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1. Cel pracy 

 

Kwas lasalowy jest związkiem chemicznym pochodzenia naturalnego, który został po 

raz pierwszy wyizolowany w 1951 roku z kultury promieniowców Streptomyces lasaliensis. 

Jest on antybiotykiem jonoforowym i wykazuje wiele istotnych właściwości biologicznych, 

takich jak aktywność przeciwbakteryjną, przeciwgrzybiczą, przeciwwirusową oraz 

kokcydiostatyczną. Szerokie spektrum wyżej wymienionych właściwości sprawia, że kwas 

lasalowy znalazł powszechne zastosowanie w weterynarii. Stosowany jest w zwalczaniu 

kokcydiozy u ptactwa hodowlanego, a także jako niehormonalny stymulator wzrostu, dzięki 

czemu zwiększa się efektywność wykorzystania pokarmu w hodowli bydła. Kwas lasalowy 

jest jednym z zaledwie kilku antybiotykow jonoforowych dopuszczonych do komercyjnego 

stosowania w krajach Unii Europejskiej, w Stanach Zjednoczonych Ameryki oraz w Kanadzie. 

Sól sodowa kwasu lasalowego jest handlowo dostępna w postaci preparatu Avatec i jest 

jednym z najpowszechniej stosowanych antybiotyków jonoforowych. 

W skład cząsteczki kwasu lasalowego wchodzą między innymi: fragment pochodnej 

kwasu salicylowego, pierścień tetrahydrofuranowy, pierścień tetrahydropiranowy, dwie 

grupy hydroksylowe oraz grupa karbonylowa. Dzięki obecności wewnątrzcząsteczkowych 

wiązań wodorowych wytworzonych pomiędzy grupą karboksylową na jednym końcu i 

grupami hydroksylowymi na drugim końcu cząsteczki, kwas lasalowy tworzy pseudocykliczną 

strukturę, wewnątrz której znajduje się hydrofilowa wnęka, zdolna do kompleksowania 

kationu. Jednocześnie grupy alkilowe skierowane są na zewnątrz, co powoduje że cała 

cząsteczka ma charakter hydrofobowy, w związku z czym kwas lasalowy i jego kompleksy 

mogą przechodzić przez błony komórkowe. Po przejściu do wnętrza komórki kwas lasalowy 

wymienia transportowany kation metalu na proton, co prowadzi do zmiany pH oraz do 

wzrostu ciśnienia osmotycznego, a co za tym idzie do śmierci komórki. 

Modyfikacje chemiczne kwasu lasalowego są przedmiotem zainteresowania w 

szeregu ośrodków naukowych. Wśród otrzymanych dotychczas pochodnych kwasu 

lasalowego największą grupę stanowią estry, syntezowane w grupie badawczej profesora B. 

Brzezinskiego. Brak było natomiast w literaturze doniesień dotyczących soli kwasu 

lasalowego z aminami, ich struktury i właściwości biologicznych. 
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Aminy to związki organiczne szeroko występujące w przyrodzie. Grupa aminowa jest 

obecna w aminokwasach i niektórych witaminach. Ponadto wiele leków zawiera w swojej 

strukturze grupę aminową, a aminy biogenne (serotonina, histamina) oraz katecholaminy 

(adrenalina, noradrenalina, dopamina) pełnią rolę neuroprzekaźników w centralnym 

układzie nerwowym. W związku z tym otrzymanie nowych kompleksów kwasu lasalowego z 

aminami i badania struktury otrzymanych związków uznałem za szczególnie ciekawy temat 

badań, który uzupełniłby stan wiedzy na temat właściwości takich związków w układach 

biologicznych.  

W ramach niniejszej pracy doktorskiej postanowiłem otrzymać serię kompleksów 

kwasu lasalowego z aminami i określić ich strukturę. W tym celu wybrałem różne aminy, 

zarówno alifatyczne, aromatyczne, jak również zasady azotowe oraz kation amonowy, aby 

zweryfikować wpływ podstawnika na proces kompleksowania oraz porównać struktury 

poszczególnych kompleksów między sobą w kontekście tworzonych wiązań wodorowych 

pomiędzy kwasem lasalowym i aminą. Ponadto postanowiłem określić konkurencję amin i 

kationów metali w kompleksowaniu przez kwas lasalowy. 

Określenie struktur otrzymanych kompleksów miało być prowadzone przy użyciu 

metod spektroskopowych i spektrometrycznych, takich jak: spektroskopia w podczerwieni 

FT-IR (zarówno w ciele stałym i w roztworze), magnetyczny rezonans jądrowy NMR (
1
H NMR, 

13
C NMR, techniki dwuwymiarowe HETCOR, COSY, NOESY, HMBC) a także spektrometria 

masowa z jonizacją przez elektrorozpylanie ESI-MS. Ta ostatnia metoda miała dostarczyć 

informacji na temat stosunku stechiometrycznego utworzonych kompleksów, a także pomóc 

w określeniu konkurencji w kompleksowaniu przez kwas lasalowy amin i kationów metali. 

W literaturze brakowało również doniesień odnośnie aktywności 

przeciwdrobnoustrojowej kompleksów kwasu lasalowego z aminami, dlatego postanowiłem 

w ramach niniejszej pracy sprawdzić aktywność przeciwdrobnoustrojową otrzymanych 

kompleksów. Ponadto postanowiłem porównać ewentualną aktywność kompleksów z 

aktywnością niemodyfikowanego kwasu lasalowego i innych jego pochodnych oraz ustalić 

zależność pomiędzy aktywnością, a kompleksowaną przez kwas lasalowy aminą.  
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2.1 Jonofory 

 

Jonofory to hydrofobowe związki, które poprzez selektywne wiązanie się z jonami 

umożliwiają ich transportowanie przez błony komórkowe. Związki powstające po 

skompleksowaniu kationu przez jonofor noszą nazwę kompleksów typu gość-gospodarz. 

Kation metalu jest traktowany jako gość przyjmowany we wnęce utworzonej przez 

gospodarza (jonofor) [1, 2] 

Obecność elektronodonorowych atomów tlenu lub azotu w cząsteczce jonoforu 

ułatwia kompleksowanie kationów ze względu na posiadanie przez te atomy wolnych par 

elektronowych. Polarna „wnęka” utworzona z atomów tlenu, w której znajduje się kation 

otoczona jest przez zewnętrzną hydrofobową część cząsteczki, co sprawia, że cały kompleks 

staje się lipofilowy. Tak utworzony kompleks może przenikać przez błony biologiczne. 

Jonofory kompleksują kation po zewnętrznej stronie błony w procesie polegającym 

na zamianie solwatujących go cząsteczek wody polarnymi grupami antybiotyku. Później 

kompleks przesuwa się w poprzek błony, aby po wewnętrznej stronie uwolnić jon. (Rys. 1) 

Wysoka selektywność poszczególnych jonoforów w stosunku do kationów metali wynika ze 

specyficznej budowy polarnej „wnęki”, która ma ściśle określone wymiary tak, iż tylko kation 

o odpowiednim promieniu może zostać skompleksowany. Jony o nieodpowiednich 

rozmiarach (zarówno za duże jak i za małe) nie będą kompleksowane.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys.1 Transport kationów przez jonofory. Antybiotyk kompleksuje kation po jednej stronie błony, 

transportuje go w poprzek dwuwarstwy i uwalnia po drugiej stronie. [3] 

 

 



Część teoretyczna  

5 

2.2 Klasyfikacja jonoforów 

 

Jonofory klasyfikuje się według różnych kryteriów. Wśród nich najczęściej stosowane 

to: 

 

a) pochodzenie związku 

b) sposób transportowania kationów 

c) budowa chemiczna 

d) wartościowość kompleksowanych jonów 

 

Biorąc pod uwagę kryterium pochodzenia, można wyróżnić jonofory syntetyczne, do 

których zaliczane są m. in. etery koronowe oraz naturalne, w skład, których wchodzą związki 

wyizolowane np. z różnych szczepów bakterii. Ze względu na sposób transportowania 

kationów przez błony można podzielić te związki na jonofory nośnikowe oraz jonofory 

tworzące kanał (Rys.2). 

 

 

Rys. 2 Transportowanie jonów przez jonofory typu nośnikowego oraz jonofory tworzące kanał. [4] 

 

 Uwzględniając budowę chemiczną jonofory podzielić można na cykliczne jonofory 

neutralne i niecykliczne jonofory karboksylowe. Wśród tych pierwszych – w zależności od 

występujących w nich wiązań – wyróżnić można cyklopeptydy (zbudowane tylko z 
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aminokwasów), cyklodepsydy (zbudowane wyłącznie z hydroksykwasów) oraz 

cyklodepsipeptydy (zbudowane z występujących przemiennie aminokwasów i 

hydroksykwasów). Ze względu na różnice w budowie chemicznej, inny jest także sposób 

kompleksowania jonów przez wyżej wymienione związki. W przypadku cyklicznych 

jonoforów neutralnych oddziaływanie z jonem zachodzi tylko poprzez wiązania 

koordynacyjne, natomiast przy niecyklicznych jonoforach karboksylowych mogą dodatkowo 

występować oddziaływania jonowe z anionem karboksylanowym.  

Biorąc pod uwagę wartościowość kompleksowanych kationów jonofory dzielą się na: 

jonofory kompleksujące kationy jednowartościowe i jonofory kompleksujące kationy 

dwuwartościowe. Schematyczny podział jonoforów przedstawiono na Rysunku 3. 

 

 
Rys. 3 Schemat podziału jonoforów. 

 
 

2.3 Jonofory syntetyczne 

 

W 1967 r. Charles Pedersen, poszukując nowych zdolnych do kompleksowania 

kationów opublikował pracę w której doniósł o otrzymaniu nowej grupy cyklicznych eterów 

które nazwał „eterami koronowymi” [5]. Otrzymany przez niego związek – dibenzo-18-

jonofory 

naturalne syntetyczne 

jonofory tworzące 
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przenośnikowego 
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karboksylowe 
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dwuwartościowych 
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jonofory kationów 
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korona-6 (Rys. 4) – wykazywał niespotykane dotychczas właściwości chemiczne. Odkrycie 

Pedersena zapoczątkowało badania nad syntezą i ustaleniem właściwości wielu nowych klas 

związków, które wykazują zdolności do kompleksowania kationów. Odkrycie to dało 

początek nowej dziedzinnie – chemii supramolekularnej. Za swoje odkrycie Pedersen został 

uhonorowany w 1985 r. Nagrodą Nobla [6]. 

 

O
O

O

OO
O

 

Rys. 4 Struktura dibenzo-18-korony-6. 

 

 Najważniejszą właściwością eterów koronowych jest ich zdolność do kompleksowania 

kationów (Rys. 5) metali alkalicznych, lantanowców, jak również kationu amonowego (NH4
+). 

Selektywność kompleksowania zależy od rozmiaru wnęki utworzonej przez atomy tlenu oraz 

od promienia jonowego kationu. Kompleksy takie są rozpuszczalne w rozpuszczalnikach 

organicznych.  

 Dzięki swym właściwościom etery koronowe znalazły szerokie zastosowanie m. in. 

jako czynniki kompleksujące w katalizie przeniesienia fazowego, w analizie chemicznej oraz 

jako receptory jonowe [7-13]. 

 

 

O
O

O

OO
O

 

Rys. 5 Schemat kompleksowania kationu przez eter koronowy. 
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2.4 Cykliczne jonofory neutralne  

 

Badania przeprowadzone na neutralnych jonoforach wykazały, że ich właściwości 

kompleksujące wynikają z możliwości cyklizacji cząsteczki. Po przyjęciu takiej struktury 

karbonylowe atomy tlenu zawarte w cząsteczce mogą kompleksować kation. W 

konsekwencji neutralne jonofory, po skompleksowaniu kationu przyjmują jego ładunek [14]. 

Transport kationów przez neutralne jonofory odbywa się według następującego 

schematu: jonofor znajdujący się wewnątrz błony dyfunduje do granicy faz, gdzie wchodzi w 

kontakt z kompleksowanym jonem. Kation występuje w postaci solwatowanej i gdy znajdzie 

się w odpowiednim położeniu, aby oddziaływać z jonoforem, solwatujące go cząsteczki wody 

są sukcesywnie wypierane i zastępowane przez polarne grupy jonoforu. Tak utworzony 

kompleks M+I odrywa się od granicy faz i przechodzi przez przestrzeń międzybłonową na 

drugą stronę, gdzie uwalnia transportowany kation. Ostatecznie „pusty” jonofor dyfunduje z 

powrotem do przestrzeni międzykomórkowej przywracając warunki początkowe cyklu [14, 

15]. 

Jednym z najlepiej poznanych cyklicznych jonoforów neutralnych jest walinomycyna 

(Rys. 6), która po raz pierwszy została wyizolowana ze szczepów Streptomyces fulvissimus w 

1955 roku [16]. Jej cząsteczka jest cykliczna i zbudowana z trzech powtarzających się 

elementów, a każdy element zbudowany jest z przemiennie występujących aminokwasów i 

hydroksykwasów, mianowicie D-waliny, L-mleczanu, L-waliny i D-hydroksyizowalerianianu, 

które połączone są ze sobą na przemian wiązaniami estrowymi i peptydowymi, dając w 

sumie strukturę o przemiennej chiralności DDLLDDLLDDLL [17]. 

Pierwszej syntezy walinomycyny dokonano w 1963 r. w grupie Shemyakina [18] i w 

następnych latach podjęto wiele prób modyfikacji tej cząsteczki m.in. modyfikowano 

łańcuchy boczne aminokwasów, zmieniano chiralność oraz tworzono mniejsze pierścienie, 

aby zbadać wpływ modyfikacji na właściwości kompleksujące i selektywność antybiotyku 

[17]. Obecnie znanych jest ponad 85 pochodnych walinomycyny [19]. 

Biologiczna aktywność walinomycyny związana jest ze zdolnością do transportowania 

kationów potasu przez błony do wnętrza mitochondrium. Jednocześnie w przeciwnym 

kierunku odbywa się transport protonówdlatego pełni ona funkcję inhibitora fosforylacji 
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oksydacyjnej, ponieważ jej obecność sprawia, że błony komórkowe są nieprzepuszczalne dla 

protonów. [20-22]. 

 

 

 

Rys. 6 Wzór strukturalny walinomycyny 

 

2.5 Jonofory tworzące kanał 

 

 Antybiotyki jonoforowe tworzące kanał (Rys. 7) często nazywa się pseudo-

jonoforami. Mechanizm kanałowy jest mniej poznany niż mechanizm przenoszenia jonów. 

Polega on jednak na tym, ze jonofory tworzące kanał wbudowują się w lipidowy rdzeń błony 

tworząc często wypełniony wodą por, przez który mogą przechodzić jony. Jonofory takie są 

mniej selektywne od jonoforów nośnikowych ze względu na to, że przez kanały mogą 

przechodzić składniki niepożądane [14]. 
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Rys. 7 Transport jonów za pomocą antybiotyku tworzącego kanał [3]. 

 

Jednymi z najlepiej poznanych i opisanych związków tworzących kanał są, gramicydyny, które 

wyizolowano ze szczepów Bacillus brevis. Gramicydyny składają się z połączonych liniowo reszt L i D 

aminokwasowych. Struktura gramicydyny zależna jest od środowiska, w którym się znajduje, jednak 

jej podstawową jednostką strukturalna jest struktura helisy β. Przedstawicielem tej grupy związków 

jest gramicydyna A zbudowana z aminokwasów o naprzemiennej konfiguracji D i L oraz grupy 

formylowej na jednym i etanoloaminy na drugim końcu cząsteczki. Istnieją też jej homologi, 

nazwane gramicydyną B i C, w której jedenasta reszta L-tryptofanu została zastąpiona 

odpowiednio przez L-fenyloalaninę i L-tyrozynę [23-25]. 

Łańcuch polipeptydowy gramicydyny me tendencję do tworzenia dimeru. Dimer taki 

tworzy kanał o długości 25-30 Ǻ i średnicy 4 Ǻ. Kanał taki tworzą dwie prawoskrętne helisy, 

które układają się względem siebie jak „głowa do głowy” N-końcami peptydu (Rys. 8). 

Struktura ta jest na tyle duża, aby wniknąć w błonę i wprowadzić kanał przewodzący jon. 

Podczas tworzenia dimeru łańcuchy boczne aminokwasów kierowane są na zewnątrz, 

dzięki czemu zewnętrzna powierzchnia kanału jest hydrofobowa i bez problemu oddziałuje z 

błoną. Gramicydyna wykazuje selektywność wobec kationów jednowartościowych (wobec 

większych cząstek jest nieprzepuszczalna) a preferencja oddziaływania jest następująca:  

Cs+ > Rb+ > K+ > Na + > Li+ [25-32]. 
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Rys. 8 Struktura kanału gramicydyny (a) widok z góry, (b) widok z boku. [4, 70] 

 

 

2.6 Niecykliczne jonofory karboksylowe 

 

Naturalne jonofory karboksylowe (Rys. 9-11) określane są też jako antybiotyki 

polieterowe lub antybiotyki nigerycynowe. Stanowią one liczną grupę związków składających 

się z podobnych jednostek strukturalnych. Cząsteczki jonoforów karboksylowych mają 

budowę liniową, jednakże tworzenie się wiązań wodorowych typu „głowa do ogona” 

pomiędzy grupą karboksylową na jednym końcu cząsteczki, a grupami hydroksylowymi na 

drugim końcu cząsteczki umożliwia powstanie pseudo-cyklicznej struktury. Konformacja 

pseudo-cykliczna obserwowana jest zarówno w przypadku cząsteczek nieskompleksowanych 

jak i kompleksów z kationami metali [2, 14, 17]. Struktury jonoforów karboksylowych 

najczęściej określane były dzięki badaniom krystalograficznym ich soli z kationami metali [33-

58]. 
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Rys. 9 Struktury karboksylowych antybiotyków jonoforowych 
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Rys. 10 Struktury karboksylowych antybiotyków jonoforowych. 
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Rys. 11 Struktury karboksylowych antybiotyków jonoforowych. 
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Historycznie pierwszym odkrytym antybiotykiem polieteroweym była w 1951 roku 

nigerycyna, a wyizolowano ją ze szczepów Streptomyces hygroscopicus [59]. Od tego czasu 

zaczęto badać różne szczepy bakterii Streptomyces, uzyskując kolejne antybiotyki. Dzisiaj 

znanych jest ponad 120 takich związków izolowanych głównie ze szczepów bakterii 

Streptomyces i Actinomadura [60]. W Tabeli 1 zestawiono niektóre antybiotyki oraz 

organizmy, z których są one izolowane. 

 

Tabela 1. Organizmy produkujące poszczególne antybiotyki jonoforowe 

 

Antybiotyk Organizm produkujący 
Alboryksyna Streptomyces hygroscopicus [61] 
Kalcimycyna Streptomyces chartreuse [62] 
Cezomycyna Streptomyces chartreuse [38] 
X-14885A Streptomyces chartreuse [63] 
Antybiotyk 6016 Streptomyces albus [64] 
Kationomycyna Actinomadura azurea [65] 
Jonomycyna Streptomyces conglobatus [66] 
Endusamycyna Streptomyces Indus [42] 
Mutalomycyna Streptomyces mutabilis [67] 
Cynkoforyna Streptomyces griseus [44] 
CP-78545 Streptomyces griseus [45] 
Grizoryksyna Streptomyces griseus [68] 
Epigrizoryksyna Streptomyces hygroscopicus [69] 
CP-54883 Actinomadura routieni [70] 
Indianomycyna Streptomyces antibioticus [71] 
Salinomycyna Streptomyces albus [50] 
Monenzyna Streptomyces cinamonensis [54] 
Kwas lasalowy Streptomyces lasaliensis [72] 
Laidlomycyna Streptomyces eurocidicus [56] 
norobitomycyna Streptomyces noboritoensis [57] 
CP-80219 Streptomyces hygroscopicus [58] 

 

 

Wszystkie jonofory karboksylowe zbudowane są z pierścieni tetrahydrofuranowych i 

tetrahydropiranowych, czasami połączonych za pomocą spiro atomu węgla. Eterowe atomy 

tlenu oraz atomy tlenu grup hydroksylowych biorą udział w kompleksowaniu kationu. Grupa 

karboksylowa tej rodziny związków w fizjologicznym pH ulega deprotonacji, co prowadzi do 

powstania neutralnych kompleksów z kationami [L-M+], jednakże obdarzone ładunkiem 

kompleksy typu [LHM]+ również są znane jak np. kompleks monenzyny z NaBr [14, 17, 73]. 
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Aktywność biologiczna wykazywana przez karboksylowe antybiotyki jonoforowe 

związana jest z ich zdolnością do kompleksowania kationów i transportowania ich przez 

błony komórkowe. Transport kationów odbywa się na drodze dwóch mechanizmów: 

elektroneutralnego (ang. electroneutral) i elektrogenicznego (ang. electrogenic) [15]. 

W procesie elektroneutralnym anion antybiotyku jonoforowego (I-) tworzy kompleks 

z kationem metalu, w którym koordynacja kationu jest zawsze związana z tworzeniem 

pseudo-cyklicznej struktury, która stabilizowana jest przez tworzenie wiązań wodorowych 

typu głowa do ogona pomiędzy grupą karboksylową i grupami hydroksylowymi, obecnymi w 

strukturze antybiotyku. W procesie elektroneutralnym anion jonoforu wiąże kation lub 

proton dając odpowiednio neutralną sól, bądź neutralny jonofor w postaci kwasu (Rys. 12) i 

tylko w takiej neutralnej formie przechodzi przez błony komórkowe. Ten mechanizm jest 

możliwy tylko w neutralnym, bądź lekko zasadowym pH, ze względu na kluczowy etap 

deprotonacji grupy karboksylowej jonoforu [15]. 

Wykazana niedawno aktywność przeciwnowotworowa antybiotyków jonoforowych, 

w połączeniu z wiedzą, iż w środowisku komórek rakowych panuje niskie pH zainspirowało 

Huczyńskiego i współpracowników do znalezienia strukturalnych i spektroskopowych 

dowdów na istnienie alternatywnego mechanizmu transportu jonów przez błony biologiczne 

[15]. 

Ich badania wykazały, że proces kompleksowania kationów zachodzi w środowisku 

innym od zasadowego. Jonofor w formie kwasowej kompleksje kation, w związku, z czym 

kompleks obdarzony jest ładunkiem i w takiej formie przechodzi przez błony (Rys. 13) na 

drodze mechanizmu elektrogenicznego [15]. 

 

 

Rys. 12 Mechanizm transportu elektroneutralnego  z udziałem jonoforów karboksylowych [15]. 
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Rys. 13 Mechanizm transportu elektrogenicznego z udziałem jonoforów karboksylowych [15]. 

 

W zależności od wartościowości transportowanych przez jonofor kationów dokonano 

podziału jonoforów karboksylowych na: jednowartościowe polietery – zdolne do 

transportowania wyłącznie kationów jednowartościowych (np. mutalomycyna, jonomycyna) 

oraz dwuwartościowe polietery, które są zdolne do transportowania zarówno kationów 

jednowartościowych jak i dwuwartościowych (kwas lasalowy) [17, 74]. 

Pomimo dużej liczby wyizolowanych karboksylowych antybiotyków jonoforowych, nie 

znalazły one zastosowania klinicznego, ze względu na dość znaczną toksyczność. Są one 

jednakże szeroko stosowane, jako kokcydiostatyki w hodowli drobiu. Ze względu na swoją 

selektywność w stosunku do kationów jonofory mogą być wykorzystane przy produkcji 

elektrod jonoselektywnych [75-84]. 

Proponowanych jest kilka mechanizmów toksycznego działania antybiotyków 

jonoforowych [85]. Według jednego z nich jonofory powodują wymianę kationów K+ z 

mitochondrium komórek mięśnia sercowego na kationy Ca2+ i Na+ z przestrzeni 

międzykomórkowej. Powoduje to nadmierny wzrost stężenia kationów Ca2+ w 

mitochondriach i uszkadza je. Ostatecznie prowadzi to zmniejszenia energii w komórce i 

martwicy mięśnia [82, 85]. Według innego mechanizmu jonofory powodują śmierć komórek 

mięśnia sercowego indukując apoptozę [86]. Trzeci mechanizm zakłada, że w wyniku 

zwiększonego przepływu kationów Ca2+ jonofory powodują niszczenie komórek nerwowych 

[87]. 
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Jonofory karboksylowe wykazują wysoką aktywność przeciwko bakteriom Gram-

dodatnim, kokcydiom oraz mykobakteriom. Dlatego znalazły zastosowanie jako leki 

przeciwko kokcydiozie wywoływanej u ptaków przez pasożyty z rodzaju Eimeria. Ponadto 

niektóre jonofory karboksylowe są aktywne przeciwko krętkom Treponema hyodysenteriae, 

wywołującym dyzenterię u świń. Działanie jonoforów względem bakterii Gram-dodatnich 

pozytywnie wpływa na mikroflorę przewodu pokarmowego u bydła. Zmniejszenie ilości 

bakterii Gram-dodatnich pozwala na zwiększenie liczności bakterii Gram-ujemnych, których 

działanie powoduje zwiększenie stężenia kwasu propionowego w przewodzie pokarmowym 

w miejsce kwasu octowego i masłowego, co ostatecznie prowadzi do lepszego wchłaniania 

pokarmu, dlatego też antybiotyki jonoforowe znalazły zastosowanie jako niehormonalne 

stymulatory wzrostu oraz kokcydiostatyki w przemysłowej hodowli drobiu i bydła [88-100]. 

Ostatnie doniesienia wskazują na możliwość selektywnego niszczenia komórek raka 

piersi przy użyciu salinomycyny. Zdolność do niszczenia komórek macierzystych raka oraz 

komórek rakowych odpornych na apoptozę czyni z salinomycyny związek potencjalnie 

wykorzystywany w terapii antynowotworowej [101-104].  

Budowę oraz właściwości biologiczne antybiotyków polieterowych omówiłem 

szczegółowo w pracy przeglądowej [105], do której odsyłam czytelnika w celu uzyskania 

dalszych informacji. 

W Tabeli 2 zestawiono aktywność biologiczną poszczególnych antybiotyków 

jonoforowych przeciwko różnym mikroorganizmom. 

 

Tabela 2. Aktywność biologiczna poszczególnych antybiotyków jonoforowych [88-104] 

Antybiotyk Aktywność przeciwbakteryjna 
Alboryksyna bakterie Gram-dodatnie 
Kalcimycyna bakterie Gram-dodatnie 
Cezomycyna bakterie Gram-dodatnie 
X-14885A bakterie Gram-dodatnie  

krętki Treponema hyodesenteriae 
Antybiotyk 6016 bakterie Gram-dodatnie 

mykobakterie 
pasożyty Eimeria tenella 

Kationomycyna bakterie Gram-dodatnie 
Jonomycyna bakterie Gram-dodatnie 
Endusamycyna 
 
 

bakterie Gram-dodatnie 
krętki Treponema hyodesenteriae 
pasożyty Eimeria tenella i Eimeria acervulina 
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Antybiotyk Aktywność przeciwbakteryjna 
Mutalomycyna bakterie Gram-dodatnie 

pasożyty Eimeria tenella 

 
Cynkoforyna bakterie Gram-dodatnie 

pasożyty Eimeria tenella 
CP-78545 bakterie Gram-dodatnie  

krętki Treponema hyodesenteriae 
Grizoryksyna bakterie Gram-dodatnie  
Epigrizoryksyna bakterie Gram-dodatnie  
CP-54883 bakterie Gram-dodatnie  

pasożyty Eimeria tenella, Eimeria acervulina 
oraz Eimeria maxima 

Indianomycyna bakterie Gram-dodatnie  
Salinomycyna bakterie Gram-dodatnie  

pasożyty Eimeria tenella 

zdolność selektywnego niszczenia komórek 
nowotworowych 

Monenzyna bakterie Gram-dodatnie  
Kwas lasalowy bakterie Gram-dodatnie  
Laidlomycyna bakterie Gram-dodatnie  
norobitomycyna bakterie Gram-dodatnie  

pasożyty Eimeria tenella 
CP-80219 bakterie Gram-dodatnie  

krętki Treponema hyodesenteriae 
 

 

 Monenzyna jest jednym z najlepiej poznanych i opisanych antybiotyków 

jonoforowych. Ponadto, wiele jonoforów kompleksujących kationy jednowartościowe jest 

strukturalnie podobnych do monenzyny, dlatego przyglądając się właściwościom 

monenzyny, można w dużym przybliżeniu scharakteryzować całą grupę jonoforów 

komlpeksujących kationy jednowartościowe. 

 Obecność w cząsteczce monenzyny (jak i innych jonoforów) pierścieni eterowych, 

połączonych niekiedy atomami węgla „spiro” wymusza sztywność konformacyjną i określony 

kształt wnęki kompleksującej kation. Sztywność ta jednocześnie jest przyczyną wysokiej 

selektywności poszczególnych jonoforów względem konkretnych jonów. W przypadku 

monenzyny preferencja kompleksowania kationów jednowartościowych układa się w szereg 

Na+ >> K+ > Rb+ > Li+ > Cs+ [106]. 

 W kompleksach monenzyny kation metalu koordynowany jest przez 4 eterowe atomy 

tlenu i atomy tlenu grup hydroksylowych (Rys. 14). 
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Rys. 14 Struktura kompleksu monenzyny z kationem sodu [106] 

  

 Konformacja soli sodowej monenzyny nie różni się zbytnio od konformacji kwasu 

monenzynowego, ponieważ w procesie kompleksowania cząsteczki wody ze strefy 

solwatacyjnej kationu są zastępowane przez atomy tlenu monenzyny [107]. 

Początkowo sądzono, że monenzyna nie tworzy kompleksów z kationami metali 

dwuwartościowych, jednak niedawno grupa bułgarskich naukowców opublikowała struktury 

krystalograficzne kompleksów monenzyny z kationami metali dwuwartościowych, takimi, jak 

Co2+, Mn2+, Cu2+, Mg2+, Ca2+, Zn2+, Ni2+, Cd2+, Hg2+. Kompleksy monenzyny z kationami dwu- 

dodatnimi mogą występować w dwóch formach. W jednym przypadku sól sodowa 

monenzyny tworzy kompleks z dichlorkiem metalu o stechiometrii [M(MON-Na)2]Cl2*H2O, 

gdzie M = Co2+, Mn2+ i Cu2+. W tej formie kation dwuwartościowy jest koordynowany przez 

atomy tlenu pochodzące z grup karboksylowych dwóch cząsteczek monenzyny oraz dwa 

aniony chlorkowe. Kation sodu pozostaje w hydrofilowej wnęce cząsteczki liganda i nie może 

być zastąpiony przez kation metalu przejściowego. W drugim przypadku monenzyna tworzy 

kompleks z kationami dwuwartościowymi o stechiometrii [M(MON)2*(H2O)2], gdzie M = 

Mg2+, Ca2+, Zn2+, Ni2+, Cd2+, Hg2+. W tej formie kation koordynowany jest przez atomy tlenu 

pochodzące z grup karboksylowych dwóch cząsteczek monenzyny oraz dwie cząsteczki 

wody. Obie formy kompleksów monenzyny z kationami dwuwartościowymi są nietypowe, 

ponieważ eterowe atomy tlenu nie odgrywają roli w kompleksowaniu, odwrotnie niż w 
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przypadku kompleksów z kationami jednowartościowymi, gdzie owe atomy tlenu zawsze są 

zaangażowane w proces kompleksowania [108-113]. Strukturę kompleksu monenzyny z 

kationem niklu pokazano na Rysunku 15. 

 

Rys. 15 Struktura dimerycznego kompleksu monenzyny z kationem niklu [108]. 

 

Znanych jest wiele syntetycznych pochodnych monenzyny, takich jak pochodne 

eterowe i estrowe otrzymane przez modyfikację grupy O(4)H [114, 115], a także pochodne 

estrowe otrzymane przez modyfikację grupy O(11)H [116, 117]. 

W ostatnim czasie w grupie badawczej profesora B. Brzezinskiego zsyntezowano 

szereg nowych estrów [118-130] i amidów monenzyny [131-136] otrzymanych w wyniku 

modyfikacji grupy karboksylowej, oraz uretanów [137, 138] otrzymanych poprzez 

modyfikację pierwszorzędowej grupy hydroksylowej. Strukturę niektórych z wyżej 

wymienionych pochodnych monenzyny przedstawiono na Rysunku 17. 
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Rys. 16 Struktury pochodnych monenzyny 

 

 Pierwszym eksperymentalnym dowodem na możliwość tworzenia kompleksów przez 

pochodne monenzyny z kationami dwuwartościowymi [136] było otrzymanie kompleksu amidu 

allilowego monenzyny z kationem strontu w postaci krystalicznej (Rys. 17).  
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Rys. 17 Struktura krystalograficzna kompleksu amidu allilowego monenzyny z kationem strontu 

[136]. 

 

  

  

2.7 Charakterystyka obiektu badań – kwas lasalowy 

 

 Kwas lasalowy jest antybiotykiem jonoforowym wytwarzanym przez Streptomyces 

lasaliensis. Po raz pierwszy został wyizolowany przez Bergera w 1951 roku [72].  

Pomimo wielu pozytywnych cech, toksyczność kwasu lasalowego jest dużym 

problemem. Dlatego też prowadzone są prace nad modyfikacjami kwasu lasalowego, aby 

zmniejszyć, lub całkowicie wyeliminować jego toksyczność i w związku z tym zwiększyć jego 

chemiczne i biologiczne zastosowanie w weterynarii [139]. 

Dokładna struktura kwasu lasalowego (Rys. 18) została określona dopiero w 1970 

roku przez Westleya i współpracowników. Konfiguracja absolutna na wszystkich dziesięciu 

centrach asymetrii została wyznaczona dzięki rentgenografii strukturalnej kryształu 

uwodnionej soli barowej kwasu lasalowego [140]. 

Zdolność kompleksowania przez kwas lasalowy kationów metali alkalicznych oraz 

możliwość transportowania ich przez błony biologiczne sprawia, iż związek ten wykazuje 
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właściwości antybiotyczne, dzięki którym znalazł zastosowanie jako niehormonalny 

stymulator wzrostu oraz kokcydiostatyk w przemysłowej hodowli drobiu i bydła [141-168]. 
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Rys. 18 Struktura kwasu lasalowego.  

 

Tabela 3. Krótka charakterystyka kwasu lasalowego 

Nazwa polska: Kwas lasalowy 

Nazwa angielska: Lasalocid acid 
Nazwa według CAS 
(Chemical Abstracts 
Service): 

[2R-[2α[2S*(3R*,4S*,5S*,7R*),3S*,5S*],5α,6β]]-6-[7-[5-Ethyl-5-
(5-ethyltetrahydro-5-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-
yl)tetrahydro-3-methyl-2-furanyl]-4-hydroxy-3,5-dimethyl-6-
oxonyl]-2-hydroxy-3-methylbenzoic acid 
 

Inne nazwy: • 3-methyl-6-[7-ethyl-4-hydroxy-3,5-dimethyl-6-oxo-7-[5-
ethyl-3-methyl-5-(5-ethyl-5-hydroxy-6-methyl-2-
tetraydropyranyl)-2-tetrahydrofuryl]hepthyl]salicylic acid 

• antybiotyk X-537A 

• jonofor X-4537A 

Wzór sumaryczny: C34H54O8 

Masa cząsteczkowa: 590.79 g/mol 

Skład procentowy: C 69.12%, H 9.21%, O 21.67% 

Temperatura topnienia: 110 - 114°C 

Skręcalność właściwa: [α]D
25 

– 7.55° (w metanolu) 

Źródło izolacji: Streptomyces lasaliensis 
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Rozpuszczalność: Słabo w wodzie, dobrze w rozpuszczalnikach organicznych 

Toksyczność: 
 
Mysz 
Kurczak 
Szczur 
Świnia 
Królik 
Pies  
Koń 

 
 
LD50 = 145 mg/kg 
LD50 = 71,5 mg/kg 
LD50 = 122 mg/kg 
LD50 = 58 mg/kg 
LD50 = 40 mg/kg 
LD50 = 15 mg/kg 
LD50 = 21,5 mg/kg 

 
 
 

 

2.7.1 Struktura i homologi kwasu lasalowego 

 

 Kwas lasalowy jest cząsteczką o budowie liniowej i zawiera w swej budowie pierścień 

aromatyczny, będący pochodną kwasu salicylowego, pierścień tetrahydrofuranwy oraz 

pierścień tetrahydropiranowy. Ponadto cząsteczka kwasu lasalowego „posiada” dwie grupy 

hydroksylowe oraz dodatkowa grupa karbonylowa.  

 W 1974 roku podczas badan nad biosyntezą kwasu lasalowego w grupie Westleya 

odkryto i zidentyfikowano pięć homologów [169, 170] tego związku, oznaczonych jako kwas 

lasalowy B, C, D i E, w których jedna z grup metylowych jest zamieniona na grupę etylową 

oraz kwas izolasalowy, w którym końcowy pierścień tetrahydropiranowy jest zamieniony na 

pierścień tetrahydrofuranowy, oraz zmieniona jest konfiguracja absolutna przy węglach C-22 

i C-23. Strukturę kwasu lasalowego i jego homologów pokazano na Rysunku 19. 

 

2.7.2 Biosynteza kwasu lasalowego 

 

 Kwas lasalowy jest otrzymywany w procesie biosyntezy prowadzonym w hodowli 

Streptomyces lasaliensis. Podłoże fermentacyjne użyte do tego procesu zawiera glukozę, 

glutaminian sodu, olej z tłuszczu, oraz wodorofosforan potasu (K2HPO4). Cały proces 

prowadzony jest przez 7 dni w temperaturze 28° C, przy jednoczesnym napowietrzaniu i 

mieszaniu [169-172]. 
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Rys. 19 Struktura kwasu lasalowego i jego homologów 

 

 

 Prekursorami w biosyntezie kwasu lasalowego (podobnie jak w biosyntezie kwasów 

tłuszczowych) są malonylo-CoA, metylomalonylo-CoA oraz etylomalonylo-CoA, które są 

przekształcane w odpowiednie jednostki octanowe, propionianowe oraz maślanowe. Kwas 

lasalowy zawiera pięć reszt octanowych (kolor niebieski), cztery propionianowe (kolor 

zielony) oraz 3 reszty kwasu masłowego (kolor czerwony, Rys. 20). 
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Rys. 20 Biosynteza kwasu lasalowego.  

 

 Po tygodniowym okresie biosyntezy otrzymany pohodowlany zacier oczyszcza się 

przez odsączenie oraz ekstrakcję octanem etylu otrzymanego przesączu. Ekstrakt zatęża się, 

a otrzymany olej oczyszcza się poprzez krystalizację [169-172]. 

 

2.7.3 Synteza totalna kwasu lasalowego 

 

 Ze względu na stopień skomplikowania cząsteczki kwasu lasalowego, otrzymywanie 

tego związku w laboratorium okazuje się zbyt drogie w porównaniu z kosztami, jakie są 

ponoszone przy jego izolacji ze źródeł naturalnych, jednak opracowanie metody syntezy 
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totalnej kwasu lasalowego stanowiło wyzwanie dla wielu grup chemików zajmujących się 

syntezą organiczną, Do tej pory opracowano dwie metody syntezy totalnej kwasu 

lasalowego.  

 Pierwsza metoda (Rys. 21), opracowana przez grupę Kishi’ego w 1978 r. [173] była 

jedną z pierwszych syntez totalnych opracowanych dla antybiotyków polieterowych. W 

metodzie tej wykorzystano strategię reakcji retro-aldolowej, w celu otrzymania dwóch 

fragmentów („prawa” i „lewa” strona kwasu lasalowego), które były syntezowane z 

wykorzystaniem m. in. wysoko regio- i stereokontrolowanej addycji alkoholi do epoksydów 

[174, 175]. W ostatnim etapie wykorzystano reakcję addycji Crama pomiędzy anionem 

enolanowym i aldehydem, co pozwoliło na otrzymanie odpowiedniej stereochemii produktu 

końcowego [176]. 

 Druga metodę syntezy totalnej kwasu lasalowego (Rys. 22) opracowano w grupie 

Irealnd’a w 1980 r. W tym przypadku podobnie jak w przypadku syntezy totalnej Kishi’ego 

zastosowano reakcję retro-aldolową, aby otrzymać dwa fragmenty kwasu lasalowego, 

jednakże w syntezie tych fragmentów po raz pierwszy zastosowano w kontekście syntezy 

antybiotyków polieterowych estrowo – enolanowe przegrupowanie Claissena [177-179]. 

Wykorzystanie tej reakcji pozwoliło na efektywne przekształcenie węglowodanów w 

jednostki tetrahydrofuranowe i tetrohydrapiranowe potrzebne do dalszej syntezy kwasu 

lasalowego [180-182]. W końcowym etapie, podobnie jak w przypadku syntezy prowadzonej 

przez Kishi’ego zastosowano reakcję pomiędzy aldehydem, a anionem enolanowym, co 

pozwoliło na otrzymanie końcowego produktu o odpowiedniej stereochemii.  

 

 



Część teoretyczna  

29 

COOH

HO

Me
O

O

Me

HO Et

Et

Me
Et

O

Me

OH

Me

COOBn

HO

Me

O

O

Me

HO Et

Et

Me
Et

O

Me

O

Me

H

MeO

Me

O

Me
Me Me

1

2

3
4

+

COOBn

O

AcO

Me
(CH2=CHC(CH3)CH2CH2)2CuLi

Et2O

HO

Me

COOBn Me
O3

CH2Cl2, MeOH

COOBn

HO

Me
O

Me

H

5 6 2

Me
Me

MeMeEtO O

a. LiAlH4/Et2O

b. PCC/CH2Cl2

Me
Me

MeMeH O

a. CH3OC6H4MgBr

b. CrO3, H2SO4

Me
Me

O Me Me

OMe

Me
Me

Me Me

OMe

H

OH

LiAlH4

OMe

t-BuOOh/
VO(acac)2

PhHO
H

Me

Et H
OH

Me

Me

a. t-BuOOh/
  VO(acac)2

b. Ac2O, Py

OMe

O
H

Me

Et H
OH

Me

Me

O

a. H2SO4, (CH3)2CO
b. TsCl, Py
c. K2CO3, MeOH
d. AcOH

O O

MeO

Me

H
Et H Me

HO

Et BrCH2OCH3

KH, THF

O O

MeO

Me

H
Et H Me

O

Et

O

a. Li, EtOH, NH3
b. MCPBA
c. HIO4
d. LiAlH4, Et2O

e. TsCl, Py
f. LiAlH4, Et2O
g. B2H6, THF
h. CrO3, H2SO4

O
Et

Me
H

O

Me

O
H

O

Me
Et

O

Et

TrBF4, 
CH2Cl2

O
Et

Me
H

O

Me

O
H

HO

Me
Et

EtO

Et

Me
Et

O

Me

O
H

HO

Me
Et

H

rozdzielenie

NaOH, dioksanb. aq acetone
    Ag2CO3

a. MsCl, Py
O

O

Me

HO Et

Et

Me
Et

O

Me

32
LDA, ZnCl2

COOBn

HO

Me
O

O

Me

HO Et

Et

Me
Et

O

Me

OH

Me

H2, 10% Pd/C

COOH

HO

Me
O

O

Me

HO Et

Et

Me
Et

O

Me

OH

Me

7 8 4

9
10

11

12 13 14

15
16

17 1

kwas lasalowy

a)

b)

 

Rys. 21 Synteza totalna kwasu lasalowego według Kishi’ego. a) retrosynteza, b) synteza totalna 
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Rys. 22 Synteza totalna kwasu lasalowego według Ireland’a. a) retrosynteza, b) synteza totalna 



Część teoretyczna  

31 

2.7.4 Struktura kompleksów kwasu lasalowego 

 

 Kwas lasalowy tworzy kompleksy zarówno z kationami jedno- i dwuwartościowymi. Z 

procesem kompleksowania kationu związane jest utworzenie przez cząsteczkę kwasu 

lasalowego pseudo-cyklicznej struktury, która stabilizowana jest za pomocą 

wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych tworzonych pomiędzy grupą karboksylową 

na jednym końcu, oraz grupą hydroksylową na drugim końcu cząsteczki. Kompleksowany 

kation koordynowany jest za pomocą atomów tlenu, w związku, z czym wewnętrzna wnęka, 

w której znajduje się kation jest hydrofilowa. Zewnętrzna strefa kompleksu ma charakter 

hydrofobowy, co ułatwia przenoszenie jonów przez błony biologiczne [183]. 

 Pomimo, że struktura soli barowej kwasu lasalowego, była historycznie pierwszą 

wyznaczoną przy pomocy metod krystalograficznych, to struktura nieskompleksowanego 

kwasu (w postaci 5-bromopochodnej) opublikowana została 2 lata później [184] (Rys. 23a).  

       

a)       b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 23 a) Struktura krystalograficzna dimeru hydratu kwasu lasalowego, b) schematyczny układ 

wiązań wodorowych [184] 
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Kwas lasalowy występuje jako monohydrat, tworząc dimeryczną strukturę, w której 

cząsteczka wody umieszczona jest we wnęce utworzonej pomiędzy dwiema cząsteczkami 

kwasu lasalowego.  

W tym przypadku, odwrotnie jak w przypadku soli, dimeryczna struktura tworzy się 

poprzez połączenie dwóch cząsteczek kwasu lasalowego w sposób „głowa do głowy”. 

Zaobserwowano także odmienne zachowanie protonów z terminalnej grupy hydroksylowej, 

ponieważ proton z jednej cząsteczki dimeru zaangażowany jest w tworzenie 

wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego z grupą karboksylową, podczas gdy proton 

z drugiej cząsteczki tworzy wiązanie wodorowe z cząsteczką wody. Schematyczny układ 

wiązań wodorowych pokazano na Rysunku 23b. 

Kompleksy kwasu lasalowego z kationami jednowartościowymi wykazują tendencję 

do tworzenia dimerycznych struktur o stechiometrii 2:2, czyli dwie cząsteczki liganda na dwa 

kationy metalu. Przykładem takiej stechiometrii jest kompleks kwasu lasalowego z kationem 

srebra [185], którego strukturę krystalograficzną pokazano na Rysunku 24. 

 

Rys. 24 Struktura krystalograficzna kompleksu kwasu lasalowego z kationem Ag
+
 [183] 

 

W kompleksie tym dimeryczna struktura tworzy się poprzez połączenie dwóch 

cząsteczek kwasu lasalowego w sposób „głowa do ogona”, a każdy z kompleksowanych 

kationów srebra koordynowany jest przez pięć atomów tlenu pochodzących z anionu kwasu 

lasalowego oraz przez karbonylowy atom tlenu sąsiedniego anionu kwasu lasalowego. 

Wiązanie to spełnia dwojaką funkcję, po pierwsze „spina” dwie cząsteczki kwasu lasalowego 

z kationem srebra, po drugie powoduje stabilizację całego kompleksu, który wykazuje 
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dwukrotną symetrię [185]. Schematyczny układ wiązań wodorowych w dimerycznym 

kompleksie przedstawia Rysunek 25. 

 

Rys. 25 Schematyczny układ wiązań wodorowych w dimerycznym kompleksie kwasu lasalowego z 

kationem Ag
+
 [185] 

 

Nieco inna sytuacja obserwowana jest dla kompleksu kwasu lasalowego z kationem 

talu, ponieważ obserwowana jest tu zależność struktury krystalograficznej kompleksu od 

rozpuszczalnika użytego do krystalizacji. W przypadku użycia metanolu z dodatkiem glikolu 

etylenowego, tworzy się struktura monomeryczna [186], w której kation talu koordynowany 

jest przez sześć atomów tlenu pochodzących od anionu kwasu lasalowego, a grupa 

karboksylanowa jest zaangażowana w proces kompleksowania (Rys.26). Gdy jednak do 

krystalizacji użyto samego metanolu, otrzymano inną strukturę, w której kation talu jest 

koordynowany przez pięć atomów tlenu cząsteczki anionu kwasu lasalowego. Szóste 

wiązanie koordynacyjne pochodzi od pierścienia fenylowego sąsiedniej cząsteczki anionu 

kwasu lasalowego (Rys. 27). Powstaje w ten sposób dimeryczna struktura, w której – 

podobnie jak w przypadku kompleksu z kationem srebra – aniony kwasu lasalowego ułożone 

są w sposób „głowa do ogona” [187]. 
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a)       b) 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 26 Forma monomeru kompleksu kwasu lasalowego z kationem talu. a) widok z góry, b)widok z 

boku [186] 

 

 

Rys. 27 oddziaływanie kation talu – pierścień fenylowy stabilizujące dimer [187] 

 

 

 Kompleks kwasu lasalowego z kationem sodu tworzy nietypową strukturę o 

stechiometrii kation : kwas lasalowy : woda 2 : 2 : 2. Struktura ta rozważana jest jako stan 

przejściowy w procesie transformacji monomeru w dimer. Dwa kationy sodu oraz dwie 

cząsteczki wody ulokowane są we wnęce utworzonej przez oba aniony kwasu lasalowego. 

(Rys. 28). Jeden kation sodu koordynowany jest przez 6 atomów tlenu pochodzących z obu 

anionów kwasu lasalowego oraz przez cząsteczkę wody, drugi natomiast jest koordynowany 
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przez cztery atomy tlenu pochodzące tylko od jednego anionu kwasu lasalowego oraz przez 

dwie cząsteczki wody. Widać, zatem, że jedna z dwóch cząsteczek wody związana jest 

równocześnie z obydwoma kationami sodu. Przypuszczalnie w kompleksie tym tylko jeden z 

anionów kwasu lasalowego występuje w cyklicznej formie stabilizowanej wiązaniami 

wodorowymi [188]. Schematyczny układ wiązań wodorowych w tym kompleksie pokazany 

jest na Rysunku 29. 

 

Rys. 28 Struktura krystalograficzna dimeru kompleksu kwasu lasalowego z kationem Na
+
. Atomy 

tlenu cząsteczek wody zaznaczone są jako O1 i O2 [188] 

 

Rys. 29 Schematyczny układ wiązań wodorowych w kompleksie kwasu lasalowego z kationem Na
+
. 

Atomy tlenu cząsteczek wody są oznaczone jako W1 i W2 [188] 
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Kompleksy kwasu lasalowego z kationami dwuwartościowymi wykazują tendencję do 

tworzenia dimerycznych struktur o stechiometrii 2:1, czyli dwie cząsteczki liganda na jeden 

kation metalu. Przykładem takiej stechiometrii jest struktura kompleksu kwasu lasalowego z 

kationem baru [189] pokazana na Rysunku 30. 

 

 

 

Rys. 30 Struktura krystalograficzna kompleksu kwasu lasalowego z kationem Ba
2+

 [183]. 

 

  

Kompleks ten występuje w postaci hydratu i wykazuje pseudo-dwukrotną symetrię. 

Kation baru koordynowany jest przez 8 atomów tlenu pochodzących od dwóch cząsteczek 

anionów kwasu lasalowego, przy czym 6 atomów pochodzi od jednej cząsteczki, a dwa 

pozostałe od drugiej [189]. Co istotne, także cząsteczka wody bierze udział w koordynowaniu 

kationu, zatem można uważać, że kation baru ma w tym przypadku liczbę koordynacyjną LK 

= 9 [189, 190]. Cząsteczka wody spełnia jeszcze jedną rolę w tym kompleksie, mianowicie 

stabilizuje jego strukturę poprzez tworzenie wiązań wodorowych z jedną cząsteczką anionu 

kwasu lasalowego uczestniczącą w koordynacji kationu [189]. Schematyczny układ wiązań 

wodorowych w tym kompleksie pokazany jest na Rysunku 31.  
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Rys. 31 Schematyczny układ wiązań wodorowych w kompleksie kwasu lasalowego z kationem Ba
2+

. 

Atom tlenu cząsteczki wody oznaczono jako W. [189] 

 

 Oprócz kationów, kwas lasalowy może tworzyć kompleksy z różnymi małymi 

cząsteczkami. Znany jest jego kompleks z metanolem (Rys. 32) [183]. 

 

Rys. 32 Kompleks kwasu lasalowego z metanolem [183] 

 

 Znana jest struktura kompleksu kwasu lasalowego z silną zasadą guanidynową TBD 

(1,5,7,-triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene) otrzymanego w grupie badawczej profesora 

Brzezinskiego w postaci krystalicznej (Rys. 33). Kompleks ten występuje również w roztworze 

acetonitrylowym, jednak jego struktura jest inna niż w przypadku kompleksu w formie ciała 

stałego. W roztworze ketonowy atom tlenu kwasu lasalowego zaangażowany jest w 

tworzenie wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego, czego nie obserwuje się dla 

kompleksu w formie ciała stałego [191].  
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Rys. 33 Struktura krystalograficzna kompleksu kwasu lasalowego z TBD z zainkludowaną cząsteczką 

acetonu [191]. 

 

 

 

2.7.5 Pochodne kwasu lasalowego 

 

 Praktycznie wszystkie poznane dotychczas pochodne kwasu lasalowego zostały 

otrzymane w wyniku przekształcenia grupy karboksylowej. Większość z tych pochodnych to 

estry [192-207], pojawiają się też doniesienia na temat zasad Mannicha otrzymanych z 

kwasu lasalowego [208, 209]. Struktury pochodnych pokazano na Rysunku 34 

 Dla większości otrzymanych estrów kwasu lasalowego zbadano preferencję 

kompleksowania kationów i w każdym przypadku powinowactwo do kationu Li+ było 

największe. Podobną zależność zaobserwowano dla zmodyfikowanego kwasu lasalowego 

zawierającego zasadę Mannicha [209]. 

 Otrzymane pochodne były także badane pod kątem aktywności biologicznej, jednak 

wykazywały niższą aktywność w porównaniu do niemodyfikowanego kwasu. 
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Rys. 34 Struktury pochodnych kwasu lasalowego 
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3.1 Stechiometria kompleksów kwasu lasalowego z aminami 
 
 Aminy wybrane do tworzenia kompleksów z kwasem lasalowym (Rys. 35) zawierały 

w swojej strukturze różne ugrupowania. Były to: amina alifatyczta (N-butyloamina), aminy 

zawierające wiązania nienasycone (alliloamina, propargiloamina), aminy aromatyczne i 

alifatyczno-aromatyczne (anilina, benzyloamina), których dodatek mógłby zwiększyć 

rozpuszczalność otrzymanych kompleksów w błonach biologicznych oraz amoniak i zasadę 

azotową 1,1,3,3-tetrametyloguanidynę, która jako silna zasada łatwiej deprotonowałaby 

kwas lasalowy niż pozostałe aminy.  
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Rys. 35 Wzory otrzymanych kompleksów kwasu lasalowego. 
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 Otrzymane przeze mnie kompleksy tworzą się w wyniku transferu protonu z grupy 

karboksylowej kwasu lasalowego do grupy aminowej odpowiedniej aminy. Tworzenie się 

kompleksów kwasu lasalowego z aminami w stosunku stechiometrycznym 1:1 potwierdzają 

widma spektrometrii mas ESI-MS, pokazane na rysunkach 36 i 37, w których obserwowany 

jest tylko jeden pik pochodzący od odpowiedniego proponowanego kompleksu. 

 

 

 

Rys. 36 Widma ESI-MS kompleksów LAS-AM1 – LAS-AM5 zarejestrowane przy napięciu stożka 10 V 
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Rys. 37 Widma ESI-MS kompleksów LAS-AM6 – LAS-AM7 zarejestrowane przy napięciu stożka 10 V 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Badania własne 

44 

3.2 Badania krystalograficzne kompleksów kwasu lasalowego z 

aminami 

 

Podczas syntezy kompleksów kwasu lasalowego z aminami zauważyłem słabą 

rozpuszczalność otrzymywanych związków w niektórych rozpuszczalnikach. Właściwość tę 

postanowiłem wykorzystać do uzyskania kompleksów w postaci krystalicznej, co pozwoliłoby 

jednoznaczne określenie ich struktury. W sześciu przypadkach udało mi się otrzymać 

kryształy poprzez krystalizację z acetonitrylu. Wyjątek stanowi tutaj kompleks LAS-AM2 (z 

1,1,3,3, - tetrametyloguanidyną), który otrzymałem w postaci krystalicznej poprzez 

krystalizację z acetonu.  

Badania krystalograficzne otrzymanych kompleksów zostały przeprowadzone przy 

współpracy z prof. Janem Janczakiem z Instytutu Niskich Temperatur i Badań Strukturalnych 

PAN we Wrocławiu oraz przy współpracy z dr Małgorzatą Ratajczak-Sitarz i prof. Andrzejem 

Katrusiakiem z Zakładu Chemii Materiałów Wydziału Chemii UAM. Struktury 

krystalograficzne otrzymanych kompleksów przedstawione są na Rysunkach 38-44.  

W wyniku badań krystalograficznych wykazano, że grupa karboksylowa kwasu 

lasalowego we wszystkich otrzymanych kompleksach jest zdeprotonowana, a grupa 

aminowa odpowiedniej aminy jest sprotonowana i cząsteczka aminy jest kompleksowana we 

wnęce utworzonej przez anion kwasu lasalowego. Ustalono także, że pseudo-cykliczna 

struktura anionu kwasu lasalowego stabilizowana jest za pomocą wewnątrzcząsteczkowych 

wiązań wodorowych tworzonych pomiędzy zdeprotonowaną grupą karboksylową, a grupami 

hydroksylowymi O(3)H, O(4)H i O(8)H. Wiązanie wodorowe tworzone pomiędzy grupą 

hydroksylową O(3)H, a grupą karboksylanową okazało się być wiązaniem najkrótszym we 

wszystkich kompleksach. Jego długość wynosząca od 2.421 Å dla kompleksu LAS-AM6 do 

2.461 Å dla kompleksu LAS-AM7, klasyfikowałaby to wiązanie w grupie bardzo silnych 

wiązań wodorowych, jednakże kąt tworzony przez te wiązania, którego wartość kształtuje 

się w granicach od 146 do 165° pozwala uzasadnia zaliczenie go do jedynie średnio-silnych 

wiązań wodorowych. Długości pozostałych wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych 

wynoszą od 2.636 Å do 2.812 Å dla wiązania tworzonego pomiędzy grupą hydroksylową 

O(4)H, a grupą karboksylanową oraz od 2.674 Å do 2.916 Å dla wiązania tworzonego 

pomiędzy grupą hydroksylową O(8)H, a grupą karboksylanową. Długości tych wiązań 
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wskazują na to, że są one względnie słabe. Parametry wiązań wodorowych w badanych 

kompleksach zestawione są w Tabeli 4. 

Międzycząsteczkowe wiązania wodorowe, stabilizujące strukturę kompleksu 

tworzone są pomiędzy atomami wodoru sprotonowanej grupy aminowej, a atomami tlenu 

grup eterowych, hydroksylowych i karboksylanowych atomami tlenu obecnymi w cząsteczce 

anionu kwasu lasalowego. Ilość i parametry tych wiązań zależne są mocno od struktury 

kompleksowanej aminy. W strukturze kompleksu LAS-AM2 występują tylko dwa 

międzycząsteczkowe wodorowe (tworzone z eterowymi atomami tlenu O6 i O8) ze względu 

na obecność dwóch atomów wodoru przy sprotonowanym atomie azotu. Dla kompleksów 

LAS-AM3, LAS-AM4 i LAS-AM7 możliwe jest utworzenie trzech, a dla kompleksów LAS-AM1 i 

LAS-AM5 czterech międzycząsteczkowych wiązań wodorowych. W strukturze kompleksu 

LAS-AM6 możliwe jest utworzenie pięciu wiązań wodorowych, ze względu na obecność 

czterech atomów wodoru przy sprotonowanym atomie azotu.  

Długość międzycząsteczkowych wiązań wodorowych tworzonych pomiędzy anionem 

kwasu lasalowego a sprotonowaną cząsteczką aminy przyjmuje wartości w przedziale 2,745 

– 3,225 Å a więc są to wiązania należące do grupy słabych wiązań wodorowych, co 

potwierdzają także kąty tworzone przez te wiązania, których wartość kształtująca się w 

zakresie 130 - 168° jest charakterystyczna dla słabych wiązań wodorowych.  
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Rys. 38 Struktura krystalograficzna kompleksu LAS-AM1. 
 

 
 
 
Rys. 39 Struktura krystalograficzna kompleksu LAS-AM2 z zainkludowaną cząsteczką acetonu. 
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Rys. 40 Struktura krystalograficzna kompleksu LAS-AM3.  
 
 

 
 

Rys. 41 Struktura krystalograficzna kompleksu Las-AM4.  
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Rys. 42 Struktura krystalograficzna kompleksu LAS-AM5. 
 

 
 

Rys. 43 Struktura krystalograficzna kompleksu Las-AM6. 
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Rys. 44 Struktura krystalograficzna kompleksu LAS-AM7. 
 
 
 
Tabela 4 Parametry wiązań wodorowych (Å, °) kompleksów kwau lasalowego 
 
 

Wiązanie 
Odległość 

donor-proton 
(DH) 

Odległość 
proton-akceptor 

(H···A) 

Długość 
wiązania (D···A) 

 

Kąt wiązania 
<<<<(DH···A) 

LAS-AM1 
  O3H3···O1 0.82(2) 1.73(2) 2.452(3) 146(4) 

  O4H4···O2 0.82(2) 1.89(1) 2.664(3) 158(3) 

O8H8···O1  0.82(2) 1.95(1) 2.712(3) 155(3) 

N1H1A···O8 0.89 1.88 2.757(3) 167 

N1H1C···O2 0.89 2.23 2.845(3) 126 

N1H1B···O6    0.89 2.24 2.958(3) 137 

N1H1C···O4 0.89 2.37 3.225(3) 160 

LAS-AM2 

  O3H3···O1 0.82 1.69 2.428(4) 149 

  O4H4···O2 0.88 1.93 2.803(4) 177 

O8H8···O2  0.82 2.05 2.805(4) 154 

N1H1N···O8 0.86 2.07 2.903(4) 162 

N1H2N···O6 0.86 2.36 2.933(4) 125 
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Wiązanie 
Odległość 

donor-proton 
(DH) 

Odległość 
proton-akceptor 

(H···A) 

Długość 
wiązania (D···A) 

 

Kąt wiązania 
<<<<(DH···A) 

LAS-AM3 

  O3H3···O1 0.82 1.72 2.448(2) 148 

  O4H4···O2 0.82 1.96 2.740(2) 159 

O8H8···O1  0.82 1.88 2.674(2) 163 

N1H2N···O8 0.91(2) 1.88(2) 2.745(2) 160(2) 

N1H1N···O2   0.90(2) 1.94(2) 2.820(2) 168(2) 

N1H3N···O6 0.85(2) 2.13(2) 2.935(2) 159(2) 

LAS-AM4 

  O3H3···O1 1.08(4) 1.39(4) 2.460(2) 165 

  O4H4···O2 1.00(3) 1.78(3) 2.707(2) 153 

O8H8···O1  0.90(3) 2.03(3) 2.717(2) 132 

N1H1N···O8 0.95(3) 1.96(2) 2.784(2) 144 

N1H2N···O6  0.97(3) 2.08(3) 2.954(2) 150 

N1H3N···O2 0.96(4) 1.86(4) 2.813(2) 168 

LAS-AM5 

  O1H1···O2 0.92(5) 1.68(5) 2.484(4) 145(5) 

  O4H4···O3 0.98(3) 1.92(4) 2.762(4) 142(3) 

O8H8···O2  0.98(4) 1.74(4) 2.686(4) 162(3) 

N1H1N···O3 0.95(3) 1.98(3) 2.888(4) 160(3) 

N1H2N···O8   0.97(3) 2.05(3) 2.766(4) 129(3) 

N1H3N···O6    0.89(3) 2.22(3) 2.972(4) 141(3) 

N1H3N···O5 0.89(3) 2.23(3) 2.904(4) 132(3) 

LAS-AM6 

  O3H3···O1 1.01(5) 1.50(5) 2.421(4) 149(4) 

  O8H8···O1 0.86(4) 1.96(4) 2.812(4) 167(4) 

N1H1A···O3 1.05(5) 1.89(5) 2.916(5) 166(4) 

N1H1B···O8   0.81(4) 2.02(4) 2.795(5) 162(3) 

N1H1B···O7    0.81(4) 2.61(4) 3.085(5) 119(3) 

N1H1C···O2 0.95(6) 2.13(6) 2.979(5) 148(4) 

N1H3D···O6 0.96(7) 1.96(8) 2.908(5) 171(6) 

LAS-AM7 

  O3H3···O1 0.82 1.73 2.461(2) 148(4) 

  O4H4···O2 0.82 1.83 2.636(2) 168(4) 

  O8H8···O1 0.82 1.94 2.721(2) 160(4) 

N1H1N···O8   0.83(3) 1.99(3) 2.766(2) 155(2) 

N1H2N···O4   0.97(4) 2.29(4) 3.137(2) 145(3) 

N1H3N···O6 0.84(3) 2.21(3) 2.934(2) 143(3) 
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3.3 Badania NMR kompleksów kwasu lasalowego z aminami 
 

 

Jednym z celów mojej pracy było określenie struktury otrzymanych kompleksów 

kwasu lasalowego z aminami w roztworze na podstawie analizy widm magnetycznego 

rezonansu jądrowego).Rozpuszczalnikiem używanym w badaniach był deuterowany 

chloroform (CDCl3). Przykładowe widmo 1H NMR kwasu lasalowego i jego kompleksów z 

aminami zostało pokazane na Rysunku 45, a widmo 13C NMR kwasu lasalowego i jego 

kompleksów z aminami na Rysunku 46. W celu jednoznacznego przypisania położeń 

poszczególnych sygnałów w widmach 1H NMR i 13C NMR kwasu lasalowego i jego 

kompleksów z aminami wykorzystałem dwuwymiarowe techniki korelacyjne COSY, HETCOR i 

HMBC. Przykładowe widma HETCOR oraz COSY kwasu lasalowego i jego kompleksów zostały 

pokazane na Rysunkach 47-52. Wartości przesunięć chemicznych sygnałów pochodzących od 

wybranych atomów węgla oraz wodoru w widmach kompleksów LAS-AM1 do LAS-AM7 

podane zostały w Tabelach 5-11. 

W widmie kwasu lasalowego protony grup O(4)H i O(8)H obserwowane są w postaci 

jednego sygnału, natomiast w widmach wszystkich badanych kompleksów protony grup 

hydroksylowych występują w postaci oddzielnych sygnałów. Wartość przesunięcia 

chemicznego wyżej wymienionych protonów w dużym stopniu zależy od rodzaju 

kompleksowanej aminy, co zostało pokazane na Rysunku 45. Wartości przesunięć 

chemicznych protonów grup hydroksylowych dostarczają informacji na temat struktury 

tworzonych kompleksów, a także na temat wiązań wodorowych, w których tworzenie 

zaangażowane są te grupy.  

Analiza przesunięć sygnałów 1H NMR pozwala sformułować następujące wnioski: 

1) W widmie kwasu lasalowego sygnały pochodzące od protonów grup hydroksylowych 

O(4)H i O(8)H występują w postaci jednego szerokiego sygnału przy 6.14 ppm, 

natomiast sygnał od grupy O(3)H obserwowany jest przy 11.84 ppm ze względu na 

tworzenie silnego wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego z grupą 

karboksylową 

2) Wartości przesunięć chemicznych grup hydroksylowych kwasu lasalowego ulegały 

zmianie po utworzeniu kompleksów z poszczególnymi aminami, a charakter tych 
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zmian wskazuje na zależność pomiędzy strukturą kompleksu a rodzajem 

kompleksowanej aminy. 

3) W widmach 1H NMR badanych kompleksów sygnał od protonu grupy O(3)H 

obserwowany był w zakresie od 11.95 ppm dla kompleksu LAS-AM3 do 16.35 ppm 

dla kompleksu LAS-AM2 

4) Sygnał protonu grupy hydroksylowej O(4)H dla badanych kompleksów obserwowany 

był w zakresie od 3.80 ppm dla kompleksu LAS-AM3 do 4.94 ppm dla kompleksu LAS-

AM1 

5) Sygnał protonu grupy hydroksylowej O(8)H w badanych kompleksach pojawiał się w 

zakresie od 2.76 ppm dla kompleksu LAS-AM1 do 4.80 ppm dla LAS-AM6 

6) Sygnał protonów sprotonowanej grupy aminowej obserwowany był w zakresie od 

6.94 ppm dla kompleksu LAS-AM6 do 9.34 ppm dla LAS-AM3. 

 

Różnice przesunięć chemicznych sygnałów pochodzących od grup OH w widmach 1H 

NMR kwasu lasalowego i w widmach kompleksów z aminami mogą być określone 

parametrem Δ (Δ =  δkompleks – δkwas lasalowy). Wartości parametru Δ zestawiono w Tabeli 12. 

Dodatnia wartość parametru ∆ sugeruje, że jądro atomu wodoru silniej oddziałuje z grupą 

protonoakceptorową, a co za tym idzie wiązanie wodorowe tworzone przez grupę OH jest 

silniejsze w strukturze kompleksu niż w przypadku kwasu lasalowego. Ujemna wartość 

parametru Δ mówi o osłabieniu siły wiązania wodorowego tworzonego przez grupę 

hydroksylową. 

Ustalono, że powstałe różnice w położeniach sygnałów pochodzących od grup 

hydroksylowych zależne są od natury kompleksowanej aminy. Dla grupy O(3)H największą 

różnicę przesunięć chemicznych, wynoszącą 4.51 ppm obserwuje się dla kompleksu LAM-

AM2. Taka zmiana przesunięcia chemicznego tłumaczona może być znaczącym 

wzmocnieniem siły wiązania wodorowego tworzonego przez tę grupę w kompleksie LAS-

AM2. Najmniejszą różnicę natomiast obserwuje się dla kompleksu LAS-AM3. Wynosi ona 

0.11 ppm, co sugeruje, że siła wiązania wodorowego tworzonego przez te grupę jest 

podobna zarówno w kwasie lasalowym jak i w kompleksie. 

W przypadku grupy O(4)H wartość parametru Δ ma znak ujemny i wynosi od -1.20 

ppm do -2.34 ppm, co oznacza, że w kompleksach kwasu lasalowego z aminami wiązanie 

wodorowe tworzone przez tę grupę ulega osłabieniu. Podobny kierunek zmian obserwuje się 
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dla parametru Δ dla grupy O(8)H lecz rozpiętość zakresu jest nieco większa niż w przypadku 

grupy O(4)H i kształtuje się w granicach -1.21 ppm do -3.38 ppm, wskazując, że wiązanie 

wodorowe tworzone przez grupę O(8)H ulegać może większemu osłabieniu niż to tworzone 

przez grupę O(4)H.  

 

Rys. 45  Widmo 1H NMR kwasu lasalowego i  kompleksów LAS-AM3 i LAS-AM6 w CDCl3 z zakresie 

6.4 -2.4 ppm 

 

Widma 1H NMR dostarczyły informacji na temat siły wiązań wodorowych tworzonych 

przez grupy hydroksylowe. Pomocna przy określeniu struktur kompleksów kwasu lasalowego 

z aminami jest także technika węglowego rezonansu magnetycznego 13C NMR, którą można 

zastosować do określenia zaangażowania atomów tlenu w proces kompleksowania. Metoda 

ta została wcześniej zastosowana do badania eterów koronowych i ich kompleksów z 

kationami metali [210]. Zaangażowanie atomu tlenu w proces kompleksowania kationu 

obserwowany jest poprzez zmiany położenia sygnałów pochodzących od atomów węgla 

sąsiadujących z danym atomem tlenu. Kompleksowanie kationu przez atom tlenu powoduje 

zmniejszenie gęstości elektronowej na tym atomie, przy jednoczesnym zwiększeniu 

ekranowania sąsiadujących atomów węgla. W związku z tym sygnały pochodzące od tych 

atomów węgla obserwowane są przy niższych wartościach ppm niż sygnały pochodzące od 

tych samych atomów węgla w przypadku nieskompleksowanej cząsteczki. Różnica w 
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położeniu sygnałów pochodzących od tego samego atomu w widmie kompleksu i w widmie 

kwasu może być określona paramaterm Δ = δkompleks – δkwas lasalowy. 

Porównanie zmian przesunięć chemicznych najważniejszych sygnałów 13C NMR w 

widmach kompleksów kwasu lasalowego z aminami pozwala na sformułowanie 

następujących wniosków: 

1) Sygnały 13C NMR pochodzące od atomów węgla C(11), C(15), C(19) oraz C(22) w 

widmach kompleksów obserwowane są przy niższych wartościach ppm, niż w widmie 

kwasu lasalowego, co dowodzi, że połączone z nimi bezpośrednio atomy tlenu O(4), 

O(6) i O(8) biorą udział w kompleksowaniu aminy. 

2) Dodatnia wartość parametru Δ obserwowana dla sygnałów 13C NMR pochodzących 

od atomu węgla C(13) jest wynikiem zmian konformacyjnych następujących w 

czasteczce kwasu lasalowego po skompleksowaniu aminy 

3) Obserwowane dla atomów węgla C(1) i C(2) dodatnia wartość parametru Δ związana 

jest raczej z przeważającym efektem zwiększenia gęstości elektronowej na atomach 

tlenu grupy karboksylowej w wyniku jej deprotonacji, niż z brakiem jej 

zaangażowania w kompleksowanie aminy.  

 

Rys. 46 Przykładowe widma 13C NMR kwasu lasalowego (―), kompleksu LAS-AM3 (―) i kompleksu 

LAS-AM6 (―) w zakresie 225-45 ppm 
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Tabela 5 Przesunięcia chemiczne  sygnałów 1H i 13C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM1 

LASA LAS-AM1 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

różnice (∆)między 
przesunięciami chemicznymi 

(ppm) 
Nr atomu 

1H NMR 13C NMR 1H NMR 13C NMR ∆ 1H  ∆ 13C  

1 - 173.2 - 175.3 - 2.1 
2 - 111.0 - 115.5 - 4.5 
3 - 161.6 - 161.7 - 0.1 
4 - 124.2 - 123.4 - -0.8 
5 7.17 134.5 7.02 130.4 -0.15 -4.1 
6 6.63 121.4 6.50 119.7 -0.13 -1.7 
7 - 144.1 - 144.2 - 0.1 
11 4.08 73.0 4.31 71.1 0.23 -1.9 
12 2.84 48.8 2.75 49.0 -0.09 0.2 
13 - 214.4 - 217.9 - 3.5 
14 2.62 55.0 2.48 56.1 -0.14 1.1 
15 3.88 83.8 4.10 82.9 0.22 -0.9 
18 - 86.2 - 87.5 - 1.3 
19 3.50 70.7 3.46 70.3 -0.04 -0.4 
22 - 72.6 - 71.1 - -1.5 
23 3.93 76.0 3.79 76.6 -0.14 0.6 
35 - - 3.67 41.6 - - 
O(1)H 6.14sz - - - - - 
O(3)H 11.84 - 14.84 - 3 - 
O(4)H 6.14sz - 4.94 - -1.2 - 
O(8)H 6.14sz - 2.76 - -3.38 - 
NH3

+ - - 7.61 - - - 

∆ 1H = δLAS-AM1 – δLASA; ∆ 13C = δLAS-AM1 – δLASA 
sz. – szeroki sygnał 

 
 
 

Rys. 47 Przykładowe widmo korelacyjne COSY kwasu lasalowego 

 



Badania własne 

56 

Tabela 6 Przesunięcia chemiczne  sygnałów 1H i 13C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM2 

LASA LAS-AM2 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

różnice (∆)między 
przesunięciami chemicznymi 

(ppm) 
Nr atomu 

1H NMR 13C NMR 1H NMR 13C NMR ∆ 1H  ∆ 13C  

1 - 173.2 - 174.6 - 1.4 
2 - 111.0 - 119.3 - 8.3 
3 - 161.6 - 162.1 - 0.5 
4 - 124.2 - 127.8 - 3.6 
5 7.17 134.5 7.00 131.7 -0.17 -2.8 
6 6.63 121.4 6.46 119.3 -0.17 -2.1 
7 - 144.1 - 143.9 - -0.2 
11 4.08 73.0 4.15 71.1 0.07 -1.9 
12 2.84 48.8 2.71 49.1 -0.13 0.3 
13 - 214.4 - 214.7 - 0.3 
14 2.62 55.0 2.42 55.7 -0.2 0.7 
15 3.88 83.8 4.15 81.8 0.27 -2 
18 - 86.2 - 86.0 - -0.2 
19 
22 

3.50 
- 

70.7 
72.6 

3.76 
- 

70.3 
71.2 

0.26 
- 

-0.4 
-1.4 

23 3.93 76.0 3.83 75.7 -0.1 -0.3 
35 - - - 162.3 - - 
O(1)H 6.14sz - - - - - 
O(3)H 11.84 - 16.35 - 4.51 - 
O(4)H 6.14sz - 4.12 - -2.02 - 
O(8)H 6.14sz - 3.76 - -2.38 - 
NH3

+ - - 8.07 - - - 

∆ 1H = δLAS-AM2 – δLASA; ∆ 13C = δLAS-AM2 – δLASA 
sz. – szeroki sygnał; 

 
 
Rys. 48 Przykładowe widmo korelacyjne HETCOR kwasu lasalowego 

 
Tabela 7 Przesunięcia chemiczne  sygnałów 1H i 13C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM3 



Badania własne 

57 

LASA LAS-AM3 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

różnice (∆)między 
przesunięciami chemicznymi 

(ppm) 
Nr atomu 

1H NMR 13C NMR 1H NMR 13C NMR ∆ 1H  ∆ 13C  

1 - 173.2 - 174.4 - 1.2 
2 - 111.0 - 113.1 - 2.1 
3 - 161.6 - 161.6 - 0 
4 - 124.2 - 123.8 - -0.4 
5 7.17 134.5 7.15 132.1 -0.02 -2.4 
6 6.63 121.4 6.61 119.7 -0.02 -1.7 
7 - 144.1 - 144.2 - 0.1 
11 4.08 73.0 4.26 71.9 0.18 -1.1 
12 2.84 48.8 2.79 48.8 -0.05 0 
13 - 214.4 - 216.3 - 1.9 
14 2.62 55.0 2.53 55.4 -0.09 0.4 
15 3.88 83.8 3.81 83.4 -0.07 -0.4 
18 - 86.2 - 86.9 - 0.7 
19 3.50 70.7 3.45 70.3 -0.05 -0.4 
22 - 72.6 - 71.4 - -1.2 
23 3.93 76.0 3.95 76.4 0.02 0.4 
35 - - - 133.6 - - 
O(1)H 6.14sz - - - - - 
O(3)H 11.84 - 11.95 - 0.11 - 
O(4)H 6.14sz - 3.80b.sz.  - -2.34 - 
O(8)H 6.14sz - 3.80b.sz. - -2.34 - 
NH3

+ - - 9.34 - - - 
NH2   3.80b.sz. - - - 

∆ 1H = δLAS-AM3 – δLASA; ∆ 13C = δLAS-AM3 – δLASA 
sz. – szeroki sygnał; b.sz. – bardzo szeroki sygnał 
 

 

Rys. 49 Przykładowe widmo korelacyjne COSY kompleksu LAS-AM4  
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Tabela 8 Przesunięcia chemiczne  sygnałów 1H i 13C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM4 

LASA LAS-AM4 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

różnice (∆)między 
przesunięciami chemicznymi 

(ppm) 
Nr atomu 

1H NMR 13C NMR 1H NMR 13C NMR ∆ 1H  ∆ 13C  

1 - 173.2 - 175.4 - 2.2 
2 - 111.0 - 115.5 - 4.5 
3 - 161.6 - 161.6 - 0 
4 - 124.2 - 123.6 - -0.6 
5 7.17 134.5 7.05 132.0 -0.12 -2.5 
6 6.63 121.4 6.51 120.7 -0.12 -0.7 
7 - 144.1 - 144.2 - 0.1 
11 4.08 73.0 4.30 71.7 0.22 -1.3 
12 2.84 48.8 2.76 48.7 -0.08 -0.1 
13 - 214.4 - 217.8 - 3.4 
14 2.62 55.0 2.48 55.9 -0.14 0.9 
15 3.88 83.8 4.05 83.1 0.17 -0.7 
18 - 86.2 - 87.2 - 1 
19 3.50 70.7 3.43 70.2 -0.07 -0.5 
22 - 72.6 - 71.1 - -1.5 
23 3.93 76.0 3.82 76.8 -0.11 0.8 
35 - - 3.02 39.3 - - 
O(1)H 6.14sz - - - - - 
O(3)H 11.84 - 14.90 - 3.06 - 
O(4)H 6.14sz - 4.87sz.  - -1.27 - 
O(8)H 6.14sz - 4.07 - -2.07 - 
NH3

+ - - 7.35 - - - 

∆ 1H = δLAS-AM4 – δLASA; ∆ 13C = δLAS-AM4 – δLASA 
sz. – szeroki sygnał; b.sz. – bardzo szeroki sygnał 
 
 

 

Rys. 50 Przykładowe widmo korelacyjne HETCOR kompleksu LAS-AM4 
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Tabela 9 Przesunięcia chemiczne  sygnałów 1H i 13C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM5 

LASA LAS-AM5 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

różnice (∆)między 
przesunięciami chemicznymi 

(ppm) 
Nr atomu 

1H NMR 13C NMR 1H NMR 13C NMR ∆ 1H  ∆ 13C  

1 - 173.2 - 175.5 - 2.3 
2 - 111.0 - 115.6 - 4.6 
3 - 161.6 - 161.7 - 0.1 
4 - 124.2 - 123.6 - -0.6 
5 7.17 134.5 7.07 133.6 -0.1 -0.9 
6 6.63 121.4 6.51 120.2 -0.12 -1.2 
7 - 144.1 - 144.2 - 0.1 
11 4.08 73.0 4.31 71.2 0.23 -1.8 
12 2.84 48.8 2.80 48.9 -0.04 0.1 
13 - 214.4 - 218.2 - 3.8 
14 2.62 55.0 2.49 56.0 -0.13 1 
15 3.88 83.8 4.04 83.1 0.16 -0.7 
18 - 86.2 - 87.3 - 1.1 
19 3.50 70.7 3.38 70.1 -0.12 -0.6 
22 - 72.6 - 70.6 - -2 
23 3.93 76.0 3.64 76.1 -0.29 0.1 
35 - - 4.21 43.4 - - 
O(1)H 6.14sz - - - - - 
O(3)H 11.84 - 14.43b.sz. - 2.59 - 
O(4)H 6.14sz - 4.04 - -2.1 - 
O(8)H 6.14sz - 4.93 - -1.21 - 
NH3

+ - - 7.80 - - - 

∆ 1H = δLAS-AM5 – δLASA; ∆ 13C = δLAS-AM5 – δLASA 
sz. – szeroki sygnał; b.sz. – bardzo szeroki sygnał 

 

 

Rys. 51 Przykładowe widmo korelacyjne COSY kompleksu LAS-AM5 
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Tabela 10 Przesunięcia chemiczne  sygnałów 1H i 13C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM6 

LASA LAS-AM6 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

różnice (∆)między 
przesunięciami chemicznymi 

(ppm) 
Nr atomu 

1H NMR 13C NMR 1H NMR 13C NMR ∆ 1H  ∆ 13C  

1 - 173.2 - 175.7 - 2.5 
2 - 111.0 - 115.8 - 4.8 
3 - 161.6 - 161.5 - -0.1 
4 - 124.2 - 123.1 - -1.1 
5 7.17 134.5 6.99 131.9 -0.18 -2.6 
6 6.63 121.4 6.46 123.1 -0.17 1.7 
7 - 144.1 - 144.0 - -0.1 
11 4.08 73.0 4.31 71.4 0.23 -1.6 
12 2.84 48.8 2.74 49.0 -0.1 0.2 
13 - 214.4 - 217.5 - 3.1 
14 2.62 55.0 2.45 55.9 -0.17 0.9 
15 3.88 83.8 3.97 82.7 0.09 -1.1 
18 - 86.2 - 87.3 - 1.1 
19 3.50 70.7 3.39 69.8 -0.11 -0.9 
22 - 72.6 - 71.4 - -1.2 
23 3.93 76.0 3.82 76.3 -0.11 0.3 
35 - - - - - - 
O(1)H 6.14sz - - - - - 
O(3)H 11.84 - 14.50b.sz. - - - 
O(4)H 6.14sz - 4.03 - 2.66 - 
O(8)H 6.14sz - 4.80 - -2.11 - 
NH4

+ - - 6.94 - -1.34 - 

∆ 1H = δLAS-AM6 – δLASA; ∆ 13C = δLAS-AM6 – δLASA 
sz. – szeroki sygnał; b.sz. – bardzo szeroki sygnał 
 

 
 
Rys. 52 Przykładowe widmo korelacyjne HETCOR kompleksu LAS-AM7. 
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Tabela 11 Przesunięcia chemiczne  sygnałów 1H i 13C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM7 

LASA LAS-AM7  

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

przesunięcie chemiczne 
(ppm) 

różnice (∆) między 
przesunięciami chemicznymi 

(ppm) 
Nr atomu 

1H NMR 13C NMR 1H NMR 13C NMR ∆ 1H  ∆ 13C  

1 - 173.2 - 174.7 - 1.5 
2 - 111.0 - 116.6 - 5.6 
3 - 161.6 - 161.5 - -0.1 
4 - 124.2 - 123.6 - -0.6 
5 7.17 134.5 7.04 132.7 -0.13 -1.8 
6 6.63 121.4 6.52 120.2 -0.11 -1.2 
7 - 144.1 - 144.1 - 0 
11 4.08 73.0 4.28 70.9 0.2 -2.1 
12 2.84 48.8 2.78 48.7 -0.06 -0.1 
13 - 214.4 - 217.5 - 3.1 
14 2.62 55.0 2.50 55.9 -0.12 0.9 
15 3.88 83.8 4.03 83.3 0.15 -0.5 
18 - 86.2 - 87.4 - 1.2 
19 3.50 70.7 3.48 70.0 -0.02 -0.7 
22 - 72.6 - 71.4 - -1.2 
23 3.93 76.0 3.90 76.8 -0.03 0.8 
35 - - 3.83 29.9 - - 
O(1)H 6.14sz - - - - - 
O(3)H 11.84 - 14.88 - 3.04 - 
O(4)H 6.14sz - 4.72b.sz. - -1.42 - 
O(8)H 6.14sz - 3.96 - -2.18 - 
NH3

+ - - 7.92 - - - 

∆ 1H = δLAS-AM7 – δLASA; ∆ 13C = δLAS-AM7 – δLASA 
sz. – szeroki sygnał; b.sz. – bardzo szeroki sygnał 

 

 

Tabela 12 Przesunięcia chemiczne protonów grup hydroksylowych kwasu lasalowego i jego 
kompleksów z aminami 

 

Wartość przesunięcia 
chemicznego δ (ppm) 

Różnica przesunięć 
chemicznych Δ (ppm) 

Δ = δkomleks – δkwas lasalowy 
związek 

O(3)H O(4)H O(8)H Δ1 Δ2 Δ3 

LASA 11.84 6.14 6.14 --- --- --- 

LAS-AM1 14.84 4.94 2.76 3.00 -1.20 -3.38 

 LAS-AM2 16.35 4.12 3.76 4.51 -2.02 -2.38 

LAS-AM3 11.95 3.80 3.80 0.11 -2.34 -2.34 

LAS-AM4 14.90 4.87 4.07 3.06 -1.27 -2.07 

LAS-AM5 14.43 4.04 4.93 2.59 -2.10 -1.21 

LAS-AM6 14.50 4.03 4.80 2.66 -2.11 -1.34 

LAS-AM7 14.88 4.72 3.96 3.04 -1.42 -2.18 

Δ1 = δKOMPLEKS O(3)H – δLASA O(3)H, Δ2 = δKOMPLEKS O(4)H – δLASA O(4)H, Δ3 = δKOMPLEKS O(8)H – δLASAO(8)H 
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3.4 Badania FT-IR kompleksów kwasu lasalowego z aminami 

 

Spektroskopia w podczerwieni  to doskonała technika spektroskopowa, dzięki której 

można stwierdzić obecność różnych grup funkcyjnych w strukturze cząsteczki. Dzieje się tak, 

ponieważ grupy atomów absorbują promieniowanie o podobnej częstości, w wyniku czego 

obserwowane jest pojawienie się pasma absorpcyjnego w określonym zakresie widma. 

Pomiary widm FT-IR kwasu lasalowego i jego kompleksów z aminami prowadzone były w 

zakresie 4000 cm-1 – 400 cm-1  

Zastosowanie metody spektroskopii w podczerwieni pozwala na porównanie struktur 

otrzymanych związków zarówno w postaci ciała stałego (w postaci tabletki z KBr, jak również 

w postaci zawiesiny w nujolu/fluorolubie) i w roztworze, dając informację o zmianach 

zachodzących w strukturze związku po przejściu z jednego stanu skupienia do drugiego. 

Na Rysunkach 53-56 zestawione są widma kwasu lasalowego i jego kompleksów 

wykonane w postaci zawiesin w nujolu/fluorolubie. Dodatkowo widma te zostały pokazane 

w rozszerzonej skali, która pozwala obserwować zmiany położenia pasm ν(O-H) oraz ν(C=O), 

ponieważ wyniki badań NMR wskazały, że największe zmiany przesunięć chemicznych przy 

tworzeniu kompleksów kwasu lasalowego z aminami związane były z tworzeniem wiązań 

wodorowych.  

W widmie kwasu lasalowego w ciele stałym pasma przypisane drganiom ν(O-H) 

wykazują maksima przy 3558 cm-1 oraz 3462 cm-1. Ponadto w widmie kwasu lasalowego 

występuje pasmo drgań ν(C=O) grupy karboksylowej przy 1652 cm-1 oraz pasmo drgań 

ν(C=O) grupy karbonylowej przy 1713 cm-1 

W widmach FT-IR kompleksów kwasu lasalowego z aminami położenie pasm drgań 

rozciągających ν(O-H) ulega zmianie, wskazując na zmianę siły wiązań wodorowych 

tworzonych przez grupy OH. Pasma przy 3558 cm-1 oraz 3462 cm-1 obecne w widmie kwasu 

zanikają, w zamian za to pojawiają się nowe pasma wykazujące maksima w zakresie 3400-

3100 cm-1 pochodzące od między- i wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych o różnej 

sile powstałych w strukturze kompleksów 

W widmach FT-IR kompleksów kwasu lasalowego z aminami pasmo drgań ν(C=O) 

grupy karboksylowej obserwowane na widmie nieskompleksowanego kwasu przy 1652cm-1 

znika, pojawia się natomiast nowe pasmo obserwowane w przedziale 1585 cm-1 – 1598 cm-1 
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pochodzące od drgań rozciągających anionu karboksylanowego νas(COO-), co dowodzi, że w 

kompleksach z aminami kwas lasalowy występuje w formie zdeprotonowanej. Taka 

interpretacja jest zgodna z wynikami badań krystalograficznych. 

 

 

 

 

Rys. 53 Zestawienie widm FT-IR w ciele stałym: kwas lasalowy (- -),LAS-AM1 (―), w zakresie:  

a) 4000 – 500 cm-1, b) 1800 – 1500 cm-1 

 

 

W widmach FT-IR kompleksów kwasu lasalowego z aminami położenie pasma 

pochodzącego od drgań rozciągających ν(C=O) grupy ketonowej obserwowane jest w 
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przedziale 1710 cm-1 – 1717 cm-1 i nie ulega zasadniczym zmianom w stosunku do położenia 

tego pasma w widmie nieskompleksowanego kwasu. Jedynie w kompleksie LAS-AM2 w 

omawianym zakresie widoczne są dwa pasma przy 1717 cm-1 i 1710 cm-1 pochodzące od 

drgań ν(C=O) odpowiednio grupy ketonowej anionu kwasu lasalowego oraz grupy ketonowej 

zainkludowanej cząsteczki acetonu. Brak zasadniczych zmian położenia pasma drgań ν(C=O) 

grupy karbonylowej w widmach kompleksów kwasu lasalowego z aminami wskazuje na brak 

zaangażowania tej grupy w tworzenie wiązań wodorowych. Taka interpretacja jest zgodna z 

wynikami badań 13C NMR (Tabele 5-11). 

 

 

Rys. 54 Zestawienie widm FT-IR w ciele stałym: kwas lasalowy (- -),LAS-AM2 (―), w zakresie:  

a) 4000 – 500 cm-1, b) 1800 – 1500 cm-1 

 



Badania własne 

65 

 

 

Rys. 55 Zestawienie widm FT-IR w ciele stałym: kwas lasalowy (- -),LAS-AM3 (―),  LAS-AM4 (- -), w 

zakresie: a) 4000 – 500 cm-1, b) 3800 – 1800 cm-1, b) 1750 – 1400 cm-1 
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Rys. 56 Zestawienie widm FT-IR w nujolu/fluorolubie: kwas lasalowy (- -),LAS-AM5 (- -),  LAS-AM6 

(―), w zakresie: a) 4000 – 500 cm-1, b) 3800 – 1800 cm-1, b) 1750 – 1350 cm-1 
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Porównanie widm FT-IR kompleksów w ciele stałym i w roztworze chloroformowym 

w pięciu przypadkach: LAS-AM1, LAS-AM2, LAS-AM4 (Rys. 57), LAS-AM5 (Rys. 58) i LAS-AM7 

(Rys. 59) wykazało niewielkie zmiany w położeniu pasm absorpcyjnych, związane z niewielką 

różnicą w sile tworzonych wiązań wodorowych. Drgania rozciągające grup hydroksylowych 

objawiają się w postaci szerokiego pasma w tym samym regionie, w którym są one obecne 

na widmach kompleksów w ciele stałym, co dowodzi, że struktura tych kompleksów w 

roztworze jest zachowana. 

 

 

Rys. 57 Zestawienie widm FT-IR kompleksu LAS-AM4 w nujolu/fluorolubie (- -) oraz w roztworze 

chloroformowym (―), w zakresie: a) 4000 – 500 cm-1, b) 3800 – 1800 cm-1, b) 1750 – 1400 

cm-1 
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Rys. 58 Zestawienie widm FT-IR kompleksu LAS-AM5 w nujolu/fluorolubie (- -) oraz w roztworze 

chloroformowym (―), w zakresie: a) 4000 – 500 cm-1, b) 3800 – 1800 cm-1, b) 1750 – 1350 

cm-1 
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Rys. 59 Zestawienie widm FT-IR kompleksu LAS-AM7 w KBr (―) oraz roztworze chloroformowym 

(―) w zakresie: a) 4000 – 500 cm-1, b) 3900 – 1800 cm-1, b) 1750 – 1350 cm-1 
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Porównanie widm FT-IR kompleksu LAS-AM3 w ciele stałym i w roztworze (Rys. 60) 

okazało się interesujące, ponieważ w przypadku tego kompleksu widoczne są duże zmiany 

strukturalne w zależności od stanu skupienia. W widmie kompleksu w roztworze 

chloroformowym obserwowane jest pojawienie się nowych pasm przy 1653 cm-1, 3597 cm-1 

oraz 3430 cm-1, co wskazuje na częściową dysocjację kompleksu z utworzeniem 

nieskompleksowanego kwasu lasalowego. Interpretacja taka jest zgodna z wynikami analizy 

13C NMR, na co wskazują małe różnice przesunięć chemicznych pomiędzy sygnałami 

pochodzącymi od atomów C(1) i C(2) kwasu lasalowego i kompleksu LAS-AM3. Różnice te – 

mniejsze niż w przypadku pozostałych kompleksów – wskazują na niecałkowity proces 

przeniesienia protonu od kwasu lasalowego do aminy. Fakt dysocjacji kompleksu LAS-AM3 

potwierdzają także wyniki analizy 1H NMR. Sygnał rezonansowy pochodzący od protonu 

O(3)H na widmie kompleksu LAS-AM3 obserwowany jest przy 11.95 ppm, a więc przy 

znacznie niższej wartości ppm niż w przypadku innych kompleksów. Jednocześnie różnica 

pomiędzy przesunięciem chemicznym tego sygnału i sygnału pochodzącego od grupy O(3)H 

nieskompleksowanego kwasu wynosi tylko 0.11 ppm. Ponadto w widmie 1H NMR kompleksu 

LAS-AM3 obserwowany jest sygnał pochodzący od protonów sprotonowanej grupy 

aminowej NH3
+ aniliny przy 9.34 ppm, jak również sygnał pochodzący od nie związanych 

wodorowo protonów grupy NH2 wolnej aniliny przy 3.80 ppm.  

W przypadku kompleksu LAS-AM6 również obserwowane są zmiany w strukturze 

kompleksu w ciele stałym i w roztworze, jednakże nie są one tak drastyczne jak w przypadku 

wyżej omawianego kompleksu LAS-AM3. W widmie kompleksu LAS-AM6 w roztworze 

chloroformowym (Rys. 61) obserwowany jest zanik dwóch pasm widocznych w widmie 

kompleksu w postaci ciała stałego przy 1684 cm-1 i 1401 cm-1, co spowodowane jest 

częściowym zerwaniem międzycząsteczkowych wiązań wodorowych oraz zmianami w 

koordynacji jonu amonowego, po przejściu do roztworu.  
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Rys. 60  Zestawienie widm FT-IR kompleksu LAS-AM3 w nujolu/fluorolubie (―) oraz w roztworze 

chloroformowym (―), a także kwasu lasalowego w roztworze chloroformowym (―)  w 

zakresie: a) 4000 – 500 cm-1, b) 3800 – 1800 cm-1, b) 1750 – 1400 cm-1 

 



Badania własne 

72 

 

 

Rys. 61  Zestawienie widm FT-IR kompleksu LAS-AM6 w nujolu/fluorolubie (―) oraz w roztworze 

chloroformowym (- -), w zakresie: a) 4000 – 500 cm-1, b) 3900 – 1800 cm-1, b) 1750 – 1350 

cm-1 
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3.5 Określenie konkurencji w kompleksowaniu amin i kationów 

 

Kwas lasalowy ukierunkowany jest na kompleksowanie kationów. Ponieważ w pracy 

doktorskiej zajmowałem się kompleksami kwasu lasalowego z aminami, uznałem za 

uzasadnione zbadanie konkurencji w kompleksowaniu przez kwas lasalowy amin i kationów 

metali. W tym celu przygotowałem roztwory poszczególnych kompleksów kwasu lasalowego 

z aminami z dodatkiem kationów Li+, Na+ i K+ o różnych stosunkach stechiometrycznych i 

poddałem je analizie spektroskopowej i spektrometrycznej.  

 

3.5.1 Badania ESI-MS 

 

Na widmach ESI-MS kompleksu LAS-AM7 z dodatkiem kationu Li+, Na+ i K+ w stosunku 

stechiometrycznym 1:1 (Rys. 62) obserwowane są w każdym przypadku dwa piki. Jeden przy 

m/z = 646, pochodzący od protonowanego kompleksu LAS-AM7 i drugi pik przy wartości m/z 

równej 597, 613 i 629 pochodzący od odpowiednich kompleksów kwasu lasalowego z 

kationami Li+, Na+ i K+. Fakt ten dowodzi, że przy stosunku stechiometrycznym 1:1 jest 

możliwe tworzenie kompleksu kwasu lasalowego z kationami metali nawet w obecności 

aminy, i że komplesy te istnieją ze sobą w równowadze. Taka sama sytuacja obserwowana 

była przy zastosowanym nadmiarze kationu. 

 
Rys. 62 Widma ESI-MS kompleksów kwasu lasalowego z dodatkiem kationów Li+, Na+ i K+  w 

stosunku stechiometrycznym 1:1 zarejestrowane przy napięciu stożka 10 V 
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3.5.2 Badania NMR 

 

Porównanie widm 13C NMR kompleksów kwasu lasalowego z aminami, do których 

dodano kationów w różnych stosunkach stechiometrycznych z widmem wyjściowego 

kompleksu wykazało różnicę przesunięć chemicznych sygnałów pochodzących od atomów 

węgla bezpośrednio sąsiadujących z atomami tlenu, co wskazuje na proces kompleksowania 

kationu w obecności aminy. Porównane widma dla kompleksu LAS-AM7 i kompleksu z 

dodatkiem kationu Li+ w stosunkach stechiometrycznych 1:0.25; 1:0.5; i 1:1 przedstawiono 

na (Rys. 63).  

Wartości przesunięć chemicznych sygnałów pochodzących od wybranych atomów 

węgla oraz wodoru związków LAS-AM1, LAS-AM7-Li 1:0.25, LAS-AM7-Li 1: 0.5 i LAS-AM7-Li 

1:1 zestawiono w Tabeli 13. 

Obserwowane różnice przesunięć chemicznych, zwłaszcza dla atomu C(13) 

potwierdzają utworzenie kompleksu kwasu lasalowego z kationem Li+ w obecności aminy 

oraz fakt, że kompleksy te istnieją w równowadze. Taka interpretacja jest zgodna z 

przedstawionymi wyżej wynikami badań ESi-MS. 

 

 
 

Rys. 63 Przykładowe widma 13C NMR kompleksu LAS-AM7 (―) i jego roztworów z dodatkiem 

kationu Li+ w stosunkach stechiometrycznych 1:0.25 (―), 1:0.5 (―) i 1:1 (―) 
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Tabela 13 Przesunięcia chemiczne sygnałów 1H i 13C NMR (ppm) kompleksu LAS-AM7 i jego 

roztworów z kationem Li+ o różnych stężeniach stechiometrycznych 

 

Przesunięcie chemiczne (ppm) 
Różnice (∆) między 
przesunięciami chemicznymi 
(ppm) 

Nr 
atomu 

LAS-AM7 
LAS-AM7-Li 

1:0.25 eq 
LAS-AM7-
Li 1: 0.5 eq 

LAS-AM7-
Li 1:1 eq 

∆1 ∆2 ∆3 

1 174.7 175.4 175.4 175.7 0.7 0.7 1 
2 116.6 114.7 114.7 115.1 -1.9 -1.9 -1.5 
3 161.5 161.3 160.9 160.4 -0.2 -0.6 -1.1 
4 123.6 123.5 123.4 123.3 -0.1 -0.2 -0.3 
5 132.7 132.8 132.9 132.9 0.1 0.2 0.2 
6 120.2 120.3 120.4 120.6 0.1 0.2 0.4 
7 144.1 144.0 143.8 143.5 -0.1 -0.3 -0.6 

11 70.9 71.3 71.1 71.2 0.4 0.2 0.3 
12 48.7 48.9 48.8 48.7 0.2 0.1 0 
13 217.5 217.9 218.3 218.8 0.4 0.8 1.3 
14 55.9 55.7 55.7 55.3 -0.2 -0.2 -0.6 
15 83.3 83.3 83.3 83.7 0 0 0.4 
18 87.4 87.6 87.6 87.6 0.2 0.2 0.2 
19 70.0 69.7 69.6 69.5 -0.3 -0.4 -0.5 
22 71.4 71.6 71.6 71.7 0.2 0.2 0.3 
23 76.8 77.2 77.2 77.2 0.4 0.4 0.4 

∆1 = δLAS-AM7-Li 1:0.25 eq - δ LAS-AM7, ∆2 = δLAS-AM7-Li 1:0,5 eq - δ LAS-AM7, ∆31 = δLAS-AM7-Li 1:1 eq - δ LAS-AM7 

 

 

3.5.3 Badania FT-IR 

 

 Porównanie widm FT-IR kompleksu LAS-AM7 przed i po dodaniu nadchloranu litu 

(Rys. 64) wykazało zmiany w położeniach pasm absorpcyjnych związane z pojawieniem się 

kationu. W widmie FT-IR kompleksu LAS-AM7 zmianie ulega położenie pasm pochodzących 

od drgań ν(OH) po dodaniu kationu Li+, co wskazuje na zmniejszenie siły wiązań wodorowych 

związane z pojawieniem się kationu. Ponadto obserwuje się pojawienie nowego pasma – 

nieobecnego w widmie kompleksu LAS-AM7 przed dodaniem nadchloranu – z maksimum 

przy 1652 cm-1 (Rys. 64c) Pasmo takie obserwowane jest również w widmie kwasu 

lasalowego w roztworze chloroformowym i przypisywane jest drganiom ν(C=O) związanej 

wodorowo grupy karboksylowej. Fakt pojawienia się tego pasma w widmie kompleksu LAS-

AM7-Li dowodzi, że następuje częściowa dysocjacja kompleksu kwasu lasalowego, a miejsce 

kompleksowanej aminy zajmuje dodany kation litowca. Fakt ten potwierdza również 

przesunięcie pasma pochodzącego od drgań ν(C=O) grupy ketonowej po dodaniu kationu Li+ 
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(Rys. 64c), co obserwowane było w kompleksach kwasu lasalowego z kationem Li+ [211]. 

Wszystkie powyższe obserwacje wskazują na obecność w roztworze równowagi pomiędzy 

dwoma kompleksami - pierwszym, w którym kwas lasalowy kompleksje aminę i drugim, w 

której kwas lasalowy kompleksje kation. Taka interpretacja jest zgodna z omówionymi 

wcześniej wynikami badań ESI-MS i NMR, pokazując, że kwas lasalowy jest zdolny do 

kompleksowania aminy nawet w obecności konkurującego o miejsce kompleksujące kationu. 

 

 

Rys. 64 Zestawienie widm FT-IR w roztworze chloroformowym: kompleksu LAS-AM7  (- -) 

kompleksu LAS-AM7 z dodatkiem kationu Li+ (- -) oraz kwasu lasalowego (- -) w zakresie: a) 

4000 – 500 cm-1, b) 3900 – 1800 cm-1, b) 1750 – 1350 cm-1 
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3.6 Aktywność przeciwdrobnoustrojowa kwasu lasalowego i jego 

kompleksów z aminami 

 

Kwas lasalowy jest związkiem wykazującym aktywność biologiczna wobec bakterii 

Gram-dodatnich, dlatego postanowiłem określić aktywność biologiczną otrzymanych 

kompleksów kwasu lasalowego. Badanie aktywności przeciwdrobnoustrojowej kwasu 

lasalowego oraz kilku jego kompleksów z aminami (Rys. 65) przeprowadzono we współpracy 

z dr Joanną Stefańską w Zakładzie Mikrobiologii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego 

w Warszawie.  
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Rys. 65 Struktury związków, dla których badano aktywność biologiczną 

 

Do badań aktywności przeciwdrobnoustrojowej użyto szczepów ziarenkowców 

Gram-dodatnich: Staphylococcus aureus NCTC 4163, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus 

epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 11778, 

Enterococcus hirae ATCC 10541, Micrococcus luteus ATCC 9341, Micrococcus luteus ATCC 
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10240; pałeczek Gram-ujemnych: Escherichia coli ATCC 10538, Escherichia coli ATCC 25922, 

Escherichia coli NCTC 8196, Proteus vulgaris NCTC 4635, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

15442, Pseudomonas aeruginosa NCTC 6749, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27863, 

Bordetella bronchiseptica ATCC 4617; oraz drożdżaków: Candida albicans ATCC 10231, 

Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22019.   

Szczepy te są standardowo używane w oznaczeniach aktywności i/lub środków 

dezynfekcyjnych. Szczepy pochodziły z kolekcji Zakładu Mikrobiologii Farmaceutycznej 

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. 

Ponadto przebadano aktywność kwasu lasalowego i jego kompleksu z alliloaminą 

(LAS-AM1) przeciwko szpitalnym szczepom gronkowca złocistego (Staphylococcus aureus), 

które uzyskano z różnych próbek biologicznych od pacjentów Szpitala Uniwersytetu 

Medycznego w Warszawie. W badaniach użyto 10 szczepów wrażliwych na metycylinę (S. 

aureus MSSA) oraz 10 szczepów opornych na metycylinę (S. aureus MRSA) 

Badania prowadzono metodą krążkowo-dyfuzyjną oraz oznaczając wartość 

minimalnego stężenia hamującego (MIC) zgodnie z zaleceniami CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute) [212, 213]  

W metodzie krążkowo-dyfuzyjnej na podłoże Mueller-Hinton II agar (Becton 

Dickinson) lub dla Candida albicans na podłoże RPMI (Sigma) obsiane zawiesiną 

drobnoustroju o gęstości 0.5 w skali Mc Farlanda nanoszono krążki bibułowe (Whatman 3) o 

średnicy 9 mm nasączone roztworami badanych związków w DMSO w stężeniu 400 

µg/krążek. Po okresie inkubacji (18 h w temperaturze 35 °C) mierzono średnicę stref 

zahamowania wzrostu (GIZ) drobnoustrojów wokół krążków z badanym związkiem.  

Minimalne stężenie hamujące (MIC) oznaczano metodą rozcieńczeń badanego związku 

w podłożu stałym w zakresie stężeń 3.125 µg/ml – 400 µg/ml. Na płytki MH II agar 

zawierające odpowiednie stężenie związku nanoszono po 2µl rozcieńczonego szczepu w 

ilości końcowej 104 cfu/ml,1 a w przypadku szczepu E. hirae w ilości  

105 cfu/ml. Wyniki odczytywano po 18-godzinnej inkubacji w temperaturze 35 °C.  

Wyniki badan aktywności przeciwdrobnoustrojowej kwasu lasalowego i jego 

kompleksów z aminami zestawiono w Tabelach 14-15 

                                                 
1 CFU (ang. colony forming unit - jednostka tworząca kolonię) - skrót oznaczający pojedyncze komórki, z których 

w wyniku podziałów powstaną kolonie komórek. W związku z tą właściwością, liczba kolonii może służyć do 

określenia stężenia komórek, (CFU) w roztworze.  
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Tabela 14. Wartości średnicy zahamowania wzrostu GIZ [mm] oraz wartości minimalnego 
stężenia hamującego MIC [µg/ml]wzrost mikroorganizmów, wyznaczone dla kwasu 
lasalowego i jego kompleksów  

     

(GIZ) [mm] oraz (MIC) [µg/ml] 

LASA LAS-AM1 LAS-AM2 LAS-AM3 LAS-AM4 

 

GIZ MIC GIZ MIC GIZ MIC GIZ MIC GIZ MIC 

S. aureus NCTC 4163 30 4 22 6.25 25 16 28 4 25 4 

S. aureus ATCC 25923 29 4 25 3.125 25 16 29 2 27 4 

S. aureus ATCC 6538 24 4 24 6.25 23 16 23 2 21 4 

S. aureus ATCC 29213 24 4 26 6.25 26 16 23 2 22 4 

S. epidermidis ATCC 12228 28 4 28 6.25 25 8 26 4 26 8 

B. subtilis ATCC 6633 31 2 26 3.125 26 16 28 2 26 2 

B. cereus ATCC 11778 29 2 30 3.125 27 8 30 2 30 4 

E. hirae ATCC 10541 20 8 22 6.25 23 32 21 4 20 8 

M. luteus ATCC 9341 28 4 29 3.125 28 16 27 2 26 4 

M. luteus ATCC 10240 31 4 33 3.125 28 8 31 2 29 4 

 
 
 Przeprowadzone badania mikrobiologiczne wykazały, że wszystkie badane kompleksy 

kwasu lasalowego wykazują aktywność przeciwko bakteriom gram dodatnim. 

 Kwas lasalowy wykazuje silną aktywność przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, nie 

jest aktywny natomiast w stosunku do bakterii Gram-ujemnych oraz drożdżaków z rodzaju 

Candida (Tabela 14). Aktywność kompleksów LAS-AM1 i LAS-AM2 jest nieco niższa niż w 

przypadku niemodyfikowanego kwasu, a kompleks LAS-AM4 wykazał podobną do kwasu 

lasalowego aktywność względem bakterii Gram-dodatnich. Kompleks LAS-AM3 wykazał się 

wyższą aktywnością niż niemodyfikowany kwas lasalowy, dlatego iż hamuje on wzrost 

mikroorganizmów przy niższych stężeniach niż niemodyfikowany kwas (Tabela 14). Na 

Rysunku 66 pokazano badań GIZwykonanych metodą krążków dyfuzyjnych kwasu 

lasalowego (oznaczonego jako 0) oraz jego kompleksów względem szczepów Staphylococcus 

aureus NCTC 4163, Bacillus subtilis ATCC 6633 oraz Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
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Rys. 66 zdjęcia próbek wykonanych metodą krążków dyfuzyjnych względem szczepów S. aureus 

NCTC 4163, B. subtilis ATCC 6633 oraz S. epidermidis ATCC 122 . Kwas lasalowy oznaczony 

jako 0, kompleks LAS-AM1 jako 1, kompleks LAS-AM2 jako 2, kompleks LAS-AM3 jako 3, a 

kompleks LAS-AM4 oznaczono cyfrą 4 

 

 Zarówno kwas lasalowy jak i jego kompleksy nie wykazywały aktywności biologicznej 

względem testowanych szczepów bakterii Gram-ujemych oraz grzybów Candida. Tłumaczyć 

to można różnicą w budowie struktur otaczających komórki bakterii Gram-dodatnich i Gram-

ujemnych. Bakterie Gram-dodatnie posiadają grubszą ścianę komórkową, jednakże bakterie 

Gram-ujemne posiadają dodatkowo błonę komórkową, co nie pozwala na przechodzenie 

przez nie hydrofobowych cząsteczek o dużej masie cząsteczkowej, takich jak kwas lasalowy.  

 Kwas lasalowy i jego kompleks z alliloaminą (LAS-AM1), zostały poddane 

dodatkowym testom aktywności biologicznej wobec szczepów gronkowców złocistych 

pobranych od pacjentów warszawskich szpitali.  

 Bakterie gronkowca złocistego (Staphylococcus aureus) występują głównie w jamie 

nosowo-gardłowej oraz na skórze ludzi i zwierząt. Bakterie te dzieli się na dwie grupy: 

wykazujące odporność na metycylinę - MRSA (ang. methicillin resistant Staphylococcus 

aureus) oraz wrażliwe na działanie metycyliny - MSSA (ang. methicillin susceptible 

Staphylococcus ureus). Bakterie obecne na skórze lub jamie nosowo-gardłowej nie są groźne, 

jednak przedostając się do wnętrza organizmu np. w wyniku odniesionych ran mogą 

wywołać zakażenie. Zakażenia wywołane przez MRSA stanowią duży problem, gdyż bakterie 

te wykazują odporność wobec antybiotyków β-laktamowych, takich jak penicylina czy 

cefalosporyna. Jedyne skuteczne leki stosowane w leczeniu zakażeń wywałanych szczepami 

MRSA to antybiotyki glikopeptydowe, takie jak wankomycyna [214-216]. 

Wyniki badań mikrobiologicznych kwasu lasalowego prowadzone wobec szczepów 

szpitalnych gronkowców złocistych opornych na metycylinę (MRSA) i wrażliwych na 
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matycylinę (MSSA) zestawiono w Tabeli 15. Badania te wykazały po raz pierwszy, że kwas 

lasalowy i jego kompleks z alliloaminą wykazują dużą aktywność przeciwko szczepom S. 

aureus MSSA jak, i przeciwko szczepom S. aureus  MRSA. 

 
Tabela 15. Aktywność przeciwdrobnoustrojowa kwasu lasalowego i jego kompleksu LAS-AM1 

przeciwko wybranym szpitalnym szczepom gronkowca złocistego (Staphylococcus 

aureus) wrażliwych na metycylinę (S. aureus MSSA), oraz opornych na metycylinę 
(S. aureus MRSA) (wartości minimalnego stężenia hamującego (MIC) [µg/ml] 
wzrost drobnoustrojów testowych).  

 
 MIC (μg/ml) 

 LAS LAS-AM1 

S. aureus MSSA 3.125 3.125 
319/08 3.125 6.25 
320/08 6.25 6.25 
321/08 3.125 6.25 
322/08 3.125 6.25 
323/08 3.125 3.125 
324/08 3.125 6.25 
325/08 3.125 6.25 
336/08 3.125 6.25 
337/08 3.125 3.125 
338/08 6.25  
S. aureus MRSA   
307/08 6.25 6.25 
308/08 6.25 6.25 
309/08 6.25 3.125 
329/08 6.25 6.25 
330/08 3.125 3.125 
331/08 3.125 3.125 
332/08 3.125 6.25 
333/08 3.125 6.25 
334/08 3.125 3.125 
335/08 3.125 3.125 

 
  

Wyniki badań aktywności przeciwdrobnustrojowej kwasu lasalowego i jego 

kompleksów z aminami pokazały, że wszystkie poddane testom związki wykazywały 

aktywność przeciwbakteryjną wobec bakterii Gram-dodatnich. Najwyższą aktywność 

wykazał kompleks LAS-AM3, który pod tym względem okazał się bardziej aktywny niż 

niemodyfikowany kwas lasalowy. Wszystkie badane związki nie wykazały aktywności wobec 

bakterii Gram-ujemnym oraz grzybów z rodzaju Candida.  
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3.7 Aktywność cytotoksyczna kwasu lasalowego i jego 

kompleksów  

 

Naturalne polieterowe antybiotyki jonoforowe mogą być istotnymi czynnikami w 

terapii antynowotworowej, ponieważ większość z nich wykazuje silną aktywność przeciw 

proliferacji (namnażaniu) wielu komórek nowotworowych, m. in przeciw komórkom 

wykazującym oporność na różne leki – MDR (ang. Multidrug Resistance), a także przeciwko 

komórkom macierzystym raka – CSC (ang. Cancer Stem Cells). Aktywność 

przeciwnowotworowa antybiotyków jonoforowych może być związana z ich zdolnością do 

kompleksowania kationów i transportowania ich przez błony biologiczne. Coraz więcej 

dowodów wskazuje, że aktywność przeciwnowotworowa antybiotyków jonoforowych może 

być wynikiem zdolności do indukcji apoptozy, powodującej śmierć komórki [15]. Dlatego też 

tak ważne jest określenie aktywności cytotoksycznej antybiotyków jonoforowych i poznanie 

dokładnego mechanizmu ich działania. 

Pojawiające się ostatnio doniesienia na temat aktywności cytotoksycznej 

antybiotyków jonoforowych, a także zastosowania jednego z nich – salinomycyny w terapii 

antynowotworowej ( między innymi regresja nowotworu u pacjentek z rakiem piersi oraz 

mniejsze niż w przypadku konwencjonalnych chemioterapeutyków skutki uboczne terapii) 

[102] zainspirowały mnie do określenia po raz pierwszy aktywności cytotoksycznej kwasu 

lasalowego oraz dwóch jego kompleksów. 

Badanie aktywności cytotoksycznej kwasu lasalowego oraz jego kompleksów z aniliną 

(LAS-AM3) oraz N-butyloaminą (LAS-AM4) przeprowadzono we współpracy z prof. dr hab. 

Joanną Wietrzyk w Instytucie Immunologii i Terapii Doświadczalnej Polskiej Akademii Nauk 

we Wrocławiu. 

Do badań aktywności cytoksycznej użyto 6 różnych linii komórkowych: A-549 (ludzki 

rak płuc), MCF-7 (ludzki rak piersi), HT-29 (ludzki rak okrężnicy), P-388 (komórki mysiej 

białaczki), HLMEC (ludzki śródbłonek pochodzenia płucnego) oraz BALB/3T3 (komórki mysich 

fibroblastów). Wszystkie linie komórkowe znajdują się w kolekcji linii komórkowych 

Instytutu Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN we Wrocławiu. Komórki hodowane były 

w następujący sposób: 
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• Komórki linii MCF-7 hodowano w medium Eagle z dodatkiem 10% FBS (bydlęca 

surowica płodowa), L-glutaminy (2mM), aminokwasów oraz insuliny.  

• Komórki linii A549 hodowano w medium OptiMEM+RPMI1640 (1:1) z dodatkiem 

5% FBS (bydlęca surowica płodowa) oraz L-glutaminy (2mM).  

• Komórki linii HT-29 hodowano w medium OptiMEM+RPMI1640 (1:1) z dodatkiem 

5% FBS (bydlęca surowica płodowa) oraz glutaminy (2mM) i pirogronianu sodu 

(1mM).  

• Komórki linii HLMEC hodowano w medium RPMI1640 z dodatkiem 10% FBS 

(bydlęca surowica płodowa) oraz L-glutaminy (2mM).  

• Komórki linii BALB 3T3 hodowano w medium Dulbecco z dodatkiem 10% FBS 

(bydlęca surowica płodowa), glutaminy (4mM) oraz glukozy (4,5g/L).  

• Komórki linii P388 hodowano w medium RPMI1640 z dodatkiem 10% FBS 

(bydlęca surowica płodowa), L-glutaminy (2mM) oraz pirogronianu sodu (1mM).  

Wszystkie media zawierały antybiotyki: 100 µg/ml streptomycyny i 100 U/ml 

penicyliny. Komórki hodowano w wilgotnej atmosferze, 5% CO2 w 37oC. 

Jako związku referencyjnego użyto cisplatyny oraz zbadano kontrolę rozpuszczalnika, 

tj. DMSO, w takim samym stężeniu jak w próbkach z badanymi związkami. Roztwory 

wyjściowe (stock solutions) testowanych związków o stężeniu 10mg/ml przygotowywano do 

każdego doświadczenia ex tempore, rozpuszczając 1 mg preparatu w 100 µl DMSO. 

Rozpuszczalnikiem dla dalszych rozcieńczeń było medium hodowlane. Związki 

przetestowano w przedziałach stężeń od 100 do 0,1 µg/ml. Cisplatyna była badana w 

stężeniach od 100 do 0,1 µg/ml. 

Oznaczenie działania cytotoksycznego badanych związków wykonywano  

w 96-godzinnych hodowlach in vitro. Wobec linii komórek adherentnych zastosowano test 

kolorymetryczny SRB (za pomocą sulforodaminy B), mierzący zahamowanie proliferacji 

docelowych komórek na podstawie pomiaru ilości białka komórkowego. Dla komórek mysiej 

białaczki P388 wykonano test redukcji soli tetrazolowej MTT, jako ocenę aktywności 

metabolicznej komórek. W każdym doświadczeniu próbki zawierające określone stężenia 

preparatu nanoszono na płytki 96-dołkowe w trzech powtórzeniach. Doświadczenia 

powtarzano od trzech do pięciu razy. Wyniki badań zestawione są w Tabeli 16.  
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Tabela 16. Stężenie IC50 badanych związków w μg/ml (średnia + odchylenie standardowe) dla 

wszystkich badanych linii 

Linia komórkowa / IC50 µg/ml 
Badany związek 

A549 MCF-7 HT-29 HLMEC P388 

LASA 1,35±0,25 4,51±1,83 2,99±1,07 0,45±0,20 2,13±0,90 

LAS-AM3 1,36±0,12 4,08±0,64 3,12±0,54 0,39±0,06 2,72±0,46 

LAS-AM4 1,32±0,10 4,17±0,61 3,06±0,55 0,37±0,02 2,14±0,86 

Cisplatyna 3,35±0,30 3,71±0,62 11,18±1,98 1,95±0,13 2,98±0,08 

 

Wszystkie badane związki, bez względu na linie komórkowe, na których były 

testowane, są aktywne w badanym zakresie stężeń. Kwas lasalowy oraz jego kompleksy LAS-

AM3 i LAS-AM4 hamowały proliferację komórek mysiej białaczki P388 (IC50 w zakresie 2,13-

2,72 µg/ml). Najwyższą aktywność związki wykazały wobec komórek ludzkiego śródbłonka 

pochodzenia płucnego HLMEC (IC50 w zakresie 0,37-0,45 µg/ml) oraz raka 

niedrobnokomórkowego płuca A549 (1,32-1,36 µg/ml). Warty podkreślenia jest fakt, że 

aktywność kwasu lasalowego i jego kompleksów jest wyższa od cis-platyny – standardowo 

stosowanego leku przeciwnowotworowego. Interesujące wyniki badań aktywności 

przeciwnowotworowej kwasu lasalowego powodują, że może być on traktowany jako 

potencjalny kandydat w dalszych poszukiwaniach nowych leków w terapii 

antynowotworowej.  
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4.1 Odczynniki i rospuszczalniki 

 
4.1.1 Izolacja soli sodowej kwasu lasalowego z preparatu „Avatec” 

 

 
Ze względu na brak komercyjnie dostępnego kwasu lasalowego jego sól sodową 

kwasu lasalowego otrzymałem z preparatu Avatec z firmy Spezialfutter Neuruppin 

GmbH&Co. K.G. , który znajduje zastosowanie jako dodatek do pasz dla zwierząt. 500g tego 

preparatu poddałem ekstrakcji 2 l chloroformu w aparacie Soxhleta przez 24 godziny.. Po 

zakończeniu procesu pozostawiłem kolbę do ostygnięcia. Następnie roztwór chloroformowy 

soli sodowej kwasu lasalowego przesączyłem, aby otrzymać klarowny roztwór. Przesącz 

podzieliłem na dwie części i oddestylowałem rozpuszczalnik na wyparce obrotowej. 

Otrzymałem brązowy osad, który przemywałem eterem naftowym oraz heksanem, aż 

zmienił barwę na jaśniejszą. Otrzymałem 68 g soli sodowej kwasu lasalowego. Według 

specyfikacji w 1 kg preparatu Avatec znajduje się 150 g soli sodowej kwasu lasalowego. 

Wynika z tego, że otrzymano czysty produkt z wydajnością 91% 

Czystość produktu została potwierdzona przez wykonanie widm FT-IR, a także NMR 

oraz porównanie ich z widmami wzorca. 

 

4.1.2 Pozyskiwanie kwasu lasalowego z jego soli 

 

Sól sodowa kwasu lasalowego (3g) rozpuściłem w 25 ml chlorku metylenu i 

przeniosłem do rozdzielacza zawierającego 50 ml wodnego roztworu kwasu siarkowego o pH 

= 1.5 Po intensywnym wytrząsaniu rozdzielacz pozostawiłem i po rozwarstwieniu usunąłem 

fazę wodną. Fazę organiczną wytrząsałem ponownie z kolejnymi porcjami roztworu H2SO4, 

aż odczyn fazy wodnej pozostał kwaśny. Oddzieloną warstwę organiczną, zawierającą kwas 

lasalowy przepłukałem kilkakrotnie wodą destylowaną w celu usunięcia resztek kwasu 

siarkowego. Ostatecznie rozpuszczalnik organiczny został oddestylowany aż do uzyskania 

suchej pozostałości pod zmniejszonym ciśnieniem. Otrzymałem 2.6 g kwasu lasalowego. 

Czystość produktu została potwierdziłem za pomocą widm FT-IR oraz NMR 
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4.1.3 Rozpuszczalniki 

 

Wszystkie rozpuszczalniki do pomiarow spektroskopowych (chloroform, deuterowany 

chloroform i acetonitryl) zostały zakupione w firmach korporacji Sigma-Aldrich-Fluka. 

Rozpuszczalniki stosowane w pomiarach spektroskopowych suszone były sitami 

molekularnymi 3 A (Aldrich), przez kilkanaście dni przed pomiarem. Rozpuszczalniki używane 

jako medium reakcyjne (chlorek metylenu) zakupiono w firmie Aldrich lub PPH ,,POCh” S.A. 

Gliwice. 

 

4.1.4 Preparatyka kompleksów kwasu lasalowego 

 

 Równomolowe ilości kwasu lasalowego i odpowiedniej aminy rozpuściłem w chlorku 

metylenu, zmieszałem ze sobą i odparowałem douzyskania suchej pozostałości. Czynność tę 

powtórzyłem jeszcze 5 razy. Suchą pozostałość rozpuściłem następnie w gorącym 

acetonitrylu lub acetonie i pozostawiłem do powolnej krystalizacji. Przeprowadziłem liczne 

próby krystalizacji m. in z aminami biogennymi (tryptamina, histamina) i poliamidami 

(spermina, spermidyna) ale tylko w 7 przypadkach otrzymałem kompleksy w fazie 

krystalicznej z możliwością ich wykorzystania w badaniach krystalograficznych. 

 

4.2 Stosowane metody badawcze. 

 

4.2.1 Dyfrakcja promieni Rentgenowskich 

 

Pomiary dyfrakcji promieni Rentgenowskich wykonano w temperaturze 293 K przy 

użyciu dyfraktometru KUM4A-CCD. Analiza rentgenograficzna została przeprowadzona w 

Zakładzie Chemii Materiałów Wydziału Chemii UAM przez dr Małgorzatę Ratajczak-Sitarz i 

Prof. dr hab. Andrzeja Katrusiaka, oraz w Instytucie Niskich Temperatur i Badań 

Strukturalnych Pan we Wrocławiu przez prof. Jana Janczaka. Przykładowe dane kryształów i 

parametry pomiarów zebrano w Tabelach 17-19. 
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Tabela 17. Dane kryształu i pomiary rentgenowskiego dla kryształu LAS-AM3 

 

Wzór empiryczny C34H54O8 * C6H7N 
Masa molowa 683.90 
Temperatura (K) 293(2) 
Długość fali 0.71073 Å 
Układ krystalograficzny ,grupa 
przestrzenna 

ortorombowy, P212121 

Wymiary kom. elementarnej (Å) a = 10.6585(1) 
        b = 18.9220(2) 
 c = 19.3361(2)  
Objętość (Å3) 3899.71(7) 
Z 4 

Obliczona gęstość 1.165 gcm-3 
Współczynnik absorpcji 0.087 mm-1 
F(000) 1488 
Rozmiar kryształu 0.25 x 0.20 x 0.10 mm 

θ zakres kąta 1.51-26.63° 
Ograniczenia dla hkl -13 ≤ h ≤ 13, -23 ≤ k ≤ 22, -24 ≤ l ≤ 24 
Liczba refleksów / refleksy 
jednostkowe 

61008 / 8122 Rint = 0.0178 

Zgodność do θ = 30.10 99.5 % 
Metoda zagęszczenia Pełna macierz najmniejszych kwadratów dla F2 
Dane/ ograniczenia / parametry 8122 / 0 / 454 
Poprawność dopasowania F2 1.090     
Końcowe R i [I>2σ(I)] R1 = 0.0344, wR2 = 0.1044 

R  (całość danych) R1 = 0.0365, wR2 = 0.1061 

Największy i najmniejszy pik na 
mapie różnicowej 

0.173 and –0.120 eÅ-3 
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Tabela 18 Dane kryształu i pomiary rentgenowskiego dla kryształu LAS-AM4 

 

Wzór empiryczny C38H65NO8 
Masa molowa 663.91 
Temperatura (K) 293(2) 
Długość fali 1.54178 Å 
Układ krystalograficzny ,grupa 
przestrzenna 

ortorombowy, P212121 

Wymiary kom. elementarnej (Å) a = 10.1671(1) 
        b = 18.7745(1)  
 c = 20.4549(1) 
Objętość (Å3) 3904.48(3) 
Z 4 

Obliczona gęstość 1.129 gcm-3 
Współczynnik absorpcji 0.621 mm-1 
F(000) 1456 
Rozmiar kryształu 0.25 x 0.20 x 0.15 mm 

θ zakres kąta 3.19-73.82° 
Ograniczenia dla hkl -12 ≤ h ≤ 9, -23 ≤ k ≤ 23, -25 ≤ l ≤ 25 
Liczba refleksów / refleksy 
jednostkowe 

30662 / 7816 Rint = 0.0121 

Zgodność do θ = 30.10 99.3 % 
Metoda zagęszczenia Pełna macierz najmniejszych kwadratów dla F2 
Dane/ ograniczenia / parametry 7816 / 0 / 447 
Poprawność dopasowania F2 1.005 
Końcowe R i [I>2σ(I)] R1 = 0.0421, wR2 = 0.1375 

R  (całość danych) R1 = 0.0433, wR2 = 0.1406 

Największy i najmniejszy pik na 
mapie różnicowej 

0.431 and –0.213 eÅ-3 
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Tabela 19 Dane kryształu i pomiary rentgenowskiego dla kryształu LAS-AM7 

 

Wzór empiryczny C37H59NO8    
Masa molowa 645.85 
Temperatura (K) 293(2) 
Długość fali 1.54178 Å 
Układ krystalograficzny ,grupa 
przestrzenna 

ortorombowy, P212121 

Wymiary kom. elementarnej (Å) a = 10.0590(1) 
        b = 18.5610(1) 
 c = 19.7388(1) 
Objętość (Å3) 3685.15(3)  
Z 4 

Obliczona gęstość 1.164 gcm-3 
Współczynnik absorpcji 0.648 mm-1 
F(000) 1408 
Rozmiar kryształu 0.25 x 0.20 x 0.15 mm 

θ zakres kąta 3.27-73.81° 
Ograniczenia dla hkl -8 ≤ h ≤ 12, -23 ≤ k ≤ 22, -24 ≤ l ≤ 24 
Liczba refleksów / refleksy 
jednostkowe 

30193 / 7320 Rint = 0.0127 

Zgodność do θ = 30.10 99.2 % 
Metoda zagęszczenia Pełna macierz najmniejszych kwadratów dla F2 
Dane/ ograniczenia / parametry 7320 / 0 / 427 
Poprawność dopasowania F2 1.038 
Końcowe R i [I>2σ(I)] R1 = 0.0401, wR2 = 0.1202 

R  (całość danych) R1 = 0.0412, wR2 = 0.1219 

Największy i najmniejszy pik na 
mapie różnicowej 

0.260 and –0.139 eÅ-3 

 

 

 

4.2.2 Spektroskopia FT-IR 

 

Widma związków o stężeniu 0.07 mol/dm3 w bezwodnym chloroformie wykonałem w 

kuwecie wyposażonej w okna z monokrystalicznego krzemu. Grubość warstwy roztworu 

wynosiła 0.176 mm. Pomiary wykonano przy użyciu aparatu FTIR Bruker IFS 113v z 

detektorem DTGS z rozdzielczością 2 cm-1 w temperaturze 300 K. Użyto funkcję 

apodyzacyjną Happa-Genzela. Standardowo wykonywano pomiar, na który składały się 64 

skany. 
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4.2.3 Spektroskopia NMR 

 

Widma 1H, 13C NMR badanych związków w roztworach wykonałem w stężeniu 0.07 

mol/dm3 w chloroformie-d stosując jako wzorzec wewnętrzy TMS. Pomiary wykonano przy 

użyciu aparatu Varian Gemini 300VT w T=293 K i częstotliwości 300.075 Hz. Dokładność 

oznaczenia wynosiła 0.01 ppm dla pomiarów 1H NMR i 0.1 ppm dla pomiarów 13C NMR. 

Poprawność przypisania sygnałów w widmach 1H i 13C NMR została zweryfikowana na 

podstawie dwuwymiarowych widm korelacyjnych (COSY, HETCOR). Parametry akwizycji dla 

widm protonowych: impuls 30o, rozdzielczość 0.64 Hz, liczba skanów 64. Parametry akwizycji 

dla widm węglowych: impuls 30o z impulsowym rozprzęganiem protonów, rozdzielczość 0.97 

Hz, liczba skanów: 2000-8000. 

 

 

4.2.4 Spektrometria mas 

 

Widma masowe z techniką jonizacji ESI (Electrospray Ionization) zostały wykonane na 

aparacie Waters/Micromass (Manchester, UK) ZQ dla związków w postaci roztworów w 

acetonitrylu o stężeniu rzędu 10-5-10-4 mol/dm3. Próbki były dozowane do źródła ESI przy 

użyciu pomp Harvarda z prędkością przepływu wynoszącą 20 μl/min. Potencjały źródła ESI 

wynosiły: kapilara 3 kV, soczewki 0.5 kV, ekstraktor 4V. Standardowe widmo ESI 

wykonywano przy napięciu stożka cv = 10V. Temperatura źródła wynosiła 120 °C, a 

temperatura desolwatacji 300 °C. Do nebulizacji stosowano azot, którego prędkość 

przepływu wynosiła od 100 do 300 dm3/h. Widma masowe były wykonywane w trybie jonów 

dodatnich z rozdzielczością wynoszącą m/z = 1. 

 

4.2.5 Analiza elementarna 

 

 Analizę elementarną otrzymanych związków wykonano na aparacie Elementar 

Analyzer CHN 240 firmy Perkin Elmer, a uzyskane wyniki zebrałem w Tabeli 20. 
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4.2.6 Temperatura topnienia 

 

 Temperaturę topnienia otrzymanych kryształów zmierzono na aparacie SMP10 firmy 

Stuart (Tabela 20) 

 

Tabela 20. Analiza elementarna i temperatura topnienia otrzymanych kompleksów 

kwasu lasalowego. 

 

Analiza elementarna 

[%] 
związek  

Wzór 

sumaryczny i 

masa molowa 

[g/mol] Obliczona Wyznaczona 

Temperatura 

topnienia 

LAS-AM1 
C37H61NO8 

684.4 

C, 68.59 
H, 9.49 
N, 2.16 

C, 68.61 
H, 9.59 
N, 2.01 

199–200 °C 

LAS-AM2 

C39H67N3O8 * 
C3H6O 
746.03 

C, 62.73 
H, 8.98 
N, 5.62 

C, 62.77 
H, 9.04 
N, 5.51 

139-141 °C 

LAS-AM3 
C34H54O8 * 

C6H7N 683.90 

C, 70.18 
H, 8.91 
N, 2.04 

C, 70.21 
H, 8.88 
N, 2.07 

208-210°C 

LAS-AM4 
C38H65NO8 

663.91 

C, 68.68 
H, 9.79 
N, 2.10 

C, 68.72 
H, 9.75 
N, 2.13 

180-182°C 

LAS-AM5 
C41H63NO8 

697.90 

C, 70.58 
H, 9.02 
N, 2.01 

C, 70.;62 
H, 9.04 
N, 2.03 

179-181°C 

LAS-AM6 
C34H58NO8 

608.80 

C, 67.01 
H, 9.52 
N, 2.29 

C, 67.07 
H, 9.48 
N, 2.27 

183-186°C 

LAS-AM7 
C37H59NO8 

645.85 

C, 68.83 
H, 9.13 
N, 2,16 

C, 68.88 
H, 9.10 
N, 2.17 

190-192°C 

 

 

4.2.7 Wyznaczanie aktywności przeciwdrobnoustrojowej 

 

Do badań aktywności przeciwdrobnoustrojowej użyto szczepów ziarenkowców 

Gram-dodatnich: Staphylococcus aureus NCTC 4163, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus 
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epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 11778, 

Enterococcus hirae ATCC 10541, Micrococcus luteus ATCC 9341, Micrococcus luteus ATCC 

10240; pałeczek Gram-ujemnych: Escherichia coli ATCC 10538, Escherichia coli ATCC 25922, 

Escherichia coli NCTC 8196, Proteus vulgaris NCTC 4635, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

15442, Pseudomonas aeruginosa NCTC 6749, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27863, 

Bordetella bronchiseptica ATCC 4617; oraz drożdżaków: Candida albicans ATCC 10231, 

Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22019.   

Szczepy te są standardowo używane w oznaczeniach aktywności i/lub środków 

dezynfekcyjnych. Szczepy pochodziły z kolekcji Zakładu Mikrobiologii Farmaceutycznej 

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. 

Ponadto przebadano aktywność kwasu lasalowego i jego kompleksu z alliloaminą 

(LAS-AM1) przeciwko szpitalnym szczepom gronkowca złocistego (Staphylococcus aureus), 

które uzyskano z różnych próbek biologicznych od pacjentów Szpitala Uniwersytetu 

Medycznego w Warszawie. W badaniach użyto 10 szczepów wrażliwych na metycylinę (S. 

aureus MSSA) oraz 10 szczepów opornych na metycylinę (S. aureus MRSA) 

Badania prowadzono metodą krążkowo-dyfuzyjną oraz oznaczając wartość 

minimalnego stężenia hamującego (MIC) zgodnie z zaleceniami CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute)  

W metodzie krążkowo-dyfuzyjnej na podłoże Mueller-Hinton II agar (Becton 

Dickinson) lub dla Candida albicans na podłoże RPMI (Sigma) obsiane zawiesiną 

drobnoustroju o gęstości 0.5 w skali Mc Farlanda nanoszono krążki bibułowe (Whatman 3) o 

średnicy 9 mm nasączone roztworami badanych związków w DMSO w stężeniu 400 

µg/krążek. Po okresie inkubacji (18 h w temperaturze 35 °C) mierzono średnicę stref 

zahamowania wzrostu drobnoustrojów wokół krążków z badanym związkiem.  

Minimalne stężenie hamujące (MIC) oznaczano metodą rozcieńczeń badanego związku 

w podłożu stałym w zakresie stężeń 3.125 µg/ml – 400 µg/ml. Na płytki MH II agar 

zawierające odpowiednie stężenie związku nanoszono po 2µl rozcieńczonego szczepu w 

ilości końcowej 104 cfu/ml,1 a w przypadku szczepu E. hirae w ilości  

105 cfu/ml. Wyniki odczytywano po 18-godzinnej inkubacji w temperaturze 35 °C.  
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4.2.8 Wyznaczanie aktywności cytotoksycznej 

 

Do badań aktywności cytoksycznej użyto 6 różnych linii komórkowych: A-549 (ludzki 

rak płuc), MCF-7 (ludzki rak piersi), HT-29 (ludzki rak okrężnicy), P-388 (komórki mysiej 

białaczki), HLMEC (ludzki śródbłonek pochodzenia płucnego) oraz BALB/3T3 (komórki mysich 

fibroblastów). Wszystkie linie komórkowe znajdują się w kolekcji linii komórkowych Instytutu 

Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN we Wrocławiu. Komórki hodowane były w 

następujący sposób: 

 

• Komórki linii MCF-7 hodowano w medium Eagle z dodatkiem 10% FBS (bydlęca 

surowica płodowa), L-glutaminy (2mM), aminokwasów oraz insuliny.  

• Komórki linii A549 hodowano w medium OptiMEM+RPMI1640 (1:1) z dodatkiem 

5% FBS  (bydlęca surowica płodowa) oraz L-glutaminy (2mM).  

• Komórki linii HT-29 hodowano w medium OptiMEM+RPMI1640 (1:1) z dodatkiem 

5% FBS (bydlęca surowica płodowa) oraz glutaminy (2mM) i pirogronianu sodu 

(1mM).  

• Komórki linii HLMEC hodowano w medium RPMI1640 z dodatkiem 10% FBS 

(bydlęca surowica płodowa) oraz L-glutaminy (2mM).  

• Komórki linii BALB 3T3 hodowano w medium Dulbecco z dodatkiem 10% FBS 

(bydlęca surowica płodowa), glutaminy (4mM) oraz glukozy (4,5g/L).  

• Komórki linii P388 hodowano w medium RPMI1640 z dodatkiem 10% FBS 

(bydlęca surowica płodowa), L-glutaminy (2mM) oraz pirogronianu sodu (1mM).  

Wszystkie media zawierały antybiotyki: 100 µg/ml streptomycyny i 100 U/ml 

penicyliny. Komórki hodowano w wilgotnej atmosferze, 5% CO2 w 37oC. 

Jako związku referencyjnego użyto cisplatyny oraz zbadano kontrolę rozpuszczalnika, 

tj. DMSO, w takim samym stężeniu jak w próbkach z badanymi związkami. Roztwory 

wyjściowe (stock solutions) testowanych związków o stężeniu 10mg/ml przygotowywano do 

każdego doświadczenia ex tempore, rozpuszczając 1 mg preparatu w 100 µl DMSO. 

Rozpuszczalnikiem dla dalszych rozcieńczeń było medium hodowlane. Związki 

przetestowano w przedziałach stężeń od 100 do 0,1 µg/ml. Cisplatyna była badana w 

stężeniach od 100 do 0,1 µg/ml. 
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Oznaczenie działania cytotoksycznego badanych związków wykonywano  

w 96-godzinnych hodowlach in vitro. Wobec linii komórek adherentnych zastosowano test 

kolorymetryczny SRB (za pomocą sulforodaminy B), mierzący zahamowanie proliferacji 

docelowych komórek na podstawie pomiaru ilości białka komórkowego. Dla komórek mysiej 

białaczki P388 wykonano test redukcji soli tetrazolowej MTT, jako ocenę aktywności 

metabolicznej komórek. W każdym doświadczeniu próbki zawierające określone stężenia 

preparatu nanoszono na płytki 96-dołkowe w trzech powtórzeniach. Doświadczenia 

powtarzano od trzech do pięciu razy 

Kontrola rozpuszczalnika wykazała brak działania samego DMSO na komórki linii 

A549, HT-29, BALB 3T3, natomiast w przypadku linii MCF-7 stwierdzono nieznaczne 

zahamowanie proliferacji (rzędu kilkunastu procent) przy najwyższym testowanym stężeniu 

DMSO wynoszącym 1%. Podobnie dla linii HLMEC, przy stężeniu DMSO 1%, zaobserwowano 

zahamowanie wzrostu komórek w zakresie 20-49%. 
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 W trakcie realizacji pracy doktorskiej otrzymałem siedem nowych kompleksów kwasu 

lasalowego z aminami o różnej strukturze: z alliloaminą (LAS-AM1), z 1,1,3,3-

tetrametyloguanidyną (LAS-AM2), z aniliną (LAS-AM3), z N-butyloaminą (LAS-AM4), z 

benzyloaminą (LAS-AM5), z amoniakiem (LAS-AM6) oraz z propargiloaminą (LAS-AM7), 

wszystkie w stanie krystalicznym.  

Przeprowadzone badania ESI-MS wykazały, że kwas lasalowy tworzy kompleksy z 

aminami w stosunku stechiometrycznym 1:1. Analiza krystalograficzna pozwoliła na 

jednoznaczne ustalenie struktury tych kompleksów. Stwierdzono, że cząsteczka kwasu 

lasalowego w kompleksach jest zawsze zdeprotonowana, a sprotonowana amina jest 

kompleksowana w pseudo-cyklicznej strukturze anionu kwasu lasalowego. Ta pseudo-

cykliczna struktura stabilizowana jest za pomocą wewnątrzcząsteczkowych wiązań 

wodorowych pomiędzy zdeprotonowaną grupą karboksylową a grupami hydroksylowymi 

O(3)H, O(4)H i O(8)H. We wszystkich kompleksach najkrótsze jest wewnątrzcząsteczkowe 

wiązanie wodorowe pomiędzy grupą hydroksylową O(3)H a grupą karboksylanową. Długość 

tego wiązania, waha się od 2.421 Å dla kompleksu LAS-AM6 do 2.461 Å dla kompleksu LAS-

AM7, co klasyfikowało by je do grupy bardzo silnych wiązań wodorowych. Jednakże kąt tego 

wiązania wodorowego, o wartości w granicach między 146°a 165°, uzasadnia zaliczenie go 

do jedynie średnio-silnych wiązań wodorowych. Analiza parametrów pozostałych wiązań 

wodorowych pozwala zakwalifikować je do wiązań słabych. 

Szeregu istotnych informacji o strukturze kompleksów kwasu lasalowego z aminami 

w ciele stałym i szczególnie w roztworze dostarczyły szeroko przeprowadzone badania 

spektroskopowe. Spektroskopię 1H NMR wykorzystałem do określenia zmian siły wiązań 

wodorowych towarzyszących procesowi kompleksowania. Największe zmiany przesunięcia 

chemicznego protonów grup hydroksylowych obserwowane były dla grupy O(3)H, 

zaangażowanej w wewnątrzcząsteczkowym wiązaniu wodorowym O(3)H…O(1). Analiza 

widm 1H NMR wykazała, że wiązanie to ulega wzmocnieniu po skompleksowaniu cząsteczki 

aminy przez kwas lasalowy. Odwrotny kierunek zmian obserwowany był w przypadku wiązań 

wodorowych tworzących się przy udziale grup hydroksylowych O(4)H i O(8)H. Stwierdziłem, 

że wewnątrzcząsteczkowe wiązania wodorowe tworzone przez te grupy ulegają osłabieniu 

po skompleksowaniu aminy przez kwas lasalowy.  
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Analiza widm 13C NMR dostarczyła informacji o zaangażowaniu atomów tlenu O(4), 

O(6) i O(8) cząsteczki kwasu lasalowego w kompleksowaniu amin. Wykluczono natomiast 

możliwość tworzenia wiązania wodorowego między atomem tlenu O(5) a grupami 

aminowymi. Dodatnią wartość parametru ∆  obserwowaną dla tego atomu przypisano 

zmianom konformacyjnym występującym w cząsteczce anionu kwasu lasalowego w wyniku 

skompleksowania aminy. 

Na podstawie widm w podczerwieni wykonanych w ciele stałym i w roztworze 

chloroformowym możliwe stało się porównanie struktur otrzymanych kompleksów w dwóch 

stanach skupienia. Różnice w położeniu pasm absorpcji drgań rozciągających grup 

hydroksylowych ν(O-H) pozwoliły na stwierdzenie różnego ich zaangażowania w tworzenie 

wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych między proponowaną aminą a anionem 

kwasu lasalowego. 

Pojawienie się na widmach FT-IR kompleksów kwasu lasalowego z aminami pasma w 

przedziale 1585 cm-1 – 1598 cm-1 przypisanego drganiom rozciągającym anionu 

karboksylanowego νas(COO-) i jednoczesny brak pasma przy około 1652 cm-1, 

charakterystycznego dla ν(C=O) grupy karboksylowej kwasu lasalowego, dowodzi 

jednoznacznie, że kwas ten w badanych kompleksach występuje w formie zdeprotonowanej.  

Brak zasadniczych zmian w położeniu pasma pochodzącego od drgań rozciągających 

ν(C=O) grupy ketonowej w widmach kompleksów kwasu lasalowego w porównaniu z 

widmem kwasu wykazał brak zaangażowania tej grupy w kompleksowaniu aminy. 

Porównanie widm FT-IR w ciele stałym i w roztworze chloroformowym w przypadku 

pięciu kompleksów (LAS-AM1, LAS-AM2, LAS-AM4, LAS,AM5 i LAS-AM7) wykazało jedynie 

niewielkie zmiany w położeniu pasm absorpcyjnych związane z pewnymi różnicami w sile 

wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych obecnych w badanych związkach. 

Obserwacja ta stanowi podstawę wniosku o podobieństwie struktury badanych kompleksów 

w ciele stałym i w roztworze. Natomiast istotne różnice w widmach FT-IR w przypadku 

kompleksu kwasu lasalowego z aniliną (LAS-AM3) wskazują, że w roztworze 

chloroformowym kompleks ulega częściowej dysocjacji do kwasu lasalowego i aniliny. O 

procesie tym świadczy pojawienie się pasma przy 1653 cm-1 charakterystycznego dla drgań 

ν(C=O) grupy karboksylowej kwasu lasalowego. Interpretacja taka jest zgodna z wynikami 

analizy widm 1H NMR i  13C NMR.  



Podsumowanie i wnioski 

99 

Także w przypadku kompleksu LAS-AM6 obserwowane są pewne różnice w strukturze 

kompleksu w ciele stałym i w roztworze związane głównie ze zmianą w koordynacji jonu 

amonowego po rozpuszczeniu kompleksu. 

Szeroko przeprowadzona analiza spektroskopowa pozwoliła także na stwierdzenie 

konkurencji w tworzeniu kompleksów kwasu lasalowego z aminami i kationami metali 

jednowartościowych (Li+,Na+ i K+). Na podstawie analizy wyników badań ESI-MS, NMR i FT-IR 

ustaliłem, że kwas lasalowy zdolny jest do kompleksowania amin w obecności kationów 

metali jednowartościowych, przy czym kompleksy kwasu lasalowego z kationami i z aminą 

współistnieją w równowadze.  

Kwas lasalowy oraz 4 jego kompleksy zostały poddane szczegółowej analizie 

aktywności przeciwdrobnoustrojowej w stosunku do szczepów ziarniaków Gram-dodatnich, 

pałeczek Gram-ujemnych oraz drożdżaków. Ponadto określono aktywność kwasu lasalowgo i 

jego kompleksu z alliloaminą (LAS-AM1) przeciwko szpitalnym szczepom gronkowca 

złocistego (Staphylococcus aureus), które uzyskano z różnych próbek biologicznych od 

pacjentów Szpitala Uniwersytety Medycznego w Warszawie. Użyto przy tym 10 szczepów 

wrażliwych na metycylinę – (S. aureus MSSA) oraz 10 szczepów opornych na metycylinę (S. 

aureus MRSA). Stwierdzono, że poza kwasem lasalowym 4 jego kompleksy z aminami 

wykazały aktywność przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, przy czym kompleks z aniliną 

(LAS-AM3) wykazywał nieco wyższą aktywność niż kwas lasalowy a kompleksy z alliloaminą i 

N-butyloaminą cechują się podobną aktywnością do niemodyfikowanego kwasu. Ważnym 

rezultatem badań mikrobiologicznych było wykazanie, że kwas lasalowy i jego kompleks z 

alliloaminą (LAS-AM1) wykazują aktywność przeciwko antybiotykoopornym szczepom 

gronkowca złocistego (Staphylococcus ureus). Bakterie te są niezwykle groźnym źródłem 

zakażeń szpitalnych i często prowadzą do śmierci pacjentów. 

Pojawiające się ostatnio doniesienia na temat aktywności przeciwnowotworowej 

antybiotyków jonoforowych zainspirowały mnie do określenia aktywności cytotoksycznej 

kwasu lasalowego i jego kompleksów. Na podstawie badań stwierdzono, że zarówno kwas 

lasalowy jak i jego kompleksy wykazują aktywność wobec linii komórkowych ludzkiego raka 

płuc, raka okrężnicy oraz raka piersi. Co warte podkreślenia, aktywność kwasu lasalowego i 

jego kompleksów jest wyższa od cis-platyny – standardowo stosowanego leku 

przeciwnowotworowego. Zatem kwas lasalowy może być traktowany jako potencjalny 

kandydat w dalszych poszukiwaniach nowych leków w terapii antynowotworowej.  
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Wyniki badań związanych z tematem niniejszej pracy doktorskiej zostały 

opublikowane w czterech pracach, które ukazały się w czasopismach o zasięgu 

międzynarodowym: Journal of Molecular Structure [217-219], BioMed Research 

International [105] oraz zostały przedstawione w postaci trzech komunikatów na 

międzynarodowych konferencjach naukowych [220-222]. Ponadto jestem współautorem 

dwóch innych prac, które ukazału się w czasopismach z listy filadelfijskiej [209, 223]. 

 

Najważniejsze rezultaty niniejszej pracy to: 

 

- opracowanie wydajnej metody pozyskiwania soli sodowej kwasu lasalowego z preparatu 

Avatec 

- otrzymanie siedmiu nowych kompleksów kwasu lasalowego z aminami w stanie 

krystalicznym 

-szczegółowe określenie struktur otrzymanych kompleksów przy wykorzystaniu metod 

krystalograficznych, spektroskopii 1H NMR, 13C NMR, FT-IR oraz spektrometrii masowej ESI. 

- wykazanie możliwości tworzenia kompleksów kwasu lasalowego z aminami nawet w 

obecności konkurujących kationów metali jednowartościowych (Li+,Na+ i K+) oraz wykazanie 

istnienia równowagi między takimi kompleksami 

- wykazanie przeciwdrobnoustrojowej aktywności nowych kompleksów kwasu lasalowego z 

aminami przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, a w szczególności przeciwko 

antybiotykoopornym szczepom gronkowca złocistego (Staphylococcus aureus MRSA). 

- wykazanie wyższej aktywności kwasu lasalowego i dwóch jego kompleksów z aniliną i N-

butyloaminą (LAS-AM3 i LAS-AM4) przeciw komórkom nowotworowym niż w przypadku 

cisplatyny - standardowo stosowanego leku przeciwnowotworowego. 
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Spectroscopic, structural and antimicrobial investigation of new salts 

of lasalocid acid with amines 

 

Summary in English 

 

 

The main objective of this dissertation was to determine the structure and biological 

activity of new salts of lasalocid acid with amines and also to evaluate the competition 

between amines and metal cations for complexation by lasalocid acid. 

Seven new complexes of lasalocid acid with amines were obtained in the crystal state 

and in solution. Mass spectrometry studies revealed that lasalocid acid forms complexes 

with amines of 1:1 stoichiometry. Spectroscopic and X-ray studies showed that in complexes 

with amines lasalocid acid is deprotonated and protonated amine molecule is complexed in 

the hydrophilic pocket formed by lasalocid acid anion. Analysis of spectroscopic data have 

shown that after complexation of amine molecule, intramolecular hydrogen bond formed by 

O(3)H hydroxyl group gets  stronger, and two other intramolecular bonds, formed by O(4)H 

and O(8)H hydroxyl groups get weaker. Intermolecular hydrogen bonds formed between 

lasalocid acid anion and protonated amine molecule were generally weak. X-ray and 

spectroscopic studies showed that in 5 cases the structure of lasalocid acid complexes were 

comparable in solid state and in solution. In two cases the structures of lasalocid acid 

complexes observed in solid state were different in solution due to the partial dissociation 

connected with formation of lasalocid acid and free amine molecule and due to changes in 

coordination of amine molecule. Spectroscopic analysis also showed that lasalocid acid was 

able to complex amine molecule even in the presence of monovalent cations (Li
+
, Na

+
, K

+
) 

and an equilibrium between the two types of lasalocid acid complexes with amine and with 

cation was observed.  

Antimicrobial activity of lasalocid acid and its four complexes was tested. Biological 

studies showed that lasalocid acid and its complexes were active against Gram-positive 

bacteria. The activity of lasalocid acid complex with phenylamine was higher than that of 

pure lasalocid acid and the activities of complexes with allylamine and N-buthylamine were 

comparable with that of uncomplexed acid. Lasalocid acid and its complex with allylamine 

(LAS-AM1) was additionally tested against clinically isolated Staphylococcus and showed 

good activity towards some strains of methicillin-susceptible S. aureus (MSSA), methicillin-



resistant S. aureus (MRSA). Lasalocid acid and its two complexes with phenylamine and N-

butylamine were tested for cytotoxic activity and showed activity against human lung, breast 

and colon cancer cell lines. The cytostatic activity of lasalocid acid and its complexes was 

greater than that of cisplatin, indicating that lasalocid and its complexes could be promising 

candidates for new anticancer drugs. 


