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Cel i zakres pracy.

Podstawowym celem pracy byto wyznaczenie entalpii oddziatywan cytozyny
i jej metylo-, metoksy- i hydroksy- pochodnych z wodg. Jako metode
postepowania przyjeto okreslenie entalpii solwatacji na podstawie doswiadczalnie
wyznaczonych entalpii rozpuszczania i sublimacji oraz pétempirycznie okreslonych
entalpii tworzenia wneki w ciektym rozpuszczalniku.

Dane doswiadczalne entalpii solwatacji w roztworach: wodnym, metanolu i
N,N-dwumetyloformamidu umozliwity okreslenie entalpii przejscia woda — metanol,
woda — DMF.

Model oddziatywan badanych substancji z rozpuszczalnikiem oparto na
zatozeniu, ze woda jako zaréwno dobry akceptor jak i donor protonéw oddziatuje z
atomami tlenu, azotu i wodorami polarnymi badanych substancji. Metanol, jako
lepszy donor niz akceptor protonéw oddziatuje z atomami azotu i tlenu, natomiast
DMF tylko z atomami wodoru, co jest wynikiem jego akceptorowych wtasnosSci.
Przy tak przyjetym zatozeniu okreSlono powierzchnie dostepne dla
rozpuszczalnika, jako sume powierzchni atoméw oddziatujgcych z danym
rozpuszczalnikiem. Tak okre$lone powierzchnie skorelowano z entalpig solwatac;ji.

W celu potwierdzenie podanego powyzej modelu oddziatywan badana
substancja — rozpuszczalnik, badania poszerzono na okre$lenie czastkowych
molowych objetoSci. Wyznaczono parametr «, charakteryzujagcy witasnosci
objetosciowe badanego ukfadu, zdefiniowano polarno$¢ badanych substancji w
réznych rozpuszczalnikach i okreslono korelacje a = f(P).

Zatozono, ze dla badanych zwigzkéw istnieje korelacja pomiedzy
wiasnosciami objetosciowymi a entalpowymi.

Ze wzgledu na niskie preznosci pary badanych zwigzkéw, jak i mate
iloSci dostepne do badan, skonstruowano nowy przyrzad do wyznaczania entalpii
sublimacji. Zasada wykorzystana w jego konstrukcji oparta jest na metodzie

przeptywu gazu obojetnego nad substancjg sublimujaca.




CZESC OGOLNA

1. Zasady pirymidynowe i purynowe jako sktadniki kwasow

nukleinowych.

Kwasy nukleinowe sg heteropolimerami wystepujacymi we wszystkich zywych
komérkach. tancuchy kwasu rybonukleinowego (RNA) i
dezoksyrybonukleinowego (DNA) zbudowane sg odpowiednio z rybonukleotydéw
oraz 2 —dezoksyrybonukleotydéw. Nukleotydy sa ufosforylowanymi nukleozydami,
a te zawieraja: cukier (B-D-ryboze (RNA) i (B-D-2-dezoksy-o-ryboze (DNA)) oraz
zasade purynowg lub pirymidynowa.
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Rysunek 1. Wzory strukturalne: a) nukleozydu: guanozyny, b) nukleotydu
guaniny tj. kwasu 2’-dezoksy-guanozyno-5'-fosforowego.




Cukry wystepujace w kwasach nukleinowych majg zdolno$¢ tgczenia sie za
pomoca reaktywnego atomu wegla C' z grupami OH lub NH innych zwiazkéw oraz
tworzenia wigzania estrowego z kwasem fosforowym za pomocg grup OH przy
atomach wegla C® i C°. W kwasach nukleinowych cukry potaczone sg z zasadg
wigzaniem N-glikozydowym, co przedstawiajg wzory na Rysunku 1.

Nukleotydy sg zasadniczymi elementami przy budowie kwaséw nukleinowych,
ale '‘poza tym sg zwigzkami wyjSciowymi w biosyntezie tréjfosforanéw
nukleozydéw, zwigzkéw o wysokiej energii: np. ATP, GTP, UTP. Ponadto wiele
nukleotydéw wchodzi w skfad licznych koenzyméw, ktére petnig wazng role w
przemianach enzymatycznych ( np. NAD*, NADP*, FAD, CoA, CoB13).

W makroczgsteczkach RNA wystepujg nastepujgce zasady: cytozyna (C),
uracyl (U), adenina (A) i guanina (G). W DNA miejsce uracylu zajmuje tymina (T),
pozostate zasady sg identyczne jak w RNA. Wzory strukturalne zasad oraz
powszechnie przyjety, stosowany réwniez w tej pracy, sposdb numeracji atoméw

pierscienia pirymidynowego i purynowego przedstawiono na Rysunku 2.
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cytozyna (C) uracyl (U) tymina (T)
O
N N
N:,/4 5 7 \ HN \
g e I LY
N H H,N N H
adenina (A) guanina (G)

Rysunek 2. Wzory strukturalne: cytozyny (C), uracylu (U), tyminy (T),
adeniny (A) i guaniny (G).




Obok podstawowych zasad sktadnikami kwaséw nukleinowych mogg byc
takze, jako tak zwane ,rzadkie zasady”, metylowane (np. 5-metylocytozyna),
acetylowane lub w inny sposéb zmodyfikowane zasady (np. 5-hydroksy-5-
metylocytozyna w kietkach pszenicy). W RNA z nietypowych zasad stwierdzono
wystepowanie np. Né-metyloadeniny lub N®, N°-dwumetyloadeniny.

Struktura pierwszorzedowa kwasu nukleinowego to kolejno$¢ utozenia
zasad azotowych w tancuchu. Struktura pierwszorzedowa tworzy podstawy
informacji genetycznej zapisanej przede wszystkim w DNA.

Giownym zrodtem informacji o przestrzennej strukturze kwasow
nukleinowych sa badania rentgenostrukturaine. Wedtug Watsona i Cricka,
czasteczka DNA zbudowana jest ze splecionych ze sobg dwu komplementarnych
nici, powigzanych za pomocg wigzan wodorowych i tworzg strukture podwadjnej
helisy. Zasada purynowa z jednego fancucha czgsteczki tqczy sie z zasada
prymidynowa drugiego tancucha. Adenina taczy sie z tyming lub uracylem za
pomocy dwéch wigzan wodorowych. Guanina z cytozyng faczy sie za pomoca
trzech wigzan. Odpowiadajgce wzajemne zasady azotowe nazywa sie
komplementarnymi. Ta specyficzno§¢ oddziatywan miedzy zasadami pozwala na
wierne kopiowanie informacji genetycznej w procesie replikacji, gdy na kazdej nici
DNA buduje sie ni¢ potomna. Komplementarno§¢ zasad, czyli ich zdolno$¢
taczenia sie w pary jest najwazniejszym czynnikiem stabilizujgcym strukture
drugorzedowa kwasow nukleinowych. Pary zasad sg hydrofobowe i znajdujg sie w
srodku helisy, tworzac $cisle upakowany trzon, reszty cukrowe oraz fosforanowe
tworzg ,hydrofilowg ostonke” zewnetrzng. Zasady azotowe, bedgce najblizszymi
sgsiadami w tej samej nici, ustawiajg sie w przestrzeni w sposéb prawie
réwnolegty do ptaszczyzny najblizszych sgsiadéw. Réwnolegte utozenie kolejnych
zasad w nici DNA umozliwia wystepowanie efektéw asocjacji warstwowej miedzy
pierScieniami zasad. Pod wzgledem energetycznym oddziatywania takie sg
porbwnywalne z wigzaniami wodorowymi i sg istotnym czynnikiem stabilizacji
struktury przestrzennej DNA. Uwaza sie, ze to efekty asocjacji warstwowej sg
przyczyng wywotujacg zwijanie sie pojedynczych tancuchoéw polinukleotydowych,
jak DNA i RNA, w konformacje helikalne.

Sposbéb taczenia sie zasad, na zasadzie ich komplementarnosci, w

podwojnej helisie DNA przedstawiony zostat na Rysunku 3.
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Rysunek 3. Pary zasad: a) adenina (A) — tymina (T),
b) cytozyna (C) — guanina (G).

Wiazania wodorowe sg wiazaniami stabymi (okoto 20 kJ-mol™), lecz ich
liczba w dtugiej makroczgsteczce kwasu nukleinowego powoduje, ze
oddziatywanie obu nici jest bardzo silne. Taka dwuniciowa czgsteczka przyjmuje
szczegblng konformacje uwarunkowang dodatkowymi oddziatywaniami z
roztworem.

Struktura trzeciorzedowa kwaséw nukleinowych wynika z fatdowania sie
dwuniciowego odcinka czasteczki kwasu.

Fizykochemiczne jak i biologiczne witasciwosci czasteczek kwasow

nukleinowych zalezg zaréwno od sekwencji par zasad jak i od konformaciji tych
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makroczasteczek, przez ktérg nalezy rozumie¢ forme przestrzenng, ktorg
czasteczki przyjmujg w  wyniku sumarycznego efektu  wszystkich
wewhqtrzczasteczkowych oddziatywan. Wiele 2z czynnikbw oddziatywan
wewnatrzczasteczkowych znajduje sie pod wptywem Srodowiska, ktérym otoczone
sg czasteczki DNA, dlatego tez czynniki zewnetrzne mogg modyfikowaé
oddziatywania wewnatrzczasteczkowe.

Badania kwaséw nukleinowych wskazuja, ze nie tylko wigzania wodorowe
majq_istotny wptyw na trwato$é ich struktury. W University of Rochester ['?
prowadzono badania, podczas ktérych tymine zastepowano podobnym w
ksztatcie, lecz nie tworzacym wigzan wodorowych dwufluorotoluenem. Okazato
sie, ze podczas replikacji nici DNA, polimeraza DNA wybierata jako
komplementarng zasade dla dwufluorotoluenu adenine. Co wiecej ten sam enzym
wybierat dwufluorotoluen jako partnera adeniny z prawie takg samag czestoscig jak
tymine.

Waznym zjawiskiem okreslajacym nature wigzan wodorowych w kwasach
nukleinowych jest tautomeria zasad azotowych, charakteryzowana przez
rownowage ketonowo-enolowg w przypadku guaniny, uracylu i tyminy oraz
robwnowage aminowo-iminowg (Rysunek 4), w ktérej moze wystepowacé cytozyna i
adenina.

Atom wodoru przytaczony do azotu pierscienia purynowego lub
pirymidynowego jest zdolny do migrowania do innych wolnych azotéw lub atoméw
tlenu tej samej czasteczki. W czasteczkach niepodstawionych zasad migracja
wodoru moze zachodzié w nastepujace miejsca; adenina z azotu N’-H na N°-H
natomiast guanina z azotu N’-H na N°-H lub z N'-H na N3-H, w pirymidynach z N'-
H na N3-H (Rysunek 5). W roztworze zasad kwaséw nukleinowych cze$é¢ populacii

czgsteczek znajduje sie zatem w rownowadze pomiedzy réznymi formami.
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Rysynek 4. Ketonowo - enolowa i aminowo- iminowa tautomeria zasad kwasow

nukleinowych
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Rysunek 5. MozZliwa migracja atomu wodoru w pierscieniu purynowym i
pirymidynowym.

Tautomeria powoduje, ze uracyl jak i guanina w formie enolowej moga by¢
rozpoznawalne odpowiednio jako cytozyna i adenina a cytozyna i adenina w
formie iminowej odpowiednio jako uracyl i guanina (Rysunek 4). Takie zmiany

wlasnoséci zasad mogq zaktdécaé replikacje kwasdw zaproponowang przez
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Watsona i Cricka, wiadomo bowiem, ze w kwasach oddziatujg ze sobg okreslone
zasady kwaséw nukleinowych. Reguta to umozliwia powielanie kwasow
nukleinowych, a posrednio takze tworzenie zgodnych z kodem genetycznym
biatek. Naturalnie wystepujgce zasady kwasdédw nukleinowych wystepujg w
formach ketonowej i aminowej z populacjg mniejszg niz 0.01 % formy enolowej i
iminowej, i w procesie replikacji nici kwasu DNA rozpoznajg odpowiedniego
komplementarnego partnera. Mutacje spowodowane tautomerig zasad kwaséw
nukleinowych zdarzajg sie sporadycznie.

Tautomeria zasad kwasow nukleinowych byta i jest szeroko badana
roznymi metodami: UV, IR, NMR jak réwniez metodami krystalograficznymi oraz

(3.4]

mechaniki kwantowej . Obszerny przeglad tych badan mozna znalez¢ w

monografii J. Elugero i innych ,The Tautomerism of Heterocycles” ! oraz w
jednym z rozdziatéw monografii W. Saengera ,Principle of Nucleic Acid Bases” ©°.,
Wiele prac poswieconych jest badaniu tautomerii hydroksy- i metoksy-

pochodnych cytozyny -2,

2. Zasady kwasow nukleinowych.

Heterocykliczne zasady azotowe (Rysunek 2), wchodzace w skiad kwaséw
nukleinowych nazywane sg zasadami kwaséw nukleinowych.

Cytozyna, uracyl i tymina sg pochodnymi pirymidyny, stabej zasady (pK,=1.23)
o temperaturze topnienia 22.5 °C. Ze wzgledu na tworzenie wigzan wodorowych
jakie tworza wyzej wymienione pochodne pirymidyny, majg one wyzsze
temperatury topnienia. Uracyl, cytozyna i tymina topig sie odpowiednio w
temperaturach: 330°C, powyzej 300°C, 316-317°C.

Uracyl jest znaczaco stabszg zasadg od pirymidyny (pKa = -3.38) natomiast
cytozyna jest, w stosunku do pirymidyny, mocniejszg zasada (pK, = 4.61).

Drugq grupe zasad kwasow nukleinowych tworzg pochodne puryny: adenina i
guanina. Puryna jest stabg zasadg (pK, =2.30); temperatura topnienia 216 °C.
Adenina jest réwniez zwigzkiem o wysokiej temperaturze topnienia (352 °C); jest
mochniejszg zasadg od puryny (pKa = 4.25). Guanina jest podobnie jak puryna
stabg zasadg (pK, = 3.0); topi sie w temperaturze 350 °C.

14



Wszystkie zasady kwaséw nukleinowych zaliczane sg do grupy zwigzkow
hydrofobowych, ze wzgledu na ich matg rozpuszczalno§¢ w wodzie: cytozyna
(0.076 mol-kg™ "3, uracyl (0.027 mol-kg™ '), tymina (0.028 mol-kg™ I**)), adenina
(0.008 molkg™ '®Y). Guanina jest uznawana za substancje nierozpuszczalng w
wodzie i w wiekszo$ci organicznych rozpuszczalnikach.

Cechg charakterystyczng chemicznej budowy czasteczek zasad kwaséw
nukleinowych jest wystepowanie grup funkcyjnych bedacych donorami |
akceptorami wigzan wodorowych. Z istnienia tych grup wynika mozliwo$¢ asocjac;ji
czqsfeczek zasad lezacych w jednej ptaszczyZznie z wytworzeniem wigzan
wodorowych w sposéb analogiczny jak w czasteczkach DNA.

W grupie pochodnych i analogébw zasad kwaséw nukleinowych znajduje sie
szereg zwigzkow, ktére sg uznawane za potencjalne leki z grupy antymetabolitow,
ktére sg niezbedne do prawidiowego funkcjonowania komoérki zwiaszcza dla
wiasciwego przebiegu replikacji DNA.

T. L. Gilchrist " podaje jako przyktad heterocyklicznych zwigzkéw
(pochodnych pirymidyny) barbiturany, o strukturze podanej na Rysunku 6a, ktére
przez dtugi okres czasu stanowity wazng grupe lekéw uspokajajacych, ale ktére ze
wzgledu na ich toksycznoS¢ stopniowo byty zastepowane przez inne leki.
Pochodng pirymidyny jest rowniez witamina B4 o strukturze podanej na Rysunku
6b.

a) b)

Q NH,
M
>N 2cr

S A
N
/N
/J%O HOCHZCHz/Z;) kaMe

Rysunek 6. Wzory strukturalne: a) barbituranéw 6a (R! = H lub grupa metylowa,
R2, R3 — grupa alkilowa), b) witamina Bj.
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Wiele analogéw adeniny i guaniny jest testowane jako potencjalne leki
chemioterapeutyczne. Tioguanina (Rysunek 7a) i merkaptopuryna (Rysunek 7b)

sgq z powodzeniem stosowane w terapii ostrej biataczki.

a) ) b) S
N HN A
HN\ I /> K\ | N/|>_'
HNT N7 NH :

Rysunek 7. Wzory strukturalne: a) tioguaniny, b) merkaptopuryny.

Oddziatywanie lekow z grupy antymetabolitow z odpowiednimi enzymami
polega badz na zastepowaniu prawidtowego metabolitu, badZz na blokowaniu
wigzania metabolitu z odpowiednim odcinkiem katalizujacym enzymu. Leki z grupy
antymetabolitbw mogq powodowaé zaburzenie szlaku syntezy puryn (np.
merkaptopuryna lub tioguanina), pirymidyn (np. arabinozyd cytozyny lub 5-
fluorouracyl). Historia stosowania lekéw z grupy antymetabolitéw jest niemal tak
diuga jak historia chemioterapii nowotworéw. Leki tej grupy wcigz stanowig
podstawe wielu programéw chemioterapii wielolekowej, sg tez stosowane w
monoterapii wielu ztoSliwych nowotworow. Szczegbélne zainteresowanie
skierowane jest na zmodyfikowane nukleozydy z réznymi podstawnikami w pozyc;ji
5 pierscienia pirymidynowego. Istnieje duza grupa lekéw pochodnych 5-
fluorodezoksyurydyno-5’-monofosforanu (FAUMP) stosowanych w leczeniu wielu
nowotwordw (np. raka piersi).

Wiele analogébw nuklezydéw jest stosowane jako potencjaine leki

8 191 graz 2'3

zwalczajace wirusa HIV, np. 2'3'dideoksyinozyna; ddli
dideoksyadenozyna; ddA (Rysunek 8a i 8b). Zwiazki te byly rbwniez przedmiotem

badari prowadzonych w Zakfadzie Kalorymetrii ICHF PAN 20211
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b)

Rysunek 8. Wzory strukturalne: a) 2'3'didezoksyinozyny, b) 2'3’
didezoksyadenozyny.

Podstawg dziatania wszystkich lekéw z grupy antymetabolitow jest ich
zdolno$¢ do wbudowywania sie ich do faricucha DNA, co prowadzi do hamowania
replikacji. Jednoczesnie w tym samym mechanizmie ulega zaktdceniu zdolno$é
naprawy uszkodzen DNA.

W ostatnich latach szeroko rozwinety sie badania nad lekami, ktére sg
analogami nukleozydéw niezbednych do prawidtowego funkcjonowania komoérki a
zwlaszcza do wiasciwego przebiegu replikacji DNA. Zwiazki te cechujg sie
mniejszg, w poréwnaniu z lekami stosowanymi poprzednio, toksycznoscig. Do

grupy tych zwiazkéw nalezy miedzy innymi, gemcytabina ¥

, hukleozydowa
pochodna cytozyny. Badania kliniczne potwierdzity skutecznos¢ gemcytabiny w
leczeniu zaawansowanych postaci raka ptuc, trzustki, sutka, jajnika, pecherza

moczowego i herki.
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3. Hydratacja hydrofobowa

Do znacznego rozwoju badan nad hydratacjg hydrofobowg przyczynit sie
W. Kauzmann ?® ktérego prace dotycza roli oddziatywan niepolarnych grup w
utrzymaniu trzeciorzedowej struktury biatka. Oddziatywania te, nazwane przez W.
Kauzmanna ,wigzaniami hydrofobowymi” odgrywajg znaczng role w procesach
biochemicznych, przede wszystkim w utrzymaniu biologicznie aktywnych struktur
biatek. Jako metode wyjasnienia wystepujacych w nich oddziatywain W. Kauzmann
przyjat konieczno$¢ prowadzenia badan prostych zwigzkéw, z ktérych zbudowane
sq makroczasteczki. Zwigzki te traktowane sg jako modelowe. Ta koncepcja
znalazta ogromng liczbe zwolennikéw, ktérzy podjeli podstawowe badania
aminokwasoéw, peptyddw i zasad kwaséw nukleinowych w srodowisku wodnym lub
w rozpuszczalnikach organicznych. Nie mniej jednak istnieje réwniez grupa
przeciwnikédw sposobu postepowania zalecanego przez Kauzmanna. Twierdzg
oni, ze nawet najwszechstronniejsze badania wybranego zwigzku modelowego nie
moga S$wiadczyé wprost o oddziatywaniach wystepujacych w duzych
czgsteczkach, jakimi sg biatka i kwasy nukleinowe. Pomimo tej krytyki prowadzone
sg badania hydrofobowych oddziatywan tego rodzaju modelowych zwigzkéw z
woda, ktére to badania dostarczajg wiele cennych informac;ji.

Oddziatywaniem hydrofobowym (Rysunek 9b) jest oddzialywanie w
roztworze czasteczek apolarnych lub niepolarnych czesci czasteczki pomiedzy
sobg. Proces hydratacji hydrofobowej (Rysunek 9a) zwigzany jest z tworzeniem
uporzadkowanych struktur czasteczek wody wokét czgsteczki hydrofobowej, ktére
ograniczajg ich swobode ruchu. Przeciwstawianie sie czasteczek wody
ograniczeniu ich ruchu przez rozpuszczone czasteczki zwigzkéw hydrofobowych
jest gtébwng przyczyng ograniczonej rozpuszczalnosci tych zwigzkéw w wodzie.
Pojecie hydrofobowej hydratacji zostato rozwiniete miedzy innymi w pracach G.

q 124 25

Nemethy i H. A. Scherag , ktérzy opracowali termodynamiczno -

statystyczna teorie tego procesu oraz przez A. Ben-Naim i wsp6ipracownikow 28
27]
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Rysunek 9. Schemat przedstawiajgcy a) hydrofobowg hydratacje, b)
oddziatywania hydrofobowe.

Charakterystyka termodynamiczna zwigzkéw hydrofobowych zostata
przedstawiona w Tabeli 1. Przyjmuje sie, ze zmiana energii swobodnej w
roztworach, w ktorych wystepuje hydrofobowa hydratacja jest dodatnia (AsonG°>0),
podczas gdy roztwory zwigzkow polarnych charakteryzujg sie ujemng lub dodatnig
zmiang energii swobodnej. Poniewaz zmiany entalpii w roztworach zwigzkow
hydrofobowych moga by¢ zaréwno dodatnie jak i ujemne, dodatnig warto§¢ zmian
energii swobodnej przypisuje sie znacznemu, ujemnemu (AsonS°<0) udziatowi
entropowemu. Ten ujemny udziat entropowy mozna identyfikowac¢ z tworzeniem
sie wokét niepolarnych czgsteczek uporzadkowanych struktur ztozonych z

czasteczek wody potaczonych za pomoca wigzarn wodorowych [2% 28.29
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Tabela 1. Termodynamiczna charakterystyka hyrofobowej hydratacji w

poréwnaniu z ,normalnym” zachowaniem sie czgsteczki polarnej w roztworze.

hydrofobowe substancje polarne substancje

AsonG° >0 <0, >0

AsorH° <0, >0 <0, >0

AsoryS° <0 <0, >0
AC,s’ >0 <0
AS <0 <0
azoE <0 >0
B°( 298 K) <0 <0

B. Lee ¥ oraz A. Hvidt P" przedstawili poglad, iz zmniejszenie entalpii
solwatacji czgsteczek niepolarnych w wodzie wigze sie z endotermicznym efektem
rozerwania wigzan wodorowych i wytworzeniem wneki, w ktérej to umieszczona
zostaje czasteczka substancji.

W roztworach wodnych zwigzkéw hydrofobowych wystepuje ujemny
przyrost nadmiarowych czastkowych molowych objetosci V.>E. Swiadczy to o tym,
ze w tych roztworach czasteczka zajmuje mniejszg objetoS¢ niz w jej czystym
stanie. Podobnie jak woda, bardzo rozcienczone roztwory hydrofobowych

substancji majg ujemna warto$¢ wspétczynnika rozszerzalno$ci termicznej 5.°
E

( 298 K) oraz $cisliwosci a2

Od dawna znana jest koncepcja poszukiwania udziatdw poszczegdlnych
grup funkcyjnych w wartosciach funkcji termodynamicznych, ktére to udziaty
traktuje sie jako miare hydrofobowosci zwigzku. Na podstawie okreslonych
wielkosci termodynamicznych przeprowadza sie analize udziatéw grupowych w

wartosciach funkcji termodynamicznych na podstawie zaleznos$ci:

Y =Yy + 2inZ (3.1)
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gdzie n; jest liczbg grup i w czasteczce, Z; jest udzialem grupowym grupy i w
wielkosci termodynamicznej Y. Y jest wielkosScig stata.

Dopasowujac do danych doswiadczalnych model zaktadajacy addytywnos¢
wktadéw poszczegbélnych grup funkcyjnych, wyznacza sie udziaty grupowe w
wartosciach energii Gibbsa i entalpii hydratacji, a takze czastkowym molowym
cieple witasciwym i czastkowej molowej objetosci substancji rozpuszczonej w
nieskoriczonym rozcienczeniu. Obserwowane roznice czesto interpretuje sie jako
zmiane powierzchni hydrofobowej dostepnej dla rozpuszczalnika.

W badaniach zasad kwaséw nukleinowych prowadzonych w Zaktadzie
Kalorymetrii ICHF PAN, niejednokrotnie jako miare hydrofobowosci zwigzkow
przyjmowano udziat, wktad, grup funkcyjnych, np. CH,, w warto$¢ czastkowych
molowych wielkosSci: objetosci i pojemnosci cieplnych. Dla metylowanych uracyli
321 udziat wnoszony przez grupe CH, w warto$é czastkowej molowej objetosci
wynosi odpowiednio: dla podstawienia na atomie wegla 16.31 + 0.24 cm®mol™,
za$ na atomie azotu 18.50 + 0.38 cm>mol™". Uzyskane rezultaty sg zgodne z
uzyskanymi dla weglowodoréw *°! i dla alifatycznych amidéw *4. Udziat w AC,,2°
przypadajacy na grupe CH, w alkilouracylach *® wynosi 90 J-K'mol”, za$
podstawienie grupy CH, na atomie azotu odpowiada przyrostowi okoto 70 J-K
mol”. Warto$¢ ta jest zgodna z uzyskang dla alifatycznych weglowodoréw 3!,

Oddziatywaniom hydrofobowym poswiecono wiele monografii B! 36381 w
ostatnich latach pojawito sie kilka prac, w ktérych podaje sie charakterystyke
hydrofobowej hydratacji w uktadach biologicznych *%*'. Przedstawia sie w nich
zaleznoSci zmian entalpii swobodnej hydrofobowej hydratacji od powierzchni

dostepnej dla rozpuszczalnika.
4. Kalorymetryczne badania roztworow.

- Kalorymetria jest technikg pomiarowa, ktéra wykorzystywana jest dosc
intensywnie do badan roztwordéw jak i mieszanin. Roztworem nazywa sie ciekig
lub statg faze, ktéra zawiera wiecej niz jedng substancje. W roztworze, rozréznia
sie rozpuszczalnik i substancje rozpuszczonag. Uktady, w ktérych wszystkie

sktadniki sg traktowane jednakowo nazywamy mieszaninami.
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W badaniach oddziatywan substancja rozpuszczona (X) — rozpuszczalnik
(L) mozna wyr6zni¢ trzy metody postepowania. Pierwsza z nich polega na
wyznaczeniu na drodze pétempirycznej entalpii oddziatywan Aj,dHpm.

Zgodnie z tg metodg postepowania, przedstawiong graficznie na Rysunku
10, na podstawie doswiadczalne okreslonej entalpii rozpuszczania AsoHm (X, )
oraz entalpii sublimacji As,sHm Wyznacza sie entalpie solwatacji AsonHm (X, ),

wedtug nastepujacej zaleznosci:

AsoiHm (X, ) = AsoiHm (X, ©) = AsubHm (4.1)
X (gaz)
q\i‘

- 04y

) 7

8

x
T

4

X{L ®)

Rysunek 10. Metody wyznaczania entalpii solwatacji.

Entalpia solwatacji AsonHm (X, ) jest zmiang entalpii towarzyszacej
przejsciu 1 mola substancji X z fazy gazowej do roztworu nieskonczenie
rozcienczonego. Stanowi ona sumaryczny efekt oddziatywan pomiedzy substancjg
rozpuszczong i nieskonczenie wielkg iloscig rozpuszczalnika. Wielko$S¢ AsupHm
entalpii sublimacji zwigzana jest z przejSciem 1 mola badanej substancji
znajdujacej sie w fazie statej do fazy gazowej. Wyznaczona entalpia solwataciji
odpowiada zatem, procesowi przejScia badanej substancji z fazy gazowej do

ciektej z utworzeniem roztworu nieskonczenie rozcienczonego. Hipotetycznie ten
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proces przejscia przebiega w dwoch etapach. W pierwszym z nich tworzona jest
wneka w rozpuszczalniku o objeto$ci odpowiadajacej objetosci czasteczki badanej
substancji. W drugim etapie badana czgsteczka zostaje umieszczona w
utworzonej wnece i oddziatuje z otaczajacym jg rozpuszczalnikiem. Oznacza to,
ze entalpia solwatacji moze by¢ wyrazona przy pomocy dwéch cztonéw wedtug

zaleznosci:
AsotvHm (X, ) = AintHm — AcavHm (4.2)

gdzie wielko$¢ AcavHm odpowiada energii niezbednej do utworzenia wneki w cieklej
wodzie, natomiast AjH, odpowiada zmianom entalpii, towarzyszacych
oddziatywaniom badanej substancji X z otaczajgcym jgq rozpuszczalnikiem L.

Wielko§¢ energii tworzenia wneki w ciektym rozpuszczalniku, jak zostato
przedstawione w rozdziale 8.2 tej pracy, zalezy od wybranej metody jej okreslenia.
Jej wartos¢ liczbowa silnie zalezy od zastosowanego algorytmu w obliczeniach
powierzchni. Dla przykfadu okre$lona powierzchnia czgsteczki wody zgodnie z
metodg L. Lavery i innych % jest znaczaco mniejsze niz ta okreslona przez J. L.
Finney i innych ** oraz E. Silla i innych 4.

Poréwnanie pomiedzy sobg wnioskow wynikajagcych z wyznaczenia
warto$ci entalpii oddziatywania oraz entalpii solwatacji pokazuje, ze wprawdzie
wielkosci te réznig sie liczbowo miedzy sobg nie mniej jednak charakter
obserwowanych zmian jest taki sam. Obserwowany wplyw przestaniania grupami
metylowymi polarnych i niepolarnych atoméw piercienia pirymidynowego uracylu,
wskazywat identyczny sposéb zmian w entalpii solwatacji i entalpii oddziatywan
[45]

Badania entalpii solwatacji pozwolito ustali¢ dos¢ interesujgcy sposéb
interpretacji uzyskanych wielkosci. Znaleziono korelacje pomiedzy entalpig
solwatacji a wtasnosciami strukturalnymi czasteczek badanych zwigzkéw np. z
powierzchnig dostepng dla rozpuszczalnika. Ten sposéb postepowania zostat
przedstawiony w pracy ! dla metylowanych pochodnych uracylu. W cytowanej
pracy podano zaleznosci zmian w entalpiach hydratacji od zmiany powierzchni
dostepnej dla rozpuszczalnika, spowodowanych wprowadzeniem grup

funkéyjnych.
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Ze wzgledu na mozliwo$é popetnienia znacznego btedu w wyznaczeniu
wielkosci entalpii solwatacji na skutek niedoktadnos$ci okreslenia entalpii sublimaciji
lub braku mozliwosci jej wyznaczenia (np. w przypadku nietrwatych substanc;ji),
zostaty rozwiniete prace termochemiczne przy uzyciu innej metody postepowania.
Polega ona na okres$leniu entalpii rozpuszczania w réznych rozpuszczalnikach
oraz okreslenia entalpii przejScia pomiedzy tymi rozpuszczalnikami. Sposéb
postepowania w tej metodzie zostat przedstawiony graficznie na Rysunku 11.

X (gaz)

X (ciato state)

Ater (XJQ: Li_’LZ)

Rysunek 11. Metoda wyznaczania entalpii przejscia.

' Roznice w entalpiach rozpuszczania badanej substancjii X w

rozpuszczalnikach L, i L, dajg warto$¢ entalpii przejscia (réwnanie 4.3).

AHm (X, oo, L1")L2) -
AsoiHm (X, o0, L3) = AsonHm (X, o0, L) =
AsoiHm (X, o0, L2) = AsolHm (X, 0, L4) (4.3)
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Entalpia przejscia AyHn (X, o, Ly—L2) odpowiada przeniesieniu 1 mola
substancji rozpuszczonej X z rozpuszczalnika Ly do rozpuszczalnika L.

W ten sposoéb przy wiasciwym doborze rozpuszczalnikéw istnieje mozliwos¢
doswiadczalnego okre$lania wplywu zmiany oddziatywan rozpuszczalnik —
rozpuszczalnik. Powigzanie eksperymentalnie wyznaczonych funkcji przejscia z
danymi strukturalnymi badanej substancji, jak przedstawiono w tej pracy, daje
interesujace wyniki.

W badaniach wzajemnych oddziatywan rozpuszczona substancja (X) —
rozpuszczalnik (L) stosuje sie takze metode wyznaczania entalpii rozpuszczania w
rozpuszczalnikach mieszanych. Pomiary ciepta rozpuszczania w
rozpuszczalnikach dwusktadnikowych wykonanych w funkcji ich sktadu,
dostarczajg informacji dotyczacych wystepowania okreslonych typéw oddziatywan
w roztworach np. hydratacji hydrofobowej.

Przedstawiong metoda wyznaczano m. in. entalpie rozpuszczania
nieelektrolitdw jak i elektrolitbw, w rozpuszczalnikach dwusktadnikowych.
Obszerny wywod na temat termochemicznych badan roztwordw elektrolitbw w
roznorodnych rozpuszczalnikach i mieszaninach przedstawiono w pracy o
charakterze monograficznym pt.. ,Termochemiczne witasnos$ci roztworéw

elektrolitéw” S. Taniewska — Osiriska , H. Piekarski ¢!,

[47-51)

G. Somsen i wspotpracownicy podali nastepujacg metode okreslania

oddziatywan w rozpuszczalnikach mieszanych. W pracy ! entalpie rozpuszczania
hydrofobowej substancji w mieszaninie wody i DMF przedstawiono jako funkcje

utamka molowego wody X

AsoH°(M) = { Xu Asol°(W) + (1- Xu) Asol*(DMF)} + x,,"Hb(W) (4.4)
gdzie AsqH°(DMF) okre$la entalpie rozpuszczania w DMF, AgoH°(W) okresla
hipotetyczng entalpie rozpuszczania w czystej wodzie, bez entalpowego udziatu
efektu hydrofobowej hydratacji Hb(W):

AsaHP(W) = AsolH°(W) — HB(W) (4.5)

gdzie Hb(W) jest wielkoscig charakteryzujacg hydrofobowy charakter substanciji.
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| Na podstawie analizy zaleznosci entalpii rozpuszczania od sktadu
rozpuszczalnika woda + DMF dla wielu substancji réznigcych sie budowg G.
Somsen i wspotpracownicy zapostulowali wystepowanie trzech typdw oddziatywan
rozpuszczalnika z substancjg rozpuszczona:
e hydratacja hydrofobowa grup niepolarnych substancji rozpuszczonej,
zwigzana z utworzeniem wokét tych grup uporzadkowanej struktury zbudowanej z

m czgsteczek wody i opisana reakcjg chemiczna:
X + mH;0 & X (H20)m (4.6)

Prowadzaca do nastepujgcego wyrazenia na wktad hydratacji hydrofobowe;j
od zaleznosci entalpii rozpuszczania od utamka molowego xp DMF w

rozpuszczalniku:
AsoH™(xp) = (1-xp)™ Hb (4.7)
gdzie Hb jest statq zalezng od rodzaju substancji X.

o specyficzne oddziatywania czasteczki X z czasteczkami rozpuszczalnika.

e zachowanie okreslane jako idealne, charakteryzujace wielko$¢ entalpii

rozpuszczania po wyodrebnieniu z niej dwéch powyzszych udziatéow:
AsolHi d(XD) = AsoH(W) (1-xp) + AsaH(D) xp (4.8)

gdzie AsoH(W), AsoH(D) sa wartoSciami entalpii rozpuszczania odpowiednio w
wodzie i DMF.

Jedng z metod postepowania w ocenie oddziatywan ciato rozpuszczone —
rozpuszczalnik przedstawia teoria McMilllana — Mayera 2% Teoria ta szeroko
rozwineta sie¢ w analizie oddziatywan miedzyczasteczkowych w rozciericzonych
roztworach elektrolitdw i nieelektrolitw w rozpuszczalnikach o réznorodne;

naturze. Posiada Scisle okreSlone sposoby obliczania odpowiednich parametrow.
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Wywodzace sie z teorii McMillana — Mayera zastosowanie koncepcji entalpowych
wspdiczynnikéw oddziatywan zostato przedstawione w pracy H. Piekarskiego 1°®
pt.. ,Zastosowanie koncepcji entalpowych wspétczynnikéw oddziatywania w
badaniach nad oddzialywaniami elektrolit — nieelektrolit w rozieficzonych
roztworach wodnych”.

Zgodnie z ta koncepcjg stezeniowe zaleznos$ci dowolnej nadmiarowej
molowej termodynamicznej wtasnosci roztworu J5 moze byé wyrazona w postaci

rozwiniecia wirialnego w szereg wzgledem stezenia m,:

S = hym? + hpam +...... (4.9)
Jesli wielkosScig tg jest entalpia wéwczas réwnanie przyjmuje postac:

HE(my) = homyZ + hody +... (4.10)

Wspétczynniki wirialne hy, hyxx formalnie charakteryzujg podwdjne, potréjne
wzajemne oddziatywanie czasteczek rozpuszczonej substancji X w roztworze. Z
modelu McMillana — Mayera wynika, ze jedynie wspdfczynniki oddziatywania pary
hyx stanowig miare efektu oddziatywania pomiedzy dwiema czasteczkami w
roztworze. Natomiast wspoéfczynniki wyzszego rzedu zawierajg udziaty
pochodzace od wspotczynnikéw nizszego rzedu.

Zastosowanie procedury wyznaczania wspoéiczynnikow oddziatywan hy
wymaga wykonania precyzyjnego kalorymetrycznego doswiadczenia, ktére daje
niepodwazalne wyniki w obszarze roztworéw bardzo rozcieficzonych.

Entalpowe wspétczynniki oddziatywan mozna wyznaczy¢é doswiadczalnie na
podstawie kalorymetrycznych pomiaréw: entalpii rozciefczania ukfadéw
dwusktadnikowych, entalpii mieszania dwéch roztworéw substancji X; i Xz w
rozpuszczalniku L oraz entalpii rozpuszczania substancji X; w mieszaninie X; +
rozpuszczalnik L lub substancji X w mieszaninie X, + L.

Sposbdb wyznaczania entalpii rozcienczania, zostat przedstawiony na Rysunku
12.
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X
(gaz, ciafo stafe)

Rysunek 12. Sposéb wyznaczania entalpii rozciericzania.

W procesie rozcienczania mieszamy roztwéor o molalnosci m; z
rozpuszczalnikiem L i otrzymujemy roztwér o molalnosci m.. Molowg entalpie

rozcienczania mozna przedstawic¢ jako:
AdiHm/(mg— m;) = hyx + hyo(mMs + my) (4.11)

Rola metody postepowania w badaniach kalorymetrycznych w duzym stopniu
zalezy od dokifadnosSci okreslenia zmian przejScia uktadu z jednego stanu
réownowagi w drugi. Ten fakt ma niezwykte znaczenie w wykorzystaniu danej
metody dla badania biologicznych, modelowych substancji w rozpuszczalnikach

czystych jak i mieszanych.
5. Czastkowe molowe wielkosci

Ze wzgledu na podane w pracy wartosci czastkowych molowych objetosci
w rozdziale tym zostaly podane podstawowe pojecia zwigzane z czgstkowymi
molowymi wielkoSciami.

Przy rozpatrywaniu wiasnosci roztworu dwu lub wielosktadnikowego

istotnym jest okreSlenie, jaka cze$¢ catkowitej wartoSci danej wielkoSci
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termodynamicznej jest przypisywana kazdemu z jego sktadnikow. W tym celu
wykorzystuje sie pojecie czastkowej molowej wielkosci.

Jezeli rozpatrywang wielkoS¢ termodynamiczng okreslimy symbolem Y
(moze nig by¢ objetosé, pojemnosS¢ cieplna, entalpia, entropia lub energia
swobodna Gibbsa) to woéwczas czgstkowa molowa wielko$¢ dla skftadnika i

okreslana jest jako:
Yi = (0Y/on)p, 1, n1, n2,....njmni (5.1)

Zdefiniowana w ten sposob wielkoS¢ okresla predko$é zmian wartosci Y
roztworu ze zmiang liczby moli n sktadnika przy zachowaniu statej liczby moli
wszystkich pozostatych sktadnikéw jak rowniez statoSci ci$nienia i temperatury.
Np. jezeli rozpatrywang wielkoscig jest objeto$é, wdwczas czgstkowa molowa
objeto$¢ sktadnika i roztworu odpowiada zmianie objetosci roztworu AV, ktéra ma
miejsce po dodaniu An; moli sktadnika /, podzielonej przez liczbe An; dodanych do
roztworu moli sktadnika i, przy czym czastkowg molowg objeto$¢ wyznacza sie
przy spetnieniu warunku, ze An; dazy do zera oraz przy zatozeniu statoSci

temperatury i ciSnienia :
Vi = (AV/Any),, 1 Anj— 0 (5.2)

W celu doswiadczalnego wyznaczenia czastkowych molowych wielkosci
korzysta sie z wielkoSci, okre$lanej jako pozorna molowa wielko$é substancji
rozpuszczone;.

Pozorna molowa jest zdefiniowana jako wartos¢ wielkosci Y danego
roztworu pomniejszonej o wartoS¢ wielkosci Y dla tego samego roztworu w
przypadku usuniecia z niego sktadnika i podzielona przez liczbe moli n; tego
sktadnika. Ogdlnie pozorna molowa wielko$¢ sktadnika i moze by¢ przedstawiona

jako réowna:

Yi¢ = (Yaia danego roztworu — Yhni=0)/ni (5.3)
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Dla roztworu, w ktérym substancja / znajduje sie w nieskonczonym
rozcienczeniu lub inaczej dla roztworu zawierajgcego skonczong liczbe moli
substancji i rozpuszczonej w nieskoriczonej iloSci rozpuszczalnika, wartos¢
pozornej molowej wiasnosci roztworu jest identyczna z wartoScig czgstkowej

molowej wtasnosci roztworu, a tym samym:
(Y)ni=0 = (Ydni=o (5.4)

W celu wyznaczenia czgstkowej molowej wartosci wyznacza sie wiec
wartosci pozornych molowych wartosci dla réznych stezen substancji i a nastepnie

wyznacza sie zaleznosci:
Y? = f(m) (5.5)

gdzie m jest stezeniem substancji i.

6. Termodynamiczne badania zasad kwaséw nukleinowych i

ich metylowanych pochodnych.

Badania zasad kwaséw nukleinowych i ich pochodnych sg przedmiotem
intensywnych badan termochemicznych od wielu lat.
Szczegllnie intensywnie badane byly struktury tych zwigzkéw. W

monografii W. Saengera pt. , Principles of Nucleic Acid Structure” ©

podane sg w
obszernym rozdziale wtasnosci strukturalne i konformacyjne zasad kwasoéw
nukleinowych.

Badania termodynamiczne roztworéw zasad kwasow nukleinowych zostaty
rozpoczete w latach siedemdziesigtych, kiedy M. Kilday, za pomoca kalorymetru
adiabatycznego, wyznaczyta entalpie rozpuszczania czterech zasad
heterocyklicznych w wodzie: cytozyny !*®!, uracylul ¥, tyminy 7 i adeniny !"® oraz

(58]

adeniny w metanolu i etanolu Wyznaczona zostata takze entalpia

rozpuszczania tyminy w etanolu P9,
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[15] [60]

T. T. Herskovits i inni oraz R. L. Sccrugs i inni okreslili
rozpuszczalno$¢ zasad w wodzie Zajmowano sie takze rozpuszczalno$cig w
chloroformie i butanolu ®', a takze uracylu i tyminy w metanolu 2.

Szereg prac zawiera dane dotyczace termodynamiki przeniesienia
czasteczek zasad kwaséw nukleinowych pomiedzy réznymi rozpuszczalnikami z
wody do DMSO 638483 7 wody do metanolu ¢ oraz z wody do metanolu i DMF
[67].

Badania wskazujga, Zze zasady kwasoOw nukleinowych sg to zwigzki
hydrofobowe, trudno rozpuszczalne w wodzie. Pochodne tych zwigzkéw s3 lepigj
rozpuszczalne nie mniej jednak okreslone parametry termodynamiczne $wiadcza,
ze sg to réwniez typowe zwigzki hydrofobowe.

Wyznaczone i przedstawione w literaturze wielko$ci termodynamiczne dla

cytozyny, uracylu, tyminy i adeniny zestawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Wtasnosci termodynamiczne zasad kwasow nukleinowych.

AsolHm” Cp,2:) Vzo AsubHm I Rozpuszczalnosé
[kJ ‘mol™] [J -mol”-K'  [mol -cm™ kJ -mol”] [mol -kg™']
Cytozyna 27.2+401"  168.31 73.7 1 150.6 ™! 0.076 "
21.55+0.251® 208+211" 736" 176 + 10 ™
32,2 [60) 1724+ 4™ 731502 167 + 10 7@
176 + 6 "2 147.2+26
Uracyl 26.75+023°7 178 +15" 72291 130.82 I"® 0.0269 + 0.0013 I
203+12M  q52+471 719472 130.6 + 4.0 ™
26.78 + 0.84 1 233163 126.5 + 2.2 8%
2g 600 153 + 6 1@ 120.5 + 5.2 8"
137 ™ 121.7 ™4

Tymina 23.35+0.147 2564+261® 88.75 ‘j:‘ 131.3+4071 0.02781"
2432+070% 241+47" 884903 4384 1ol

239 + 6 [ 134.1 + 4.2 1®
20 & 124.3 1
220 ‘:3‘ 125.7+ 3.6
339 ¥ 124.4+ 1.3 188
Adenina 399+0.71® 226+ 110" 1442 +2.0%  0.008 + 0.0004 ®
33.47 + 1.00 ''® 137.7 £ 2.2 1%
126.3 [
110 182
108.7 ©¥2
109.2 &3
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Badania oddziatywan pirymidynowych pochodnych zasad kwasow
nukleinowych jako modelowych zwigzkéw hydrofobowych staty sie tematem
szeroko zakrojonych prac nad wyznaczaniem wiasno$ci termodynamicznych,
ktére to badania sg od wielu lat prowadzone w Zakfadzie Kalorymetrii ICHF.
Badano wptyw modyfikacji czasteczek zasad kwaséw nukleinowych na wartos¢
ciepta rozpuszczania % czastkowych molowych wielkosci 7% 73 909l
czastkowych molowych pojemnosci cieplnych oraz objetosci. Wiele prac
poswiecono wyznaczaniu entalpii sublimacji %1%,

- Do badan zastosowano metode przestaniania podstawowych grup
pierscienia zasady przez grupe metylowa lub inng grupe funkcyjng a nastepnie
obserwowano, jakie zmiany powoduje to przestanianie tj. usuwanie tych grup z
bezposredniego oddziatywania ze sferg hydratacyjng. Byta to gtéwna przyczyna
wyboru pochodnych metylowych, ale wyboru takiego dokonano takze ze wzgledu
na fakt, ze metylacja jest jednym z waznych sposobéw modyfikacji kwaséw
nukleinowych, a w pewnych przypadkach zmienia specyfike ich czasteczek.

Badania metylowych pochodnych kwaséw nukleinowych dowodzg, ze mogg
one dostarczy¢ wielu istotnych informacji dotyczacych oddziatywania
poszczegolnych grup i fragmentéw pierscieni z rozpuszczalnikiem. Zaréwno
entalpia rozpuszczania jak i entalpia sublimacji zmniejsza si¢ wraz z liczbg, grup
CH,. Najbardziej interesujacy wydaje sie fakt, ze entalpia hydratacja uracyli
zmienia sie wraz z grupg liczb CH,, ale takze ze zmiang miejsca podstawienia na
pierScieniu pirymidynowym. Zaobserwowano efekty cieplne zwigzane =z
wystepowaniem hydrofobowej hydratacji niepolarnej czesci pierscienia czasteczek
zasad kwasow nukleinowych. Stwierdzono, ze grupy alkilowe podstawiane po
niepolarnej czesci pierScienia czasteczek zasad zwiekszajg entalpie hydratacji o
wartos¢ duzo wiekszg niz w przypadku analogicznego podstawienia po stronie
polarnej pierscienia czasteczki. Podstawienie atomu wodoru przez grupe
metylowa na atomie wegla C° lub C® czasteczki uracylu tj. po stronie apolarnej
pierscienia, powoduje zmiane w entalpii hydratacji o wartos¢ $rednig réwng 9.8
kJ-mol™ i jest ta warto$¢, jak stwierdzono, praktycznie réwna wartosci okreslone;
dla alifatycznych weglowodoréw 3. Podstawienie grupy metylowej na atomie
azotu N' lub N* powoduje zmniejszenie entalpii hydratacji o warto$é bliska

-2 kJ-mol ™,
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Na podstawie poréwnania warto$ci zmian entalpii oddziatywania na skutek
podstawienia grup metylowych w czgsteczkach uracylu i adeniny stwierdzono
silniejsze oddziatywanie z wodg polarnej czesci pierScienia pirymidynowego w
stosunku do pierscienia purynowego.

W serii prac poswieconych termochemii wodnych roztworéw zasad kwasow
nukleinowych dokonano obliczen entalpii potrzebnej do utworzenia wneki w
ciektym rozpuszczalniku oraz entalpii oddziatywania!®®-8°.

Prowadzono réwniez badania czy wiartoSci czastkowych molowych
objetosci i pojemnosSci cieplnych sg sumg udziatbw wnoszonych przez
poszczegblne grupy funkcyjne '92%€ Zostato potwierdzone, ze dla badanych
zwigzkéw istnieje zaleznoS¢ pomiedzy wartoSciami czgstkowych molowych
objetosci i pojemnosci cieplnych a liczbg grup CH;. W czastkowych molowych
objetosciach i pojemnosciach cieplnych przyrost w ich wartoSciach zalezy,
podobnie jak w entalpiach hydratcji, rbwniez od-miejsca podstawienia grupy CH,.
Warto$§¢ udziatu grupy CH, rézni sie dla zwigzkéw podstawionych na atomach
azotu i wegla.

W grupie zwigzkow, charakteryzujacych sie zwartg budowg tak jak w
cyklooligometylenouracylach wartosci wktadu grupy CH, w czgstkowe molowe
objetosci i pojemnosci cieplne roznity sie nieco od obserwowanych zmian dla
alkilowych pochodnych. Te obserwacje sg zgodne z efektami obserwowanymi dla
cykloalkanéw i innych zwiazkéw cyklicznych P4,

W celu okre$lenia zaleznosci pomiedzy wilasnosciami objetoSciowymi
czgsteczki rozpuszczonej i parametrami strukturalnymi W. Zielenkiewicz i J.

Poznanski [3% 105 106]

podali nowy model opisu wiasnosci objetosciowych
czgsteczki. Zaktada sie w nim, ze gesto$¢ rozpuszczalnika w otoczce
solwatacyjnej zalezy od struktury i polarnosci czgsteczki. Przyjmuje sie przy tym,
ze badany roztwoér jest na tyle rozcienczony, ze kazda czgsteczka ma wiasng
otoczke solwatacyjng o gestosci dy son | Objetosci V; son , Okreslong przez toczenie
kulki o promieniu réwnym promieniowi czgsteczki wody wokét powierzchni Van der
Waalsa czasteczki rozpuszczonej. Miarg oddziatywan czasteczki =z
rozpuszczalnikiem jest wzgledna gestos¢ otoczki solwatacyjnej wyrazona poprzez
roznice gestoSci w otoczce solwatacyjnej i gestosci czystej wody wzgledem
gestosci czystego rozpuszczalnika. Roznica ta odpowiada réznicy pomiedzy

objetoscig molekularng a czgstkowg molowg objetoscia wzgledem objetosci
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otoczki solwatacyjnej. Tak wyrazony parametr okreslono symbolem a. Parametr «
ma dla badanych zwigzkéw zawsze warto$¢ ujemng i zalezy od liczby grup CH,
jak i miejsca podstawienia tych grupy. Ujemna warto$¢ parametru o wskazuje na
to, ze gesto$¢ wody w otoczce solwatacyjnej jest mniejsza niz w czystej wodzie.
Parametr a zalezy liniowo od polarnosci badanych zwigzkdéw wedtug zaleznosci «
= qp+ aP.

Na podstawie danych dla serii zwigzkéw hydrofobowych, takich jak: alkany,
aminy, diaminy, dialkiloaminy, trialkiloaminy, aminy cykliczne, cykloalkiloaminy,
alkohole, diole, cykliczne etery i oksany, amidy, ketony i cykliczne ketony
stwierdzono ['% %] ze parametr a maleje gdy wzrasta hydrofobowo$é substancji.
Dla wyzej wymienionych serii zwiazkéw jak i dla metylowanych uracyli 2
znaleziono korelacje « = f(P). Parametr « jest uzalezniony od zatozen przyjetych
do obliczen objetosci otoczki solwatacyjnej. Okazato sie, ze dogodne jest
korzystanie z innego parametru, ktéry okreslono jako réznice pomiedzy czastkowg
molowg objetoscig a objetoscig molekularng i przedstawiono za pomocg symbolu
S. Parametr ten zostat poréwnany ze zmianami energii swobodnej roztworéw

grupy weglowodoréw [1%°1,
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CZESC DOSWIADCZALNA

7. Materiatly i metody badan.
7.1. Obiekty badan.

Obiektem przeprowadzonych badan byta cytozyna i jej metylo-, metoksy- i
hydroksy- pochodne. Wzory strukturalne zwigzkéw przedstawiono na Rysunku 13.

H\ /H OH
H\N/H N H\N/H Nl/
C
A Y Py ooy
H CH, CH, CH,
Cyt m1Cyt m1.5Cyt m'N4OHCyt
Me Meo\ H. .CH
HO\N N/O N N 3
| | | H, ’
O N O N
O ITJ O '}' | |
CH, CH, CH, CH,
m1SN4OHCyt m'N4OmCyt m1.SN4OmCyt m.N4Cyt
H3C\N/H H3C\N,H H3C\N’H
NZ | C,Hs NZ | C.H, NF C,Hg
P P A
I
CH, CH, CH,
m1.N4 @5Cyt m?':N4 p5Cyt m'.N4 b5Cyt

Rysunek 13. Wzory strukturalne badanych zwigzkéw.
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Trzy z badanych zwigzkéw: cytozyne (Cyt), (Lot 16H1023); 1-
metylocytozyne (m'Cyt), (Lot 93H0377) oraz 1,5-dwumetylocytozyne (m'°Cyt),
(Lot 83F0667) zakupiono w firmie Sigma. Pozostate pochodne cytozyny: 1-metylo-
N*-hydroksycytozyna (m'N*OHCyt); 1,5-dwumetylo-N*-hydroksycytozyna
(m'SN*OHCyt); 1-metylo-N*-metoksycytozyna (m'N*OmCyt); 1,5-dwumetylo-N*-
metoksycytozyna (m'SN*OmCyt), 1,N*-dwumetylocytozyna (m'MCyt); 1,N*
dwumetylo-5-etylocytozyna  (m'™e°Cyt);  1,N*-dwumetylo-5-propylocytozyna
(m"N*pSCyt) i 1,N*-dwumetylo-5-butylocytozyna (m'N*b°Cyt) byty zsyntetyzowane
w laboratorium prof. dr M. Dramiiskiego w Wojskowej Akademii Medycznej w
todzi. Zwigzki otrzymano do badan po ich identyfikacji i zapewnieniu odpowiedniej
czystosci, uzyskanej przez wielokrotng krystalizacje oraz sublimacje prézniowg. W
celu ich identyfikacji byly wykonane widma masowe (LKB 9000S) =z
zastosowaniem strumienia fotonéw o energii 15-eV i 20-eV oraz widma 'H NMR
(Brucker 300 MHz). Czysto$¢ zwigzkéw, conajmniej 99.5 %, potwierdzity pomiary
wykonane przy uzyciu réznicowego kalorymetru skaningowego DSC (DuPont
2100) [107, 108]

Réwnolegle do wykonywanych przeze mnie pomiardow kalorymetrycznych
dr K. Suwinska z ICHF PAN przeprowadzita analize krystalograficzng badanych
zwigzkoéw metodg dyfrakcji promieni Roentgena, przy zastosowaniu dyfraktometru
rentgenowskiego CAD-4 wyposazonego w monochromator grafitowy ', Badania
te wykazaty, ze pochodne cytozyny podstawione w pozycji N* grupg metoksy- lub
hydroksy- (Rysunek 14a, 14b) wystepujg jako formy iminowe azotu N* z atomem
tlenu grupy hydroksy- lub metoksy- umieszczonym nad atomem azotu N°
(konformacja cis; Rysunek 14c).

Obliczenia kwantowo—-mechaniczne przeprowadzone przez A. Lesia i
innych ' dla m'N*OHCyt oraz wyniki spektroskopii UV ® potwierdzaja dominacje
formy imino azotu N*. Wynika z nich takze, ze oba konformery cis i trans wigzania
N*-O(N*) istnieja ze soba w réwnowadze. Wyniki analizy strukturalnej !'%°
wskazuja, ze podstawienie grupy CH; na atomie wegla C° 1-metylo-N*
hydroksycytozyny powoduje oddziatywanie pomiedzy atomem O(N?*) i grupa
CHa3(C®), ktére to oddziatywanie silnie destabilizuje konformacje trans (Rysunek
14d) N(3)-C(4)-N*-O(N*) wigzania C(4)-N*.
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Rysunek 14. Przyktadowe formy tautomeryczne i konformacyjne N* pochodnych
cytozyny.

Powyzsze fakty wskazywaly, ze badane N* hydroksy- i metoksy- pochodne
cytozyny moga wystepowaé w roztworach w dwoéch konformacjach O(N*), w
ktérych tlen grupy metoksylowej lub hydroksylowej znajduje sie odpowiednio nad
atomem azotu N* (forma iminowa, cis, Rysunek 14c) lub atomem wegla C° (forma
iminowa, trans, Rysunek 14d).

Dla roztworéw 1-metylo-N*-hydroksycytozyny oraz 1,5-dwumetylo-N*-
hydroksycytozyny w wodzie i metanolu wykonano widma 'H NMR. Byly one
konieczne, jak to zostanie przedstawione w dalszej czesci pracy do interpretacji
wynikéw udziatdw grupowych. Oznaczenia przeprowadzono w temperaturze
298.15 K przy zastosowaniu spektrometru Unity Plus 500 MHz firmy Varian.

Jako rozpuszczalniki zastosowano metanol i N,N-dwumetyloformamid.
Metanol, chemicznie czysty (POCh Gliwice) w celu usuniecia wody dodatkowo
destylowano pod zmniejszonym ci$nieniem (Zaktad Doswiadczalny CHEMIPAN w
Warszawie) tak, ze jego stopien zawodnienia okreslony metoda K. Fischera
wynosit 0.01%. Nastepnie byt on przechowywany w hermetycznie zamknietych,
szklanych amputkach, ktére otwierano bezposrednio przed rozpoczeciem pomiaru.

Chemicznie czysty N,N-dwumetyloformamid (POCh Gliwice) byt
destylowany pod zmniejszonym ciSnieniem. Otrzymywany w ten sposéb
rozpuszczalnik przechowywano nad sitami molekularnymi 4A, przez co
utrzymywano przez czas potrzebny na wykonanie serii pomiaréw zawarto§¢ wody

nie wiekszg niz 0.01 %.
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7.2. Metody doswiadczalne badan.

Badania doswiadczalne mialy na celu: okreSlenie entalpii rozpuszczania i
czastkowych molowych objetosci badanych zwigzkow w metanolu i DMF oraz
wyznaczenie preznosci pary i entalpii sublimacji badanych substancji.

Ponizej przedstawiono opis stosowanych metod, szczegdlng uwage
poswiecajgc skonstruowanemu dla celéw tej pracy przyrzadowi do oznaczen
preznosci pary i entalpii sublimacji metoda przeptywu gazu obojetnego nad

substancjg sublimujgca.
7.2.1. Wyznaczanie ciepta rozpuszczania Aso/H, .

Entalpie rozpuszczania w metanolu i DMF okreslono na podstawie
pomiaréw efektow cieplnych rozpuszczania badanych substancji w zakresie
stezern od 0.0007 do 0.0034 molkg"' w temperaturze 298.15 K. Oznaczenia
wykonano dla: cytozyny, 1-metylocytozyny, 1,5-dwumetylocytozyny, 1-metylo-N*-
hydroksycytozyny, 1,5-dwumetylo-N*-hydroksycytozyny, 1-metylo-N*-
metoksycytozyny, 1,5-dwumetylo-N*-metoksycytozyny. Pomiary wykonano za
pomoca kalorymetru typu ,isoperibol”, o czutosci 0.01 J-min™, statosci temperatury
+ 0.01 K oraz objetosci naczynia kalorymetrycznego 80 cm?®, kalorymetru
skonstruowanego przez dr A. Zielenkiewicz w Zaktadzie Kalorymetrii Instytutu
Chemii Fizycznej PAN "% Przyrzad ten byt uprzednio stosowany do wyznaczenia
ciepta rozpuszczania wyzej wymienionych zwiazkéw w wodzie %),

Wykonanie pomiaru rozpoczynano od umieszczenia cienkosciennej,
szklanej amputki z odwazong iloScig badanej substancji (5 + 20 mg + 0.05 mg) w
naczyniu kalorymetrycznym. Nastepnie naczynie to napetniano odwazong iloscig
rozpuszczalnika i zamykano hermetycznie. Po zamknieciu naczynia umieszczano
je w ostonie zewnetrznej a nastepnie w termostacie. Wiaczano mieszadto
obrotowe znajdujgce sie w naczyniu kalorymetrycznym, a po ustaleniu sie stanu
rownowagi termicznej rozpoczynano wiasciwy pomiar. Po okresie wstepnym
pomiaru (11 odczytédw co 30 sekund) zbijano amputke z badang substancjg. Efekt
cieplny wyznaczano stosujagc metode Regnaulta — Pfaundlera, skorygowanego

przyrostu temperatury """ 121 W wykonywanych pomiarach okres gtéwny trwat nie
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diuzej niz 20 minut. Po kazdym pomiarze ciepta rozpuszczania wyznaczano
pojemno$¢ cieplng kalorymetru poprzez wytworzenie w nim efektu ciepinego
Joule’a. Nie powiodly sie préby wyznaczenie ciepta rozpuszczania dia: 1,N*-
dwumetylocytozyny (m'NCyt); 1,N*-dwumetylo-5-etylocytozyny (m*"e®Cyt); 1,N*-
dwumetylo-5-propylocytozyny (m'™p®Cyt) i 1,N*-dwumetylo-5-butylocytozyny
(m1'N4b5Cyt), ze wzgledu na dtugi czas trwania procesu rozpuszczania i bardzo
matych efektow cieplnych. Dla zwigzkéw tych wyznaczono jedynie wartoSci

czastkowych molowych objetosci w metanolu i DMF.
7.2.2.Wyznaczenie pozornych molowych objetosci V,.

Wartosci pozornych molowych objetosci wyznaczano na podstawie
pomiarbw gestoSci roztworow badanych substancji wzgledem czystego
rozpuszczalnika. Pomiary przeprowadzono w temperaturze 298.15 K przy uzyciu
gestoSciomierza Anton Paar DMA 60/602. Doktadno$¢ oznaczen tym przyrzadem
odpowiada 5-10° g-cm311"3],

Przed wiasciwym pomiarem wyznaczano statg aparatu k zgodnie z

zaleznoscig (7.1).

k = (dp — dW/ (V" = Vi) (7.1)

gdzie d, — gestosé powietrza (okreslano ja z danych tabelarycznych
uwzgledniajac warto$ci ciSnienia atmosferycznego) d, - gestos¢ wody
przyjmowano wartoé¢ 0.997041 g-ecm™ " oraz v, v, - czestosé drgan

powietrza i wody.

Do oznaczenh uzywano destylowanej, odpowietrzanej przed kazdym
pomiarem, wody.

Znajgc warto$¢ k, gesto$¢ badanego roztworu d wzgledem czystego
rozpuszczalnika dp okreslano na podstawie zaleznosci (7.2):

d=k(v:- v®) + do (7.2)
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gdzie Vv, Vo sq odpowiednio czestoSciami drgan badanego roztworu i

rozpuszczalnika.
Wartosci pozornych molowych objetosci, V, badanych substanciji

wyzn‘aczono na podstawie zaleznosci (7.3).
Vy = M/d - (1000/m)(1/dp - 1/d) (7.3)

gdzie d jest gestoscia badanego roztworu, dp jest gestoScig czystego

rozpuszczalnika, m — molalnoscia, a M — masg molowg badanej substanc;ji.
7.2.3. Wyznaczanie entalpii sublimacji AsysHn-

Do wyznaczania preznosci pary i entalpii sublimacji zastosowano metode
przeptywu gazu obojetnego nad substancjg sublimujaca.

Wiadomo, ze jedng z najdoktadniejszych metod okreslania preznosci pary
jest metoda efuzyjna Knudsena ' Aparat do wyznaczania preznosci pary i
entalpii sublimacji tg metoda jest w posiadaniu Zaktadu Kalorymetrii Instytutu
Chemii Fizycznej PAN. Za pomoca tego przyrzadu wyznaczono szereg wartosci
entalpii sublimacji pochodnych zasad kwaséw nukleinowych % Nie mniej
jednak w stosowanym przyrzadzie wymagane sg znaczne ilosci substancji (okoto
100 mg), kontrola trwato$ci sublimujgcego zwigzku jest trudna a odzysk substanc;i
po pomiarach niemozliwy.

W przypadku wykonywanych w tej pracy oznaczen dysponowano
niewielkimi ilo§ciami badanych zwiazkéw i to byto gtébwng przyczyng poszukiwania
innej metody pomiaréw. W zwiazku z powyzszym podjeto prace nad konstrukcjg
nowego przyrzadu '"® do okreslania preznosci pary i entalpii sublimaciji, ktérego
zasada dziatania oparta jest na przeptywie gazu nad substancja sublimujaca """
1201 W nowoskonstruowanym przyrzadzie ilo§é substancji wymagana do badan
jest mniejsza (okoto 30 mg) od iloSci potrzebnej w aparacie z zastosowaniem
metody efuzyjnej Knudsena. Ponadto w metodzie przeptywu gazu obojetnego
zaréwno przed eksperymentem jak i po kazdym z nich wykonuje sie widma UV
roztworéw badanej substancji. Poréwnanie tych widm daje dobrg informacje o
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zmianach struktury zwigzku podczas wykonywania oznaczen preznosci pary w
réznych temperaturach.

Wzorcowanie przyrzadu kwasem benzoesowym dato doktadne i
odtwarzalne wyniki. W tej sytuacji mozna byto zastosowa¢ aparat do okreslenia
preznosci pary i entalpii sublimacji pochodnych cytozyny. Ponadto dla poréwnania
metody efuzyjnej Knudsena oraz przeptywu gazu obojetnego wykonano pomiary
preznosci pary i wyznaczono entalpie sublimacji 1-metylo-N*-metoksycytozyny
tymi dwiema metodami. Uzyskano dobrg zgodnos¢ pomiedzy wartoSciami entalpii

sublimac;ji.

7.2.3.1. Konstrukcja przyrzadu do oznaczen ciepia
sublimacji metoda przeplywu gazu obojetnego nad

substancjq sublimujaca.

Skonstruowany przyrzad do wyznaczania preznosci pary metoda przeptywu
gazu obojetnego nad substancjag sublimujgca przedstawiono na Rysunku 15.

Woltomierz Stabilizator Pradowy
r Typ V. 524.1 Typ 2P 01
Regulator
temperatury PID
— Typ 650 H UNIPAN
wodny
Termometr piatynowy T?{gw“"é{?z‘ny

Kontroler Przeplywu ] v 57
Gazu e e
Typ 1259C-00050 | —— - : :

Azot

Naczynie Dewara

Rysunek 15. Schemat przyrzadu do oznaczer ciepta sublimacji.

Gtéwng czescig przyrzadu jest termostat powietrzny. Termostat ten stanowi
rura, na ktérg nawinieto spirale grzejng oraz w ktérej umieszczono termometr
platynowy o oporze 100 Q. Temperatura termostatu utrzymywana jest z
doktadnoscia do 0.01 K przez regulator temperatury PID typ 650 H UNIPAN
potaczony z przystawka mocy, typ 650-1.

41



W termostacie umieszczono centralnie szklang rure o dtugosci 1000 mm i
$rednicy 30 mm, w ktérej w gtdbwnej czesci umieszczono szklane kulki. Na kulki te
przed pomiarem nanoszono cienkg warstwg, w celu zwiekszenia powierzchni,
badang substancje.

W trakcie pomiaru, azot po przejsSciu przez kolumne z zelem suszgcym
przeptywa przez termostat wodny, gdzie nastepuje stabilizacja jego temperatury.
Po wyjsciu z termostatu gaz wptywa do szklanej rury. Przeptywa nad powierzchnig
kulek unoszac pary badanej substancji, przenoszac je do kondensatora
umieszczonego w naczyniu Dewara, wypetnionym ciektym azotem. W naczyniu
tym nastepuje kondensacja badanej substancji. W celu zabezpieczenia przed
wilgocig z powietrza kondensator zakoriczony jest naczyniem wypetnionym CaCls.

Stabilna szybko$¢ przeptywu gazu, lepsza niz 0.01%, utrzymywana jest
przez masowy kontroler przeptywu gazu (MKS typ 1259C — 00050SU).

7.2.3.2. Zasada dziatania skonstruowanego przyrzadu.

Zasada dziatania przyrzadu polega na okresleniu masy wysublimowanej
substancji w okreslonej, statej temperaturze i w okreslonym przedziale czasu.
Okreslenie masy oparte jest na pomiarze absorbancji A roztworu substanciji
wysublimowanej. Roztwér  przygotowuje sie poprzez rozpuszczenie
wysublimowanej substancji w okreslonej objetosci rozpuszczalnika.

Na podstawie pomiaru absorbancji roztworu okresla sie mase substancji
zgodnie z prawem Lamberta Beera, znajac warto§¢ wspétczynnika ekstynkcji &

badanej substancji oraz szerokos¢ kuwety /, z réwnania:
A=¢c-c-l (7.4)

W celu wyznaczenia wspétczynika ekstynkgji & (I - mol™ - cm™). dla kazdej
badanej substancji wykonywano widma UV w zakresie od 200 — 400 nm z
doktadnoscig do 0.2 nm dla 5 + 7 roztworédw o znanym stezeniu. Pomiary
wykonano za pomocg CARY 1E UV-Visible spektrofotometru firmy Varian z
doktadno$cig wyznaczenia absorbancji rzedu 0.005.

Jako podstawe obliczen preznosci pary przyjeto prawo gazu doskonatego:
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p-Vy=nRT (7.5)

gdzie: V, — objetosé gazu w temperaturze pomiaru, R jest stata gazowa, n = m/M —

liczba moli wysublimowanej substancji. Wielko$¢ V,, okreslano z zaleznos$ci (7.6):
Vg =v- it (7.6)

gdzie v (I - h™) jest szybkoscia gazu, t (h) czasem sublimacii.
Prezno$¢ pary w temperaturze pomiaru T, okreslano wedtug réwnania
(7.7):

P=c(V,/Vy)-RT, (7.7)

gdzie c¢ stezenie roztworu badanej substancji, V, — objetos¢ rozpuszczalnika, Vg -
objetos¢ gazu w temperaturze pomiaru, R — stata gazowa.

Wartosci entalpii sublimacji obliczano z zaleznosci InP od odwrotnosci
temperatury: InP = a + b(1/T) gdzie entalpia sublimacji jest rbwna wspotczynnikowi
b pomnozonemu przez warto$¢ statej gazowej R.

W okreslanych metodg przeptywu gazu obojetnego wartosciach entalpii
sublimacji nie uwzgledniono poprawki zwigzanej ze zmiang entalpii sublimac;ji

wraz z temperatura.

7.2.3.3. Wyniki wzorcowania przyrzadu.

Przyrzad wywzorcowano stosujgc jako substancje wzorcowg kwas
benzoesowy otrzymany z Polskiego Komitetu Jakosci i Miar. Warto$é entalpii
spalania uzytego kwasu benzoesowego wynosi AcH = -3228.07 kJ- mol™ a entalpia
topnienia réwna jest AgsH = 18.0 kJ-mol™.

PreznoSci pary kwasu benzoesowego wyznaczono przy réznej szybkosci
przeptywu gazu v (| h") = 0.2; 0.5; 1; 1.5; 2; 2.5; 3; 3.5; 4, w zakresie temperatur
od 307 do 355 K. Dla tego zakresu temperatur przeprowadzono pomiary preznosci
pary w odstepach 5 K. Wyniki oznaczen preznosci pary zestawiono w Tabeli 3.
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Jak wynika z uzyskanych danych, brak jest istotnych réznic w wartosciach
preznosci par okreslanych dla réznych szybko$ci przeptywu gazu w tej samej
temperaturze pomiaru. Przy ustalaniu witasciwej szybkosci przeptywu gazu
przyjeto, ze powinien to by¢ przeptyw powolny, laminarny. Oszacowano, ze
przeptyw taki ma miejsce przy szybkosci 0.024 l-h?.

Tabela 3. Zaleznosci P = f(v) okreSlone dla kwasu benzoesowego dla roznych
szybkosci przeptywu gazu.

T (K) 307.35 31255 317.85 32310 328.35 333.32 33845 34395 348.85 35445

wth?) P (Pa)

0.2 0.286 0.505 0.903 1.623 2.783 4447 7.453 12.763 19.290 31.640
0.5 0.278 0.516 0.913 1.846 2.762 4.517 7283 12687 19.420 32.050
1.0 0.275 0.508 0.893 1.667 2.830 4.504 7.564 12542 19.574 30.590
1.5 0.280 0.524 0.949 1.624 2.740 4.194 7692 12953 19.250 31.540
2.0 0.291 0.518 0.910 1.795 2.676 4.334 7430 12872 19.371 31.000
25 - 0.285 0.509 0.943 1.680 2.758 4.261 7.389 12542 19460 32.103
3.0 0.293 0.516 0.945 1.506 2.881 4.509 7.742 12810 18.967 31.897
3.5 0.277 0.519 0.954 1.700 2.980 4.539 7654 12623 19.180 31.987
4.0 0.290 0.506 0.953 1.640 2.910 4.338 7.390 12444 19.048 31.592

P 0.284 0.514 0.929 1.676 2813 4410 7511 12693 19.284 31.600

P

P 0286 0519 0933 1637 2820 4647  7.662 12881 20.183 33.211
P22 0544 0943 1620 2723 4500 7.135 11.321 18290 27.686 43.847
Pl 0452 0793 1.378 2340 3908 6257 10.025 16.358 24.977 39.938
Pi%® 0478 0841 1467 2501 4191 6730 10.815 17.704 27.105 43.472

Uzyskana warto$é entalpii sublimacji AsysHm = 90.5 + 0.3 kJ-mol” pozostaje

w dobrej zgodnosci z rekomendowang przez IUPAC i wynoszacg 89.7 + 0.5
kd-mol™" 2! Uzyskane wartosci InP w funkcji temperatury jak i uzyskang warto$é
entalpii sublimacji poréwnano z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw i
przedstawiono w Tabeli 4. Zestawione dane wskazujg jednak na istnienie dwoch
zbioréw zaleznos$ci InP = f(T). Zalezno$¢ InP = f(T) okreslona w tej pracy jest
zgodna, w granicy bledu, z danymi pochodzacymi z pracy Davies i innych "7

Colomina i innych !'241%]

, lecz rézni sie nieco od rezultatéw uzyskanych przez
Klosky i inni 1?2, Malaspina i inni ['?"! i Wiedeman i inni "%, Wystepuje natomiast
dobra zgodno$§¢ wartoSci entalpii sublimacji, uzyskanych przez wszystkich

autorow, w tym takze z warto$cig uzyskang w tej pracy

44



Tabela 4. Zalezno$ci InP = f(T) i entalpie sublimacji kwasu benzoesowego przy réznych temperaturach.

Autor Zakres AsubHm T Zaleznos$¢ InP=f(T)
temperatur (kJ-mol™ ) (K)
(K}
Ta praca 323+:394 90.5+0.3 323:394 InP = (34.18+0.14) - (10888+45)/T
Davies i inni """ 343:387 91.4+0.4 365.5 InP = 34.53-10996.8/T
Klosky i inni ['?% 323+394 87.1 298.15  InP=32.428-10153.9/T
Hirsbrunneri inni '*  377.389 90.2 298.15
Colomina i inni ['24 293:308 90.0+0.3 293+308
Colomina i inni '#! 293+313 90.6+0.2 293:313  InP = (34.24+0.05) - (10869.2+16.35)/T
Colomina i inni '#! 293+313 90.35+0.13 303.4
Wiedemann i inni '*®  290:315 86.6+1.7 303 LnP = 33.21-(10432.6+186.5)/T
Malaspina i inni ['?"! 338:383 89.0+0.4 338+383 LnP =(32.9310.13) - (10365.8+39.15)/T
Malaspina i inni "7 338:383 89.3+0.4 338:383
Morawetz i inni ['"® 298.15 89.5+0.2 298.15
Chastel i inni '?] 298.15 89.7+0.6 298.15




Dla poréwnania zgodnosci wynikéw uzyskiwanych metoda przeptywu gazu
obojetnego oraz metody efuzyjnej Knudsena wyznaczono entalpie sublimacji dla
1-metylo-N*-metoksycytozyny wymienionymi metodami, a wyniki przedstawiono w
Tabeli 5. Porbwnanie to przeprowadzono ze wzgledu na fakt, ze entalpie
sublimacji dla grupy alkilowych pochodnych pirymidynowych uracylu, badanych w
Zaktadzie Kalorymetrii ICHF PAN, wyznaczono metodg Knudsena.

Tabela 5. Zalezno$é P = f(T) dla 1-metylo-N*-metoksycytozyny okreslona metoda
efuzyjng Knudsena oraz metodg przeplywu gazu obojetnego nad substancja

sublimujfgca.
metoda efuzyjna metoda
Knudsena przeptywu gazu obojetnego

T, (K) P, (Pa) T, (K) P, (Pa)
315.68 0.0636 320.31 0.273
317.27 0.0779 325.73 0.527
319.36 0.1014 330.25 0.913
321.68 0.1361 335.46 1.72
323.42 0.1686 340.72 3.06
325.16 0.2097 345.18 4.95

350.14 8.41

357.40 17.37

Na podstawie danych zebranych w Tabeli 5 okres$lono zaleznosci InP = f(T)
| wyznaczono wartosci entalpii sublimaciji:
metoda efuzyjna Knudsena :
AsupHm = 107.6 £ 0.3 kJ-mol™”; InP = (38.24 + 0.11) — (12943 + 35)/T; o= 2.76-10°%;
R=0.999;n=6
metoda przeptywu gazu obojetnego:
AsubHm = 106.9 + 0.4 kJ-mol™; InP = (38.84 + 0.14) — (12857 + 48)/T; o= 1.39-10%;
R=0.999:n=8

Poréwnujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢ dobrg zgodno$s¢ pomiedzy
wartoSciami entalpii sublimacji okreSlonymi wyzej wymienionymi metodami,
natomiast wystepujg réznice w przypadku uzyskanych preznosci pary. Okreslone
metodg przeptywu gazu obojetnego preznosci pary majg warto$ci nieznacznie
wyzsze od tych okreslonych metodg Knudsena
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7.3. Sposob przeprowadzenia obliczen.

Na podstawie wartosci entalpii rozpuszczania AsgHm i sublimacji AsupHm
wyznaczono wartosci entalpii solwatacji AsonHm. Wyznaczona entalpia solwatacji
stanowita podstawe do wyznaczenia na drodze pétempirycznej, po oszacowaniu
entalpii tworzenia wneki w cieklym rozpuszczalniku AgaHn, wartoSci entalpii
oddziatywan AisHpn pomiedzy badang substancjg a rozpuszczalnikiem.

Wyznaczono wkiad grup funkcyjnych Z w wartoS¢ czastkowej molowej

objetosci i entalpii solwatacji oraz okreslono funkcje przejécia ArHm Voui®
badanych substancji z wody do metanolu i z wody do DMF-.

Uzyskane wielkoSci termodynamiczne analizowano wspoélnie z danymi
strukturalnymi badanych zwigzkow. W tym celu wyznaczono powierzchnie
molekularne S oraz powierzchnie poszczegélnych atoméw badanych substangii
oraz okreSlono objeto§¢ otoczki solwatacyjnej Vison W badanych

rozpuszczalnikach jak i objetosci molekularne badanych substanc;i.

7.3.1. Wyznaczanie entalpii solwatacji AsoH, oraz entalpii

oddziatywan A;,:H,, ciato rozpuszczane — rozpuszczalnik.

Wartosci entalpii solwatacji okreslono na podstawie doswiadczalnych
wartosci entalpii rozpuszczania oraz entalpii sublimacji na podstawie zalezno$ci
(7.8):

AsowHm = AsotHm — AsubHm (7.8)

Entalpie solwatacji mozna przedstawi¢ jako sume energii wytworzenia
wneki w rozpuszczalniku i entalpii oddziatywania czasteczek rozpuszczalnika

AintHm z badang czasteczka umieszczong w wytworzonej wnece 186891,

AsovHm = AcavHm + AintHm (7.9)
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gdzie entalpia oddziatywania Aj,Hm, okreslona jest rownaniem (7.10):
AintHm = AsovHm = AcavHm (7.10)

Entalpie tworzenia wneki w ciektym rozpuszczalniku AcaHn okreslono
dwiema metodami: Sinanoglu >3 oraz Scaled Particle Theory (SPT) 12,

Zgodnie z teorig Sinanoglu, entalpie tworzenia wneki okresla sie jako
energie potrzebng do pokonania napiecia powierzchniowego cieczy przy

tworzeniu wneki w ciektym rozpuszczalniku, wedtug zaleznosSci:

AcavH = Nk12(¢12) SaH{1-(Any/AnT)-2/3aT} (7.11)

gdzie S, oznacza powierzchnie czgsteczki substancji rozpuszczonej, N — liczbe
Avogadro, ¥ — napiecie powierzchniowe rozpuszczalnika, a wyrazenie k:°(¢12) jest
stata skalujgcg wielko§¢ makroskopowego napiecia powierzchniowego
rozpuszczalnika do rozmiaréw mikroskopowych, zalezng od stosunku objetosci

czgsteczek rozpuszczalnika i substancji rozpuszczonej ¢, wyrazenie:

ki®($12) = 1+ $12”°fks®(1)-1} (7.12)

gdzie k;°(1) jest statg charakteryzujaca rozpuszczalnik.
Zgodnie z teorig SPT entalpia tworzenia wneki w ciektym rozpuszczalniku

jest wyrazona za pomocg zaleznosci (7.13):

AcavH = RTafy/(1-y)I[(1-y)*+3(1-y) oo/o1+3(1+2y)( 02/1)*]+y(Rp/kp) oo/ o1)’

gdzie y = (1/6)npos’, p jest gestoscig rozpuszczalnika (liczba czasteczek na
jednostke objetosci), oy I o2 sa efektywnymi $rednicami czasteczek
rozpuszczalnika i substancji rozpuszczonej, p, T — ciSnieniem i temperaturg, R —
statg gazowa, k — statgq Boltzmana.

Do obliczen wykorzystano parametry strukturalne oraz wtasnosci fizyczne

wody, metanolu i N,N-dwumetyloformamidu podane w Tabeli 6.
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Tabela 6. Wiasnosci fizyczne i parametry molekularne wody, metanolu i N,N-

dwumetyloformaidu.

gllem*mol’]  o[A] «10®[K"] y[dyn-em™] k(1)

Woda 18.1 2.75 0.257 72.0 1.277
Metanol 40.6 3.69 1.101 22.1 1.776
DMF 77.5 4.98 1.015 16.9 0.956

Obie wykorzystane metody majg charakter p&tempiryczny. Wynika to z
wykorzystania, w przypadku SPT eksperymentalnych wartosci gestosci
rozpuszczalnika i wspétczynnika rozszerzalno$ci termicznej, a w przypadku
metody Sinanoglu warto$ci napiecia powierzchniowego oraz wspétczynnika k4°(1).

W przypadku metody Sinanoglu parametrem majgcym wplyw na wartosé
entalpii tworzenia wneki jest warto§€ powierzchni czgsteczki substancji
rozpuszczonej. W niniejszej pracy do obliczen przyjeto powierzchnie molekularna,
wyznaczong poprzez toczenie czasteczki rozpuszczalnika po powierzchni Van der
Waalsa czasteczki substancji rozpuszczonej. Sposdb wyznaczenia powierzchni
molekularnej wykorzystany w tej pracy oraz wartosci liczbowe przedstawiono

odpowiednio w rozdziale 7.3.3 oraz w Tabeli 21.

7.3.2. Metoda udziatéw grupowych.

Metoda udziatéw grupowych, jak podano w rozdziale 3, czesci ogéinej tej
pracy, oparta jest na okresleniu wktadu (udziatu) poszczegéinych grup funkcyjnych

w dang wielkos¢ termodynamiczng. Sg one okreslane wediug ogbéinego wzoru:

Y=Y, +2inZ (7.14)

49



gdzie Y jest wielko$cig termodynamiczng, Y, jest wielkoScig stata; Z; udziat grupy /;
natomiast n; jest liczbg grup typu i.

W przypadku obliczen przeprowadzonych w tej pracy wielkoSciami
termodynamicznymi, na podstawie ktérych okreSlano udziaty (wkiady)
poszczegélnych grup funkcyjnych byly: entalpia solwatacji i czastkowe molowe
objetosci. Natomiast grupami funkcyjnymi, ktérych udziaty w danej wielkosci
termodynamicznej okreslano byty: CH,(N), CH,(C), CH,(O), oraz O, co odpowiada
podstawieniu grupy CH; na atomach azotu, wegla i tlenu czasteczki cytozyny oraz
podstawieniu atomu tlenu na atomie azotu N*.

Wielkosci Yy i Z; okreslono poprzez zastosowanie wielowymiarowej regresiji

liniowej opartej na metodzie najmniejszych kwadratoéw.

7.3.3. Wyznaczanie parametrow strukturalnych cytozyny i jej
pochodnych oraz parametrow o, B modelu opisujacego

wilasnosci objetosciowych badanych substanciji.

Dla badanych zwigzkéw okreslono parametry strukturalne charakteryzujgce
ich czasteczki: objetosé molekularng V.Y, catkowita powierzchnie badanej

substancji SV, oraz powierzchnie nastepujacych atomoéw: wodoru S tlenu,

H(O,N)’

So, i azotu SN.

ObjetoS¢ molekularna zostata zdefiniowana jako objeto$é ograniczona
przez czasteczke rozpuszczalnika toczong po powierzchni Van der Waalsa
czasteczki badanej substancji.

Objetos$¢ otoczki solwatacyjnej zostata okreslona jako objeto$é wyznaczona
przez toczacy sie kulke o Srednicy czgsteczki rozpuszczalnika woko6t powierzchni
powierzchni Van der Waalsa czgsteczki badanej substancji.

Przy okreslaniu geometrii czasteczek badanych substancji przyjeto, ze
podstawione w pozycji N* grupg metoksylowa Ilub hydroksylowa cytozyny
wystepuja w formie iminowej azotu N* (Rysunek 14). Do okreslenia geometrii
czasteczek badanych zwigzkéw wykorzystano program Tripos SYBYL 2.7 133 134
natomiast wszystkie obliczenia parametréw strukturalnych wykonano przy

zastosowaniu programu GEPOL wersja 12.1 *#. Do obliczen przyjeto nastepujace
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promienie poszczegdlnych atoméw: azotu (N) 1.4 A, wegla (C) 1.5 A, tlenu (O) 1.4
A, oraz wodoru (H) 0.35 A. Promienie czasteczek wody, metanolu i DMF przyjeto
jako réwne odpowiednio: 1.4 A, 1.8 A i 2.4 A.

Parametry strukturalne zostaty wykorzystane do analizy wynikéw
czastkowych molowych objetosci, na podstawie modelu 1% 1% 1% zakiadajacego,
ze gestoS¢ otoczki solwatacyjnej zalezy od struktury i polarnosci badanych
zwigzkéw. Zgodnie z tym modelem gestoS¢ otoczki solwatacyjnej jest

charakteryzowana przez parametr o okreslany przez zaleznos¢ (7.15).
a = (d1,sow - do)/ do = (V2" = V') V1.s0n (7.15)

gdzie dj jest gestoscig czystego rozpuszczalnika, V" jest objetoscia molekularna,
V,? czastkowa molowa objetosé, i V; son Objeto$é otoczki solwatacyjne;.

W rozpatrywanym modelu poszukuje sie zalezno$ci pomiedzy parametrem
a a polarnoscig. Polarno$¢ zdefiniowana jest jako iloraz atoméw polarnych oraz
catkowitej powierzchni czasteczki badanej substancji. Polarnosci badanych
zwigzkéw w wodzie, metanolu i DMF okreslono przy zatozeniach, ze woda jako
zarowno dobry akceptor jak i donor protonéw oddziatuje z atomami tlenu, azotu i
wodoréw polarnych czagsteczki badanej substancji, metanol, ktéry jest lepszym
donorem niz akceptorem protonéw oddziatuje z tlenem i azotem, natomiast DMF
oddziatuje tylko z wodorami polarnymi. Zdefiniowang zgodnie z podanymi

zatozeniami polarno§¢ odpowiednio w wodzie, metanolu i DMF mozemy

przedstawié jako:

Woda: P = (Sn*+So+Skon)/ S¥ (7.16)
Metanol: P = (Sy+So)/ S¥ (7.17)
DMF: P =Skon/SY (7.18)

W opisywanym modelu objetosciowym B2 195 108 yn7naczono rowniez
parametr S jako réznice czastkowej molowej objetosci i objetosci molekularnej
B = V2 - V,”. Na podstawie podanej zaleznosci wyznaczono parametr S dla

badanych zwigzkéw w trzech rozpuszczalnikach.
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7.3.4. Wyznaczenie funkcji przejscia: entalpii solwatacji

i czagstkowych molowych objetosci.

Na podstawie doswiadczalne okreslonych wartosci entalpii rozpuszczania
jak i sublimacji wyznaczono, dla badanych zwigzkéw w trzech rozpuszczalnikach,
entalpie przejScia woda-metanol, woda — DMF.

Obliczenia zaréwno entalpii solwatacji AsonHm jak i oddziatywania AjHm
pomiedzy czasteczkq substancji rozpuszczonej a rozpuszczalnikiem oparte sg na
eksperymentalnie wyznaczonych wielkosciach entalpii rozpuszczania AsoHm |
sublimacji AsuwHm. Dodwiadczalne dane wskazujq jednak na trudnosci z bardzo
doktadnym wyznaczeniem wartosci entalpii sublimacji. Z tego wzgledu okreslenie
wielkosci termodynamicznych takich jak entalpia rozpuszczania AsogHm czy
czastkowa molowa objetosé V.’ w réznych rozpuszczalnikach lub w
rozpuszczalnikach mieszanych, stwarza mozliwosci pozyskiwania informacji o
naturze oddziatywan substancja rozpuszczona - rozpuszczalnik na podstawie
okreslonych na ich podstawie funkcji przejScia AyHp, Vz,tro czgsteczki badanej
substanc;ji z jednego rozpuszczalnika do drugiego.

Molowe entalpie przejscia woda — metanol, woda — DMF okreslono na

podstawie zaleznosci:
Ater = Aso[va (met) = Aso[va( WOda) = Aso[Hm (met)' Aso[Hm( WOda) (719)

ArHm = AsonHm (DMF)- AsonHm( woda) = AsoiHm (DMF)- AsoiHm( woda) (7.20)

Czagstkowe molowe objetosci przejscia woda- metanol, woda- DMF
wyrazono przez zaleznosci (7.21) i (7.22):

Vai® = V% (metanol) - V°(woda) (7.21)

Vai® = V.U (DMF) - V.°(woda) (7.22)
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8. Wyniki oznaczen i obliczen.

8.1. Entalpie rozpuszczania, sublimacji oraz solwatacji.

Wyniki oznaczen ciepta rozpuszczania w metanolu i DMF przedstawiono w
Tabeli 7.
Tabela 7 . Dos$wiadczalne warto$ci ciepta rozpuszczania badanych zwigzkéw w
metanolu i N,N —dwumetyloformamidzie.

107°mM  AgHn  10°M  AgHm  107°M AgHn  10°m  AgH,  107°m  AgHy
kgmol'  kJ-mol’ kg:mol' kJmol' kgmol' kJmol' kgmol' kJmor' kgmol' kJmol

Metanol

Cyt m'Cyt m"Cyt m'N*OmCyt m"°N*OmCyt
1662  14.65 1354 15.45 1536 16.74 1182 23.67 1687 22.37
2199  13.79 1639 15.41 1.736 16.17 1.186 23.26 1744 23.58
2457 14.31 2.081 15.41 1.903 17.28 1.329 23.32 2347 2325
2896 13.39 2479 16.22 2.094 16.99 1580 23.07 2.366 23.14
3689 13.59 2.790 15.51 2.302 16.42 2137 22.49 2.375 22.88
4707 13.29 2.303 16.98 2264 23.27 3.165 22.89

2.747 22.94 3.398 22.28
m'N*OHCyt m**N*OHCyt

1.587 19.24 2.392 19.10
2117  18.43 2.583 1945
2.T3 16.81 2.826 18.39
3.544 16.16 3.025 17.72
4.168 15.89 3.176  17.94

3.815 18.12

N, N-Dwumetyloformamid
Cyt m'Cyt m"°Cyt m'N*OmCyt m"*N*OmCyt

1.403 8.60 1627 9.58 0.733  11.97 1.557  16.97 0.762 18.51
1.415 8.35 1.709  8.11 0.854 12.43  1.743 16.37 1.051 18.19
1499  8.09 1.863  9.54 0973  12.21 1.802  16.89 1.181 17.57
1.497 8.86 2.525  9.01 1.086 11.80 1974 16.26 1.295 17.57
2.615 8.48 2.665 9.89 1270 11.83 1987 16.85 1.564 17.14
2191 16.85
2402 17.73
m'N*OHCyt m"*N*OHCyt
0.874 12.44  0.921 12.36
0.935 11.81  1.068 11.13
0.963 11.91 1253 11.66
0.968 11.81 1532 12.23
2.305 1169  1.809 11.94
1.925 11.98
2.123  12.11
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Dla ukfadéw badana substancja — rozpuszczalnik przyjeto, ze entalpia
rozpuszczania w roztworze nieskonczenie rozcienczonym jest réwna S$redniej
warto$ci ciepta rozpuszczania w badanym zakresie stezen. Wyznaczono Sredni
btad pomiaru "' a wyniki przedstawiono w Tabeli 6 wraz z okreslonymi
warto$ciami entalpii sublimaciji oraz obliczonymi entalpiami solwatac;ji.

Tylko w jednym z badanych uktadéw: 1-metylo-N*-hydroksycytozyna -
metanol zaobserwowano zaleznos$ci ciepta rozpuszczania od stezenia. Dla tego
uktadu entalpie rozpuszczania w nieskoficzonym rozciefnczeniu okreslono z

zaleznos$ci:
Aso[HmOO:A + Bm (8. 1)

gdzie m jest stezeniem roztworu, A = 21.10 + 0.47 kJ- mol'; B = -1.345 + 0.226
kJ-kg-mol™.

Tabela 8. Wartos$ci entalpii sublimacji, entalpii rozpuszczania i entalpii solwatacji
okreSlone dla metanolu i DMF.

Metanol DMF
Asume Asole "Asolva Asole ‘Asolva
(kJ - mol'") (kJ - mol™) (kJ - mol™) (kJ - mol™) (kJ - mol™)
Cyt 151.7+0.7 13.8+0.2 137.9 8.5+ 0.1 143.2
m'Cyt 1412+ 0.6 15.7+0.2 125.6 9.5+0.2 131.7
m'°Cyt 132.8+0.6 16.8 +0.2 116.0 12.0+0.2 120.8
m'N*OHCyt 126.7+1.5 21.1+0.4 105.6 11.9+ 0.1 114.8
m"°N*OHCyt 115.2 + 0.6 18.4+ 0.3 96.8 11.9+0.2 103.3
m'N*‘OmCyt 106.4 + 0.8 23.1+0.1 83.3 16.8 + 0.2 89.6
m"°N*OmCyt 95.6 + 0.7 22.9+0.2 72.7 17.8+0.2 77.8

Wartosci entalpii sublimacji AsusHm, przedstawione w Tabeli 8 okreslono na
podstawie wynikébw oznaczen preznosci pary w réznych temperaturach wedtug
zaleznosci InP=f(1/T) podanych w rozdziale 7.2.3.2 tej pracy. Wartosci preznosci
pary, okreslone da ré6znych temperatur przy predkosci przeptywu gazu wynoszacej
0.024 I-h, podano w Tabeli 9.
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Tabela 9. Wartosci preznosci pary, okre$lone metodg przepfywu gazu obojetnego.

T (K) P (Pa) T (K) P (Pa) T (K) P (Pa)
Cyt m'Cyt m'°Cyt
505.50 0.8233 454.99 0.3769 389.84 0.0357
507.70 1.0293 455.88 0.4181 395.13 0.0613
511.69 1.2269 456.94 0.4634 399.07 0.1119
513.79 1.3899 471.36 1.2280 409.90 0.4111
519.53 2.1364 474.39 1.7690 423.05 1.0019
521.12 2.4456 476.01 2.1432 427.83 1.2460
525.39 3.3468 486.87 4.4481 426.78 1.4044
437.36 3.4030
m"*N*OHCyt m'N*OmCyt m"°N*OmCyt

356.83 0.0827 320.31 0.2332 327.13 0.2278
360.89 0.1621 330.25 0.9131 330.64 0.4880
367.92 0.2542 335.45 2.2558 334.88 0.6545
369.15 0.3210 340.48 3.8928 351.15 4.4793
373.11 0.4776 345.18 4.3043 359.65 6.9571
383.56 1.2110 350.14 8.4060 360.74 7.3657
394.32 3.7875 357.40 15.6442 364.80 8.9315

8.2. Entalpia oddziatywan ciato rozpuszczone —

rozpuszczalnik.

W celu wyznaczenia entalpii oddziatywania substancja rozpuszczona -
rozpuszczalnik wyznaczono wartosci energii tworzenia wneki Ac./H w wodzie,
metanolu i DMF. Jak podano w rozdziale 7.3.1. tej pracy obliczenia
przeprowadzono dwiema metodami: Sinanoglu i Scaled Particle Theory (SPT),
odpowiednio wedtug zaleznosci (7.11) i (7.13).

Wyniki obliczern energii tworzenia wneki w wodzie, metanolu i DMF
przedstawiono w Tabeli 10.
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Tabela 10. Entalpie tworzenia wneki AcayHm w wodzie, metanolu i DMF.

Acava
(kJ-mol™)

Woda Metanol DMF
SPT Sinanogiu SPT Sinanoglu SPT Sinanoglu

Cyt 123.0 92.2 71.2 33.6 64.8 17.3
m'Cyt 138.3 104.4 79.7 37.1 72.6 19.7
m"*Cyt 152.6 116.2 83.5 40.4 79.8 22.0
m'N*OHCyt 145.4 111.4 87.6 38.9 76.1 21.0
m"°N*OHCyt 159.2 123.0 91.1 41.9 83.1 23.3
m'N‘OmCyt 159.2 126.5 91.1 43.5 83.0 24.1
m"*N*OmCyt 172.4 138.3 98.3 46.6 89.7 26.4

Obie wykorzystane metody wskazuja, ze entalpia tworzenia wneki AcayH W
wodzie jest znaczaco wieksza niz w przypadku metanolu i N,N-
dwumetyloformamidu, natomiast entalpie tworzenia wneki AcsH okreslone dla
metanolu sg w przypadku metody Sinanoglu wieksze w 100 % od AcaH
okreslonych w DMF i okoto 10% wigksze okreSlone metodg SPT.

Zestawione w Tabeli 10 wyniki wskazujg na silne rozbieznosci pomiedzy
wartosciami Acq/H uzyskanymi dwiema metodami. Wielko$¢ energii tworzenia
wneki bardzo silnie zalezy od przyjetego do obliczern promienia rozpuszczalnika.
Wartos¢ promienia, ktéra pozwolitaby na uzyskanie tej samej wartosci energii
tworzenia wneki dwiema metodami nie istnieje a tym samym wielko$¢ energii
tworzenia wneki w wodzie zalezy silnie od wybranej metody. Fakt wystepowania
tak znacznej roznicy w wartoSciach energii tworzenia wneki w cieklym
rozpuszczalniku jest dobrze znany i opisywany w literaturze 13 13,

Na podstawie wyznaczonych wartosci entalpii solwatacji jak i entalpii
tworzenia wneki w ciektym rozpuszczalniku wyznaczono dla wody, metanolu i
DMF entalpie oddziatywan pomiedzy rozpuszczalnikiem a badang substancja.
Wyniki przedstawiono w Tabeli 11.
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Podobne wnioski o naturze oddziatywan badana substancja -
rozpuszczalnik mozna uzyskaé z warto$ci entalpii solwatacji AsonHm jak i z entalpii
oddziatywan ApH. Z tego wzgledu w dalszej czesci pracy wyznaczone i
przedstawione w Tabeli 11 entalpie oddziatywania nie majg dos¢ istotnego
znaczenia. Sg one jednak istotne przy poréwnaniach tak wyznaczonych wartosci

entalpii oddziatywania z wynikami obliczeh kwantowo — mechanicznych.

Tabela 11. Entalpie oddziatywarn AinH w badanych rozpuszczalnikach.

"Aian
(kJ-mol™)

Woda Metanol DMF

Sinanoglu SPT Sinanoglu SPT Sinanoglu SPT

oyt 221.11 251.9 171.5 209.1 160.5 208.0
m'Cyt 227.3 261.2 162.7 205.3 151.4 204.3
m"°Cyt 235.4 271.8 156.4 199.5 142.8 200.6
m'N*OHCyt 218.7 252.7 144.5 193.2 135.8 190.9
m'°N*OHCyt 224.3 260.5 138.7 187.9 126.6 186.4
m'N*‘OmCyt 220.3 253.0 136.8 174.4 113.7 172.6
m"*N*OmCyt 224.6 258.7 119.3 171.0 104.2 167.5

8.3. Czastkowe molowe objetosci. Wyniki oznaczen.

Warto$ci pozornych molowych objetosci badanych zwigzkow (zdefiniowane
w rozdziale 5, czesci teoretycznej, tej pracy) w metanolu i DMF, wyznaczone na
podstawie zaleznosci 7.3, przedstawiono odpowiednio w Tabelach 12 13.
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Tabela 12. Gestosci oraz pozorne molowe objetosci roztworéw metanolowych

badanych zwigzkéw w temperaturze 298.15 K.

m d v, m d v,
(mol- kg™ (g-cm™) (cm® mol™") (mol- kg™) (@cm®  (cm*mor™)
Cyt m'N*‘OmCyt
0.019000 0.787576 58.11 0.032684 0.788342 110.81
0.016054 0.787417 58.91 0.023954 0.787882 110.57
0.014389 0.787340 58.07 0.021800 0.787768 110.50
0.013994 0.787317 58.40 0.017744 0.787550 110.59
0.008470 0.787036 58.07 0.012860 0.787291 110.31
m'Cyt m"*N*OmCyt
0.028936 0.787963 82.77 0.019966 0.787667 128.21
0.011648 0.787261 83.79 0.018152 0.787574 128.21
0.009475 0.787042 83.60 0.015667 0.787439 128.40
0.008279 0.786988 83.22 0.014495 0.787377 128.09
0.005584 0.786860 83.76 0.010566 0.787164 128.64
m'SCyt m'M e5Cyt
0.015689 0.787310 103.68 0.013289 0.787300 131.11
0.013528 0.787213 103.60 0.013616 0.787330 131.44
0.012643 0.787173 103.59 0.015595 0.787420 131.92
0.010945 0.787095 103.76 0.018002 0.787544 132.65
0.009767 0.787048 102.72 0.023654 0.787821 131.84
0.007999 0.786966 102.92 0.024000 0.787843 131.48
m'N*OHCyt m"™ p°Cyt
0.013739 0.787413 83.70 0.010099 0.787281 147.56
0.013504 0.787399 83.67 0.012747 0.787291 146.35
0.012817 0.787359 83.64 0.013902 0.787499 147.74
0.011896 0.787306 83.43 0.015828 0.787441 147.20
0.010508 0.787225 83.21 0.017200 0.787509 147 .43
0.008080 0.787084 82.56
m'°N*‘OHCyt m"™ b°Cyt
0.018102 0.787628 104.07 0.008696 0.786986 174.63
0.015678 0.787491 103.82 0.009456 0.787020 174.62
0.012831 0.787328 104.24 0.011482 0.787112 174.59
0.012098 0.787290 103.73 0.011676 0.787127 174.52
0.010403 0.787192 103.94 0.011815 0.787130 174.27
0.009090 0.787118 103.82
m"MCyt
0.016965 0.787492 101.18
0.016452 0.787471 100.71
0.013350 0.787297 104.14
0.012802 0.787302 100.32
0.011293 0.787227 100.89
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Tabela 13. Gestosci oraz pozorne molowe objetosci roztworéw DMF badanych

zwigzkow w temperaturze 298.15 K.

m d V¢ m d V¢
(mol- kg™ (g.cm?) (cm® morl™) (mol- kg™ (@cm®  (cm*mol™)
Cyt m"°N*OHCyt
0.009674 0.944295 68.36 0.028846 0.945059 116.92
0.008566 0.944241 68.98 0.024076 0.944868 116.68
0.007441 0.944195 68.66 0.014250 0.944452 117.38
0.006351 0.944146 68.91 0.013770 0.944430 117.64
0.006121 0.944136 68.91 0.013419 0.944421 117.20
0.005882 0.944126 68.67 0.011188 0.944414 117.77
m'Cyt m'N*OmCyt
0.014638 0.944409 91.05 0.016024 0.944469 122.36
0.010796 0.944264 91.54 0.015099 0.944448 122.37
0.010280 0.944256 90.36 0.012289 0.944331 122.22
0.009629 0.944224 91.25 0.011373 0.944298 122.06
0.008305 0.944175 91.29 0.009946 0.944242 122.33
0.008947 0.944202 122.78
m"SCyt m"*N*‘OmCyt
0.007994 0.944150 108.09 0.020605 0.944538 142.74
0.007413 0.944124 108.79 0.013618 0.944306 143.24
0.006977 0.944113 108.40 0.013410 0.944303 142.94
0.005995 0.944078 108.47 0.009073 0.944163 142.96
0.004744 0.944036 108.14 0.008047 0.944131 142.86
0.007337 0.944107 142.96
0.005625 0.944053 142.71
m'N*OHCyt m'N e°Cyt
0.013913 0.944518 97.21 0.011737 0.994462 145.38
0.011507 0.944404 97.42 0.011656 0.944487 145.02
0.006709 0.944190 96.02 0.010528 0.944432 146.61
0.006431 0.944170 97.09 0.010417 0.944452 145.07
0.005186 0.944116 96.36 0.009481 0.944417 145.12
0.004286 0.944069 97.26 0.008568 0.944395 145.64
m™ Cyt m"™ pScyt
0.018975 0.944701 111.36 0.017560 0.944507 158.90
0.014183 0.944526 112.82 0.016054 0.944459 159.21
0.013646 0.944522 111.79 0.012584 0.944356 159.62
0.013246 0.944509 111.82 0.009955 0.944287 159.36
0.012696 0.944468 112.95 0.008248 0.944157 158.74
0.010808 0.944433 111.79
MM bSCyt
0.012052 0.944233 176.90
0.010685 0.944190 177.68
0.009312 0.944162 176.78
0.008976 0.944158 176.21
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W rozpatrywanym zakresie stezen wartosci pozornych molowych objetoSci,

V, nie wykazujg zalezno$ci od stezenia. Z tego wzgledu Srednia wartos¢ pozornej

molowej objetosci jest réwna czastkowej molowej objetoSci w roztworze

nieskoriczenie rozcienczonym. Wartosci czgstkowych molowych objetosci dla

roztworéw wodnych [ oraz metanolu i N,N-dwumetyloformamidu przedstawiono
w Tabeli 14.

W

réznych

Tabela 14. Czgstkowe molowe objetosci roztworéw badanych substancji.

V.2 (cm®-mol”)

Woda ™ Metanol DMF
Cyt 73.7 58.31 + 0.08 68.75 + 0.05
m'Cyt 91.91 + 0.02 83.43 + 0.08 91.10 + 0.06
m'*Cyt 107.46 + 0.03 103.38 + 0.09 108.38 + 0.06
m”“c!t 109.29 + 0.08 101.44 + 0.34 112.09 + 0.13
m'e°Cyt 142.4 £ 0.1 131.74 £ 0.11 145.47 £ 0.12
m'Mp°Cyt 156.7 £ 0.1 147.26 + 0.07 159.15 + 0.11
m'Nb°Cyt 172.0 £ 0.1 174.53 + 0.08 176.89 + 0.15
m'N*OHCyt 97.7 £ 0.05 83.37 + 0.04 96.89 + 0.12
m"N‘OHCyt  113.72 103.94 + 0.09 117.27 £ 0.09
m'N*OmCyt  119.92+0.04 110.56 + 0.04 122.35 + 0.09
m"°N‘OmCyt  135.08 0.1 128.31 £ 0.09 142.92 + 0.04

8.4. Wyniki wyznaczonych funkcji przejscia.

Poréwnanie entalpii rozpuszczania, tj okreslenie molowej entalpii przejscia,

rozpuszczalnikach

umozliwia analize oddziatywan

pomiedzy

czgsteczkg badanej substancji a rozpuszczalnikiem w jakim sie znajduje bez

znajomosci entalpii sublimacji. Wyniki obliczen entalpii przejScia okreslonych

wedtug zaleznosci 7.19 i 7.20 przedstawiono w Tabeli 15.
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Tabela 15. Molowa entalpia przej$cia woda-metanol, woda- N,N-

dwumetyloformamid.
AyHpm (kJ- mol™)
(Woda - Metanol) (Woda - DMF)
Cyt -9.02 -14.3
m'Cyt -2.66 -8.76
m'°Cyt 3.17 -1.59
m'N*OHCyt 1.73 -7.43
m"°N*OHCyt 4.58 -1.97
m'N*‘OmCyt 10.61 4.35
m"°N‘OmCyt 13.61 8.51

W Tabeli 16 przedstawiono czastkowe molowe objetosci przejScia woda —
metanol, woda — DMF badanych substancji okreslone wedtug zaleznosci (7.21) i
(7.22). Uzyskana przez R. R. Scruggsa i innych ®® wartos¢ entalpii przejscia woda
— metanol dla cytozyny wynosi —-9.61 kJ - mol” i pozostaje w dobrej zgodnosci z
wartoscig uzyskang w tej pracy. Ujemna wartos¢ entalpii przejscia woda — metanol
jest wynikiem silnych wiasnosci akceptorowych metanolu, co potwierdza zatozenia

przyjete w tej pracy.

Tabela 16. Czgstkowa molowa objeto$c przejscia woda-metanol, woda- N,N-
dwumetyloformamid.

Vo o® (cm®-mol™)

(Woda - Metanol) (Woda - DMF)
Cyt -15.39 4.95
m'Cyt -8.48 -0.81
m"°Cyt -4.08 0.98
m'N*OHCyt -14.33 -0.81
m'°N*OHCyt -9.78 3.55
m'N*‘OmCyt -9.36 2.43
m"*N*OmCyt 6.77 7.84
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Uzyskane wyniki czastkowych molowych objetosci przejScia woda -
metanol dla wszystkich badanych zwigzkéw sg bardziej ujemne od czastkowych
molowych objetosci przejscia woda — DMF. Kierunek zmian uzyskanych dla Vo
woda — metanol i woda — DMF jest podobny: Cyt < m'Cyt < m"°Cyt <>m'N*OHCyt
oraz m"*N*OHCyt <> m'N*OmCyt < m'°N*OmCyt. Najbardziej ujemne wartosci
przejscia uzyskane dla cytozyny, moga by¢ zwigzane z wiekszym, hydrofobowym
charakterem cytozyny w stosunku do jej pochodnych.

8.5. Wartosci udziatéw grupowych wyznaczone z danych

entalpii solwatacji i czastkowych molowych objetosci.

Wartosci czastkowych molowych objetosci oraz entalpii solwatacji zostaty
przeanalizowane w oparciu o0 ogéiny schemat addytywnosSci grup. (rozdziat 7.3.2)

Wyniki obliczei udziatbw Z; wnoszonych przez grupy funkcyjne w warto$¢
czastkowych molowych objetosci przedstawiono w Tabeli 17. Grupami Z; sa:
CH3(N), CHx(C), CH2(O) oraz O

Tabela 17. Udziaty Z; w warto$ciach czgstkowych molowych objetosci V2°
okre$lone dla grup CHs(N), CH2(C), CH»(QO) oraz O.

Yo ZCH,(N) ZCH,(C) ZCH,(0) 20 R
Woda 737406 18.1#0.4 156102 21.8¢0.6 6.0+0.5 0.9997
Metanol 61.8¢44.7 19.1#3.0 17.9+1.4 258+47 3.843.6 0.9880
DMF 69.5¢2.1 21.3#1.3 16.3:t0.6 255+21 81+1.7 0.9975

Na podstawie zebranych w Tabeli 17 wartoSci udziatdw grupowych mozna

przedstawi¢ nanstepujace wnioski:

e Udziat grupy CH; jest rézny w zaleznosci od miejsca jej podstawienia, przy
czym ZCH,(0) >ZCH,(N) >ZCH,(C). Najwigkszy udziat w warto$¢ czastkowe;
molowej objetosci wnoszony jest przez grupe CH; podstawiong na atomie tlenu

O* grupy hydroksylowej, a najmniejszy przez te sama grupe podstawiong na
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atomie wegla pier§cienia cytozyny. Je$li przyjmiemy, ze najmniejsza wartosc
udziatu w czastkowej molowej objetosci jest zwigzana z najmniejszym
udziatem w zmianach otoczki solwatacyjnej spowodowanej przestanianiem
atomow czasteczki badanej substancji grupg CH;, to przestanianie wegla
pierScienia cytozyny powoduje najmniejsze zaburzenia w otoczce

solwatacyjnej czgsteczki badanej substancji.

e W roztworach metanolu warto§¢ odpowiadajgca udziatowi wnoszonemu przez
atom tlenu grupy hydroksylowej Zo jest bardzo mata. Ten fakt wskazuje, ze
oddziatywania metanol - tlen sg silne i wynikajg z donorowych wtasnosci
metanolu. Warto$¢ udziatu Zo odpowiadajgcy podstawieniu atomu tlenu w
pozycji N* jest wiekszy dla DMF niz dla wody. Moze to potwierdzaé wtasnosci

akceptorowe N,N-dwumetyloformamidu.

e Okreslone udzialy sq zgodne z wartosciami literaturowymi !'*”), wynoszacymi
Zcwz = 16.0 £ 0.5 cm*mol™?, Zo = 7.6 + 0.1 cm®*mol™” (woda); ZcHz = 18.21 +
0.01 ecm®*mol™, Zo = 7.5 + 0.2 cm®*mol™ (DMF); Zcyz = 17.72 + 0.01 cm®mol™,

Zo =-1.1 £ 0.2 cm*>mol™ (metanol).

e Specyficznosé¢ podstawienia grupy CH. na atomach azotu N' lub wegla C°

pierscienia cytozyny jest widoczne jedynie dla metanolu i wody.

~ Poprzez poréwnanie entalpii solwatacji par zwigzkow réznigcych sig miedzy
sobg grupg CH; okreslono udziaty wnoszone przez te grupe w wielko$¢ entalpii
solwatacji. Wyniki przedstawiono w Tabeli 18. Dla przyktadu w wodnym roztworze,
podstawienie grupy CH; na weglu w pozycji C° powoduje zmniejszenie entalpii
solwatacji 0 3.8, 6.2 i 7 kJ-mol” odpowiednio dla 1-metylocytozyny, 1-metylo-N*-
hydroksycytozyny i 1-metylo-N*-metoksycytozyny, podczas gdy efekt zwiazany z
podstawieniem grupy hydroksylowej na azocie N* powoduje zwigkszenie udziatéw
dwukrotnie: 15.6 i 17.9 kJ-mol™ dla 1-metylocytozyny i 1,5-dwumetylocytozyny
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Tabela 18. Przyrosty 6AsonHm w wielko$ciach entalpii solwatacji AsonHm.

Woda Metanol DMF

Typ podstawienia
¢S N o0* ONY) ¢ N o0o* ONY ¢ N o ONY

ShsonH
1 Cyt (2;3 ) (;2 1')3 (;-11')5
2 m'Cyt (3;3) ;45_26) (3?23 (3—02)0 (.’1—%)9 ( j1-'72())
3 miey g oy 69
smnoron 89 1S B8 24 s 252
5 m'"SN‘OHCyt (175 ‘53 (3.45')1 (27555)5
6 mN'OmCyt 72 e (7-8
7 m"°N*OmCyt

Srednia wartos¢ 5.8 6.0 143 167 96 123 232 196 114 1156 283 17.2

Odchylenie
standardowe i1 00 07 11 07 00 09 04 03 00 01 03

Dla wodnych roztworédw w przypadku podstawienia grupy CH, na atomie
wegla C° mozna zaobserwowaé wplyw obecnosci na atomie azotu N* grupy
hydroksylowej lub metoksylowej. Ten fakt wskazuje na istnienie bezposredniego
oddziatywania pomiedzy atomem tlenu grupy metoksylowej lub hydroksylowej i
grupa metylowa z atomu wegla C°.

Zgodnie z zaleznoscig 7.13 okresSlono cztery typy udziatow w wartoSci
entalpii solwatacji AsonHm: ZcHzc), ZcHzny, ZcHz0), Zo, ktdére odpowiadajg
odpowiednio podstawieniu atomu wodoru zwigzanego z atomami C, N, i O przez
grupe CH; oraz zastapieniu atomu wodoru z atomu azotu N* przez grupe OH.

Wyniki obliczen przedstawiono w Tabeli 19.
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Tabela 19. Udziaty Z; dla grup CH>(N), CH>(C), CH2(O) i O w wartosciach entalpii

solwatacji AsonHm.
Yo Zcrzmn) ZcHz(c) ZcH2(0) Zo R
1289413  5.8+1.1 5.041.7 14.3+1.3 16.7¢41.3  0.9976
E 128.9¢07  6.041.0 3.81.0, 14.3£0.7 1524¢1.0 0.9996
- .90, 0x1. 68i07A .I310. 2F1. i
Metanol 137.9¢06 96405 122408 232406 19.6£¢0.6  0.9998
DMF 1432403  11.4$01  113:04 253103 17.240.3  0.9999

Obliczenia wykonano gdy na azocie N* jest podstawiona grupa hydroksylowa lub

metoksylowa (*) oraz gdy jej brak (*).
Wyniki przedstawione w Tabeli 19 pozwalajg na nastepujgce wnioski:

o Efekt podstawienia grupy metylowej na atomach pierscienia cytozyny w
roztworach wodnych jest znaczgco mniejszy niz w metanolu i DMF wyrdzniajac
w ten sposob donorowo-akceptorowe wiasnosci wody od akceptorowych

wtasnosci DMF i silnych preferencji donorowych metanolu.

e Analiza poszczegélnych udziatow grupowych wskazuje, ze podstawienie grupy
metylowej na atomach azotu lub wegla w DMF powoduje podobne zmiany w

wa l'tOéCi Aso[va.

e W przypadku roztworéw wodnych wyrézniono dwa typy udziatow
odpowiadajacych podstawieniu grupy metylowej na atomie wegla C>, tj. 6.8 i
3.8 kJ-mol”, ktére okreslono odpowiednio gdy na azocie jest podstawiona
grupa metoksy- lub hydroksy- i gdy jej brak. Istnienie dwoéch warto$ci udziatu
odpowiadajacego podstawieniu grupy CH, na atomie wegla w pozycji C°
wskazuje, iz w wodnych roztworach dominuje izomer trans wigzania C*-N* 1-
metylo-N*-hydroksycytozyny. Podczas gdy w metanolu i DMF dominuje izomer
cis. W celu potwierdzenia tego zjawiska wykonano widma '"H NMR.
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W Tabeli 20 przedstawiono wielkosci przesunieé chemicznych, state

sprzezenia oraz oszacowane szeroko$ci linii rezonansowych.

Tabela 20. Dane NMR wodnych i metanolowych roztworéw m">N*OHCyt i

m'N*OHCyt.
dH6 8H5,CH3 J5,6  Szerokos¢
[ppm] [ppm]  [HZ] linii [Hz]
m'°N*OHCyt  Metanol 6.61 1.68 1.34 0.77
Woda 6.74 1.78 1.34 0.82
m'N*OHCyt Metanol 6.77 5.51 8.05 0.99
Woda 6.87 5.66 8.00 5.00

Na Rysunku 16 przedstawiono poréwnanie widm 'H NMR roztworéw
wodnych i metanolu dwéch badanych zwigzkéw  1,5-dwumetylo-N*-
hydroksycytozyny oraz 1-metylo-N*— hydroksycytozyny.

W przypadku m"°N*OHCyt zmiana rozpuszczalnika spowodowata tylko
niewielkg zmiane warto$ci przesunie¢ chemicznych bez zmiany ksztattu linii
rezonansowych. Rezonansowa szerokos¢ linii rowniez nie zmienia sie (Rysunek
16a, 16b). Podobnie w przypadku m'N*OHCyt w metanolu (Rysunek 16c)
rezonansowa szeroko$é linii jest bliska dla linii uzyskanej dla m'>N*OHCyt
(~ 1Hz). W wodnych roztworach (Rysunek 16d) analizowana szeroko$¢ linii
rezonansowych poszerza sie¢ do okoto 5Hz, podczas gdy szerokosci linii
wewnetrznego wzorca jest 1.2 Hz. Do weryfikacji uzyskanych réznic w
szerokosciach linii wykonano widma mieszaniny obu zwigzkéw w wodzie. W tym
rodzaju eksperymentu uzyskane rezultaty demonstrujg znaczne rdéznice w

szerokosciach rezonansowych linii dla dwéch zwigzkéw. To dowodzi, Zze
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poszerzenia szerokosci linii m'N*OHCyt nie wynika z btedu do$wiadczalnego a
jest spowodowane istnieniem réwnowagi konformacyjnej cis/trans (Rysunek 14c,
14d). Rbwnowaga ta zachodzi prawdopodobnie przez przejSciowy stan, w ktorym
pojedyncze wigzanie C*-N* ulega zmianie konformacyjnej (Rysunek 14e).

L N Y

Rysunek 16. Widma "H NMR wodnych (b, d) i metanolowych (a, c) roztworéw
m"°N*OHCyt i m'N*OHCyt.
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Poréwnujac udziatu wnoszone w wartoS¢ entalpii solwatacji przez grupe
CHz na weglu C® z podanymi wnioskami z badan NMR mozna w przyblizeniu
okres$li¢ efekt zwigzany z przejSciem konformacyjnym jako réznice pomiedzy
wartosciami 3.8 kJ - mol™ i 6.8 kJ - mol™, co wynosi 3 kJ - mol™”. Zaprezentowana
analiza dowodzi, ze w roztworach wodnych zaréwno m'N*OHCyt jak i m'N*OmCiyt

istnieja w rownowadze konformacyjnej cis/trans wigzania N*-C*.

8.6. Parametry strukturalne cytozyny i jej pochodnych w

badanych roztworach.

W Tabeli 21 podano wartosci nastepujacych parametréw strukturalnych
badanych zwigzkéw: powierzchnia czasteczki badanego zwiazku, powierzchnie
poszczegblnych atoméw, wartosci objetosci molekularnych V", objetosci otoczki
solwatacyjnej Vi son, parametrow «a i # oraz wartosci polarnosci P. W Tabeli 21
zamieszczono réwniez wrtosci czastkowych molowych objetosci V2° badanych

substancji w wodzie [ metanolu i DMF.
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Tabela 21. Parametry strukturalne badanych zwigzkow.

, Obietos¢ [c{‘n"-mol“] Powierzchnia [A? B a P
V2 V2 V1,s0lv So Sy Suwo

Woda 73.7 469 4315 146 246 206 1020 268 -0.062 0.586

Cyt Metanol 58.31£0.08 472 6718 146 244 203 1004 11.11 -0.017 0.388
DMF 68.75¢0.05 476 11467 145 238 198 981 21.15 -0.018 0.202

Woda 91.91+0.02 562 4777 133 226 138 1165 3571 -0.075 0427

m'Cyt Metanol 83.43+0.08 567 7383 132 224 136 1085 26.73 -0.036 0.328
DMF 91.10+0.06 57.2 12471 12,9 217 133 1111 3390 -0,027 0.119

Woda 107.46$0.03 655 5184 133 224 125 1303 4196 -0.081 0.369

m"%Cyt Metanol 103.38+0.09 66.1 7946 132 220 122 1276 3728 -0.046 0.276
DMF 108.38+0.06 66.8 13341 129 214 119 1241 4158 -0.031 0.096

Woda 109.29+0.08 653 5288 133 180 64 1316 4399 -0.084 0.286

m"NCyt Metanol 101.44+0.34 656 8184 132 174 62 1167 3584 -0.044 0.262
DMF 112.09+0.13 66.7 13474 129 180 63 1119 4539 -0.034 0.056

Woda 142.410.1 847 6070 133 171 45 1569 57.70 -0.095 0.222

m'Ne’Cyt Metanol 131741011 852 9137 131 181 66 1296 4654 -0.051 0.221
DMF 145.47+0.12 87.0 15157 129 172 6.0 1488 5847 -0.039 0.048

Woda 156.7+0.1 937 6492 134 171 45 1641 63.00 -0.097 0.213

m'NpSCyt Metanol 147.26$0.07 955 9729 132 181 6.1 1389 51.76 -0.054 0.204
DMF 159.15¢0.11 975 16219 129 171 59 1537 6165 -0.038 0.044

Woda 172.0+0.1 1033 6938 133 170 46 1758 68.70 -0.099 0.199

m"NbCyt Metanol 174.53+0.08 1056 10361 131 178 61 1469 6893 -0.067 0.193
DMF 176.89+0.15 108.1 16995 129 172 59 1611 68.79 -0.043 0.041

Woda 97.740.05  60.7 5045 239 199 141 1247 278 -0.073 0.464

m'N*OHCyt  Metanol 83.37+0.04 61.3 7782 236 194 138 1219 2207 -0.028 0.369
DMF 96.89+0.12 61.8 13070 230 186 135 1185 3509 -0.027 0.114

Woda 113.72 69.9 5427 238 195 129 1383 43.82 -0.081 0.406

m"’N*OHCyt  Metanol 103.94+0.09 70.4 8260 234 190 126 1389 3354 -0.040 0.310
DMF 117.27+¢0.09 713 14055 228 183 121 131.0 4597 -0.033 0.092

Woda 119.92+0.04 70.1 567.1 215 192 58 1422 4982 -0.088 0.327

m'N*OmCyt  Metanol 110.56+0.04 70.5 8635 211 187 54 1394 4006 -0.046 0.286
DMF 122.35:t0.09 712 14432 206 178 52 1355 51.15 -0.035 0.038

Woda 135.08+0.1 789 6022 215 188 44 1562 56.18 -0.093 0.286

m'°N‘OmCyt  Metanol 128.31+0.09 79.7 9153 210 182 41 1524 4861 -0.053 0.257

DMF 142.92+0.04 80.7 1630.7 204 174 3.8 148.3 62.22 -0.041 0.026




8.7. Zaleznosci wyznaczonych entalpii solwataciji od

powierzchni dostepnych dla rozpuszczalnika.

Zmiany wartosci doswiadczalnie wyznaczonych entalpii solwatacji dla
pochodnych cytozyny wskazujg na zmiany oddziatywan czgsteczek badanych
substancji z rozpuszczalnikiem.

Przyjmujac istnienie réznic pomiedzy zmianami wynikajgcymi z
przestaniania atoméw polarnych S, i niepolarnych Sp, czasteczki, entalpie
solwatacji mozna przedstawi¢ jako: AsonHm = f(Sp, Snp) 3219 Ze wzgledu na
rézny sposob oddziatywania czgsteczek badanych substancji z rozpuszczalnikiem
przyjeto nastepujace zatozenie. W roztworach wodnych wystepujg oddziatywania,
w ktorych czgsteczka wody bierze udziat jako donor i akceptor protonéw, a tym
samym oddziatuje z atomami tlenu, azotu i wodorami polarnymi; metanol
natomiast, ktory jest lepszym donorem niz akceptorem protondéw oddziatuje z
tlenem i azotem czasteczki badanej substancji, natomiast DMF tylko z wodorami.
Do grupy atomoéw polarnych nalezy tlen, azot i wodér zwigzany z atomem tlenu
badz azotu, do drugiej niepolarnej atomy wegla i pozostatych wodoréw. Zgodnie z
tym powierzchnie dostepna dla rozpuszczalnika odpowiednio dla wody, metanolu i
DMF mozemy przedstawié jako:

Sp =Sy+So+ SH(N,Q) Woda (8.2)
Sp=Sn+So Metanol (8.3)
Sp = SH,0) DMF (8.4)

Zgodnie z tym entalpia solwatacji zostata przedstawiona w funkcji wartosci
powierzchni polarnej S, i niepolarnej Sy, jako:

Aso/va S aSnp + bSp +C (85)
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Rysunek 17. Entalpia solwatacji AsonHm jako funkcja powierzchnii polamej Sp i

niepolamej Sy, dla wody (#), metanolu(a),
i DMF (®@).
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Na Rysunku 17, na osi y, przedstawione sg wielkosci entalpii solwataciji
okreslone z danych doswiadczalnych entalpii rozpuszczania i sublimacji. Na osi x

przedstawiono wartosci entalpii solwatacji okreslone z zaleznosci 8.5.

Oszacowane parametry a, b, ¢ dla trzech rozpuszczalnikdw przedstawiono

w Tabeli 22.

Tabela 22. Parametry a, b, ¢, R okre$lone dla zalezno$ci AsonHm”™ = f (Snp, Sp)-

a[kJ-A?Y b [kJ-A? c [kJ] R
Woda -0.86 + 0.05 -0.52+ 0.13 20+2 0.992
Metanol 1.3+0.10 3.1+06 344 + 5 0.976
DMF 1.11+0.46 0.3+1.8 240 + 6 0.951
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Udziaty powierzchni polarnej S, i niepolarnej S, w entalpii solwatacji,
okreslonej dla kazdego rozpuszczalnika sg rézne. W przypadku roztworow
wodnych ekspozycja niepolarnych jak i polarnych atoméw powoduje zmniejszenie
entalpii solwatacji (wspétczynniki a i b, Tabela 22, majg warto$¢ ujemng). Udziat
wnoszony przez grupy polarne w warto$¢ entalpii solwatacji w metanolu jest
wiekszy iz ten wnoszony przez grupy niepolarne, ale w przeciwienstwie do
wodnych roztworéw oba udziaty zwiekszajg entalpie solwatacji (parametry a i b
majg znak dodatni). W roztworze DMF oba udziaty odpowiadajgce powierzchni
polarnej i niepolarnej sg zblizone do siebie w granicy btedu (a = b) Zmniejszenie
jakosci modelu dla DMF (R = 0.951) moze by¢ konsekwencjg oddziatywan dipol-
dipol pomiedzy badang substancjg a rozpuszczalnikiem, stabilizowanymi przez
duzy moment dipolowy czasteczki DMF.

Analogicznie jak entalpie solwatacji entalpie oddziatywann substancja
rozpuszczona — rozpuszczalnik mozna przedstawi¢ jako funkcje powierzchni

polarnej i niepolarne;j:

Ainth = a’Snp + b’Sp + C, (86)

Oczekiwano takze dobrej korelacji funkcji przejscia z parametrami

strukturalnymi czasteczki substancji rozpuszczone;:

AwHm "= a(i)Snpgy + b(i)Spp— ali)Snpg) — b() Sy (8.7)

gdzie indeksy i oraz j wskazujg na rodzaj rozpuszczalnika, Spp, Sppp polarna i
niepolarna powierzchnia dostepna dla rozpuszczalnika. Okreslone wspdfczynniki
a(i), b(i), przedstawiono w Tabeli 23.
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Tabela 23. Parametry a(i) (woda), a(j) (metanol, DMF), b(i) (woda), b(j) (metanol,
DMF) i wspéiczynnik R, okreslone dla zaleznosci AuHy'” = f (Snp, Sp).

a(i), [kJ-A? b(i), [kJ-A? R
Woda -0.51+0.07 -0.1410.02
a(j), [kJ-A% b(j), [kJ-A?]
0.991
Metanol 0.57+0.13 0.20+0.02
DMF 0.27+0.03 0.25+0.01

Na podstawie uzyskanych rezultatbw mozna stwierdzi¢ iz molowa entalpia

przejScia jest funkcjg powierzchni badanej substancji.

8.8. Zaleznosci wzglednych gestosci otoczki solwatacyjnej
od polarnosci badanych zwiazkéw w roztworach wodnym,

metanolu i DMF.

Na podstawie uzyskanych warto$ci czgstkowych molowych objetosci
okreslono, na podstawie zaleznosci 7.15, wartoSci wzglednych gestosci otoczki
solwatacyjnej, a. Na podstawie zdefiniowanej dla kazdego rozpuszczalnika

polarnosci P podjeto proby okreslenia zaleznosci:

a=qo+bP (8.8)

. Zaleznosci te przedstawiono na Rysunku 18, a okreSlone wartosci

parametrow o, i b podano w Tabeli 24
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Rysunek 18. Zaleznosci a = f(P) dla wody (#), metanolu (4) i N ,N-dwumetyloformamidu (e).



Tabela 24. Parametry «, i b okres$lone dla wody, metanolu i N,N-

dwumetyloformamidu.
Qo b R
Woda -0.117£0.003 0.09310.007 0.957
Metanol -0.100£0.004 0.200+£0.022  0.904
DMF -0.043+£0.002 0.126+0.011  0.939

W kazdym rozpatrywanym przypadku okreslona zalezno$¢ ma charakter
liniowy. To pozwala stwierdzi€, ze przyjeta droga analizy oddziatywan pomiedzy
badang substancjg a rozpuszczalnikiem jest poprawna.

Warto§¢ o, zawiera informacje o zmianach gestosci rozpuszczalnika
spowodowanej wprowadzeniem do niego catkowicie apolarnej czasteczki badanej
substancji. Najmniejsza warto$¢ a,, $wiadczy o najbardziej zaktéconej strukturze
rozpuszczalnika w otoczce solwatacyjnej. Wartos¢ o, uzyskana dla roztwordow
wodnych badanych zwigzkéw rézni sie od uzyskanych wartosci dla innych
zwigzkéw. Dla przyktadu warto$¢ a, uzyskana dla alkilowych pochodnych uracylu
w wodzie wynosi —0.146 + 0.003 1*¥, natomiast w metanolu -0.087 + 0.003 [l
Pomiedzy wartoSciami «, okreslonymi dla roztworéw wodnych, metanolowych i
N,N-dwumetyloformamidu obserwuje sie znaczne réznice. Poréwnujac uzyskane
wartoSci mozemy stwierdzi¢ iz najmniejsze zmiany w otoczce solwatacyjnej sg
powodowane przy wprowadzeniu czgsteczki badanej substancji do N,N-
dwumetyloformamidu a najwieksze zmiany w otoczce solwatacyjnej istniejg w
wodnych roztworach badanych substanc;ji.

8.9. Zwiazki pomiedzy wlasnosciami objetosciowymi i

~ entalpowymi badanych zwigzkoéw.

Zgodnie z zastosowanym modelem oddziatywan pomiedzy substancja
badang a rozpuszczalnikiem, czgsteczka badanej substancji wprowadzona do

rozpuszczalnika powoduje reorganizacje czgsteczek rozpuszczalnika w
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sgsiedztwie czasteczki substancji rozpuszczonej. Jak byto przedstawione w pracy
(%51 energia swobodna Gibbsa reorganizacji czasteczek wody wokét matych
czasteczek alkanéw jest proporcjonalna do parametru g zdefiniowanego jako
réznica pomiedzy eksperymentalnie okreSlonymi czgstkowymi molowymi
objetoSciami a objetoscia molekularng. Analogiczna relacja zostata znaleziona
pomiedzy parametrem S i logarytmem rozpuszczalno$ci wybranych pochodnych

142 Mozna wiec uznaé ze parametr S moze byé interpretowany w

uracyli
zaleznoSci od energii swobodnej Gibbsa. Postulowana zalezno$¢ prowadzi do
sformutowania prostego modelu oddziatywan pomiedzy rozpuszczalnikiem a
badang substancja.

Czasteczka badanej substancji oddziatuje z otaczajgcymi jg czasteczkami
rozpdszczalnika. To oddzialywanie powoduje zmiany w organizacji
rozpuszczalnika w otoczeniu czgsteczki badanej substancii.

Zmiany w otoczce solwatacyjnej wynikajg ze zmian gestoSci
rozpuszczalnika w stosunku do czystego rozpuszczalnika. Zmiany w gestosci
otoczki solwatacyjnej sg obserwowane w zmianach czastkowych molowych
objetosci badanych substancji. W pierwszym przyblizeniu energia swobodna
reorganizacji rozpuszczalnika jest proporcjonalna do zmian gestosci i objetosci
rozpuszczalnika w miejscu gdzie ta zmiana zachodzi, natomiast ostatecznie

mozemy zapisac:

Aso/vG = aﬂ + b (89)
gdzie ﬂ = Vzo - VzM

Zaktadajgc, ze wkiad entropii nie podlega zmianom podjeto prébe
wyznaczenia zalezno$Sci parametru £ od entalpii solwatacji AsonHm dla roztworéw

badanych zwigzkéw, wedtug zaleznosci:

Aso[vH = aﬂ > b (810)
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Rysunek 19. Zaleznosci AsonH = a p+ b okreslone dla wody (e), metanolu(a),
i DMF (e).
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Wyniki, zaprezentowane na Rysunku 19 wskazujg, ze entalpia solwatacji
zalezy od parametru [, bedacym miarg reorganizacji rozpuszczalnika
spowodowang wprowadzeniem czasteczki badanej substancji. Wynik ten jest
potwierdzeniem przypuszczen, ze dla pochodnych pirymidynowych zasad kwasow
nukleinowych mozna oczekiwaé prostej korelacji pomiedzy wihasnoSciami

objetosciowymi a entalpowymi tych zwigzkow.
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9. Ogéine wnioski.

Przedmiotem przeprowadzonych badan byta cytozyna i jej nastepujgce
pochodne: 1-metylocytozyna (m'Cyt) 1,5-dwumetylocytozyna (m'~°Cyt) 1-metylo-
N*-hydroksycytozyna (m'N*OHCyt); 1,5-dwumetylo-N*-hydroksycytozyna
(m'SNYOHCyt); 1-metylo-N*-metoksycytozyna (m'N*OmCyt); 1,5-dwumetylo-N*-
metoksycytozyna (m'°N*OmCyt), 1,N*-dwumetylocytozyna (m'NCyt); 1,N*-
dwumetylo-5-etylocytozyna  (m"™e°Cyt);  1,N*-dwumetylo-5-propylocytozyna
(m"Mp3Cyt) i 1,N*-dwumetylo-5-butylocytozyna (m'"™b°Cyt).

Badania prowadzono w trzech rozpuszczalnikach. Do badan wybrano: wode,

metanol i N,N-dwumetyloformamid, ze wzgledu na ich ré6zne wtasnos$ci protonowo

— akceptorowe.

Wyznaczono nastepujace wielkosci charakteryzujgce badane uktady:

o Entalpie rozpuszczania badanych zwigzkbw w metanolu i N, N-
dwumetyloformamidzie.

o Czastkowe molowe objetosci roztworéw cytozyny i jej pochodnych w wodzie i
N,N-dwumetyloformamidzie.

a takze

e Preznosci par badanych zwigzkéw w réznych temperaturach oraz entalpie
sublimacji metodg przeptywu gazu obojetnego nad substancjg sublimujaca.

o Okreslono parametry strukturalne, charakteryzujace cytozyne i jej metylo-,
metoksy- i hydroksy- pochodne.

e Na podstawie eksperymentalnie wyznaczonych entalpii rozpuszczania i
sublimacji okreslono entalpie solwatacji.

e Obliczono wielkosci entalpii koniecznej do pokonania sit
miedzyczasteczkowych w rozpuszczalniku w celu wytworzenia ,wneki’, w
ktorej umieszczona jest czasteczka substancji rozpuszczonej.

e Okreslono entalpie oddziatywania badanych substancji z rozpuszczalnikiem.

e Na podstawie okreSlonych entalpii solwatacji i czgstkowych molowych
objetosci okreslono udziaty grupowe w tych wielkosciach.

e Wyznaczono entalpie przejscia oraz czastkowe molowe objetosci przejscia

woda — metanol, woda — N,N—dwumetyloformamid.
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Na podstawie analizy udziatbw grupowych w wielko$ciach entalpii
solwatacji oraz badan z zastosowaniem spektroskopii NMR potwierdzono istnienie
roznych form konformacyjnych N* podstawionej cytozyny. Stwierdzono, ze 1-
metylo-N*-hydroksycytozyna i 1-metylo-N*-metoksycytozyna istniejg w roztworach
wodnych w rownowadze konformacyjnej cis/trans wigzania N* — C*.

. Zaleznosci pomiedzy parametrami strukturalnymi, tj. powierzchnig
badanych zwigzkéw, dostepng dla rozpuszczalnika a wielkosciami entalpowymi:
entalpig solwatacji, entalpia przejScia i entalpia oddziatywan, potwierdzity
stuszno$¢ przyjetego w niniejszej pracy sposobu oddziatywan badanych substancji
z rozpuszczalnikiem.

W przypadku wielkoSci objetoSciowych znaleziono relacje pomiedzy
parametrem o, okreSlanym jako wzgledna objetos¢é otoczki solwatacyjnej a
polarnoscig, zdefiniowang jako iloraz powierzchni atoméw polarnych oraz
catkowitej powierzchni czgsteczki badanej substanc;i.

Potwierdzono przypuszczenia, ze dla pochodnych pirymidynowych zasad
kwas6w nukleinowych mozna oczekiwa¢ prostej zaleznoSci pomiedzy
wiasnosciami objetos$ciowymi i entalpowymi badanych zwigzkow.

Na podstawie przeprowadzonej analizy uzyskanych danych stwierdzono, ze
cytozyna i jej metylo-, metoksy- i hydroksy- pochodne sa zwigzkami
hydrofobowymi. Potwierdzono, ze woda jako zaréwno dobry akceptor jak i donor
protonédw oddziatuje z atomami tlenu, azotu i wodoru czgsteczki badanej
substancji; metanol, ktéry jest lepszym donorem niz akceptorem protonéw
oddziatuje z atomami tlenu i azotu, natomiast DMF tylko z polarnymi atomami

wodoru.
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