


PROF. DR GEORG ZUNDEL (1931-2007)
— WSPOMNIENIE

PROF. DR GEORG ZUNDEL (1931-2007)
— AN OBITUARY

STRESZCZENIE

Przedstawiamy krotki zyciorys naukowy oraz dorobek naukowy prof. G. Zun-
dela, wybitnego fizyko-chemika niemieckiego. Jego gldwne osiagnigcia naukowe
dotyczyly silnych wiazan wodorowych, spektroskopii ukladow z wiazaniem wodo-
rowym, a zwlaszcza roli podwdjnego minimum potencjalu w powstawaniu konti-
nuow. Wigkszos¢ prac dotyczyla ukladow biologicznych lub prostych zwiazkow
bedacych modelami dla tych ukladow.

W literaturze Swiatowej najprostszy zhydratowany jon wodorowy H,O; przyjal
nazwe kationu Zundela.

ABSTRACT

A short biography and scientific achievements of Professor Georg Zundel, out-
standing German physico-chemist, are presented. His main successes are related to
strong hydrogen bonds, spectroscopy of strong specific interactions and particularly
the role of a double minimum potential in creation of continua. Majority of papers
were devoted to biological systems and simpler compounds modelling these sys-
tems. In the world literature the simplest hydrated proton H,OJ is commonly named
as the Zundel cation.
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Profesor Georg Zundel urodzil si¢ 17 maja 1931 roku
w Tybindze. Po ukonczeniu miejscowego Uhland — Gim-
nazjum w Tybindze w roku 1952 rozpoczal studia na Wy-
dziale Fizyki na Uniwersytecie w Monachium. Od 1954
roku, po siedmiu miesiacach podrézy po Indiach, konty-
nuowal studia na Uniwersytecie we Frankfurcie nad Me-
nem. Prace dyplomowa wykonal w zespole prof. H. Nol-
lera, z ktorym do ostatnich lat swojego zycia pozostawal
w wielkiej przyjazni. Prof. H. Noller zaproponowal
dyplomantowi badania otoczonych powloka ziaren wy-
mieniacza jonowego jako modelu elementarnej komorki
biologicznej. Po studiach powrocil do Instytutu Chemii Fizycznej Uniwersytetu
w Monachium, kierowanego przez prof. G.M. Schwaba. Nowatorskie zastosowanie
metody spektroskopii w podczerwieni pozwolilo na rozwiazanie szeregu waznych
zagadnien efektow hydratacyjnych i ruchliwosci protondw, stanowiac podstawe dla
pracy doktorskiej pod tytulem: .. IR Untersuchung von lonenaustauschern auf Poly-
styrolbasis — insbesondere im Hinblick auf die lonenhydratation und Protonenbe-
weglichkeit” (Badania w podczerwieni wymieniaczy jonowych na bazie polistyrenu
ze szczegblnym uwzglednieniem hydratacji jonéw 1 ruchliwosci protondéw), obro-
nionej w 1961 roku. Dalsze badania spektroskopowe wykonywane w Instytucie
Chemii Fizycznej Uniwersytetu w Monachium doprowadzily Prof. G. Zundela do
pracy habilitacyjnej zakonczonej kolokwium w 1967 roku i opublikowanej w posta-
ci monografii ksiazkowej pt.: ,,Hydratation and Intermolecular Interactions”, wyda-
nej przez Academic Press w 1969 roku. Ksiazka ta zostala w 1972 roku wydana
rowniez w jezyku rosyjskim przez Wydawnictwo MIR. Po habilitacji dzialalnose¢
naukowa i dydaktyczna Prof. G. Zundela nadal byla zwiazana z Instytutem Chemii
Fizycznej Uniwersytetu w Monachium, az do przejscia na emerytur¢ w 1996 roku.
W 1978 otrzymal tytul profesora w dziedzinie chemii biofizycznej. Jest autorem
1 wspolautorem 314 publikacji naukowych w renomowanych czasopismach o zasiegu
mi¢dzynarodowym oraz szeregu opracowan monograficznych, wypromowat 50 dok-
torantow. Jego prace wniosly ogromny wklad w wyjasnienie mechanizmu transferu
protondw w wiazaniach wodorowych a takze ich przejawow spektroskopowych.
Wprowadzitl do literatury pojecie kontinuum, ktore zapisalo si¢ w literaturze jako
,.Zundel’s continuum”. W literaturze utrwalily si¢ takze inne pojecia jak: ,,Zundel’s
polarizability” i ,,Zundel’s cation™. Za caloksztalt dzialalnosci naukowej 1 pokojo-
wej prof. G. Zundel otrzymal najwyzsze odznaczenie niemieckie ,,Bundesverdienst-
kreuz”.

Prof. Georg Zundel byl wiclkim przyjacielem Polski i Polakow. Nawiazal i pro-
wadzil szeroka wspolpracg z wicloma uczelniami w Polsce, a od 1985 roku byt
honorowym czlonkiem Polskiego Towarzystwa Chemicznego.

Dorobek naukowy G. Zundela dotyczy szerokiego kregu zagadnien oddzialy-
wan molekularnych poprzez silne wiazania wodorowe zarowno homo-, jak 1 hete-
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ronuklearne, rowniez wspomagane fadunkiem. Glowna technika badawcza byly wid-
ma absorpcyjne w podczerwieni, ale wsrod prac opublikowanych nie brakuje tez
zastosowania widm NMR. Wiele z opublikowanych prac powiazanych jest z zasto-
sowaniem metod teoretycznych. Dotyczy to nie tylko teoretycznej analizy widm IR,
ale takze podstawowych zagadnien potencjalu oddzialywan i, w szczegolnosci,
potencjalow opisujacych ruch protonu.

Niemal wszystkie prace Zundela maja zwiazek z ukladami biologicznymi. Wiele
z nich dotyczy bezposrednio molekul biologicznie aktywnych, wiele innych mole-
kul bedacych wzorcami dla oddzialywan biologicznych.

Wykaz wszystkich publikacji Zundela mozna znalez¢ w opracowaniu biogra-
ficznym [1]. W niniejszym opracowaniu ograniczylismy si¢ do wyboru najwazniej-
szych pozycji, ktore — jak nam si¢ wydaje — w pelni odzwierciedlaja jego ogromny
dorobek. Wsrod nich nalezy wyréznic ksiazki 1 opracowania monograficzne [8, 15,
17,19, 21, 33, 27,36, 37,44, 49, 50, 59-62, 70, 80].

Swoja karier¢ naukowa pod kierunkiem G.M. Schwaba, rozpoczal od badan
polielektrolitow 1 wymieniaczy jonowych oraz membran [2-5, 7, 38], ktore dopro-
wadzily Go do jednego z glownych tematow tj. hydratowanych protonéw [6]. Wklad
Zundela do tego tematu byl tak duzy, ze w literaturze Swiatowej zaczelo nazywac
jony H,OJ kationami Zundela. Analiza tego kationu doprowadzila do fundamental-
nych sformulowan na temat konsekwencji podwojnego minimum potencjatu dla
ruchu protonu w widmach absorpcyjnych w podczerwieni i powstawania tzw. konti-
nuow. Istotg zjawiska jest rozszczepienie tunelowe poziomow oscylacyjnych i super-
polaryzowalnos¢ krotkich wiazan wodorowych 1 wynikajace stad oddzialywania
z otoczeniem |9, 10, 12, 13, 20, 24, 26, 35, 52, 58, 72]. Zundel sformulowal przy
tym pojecie protonowych sil dyspersyjnych, przez analogi¢ do oddziatywan wyni-
kajacych z polaryzowalnosci elektronowej [10, 11]. W pracach nawiazujacych do
tych zagadnien mozna znalez¢ wiele wynikdw zmierzajacych do okreslenia ksztaltu
potencjalu w konkretnych ukladach, a takze problemu symetrii ukladow i pojedyn-
czego szerokiego minimum [18, 22, 28, 40, 42, 54, 71]. Nader istotnym zagadnie-
niem w realnych ukladach skondensowanych byl wplyw otoczenia i1 ogolnie — pola
elektrycznego na wiazania wodorowe |14, 32, 39, 46, 47, 57, 66, 74, 78]. Do istot-
nych wynikow uzyskanych przez Zundela trzeba zaliczy¢ dwie prace doswiadczalne
nad rozpraszaniem Rayleigha, dowodzace istnienia superpolaryzowalnosci pocho-
dzacej od jonow H,O; [30, 31]. Kilka bardzo waznych prac Zundel poswigcil ogél-
nym zagadnieniom wewnatrzmolekularnego 1 wewnatrzkompleksowego przenosze-
nia protonu w modelowych ukladach 1 termodynamicznego opisu zjawiska [39, 40,
42,54, 57, 78]. Warto tez wspomnie¢ o jego wkladzie do metodyki badan silnie
absorbujacych cienkich warstw [16].

Szereg istotnych, jak si¢ wydaje, prac bylo poswigconych widmom IR ukladow
z mostkami kationowymi — analogami wiazan wodorowych. Zundel pokazal, ze
w takich przypadkach wystepuja rowniez kontinua w dalekiej podczerwieni, ktore
powiazal z niezwykla polaryzowalnoscia jonowa [41, 48, 51, 63, 67, 77]. Do waz-
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nych prac Zundela mozna zaliczy¢ te, ktore byly poswigcil kolektywnym aspektom
wigzan wodorowych [53, 56, 64, 68, 73, 75, 76, 79]. Zundelowi wraz z wspoOlpra-
cownikami udalo si¢ poprzez docelowe syntezy dobrac takie uklady gdzie wyste-
puja wewnatrz molekuly sieci sprzg¢zonych mostkdw wodorowych. Wreszcie warto
w tym miejscu wspomnie¢ o wynikach Zundela pokazujacych wplyw wigzan wodo-
rowych na sprz¢zenie mt-elektronowe [45, 55, 29].

Jak juz powiedzielismy na poczatku, najbardziej pasjonowaly Zundela uklady
biologiczne. Do najwazniejszych osiagnie¢ w tej dziedzinie trzeba zaliczy¢ problemy
przekaznikow roznych sygnalow poprzez mostki wodorowe [69, 25, 23], a zwlasz-
cza przenoszenie protonu w bakteriorodopsynie [34, 43, 65].
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ABSTRACT

The paper presents results of spectral and photophysical studies obtained for
molecules representing three different classes of compounds:

 Schiff bases with strong intramolecular hydrogen bond, occurring in a few
phototautomers,

* Aminophtalimides with LE and ICT type electronic excited states forming
exciplexes through hydrogen bonds with the solvent molecules,

» Thioketones with a thiocarbonyl group becoming exceptionally reactive in
the S, state, quenched by molecules of solvent of different properties.

It should be emphasized that for all compounds, irrespective of the complex
mechanisms of their deactivation characterised by different dynamics, the dominant
final process is the reproduction of the chemically unchanged substrate in the ground
state. The necessary condition of the correct interpretation of the complex proper-
ties of the compounds studied in electronic excited states is the proper choice of
solvents of specific properties. Through this proper choice of solvents it becomes
possible to study the role of nonspecific and specific (hydrogen bonds) interactions
with the solvent and to observe the intramolecular and intermolecular processes of
deactivation. The results presented could be obtained thanks to the use of the
steady-state and time-resolved laser methods of absorption and emission spectro-
scopy with a pico- and femtosecond resolution.

The results obtained can be helpful in the study of compounds of similar pro-
perties and more complex systems including biological systems.

Keywords: Schiff bases, aminophtalimides, thioketones, excited states, intramole-
cular proton transfer, hydrogen bonds, exciplex, picosecond and femtosecond laser
spectroscopy

Stowa kluczowe: zasady Schiffa, aminoftalimidy, tioketony, stany wzbudzone,
wewnatrzczasteczkowe przenoszenie protonu, wigzania wodorowe, ekscipleksy, piko
1 femtoseckundowa spektroskopia laserowa
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WSTEP

Bardzo szybki rozwdj metod badawczych 1 technik pomiarowych, w tym szcze-
golnie ultraszybkiej spektroskopii laserowej o rozdzielczosci czasowe] siggajace]
femtosekund, doprowadzil do powstania ogromnej wiedzy dotyczacej wlasciwosci
spektralnych, fotofizycznych i1 fotochemicznych czasteczek o roznych wlasciwos-
ciach chemicznych i fizycznych. Dotychczasowe wyniki badan pokazaly, jak bar-
dzo zlozone 1 czgsto nicoczekiwane, moga by¢ wlasciwosci czasteczek w stanach
elektronowo-wzbudzonych. Zaproponowane wicle lat temu reguly empiryczne,
w szczegolnosci regula Kashy 1 regula przerwy energetycznej, sa spelnione w przy-
padku sztywnych czasteczek o tej samej budowie, w stanie podstawowym i1 w sta-
nach wzbudzonych. Tymczasem reguly te nie opisuja poprawnic zachowania szeregu
elektronowo wzbudzonych czasteczek o bardziej zlozonych wlasciwosciach struk-
turalnych 1 spektroskopowych. Ciagle trudno jest przewidzie¢ wlasciwosci nowo
badanych czasteczek w stanach elektronowo wzbudzonych. Jedna z przyczyn jest
bardzo duzy nadmiar energii, ktora dysponuje czasteczka po wzbudzeniu elektrono-
wym. Prowadzi¢ to moze do istotnej zmiany jej struktury i rozkladu gestosci elek-
tronowej w stanic wzbudzonym (praktycznie kazdym) w stosunku do jej wlasci-
woscl w stanie podstawowym. Zmiany te moga zachodzi¢ natychmiast po wzbudze-
niu w wyzszych stanach singletowych S, n> 1 (o czasach zycia 101107 s), ale
takze w stanie S, (o czasie zycia 10"°~10® s) oraz w stanach trypletowych (o cza-
sach zycia 108-107 s). Cho¢ stwierdzenie obecnosci tych stanow i ich charaktery-
styka spektralna jest mozliwa (przynajmniej czgsciowo) przy uzyciu stacjonarnej
spektroskopii absorpcyjnej 1 emisyjnej, to jednak do ich bezposredniej obserwacji
konieczne jest zastosowanie metod dynamicznych o odpowiednio duzej rozdziel-
czosci czasowe]. Aparaturg do takich badan o bardzo duzej czulosci 1 stabilnosci
pracy, znajdujaca si¢ w Centrum Badawczym Ultraszybkiej Spektroskopii Lasero-
wej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, zastosowano w celu uzys-
kania wynikow przedstawionych w tej pracy.

Szczegodlnie trudno bada si¢ wlasciwosci czasteczek w stanach wzbudzonych
nicobserwowanych spektroskopowo, a zwlaszcza czasteczek istniejacych w postaci
roznych tautomerdow, w tym krotkozyjacych konformerow (i to nieswiecacych)
[1, 2, 3]. Podobnie jest w przypadku krotkozyjacych indywidudw przejsciowych,
np. rodnikdéw 1 wzbudzonych kompleksow, powstajacych w wyniku oddzialywania
wzbudzonych czasteczek z czasteczkami rozpuszczalnika, najczgsciej odtwarzaja-
cych niezmienione chemicznie substraty [3, 4, 5]. Tymczasem coraz wigcej wyni-
kow eksperymentalnych swiadczy o tym, ze tworzenie czasteczek 1 indywiduow
przejsciowych o takich wlasciwosciach ma miejsce znacznie czg¢sciej niz dawnigej
sadzono [1-3, 5-7]. Dlatego w nini¢jszej pracy przedstawione beda glownie wyniki
badan takich wlasnie ukladow (czasteczek).

Najwazniejsze wyniki badan spektralnych, fotofizycznych i fotochemicznych
omoéwiono na przykladzie wybranych czasteczek z grupy zasad Schiffa, aminoftali-
midow 1 tioketondw oraz indywiduow przejsciowych, ktore one tworza. Cho¢ czas-
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teczki te roznia si¢ bardzo wyraznie budowa 1 obecnoscia réznych chromoforow, to
jednak wszystkie one maja zlozone wlasciwosci w stanach wzbudzonych, zwiazane
zarowno z wewnatrz-, jak i migdzyczasteczkowymi procesami dezaktywacji. W pro-
cesach tych uczestnicza nie tylko stany S , ale takze wyzsze krotkozyjace stany wzbu-
dzone S (n > 1). W stanach tych moze dochodzi¢ do zmian strukturalnych czaste-
czek. Ich oddzialywania z czasteczkami rozpuszczalnikow (szczegolnie protycznych)
prowadza do tworzenia indywiduow przejSciowych o roznych wlasciwosciach.
Nalezy podkreslic, ze wszystkie badane zwiazki w singletowych stanach wzbudzo-
nych, zardwno istniejace w postaci 2 fototautomerow (zasady Shiffa), jak i tworzace
krotkozyjace indywidua przejsciowe w reaktywnych 1 protycznych rozpuszczalni-
kach (aminoftalimidy i tioketony), dezaktywujac si¢ nie tworza trwalych fotopro-
duktow, lecz odtwarzaja niezmienione chemicznie substraty. Nie jest wigc mozliwe
stosowanie w ich badaniach metod chromatograficznych ani spektroskopowych
(NMR, MS, MS-HPLC, IR), niezastapionych w badaniach fotochemicznych.
Konieczne jest stosowanie rozdzielczych w czasie metod spektroskopii laserowej
zardwno emisyjnej, jak 1 absorpeyjnej o rozdzielczosci czasowej w zakresie od nano-,
do femtosekund.

1. ZASADY SCHIFFA

Jedna z czgsto badanych reakcji chemicznych indukowanych przez swiatlo jest
proces wewnatrzczasteczkowego przeniesienia protonu miedzy fragmentami czas-
teczki, ktore tworza wiazanie wodorowe. Zjawisko wewnatrzczasteczkowego prze-
niesienia protonu, zachodzace w wyniku wzbudzenia elektronowego (ang. excited
state intramolecular proton transfer, ESIPT) mi¢dzy dwoma heteroatomami uczest-
niczacymi w wewnetrznym wiazaniu wodorowym, na przyklad migdzy atomem tlenu
grupy hydroksylowej 1 atomem azotu, obserwuje si¢ mi¢dzy innymi u aromatycz-
nych fotochromowych zasad Schiffa.

Zasady Schiffa znane sa od dawna [8]. Duze zainteresowanie tymi zwiazkami
wynika mi¢dzy innymi ze znacznego podobienstwa zachodzacych w nich procesow
do procesow, ktore przebiegaja w ukladach biologicznych [9, 10]. Prowadzone sa
takze prace zwiazane z potencjalnymi zastosowaniami fotochromowych zasad Schiffa
przy zapisie informacji oraz w roli przelacznikow molekularnych [11]. Wykonuje
si¢ wicle badan wlasciwosci fotofizycznych i fotochemicznych tych zwiazkow [12].
Fotochromizm zasad Schiffa zwiazany jest z odwracalng zmiana struktury czasteczki,
zachodzaca w wyniku obrotu jej fragmentu najczgsciej wokol wiazania wegiel—
—wegiel.

Przeprowadzone przez nas badania dotyczyly elektronowo wzbudzonych zasad
Schiffa nalezacych do salicylidenoanilin [ 13—16]. Opisane w tym rozdziale badania
dotycza poznania mechanizmu i dynamiki dezaktywacji N,N’-bis(salicydeno)-p-feny-
lenodiaminy (BSP) w rozpuszczalnikach o r6znych wlasciwosciach. Strukturg trzech
fototautomerow czasteczki BSP podano na Rys. 1. Czasteczka BSP zostala wybrana
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z kilku powodow. Po pierwsze, spektralne polozenie jej pasma absorpcji pasuje do
dlugosci fali drugiej harmonicznej laserow tytanowo-szafirowych (400 nm), stoso-
wanych w opisanych ponizej ultraszybkich badaniach. Ponadto, z przebadanych przez
nas zasad Schiffa tylko dla BSP wystepuje na tyle silne pasmo absorpcji przejscio-
wej pierwotnie wzbudzonej formy enolowej, ze mozna je zaobserwowa¢ pomimo
jej bardzo krotkiego czasu zycia. Wreszcie, jak pokazuja wezesniejsze badania sali-
cylidenoanilin [14], wzbudzenie i przeniesienie protonu w tej grupie czasteczek
wystepuje w obrebie pojedynczego chromoforu, dlatego wyniki otrzymane dla syme-
trycznej czasteczki BSP z dwoma wigzaniami wodorowymi wydaja si¢ by¢ repre-
zentatywne dla szerokiej gamy zwiazkow z tej rodziny, w szczegolnosci dla prost-
szych zasad Schiffa z pojedynczym wigzaniem wodorowym.

H
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o H—0
'
H
H —
0—H ~ cis-keto
-0
% oo
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\
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Rysunek 1. Forma enolowa, cis-keto oraz fotochromowa (trans-keto) czasteczki BSP

Ze wzgledu na to, ze w zasadach Schiffa stale szybkosci zachodzacych proce-
sow sa bardzo duze, 10'°-1013 s! (wyjatkiem jest stosunkowo wolny zanik formy
fotochromowej w stanie podstawowym o czasie zycia 10°-10° s, zaleznym od roz-
puszczalnika [17]), do badan uzyto uklad absorpcji przejsciowej o zdolnosci roz-
dzielczej ~ 50 fs [18-20] oraz uklad czasowo skorelowanego zliczania pojedyn-
czych fotondw (TCSPC) o zdolnosci rozdzielczej ~ 1 ps 1 mozliwosciach pomiaro-
wych opisanych szczegdlowo w pracach [21, 22].
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1.1. DEZAKTYWACJA WZBUDZONEGO TAUTOMERU ENOLOWEGO

Czasteczki BSP w stanie podstawowym, podobnie jak inne zasady Schiffa, we
wszystkich rozpuszczalnikach (z wyjatkiem silnie protycznych) wystepuja w for-
mie enolowej 1 tworza wewnatrzczasteczkowe wiazanie wodorowe (N---H-0)
pomigdzy atomem wodoru grupy hydroksylowej, a wolna para elektronowa atomu
azotu, znajdujacego si¢ w bezposrednim sasiedztwie. Z powodu bardzo duzej stalej
szybkosci procesu ESIPT (patrz nizej), w typowych warunkach nie obserwuje si¢
emisji wzbudzonej formy enolowej BSP, podobnie jak i innych zasad Schiffa.
Jednak, dzigki zastosowaniu lasera jako zrodla wzbudzenia, obserwuje si¢ dla BSP
w roznych rozpuszczalnikach bardzo staba emisje wzbudzonej formy enolowej
w zakresie od okolo 420 do 500 nm, (Rys. 2), o wydajnosci kwantowej ¢, ~ 107
[14], obok wyraznie przesunigtej dlugofalowo emisji formy cis-keto, lezacej powy-
ze] 480 nm, o ¢, ~ 10 (patrz nizej).
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Rysunek 2. Widmo absorptancji (linia kropkowana) emisji, A, = 400 nm (linia przerywana)
1 widmo wzbudzenia emisji, A = 550 nm (linia ciagta) dla BSP w trifluoroetanolu.
Staba emisja formy enolowej wystgpuje w zakresie od okoto 420 do 500 nm

Czas zaniku kréotkofalowej emisji jest poza czasowa zdolnoscia rozdzielcza
zastosowanego ukladu TCSPC 1 wynosi ponizej 1 ps. Warto zauwazy¢, ze rownie
krotkie czasy zaniku emisji formy enolowej, wyznaczane w obszarze krotkofalo-
wym, obserwowane byly dla innych badanych przez nas fotochromowych zasad Schiffa
[15, 16].

Aby wyznaczy¢ czas zycia wzbudzonej formy enolowej BSP 1 zbada¢ wplyw
rozpuszczalnika na mechanizm i dynamike jej dezaktywacji, zastosowano metodg
absorpcji przejsciowe] o femtosekundowej rozdzielczosci czasowej. Do badan
wybrano niepolarny #-hexan, polarny acetonitryl (ACN) oraz polarne rozpuszczal-
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niki tworzace wigzania wodorowe etanol (EtOH) 1 trifluoroctanol (TFE). W widmie
absorpcji przejsciowe] obserwowanym dla BSP w ACN (podobnie jak w pozosta-
lych rozpuszczalnikach) mozna wyrdznic¢ kilka pasm (Rys. 3).

—-=--1ps;— = -0ps
----05ps;—--- 10ps
00204 —100ps .-

400 500 800 700
Diugosé fali [nm]
Rysunek 3. Widma absorpcji przejsciowej BSP w ACN dla wybranych czasow po wzbudzeniu.

Otwarte kotka pokazuja widmo absorpcji stacjonarnej, a otwarte trojkaty — emisji stacjonarnej BSP w ACN
przemnozone przez wartos$¢ (—1) i unormowane do widm absorpcji przejsciowe;j

Nalezy zauwazy¢, ze dodatnie pasmo z maksimum dla okolo 630 nm narasta
1 zanika z czasem trwania funkcji aparaturowej (czyli czasowe] funkcji korelacji
impulsu pompujacego i sondujacego). Pasmo to przypisane zostalo wzbudzonemu
tautomerowi enolowemu [ 13, 14]. Kinetyka narastania i zaniku tego pasma zostata
przedstawiona na Rys. 4.
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Rysunek 4. Kinetyki sygnalu absorpcji przejsciowej BSP w ACN dla wybranych dlugosci fali w krotkiej (a)
i dlugiej skali czasu (b)
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Rysunek 4. Ciag dalszy

Dzigki wyraznym zmianom sygnalu eksperymentalnego w bardzo krotkich cza-
sach (< 1 ps) mozliwe bylo zbadanie wplywu wlasciwosci rozpuszczalnika na szyb-
kos¢ procesu ESIPT oraz na wydajnos¢ tworzenia tautomeru fotochromowego.
Stwierdzono, ze dla BSP wlasciwosci zastosowanego rozpuszczalnika nie wplywaja
na czas zycia wzbudzonej formy enolowej, ktdry wynosi ponizej 50 fs. Do tej pory
tak krotki czas wiazano z bardzo duza szybkosScia procesu ESIPT. Przyjmowano, ze
wylacznie ten proces uczestniczy w dezaktywacji wzbudzonego tautomeru enolo-
wego. Przeczy temu jednak porownanie widma wzbudzenia emisji (mierzonej na
pasmie emisji formy cis-kefo) z widmem absorptancji BSP (Rys. 2).

Wyraznie mniejsza intensywnos¢ widma wzbudzenia Swiadczy o tym, ze czgs¢
wzbudzonych czasteczek tautomeru enolowego nie dezaktywuje si¢ w procesie
ESIPT, ale w procesie konwersji wewnetrznej. Poprawny sposob unormowania widma
wzbudzenia 1 widma absorptancji [13] pokazuje, ze okolo 50% czasteczek wzbu-
dzonego enolu BSP tworzy tautomer cis-keto, o ile wzbudzany jest bezposrednio
tautomer enolowy. Podobne widma wzbudzenia emisji uzyskano dla roznych dtugo-
sci fali obserwacji z zakresu emisji tautomeru cis-keto. Wynik ten potwierdza, ze
dezaktywacja wzbudzonego tautomeru enolowego odbywa si¢ na dwoch drogach
o podobnych stalych szybkosci. Korzystajac z czasu zycia wzbudzonej formy enolo-
wej, wyznaczonego cksperymentalnie (50 fs), oraz uwzgledniajac dwa kanaly dez-
aktywacji wzbudzonego enolu (konwersja wewngtrzna formy enolowej oraz two-
rzenie formy cis-keto w wyniku wewnatrzczasteczkowego przeniesienia protonu)
mozna bylo oszacowa¢, ze dla BSP w EtOH stala szybkosci procesu ESIPT jest
rz¢du (100 £s)! [13]. O koniecznosci uwzglgdnienia bardzo szybkiego procesu kon-
wersji wewngtrznej w czasteczce BSP swiadcza wyniki uzyskane dla czasteczki dime-
toksy-N.N’-bis(salicydeno)-p-fenylenodiaminy (BSPMe,). W czasteczce tej, w mic;j-
scu atomow wodoru w dwoch grupach hydroksylowych obecne sa grupy metylowe.
Tak wigc, w czasteczce BSPMe, nie wystepuja wewnatrzczasteczkowe wiazania
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wodorowe, dlatego nie moze zachodzi¢ proces ESIPT. Obserwowana jej wyjatkowo
szybka dezaktywacja w czasie okolo 100 fs [13] musi wigc zachodzi¢ w procesie
konwersji wewngtrznej wzbudzonego enolu, ktérego model stanowi dwumetylo-
wana pochodna. Dla BSP i innych zasad Schiffa takim procesem moze by¢ przejscie
pomigdzy stanem (7, 7*) 1 blisko lezacym stanem (n, 7*). Zalozenie takie potwier-
dzone jest obliczeniami teoretycznymi dla tych czasteczek, wskazujacymi na to, ze
stan (n, 7*) lezy nieznacznie ponizej stanu (7, 7*) [23-25].

1.2. TWORZENIE 1 ZANIK WZBUDZONEGO TAUTOMERU CIS-KETO,
TWORZENIE UKEADU FOTOCHROMOWEGO

Jak wspomniano wyzej, tautomer cis-keto wykazuje fluorescencj¢ w zakresie
dlugofalowym (Rys. 2) o wydajnosci kwantowej ¢, ~ 10*. Kinetyki zaniku fluores-
cencji byly identyczne, niezaleznie od tego, czy wzbudzano bezposrednio tautomer
cis-keto istniejacy w rozpuszczalnikach protycznych (Rys. 2), czy tez tautomer ten
w stanie S, powstal wylacznie w wyniku procesu ESIPT. Czas zycia tautomeru
cis-keto (z,, ) w stanie S, wynosi 10-20 ps, za$ w silnie protycznych rozpuszczal-
nikach jest wyraznie dluzszy (Tab. 1). W silnie protycznych rozpuszczalnikach bar-
dziej prawdopodobne jest tworzenie kompleksu pomigdzy czasteczka zasady Schiffa,
a czasteczka rozpuszczalnika, wskutek tworzenia miedzyczasteczkowego wiazania
wodorowego. Powoduje to z kolei, ze obrot czgsci czasteczki w celu utworzenia
tautomeru fotochromowego (frans-keto) jest wolniejszy, a stala szybkosci dezakty-
wacji tautomeru cis-kefo na tej drodze jest mniejsza.

W Tabeli 1 podano wartosci funkcji Lipperta-Matagi, wartosci parametrow o
1 B w skali Kamleta-Tafta dla wybranych do badan rozpuszczalnikow oraz wyzna-
czone parametry spektralne 1 fotofizyczne dla fototautomeru cis-keto BSP w tych
rozpuszczalnikach [13, 14].

Tabela 1. Parametry fotofizyczne i spektralne dla tautomeru cis-keto BSP, w rozpuszczalnikach
o roznych wlasciwosciach.

c d e ket Fr &
R 1 k a b b (DF_ Teis-keto ﬂmax -7 -10
ozpuszczalni Aen) a B [107] [ps] [nm] X 19 X 1(_)1

[s7] [s7]

n-heksan 0,00 0,00 0,00 0,6 23 570 2,6 43
acetonitryl 0,30 0,19 0,40 0,6 10 570 6,0 10

etanol 0,29 0,86 0,75 1,0 32 555 3,1 3,1

trifluoroetanol 0,32 1,51 0,00 1,3 35 545 3,7 2,9

* Funkcja polarnosci Lipperta-Matagi. ® Parametry Kamleta-Tafta. ¢ Dokladnos¢ + 20%. ¢ Dokladnos¢ + 3 ps. ¢ Maksimum pasma
emisji. f Stala szybkosci fluorescencji, k= b, % 7,7 ¢ Nieradiacyjna stala szybkosci, k =, <t = -k,

cis-keto
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Waznych wynikow dotyczacych wlasciwosci fototautomeru cis-keto, a w szcze-
golnosci mechanizmu jego tworzenia i dezaktywacji, dostarczaja badania absorpcji
przejsciowej (Rys. 3 1 Rys. 4).

Narastanie sygnalu absorpcji przejsciowej zwiazanego z tautomerem cis-keto
zachodzilo w czasie trwania impulsu laserowego, a wigc bylo poza zdolnoscia roz-
dzielcza stosowanego ukladu eksperymentalnego (~ 50 fs) [13, 14]. W widmie
absorpcji przejsciowej pojawia si¢ pasmo emisji wymuszonej (ujemny sygnal). Czas
zaniku tej emisji, taki sam jak czas zaniku fluorescencji tautomeru cis-kefo uzyska-
ny metoda TCSPC, pozwala przyjac, ze pasmo to jest zwiazane z emisja wymu-
szong tautomeru cis-keto. Niezaleznym potwierdzeniem jest polozenie spektralne
tego pasma, zgodne z polozeniem pasma emisji spontanicznej tautomeru cis-kefo
(Rys. 3). W zakresie spektralnym ponizej 580 nm sygnal zwiazany z absorpcja przej-
sciowa jest silniejszy niz sygnal zwigzany z emisja wymuszona, dlatego tez emisja
wymuszona jest obserwowana powyzej 580 nm. Pasmo absorpcji przejsciowej,
z maksimum dla okolo 520 nm, zostalo przypisane wzbudzonemu tautomerowi
cis-keto. Czas zaniku tego pasma zgodny jest z czasem zycia tautomeru S -cis-kefo,
wyznaczonym metoda TCSPC. Ponadto, ponizej 400 nm obserwuje si¢ ujemne
pasmo depopulacji stanu podstawowego (ang. ground state depopulation, GSD)
zwiazane z odtwarzaniem enolu w stanie podstawowym. Pasmo to narasta z czasem
trwania funkcji aparaturowej, a zanika z czasem zycia wzbudzonego tautomeru cis-
keto. Wynika stad, ze tautomer enolowy w stanie podstawowym jest odtwarzany
w bardzo krotkim czasie po zajsciu procesu konwersji wewngtrznej, S, — S,
w ramach tautomeru cis-keto (< 1 ps). Widoczne pasmo absorpcji przejsciowej dla
op6znienia 100 ps zwiazane jest z absorpcja niewzbudzonego tautomeru fotochro-
mowego. Takie przypisanic pasma wynika stad, ze jego polozenie jest zgodne
z polozeniem pasma absorpcji tautomeru fotochromowego [ 14], ktore wyznaczono
metoda dwuimpulsowa w czasach nanosekundowych [25]. Porownanie wielkosci
sygnalu pasma GSD dla czasu, w ktorym w ukladzie obecna jest tylko forma foto-
chromowa (100 ps) oraz dla czasu, gdy dominujacy wklad pochodzi od wzbudzo-
nego tautomeru cis-keto (0,5 ps), pozwolilo na stwierdzenie, ze okolo 30% czaste-
czek wzbudzonego tautomeru cis-keto dezaktywuje si¢ tworzac niewzbudzona forme
fotochromowa [ 14].

1.3. PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY DALSZYCH BADAN

Dzigki mozliwosci bezposredniej obserwacji pasma absorpcji przejsciowej
wzbudzonego tautomeru enolowego, czasteczka BSP moze by¢ stosowana jako
modelowy zwiazek umozliwiajacy badanie wplywu rozpuszczalnika na stala szyb-
kosci wewnatrzczasteczkowego przeniesienia protonu w staniec wzbudzonym (ESIPT)
dla rodziny zasad Schiffa. Uzyskane wyniki pokazaly, ze niezaleznie od wlasci-
woscl zastosowanego rozpuszczalnika, czas zycia wzbudzonego tautomeru enolo-
wego BSP jest bardzo krotki (< 50 fs). Stwierdzono, ze dezaktywacja wzbudzonego
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tautomeru enolowego odbywa si¢ dwoma drogami: w procesic ESIPT prowadza-
cym do utworzenia wzbudzonego tautomeru cis-keto oraz w procesie konwersji we-
wnetrznej. Stala szybkosci procesu ESIPT zostala oszacowana na okolo 1 x 103 s,
Konkurencyjny dla ultraszybkiego procesu ESIPT, proces dezaktywacji formy eno-
lowej, to bardzo szybka konwersja wewngtrzna ze stanu (7, 7*) prawdopodobnie do
stanu (n, 7*). Natomiast czas zycia wzbudzonego tautomeru cis-keto zalezy od wlas-
ciwosci zastosowanego rozpuszczalnika i wyraznie rosnie w silnie protycznych roz-
puszczalnikach. Jednym z waznych kanaloéw jego dezaktywacii jest tworzenie dhu-
gozyjacej formy fotochromowej w stanie podstawowym. Jej wydajnos¢ tworzenia
dla BSP oraz dla innych przebadanych zasad Schiffa jest podobna i wynosi 10-30%
[13-15].

Uzyskane wyniki dla BSP w rozpuszczalnikach o roznych wlasciwosciach moga
pomoc w zrozumieniu procesow dezaktywacji zachodzacych dla innych zwiazkow,
w ktorych obserwuje si¢ wewnatrzczasteczkowe przeniesienie protonu w wyniku
wzbudzenia elektronowego. Celowe jest takze zbadanie wlasciwosci spektralnych,
fotofizycznych i fotochemicznych czasteczek BSP umieszczonych wewnatrz ukla-
dow mikrozorganizowanych (cyklodekstryny, micele) [26, 27]. Poniewaz micele
czgsto sa wykorzystywane jako uklady modelowe o wlasciwosciach zblizonych do
realnych ukladow biologicznych, wyniki takich pomiarow moglyby pomoc w inter-
pretacji m.in. procesow tworzenia form fotochromowych zachodzacych w takich
ukladach.

2. AMINOFTALIMIDY, ZWIAZKI O WELASCIWOSCIACH
DONOROWO-AKCEPTOROWYCH

Zwiazki o wlasciwosciach donorowo-akceptorowych (D-A), ze wzgledu na ich
cickawe cechy zarowno w stanie podstawowym, jak i szczegolnie w stanach wzbu-
dzonych, a takze ze wzgledu na ich liczne zastosowania praktyczne, badano bardzo
czgsto[1,2,28,29]. W pracy przegladowej Grabowskiego 1 wspolpracownikow [1],
ktora zbiera, systematyzuje 1 interpretuje dotychczasowe wyniki badan, pokazano,
7e istnieja rozne drogi dezaktywacji wzbudzonych czasteczek typu D-A zarowno
wewnatrz- jak 1 migdzyczasteczkowe. Procesom tym towarzysza daleko idace zmiany
strukturalne czasteczki. Bardzo wazna, ale ciagle niewyjasniona rol¢ w zlozonych
procesach dezaktywacji wzbudzonych czasteczek typu D-A odgrywaja wiazania
wodorowe [1].

Wiazania wodorowe zarowno wewnatrz- jak i miedzyczasteczkowe, wystgpuja
w wielu uktadach. Szczegodlnie czgsto, 1 to réznymi metodami, wiazania te sa badane
w przypadku niewzbudzonych czasteczek. W stanach wzbudzonych energia réznego
typu wiazan wodorowych moze by¢ albo podobna, albo wigksza, albo tez mniejsza
niz w stanie podstawowym. Wyznaczenie tej energii, a takze innych wlasciwosci
wigzan wodorowych, w szczegolnosci okreslenie ich roli w procesach dezaktywacji
wzbudzonych czasteczek 1 tworzenia z ich udzialem indywidudw dwu i wigcej czas-
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teczkowych (takze zmiany st¢zenia tych indywiduéw w wyniku wzbudzenia i dez-
aktywacji), cho¢ bardzo wazne dla poprawnej interpretacji wynikow, nie jest proste.

Czasteczki o wlasciwosciach D-A stosuje si¢ czgsto jako sondy w badaniach
wlasciwosci roznych zlozonych ukladow chemicznych i biologicznych. Wyrdzniaja
si¢ one zaleznoscia od wlasciwosci otoczenia zarowno polozenia maksimum pasma
absorpcji (vi®) i/lub emisji (vr), jak 1 wydajnosci kwantowej emisji (4,) 1 czasu jej
zaniku (7). Niektore z tych wielkosci, a niekiedy wszystkie, zmieniaja swoje warto-
$ci przy zmianie rozpuszczalnika z niepolarnego na polarny. Szczegolnie duze roz-
nice obserwuje si¢ przy zmianie rozpuszczalnika aprotycznego na protyczny. Moze
to oznaczac, ze wzbudzone czasteczki D-A tworza z czasteczkami rozpuszczalnika
wiazania wodorowe, ktére odgrywaja wazna role w procesach dezaktywacji.

W naszych badaniach jako czasteczki typu D-A zastosowaliSmy 4-aminofta-
limid (4-AP, Rys. 5) i jego N-metylowa pochodna [30]. Sa one sztywne, ich wzbu-
dzenie nie prowadzi do zmian strukturalnych, a w procesach dezaktywacji nie tworza
si¢ stany z wewnatrzczasteczkowym przeniesieniem tadunku ze skr¢ceniem (ang.
twisted intramolecular charge transfer, TICT) [1]. Upraszcza to istotnie i tak zlo-
zony mechanizm ich dezaktywacji. Czas zycia najnizszego stanu wzbudzonego
z przeniesieniem ladunku (S -ICT), zwiazany z wewnatrzczasteczkowymi procesami
dezaktywacji, jest w aminoftalimidach na tyle dlugi (> 10% s) [30, 31], ze wydaj-
nos¢ tworzenia wiazan wodorowych z czasteczkami znajdujacymi si¢ w bliskim
sasiedztwie (w tym szczegolnie czasteczkami rozpuszczalnika) jest duza. Umozli-
wia to uzycie tych zwiazkow jako dobrych sond do badania obecnosci wiagzan wodo-
rowych 1 okreslenia ich roli w mechanizmie 1 dynamice dezaktywacji wzbudzonych
czasteczek.
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Rysunek 5. Czasteczka 4-AP tworzaca dwa typy wigzan wodorowych.

Wzbudzona czasteczka 4-AP, podobnie jak jej pochodne, wystepuje zarowno
w stanach lokalnie wzbudzonych (LE), jak i stanach z przeniesieniem ladunku (ICT).
Posiada ona kilka chromoforow o wlasciwosciach donorowych jak 1 akceptorowych,
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ktore moga tworzy¢ wiazania wodorowe. Powoduje to, ze zrozumienie jej zachowa-
nia w stanach wzbudzonych, w rozpuszczalnikach o réznych wlasciwosciach, jest
bardzo trudne. Ze wzgledu na silna zaleznos¢ v, ¢, 1 7, od wlasciwosci otoczenia
4-AP byl czgsto stosowany jako sonda w badaniach wlasciwosci roznych zlozonych
ukladow chemicznych [28, 29, 32—-34]. Istnialy jednak r6zne propozycje thumacze-
nia tych zaleznosci 1 pojawialy si¢ kontrowersje, co do przyczyn ich wystgpowania.
Przyjmowano, ze silnie batochromowe przesunigcie v w polarnych rozpuszczal-
nikach, wyraznie wigksze od v [28], jest wynikiem zwigkszenia momentu dipolo-
wego (u) po wzbudzeniu czasteczki 4-AP [28]. Wg inngej interpretacii, jest ono wyni-
kiem tworzenia S -ekscipleksu [35], albo tez wynikiem tworzenia formy enolowe;j
czasteczki 4-AP wskutek przenoszenia protonu z udzialem rozpuszczalnika [34].

Dlatego waznym celem naszych badan bylo wyjasnienie przyczyn silnego wplywu
wlasciwosci otoczenia na wlasciwosci spektralne 1 fotofizyczne 4-AP 1 jego pochod-
nych, a w szczegolnosci okreslenie roli, jaka odgrywaja w tym wiazania wodorowe.
Aby to zrealizowaé, przeprowadzono badania solwatochromowe 1 fotofizyczne
4-AP i jego pochodnych [30] w 1-chloroalkanach (RCl) o parametrach Kamleta-
-Tafta @ = f= 0 |36], tzn. rozpuszczalnikach oddzialywujacych wylacznie niespe-
cyficznie, a takze w heksafluoroizopropanolu (HFIP) (= 1,96, f=0) [36] i trjflu-
oroetanolu (TFE) (=151, = 0) [36] oraz w dimetylosulfotlenku (DMSO) (a=0,
L =0.76) [36], a wigc w rozpuszczalnikach tworzacych tylko jeden typ wigzan
wodorowych. Ponadto, ze wzgledu na powszechnos$¢ stosowania wody jako roz-
puszczalnika roznych ukladow mikrozorganizowanych, badania prowadzono
w wodzie (a= 1,17, f=0.,47) [36] 1, dla porownania, w wodzie deuterowanej, oraz
w alkoholach tworzacych wiazania wodorowe (zarowno typu donorowego, jak 1 ak-
ceptorowego), oraz w wybranych ukladach micelarnych.

Silng zalezno$¢ polozenia vi* dla 4-AP od wlasciwosci rozpuszczalnika, w szcze-
golnosci jego protycznosci, przedstawiono na Rys. 6. Uzycie RCI w badaniach sol-
watochromowych pozwolilo na sporzadzenie wykresow, na ktorych obserwowane
przesunigcia polozenia maksiméw widm emisji 1 absorpcji (Rys. 7) sa wynikiem
wylacznie oddzialywan niespecyficznych. Korzystajac z tych danych wyznaczono
udzialy pochodzace od oddzialywan niespecyficznych i specyficznych w caltkowi-
tym (eksperymentalnym) przesunigciu spektralnym 4-AP, w dowolnym rozpuszczal-
niku [30]. Umozliwilo to z kolei wyznaczenie zmiany energii wigzan wodorowych
(AE,,), przy przejsciu migdzy stanem podstawowym (S, ) 1 stanem lokalnie wzbu-
dzonym (S,-LE) (z widm absorpcji) oraz stanem wzbudzonym z przeniesiecniem
ladunku (S -ICT)istanem S, (z widm emisji) w HFIP 1 TFE oraz w DMSO. Ponadto
oszacowano energie wigzan wodorowych (E ) tworzonych przez czasteczke 4-AP
we wzbudzonych stanach S,-LE 1 S -ICT (Tab. 2 1 3 [30]). Otrzymane wyniki pozwo-
lily stwierdzi¢, ze w badanych ukladach obok 4-AP istnieja S -kompleksy (S -comp)
1S, -excipleksy (S,-exc), powstajace w wyniku tworzenia wigzan wodorowych przez
czasteczke 4-AP (zarowno w stanie podstawowym, jak 1 w stanach wzbudzonych),
z czasteczkami takich rozpuszczalnikow, jak na przyklad HFIP, TFE, DMSO, H,O
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1 D,0. Wyniki umozliwily réwniez stwierdzenie, czy 1 w jakim zakresie zmienia si¢
stezenie 4-AP oraz powstajacych kompleksow i excipleksow przy przejsciu migdzy
dwoma stanami elektronowymi.

10000 -

8000 -

6000 -

Natezenie [j.u.]

4000

2000 -

400 500 600 700
A [nm]

Rysunek 6. Widmo fluorescencji 4-AP w wybranych rozpuszczalnikach,
gdzie 1 — 1-chloropropan, 2 — ACN, 3 — DMSO, 4 — HFIP, 5 - H,0
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Rysunek 7. Wykresy solwatochromowe dla 4-AP w rozpuszczalnikach oddziatywujacych niespecyficznie
i specyficznie oraz w miceli SDS (0,15 mol/dm)
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W pracy [30] wykazano, ze w wyniku przejscia S,-LE—S -ICT silnie rosnie
energia najsilnicjszego wiazania wodorowego tworzonego przez grupy karbony-
lowe czasteczki 4-AP z wiazaniami H-O czasteczek rozpuszczalnika. Prowadzi to
do powstania S -exc, ktorego stezenie zalezy od wlasciwosci protycznych uzytego
rozpuszczalnika, a w ukladach bardziej zlozonych, np. micelarnych, od wlasciwosci
otoczenia 4-AP [32, 33, 37]. Natomiast w wyniku tego samego przejscia, tylko nie-
wiele rosnie energia wiazania wodorowego tworzonego przez wiazania N—H grupy
aminowej czasteczki 4-AP 1 atomy tlenu czasteczek DMSO. Energia ta rosnie nato-
miast znacznie przy przejsciu S —S -LE. O obecnosci ekscipleksu, powstalego
w wyniku tworzenia wiagzan wodorowych migdzy wzbudzona czasteczka 4-AP i czas-
teczkami alkoholu, niezaleznie od wynikéw solwatochromowych, swiadcza takze
wyniki emisyjnych pomiaréw dynamiki rotacji [38].

W celu zbadania wlasciwosci czasteczek 4-AP w stanach wzbudzonych 1 wyjas-
nienia przyczyn silnej zaleznosci ¢, 1 7, od wlasciwosci otoczenia (w szczegolnosci
roli rozpuszczalnikow tworzacych wiazania wodorowe z czasteczka 4-AP w jej dez-
aktywacji), przeprowadzono pomiary fotofizyczne stosujac te same rozpuszczalniki
co w pomiarach solwatochromowych. Najwazniejsze wyniki wydajnosci kwanto-
wej 1 czasu zaniku fluorescencji oraz wyznaczone stale szybkosci fluorescencji
1 dezaktywacji bezpromienistej przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Wlasciwosci fotofizyczne 4-AP w wybranych rozpuszczalnikach
(odtlenionych i odwodnionych) w H,O 1 D,0 oraz w miceli SDS

. kr e E 3 Emitujace
Rozpuszezalnik o T [ns] (<1 o s’l] [<1 o s’l] L X indywiduum
[em™]

1-chloropropan 1,0 17,9 5,59 <0,1 23310 Si-4-AP
DMSO 0,91° 19,2 4,74 0,47 20920 S1-4-AP, Si-exc(2)
HFIP 0,065 2,8 2,32 33,4 18150 Sy-exc(1)
H,O 0,022 1,05 2,10 93,1 17830 Sy-exc(1)
DO 0,12 5,4 2,22 16,3 17690 Sy-exc(1)
SDS(0,15 mol/dm®) 0,074 3,2 2,32 28,9 18200 Sy-exc(1)

* Wartosci B wzigto z polozenia maksimum pasm emisji 4-AP w stanie S,-ICT oraz S -exc(1) 1 S -exc(2), ® taki sam wynik
¢, otrzymano w DMSO-d;

W roztworze 4-AP w 1-chloropropanie, podobnie jak 1 w innych RCI, nie wys-
tepuja S,-comp 1 S -exc. Jak pokazuja uzyskane wyniki (Tab. 2), ze stanu S -ICT
o dlugim czasie zycia, 7, .. ~ 18 ns, czasteczki 4-AP dezaktywuja si¢ wylacznie
w procesie fluorescencji, a £, = 5,6 x 107 s™. Natomiast z rozpuszczalnikami pro-
tycznymi (HFIP, H,O, D,0) czasteczka 4-AP w stanie S -ICT, poprzez grupy karbo-
nylowe, tworzy silne wigzania wodorowe (Rys. 6 1 Rys. 7 oraz Tab. 2 1 3 [30]).
Prowadzi to do bardzo szybkiego powstania ekscipleksu pierwszego rodzaju

(S,-exc(1)). Poniewaz z, dla 4-AP jest dlugi (Tab. 2), zarowno w RCI, jak

S1-ICT
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1 w polarnych aprotycznych rozpuszczalnikach, to mozna przyjac¢, ze tworzenie
S,-exc(1) zHFIP oraz z H,0 1 D,O jest praktycznie jedynym procesem dezaktywacji
4- AP w stanie S -ICT. Brak jakichkolwick zmian w polozeniu i ksztalcie widm emi-
sji rozdz1elonych w czasie (TRES) dla4-AP w H,O (mierzonych na ukladzie TCSPC
z rozdzielczoscia 0,6 1ps/ch) [33], a zarazem bardzo podobne polozenie v (t = 0)
w TRES i v w stacjonarnym widmie emisji 4-AP w H,O oznacza, Ze proces two-
rzenia wiazania wodorowego z udzialem tego 1 podobnych rozpuszczalnikow
zachodzi rzeczywiscie bardzo szybko.

W rozpuszczalnikach protycznych, inaczej niz w RCI, wartos¢ ¢, jest znacznie
mnigjsza niz 1,0, a glownym procesem dezaktywacji S -exc(1) jest konwersja wew-
netrzna. Stala szybkosci tego procesu zalezy od energii S, -exc(1). Ta z kolet, przede
wszystkim zalezy od ilosci 1 energii wszystkich wiazan wodorowych tworzonych
przez czasteczke 4-AP. W wodzie, w ktorej w wyniku tworzenia wiazan wodoro-
wych zaréwno przez grupy karbonylowe, jak 1 grupe aminowa, wartos¢ £ jest naj-
mniejsza, stala szybkosci konwersji wewngtrznej (kg o) dla S,-exc(1) jest prawie
50 razy wigksza od wartosci k,. W rezultacie, wartos¢ ¢, dla S -exc(1) wynosi zale-
dwie 0,02, zas czas zycia ulega skroceniu do 1 ns. Przy zamianie rozpuszczalnika
z H,0 na D,0, obserwuje si¢ silny efekt izotopowy. Wartos¢ kg w D,O jest az
5.7 razy mnigjsza anizeli w H,O, pomimo nieco mniejszej wartosci £ w D,0
(Tab. 2). Przyczyna jest znacznie mnigjsza wartos¢ wspolczynnika Francka-Con-
dona w D,0O, ze wzgledu na wyraznie mniejsza czgstos¢ drgania rozciagajacego
O-D (v, ~ 2500 cm™) niz drgania O-H (v, ~ 3500 cm™). Ten interesujacy
wynik jest nie tylko bezposrednim potwierdzeniem tworzenia S, -exc(1) w tych roz-
puszczalnikach, ale $wiadczy o tym, ze silne wiazania wodorowe, tworzone przez te
rozpuszczalniki z grupami karbonylowymi czasteczki 4-AP, uczestnicza bezposred-
nio w dezaktywacji S,-exc(1). We wszystkich rozpuszczalnikach silnie protycznych
(HFIP, H,O i D,0) wartosc k. wynosi 2,2 x 107 s i jest charakterystyczna dla
S, -exc(1). Dla 4-AP w protycznych rozpuszczalnikach obserwuje si¢ nie tylko
wyrazne obnizenie ¢, ale takze skrocenie z,. O tym, Ze np. w HFIP wartos¢ ¢, maleje
16 razy, w stosunku do otrzymane;j Wartos'ci w 1-chloropropanie, za$ z, ulega skro-
ceniu o 7 razy, decyduje ponad dwukrotnie wicksza wartos¢ &, dla 4-AP w stanie
S,-ICT w poréwnaniu z S, -exc(1).

Trudniej jest zinterpretowa¢ wyniki fotofizyczne uzyskane dla 4-AP w DMSO,
a takze w innych polarnych, ale aprotycznych rozpuszczalnikach. Wartosci ¢, 1 z,
w DMSO sa podobne jak w 1-chloropropanie. Jednak wyniki solwatochromowe
w DMSO (Rys. 7) jednoznacznie swiadcza o tworzeniu stosunkowo silnych wigzan
wodorowych przez dwa wiazania N-H grupy aminowej czasteczki 4-AP z atomem
tlenu rozpuszczalnika. Mozna by oczekiwac, ze wynikiem bedzie tworzenie eksci-
pleksu drugiego rodzaju (S,-exc(2)). Niestety, brak zmian w widmach TRES (nawet
w czasach < 10 ps) mierzonych dla 4-AP w DMSO, a takze zgodno$¢ tych widm ze
stacjonarnym widmem emisji $wiadcza o bardzo szybkim tworzeniu wigzan wodo-
rowych. W efekcie, bezposrednia obserwacja tworzenia S -exc(2) nie jest mozliwa.
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Posrednim potwierdzeniem tworzenia nowego indywiduum w DMSO jest mniejsza
warto$¢ k, = 4,7 x 10" s w tym rozpuszczalniku niz dla 4-AP w stanie S -ICT,
otrzymana w RCL £, = 5,6 x 107 s

Warto zauwazy¢, ze dla N-metylo-4-aminoftalimidu we wszystkich rozpusz-
czalnikach otrzymano podobne wyniki spektralne (w szczegolnosci solwatochro-
mowe) 1 fotofizyczne jak dla 4-AP [30]. Pozwala to stwierdzi¢, ze cho¢ grupa imi-
nowa w czasteczce 4-AP moze tworzy¢ wiazania wodorowe, to jednak ich obecnos¢
nie wplywa na mechanizm i1 dynamike dezaktywacji, zarowno czasteczki 4-AP
w stanie S -ICT, jak 1 S -exc(1) 1 S -exc(2).

Na przykladzie czasteczki 4-AP zawierajacej grupg donorowa i akceptorowa
pokazano, ze w wyniku jej wzbudzenia bardzo wyraznie zmienia si¢ energia wiazan
wodorowych, ktore ona tworzy. Mimo zlozonych wlasciwosci spektralnych i fotofi-
zycznych 4-AP (w szczegolnosci tworzeniu kilku réznych wiazan wodorowych)
mozliwe bylo okreslenie, w oparciu o wyniki pomiarow spektralnych (szczegdlnie
solwatochromowych) i fotofizycznych, jakie indywidua istnieja w ukladzie 1 jak
zmienia si¢ ich ste¢zenie przy przejsciu migdzy dwoma stanami elektronowymi.
Ponadto, wyznaczenie najwazniejszych wlasciwosci fotofizycznych (7., 4,) czasteczki
4-AP w stanie S -ICT oraz S -exc, lacznie z wynikami pomiaréw solwatochromo-
wych w RCI oraz w HFIP 1 w DMSO, pozwolilo na wyjasnienie przyczyn silngj
zaleznosci vi**, .. 1 @, od wlasciwosci otoczenia. Jest to kluczowe nie tylko dla
zbadania wlasciwosci spektralnych i fotofizycznych badanej czasteczki, ale jest takze
warunkiem koniecznym poprawnego opisania wlasciwosci zlozonego ukladu (np.
ukladu mikrozorganizowanego w tym micelarnego), w ktérym czasteczke t¢ stosuje
si¢ jako sondg.

Badania z uzyciem czasteczki 4-AP przeprowadzilismy dla trzech popularnych
miceli zbudowanych z czasteczek surfaktantow dodecylo siarczanu sodu (SDS),
bromku heksadecylotrimetyloamoniowego (CTAB) i tritonu X-100 (TX-100)
[32, 33, 37]. Glownymi celami tych badan bylo stwierdzenie obecnosci czasteczek
wody we wnetrzu miceli 1 zbadanie, jak stgzenie surfaktanta wplywa na wlasciwosci
miceli, a szczegolnie na ich uwodnienie. Widma fluorescencji 4-AP w badanych
trzech ukladach micelarnych sa podobne jak w wodzie, ale sa przesunigte hipso-
chromowo (Rys. 7). Swiadczy to o mniejszym stezeniu czasteczek H,O we wnetrzu
miceli anizeli w samej wodzie jako rozpuszczalniku.

Wyniki pomiarow fotofizycznych dla 4-AP wmicelach SDS, a w szczegolnosci
wartosci ¢, 7., k, (Tab. 2), sa podobne do odpowiednich uzyskanych w H,O. Sa one
w pehni zgodne z wynikami spektralnymi 1 wskazuja na to, ze dezaktywacja 4-AP
w stanie S,-ICT w micelach SDS ma miejsce prawie wylacznie poprzez proces efek-
tywnego wygaszania przez czasteczki wody obecne w ukladzie micelarnym. Two-
rzenie si¢ silnych wiazan wodorowych z 4-AP prowadzi do powstania S -exc(1),
podobnie jak w wodzie uzytej jako rozpuszczalnik. Jednakze ze wzgledu na znacz-
nie nizsze st¢zenie wody w poblizu molekul 4-AP w micelach niz w wodzie, czas
potrzebny do utworzenia S -exc(1) w micelach jest znacznie dluzszy. Warto zauwa-
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zy¢, ze wyznaczone TRES 1 powierzchniowo znormalizowane TRES (TRANES)
(Rys. 8, [33]) oraz interpretacja zaleznych od czasu zmian polozenia i1 ksztaltu tych
widm przedstawione w pracach [32, 33, 37] sa w pelni zgodne z wynikami badan
solwatochromowych [30]. Dobrze widoczne zmiany w TRES dla 4-AP w micelach
SDS, obserwowane w czasach ~ 10-50 ps po wzbudzeniu, sa glownie wynikiem bardzo
wydajnego procesu tworzenia si¢ S -exc(1).

1.0
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Rysunek 8. Wykres TRANES dla 4-AP (¢ = 1 * 10~ mol/dm*) w M-SDS (¢ = 0,15 mol/dm?)
wygenerowane za pomoca dopasowania krzywej log-normal, 2,44 ps/kanal, dla czasow opoznien:
(1) — 0,00 ps, (ii) — 2,44 ps, (iii) — 4,88 ps, (iv) — 7,32 ps, (V) — 9,76 ps, (vi) — 12,2 ps, (vii) — 24,4 ps,
(viii) — 48,8 ps, (ix) — 100 ps, (x) — 200 ps, (xi) — 400 ps and (xii) — 800 ps.

Linia przerywana-liczba falowa, przy ktorej znajduje si¢ punkt izoemisyjny

W czasach dluzszych od 50 ps po wzbudzeniu i az do czasu 900 ps w widmie
TRANES obserwuje si¢ stosunkowo niewielkiec zmiany spektralne zwiazane z od-
dzialywaniami niespecyficznymi powstalego S -exc(1) z otoczeniem (Rys. 8). Po
tym czasic widmo TRANES jest takie samo jak stacjonarne widmo fluorescencji
4-AP w M-SDS w wodzie. Krzywe TRANES obserwowane dla czasow krotszych
niz ~ 10 ps nie wspoltworza punktu izoemisyjnego. Wplywa na to ograniczona roz-
dzielczos$¢ czasowa stosowanej aparatury pomiarowej 1 znaczacy wplyw solwatacji
niespecyficznej na ksztalt i polozenie widm w tym okresie czasu.

Warto zauwazy¢, ze obecnos¢ punktu izoemisyjnego w TRANES dla 4-AP
w micelach SDS (Rys. 8) [32, 33] 1 micelach TX-100 [37] wskazuje na istnienie
w tych ukladach dwoch indywiduow swiecacych: czasteczki 4-AP w stanie S -ICT
1S -exc(1). W przedziale czasu, w ktorym punkt ten wystepuje, procesem majacym
najwickszy wplyw na posta¢ TRES 4-AP jest tworzenic wiazania wodorowego przez
grupe(y) karbonylowa czasteczki 4-AP z czasteczka(ami) wody, w wyniku czego
zwigksza si¢ stezenie S -exc(1). Poniewaz towarzyszy temu silnie batochromowe
przesunigcie TRES, mozna powiedzie¢, ze powstajace wiazanie wodorowe wnosi
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najwigkszy wklad w obserwowane w tym widmie zmiany spektralne [33, 37]. Nalezy
podkresli¢, ze uzyskane wyniki sa pierwsza spektralna ilustracja rozseparowania
wplywu oddzialywan specyficznych i niespecyficznych w calkowitym oddziatywa-
niu czasteczki sondy z jej otoczeniem.

3. TIOKETONY, UDZIAL. ODWRACALNYCH PROCESOW
FOTOCHEMICZNYCH W DEZAKTYWACIJI ZE STANU S,

Tioketony charakteryzuja si¢ nietypowymi wlasciwosciami spektralnymi i foto-
fizycznymi [3, 7]. Zwiazki te probuje si¢ wykorzysta¢ w biologii 1 optyce nielinio-
wej [39, 40] oraz, jako sondy, w badaniach wlasciwosci ukladow mikrozorganizo-
wanych (micelarnych i cyklodekstryn) [41-43]. W literaturze powszechnie przyj-
muje si¢, ze ze wzgledu na krotki czas zycia czasteczek w stanie S|, a tym bardziej
w wyzszych stanach singletowych, S (n > 1), procesy mi¢dzyczasteczkowe prak-
tycznie nie uczestnicza w dezaktywacji tych stanéw. Jednak prowadzone od okolo
dwudziestu lat badania tioketonow alifatycznych i aromatycznych jednoznacznie
pokazaly, ze we wszystkich rozpuszczalnikach z wyjatkiem perfluoroweglowodo-
row (PF), glownym, a czesto dominujacym (o wydajnosci > 90%) procesem dezak-
tywacji ze stanu S (7z,7), jest miedzyczasteczkowe wygaszanie przez rozpuszczal-
nik [3, 5, 7, 44]. Powodem jest wyjatkowo duza reaktywnos¢ grupy tiokarbonylowej
w stanie S,. Sprawia to, ze procesy wygaszania migdzyczasteczkowego, niezaleznie
od natury uzytego rozpuszczalnika i mechanizmu tego procesu, przebiegaja z bar-
dzo duza stala szybkosci (pseudopierwszego rzedu), k, = 10'°-10"" s [5, 44-47].
W rezultacie, wygaszanie powoduje znaczace skrocenie czasu Zycia w stanie S, 7,
1obnizenie ¢, tioketondw w sytuacji, kiedy PF (w ktorych zanik tioketonow w stanie
S, jest calkowicie wewnatrzczasteczkowy) zastapi si¢ rozpuszczalnikiem bardziej
reaktywnym lub silniej oddzialujacym, np. nasyconym weglowodorem. Dla czas-
teczki benzopyrantionu (BPT), Rys. 9, typowego tioketonu aromatycznego, w stanie
S, w perfluoroheksanie otrzymano 7z, = 187.2 ps, zas w heksanie czas zycia ulegl
dziesigciokrotnemu skroceniu, 7 = 19,5 ps [48]. Pikoseckundowe czasy zycia
wyznaczono z zaniku fluorescencji metoda TCSPC, a micrzone krzywe zaniku mialy
zawsze przebieg jednowykladniczy, niezaleznie od dlugosci fali wzbudzenia (w za-
kresie pasma absorpcji S —S,) oraz dlugosci fali emisji (w zakresie widma fluores-
cencji S-S ). Wyniki te swiadcza o tym, Ze jedynym indywiduum emitujacym
w reaktywnych rozpuszczalnikach weglowodorowych sa tioketony w stanie S,. Dla-
tego w celu zbadania mechanizmu wygaszania oraz obserwacji powstajacych indy-
widuow przejsciowych, konieczne bylo uzycie metody absorpcji przejsciowej o fem-
tosekundowej rozdzielczosci czasowe). Metoda ta pozwala na uzyskanie kinetycz-
nych danych o zachodzacych procesach w postaci sygnalow: depopulacji stanu pod-
stawowego w wyniku wzbudzenia probki impulsem laserowym, emisji wymuszonej
ze stanu S, do stanu podstawowego, absorpcji ze stanéw S, 1T , oraz powstajacych
indywiduow przejsciowych, w szczegdlnosci rodnikow nieswiecacych.
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Rysunek 9. Stacjonarne widmo absorpcji i widmo fluorescencji (4, =370 nm) BPT (1 * 10~ mol/dm®)
w n-heksanie.

Wyniki badan metoda absorpcji przejsciowej o femtoseckundowej rozdzielczo-
sci czasowej dla BPT wzbudzonego do stanu S, w heksanie przedstawiono na
Rys. 10. W widmach absorpcji przejsciowej bezposrednio po wzbudzeniu, obser-
wuje si¢ dwa pasma: w zakresie 570750 nm, zwiazane z przejsciem S,—S
1 w zakresie 430-570 nm wymuszonej fluorescencji S,—S . Widmo tej emisji
dobrze zgadza si¢ ze stacjonarnym widmem fluorescencji (Rys. 9). Dla czasow opdz-
nien 3—40 ps intensywnos¢ obu pasm silnie maleje i stosunkowo niewiele zmienia
ksztalt. Dla czasu opdznienia 100 ps 1 dluzszych obserwuje si¢ widmo absorpcji
przejsciowe] zwiazanej z przejsciem ze stanu T, do wyzszych stanéw T, [5]. Widmo
to ma taki sam ksztalt jak widmo zmierzone dla znacznie dluzszych czasow op6z-
nien 10® s (na ukladzie nanosekundowej absorpcji przejsciowe;j), kiedy w roztwo-
rze obecne sa wylacznie czasteczki BPT w stanie T, Wyznaczone zardwno z pasma
absorpcji przejsciowej jak 1 emisji wymuszonej, kinetyki zaniku maja przebieg jed-
nowykladniczy. Wyznaczony czas zycia wynosi 7z, = 19,7 ps 1 jest taki sam jak
wyznaczony z zaniku fluorescencji metoda TCSPC [48]. Wyniki te $wiadcza o tym,
ze w widmie absorpcji przejsciowe]j obserwuje si¢ jedynie czasteczkg BPT w stanie
S, 1 T,. Brak sygnalu ze stanu S, wynika z jego bardzo krotkiego czasu zycia,
7, < 1 ps. Jest to charakterystyczne dla tioketonow aromatycznych, dla ktorych
przerwa energetyczna AE( S,-T)) jest mala (< 1000 cm™) [5, 49, 50].
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Rysunek 10. (a) Widma absorpc;ji przejéciowej dla BPT w n-heksanie po wzbudzeniu 4, = 400 nm,
mierzone dla czasow opdznien od 1 do 100 ps, (b) kinetyki mierzone dla dlugosci fal 465 1 655 nm

Nasze wczesniejsze badania wskazywaly na to, ze migdzyczasteczkowe
oddzialywanie pomiedzy grupa C=S czasteczki tioketonu w stanie S, 1 bedacym
w poblizu wiazaniem C—H czasteczki rozpuszczalnika prowadzi do bardzo wydaj-
nego, prawie odwracalnego, odrywania atomu wodoru, powodujacego wygaszanie
aromatycznych S, -tioketonow [3, 5, 45, 48]. Na przebieg tego procesu wskazywal
efekt podstawienia izotopowego. Stosunek stalych szybkosci wygaszania S, -tioke-
tonow przez weglowodory 11ich pochodne deuterowane wynosi k, /k =2-3 3,45, 48].
Wydajnos¢ kwantowa zaniku fotochemicznego badanych tiondw w tych warunkach
jest mala (ponizej 1072 [7, 51]), co $wiadczy o bardzo duzej odwracalnosci procesu
wygaszania. W oparciu o uzyskane wyniki badan fotochemicznych tioketondéw
w stanie S, w rozpuszczalnikach weglowodorowych, wielokrotnie przyjmowano two-
rzenie rodnikow tililowych i tioketylowych, jako indywidudw przejsciowych w tych
procesach [52—56]. Mimo tego, do chwili obecnej nie udalo si¢ stwierdzi¢ tworze-
nia takich rodnikoéw ani tez zarejestrowa¢ ich widm absorpcji przejsciowe] przy
wzbudzeniu tioketonow do stanu S..

Proces odrywania atomu wodoru od czasteczek rozpuszczalnika 1 tworzenie
w nim rodnikow ketylowych byl stosunkowo szeroko badany dla czasteczek keto-
noéw w stanie trypletowym T, (n,7*) [57, 58]. Natomiast bardzo niewiele wiadomo
na temat rodnikow powstajacych w procesic wygaszania stanu S, a tym bardziej
rodnikow i ekscipleksow powstajacych z wyzszych stanow singletowych S (n >2)
[3-6, 47, 59]. W oparciu o wyniki badan eksperymentalnych 1 obliczen teoretycz-
nych dla ketonow alifatycznych i1 azoalkandéw, wzbudzonych do stanu S (n,7*)
[4, 6, 60], stwierdzono, ze dezaktywuja si¢ one w migdzyczasteczkowym procesie
wygaszania 1 moga tworzyc¢ rodniki albo dezaktywowac si¢ na drodze konkurencyj-
nego procesu przecinania stozkowego. Powyzsze dane literaturowe pozwalaja
wyjasni¢, z jakiej przyczyny w widmie absorpcji przejsciowej BPT wzbudzonego
do stanu S, w heksanie (podobnie jak w kilku innych weglowodorach, w tym
w cykloheksanie) niec wida¢ sygnalu pochodzacego od rodnikéw tioketylowych
i/lub tililowych [5], mimo ze rozdzielczos¢ czasowa i czulos¢ stosowanego femto-
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sekundowego spektrometru absorpcji przejsciowe] jest wystarczajaco duza. Przy-
czyna moze by¢ bardzo krotki czas zycia tych rodnikow z, <3 ps, znacznie krotszy
od czasu zycia BPT w stanie S,, 7, ~ 20 ps. Taka relacja czasow zycia powoduje, ze
cho¢ wydajnos¢ tworzenia rodnikow nie jest mala, to jednak ich chwilowe stgzenie
jest zbyt male, aby moglo by¢ bezposrednio obserwowane. O bardzo krotkim czasie
zycia rodnikow powstajacych z BPT w stanie S, moze decydowa¢ bardzo szybki
proces ich rekombinacji pierwotnej w klatce rozpuszczalnika. Jak dotad, proces
takiej rekombinacji we wzbudzonym stanie singletowym byl badany dla rodnikow
powstalych w wyniku wewnatrzczasteczkowej fotodysocjacji malych, 2—3 atomo-
wych [61-66], badz wicloatomowych czasteczek [54, 67-69]. Najkrotszy czas trwania
procesu rekombinacji w tych ukladach wynosil kilka pikosekund [67]. Natomiast
do tej pory nie badano procesu rekombinacji par rodnikow uformowanych w mig-
dzyczasteczkowym procesie odrywania wodoru od czasteczki rozpuszczalnika przez
krotkozyjace reaktywne czasteczki we wzbudzonym stanie singletowym. Warto zau-
wazy¢, ze de Mayo 1 wspolpracownicy [55, 56]. w oparciu o analiz¢ stacjonarnych
wynikow fotochemicznych, przyjeli, ze czas zycia rodnikéw powstajacych w proce-
sic wygaszania alifatycznego tioketonu S,-adamantanotionu przez czasteczki cyklo-
heksanu wynosi zaledwie 2 ps. Niestety, ta bardzo cickawa propozycja nie zostala
do tej pory zweryfikowana przez bezposrednia obserwacje tworzenia i zaniku powsta-
jacych rodnikow. Jest takze mozliwe, ze brak sygnalu absorpcji przejsciowej pocho-
dzacej od rodnikow jest wynikiem przebiegu bardzo szybkiego konkurencyjnego
procesu przecinania stozkowego. Mechanizm tego procesu o naturze chemicznej
mozna ogodlnie opisa¢ jako migdzyczasteczkowy proces dezaktywacji bezpromieni-
stej poprzez oddzialywanie wyjatkowo reaktywnej grupy tiokarbonylowej czasteczki
BPT w stanie S, 1 wiazania C—H o dostatecznie malej energii w czasteczce rozpusz-
czalnika (wygaszacza). Jak pokazal Nau ze wspolpracownikami, proces ten moze
uczestniczy¢ w dezaktywacji wzbudzonych czasteczek ketonow alifatycznych i aza-
alkanow w stanie S, (n, 7*), w dostatecznie reaktywnych rozpuszczalnikach
[4, 6, 60]. W warunkach tych proces odrywania atomu wodoru od czasteczki roz-
puszczalnika jest procesem uprzywilejowanym energetycznie. W przypadku BPT
w stanie S,, w weglowodorach prowadzi to do przecinania krzywych energii poten-
cjalngj stanu S, ze stanem wzbudzonym S, wzdluz wspolrzednej reakcji odpowia-
dajacej odrywaniu atomu wodoru od czasteczki rozpuszczalnika (Rys. 11) [5].
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Rysunek 11. Schemat krzywych energii potencjalnej dla procesu przecinania stozkowego migdzy stanem
S, 18, oraz odrywania atomu wodoru z czasteczki rozpuszczalnika RH przez czasteczk¢ BPT
wzbudzona do stanu S,

Wydaje si¢, ze czasteczki wielu zwiazkow, szczegolnie zawierajacych hetero-
atomy posiadajace elektrony z trzeciej 1 wyzszych powlok walencyjnych oraz reak-
tywne grupy funkcyjne lub tez pojedyncze wiazania o malej energii, po wzbudzeniu
do stanow S (n > 2) o wysokiej energii, podobnie jak tioketony w stanie S,, moga
ulega¢ dezaktywacji z udzialem procesow migdzyczasteczkowych. Warto zauwa-
zy¢, ze wzbudzenie tych czasteczek do standw S (n > 2) ma czgsto miejsce zaroOwno
w laboratorium, jak i w wyniku absorpcji promieniowania stonecznego. Dlatego
wyniki zaprezentowane dla tioketonow w stanie S, moga mie¢ charakter modelowy.

NAJWAZNIEJSZE WNIOSKI

W pracy zaprezentowano wyniki badan spektralnych i fotofizycznych uzys-
kane przez nas dla czasteczek bedacych przedstawicielami trzech r6znych klas zwiaz-
kow:

» zasad Schiffa — posiadajacych silne wewnatrzczasteczkowe wiazania wo-
dorowe, tworzacych kilka fototautomerow,

+ aminoftalimidow — posiadajacych stany elektronowe typu LE 1 ICT, two-
rzacych ekscipleksy poprzez wiazania wodorowe z czasteczkami rozpuszczalnikow,

* tioketonow — zawierajacych w stanie S, wyjatkowo reaktywna grupe tiokar-
bonylowa, ulegajacych wygaszaniu przez czasteczki rozpuszczalnikow o réznych
wlasciwosciach.

Warto podkresli¢, ze dla wszystkich badanych zwiazkow, niezaleznie od zlozo-
nych mechanizmoéw ich dezaktywacji przebiegajacych z bardzo r6zna dynamika,
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dominujacym koncowym procesem jest odtwarzanie niezmienionego chemicznie
substratu w stanie podstawowym.

Koniecznym warunkiem poprawnego zinterpretowania zlozonych wlasciwosci
badanych zwiazkow w stanach elektronowo wzbudzonych jest dobér rozpuszczal-
nikow o odpowiednich wlasciwosciach. Umozliwia to zbadanie roli niespecyficz-
nych i specyficznych (wigzan wodorowych) oddzialywan z rozpuszczalnikiem oraz
obserwacj¢ zardwno wewnatrzczasteczkowych, jak i migdzyczasteczkowych proce-
sow dezaktywacji.

Uzyskanie zaprezentowanych wynikow bylo mozliwe dzigki uzyciu stacjonar-
nych i rozdzielczych w czasie laserowych metod spektroskopii absorpcyjnej 1 emi-
syjnej, o rozdzielczosci czasowej piko- i femtosekundowe;.

Otrzymane wyniki moga by¢ pomocne w badaniach zwiazkow o podobnych
wlasnosciach oraz ukladow bardziej zlozonych, w tym réwniez ukladow biologicz-
nych.
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ABSTRACT

Gramicidin D (gD) is a naturally occurring mixture of six linear pentadecapep-
tides produced by Bacillus brevis species in soil, which exhibit significant antibac-
terial activity against all Gram+ bacteria. The peptides are modified at both ends
and the six forms differ at 1st (Val or Ile) and 11th (Trp, Phe or Tyr) positions.
The most populated gramicidin A (VgA) has a sequence CH(O)-Val -Gly-Ala-D-
-Leu-Ala-D-Val-Val-D-Val-Trp-D-Leu-Trp -D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-
-NHCH,CH,OH.

Gramicidin was isolated in 1939 and its sequence was determined five years
later. First models of its secondary structure based on helical conformation were
proposed in 1971-1974 explaining channel-like properties of the peptide.

Despite over 60 years of studies on gramicidin, there are still numerous unans-
wered questions concerning its structure and functioning. Even fundamental issues
of dimers type and handedness of helices in the gramicidin channel formed by the
peptide in the bacterial cell membranes are not univocally accepted.

After refining several crystal structures of gramicidin D complexes with alkali
metal salts, we have at hands not only more facts concerning double-stranded anti-
parallel gramicidin dimers, but also new puzzled observations due to very high reso-
lution data collected. These, among others, include visible asymmetry of cations’
sites and occupations in the gramicidin channels, as well as specific arrangement of
heterodimers in the crystals.

The paper describes these interesting features of the complexed gramicidin struc-
ture and proposes some new explanations.

Kevwords: complexes of gramicidin, crystal structure of gramicidin, heterogeneity
of gramicidin dimers, distribution of cations in the gramicidin dimers

Slowa kluczowe: kompleksy gramicydyny, struktura krystaliczna gramicydyny,
heterogenicznos¢ dimerdéw gramicydynowych, rozklad kationow w dimerach

gramicydynowych
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WSTEP

Pierwsza wzmianka o gramicydynie D pochodzi z 1939 roku, kiedy to Dubos
wyizolowal ja z bakterii glebowych Bacillus brevis [1-3]. W 1944 roku doniesiono
o bakteriobojczych wlasciwosciach tej substancji zwalczajacej bakterie Gram
dodatnie [4], a wigc posiadajace tylko pojedyncza, cytoplazmatyczna blong komor-
kowa. Sklad mieszaniny szesciu peptydow liniowych, zwanej gramicydyna D, oraz jej
budowe chemiczna okreslil Sarges [5—7].

Kolejnym waznym etapem bylo odkrycie przez Pressmana w 1965 roku
mechanizmu bakteriobdjczego dzialania gramicydyny, w wyniku samoasocjacji jej
czasteczek, w tzw. kanaly gramicydynowe | 8] transportujace m.in. kationy K* i Na*,
zgodnie z gradientem st¢zen. Wywolane tym zaburzenia fizjologicznych stgzen
wymienionych jonow powoduja smier¢ komorek bakteryjnych.

Pierwsze modele kanaléw gramicydynowych powstaly w latach siedemdzie-
siatych. Najpierw Urry zaproponowal model kanatu jako jednoniciowego dimeru,
w ktorym dwie helikalnie zwinigte czasteczki gramicydyny ustawiaja si¢ do siebie
N-koncami (antyrownolegle, glowa do glowy) [9]. Nastgpnie Veatch ze wspolpra-
cownikami opracowal model kanalu jako dwuniciowego dimeru z wzajemnie owi-
nigtymi wokol siebie peptydami gramicydyny, biegnacymi w przeciwnych kierun-
kach [10, 11]. Oba modele dobrze objasnialy najwaznicjsza wlasciwos¢ gramicydyny,
jaka jest tworzenie kanalow zdolnych do transportowania kationdw.

Niniejsze opracowanie opiera si¢ przede wszystkim na wysokorozdzielczych
badaniach rentgenograficznych i odnosi si¢ do wynikdw osiagnigtych innymi meto-
dami tylko w zakresie niezb¢dnym do opisania i zrozumienia poruszanych zagad-
nien.

Pierwsze krysztaly gramicydyny otrzymata w 1949 r. Dorothy Hodgkin, poz-
nigjsza laureatka (1964) Nagrody Nobla za rozwiazanie struktury krystalicznej wita-
miny B, [12]. Jednak 6wczesne proby rozwiazania struktury gramicydyny zakon-
czyly si¢ niepowodzeniem. Musialo uplynac¢ prawie 40 lat, zanim w 1988 roku,
w tym samym numerze ,,Science”, ukazaly si¢ dwa artykuly opisujace strukture gra-
micydyny. Jeden z nich, autorstwa Langsa [13], opisywal strukture krysztalow tego
peptydu w stanie wolnym. Drugi, autorstwa Wallace 1 Ravikumara — struktur¢ kom-
pleksu gramicydyny z chlorkiem cezu [14]. W kolejnych latach Langs otrzymal
1rozwiazal strukturg jednoskosnej odmiany polimorficznej wolnej gramicydyny [15],
a Doyle 1 Wallace, izostrukturalnego kompleksu z rodankiem potasu [16]. Wyniki
tych badan strukturalnych, zwlaszcza kompleksowanej gramicydyny, ktora w krysz-
talach zawierala kationy litowcow wewnatrz helikalnie zwinigtego dimeru, staly si¢
podstawa proponowanych modeli dziatania kanalu gramicydynowego, mimo niskiej
rozdzielczosci uzytych danych oraz kilku istotnych krystalochemicznych nieprawi-
dlowosci, opisanych ponizej. Natomiast struktury krystaliczne wolnej gramicydyny,
mimo iz jakosciowo o wiele lepsze od struktur krystalicznych jej kompleksow
z solami jednowartosciowych kationdw, maja mniejsze znaczenie z biologicznego
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punktu widzenia, bowiem w cylindrycznych dimerach gramicydyny tej formy nie
mieszcza si¢ ani kationy, ani woda.

1. BUDOWA GRAMICYDYNY

Gramicydyna D (gD) jest mieszanina szesciu naturalnych hydrofobowych pen-
tadekapeptydow z reszta formylowa na N-koncach 1 reszta etanoloaminowa na
C-koncach, wytwarzana przez mikroorganizmy glebowe Bacillus brevis. Ten jono-
forowy antybiotyk dzialajacy na bakteric Gram+ zawiera sze$¢ liniowych form roz-
nigcych si¢ rodzajem aminokwasu w pozycji 1 (Val w Vg lub Ile w Ig) i 11 (Trp
w gA, Tyr w gC lub Phe w gB). Gramicydyna D zawiera przecigtnic 80% gA,
5% gB, 15% gC. w tym jest 80% Vg, 120% Ig|17]. a sekwencja dominujacej formy,
zwanej gramicydyna A (VgA), jest nastgpujaca:

CH(O)-Val -Gly,-Ala,-D-Leu,-Ala_-D-Val -Val -D-Val,-
-Trp,-D-Leu,-Trp, -D-Leu,,-Trp,,-D-Leu, -Trp, -NHCH,CH,OH

Schemat 1. Sekwencja aminokwasow w walinogramicydynie A (VgA)

Najwazniejsza cecha gramicydyny jest naprzemiennos¢ konfiguracji p i1 two-
rzacych ja aminokwasow. Od chwili okreslenia budowy gramicydyny bylo jasne, ze
naprzemiennos¢ aminokwasow D 11, (achiralna glicyna znajduje si¢ w miejscu przy-
naleznym aminokwasom szeregu D), rodzaj aminokwasow w niej obecnych oraz
blokowanie koncow N 1 C tego peptydu nie sa przypadkowe 1 wiaza si¢ z mozli-
woscia wbudowywania gramicydyny w blony lipidowe. Nie bylo natomiast jasne,
dlaczego w pozycji 1 moze wystgpowac walina (Vg) lub izoleucyna (Ig), a w pozy-
cji 11 tryptofan (gA), tyrozyna (gC) lub fenyloalanina (gB) (Schemat 1), 1 jaki jest
sens wystegpowania takich modyfikacji.

1.1. ROLA NAPRZEMIENNOSCI AMINOKWASOW b I L

Z topologicznego punktu widzenia, drugorzgdowa strukturg gramicydyny we
wszystkich do chwili obecnej rentgenograficznie zbadanych krysztalach tworza dwa
antyrownolegle biegnace lancuchy peptydowe, polaczone wiazaniami wodorowymi
pomiedzy grupami amidowymi (Rys. 1 [18, 19]), tak jak w antyrownoleglej S-kartce
(S-arkuszu).
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Rysunek 1. Struktura antyrownoleglej f-kartki:
a) widok z gory, b) widok z boku [18, 19]

W przypadku bialek zbudowanych z aminokwasow naturalnych (szeregu 1),
P-kartka jest pofaldowana warstwa, w ktorej lancuchy boczne aminokwasow, przyj-
mujacych preferowane konformacje wokol wiazan C_~C(O) oraz C ~N (Rys. 1),
znajduja si¢ naprzemiennie po obu stronach S-kartki. Zawada przestrzenna, spowo-
dowana obecnoscia tancuchow bocznych, wymusza skret jednostek peptydowych
w stosunku do siebie, przy czym wigkszos¢ f-kartek ma tendencj¢ do skre¢cania sig
w lewo. W przypadku gramicydyny, wobec naprzemiennego wyst¢gpowania amino-
kwasow D 1 1, wszystkie lancuchy boczne w dimerycznej f-kartce sa po tej samej
stronie kartki, powodujac jej jeszcze silniejsze zakrzywianie si¢ 1 w koncu, zamyka-
nie za pomoca wiazan wodorowych w forme krotkiej rurki, zwanej kanalem grami-
cydynowym (Rys. 2).

a) ih]

Rysunek 2. Struktura dwuniciowego antyrownoleglego dimeru gramicydyny D:
a) widok z boku kanalu gramicydynowego, a) widok wzdtuz osi helisy



STRUKTURALNE ZAGADKI KOMPLEKOWANYCH GRAMICYDYN W ICHKRYSZTALACH 173

1.2. ROLA HETEROGENICZNOSCI GRAMICYDYNY

Na podstawie pomiarow elektrofizjologicznych stwierdzono, ze rodzaj amino-
kwasu w pozycji 11 ma duze znaczenie dla funkcjonowania kanalu gramicydyno-
wego, poniewaz wplywa na czas otwarcia kanalu oraz jego wlasciwosci transportu-
jace [20-22]. Rodzaj aminokwasu w pozycji 11 (Trp w gA, Phe w gB czy Tyr w gC)
wplywa na energi¢ wigzania kationéw w kanale, a takze na transport pojedynczego
kationu [21]. Potwierdzeniem takiego wplywu aminokwasu w pozycji 11 sa wyniki
pomiarow przewodnictwa dla pojedynczego kanalu, wykonane dla gramicydyn
liniowych 1 ich analogow [21, 22]. Natomiast heterogenicznos¢, zwiazana z obec-
noscia w pozycji 1 waliny lub izoleucyny, nic ma wplywu na przewodnictwo kanatu
gramicydynowego, co znajduje swoj wyraz rowniez w katalogach producentow che-
mikaliow, w ktorych oferowane sa przewaznie gramicydyny A i D (mieszanina gA,
gB i1 gC) bez wyszczegodlniania, jaki jest w nich udzial walinogramicydyn i izoleu-
cynogramicydyn [23].

2. BUDOWA KANALOW GRAMICYDYNOWYCH W KRYSZTALACH

Pojecie kanal gramicydynowy w pracach biologicznych oznacza dimer grami-
cydyny, ktory wbudowujac si¢ w blong komorkowa, tworzy w niej otwor (kanal),
przez ktory moga przeplywac jednowartosciowe kationy [24].

2.1. KANALY GRAMICYDYNOWE. DIMERY JEDNO- CZY DWUNICIOWE?

Udzial 1 pozycja poszczegdlnych aminokwasow w gramicydynie (Schemat 1)
nie sa przypadkowe. Blizej N-konca wystepuja wylacznie aminokwasy alifatyczne
(najwigeej waliny), zas blizej C-konca wystepuja na przemian leucyna 1 tryptofan,
a wigc aminokwasy z najwigkszymi lancuchami bocznymi, przy czym tryptofan,
cho¢ moze tworzy¢ wiazania wodorowe, ma znaczng lipofilowosc¢, porownywalna
z leucyna [25]. Nie ulega watpliwosci, ze taki sklad aminokwasow zapewnia duze
powinowactwo gramicydyny do lipofilowego srodowiska blony komoérkowej, zwlasz-
cza ze zwinigty dimer gramicydynowy (kanal) ma ukryte w swym wnetrzu i zablo-
kowane wigzaniami wodorowymi hydrofilowe ugrupowania peptydowe, podczas
gdy na zewnatrz kanalu wystaja lancuchy boczne o znacznej lipofilowosci (Rys. 2).

Grupowanie si¢ aminokwasow z lancuchami bocznymi zdolnymi do tworzenia
wiazan wodorowych (Trp w gA 1 Tyr w gC) blisko koncow antyrownoleglych dime-
row gramicydynowych, wystepujace w obu odmianach antyrownoleglych dimeréw
zarowno typu jedno-, jak 1 dwuniciowego, sprzyja poprzecznemu ustawianiu si¢
kanalu w bloniec komorkowej, dzigki czemu tancuchy boczne tych aminokwasow
oraz grupy hydroksyetylenoaminowe znajduja si¢ blizej fazy wodnej (granicy blony),
podczas gdy lancuchy boczne pozostalych aminokwasow, prawie wylacznie alifa-
tycznych, sa ,,zanurzone” w lipofilowym srodowisku tej blony.
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Poprzeczne ustawienie cylindrycznych dimeréw gramicydyny w blonie umoz-
liwia im pelnienie roli kanalow jonowych, transportujacych zgodnie z gradientem
stgzen kationy, dzigki hydrofilowemu charakterowi wngtrza wszystkich typow dime-
row gramicydyny. Jednak w zaleznosci od wewngetrznej srednicy dimerdw, zaleznej
z kolei od topologii migdzy- i wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych lacza-
cych lancuchy dimeru, nie mieszcza si¢ w jego wngtrzu ani jony, ani woda.

Potwierdzaja to rentgenograficzne badania krysztalow wolnej gramicydyny
otrzymywanych z czystych rozpuszczalnikow organicznych, ktore zawieraja anty-
rownolegle dimery o srednicy wewnetrznej mniejszej od 2 L, a wiec zbyt malej by
pomiesci¢ kationy lub wodg [13]. Natomiast krysztaly gramicydyny, otrzymywane
w obecnosci soli jednowartosciowych kationow, zawieraja te kationy oraz znaczna
liczbg czasteczek wody wewnatrz dimerow, dzigki wigkszej ich srednicy wynosza-
cej ok. 4 L [26-28].

Poprzeczne ustawianie si¢ dimeréw gramicydyny umozliwiajace im pelnienie
roli kanalow jonowych dotyczy zarowno formy HHSH (ang. head to head single
helices), znanej réwniez jako antyrownolegly jednoniciowy dimer, w ktorym helisy
gramicydynowe zwrocone sa do siebie N-koncami, jak i odmiany DSDH (ang.
double stranded double helix), zwanej tez antyroéwnoleglym dwuniciowym dime-
rem, wystepujacej we wszystkich do chwili obecnej zbadanych rentgenograficznie
gramicydynach, w ktorej mamy do czynienia z dwoma przeciwnie zorientowanymi,
wzajemnie oplatajacymi si¢ helisami gramicydynowymi (Rys. 3).
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Rysunek 3. Dwa glowne modele antyrownoleglego dimeru gramicydynowego:
a) dwuniciowy b) jednoniciowy, ¢) dimer jednoniciowy [29] w powigkszeniu z pominigtym fancuchem
bocznym dla przejrzystosci rysunku.

Cho¢ dzisiaj nikt nie kwestionuje dimerycznej natury fizjologicznie aktywnych
kanalow gramicydynowych, nie do konca rozstrzygnigto sprawe ich struktury. Praw-
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dopodobnie jest to wymodelowany przez Urry’ego [8, 9, 30] antyrownolegly dimer
jednoniciowy (HHSH). Stad tez propozycja na razie jeszcze powszechnie niczaak-
ceptowana, aby dimery HHSH nazywa¢ kanalami a DSDH porami [31-33].

Obie wymienione formy maja taka sama laczna dtugos¢ ok. 30 L., a wiec znacz-
nie mniej niz grubo$¢ blony komorkowej. Niemniej jednak fakt transportowania
kationdw przez sztuczne blony z wbudowanymi dimerami gramicydyny [34, 35]
oraz obserwowane zmniejszenie grubosci blony w poblizu kanalu gramicydyno-
wego potwierdzaja mozliwos¢ wystgpowania dimeru w charakterze kanalu grami-
cydynowego.

2.2. ROWNOLEGLE CZY ANTYROWNOLEGLE ULOZENIE HELIS
W DIMERACH?

Jak juz wspomnielismy wczesniej, mimo 1z wystgpujaca w stanie krystalicz-
nym gramicydyna ma strukture¢ S-kartki, z powodu naprzemienno$ci konfiguracji
aminokwasow 1 wystgpowania lancuchow bocznych po tej samej stronie S-kartki,
nastgpuje jej zwijanie dajace helikalny przebieg lancucha peptydowego i przyblizone
podobienstwo drugorzgdowej struktury gramicydyny do a-helisy biatkowej. Cho-
ciaz w roztworze stwierdzono wystgpowanie zarowno dimerow o rownoleglym, jak
1 antyrownoleglym ulozeniu helis gramicydynowych [36], w krysztatach do chwili
obecnej zaobserwowano jedynie odmiany antyrownolegle. Wszystkie one zostaly
otrzymane z rozpuszczalnikow organicznych, przewaznie alkoholi, ktére stanowia
srodowisko izotropowe, a wigc znacznie odbiegajace od warunkow istniejacych
w realnych blonach komérkowych. Takie warunki sprzyjaja wystgpowaniu w krysz-
talach antyréwnoleglych dimeréw gramicydynowych typu dwuniciowego (DSDH).
Proby krystalizacji w anizotropowych macierzach organicznych i micelach, ktore
mialy spowodowa¢ krystalizacj¢ jednoniciowych lub rownoleglych dimerow, nie
powiodly sig.

2.3. HELISY PRAWO- CZY LEWOSKRETNE?

Najcieckawszym chyba problemem, z jakim przyszlo zmierzy¢ si¢g wszystkim
badaczom zajmujacym si¢ gramicydyna, jest okreslenie kierunku skretu ich helis.
Badania NMR i CD wskazuja na obecno$¢ dimerow jedno- i dwuniciowych, z heli-
sami gramicydynowymi prawo- lub lewoskretnymi, ukladajacymi si¢ rownolegle
lub antyrownolegle [9, 10, 15, 30, 37]. Natomiast badania rentgenograficzne,
w ktorych wykryto jedynie dwuniciowe antyrownolegle dimery, pokazuja helisy lewo-
skretne w przypadku wolnej gramicydyny [13, 38] 1 helisy o obu skretnosciach
(patrz paragraf 3.3) w przypadku kompleksow soli potasowcow z gramicydyna | 14,
16, 20, 27, 28, 39]. Co cickawe, w laboratorium Wallace otrzymano dwie struktury
krystaliczne komplekséw gramicydyny z CsCl 1 z KSCN, w ktorych helisy pepty-
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dowe byly lewoskretne [14, 16], podczas gdy we wszystkich tego typu strukturach
krystalicznych zbadanych w grupie Duaxa [20, 26, 39, 40] helisy byly prawoskretne,
mimo zastosowania tych samych metod i1 warunkow krystalizacji.

Prawoskr¢tne byly rowniez dwuniciowe helisy gramicydynowe w zbadanych
przez nasz Zespol krysztalach pigciu kompleksow gramicydyn, w tym réwniez
z CsCl1 KSCN [27, 28]. Wszystkie pig¢ krysztaldw zostalo zmierzonych z uzyciem
promieniowania synchrotronowego, w temp. 100 K, co pozwolilo osiagnac rozdziel-
czos¢ atomowgq (Tabela 1).

Tabela 1. Dane krystalograficzne zbadanych rentgenograficznie struktur krystalicznych
kompleksowanych gramicydyn. We wszystkich strukturach grupa przestrzenna P2 2 2 .
W nawiasach podano kody w Bazie PDB.

Struktura gramicydyny z: ROZdii;]l cz08¢ [g] [E,] [;,] Ob[_];g;(s)s'é

Lewoskretne:

CsCl (1C4D) 2,00 32,12 31,17 52,10* 52168
KSCN (1GMK) 2,50 32,06 31,04 51,80" 51548
Prawoskretne:

CsCl (1AV2) 1,40 31,06 31,88 52,11 51599
CH;COOH (1BDW) 1,70 20,58 27,91 52,04 29892
CsCP 0,95 30,02 31,54 51,78 49028
RbCI AW5UY° 1,14 30,06 31,30 51,69 48635
KI (21ZQ)° 0,80 30,14 31,32 51,55 48671
KSCN® 0,95 30,23 31,48 51,74 49236
Nal® 1,25 29,82 31,26 51,67 48148

# Stale sieciowe a 1 ¢ zostaly zamienione dla uwidocznienia 1zostrukturalnosci.
b Struktury zbadane z zastosowaniem promieniowania synchrotronowego

Jak wida¢ z danych w Tabeli 1, wszystkie kompleksowane gramicydyny maja
zblizone wymiary komorek elementarnych, takie same grupy przestrzenne oraz upa-
kowanie (Rys. 4), z wyjatkiem struktury gramicydyny krystalizowanej z kwasu octo-
wego [26] o innej komorce elementarnej, co zostanie wyjasnione w Rozdziale 3.1.
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Rysunek 4. Upakowanie czasteczek w krysztale kompleksu gramicydyny z CsCl:
a) z lewoskretnymi, b) z prawoskretnymi helisami garmicydyny

Opublikowana przez Wallace 1 Ravikumara struktura, zbudowana z lewoskret-
nych dimerdéw | 14], chociaz oparta o pomiary wykonane z rozdzielczo$cia zaledwie
2 L, wydawala si¢ wowczas (1988) prawidlowa, gdyz w rownolegle opublikowane;
przez Langsa [ 13] strukturze krystalicznej wolnej gramicydyny, helisy peptydu byly
rowniez lewoskretne. W tej sytuacji zbadanie przez Duaxa (z duzo lepsza rozdziel-
czoscia) kilku kompleksow gramicydyny z solami litowcow, w tym rowniez z CsCl,
w ktorych helisy gramicydyny byly bez wyjatku prawoskretne, a komorki elemen-
tarne 1 upakowanie niemal identyczne mimo calkowicie rdznej orientacji grup bocz-
nych, wywolalo ozywiona polemike [41-43], w ktorej jako podstawe kwestionowa-
nia poprawnosci struktur zawierajacych lewoskretne helisy wykazano wiele krysta-
lochemicznych ,,nieprawidlowosci”, m.in. obecnos¢ kationdw na zewnatrz kanalow
a anionow w ich wnetrzu, niemalze identyczne wymiary komorek elementarnych,
a takze takie samo upakowanie, mimo calkowicie roznej orientacji grup bocznych.

Poniewaz pierwotne dane eksperymentalne struktur lewoskretnych nie zostaly
udost¢pnione, nic ma mozliwosci przeprowadzenia bezposredniej weryfikacji
w procesie ich udokladniania. Byl to m.in. dodatkowy powod podjecia przez nas
badan strukturalnych kompleksowych gramicydyn z jeszcze lepsza rozdzielczoscia
[27, 28].

3. GRAMICYDYNOWE ZAGADKI STRUKTURALNE

Opisane wyzej, do dzi$ nierozwiazane watpliwosci dotyczace budowy 1 funk-
cjonowania kanalow gramicydynowych, raczej nie b¢da rozwiazane metodami
dyfrakcyjnymi. Natomiast nasze wyniki, si¢ggajace granic mozliwosci wspolczesnych
metod krystalograficznych (Tabela 2), pozwolily dostrzec wiele szczegolow struk-
turalnych, ktore nasungly nowe pytania zamiast odpowiedzie¢ na dotychczas sta-
wiane.

W dalszej czgsci artykulu przedstawiamy te zagadki oraz podejmujemy probe
ich rozwiazania.



Tabela 2. Wybrane dane krystalograficzne dla znanych struktur gramicydynowych w ich kompleksach z solami litowcow.
W nawiasach podano kody w Bazie PDB

Kompleks gramicydyny z
2:CsCl g:KSCN 2:CsCl g:CHs:COOH 2:CsCl g:RbCI g:KI g:KSCN g:Nal
(1C4D) (IGMK) (14V2) (1BDW) (IW5L) (2170)
1988 1997 1997 1998 2001 2002 2004 2006 2006
Rozdzielczo$é [/U 2,00 2,50 1,40 1,70 0,95 1,14 0,80 0,95 1,25
Kompletnosé danych [%6] 99,8 83,3 92,4 95,0 98,8 98,7 98,17 98,99 95,04
Liczba wiezow 6720 1360 6382 9395 15555 11714 9756
Liczba udokladnianych 5261 1359 10177 6591 8994 7279 6687
parametrow
*Ridla F>40F 0,232 0,1444 0,1572 0,0838 0,1618 0,106 0,140 0,147
Ridla . 0,1466 0,1690 0,0885 0,1624 0,110 0,15 0,16
wszystkich danych
Ree 0,1743 0,2346 0,1117 0,2018 0,116 0,1521 0,1588
Rumerge 0,0325 0,096 0,050 0,068 0,070 0,081 0,074 0,127
GooF 1,06 1,19 1,028 1,009 1,020
) 3 0,45 0,45 0,97 0,43 0,73
Ap me, min [ e/ 4 / -0,37 -0,45 -0,34 -0,36 -0,34

8LI

* Wskazniki (czynniki) rozbieznosci R dotyczg zgodnosci obserwowanych (otrzymanych doswiadczalnie) 1 obliczonych na podstawie udoktadnionego modelu struktury. Oznacza to, ze im mniejszy R,
tym bardziej wiarygodne wyniki.
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3.1. GRAMICYDYNA W KRYSZTALACH
OTRZYMANYCH Z KWASU OCTOWEGO

Oprocz wolnej gramicydyny 1 jej kompleksow z solami litowcow, otrzymano
1 rozwiazano strukturg krystaliczna gramicydyny z kwasu octowego [26], w ktorej
wymiary komorki elementarnej sa zupeknie inne (Tabela 1), z wyjatkiem stalej sie-
ciowej ¢, rownoleglej do osi dimeru gramicydynowego, rownej 52 L. Co wigce;,
srednica wewngtrzna kanatu 1 kierunek skretu helis peptydu w tej strukturze sa iden-
tyczne jak w strukturach kompleksowanych gramicydyn.

Mozna spekulowac, ze rolg litowca w tym przypadku spelnia jon hydroniowy
(nieodroznialny dla promieniowania rentgenowskiego od wody), niewatpliwie obecny
w znacznym st¢zeniu w srodowisku kwasu octowego, o rozmiarach praktycznie row-
nych jonowi sodowemu, i ze to on determinuje rodzaj dimeru gramicydynowego.
Jednak ze wzgledu na obecnos¢ wigkszych niz halogenkowe (czy nawet rodankowe)
aniondéw octanowych w krysztale, upakowanie 1 wymiary komorki elementarnej sa
inne (Tabela 1).

3.2. STECHIOMETRIA W KRYSZTALACH KOMPLEKS(')W GRAMICYDYNY
Z SOLAMI LITOWCOW

Krysztaly moga zawiera¢ wigcej niz jeden zwiazek chemiczny. Np. w kryszta-
lach jonowych podobne chemicznie jony moga si¢ wzajemnie zastgpowaé w Szero-
kich granicach stgzen (sole podwdjne), a w krysztalach molekularnych, zbudowa-
nych z czasteczek o nieregularnym ksztalcie, moga si¢ tworzy¢ duze puste prze-
strzenie, zapelnione najczesciej przez rozpuszcezalnik lub inne skladniki roztworu.
W zaleznosci od st¢zenia, dopasowania ksztaltu do powstajacych luk 1 sil wiaza-
cych je z glownym skladnikiem krysztalu, te dodatkowe substancje moga wystepo-
wac w iloSciach stechiometrycznych (kompleksy molekularne, solwaty) lub nieste-
chiometrycznych. W badaniach dyfrakcyjnych nie zawsze jest mozliwe udokladnia-
nie parametrow obsadzenia kationow 1 anionow, szczegodlnie w przypadku pomia-
réw o niskiej rozdzielczosci. Taka sytuacja miala miejsce w pierwszych pracach opi-
sujacych struktury gramicydyny [14, 16, 44], w ktérych zakladano calkowite lub
czgsciowe obsadzenie jonow zlokalizowanych na mapie gestosci elektronowej, bez
udokladniania tego parametru. W rezultacie liczba formalnych czasteczek soli przy-
padajaca na dimer gramicydyny, obliczona na podstawie liczby zlokalizowanych
kationow, nie jest miarodajna.

Natomiast w przypadku struktur krystalicznych, rozwiazanych przez autoréw
w oparciu o dane o wysokiej rozdzielczosci, parametry obsadzenia byly udokladnia-
ne. Co wigcej, ze wzgledu na obecnos¢ w niezaleznej czgsci komorki elementarne;
dwoch takich dimerow, sumaryczne obsadzenia kationdw zlokalizowanych wewnatrz
poszczegblnych dimeréw moga by¢ rozne. Jednak suma udokladnionych parame-
trow obsadzenia aniondw, ktore znajduja si¢ we wspolnej przestrzeni poza oboma
kanalami, z oczywistych powodow powinna by¢ zgodna z poprzednio wspomniang
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suma parametrow obsadzenia kationow w obu dimerach. W zaleznosci od rodzaju
soli, bardzo r6zna moze by¢ dokladnos¢ i pewnos¢ oznaczenia w ten sposob zawar-
tosci obu przeciwjonow tworzacych sol.

Z danych zestawionych w Tabeli 3 wynika, ze liczba formalnych czasteczek
soli (odpowiadajaca w praktyce sumie parametrow obsadzenia wszystkich zlokali-
zowanych kationéw lub anionow) przypadajaca na jeden dimer w strukturach
o wysokiej rozdzielczosci, waha si¢ od 0,5 w jednym z dimerow w kompleksie z KI
($rednio 0.55) do 1,6 w jednym z dimerow w krysztalach kompleksu gramicydyny
z RbCI (srednio 1,40). Sa to wiec kompleksy niestechiometryczne.

Tabela 3. Zawartos¢ jonow soli oraz czasteczek wody
w strukturach krystalicznych kompleksow gramicydynowych.
[ 1IT oznaczajg dwa krystalograficznie niezalezne dimery gramicydynowe.
,,Poza” oznacza obszar poza kanalem

Kompleks Suma obsadzen kationdw Suma obsadzen wody Suma obsadzen aniondw
gramicydyny (liczba miejsc) (liczba migjsc) (liczba migjsc)
z I ‘ I Poza I ‘ II Poza I I ‘ Poza
Struktury z lewoskretnymi helisami gramicydyny
Cscl 6,00 (8) 20,00 20) 6,00 (6)
(1C4D) 2,00 2,00 2,00 3,00 1,00 16,00 3,00 3,00
2 2 “@ 3 @ 16) 3 3
KON 32(4) 324
(IGMK) 1,50 1,70 1,00 1,00 1,20
)] )] @ @ )]
Struktury z prawoskretnymi helisami gramicydyny
oscl 1,96 (7) 15,52 (22) 2,00 (4)
(1AV2) 1,02 0,94 5,00 6,77 3,75 2,00
“@ 3 U] 10) &) “@
CH:COOH 11,00 (22) 3,50 (5)
(1BDW) 7,50 3,50 3,50
ds) U] &)
2,67 (14) 40,01 (112) 2,52(10)
CsCl 143 124 927 974 210 2,52
® © (33 30 (70) 10)
RbCl 2,81 (14) 18,60 (32) 2,54 (12)
(AWsU) 1,59 1,22 5,64 7,14 5,82 2,54
U] U] ay  dadn 10) 12)
KI 1,10 (6) 27,04 (85) 1,09 (8)
(21ZQ) 0,50 0,60 8,36 8,43 10,25 1,09
€] €] (29 (25 (32 ®
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Tabela 3. Ciag dalszy

Suma obsadzen kationéw Suma obsadzen wody Suma obsadzen anionéw
Kompleks . L . . . .
- (liczba miejsc) (liczba miejsc) (liczba miejsc)
gramicydyny
z I ‘ I Poza I I Poza I I ‘ Poza
Struktury z prawoskretnymi helisami gramicydyny
1,92 (8) 18,49 (55) 1,97 (7)
KSCN 1,05 0,87 5,35 7,18 5,96 1,97
G)] G)] a @b a2 @
1,75 (8) 14,04 (60) 1,71 (8)
Nal 1,08 0,67 5,46 493 3,65 1,71
(&) (€)) (25 @9 109 ®

Wigksza niz 1 liczbe formalnych czasteczek soli, a wige 1 kationow przypada-
jaca na dimer, mozna latwo wyjasni¢ na podstawic od dawna znanego faktu, ze
w dimerze gramicydynowym sa 3 gléwne miejsca wiazace, jedno na srodku 1 dwa
blizej koncow kanalu [45], przy czym obsadzenie srodkowej pozycji wyklucza jed-
noczesne obsadzenie brzegowych miejsc wiazacych, wobec zbyt malej odleglosci
migdzy nimi, w ktorej musi si¢ zmiesci¢ kilka czasteczek wody. W rezultacie mozna
zalozy¢ istnienie dimerdw zawierajacych albo 1, albo 2 kationy. Po usrednieniu tych
wartosci na caly krysztal mozliwe sa wszystkie wartosci posrednie, nieprzekracza-
jace 4 kationow (formalnych czasteczek soli) w komorce elementarne;.

Jak si¢ wydaje, wigksza zawarto$¢ soli w kompleksach z chlorkiem rubidu
1 cezu niz w kompleksach soli sodu i1 potasu jest zgodna z obserwacja, ze ekspery-
mentalnie wyznaczone powinowactwo kationow litowcow do gramicydyny tez jest
wigksze dla cigzkich litowcow [46]. Trudno jednak wyjasni¢, dlaczego wigcej katio-
now przypada na 1 dimer w przypadku kompleksu gramicydyny z RbCl niz z CsCl,
mimo iz to Cs" wykazuje wigksze powinowactwo do gramicydyny niz Rb* i dla-
czego zawartos¢ potasu w kompleksie z KI jest inna niz w kompleksie z KSCN.
Mozna przypuszczac, ze stgzenie soli w roztworze uzytym do krystalizacji mialo
wplyw na ilos¢ jondw kompleksowanych przez gramicydyne, poniewaz krystaliza-
cj¢ prowadzono z roztworow soli o réznym st¢zeniu.

Odmiennie przedstawia si¢ sytuacja w przypadku kompleksow gramicydyny
z solami litowcow lekkich, w ktérych suma obsadzen zlokalizowanych kationow
i/lub anionéw przypadajaca na jeden dimer jest mniejsza od 1, co oznacza wystgpo-
wanie w krysztale ,,pustych” dimeréw. Problem ten dotyczy zwlaszcza struktury
kompleksu gramicydyny z KI (Tabela 3), w ktorej liczba formalnych czasteczek soli
przypadajaca statystycznie na jeden dimer wynosi tylko 0,55, zamiast co najmnic;j
1,00. Przyznajemy, ze cho¢ suma udokladnionych parametrow obsadzenia jonow
K* mogla by¢ obarczona duzym blgdem, z pewnoscia blad nic mogl by¢ tak duzy
(prawie 100%), tym bardziej ze analogiczna suma dla aniondéw jodkowych, w przy-
padku ktérych — ze wzgledu na duzy sygnal anomalny — nie mamy zadnych watpli-
wosci co do ich identyfikacji, wynosila 1,09, czyli tyle samo co dla K (1,10) (Tabela 3).
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3.3. KIERUNEK SKRETU HELIS GRAMICYDYNY W JEJ KOMPLEKSACH

Jak juz wspomnielismy, w krysztalach kompleksow z CsCl i KSCN, w ktorych
helisy gramicydyny opisano jako lewoskretne [14, 16], wymiary komorek elemen-
tarnych sa zblizone, a upakowanie jest identyczne jak w krysztalach o helisach pra-
woskretnych (Tabela 1) [26-28, 39]. Wobec powyzszego oraz w zwiazku z obser-
wowanymi w tych pierwszych strukturach krystalochemicznymi nieprawidlowos-
ciami, oraz nicudostgpnieniem oryginalnych danych przez autorow (co umozliwiloby
weryfikacje wynikow), mozna mie¢ watpliwosci co do poprawnosci tych struktur.

Wobec wymienionych ograniczen, wykonaliSmy probe udokladnienia struktury
kompleksu ,.lewoskretne)” gramicydyny z CsCl [14] na podstawie danych dyfrak-
cyjnych pochodzacych od analogicznej, zbadanej przez nas struktury ,,prawoskret-
nej”, ograniczonych do rozdzielczosci zastosowanej w tym pierwszym badaniu. Udo-
kladnienie dalo podobne czynniki rozbieznosci jak w opublikowanych strukturach
lewoskretnych oraz podobne nieprawidlowosci strukturalne. Warto tez zauwazyc,
ze lewoskretne helisy gramicydyny wymuszaja znaczne deformacje konformacji
aminokwasow, widoczne na mapach Ramachandrana [47-49], czego nie obserwuje
si¢ dla struktur prawoskretnych (Rys. 5).
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Rysunek 5. Mapa Ramachandrana [47-49]:
a) dla lewoskretnej oraz b) prawoskretnej gramicydyny w jej kompleksach z CsCl.
Znaki katow torsyjnych dla aminokwasow szeregu D zostaly zmienione na przeciwne

Mozna wigc podejrzewac, ze model struktur z lewoskretnymi helisami grami-
cydynowymi w dimerach jest bledny, tym bardziej ze dotychczas nikomu, poza auto-
rami prac opisujacych struktury lewoskretnych helis w krysztalach kompleksowa-
nej gramicydyny, nie udalo si¢ takich krysztalow otrzymac.
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3.4. HETEROGENICZNOSC DIMEROW GRAMICYDYNOWYCH

W strukturach krystalicznych kompleksow gramicydyny z solami litowcow,
okreslonych na podstawie wysokorozdzielezych danych dyfrakcyjnych, w przypadku
ktérych do krystalizacji stosowano gramicydyng D, mozna bylo zidentyfikowa¢ obok
dominujacej gramicydyny VgA réwniez inne jej odmiany, przy czym zaskakujacy
byl brak statystycznego usrednienia ich sktadu (Tabela 4) w krystalograficznie nie-
zaleznych dimerach, a nawet w poszczegolnych tancuchach (niciach) dimerow.

Tabela 4. Procentowa zawartos¢ gramicydyn A, B oraz C w strukturach krystalicznych zbadanych
przez autorOw z wysoka rozdzielczoscig. 1, 2, 3 14 oznaczaja odpowiednio czasteczki (lancuchy, nici)
gramicydyny wedlug przyjetego w wigkszosci prac krystalograficznych systemu, w ktérym dimer I
tworzg gramicydyna 1 12 a dimer II odpowiednio 3 1 4.

gD:CsCl gD:RbCl eD:KI ¢D:KSCN gD:Nal
gA | gB | gC | gA | gB | gC | gA | gB | gC | gA | gB | gC | gA | gB | gC
1 61 - 39 100 - - 75 - 25 100 - - 100 - -
2 50 - 50 77 - 23 50 15 35 58 42 - 60 40 -
3 67 - 33 100 - - 74 - 26 78 - 22 100 - -
4 55 25 20 81 - 19 70 12 18 80 - 20 64 | 36 -

Szczegdlnag uwage zwracaja nastgpujace (nie)prawidlowosci:

— zrdéznicowanie zawartosci poszczegolnych gramicydyn w obu krystalogra-
ficznie niezaleznych dimerach;

— zroznicowanie zawartosci gramicydyn w poszczegolnych tancuchach, przy
czym wigksze zrdznicowanie dotyczy tancuchow nalezacych do tego samego dimeru
(poréwnujac fancuch 1 z2 a 3 z 4);

— odpowiadajace sobie tancuchy 11 3 oraz 2 i 4 w obu krystalograficznie
niczaleznych dimerach maja podobny sklad. Jest to widoczne zwlaszcza w kom-
pleksach z Nal oraz RbCl, gdzie np. lancuchy 1 1 3 tworzy wylacznie gramicydyna A;

— zwigkszona zawartos¢ gramicydyny C w stosunku do skladu wyjsciowego
(gD) w krysztalach kompleksu z CsCl oraz jej brak w przypadku kompleksu z Nal;

— nieobecnos¢ gB w krysztalach kompleksu gramicydyny z RbCI, wyraznie
zwigkszona zawartos¢ gB 1 jej wystgpowanie w krysztale kompleksu z Nal, oraz jej
obecnos¢ tylko w jednym z czterech tancuchow w kompleksach z CsCl i z KSCN.

Wydaje sig, ze obserwowane prawidlowosci, dotyczace zroznicowania skladu
dimeréw, maja swoje zrodlo w upakowaniu 1 oraz rodzaju aniondw, a takze moga
by¢ powiazane z obserwowana w krysztalach asymetria rozkladu kationow w dime-
rach.
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3.5. ASYMETRIA ROZKEADU KATIONOW W DIMERACH

Ze¢ wzgledu na cylindryczna symetri¢ dimerow gramicydynowych, a tym bar-
dziej ich wewng¢trznej ,,$ciany””, mozna bylo spodziewac si¢ w krysztalach zbada-
nych kompleksoéw statystycznie symetrycznego rozkladu kationéow wzdluz osi
cylindrycznego dimeru wzgledem jego geometrycznego srodka. Wyniki prezento-
wanych w tej pracy badan rentgenograficznych (Rys. 6) nie potwierdzaja w pelni
takiego przypuszczenia.
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Rysunek 6. Porownanie pozycji kationow 1 wody w dimerach w krysztatach kompleksoéw z solami litowcow,
zawierajacych prawoskretne helisy gramicydynowe. Na rysunku pokazano dwa krystalograficznie niezalezne
dimery (na gorze I, na dole II) odpowiednio dla kazdej struktury. Poczatek ukladu wspolrzednych znajduje si¢
w $rodku dimeru. Kationy oznaczono kolorem czarnym, natomiast czasteczki wody — szarym.
Wielko$¢ srednicy kola oznaczajacego jon lub wodg jest proporcjonalna do ich obsadzenia

Widoczna na Rysunku 6 asymetria dotyczy nie tylko rozkladu miejsc, w kto-
rych zlokalizowano kationy, ale rdwniez zawartosci kationow w poszczegdlnych
dimerach gramicydynowych oraz w ich symetrycznych polowkach w poszczegol-
nych kompleksach, obliczonej jako suma parametrow obsadzenia zidentyfikowa-
nych miejsc obsadzonych kationami (Tabela 3). Co cickawe, asymetria rozkladu
miejsc wiazacych kationy jest najmniejsza w przypadku struktury kompleksu gra-
micydyny z RbCl a najwigksza (r6znice dochodza do 30%) w przypadku kompleksu
z KI oraz CsCl. O ile mozna mie¢ watpliwosci co do lokalizacji kationow lekkich
litowcow (Na 1 K), o tyle malo prawdopodobne jest popelnienie wigkszego bledu
w przypadku jonow litowcow cigzkich, zwlaszcza Cs*, w przypadku ktorych ze wzgle-
du na bardzo duzy anomalny sygnal nie ma watpliwosci co do identyfikacji katio-
now w dimerze, a ze wzgledu na duzy atomowy czynnik rozpraszania, male drgania
termiczne 1 niewielka swobode tych duzych jonow w dimerze, wyznaczone parame-
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try obsadzenia powinny by¢ najdokladniejsze ze wszystkich struktur krystalicznych,
reprezentowanych na Rysunku 6. Co wigcej, w zbadanych strukturach wystepuja
tez znaczne réznice pomigdzy krystalograficznie niezaleznymi dimerami (Rys. 6
1 Tabela 3).

Nie ma prostego wyjasnienia tej obserwacii.

3.6. ROLA ANIONOW W STRUKTURACH KRYSTALICZNYCH
KOMPLEKSOWANYCH GRAMICYDYN

Zbadanie m.in. dwoch komplekséw gramicydyny z rdéznymi solami tego samego
litowca (KSCN 1 KI) oraz kompleksow roznych litowcow z tymi samymi anionami
stworzylo mozliwos¢ zaobserwowania wplywu rodzaju anionu na strukturg grami-
cydyny w krysztalach.

Poréwnujac lokalizacje 1 ilo$¢ anionow — chlorkdw w krysztatach dwoch kom-
pleksoéw gramicydyny z litowcami cigzkimi, jodkow w kompleksach dwoch litow-
cow lekkich oraz rodanku w kompleksie potasowym — mozna zauwazy¢, ze chlorki
1 jodki, a nawet rodanki, zajmuja w krysztalach roznych kompleksow gramicydyny
podobne miejsca, co oczywiscie wynika z ich strukturalnego podobienstwa. Wobec
dotychczasowych niepowodzen w krystalizacji kompleksow zawierajacych bardziej
zlozone aniony, zdaje si¢ to $wiadczy¢, ze obserwowane upakowanie kanatow gra-
micydynowych w krysztalach kompleksow jest bardzo stabilne i ze nie ma w nich
miejsca na wigksze aniony. Z tego powodu, w jedynym znanym przypadku krysz-
talu garmicydyny zawierajacego bardziej zlozone aniony (octanowe), krysztal ma
inne upakowanie i komorke elementarna [26].

Ze wzgledu na preferencje w upakowaniu wydaje si¢ rowniez mozliwe, ze
rodzaj anionéw uzytych w zakonczonych sukcesem krystalizacjach moze wplywac
na sklad heterodimeréw i moze tlumaczy¢ réznice pomigdzy skladem dimerow
1 zawartoscia soli w komorce elementarnej w dwu roznych kompleksach potaso-
wych: z KI 1 KSCN (Tabela 3).
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ABSTRACT

Nanostructured energetic materials (NanoEMs) are compositions of a fuel and
an oxidizer that are homogenous at a nanometric scale. They are prepared in three
basic forms: (I) as thin multilayered foils consisting of alternating layers of oxidizer
and fuel, (IT) mixtures of fuel and oxidizer nanoparticles, and (III) mixtures obtai-
ned via sol-gel synthesis. Thin foils are nanoscaled only in one dimension. In such
composites, there are large, regular planar interfaces between fuel and oxidizer
layers which thickness is below 100 nm. The composites are characterized by a very
close physical contact of reactants and a lack of impurities between them as they are
usually obtained by vacuum deposition of the components. The second kind of
NanoEMs are mixtures prepared by powder mixing of nanometer sized particles of
oxidizer and fuel. Components are previously produced via chemical or physical
processing and then mixed in an appropriate solvent. Being consisted of the same
components as conventional thermites (metal powders - usually Al, and metal oxi-
des — usually Fe,0,), this nanocomposites are known as ,.superthermites™. In con-
trast to the conventional thermites, supertermites are very sensitive to ignition and
they may burn at a velocity of 1 km/s or even more. Synthesis of NanoEMs using
sol-gel chemistry is a solution phase synthetic route. Its benefits include the conve-
nience of low-temperature preparation using general and inexpensive laboratory
equipment. The nanoparticles of both oxidizer and fuel precipitate from a colloidal
solution (sol). This means that nanocomposites are formed by simultaneous con-
densation and/or crystallization of dissolved molecular precursors, i.¢. by growth of
particles and not by their size reduction. The obtained gels (organic and/or inorga-
nic substances) are dried either by controlled evaporation of solvent, by freeze-
-drying or by supercritical extraction. The size of the particles (homogeneity of the
composition) can be varied by changing synthesis and drying conditions.

Keywords: energetic materials, nanostructures, sol-gel synthesis

Stowa kluczowe: materialy wysokoenergetyczne, nanostruktury, synteza zol-zel
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WPROWADZENIE

Przez ponad 1200 lat, tj. od czasu wynalezienia prochu czarnego, materialy
wybuchowe (MW) sa produkowane albo w wyniku wymieszania paliwa z utlenia-
czem (proch czarny), albo na drodze syntezy zwiazkoéw chemicznych zawierajacych
jednoczesnie ugrupowania atomow o charakterze utleniajacym i redukujacym
(np. trinitrotoluen, TNT). W mieszaninach wybuchowych mozna z fatwoscia regu-
lowa¢ wartos¢ parametrow energetycznych poprzez zmiang wzajemnego stosunku
paliwa 1 utleniacza. Najwigksza gestos¢ energii (dochodzaca obecnie nawet do
23 kJ/em? [1]) uzyskuje si¢ zazwyczaj, gdy sklad mieszaniny jest zbilansowany na
calkowite przercagowanie sktadnikow palnych z utleniajacymi. Jednakze z powodu
ziarnistej struktury stalych mieszanin utleniacz-reduktor, szybkos¢ reakcji chemicz-
nych w trakcie przemiany wybuchowej jest uzalezniona od szybkosci transportu
masy pomigdzy reagentami. Dlatego, pomimo duzej koncentracji energii, szybkosé
Jjej uwalniania jest znacznie mniejsza od tej, jaka mozna uzyskac¢ w procesach wybu-
chowych, w ktérych o szybkosci reakcji decyduje nie dyfuzja, lecz kinetyka che-
miczna.

Rozklad molekularnych MW charakteryzuje si¢ duzo wigkszymi mocami,
poniewaz transport masy odbywa si¢ w tym przypadku na bardzo krotkich odleglo-
sciach — rzgdu kilku dlugosci wigzan chemicznych. Podstawowym ograniczeniem
jest natomiast 1los¢ energii, ktora moze by¢ zawarta w jednostce objgtosci takiego
MW. Dotychczas otrzymano zwiazki wybuchowe, dla ktorych wartos¢ tego parame-
tru wynosi ok. 12,6 kJ/cm?, czyli zaledwie polowe ilosci energii uzyskiwanej z naj-
lepszych mieszanin wybuchowych. Ostre wymagania odnosnie stabilnosci chemicz-
nej 1 bezpieczenstwa praktycznie uniemozliwiaja dalsze zwigkszanie ggstosci zwiaz-
kow wybuchowych oraz gromadzenie wigkszej ilosci atomow utleniacza w czasteczce
[2].

W tej sytuacji optymalnym rozwiazaniem jest stworzenie ukladow wybucho-
wych laczacych doskonale charakterystyki termodynamiczne mieszanin wybucho-
wych z kinetyka reakcji chemicznych wlasciwa dla rozkladu molekularnych mate-
rialéw wybuchowych. Osiagniecie tego celu jest mozliwe po opracowaniu metod
otrzymywania mieszanin utleniacz-paliwo jednorodnych w skali nanometrowej

(Rys. 1),



NANOSTRUKTURALNE MATERIALY WYBUCHOWE 193

Rozbrabnienie mikrometryczne

. - wolny transport masy
— - mata moc
. - niepetne przereagowanie,

L, mate ciepto reakcji
Rozdrobnienie nanometryczne P d

. - szybki transport masy
- hriens - pelne przereagowanie,
ei e W e —— duze ciepfo reakcji
R - duza moc

Rysunek 1. Poréwnanie wlasciwosci mieszanin wybuchowych jednorodnych w skali mikro- i nanometrowej

Zmniejszenie wymiardw czastek powoduje zwigkszenie powierzchni wzajem-
nego kontaktu paliwa i utleniacza, gdyz wzrasta wowczas liczba atomow lub czaste-
czek tworzacych powierzchni¢ ziarna. W przypadku gesto upakowanych czastek
sferycznych, zawierajacych tysiac atomow, 40% jest zlokalizowanych na powierzchni
czastki, natomiast czastki zbudowane z miliona atomow maja zaledwie 4% atomow
powierzchniowych [3]. Jezeli w reakcji chemicznej biora udzial wylacznie atomy
z powierzchni, nie tylko szybkos¢ reakcji (szybkos¢ uwalniania energii), ale row-
niez stopien przerecagowania (ilos¢ uwolnionej energii) beda bardzo gwaltownie wzra-
staly wraz ze zmniejszeniem wymiarow czastek skladnikéw mieszaniny. Ponadto
nalezy pamigta¢, ze atomy powierzchniowe sa zasobniejsze w energic niz atomy
z wngetrza czastek, a to skutkuje zwigkszeniem ich aktywnosci chemicznej. Malejaca
wartos¢ energii aktywacji reakcji chemicznych oznacza ostatecznie wigksza podat-
nos¢ mieszaniny na zainicjowanie przemiany wybuchowe;j.

Klasycznym sposobem wytwarzania stalych nanostrukturalnych materialow
wysokoenergetycznych jest mieszanie (mechaniczne lub ultradzwigkowe), w obec-
nosci rozpuszczalnika, wczesniej otrzymanych (w procesach chemicznych lub
fizycznych) nanowymiarowych czastek skladnikow. Do tej grupy zaliczy¢ mozna
mieszaniny pirotechniczne, znane jako tzw. metastabilne intermolekularne kompo-
zyty (MIC). Zostaly one opracowane i sa badane przede wszystkim w Los Alamos
National Laboratory, USA. W ostatnich latach zaproponowano inna metodg, w kto-
rej wzrost nanoczastek poszczegolnych skladnikdéw 1 formowanie nanokompozytu
zachodzi podczas jednego procesu. Powszechnie wykorzystuje si¢ do tego celu znana
od dawna technike zol-zel. Metody te sa szczegolnie intensywnie badane w Law-
rence Livermore National Laboratory, USA [4—7]. W koncu, za nanostrukturalne
materialy wysokoenergetyczne mozna uzna¢ takze folie zbudowane z naprzemien-
nych, ultaracienkich warstw paliwa 1 utleniacza. Otrzymuje si¢ je metodami napyla-
nia prozniowego, osadzania z fazy gazowej lub osadzania elektrochemicznego
[8—12].

Zaleta wszystkich wymienionych sposobow sporzadzania NanoMW jest to, iz
pozwalaja one na precyzyjna kontrol¢ nie tylko skladu i gestosci kompozycji, ale
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réwniez morfologii i rozmiardw czastek jej skladnikéw w skali nanometryczne;j.
Parametry te determinuja z kolei najwazniejsze charakterystyki uzytkowe materiatu,
tj. jego wrazliwosc¢ oraz efekt energetyczny 1 sila przemiany wybuchowej. Miesza-
niny wybuchowe jednorodne w skali mikrometrowej nie pozwalaja uzyskac opty-
malnego zestawu wspomnianych parametrow.

1. NANOKOMPOZYTY PLANARNE

Nanokompozyty planarne to materialy w formie cienkich folii, ktore skladaja
si¢ z naprzemiennych warstw paliwa i utleniacza o grubosci nanometrowej. W ich
strukturze mozna wyroznic rozlegle, plaskie powierzchnie, stanowiace granice kon-
taktowe pomigdzy skladnikami. Kompozyty tego typu sa nanostrukturalne tylko
w jednym wymiarze, jednak obydwa reagenty pozostaja w bardzo bliskim kontak-
cie. Dzi¢ki temu, ich przereagowanie wymaga pokonania od 10 do 1000 razy mnigj-
szych odleglosci niz ma to miejsce w przypadku mieszanin proszkow. Poza tym
zawieraja stosunkowo malo zanieczyszczen (w tym na granicy kontaktowe;j), ponie-
waz poszczegolne warstwy sa nanoszone z fazy gazowej w wysokiej prozni. Te wla-
sciwosci sprawiaja, ze nanokompozyty planarne spalaja si¢ z duzymi predkosciami,
a samopodtrzymujace si¢ procesy spalania moga by¢ realizowane nawet wowczas,
gdy cieplo reakcji ma umiarkowana wartosc [8].

Na Rys. 2 przedstawiono schematycznie proces spalania wielowarstwowej foli
skladajacej si¢ z substancji A 1 B. Pomigdzy nimi wystepuje warstwa przejSciowa,
gdzie skladniki czgsciowo przenikaja si¢ tworzac nowa fazg.

kierunek propagacji
—_— =

produkty reakcji strefa reakcji wielowarstwowa folia
warstwa A
warstwa B
*
zaplon obszar przenikania sie

skladnikéew Ai B

i
dyfuzja
temperaturowa

Rysunek 2. Schemat spalania foli skladajacej si¢ z naprzemiennych, ultracienkich warstw utleniacza (A)
i paliwa (B) [8]

dyfuzja
atomow

Aby proces mogl si¢ rozprzestrzenia¢ w rezimie samopodtrzymujacym sig, szyb-
kos¢ wydzielania ciepla (okreslana szybkoscia dyfuzji reagentow w kierunku po-
przecznym do kierunku propagacji fali spalania) musi by¢ wigksza od szybkosci
jego odprowadzania (dyfuzja cieplna glownie w kierunku zgodnym i przeciwnym
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do kie-runku propagacji fali spalania). Predkos¢ rozprzestrzeniania si¢ strefy reakcji
zalezy przede wszystkim od grubosci poszczegoélnych warstw utleniacza i1 reduk-
tora. Ponadto istotne znaczenie ma grubos¢ i sklad warstwy przejsciowej powstaja-
cej w wyniku powierzchniowego mieszania si¢ skladnikéw podczas ich osadzania.
Zarowno jezeli warstwy sa zbyt cienkie, jak 1 zbyt grube samopodtrzymujace si¢
rozprzestrzenianie procesu jest niemozliwe [8, 9].

Podstawowa metoda otrzymywania nanokompozytow o morfologii wielowar-
stwowych folii i1 filméw jest osadzanie kolejnych warstw z fazy gazowej [8—10].
Napylanie jest realizowane w komorach prézniowych, zwykle za pomoca dzial mag-
netronowych, w atmosferze czystego argonu, przy cisnieniu ok. 5 x 102 Pa
(ang. magnetron sputter depositing). Skladniki sa podgrzewane elektrycznie pra-
dami stalymi (ang. dc preheating) lub zmiennymi o wysokiej czgstotliwosci (ang.
rfpreheating). Pierwsza warstwa jest osadzana na polerowanej | 8] lub zabezpieczo-
nej litograficznie [9] plytce krzemowej. Kolejne warstwy sa nakladane tak dlugo
1w takiej 1losci, az kazda z nich i cala folia uzyskaja zadana grubosc¢. Po naniesieniu
ostatniej warstwy, folia jest zdejmowana z plytki krzemowej przez zwykle jej odkle-
jenie (plytka polerowana) lub przez rozpuszczenie pokrycia litograficznego.

1.1. WARSTWOWY KOMPOZYT GLINOWO-NIKLOWY

Gavens 1 in. [8] otrzymali 1 dokladnie zbadali wielowarstwowe folie glinowo-
-niklowe o grubosci ok. 11 mm, w ktorych grubos¢ poszczegolnych warstw Al-Ni
wynosita 12,5, 25, 50, 100 1 200 nm. Ilos¢ glinu i niklu (grubosci warstw glinu
1 niklu) dobrano tak, aby finalnym produktem reakcji mogl by¢ zwiazek migdzyme-
taliczny o wzorze ALN1,. Otrzymane kompozyty poddawano badaniom obejmuja-
cym ich analiz¢ termiczng, pomiary predkosci spalania oraz analiz¢ skladu fazo-
wego. Badano takze probki ogrzewane w temperaturze 150°C, w ciagu 1.5, 61 24
godzin.

W kompozytach, ktére nie byly wygrzewane, stwierdzono metoda XRD obec-
nos¢ wylacznie glinu i niklu, natomiast nawet krotkotrwale ogrzewanie w 150°C
(1.5 godz.) powodowalo pojawienie si¢ metastabilnej fazy o wzorze Al Ni,. Zupelne
przereagowanie glinu (zanik fazy Al w widmie XRD) nast¢powalo po 6- i 24-go-
dzinnym wygrzewaniu probek, zawierajacych warstwy Al/Ni grubosci odpowied-
nio 12,5 1 25 nm. Badania za pomoca réznicowej mikrokalorymetrii skaningowe;j
(DSC) wykazaly z kolei, ze reakcje niklu z glinem sa inicjowane w temperaturze
141°C. Wraz ze wzrostem grubosci warstw Al/Ni od 12,5 do 50 nm, cieplo reakcji
monotonicznie rosnie (od ok. 34 kJ/mol), osiagajac wartos¢ maksymalna rowna
ok. 51 kJ/mol, ktora jest bliska entalpii tworzenia zwiazku o wzorze ALNi, (-56,5 +
2.9 kJ/mol). Wstepne ogrzewanie probek w 150°C powoduje zmniejszenie ciepla
reakcji, przy czym zmiany te sa najwicksze w przypadku foli z najcienszymi war-
stwami Al/Ni. Fakty te pozwolily stwierdzi¢, ze w pierwszym ctapie termicznie ini-
cjowanych reakcji niklu z glinem powstaje AINi,. Zwiazek ten tworzy si¢ w nie-
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wiclkiej ilosci takze podczas wytwarzania kompozytu. Swiadczy o tym malejaca
wartosc¢ ciepla reakcji wraz ze wzrostem ilosci granic kontaktowych Al/Ni (powsta-
wanie Al Ni, jest procesem egzotermicznym).

Liniowe pr¢dkosci spalania folii glinowo-niklowych systematycznie wzrastaja
od ok. 1 do ok. 10 m/s, gdy grubos¢ warstw Al/Ni zmniejsza si¢ od ok. 200 do ok.
25 nm. Dalsze zwigkszanie ilosci granic kontaktowych powoduje gwaltowny spa-
dek predkosci spalania — do ok. 4 m/s w przypadku folii z warstwami Al/Ni o grubo-
sci 12,5 nm. Wstepne ogrzewanie probek w 150°C powoduje znaczace obnizenie
predkosci spalania, zwlaszcza tych folii, ktore zawieraja najwigcej granic kontakto-
wych. Na tej podstawie, autorzy pracy [8] dochodza do wniosku, ze predkosc spala-
nia okreslana jest przez dwa konkurencyjne efekty — rosnaca szybkos¢ oraz male-
jace cieplo reakcji, wraz ze zmniejszeniem grubosci warstw Al/Ni. Szybkos¢ reakcji
wzrasta gdy rosnie ilos¢ granic kontaktowych, poniewaz zwigksza si¢ powierzchnia
reakcji 1 maleje zasieg dyfuzji reagentow, ale jednoczesnie zmniejsza si¢ cieplo reak-
cji, bo powigksza si¢ udzial fazy przejsciowej Al N1, w mieszaninie reakcyjnej.

1.2. TERMIT Al/CuO, O STRUKTURZE WARSTWOWEJ

Blobaum i in. [9] przeprowadzili obszerne badania struktury i wlasciwosci kom-
pozytu Al/Cu,O,, uzyskanego metoda proézniowego, naprzemiennego napylania
glinu i tlenku miedzi(Il). Folia miala grubos¢ ok. 14 mm i sktadala si¢ z czternastu
podwojnych warstw glinu i tlenku miedzi (grubos¢ warstwy podwojnej wynosila
ok. 1 mm). Stosunek molowy Al/Cu,O, byl rowny ok. 1/0.4.

Uzyskanie takiego kompozytu nastrecza szereg trudnosci, poniewaz w czasie
napylania wydziela si¢ dostatecznie duzo ciepla, aby zainicjowac egzotermiczna
reakcj¢ termitowa, a ponadto glin ulega utlenieniu w reakcji z tlenem uwalnianym
w wyniku rozkladu CuO. Te nickorzystne zjawiska udalo si¢ znacznie ograniczy¢
po zastosowaniu chlodzenia plytki krzemowej, na ktorej osadzano poszczegolne
warstwy kompozytu, i po cz¢sciowym przeslonigciu wylotow dzial magnetronowych.

Analiza fazowa (XRD) probek uzyskanych w tych warunkach potwierdzila, ze
nie zawieraja one metalicznej miedzi i krystalicznego tlenku glinu (nie wyklucza to
obecnosci amorficznego AL O,), co moze oznacza¢, ze w trakcie formowania kom-
pozytu tlenek miedzi nie byt redukowany w duzych ilosciach. Napylony tlenek mie-
dzi ma struktur¢ melakonitu (Cul"CuZ"0,). Faza ta jest bogatsza w miedz niz wyj$-
ciowy CuO, a zatem czgs¢ tlenu zostala utracona podczas napylania.

Regularna warstwowa struktura kompozytu zostala jednoznacznie potwierdzo-
na za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej TEM. Zdjecia poprzecznego
przekroju kompozytu przedstawiono na Rys. 3.
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dziura

Rysunek 3. Zdjecia TEM poprzecznego przekroju kompozytu Al/Cu O, [9]

Warstwy glinu (jasniejsze obszary o grubosci ok. 300 nm) skladaja si¢ z regu-
larnych i rownoosiowych krystalitow Al, natomiast warstwy tlenku miedzi (ciem-
ni¢jsze obszary o grubosci ok. 700 nm) sa zbudowane z wydluzonych krysztatow
ulozonych poprzecznie do plaszczyzn kontaktowych. Pomigdzy warstwami Al
1 Cu,O, widoczne sa puste przestrzenie powstale podczas przygotowywania probki
do badan mikroskopowych (przecinania folii).

Dokladne badania struktury (transmisyjna mikroskopia elektronowa wysokiej
rozdzielczosci, HR TEM) 1 skladu pierwiastkowego (spektroskopia elektronow
Augera, AES) bezposredniego otoczenia granic kontaktowych Al/Cu,O, ujawnily
obecnos¢ ok. 10 nm warstwy amorficznego 1 nanokrystalicznego tlenku glinu ALO..
Wykryto takze obszary, przylegle do granicy kontaktowej, o zwigkszonej zawartosci
miedzi. Grubos¢ warstwy ALO, w badanych kompozytach jest ok. czterokrotnie
wigksza od warstw tlenkowych powstajacych na powierzchni glinu pod wplywem
tlenu atmosferycznego. Zdaniem cytowanych autorow, jest to wynik bombardowa-
nia powierzchni glinu wysokoenergetycznymi jonami tlenu, powstajacymi podczas
magnetronowego napylania tlenku miedzi.

Pomimo obecnosci inhibitujacych warstewek tlenkowych 1 stosunkowo duzej
grubosci warstw Al/Cu,O,, proces spalania badane;j folii jest procesem samopod-
trzymujacym si¢ 1 w warunkach pokojowych rozprzestrzenia si¢ ze stala predkoscia
ok. 1 m/s. Cieplo spalania, oszacowane w oparciu o wyniki réznicowej analizy ter-
micznej, wynosi 3.9 + 0,9 kJ/g, natomiast temperatura spalania osiaga temperaturg
wrzenia miedzi (2846 K). W produktach spalania wykryto obecnos¢ metalicznej
miedzi, tlenku miedzi(I) 1 tlenku glinu(IIT).

Wykorzystujac zwiazek pomigdzy parametrami kinetycznymi, temperatura spa-
lania i predkoscia fali spalania, autorzy pracy |9] oszacowali, ze energia aktywacji
reakcji glinu z tlenkiem miedzi ma wartosc¢ z przedzialu 146—460 kJ/mol 1 jest istot-
nic wigksza od energii aktywacji, omowione] wczesniej reakcji glinu z niklem
(ok. 128 kJ/mol). Niemniej jednak, fala spalania w folii Al/Cu,O, rozprzestrzenia
si¢ trzykrotnie szybciej niz w folii Al/Ni o identycznej geometrii, poniewaz cieplo
1 temperatura spalania pierwszej kompozycji sa duzo wigksze.
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Wysokoenergetyczne kompozyty planarne spalaja si¢ stacjonarnie nawet w nie-
wielkich ilosciach i dlatego idealnie nadaja si¢ do laczenia (spawania) elementow
nicodpornych na dlugotrwale oddzialywania termiczne, ktére sa nicuniknione
w przypadku wykorzystywania znacznie wigkszych, klasycznych ladunkow termi-
towych. Na Rys. 4 przedstawiono ideg tego pomysitu.

elementy
faczone

~ «— Stop
lutowniczy
wielowarstwowa folia

—_ termitowa CuO /Al
kierunek propagaciji reakcji
termitowej w folii CuO /Al

Rysunek 4. Zastosowanie wielowarstwowych nanokompozytéw termitowych do taczenia elementow
wrazliwych na temperaturg [9]

Wysokie temperatury sa generowane jedynie w bezposrednim sasiedztwie
folii, a ponadto jej grubos¢ moze by¢ dobrana tak, aby wickszo$¢ wydzielonego
ciepla zostala zuzyta do stopienia materialu lutowniczego. Dzigki temu, nawet male
1 wrazliwe na temperatur¢ elementy nie ulegaja uszkodzeniu.

1.3. TERMIT Al/Fe,0, O STRUKTURZE WARSTWOWEJ

Odmienny od dotychczas omdwionych i1 bardziej zlozony sposéb otrzymywa-
nia warstwowych materialow kompozytowych opisano w pracy [10]. Menon 1 in.
uzyskali wysoko uporzadkowana strukturg, zbudowana z matrycy nanodrutéw tlenku
zelaza(Ill), osadzonych i czgsciowo zanurzonych w cienkim filmie glinowym (Rys. 5).

~ Alurinum
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falii 7 manawearsha il § red.

Rysunek 5. Schemat folii zbudowanej matrycy nanodrutéw tlenku zelaza(III),
osadzonej w warstwie glinu [10]

Kompozyty tego typu otrzymano w wieloetapowym procesie obejmujacym przy-
gotowanie matrycy ustawionych rownolegle nanodrutow tlenku zelaza, na ktorej
osadzano glin z fazy gazowej. W pierwszym etapie sporzadzano nanoporowata mem-
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brang z tlenku glinu poprzez anodowe utlenienie foli glinowej w 3% roztworze kwasu
szczawiowego. Pory w takiej membranie sa ustawione prostopadle do powierzchni
1 maja ksztalt cylindryczny o srednicy od 8 do 200 nm, zaleznie od warunkow ano-
dyzacji. Proces jest przerywany, zanim folia glinowa zostanie zupelnie utleniona
1 wytrawiona, tzn. zanim pory sa z jednej strony zamknigte (Rys. 6).

grednica nanocdruta S0 nm

A0 nm

Rysunek 6. Schemat membrany z tlenku glinu z porami wypelnionymi zelazem [10]

W drugim etapie w porach membrany jest osadzane elektrochemicznie zelazo,
po czym wytrawia si¢ pozostala warstwe glinu (za pomoca 3% roztworu chlorku
rteci(Il)), a nastepnie czgs¢ matrycy Al,O, (za pomoca mieszaniny kwasow chromo-
wego(VI) i fosforowego(V), w temperaturze 60°C.). Odslonigte w tym etapie konce
drutow zelazowych ulegaja utlenieniu do Fe,O,.

Wytrawiona powierzchnia pokrywana jest warstwa glinu o grubosci ok. 50 nm
(osadzanie z fazy gazowej), a produkt tego etapu jest ponownie zanurzany w mic-
szaninie kwaséw chromowego(VI) 1 fosforowego(V) w celu usunigcia pozostalej
czgsci tlenku glinu 1 utlenienia zelaza do tlenku zelaza(III).

Produkt koncowy to kompozyt zawierajacy nanodruty Fe,O, osadzone prosto-
padle w warstwie glinu (Rys. 7).

800818 4.0 kV X28.8K 1.58Mm

Rysunek 7. Zdjecie SEM dwuwarstwowej foli zbudowanej z nanodrutow tlenku zelaza(IIT),
osadzonych w warstwie glinu [10]



200 S. CUDZILO, W. KICINSKI

Pojedynczy drut tlenku zelaza ma $rednicg rowna ok. 50 nm, a na jednym cm?
foli jest osadzonych ok. 10'° takich drutow [10]. Autorzy podkreslaja, ze metoda ta
pozwala na precyzyjna kontrol¢ rozmiarow czastek utleniacza. Ponadto, na po-
wierzchni kontaktowej Al/Fe,O, nie ma zadnych zanieczyszczen (w tym ALO,),
poniewaz glin jest osadzany z fazy gazowej w warunkach wysokiej prozni. Dzigki
temu, spalanie kompozytu moze by¢ z latwoscia zainicjowane impulsem termicz-
nym lub laserowym. Temperatura zaplonu wynosi zaledwie ok. 410°C, a zatem jest
duzo nizsza od temperatury topnienia glinu (660°C).

2. METASTABILNE INTERMOLEKULARNE
MIESZANINY WYBUCHOWE (MIC)

Aumann [13] zdefiniowal kompozyty MIC (ang. Metastable Intermolecular
Composites, Metastable Interstitial Composites) jako jednorodne mieszaniny dwoch
lub wigcej skladnikow, z ktorych przynajmniej dwa reaguja ze soba egzotermicznie,
a kazda czastka kompozytu oddalona jest od innej, z ktora wchodzi w reakcje na
odleglos¢ typowa dla skali atomowej, tj. nie wigksza niz dlugos¢ kilku wigzan che-
micznych. Ponadto istnieje bariera, ktora chroni skladniki przed spontaniczna nie-
kontrolowana reakcja.

Kompozyty MIC, zwane tez supertermitami, znane sa od kilkunastu lat [14].
Do najbardziej znanych supertermitow naleza mieszaniny glinu z tlenkami molib-
denu (MoO,), zelaza (Fe,0,), miedzi (CuO) 1 wolframu (WO,) o rozdrobnieniu nano-
metrowym. Poza tym proponuje si¢ wykorzystanie manganianu(VII) potasu jako
wyjatkowo reaktywnego utleniacza, poniewaz — w odrdznieniu od wezesniej wspom-
nianych tlenkow — ulega rozkladowi juz w ok. 300°C [15]. Wszystkie kompozyty
MIC charakteryzuja si¢ duzymi ggstosciami energii, wysoka wrazliwoscia na bodzce
inicjujace oraz predkosciami spalania przekraczajacymi 1000 m/s, a wigc znacznie
wigkszymi niz predkosci spalania klasycznych termitow [16].

2.1. METODY OTRZYMYWANIA SUPERTERMITOW

Supertermity otrzymuje si¢ z wezesniej przygotowanych nanometrowych prosz-
kéw glinu 1 odpowiedniego utleniacza. Aby unikna¢ aglomeracji czastek, mieszanie
skladnikow odbywa si¢ w rozpuszczalniku, np. w heksanie lub 2-propanolu. Zawie-
sing poddaje si¢ ultradzwigkowej homogenizacji, po czym rozpuszczalnik jest odpa-
rowywany.

Nanoproszki glinu produkowane sa najczgsciej metoda elektrowybuchowa [17],
polegajaca na przepuszczeniu krotkotrwalego impulsu pradowego o duzym natgze-
niu (energia 10°-103 J w ciagu 1 ms) przez drut glinowy, umieszczony w reaktorze
wypelnionym argonem. W tych warunkach metal ulega jonizacji i wybuchowemu
odparowaniu, poniewaz jego temperatura wzrasta gwaltownie nawet do 15000 K.
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Rozrzucone wybuchem klastery plazmy glinowej schladzaja si¢ w argonie 1 kon-
densuja w postaci sferoidalnych czastek o srednicach mniejszych od. 100 nm. Kry-
stality glinu produkowane ta metoda sa silnie zdefektowane 1 bardzo reaktywne.
Moga by¢ stosowane jedynie w formie pasywowanej, tzn. po czgsciowym, kontrolo-
wanym utlenieniu (podczas krotkotrwalej ekspozycji na suche powietrze wytwa-
rzane sa warstewki A1 O, o grubosci ok. 3 nm) lub pokryciu powierzchni czastek
cienka warstwa kwasu palmitynowego. W pierwszym przypadku zawartos¢ aktyw-
nego metalu wynosi ok. 90%, natomiast w drugim proszek zawiera ok. 5% palnego
dodatku.

Proszki glinu o nanometrowym rozdrobnieniu 1 kulistych ksztaltach czastek
(Rys. 8) otrzymuje si¢ tez przez kondensacje glinu z fazy gazowej [17]. W metodzie
tej idealnie czysty glin ogrzewany jest rezystancyjnie lub indukcyjnie do tempera-
tury ok. 1300°C. Pary glinu wprowadzane sa do komory wypelnionej obojgtnym
gazem pod obnizonym cisnieniem, gdzie atomy zderzaja si¢, tworza zarodki fazy
stalej 1 krystalizuja. Zmieniajac warunki panujace w reaktorze, mozna regulowaé
szybkos¢ nukleacji 1 wzrostu krysztalow, a tym samym ich wymiary. Przed wydoby-
ciem proszku glinu, do reaktora powoli wprowadza si¢ niewielka ilos¢ tlenu w celu
wytworzenia pasywujacych warstewek tlenkowych.

Rysunek 8. Zdjecie TEM nanoproszku glinu otrzymanego przez kondensacj¢ z fazy gazowej [14]

Nanoproszki niektorych tlenkéw metali mozna wytwarza¢ metoda zol-zel, ktora
jest dokladnie opisana w dalszej czgsci pracy. Nanowymiarowe czastki innych utle-
niaczy otrzymuje si¢ przez pneumatyczne rozpylanie ich rozcienczonych, wodnych
roztworow (2—5%) 1 nastepnie suszenie uzyskanego acrozolu. Dyspergowanie roz-
twordow odbywa si¢ w atomizerach kolizyjnych, umozliwiajacych uzyskanie kropel
o wymiarach ok. 1 mm. W ten sposéb produkuje si¢ sferoidalne krystality manga-
nianu(VII) potasu o srednicach mniejszych od 250 nm, (Rys. 9) [15]. Ta sama tech-
nika mozna takze syntezowac nanostruturalne tlenki metali. Wowczas rozpyla si¢
wodny roztwor azotanu danego metalu, a acrozol jest ogrzewany do temperatur prze-
kraczajacych temperature rozkladu azotanu. W przypadku tlenku miedzi prekurso-
rem byl 5% wodny roztwér azotanu miedzi(Il), a temperatura suszenia wynosila
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500°C. Uzyskano submikronowe aglomeraty skladajace si¢ z krystalitow CuO, kto-
rych srednice nie przekraczaly 100 nm (Rys. 9) [15].

Rysunek 9. Zdjecia SEM probek CuO (a) i KMnO, (b), otrzymywanych technika rozpylania
i suszenia aerozoli [15]

Prakashiin. [ 18] opisali syntezg zlozonego utleniacza, ktorego czastki sa zbudo-
wane z jadra KMnO,, okrytego mniej reaktywnym Fe O,. Uzyskuje si¢ je w wyniku
pirolizy mikrokropel wodnego roztworu azotanu(V) zelaza(Ill) 1 manganianu(VII)
potasu o catkowitym ste¢zeniu 2%. Aerozol, po wstgpnym odwodnieniu na zelu krze-
mionkowym, jest przepuszczany przez piece rurowe ogrzane do temperatury 120
1 240°C. W pierwszym piecu rozklada si¢ azotan zelaza i powstaje tlenck zelaza,
w drugim topi si¢ KMnO,. Po pojawieniu si¢ fazy cieklej, stale czastki Fe O,
migruja w Kierunku powierzchni, wytwarzajac enkapsulaty KMnO ,@Fe,O,. Pelne
pokrycie krystalitow KMnO, tlenkiem Zelaza wymaga uzycia roztworu prekurso-
row (Fe(NO,),-9H,0 1 KMnO,) w stosunku masowym nie mniejszymniz 3:1. Wow-
czas 150-nm czastki kompozytu pokryte sa ok. 4-nm warstwa Fe O, (Rys. 10).

b 1] i

Rysunek 10. Zdjgcia TEM nanoczastek KMnO, pokrytych warstewka Fe,O, i mapa rozkladu pierwiastkow
w pojedynczej czastce, uzyskana metoda skaningowej transmisyjnej mikroskopii elektronowej STEM [18]
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Zdjecia TEM pozwolily stwierdzi¢, ze wigkszos¢ czastek ma strukturg kapsul-
kowa, natomiast mapy rozkladu pierwiastkow potwierdzily, ze zewngtrzne warstwy
czastek zawieraja glownie Zelazo 1 tlen, a ich wnetrze jest zbudowane z KMnO,.

Dogodna metoda syntezy nanoproszkow wielu tlenkow metali jest piroliza zeli
zawierajacych azotany tych metali 1 r6zne hydrofilowe, organiczne polimery. O jej
uzytecznosci $wiadczy chociazby to, ze w latach 1993-2003 byla wiclokrotnie
patentowana [ 19-22]. W najogoélniejszym przypadku polega ona na zmieszaniu wod-
nego roztworu azotanu danego metalu z rozpuszczalnym (lub czg¢sciowo rozpusz-
czalnym) w wodzie polimerem 1 nastepnie kalcynacji uzyskanego zelu, w warun-
kach gwarantujacych rozklad azotanu i calkowite usuniecie wody oraz skladnikow
organicznych.

Gruenbauer i in. [22] proponuja zastosowanie polimeréw i1 kopolimerow epok-
sydowych (tlenku etylenu z tlenkiem propylenu lub butylenu) o sredniej masie czas-
teczkowej z przedzialu 1 000-50 000, w roli czynnika zelujacego. Maloczastecz-
kowe, ciekle polimery epoksydowe mieszaja si¢ z woda w kazdym stosunku juz
w temperaturze pokojowej, natomiast w przypadku polimerow o dluzszych lancu-
chach niezbedne jest wstgpne podgrzanie roztworu do ok. 60°C. Zaleta zelowania
polimerami epoksydowymi jest mozliwos¢ sporzadzania prekursoréw o duzej
zawartosci soli metali. Maja one konsystencje pasty i po kalcynacji ze 100 g zelu
mozna uzyskac od 10 do nawet 50 g tlenku metalu, zawierajacego czastki o sredni-
cach mniejszych od 200 nm. Jezeli substratem jest roztwor dwoch lub wigkszej
ilosci soli, otrzymuje si¢ tlenki zlozone, charakteryzujace si¢ duza jednorodnoscia
sktadu. Cytowani autorzy stwierdzili tez, ze w nicktorych przypadkach zmniejsze-
niu wymiarow czastek produktu sprzyja zastosowanie koagulantdw. Proponuja wyko-
rzystanie w tej roli wodorotlenku amonu oraz organicznych kwasow (kwas cytry-
nowy, EDTA) Iub zasad (aminy i hydroksyaminy), poniewaz substancje te ulegaja
zupelnej gazyfikacji podczas kalcynacji zelu [22].

Perry i in. [23] otrzymali nanostrukuralne tlenki wolframu metoda straceniowa.
Substratem byl parawolframian amonu (NH,), W, .0, . Jego roztwor w st¢zonym
kwasie solnym (35 mg w 1 ml) wlewano do wody (jedna objetos¢ roztworu na cztery
objetosci wody), stracony osad odwirowywano, suszono w 100°C, a nastgpnie
wyrzewano w 200°C. Uzyskano bezwodny tlenek wolframu(IIl) o morfologii ply-
tek, ktorych srednica wynosila ok. 100 nm, a grubos¢ ok. 20 nm.

Nanostrukturalne, wysokoenergetyczne kompozycje moga by¢ takze otrzymy-
wane w wyniku rozdrabniania i mieszania skladnikow o mikronowych wymiarach
czastek w mlynach kulowych [24]. Podczas tej operacji czastki paliwa 1 utleniacza
poddawane sa wielokrotnym intensywnym obciazeniom mechanicznym (lokalnie
cisnienia moga osiagac¢ nawet 5 GPa) i w ich wyniku ulegaja silnym plastycznym
odksztalceniom. W tych warunkach warstewki tlenkowe, wystepujace zwykle na
powierzchni czastek metali, ulegaja uszkodzeniu i zerwaniu, a na nowopowstalych
granicach kontaktowych tworza si¢ obszary, gdzie substraty sa wymieszane na
poziomie atomowym. Produktami ostatecznym i sa proszki mieszanin paliwa i utle-
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niacza o mikronowych srednicach ziaren (1-100 um), z ktorych kazde ma nanowy-
miarowa strukturg (Rys. 11) [25].

Rysunek 11. Zdjgcia SEM nanokompozytow Al/MoO, i Al/Fe,O, otrzymywanych metoda ARM,
na zdjeciach podano czasy mielenia skladnikow [25]

Jednoczesne mechaniczne rozdrabnianie 1 mieszanie substancji zdolnych do
silnie egzotermicznych reakcji jest oczywiscie procesem niebezpiccznym. Dlatego
w ten sposob moga by¢ otrzymywane jedynie mieszaniny malo 1 $rednio reaktyw-
nych substancji. Najczgsciej sa to kompozycje termitowe (np. AI/MoO,, Al/Fe,O,,
Al/CuO, AI/WO,) [25] albo mieszaniny boru z tytanem lub cyrkonem [26]. Jednak
nawet w tych przypadkach niezbgdne jest wczesniejsze, eksperymentalne okresle-
nie czasu, jaki uplywa od momentu rozpoczgcia mieszania w danych warunkach
(szybkos¢ obrotowa milyna, ilo$¢ 1 wymiary kul, itp.) do momentu zainicjowania
reakcji spalania mieszaniny. Wlasciwy proces mieszania, realizowany w wigkszej
skali, jest przerywany po uplywie od 50 do 90% czasu niezb¢dnego do zainicjowa-
nia reakcji. W praktyce mieszanie termitow trwa zwykle kilkanascie minut, nato-
miast uklady metal-bor moga by¢ homogenizowane nawet w ciagu kilku godzin.
Im dluzszy jest czas mieszania, tym kompozyt jest bardziej jednorodny, ale jedno-
czesnie zwigksza si¢ prawdopodobienstwo samozaplonu. Krytyczny rezim procesu
jest podkreslony w jego angielskojezycznej nazwie: Arrested Reactive Mailling
(ARM) [25, 26].
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Sbramaniam 1 in. [27] opracowali metodg otrzymywania kompozytu Al/CuO,
wykorzystujaca samoorganizacj¢ nanoczastek skladnikow w celu zwigkszenia stop-
nia jednorodnosci mieszaniny. W roli molekularnego tacznika nanoczastek glinu
1 tlenku miedzi wykorzystano poli(4-winylopirydyn¢) (P4VP). Wybrano ten poli-
mer, poniewaz podstawnik pirydynowy moze oddzialywac zarowno z glinem, jak
1 z tlenkiem miedzi.

W pierwszym etapie syntetyzowano nanoprety tlenku miedzi, w reakcji chlor-
ku miedzi z wodorotlenkiem sodu:

CuCl, +2NaOH — Cu(OH), + 2NaCl
Cu(OH), » CuO +H,O

Reakcja zachodzi w wodzie, w obecnoscei alkoholu poliwinylowego, ktory pelni
rolg surfaktanta ograniczajacego 1 jednoczesnie ukierunkowujacego wzrost czastek
CuO. Produkt ma morfologi¢ nanopretéw o srednicy 10-20 nm i dlugosci 70-90 nm.
Cylindryczny ksztalt czastek utleniacza jest korzystny, poniewaz maja one wigksza
powierzchnig¢ niz czastki kuliste, a zatem moga bezposrednio kontaktowa¢ si¢
z wigksza liczba czastek paliwa.

Pokrywanie czastek CuO polimerem P4 VP oraz ich mieszanie z proszkiem gli-
nowym wykonywano w mieszalnikach ultradzwigkowych, w 2-propanolu. Produkt
oddzielano od rozpuszczalnika przez wirowanie 1 suszono w temperaturze 95°C.
Schemat procesu przedstawiono na Rys. 12.
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Rysunek 12. Schemat otrzymywania nanokompozytu Al/CuO w procesie wykorzystujacym samoorganizacje¢
czastek skladnikow [27]

Wydluzony ksztalt czastek utleniacza oraz duza jednorodnos¢ skladu kompo-
zytu, bedaca wynikiem samoorganizacji jego struktury w skali nanometrowej, gwa-
rantuja wicksza od typowej powierzchni¢ kontaktu reagentow 1 szybkos¢ uwalnia-
nia energii.

2.2. WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE I WYBUCHOWE
Kompozyty MIC, podobnie jak i inne typy nanostrukturalnych materialéw piro-

technicznych, charakteryzuja si¢ duza wrazliwoscia na bodzce inicjujace. Proces
ich wybuchowej przemiany moze by¢ z fatwoscia zainicjowany uderzeniem, iskra
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elektryczna czy impulsem promieniowania laserowego. Po zapoczatkowaniu reak-
cji w niewielkiej objgtosci probki, szybko formuje si¢ samopodtrzymujaca si¢ fala
reakcyjna, ktora rozprzestrzenia si¢ z predkosciami nawet o dwa rzedy wielkosci
wickszymi niz w mieszaninach sporzadzonych ze skladnikow o rozdrobnieniu
mikronowym.

Valliappan i in. [28] zbadali wplyw rodzaju utleniacza oraz pokrycia nanocza-
stek glinu warstewka polimerowa na predkosc rozprzestrzeniania sig fali reakcyjnej
oraz czas niezbgdny do zainicjowania autotermicznych reakcji w probee. Do spo-
rzadzania mieszanin uzywano nanostrukturalnego proszku glinu (powierzchnia wlas-
ciwa S__ ok. 40 m*/g) oraz tlenkow miedzi(II), molibdenu(VI), wolframu(VI) i zela-
za(IIT). Skladniki mieszano w heksanie za pomoca ultradzwigkow. Probki spalano
w otwartej przestrzeni. Przewidywane rownania reakcji 1 zmierzone predkoscei pro-
pagacji fali spalania przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Parametry procesu spalania nanostrukturalnych termitow [28]

P idvwane réwnanie reakcii Powierzchnia wlasciwa Predkosé fali spalania
rzewidyw J tlenku, Sper [m%/g] [m/s]
2A1+ 3CuO = ALL,O; + 3Cu 28,0 280
40,0 335
2Al + MoOs = AlLO; + Mo 76,0 362
1,5 80
2A1 + WO; = ALO; + W 40,0 412
2Al1 + Fe 05 = AlL,O; +2Fe 40,0 30

Stechiometryczna mieszanina glinu z tlenkiem wolframu(VI) spala si¢ z naj-
wicksza predkoscia (412 m/s), natomiast najmniej reaktywnym utleniaczem okazal
si¢ tlenek zelaza(Ill). Zmniejszenie wymiardw czastek tlenku molibdenu(VI) powo-
duje spadek predkosci fali spalania, jezeli jednak wymiary te pozostaja w zakresie
nanometrowym, obnizenie predkosci jest stosunkowo male. Wyrazny wplyw stop-
nia rozdrobnienia tego utleniacza na predkosé fali spalania obserwuje si¢ po przejs-
ciu od wymiarow nanometrowych do mikrometrowych (S, = 1.5 m¥/g). Autorzy
cytowanej pracy tlumacza to tym, ze nanoczastki utleniacza o wymiarach mniej-
szych od pewnej krytycznej wartosci, odparowuja lub rozkladaja si¢ na tyle szybko,
ze zmiany ich wymiaréw nie powoduja istotnych zmian pr¢dkosci spalania.

Zastosowanie w termicie Al/CuO czastek glinu pokrytych cienka warstwa tri-
metoksyfenylosilanu (ok. 2% mas.) spowodowalo ponad dwukrotny wzrost pred-
kosci spalania (z 280 do 570 m/s), natomiast dalsze zwigkszanie zawartosci silanu
(do 10%) skutkowalo stopniowym zmniejszaniem predkosci spalania. Autorzy uwa-
zaja, ze niewielka ilos¢ silanu poprawia homogeniczno$¢ mieszaniny, poniewaz zapo-
biega on aglomeracji czastek glinu. Po przekroczeniu 2% zawartosci, predkos¢ sys-



NANOSTRUKTURALNE MATERIALY WYBUCHOWE 207

tematycznie maleje z powodu obnizajacego si¢ ciepla reakcji 1 rosnacej grubosci
warstewek rozdzielajacych czastki substratow [28].

Son 1in. [14, 29] badali proces spalania supertermitow Al/MoO, = 42,5/57.5
zawierajacych glin o $rednich wymiarach czastek 120, 80 1 44 nm. Autorzy ci dono-
sza, ze srednia predkos¢ spalania sypkich probek termitéw w otwartej przestrzeni
wzrastala od ok. 750 do ok. 950 m/s po zmniejszeniu wymiarow czastek glinu z 120
do 80 mm. Dalsze zwigkszanie stopnia rozdrobnienia glinu nie powodowalo zna-
czacych zmian predkoscei spalania [14].

W pracy |29] opisano eksperymenty, ktorych celem bylo zidentyfikowanie domi-
nujacego mechanizmu rozprzestrzeniania si¢ fali spalania w supertermicie AI/MoO,
=42.5/57.5, sporzadzonym z proszkow glinu (44 nm) i tlenku molibdenu (15,5 nm).
Stwierdzono, ze zmiany ggstosci tadunkow (z 0,27 do 0.4 g/cm?) 1 cisnienia poczat-
kowego (od 3.3 Pa do ok. 71 kPa) niec powoduja zauwazalnych zmian predkosé fali
spalania. Jej warto$¢, zmierzona w kilkudziesigciu eksperymentach, byla rowna
ok. 857 m/s. Jezeli jednak ladunek nie wypelnial w pelni przekroju rury, w ktorej byt
spalany, predkos¢ propagacji wzrastala do ok. 1690 m/s, zarowno pod ciSnieniem
atmosferycznym, jak i obnizonym. Fakt ten dowodzi, zdaniem autoréw cytowane;
pracy, ze transport energii od strefy reakcji chemicznej do frontu czola fali spalania
odbywa si¢ glownie przez konwekceje. Potwierdzeniem tego wniosku byl ekspery-
ment polegajacy na obserwacji zachowania si¢ fali spalania po wstawieniu w ladu-
nek cienkich szafirowych przegrod. Ich zadaniem bylo uniemozliwienie konwek-
cyjnego transportu energii, przy jednoczesnym umozliwieniu przekazywania jej przez
promieniowaniec. W kazdym przypadku zarejestrowano przerwanie procesu spala-
nia po dotarciu fali do przegrody. Nie mozna wykluczy¢, ze pewien udzial w przeka-
zywaniu energii odgrywaja takze fale nadci$nienia. Fala spalania rozprzestrzenia
si¢ bowiem z pr¢dkoscia naddzwigkowa, a cisnienie osiaga ok. 24 MPa w ciagu
zaledwie ok. 11 ms. Uwzgledniajac ponadto, ze predkos¢ fali wynosi ok. 900 m/s,
mozna przyjac, iz szerokos¢ strefy reakcji chemicznych w fali spalania wynosi
ok. 10 mm.

Proces inicjowania 1 spalania prasowanych ladunkow supertermitow AI/MoO,
o roznym skladzie i gestosci byl przedmiotem badan w pracach [30, 31]. Do sporza-
dzenia mieszanin wykorzystywano sferoidalne proszki glinu o srednich wymiarach
czastek z zakresu od 17 nm do 20 mm. Zawartos¢ aktywnego metalu w tych prosz-
kach wynosila odpowiednio od ok. 38 do 99%. Krystality tlenku molibdenu(VI)
mialy ksztalt prostokatnych plytek o dlugosci ok. 1 mm i grubosci 10-20 nm. Mie-
szaniny prasowano w walcowe ladunki, ktorych srednica 1 wysokos¢ byla rowna
4.5. Ich spalanie inicjowano promieniowaniem laserowym 10,6 mm, generowanym
przez laser CO, o mocy 50 W, pracujacy w sposob ciagly. Srednica wiazki promie-
niowania wynosila 4 mm.

Granier 1 in. [30] mierzyli czas od momentu o$wictlenia probki promieniowa-
niem laserowym do zainicjowania samopodtrzymujacych si¢ reakcji spalania oraz
predkose propagacji fali spalania w ladunkach o gestosci rownej 38% maksymalnej
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gestosci kompozycji. Zmieniano stopien rozdrobnienia glinu oraz jego zawartose
w mieszaninie w zakresie od 30 do 70% z krokiem 10%.

Zastapienie nanostrukturalnego proszku glinu proszkiem o rozdrobnieniu
mikronowym wydluza czas do inicjacji o dwa-trzy rzgdy wielkosci (od ok. 12 ms do
1-6 s). Najszybciej ulegaja zaptonowi mieszaniny zawierajace niewielki nadmiar
glinu (10-20%), w stosunku do skladu stechiometrycznego. Stwierdzono tez, ze
grubos¢ warstewek tlenkowych na czastkach glinu (od 2.5 do 3,9 nm) nie wplywa
istotnie na czas do inicjacji. Autorzy cytowanej pracy uwazaja, z¢ tak gwaltowna
redukcja czasu niezbednego do zainicjowania procesu spalania, przy przejsciu od
kompozycji nanostrukturalnych do mikrostrukturalnych, to wynik wyraznego spadku
temperatury topnienia glinu wraz ze zmniejszaniem Srednicy jego czastek. Zalez-
nos¢ ta staje si¢ szczegolnie silna, gdy wymiary czastek sa mniejsze od 100 nm
(Rys. 13).

0 50 100 150 200
srednica czastek Al, nm

Rysunek 13. Zalezno$¢ temperatury topnienia glinu od $rednicy czastek
(wyznaczona na podstawie rownania Gibasa-Thompsona) [30]

Wyniki teoretyczne zostaly potwierdzone eksperymentalnie. Probka zawiera-
jaca nanoproszek glinu (1-50 nm) ulegla zainicjowaniu juz po ogrzaniu jej powierz-
chni do ok. 100°C, natomiast zaplon probki zawierajacej czastki o Srednicach z prze-
dzialu 3—4 mm nast¢powal dopiero w temperaturze 610°C, tzn. bliskiej temperatu-
rze topnienia glinu 660°C.

Nieoczekiwanym wynikiem omawianych badan bylo stwierdzenie, ze predkose
spalania tadunkow zaprasowanych z mieszanin zawierajacych glin o mikrometro-
wych wymiarach czastek jest zdecydowanie wigksza niz ich odpowiednikow z nano-
proszkiem glinu. Stwierdzono, ze parametr ten zmienia si¢ w porownywanych gru-
pach mikro- i nanostrukturalnych kompozycji w zakresie, odpowiednio od ok. 23 do
30 m/s oraz od ok. 1 do 12 m/s, zaleznie od stopnia rozdrobnienia 1 zawartosci
aktywnego metalu. Wiarygodna przyczyna takiego zachowania si¢ badanych tadun-
kow jest ich temperatura poczatkowa. W przypadku probek mikrostrukturalnych
fala spalania propagowala si¢ we wstepnie podgrzany material (do 300°C na prze-
ciwleglym koncu probki), poniewaz byly one o$wictlane promieniowaniem lasero-
wym nawet przez kilka sekund. Z kolei czas ekspozycji probek nanostrukuralnych
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na impuls laserowy wynosil zaledwie ok. 10 ms, a zatem byly one ogrzewane tylko
powierzchniowo.

Pantoya i in. [31] zbadali wplyw gestosci poczatkowej prasowanych tadunkow
z nano- i mikrostrukturalnych mieszanin AI/MoO, na predkos¢ spalania oraz wyko-
nali analizy termiczne, w celu wyjasnienia mechanizmu reakcji chemicznych pod-
czas zaplonu probki 1 na froncie fali spalania. Do sporzadzania badanych mieszanin
uzywano proszkow glinu o rozdrobnieniu 10—14 nm oraz 76-80 mm. Gestos¢ pro-
bek zmieniano w przedziale od 6,5 do 73% gestosci maksymalnej. Wyniki pomia-
row predkosci spalania przedstawiono na Rys. 14.

1000
% nano Al + MoO;
100 mikro Al+ Mo O3 |
‘o 10
A
=
bt *
1 * |
0.1

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
gestosd [g/em’]

Rysunek 14. Predkos¢ spalania prasowanych ladunkow nano- i mikrokompozytow w funkcji gestosci

Nanokompozyty spalaja z tym wigksza predkoscia, im mniejsza jest ich ges-
tos¢. W przypadku mieszanin z mikronowym proszkiem glinu, zaleznos¢ jest
odwrotna. Cytowani autorzy sa zdania, ze wraz ze wzrostem ggstosci nanokompo-
zytow, coraz wigeej glinu i tlenku molibdenu reaguje juz na etapie zgeszczania probki.
Reakcje te zachodza wylacznie w fazie stalej 1 dlatego ich szybkos¢ jest niewicelka,
a tempo wydzielania energii zbyt male, aby spowodowa¢ samozaplon probki. Nie-
mnigej jednak, czg$¢ energii chemicznej jest konsumowana i nie jest dostgpna
w trakcie wybuchowej przemiany probki. W mieszaninach mikrostrukturalnych
wzrost ggstosci oznacza eliminowanie wypelnionych powietrzem poréw i wzrost
wspolczynnika przewodzenia ciepla w tadunku. Poniewaz w procesie spalania domi-
nujacym sposobem transportu energii jest przewodzenie, wyzszy wspolczynnik prze-
wodnictwa oznacza wigksza predkosc fali spalania.

Porownawcze badania nano- i mikrokompozytow Al/MoO, metoda roznicowej
mikrokalorymetrii skaningowej DSC dostarczyly dowodow, ze mechanizm reakcji
w obydwu przypadkach jest inny. Jezeli czastki glinu maja mikronowe wymiary,
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szybkie silnie egzotermiczne reakcje pomig¢dzy glinem i tlenkiem molibdenu rozpo-
czynaja si¢ dopiero w temperaturze ok. 960°C, tzn. po catkowitym stopieniu glinu
1 czgsciowej sublimacji MoO,. W nanokompozytach egzotermiczne reakcje inicjo-
wane sa juz w ok. 460°C, gdy obydwa substraty wystepuja w fazie stalej. Dyfuzja
w fazie stalej jest oczywiscie znacznie powolniejsza niz w ukladzie gaz—ciecz 1 to
moze by¢ dodatkowa przyczyna nizszej predkosci spalania nanokompozytow, przy
gestosciach przekraczajacych 2 g/cm?® (Rys. 14).

Perry 1 in. [23] wykazali, ze nanostrukturalne tlenki wolframu, moga by¢ row-
nie efektywnymi utleniaczami w supertermitach jak tlenck molibdenu(VI). Miesza-
nina AI/WO, o skladzie odpowiadajacym reakcji

2A1+WO,=ALO, + W

spala si¢ z predkoscia ok. 250 m/s. Pomiary cisnienia podczas spalania probek tej
mieszaniny w zamknigtej przestrzeni pozwolily oszacowa¢, ze z 1 kg mieszaniny
mozna uzyskac¢ do 2 MJ energii z maksymalna moca ok. 20 MW.

Supertermity zawierajace manganian(VII) potasu w roli utleniacza spalaja
si¢ znacznie gwaltowniej niz mieszaniny glinu z tlenkami metali. Udowodnili to
Prakash 1 in. [16], spalajac sypkie 25-mg probki nanokompozytu A/KMnO, = 35/65
w komorze o objetosci 13 ml. Stwierdzono, ze w tych warunkach szybkos¢ narasta-
nia cisnienia wynosila ok. 2 MPa/ms 1 byla odpowiednio ok. 40 1 17000 razy wigk-
sza niz w przypadku spalania nanostrukturalnych kompozycji AI/MoO, 1 Al/Fe,O,.
Cytowani autorzy przypisuja to niskiej temperaturze dekompozycji KMnO,
(ok. 300°C).

Niestety, mieszaniny glinu z KMnO, charakteryzuja si¢ zbyt mala trwaloscia
chemiczna. Aby wyeliminowa¢ przedwczesne reakcje tych substancii, krystality
KMnO, pokrywano warstewkami tlenku Zelaza(III) o r6znej grubosci [18]. Stwier-
dzono, ze szybko$¢ wzrostu cisnienia podczas spalania tak zmodyfikowanych
supertermitow jest proporcjonalna do grubosci warstewek Fe,O, 1 wynosi ok. 0.1
10,83 MPa/ms, jezeli grubos¢ ta jest rowna odpowiednio 16 1 4 nm. Autorzy podkre-
slaja, ze zwykle zmieszanie proszkow dwoch utleniaczy o rdznej reaktywnosci nie
tylko nie poprawia trwalosci kompozytu, ale rowniez nie umozliwia tak szerokiego
zakresu regulowania parametrow spalania, jak ma to miejsce w przypadku, gdy
zastosuje si¢ zlozony utleniacz w formie kapsulek.

Supertermity Al/CuQ, otrzymane przez Subramaniam i in. [27] w procesie wyko-
rzystujacym samoorganizacj¢ czastek paliwa wokol czastek utleniacza, spalaja si¢
z predkosciami 1800-2200 m/s, a wige znacznie wigkszymi niz otrzymane innymi
metodami (Tabela 1). Cytowani autorzy tlumacza to wysokim stopniem homoge-
nicznos$ci mieszaniny i w zwiazku z tym silnie rozwinigta powierzchnia reakcji.
W konsekwencji fala reakcyjna rozprzestrzenia si¢ z predkoscia naddzwigkowa, co
sugeruje, ze dominujacym mechanizmem transportu energii moga by¢ w tym przy-
padku fale nadcisnienia.
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Badania supertermiow Al/MoO;, 1 AI/F,O, otrzymanych metoda ARM, tzn.
w wyniku facznego mielenia proszkow glinu i tlenkow metali w mhynach kulowych
wykazaly, ze parametry ich spalania zaleza przede wszystkim od czasu mielenia.
Schoenitz 1 in. [26] wykonali pomiary cisnienia podczas spalania sypkich probek
mieszanin AI/MoO, 1 AI/F O, w pojemniku wypelnionym argonem oraz zmierzyli
szybkos¢ spalania ich tadunkow o przekroju kwadratowym 2.5 x 2.5 mm w otwarte]
przestrzeni. Uzyskane przez nich wyniki przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Parametry procesu spalania supertermitow otrzymanych metoda ARM [26]

. . Cisnienie Szybkos$¢ narastania Predkosé
Rodzaj termitu, e .
Czas miclenia maksymalne, ciénienia, spalania
Pmax, MPa dp/dz, MPa/s m/s
AlVMoQO;, m* =3.81¢g
10 min. 0,31 3,0 -
6 min. 0,29 2,1 -
0 min. 0,26 1,2 -
AVFe;0s, m* = 4,50g
19 min. 0,26 1,0 0,50
10 min. 0,24 0,5 0,17
0 min. 0,19 0,1 0,0

* — masy spalanych probek dobrano tak, aby 1los¢ wydzielonej energii byla identyczna

Maksymalne ci$nienie w komorze (stopien przereagowania mieszaniny) i szyb-
kos¢ jego narastania (szybkos¢ reakcji chemicznych) systematycznie wzrastaja wraz
z wydluzeniem czasu mieszania, poniewaz poprawia si¢ jednorodnos¢ kompozytu.
W otwarte] przestrzeni mieszanina Al/Fe 0., ktora w ogole nie byla miclona, nie
jest zdolna do sampodtrzymujacego si¢ spalania, natomiast po zmieleniu proces
rozprzestrzenia si¢ tym szybciej, im dluzszy byl czas mielenia. Predkosci spalania
sa jednak o dwa rzgdy wiclkoSci mniejsze niz w przypadku sypkich kompozytow
MIC, otrzymanych przez ultradzwigckowe zmieszanie nanoczastek paliwa i utlenia-
cza w heksanie (Tabela 1). Réwnie male wartosci tego parametru obserwowano po
zageszczeniu kompozytow MIC (Rys. 14). Mozna wigc przypuszczac, ze przyczyna
spowolnienia propagacji fali spalania jest ograniczenie ilosci energii przekazywa-
nej na drodze konwekcji oraz czg$ciowe przercagowanie substratow juz na etapic
sporzadzania kompozytu. W odréznieniu od zwyklych kompozytow MIC, poszcze-
golne czastki mieszanin typu ARM skladaja si¢ zarowno z glinu, jak i z tlenku zelaza,
a ich gestosc jest bliska gestosci teoretycznej [26].

Wysoka wrazliwos¢ supertermitow na bodzce cieplne i mechaniczne oraz duza
predkose rozprzestrzeniania si¢ fali spalania umozliwia wykorzystanie ich do pro-
dukcji splonek zapalajacych, inicjowanych elektrycznie lub uderzeniem. W Los Ala-
mos National Laboratory [ 14] skonstruowano elektryczne splonki zapalajace wyko-
rzystujace nanostrukturalna mieszaning AlI/MoO,. Na Rysunku 15 przedstawiono
zdjecia ilustrujace dzialanie splonek klasycznych i nowoopracowanych. W sposob
oczywisty wynika z nich, ze nowe splonki sa znacznie lepsze zaréwno pod wzgle-
dem szybkosci generacji impulsu ogniowego, jak 1 wielkosci plomienia.
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Rysunek 15. Zdjgcia ilustrujace dzialanie klasycznych (a) i nowych (b) sptonek zapalajacych,
zawierajacych nanokompozyt AI/MoO, [14]

Dodatkowa zaleta proponowanego rozwigzania jest to, ze supertermity zaste-
puja mieszaniny inicjujace, zawierajace wysoko toksyczne sole metali cigzkich, np.
piorunian rteci, trinitrorezorcynian olowiu, azotan baru, siarczki antymonu. Ponadto
parametry wytwarzanego impulsu inicjujacego moga by¢ z latwoscia dostosowane
do potrzeb przez prosta w realizacji zmiang skladnikow mieszanin, stopnia ich roz-
drobnienia i stosunku ilosciowego.

Powazna wada supertermitow jest natomiast ich duza wrazliwos¢, zblizona nie-
kiedy do wrazliwosci inicjujacych materialow wybuchowych. Nalezy podkresli¢, ze
w tym przypadku nie mozna zastosowac znanego sposobu zmniejszenia wrazliwo-
$ci mieszanin inicjujacych przez ich zwilzenie, poniewaz woda reaguje z nanostru-
turalnym proszkiem glinu. W zwiazku z tym, wszelkie operacje z supertermitami
wymagaja szczegolnej ostroznosci [ 14].

3. MIESZANINY WYBUCHOWE OTRZYMYWANE METODA
ZOL-ZEL

Synteza nanostrukturalnych materialéw metoda zol—zel przebiega w srodowi-
sku rozpuszczalnika (Rys. 16). Wyjsciowy zol (roztwor koloidalny) powstaje w wy-
niku hydrolizy i/lub polikondensacji prekursora, tworzac nanometrowe, jednorodne
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pod wzgledem ksztaltu i wymiarow czastki, ktore poczatkowo poruszaja si¢ swo-
bodnie w rozpuszczalniku. Zel tworzy si¢ wowczas, gdy w ukladzie koloidalnym
znajduje si¢ tak duzo czastek, ze stykaja si¢ one lub lacza z soba w wielu punktach,
tworzac sztywna tréjwymiarowa sie¢, ktora rozprzestrzenia si¢ w calej objetosci
cieczy, uniemozliwiajac przemieszczanie si¢ czastek fazy rozproszonej. Proces ten
nazywa si¢ koagulacja.

W przypadku zeli zbudowanych z polimerow, koagulacja moze tez nastegpowac
na skutek reakcji polimeryzacji, polikondensacji lub sieciowania. Tak wigc struk-
ture zelu tworza polaczone kowalencyjnie (Ilub w inny sposéb, np. za pomoca wia-
zan wodorowych, oddzialywan jonowych lub van der Walsa) wiclofunkcyjne czastki
1 wlokna (zazwyczaj o wymiarach 0,1-20 nm), pomig¢dzy nimi wyst¢puja zas pory
(10-50 nm) wypelnione rozpuszczalnikiem.

zol, koloid 2el, struktura 3D

koagulacja,
e kondensacja

Be l

nadkrytyczna ekstrakcja

aeroiel kserozel
2 ——— T

sciskanie,
spiekanie

gesty szklisty

material

Rysunek 16. Schemat ideowy otrzymywania nanostrukturalnych materialow metoda zol-zel [5]

Zmieniajac rozpuszczalnik, temperature, wskaznik pH roztworu, rodzaj 1 ste-
zenie reagentow, mozna regulowaé wymiary czastek zolu, czas zelowania 1 struk-
turg zelu oraz jego zachowanie podczas procesu suszenia.

Powolne, kontrolowane odparowywanie rozpuszczalnika prowadzi do otrzy-
mania kserozelu — litego optycznie materialu o duzej gestosci 1 wytrzymalosci
mechanicznej. Jezeli natomiast zawarty w porach rozpuszczalnik jest ekstrahowany
w warunkach nadkrytycznych (za pomoca CO,), powstaje aerozel —rodzaj sztywnej
piany o wyjatkowo malej gestosci. W obydwu przypadkach sa to materialy poro-
wate, charakteryzujace si¢ duza powierzchnia wlasciwa (kilkaset m%/g) 1 jednorod-
nym rozmieszczeniem porow w przestrzeni. Wypelnienie tych porow substancja utle-
niajaca lub redukujaca (zaleznie od natury szkieletu zelu) pozwala uzyska¢ wysoko-
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energetyczny kompozyt, homogeniczny w skali nanometrowej 1 dzigki temu zdolny
do szybkich przemian wybuchowych (Rys. 17).

MHanokompozZyt wysoksanargatyczny

Siec Zelu o

gf"":l'aral-trl:t
@ 3

urlemiaezry luk
3 paliwa

Manoziarna utleniazza lub paliva

Rysunek 17. Schemat struktury wysokoenergetycznego materiatu otrzymanego metodg zol-zel [5]

Wprowadzenie drugiego skladnika kompozytu moze by¢ zrealizowane w nas-
tgpujacy sposob [32, 33]:

(I) przez dodanie stalych czastek — nanometrowe proszki utleniacza, reduktora
lub zwiazku wybuchowego miesza si¢ z zolem lub zelem pierwszego skladnika,
a nastgpnie usuwa rozpuszczalnik.

(I) przez dodanie roztworu — do roztworu/zolu pierwszego skladnika dodaje
si¢ roztwor drugiego w tym samym lub kompatybilnym rozpuszczalniku, a po zela-
tynizacji rozpuszczalniki sa odparowywane lub ckstrahowane.

(IIT) przez wymiang rozpuszczalnika — faza ciekla zelu pierwszego skladnika
jest wymieniana na inna ciecz, w ktorej rozpuszczony jest drugi skladnik.

3.1. KOMPOZYTY ZAWIERAJACE ZELE NIEORGANICZNE

Pierwszy ctap otrzymywania wysokoenergetycznych nanokompozytow tech-
nika zol-zel, zawierajacych tlenek metalu (najczgsciej tlenek zelaza(Ill)) w roli utle-
niacza, polega na zbudowaniu tlenkowego szkieletu zelu ze zdolnych do hydrolizy
soli tych metali (zwykle stosuje si¢ chlorki lub azotany). Faz¢ ciekla stanowi etanol,
woda lub inny polarny i protyczny rozpuszczalnik. Skladnik palny dodawany jest
w formie stalej lub w roztworze bezposrednio przed procesem koagulacji, inicjowa-
nej wprowadzeniem zwiazkoéw epoksydowych (oksirandw lub oksetandw). Susze-
nie kompozytu jest realizowane przez powolne odparowanie rozpuszczalnika lub
jego ekstrakcje w warunkach nadkrytycznych (Rys. 18) [32-36].
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Rysunek 18. Schemat otrzymywania kompozytow utleniacz-paliwo metoda zol—zel

Bezposrednio po dodaniu zwiazku epoksydowego (np. tlenku propylenu) do
etanolowego roztworu soli zelaza rozpoczyna si¢ egzotermiczna reakcja, ktorej towa-
rzyszy zmiana koloru roztworu z pomaranczowego na ciemno czerwony oraz stop-
niowe zwigkszanie jego lepkosci. Proces tworzenia zolu polega na polikondensacji
uwodnionych jonow zelaza(IlI) (Rys. 19). Najpierw powstaja male oligomery, ktore
lacza si¢ w wigksze czastki tworzac zol, ulegajacy systematycznej koagulacji,
w miar¢ jak rosnie st¢zenie 1 rozmiary czastek. Sztywny zel formuje si¢ w ciagu
zaledwie kilku minut [34].

e 2
FeCly 6H,0 —— hefl F-:-;G“? —
|:| H ol "|.:C|
o OHg

.

Zel henku Zelaza 5 7

Rysunek 19. Schemat tworzenia Zelu tlenku zelaza [38]

Szybkos¢ zelowania i jakos¢ zelu w znacznym stopniu zaleza od wlasciwosci
fazy cieklej (np. napigcia powierzchniowego, stalej dielektrycznej, momentu dipo-
lowego). Gash i in. [35] stwierdzili, ze koagulacja zachodzi najlatwiej w polarnych,
protycznych rozpuszczalnikach, poniewaz ich zdolnos¢ do tworzenia silnych wia-
zan wodorowych sprzyja laczeniu si¢ czastek tlenku zelaza (zawierajacych niewat-
pliwie powierzchniowe grupy hydroksylowe) w sztywna przestrzenna sie¢ zelu.

Rola zwiazkow epoksydowych w procesie zelowania roztwordw soli zelaza byla
przedmiotem badan w pracach [35, 36]. Zdaniem autoréw tych prac hydroliza
1 kondensacja uwodnionych jonow zelaza jest inicjowana przeniesieniem protonu
od akwakompleksu do tlenu zwiazku epoksydowego. Powstaly przejsciowo kation
oksoniowy wchodzi w reakcje z obecnymi w srodowisku nukleofilami (np. A-= CI-,
H,O, NO;), ktora prowadzi do otwarcia pierscienia i nicodwracalnego usunigcia
protonu ze srodowiska reakcji (Rys. 20).
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Rysunek 20. Schemat reakcji zwiazkéw epoksydowych z uwodnionymi jonami zelaza podczas tworzenia
zelu tlenku zelaza [35]

Zwiazki epoksydowe sg stosunkowo slabymi zasadami i mozna je dokladnie
rozprowadzi¢ w calej objgtosci roztworu, bez naglej zmiany jego odczynu. W efek-
cie wskaznik pH mieszaniny reakcyjnej powoli i systematycznie wzrasta, umozli-
wiajac tworzenie dimerow, oligomerdw, czastek zolu 1 w koncu monolitycznego
zelu tlenku zelaza. Mocne zasady, takie jak OH", COZ, reaguja bardzo szybko
z uwodnionymi jonami zelaza. Tworza si¢ wowczas duze czastki zasadowych tlen-
kow zelaza, ktore wytracaja si¢ w postaci osadu.

Kinetyka reakcji kationu oksoniowego z nukleofilami, a wigc rowniez szyb-
kos¢ nukleacji 1 wzrostu czastek zolu, zaleza od struktury uzytego zwiazku epoksy-
dowego. W pracy [36] wykazano na przyklad, ze zastgpujac oksirany oksetanami
mozna znaczaco zmienia¢ mikrostrukture zelu. W pierwszym przypadku proces
koagulacji zachodzi szybciej, a zel zbudowany jest z kulistych czastek o srednicach
z przedzialu 5-15 nm, natomiast w drugim otrzymuje si¢ produkt o strukturze wlok-
nistej.

3.1.1. Nanostrukturalny termit Al/Fe,O,

Tillotson 1 in. [34] opisali sposéb otrzymywania oraz wlasciwosci termitu
Al/Fe O,. Typowa procedura syntezy obejmowala rozpuszczenie 1 g Fe(NO,),-9H,0
w 5 g bezwodnego etanolu oraz wprowadzenie do mieszanego roztworu najpierw
1 g tlenku propylenu, a nastepnie 0,034 g proszku glinu. Uzywano glinu o mikrono-
wym (ok. 6 pm) oraz nanometrowym rozdrobnieniu (ok. 30 nm). W obydwu przy-
padkach sklad termitu odpowiadal stechiometrii reakcji:

2A1+Fe 0, =ALO, +2Fe

Rozpuszczalnik odparowywano w suszarce prozniowej, w 70°C przez 5-6 dni,
lub ekstrahowano ditlenkiem wegla w warunkach nadkrytycznych. Wymiana eta-
nolu na CO, polega na dlugotrwalym (3—4 dni) plukaniu probki zelu ditlenkiem
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wegla w temperaturze 10°C 1 pod cisnieniem ok. 10 MPa. Nast¢pnie reaktor powoli
ogrzewano do 45°C i dekompresowano w ciagu ok. 100 min.

Wyniki badan strukturalnych (transmisyjna mikroskopia elektronowa, izotermy
adsorpcji) potwierdzily, ze otrzymane mieszaniny sa generalnie jednorodne w skali
nanometrowej, chociaz obserwowano takze aglomeraty czastek glinu. Autorzy uwa-
zaja, ze problem ten da si¢ rozwiazac przez zastosowanie mieszania ultradzwigko-
wego na etapie wprowadzenia proszku glinowego do zolu. Pomimo kontaktu glinu
z faza ciekla zawierajaca wodg, nie stwierdzono zwigkszenia grubosci warstewek
tlenkowych na powierzchni czastek, a zatem mieszaniec komponentow w umiarko-
wanie zasadowym Srodowisku zawierajacym wode jest dopuszczalne. Termity z nano-
metrowym proszkiem glinu z latwoscia zapalaly si¢ od plomienia gazowego 1 ule-
galy gwaltownemu spaleniu. Egzotermiczne reakcje w probkach ogrzewanych z szyb-
koscia 10°C/min inicjowane sa juz w temperaturze ok. 400°C 1 przebiegaja z naj-
wicksza szybkoscia w ok. 530°C, a wigc znacznie ponizej temperatury topnienia
glinu. Zmierzone cieplo tych reakeji wynosi 1,5 kJ/g i jest duzo mniejsze od warto-
sci teoretycznej (3,9 kJ/g). Plantier 1 in. [7] wykazali, ze jest to efekt obecnosci
duzej ilosci zanieczyszczen w tlenku zelaza, wytworzonym metoda zol—zel. Surowe
aero- kserozele F,O, zawieraja odpowiednio ok. 24 1 28% wody 1 zwiazkow orga-
nicznych (rozpuszczalnik, produkty przemian czynnika koagulujacego). ktore w pro-
cesie spalania kompozycji glownie pochlaniaja energi¢. Powoduje to istotne obni-
zenie predkoscei fali spalania. Cytowani autorzy stwierdzili, ze termity sporzadzone
z aerozeli zawierajacych 921 76% F.O, spalaja si¢ w otoczkach o $rednicy 6,35 mm
z predkosciami odpowiednio 542 1 13 m/s. Wigkszos$¢ zanieczyszczen moze by¢
usuni¢ta podczas ogrzewania surowych zeli tlenku zelaza w temperaturze ok. 400°C,
w atmosferze powietrza. Kalcynacja powoduje takze zmniejszenie powierzchni wlas-
ciwej 1 transformacj¢ amorficznego uwodnionego tlenku zelaza (prawdopodobnie
Fe,O,4H,0) w faz¢ a-Fe O, [7].

Zarowno acro- jak 1 kserozele Al/Fe,0, okazaly si¢ wrazliwe na uderzenie. Pig¢-
dziesigcioprocentowa skutecznos¢ pobudzen obserwowano, gdy energia uderzenia
wynosila odpowiednio 22 1 38 J. Stwierdzono tez, ze jedynie acrozel Al/Fe O, cha-
rakteryzuje si¢ duza wrazliwoscia na iskre¢ elektryczna (0,03 J). Wigksza wrazli-
wos¢ aerozeli przypisa¢ mozna ich malej przewodnosci cieplnej 1 w zwiazku z tym
—malej szybkosci dyssypacji energii z goracych punktow wytworzonych impulsem
inicjujacym. Zaden z badanych kompozytow nie jest wrazliwy na tarcie. Dolna gra-
nica wrazliwosci na ten bodziec jest wigksza niz 360 N.

3.1.2. Wieloskladnikowe nanokompozyty pirotechniczne

Jedna z zalet syntezy zol-zel jest mozliwos¢ wykorzystania jej do sporzadzania
mieszanin jednorodnych w skali nanometrowej lub nawet molekularnej. Zelowaniu
poddaje si¢ wowczas roztwdr dwoch lub wigkszej ilosci prekursorow. Stosujac te
metode, Clapsaddle 1 in. [37] otrzymali mieszany tlenek zelazowo-krzemowy,
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wychodzac ze wspolnego roztworu uwodnionego chlorku zZelaza (FeCL-6H,0)
1 tetrametoksysilanu (TMOS) w etanolu. W roli czynnika zelujacego stosowano tle-
nek propylenu lub oksetan. Rozpuszczalnik usuwano przez powolne odparowanie
lub na drodze ekstrakcji w warunkach nadkrytycznych.

Stwierdzono, ze homogeniczne zole 1 zele powstaja tylko wtedy, gdy zachowana
jest wlasciwa kolejnos¢ wprowadzania reagentdw. Najlepsze rezultaty uzyskano
mieszajac roztwor TMOS w etanolu z zolem soli zelaza (tzn. z czgSciowo zzelowa-
nym roztworem FeCl,-6H,O). Do otrzymanej mieszaniny wprowadzano dodatkowa
porcj¢ czynnika zelujacego. Po wysuszeniu uzyskano monolityczne ksero- lub aero-
zele o powierzchni wlasciwej z przedzialu 350—450 m%/g i Srednim wymiarze porow
od 15 do 30 nm. Jezeli czynnikiem zelujacym byl tlenek propylenu, sie¢ przestrzen-
na zeli byla zbudowana ze sferoidalnych czastek o srednicach 2—5 nm, natomiast
zastosowanie w tej roli oksetanu skutkuje zwigkszeniem srednicy czastek do
15-20 nm.

Ten sam schemat postgpowania mozna zastosowa¢ do otrzymywania innych
mieszanych zeli. Na przyklad koagulacja zolu tlenku zelaza w obecnosci chlorku
glinu(III) prowadzi do mieszanego tlenku zelazowo-glinowego. Wprowadzenie SiO,
lub ALO, do termitu Al/Fe,O, zmnigjsza cieplo 1 liniowa predkos¢ spalania, ale
w niektorych zastosowaniach moze by¢ to korzystne. Ponadto obecnos¢ Si0, w mie-
szaninach termitowych przyczynia si¢ do obnizenia temperatury topnienia produk-
tow spalania 1 dzigki temu, do zwigkszenia ich zdolnosci zapalajacej. Jeszcze waz-
ni¢jsza jest mozliwos¢ modyfikowania widma promieniowania emitowanego przez
plomien, przez wprowadzenie dodatkow bedacych selektywnymi emiterami. Pod-
kresli¢ nalezy, ze zmiany skladu koncowej kompozycji dokonywane sa juz w wyjs-
ciowym roztworze, a zatem w sposob bezpieczny 1 nie pogarszajacy homogenicz-
nosci kompozycji.

Zhao 11in. [38] opisali syntez¢ zol-zel, ktorej produktem koncowym byl hybry-
dowy nanokompozyt organiczno-nicorganiczny. Jego szczegolna zaleta jest jedno-
rodnos¢ skladu siggajaca poziomu molekularnego, poniewaz tworza go dwie
oddzielne, lecz wzajemnie przenikajace si¢ sieci — tlenku zelaza 1 weglowo-siloksa-
nowej (ang. inferpenetrating networks, IPNs). Struktury te otrzymano w wyniku
reakcji biegnacych rownolegle w jednym roztworze. Prekursorem sieci tlenku zelaza
byl uwodniony chlorek zelaza(IlI), natomiast sie¢ krzemianowo-organiczna powsta-
wala w wyniku kondensacji we¢glowodorowych lub fluorowgglowodorowych
pochodnych trietoksysilanu (Rys. 21).
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Rysunek 21. Struktury organicznych pochodnych trietoksysilanu, wykorzystywanych
w syntezie kompozytow typu IPNs [38]

Podobnie jak w przykladach opisanych powyzej, reakcja przebiegala w srodo-
wisku etanolu, a czynnikiem zelujacym byl tlenek propylenu lub oksetan (Rys. 22).
Zaleznie od rodzaju uzytego zwiazku silanowego oraz stosunku molowego zelaza
1 krzemu, czas zelowania wynosil od ok. 1 min. do 20 godzin.
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Rysunek 22. Schemat syntezy zol-zel kompozytow zbudowanych z wzajemnie przenikajacych si¢ sieci
tlenku zelaza 1 weglowo-siloksanowej Fe,0,-S10, -R-SiO, , [38]

Zele suszono klasycznie lub na drodze ekstrakcji w warunkach nadkrytycz-
nych. Badania strukturalne produktow wykazaly, ze otrzymano ksero- lub aerozele
o powierzchni wlasciwej od ok. 70 do 350 m*g, nie wykazujace roznic w skladzie
fazowym w obszarach o wymiarach wigkszych od 5 nm. Autorzy twierdza, ze row-
niez sole innych metali oraz inne organiczne pochodne silanéw beda mogly by¢
wykorzystane w zaproponowanej przez nich metodzie syntezy hybrydowych kom-
pozytow organiczno-nicorganicznych [38].
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3.1.3. Nanostrukturane mieszaniny materialow wybuchowych z krzemionka

W patentach [32, 33] opisano otrzymywanie 1 wlasciwosci nanostukturalnych
mieszanin klasycznych materialow wybuchowych (pentrytu (PETN), heksogenu
(RDX)) z zelem krzemionkowym. Powstaje przez mieszanie acetonowego roztworu
tych substancji z koagulujacym roztworem tetrametoksysilanu (TMOS) w acetonie.
Zelatynizacja moze by¢ katalizowana kwasami lub zasadami, ale autorzy zalecaja
wykorzystanie w tej roli kwasu tetrafluoroborowego HBF,. Wprowadza si¢ go
w formie roztworu wodno-acetonowego. Wowczas zel powstaje w ciagu ok. 24 go-
dzin. Krystalizacja materialu wybuchowego w matrycy krzemionkowej jest wymu-
szana przez wymiang acetonu na etanol, ktory nastgpnie usuwa si¢ na drodze nad-
krytycznej ekstrakeji ditlenkiem wegla. Wezesniejsza krystalizacja zapobiega wymy-
waniu materialu wybuchowego na etapie suszenia zelu. Zdaniem autorow, tak otrzy-
mane mieszaniny maja znacznie zmniejszona wrazliwos¢ na bodzce mechaniczne,
szczegolnie na uderzenie. Na przyklad kompozyt PETN/Si0, = 90/10, otrzymany
metoda zol—zel, wybucha z 50% skutecznoscia po spadku na probke 2.5-kg odwaz-
nika z wysokosci 133 c¢m, podczas gdy wrazliwos¢ czystego pentrytu oraz jego
mechanicznej mieszaniny z krzemionka, wyznaczona w tych samych warunkach,
wynosi odpowiednio 17 1 10 cm. Przyczyny tak malej wrazliwosci nanostruktural-
nych kompozytow nie sa dokladnie znane. Przypuszcza si¢, ze moze to by¢ skutek
jednorodnego rozlozenia naprgzen powstalych podczas obciazenia probki. Wyge-
nerowane uderzeniem gorace punkty maja podkrytyczne rozmiary i szybko zani-
kaja, poniewaz szybkos$¢ wydzielania energii jest w tym przypadku mniejsza od
szybkosci jej rozpraszania (duzy stosunek powierzchni do objetosci).

Przyktady syntez podane w opisach patentowych [32, 33] oczywiscie nie
wyczerpuja wszystkich mozliwosci techniki zol—zel. Cytowani autorzy uwazaja, ze
pozwoli ona uzy¢ w roli skladnika wybuchowego takze inne wrazliwe materialy
wybuchowe, np. oktogen, nadtlenki organiczne, HNIW, itp. Problemem jest jedynie
ograniczona rozpuszczalnosc tych zwiazkow w rozpuszczalnikach, ktore moga sta-
nowi¢ srodowisko zelatynizacji silanow.

3.2. KOMPOZYTY ZAWIERAJACE ZELE ORGANICZNE

Pod koniec lat 80 ubieglego wieku Pekala [39] po raz pierwszy opisal przezro-
czyste organiczne zele uzyskane w wyniku katalizowanej weglanem sodu polikon-
densacji 1,3-dihydroksybenzenu (rezorcyny) z formaldehydem w srodowisku wod-
nym. W pozniejszych latach otrzymano i scharakteryzowano takze zele powstale
w wyniku reakcji m-trihydroksybenzenu (pirokatechina), p-dihydroksybenzenu
(hydrohinon), 2.4,6-triamino-1,3,5-triazyny (melamina), mocznika oraz fenylodia-
miny z formaldehydem lub furfuralem [40—-42]. We wszystkich przypadkach udalo
si¢ otrzyma¢ przestrzenne, sztywne sieci zbudowane z lancuchow weglowodoro-
wych, polaczonych mostkami metylenowymi i eterowymi. Po usunigciu rozpusz-
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czalnika (odparowanie, ckstrakcja nadkrytyczna) uzyskano ksero-lub aerozele
zawierajace pory wiclkosci mniejszej od 100 nm.

Jezeli jednak proces polikondensacji prowadzi si¢ w roztworze substancji utle-
niajacych, produktem moga by¢ wysokoenergetyczne kompozyty homogeniczne
w skali nanometrowej. Najnowszym pomyslem jest wykorzystanie do budowy struk-
tury zelu wiclofunkcyjnych monomerdéw zawierajacych w swej strukturze grupy
cksplozoforowe — nitrowe (-NO,), azotanowe (~ONO,) lub azydkowe (-N,). Indy-
widualny rozklad produktow ich polimeryzacji/siecciowania jest procesem egzoter-
micznym i to przyczynia si¢ do poprawy bilansu energetycznego kompozytu. Po-
nadto mozliwe jest wowczas zbilansowanie reakcji utlenienia i redukcji przy mniej-
szej zawartosci utleniacza [32, 33].

3.2.1. Zele rezorcynowo-formaldehydowe (RF) i bazujace na nich
materialy wybuchowe

Kondensacja 1,3-dihydroksybenzenu i aldehydu mrowkowego, prowadzaca do
przezroczystego zelu organicznego RF, przebiega najlatwiej w roztworze wodnym
o oboje¢tnym odczynie (pH z przedzialu 6,5-7.4), w temperaturze ok. 85°C [40].
Stosunek molowy formaldehydu do rezorcyny powinien wynosi¢ 2:1. W roli katali-
zatora stosuje si¢ zwykle weglan sodu. Calkowita zawartos¢ reagentow wynosi
ok. 5%. W tych warunkach zel tworzy si¢ w ciagu ok. 36 godz., a nastgpnie rozpo-
czyna si¢ dlugotrwaly proces sieciowania powstalych wczesniej klastrow.

Kondensacja polega na tworzeniu mostkow metylenowych (-CH-) 1 etero-
wych (-CH,-O-CH.-) miedzy czasteczkami m-dihydroksybenzenu (Rys. 23). Z uply-
wem czasu kondensujaca mieszanina RF systematycznie zmienia barwe od jasno
pomaranczowej do ciemnoczerwonej. Jest to wynik utlenienia rezorcyny i tworze-
nia rozleglych ukladow sprzg¢zonych wiazan podwojnych (np. chinonow).

W celu intensyfikacji procesu sieciowania, powstaly zel plucze si¢ w roztworze
kwasu trifluorooctowego. Powoduje to kondensacje sasiadujacych grup hydroksy-
metylowych (~CH,OH) 1 utworzenie dodatkowych polaczen eterowych pomig¢dzy
pierScieniami rezorcyny. Wlasciwosci mechaniczne otrzymanego zelu zaleza
zarowno od czasu sieciowania, jak 1 ilosci uzytego weglanu sodu oraz od czasu jego
plukania w roztworze kwasu.
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Rysunek 23. Schemat syntezy zelu rezorcynowo-formaldehydowego (RF) [40]

Aby przygotowa¢ zel RF do nadkrytycznej ekstrakeji ditlenkiem wegla, pod-
daje si¢ go wielokrotnemu plukaniu w acetonie, w celu calkowitej wymiany na ace-
ton wody pozostajacej w porach. Wod¢ mozna wymieni¢ tez na metanol, izopropa-
nol lub inne rozpuszczalniki mieszajace si¢ z ditlenkiem wegla. Uzyskane w ten
sposob aerozele RF sa porowatymi, ciemnoczerwonymi substancjami o ggstosci
mnigjszej od 0.1 g/em®. W ich strukturze zidentyfikowano puste obszary (pory)
o rozmiarach mniejszych od 100 nm, rozdzielone krzyzujacymi si¢ tancuchami zbu-
dowanymi ze sferoidalnych czastek o $rednicach 70-100 L.

Simpson 1 in. [1, 33] zaproponowali wykorzystanie kompozytoéw, w ktorych
weglowodorowa porowata matryca zelu RF wypelniona jest krystalitami chlora-
nu(VIl) amonu. Ich zdaniem, taki material powinien by¢ réwnie wysokoenerge-
tyczny jak paliwo rakictowe, a jednoczesnie moc jego przemiany wybuchowej
moglaby osiaga¢ wartosci typowe dla zwiazkdéw wybuchowych. Nanokompozyt
RF/NH,CIO, otrzymano, wprowadzajac wodny roztwor chloranu(VII) amonu do
kondensujacego wodnego roztworu rezorcyny i formaldehydu wzigtych w stosunku
molowym 2:1. Autorzy zalecaja, aby stosunck molowy rezorcyny do weglanu sodu
(katalizator kondensacji) wynosit 50:1. W tych warunkach proces zelowania trwa az
ok. 50 godz., a wigc znacznie dluzej niz w czystej wodzie.

Krystalizacj¢ NH,ClO, w porach zelu inicjowano wymieniajac wodg na meta-
nol, jezeli planowano klasyczne suszenie kompozytu, lub na octan etylu, w przy-
padku suszenia na drodze nadkrytycznej ekstrakeji ditlenkiem wegla. Uzyskano pro-
dukt zawierajacy nanometrowe czastki organiczne wymieszane z krystalitami utle-
niacza, ktorych wymiary nie przekraczaly 20 nm. Metodami mikroanalizy rentge-
nowskiej potwierdzono jednorodnos¢ rozkladu azotu w skali mniejszej niz 43 nm
(graniczna rozdzielczos¢ analizatora). W oparciu o izotermy adsorpcji-desorpcji azotu
wykazano, ze powierzchnia wlasciwa kompozytu przekracza 300 m?/g. Tak wigc
wszystkie zastosowane metody badania struktury potwierdzily, iz mieszanina jest
jednorodna w skali nanometrowej. Jej rozklad rozpoczyna si¢ w temperaturze
ok. 150°C (ok. 100°C ponizej temperatury topnienia NH,CIO,) 1 jest procesem
silnie egzotermicznym. Oznacza to, ze produkt moze faktycznie by¢ wysokoenerge-
tycznym materialem wybuchowym [1, 33].
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3.2.2. Zele melaminowo-formaldehydowe (MF)

Dotychczas zele MF nie byly stosowane jako osnowy kompozytow wybucho-
wych, jednak kondensacja 2,4,6-triamino-1,3,5-triazyny (melamina) z formaldehy-
dem zachodzi w wodzie, ktora jest dobrym rozpuszczalnikiem wielu soli nicorga-
nicznych — potencjalnych utleniaczy. Z tego wzgledu zdecydowalismy si¢ opisa¢
syntezg 1 podstawowe wlasciwosci tych substancji.

\
/NyN NHCH,0-CH;NH
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g H 1. OH NH N
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Rysunek 24. Schemat syntezy zelu melaminowo-formaldehydowego [42]

Melamina jest czasteczka szesciofunkcyjna. W obecnosci zasadowego katali-
zatora, formaldehyd przylacza si¢ do grup aminowych z utworzeniem grup —-CH,OH,
ktore pod wplywem jonéw H wehodza w reakcje kondensacji z utworzeniem most-
kéw metylenowych (-NHCH,NH-) oraz eterowych (-NHCH,OCH,NH-). Powstale
w pierwszym ctapie klastry melaminowo-formaldehydowe (tzn. czastki o $redni-
cach ok. 0,5 nm) zawieraja na powierzchni reaktywne grupy hydroksymetylowe,
ktére odpowiadaja za dalsze sieciowanie i powstanie zelu (Rys. 24). Warunki pro-
wadzenia syntezy, tzn. stosunck molowy reagentow, czas reakcji, temperatura,
rodzaj katalizatora, a w szczegolnosci pH mieszaniny reakcyjnej, bardzo silnie wply-
waja na mikrostrukture, gestosc i klarownos¢ zeli MF [42].

Preferowany stosunek molowy formaldehydu do melaminy wynosi 3,7:1.
W roli katalizatora reakcji przylaczania formaldehydu do grup aminowych stosuje
si¢ najczescie] NaOH, chociaz inne zasady moga by¢ rowniez uzyte. Reakejg nalezy
prowadzi¢ w temperaturze ok. 70°C. Po kilkunastu minutach mieszaning chlodzi
si¢ do temperatury ok. 45°C 1 zadaje stgzonym kwasem solnym lub kwasem triflu-
orooctwoym. Przezroczyste zele tworza si¢, jezeli wskaznik pH po tej operacji osia-
ga wartosc¢ z przedzialu 1-2. W przeciwnym wypadku straca si¢ bialy osad, powsta-
je biala, kleista substancja albo twarda zywica.

Mieszanina reakcyjna, ktora zawiera ponad 20% reagentow, ulega zelatyniza-
cji w ciagu ok. 48 godzin, w temperaturze pokojowej, natomiast bardziej rozcien-
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czone roztwory (ponizej 15%) musza by¢ zelowane nawet przez 4 tygodnie w tem-
peraturze ok. 90°C. Przed nadkrytyczna ekstrakcja, zel nalezy zoboj¢tni¢ woda amo-
niakalna, a nastgpnie wymieni¢ wodg na rozpuszczalnik mieszajacy si¢ z ditlenkiem
wegla (zwykle jest to aceton).

Badania strukturalne wykazaly, ze zele MF pod wzgledem mikrostruktury, poro-
watosci 1 cech mechanicznych sa bardzo podobne do zeli krzemionkowych. W zalez-
nosci od warunkow syntezy, ich powierzchnia wlasciwa wynosi od 900 do 1100
m?/g. Sa to zatem materialy nanoporowate, zbudowane z czastek o Srednicach
ok. 0,5 nm. Dzigki temu, moga by¢ calkowicie przezroczyste i bezbarwne, podobnie
jak nieorganiczne zele krzemionkowe.

4. INNE NANOSTRUKTURALNE KOMPOZYCJE WYBUCHOWE

Mikulec 1 in. [43] oraz Kovalev 1 in. [44] potwierdzili, ze mieszaniny nanokry-
stalitow krzemu z utleniaczami wykazuja wlasciwosci wybuchowe. Proponuja ich
wykorzystanie jako zrodla energii w ukladach mikroelektromechnicznych (MEMS)
oraz jako elementéw powodujacych samozniszczenie komputerow w przypadku
nicuprawnionego ich wykorzystania.

Nanostrukturalny krzem otrzymuje si¢ najczgsciej przez elektrochemiczne tra-
wienie cienkich plytek krzemowych [45]. Czynnikiem trawiacym jest wodno-etano-
lowy roztwor fluorowodoru. Podczas procesu galwanostatycznej anodyzacji niektore
obszary krysztalu krzemu ulegaja aktywacji i reaguja z jonami fluorkowymi z utwo-
rzeniem rozpuszczalnych zwiazkow fluorokrzemowych. Produktem jest silnie poro-
wata, nieregularna geometrycznie matryca krzemowa w postaci ok. 25-pum warstw
7 poprzecznymi porami o srednicy ok. 1 um. Pomimo kontaktu z tlenem atmosfe-
rycznym, wiszace wigzania lancuchow krzemowych sa wysycane atomami wodoru,
a nie tlenu, dajac hydrofobowa i1 aktywna chemicznie powierzchnig [45].

Swiezo otrzymany, nie zawierajacy powierzchniowych tlenkéw porowaty krzem,
poddany impregnacji etanolowym roztworem Gd(NO,),-6H,O, tworzy inicjujacy
material wybuchowy, ktory pod wplywem bodzcdéw mechanicznych lub termicz-
nych gwaltownie wybucha w miligramowych ladunkach [43]. Z kolei Kovalev i in.
[44] stwierdzili, ze kondensacja tlenu w pasywowanej wodorem matrycy krzemo-
we] prowadzi do spontanicznego wybuchu. Jego energia zostala oszacowana na
ok. 12 kJ/g. W przypadku, gdy porowaty krzem jest utleniony na powierzchni, zaini-
cjowanie detonacji wymaga oswictlenia probki promieniowaniem ultrafioletowym
lub stabym uderzeniem.

Zdumiewajacego odkrycia dokonali Manaa i in. [46] w 2005 r. Okazalo si¢, ze
wybuch 1 detonacja sproszkowanych probek materialow wybuchowych moze by¢
zainicjowany impulsem niespojnego promieniowania (generowanego zwykla, foto-
graficzna lampa blyskowa), jezeli oswietlana powierzchnia probki jest pokryta
warstwa jednosciennych nanorurck weglowych. Probki sproszkowanego pentrytu
o masie 10 mg, pozostajace w luznym kontakcie z nanorurkami weglowymi (Rys. 25),
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ulegaly w tych warunkach gwaltownemu spaleniu z silnym efektem optycznym
1 dzwigkowym.

Rysunek 25. Zdjgcie SEM probki mieszaniny krystalitow pentrytu (wymiary ok. 5 pm)
z nanorurkami weglowymi [46]

Przeprowadzono takze proby optycznej inicjacji wybuchu w wigkszej skali.
W tym celu, 30-gramowy ladunek K-6 (Keto-RDX, 2-oxo0-1,3,5-trinitro-1,3,5-tria-
zacykolheksan) zostal umieszczony w rurce miedzianej o $rednicy wewngtrznej
ok. 13 mm i pokryty cienka warstwa nanorurek weglowych (0,02 g). Ladunek zde-
tonowal po oswietleniu go impulsem promieniowania o energii ok. 161 J.

Cytowani autorzy uwazaja, ze jest to wynik duzej opto-termicznej aktywnosci
nanorurek weglowych, ktore dzigki temu efektywnie zamieniaja energi¢ promie-
nista na cieplna. Oszacowano, ze w warunkach eksperymentu, lokalne temperatury
mogly wynosi¢ nawet 1500—2000°C, a zatem obszary te z powodzeniem spelnialy
rolg tzw. goracych punktow. Jezeli uwzgledni si¢ dodatkowo, ze nanorurki sa wyjat-
kowo dobrymi przewodnikami ciepla, staje si¢ zrozumiale, dlaczego spalanie tak
szybko zamienia si¢ w detonacj¢. Niezaleznie od mechanizmu aktywujacego dzia-
lania nanorurek weglowych, nalezy podkreslic niezwykle duze znaczenie praktyczne
odkrycia Manaa 1 in. Po raz pierwszy eksperymentalnie potwierdzono mozliwosé
optycznej inicjacji spalania 1 detonacji materialdéw wybuchowych na duzej powierz-
chni, wykorzystujac typowe zrodla swiatla o miliwatowych mocach.

Wyjatkowe wlasciwosci mechaniczne i1 termofizyczne nanorurek weglowych
sprawiaja, ze rozwaza si¢ mozliwosc¢ ich wykorzystania jako skladnika paliw rakie-
towych [47, 48]. Dzigki duzej przewodnosci cieplnej (ok. 2000 W/mK), z latwoscia
mozna by regulowa¢ szybkos¢ spalania tadunku, poprzez zmiang ich zawartosci.
Obecnos¢ nanorurek mialaby tez niewatpliwie korzystny wplyw na wytrzymalosé¢
mechaniczna finalnej kompozycji. W chwili obecnej dazy si¢ nawet do funkcjonali-
zacji nanorurek oligomerami zawierajacymi grupy eksplozoforowe, w celu nadania
im cech indywidualnego materialu wybuchowego i poprawy ich zgodnosci kontak-
towej z typowymi skladnikami paliw rakietowych [47]. Idea tego rozwiazania zos-
tala przedstawiona na Rys. 26.
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Rysunek 26. Koncepcja sfunkcjonalizowanych i wypelnionych matoczasteczkowymi utleniaczami
nanorurek weglowych [47, 48]

Unikalna struktura nanorurck weglowych umozliwia zamykanie w ich wngtrzu
maloczasteczkowych utleniaczy 1 zwiazkow wybuchowych. Prawdopodobnie
pozwoli to na poprawe stabilnosci (mala wrazliwosc), przy jednoczesnym zachowa-
niu zdolnosci kompozycji do szybkich przemian (wysokie parametry detonacyjne)
[48]. Dotychczas polepszenie jednej z tych cech uzytkowych oznaczalo pogorsze-
nie drugie;j.

PODSUMOWANIE

Zastosowanie zasad nanoinzynierii materialowej do otrzymywania wysokoener-
getycznych kompozycji pirotechnicznych i wybuchowych pozwala na precyzyjna
kontrole skladu i gestosci kompozycji, a takze morfologii i rozmiarow czastek jej
sktadnikow w skali nanometrycznej. Parametry te okreslaja wrazliwos¢ kompozycji
1 moc przemiany wybuchowej materialu. Umozliwia to takze tworzenie ukladow
wybuchowych laczacych doskonale charakterystyki termodynamiczne mieszanin
wybuchowych z kinetyka reakcji chemicznych, wlasciwa dla rozkladu molekular-
nych materialdéw wybuchowych.

Kazda z oméwionych grup nanostrukuralnych materialow wybuchowych ma
zalety 1 wady. Kompozyty o strukturze planarnej idealnie nadaja si¢ do pewnego
1 szybkiego inicjowania procesu spalania na duzych powierzchniach. Moga tez stu-
zy¢ do precyzyjnego spawania wrazliwych na temperaturg elementow. Niestety, ich
wytwarzanie jest czasochlonne 1 wymaga skomplikowanego oprzyrzadowania. Meta-
stabilne intermolekularne mieszaniny wybuchowe, zwane takze supertermitami,
otrzymuje si¢ wyniku mechanicznego zmieszania nanoczastek paliwa i utleniacza.
Charakteryzuja si¢ duzymi gestosciami energii, wysoka wrazliwoscia na bodzce ini-
cjujace oraz predkosciami spalania przekraczajacymi 1000 m/s. Proponuje si¢ wyko-
rzystanie ich do produkcji srodkow inicjujacych pozbawionych metali cigzkich.
Wsrod wad nalezy przede wszystkim wymieni¢ wysoka ceng nanoproszkow utle-
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niacza i paliwa oraz duze zagrozenie samozaplonem w trakcie sporzadzania mie-
szaniny 1 jej dalszego przetwarzania. Technika zol-zel moga by¢ wytwarzane
zarowno nanokompozyty pirotechniczne, jak i materialy wybuchowe. Jej podsta-
wowa zaleta jest prostota oprzyrzadowania oraz wzglednie duze bezpieczenstwo
procesu produkeyjnego. Dotychczas nie udalo si¢ jednak zapewnic dostatecznie duzej
czystosci kompozytow, a uzyskanie wymaganej homogeniczno$ci wymaga czasami
specjalnych zabiegdw, nawet jezeli synteze realizuje si¢ w mikroskali [49]. Niewat-
pliwie intrygujace wlasciwosci posiadaja mieszaniny wybuchowe zawierajace nano-
rurki weglowe. Jedynym ograniczeniem szerszego wykorzystania tego typu kompo-
zycji jest weiaz niewielka dostepnosc 1 wysoka cena nanorurek weglowych.

PODZIEKOWANIE

Praca naukowa finansowana ze srodkéw na nauke w latach 2006-2008 jako
projekt badawczy nr 0 TOOC 010 30.
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ABSTRACT

Antibiotics, such as penicillin or streptomycin, are substances produced by or
derived from certain fungi or bacteria, that can destroy or inhibit the growth of other
microorganisms. Antibiotics are widely used in the prevention and treatment of
infectious diseases.

Glycopeptide antibiotics are a class of antibiotic drugs. They consist of a glyco-
sylated cyclic or polycyclic nonribosomal peptide. Important glycopeptide antibio-
tics include vancomycin, teicoplanin, ramoplanin, and decaplanin. This class of drugs
inhibits the synthesis of cell walls in susceptible microbes by inhibiting peptidogly-
can synthesis. Glycopeptides exhibit a narrow spectrum of activity as principally
effective against gram positive cocci. They are the last line of effective defense
against MRSA and multiresistant enterococci for patients who are critically ill.

At the beginning of the 90 there started a large scale research program for
finding glycopeptide antibiotics with optimized properties. These studes resulted in
the discovery of the hemi-synthetic compounds (1996 oritavancin) which have
lower toxicity than vancomycin.

Kevwords: vancomycin, glycopeptide, glycopeptide resistance

Stowa kluczowe: wankomycyna, glikopeptydy, opornos¢ glikopeptydow
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Ac — acetyl

Alloc — alliloksykarbonyl

Bn — benzyl

Cbz — benzyloksykarbonyl

GlcNAc — N-acetylo-p-glukozamina

Me — metyl

MIC — minimalne st¢zenie hamujace wzrost bakterii
MRSA — metycylinooporne szczepy S. aureus
MurNAc — kwas N-acetylo-D-muraminowy

PEP — fosfoenolopirogronian

TBS — t-butylodimetylosilil

UDP — urydynodifosforan

VISA — wankomycynoposrednie szczepy S. aureus

(ang. vancomycin intermediate S. aureus)
VRE — wankomycynooporne szczepy Enteroccocus
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WSTEP

Antybiotyki sa substancjami naturalnymi wytwarzanymi przez mikroorga-
nizmy. W niewielkich st¢zeniach wykazuja wlasciwosci bakteriobdjcze lub bakte-
riostatyczne wobec innych drobnoustrojow. Obecnie do antybiotykow zaliczamy
takze polsyntetyczne pochodne naturalnie wystgpujacych zwiazkow, a takze synte-
tyczne, dzialajace w sposob zblizony do naturalnych. Podzial antybiotykow uzalez-
niony jest od mechanizmu ich dzialania na drobnoustroje [1] lub od budowy che-
micznej [2]. Ze wzglgdu na sposob dzialania, antybiotyki dzielimy na: a) uszkadza-
jace strukturg sciany i (lub) blony komérkowej; b) hamujace synteze bialek struktu-
ralnych i enzymatycznych; ¢) hamujace syntez¢ materialu genetycznego. Biorac pod
uwage budowe chemiczna, wyrdézniamy: S-laktamy, tetracykliny, fluorochinolony,
aminoglikozydy, makrolidy, linkozamidy, streptograminy, oligosacharydy, antybio-
tyki ketolidowe, antybiotyki oksazolidinonowe, antybiotyki polipeptydowe, anty-
biotyki glikopeptydowe.

1. WANKOMYCYNA

Wankomycyna (Rys. 1) po raz pierwszy zostala wyizolowana ze szczepu Strep-
tomyces (obecnie Amycolatopsis) orientalis | 3] w polowie lat pigcdziesiatych ubieg-
lego stulecia [4]. Dzigki badaniom prowadzonym przez C.M. i T.M. Harrisow [5] na
poczatku lat osiemdziesiatych, poznalismy jej struktur¢ krystalograficzna. Te
doniesienia pozwolily utworzy¢ nowa grupe antybiotykdéw — glikopeptydow, czyli
makromolekul zbudowanych z peptydow 1 weglowodandw [6].

HO HoHO

NH,
Hsci.m/ CH,OH

Rysunek 1
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1.1. BIOSYNTEZA

Antybiotyki glikopeptydowe sa naturalnymi produktami wytwarzanymi przez
roézne gatunki promieniowcow [7]. Zbudowane sa z siedmiu aminokwasow pola-
czonych ze soba, ktére tworza si¢ w wyniku mechanizmu nierybosomalnego [8].
Tak utworzony heptapeptyd ulega nast¢pnie modyfikacjom, takim jak: chlorowa-
nie, hydroksylowanie, sulfonowanie i/lub glikozylowanie [9]. Reakcje prowadzace
do otrzymania antybiotykow glikopeptydowych nie moglyby zajs¢, gdyby nie udziat
specyficznych enzymow, migdzy innymi: glukozylotransferaz, oksygenaz, syntetaz
[10, 11].

1.2. SYNTEZA

Chemiczna synteza antybiotykow glikopeptydowych stwarzata poczatkowo
szereg trudnosci. Przetom przyniosl rok 1997, gdy Evans 1 wspolpracownicy [12]
przedstawili pracg dotyczaca syntezy aglikonu orientacynu C (Rys. 2).

Rysunek 2

Prace Harris [5] 1 Evans [12] pozwolily zaplanowac¢ synteze, ktorej koncowym
ctapem bylo otrzymanie wankomycyny. Tak trudnego zadania podj¢la si¢ grupa nau-
kowcow kierowana przez Nicolaou [ 11]. Pomyslnie zaplanowana strategia byla wyni-
kiem zastosowania nowoczesnych, katalityczno-asymetrycznych reakeji, w wyniku
ktorych uzyskano fragment peptydowy [13]. Cyklizacja rdzenia heksapeptydu
w kolejnosci C-O-D — AB/C-O-D — AB/C-O-D-E doprowadzila do otrzymania
aglikonu wankomycyny (Rys. 3).
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Rysunek 3

Makrocykliczne uklady C-O-D 1 D-O-E otrzymane zostaly w wyniku procesu
cyklizacji aktywnych pochodnych zawierajacych ugrupowania triazenowe
(NH,N=NH). Pierscien AB zsyntezowano w reakcji makrolaktonizacji, z wykorzy-
staniem zwiazkow Suzuki, ktore sa powszechnie stosowane do tworzenia wigzania
C-C. Reakcje Suzuki przebiegaja z udzialem zwiazkoéw arylowych lub winylowych
pochodnych kwasu borowego z halogenkami arylu lub winylu, przy udziale katali-
zatorow, ktérymi sa kompleksy zawierajace pallad(0) (Schemat 1) [14-16].

OH Pd
R1—B/ + R2—X _—> R1 —R2

~N
OH
Schemat 1

Koncowym etapem syntezy wankomycyny bylo przylaczenie fragmentu cukro-
wego do aglikonu, prowadzone wedlug dwoch metod: glikozylacji odpowiednim
disacharydem (Schemat 2) [ 13] lub sekwencyjnego dolaczania zaktywowanych jed-
nostek monosacharydéw (Schemat 3) [17].
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Schemat 2
AcO,
AcO AcQ
AcO
o
S S W CH0TBS
oc A 0
l OC(NH)CClz
—

MeO,

AD Nz

e

—_—
AcO
L
Memo CH,0TBS
Me ©
o
o.
DEPROTEKCJA

-—

Schemat 3
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1.3. MECHANIZM DZIALANIA

Jednym z wielu poznanych mechanizméw dzialania antybiotykow jest hamo-
wanie biosyntezy Sciany komorkowej bakterii, ktora jest wiclowarstwowa struktura,
zbudowana z membrany cytoplazmatycznej, warstwy peptydoglikanu (grubsza
u bakterii Gram-dodatich), z membrany zewngtrznej i periplazmatycznej [18]. Dwa
ostatnie skladniki sg cz¢scia sciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych. Peptydo-
glikan zbudowany jest z dlugich tancuchow polisacharydowych, ztozonych z pow-
tarzajacych si¢ jednostek N-acetylo-p-glukozaminy (GlcNAc) oraz kwasu N-acety-
lo-p-muraminowego (MurNAc). Do MurNAc przylaczony jest fragment peptydu,
ktory poprzez mostek peptydowy laczy si¢ z kolejnym lancuchem tworzac silnie
usieciowana, sztywna strukture, ktora chroni bakterie przed pgkaniem wywolanym
przez wysokie ci$nienie osmotyczne w cytoplazmie [19]. Wynika z tego, ze pepty-
doglikan jest niezb¢dna 1 najwazniejsza czgscia sciany komorkowej bakterii, ponie-
waz chroni ja przed degradacja [20]. Wiedza na ten temat pozwolila wykorzysta¢ do
walki z bakteriami antybiotyki, ktére wplywaja na biosyntez¢ peptydoglikanu
(Rys. 4). Synteza ta jest procesem wicloetapowym, polegajacym na: a) biosyntezie
kwasu UDP-N-acetylo-pD-muraminowego; b) przylaczeniu do tego kwasu fragmentu
pentapeptydu; ¢) transporcie tego fragmentu przez blong plazmatyczna i1 przylacze-
niu go do powigkszajacego si¢ peptydoglikanu [21]. Przeciwdrobnoustrojowe dzia-
lanie antybiotykow polega na zahamowaniu okreslonego etapu tej syntezy.

GlcNAc PEP . .
UDP—> UDP-GlcNAc—— UDP-GIcNAc-enolopirogronian—UDP-MurNAc

l L-Ala

UDP-MurNAc-L-Ala

l D-iGlu

UDP-MurNAc-L-Ala-D-iGlu-L-Lys-D-Ala-D-Ala _<<~—— UDP-MurNAc-L-Ala-D-iGlu

Rysunek 4

Wankomycyna zaburza polimeryzacj¢ peptydoglikanu i/lub tworzenie si¢ wia-
zan poprzecznych w wyniku oddzialywania z substratami transglikozylaz i trans-
peptydaz [22]. Niewrazliwos¢ bakterii na wankomycyng jest konsekwencja powsta-
wania kompleksu tego antybiotyku z dipeptydem p-Ala-p-Ala, bedacego fragmen-
tem prekursora peptydu (Rys. 5) w miejscu wiazania podjednostek peptydoglikanu.
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Rysunek 5

1.4. OPORNOSC

Aleksander Fleming, odkrywca penicyliny, dal ludziom nadziej¢ na opanowa-
nie chorob gngbiacych ich od stuleci. Dzi$ lekarze utracili jednak wiele z opty-
mizmu pionieréw antybiotykoterapii. Obecnie najwi¢kszym problemem zwiazanym
ze szpitalnymi (i nie tylko) zakazeniami, wywolanymi przez S. aureus, jest opor-
nos¢ tego drobnoustroju na metycyling, co w praktyce oznacza oporno$¢ na wszyst-
kie antybiotyki f-laktamowe. Szczepy takie okresla si¢ mianem MRSA (ang. methi-
cillin resistant S. aureus) [23]. Stanowia one powazny problem, poniewaz niczalez-
nie od oporno$ci na S-laktamy, wykazuja opornos¢ na wiele innych antybiotykow.
Pojawily si¢ rowniez doniesienia o izolacji enterokokdéw 1 gronkowcdw o zmniej-
szonej wrazliwosci na glikopeptydy, okreslane mianem . ostatniej szansy” w infek-
cjach gronkowcowych i enterokokowych.

Lekoopornosc¢ tych niewidocznych zabojcow jest fenotypem najpowszechniej
kojarzonym z obecnos$cia u nich plazmidow z grupy tzw. opornosciowych (plaz-
midy R), jednakze nalezy pamietac, iz geny warunkujace opornos¢ bakterii na anty-
biotyki moga takze wystegpowa¢ w chromosomie komorki [24]. Zidentyfikowano
szereg genow niesionych na plazmidach, ktére umozIliwiaja bakteriom przetrwanie
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w nickorzystnym srodowisku gospodarza. Liczba determinantow genetycznych nie-
sionych przez plazmidy jest ogromna, mimo to wyrdznia si¢ trzy podstawowe
mechanizmy opornosci, ktore sa przez nie warunkowane [25]. Pierwszy, najczesciej
wystepujacy, polega na syntezie enzymu, ktory chemicznie modyfikuje antybiotyk,
inaktywujac go. Drugi mechanizm polega na modyfikacji docelowego miejsca wia-
zania antybiotyku w komorce. Trzeci aktywnie usuwa niezmieniony zwiazek z ko-
morki. Konsekwencja modyfikacji enzymatycznej jest unieczynnienie antybiotyku,
osiagane przez jego hydrolize, lub tworzenie jego nieaktywnej pochodnej chemicz-
nej [26]. Opornos¢ wynikajaca z modyfikacji docelowego miejsca dzialania anty-
biotyku moze by¢ osiagnigta w dwojaki sposob: albo przez enzymatyczna modyfi-
kacj¢ struktury miejsca docelowego, albo przez jego zamiang [27]. Zmieniona struk-
tura wciaz pelni swoja fizjologiczna rolg w komorce, jednak substancja antybakte-
ryjna nie jest juz wobec niej aktywna. Modyfikacje, wynikajaca ze zmiany miejsca
docelowego, poprzez jego zamiang, wyksztalcily enterokoki charakteryzujace si¢
opornoscia na wankomycyne¢ [28]. Opornos¢ zalezna od zespolu gendéw vanA
wynika z syntezy zmienionego prekursora: zamiast dipeptydu p-Ala-p-Ala powstaje
zwiazek alaniny z mleczanem p-Ala-p-Lac. W zespole wyzej wymienionych genow
gen vanA koduje bialko VanA (ligaz¢ o zmienionych preferencjach substratowych),
odpowiedzialne za tworzenie si¢ zwiazku p-Ala-p-Lac. Dehydrogenaza p-hydrok-
sykwasow (VanH) wytwarza pulg p-mleczanu, ktdra nie wystgpuje naturalnie, a jest
niezbedna do reakeji laczenia. VanH jest wigc enzymem niezbednym do nadania
fenotypu opornosci VanA. Ponadto w zespole genow vanA znajduja si¢ geny regula-
torowe vanR i vanS oraz geny kodujace inne biatka funkcjonalne: VanY, VanZ. Szcze-
py VanA charakteryzuja si¢ opornoscia zarowno na wankomycyne, jak i tejkoplani-
ne [29]. Kluczowym enzymem w fenotypie VanB jest ligaza, wykazujaca powino-
wactwo do zwiazku p-Ala-p-Lac, a takze dipeptydaza VanX,,, dostarczajaca sub-
stratow do reakcji ligacji, poprzez wytworzenie b-mleczanow. Szczepy o tym feno-
typie charakteryzuja si¢ opornoscia na wankomycyne, przy zachowanej wrazliwo-
sci na tejkoplaning. Wyizolowano takze szczepy o fenotypie VanC, charakteryzu-
Jjace si¢ naturalna opornoscia na wankomycyng oraz wrazliwoscia na tejkoplaning.
O opornosci decyduje ligaza VanC, wykazujaca powinowactwo do dipeptydu
D-Ala-p-Ser. Znane sa takze szczepy o fenotypie VanD, charakteryzujacym sig opor-
noscia zarowno na wankomycyng, jak i tejkoplaning oraz VanE, wykazujacym opor-
nos¢ na wankomycyng, a wrazliwo$¢ na tejkoplaning [30].

Wprowadzenie do lecznictwa wankomycyny bylo wynikiem narastajacej opor-
nosci S. aureus na metycyling. Jednakze szerokie stosowanie tego pierwszego
doprowadzilo do pojawienia si¢ szczepow S. aureus charakteryzujacych si¢ nie-
wrazliwoscia na glikopeptydy [28]. Niewrazliwos¢ ta jest konsekwencja zwigksze-
nia grubosci sciany komorkowej u tych szczepow, w wyniku czego antybiotyk zle
penetruje do komorki i1 czgsto nie osiaga w niej st¢Zenia terapeutycznego [28].
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1.5. MODYFIKACJE

Czynniki genetyczne 1 sSrodowiskowe doprowadzily do wyksztalcenia si¢ opor-
nosci bakterii na antybiotyki. Znajac potencjal glikopeptyddéw w infekcjach wywo-
lanych przez enterokoki i1 gronkowce, wlozono duzo pracy, aby otrzymac nowe
pochodne charakteryzujace si¢ lepszymi wlasciwosciami farmakologicznymi, a takze
aktywnoscia w stosunku do szczepow opornych. Calkowita synteza glikopeptydow
nie nalezy do najlatwiejszych, ze wzgledu na strukturg tych antybiotykow. W zwiazku
z tym, wigkszos¢ nowo otrzymanych molekul to polsyntetyczne pochodne wanko-
mycyny (Tab. 1), a takze innych antybiotykow nalezacych do glikopeptydow. Spo-
srod wielu otrzymanych pochodnych, przedstawionych w Tabeli 1, na uwagg zashu-
guja trzy. Jednak nalezy podkresli¢, iz synteza pozostalych pochodnych wplyngla na
kierunek badan majacych na celu otrzymanie tych najwazniejszych pochodnych.
Zwiazek 1 — chloroeremomycyna jest okolo 4-8 razy aktywniejsza niz wankomy-
cyna wzgledem wrazliwych bakterii [9]. Jednakze posiada nizsza wartos¢ MIC
(minimalne stezeniec hamujace wzrost bakterii) dla VRE, w porownaniu z wanko-
mycyna, zakres jej aktywnosci jest zbyt niski, by zakwalifikowa¢ ja do testow kli-
nicznych. Molekula 2 — oritawancyna wykazuje aktywnos¢ przeciwbakteryjna
wobec wszystkich wankomycynoopornych fenotypdw [31]. Obecnie jest w 111 fazie
badan klinicznych. Pochodna 3 — telawancyna, bedaca w II fazie badan klinicznych,
wykazuje wyzsza aktywnosc¢ (in vitro) wzgledem enterokokow VanA, a takze wobec
VISA., w poréownaniu do wankomycyny.

W zwiazku z aktywnoscia antybakteryjna zwiazkow 2 1 3, zaczeto zastanawiac
si¢, co jest przyczyna ich silniejszej aktywnosci wobec opornych szczepow,
w porownaniu do wankomycyny. Badania nad ich budowa pozwolily sformulowac
wniosek, 1z podstawniki hydrofobowe w reszcie cukrowej wplywaja korzystnie na
aktywnosc¢ przeciwbakteryjnag nowo otrzymanych pochodnych, poniewaz umozli-
wiaja dimeryzacj¢ antybiotykow, a takze ich silniejsze kotwiczenie w membranie
[31].

Nadmierne stosowanie antybiotykow glikopeptydowych, w tym takze wanko-
mycyny, doprowadzilo do wyksztalcenia si¢ szczepow bakterii opornych na te anty-
biotyki. Prace nad nowymi polsyntetycznymi analogami glikopeptydow przyczy-
nily si¢ do otrzymania szeregu pochodnych. W rezultacie, mi¢dzy innymi, otrzymano
dwie pochodne wankomycyny, wykazujace aktywnos¢ wobec opornych szczepow,
bedace obecnie w roznych fazach badan klinicznych.

Gloéwne modyfikacje chemiczne w obrgbie antybiotykow glikopeptydowych
przyczyniaja si¢ do powstawania glikopeptydow trzeciej generacji. Zmiany te doty-
cza migdzy innymi zastapienia istniejacych juz jednostek cukrowych alternatyw-
nymi sacharydami, a takze modyfikacji lancucha hydrofobowego, wystgpujacego
w pochodnych wankomycyny. Prawdopodobnie nowo zsyntezowane pochodne beda
wykazywaly lepsze wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, niz te stosowane obecnie
1 problem oporu glikopeptydow wobec bakterii Gram-dodatnich nie be¢dzie tak zna-
cZacy.
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Tabela 1. Pélsyntetyczne pochodne wankomycyny:

NHCH;
& H

Zw. R, R: Rs R, O];dtn.

1 “H d-epi- _OH “H 33
wankozamina

2 | OO« d-epi- —OH H 34-
wankozamina

3| aAAAA K -H -OH %N POsHy | 35

H

+ | O d-epi- _oH H 34-
wankozamina

R AVAVAVAVAY d-epi- _OH H 34-
wankozamina

—O- NN 4-epi- _ _
6 © wankozamina OH H 34-
o O 4-epi-
7 © wankozamina ~OH -H 34-
. . 4-epi-

8 @ @ wankozamina ~OH -H 34-

9 }€_©_Cl d-ep- —OH H 36
wankozamina

N
10 -H -H HNN AN -H 37
N
H
11 H H <I\:,I(\/ < H 37
H
12 -H -H /\/NN,: -H 37
13 -H -H Ph—-CH-NH- -H 35
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ABSTRACT

Cyanobacteria are photosynthetic prokaryotes that produce a wide range of
secondary metabolites. Part of them is toxic or shows bioactivity in other organisms,
including mammals [1-2]. The main classes of cyanobacterial toxins comprise of
hepatotoxins, neurotoxins, cytotoxins, dermatotoxins and lipopolysaccharides [1].
Hepatotoxins, microcystins and nodularins are the most common cyanotoxins.
Microcystins, the cyclic heptapeptides [3] are produced by freshwater cyanobacte-
ria of the genera Microcystis, Anabaena, Planktothrix (Oscillatoria), Nostoc, Ha-
palosiphon and Anabaenopsis. Nodularin (NOD-R) the cyclic pentapeptide hepato-
toxin [4] is produced by brackish water cyanobacterium Nodularia spumigena.
Microcystins and nodularins are extremely toxic due to their action on type 1 and
2 A protein phosphatase enzymes that play a key role in the control of cellular meta-
bolism [5]. The main groups of neurotoxins produced by cyanobacteria include ana-
toxin-a, anatoxin-a(s), saxitoxins [ 1] and the recently identified S-N-methylamino-
-L-alanine (BMAA) [6]. The latter has been reported to biomagnify within the Guam
ecosystem and was suggested to be a possible cause of the amyotrophic lateral scle-
rosis/parkinsonism-dementia complex (ALS/PDC) [6].

In the Baltic Sea N. spumigena is the main toxic and bloom-forming cyanobac-
terial species [7]. Nodularin concentration can temporarily reach over 20 mg dm™
[7]. The toxin accumulates in different elements of the Baltic ecosystem, including
sediments, mussels and fish [8-9]. Apart from NOD-R, minor amounts of other
NOD analogues have been characterized in N. spumigena cells [4, 10]: geometrical
isomers, linear forms, three demethylated analogues and three analogues with addi-
tional methyl group. Nodularin is characterized by high stability. The loss of the
toxin in water is mainly due to degradation by the naturally occurring bacterial com-
munity [11]. However, the UV radiation as well as sorption on sediments and sus-
pended particles has also some impact on nodularin concentration. In organisms
microcystins are detoxified by conjugation with activated glutathione, however, the
pathway of nodularin biotransformation has not been revealed yet.

Keywords: cyanobacteria, hepatotoxins, neurotoxins, nodularin, Nodularia spumi-
gena

Slowa kluczowe: cyjanobakterie, hepatotoksyny, neurotoksyny, nodularyna, Nodu-
laria spumigena
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WSTEP

Cyjanobakterie (gr. kvavoc = niebieskie), tlenowe bakterie fotosyntezujace,
sa jedna z najstarszych formy zycia na Ziemi. Podczas swej dlugiej ewolucji
(ok. 3.5 mld lat) przystosowaly si¢ do bytowania w skrajnie odmiennych warunkach
srodowiska. Organizmy te zasiedlaja oceany, wody slodkie 1 slonawe, a takze skaly
1 gleby. Cyjanobakterie syntezuja wicle zwiazkoéw zaliczanych do wtornych meta-
bolitow, ktérym nie przypisuje si¢ istotnej roli w podstawowych procesach zycio-
wych. Niekiedy produkcja tych zwiazkow jest elementem mechanizmu chemicznej
obrony przed wyzeraniem przez organizmy z wyzszych poziomow troficznych. Moga
one rowniez pelnié rolg substancji sygnalowych. Zainteresowanie zwiazkami synte-
zowanymi przez cyjanobakterie wynika z ich odmiennej niz u organizméw lado-
wych struktury oraz aktywnosci biologicznej. Zwiazki te znalazly zastosowanie jako
leki, dodatki pokarmowe oraz skladniki kosmetykow. Obok wielu wtornych meta-
bolitow wykazujacych aktywnos¢ przeciwnowotworowa, przeciwbakteryjna, prze-
ciwgrzybiczna, cyjanobakterie produkuja takze zwiazki o dzialaniu toksycznym.

1. TOKSYNY PRODUKOWANE PRZEZ CYJANOBAKTERIE

Zakwity cyjanobakterii wystgpuja w wodach slodkich na calym $wiecie. Sza-
cuje sig, iz ponad 50% tych zakwitow tworza gatunki toksyczne, warto wspomniec,
z¢ jeden szczep cyjanobakterii moze produkowa¢ kilka réznych toksyn. Wystepo-
wanie toksycznych cyjanobakterii, takich jak Trichodesmium sp. (Wyspy Dziewi-
cze), Lyngbya majuscula (Hawaje) 1 Nodularia spumigena (Baltyk), odnotowano
rowniez w srodowisku morskim i sfonawowodnym. W wielu krajach powazny pro-
blem stanowi obecnos¢ cyjanotoksyn w wodzie pitnej, zwlaszcza gdy jej zrodlem sa
ujecia powierzchniowe, charakteryzujace si¢ intensywnymi zakwitami toksycznych
gatunkow cyjanobakterii. Liczne przypadki zatru¢ ludzi i zwierzat zostaly opisane
m.in. przez Kuiper-Goodmana i in. [1], Falconera [2] oraz Codda i in. [3]. Najbar-
dziej dramatyczny przypadek ostrego zatrucia mial miejsce w 1996 roku w centrum
dializy w Caruaru, w Brazylii. Na 136 dializowanych pacjentow u 117 (86%) stwier-
dzono objawy zatrucia w postaci nudno$ci, wymiotdéw, oslabienia migsni, boles-
nego powigkszenia watroby. U 100 pacjentéw nastapilo powazne uszkodzenie
watroby, ktore w rezultacie bylo powodem $mierci 50 oséb. Analiza surowicy krwi
oraz watroby dializowanych pacjentéw wykazala obecnos¢ mikrocystyn-YR, -LR
1 -AR, cyklicznych heptapeptydéw produkowanych przez cyjanobakterie. Rownie
niebezpieczne jest chroniczne narazenie organizmu na dzialanie toksyn, zwlaszcza
z¢ zwiazki te sa promotorami lub inicjatorami zmian nowotworowych. Istnieja prze-
stanki wskazujace, 1z obecnosc¢ toksyn cyjanobakterii w uj¢ciach wody pitnej w polu-
dniowo-wschodnich Chinach byla przyczyna duzej liczby przypadkdw pierwotnego
nowotworu watroby w tym rejonie (60 zachorowan na 100000 mieszkancow) [4].
Wyniki doswiadczen prowadzonych na myszach daly podstawe do wyliczenia
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dopuszczalnej wartosci stgzenia mikrocystyny-LR w wodzie pitnej. Wedlug zalecen
Swiatowej Organizacji Zdrowia, stezenie to nie powinno przekraczaé 1 pg dm=.

Wigkszos¢ cyjanobakterii produkujacych zwiazki toksyczne nalezy do trzech
rzedow: Chroococcales, Oscillatoriales oraz Nostocales. Ponad 40 gatunkéw nale-
zacych do rzedu Nostocales, glownie Anabaena i Nostoc sp., produkuje okolo 120
metabolitow wtornych o dzialaniu cytotoksycznym. Zwiazki te wykazuja m.in.
aktywno$¢ przeciwnowotworowa, przeciwgrzybiczna; moga by¢ tez stosowane
w zwalczaniu malarii 1 wirusa HIV [5]. Duza ilos¢ produkowanych toksyn powo-
duje, ze cyjanobakterie sa waznym zrodlem tego typu zwiazkoéw zarowno w wodach
srodladowych, jak 1 morskich. Najczesciej wystgpujaca grupa cyjanotoksyn sa
hepato- i neurotoksyny.

1.1. HEPATOTOKSYNY

Glowne hepatotoksyny cyjanobakterii, nodularyny 1 mikrocystyny (Schemat 1),
sa cyklicznymi penta- i heptapeptydami, z reguly dobrze rozpuszczalnymi w wo-
dzie, o masie czasteczkowej w zakresie 800—1100 Da. Charakterystycznymi cechami
struktury tych toksyn jest obecnos¢ wiazania y-peptydowego przy kwasie D-gluta-
minowym oraz wystepowanie o, f-nienasyconych aminokwasow, takich jak Mdha
czy Mdhb. Dehydroaminokwasy sa zwiazkami powszechnie wystepujacymi u bak-
terii, do ktorych zaliczaja si¢ rowniez cyjanobakterie. Peptydowe hepatotoksyny cyja-
nobakterii syntezowane sa pozarybosomalnie, przy udziale kompleksu enzymatycz-
nego kodowanego przez syntetaze bialkowa i syntaze poliketydowa [6—7]. Mikrocy-
styny (MC) sa zwiazkami o ogodlnej strukturze cyklo-(D-Ala'-X*-D-MeAsp?-Z*-
-Adda’-D-Glu®-Mdha’), gdzie X 1 Z oznacza zmienne reszty L-aminokwasowe
[8-9] (Schemat 1). W pozycji 2 i 4 jednej z najczesciej spotykanych 1 najbardziej
toksycznych mikrocystyn, MC-LR (LD,, = 50 ug kg™') wystepuja odpowiednio leu-
cyna i arginina. W czasteczkach innych mikrocystyn pozycje te zajmowane sa m.in.
przez kwas D-glutaminowy, homoargining, metioning, fenyloalaning, tryptofan lub
tyrozyng. W strukturze mikrocystyn wystgpuje rowniez kwas D-erytro-f-metylo-
asparaginowy (MeAsp). charakterystyczny tylko dla cyjanobakterii, 20-weglowy
kwas (25.38S.8S.9S)-3-amino-9-metoksy-2,6,8-trimetylo-10-fenyldeka-4,6-dienowy
(Adda) oraz N-metylodehydroalanina (Mdha). Stereochemi¢ ukladu dienowego Adda
okreslono jako 4F, 6F [10]. Mikrocystyny produkowane sa przez cyjanobakterie
z rodzaju Anabaena, Microcystis, Planktothrix, Nostoc oraz. Hapalosiphon (glebowa)
[11]. W komorce cyjanobakterii toksyny te wystepuja w tylakoidach, nukleoplazmie
1 w niewielkich ilosciach w $cianie komorkowej 1 pochwie [12]. Cyjanobakterie
z gatunku Nodularia spumigena syntezuja cykliczny pentapeptyd o masic 824 Da
1 ogolnej strukturze czasteczki cyklo-(D-MeAsp!-L-Arg>-Adda®-D-Glu*-Mdhb?),
gdzie Mdhb® oznacza kwas N-metylodehydromaslowy (Schemat 1). Dotychczas
wyizolowano i zidentyfikowano ponad 80 analogdw mikrocystyn; poza dwoma
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L-aminokwasami (X 1 Z), peptydy te roznia si¢ rodzajem i iloscia podstawnikow

przy poszczegolnych resztach aminokwasowych [9, 11, 13].

Adda

(DMAdda)

Nodularyna [NOD]
[D-Asp'] NOD
[DMAdda’] NOD
[dhb’] NOD
[Glu*(OMe)] NOD
[MeAdda] NOD
[MeAsp'(OMe)] NOD

Mikrocystyna
D-Glu ( : )
RZ
17 0 COOR; M dhb
‘ dhb
CH,
(0]
(0]
1
H
N, NH
o] COCR,
N Ar; D-MeAs
N~ g P
C H @ D-Asp
N O,
Nodularyna

Ry, Ry, Ry = CH; R4, Rs, Rg=H

Ry, R;=CHjs R, R, RsRe=H

R;, R, =CH; R3;, Ry, Rs, Rg=H

Ry, R3 = CH; R, Ry, Rs, Rg=H

Ry, Ry, Rs, Rs= CH; R4, Rg=H

Ry, Ry, Ry = CH; R4, Rs, Rg=H

Ry, Ry, R, Ry=CH; Rs,Rg=H

Schemat 1
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Modyfikacje struktury peptydowych toksyn skutkuja zmiana ich aktywnosci biolo-
gicznej. W przypadku wigkszosci mikrocystyn, wartosci parametru LD_, przy doot-
rzewnowym podaniu u myszy, mieszcza si¢ w zakresie od 50 do 250 pg na kg wagi
ciala. Ze wzgledu na polarnos¢, dyfuzja mikrocystyn i nodularyn przez blony biolo-
giczne jest utrudniona. Aktywny transport przez blony zachodzi jedynie w hepato-
cytach. Jest to mozliwe dzigki specjalnym bialkom ulatwiajacym przenoszenie kwa-
sow zolciowych do watroby [ 14]. Stwierdzono, 1z w watrobie kumuluje si¢ 50-70%
dawki mikrocystyn podanej dozylnie lub dootrzewnowo; toksyny te kumuluja si¢
tez w niewielkim stopniu w jelitach i nerkach. Toksyczne dzialanie mikrocystyn
inodularyn wynika z ich silnego nickowalencyjnego wiazania si¢ w cytozolu komo-
rek watroby z fosfatazami serynowo-treoninowymi typu PP 2A i PP 1. Wigzanie
z fosfatazami bialkowymi powoduje zahamowanie aktywnosci enzymow, co z kolei
prowadzi do nadmiernej fosforylacji bialek (filamentow posrednich i mikrofilamen-
tow) 1 uszkodzenia cytoszkieletu komorek watroby. Ponadto mikrocystyny i nodula-
ryny powoduja apoptoze i nekroze¢ hepatocytow, sa tez promotorami guzow nowo-
tworowych [15]. Wykazano, iz u szczura nodularyna znacznie latwiej przenika do
hepatocytow niz mikrocystyna-LR [16]. W komorkach watroby wiazanie si¢ nodu-
laryny z fosfatazami bialkowymi PP-1 1 PP-2A powoduje zahamowanie ich aktyw-
nosci [17]. Enzymy te biora udzial w metabolizmie weglowodanow 1 thuszczow
w przekazywaniu sygnalow komorkowych, ponadto oddzialywuja na strukture i funk-
cj¢ wlokien cytoszkieletowych, apoptozg oraz na tempo podzialow komorkowych
[16, 18, 19]. W przypadkach cigzkich zatru¢ moze dojs¢ do przesaczania si¢ krwi
z naczyn do tkanki watroby, gdzie gromadzac si¢, powoduje miejscowe uszkodze-
nie i w konsekwencji, wstrzas. Charakterystycznymi objawami zatrucia sa zaburze-
nia zoladkowo-jelitowe 1 watrobowe, oslabienie, anoreksja. Lankoff i in. [20] oraz
Bouaicha i Maatouk [21] w ostatnich latach prowadzili badania, ktore rzucily nowe
swiatlo na mechanizm dzialania nodularyny. Wyniki prac sugeruja, iz w wyizolowa-
nych komorkach watroby szczura niskie st¢zenia nodularyny (wykluczajace dziala-
nie cytotoksyczne zwiazku) wywoluja stres oksydacyjny, ujawniajacy si¢ zmiana
st¢zenia zredukowanego glutationu (GSH), zwickszona produkcja reaktywnych form
tlenu (ROS) oraz utlenianiem tluszczow.

Kluczowymi elementami decydujacymi o aktywnosci biologicznej mikrocystyn
inodularyn sa: reszta Adda, wolna grupa karboksylowa w kwasie D-glutaminowym
oraz cykliczna struktura czasteczek. [zomeryzacja peptydow do formy [6(Z)Adda],
nasycenie wiazan podwojnych w Adda, estryfikacja grupy metylowej w reszcie
D-Glu lub utworzenie formy liniowej powoduja ok. 100-krotne obnizenie toksycz-
nosci [9, 22]. Usunigcie grup metylowych w resztach aminokwasowych nie ma wigk-
szego wplywu na aktywnos$¢ biologiczna hepatotoksyn. Badania prowadzone przez
Harada i in. [23] wykazaly, iz sama reszta Adda nie wplywa na aktywnos¢ fosfataz.
Natomiast wszelkie zmiany w strukturze fragmentu Adda-Glu powoduja oslabienie
lub zniesienie toksycznosci mikrocystyn i nodularyn [9, 24].
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Kondo i in. [25] wykazali, iz w srodowisku zasadowym, iz vitro, mikrocystyny
tworza koniugaty z glutationem oraz cysteina. Glutation jest waznym antyoksydan-
tem, ktory chroni komorki przed szkodliwym dzialaniem reaktywnych form tlenu.
Obecnos¢ koniugatow z GSH wykryto rowniez w watrobach zwierzat, ktorym poda-
wano hepatotoksyny cyjanobakterii. Reakcja sprzggania mikrocystyn z glutationem
zachodzi z udzialem S-transferazy glutationowej 1 jest elementem mechanizmu
detoksykacji. Powstale produkty sa lepiej rozpuszczalne w wodzie, a co za tym idzie
— latwiej wydalane z organizmu [25].

1.2. NEUROTOKSYNY

Cyjanobakterie syntezuja trzy grupy neurotoksycznych alkaloidow: anato-
ksyng-a 1 jej pochodne, anatoksyng-a(s) oraz saksitoksyng i jej pochodne (Sche-

mat 2).
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Anatoksyna-a (M_, = 165 Da) byla pierwsza toksyna, ktora zidentyfikowano u cyja-
nobakterii [26]. Toksyna ta wystgpuje u slodkowodnych szczepow z rodzaju — Ana-
baena, Aphanizomenon, Cylindrospermum, Oscillatoria, Planktothrix oraz w nie-
wielkich ilosciach rowniez u Microcystis [27]. Obecnos¢ metylowej pochodnej tego
zwiazku, homoanatoksyny-a (M_ = 179 Da), wykryto u Planktothrix formosa [28].
Anatoksyna-a jest silnym agonista nikotynowego receptora cholinergicznego,
wystgpujacego w blonie postsynaptycznej. Wiazanie si¢ anatoksyna-a z receptorem,
podobnie jak w przypadku neuroprzekaznika — acetylocholiny, powoduje otwarcie
kanalu jonowego 1 przeplyw jonow do komorki migsniowej. W wyniku depolaryzacji
synapsy nerwowo-migsniowej dochodzi do pobudzenia komoérek migsniowych. Ace-
tylocholinoesteraza, ktora w normalnych warunkach powoduje rozklad acetylocho-
liny 1 zamknigcie kanalu jonowego, nie dziala na anatoksyne-a zwiazana z recepto-
rem. W tej sytuacji dochodzi do stalego pobudzenia komorek migsniowych, co
w przypadku zatru¢ ostrych moze wywola¢ drzenie i skurcze migsni, a w skrajnych
przypadkach porazenie migsni oddechowych i1 $mierci w wyniku uduszenia [11].
Wartos¢ LD, dla anatoksyny-a, przy dootrzewnowym podaniu u myszy, wynosi
200-250 pgkg™. Dawka ta powoduje $mier¢ zwierzecia w ciagu 2—30 min od poda-
nia. Anatoksyna-a(s), produkowana przez cyjanobakteric z rodzaju Anabaena
(A. flos-aquae NRC-525-17 oraz A. lemmermannii), wywoluje podobne objawy do
anatoksyny-a, jednak jej budowa oraz mechanizm dzialania sa inne. Anatoksy-
na-a(s) (M_, = 252 Da) jest naturalnie wystepujacym zwiazkiem fosforoorganicz-
nym, ktory hamuje aktywnosc¢ acetylocholinoesterazy, uniemozliwiajac rozklad ace-
tylocholiny. W rezultacie dochodzi do nagromadzenia acetylocholiny w synapsie,
co skutkuje nadmiernym pobudzeniem komoérek migsniowych. Charakterystycznym
objawem dzialania anatoksyny-a(s) u kregowcow jest obfity slinotok (salivation),
stad w nazwie toksyny wystepuje litera (s). Wartos¢ LD, dla anatoksyny-a(s), przy
dootrzewnowym podaniu u myszy, wynosi 20 ug kg™'. Trzecia grupa alkaidowych
neurotoksyn cyjanobakterii sa saksitoksyny (LD, = 8 mg kg™'). Obecnie znanych
jest ponad 21 analogow tych guanidynowych toksyn, ktore roznia si¢ miejscem pod-
stawienia 1 iloscia grup hydroksylowych i sulfonowych w czasteczce. Ze wzgledu
na rodzaj podstawnika R-4, saksitoksyny podzielono na cztery grupy: karbaminia-
nowe, sulfokarbamoilowe, dekarbamoilowe i deoksykarbamoilowe (Schemat 2). Sak-
sitoksyny zawierajace w swej strukturze jedna grupe sulfonowa nazwano goniau-
toksynami, natomiast zawierajace dwie grupy sulfonowe — C-toksynami. Pochodne
te r6znia si¢ zasadniczo aktywnoscia biologiczna; ich toksycznos$¢ maleje w szeregu
od karbaminianowych, przez dekarbamoilowe, do sulfokarbamoilowych. W odréz-
nieniu od anatoksyn, ktorych miejscem dzialania sa synapsy, saksitoksyny 1 ich po-
chodne dzialaja w aksonie komorki nerwowej. Blokujac transport jonéw Na* przez
kanaly jonowe, zaburzaja propagacj¢ potencjatu czynnosciowego wzdluz wypustki
nerwowej. Saksitoksyny i ich pochodne wytwarzane sa przez stfodkowodne cyjano-
bakterie z gatunku Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena circinalis, Oscillatoria
mougeotti, Lyngbya wollei 1 Cylindrospermopsis raciborskii [11, 29]. Jest to jedyna
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grupa toksyn cyjanobakterii, ktora wystgpuje rowniez u innych organizmow, glow-
nie bruzdnic. Zwiazki o strukturze saksitoksyn wyizolowane z Aphanizomenon flos-
-aquae nazwano wczesniej afanotoksynami. W 1991 r. masowy zakwit Anabaena
circinalis, cyjanobakterii produkujacej saksitoksyny, wystapil na 1000-km odcinku
rzeki Darling w Australii [30].

Zwiazki o dzialaniu neurotoksycznym produkowane sa rowniez przez nitko-
wata cyjanobakteri¢ 7richodesmium, tworzaca zakwity w rejonie Wysp Dziewiczych,
jednak ich struktury nie zostaly dokladniec poznane. Wiadomo, iz sa to polietery
podobne do neurotoksyn produkowanych przez bruzdnice. Zakwity 7richodesmium
byly powodem $mierci ryb, krabow 1 ostryg [31].

Niewatpliwa sensacja ostatnich lat byla identyfikacja u cyjanobakterii nowej
neurotoksyny: niebialkowego aminokwasu S-N-metyloamino-L-alaniny (BMAA)
[32] (Schemat 2). Zwiazek ten po raz pierwszy wykryto w owocach sagowca
[33. 34]. a nastepnie u cyjanobakterii z rodzaju Nostoc zyjacych w symbiozie z ta
roslina. Na wyspie Guam (Ocean Spokojny, Archipelag Marianski) owocami
sagowca zywia si¢ duze nietoperze z gatunku Pteropus mariannus, stanowiace przy-
smak w diecie ludu Chamorro zamieszkujacego wyspe. Cox iin. [32] wykazali silna
bioakumulacj¢ BMAA w lancuchu pokarmowym. O ile wolnozyjace cyjanobakterie
produkuja okolo 0,3 pg g! BMAA, stezenie tej toksyny w zewngtrznej warstwie
nasion sagowca wynosi 1161 ug g, a u nietoperzy 3556 pg g'. BMAA kumuluje
si¢ rowniez w mozgu ludzi zywiacych si¢ nietoperzami 1 maczka z owocodw sagowca.
Oszacowano, iz w organizmie szczurow kumuluje si¢ 90% wstrzyknigtej toksyny
[35]. glownie w formie zwiazanej z bialkiem. Metabolizm bialka prowadzi do stop-
niowego uwalniania BMAA, stad zwiazek ten zaliczono do tzw. ,,slow toxins™. Przy-
puszcza sig, iz BMAA moze by¢ przyczyna neurodegeneracyjnej choroby przypo-
minajacej objawami stwardnienie zanikowe boczne i chorobg Parkinsona (ang. amy-
otrophic lateral sclerosis-Parkinsonian dementia complex, ALS-PDC). Wsrod ludu
Chamorro choroba ta wystepuje 50—100 razy czg¢sciej niz w innych rejonach geo-
graficznych.

W sumic BMAA znaleziono u 95% badanych rodzajow cyjanobakterii [36].
Nie mozna wykluczy¢, ze zwiazek ten odpowiedzialny jest za neurotoksyczne wla-
sciwosci morskich cyjanobakterii 7richodesmium thiebautii 1 Trichodesmium ery-
thraeum. Wedlug Cox 1 in. [36], tak powszechne wystepowanic BMAA u cyjano-
bakterii nalezacych do ré6znych rzeddw i rodzajow moze wskazywac, iz synteza tego
zwiazku byla wspolna cecha cyjanobakterii, ktora w procesie ewolucji zachowala
si¢ u wickszos$ci organizmow.

1.3. CYTOTOKSYNY
Cylindrospermopsyna (CYN) jest cyklicznym guanidynowym alkaloidem

o masie czasteczkowej 415 Da (Schemat 3), wykazujacym dzialanie cytotoksyczne
oraz hepatotoksyczne i prawdopodobnie neurotoksyczne. Zwiazek ten produkowany
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jest glownie przez cyjanobakterie z gatunku Cylindrospermopsis raciborskii, wy-
stgpujace w wodach strefy tropikalnej 1 subtropikalnej Australii [2]. Cylindrosper-
mopsyne zidentyfikowano rowniez u Aphanizomenon ovalisporum, Umezakia na-
tans, Anabaena bergii 1 Raphidiopsis curvata w wodach Japonii, Izracla, w wielu
europejskich i amerykanskich jeziorach [11, 37]. Toksyna ta powoduje apoptoze
komorek watroby oraz hamuje synteze bialka; przypuszczalnie uszkadza rowniez
struktur¢ DNA 1 RNA i jest potencjalnym karcynogenem. Wartos¢ parametru LD,
umyszy wynosi: 2,1 mg kg™ po 24 godzinach lub 0,2 mg kg™ po 5-6 dniach. Wyka-
zano, iz czysty zwiazek uszkadza watrobg¢ natomiast surowy ekstrakt z komorek
cyjanobakterii wywoluje patologiczne zmiany rowniez w nerkach, sledzionie, gra-
sicy 1 sercu. Do powaznego wypadku zatrucia ta toksyna doszlo w 1979 roku
w Queensland, w Australii, gdzie u 140 dzieci oraz 10 dorostych 0sob zaobserwo-
wano dolegliwosci gastryczne, bole glowy, goraczke, bolesne powigkszenie watroby
[38]. W wodzie pitnej, z ktorej korzystaly poszkodowane osoby, stwierdzono obec-
nos¢ Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska). Podanie myszom ckstraktu
7 wyizolowanego szczepu cyjanobakterii potwierdzilo jego silnie hepatotoksyczne
dzialanie. W grupie zwiazkdw cytotoksycznych produkowanych przez cyjanobakte-
ric sa tez: scytoficyna (Scyfonema pseudohofinanni), cyjanobakterin (Scyfonema
hofimanni), hapalindol A (Hapalosiphone fontinalis), tubercidin (1olypothrix bysso-
idea), akutificyna (Oscillatoria acutissima) oraz fiszerelin (Fischerella muscicola,
Scytonema mirabile). Zwiazki te wykazuja dzialanie przeciwglonowe, przeciwbak-
teryjne i przeciwnowotworowe [31].

S H HOH

Cylindrospermopsyna

Schemat 3
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1.4. DERMATOTOKSYNY

Nicktore cyjanobakterie bentosowe z rodzaju Lyngbya, Planktothrix i Schizo-
thrix produkuja zwiazki wywolujace stany zapalne skory. Sa to alkaloidy: lyngbia-
toksyny (LA-A, -B1-C), aplysiatoksyny (AT) i debromoaplysiatoksyny (DAT): tok-
syny z grupy AT i DAT naleza jednoczesnie do silnych promotoréw zmian nowo-
tworowych oraz aktywatoréw kinazy biatkowej C. Morska cyjanobakteria Lyngbya
maiuscula byla przyczyna licznych przypadkow chorob skory u osob kapiacych si¢
uwybrzezy Hawajow lub przebywajacych na plazach Okinawy [39]. Do zatru¢ moze
dojs¢ rowniez droga pokarmowa, po zjedzeniu wodorostow z rosnacymi na nich
cyjanobakteriami. Na Madagaskarze do ostrego zatrucia doszlo po zjedzeniu zétwia
Chelonia mydas, w ktérego migsie stwierdzono obecnos¢ LA. Toksyny produko-
wane przez Lyngbya maiuscula kumuluja si¢ w organizmach ryb; byly tez przy-
czyna istotnej redukcji populacji krewetek z gatunku Penaeus stylirostris.

1.5. LIPOPOLISACHARYDY

Lipopolisacharydowe endotoksyny (LPS) sa skladnikiem zewngtrznej warstwy
sciany komorkowej gram-ujemnych bakterii; wystepuja u wszystkich cyjanobakte-
rii tworzac kompleksy z bialkiem 1 fosfolipidami. W sklad ich struktury wchodzi
lipid A, oligosacharydowy rdzen R oraz O-swoiste tancuchy wielocukrowe. Kontakt
z tymi zwiazkami u ludzi 1 zwierzat moze wywolywac stany goraczkowe, podraz-
nienia i reakcje alergiczne oraz choroby ukladu oddechowego. Best i in. [40] wyka-
zali, 1z zwiazki te hamuja aktywnos¢ S-transferazy glutationowej, ktdra uczestniczy
w detoksykacji ksenobiotykow. Lipopolisacharydy produkowane przez cyjanobak-
terie sa 10-krotnie mniej toksyczne niz te produkowane przez takie bakterie, jak np.
Salmonella. Endotoksyny zostaly zidentyfikowane u chrookokalnych cyjanobakte-
ril z rodzaju Synechococcus, Synechocystis, Microcystis oraz u nitkowatych: Ana-
baena, Oscillatoriai Schizothrix. Cho¢ w wodach objetych zakwitem wykryto wyso-
kie stgzenia lipopolisacharydow, same cyjanobakterie zawieraly jedynie niewielkie
ilosci LPS. Przypuszcza si¢, ze wykrywane endotoksyny pochodzily od gram-ujem-
nych bakterii wspotwystepujacych w zakwicie [41].

2. NODULARYNA - TOKSYNA PRODUKOWANA PRZEZ
NODULARIA SPUMIGENA

2.1. WYSTEPOWANIE NODULARIA SPUMIGENA

Nodularia spumigena (gromada: Cyanophyta, Klasa: Hormogoniophyceae, rzad:
Nostocales, rodziny Nostocaceae) (Rys. 1) jest jedynym organizmem produkuja-
cym hepatotoksyn¢ o nazwie nodularyna (NOD-R). W srodowisku cyjanobakteria
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ta wystepuje w postaci pojedynczych nici: prostych, powyginanych lub typowych
dla Baltyku form spiralnie skrgconych. Masowe pojawienie si¢ toksycznego gatunku V.
spumigena w Zatoce Gdanskiej po raz pierwszy zanotowano w 1994 roku [42]. Wie-
loletnie badania wskazuja na coraz czg¢stsza dominacj¢ tego gatunku w fitoplankto-
nie Morza Baltyckiego w okresie letnim [43—47]. Obecnos¢ N. spumigena 1 jej
masowy rozwoj obserwowano rowniez u wybrzezy Australii [48—49], Nowej Zelan-
dii [50], poludniowej Afryki [51], na obszarze Laguny Orielton u wybrzezy Tasma-
nii [52]. Zakwity N. spumigena wystepuja takze w stonawych zbiornikach srodlado-
wych, m.in. w jednym z najwigkszych jezior na terenie Standw Zjednoczonych —
Pyrmid Lake [53]. Niepokojacy jest zasi¢g zakwitow N. spumigena, ktore w Morzu
Baltyckim moga wystgpowac na powierzchni ponad 100 000 km? [54]. Zjawisko to
w istotny sposob wplywa na funkcjonowanie ekosystemow oraz na stan sanitarny
wod przybrzeznych.

Rysunek 1. Nodularia spumigena Mertens

2.2. STRUKTURA I AKTYWNOSC BIOLOGICZNA NODULARYN

Poraz pierwszy nodularyng wyizolowano i zidentyfikowano w probce fitoplank-
tonu pobranej podczas zakwitu N. spumigena w Nowej Zelandii [8]. U baltyckich
szczepdw N. spumigena nodularyna NOD-R ([(6£)Adda’INOD) (Schemat 1) zostala
zidentyfikowana przez Sivonen 1 in. [55] oraz Sandstroma i in. [56].

Wartos¢ LD, dla nodurany w tescie na myszach wynosi 50 ug kg™ (przy doot-
rzewnowym podaniu). Cho¢ w grupie mikrocystyn — strukturalnie podobnych zwiaz-
kéw — zidentyfikowano okolo 80 analogdw, obecnie znamy zaledwie kilka natural-
nie wystepujacych nodularyn. W komorkach cyjanobakterii wystepuja one w znacz-
nie mnigjszych ilosciach niz NOD-R. Namikoshi 1 in. [57] oraz Rinehart i in. [9]
dowiedli, iz N. spumigena z Jeziora Ellesmere w Nowej Zelandii produkuje pigc
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analogdw nodularyny: pochodna z reszta kwasu D-asparaginowego [D-Asp! [INOD
(LD,, = 75 pg kg'), analog bez grupy metylowej na weglu C, w reszcie Adda
[DMAdda*INOD (LD, = 150 pg kg) oraz trzy nietoksyczne formy nodularyny:
ester metylowy kwasu D-glutaminowego [Glu(OMe)|NOD, stercoizomer formy
cyklicznej [6(Z)-Adda3]NOD oraz liniowa form¢ NOD, ktora prawdopodobnie sta-
nowi biogeniczny prekursor cyklicznego pentapeptydu. Te same formy nodularyny
zidentyfikowano rowniez u baltyckich szczepow N. spumigena [58—-59]. Dodatkowo,
z komorek N. spumigena z Baltyku wyizolowano i zidentyfikowano nodularyng
z kwasem dehydromastowym [dhb’[NOD, estry metylowe kwasu D-asparaginowego
[MeAsp!(OMe)NOD oraz pochodna toksyny z dodatkowa grupa metylowa w resz-
cic Adda, [MeAdda]NOD [59, Mazur-Marzec 1 in. dane niepublikowane]. Tabela 1
przedstawia wazniejsze jony powstale w wyniku fragmentacji jonow [M+H]*
poszczegdlnych analogow nodularyny. W Tabeli 2 zamieszczono wartosci LD, nodu-
laryn produkowanych przez N. spumigena. Poza izomerami formy cyklicznej,
w ckstraktach z komorek cyjanobakterii zebranych podczas zakwitu N. spumigena
wystepowaly izomery formy liniowej [Mazur-Marzec 1 in. dane niepublikowane].
Proces izomeryzacji NOD zachodzi pod wplywem dzialania promieniowania UV
[60—63]. W probkach cyjanobakterii z zakwitu ilos¢ stereoizomeru [6(Z)-Adda*|NOD
formy cyklicznej stanowila mniej niz 2% formy [6(£)-Adda’*[NOD, natomiast ste-
reoizomery Z formy liniowej wystgpowaly w podobnym stezeniu co forma £.
W $rodowisku naturalnym zmiana geometrii wiazania podwojnego C~C., a takze
C,~C, w reszcie Adda, nastepuje w wyniku dzialania promieni slonecznych. Ze
wzgledu na mniejsze przeszkody steryczne, liniowe izomery Z nodularyny sa za-
pewne trwalsze od cyklicznych analogdw.

Tabela 1. Jony fragmentacyjne analogéw nodularyny wystepujace w widmie masowym ISP-MS/CID

Analogi

NOD | o | @ = &y 3 | 3 +8 S

EQ oo k=i Z. keffa 2z 5L

a g0 <0 < O — 20 L= 5=

2 |57 4% | 27| 7 | 27| 23 &2

Sklad = =) 5 =) =3 3

jonowy ~ ~
[M+HT 825 843 811 811 811 839 839 839
[M+2H-135] 691 - 677 691 677 705 705 705
[M-NH2-135]" - 692 - - - - -
1[\%1}113?0@111- 389 389 389 389 375 403 389 403
[Arg-Adda-Glu+H]" | 599 - 599 584 599 613 599 -
[Al\fgfg']ye“p' 383 - 369 383 369 383 397 -
[Glu-Mdhb+H]* 227 227 227 227 213 227 227 241
LGIC‘)‘]'MthH' 209 - 209 209 195 209 209 223

2

PhCH,CH(OCHs) 135 135 135 121 135 135 135 135
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Tabela 2. Zidentyfikowane analogi nodularyny i ich wartosci dawek letalnych (LD,)

LD s
Nr Nodularyna [ue/ke]
1 [(6E) Adda’] NOD (NOD-R) 50

2 [(6Z) Adda’] NOD >2000
3 NOD liniowa >2250
4 Izomer NOD liniowej ?

5 [D-Asp'] NOD 75

6 [DMAdda’] NOD 150
7 [dhb*] NOD ?

8 [MeAdda] NOD 9

9 [Glu*(OMe)] NOD >1200

U innych organizméw zidentyfikowano kolejne dwie nodularyny ze zmienio-
nym aminokwasem w pozycji 2. Nodularia PCC 7804 (Pasteur Culture Collection),
pochodzaca z zrodel termalnych we Francji, syntezuje nodularyng z reszta homoar-
gininy zamiast Arg [L-Har’[NOD (LD, = 75 pg kg™) [64-65]. Natomiast u mor-
skiej gabki Theonella swinhoei Gray, pochodzacej z okolic Papui Nowej Gwinei,
wyizolowano motuporyne, w ktorej strukturze, zamiast polarnej Arg, obecna jest
hydrofobowa reszta Val [66]. Nie jest wyjasnione, czy zroédlem tego zwiazku
(NOD-V) sa gabki, czy tez cyjanobakterie zyjace w symbiozie z gabkami.

Spoofiin. [67] w ramach badan nad organotropizmem nodularyny, przeprowa-
dzili redukcje toksyny za pomoca borowodorku sodu [PH|NaBH,. Produktem reak-
¢ji byly dwa stereoizomery dihydronodularyny zawierajace kwas 2-(metyloamino)ma-
slowy: [D-MeAbu’|[NOD oraz [L-MeAbu’|NOD.

Nodularyna, odmiennie niz mikrocystyna, nie tworzy wiazan kowalencyjnych
z fosfatazami bialkowymi [68]. Pomigdzy nodularyna i enzymami zachodza jednak
silne oddzialywania z udzialem fragmentu Adda-Glu [19], odpowiedzialnym za
aktywnos¢ biologiczna zwiazku.

2.3. WYSTEPOWANIE I PRZEMIANY NODULARYNY W SRODOWISKU

Wedlug Sivonen i in. [55], w okresie zakwitu N. spumigena w Baltyku st¢zenie
nodularyny w probach fitoplanktonu wynosito od 100 pg g do okolo 2400 pg g™
s.m. (suchej masy) (Tabela 3). Jedynie Kononen 1 in. [69] zanotowali w poludnio-
wej czesci Zatoki Botnickiej stgzenie nodularyny wynoszace az 18100 pg g s.m.
(Tabela 3).
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Tabela 3. Wartosci stezefi nodularyny w suchej masie (s.m.) fitoplanktonu

Akwen Rok Zakres stezef [ug g 5. m.] Literatura
1985-1987 < 100-2400 [55]
Morze Battyckie
1990-1991 300-18000 [69]
2001 <3520
2002 <919
Zatoka Gdanska [47]
2003 <2857
2004 ~3000
Tasmania,
Laguna Orielton 1992-1993 2000-3500 [52]

W wodzie st¢zenie rozpuszczonej nodularyny zawieralo si¢ najczgscie] w przedziale
0d 0,01 do 95,0 pg dm= [69-70, 47]. W trakcie intensywnych zakwitow N. spumi-
gena w Zatoce Gdanskiej stezenia nodularyny w sestonie (zawiesinie czastek ozy-
wionych i nicozywionych) osiagaja wartosci ponad 20 mg dm= i sa rowne stgzeniu
chlorofilu a [46—47]. Nodularyna, podobnie jak mikrocystyny, wystepuje glownie
w komorkach cyjanobakterii; jedynie niewielka pula syntezowanego zwiazku
wydzielana jest do srodowiska. Doswiadczenia prowadzone na hodowlach N. spu-
migena wykazaly, 1z w logarytmicznej fazie wzrostu 80-90% toksyny znajduje si¢
w komorce [71]. Stgzenie rozpuszczonej toksyny w pozywcee zwigksza si¢ wraz ze
starzeniem si¢ hodowli. Podobnie jest w srodowisku naturalnym. Na poczatku
zakwitu notuje si¢ jedynie niewielkie stezenie pozakomorkowej nodularyny w wodzie.
Stgzenie to znacznie wzrasta w okresie starzenia si¢ zakwitu, gdyz wowczas komorki
cyjanobakterii ulegaja lizie, a ich zawartos¢, w tym nodularyna, uwalniana jest do
srodowiska. Uwalnianie toksyn do srodowiska moze by¢ przyspieszone w wyniku
dzialania srodkow chemicznych np. herbicydow (siarczan miedzi), stosowanych do
usuwania zakwitu. W zbiornikach, w ktorych zachodzi intensywne mieszanie mas
wody na skutek dzialania wiatru lub pradow, stezenie toksyn szybko maleje. Nato-
miast w zbiornikach charakteryzujacych si¢ staba wymiana wod (jeziora, zatoczki)
toksyny moga by¢ obecne nawet przez kilka tygodni po zakwicie |72, 73]. Prawdo-
podobnie jest to wynikiem duzej trwalosci hepatotoksyn cyjanobakterii. Wedlug
Twista 1 Codda [62], w warunkach laboratoryjnych st¢zenie czystej nodularyny
w roztworze wodnym utrzymywalo si¢ na stalym poziomie przez 9 dni, niczaleznie
od rodzaju oswictlenia. W sterylnej wodzie morskiej, pozbawionej mikroorga-
nizméw, po 21 dniach doswiadczenia stezenie zwiazku zmienilo si¢ jedynie w nie-
wielkim stopniu | 74, Torunska i in. dane niepublikowane]. Szybszy rozklad toksyny
nast¢gpowal w roztworze wodnym zawierajacym liofilizat lub ekstrakt z komoérek
N. spumigena; tempo degradacji w istotny sposob zalezalo od rodzaju stosowanego
oswietlenia. Prawdopodobnie w obecnosci naturalnych skladnikow komorki reak-
cja fotochemicznego rozpadu czasteczki nodularyny ulega przyspieszeniu. Wplyw
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promieniowania UV na mechanizm 1 pr¢dkos¢ przemian nodularyny 1 mikrocystyny
w warunkach laboratoryjnych badali m.in. Tsuji 1 in. [61], Kaya 1 Sano [75], Liu
i in. [76-77], Mazur-Marzec i in. [63], oraz Kull i in. [78]. Swiatlo UV powoduje
izomeryzacje [6(K)Adda] do [6(Z£)Adda] 1 w konsekwencji, utrat¢ aktywnosci bio-
logicznej zwiazkow [61]. W wyniku ekspozycji roztworu MC-LR na dzialanie pro-
mieniowania o dlugosci fali 254 nm (UV-C) uzyskano trzy produkty fotolizy; dwa
z nich zidentyfikowano jako [6(Z)Adda’]MC-LR oraz [4(Z)Adda’|MC-LR.
Trzecim produktem byla prawdopodobnie [tricyklo-Adda’|MC-LR [75] lub
[4(2).6(Z)Adda’IMC-LR [60]. Naswietlanie wodnego roztworu nodularyny promie-
niami UV-B (280-315 nm) rowniez prowadzilo do otrzymania trzech produktow
degradacji [63]. Analiza LC-MS/MS wykazala, iz wszystkie te produkty charaktery-
zowaly si¢ jednakowa wartoscia m/z 8254, ktéra odpowiada jonowi molekular-
nemu |[M+H][" nodularyny. Widma fragmentacyjne tych jonow zawieraly charakte-
rystyczne dla nodularyny jony o wartosci m/z 781 [M+H-NH_~COJ*, 753 [M+H-
-CO,-COJ", 674 [M+H-135-NH.]", 389 [C H,.O-Glu-Mdhb]", 383 [Mdhb-Me-
Asp-Arg™H]", 366 [Mdhb-MeAsp-Arg'H-NH.|*, 253 [CO-Glu-Mdhb-H]*, 227
[Glu-Mdhb+H]", 209 [Glu-Mdhb+H-H,O]" i 135 [PhCH,CH(OCH,)]. Poniewaz
glowny produkt fotolizy hamowal aktywnos¢ fosfatazy biatkowej PP 1, mozna zalo-
zy¢, ze byl to zwiazek toksyczny. Powstaje pytanie, czy uzdatnianie wody zawiera-
jacej peptydowe hepatotoksyny cyjanobakterii przez naswietlanie promieniami UV
moze by¢ skuteczne. Shephard i in. [79] uwazaja, ze przyspieszenie fotolizy mikro-
cystyn nastgpuje w obecnosci dwutlenku tytanu TiO,. Dodanie nadtlenku wodoru
powoduje rozklad 99.6% mikrocystyny w ciagu 5 min [80]. Tak katalizowana reak-
cja prowadzi do szybkiej izomeryzacji ukladu dienowego w reszcie Adda oraz
kolejno do podstawienia grup hydroksylowych i rozerwania wiazan C,—C, i/lub C —
C, [76-77].

Zauwazono, iz st¢zenie nodularyny rozpuszczonej w wodzie zwykle jest znacz-
nie mniejsze, niz wynikaloby to z koncentracji toksycznych organizméw oraz duzej
trwalosci toksyny. Prawdopodobnie wazna rol¢ w procesie rozkladu nodularyny
1 mikrocystyny odgrywaja bakterie wystgpujace naturalnie [81-84]. Mikroorga-
nizmy te biora udzial w procesach mineralizacji materii organicznej w wodzie rzecz-
nej 1 jeziornej [49, 85], w wodzie morskiej [74] oraz w osadach [86—87]. Bakterie
czesto sa przyczepione do powierzchni komorek cyjanobakterii zawieszonych
w toni wodnej, moga bytowa¢ pomiedzy filamentami, czy tez w $luzie otaczajacym
kolonie. Roznorodne oddzialywania pomigdzy tymi mikroorganizmami (np. symbio-
tyczne, mutualistyczne) sa waznym obszarem wspolczesnych badan srodowiskowych
[88—89]. Przykladowo: bakteric moga syntetyzowac zwiazki o dziataniu algicydo-
wym; wykazano, ze nicktore szczepy zdolne sa do lizy kolonii cyjanobakterii, dzigki
uwalnianym substancjom o wlasciwosciach lizozymu [90-91]. Wedlug Shilo [92],
proces ten jest bardzo szybki i zachodzi juz po ok. 20 minutach po przyczepieniu
bakterii do koloni cyjanobakterii z rodzaju Nostoc.
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Wigkszos¢ badan nad biodegradacja toksyn cyjanobakterii dotyczy MC-LR
[23, 72, 81-82, 86, 93-94, 95-96]. Tylko pojedyncze prace opisuja biodegradacje
pozostalych mikrocystyn [83—85, 97]. Nieliczne publikacje dotycza rowniez procesu
biodegradacji nodularyny [49, 85, 97].

Dzialanie bakterii na cyjanotoksyny jest selektywne; nie wszystkie bakterie
powodujace rozklad mikrocystyny sa zdolne hydrolizowa¢ wiazania w czasteczce
nodularyny. Pewne szczepy Sphingomonas, ktore powoduja hydroliz¢ wiazan
Arg-Adda, Ala-Leu i Adda-Glu w czasteczce MC-LR z utworzeniem struktury
liniowej (100 razy mniej toksycznej), nie dzialaly na te same wiazania w czasteczce
nodularyny [85, 97]. Jednym z zidentyfikowanych produktow posrednich enzyma-
tycznej degradacji MC-LR jest tetrapeptyd NH,-Adda-Glu-Mdha-Ala-OH [81] (Sche-
mat 4).
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Schemat 4. Reakcja biodegradacji mikrocystyny-LR

Dalsze dzialania enzymow prowadza do powstania mniejszych peptydoéw i amino-
kwasow, ktore nie zostaly dotad zidentyfikowane. Badano rowniez proces degrada-
¢ji mikrocystyn w osadzie w warunkach tlenowych 1 beztlenowych. W warunkach
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beztlenowych rozklad toksyn moze zostac przyspieszony w obecnosci azotanow lub
glukozy [86]. W obecnosci tlenu rozklad MC-RR przez bakterie Sphingomonas sp.
(CBA4), wyizolowane ze zbiornika San Roque (Argentyna), rozpoczynal si¢ od deme-
tylacji zwiazku [98]. Natomiast produktem degradacji MC-LR przez bakterie z ga-
tunku Pseudomonas aeruginosa, wyizolowane z jeziora w Japonii, byl kwas
(25.3S5.8S)-3-amino-2,6,8-trimetylo-10-fenyldeka-4(F),6(E)-dienowego (DMAdda)
[96]. Obecnos¢ aminokwasu Adda bez grupy metylowej na weglu C, wykryto row-
niez w watrobie myszy, ktorym podano MC-LR [99]. Analiza LC-MS/MS ekstraktow
z osadu 1 omulka z Morza Baltyckiego wykazala obecnos¢ [DMAdda’|NOD w steze-
niach porownywalnych do st¢zenia NOD [100]. W komorkach cyjanobakterii
N. spumigena analog [DMAdda®|NOD wyst¢puje jedynie w sladowych ilosciach,
znacznie mniejszych niz NOD. Autorzy publikacji wysungli hipotezg, iz demetyla-
cja moze by¢ jednym z pierwszych etapow rozkladu nodularyny w probach srodo-
wiskowych 1 organizmach. Inne prace dowodza, iz produktem enzymatyczne;j
degradacji peptydowych hepatotoksyn cyjanobakterii jest aminokwas Adda, ktory
jest zwiazkiem nictoksycznym [81, 97]. Zbadano rowniez produkt biodegradacji
nodularyny, otrzymany w wyniku aktywnos$ci mikroorganizmow pochodzacych
z Morza Baltyckiego. Zwiazek ten byl dimerem aminokwasu Adda i powodowal
hamowanie aktywnosci fosfatazy bialkowej PP 1 [Torunska i in., dane niepubliko-
wane| (Schemat 5). Okreslenie struktury i toksycznos$ci produktéw mikrobiologicz-
nej degradacji nodularyny wymaga dalszych badan.

Degradacja z udzialem mikroorganizméw moze by¢ skuteczna metoda usuwa-
nia cyjanobakteryjnych toksyn z wody. Tsuji i in. [101] oszacowali, ze immobilizo-
wane baterie z rodzaju Sphingomonas, pobrane z naturalnego srodowiska, maja zdol-
nos¢ do rozkladu mikrocystyn w bioreaktorach. Co wazne: efektywnosé tego procesu
utrzymuje si¢ na poziomie 80% przez ponad 2 miesiace. Szczep MJ-PV zdolny do
degradacji mikrocystyn zostal z zadowalajacym skutkiem wykorzystany do usuwa-
nia toksyn droga powolng;j filtracji przez biologicznie aktywne filtry piaskowe [101].
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Schemat 5. Reakcja biodegradacji NOD-R

Po zakwicie, jedynie mniej niz 10% cyjanobakterii ulega sedymentacji; znaczna
cz¢s$¢ organizmow rozklada si¢ w kolumnie wody [70]. Jednak wystepowanie
pustych komorek N. spumigena oraz Sladowych ilosci nodularyny (90 pg dm) stwier-
dzono na glebokosci 81 m, w powierzchniowej warstwie osadow z Zatoki Finskiej.
Dalsze badania potwierdzily obecnos¢ NOD w osadach z Zatoki Gdanskiej 1 Zatoki
Finskiej. W Zatoce Gdanskiej najwyzsze stezenia tego pentapeptydu zmierzono
w lipcu, w osadzie na glebokosci 20 m (75 pg kg). Sladowe ilosci toksyny wyste-
powaly réwniez w materiale pochodzacym z Glebi Gdanskiej (99 m glebokosci).
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Obecnos¢ NOD w probkach osadu zebranych w marcu, 6 miesigey po zakwicie
N. spumigena (2,3 pg kg), potwierdza duza trwalos¢ zwiazku. Analiza metoda
chromatografii cieczowej sprz¢zonej z tandemowa spektrometria mas (LC-MS/MS)
wykazala, iz poza NOD, w probkach osadu z Morza Baltyckiego wyst¢gpowaly dwa
inne analogi toksyny: [DMAdda®*|NOD 1 w mniejszych st¢zeniach [dhb’]NOD [100].
Morris 1 in. [103] wysungli hipotezg, ze w wiazaniu peptydowych toksyn cyjano-
bakterii z osadem uczestniczy hydrofobowa reszta Adda. Sila tego wiazania zalezy
od udzialu frakcji drobnoziarnistej, zawierajacej mineraly ilaste, glownie kaolinit
1 montmorylonit, ktére silnie sorbuja kwasy thuszczowe. Jednak peptydy wykazuja
wigksza aktywno$¢ w procesach podepozycyjnych (zachodzacych po ich sedymen-
tacji), niz kwasy tlhuszczowe 1 substancje humusowe | 104]. Dowiedziono, z¢ zawar-
te w czasteczce nodularyny polarne aminokwasy (kwas asparaginowy i glutamino-
Wy oraz arginina) moga rowniez uczestniczy¢ w wiazaniu toksyn w osadzie [105].
Sorpcja rdéznych zwiazkow jest zalezna od skladu granulometrycznego 1 mineral-
nego osadu oraz zawartosci 1 struktury materii organicznej. Na intensywnos$¢ tego
procesu silnie wplywa rowniez pH 1 zasolenie Srodowiska; zasadowe pH 1 niskie
zasolenie wody powodowaly spadek wydajnosci procesu sorpcji zwiazkdw na osa-
dzie [106]. W doswiadczeniach laboratoryjnych wykazano, ze gleby charakteryzu-
jace si¢ najwigksza zawartoscia ilu 1 materii organicznej posiadaja najwyzsze wspol-
czynniki adsorpcji. Wedlug teorii Griitzmachera i in. [ 107] wraz ze wzrostem udzia-
hu frakcji gruboziarniste] w osadzie wydajnos¢ procesu sorpcji maleje. Teorig ta
potwierdzili rowniez Morris 1 in. [103] wykazujac, iz najwigksza ilos¢ MC-LR
wigze si¢ z osadem, ktory zawieral najwigcej frakcji najdrobniejszej. Czasteczki
gliny wiazaly nawet 81% poczatkowej ilosci toksyny rozpuszczonej w wodzie.
Doswiadczenia prowadzone z wykorzystaniem materialu pochodzacego z Zatoki
Gdanskiej rowniez wskazaly na wydajniejsza sorpcje NOD w osadzie mulistym,
w poréwnaniu z piaskiem drobnoziarnistym | Torunska i in., dane niepublikowane].

W publikacji opisujacej wykorzystanie filtrow piaskowych do usuwania cyja-
notoksyn z wody Ho 1 in. [87] zwrdcili uwage na fakt, iz degradacja toksyn przez
bakterie ma wigksze znaczenie niz ich sorpcja na osadzie piaszczystym.

Kluczowa role w oddzialtywaniu peptydow ze struktura osadow przypisuje si¢
frakcji organicznej [ 108, 109, 110]. Zwiazanie peptydow w trojwymiarowej struk-
turze niereaktywnej materii organicznej, np. substancjach humusowych, moze hamo-
wac rozklad tych zwiazkow 1 zwigkszac ich okres poltrwania w srodowisku mor-
skim [111, 112]. Mechanizm proceséw sorpcji NOD wymaga dalszych szczegolo-
wych badan. Dostepne dane sa nieliczne 1 dotycza tylko doswiadczen laboratoryj-
nych, glownie z udzialem mikrocystyny. Rozpoznanie tych procesow jest wazne,
gdyz obecnos¢ cyjanotoksyn stwierdzono w tkankach organizmow bentosowych.
Wysoki stopien kumulacji NOD w migkkiej tkance omulka oraz jej toksycznosc
w testach na myszach wykazal Falconer i in. [113]. W zwiazku z zaobserwowanym
duzym stgzeniem NOD, okresowo wprowadzano zakaz zbioru krewetek 1 malzy
w celach konsumpcyjnych [ 114]. U omultka Mytilus edulis 1 storni Platichthys flesus
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zywiacej si¢ omulkiem wykryto nodularyne nawet w okresie, gdy toksyczne cyjano-
bakterie wystgpowaly w niewielkich ilosciach i nie tworzyly zakwitu [115, 100].
W probkach pobranych z Zatoki Finskiej srednie stg¢zenie nodularyny w migkkiej
tkance omulka (do 2150 + 60 ng g s.m.) bylo wyzsze niz w watrobie storni (do
399 £ 5 ng g! s.m.) [116]. Jednak roznice w stezeniu NOD w watrobach pojedyn-
czych ryb byly znaczne 1 osiagaly wartosci przekraczajace 2000 ng g s.m. [117].
W tkance migkkiej omulka z Zatoki Gdanskiej najwyzsze st¢zenia NOD zanotowano
w trakcie zakwitu N. spumigena; wynosily one od 62 £ 6ng g’ do 139+ 13 ng g’ s.m.
[100]. W tym samym czasie srednie st¢zenie NOD w watrobie storni z Zatoki Gdan-
skiej wynosilo 473 + 15 ng g s.m. [100]. W jelitach i gonadach ryb st¢zenie NOD
bylo znacznie nizsze (ok. 20 ng g s.m.), a mig$nie zawieraly jedynie sladowe ilosci
toksyny:.

U wigkszosci organizmow roslinnych 1 zwierzgcych ksenobiotyki lacza si¢
z glutationem w reakcji katalizowanej przez S-transferaze glutationowa (sGST);
powstaly koniugat jest fatwiej wydalany z organizmu, a w przypadku hepatotoksyn
cyjanobakterii jest rowniez kilkakrotnie mniej toksyczny [118]. Wiegand i in. [119]
dowiedli, iz taki mechanizm detoksykacji mikrocystyny wystepuje u ryb. Szybki
spadek ste¢zenia nodularyny w tkance migkkiej omutka po zakwicie cyjanobakterii
[70] wskazuje na przystosowanie tego organizmu do biotransformacji toksyny.
Sipid i in. [116] stwierdzili obecnos¢ nodularyny (100-130 ng g s.m.) u rogowca
Macoma balhtica zebranego we wschodniej cz¢sci Zatoki Finskiej. Doswiadczenia
nic wykazaly jednak, aby w organizmie rogowca tworzyly si¢ koniugaty nodula-
ryna—glutation; zmienial si¢ natomiast poziom acetylocholinoesterazy [120]. Wynik
tych doswiadczen sugeruje, iz poza dzialaniem hepatotoksycznym, nodularyna moze
hamowac¢ tez aktywno$¢ AChE i tym samym wywolywa¢ pewne efekty neurotok-
syczne. Wykazano, iz nodularyna kumuluje si¢ rowniez w organizmie ciernika
Gasterosteus aculeatus (35-170 ng g s.m.) 1 dorsza Gadus morhua (53 ng g
s.m.). Znacznie nizsze st¢zenia nodularyny, zmierzone w watrobie lososi (Salmo
salar L.) 1 mig$niach sledzi (Clupea harengus membras L.) (2,5-6.5 ng g s.m.)
odlawianych podczas szczegolnie intensywnego zakwitu cyjanobakterii w 1997 roku,
prawdopodobnic wynikaja z innego sposobu odzywiania si¢ tych ryb.

Cyjanobakterie moga by¢ wyzerane przez zooplankton np. wrotki, pierwotniaki,
skorupiaki [121-123]. Wigkszos¢ zrodel literaturowych wskazuje, ze mikroorga-
nizmy te jednak rzadko stanowia pokarm planktonowych heterotrofow [124]. Tok-
syczna nodularyna moze by¢ pobierana przez zooplankton bezposrednio z wody.
Dowiedli tego Karjalainen 1 in. [125] w doswiadczeniu na widlonogach Acartia
bifilosa 1 FEurytemora affinis oraz orze¢sku Strombidium sulcatum, hodowanych
w wodzie morskiej z dodatkiem znakowanej radioaktywnie nodularyny. Kumulacja
nodularyny w organizmach zooplanktonowych pozwala sadzi¢, iz sa one istotnym
ogniwem w transporcie tej toksyny do organizméw na wyzszych poziomach troficz-
nych.
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Trudno dzis okresli¢, jakie skutki moze mie¢ kumulacja nawet malych ilosci
nodularyny w tkankach ryb, malzy i innych organizméw wodnych. Istnicja donie-
sienia 0 masowym snigciu ryb, zwigzanym z obecnoscia zakwitu cyjanobakterii [ 126].
Nalezy jednak pamigtac, ze redukcja populacji ryb podczas intensywnego zakwitu
cyjanobakterii moze by¢ skutkiem dzialania innych czynnikow, takich jak wysokie
pH lub niskie st¢zenie tlenu. Wedlug Fladmarka 1 in. [127], nodularyna w st¢zeniu
200-400 nM (0,24-0.,48 ng dm3) powodowala apoptoz¢ hepatocytow lososia.
W doswiadczeniach in vitro hepatocyty lososia wykazywaly wigksza wrazliwos¢
na dzialanie nodularyny i kwasu okadainowego niz hepatocyty szczura. Wiklund
1 Bylund [ 128] zaobserwowali zmiany nowotworowe w komdrkach watroby baltyc-
kiej storni. Przypuszczalnie zmiany te mogly by¢ zainicjowane dzialaniem takich
hepatotoksyn jak nodularyna czy kwas okadainowy. W latach 19911 1992 w Zatoce
Finskiej zanotowano liczne przypadki smierci fok i ptakow, prawdopodobnie zwia-
zane z wystepowaniem toksycznych cyjanobakterii.

Prowadzone badania wskazuja, iz poziom nodularyny w rybach jest dla czlo-
wicka bezpieczny. Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia, dla ludzi o wadze 50 kg
codzienna konsumpcja porcji ryb 1 innych produktéw zawierajacych nie wigeej niz
2 pg MC-LR (40 ng kg wagi ciala) nie stanowi zagrozenia zdrowia. Poniewaz
nodularyna znacznie latwiej przenika do hepatocytdw niz MC-LR, istnieje prawdo-
podobienstwo, iz dla nodularyny te wartosci stezen sa zawyzone.

Dotychczas nie odnotowano zadnych potwierdzonych przypadkow zatrucia
ludzi zwiazanych z toksycznym zakwitem N. spumigena; opublikowano natomiast
kilka doniesien o zatruciu zwierzat. Pierwsza naukowa publikacja na ten temat uka-
zala si¢ w 1878 . [129]. Opisany w niej incydent ostrego zatrucia i Smierci kilkuset
zwierzat, gldwnie owiec, koni, bydla, psow i $win, mial miejsce w okolicach Jeziora
Aleksandrina w poludniowej Australii, w okresie intensywnego zakwitu N. spumi-
gena. Nad tym jeziorem oraz rzeka Murray w Australii do podobnych zdarzen
doszlo kilkakrotnie: w latach 70.180. dziewigtnastego wieku oraz w latach 90. dwu-
dziestego wicku. Liczne przypadki zatrucia i Smierci psow, kaczek krow korzystaja-
cych z wody w rejonie toksycznego zakwitu N. spumigena zanotowano takze
w roznych rejonach Morza Baltyckiego: u wybrzezy Niemiec, Szwecji, Finlandii
1 Danii [130-131]. Pierwsze objawy, typowe dla zatru¢ hepatotoksynami (biegunka
1 wymioty), pojawialy si¢ u zwierzat kilka godzin po kontakcie z cyjanobakteriami.
Smier¢ nastegpowala w ciagu 1-15 dni. Badania post mortem wykazywaly w orga-
nizmie takie same zmiany jak u myszy, ktorym podano doustnie lub dootrzewnowo
ckstrakt z komorek N. spumigena (powigkszenie watroby i krwotok wewnatrzwa-
trobowy, nekroza hepatocytow, odma pluc, uszkodzenie nerek). Wyliczono, iz zwie-
rz¢, ktore po kapieli w gestym kozuchu cyjanobakterii, lize swoja siers¢ moze przel-
kna¢ ponad jeden gram toksycznych komorek N. spumigena. Tym samym, w jego
organizmie znajdzie si¢ okolo 40-krotnie wigksza ilos¢ nodularyny, niz wynosi dawka
smiertelna tego zwiazku dla myszy.
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3. METODY ANALIZY CYJANOTOKSYN

Istnieje wiecle metod biologicznych i fizykochemicznych stosowanych do
wykrycia 1 identyfikacji toksyn cyjanobakterii w wodzie, osadzie i materiale biolo-
gicznym. Metody te roznia si¢ pod wzgledem selektywnosci 1 czulosci; rozny jest
tez stopien ich trudnosci, czaso- 1 pracochlonno$¢ oraz koszt. Wybor odpowiednigj
procedury analitycznej zalezy od badanego materialu oraz oczekiwanej informacji
np. o toksycznosci badanej probki lub strukturze i st¢zeniu wystgpujacych w nigj
toksyn.

W metodach biologicznych wykorzystuje si¢ hepatotoksyczne dzialanie nodu-
laryny 1 fakt, iz w watrobie organizmow cukariotycznych toksyna ta wiaze si¢
z fosfatazami bialkowymi PP 11 PP 2A. Przez wicle lat testy na zwierzgtach byly
jedyna metoda okreslenia toksycznosci zakwitu [132]. Do organizmu zwierzgcia,
najczesciej dootrzewnowo, wprowadza si¢ 0,1-1,0 cm? lizatu z komorek cyjano-
bakterii rozpuszczonego w soli fizjologicznej. Toksycznos¢ zakwitu okresla si¢ na
podstawie wartosci LD, czyli ilo$ci suchej masy komorek cyjanobakterii, w prze-
liczeniu na kg wagi ciala zwierzgcia, ktora po okreslonym czasie dzialania powo-
duje $mier¢ 50% badanych osobnikdéw. Wysoka dawka hepatotoksyny wywoluje
krwotok wewnatrzwatrobowy; $mier¢ myszy nastepuje w ciagu 1-3 godzin po poda-
niu. Myszy poddaje si¢ rowniez badaniom post mortem, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem stanu watroby 1 nerek. Ze wzgledow etycznych oraz z powodu wysokiej
wartosci LOD (granica wykrywalnosci = 1 ug cm=), zastosowanie testow przezy-
walno$ciowych na myszach jest ograniczone. W innych testach na toksycznos¢ cyja-
nobakterii najczgscie] wykorzystuje si¢ bezkregowce wodne (Artemia salina,
Daphnia sp., Thamnocephalus platyurus) oraz bakterie wykazujace bioluminescen-
cj¢ (Photobacterium phosphoreum, Vibrio fisheri) [133—134]. Niektére z tych
testow sa dzis dostepne w postaci gotowych zestawow, co eliminuje problemy zwia-
zane z hodowla organizméw testowych 1 zapewnia ich odpowiednia jakosc. Zasto-
sowanie testow na zywych organizmach nie jest jednak powszechne, poniewaz cha-
rakteryzuja si¢ mala czuloscia 1 selektywnoscia.

Obecnie w analizie peptydowych hepatotoksyn cyjanobakterii powszechnie
wykorzystywany jest test immunologiczny ELISA (ang. enzyme-linked immunosor-
bent assay) oraz test enzymatyczny z zastosowaniem fosfataz bialkowych PP 1
1 PP 2A |24, 41, 135-136]. Zaleta tych testow jest duza czulos¢ oraz mozliwos¢
szybkiej analizy wigkszej ilosci probek. Z tego wzgledu testy te znalazly zastosowa-
nie w monitoringu srodowiskowym oraz badaniach jakosci wody pitnej, bez koniecz-
nosci wstgpnego przygotowania probek. Test ELISA pozwala na oznaczenie calko-
witego st¢zenia mikrocystyn i nodularyn w wodzie. Granica wykrywalnosci w tes-
tach z zastosowaniem przeciwcial poliklonalnych wynosi 0,2 pg dm=, natomiast
w przypadku przeciwcial monoklonalnych 0,05 pg dm=. Powszechnie stosowane sa
gotowe zestawy testow z mikroplytkami, ktorych dolki oplaszczone sa przeciwcia-
fami poliklonalnymi. Oznaczone st¢zenic zwiazku moze jednak odbiega¢ od rze-
czywistego, ze wzgledu na rézne powinowactwo toksyn do uzywanych przeciwcial.
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Mikrocystyny i nodularyny ze zmieniona struktura lub konformacja reszty Adda,
np. izomery [(6Z)Adda] lub analogi [DMAdda], nie wchodza w reakcje krzyzowe
ze stosowanymi przeciwcialami; rowniez bardziej hydrofobowe mikrocystyny,
w ktorych w miejscu Arg wystepuje tryptofan lub fenyloalanina, wykazuja slabe
powinowactwo do przeciwcial specyficznych dla MC-LR.

Nalezy zaznaczy¢, iz tworzone w organizmach koniugaty mikrocystyn z gluta-
tionem wiaza si¢ przeciwcialami, podobnie jak wolne toksyny. Fakt ten ma istotne
znaczenie w analizie calkowitego stezenia peptydowych cyjanotoksyn (wolnych
1 zwiazanych z GSH) w tkankach organizméw. W tescie hamowanie aktywnosci
fosfataz bialkowych okresla si¢ calkowita toksycznoscia mikrocystyn i nodularyn
w analizowanej probcee, przy granicy wykrywalnosci do 300 pg cm=. W obecnosci
enzymu PP 1 lub PP 2A, zachodzi reakcja defosforylacji barwnego substratu — fos-
foranu p-nitrofenylu (pNPP). Peptydowe hepatotoksyny cyjanobakterii hamujac
aktywnos¢ PP, powoduja zachowanie grupy fosforanowej w czasteczce pNPP. Na
aktywnosc fosfataz bialkowych maja wplyw réwniez inne zwiazki, np. kwas okada-
inowy 1 tautomycyna. Ich obecnos¢ moze by¢ powodem uzyskania zawyzonej war-
tosci stgzenia toksyn w analizowanej probcee. Inng przyczyna blgdu moga by¢ endo-
genne fosfatazy bialkowe, ktore rowniez powoduja defosforylacje substratu i, tym
samym, zanizaja warto$¢ stgzenia toksyn. Nie wszystkie mikrocystyny hamuja
aktywnos¢ fosfataz w jednakowym stopniu. Mikrocystyny bez grupy metylowej
w reszcie kwasu asparaginowego, [D-Asp?*|MC-LR 1 [D-Asp?’]MC-RR, sa znacznie
mniej aktywne [24, 41]. Fosfatazy bialkowe PP 1 1 PP 2A sa rowniez hamowane
przez koniugaty mikrocystyn z GSH i1 Cys, jednak ich aktywnos¢ jest slabsza.

Choc¢ testy biochemiczne sa cennym narzedziem badan nad toksycznymi
zakwitami cyjanobaktrii, ich niezb¢dnym dopelnieniem sa metody chemiczne.
Zastosowanie tych metod wymaga jednak wieloetapowej procedury zaggszczania
1 oczyszczania probki. Pierwszym etapem analizy nodularyny zawartej w materiale
biologicznym jest ckstrakcja zwiazku do rozpuszczalnika; najczg¢séciej metanolu lub
jego wodnego roztworu [137-138], 5% kwasu octowego [139] lub mieszaniny
woda:metanol:butanol (75:20:5) [140]. W przypadku analizy toksyn w roztworach
wodnych, probka poddana jest ekstrakcji do fazy stalej SPE [141]. Analiza toksyn
w uzyskanych ekstraktach prowadzona jest metoda wysokosprawnej chromatogra-
fii cieczowej HPLC [142], najczesciej z zastosowaniem detektora fotodiodowego.
Peptydowe hepatotoksyny cyjanobakterii, mikrocystyny i nodularyny, charaktery-
zuja si¢ widmem absorpcyjnym z maksimum przy dlugosci fali =238 nm. Gdy
jednym z aminokwasow w czasteczce MC jest tryptofan, dodatkowe maksimum
absorpcji wystepuje przy 222 nm. Duzym utrudnieniem w stosowaniu metod chro-
matograficznych stanowi brak w sprzedazy wzorcow wigkszosci toksyn produko-
wanych przez cyjanobakterie. Aby potwierdzi¢ struktur¢ zwiazku, niezbedne jest
zastosowanie spektrometrii mas MS 1 spektroskopii NMR. W pierwszym etapie
badan nad struktura toksyn produkowanych przez cyjanobakterie stosowano glow-
nie NMR [10, 143]. W metodzie tej do przeprowadzenia identyfikacji potrzeba jed-
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nak duzych ilosci (5 mg) czystego zwiazku. Obecnie identyfikacja toksyn cyjano-
bakterii wykonywana jest przy uzyciu chromatografu cieczowego, sprzgzonego
z tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS); metoda ta pozwala na oznacze-
nie pikogramowych ilosci toksyny nanoszonej na kolumng chromatograficzna. Ana-
liza skladu probki poprzedzona jest rozdzialem zwiazkow na kolumnie chromato-
graficznej, co umozliwia charakterystyke struktury toksyn zawartych w nicoczysz-
czonym ckstrakcie. Najczgsciej stosowanymi metodami jonizacji czasteczek toksyn
jest bombardowanie szybkimi atomami (FAB) |9, 57, 144], rozpylanie w polu elek-
trycznym (ESI) [145-146] lub desorpcja laserowa wspomagana matryca (MALDI)
[147]. Jedna z technik stosowanych w spektrometrii mas jest monitorowanie wybra-
nych jonow typowych dla danego zwiazku (SIR); technika ta pozwala na znaczne
zwigkszenie czulosci detekeji. W analizie mikrocystyn 1 nodularyn z niezmieniona
reszta Adda, jonem diagnostycznym jest jon o wartosci m/z 135, ktory odpowiada
fragmentowi [PhCH,CH(OCH,)] [148]. Opracowano réwniez metode analizy cal-
kowitej ilosci mikrocystyn 1 nodularyn w probee [149-150]. Reszta Adda w cza-
steczee wolnej toksyny lub toksyny zwiazanej z bialkiem zostaje utleniona do kwasu
2-metylo-3-metoksy-4-fenylomaslowego (MMPB). Powstaly produkt reakcji moze
by¢ naste¢pnie analizowany metoda GC-MS, HPLC z detektorem fluorescencyjnym
lub LC-MS. Metoda ta znalazla zastosowanie w identyfikacji skladnikow mieszanin
o nieznanym skladzie jakosciowym.
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ABSTRACT

The aim of this review is to evaluate the electrochemiluminescence (ECL),
both, as a method of light emission in certain types of lanthanide complexes by
generating species capable of forming excited states, and for its potential use in
analytical applications. The electrogenerated ECL in aqueous electrolyte solutions
containing organic compounds having structural fragments such as carbonyl groups
and conjugated double bonds and an oxide covered aluminum electrode doped with
Ln(III) is reported. This specific electrogenerated luminescence can be achieved by
producing highly oxidizing and reducing species as: hydrated electrons, hydroxyl
and sulfate radicals. Such strong reactants efficiently excite the complexed lantha-
nide(III) ions [mainly Tb(III) and Dy(III)] by ligand to metal energy transfer, LMET.

The experimental setup for ECL measurements (constructed in the Department
of Rare Earths, Faculty of Chemistry, Adam Mickiewicz University) is introduced.
The ECL generated with aluminium electrodes having chelated lanthanide(III) com-
plexes-doped in their thin oxide coatings is studied following cathodic pulse polari-
zation. The ECL mechanisms induced by hot-¢lectrons leading to the production of
light at or near the electrode surface by generating species capable of forming exci-
ted states of organic ligands are described.

Keywords: electrochemiluminescence, lanthanide complexes, energy transfer

Stowa kluczowe: elektrochemiluminescencja, kompleksy lantanowcow, przeniesie-
nie energii
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WSTEP

Sposrod zjawisk swiecenia cial wywolanych innymi czynnikami niz podniesie-
nie temperatury najwaznicjsza rol¢ odgrywaja foto-, elektro- i chemiluminescencja.
Roznice migdzy nimi ograniczaja si¢ do sposobu generowania stanow wzbudzo-
nych czasteczek zdolnych do luminescencji.

W procesie fotoluminescencji pierwotnym zrodlem energii sa kwanty $wiatla
oddzialywujace z materia, zas w pozostalych dwoch przypadkach jest to pole elek-
tryczne lub specyficzna reakcja chemiczna. Typowa elektroluminescencja jest wy-
nikiem rekombinacji no$nikow fadunkow w polprzewodzacych cienkich warstwach
luminoforéw, natomiast obraz chemicznie generowanej emisji jest bardziej zlozony
1 wymaga spelnienia szeregu istotnych warunkow. Wsrod nich jest miedzy innymi
obecnos¢ w ukladzie reakcyjnym czasteczek zdolnych do luminescencji, odpowied-
nio krotki czas wyzwolenia energii (10712 s) oraz jej wartos¢ (nie moze by¢ mniejsza
niz suma entalpii reakcji 1 energii aktywacji).

Szczegdlne miejsce wsrdd chemicznych zrodel swiatla zajmuja uklady biolo-
giczne, bedace zrddlem dostrzegalnego golym okiem $wiecenia niektorych zwie-
rzat 1 roslin, powstajacego w reakcjach enzymatycznego utleniania specyficznych
substratow tlenem czasteczkowym w obecnosci enzymow.

Zastosowanie elektrycznej metody generowania reagentow w metodzie chemi-
luminescencji dalo w efekcie znakomite narzedzie badawcze, laczace w sobie fatwosc¢
kontrolowania procesu z duza czuloscia 1 efektywnoscia emisji. Réznorodnosé
zastosowan elektrogenerowanej chemiluminescencji stawia t¢ metode w szeregu
najbardziej informatywnych metod badawczych, zarowno w sensie poznawczym,
jak 1 aplikacyjnym.

1. ELEKTROCHEMILUMINESCENCJA

Zjawisko elektrogenerowanej chemiluminescencji (ECL) polega na emisji $wia-
tla z powierzchni elektrod lub w bezposrednim ich sasiedztwie, wskutek rekombi-
nacji elektrochemicznie generowanych, aktywnych produktow, tworzacych sig
w wyniku reakcji redoks. Podstawa tych przemian sa energetyczne procesy przenie-
sienia elektronu mig¢dzy reagentami, najczesciej aniono- i kationorodnikami A*
1 D", utworzenie stanu wzbudzonego oraz jego promienista dezaktywacja [1, 2]:

A+te—A-
D-e > D"
A-+D"—>A+D’
D" —>D+hy
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Alternatywna metoda generowania ECL jest wprowadzenie do ukladu koreak-
tantéw, takich jak szczawiany lub nadtlenodisiarczany, ktére ulegajac elektrodo-
wym procesom redoks, sa zrodlem silnych utleniaczy lub reduktorow bioracych udziat
w procesach wzbudzania czasteczek luminoforéw obecnych w roztworze:

A+e—>A-
S,0,7 +e — SO; +50;
A~ +S0; >A"+S07
A" > A+hy

Rodniki siarczanowe sa szczegolnie korzystne w roztworach wodnych, wyka-
zuja bowiem niska reaktywnos¢ w stosunku do wody (k(SO; + H,O) < 60 dm? -
-mol ! - s). Niezaleznie od badan koncentrujacych si¢ na mechanizmie i naturze
ECL, szczegolnie wiclopierscieniowych weglowodordéw aromatycznych i komplek-
sow metali, metoda ta znalazla liczne zastosowania analityczne jako wyjatkowo czula
1 selektywna [3-6].

W stosunku do metod fotoluminescencyjnych, brak wzbudzajacego zrodla swia-
tla znacznie upraszcza procedur¢ pomiarowa 1 ogranicza niezbgdne instrumenta-
rium, co z kolei czyni ja bardziej atrakcyjna pod wzgledem ekonomicznym.

Wzbudzenie elektrochemiczne emisji $wiatla pomaga w duzym stopniu w kon-
troli przebiegu procesu, a mozliwos¢ regulacji przylozonego potencjalu umozliwia
zwigkszenie selektywnosci danej metody.

Kompleksy jonow metali, a w zwlaszcza kompleks Ru(bpy);*, odegraly zna-
czaca role w osiagnigciu przez elektrochemiluminescencj¢ statusu jednej z najbar-
dziej znaczacych technik analitycznych, a takze w badaniach farmakologicznych,
diagnostyce klinicznej oraz ochronie srodowiska [1, 7, 8]. Niebagatelne znaczenie
aplikacyjne znajduja rowniez szeroko zakrojone badania ECL kompleksow osmu
[9], irydu [10, 11] i renu, migdzy innymi ze wzglgdu na wysoka wydajnos¢ emisji
oraz duza stabilnos¢ 1 trwalos¢ fotochemiczna.

Specyficzne wlasciwosci koordynacyjne 1 spektroskopowe kompleksow jonow
lantanowcow(I1l) [ 12—-14], takie jak: wysokie wydajnosci kwantowe luminescencji
roztworéw wodnych niektorych chelatow lantanowcdw, stosunkowo dlugie czasy
zycia ich standw wzbudzonych oraz charakterystyczne, waskie pasma emisji stano-
wia o atrakcyjnosci tych zwiazkow w badaniach elektroluminescencyjnych. Pierw-
sze badania ECL podwdjnych i potrojnych kompleksow jonow Eu(IID) [15, 16] wyka-
zaly mozliwos¢ posredniego wzbudzania jonu centralnego na drodze elektroche-
micznej.

ECL w klasycznym ukladzie niereaktywnych elektrod metalicznych, w roztwo-
rach zawierajacych kompleksy lantanowcdw przebiega inaczej niz w przypadku
kompleksow metali przejSciowych i jest efektem wewnatrzczasteczkowego prze-
niesienia energii od wzbudzonego elektrochemicznie liganda do jonu Ln(III). Jed-
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nak intensywnos¢ emisji w takich ukladach jest o kilka rzgdow nizsza niz w ukla-
dach np. z Ru(bpy);*, co powaznie ogranicza ich zastosowanie w celach analitycz-
nych [17].

Elektrochemiczne wzbudzenie liganda (lub kompleksu), zaleznie od jego natury
1 warunkoéw eksperymentu, moze przebiega¢ na drodze utleniania—redukcji lub
redukcji—utlenienia (Rys. 1). Jednoelektronowe reakcje redoks moga generowac
takie same stany wzbudzone, jakie zapewnia fotowzbudzenie czasteczki, jonu lub
kompleksu. W procesie utlenienia—redukcii elektron jest w pierwszej kolejnosci usu-
wany z najwyzej obsadzonego orbitalu molekularnego zwiazku (lub odpowiednio
z obsadzonego poziomu jonu metalu). Jezeli poziomy energetyczne najnizszego nie-
obsadzonego orbitalu formy utlenionej czasteczki i reduktora sa odpowiednio dopa-
sowane, clektron moze by¢ wprowadzony na najnizszy, nicobsadzony orbital
(LUMO), co powoduje utworzenie produktu w staniec wzbudzonym. Analogicznie,
na drodze redukcji—utlenienia, wlasciwosci utleniacza w etapie drugim decyduja o
powstaniu produktu w stanie podstawowym lub wzbudzonym.

LUMO

1} I—

—— e
—=s. HOMO —

L
2) J'+ ' J'-e'

= LuM0o F——

wzhudzenie zapoczatkowane utlenieniem
wzbudzenie zapoczatkowane redukcja

e v -
N HomMo —ag
L L

Rysunek 1. Schemat poziomow energetycznych luminoforu L wzbudzanego w procesie utleniania—redukcji
i redukcji—utlenienia

W dalszym etapie relaksacja stanéw wzbudzonych czasteczki organicznej prze-
biega analogicznie jak w przypadku klasycznej fotoluminescencji, tzn. poprzez dez-
aktywacj¢ stanow singletowych lub trypletowych, jak rowniez przez promieniste
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lub bezpromieniste przekazanie energii do centrum emisyjnego w kompleksach
jonoéw metali.
2. APARATURA BADAWCZA
W badaniach elektrogenerowanej chemiluminescencji wykorzystano uklad

pomiarowy w calosci skonstruowany w Zakladzie Ziem Rzadkich Wydzialu Chemii
UAM (Rys. 2) [18].

Glowica pomiarowa

1 - fotopowielacz 3 - komparator
Kuweta 2- yvzmacpiacz 4 - dyskryminator
. impulsow
pomiarowa
(1 H
— TRIAX 180 [+
dzielnik
L.L.D.
napiecia
kulostatyczny GND +Hy L.LD. -BY + 6V
generator monitor
impulsowy
— wyjscie TTL

Rysunek 2. Zestaw pomiarowy do detekcji ECL pracujacy metodg zliczania
pojedynczych fotonow

Zestaw ten ma budowe modulowa, umozliwiajaca prowadzenie badan chemi-
luminescencji 1 elektroluminescencji zarowno w ciele stalym, jak i w roztworze.
Kwarcowa kuweta pomiarowa, umieszczona w swiatloszczelnej komorze pomiaro-
wej przed szczeling wejsciowa monochromatora, jest w przypadku badan ECL po-
faczona z kulostatycznym generatorem impulsow prostokatnych o pelnej regulacji
ich ksztaltu 1 przebiegu w zakresie czgstotliwosci 1-90 Hz, 1 amplitudy 1-70 V.
Monochromator TRIAX 180, umozliwia rejestrowanie widm emisyjnych o rozdziel-
czosci do 0,1 nm w zakresie 190-800 nm (uwzgledniajac czulos¢ modutu detekeyj-
nego). Detekcja 1 obrobka sygnalow pomiarowych odbywa si¢ przy uzyciu standar-
dowej karty licznikowej zamontowanej w komputerze PC.

Uklad generowania ECL pracuje w systemie dwuelektrodowym, w ktorym
katoda (elektroda czynna) jest stacjonarna elektroda glinowa (Al: 99,999%),
pokryta naturalna warstwa tlenku, a anoda drut platynowy o $rednicy 0,2 mm.
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Do testowania optymalnych warunkow pracy elektrody glinowej wybrano lumi-
nol, bedacy latwo utlenialnym reagentem o duzej wydajnosci kwantowej chemilu-
minescencji. Pomiar ECL przeprowadzony w roztworach o roznych wartosciach pH
wykazal duza stabilnos¢ wskazan 1 jednoczes$nie wysokie nat¢zenic emisji w obsza-
rze pH 5-9. W roztworach bardziej zasadowych i mocno kwasnych nastepuje znisz-
czenie warstwy ALO,.

3. CHARAKTERYSTYKA ELEKTRODY AlALO,

Powierzchnia aluminium w standardowych warunkach pokryta jest naturalng
2—4 nm warstwa tlenku, ktorej grubos¢ mozna sukcesywnie zwigksza¢ poprzez ano-
dyzacj¢ w wodnych roztworach elektrolitow.

Pierwsza faza katodowej elektrochemiluminescencji jest tunelowa emisja
,.goracych” elektronow do warstwy przyelektrodowej [19]. Cienki film tlenku gli-
nu, przy podaniu impulsu napigciowego o duzej amplitudzie, powoduje wytworze-
nie silnego pola elektrycznego w warstwie tlenku 1 umozliwia podniesienie poziomu
Fermiego glinu powyzej poziomu pasma przewodzenia wody (Rys. 3).

E 4 . katoda |Al;0
silna ) Al roztwor
polaryzacja wodny
katodowa TE
EAI Je
F e E,(H,0
\ . c( 2 }
- anoda
—, N -T] ECS Pt
aktywne stany E Pt
powierzchni tlenku F
centra F* ——
puste wakancje anionowe

Rysunek 3. Schemat energetyczny emisji elektronow w warunkach katodowej polaryzacji o duzej amplitudzie
(10-70V); TE — emisja tunelowa, FN-T — tunelowanie w/g mechanizmu Fowler-Nordheima,
E ., — poziom pasma przewodzenia tlenku (zalezny od rodzaju roztworu i warunkéw polaryzacji),
E — poziom pasma przewodzenia wody, E, — poziomy Fermiego [19]

Gdy pole elektryczne osiagnie wartos¢ progowa, przy ktorej zachodzi emisja
tunelowa, elektrony sa emitowane przez warstwe tlenku balistycznie, to znaczy bez
znaczacych strat energii (przy grubosci warstwy AL O, 4-6 nm).
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W przypadku grubszych warstw Al,O,, emisja elektronow do pasma przewo-
dzenia tlenku jest zdominowana przez mechanizm Fowler-Nordheima. Cz¢s¢ emi-
towanych elektronow traci energi¢ w niesprezystych zderzeniach, osiagajac dolny
poziom pasma przewodzenia na granicy tlenek/elektrolit, skad moze by¢ emitowana
do roztworu lub pulapkowana w podpoziomach energetycznych tlenku glinu, ulega-
jac przejsciom promienistym |20, 21].

W omawianych warunkach silnej polaryzacji katodowej latwo moze dojs¢ do
przebicia elektrycznego warstwy tlenku [22]. Jednak srodowisko wodne oraz obec-
nos¢ silnych utleniaczy powoduja szybkie utlenienie odstonigtej powierzchni w czasie
pomigdzy kolejnymi impulsami katodowymi.

Obsadzenie stanu wzbudzonego 'P w F-centrum tlenku glinu powoduje jego
bezpromienista dezaktywacj¢ do stanu *P, a nast¢pnie przejscie promieniste — do stanu
podstawowego 'S (Rys. 4).

12000 - E[oV]
1 1
[ P
10000 s
E 4
— 8000 : T r
2 : 1
— 6000+ 0 's
|
) ]
W 4000
2000 -
O_ T T M T T T N T T T M 1
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Alnm]

Rysunek 4. Widmo katodowej ECL elektrody Al/AL,O, w wodnym roztworze K,S,0, przy pH 7.5,

amplituda 20V, fadunek: 30 nC - impuls™, czestotliwosé: 40 Hz

Obecny w roztworze koreaktant (nadtlenodisiarczan potasu) uczestniczy w pro-
cesach utleniania centrow F, ulegajac uprzednio rozpadowi rodnikowemu pod wply-
wem solwatowanych elektronow, zgodnie z rownaniami [26]:

e —> e;q
e, +$,0 S0 +S0; (k=1.2-10°1 -mol" - s
Fr+e — F('P) F'('P) > F'CP)

F* CP) — F('S) + hv SO: +F - F*+80>
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Badania zaleznosci nat¢zenia ECL od grubosci warstwy tlenku wykazaly znaczny
jego spadek ze wzrostem grubosci ALO, (Rys. 5) [20]. Ponadto, korzystny wplyw
jondéw S O na natezenie emisji zaznacza si¢ tylko w przypadku cienszych warstw
tlenku.

108}
107
108}
105

ECL[j.u.]

10° L

1 " L " 1 1

2 4 6 8 10

103
Grubosc¢ warstwy tlenku [ nm ]

Rysunek 5. Wplyw grubosci warstwy tlenku glinu na ECL kompleksu terbu(IIT)
w obecnosci i przy braku jonu nadtlenodisiarczanowego

Pomiary ECL z udzialem jonow S O;", przeprowadzone w ramach niniejszej
pracy, nie potwierdzily wezesniejszych wynikow badan nad procesami rodnikowymi
w ukladach, w ktorych obserwowano emisj¢ dimoli tlenu singletowego na elektro-
dzie platynowej [23-25]. Obecne w widmie pasmo dla %~ 400 nm (Rys. 4) nie
odpowiada naturze pasm A(O,),. Nie wystepuja tez w tym przypadku charaktery-
styczne dla roztworow, emisyjne pasma dimoli tlenu singletowego, odpowiadajace
przejsciom:

1A, 'A(1.0) = 7£2(0.0), dla . = 578 nm
oraz
1A (0,0) = *%°%,(0.0), dla = 633 nm.

Nie oznacza to jednak, ze reakcje rodnikowe, zwlaszcza w natlenionych roz-
tworach, nie generuja form aktywnego tlenu. Natomiast wydajno$¢ emisji dimoli
(0,),, szczegolnie w ukladach wodnych, jest znikomo mala, a w warunkach prze-
prowadzonego eksperymentu jest wrgcz nierejestrowalna i nie ma wplywu na domi-
nujacy rodzaj emisji z powierzchni elektrody glinowej.
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4. BADANIA KOMPLEKSOW JONOW Ln(Ill) NA ELEKTRODZIE
AVALO,

Badania nad katodowo generowana luminescencja jonow lantanowcow na ele-
krodzie glinowej zapoczatkowano prawie dziesigc lat temu [26]. Wykazano, ze wy-
gaszanie emisji elektrody glinowej przez poszczegolne hydratowane jony Lin(III)
zachodzi z rézna wydajnoscia. W przypadku jondw Eu(IIl), Sm(IIT) 1 Yb(III)
odmienne wlasciwosci thumienia emisji wynikaly z reakeji redukeji, ktorym jony te
ulegaly na elektrodzie glinowe;:

Ln*+e — Ln*"

ze stalymi szybkosci drugiego rzgdu, o wartosciach rownych 6.5 - 10'°1 - mol™ - s,
43-10"]-mol?-s112,0- 101 - mol™ - s, odpowiednio dla jonow europu, iterbu
1 samaru. W calej serii jonow lantanowcow o wlasciwosciach emisyjnych tylko dla
jonoéw Tb(IIl) zaobserwowano charakterystyczna emisj¢, pochodzaca od przejsc¢
°D,—'F, [26], jako skutek przekazania energii z poziomu 'P (6,1 ¢V), a zwlaszcza
3P(3.0 ¢V), na poziomy 4£75d (5.6 ¢V) 14f (5D4, 2.5 eV).

Przeniesienie energii ze stanow [T ligandéw aromatycznych do poziomdw
emisyjnych jonéw lantanowcow powoduje znaczne podwyzszenie ich emisji. Ten
typ sensybilizacji jest szczegdlnie dobrze poznany dla kompleksow Tb(III) 1 Eu(III),
poniewaz wiele roznych grup ligandow wykazuje energi¢ stanow trypletowych zbli-
zong do poziomow emisyjnych tych jonow [27-32]. Uzycie kompleksow lantanow-
cow w roli emiterow ECL prowadzono wigc rownolegle z badaniami nad mozliwo-
scig wzbudzania czasteczek organicznych zawierajacych fragmenty aromatyczne
w procesie utlenienia—redukcji na katodzie glinowej [33-38].

Wykazano, ze injekcja ,.goracych” elektronow do wodnych roztworow kom-
pleksow lantanowcow prowadzi do uzyskania wydajnej emisji jonow Ln(III). Szcze-
golnie intensywnie badano kompleksy terbu, poniewaz emisyjny czas zycia poziomu
wzbudzonego jonu Tb(III) w kompleksach chelatowych miesci si¢ w granicach
1,7-2.4 ms i moze by¢ z powodzeniem uzyty do czasowo-rozdzielczych technik
badawczych ECL [39-41]. Czasowo-rozdzielcza ECL zapewnia bardzo korzystny
stosunek sygnatu do szumu i pozwala osiagna¢ podobna czulos¢ detekeji jak w przy-
padku fotoluminescencji chelatow Ln(IIl). Autorzy prac [42, 43] zaproponowali
mechanizm wzbudzenia chelatow terbu pokazany na ponizszym schemacie:

Tb(Ill) - L+ Ox" — Tb(Il) ~L_ + Ox"
Tb(Ill) - L, +e, — Tb(II) ~'L*
Th(IIl) - 'L* — Tb(IIl) - °L"

“Tb(III) — L — Tb(IIl) — L + /v,

gdzie L — jest ligandem a Ox" rodnikiem hydroksylowym lub siarczanowym.
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Schemat procesu wewnatrzczasteczkowego transferu energii pokazano na Rys. 6.
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Rysunek 6. Schemat przekazu energii do jonu lantanowca w procesie wzbudzenia na drodze
redukcji—utlenienia lub utlenienia-redukcji kompleksujacego liganda

Przykladowe widmo emisji oraz strukturg liganda tworzacego z jonami Tb(III)
wydajny uklad ECL przedstawiono na Rys. 7 [18].
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Rysunek 7. Katodowo generowana ECL kompleksu Tb(III) z kwasem etylenodiamino
DL-o-hydroksy-fenylooctowym na elektrodzie Al/ALO,.
Stezenie kompleksu = 10~° mol - dm, impulsy: amplituda 20 V, czestotliwosé 50 Hz,
fadunek: 50 puC - impuls™



ELEKTROGENEROWANA CHEMILUMINESCENCJA KOMPLEKSOW LANTANOWCOW(IIT) 291

Elektrochemiluminescencja kompleksow europu wykazuje duzo nizsza wydaj-
nos¢ niz w przypadku kompleksow terbu. Wynika to z faktu, ze cho¢ ich wlasciwo-
sci luminescencyjne sa zblizone, to ich wlasciwosci redoks sa znaczaco odmienne.
Jon Tb(III) jest wyjatkowo trudny do jednoelektronowej redukeji lub utlenienia:
E, (Tb(I)/Tb(I))=-3.7V oraz E, (Tb(IV)/Tb(IIl)) =+ 3,1 V, za$ jon Eu(1II), cho¢ jest
trudny do utlenienia: E, (Eu(IV) / Eu(Ill)) = 6.4 V, latwo ulega redukcji: E, (Eu(IIl)/
Eu(ll)) =— 0,35 V [12]. W zwiazku z tym latwo jest redukowany na katodzie glino-
wej przez €, lub zredukowane formy liganda. Wzbudzanie jonow Eu(Ill) poprzez
inicjalizowana redukcje liganda jest malo prawdopodobne. W tym przypadku, wla-
sciwa wydaje si¢ droga utlenienia—redukcji, przebiegajaca wedlug schematu [44]:

Eu(Ill) - L + SO: — Eu(lll) - L+ SO>
Eu(lll) - L +e, —> Eu(Ill) - L'

W przypadku wzbudzenia liganda do stanu singletowego, nast¢puje przejscie
migdzysystemowe i przeniesienie energii na poziom rezonansowy D jonu europu
przy 2.1 eV, ktory ulega promienistej dezaktywacji ‘D, — F ;:

Eu(IIl) - 'L" — Eu(Il) - °L°
Eu(IIT) — 3L — “Eu(Ill) - L
“Eu(Ill) - L — Eu(Il) - L + Av

Szczegolnym przypadkiem jest uklad zawierajacy kompleks azydkowy europu.
Jest to pierwszy kompleks lantanowca z ligandem nicorganicznym, ktory w warun-
kach katodowej polaryzacji elektrody glinowej w roztworze wodnym wykazuje emisj¢
zpoziomu °D (Rys. 8).

Autorzy wezesniejszych doniesien o foto- i elektrogenerowanej redukcji jondw
metali d i f-elektronowych [45, 46] zaproponowali mechanizm proceséw zachodza-
cych w ukladzie: katodowo polaryzowana elektroda AI/ALO~S Oz —Eu(IlD)-N;
(Rys. 9).
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Rysunek 8. Dwa najbardziej intensywne pasma emisyjne ‘D, — F, i *D, = 'F, w widmie ECL uktadu
Eu(IID)-N; w roztworze Na,SO, (0,1 mol - dm’) na elektrodzie Al/ALO,, impulsy: amplituda 40V,

czestotliwos¢ 30Hz, tadunek 90 pC - impuls™
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Rysunek 9. Schemat elektroredukcji i wzbudzenia azydkowego kompleksu europu(IIl) przy katodowo
polaryzowanej elektrodzie glinowej w roztworze wodnym

Specyfika powierzchni elektrody tlenkowej w warunkach polaryzacji katodo-
wej pozwala na domieszkowanie powierzchni elektrody jonami lantanowcow. Wyka-
zano dotychczas mozliwos¢ trwalego wiazania jonow Tb(III) 1 Dy(IIl) z elektroda
aluminiowa oraz uzyskiwanie z jej powierzchni emisji charakterystycznej dla po-
szczegolnych jondw [43]. Badania z uzyciem czasowo rozdzielczej ECL domiesz-
kowanej elektrody glinowej wykazaly istnienie ok. 4 czasteczek wody w wewngtrz-
nej sferze koordynacyjnej jonu terbu [19]. Wskazuje to na czgsciowe zwiazanie jonu
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lantanowca ze struktura uwodnionego tlenku glinu. Wyniki badan emisji z uzyciem
domieszkowanej elektrody jonami Tb(III) i Dy(III) w roztworze zawierajacym wy-
lacznie S O; wykazywaly natezenie ECL, ktore silnie wzrastalo po dodaniu liganda
chelatujacego [18]. Oznacza to, ze proces emisji jonow lantanowcow w takim ukla-
dzie jest suma luminescencji: jonow adsorbowanych w warstwie Al1,O, oraz w ob-
szarze przyelektrodowym. W analogicznych warunkach nie zaobserwowano ECL
dla jonu Gd(III). Wysoko polozony poziom emisyjny jonu gadolinu °P_, (3,98 eV)
uniemozliwia wzbudzenie go wskutek transferu energii z poziomu trypletowego
liganda ani tez na drodze zmiany stopnia utlenienia tego jonu (E, (Gd*/Gd*) =79V,
E, (Gd**/Gd*)), co réwnoczesnie wyklucza istotna role transferu ze stanow single-
towych liganda.

5. ECL W UKLADACH Z KOMPLEKSAMI DIJADROWYMI

Badania strukturalne ujawnily mozliwos¢ tworzenia si¢ komplekséw homodi-
jadrowych 1 hetorodijadrowych z udzialem chelatujacego, szesciodentnego liganda:
2.6-bis| N N-bis(karboksymetylo)aminometylo]|-4-benzoilofenolu oraz Y (IIT), Dy(III)
1 Sm(IIT) w srodowisku wodnym [47, 48]. Katodowo generowana ECL na elektro-
dzie glinowej tego typu kompleksow [49] wykazala wyzsze (o okolo 1 rzad wielko-
$ci) natgzenie emisji w ukladach heterodijadrowych typu: L-Y(III)-Ln(I1I)-L w po-
réwnaniu z ukladami homodijadrowymi. Analogiczne zjawisko podwyzszania ECL
w uktadach z dwoma centrami emisji zaobserwowano w ukladach Eu(I1I)-Tb(III) —
zasada Schiffa (Rys. 10).

8000 - —L

] - — - L+Eu(lll) . ECL x 30
70004 |- L+Th(lll) o
—-—- L+Tb(I)+Eu(lll)

6000
5000 4

4000
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Rysunek 10. Widmo ECL uktadu o skladzie: Eu(III), Tb(III),
2-salicyli-denoamino-2-hydroksymetylo-1,3-propanodiol, generowane na katodowo polaryzowanej
elektrodzie AlI/ALO, w wodzie. Amplituda impulsu: 40 V, czgstotliwos¢ 20 Hz, tadunek: 50 uC - impuls™
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W ukladzie tym energia wzbudzonego liganda rozklada si¢ na dwa centra emi-
syjne — jony terbu i europu [50]. Jak wida¢, osiagnigcie poziomu emisyjnego D,
jonu Eu(III) jest mozliwe tylko w obecnosci jonow Tb(III), ponadto stosunek nate-
zen pasm dla & = 594 nm 1 618 nm wskazuje, ze zardbwno wzbudzenie, jak 1 emisja
zachodza w obrgbie kompleksu w procesie zewnatrz- lub wewnatrzczasteczkowego
przekazania energii. Analogiczny proces przeniesienia energii zaobserwowano juz
wczesniej [51], w badaniach luminescencji kompleksdéw europu 1 terbu z kwasem
asparaginowym.

Obecnie znana jest jeszcze stosunkowo mala liczba prac obejmujacych dane
cksperymentalne ECL dla ukladéw lantanowcow, jednak nalezy sadzi¢, ze prace
uwzgledniajace waznos$¢ czynnikdw geometrycznych w kompleksie, a zwlaszcza
wzajemne odleglosci donora i1 akceptora, stanowi¢ beda przedmiot dalszych zainte-
resowan w badaniach nad kompleksami lantanowcow.

PODSUMOWANIE

Zjawisko elektrogenerowanej luminescencji na katodzie glinowej, oparte
w swych zalozeniach o wysokoenergetyczne reakcje z przeniesieniem elektronu,
w szczegolny sposdb laczy ze soba zarowno klasyczna chemiluminescencje, jak
1 elektroluminescencj¢ w cicle stalym. Procesy na granicy metal/polprzewodnik/
elektrolit, w warunkach silnego pola elektrycznego, sa dopiero sukcesywnie pozna-
wane, a ich potencjalne znaczenie aplikacyjne w zakresie analityki juz jest doceniane
1 wykorzystywane. Zastosowanie lantanowcow w tej dziedzinie elektrochemii jest
bardzo pozadane, ze wzglgdu: z jednej strony na juz wspomniane specyficzne wla-
sciwosci redoks, z drugiej — na znaczna ,.czulos¢” spektroskopowa, uwzgledniajaca
zmiany w ich sferze koordynacji. Mozna wigc oczekiwa¢ wprowadzenia nowej
jakosci w badaniach tworzenia si¢ 1 degradacji nanostruktur tlenkowych na po-
wierzchni tego typu elektrod w procesie ECL 1 wprowadzenia interpretacji iloscio-
wej w ustalaniu mechanizmow zachodzacych tam przemian.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] L.R. Faulkner, A. J. Bard, [w:] Electroanalytical Chemistry, A.J. Bard Ed., Marcel Dekker,
New York 1977, vol 10, 1-95.

[2] M.M. Richter, Chem. Rev., 2004, 104, 3003.

[3] L.R. Faulkner, A.J. Bard, J. Electroanal. Chem., 1977, 10, 1.

[4] L.J. Kricka, PE. Stanley, Luminescence, 1999, 14, 107.

[5] A.W. Knight, Trends Anal. Chem., 1999, 18, 47.

[6] R.G. Gerardi, N.W. Barnett, S.W. Levis, Anal. Chim. Acta, 1999, 378, 1.

[7] Electrogenerated Chemiluminescence, A.J. Bard, Ed. Marcell Dekker, New York, 2004.

[8] M. Zhou, G.P. Robertson, J. Rooverst, Inorg. Chem., 2005, 44, 8317.

[9] D. Bruce, M.M. Richter, Ana. Chem., 2002, 74, 3157.



ELEKTROGENEROWANA CHEMILUMINESCENCJA KOMPLEKSOW LANTANOWCOW(IIT) 295

[10] A. Kapturkiewicz, T.-Ming Chen, [.R. Laskar, J. Nowacki, Electrochem. Commun., 2004, 6, 827.

[11] A. Kapturkiewicz, P. Szrebowaty, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 2002, 3219.

[12] W.T. Carnall, [w:] Handbook on the Physics and Chemistry of Rare Earths, K.A. Gschneider,
L.R. Eyring, Eds, Vol. 3. Chapt. 24, North Holland, Amsterdam 1979.

[13] P. Gawryszewska, J. Sokolnicki, J. Legendziewicz, Coord. Chem. Rev., 2005, 249, 2489.

[14] J. Legendziewicz, J. Sokolnicki, Wiad. Chem., 2004, 125.

[15] R.E. Hemingway, S.-M. Park, A.J. Bard, J. Am. Chem. Soc., 1975, 95, 200.

[16] M.M. Richter, A.J. Bard, Anal. Chem., 1996, 68, 2641.

[17] S.-I. Chen, F. Ding, Y. Liu, H-C. Zhao, Spectrochimica Acta, A, 20006, 64, 130.

[18] K. Staninski, S. Lis, D. Komar, Electrochemistry Comm. 2006, 8, 1071.

[19] S. Kulmala, A. Kulmala, M. Helin, I. Hyppanen, Anal. Chim. Acta, 1998, 359, 71.

[20] S. Kulmala, A. Kulmala, T. Ala-Kleme, J. Pihlaja, Anal. Chim. Acta, 1998, 367, 17.

[21] S. Kulmala, T. Ala-Kleme, H. Joela, A. Kulmala, J. Radioanal. Nucl. Chem., 1998, 232, 91.

[22] N. Klein, M. Albert, J. Appl. Phys. 1982, 53, 5840.

[23] O.V. Reshetnyak, E.P. Koval’chuk, Electrochimica Acta, 1998, 43, 465.

[24] O.V. Reshetnyak, E.P. Koval’chuk, P. Skurski, J. Rak, J. Blazejowski, J. Luminescence, 2003, 105,
27.

[25] E.P. Koval’chuk, O.V. Reshetnyak, A.O. Chernyak, Ya.S. Kovalyshyn, Electrochimica Acta, 1999,
44, 4079.

[26] A. Hakanen, E. Laine, M. Latva, T. Ala-Kleme, K. Haapakka, J. All. Compd., 1998, 275-277, 476.

[27] S. Lis, J. All. Compd., 2002, 341, 45.

[28] H.F. Brito, O.L. Malta, J.F.S. Menezes, J. All. Compd., 2000, 336, 303.

[29] F.C.J.M. van Veggel, M.P. Oude Wolbers, D.N. Reinhoudt, J. Phys. Chem. A, 1998, 102, 3060.

[30] R.D. Archer, H. Chen, Inorg. Chem., 1998, 37, 2089.

[31] P. Gawryszewska, L. Jerzykiewicz, M. Pietraszkiewicz, J. Legendziewicz, J.P. Riedl, Inorg. Chem.,
2000, 39, 5365.

[32] O.L. Malta, J. Legendziewicz, E. Huskowska, 1. Torowska-Tyrk, R.Q. Albuquerque, C. de Mello
Donega, FR.G. e Silva, J. All. Compd., 2001, 323-324, 654.

[33] P. Canty, L. Vire, M. Hiakansson, A.-M. Spehar, D. Papkovsky, T. Ala-Kleme, J. Kankare,
S. Kulmala, Anal. Chim. Acta, 2002, 453, 269.

[34] S. Kulmala, C. Matachescu, A. Kulmala, D. Papovsky, M. Hikansson, H. Ketamo, P. Canty, Anal.
Chim. Acta, 2002, 453, 253.

[35] J. Legendziewicz, J. All. Compd., 2000, 300-301, 71.

[36] Q. Jiang, A.-M. Spehar, M. Hiakansson, J. Suomi, T. Ala-Kleme, S. Kulmala, Electrochimica Acta,
2006, 51, 2706.

[37] M. Helin, Q. Jiang, H. Ketamo, M. Hiakansson, A.-M. Spehar, S. Kulmala, T. Ala-Kleme,
Electrochimica Acta, 2005, 51, 725.

[38] P. Laakso, H. Anttila, V. Kairisto, J. Eskola, S. Kulmala, T. Ala-Kleme, 2005, 541, 85.

[39] J. Kankare, K. Filden, S. Kulmala, K. Haapakka, Anal. Chim. Acta, 1992, 256, 17.

[40] S. Kulmala, K. Haapakka, J. All. Compd., 1995, 225, 502.

[41] M. Hékansson, M. Helin, M. Putkonen, Q. Jiang, M. Kotiranta, J. Suomi, A.J. Niskanen,
T. Ala-Kleme, S. Kulmala, Anal. Chim. Acta, 2005, 541, 137.

[42] S. Kulmala, T. Ala-Kleme, M. Latva, K. Loikas, H. Takalo, J. Fluoresc., 1998, 8, 59.

[43] S. Kulmala, J. Suomi, Anal. Chim. Acta, 2003, 500, 21.

[44] Q. Jiang, M. Hékansson, A.-M. Spehar, J. Ahonen, T. Ala-Kleme, S. Kulmala, Anal. Chim. Acta,
20006, 558, 302.

[45] R. Jurczakowski, M. Orlik, J. Electroanal. Chem., 2005, 574, 311.

[46] H. Kunkely, A. Vogler, Inorg. Chem. Commun., 2005, 8, 117.



296 K. STANINSKL S. LIS

[47] M. Latva, S. Kulmala, K. Haapakka, Inorg. Chim. Acta, 1996, 247, 209.

[48] M. Latva, P. Mékinen, S. Kulmala, K. Haapakka, J. Chem. Soc. Faraday Trans., 1996, 92, 3321.
[49] T. Ala-Kleme, K. Haapakka, M. Latwa, J. All. Compd., 1998, 275-277, 911.

[50] K. Staninski, S. Lis, J. All. Compd., przyjeta do druku.

[51] H.G. Brittain, Inorg. Chem., 1979, 18, 1740.

Praca wplynela do Redakc;ji 8 stycznia 2007



WIADOMOSCI 2007, 61, 3-4
chemiczne PL 1SSN 0043-5104

INFORMACJE

INFORMACJA REDAKCJI ,, WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” w porozumieniu z Rada Redakcyjna
kontynuuje inicjatywe podjeta na konferencji Dziekanow Wydziatow Chemicznych,
ktéra odbyta si¢ w lutym 2007 roku w Poznaniu.

Zgodnie z tg inicjatywq poszczegolne osrodki chemiczne (przede wszystkim
uczelniane) w Polsce moga publikowa¢ w ,, Wiadomosciach Chemicznych” informa-
cje o swojej dziatalnosci.
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Politechnika Wroctawska

Studia Doktoranckie na Wydziale Chemicznym

Wydziatl Chemiczny Politechniki Wroctawskiej ogtasza nabor
na czteroletnie stacjonarne STUDIA DOKTORANCKIE w roku
akademickim 2007/2008, w nastgpujacych dyscyplinach:

e CHEMIA, W tym specjalnos¢ BIOTECHNOLOGIA
e INZYNIERIA CHEMICZNA
e TECHNOLOGIA CHEMICZNA, W tym INZYNIERIA MATERIALOWA

Warunkami przyjgcia na studia sa ukonczone studia wyzsze
11 stopnia i pozytywny wynik postgpowania kwalifikacyjnego.

Zgloszenia wraz z wymaganymi dokumentami nalezy sklada¢

w Dziale Nauczania Politechniki Wroctawskiej (Wybrzeze
Wyspianskiego 27, budynek A1, pokdj 153) w dniach od 7 do 29
maja biezacego roku.

Przewidywany termin rozmow kwalifikacyjnych: 18 - 20 czerwca.

Kandydaci zakwalifikowani na studia, ktorzy uzyskaja wysoka
lokat¢ w post¢gpowaniu rekrutacyjnym, moga otrzymac stypendium
doktoranckie. Ponadto, zgodnie z Regulaminem Studiow
Doktoranckich, doktoranci moga ubiegaé si¢ o stypendia socjalne

i naukowe.

Dodatkowe informacje o rekrutacji, w tym o potencjalnych
promotorach, mozna uzyskac na stronach internetowych Studium
Doktoranckiego Politechniki Wroctawskiej
(http://www.doktoranci.pwr.wroc.pl)

1 Wydzialu Chemicznego (http:/www.ch.pwr.wroc.pl).
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== ;PORB

WYDZIAL. CHEMII UNIWERSYTETU WROCLAWSKIEGO
zaprasza na bezplatne kursy:

NOWOCZESNY PRACOWNIK LABORATORIUM

Szkolenie jest finansowane ze srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego (75%)
oraz budzetu panstwa (25%), realizowane pod nadzorem Dolnoslaskiego Wojewddz-
kiego Urzgdu Pracy w ramach Zintegrowanego Programu Operacyjnego Rozwoju
Regionalnego w punkcie:

Priorytet 2 Wzmocnienie rozwoju zasobow ludzkich w regionach
Drzialanie 2.1. Rozwdj umiejetnosci powiqzany z potrzebami regionalnego rynku
pracy i mozliwosci ksztalcenia ustawicznego w regionie.

Celem szkolen jest aktualizacja wiedzy w zakresie nowoczesnych metod analitycz-
nych, przygotowanie metody pomiarowej do walidacji, projektowanie systemow bez-
pieczenstwa w laboratorium chemicznym.

Program szkolen obejmuje 52 godziny zaje¢ w formie wyktadow, warsztatow i labo-
ratoriow.

Podczas szkolen istnieje mozliwo$¢ uzyskania certyfikatow bieglosci analityczne;.

Uniwersytet Wroclawski
Wydzial Chemii

ul. F. Joliot-Curie 14
50-383 Wroclaw

Dodatkowe informacje znajduja si¢ na stronie internetowej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego
www.chem.uni.wroc.pl/METFIZ/kursy/index.html oraz pod numerem telefonu 071/37 57 210
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