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Wstęp
Bisfosfoniany (BP) to uniwersalna klasa związków o trwałych, 

nieulegających hydrolizie wiązaniach P–C–P. Ich wspólną cechą jest 
silne powinowactwo do jonów metali, zwłaszcza do Mg2+ i Ca2+. 
Pierwsze związki tej klasy opracowane w XIX w. zsyntezowano 
jako substancje przeznaczone do celów niebiologicznych. Pierw-
sze zastosowania bisfosfonianów obejmowały głównie środki an-
tykorozyjne i środki kompleksujące w przemyśle włókienniczym, 
nawozów i naftowym [1]. Jako leki o głębokim wpływie na metabo-
lizm wapnia, bisfosfoniany pojawiły się w latach 70. ub.w. Pierwsze 
kliniczne zastosowania tych leków (klodronian i etidronian) obej-
mowały inhibicję kalcyfikacji, co było efektem poszukiwania trwa-
łych analogów pirofosforanu, który jest naturalnym regulatorem 
mineralizacji kości [2]. Po tym sukcesie opracowano i pomyślnie 
wprowadzono na rynek, jako klinicznie wartościowe leki, związki 
skuteczniejsze – z atomem azotu w łańcuchach bocznych, najpierw 
z szeregu aminoalkilowego, pamidronian, alendronian, ibandronian 
i wreszcie rizedronian i zoledronian. W 2011 r. opublikowano spe-
cjalny numer czasopisma BONE z serią artykułów przeglądowych, 
podsumowujących podstawowe naukowe i kliniczne aspekty dzia-
łania bisfosfonianów, napisanych przez znanych naukowców, którzy 
przyczynili się do zrozumienia wyjątkowych właściwości bisfosfo-
nianów i sposobu ich funkcjonowania [3].

Obecnie bisfosfoniany zawierające azot (NBP) są najczęściej 
stosowanym lekiem w terapii zaburzeń metabolizmu wapnia. Po-
wszechnie przyjmuje się, że NBP hamują resorpcję kości poprzez 
selektywne wychwytywanie i adsorpcję na powierzchniach mine-
ralnych kości, gdzie zakłócają czynność resorpcyjną osteoklastów. 
W komórkach działają poprzez zakłócanie szlaku biosyntezy me-
walonianu i hamowanie – w różnym stopniu – działania enzymów 
metabolizujących lipidy izoprenoidowe zawierające pirofosforan. 
Głównym celem enzymatycznym NBP jest zależna od magnezu syn-
taza pirofosforanu farnezylu (FPPS) [2, 4÷15]. Kilka struktur kom-
pleksów FPPS-bisfosfonian ustalonych rentgenoskopowo dowodzi, 
że dla czynności farmakologicznej leku konieczna jest obecność obu 
grup fosfonianowych. Ponadto wiązanie wodorowe, utworzone 
między atomem azotu a specyficzną resztą w centrum aktywnym 
FPPS, oraz oddziaływania hydrofobowe, przyczyniają się do ogólne-
go powinowactwa wiązania wykazywanego przez najskuteczniejsze 
NBP. Pomimo ogromnego postępu w poznawaniu molekularnych 
podstaw działania bisfosfonianów, nadal nie jest dostatecznie ja-
sne, dlaczego niewielkie zmiany w ich budowie mogą powodować 
znaczne zmiany w ich charakterystyce fizykochemicznej, biologicz-
nej i toksykologicznej.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badań Autorów nad 
kompleksowaniem nagnezu(II) i wapnia(II) trzema aminofosfoniana-

mi różniącymi się charakterem (aminocykloheksyl lub pierścień hete-
rocykliczny) i wielkością (pierścień 6-, 7- lub 8-członowy) podstawni-
ków przyłączonych do wspólnego szkieletu P–C–P (Schemat 1).

		  1		            2	       3
Schemat 1

Część doświadczalna
Materiały. Związki 1−3 (Schemat 1) otrzymano zgodnie z wcze-

śniej opisanymi procedurami [15]. Roztwory podstawowe metali(II) 
do analizy potencjometrycznej sporządzono z koncentratów MCl2 
Titrisol (Merck). Dokładne stężenia jonu metalu sprawdzono za po-
mocą miareczkowania kompleksometrycznego etylenodiaminote-
traoctanem (EDTA). Wolny od węglanów roztwór wodorotlenku 
potasu (titrant) sporządzono z KOH a jego miano nastawiono na roz-
twór wzorcowy wodoroftalanu potasowego. Roztwór HCl zakupio-
no w firmie Merck w postaci koncentratu Titrisol do sporządzania 
roztworów podstawowych. Dokładne stężenia roztworów podsta-
wowych koncentratu Titrisol i roztworów podstawowych ligandów 
wyznaczono metodą Grana [16]. Wszystkie roztwory sporządzono 
używając wodę podwójnie destylowaną.

Jako źródło jonów metali w badaniach NMR i ESI-MS zastosowano 
azotany Zn(II), Mg(II) i Ca(II) (Aldrich). Wszystkie odczynniki i rozpusz-
czalniki używano bez dalszego oczyszczania.

Pomiary NMR
Widma 31P NMR rejestrowano za pomocą spektrometru Bruker 

DRX przy 121,50 MHz w temp. 300 K wobec 85% H3PO4. Przesunię-
cia chemiczne w kierunku wyższych wartości podane są jako dodatnie. 
Próbki do badań NMR sporządzono w wodzie deuterowanej o stęże-
niu metalu(II) równym 1 x 10‒2 M i stosunku molowym M(II) do liganda 
1:1 i 1:2. Pomiary wykonywano wyłącznie na świeżo przygotowanych 
próbkach. pH mierzono za pomocą radiometru pHM83 z elektrodą 
Mettler Toledo INLAB 422 i wyniki podano jako odczyty z miernika 
bez poprawki na pD.

Pomiary potencjometryczne
Miareczkowano potencjometrycznie próbki o objętości 3 cm3. 

Stężenie ligandów wynosiło 2 x10‒3 mol dm-3. Stosunek metalu 
do liganda był w zakresie od 1:1 do 1:3 i dla każdego badanego 
układu stosowano trzy lub cztery różne wartości tego stosunku. 
Próbki miareczkowano w zakresie pH 2,5–11. Miareczkowanie 
potencjometryczne wykonywano za pomocą automatycznego 
systemu Titrando 809 (Metrohm) ze szklaną elektrodą złożoną  
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Metrohm 6.0234.100 napełnioną 3M KCl w wodzie. Pomiary wy-
konywano w atmosferze argonu w temp. 298 K przy stałej mocy 
jonowej (0,2 mol dm-3 KCl).

Stałe protonowania liganda i stałe trwałości (logβpqr) kom-
pleksów metali obliczono za pomocą uniwersalnego programu 
obliczeniowego SUPERQUAD [17]. Niepewności (wartości 3SD) 
stałych trwałości podano w Tablicy 1 w nawiasach. Układ elektrod 
wzorcowano codziennie na stężenie jonów wodorowych z uży-
ciem roztworu HCl (0,02 mol dm-3 w KCl) wobec wzorcowego 
roztworu KOH (0,15 mol dm-3). Stałą jonizacji wody (pKw) wyzna-
czono na 13,74 ±0,01. Wzorcowanie elektrody przeprowadzono 
w układzie pH = -lg[H+]. W obliczeniach uwzględniono stałe trwa-
łości układów M2+–OH, których wartości wzięto z literatury [18]. 
W tekście, w tablicy i na rysunkach pominięto ładunki kompleksów. 
Należy zauważyć, że ze względu na silną zasadowość grupy NH+, 
wartości pK(NH+) nie można wyznaczyć za pomocą miareczkowa-
nia pehametrycznego i dlatego pominięto je w procesie oblicze-
niowym. W związku z tym w obliczeniach przyjęto, że L3- stanowi 
w pełni deprotonowaną postać liganda.

Pomiary ESI-MS
Badania ESI-MS układów M(II)−L (M –Mg, Ca) przeprowadzono 

na spektrometrze Bruker MicrOTOF-Q (Bruker Daltonic, Brema, 
Niemcy) wyposażonym w źródło jonów Apollo II z lejkiem jono-
wym. Widma uzyskiwano zarówno w trybie jonów dodatnich jak 
i ujemnych. Doświadczenia wykonano dla roztworów o stosunkach 
molowych metalu do liganda 1:1 oraz 1:2. Wodne roztwory podsta-
wowe próbek sporządzono w stężeniach odpowiednich dla badań 
NMR. pH nastawiono w zakresie ok. 4,5–11 dodając odpowiednią 
ilość KOH lub NaOH (układy Ca(II)). Zwykle pomiary wykonywa-
no na próbkach 50:50 (v/v) MeOH/H2O. Jednak zmienność składu 
analitu do 5% MeOH nie zmieniało kompozycji kompleksu. Próbki 
wprowadzano do źródła ESI w tempie 3 μl/min. Przed każdym po-
miarem aparat kalibrowano wzorcem zewnętrznym stosując mie-
szaninę TunemixTM (Bruker Daltonik, Niemcy) w trybie regresji 
kwadratowej. Parametry przyrządu były następujące: zakres skano-
wania m/z 200–2000, potencjał płyty końcowej -500 V, suchy azot 
(4 l/min), temp. 473 K, napięcie kapilary 4500 V, energia jonów 5 eV. 
Analizę danych przeprowadzono za pomocą oprogramowania Bru-
ker Daltonics Data Analysis v. 3.4.

Wyniki i ich omówienie
Badane związki 1−3 (Schemat 1) w postaci całkowicie sproto-

nowanej [H5L]+ zawierają pięć dysocjujących protonów. Pierwszy 
etap deprotonacji w grupach fosfoniowych (PO3H2) zachodzi poza 
mierzalnym zakresem pH (pH ~1). Następny etap deprotonacji 
odpowiada odszczepieniu protonu od kwaśnej grupy fosfoniano-
wej (PO3H

-) przy wartości pK(PO3H-) dla tego procesu równej 5,14 
w przypadku 1, 4,88 w przypadku 2 i 4,91 w przypadku 3. Uwol-
nienie protonu z bardziej zasadowej grupy (PO3H

-) daje wartości 
pK(PO3H-) równe 8,18 dla 1, 8,49 dla 2 i 8,44 dla 3. Ostatni proton 
odszczepia się od atomu azotu przy silnie alkalicznym pH. Grupa NH+ 
jest silnie zasadowa (pK(NH+) >13), przez co stałej deprotonacji tego 
procesu nie można wyznaczyć na drodze miareczkowania peha-
metrycznego. Zatem ogólne zasadowości tych ligandów, określone 
jako lgKPO3H- + lgKPO3H- (Tab. 1), są bardzo podobne: odpowiednio 
13,32, 13,37 i 13,35. Wysoką zasadowość grupy NH+ potwierdza-
ją badania NMR, co widać na krzywych miareczkowania 31P NMR 
względem pH przedstawionych na Rysunku 1, wykazujących małe 
zmiany w przesunięciu chemicznym (Dd ~ 2–0,5 ppm) w całym 
badanym zakresie pH.

Przyczyną tego może być wewnątrzcząsteczkowe wiązanie wodo-
rowe N–H…O(fosfonian) utworzone między protonowanym atomem 
azotu (NH+) a atomem tlenu jednej z grup fosfonianowych [19].

Rys. l. Krzywe miareczkowania 31P NMR związków 1–3

Tablica 1
Stałe protonowania (lgβn

H), sumaryczne stałe tworzenia  
(wartości lgβpqr) kompleksów utworzonych w układach 

MgII/CaII -L, T=298 K, I=0,2 mol · dm-3

Zwiazek a) p q r lgβn związków

Ligand (L) 1 2 3

HL 0 1 1 8,18(1) 8,49(2) 8,44(3)

H2L 0 1 2 13,32(2) 13,37(2) 13,35(4)

lgKPO
3

H
- 8,18 8,49 8,44

lgKPO
3

H
- 5,14 4,88 4,91

Układ Mg(II) – L

[Mg(H2L)] 1 1 1 11,63(6) 11,19(11) 11,49(4)

[Mg(HL)] 1 1 0 6,29(6) 5,82(6) 5,32(3)

[Mg(HL)H-1] 1 1 -1 -0,37(8)

[Mg(HL)H-2] 1 1 -2 -12,38(12) -13,28(7)

[Mg(HL)2] 1 2 0 9,43(13)

pK[Mg(H
2

L) 5,34 5,37 6,17

lgK[M(HL)]–∑pKPO
3

H
- -7,03 -7,55 -8,03

Układ Ca(II) – L

[Ca(H2L)] 1 1 1 11,03(4) 11,49(2) 11,42(8)

[Ca(HL)] 1 1 0 5,05(4) 4,98(4) 4,73(6)

[Ca2(H2L)2(HL)] 2 3 2 31,28(14)

[Ca(HL)H-1] 1 1 -1 -5,17(10)

[Ca(HL)H-2] 1 1 -2 -15,06(6) -13,74(8)

[Ca(HL)2] 1 2 0 7,80(9) 7,67(5) 7,52(5)

pK[Ca(H
2

L) 5,98 6,51 6,69

lgK[Ca(HL)
2

] 2,75 2,69 2,79

lgK[M(HL)]- ∑pKPO
3

H
- -8,27 -8,39 -8,62

a)Stałe obliczone dla równowagi: pM+qHL + rH = MpLqHr+q. 

W celu ustalenia stechiometrii kompleksów utworzonych 
w roztworach Mg(II) i Ca(II) z badanymi ligandami przeprowadzo-
no badania ESI-MS. Tą metodą nie można określić liczby protonów 
zdolnych do jonizacji w związku. Jednak wyznaczenie masy czą-
steczkowej, ładunku i rozkładu izotopowego stanowi skuteczne 
narzędzie do ustalania stechiometrii kompleksów metali powsta-
jących w roztworze. I faktycznie seria adduktów o takim samym 
stosunku M(II):ligand i zmiennej liczbie kationów alkalicznych zdaje 
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trycznego [20÷23]. We wszystkich badanych układach widma zare-
jestrowane w trybie jonów dodatnich zawierają przeważnie piki od-
powiadające kompleksom jednordzeniowym 1:1 M(II):L. Ponadto 
w przypadku 2 mniej intensywne piki można przypisać kompleksom 
o stosunku molowym metalu do liganda 1:2 i 2:3, które występują 
przeważnie jako addukty z K+ (Na+ w układach Ca(II)). Komplek-
sy te wykrywane są jako jony o podwójnym ładunku na widmach 
uzyskiwanych zarówno w trybie jonów dodatnich jak i ujemnych. 
Przykłady doświadczalnych i obliczonych rozkładów izotopowych 
reprezentatywnego kompleksu Mg(II) o stechiometrii metal-ligand 
1:1, powszechnie występującego we wszystkich rozpatrywanych 
tu układach, oraz kompleksu wielordzeniowego o kompozycji 
metal-ligand 2:3 występującego w układach M(II) (M=Ca, Mg)  
z 2 przedstawiono na Rysunku 2.

Rys. 2. Doświadczalne i obliczone rozkłady izotopowe kompleksów 
[Mg(HL)K2]

+ (a) i [Ca3 (H5L3)Na3]
2+ (b) z ligandem 2

Wziąwszy pod uwagę powyższe, stałe trwałości kompleksów 
w badanych układach obliczono przy założeniu, że stechiometrie naj-
istotniejszych pod względem chemicznym kompleksów są zgodne 
z ustalonymi metodą ESI-MS. Obliczenia pehametryczne przeprowa-
dzono stosując metodę, w której pomija się odszczepienie protonu 
od grupy NH+ i traktuje postać liganda HL-3 jak L3- w równowadze 

tworzenia pM+qHL+ rH = MpLqHr+q. Jest to dopuszczalne, gdy nie 
da się rzetelnie wyznaczyć wartości pK(NH+) [24] i zostało to już wcze-
śniej zastosowane przez Autorów przy szacowaniu stałych trwałości 
kompleksów Mg(II) i Ca(II) tworzonych przez bisfosfoniany zawierają-
ce łańcuchy boczne piperydylowe, morfolinylowe i tiomorfolinylowe 
[22, 25]. Słuszność takiego założenia potwierdzają krzywe miareczko-
wania 31P NMR odpowiednich układów M(II)-ligand, które wskazują, 
że jony Mg(II) i Ca(II) nie są w stanie w całym badanym zakresie pH 
wyprzeć protonu związanego z azotem (NH+) (Rys. 3).

Rys. 3. Krzywa miareczkowania 31P NMR reprezentatywnego układu 
Mg(II)−2 o stosunku molowym 1:1 w funkcji pH w odniesieniu 

do liganda 2 niezwiązanego z metalem

Zweryfikowane stałe trwałości kompleksów Mg(II) i Ca(II) z 1, 2 
i 3 zestawiono w Tablicy 1. Schematy rozkładu występowania poszcze-
gólnych postaci kompleksów dla układu Ca(II)–2, obliczone z użyciem 
wartości stałych trwałości z Tablicy 1, przedstawiono na Rysunku 4.

Rys. 4. Schematy rozkładu występowania poszczególnych postaci 
kompleksów dla układu Ca(II)–2 w funkcji pH; stosunek molowy 1:2; 

cM = 1 x 10–3 mol dcm-3

Według tych danych, kompleksy jednordzeniowe przeważają 
w przedziale wartości pH do ok. 10. Kompleks dwurdzeniowy, [Ca2(H-

2L)2(HL)], tworzy się w układzie Ca(II) tylko z ligandem 2. Kompleksy 
hydrokso, [M(HL)OH], tworzone są w roztworach zasadowych ukła-
dów M(II) z 2 i 3 (Tab. 1). Wykrywane są również kompleksy [M(HL)2] 
w układach Ca(II) z 1−3 i w układzie Mg(II) z 2, nie są to jednak nigdy 
kompleksy przeważające. Stosunki stałych trwałości kolejnych kom-
pleksów, lg(K[M(HL)]/K[M(HL)2]), wynoszące 2,21 dla układu Mg(II)−2 oraz 
odpowiednio 2,23, 2,29 i 1,94 dla układów Ca(II) z 1, 2 i 3, świadczą 
o tym, że wiązanie drugiej cząsteczki liganda nie jest preferowane.

Wartości pK[M(H2L)] dla odszczepienia protonu od [Mg(H2L)] równe 
5,34 dla 1, 5.37 dla 2 i 6,17 dla 3 oraz od [Ca(H2L)] równe 5,98 dla 
1, 6,51 dla 2 i 6,69 dla 3, są znacząco mniejsze od wartości bardziej 
zasadowych lgKPO3H- dla wolnych ligandów. To wskazuje, że w tych 
procesach odszczepienie protonu od grup fosfonianowych zachodzi 
na atomie tlenu. Zatem we wszystkich związkach 1–3 preferowana 
jest koordynacja metalu poprzez atomy tlenu grup fosfonianowych.
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Porównanie skorelowanych z zasadowością wartości stałych 
trwałości logK[M(HL)] – ∑pKPO3H- kompleksów Mg(II) i Ca(II) pokazuje, 
że kompleksy Ca(II) są o około jedną jednostkę logarytmiczną mniej 
trwałe od odpowiadających im kompleksów Mg(II).

Porównanie skorelowanych z zasadowością wartości stałych trwa-
łości Mg(HL) z 1, 2 i 3 (odpowiednio -7,03, -7,55 i -8,03) uwidacznia, 
że kompleks [Mg(HL)] 1 (pierścień sześcioczłonowy) jest trwalszy od 2 
(pierścień siedmioczłonowy) i 3 (pierścień ośmioczłonowy), Mg(1) > 
Mg(2) > Mg(3). Taką samą prawidłowość (Ca(1) > Ca(2) > Ca(3)) ob-
serwuje się w przypadku kompleksów [Ca(HL)] (Tab. 1).

Wnioski
Wyniki łączne badań NMR, potencjometrycznych i ESI-MS wykaza-

ły, że w tworzeniu kompleksów Mg(II) i Ca(II) ze związkami 1–3 pre-
ferowane jest powstawanie kompleksów protonowanych wiązanych 
poprzez atom tlenu. Badane ligandy wykazują silną tendencję do two-
rzenia kompleksów równomolowych. Znajduje to odzwierciedlenie 
w wartościach lg(K[M(HL)]/K[M(HL)2]), które wskazują, że wiązanie drugiej 
cząsteczki liganda nie jest preferowane.

Porównanie skorelowanych z zasadowością wartości stałych trwa-
łości kompleksów Mg(II) i Ca(II) typu [M(HL)] pokazuje, że komplek-
sy [Ca(HL)] są o około jedną jednostkę logarytmiczną mniej trwałe 
od odpowiadających im kompleksów [Mg(HL)]. W szeregu komplek-
sów MHL związków 1−3 obserwuje się spadek trwałości (1 > 2 > 3) 
ze wzrostem wielkości pierścienia stanowiącego szkielet bisfosfonianu: 
6-członowy (1) < 7-członowy (2) < 8-członowy (3)).
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