabeli 50 wynika, iz zarowno 8Me-5DAII jak i 9Me-5DAIl moga
dziata¢ jako akceptory i donory wigzan wodorowych w stanach podstawowych i
wzbudzonych. Warto podkesli¢, iz wspotczynniki opisujace kwasowos$¢ rozpuszezalnikow sg
wyzsze w stanach wzbudzonych w poréwnaniu do stanu podstawowego, co moze posrednio
swiadczy¢, iz wigzanie wodorowe, ktore powstaje pomigdzy atomem azotu N(10) a wodorem
pochodzacym z grupy hydroksylowej stosowanego alkoholu jest silniejsze w stanie
wzbudzonym w poréwnaniu do stanu podstawowego - jest to szczeg6lna prawidtowos¢ dla
9Me-5DAIl. Z kolei wigzania wodorowe formujace si¢ pomiedzy N(1)-H oraz N(3)-H
zarbwno w przypadku 8Me-5DAIl, jak i 9Me-5DAIl sa znacznie stabsze w stanach
wzbudzonych w poréwnaniu do analogicznych miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych
powstajacych w stanie podstawowym.

Z danych zawartych w Tabeli 50 mozna wnioskowaé, iz jedng z mozliwosci tworzenia
miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych pomigdzy czasteczka 10Et-5DIzoAll oraz
rozpuszczalnikami protycznymi w stanie wzbudzonym jest zaangazowanie atom azotu N(1)
oraz karbonylowych atomoéw tlenu, natomiast ze wzgledu na spory blad wspolczynnika
opisujacego zasadowos¢ rozpuszczalnika, wydaje si¢ mniej prawdopodobnym utworzenie
wigzan wodorowych przez 10Et-5DIzoAll w stanie wzbudzonym przy zaangazowaniu

ugrupowania N(3)-H.
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5. Dyskusja koncowa i wnioski

W kolejnych rozdzialach pracy doktorskiej zostala zawarta dyskusja nad réznymi
wlasciwosciami spektralnymi i fotofizycznymi 5-deazaalloksazyny i jej pochodnych
znajdujacych si¢ w réznych $rodowiskach (zar6wno rozpuszczonych w rozpuszczalnikach
organicznych, jak i w wodzie) oraz w rdéznych stanach elektronowych, tak singletowych, jak i
trypletowych. Wiele uzyskanych rezultatow dla pochodnych 5DAIl poréwnano z danymi
literaturowymi odpowiednich izo- i alloksazyn. Ponadto, w badaniach zastosowano dwie
pochodne alloksazyny o budowie czteropierscieniowej jako uzupelnienie dotychczasowych
badan dla podobnych alloksazyn, mianowicie: niepodstawionej grupami metylowymi przy
atomach azotu N(1) oraz N(3), jak rowniez dla innej molekuty posiadajacej grupy metylowe
przy wymienionych atomach azotu. Jeden z rozdziatow zostal poswigcony zastosowaniu
synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej do badan mieszanin sktadajacych si¢ z r6znych
pochodnych flawin i 5-deazaflawin, w ktérym pokazano zalety stosowania widm SSF nad
konwencjonalnymi pomiarami emisyjnymi. Synchroniczna spektroskopia fluorescencyjna
okazata si¢ rowniez pomocna w dyskusji rownowag reakcji protonacji / deprotonacji w stanie
podstawowym i wzbudzonym dla 5DAIIl oraz 13Me-5DAIl. Wyniki eksperymentalne zostaty
réwniez poparte obliczeniami i modelami teoretycznymi, ktore dotyczyly gtownie struktur
elektronowych badanych pochodnych w roéznych stanach elektronowych, zaangazowaniu
roznego typu orbitali w przej$cia elektronowe oraz wyznaczenie przewidywanych energii
przejs$¢ singlet — singlet, singlet — tryplet oraz tryplet — tryplet. Badane pochodne SDAIl
zostaly rowniez zdefiniowane jako wydajne sensybilizatory tlenu singletowego zaréwno w
uktadach rozpuszczalnikéw organicznych, jak rowniez w wodzie deuterowanej.

W kilku kolejnych punktach zostaly zawarte najwazniejsze wnioski podsumowujace
przeprowadzone badania dla pochodnych 5DAIl i All w poréwnaniu do klasycznych,
trojpierscieniowych alloksazyn.

» Wiasciwoséci absorpcyjno - emisyjne pochodnych 5DAIl opisane w rdéznych
rozpuszczalnikach organicznych w porownaniu do analogicznych izo- i alloksazyn
wskazuja na szereg podobienstw i1 réznic. Wsrod podobienstw, w absorpcji zwigzkoéw
nalezacych do tych grup mozna wyrd6zni¢ obecnos¢ dwoéch, dobrze rozdzielonych
pasm absorpcji w dlugofalowej czesci widma. We fluorescencji pochodnych 5DAII

oraz analogicznych alloksazyn wyroznia si¢ obecnos¢ jednego pasma, niezaleznie od
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zastosowanej Aexc. Natomiast do najwazniejszych réznic w absorpcji i fluorescencji
pochodnych 5DAII i analogicznych All zalicza si¢ przesunigcia w kierunku krétszych
fal dla pochodnych 5DAIl w poréwnaniu do analogicznych All. Z drugiej strony, w
przypadku opisanych alloksazyn o budowie czteropierscieniowej (1MeFR i 3MeFR)
obserwuje si¢ znaczne przesuni¢cia zarowno maksimow absorpcji jak i fluorescencji
w kierunku dhuzszych fal ze wzgledu na powickszenie uktadu aromatycznego w
porownaniu do klasycznych, tréjpierscieniowych alloksazyn. Dodatkowo zmiana
uktadu aromatycznego w tych czgsteczkach istotnie zmienia przebieg widm absorpcji.

» Wyznaczone parametry fotofizyczne (czasy zycia fluorescencji oraz wydajnosci
kwantowe fluorescencji) zarowno dla pochodnych 5SDAII jak i alloksazyn: 1MeFR i
3MeFR w rozpuszczalnikach organicznych, sa znacznie rézne od opisanych w
literaturze dla alloksazyn. Dla pochodnych 5DAII, jak roéwniez 1MeFR i 3MeFR,
odnotowano znaczne wydluzenie czaséw zycia fluorescencji oraz zwigkszenie
wydajno$ci kwantowych fluorescencji, w sytuacji, gdy byl stosowany ten sam
rozpuszczalnik organiczny. Cecha, ktora taczy badane pochodne 5DAIl, 1MeFR i
3MeFR z alloksazynami jest dominacja procesow nieradiacyjnych.

» Zardowno pochodne SDAII, jak i All obsadzaja stany trypletowe w roztworach
rozpuszczalnikow organicznych oraz w wodzie. Czas Zycia stanu trypletowego miesci
si¢ w przedziale pus i1 jest typowa wartoscig notowang réwniez dla analogicznych
alloksazyn. Dodatkowo, analiza zanikow absorpcji przejsciowej w wielu przypadkach
wykazata obecno$¢ drugiego, dlugozyjacego sktadnika, ktérym jest anionorodnik
powstaly wskutek oddzialywania stanu trypletowego pochodnej 5DAIl z ta samg
czasteczka znajdujacg si¢ w stanie podstawowym. W przypadku 1MeFR i 3MeFR
rejestracja widm absorpcji przejsciowej pozwolita jedynie na obserwacje absorpcji
przejsciowej singlet — singlet. Uzyte warunki pomiarowe nie pozwolily w tym
przypadku na stwierdzenie obecnosci absorpcji przejéciowej tryplet — tryplet.

» Optymalizacja struktury stanu podstawowego, a nastepnie wyliczenie energii przejsé¢
singlet — singlet dla SDAIIl oraz jej metylowych pochodnych, glownie przy uzyciu
réznych metod DFT (oraz uzupehiajaco w kilku przypadkach ab-initio) wskazaty, iz
niezaleznie od zastosowanej metody obliczen przejscie elektronowe Sp—S; ma zawsze
charakter m,m* i nie zalezy od pozycji ewentualnego usytuowania grup metylowych w
pierscieniu 5-deazaalloksazynowym. Uwzgledniajgc rezultaty obliczen teoretycznych
dla pochodnych 5DAIl i analogicznych All mozna przypuszczaé, iz podwyzszenie

wartosci  wydajnosci  kwantowej fluorescencji oraz wydluzenia czaséw zycia
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fluorescencji pochodnych 5DAIl jest zwiazane z faktem, iz w kazdym przypadku
przejscie So—S1 ma "czysty" charakter m,m*. Ponadto stwierdzono, iz niezaleznie od
struktury pochodnej SDAIl, w kazdym przypadku w przejscie elektronowe So—S; w
dominujacym stopniu sg zaangazowane orbitale HOMO i1 LUMO. Dla 5DAII 1 serii
metylowych pochodnych udowodniono, iz =zastosowanie poziomu obliczen:
B3LYP/aug-cc-pvVDZ przynosi najlepsze odzwierciedlenie danych
eksperymentalnych. Dla alloksazyn: 1MeFR i 3MeFR, réwniez stwierdzono charakter
n,t* dla przej$cia So—S; oraz znaczng rdznicg energetyczng do przejscia So— So.

» 5DAIl, 13Me-5DAIll, 1MeFR oraz 3MeFR zostaly poddane badaniom potencjalne;j
reakcji podwdjnego przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym w obecnos$ci kwasu
octowego, typowej reakcji znanej dla alloksazyn, w celu weryfikacji przebiegu
mechanizmu tej reakcji w zmodyfikowanych strukturalnie pochodnych All. Przy
zastosowaniu spektroskopii stacjonarnej oraz czasowo rozdzielczej stwierdzono, iz dla
pochodnych 5DAIl mechanizm reakcji przebiega w sposob typowy, tj. w stanie
wzbudzonym nastgpuje tautomeryzacja do struktury izoalloksazynowej, ktora
przebiega wytacznie dla zwigzkow, ktére nie sg podstawione grupami alkilowymi
przy atomie N(1). Zupelie inne zachowanie zostalo stwierdzone dla 1MeFR oraz
3MeFR, mianowicie, niezaleznie od obecnosci (lub braku) grupy metylowej przy
atomie azotu N(1) nie stwierdzono zajscia typowej tautomeryzacji alloksazynowo —
izoalloksazynowej, jedynie pod wplywem wzrastajacego st¢zenia kwasu octowego
stwierdzono obnizenie intensywnos$ci fluorescencji, ktora przekladata si¢ na
zmniejszenie wartosci wydajnosci kwantowej fluorescencji oraz skrocenie czasu zycia
fluorescenciji.

» Obserwujac charakterystyczng fosforescencje¢ tlenu singletowego w zakresie NIR
(przy Aem = 1270 nm), z wykorzystaniem technik spektroskopii stacjonarnej oraz
czasowo-rozdzielczej, zarowno w rozpuszczalnikach organicznych, jak i wodzie
deuterowanej wykazano, iz pochodne 5DAIl sg dobrymi sensybilizatorami tlenu
singletowego. Wartoéci @, oOkazaly si¢ nizsze w poréwnaniu do analogicznych
wynikéw otrzymanych dla odpowiednich alloksazyn. Modelowy zwiazek o strukturze
5-deazaizoalloksazynowej generowat tlen singletowy mniej wydajnie w poréwnaniu
do pochodnych ze strukturg 5-deazaalloksazynowa. Prawidtowos¢ ta jest podobna do
opisanej w literaturze w wydajnosci @, obserwowanej dla izo- i alloksazyn. W wodzie
deuterowanej stwierdzono nizsze wartosci @, w poréwnaniu do uktadow w

rozpuszczalnikach organicznych. Ze wzgledu na stosunkowo krotki czas zycia
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fluorescencji (kilka lub kilkanascie ns) praktycznie nie ma mozliwos$ci wygaszania
wzbudzonych stanéw singletowych przez tlen. Caty powstajacy na drodze
sensybilizacji tlen singletowy pochodzi z wygaszenia stanow trypletowych
pochodnych 5DAII. Potwierdzi¢ moze to rowniez wyznaczona wartos¢ @sc dla 5DAII
w wodzie (0.43) oraz wydajno$¢ generowania tlenu singletowego przez 5DAIl w
wodzie deuterowanej (P, = 0.41).

» Badanie rownowag reakcji protonacji / deprotonacji przy uzyciu metod spektoskopii
stacjonarnej i czasowo-rozdzielczej zostato przeprowadzone dla SDAIl i 13Me-5DAII.
Zidentyfikowano rozne formy strukturalne dominujace w danych warunkach pH
zard6wno w stanie podstawowym jak i wzbudzonym. W przypadku 5DAIL, poczynajac
od najbardziej kwasowych warunkow pH w stanie podstawowym zidentyfikowano
kation alloksazynowy, nast¢gpnie forme neutralng, monoanion alloksazynowy oraz
izoalloksazynowy, by w najbardziej zasadowym pH stwierdzi¢ obecnos¢ dianionu
izoalloksazynowego. Podobne formy strukturalne zostaty zidentyfikowane w stanie
wzbudzonym, z jednym wyjatkiem, mianowicie na podstawie pomiardw emisyjnych
stwierdzono obecno$¢ kationu izoalloksazynowego. Z pomiarOw czasowo-
rozdzielczych wyznaczono czasy zycia fluorescencji, kationu izoalloksazynowego:
1.4 ns, formy neutralnej: 9.2 ns, monoanionu alloksazynowego: 3.3 ns, monoanionu
izoalloksazynowego: 11.7 ns, dianionu izoalloksazynowego: 6.2 ns. W przypadku
13Me-5DAIl w stanie podstawowym zidentyfikowano jedynie obecnos$¢ kationu
alloksazynowego oraz formy neutralnej. W stanie wzbudzonym, niezaleznie od pH,
stwierdzono obecno$¢ wylacznie formy neutralnej 13Me-5DAIl zarowno w badaniach
stacjonarnych, jak i czasowo-rozdzielczych. Istotng réznicg pomigdzy pochodnymi
5DAIl i odpowiednimi alloksazynami jest brak obecnosci formy kationowej przy
N(5), ktora byla identyfikowana w silnie kwasowych warunkach dla wybranych
pochodnych alloksazyn.

» Efekty solwatochromowe zostaly opisane w stanie podstawowym i wzbudzonym dla
trzech modelowych czasteczek: 8Me-5DAIl, 9Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll przy

zastosowaniu jednoparametrowych skal polarnosci rozpuszczalnikow: Af, Dimoroth-
Reichardta EI, kwasowoéci (SA) i zasadowosci rozpuszczalnikéw (SB), w

uzuplenieniu zostala zastosowana czteroparametrowa skala zaproponowana przez
Catalan'a. Najpehiejszy obraz, uwzgledniajacy zarowno oddziatywania specyficzne,

jak 1 niespecyficzne, zostal opisany za pomocg czteroparametrowej skali
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zaproponowanej przez Cataldn'a. Wykazano, iz nie wszystkie miejsca donorowe i
akceptorowe na formowanie wigzan wodorowych w czasteczkach pochodnych 5DAII
sg rownie uprawnione i1 wykorzystywane. Jest to obraz zgodny z modelami

proponowanymi dla analogicznych izo- i alloksazyn.
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M. Sikorski, J. Mielcarek, T. Goslinski. Synthesis and photochemical properties of novel
magnesium sulfanyl porphyrazine functionalized with isophthaloxyethyl groups.

10. 4th Summer Symposium on Nanomaterials and their Application to Biology and
Medicine, Poznan, 15-18.06.2014

M. Falkowski, M. Gierszewski, S. Lijewski, L. Sobotta, M. Stolarska, £.. Popenda, S. Jurga,
M. Sikorski, J. Mielcarek, T. Goslinski. Synthesis and physicochemical properties of novel
sulfanyl porphyrazines functionalized with isophthaloxy substituents as potential building

blocks for nanotechnology.

Postery na konferencjach krajowych

1. IT Ogdlnopolska Konferencja ,,Wptyw mtodych naukowcow na osiggniecia polskiej nauki”,
Gdansk 21.04.2012
M. Gierszewski, D. Prukata, W. Prukata, M. Sikorski. Wtasciwosci spektralne i fotofizyczne

barwnikéw hemicyjaninowych i merocyjaninowych.
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2. XVI Mikrosympozjum ,,Kinetyczne metody badania mechanizmow reakcji w roztworach”,
Poznan 25.05.2012

M. Gierszewski, D. Prukata, W. Prukata, M. Sikorski. Wtasciwosci spektralne i fotofizyczne
halogenkow (E)-N-(alkilo-karbonylo-alkoksy)-2’(4”)-hydroksy-4-stilbazoliowych.

3. VI Kopernikanskie Seminarium Doktoranckie, Torun 15.06.2012

M. Gierszewski, D. Prukala, W. Prukata, M. Sikorski. Solwatochromizm soli
hydroksystilbazoliowych.

4. Pomigedzy Naukami: Zjazd fizykéw i1 chemikow. I Ogolnopolska Konferencja dla
studentéw 1 doktorantéw, Chorzéw 05.10.2012

M. Gierszewski, D. Prukata, M. Sikorski. PDT — kierunki badan i zastosowania medyczne.

5. III Ogodlnopolska Konferencja ,,Wptyw mlodych naukowcoéw na osiggnigcia polskiej
nauki”, Krakow 16.12.2012

M. Gierszewski, D. Prukata, T. Pedzinski, M. Sikorski. Nowe trendy w badaniach zwigzkéw
o strukturze flawin.

6. XVII Mikrosympozjum ,Kinetyczne metody badania mechanizmow reakcji w
roztworach”, Poznan 24.05.2012

A. Krawczyk, M. Piasecka, D. Prukata, M. Gierszewski, M. Sikorski. Wtasciwosci spektralne
I fotofizyczne (E)-2-stilbenyloksyalkilotiouracylu.

7. XVII Mikrosympozjum ,Kinetyczne metody badania mechanizméw reakcji w
roztworach”, Poznan 24.05.2012

M. Gierszewski, D. Prukata, A. Krawczyk, M. Sikorski. Pochodne 5-deazaalloksazyny w
stanach singletowych i trypletowych. Ujecie teoretyczne.

8. ,,Nauka i Przemyst. Metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania 1 mozliwosci”,
Lublin 4-6. 06. 2013

M. Gierszewski, D. Prukata, T. Pedzinski, M. Sikorski. Solwatochromowe wlasciwosci 8-
metylo-5-deazaalloksazyny w stanie podstawowym i wzbudzonym.

9. Szkota Chemii Medycznej, Wroctaw, 17-18.10.2013

S. Lijewski, T. Rebi§, M. Falkowski, P. Kordas, D. Mtynarczyk, M. Gierszewski, L. Sobotta,
J. Piskorz, M. Sikorski, G. Milczarek, J. Mielcarek, T. Goslinski. Wtasciwosci foto- i
elektrochemiczne  nowych  porfirazyn  posiadajacych  peryferyjne  ugrupowania
izoftaloksyalkilosulfanylowe. (Wspoétautorstwo, prezentujacy: mgr M. Falkowski).

10. Nauka i Przemysl — metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci,

Lublin, 10-12.06.2014
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M. Gierszewski, D. Prukata, E. Sikorska, M. Sikorski. Widma synchronicznej spektroskopii
fluorescencyjnej w badaniach flawin.

11. VI Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, 18-20.09.2014

D. Mtynarczyk, S. Lijewski, W. Szczotko, L. Sobotta, M. Gierszewski, L. Popenda, M.
Sikorski, S. Jurga, J. Mielcarek, T. Goslinski. Synthesis and characterization of novel sulfanyl
tribenzoporphyrazines.

12. VI Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, 18-20.09.2014

M. Falkowski, M. Stolarska, M. Gierszewski, S. Lijewski, L. Sobotta, J. Piskorz, L.. Popenda,
S. Jurga, M. Sikorski, J. Mielcarek, T. Goslinski. Sulfanyl porphyrazines as potential agents
for photodynamic therapy - synthesis and physicochemical properties.

13. IX Poznanska Konferencja Naukowa: Chemia - nowe wyzwania dla nauki i przemyshu,
Poznan, 05.12.2014

M. Gierszewski, M. Falkowski, S. Lijewski, T. Gos$linski, J. Mielcarek, M. Sikorski.Badania
spektralne i fotochemiczne wybranych porfirazyn siarkowych z rozbudowanym

ugrupowaniem peryferyjnym w roztworach wodnych.

Artykuly w materiach konferencyjnych, abstrakty

1. VI Ogoélnopolska Konferencja Naukowa "Nauka i Przemysl", Krakow, 25. 11. 2011

M. Gierszewski, D. Prukata, M. Sikorski. Czwartorzedowe sole stilbazoliowe jako wskazniki
kwasowo-zasadowe, strona: 23-31, artykut w materiatach konferencyjnych.

2. Mtodzi Naukowcy dla polskiej nauki, Gdansk, 21.04.2012

M. Gierszewski, D. Prukala, W. Prukata, J. Karolczak, M. Sikorski. Wptyw pH na
wilasciwosci spektralne i fotofizyczne czwartorzedowych soli stilbazoliowych, Wyd.
CreativeTime, Krakow 2012, strony: 111-120, ISBN: 978-83-63058-14-2, artykul w
materiatach konferencyjnych.

3. V Migdzynarodowa Konferencja Doktorantow Uniwersytetu Szczecinskiego ,,Najnowsze
osiggniecia w dziedzinie biologii”, Szczecin, 26.10.2012

M. Gierszewski, D. Prukata, T. Pedzinski, M. Sikorski. Spektroskopia i fotofizyka
metylowych pochodnych 5-deazaalloksazyny — badania eksperymentalne i teoretyczne,
strony: 42-44, artykut w materiatach konferencyjnych.

4. Wpltyw mtodych naukowcow na osiggnigcia polskiej nauki, Krakow, 16.12.2012
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M. Gierszewski, D. Prukata, T. Pedzinski M. Sikorski. Wtasciwosci spektralne i fotofizyczne
pochodnych 5-deazaalloksazyny i jej pochodnych. Ujecie eksperymentalne i teoretyczne.
Strony: 144-154, ISBN: 978-83-63058-22-7, artykul w materiatach konferencyjnych.

Ponadto wspolautorstwo, lacznie 29 jednostronicowych, abstrakow w materialach

konferencyjnych
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Wykaz stosowanych skrotow i symboli

SSF - synchroniczna spektroskopia fluorescencyjna
Rfl ryboflawina
5DRIl 5-deazaryboflawina
FMN mononukleotyd flawinowy
FAD dinukleotyd flawinowo-adeninowy
All alloksazyna
5DAII 5-deazaalloksazyna
1zoAll izoalloksazyna
5DIzoAll 5-deazaizoalloksazyna
LChr lumichrom
LFI lumiflawina
1Me-5DAII 1-metylo-5-deazaalloksazyna
3Me-5DAII 3-metylo-5-deazaalloksazyna
5Me-5DAII 5-metylo-5-deazaalloksazyna
6Me-5DAII 6-metylo-5-deazaalloksazyna
7Me-5DAlI 7-metylo-5-deazaalloksazyna
8Me-5DAII 8-metylo-5-deazaalloksazyna
9Me-5DAII 9-metylo-5-deazaalloksazyna
13Me-5DAlI 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyna
15Me-5DAII 1,5-dimetylo-5-deazaalloksazyna
16Me-5DAII 1,6-dimetylo-5-deazaalloksazyna
17Me-5DAII 1,7-dimetylo-5-deazaalloksazyna
18Me-5DAlI 1,8-dimetylo-5-deazaalloksazyna
19Me-5DAII 1,9-dimetylo-5-deazaalloksazyna
35Me-5DAll 3,5-dimetylo-5-deazaalloksazyna
36Me-5DAII 3,6-dimetylo-5-deazaalloksazyna
37Me-5DAII 3,7-dimetylo-5-deazaalloksazyna
38Me-5DAll 3,8-dimetylo-5-deazaalloksazyna
39Me-5DAll 3,9-dimetylo-5-deazaalloksazyna
56Me-5DAII 5,6-dimetylo-5-deazaalloksazyna
57Me-5DAII 5,7-dimetylo-5-deazaalloksazyna
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58Me-5DAII - 5,8-dimetylo-5-deazaalloksazyna
59Me-5DAII - 5,9-dimetylo-5-deazaalloksazyna
67Me-5DAII - 6,7-dimetylo-5-deazaalloksazyna
68Me-5DAII - 6,8-dimetylo-5-deazaalloksazyna
69Me-5DAI - 6,9-dimetylo-5-deazaalloksazyna
78Me-5DAII - 7,8-dimetylo-5-deazaalloksazyna
79Me-5DAII - 7,9-dimetylo-5-deazaalloksazyna
89Me-5DAII - 8,9-dimetylo-5-deazaalloksazyna
135Me-5DAIl - 1,3,5-trimetylo-5-deazaalloksazyna
136Me-5DAIl - 1,3,6-trimetylo-5-deazaalloksazyna
137Me-5DAIl - 1,3,7-trimetylo-5-deazaalloksazyna
138Me-5DAII - 1,3,8-trimetylo-5-deazaalloksazyna
139Me-5DAIl - 1,3,9-trimetylo-5-deazaalloksazyna
156Me-5DAIl - 1,5,6-trimetylo-5-deazaalloksazyna
157Me-5DAIl - 1,5,7-trimetylo-5-deazaalloksazyna
158Me-5DAII - 1,5,8-trimetylo-5-deazaalloksazyna
159Me-5DAIl - 1,5,9-trimetylo-5-deazaalloksazyna
167Me-5DAIl - 1,6,7-trimetylo-5-deazaalloksazyna
168Me-5DAII - 1,6,8-trimetylo-5-deazaalloksazyna
169Me-5DAII - 1,6,9-trimetylo-5-deazaalloksazyna
356Me-5DAIl - 3,5,6-trimetylo-5-deazaalloksazyna
357Me-5DAIl - 3,5,7-trimetylo-5-deazaalloksazyna
358Me-5DAIl - 3,5,8-trimetylo-5-deazaalloksazyna
359Me-5DAIl - - 3,5,9-trimetylo-5-deazaalloksazyna
567Me-5DAIl - 5,6,7-trimetylo-5-deazaalloksazyna
568Me-5DAIl - 5,6,8-trimetylo-5-deazaalloksazyna
569Me-5DAIl - 5,6,9-trimetylo-5-deazaalloksazyna
678Me-5DAIl - 6,7,8-trimetylo-5-deazaalloksazyna
679Me-5DAIl - 6,7,9-trimetylo-5-deazaalloksazyna
789Me-5DAIl - 7,8,9-trimetylo-5-deazaalloksazyna
1356Me-5DAIl - 1,3,5,6-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
1357Me-5DAIl - 1,3,5,7-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
1358Me-5DAIl - 1,3,5,8-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
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1359Me-5DAlI
1367Me-5DAII
1368Me-5DAII
1369Me-5DAII
1378Me-5DAlI
1389Me-5DAII
3567Me-5DAII
3568Me-5DAII
3569Me-5DAlI
5678Me-5DAII
5679Me-5DAII
6789Me-5DAII
1MeFR
3MeFR
10Et-5DlzoAll
6MeAll
TMeAll
8MeAll
9MeAll
67MeAll
68MeAll
69MeAll
78MeAll
79MeAll
89MeAll
136MeAll
137MeAll
138MeAll
139MeAll
Per
IND
1,4-Diox
CHCl;

1,3,5,9-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
1,3,6,7-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
1,3,6,8-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
1,3,6,9-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
1,3,7,8-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
1,3,8,9-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
3,5,6,7-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
3,5,6,8-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
3,5,6,9-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
5,6,7,8-tetrametylo-5-deazaalloksazyna
5,6,7,9-tetrametylo-5-deazaalloksazyna

6,7,8,9-tetrametylo-5-deazaalloksazyna

1-metylonafto[2,3-g]pterydyno-2,4(1H,3H)-dion
3-metylonafto[2,3-g]pterydyno-2,4(1H,3H)-dion

10-etylo-5-deazaizoalloksazyna
6-metyloalloksazyna
7-metyloalloksazyna
8-metyloalloksazyna
9-metyloalloksazyna
6,7-dimetyloalloksazyna
6,8-dimetyloalloksazyna
6,9-dimetyloalloksazyna
7,8-dimetyloalloksazyna
7,9-dimetyloalloksazyna
8,9-dimetyloalloksazyna
1,3,6-trimetyloalloksazyna
1,3,7-trimetyloalloksazyna
1,3,8-trimetyloalloksazyna
1,3,9-trimetyloalloksazyna
perinaftenon
indykaksantyna
1,4-dioksan

chloroform
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DCM
AcOEt
DMSO

Acet

ACN

PrCN
MeOH

EtOH
2-PrOH
1-PrOH

1-BuOH
2-BuOH
1-PeOH
1-HeOH
d-H,0
exc
Ae
Or
TF
Kr
ZKnr
Dy
TA

Disc

dichlorometan

octan etylu

dimetylosulfotlenek

aceton

acetonitryl

propionitryl

metanol

etanol

propan-2-ol

propan-1-ol

butan-1-ol

butan-2-ol

pentan-1-ol

heksan-1-ol

woda deuterowana

dhugos$¢ fali promieniowania wzbudzajacego
dhugosc¢ fali dla maksimum fluorescencji
wydajno$¢ kwantowa fluorescencji

czas zycia fluorescencji

stata radiacyjna

suma statych nieradiacyjnych
wydajno$¢ generowania tlenu singletowego
czas zycia tlenu singletowego

wydajnos¢ przejscia interkombinacyjnego



299 |Wykaz tabel

Wykaz tabel

Tabela 1. Wiasciwosci lumichromu i lumiflawiny w niektorych rozpuszczalnikach
organicznych w stanach singletowych

Tabela 2. Wiasciwosci alloksazyny oraz jej mono- i di- metylowych pochodnych w
stanach singletowych

Tabela 3. Wlasciwosci spektralne 1 fotofizyczne wybranych tetrametylo-
podstawionych izoalloksazyn w acetonitrylu w stanach singletowych

Tabela 4. Czas zycia stanu trypletowego (t7), wydajnos¢ fotosensybilizowanego
tworzenia tlenu singletowego (®,) oraz czas zycia tlenu singletowego (ta) dla
wybranych dimetylowych pochodnych alloksazyny w acetonitrylu, na podstawie (51).

Tabela 5. Spis badanych pochodnych 5-deazaalloksazyny

Tabela 6. Spis pochodnych alloksazyny, ktorych wlasciwosci zostaly poréwnane z
danymi dla pochodnych 5-deazaalloksazyny

Tabela 7. Dane spektralne i fotofizyczne dla 5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych. Dla poréwnania podano rowniez dane literaturowe dostepne dla All.

Tabela 8. Dane spektralne i fotofizyczne dla monometylowych pochodnych 5-
deazaalloksazyny: 8Me-5DAIl i 9Me-5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych, na podstawie (149).

Tabela 9. Dane spektralne i fotofizyczne dla monometylowych pochodnych 5-
deazaalloksazyny: 8Me-5DAIIl i 9Me-5DAIl w alkoholach, na podstawie (149).

Tabela 10. Dane spektralne i fotofizyczne dla 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w
wybranych rozpuszczalnikach organicznych, na podstawie (148).

Tabela 11. Dane spektralne i fotofizyczne dla trimetylowych pochodnych 5-
deazaalloksazyny: 138Me-5DAIl i 139Me-5DAIlI w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych, dla poréownania w dichlorometanie, acetonitrylu i metanolu podano
odpowiednie dane dla 1,3,8-trimetyloalloksazyny oraz 1,3,9-trimetyloalloksazyny.

Tabela 12. Dane spektralne i fotofizyczne dla 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny w
wybranych rozpuszczalnikach organicznych, na podstawie (149).

Tabela 13. Dane spektralne i fotofizyczne dla 1MeFR i 3MeFR w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych

Tabela 14. Przewidywane energie przej$é¢ singlet — singlet dla SDAIl (w cm™)
wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem
funkcjonalu B3LYP w réznych bazach atomowych: 6-31G, 6-311G, 6-31G*, 6-31G**,
6-31+G(d), cc-pVTZ, cc-pVDZ, aug-cc-pVDZ (w fazie gazowej) oraz 6-31+G(d) z
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zastosowaniem modelu rozpuszczalnikowego PCM w dichlorometanie, wraz z
odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

Tabela 15. Przewidywane energie przej$é singlet — singlet dla 5DAIl (w cm™)
wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone na
nastepujacych poziomach teorii: cam-B3LYP/6-31+G(d) i aug-cc-pVDZ; PBEO/aug-cc-
pVDZ; MP2/aug-cc-pVDZ i aug-cc-pVTZ; EOM-CCSD/aug-cc-pVDZ i aug-cc-pVTZ,
z odpowiadajgcymi sitami oscylatora, f, na podstawie (148).

Tabela 16. Przewidywane energie przej$é singlet — singlet dla 9Me-5DAIl (w cm™)
wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem
funkcjonatu B3LYP w réznych bazach atomowych: 6-31G, 6-311G, 6-31G*, 6-31G**,
6-31+G(d), cc-pVTZ, cc-pVDZ, aug-cc-pVDZ (w fazie gazowej) oraz 6-31+G(d) z
zastosowaniem modelu rozpuszczalnikowego PCM w metanolu, wraz z
odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

Tabela 17. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 1Me-5DAIl; 3Me-
5DAIl; 5Me-5DAIl;  6Me-5DAIl;  7Me-5DAIl  (w cm™) wyznaczone ze
zoptymalizowane] geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody
[B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

Tabela 18. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 13Me-5DAIIl (w cm™)
wyznaczone ze zoptymalizowane]j geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem
funkcjonatu B3LYP w réznych bazach atomowych: 6-31G, 6-311G, 6-31G*, 6-31G**,
6-31+G(d), cc-pVTZ, cc-pvDZ, aug-cc-pvVDZ (w fazie gazowej), wraz z
odpowiadajgcymi sitami oscylatora, f.

Tabela 19. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 15Me-5DAIl; 16Me-
5DAIl;  17Me-5DAIl;  18Me-5DAII;  19Me-5DAIl (w cm'l) wyznaczone ze
zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody
[B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajgcymi sitami oscylatora, f.

Tabela 20. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 35Me5-DAIl; 36Me-
5DAIl;  37Me-5DAII;  38Me-5DAII;  39Me-5DAIl (w cm'l) wyznaczone ze
zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody
[B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

Tabela 21. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 56Me-5DAIl; 57Me-
5DAIl; 58Me-5DAIl; 59Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej
geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)],
wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

Tabela 22. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 67Me-5DAIl; 68Me-
5DAII; 69Me-5DAIl; 78Me-5DAIl; 79Me-5DAII i 89Me-5DAII (w cm™) wyznaczone
ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody
[B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.
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Tabela 23. Przewidywane energie przejsé singlet — singlet dla 139Me-5DAII (w cm™)
wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem
funkcjonatu B3LYP w réznych bazach atomowych: 6-31G, 6-311G, 6-31G*, 6-31G**,
6-31+G(d), cc-pVTZ, cc-pVDZ, aug-cc-pvDZ (w fazie gazowej), wraz z
odpowiadajgcymi sitami oscylatora, f.

Tabela 24. Przewidywane energie przejs$¢ singlet — singlet dla 135Me-5DAIl; 136Me-
5DAIl; 137Me-5DAIl; 138Me-5DAII; 139Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze
zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody
[B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajgcymi sitami oscylatora, f.

Tabela 25. Przewidywane energie przejs$¢ singlet — singlet dla 156Me-5DAIl; 157Me-
5DAII; 158Me-5DAIl; 159Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej
geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)],
wraz z odpowiadajagcymi sitami oscylatora, f.

Tabela 26. Przewidywane energie przejs$¢ singlet — singlet dla 167Me-5DAIl; 168Me-
5DAII; 169Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu
podstawowego, wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z
odpowiadajgcymi sitami oscylatora, f.

Tabela 27. Przewidywane energie przejs$¢ singlet — singlet dla 356Me-5DAIl; 357Me-
5DAIl; 358Me-5DAIl; 359Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej
geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)],
wraz z odpowiadajgcymi sitami oscylatora, f.

Tabela 28. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla 567Me-5DAIl; 568Me-
5DAIl; 569Me-5DAIl; 678Me-5DAIIl; 679Me-5DAIl i 789Me-5DAIl (w cm™)
wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem
metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajgcymi sitami oscylatora, f.

Tabela 29. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 1356Me-5DAII;
1357Me-5DAIl;  1358Me-5DAIl;  1359Me-5DAIl (W cm™) wyznaczone ze
zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody
[B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

Tabela 30. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 1367Me-5DAII;
1368Me-5DAII; 1369Me-5DAIl; 1378Me-5DAIl i 1389Me-5DAIl (w cm™) wyznaczone
ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem metody
[B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.

Tabela 31. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 3567Me-5DAII;
3568Me-5DAIl; 3569Me-5DAII; 5678Me-5DAIl; 5679Me-5DAII i 6789Me-5DAII (w
cm™) wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z
uzyciem metody [B3LYP/6-31+G(d)], wraz z odpowiadajacymi sitami oscylatora, f.
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Tabela 32. Przewidywane energie przejsé singlet — singlet dla 10Et-5DIzoAll (w cm™)
wyznaczone ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego, wyliczone z uzyciem
funkcjonatu B3LYP w réznych bazach atomowych: 6-31G, 6-311G, 6-31G*, 6-31G**,
6-31+G(d), cc-pVTZ, cc-pVDZ, aug-cc-pVDZ (w fazie gazowej) oraz 6-31+G(d) z
zastosowaniem modelu rozpuszczalnikowego PCM w metanolu, wraz z
odpowiadajgcymi sitami oscylatora, f.

Tabela 33. Przewidywane energic przejs¢ singlet — singlet wyznaczone metodami
teoretycznym: B3LYP/6-31G(d) oraz B3LYP/aug-cc-pVDZ ze zoptymalizowanej
geometrii stanu podstawowego w fazie gazowej dla 1MeFR i 3MeFR z odpowiednimi
sitami oscylatora, f.

Tabela 34. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet wyznaczone metodami
teoretycznym: B3LYP/6-31G(d) ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego
przy uwzglednieniu modelu rozpuszczalnikowego PCM (rozpuszczalniki: metanol,
woda, acetonitryl) dla IMeFR z odpowiednimi sitami oscylatora, f.

Tabela 35. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet wyznaczone metodami
teoretycznym: B3LYP/6-31G(d) ze zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego
przy uwzglednieniu modelu rozpuszczalnikowego PCM (rozpuszczalniki: metanol,
woda, acetonitryl) dla 3MeFR z odpowiednimi sitami oscylatora, f.

Tabela 36. Dtugosci wigzan (w A) oraz momenty dipolowe w stanach So, S; i Ty dla
138Me-5DAIl and 139Me-5DAII, na podstawie (147).

Tabela 37. Ladunki atomowe neutralnych form 138Me-5DAIl i 139Me-5DAIl w stanie
podstawowym (Sp), w pierwszym wzbudzonym stanie singletowym (S;) w fazie
gazowej wyznaczone za pomocg analizy populacyjnej NBO, na podstawie (147).

Tabela 38. Przewidywane energie [B3LYP/6-31+G(d)] przejs¢ So—T; dla 5DAII, 8Me-
5DAIl, 9Me-5DAIl, 13Me-5DAII, 138Me-5DAII, 139Me-5DAIl i 10Et-5DIzoAll z
odpowiednimi sitami oscylatora, f.

Tabela 39. Przewidywane energie przej$¢ [uB3LYP /6-31+G(d)] T;—T; dla 5DAII,
8Me-5DAII, 9Me-5DAII, 13Me-5DAII, 138Me-5DAII, 139Me-5DAIl i 10Et-5DI1zoAll z
odpowiadajgcymi im sitami oscylatora, f.

Tabela 40. Przewidywane energie przejs¢ [uB3LYP/6-31+G(d)] T;—T; dla 1MeFR i
3MeFR z odpowiadajgcymi im sitami oscylatora, f.

Tabela 41. Czasy zycia fluorescencji (t¢) zmierzone dla form izo- i alloksazynowej
SDAIl w DCM przy réznych stezeniach kwasu octowego (Aexc = 360 Nnm oraz Aem =
405 nm, 440 nm i 500 nm), na podstawie (148).

Tabela 42. Czas zycia fluorescencji, tr, dla zwigzkow IMeFR i 3MeFR w
dichlorometanie wraz ze wzrastajagcym stezeniem kwasu octowego [AA];
zarejestrowane przy Aexc = 368 Nm; Aem = 590 nm.
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Tabela 43. Wydajnosci kwantowej fotosensybilizowanego tworzenia tlenu
singletowego (®,) przez 5DAII, 8Me-5DAIl, 9Me-5DAIl, 13Me-5DAII, 138Me-5DAIl,
139Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll w acetonitrylu, metanolu oraz dichlorometanie.
Wartosci ®, wyznaczono korzystajac z metody jednopunktowej oraz zanikow
fosforescencji przy Aem = 1270 nm a takze korzystajgc z metody gradientowej (wybrane
przypadki). W kazdym przypadku zastosowano jako standard perinaftenon w tym
samym rozpuszczalniku.

Tabela 44. Czasy zaniku tlenu singletowego (ta/ us) zmierzone przy Aexc = 371 nm oraz
Aem = 1270 nm dla 5DAII, 8Me-5DAIl, 9Me-5DAIl, 13Me-5DAIl, 138Me-5DAIlI,
139Me-5DAII oraz 10Et-5DIzoAll w acetonitrylu, metanolu oraz dichlorometanie.

Tabela 45. Wydajnosci generowania tlenu singletowego (®,) oraz czasy zaniku tlenu
singletowego (ta/ Us) zmierzone przy Aexc = 371 NM 0raz Aem = 1270 nm dla 5DAII oraz
13Me-5DAIl w wodzie deuterowane;j.

Tabela 46. Charakterystyka absorpcyjno - emisyjna SDAIl w r6znych warunkach pH.

Tabela 47. Wydajnosci kwantowe (®f) oraz czasy zycia fluorescencji (t) dla SDAIl w
roéznych warunkach pH zarejestrowane przy Aexc = 368 nm oraz 338 nm (dla pH = -0.50)
oraz Aem =420 nm i/ lub 500 nm oraz 460 nm (dla pH = -0.50).

Tabela 48. Wydajnosci kwantowe (®f) oraz czasy zycia fluorescencji (1) dla 13Me-
5DAIl w réznych warunkach pH zarejestrowane przy Aexc = 368 nm oraz Aem = 420 nm
oraz 460 nm.

Tabela 49. Parametry rozpuszczalnikow w  roznych skalach  polarnosci
N
ET
rozpuszczalnika), SdP (bipolarno$¢ rozpuszczalnika) oraz SP (polaryzowalno$¢
rozpuszczalnika).

rozpuszczalnikow:  Af, SA (kwasowos$¢ rozpuszczalnika), SB (zasadowo$¢

Tabela 50. Rezultaty statystycznych dopasowan warto$ci badanej wlasciwosci (Vaps i
vem) dla 8Me-5DAIl, 9Me-5DAIl oraz 10Et-5DIzoAll wyznaczone w oparciu o
multiparametrowg skale Catalan’a dla stanu gazowego (Ap) Oraz 0Szacowane
wspotczynniki — asp, Dsgp, Csa, dsg Wraz ze wspotczynnikiem korelacji liniowej (R), na
podstawie [149].
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Wykaz rysunkow

Rysunek 1. Pordéwnanie struktur: alloksazyny (All), izoalloksazyny (lzoAll), 5-
deazaalloksazyny (5DAII) oraz 5-deazaizoalloksazyny (5DI1zoAll)

Rysunek 2. Struktura izoalloksazyny, ryboflawiny, FMN oraz FAD
Rysunek 3. Struktura lumichromu (LChr) i lumiflawiny (LFI)

Rysunek 4. Widma absorpcji (A), widma emisji (B) LChr oraz LFI w acetonitrylu. Widma
emisji otrzymano przy Aexc = 360 nm (LChr) oraz Aexc = 400 nm (LFI)

Rysunek 5. Rezultaty miareczkowania spektrofotometrycznego lumichromu w acetonitrylu
jonami fluorkowymi (A) oraz jonami octanowymi (B); wstawki na (A) i (B) oznaczaja
odchylenia absorbancji przy 350nm (m) i 450 nm (A), linie ciagle odnosza si¢ do
dopasowanej funkcji. Zmiana widm fluorescencji wskutek dodania wzrastajacej ilosci jonow
fluorkowych (C) oraz octanowych (D) zarejestrowane przy Aexc = 309 nm; wstawki na (C) i
(D) oznaczajg zmiany intensywnosci fluorescencji przy 440 nm (m) oraz 530 nm (A); na
podstawie (39).

Rysunek 6. Schematyczne przedstawienie obecno$ci lumichromu w $rodowisku micelarnym,
na podstawie (42).

Rysunek 7. Struktura alloksazyny i jej wybranych mono- i di- metylowych pochodnych

Rysunek 8. Struktury wybranych izoalloksazyn wraz z wyznaczonymi kierunkami i
wartosciami momentoéw dipolowych w roznych stanach elektronowych (S, S; oraz Ty)

Rysunek 9. Struktura ryboflawiny (Rfl) oraz 5-deazaryboflawiny (5DRfl)

Rysunek 10. (A) Przewidywane przejscia T—T dla ryboflawiny otrzymane z uzyciem metod
TD-DFT (gory panel) oraz eksperymentalne widmo absorpcji T—T dla Rfl w roztworze
wodnym przy pH = 6.8, dexe = 355 nm (dolny panel) na podstawie [61]; (B) Przewidywane
przejscia T—T dla 5-deazaryboflawiny otrzymane z uzyciem metod TD-DFT (gory panel)
porownane do eksperymentalnego widma absorpcji  przejsciowej (dolny panel)
zarejestrowanego W metanolu (Aexe = 355 nm, ODgsss = 0.301, 2mJ/puls, | = 1cm) na
podstawie (62).

Rysunek 11. Szlak reakcji prowadzacy od ryboflawiny do lumichromu i lumiflawiny; na
podstawie (63).

Rysunek 12. Struktury wybranych dimetylowych pochodnych alloksazyny, dla ktorych
przyblizono informacj¢ na temat standéw trypletowych.

Rysunek 13. Widmo czasowo-rozdzielcze rozproszeniowo-odbiciowe laserowej flash-
fotolizy lumichromu osadzonego na celulozie w temperaturze pokojowej dla uprzednio
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odtlenionej probki, czasy opoznienia (w sekundach) zostaly pokazane na widmie, Aexc =
355 nm, na podstawie (80).

Rysunek 14. Konfiguracja elektronowa i obsadzenie orbitali molekularnych czasteczki tlenu
w stanie podstawowym.

Rysunek 15. Struktury elektronowe tlenu w stanie podstawowym.

Rysunek 16. Diagram stanow energetycznych czgsteczki tlenu: 3Zg302 (stan podstawowy),
1Agoz (wzbudzony stan singletowy tlenu o energii 94 kJ/mol) oraz 1Zg+02 (wzbudzony stan
singletowy tlenu o energii 157 kJ/mol).

Rysunek 17. (A) Uproszczony diagram Jabtonskiego przedstawiajacy jedno- i dwu- fotonowa
absorpcje sensybilizatora, ktora inicjuje fotosensybilizowang produkcje tlenu singletowego ze
stanow trypletowych sensybilizatora. IC oraz ISC oznaczaja odpowiednio konwersj¢
wewnetrzng oraz przej$cie interkombinacyjne. (B) Diagram ilustrujacy podejscie, w ktorym
kontrola moze zosta¢ osiaggnigta w sensybilizowanym wytwarzaniu tlenu singletowego z
wzbudzonych stanéw singletowych oraz trypletowych sensybilizatora; na podstawie (85).

Rysunek 18. Proponowany mechanizm fotoutleniania sulfidéw do sulfoksydow.

Rysunek 19. Mechanizmy utleniania zachodzace wedtug Typu I i II z udziatem ryboflawiny,
na podstawie (1).

Rysunek 20. Proponowany mechanizm reakcji przeniesienia protonu dla lumichromu w
obecnosci pirydyny zaproponowany przez Kash’a, XI oznacza kompleks pirydyny z atomem
azotu N(1) lumichromu w stanie podstawowym, XII: produkt posredni w postaci pary
jonowej we wzbudzonym stanie singletowym S; oraz XIII: utworzenie flawinowego
tautomeru z wigzaniem wodor-azot przy N(10) w zrelaksowanym stanie S’;; na podstawie
(312).

Rysunek 21. Zalezno$ci strukturalne lumichromu w réznych warunkach pH, na podstawie
(112).

Rysunek 22. (A) Widmo IRMPD protonowanego lumichromu (a) poréwnane z liniowymi
widmami IR wyznaczonymi na podstawie obliczen B3LYP/cc-pVDZ dla trzech najbardziej
stabilnych izomerow: H* LC@NS5 (b), H'LC@O4+ (c), and H'LC@N10 (d); (B) Widmo
IRMPD protonowanej lumiflawiny (a) porownane z liniowymi widmami IR najbardzie;
stabilnych izomeréw uzyskanych na podstawie obliczen B3LYP/cc-pVDZ: H'LF@O02+ (b),
H'LF@N1 (c), and H'LF@OH+- (d); na podstawie (118).

Rysunek 23. Roéwnowagi protonacji / deprotonacji dla 9-metylo-5-deazaalloksazyny w
r6znych warunkach pH, na podstawie (114).

Rysunek 24. Rownowagi protonacji / deprotonacji dla 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny w
r6znych warunkach pH, na podstawie (114).
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Rysunek 25. Struktury produktéw hydrolizy lumiflawiny w obecnosci wodorotlenku sodu:
LF" (anion Ilumiflawiny), DMIA" (anion 7,8-dimetyloizoalloksazyny), MIA" (anion 7-
metyloizoalloksazyny), QO1 (kwas 1,2-dihydro-2-keto-1,6,7-trimetylochinoksalino-3-
karboksylowy), QO2 (kwas 2-metoksy-6,7-dimetylochinoksalino-3-karboksylowy), QO3 (6-
metylo-chinoksalin-2-ol), QO4  (3-hydroksy-1,6,7-trimetylo-1H-chinoksalin-2-on);  na
podstawie (121).

Rysunek 26. Mozliwe struktury kompleksow lumichromu z metanolem (po lewej stronie)
oraz z kwasem octowym (po prawej stronie); na podstawie (122).

Rysunek 27. (A) Struktura izoalloksazynowa bez uformowanych wigzan wodorowych, (B)

schemat formowania wigzan wodorowych na heteroatomach izoalloksazyny, na podstawie
(123).

Rysunek 28. Widma absorpcji pochodnej ryboflawiny w tetrachlorometanie w obecnos$ci
kwasu trichlorooctowego (A) oraz kwasu trifluorooctowego (B), stezenia kwaséw wynosza
odpowiednio: 0 M (1), 10° M (11), 102 M (111). Widma emisji zarejestrowane dla pochodnej
ryboflawiny w tetrachlorometanie w funkcji wzrastajacego stezenia kwasu trichlorooctowego,
stezenia wynoszg odpowiednio: 0 M (1), 0.0005M (I1), 0.002 M (1) (C) oraz kwasu
trifluorooctowego, stezenia wynosza odpowiednio: 0 (I), 0.0001 M (II), 0.001 M (IlI),
0.004 M (1V) (D), na podstawie (123).

Rysunek 29. Widma SSF nanokrysztalow o réoznym ksztatcie i wielkosci (1-4) oraz ich
mieszaniny (5) zarejestrowane przy Ak =200 nm; na podstawie (145).

Rysunek 30. Uproszczony diagram Jabtonskiego przedstawiajacy idee powstawania widm
synchronicznych, na podstawie (127).

Rysunek 31. Widmo emisji (Aexc = 442 nm) oraz widmo wzbudzenia emisji (Aem = 507 Nm)
tetracenu w etanolu (A) porownane z widmem SSF (AL = 3 nm) tej czasteczki (B); na
podstawie (129).

Rysunek 32. Widma: wzbudzenia emisji, fluorescencji oraz synchroniczne (A) fenantrenu;
(B) antracenu; (C) perylenu w etanolu; na podstawie (129).

Rysunek 33. (A) Konwencjonalne widmo fluorescencji mieszaniny naftalenu, fenantrenu,
antracenu, perylenu i tetracenu w etanolu; (B) Widmo synchroniczne mieszaniny tych
sktadnikéw w etanolu; na podstawie (129).

Rysunek 34. Struktury innych pochodnych badanych w pracy doktorskiej: 1MeFR: 1-
metylonafto[2,3-g]pterydyno-2,4(1H,3H)-dion, 3MeFR: 3-metylonafto[2,3-g]pterydyno-
2,4(1H,3H)-dion, 10Et-5DIzoAll: 10-etylo-5-deazaizoalloksazyna.

Rysunek 35. Fotografia stosowanego spektrofluorymetru Horiba Jobin Yvon Spex Fluorolog
3-221

Rysunek 36. Fotografia pikosekundowego spektrometru emisyjnego. Na podstawie:
www.cbusl.amu.edu.pl
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Rysunek 37. A - widma absorpcji 5-deazaalloksazyny w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych, B - widma emisji 5-deazaalloksazyny w wybranych rozpuszczalnikach
organicznych (Aexc = 350 Nnm), na podstawie (148).

Rysunek 38. A — proponowana struktura kompleksow S5DAIl z alkoholami w stanie
podstawowym; B — proponowana struktura kompleksow 5DAIl i 13Me-5DAII z alkoholami w
stanie wzbudzonym.

Rysunek 39. A - widma absorpcji 8Me-5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach organicznych,
B - widma emisji 8Me-5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach organicznych (Aexc = 350 nm),
na podstawie (149).

Rysunek 40. A - widma absorpcji 9Me-5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach organicznych,
B - widma emisji 9Me-5DAIl w wybranych rozpuszczalnikach organicznych (Aexc = 350 nm),
na podstawie (149).

Rysunek 41. A - widma absorpcji 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych, B - widma emisji 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w
wybranych rozpuszczalnikach organicznych (Aexc = 350 nm), na podstawie (148).

Rysunek 42. A - widma absorpcji 1,3,8-trimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych, B - widma emisji 1,3,8-trimetylo-5-deazaalloksazyny w
wybranych rozpuszczalnikach organicznych (Aexc = 350 nm), na podstawie (147).

Rysunek 43. A - widma absorpcji 1,3,9-trimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych, B - widma emisji 1,3,9-trimetylo-5-deazaalloksazyny w
wybranych rozpuszczalnikach organicznych (Aexc = 350 nm), na podstawie (147).

Rysunek 44. A - widma absorpcji 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych, B - widma emisji 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny w
wybranych rozpuszczalnikach organicznych (Aexc = 370 nm), na podstawie (149).

Rysunek 45. Widma absorpcji zwigzkow: 1MeFR (A) i 3MeFR (B) w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych

Rysunek 46. Widma emisji zwigzkow: 1MeFR (A) i 3MeFR (B) w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych ( Aexc = 380 nm).

Rysunek 47. Widma absorpcji przejsciowej 5-deazaaalloksazyny: A - w wodzie (pH ~ 6); B -
w acetonitrylu; Aexc = 355 nm, | =1 cm, 0.5 mJ / puls, roztwory saturowane argonem.

Rysunek 48. Analiza globalna zanikow absorpcji przejsciowej SDAIl A - woda (pH ~ 6), B -
acetonitryl

Rysunek 49. Kinetyki zaniku 5-deazaalloksazyny przy A = 460 nm: A - w roztworze
wodnym, B - w acetonitrylu

Rysunek 50. Stacjonarne widma absorpcji zarejestrowane w: A - wodzie; B - acetonitrylu dla
SDAII przed i po wykonaniu laserowej fotolizy btyskowe;j
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Rysunek 51. Widma absorpcji przejsciowej mieszaniny SDAIl oraz IND w wodzie (pH ~ 6);
hexc =355 nm, I =1 cm, 0.5 mJ / puls, roztwdr saturowany argonem.

Rysunek 52. Eksperymentalne widma absorpcji przejsciowej monometylowych pochodnych
5DAII: A: 8Me-5DAII, B: 9Me-5DAII, and C: 10Et-5DIzoAll w acetonitrylu; Aexc = 355 nm, |
=1.cm, 0.5 mJ/ puls, roztwory saturowane argonem, na podstawie (149).

Rysunek 53. Kinetyki zaniku absorpcji przejsciowej 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAIl (B) oraz
10Et-5DIzoAll (C) w acetonitrylu przy A =460 nm (A i B) oraz A = 530 nm (C), na podstawie
(149).

Rysunek 54. Eksperymentalne widma absorpcji przejsciowej zwigzku 3MeFR w acetonitrylu
zarejestrowane po roéznych czasach opo6znienia: 20 ns, 30 ns, 40 ns and 50 ns (A) and 0.5 ps,
2 us, 3usand 5 ps (B); Aexc =355 nm, I =1 cm, 0.5 mJ / puls, roztwory saturowane argonem.

Rysunek 55. Kinetyki zaniku absorpcji przejSciowej zmierzone dla zwigzku 3MeFR w
acetonitrylu odtlenionym argonem (A — X =330 nm, B - A = 460 nm, C - A = 600 nm)

Rysunek 56. Kinetyki zaniku absorpcji przej$ciowej zmierzone dla 3MeFR w acetonitrylu
(A: A =550 nm saturowany argonem, B: A = 550 nm saturowany powietrzem)

Rysunek 57. Widmo absorpcji 5DAIl w DCM (dolny panel), przewidywane energie przej$é
singlet — singlet dla 5DAIl [rB3LYP/aug-cc-pVDZ] w odniesieniu do fazy gazowej
(srodkowy panel) oraz przewidywane energie przejs$¢ singlet — singlet dla SDAII [rB3LYP/6-
31G*] w odniesieniu do fazy gazowej (gorny panel). PrzejScia o charakterze m,m* zostaty
oznaczone czarnymi liniami, natomiast o charakterze n,m* czerwonymi trojkatami, na
podstawie (148).

Rysunek 58. Widmo absorpcji SDAIl w DCM (dolny panel), przewidywane energie przejs$é
singlet — singlet dla 5DAIl [cam-B3LYP/6-31+G(d)] w odniesieniu do fazy gazowej
(Srodkowy panel) oraz przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla SDAII [rB3LYP/6-
31+G(d)] w odniesieniu do fazy gazowej (gorny panel). Przejscia o charakterze m,n* zostaly
oznaczone czarnymi liniami, natomiast o charakterze n,n* czerwonymi trdojkatami, na
podstawie (148).

Rysunek 59. Widmo absorpcji 9Me-5DAIl w DCM (dolny panel), przewidywane energie
przejs¢ singlet — singlet dla 9Me-5DAIl [rB3LYP/aug-cc-pVVDZ] w odniesieniu do fazy
gazowej (Srodkowy panel) oraz przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla 9Me-
5DAIl [rB3LYP/6-31G**] w odniesieniu do fazy gazowej (gérny panel). PrzejScia o
charakterze m,m* zostaly oznaczone czarnymi liniami, natomiast o charakterze n,m*
czerwonymi trojkatami, na podstawie (149).

Rysunek 60. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla 5DAIl i jej
monometylowych pochodnych wyznaczone na poziomie teorii [rB3LYP/6-31+G(d)]. Numery
zwiazkow: (1) SDAII, (2) 1Me-5DAII, (3) 3Me-5DAII, (4) 5Me-5DAII, (5) 6Me-5DAII, (6)
7Me-5DAlI, (7) 8Me-5DAII, (8) 9Me-5DAII.
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Rysunek 61. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla All i jej wybranych
monometylowych pochodnych wyznaczone na poziomie teorii [rB3LYP/6-31+G(d)]. Numery
zwigzkow: (1) All, (2) 6MeAll, (3) 7MeAll, (4) 8MeAll, (5) 9MeAll; na podstawie (50).

Rysunek 62. Widmo absorpcji 13Me-5DAIl w DCM (dolny panel), przewidywane energie
przej$¢ singlet — singlet dla 13Me-5DAIl [rB3LYP/aug-cc-pVDZ] w odniesieniu do fazy
gazowej (Srodkowy panel) oraz przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla 13Me-
5DAIl [rB3LYP/6-31G**] w odniesieniu do fazy gazowej (gérny panel). PrzejScia o
charakterze m,m* zostaly oznaczone czarnymi liniami, natomiast o charakterze n,m*
czerwonymi trojkatami, na podstawie (148).

Rysunek 63. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla dimetylo- podstawionych
pochodnych 5DAII wyznaczone na poziomie teorii [rB3LYP/6-31+G(d)]. Numery zwigzkow:
(9) 13Me-5DAIl, (10) 15Me-5DAIl, (11) 16Me-5DAIl, (12) 17Me-5DAII, (13) 18Me-5DAIlI,
(14) 19Me-5DAI, (15) 35Me-5DAlI, (16) 36Me-5DAII, (17) 37Me-5DAII, (18) 38Me-5DAIlI,
(19) 39Me-5DAII, (20) 56Me-5DAII, (21) 57Me-5DAII, (22) 58Me-5DAI, (23) 59Me-5DAII,
(24) 67Me-5DAII, (25) 68Me-5DAII, (26) 69Me-5DAII, (27) 78Me-5DAI, (28) 79Me-5DAII,
(29) 89Me-5DAIl; A — 1XMe-5DAIl, B — 3XMe-5DAII, C — 5XMe-5DAII, D — 6XMe-5DAII,
E — 7XMe-5DAIl, F — 89Me-5DAII.

Rysunek 64. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla dimetylo- podstawionych
pochodnych All wyznaczone na poziomie teorii [rB3LYP/6-31+G(d)]. Numery zwiazkow: (6)
67MeAll, (7) 68MeAll, (8) 69MeAll, (9) 78MeAll, (10) 79MeAll, (11) 89MeAll; na
podstawie (51).

Rysunek 65. Widmo absorpcji 139Me-5DAIl w DCM (dolny panel), przewidywane energie
przejs¢ singlet — singlet dla 139Me-5DAIl [rB3LYP/aug-cc-pVDZ] w odniesieniu do fazy
gazowej (Srodkowy panel) oraz przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla 139Me-
S5DAIl [rB3LYP/6-31G**] w odniesieniu do fazy gazowej (gorny panel). Przejécia o
charakterze =m,m* zostaly oznaczone czarnymi liniami, natomiast o charakterze n,n*
czerwonymi trojkatami, na podstawie (147).

Rysunek 66. Przewidywane energie przej$¢ singlet — singlet dla trimetylo- podstawionych
pochodnych 5DAIl wyznaczone na poziomie teorii [rB3LYP/6-31+G(d)]. Numery zwigzkow:
(30) 135Me-5DAIl, (31) 136Me-5DAII, (32) 137Me-5DAII, (33) 138Me-5DAII, (34) 139Me-
5DAII, (35) 156Me-5DAII, (36) 157Me-5DAII, (37) 158Me-5DAII, (38) 159Me-5DAII, (39)
167Me-5DAII, (40) 168-Me-5DAII, (41) 169Me-5DAII, (42) 356Me-5DAII, (43) 357Me-
5DAII, (44) 358Me-5DAII, (45) 359Me-5DAII, (46) 567Me-5DAII, (47) 568Me-5DAII, (48)
569Me-5DAII, (49) 678Me-5DAII, (50) 679Me-5DAII, (51) 789Me-5DAIl; A — 13XMe-
5DAII, B — 15XMe-5DAIl, C — 16XMe-5DAIl, D — 35XMe-5DAIl, E — 56XMe-5DAIl, F —
67XMe-5DAIl, G — 789Me-5DAIl

Rysunek 67. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla trimetylo- podstawionych
pochodnych All wyznaczone na poziomie teorii [rB3LYP/6-31+G(d)]. Numery zwigzkow:
(12) 136MeAll, (13) 137MeAll, (14) 138MeAll, (15) 139MeAll; na podstawie (170).
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Rysunek 68. Przewidywane energie przejs$¢ singlet — singlet dla tetrametylo- podstawionych
pochodnych 5DAIl wyznaczone na poziomie teorii [rB3LYP/6-31+G(d)]. Numery zwigzkow:
(52) 1356Me-5DAII, (53) 1357Me-5DAII, (54) 1358Me-5DAII, (55) 1359Me-5DAII, (56)
1367Me-5DAII, (57) 1368Me-5DAIl, (58) 1369Me-5DAIl, (59) 1378Me-5DAII, (60)
1389Me-5DAII, (61) 3567Me-5DAIl, (62) 3568Me-5DAII, (63) 3569Me-5DAII, (64)
5678Me-5DAIl, (65) 5679Me-5DAIl, (66) 6789Me5-DAII, A — 135XMe-5DAIl, B —
136XMe-5DAII, C — 1378Me-5DAII, D — 1389Me-5DAIl, E — 356 XMe-5DAIl, F — 567XMe-
5DAIl, G — 6789Me-5DAI

Rysunek 69. Widmo absorpcji 10Et-5DIzoAll w DCM (dolny panel), przewidywane energie
przejs¢ singlet — singlet dla 10Et-5DIzoAll [rB3LYP/aug-cc-pVDZ] w odniesieniu do fazy
gazowej (Srodkowy panel) oraz przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet dla 10Et-
5DIzoAll [rB3LYP/6-31G**] w odniesieniu do fazy gazowej (gérny panel). Przejécia o
charakterze m,m* zostaly oznaczone czarnymi liniami, natomiast o charakterze n,n*
czerwonymi trojkatami, na podstawie (149).

Rysunek 70. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet (rB3LYP/aug-cc-pVDZ);
porownane do eksperymentalnych widm absorpcji w dichlorometanie dla zwigzkéow 1MeFR
(A) oraz 3MeFR (B); liniami pionowymi oznaczono przejscia elektronowe n—n* natomiast
trojkatami przejscia elektronowe typu n—m*.

Rysunek 71. Przewidywane energie przejs¢ singlet — singlet wyznaczone na poziomie teorii
rB3LYP/6-31G(d) dla zwigzku 1MeFR (A) oraz 3MeFR (B) wyznaczone ze
zoptymalizowanej geometrii stanu podstawowego przy uwzglednieniu fazy gazowej oraz
modelu rozpuszczalnikowego PCM dla rozpuszczalnikow: acetonitryl, metanol i woda, z
odpowiadajagcymi im sitami oscylatora, f. Lokalizacja przejs¢ o charakterze n,n* zostata
oznaczona za pomocg trojkatdéw, natomiast pionowymi liniami oznaczono przejscia o
charakterze m,m*.

Rysunek 72. Ladunki atomowe neutralnych form: 8Me-5DAIl (A), 9Me-5DAII (B) i 10Et-
5DIzoAll (C) w stanie podstawowym (Sg) oraz w pierwszym wzbudzonym stanie
singletowym (S;) w fazie gazowej, wyznaczone przy wykorzystaniu analizy NBO, Sy —
czarny, S; — czerwony, na podstawie (149).

Rysunek 73. Ladunki atomowe neutralnych form: 8Me-5DAIl (A), 9Me-5DAIl (B) i 10Et-
5DIzoAll (C) w stanie podstawowym (Sp) oraz w pierwszym wzbudzonym stanie
singletowym (S;) wyznaczone w oparciu o model rozpuszczalnikowy PCM z uwzglednieniem
metanolu jako rozpuszczalnika, przy wykorzystaniu analizy NBO, Sy — czarny, S; —
czerwony, na podstawie (149).

Rysunek 74. Anizotropowo - elipsoidalna prezentacja 138Me-5DAIl oraz 139Me-5DAIl,
oznaczenia atomow sg zgodne z informacjami podanymi w Tabeli 36, na podstawie (147).

Rysunek 75. Przewidywane energie przej$¢ T1—Ti (UB3LYP/6-31G(d)) dla zwiazkow SDAIL
(A), 8Me-5DAII (B), 9Me-5DAII (C), 13Me-5DAIl (D), 138Me-5DAIl (E), 139Me-5DAII
(F), 10Et-5DIzoAll (G); f — sita oscylatora.
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Rysunek 76. Przewidywane energie przejs¢ T;—Ti (UB3LYP/6-31G(d)) dla zwigzkow
1MeFR (A) oraz 3MeFR (B); f — sita oscylatora.

Rysunek 77. Ksztalt najwyzszych obsadzonych orbitali molekularnych (HOMO) oraz
najnizszych nieobsadzonych orbitali molekularnych (LUMO) dla 8Me-5DAIl, 9Me-5DAII
oraz 10Et-5DIzoAll, gléwnie zaangazowanych w najnizsze energetycznie przejscia singlet —
singlet. Stopien zaangazowania orbitali HOMO — LUMO podano (w %) na rysunku,
B3LYP/6-31+G(d), na podstawie (149).

Rysunek 78. Ksztatty orbitali dla 8Me-5DAlI, gtdéwnie zaangazowanych w przejscia So — S,
So — Sy 1 Sgp — S3. Procent zaangazowania danych orbitali w przejscia So — S1, So — S2 1 Sp
— S3zostal podany na rysunku, , B3LYP/6-31+G(d), na podstawie (149).

Rysunek 79. Ksztatty orbitali dla 9Me-5DAIlI, glownie zaangazowanych w przejscia So — Sy,
So — Sz i1 Sgp — S3. Procent zaangazowania danych orbitali w przejscia So — S1, So = S2 1 Sp
— S3zostal podany na rysunku, B3LYP/6-31+G(d), na podstawie (149).

Rysunek 80. Ksztalt najwyzszych obsadzonych orbitali molekularnych (HOMO) oraz
najnizszych nieobsadzonych orbitali molekularnych (LUMO) dla 138Me-5DAII oraz 139Me-
SDAIl, gtéwnie zaangazowanych w najnizsze energetycznie przej$cia singlet — singlet.
Stopien zaangazowania orbitali HOMO — LUMO podano (w %) na rysunku, B3LYP/6-
31+G(d), na podstawie (147).

Rysunek 81. Ksztalt najwyzszych obsadzonych orbitali molekularnych (HOMO) oraz
najnizszych nieobsadzonych orbitali molekularnych (LUMO) dla 1MeFR oraz 3MeFR,
glownie zaangazowanych w najniZsze energetycznie przejscia singlet — singlet. Stopien
zaangazowania orbitali HOMO — LUMO podano (w %) na rysunku, B3LYP/6-31G(d).

Rysunek 82. Ksztatty orbitali dla IMeFR, gldwnie zaangazowanych w przejscia So — S, So
— S, 1 Sp — S3. Procent zaangazowania danych orbitali w przej$cia So — S1, Sp = S2 1 Sp —
S; zostat podany na rysunku, B3LYP/6-31G(d).

Rysunek 83. Widma absorpcji A: 5-deazaalloksazyny oraz B: 1,3-dimetylo-5-
deazaalloksazyny w dichlorometanie w funkcji wzrastajacego stezenia kwasu octowego
(Cana), na podstawie (148).

Rysunek 84. Widma emisji A: 5-deazaalloksazyny oraz B: 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny
w dichlorometanie w funkcji wzrastajacego stezenia kwasu octowego (Caa), Aexc = 360 Nm, na
podstawie (148).

Rysunek 85. Widma synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej dla 5-deazaalloksazyny
w dichlorometanie A: AX = 20 nm oraz B: AL = 60 nm w funkcji wzrastajacego st¢zenia
kwasu octowego (Caa), na podstawie (148).

Rysunek 86. Widma synchronicznej spektroskopii fluorescencyjnej dla 1,3-dimetylo-5-
deazaalloksazyny w dichlorometanie A: AL = 20nm oraz B: AL = 60 nm w funkcji
wzrastajacego stezenia kwasu octowego (Caa), Na podstawie (148).
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Rysunek 87. Widma wzbudzenia 5-deazaalloksazyny w dichlorometanie A - w nieobecnosci
kwasu octowego, Aem = 395 nm i 440 nm; B — w obecosci kwasu octowego (Caa = 0.058 mol
/ dm®) Aem = 395 nm, 440 nm i 550 nm, na podstawie (148).

Rysunek 88. Mechanizm reakcji podwojnego przeniesienia protonu dla 5-deazaalloksazyny
w dichlorometanie w obecnosci kwasu octowego prowadzacy do powstania stuktury 5-
deazaizoalloksazynowej.

Rysunek 89. Widma emisji zwigzkow 1MeFR (A) oraz 3MeFR (B) w dichlorometanie wraz
ze wzrastajgcym stezeniem kwasu octowego (Aexc = 375 nm), wstawka: widma absorpcji
zwigzkéw 1MeFR (A) i 3MeFR (B) wraz ze wzrastajagcym stezeniem kwasu octowego.

Rysunek 90. Wygaszanie fluorescencji na podstawie eksperymentow stacjonarnych i
czasowo-rozdzielczych, opracowane z zaleznosci Sterna-Volmera dla zwigzku 1MeFR (A) i
3MeFR (B) w dichlorometanie w obecnosci kwasu octowego; wspotczynniki korelacji
podano na Rysunkach.

Rysunek 91. Widmo absorpcji, emisji [Aexe = 360 nm (A), 400 nm (B), 330 nm (C)],
wzbudzenia [Aem = 470 nm (A), 550 nm (B), 450 nm (C)] oraz synchroniczne (AA = 10 nm,
20 nm, 30 nm oraz 40 nm) dla lumichromu (A), lumiflawiny (B) oraz 5-deazaalloksazyny (C)
w acetonitrylu.

Rysunek 92. Widmo 3D fluorescencji lumichromu w acetonitrylu. Na gornym panelu
przedstawiono widmo emisji wyznaczone przy Aexc = 380 nm natomiast na bocznym panelu
widmo wzbudzenia przy Aem = 440 nm.

Rysunek 93. Widmo 3D fluorescencji lumiflawiny w acetonitrylu. Na goérnym panelu
przedstawiono widmo emisji wyznaczone przy Aexc = 440 nm natomiast na bocznym panelu
widmo wzbudzenia przy Aem = 520 nm.

Rysunek 94. Widmo 3D fluorescencji 5-deazaalloksazyny w acetonitrylu. Na gornym panelu
przedstawiono widmo emisji wyznaczone przy Aexc = 350 nm natomiast na bocznym panelu
widmo wzbudzenia przy Aem = 400 nm.

Rysunek 95. Widmo absorpcji, emisji (Aexc = 350 nm) oraz synchroniczne (AA = 20 nm) dla
mieszaniny: lumichrom i 5-deazaalloksazyna (A).

Rysunek 96. Widmo 3D fluorescencji mieszaniny 5-deazaalloksazyny i lumichromu w
acetonitrylu. Na gornych panelach przedstawiono widma emisji wyznaczone przy Aexc =
380 nm (A) oraz 350nm (B) natomiast na bocznych panelach widma wzbudzenia
wyznaczone przy Aem = 440 nm (A) oraz 400 nm (B).

Rysunek 97. Widmo absorpcji, emisji (Aexc = 350 nm) oraz synchroniczne (AX = 20 nm) dla
mieszaniny: lumichrom, 5-deazaalloksazyna i lumiflawina w acetonitrylu.

Rysunek 98. Widmo 3D fluorescencji mieszaniny 5-deazaalloksazyny, lumichromu i
lumiflawiny w acetonitrylu. Na gérnych panelach przedstawiono widma emisji wyznaczone
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przy Aexc = 350 nm (A) oraz 440 nm (B) natomiast na bocznych panelach widma wzbudzenia
wyznaczone przy Aem =400 nm (A) oraz 520 nm (B).

Rysunek 99. Widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego (Amax = 1270 nm)
dla 5-deazaalloksazyny (A) i perinaftenonu (B) w dichlorometanie (Aexc = 350 nm) [metoda
gradientowa]; wykres zaleznosci absorbancji od pola powierzchni pod widmem
charakterystycznej emisji tlenu singletowego dla 5-deazaalloksazyny (5DAIl) w
dichlorometanie oraz standardu: perinaftenonu (Per) w dichlorometanie (C).

Rysunek 100. Widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego (Amax = 1270 nm)
dla 5-deazaalloksazyny (A) i perinaftenonu (B) w acetonitrylu (Aexe = 350 nm) [metoda
gradientowa]; wykres zaleznosci absorbancji od pola powierzchni pod widmem
charakterystycznej emisji tlenu singletowego dla 5-deazaalloksazyny (5DAII) w acetonitrylu
oraz standardu: perinaftenonu (Per) w acetonitrylu (C).

Rysunek 101. Wykres zaleznosci absorbancji od pola powierzchni pod widmem
charakterystycznej emisji tlenu singletowego dla 5-deazaalloksazyny (5DAII) w metanolu
oraz standardu: perinaftenonu (Per) w metanolu.

Rysunek 102. Wykres zaleznosci absorbancji od pola powierzchni pod widmem
charakterystycznej emisji tlenu singletowego dla 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny (10Et-
5DIzoAll) w acetonitrylu oraz standardu: perinaftenonu (Per) w acetonitrylu (A) oraz wykres
zalezno$ci absorbancji od pola powierzchni pod widmem charakterystycznej emisji tlenu
singletowego dla 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny (10Et-5DIzoAll) w dichlorometanie oraz
standardu: perinaftenonu (Per) w dichlorometanie (B).

Rysunek 103. Widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego (Amax = 1270 nm)
dla 5-deazaalloksazyny i perinaftenonu w dichlorometanie (Aexe = 350 nm) [metoda
jednopunktowa].

Rysunek 104. Widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego (Amax = 1270 nm)
dla 8-metylo-5-deazaalloksazyny i perinaftenonu w dichlorometanie (Aexc = 350 nm) [metoda
jednopunktowa].

Rysunek 105. Widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego (Amax = 1270 nm)
dla 10-etylo-5-deazaizoalloksazyny i perinaftenonu w dichlorometanie (Aexe = 370 nm)
[metoda jednopunktowa].

Rysunek 106. Pomiary zanikow tlenu singletowego (Aexe = 371nm, Aem = 1270 nm)
generowanego przez 5DAIl w acetonitrylu, w pomiarach zastosowano standard - Per w
acetonitrylu. A - liczba skumulowanych impluséw: 8000, czas pomiaru: 300 sekund; B -
liczba skumulowanych impulséw: 1000, czas pomiaru: 300 sekund.

Rysunek 107. Pomiary zanikow tlenu singletowego (Aexc = 371 nm, Aem = 1270 nm)
generowanego przez 10-etylo-5-deazaizoalloksazyne w acetonitrylu, w pomiarach
zastosowano standard - perinaftenon w acetonitrylu. A - liczba skumulowanych impluséw:
8000, 10 000 zliczen; B - liczba skumulowanych impulséw: 8000, czas pomiaru: 300 sekund.
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Rysunek 108. Pomiary zanikow tlenu singletowego (Aexe = 371 nm, Aem = 1270 nm)
generowanego przez 1,3,8-trimetylo-5-deazaalloksazyng w metanolu zarejestrowane przy
roéznych stezeniach 138Me-5DAII.

Rysunek 109. Pomiary zanikow tlenu singletowego (Aexe = 371 nm, Aem = 1270 nm)
generowanego przez 5-deazaalloksazyn¢ w dichlorometanie zarejestrowane przy réznych
stezeniach SDAII (A) oraz przez perinaftenon w dichlorometanie (B).

Rysunek 110. Widma charakterystycznej fosforescencji tlenu singletowego (Amax = 1270 nm)
dla 5-deazaalloksazyny, 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny oraz perinaftenonu w wodzie
deuterowanej (Aexc = 370 nm) [metoda jednopunktowa].

Rysunek 111. Pomiary zanikow tlenu singletowego (Aexe = 371 nm, Aem = 1270 nm)
generowanego przez 5DAII oraz Per w wodzie deuterowane;j.

Rysunek 112. Widma absorpcji 5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach pH.

Rysunek 113. Widma emisji 5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach pH, Aexc = 320 nm
(A), dexc = 346 nm (B) oraz Aexc = 410 nm (B).

Rysunek 114. Widma absorpcji oraz wzbudzenia [Aem = 420 nm, 460 nm, 530 nm (A); Aem =
420 nm, 460 nm (B); Aem = 420 nm, 500 nm (C-F)] 5-deazaalloksazyny w wybranych
warunkach pH: (A) -0.50; (B) 4.8; (C) 9.1; (D) 11.6; (E) 12.5; (F) 13.6.

Rysunek 115. Widma synchroniczne 5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach pH, AA =
20 nm (A) oraz AL =60 nm (B).

Rysunek 116. Wykres catkowitej fluorescencji (3D) dla 5-deazaalloksazyny w roznych
warunkach pH: (A) -0.50; (B) 4.8; (C) 9.1; (D) 11.6; (E) 12.5; (F) 13.6.

Rysunek 117. Rownowagi kwasowo-zasadowe oraz formy strukturalne SDAIl ustalajace si¢
w réznych warunkach pH w stanie podstawowym i wzbudzonym.

Rysunek 118. Widma absorpcji 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach
pH.

Rysunek 119. Widma emisji 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach pH,
hexc = 320 nm (A) oraz Aexc = 346 nm (B).

Rysunek 120. Widma absorpcji oraz wzbudzenia (Aem = 420 nm oraz 460 nm) 1,3-dimetylo-
5-deazaalloksazyny w wybranych warunkach pH: 4.8 (A) oraz -0.07 (B).

Rysunek 121. Widma synchroniczne 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w wybranych
warunkach pH, AL =20 nm (A) oraz AL =60 nm (B).

Rysunek 122. Wykres catkowitej fluorescencji (3D) dla 1,3-dimetylo-5-deazaalloksazyny w
réznych warunkach pH: (A) 4.8; (B) -0.07.
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Rysunek 123. Rownowagi kwasowo-zasadowe oraz formy strukturalne 13Me-5DAlI
ustalajace si¢ w r6znych warunkach pH w stanie podstawowym i wzbudzonym.

Rysunek 124. Wykres zaleznos$ci vaps 0d Af (g,n) dla 8Me-5DAIl (A), 9Me-5DAII (B) oraz
10Et-5DIzoAll  (C). Linie oznaczaja dopasowanie punktow odpowiednio dla
rozpuszczalnikdéw protycznych jak i1 aprotycznych metoda najmniejszych kwadratow.
Wspotczynniki korelacji podano na wykresach, na podstawie (149).

Rysunek 125. Wykres zaleznos$ci vaps 0d E.I'\.I dla 8Me-5DAIl (A), 9Me-5DAIl (B) oraz 10Et-

5DIzoAll (C). Linie oznaczaja dopasowanie punktow odpowiednio dla rozpuszczalnikéw
protycznych jak i1 aprotycznych metoda najmniejszych kwadratow. Wspotczynniki korelacji
podano na wykresach.

Rysunek 126. Wykres zaleznosci vaps 0d SA dla 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAIl (B) oraz 10Et-
5DIzoAll (C). Linie oznaczaja dopasowanie punktow odpowiednio dla rozpuszczalnikow
protycznych jak i aprotycznych metoda najmniejszych kwadratow. Wspotczynniki korelacji
podano na wykresach.

Rysunek 127. Wykres zaleznosci vaps 0d SB dla 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAII (B) oraz 10Et-
5DIzoAll (C). Linie oznaczajag dopasowanie punktow odpowiednio dla rozpuszczalnikow
protycznych jak 1 aprotycznych metoda najmniejszych kwadratéw. Wspotczynniki korelacji
podano na wykresach.

Rysunek 128. Wykres zaleznosci vem od Af (g,n) dla 8Me-5DAIl (A), 9Me-5DAIl (B) oraz
10Et-5DIzoAll  (C). Linie oznaczaja dopasowanie punktow odpowiednio dla
rozpuszczalnikow protycznych jak 1 aprotycznych metoda najmniejszych kwadratow.
Wspotczynniki korelacji podano na wykresach, na podstawie (149).

Rysunek 129. Wykres zaleznosci vem 0d EY dla 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAII (B) oraz 10Et-

5DIzoAll (C). Linie oznaczaja dopasowanie punktow odpowiednio dla rozpuszczalnikow
protycznych jak i aprotycznych metoda najmniejszych kwadratoéw. Wspolczynniki korelacji
podano na wykresach.

Rysunek 130. Wykres zaleznosci vem 0d SA dla 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAII (B) oraz 10Et-
5DIzoAll (C). Linie oznaczaja dopasowanie punktow odpowiednio dla rozpuszczalnikéw
protycznych jak i aprotycznych metoda najmniejszych kwadratow. Wspodtczynniki korelacji
podano na wykresach.

Rysunek 131. Wykres zaleznosci vem 0d SB dla 8Me-5DAII (A), 9Me-5DAII (B) oraz 10Et-
5DIzoAll (C). Linie oznaczaja dopasowanie punktow odpowiednio dla rozpuszczalnikéw
protycznych jak i aprotycznych metoda najmniejszych kwadratéw. Wspotczynniki korelacji
podano na wykresach.



