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ABSTRACT

This paper reviews the most important problems of inteiparticle interactions, 
which determine effectiveness of many technologies (such as: painting, printing, 
xerographing) and physical phenomena (for example: flocculation, aggregation, 
agglomeration, coagulation and wetting). This paper presents an evolution o f theo
retical models o f adhesion phenomena.

Hertz at the end o f XIX century investigated creation o f the contact between 
two particles. He based his conclusion on mechanical side of phenomena only. This 
observation gave beginning for Griffith’s testing, which elaborated theory of brittle 
fracture (1920). In this theory he coupled surface energy yand elasticity.

At the thirties Bradley and Derjaguin presented independently adhesion indu
ced deformation. Bradley based his investigation on expotential relationship inter
action between two molecules. Derjaguin interpreted these phenomena with the aid 
o f geometrical and thermodynamical analysis.

The fifties there was a great development o f trybology and fracture mechanics. 
Irwin introduced new technical term of strain energy G released when the crack area 
varied by dS. After that Krupp generalized Deijaguin model and added influence of 
plastic deformation.

At the early seventies two theories were created. First theory created by John
son, Kendall and Roberts (called JKR), and second one by Deijaguin, Muller, Topo- 
row (called DMT theory). These two models were and still are base to interpreting 
interparticle interactions.

The next model is Dugdale model developed for crack tip plasticity and is quite 
simple: the stresses in the cohesive zone are constant and equal to the yield stress of 
the testing material.

In 1983 Muller assuming a Hertzian profile, compared his earlier thermodyna
mic method, in which the force of attraction decreases from 2nWA to nWA, for more 
correct value by summing up the interactions in the Hertzian fixed gap.

In this publication range of application each o f these theories are introduced.
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SYMBOLE

A -  stała Hamakera
A -  bezwymiarowy parametr (rów. (62))

a -  promień płaszczyzny kontaktu

co -  promień płaszczyzny kontaktu przy zerowym obciążeniu

c  -  całkowity promień płaszczyzny kontaktu
d  -  strefa kohezyjna (c - a)

E -  moduł Younga,
Fs -  siła wynikająca ze zmian swobodnej energii powierzchniowej

G -  prędkość uwalniania energii sprężystej
K  -  współczynnik intensywności naprężeń
K  -  współczynnik intensywności naprężeń wynikający z oddziaływań mię-

dzymolekularnych
AT, — współczynnik intensywności naprężeń wynikający z obciążenia zew

nętrznego
k , A'2 -  współczynniki sprężystości kul 1 i 2
P  -  obciążenie wynikające z oddziaływań międzyfazowych
P -  bezwymiarowy parametr (rów. (63))
Po -  obciążenie mechaniczne

Pt -  siła sprężystości
P7(p) -  rozkład ciśnienia normalnego do płaszczyzny kontaktu

R -  promień kuli
R' -  odległość punktu przy którym rozważne jest odkształcenie do środka

płaszczyzny kontaktu 

r -  odległość punktu od osi rzędnych

5  — powierzchnia
E/e — energia sprężystości
E/m -  energia potencjalna wynikająca z obciążenia mechanicznego
Us — energia powierzchniowa
Ur -  całkowita energia układu

-  praca adhezji

w -  powierzchnia zdeformowanej części kuli
x — wielkość przemieszczenia się ciał, równe jest w  przybliżeniu warlości S

 ̂ -  odległość punktu od osi odciętych

-  najmniejsza odległość, na jaką mogą zbliżyć się do siebie dwa krysta
liczne ciała (wg. Dierjagnina dla kryształów zo = 4 A)

A -  bezwymiarowy parametr (rów. (64))

5 -  głębokość sprężystego lub plastycznego odkształcenia
5, -  odkształcenie postępującego przełomu dla i- = c
££ — funkcja głównych promieni krzywizny ciał w punkcie ich największe

go zbliżenia
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m -  energia oddziaływań pomiędzy dwoma ciałami w funkcji odległości (/¡)

7 -  swobodna energia międzyfazowa

V -  arbitralnie wybrany ułamek (0,05)

h -  arbitralnie wybrana wielkość (20)
Jja -  stała Lifshitza -  van der Waalsa
X -  bezwymiarowy parametr (rów. (65))

P -  bezwymiarowy współczynnik (rów. (44))
-  kształt przełomu

V -  liczba Poissona

P -  odległość rozważanego punktu od środka powierzchni płaszczyzny kon
taktu

a -  rozkład naprężeń w płaszczyźnie kontaktu
<j0 -  rozkład naprężeń na granicy płaszczyzny kontaktu

-  arbitralnie wybrany ułamek (0,05)
-  arbitralnie wybrany ułamek (0,05)

WSTĘP

Adhezja jest zjawiskiem makroskopowym polegającym na połączeniu się ze 
sobą powierzchniowych warstw różnych ciał lub faz (stałych lub ciekłych), zacho
dzącym w wyniku działania sił międzymolekulamych. Mechanizmy powstawania 
takich połączeń są dość złożone a badania zjawiska adhezji prowadzone są bądź od 
strony chemii powierzchni, bądź od strony mechaniki powstawania pęknięć lub prze
łomów. W pierwszym przypadku próbuje się połączyć siły adhezyjne z oddziały
waniami van der Waalsa lub z termodynamiczną pracą adhezji. W przypadku badań 
prowadzonych w zakresie mechaniki powstawania pęknięć lub kruchych przeło
mów, analizuje się je  na podstawie wielkości i rozkładu naprężeń dookoła już ist
niejącego pęknięcia.

Obie metody stosowane są w celu bliższego poznania i zrozumienia roli adhe
zji oraz jej znaczenia w wielu procesach, takich jak: tarcie, smarowanie, klejenie, 
aglomeracja czy agregacja, rozdrabnianie i wiele innych. Stąd określenie wielkości 
i rodzaju oddziaływań adhezyjnych przyczynia się do usprawnienia technologii np.: 
farbowania tkanin, malowania, drukowania, kserowania, a także w lecznictwie, za
równo przy produkcji leków jak i podczas ich późniejszego stosowania.

W czasie zbliżania do siebie dwóch ciał o doskonale gładkich powierzchniach, 
w wyniku zmniejszenia odległości rosną siły międzymolekulame, które prowadzą 
do utworzenia trwałego atomowego kontaktu. Dla ponownego rozdzielenia tych 
ciał należy wykonać określoną pracę, którą nazywamy pracą adhezji. Utworzenie 
kontaktu pomiędzy dwoma ciałami, zachodzące w wyniku działania sił międzyfa- 
zowych (sił wewnętrznych) lub zewnętrznego obciążenia mechanicznego (sił zew
nętrznych), prowadzi do deformacji powierzchni ciała charakteryzującego się właś
ciwościami sprężystymi lub lepko-plastycznymi, czyli ciała o niższym module sprę
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żystości. Wielkości sprężystych odkształceń są małe dla ciał o wysokich modułach 
sprężystości i znaczne, a tym samym mierzalne, dla ciał o niskich modułach. Wszyst
kie te czynniki muszą być brane pod uwagę przy badaniu i opisie zjawiska adhezji.

Przegląd głównych teoretycznych rozwiązań opisujących proces adhezji oraz 
omówienie zakresów stosowalności jest celem tej pracy.

1. TEORETYCZNE MODELE ADHEZJI: KRÓTKI RYS HISTORYCZNY

Adhezja cząstek na powierzchni jest procesem bardzo złożonym. Zależy w głów
nej mierze od wielkości mechanicznego obciążenia (siły przyciskającej), powierzchni 
kontaktu między nimi, właściwości mechanicznych kontaktujących się ciał oraz 
swobodnej energii międzyfazowej, a w przypadku zetknięcia dwóch ziaren również 
od ich rozmiarów.

Pierwsze badania procesu adhezji prowadzone były już w XIX wieku [1 ,2] 
a utworzenie trwałego kontaktu było rozpatrywane od strony mechaniki zjawiska. 
W 1882 r. Hertz [1] zakładając eliptyczny rozkład naprężeń w płaszczyźnie kontak
tu między dwoma gładkimi i sprężystymi ciałami opracował podstawy teorii proce
su adhezji. Stwierdził, że zarówno wielkość, kształt jak i trwałość utworzonego kon
taktu związane są z odkształceniem się ciała bardziej sprężystego. Dcfomiacje te są 
powodowane sprężystym oddziaływaniem materiałów wywołanym działaniem siły 
zewnętrznej, tzw. obciążenia mechanicznego, lub własnymi siłami przyciągający-

Problem ten był również przedmiotem badań prowadzonych przez Boussines- 
qa [2], który wykazał, że w czasie beztarciowego wciskania sztywnego wgłębnika,
o wypukłej powierzchni do sprężystej półprzestrzeni drugiego ciała, powierzchnia 
kontaktu na ogół nie jest znana. Zagadnienie to można rozwiązać zakładając, że 
w momencie zetknięcia tych ciał składowa normalna naprężenia wynosi zero, co 
było przez wiele lat powszechnie akceptowane.

W roku 1920 Griffith [3] opracował podstawy teorii powstawania tzw. kru
chych przełomów (pękanie ciała kruchego). Wykazał on, że siły powierzchniowe 
deformują rozwijanie przełomu powodując zwiększanie energii sprężystości i w ten 
sposób modyfikują równowagę energetyczną. W wyniku powstawania kruchego 
przełomu następuje powiększenie powierzchni o dS w wyniku wykonania pracy 
ydS  (S -  powierzchnia, y -  swobodna energia międzyfazowa).

W latach trzydziestych Bradley [4,5], wykorzystując wykładniczą funkcję opisu
jącą zmianę oddziaływań pomiędzy cząsteczkami (lub atomami) z odległością wy
prowadził równanie wiążące siłę oddziaływań (P) pomiędzy dwoma kontaktujący
mi się kulami o promieniach i R2 z pracą adhezji, WA, a pośrednio z swobodną 
energią międzyfazową ponieważ WK = yt + y2 - yn  (indeksy 1 i 2 odnoszą się do 
granicy faz ciało stałe-gaz, a 12 do granicy faz ciało stałe-ciało stałe). Równanie to 
ma postać:
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P = 4 nWA 0 )

W dotychczasowych rozważaniach [1-5] zjawiska adhezji pomiędzy dwoma 
ciałami stałymi nie brano pod uwagę faktu, że w czasie utworzenia trwałego kon
taktu ulegająone większym lub mniejszym odkształceniom sprężystym. Pierwszym, 
który uwzględnił odkształcenia tego typu był Derjaguin [6], Na podstawie geome
trycznej i termodynamicznej analizy utworzonego kontaktu pomiędzy kulą i płaską 
powierzchnią wyprowadził następujące równanie:

gdzie -(p(h) jest to energia oddziaływań pomiędzy dwoma równoległymi płaszczy
znami w funkcji odległości (h) i se’ jest funkcją głównych promieni krzywizny 
kontaktujących się ciał w punkcie ich największego zbliżania. W przypadku kon
taktu dwu kul będących w stanie równowagi równanie (2) przyjmuje postać równa
nia (1) wyprowadzonego przez Bradleya [4, 5], Derjaguin [6] wyprowadził również 
równanie wiążące promień płaszczyzny kontaktu (a) pomiędzy sztywną kulą a pła
ską sprężystą powierzchnią ciała stałego, które przy założeniu, że oddziałują one 
zgodnie z teorią Hertza, ma postać:

gdzie P jest to siła obciążenia mechanicznego, £  jest to moduł Younga, y jest to 
liczba Poissona i R jest to promień kuli. W przypadku, kiedy oddziaływania mię- 
dzymolekulame wynikają wyłącznie z oddziaływań van der Waalsa [7], wówczas 
siła oddziaływania międzyfazowego (P), zgodnie z badaniami Kruppa [8], wynosi:

P  = -
2 n

T<P(h ) (2)
''J £ £

(4)

gdzie rjtn jest to stała Lifshitza-van der Waalsa i zo jest to najmniejsza odległość 
na jaką mogą zbliżyć się dwa krystaliczne ciała (wg. Derjaguina zo = 4 A), a
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Dalsze badania nad mechaniką kruchych pęknięć i trybologią doprowadziły 
Irwina [7, 8] do stwierdzenia, że kiedy powierzchnia w wyniku kruchego przełomu 
zmienia się o dS, to zgodnie z kryterium Griffitha [3], po osiągnięciu stanu równo
wagi, prędkość uwalniania energii sprężystej (G) jes t równa energii kohezji 
(G = ff'Koh). Pękanie materiału kruchego wg Irvina [9, 10] zachodzi w trzech eta
pach: w pierwszym następuje rozluźnienie wiązań, w drugim przesuwanie się wzglę
dem siebie stykających się warstw i w trzecim dochodzi do rozdzielenia kontaktują
cych się powierzchni.

Dokładną analizę tego problemu przeprowadził Johnson [11] przyjmując, że 
wielkość płaszczyzny kontaktu pomiędzy dwoma kulami, utworzonej w wyniku 
działania obciążenia mechanicznego (Po) określa teoria Hertza. Zmn.cjszcnie lub 
zanik działania tej siły powoduje natychmiastowy wzrost naprężeń rozciągających 
po obwodzie płaszczyzny kontaktu a w granicznym przypadku prowadzi do prze
rwania kontaktu [9-12]. Stąd wynika wniosek, że promień płaszczyzny kontaktu 
nie może być większy od promienia określonego na podstawie teorii Hertza [1],

Krupp [8] postulował, że naprężenia wynikające z sił powierzchniowych mogą 
być wyższe niż graniczna sprężystość jednego z materiałów. Na tej podstawie pró
bował uogólnić model Derjaguina [6] włączając do swoich rozważań przepływ pla
styczny. Założył on [8], żc płaszczyznę kontaktu można podzielić na dwa różne 
obszary:

1) strefę wewnętrzną o promieniu a, na którą działaj ą wyższe naprężenia powo- 
dujące odkształcenia plastyczne oraz

2) zewnętrzny pierścień, na który działają niższe naprężenia powodujące od
kształcenia sprężyste, co prowadzi do zwiększenia płaszczyzny kontaktu 
od a do c.

Przeprowadzone przez Kruppa [8] badania wykazały, że promienie płaszczy
zny kontaktu a i c zależą od twardości materiału, która jest funkcją czasu działania 
danego obciążenia mechanicznego.

2. TEORIA HERTZA

Hertz [1] analizując utworzenie kontaktu pomiędzy dwoma sprężystymi ciała
mi pod działaniem określonego obciążenia mechanicznego (Po) (Rys. 1) założył elip
tyczny rozkład naprężeń w płaszczyźnie kontaktu, które prowadzą do niewielkich 
sprężystych odkształceń. Dla dwu kul o promieniach i?, i poddanych działaniu 
określonego obciążenia mechanicznego Po, promień utworzonej płaszczyzny kon
taktu, a, wynosi:

3 3 /?.

° = 4 ^ (5)
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gdzie k l i k2 są  to współczynniki sprężystości badanych kul, które można obliczyć 
z równań:

. l ~ v f
k x = — - i -  (6a)

n t x

1 1~ V2K  = — ~  (6b)
7UE2

W wyniku działania obciążenia mechanicznego głębokość sprężystego czy plastycz
nego odkształcenia kul (<5) wynosi (Rys. 1):

S 3 = ~ 7 T 2 (k x + k 2 f  - ^ — 2 Po2 (7)
16 ' 27 R ,R 2 °  ̂ }

Te teoretyczne rozwiązania Hertza [1] zostały potwierdzone doświadczalnie przez 
mikroskopowe pomiary promienia płaszczyzny kontaktu utworzonego pomiędzy 
gumową i szklaną kulą.

P.
Y

Rysunek 1. Schemat kontaktu dwóch kul. Pa -  obciążenie mechaniczne, S— sprężyste odkształcenie, 
a  -  promień płaszczyzny kontaktu, c -  promień płaszczyzny kontaktu ze strefą kohezyjną,

/?,, R2 -  promienie kontaktujących się kul

Teoria Hertza była i jest ciągle przedmiotem badań [3-22], które wykazały 
m.in., że płaszczyzna kontaktu utworzona pomiędzy np. szklaną kulą i elastomerem 
jest większa, niż wynikało z tej teorii. Johnson, Kendal i Roberts [12] wykazali, że 
przy niewielkich obciążeniach mechanicznych płaszczyzna kontaktu jest większa
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od tej wynikającej z teorii Hertza [1]. Przy zerowym obciążeniu mechanicznym 
promień płaszczyzny kontaktu ma ciągle określoną stałą wartość a w przypadku 
czystych i suchych powierzchni stwierdzono znaczną adhezję [3, 12, 14, 15], Dla 
dużych obciążeń mechanicznych wyniki doświadczalne spełniają teorię Hertza [ 1],

Z badań prowadzonych przez Bradleya [4, 5], Derjaguina [6, 14, 15] i innych 
[3, 8, 11, 17] wynika, że swobodna energia powierzchniowa odgrywa istotną rolę 
w utworzeniu trwałego kontaktu pomiędzy dwoma ciałami. Rozwiązanie tego pro
blemu przedstawione jest w pracy Johnsona i współpracowników [12], które w skró
cie przedstawiono poniżej.

Johnson, Kendall i Roberts [12] (stąd powszechnie używany termin „teoria 
JKR”), analizując utworzenie kontaktu pomiędzy dwoma sprężystymi kulami wy
kazali, że przy zerowym obciążeniu mechanicznym, teoria Hertza zawodzi a przy
czyną znacznej adhezji pomiędzy tymi kulami są przyciągające oddziaływania mię- 
dzycząsteczkowe. W stanie równowagi przyrost energii sprężystości jest równy stra
tom swobodnej energii powierzchniowej, Us. Wielkość tych strat określa zależność:

a siła (Fs) wynikająca ze zmian energii wynosi:

gdzie: x  jest to głębokość sprężystego odkształcenia ciała, równa w przybliżeniu 
wartości ¿określonej równaniem (7) (Rys. 1) z teorii Hertza [1].

Dokładna wartość x  nie może być wyznaczona z tego równania, ponieważ przy
ciągające siły powierzchniowe zakłócają rozkład naprężeń w ciałach. W przybliże
niu można napisać, że:

3. TEORIA JOHNSONA, KENDALLAIROBERTSA

3.1. ANALIZA PODSTAWOWA

U s = - n a 2WA (8)

(10)
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I stąd:

7CRxR2Wa 
Fc —— -—-—— ( 11)

( /? ,+ /? ,)

Ta dodatkowa siła zwiększa zewnętrzną siłę, wynikającą z obciążenia mecha
nicznego, prowadząc do zmiany geometrii układu i energii kontaktujących się po
wierzchni i w konsekwencji ta siła powierzchniowa będzie zmieniać znacznie wiel
kość płaszczyzny kontaktu, a jej wielkość wynosi:

n 7iR{R2WA 
P0 ~ - - ~ —  (12)

(R l + R2)

Nieoczekiwanie, jak to widać z równania (11), siła adhezji (F  ) pomiędzy dwo
ma wypukłymi powierzchniami nie zależy od modułów Younga kontaktowanych 
materiałów. Moduł Younga wpływa na promień płaszczyzny kontaktu, jednakże jak 
widać z równania (8) i ( 10) zarówno energia powierzchniowa jak i energia spręży
stości zmienia się z a2, tym samym siła adhezji nie zależy od a i stąd od modułu 
Younga.

3.2. ANALIZA SZCZEGÓŁOWA

Dokładne określenie warunków równowagi pomiędzy zetkniętymi, sprężysty
mi kulami wyznaczono obliczając całkowitą energię układu (UT) w  zależności od 
promienia płaszczyzny kontaktu [12]. W stanie równowagi możemy zapisać:

W przypadku, gdy zaniedbuje się siłę wynikającą ze zmian energii powierzch
niowej, równanie (13) przyjmuje postać równań (5) i (7). Uwzględnienie działania 
sił powierzchniowych powoduje zwiększenie promienia płaszczyzny kontaktu od a 
do c [8] a obciążenie mechaniczne zgodnie z teorią Hertza [1] oznaczone jako Po, 
wynosi P x powodując utworzenie płaszczyzny kontaktu o promieniu c, który moż
na zdefiniować równaniem:

K
(14)
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gdzie:

K  = -------------------  ( 15)
37c{k{ + k 2)

a i są  współczynnikami sprężystości danymi równaniami (6a) i (6b).
Całkowita energia układu (UT) jest sumą trzech składowych: zakumulowanej 

energii sprężystości ( t/E), energii potencjalnej wynikającej z obciążenia mechanicz
nego (UM) i energii powierzchniowej (Us). W utworzeniu płaszczyzny kontaktu
o promieniu c odgrywają rolę zarówno jednostkowe naprężenia ściskające, jak i na
prężenia rozciągające. Wówczas zakumulowaną energię sprężystości opisuje rów
nanie:

t / B = - T - r ( / 5 f l 3 +  3 i><.2i>."3) <16>
K 3R 2

Mechaniczna potencjalna energia wynikająca z zastosowanego obciążenia wy
nosi:

V M =  - / > « = - " / ;  ¿ P , ' + 2 PaP ? )  ( 17)

a : 3;? 3

Powierzchniowa swobodna energia określona jest równaniem:

U s =  -W Am f  = - tiWa ( 18)
K\ /

Stan równowagi opisuje równanie (13), które dla a = c, jest równoznaczne z:

dU.

dPl
=  0 (19)

Rozwiązanie równania (19), po uwzględnieniu równań (17, 18, 19) dla stanu 
stabilnej równowagi, daje wartość obciążenia mechanicznego, które jest równe:

P^=P0+ 3 7tRWA + ^6 7TRP0WA + (3 7iRWA f  (20)
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Z równania tego widać, że całkowite obciążenie mechaniczne P, działające po
między dwoma sprężystymi ciałami, których praca adhezji wynosi WA jest większa 
od obciążenia mechanicznego oznaczanego przez Hertza jako P .

Promień płaszczyzny kontaktu opisuje równanie:

c 3 = | -  k  + 3rttWA + ¡6nRP0 + (3 7tRWA f (21)

Dla przypadku, kiedy WA = 0 równanie (21) redukuje się do równania (5), 
a przy zerowym obciążeniu promień płaszczyzny kontaktu jest określony równa
niem:

1 r> (6WA7tf?) 
a  =  P - — A— - (22) 

K

gdzie P  jest to siła wynikająca z oddziaływań międzymolekulamych.
W przypadku odrywania kuli od podłoża promień płaszczyzny kontaktu zmniej

sza się i dla takiego układu z równania (21) otrzymamy:

P > ~ W akR  (23)

a oderwanie kuli od podłoża zachodzi, kiedy:

P  =  ——Wa7uR  (24)
2

Z równania (24) widać, że siła potrzebna do oderwania kuli od podłoża nie zależy 
od modułu Younga. Można to uzasadnić analizując tzw. sprężyste odbicie, kiedy to 
energia zużyta na sprężyste odkształcenie materiału w czasie zderzenia kuli z pła
sk ą  sztywną powierzchnią jest uwalniana po usunięciu kuli z powierzchni [9, 10]. 
Rozumowanie to nie zawsze jest poprawne a przyczyny tego są związane z trudno
ściami dokładnego określenia równowagi termodynamicznej układu.
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4. TEORIA DERJAGUINA, MULLERA I TOPOROWA

4.1. OKREŚLENIE KSZTAŁTU ZDEFORMOWANEJ CZĘŚCI POWIERZCHNI
SPRĘŻYSTEJ KULI

Derjaguin [6], jak  wcześniej wspomniano, założył, że w czasie kontaktu po
między dwoma kulami lub kulą i płaską powierzchnią dochodzi do sprężystego 
odkształcenia powierzchni kontaktujących się materiałów. Analiza geometryczna 
dla przypadku kontaktu dwu sprężystych kul jest dość złożona [14, 15]. Z tego też 
powodu taka analiza została ograniczona do kontaktu sprężystej kuli z płaską po
wierzchnią drugiego ciała o doskonałej twardości. Moduły sprężystości rozważa
nych składników układu muszą spełniać warunek:

v
ku-— « 1  [14,15,23-25],

P
pow.plaskky

Ponadto moduł sprężystości kuli nie powinien być zbyt mały, aby przyciągają
ce siły międzymolekułame nie zmieniały wyraźnie powierzchni kontaktu. Derjagu
in i wsp. [14, 15, 23-25] założyli, że zgodnie z teorią Hertza [1] rozkład ciśnienia 
normalnego, P y do całej powierzchni kontaktu (o kolistym kształcie) spowodo
wany zewnętrznym obciążeniem mechanicznym opisuje równanie:

p 2 V  

‘ " « i
(25)

gdzie p  jest to odległość od środka płaszczyzny kontaktu do rozważanego punktu.
Normalnie skoncentrowane obciążenie mechaniczne, Pz'dw, powoduje defor

mację powierzchni kuli, której normalny element jest równy:

, / „ a  1 - V 2 P^w
d w (R )=  — - ~ - z- (26)

JtE R '

gdzie R’ - r 2 -  2rpcos(p + p2 + z1 (Rys. 2), r i z są to współrzędne rozpatrywanego 
punktu i (p jest to kąt pomiędzy współrzędnymi r i p  (Rys. 2).
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u; ]
, .  ! -P (r-p)

Rysunek 2. Schemat kontaktu sprężystej kuli o promieniu R ze sztywną płaską powierzchnią. 
a -  promień płaszczyzny kontaktu, c -  promień płaszczyzny kontaktu ze strefą kohezyjną, 

d  -  strefa kohezyjna, S -  głębokość sprężystego odkształcenia, r i z (r i p) -  współrzędne punktu 
i <p -  kąt pomiędzy współrzędnymi

Wstawiając do równania (26) Pz z równania (25), a następnie całkując otrzy
mane równanie po całej powierzchni kontaktu, można wyznaczyć całkowitą rze
czywistą deformację powierzchni kuli (w). Dla dowolnego punktu na powierzchni 
kuli o współrzędnych r i z, normalny składnik deformacji opisuje równanie:

» < * ' ) = - - - j  dp  d <p 
niL o o r

(27)

Rozwiązanie równania (25) przy znacznej deformacji kuli prowadzi do:

w (R ')  *  l  1 ^  P{ )  } i— - -  - — —̂ p - d p - d ę > = -  I-- P° (28)
2 7rE a o o 7lE

Dla przypadku, kiedy z = 0, deformację powierzchni kuli opisuje równanie:

M  31 - v 2 P0
W[r) =  --------------r

W  8 kE  a 1
2a{r2 -  a2 )z + (r2 -  a2 )• arccos^l -  2 (29)
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Równanie (29) opisuje deformację w kierunku osi z poza płaszczyzną kontak
tu, tj. dla r > z. Dla punktów leżących na powierzchni kuli, dla których r = a 
zniekształcenie jej powierzchni opisuje zależność:

W(r=a) =  ^ ( a ) = ^ 1 J  P° (30)
8 E  a

Natomiast dla przypadku, kiedy współrzędne punktu r  = z  = 0 (początek ukła
du współrzędnych), deformację powierzchni opisuje równanie (27), którego roz
wiązanie prowadzi do:

l - v 2 3n P0 31 - v 2 P0 _ / \
W(t-o) =  - z ; — T  a  -  =  2vv(a )  <3 1 >tcE 4  a 4  E  a

Dla dowolnego punktu znajdującego się na zniekształconej powierzchni może
my napisać, że:

Z =  Z0 +  w-<5 (32)

a w rozważanym przypadku:

(33)

Okazało się, że dla punktu znajdującego się na początku układu współrzęd
nych: z = zQ = 0 i w(0) = 8, wielkość głębokości sprężystego odkształcenia wynosi:

c 3 l - v 2 P0
8  = T ~ T ~ '  (34>4 E  a

a dla punktów na obwodzie płaszczyzny kontaktu: r = a, z  = 0 i

_  ° 2 

Z° ~ 2 R

Biorąc pod uwagę równanie (31) można napisać, żc w(a) = 5/2. W takim przy
padku z równania (32) otrzymamy:
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Uwzględniając, że:

3 l - v J

4  tzE  a 7ZR

z równania (31) wynika:

w(r) =  —

2 JtR
2 a

2a ( r 2 - « 2)2 + ( 2 « 2 - r 2)-arccos 1 -
v

Wstawiając do równania (32) równania (33), (35) i (37) otrzymamy: 

a (r 2 -  a 2 )z +  (2a 2 -  r 2 )• arctan
7ZR a

(36)

(37)

(38)

Równanie (38) w połączeniu z równaniami (34) i (35) opisuje kształt zdefor
mowanej powierzchni kuli w zależności od wielkości 5  (albo od wartości siły sprę
żystości), natomiast samo równanie (38) określa odległość pomiędzy przeciwległy
mi punktami znajdującymi się na kuli i na płaskiej powierzchni. Zwykle nie docho
dzi do bezpośredniego atomowego kontaktu pomiędzy kulą i płaską powierzchnią 
a najmniejsza odległość, na jaką mogą obie powierzchnie zbliżyć się do siebie, we
dług Deijaguina i współ. [14, 15] wynosi ok.4 A. W takim przypadku do równania 
(38) należy wprowadzić odpowiednią poprawkę.

4.2. WPŁYW SPRĘŻYSTYCH DEFORMACJI NA ADHEZJĘ

Według Derjaguina i wsp. [14, 15], utworzenie kontaktu pomiędzy sprężystą 
kulą a płaską sztywną powierzchnią zachodzące pod wpływem obciążenia mecha
nicznego Po, powoduje deformację powierzchni kuli, co przejawia się zmianą odle
głości środka kuli od płaskiej powierzchni (8). Energia układu składa się z objętoś
ciowej energii sprężystych deformacji UE oraz energii powierzchniowej Us, zależ
nej od oddziaływań międzymolekulamych [14, 15, 23].

Zmiana energii sprężystości jest równa:

5
U E = \ p z {8)d8  (39)

o

gdzie Pz jest to siła sprężystości, a zmiany energii powierzchniowej opisuje równa-
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U s = J (p(h)l7lrdr (40)

Z termodynamicznej analizy badanego układu i na podstawie równań (39), (40) 
oraz wykorzystując zależności wyprowadzone z analizy geometrycznej układu (rów
nania 34-38) Derjaguin i wsp. [14, 15] wyprowadzili równania:

j_

4 i? 2£

(41a)

Pls. ui = P  = 2xR<p(z„) (4 lb)

które określają wielkość siły sprężystego odpychania (równanie 4 la) oraz siłę wy
nikającą z oddziaływań międzymolekulamych (równanie 41b), konieczną do utwo
rzenia punktowego kontaktu (8 = 0) kuli z płaską powierzchnią.

Dla 5 »  z0 siła

natomiast dla równowagowej wartości 5 siła P  wynikająca z oddziaływań między
molekulamych:

p = p°
• 2 '

i jak widać jest równa sile sprężystości P , wynikającej z obciążenia mechaniczne
go. Równowagowa wartość głębokości sprężystego odkształcenia kuli ¿ je s t osią
gnięta, gdy Pc = P; wynika z tego, że:

o3 9 7T2Vl/A2/? ( l - v 2)2
8  = ------------  \  ’ (42)

4  E 2

Wykorzystując zależność 5 od a [x] możemy wyznaczyć promień płaszczyzny 
kontaktu (a) pomiędzy dwoma kulami o jednakowych R z równania:

3 3 jtR 2( \ - v2) w aa = --------- -̂------ i—L  (43)
2 E

Z przeprowadzonej w pracach [24, 25] analizy wynika, że siły przyciągania 
wynikające z oddziaływań międzymolekulamych powodują utworzenie kontaktu



TEORETYCZNE ASPEKTY ZJAWISKA ADHEZJI 173

o określonej powierzchni, a siła konieczna do przerwania tego kontaktu jest równa 
sile przyciągania, obliczonej dla punktowego kontaktu, gdzie nie obserwuje się de
formacji powierzchni (rów. 41b).

5. ZAKRESY STOSOWALNOŚCI TEORII JKRI DMT

Oba teoretyczne rozwiązania, JKR [12] i DMT [14-16] były i są wykorzysty
wane w badaniach problemów, w których dochodzi do sprężystych deformacji 
w czasie atomowego kontaktu skondensowanych faz. W jednych przypadkach wy
niki doświadczalne potwierdzają teorię JKR [20, 22, 26-32] a w innych przypad
kach teorię DMT [14, 15, 23-26, 31-34],

Początkowo uważano obie teorie jako konkurencyjne, co doprowadziło do go
rącej naukowej dyskusji pomiędzy zwolennikami poszczególnych teorii [35-40], 
Dyskusja ta została zapoczątkowana artykułem Tabora [35], W pracy tej wykazano, 
wielkość adhezji pomiędzy sprężystą kulą a sztywną powierzchnią zależy nie tylko 
od swobodnej energii powierzchniowej, ale również od chropowatości powierzch
ni. Wykazano ponadto [35], że oba teoretyczne modele [12, 14-16] milcząco zakła
dają, że dielektryczne właściwości powierzchni kontaktujących się materiałów są 
stałe i równe właściwościom objętościowym. W przypadku atomowego kontaktu 
(atom-atom) oddziaływania przyciągające lub odpychające, a wynikające z rozdro- 
bienia, mogą być znaczne. Przy małych odległościach siły krótkiego zasięgu, wyni
kające z podwójnych warstw elektrycznych, nakładają się na rozpatrywane oddzia
ływania międzymolekulame powodując odpowiednie zmiany stanu równowagi; 
np. w przypadku metali udział sił van der Waalsa w swobodnej energii powierzch
niowej stanowi tylko 0,1 oddziaływań wynikających z wiązania metalicznego [35].

Na podstawie przeprowadzonej matematycznej i termodynamicznej analizy 
powstawania powierzchniowych deformacji w czasie kontaktu skondensowanych 
faz oraz wyników doświadczalnych, Tabor [35] wykazał, że obie teorie opisują dwa 
krańcowe przypadki zjawiska adhezji. Problemy związane z teoretycznym opisem 
adhezji pomiędzy sprężystymi ciałami można tylko rozwiązać wiążąc siły wynika
jące z oddziaływań międzymolekulamych z podstawami mechaniki powstawania 
adhezyjnego kontaktu.

Problem ten został rozwiązany przez Mullera i współpracowników [24, 33] dla 
zjawiska adhezji pomiędzy sprężystą kulą i płaską powierzchnią ciała doskonale 
sztywnego. Autorzy tych prac [24, 33] wykazali, że sprzeczności pomiędzy teoria
mi JKR i DMT wynikają z różnych założeń odnośnie umiejscowienia działania sił 
międzyfazowych odpowiedzialnych za utworzenie kontaktu. Johnson i współpra
cownicy [12] założyli, że siły determinujące adhezję i wielkość sprężystych od
kształceń działają tylko w płaszczyźnie kontaktu, natomiast wg Derjaguina [14, 15] 
siły te działają również na zewnątrz perymetru płaszczyzny kontaktu. Z obu teore
tycznych modeli wynika, że siły zlepienia sprężystej kuli z płaską powierzchnią nie
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zależą od współczynnika sprężystości kuli (modułu Younga) a równania opisujące 
tę zależność, (24) i (41b), różnią się tylko współczynnikami.

Szczegółowa interpretacja tych sprzeczności przedstawiona jest w pracach 
[24, 33] w których przyjęto, że oddziaływania pomiędzy atomami sprężystej kuli 
i sztywnej, płaskiej powierzchni determinuje potencjał Lennarda-Jonsona. Przy tym 
założeniu rozwiązano numerycznie podstawowe równanie teorii sprężystości (rów
nanie 2 w pracy [24]). W ten sposób określone zostały następujące parametry: roz
kład naprężeń w płaszczyźnie kontaktu i po obwodzie płaszczyzny kontaktu, profil 
kuli w pobliżu kontaktu, siły oddziaływań kuli z płaską powierzchnią w zależności 
od odległości przed i po utworzeniu kontaktu. Na tej podstawie wyprowadzono 
[24] zależność siły odrywu w funkcji bezwymiarowego parametru //, określonego 
równaniem:

Z przeprowadzonej w pracach [24, 33] analizy, oraz na podstawie intensyw
nych badań [25,31,34,41-45] tego problemu udowodniono, żc teoria DMT stosuje 
się do przypadków, kiedy bezwymiarowy współczynnik // < I, tj. dla kul o małych 
średnicach, dużych współczynnikach sprężystości i niskiej energii powierzchnio
wej. Dla przypadków, kiedy bezwymiarowy współczynnik jj > 1, dla kul o więk
szych średnicach, małych współczynnikach sprężystości i wysokiej energii po
wierzchniowej, stosuje się teoria JKR, natomiast dla/ / »  1 wartość współczynnika 
w równaniu (41b) wynosi 3/4. Z przedstawionych wyżej faktów wynika, żc obie 
teorie opisują rzeczywiste układy, ale dla różnych zakresów.

Muller [24, 33], wprowadzając bezwymiarowy współczynnik // wykazał, że 
konkurujące ze sobą dwie teorie, JKR [12] i DMT [14, 15] opisują krańcowe przy
padki kontaktu sprężystej kuli ze sztywną, płaską powierzchnią. Bardziej uzasad
niony matematycznie i termodynamicznie opis stanu pośredniego przedstawił Mau- 
gis [41] analizując utworzenie kontaktu jako pękanie materiału zmniejszającego 
(ściskanie) lub zwiększającego (odrywanie) powierzchnię kontaktu, zachodzące 
zgodnie z jego liniowym mechanizmem [46].)

1/3
8 A-M L- (44)

6. TEORIA MAUGISA-DUGDALE’A

6.1. Uwagi o założeniach teorii JKR i DMT

Maugis [41], wykorzystując rozwiązania Sneddona [46] dotyczące bcztarcio- 
wego odkształcenia sprężystej półprzestrzeni przez sztywny wgłębnik o profilu okre
ślonym przez
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f
{  a  J

wykazał, że szybkość uwalniania energii sprężystości dla układów spełniających 
teorię JKR wynosi:

C  =  (45)
6 m 3K

Zgodnie z założeniem Johnsona i współ. [12] energia adhezji na zewnątrz kra
wędzi pękania jest równa zero a zewnętrzne siły ściskające deformują krawędź pę
kania pod wpływem jednostkowych naprężeń, których współczynnik intensywno
ści wynosi:

i a * K - P ^
R

j s r ,= v
2a ¡7m

(46)

Na podstawie równania (45), (46) oraz analizy matematycznej beztarciowych 
deformacji sprężystej półprzestrzeni przez wgłębnik, Maugis [41] wyprowadził rów
nania opisujące rozkład naprężeń w płaszczyźnie kontaktu, wielkość zagłębienia 
szczytowego wgłębnika oraz deformację powierzchni zagłębionej płaszczyzny. Poz
woliło to na analityczne wyprowadzenie równania (21) i wykazanie, że teoria JKR 
[ 12] rzeczywiście zawiera podstawy teorii sprężystości, natomiast nie udało się udo
wodnić założenia o zerowych naprężeniach na krawędzi kontaktu.

Teoria DMT [14, 15], w przeciwieństwie do JKR [12], uwzględnia oddziały
wania poza krawędzią kontaktu lub przełomu, natomiast kształt kontaktu opisuje 
teoria Hertza [1], tzn. siły adhezji nie deformują sprężystej półprzestrzeni, co jest 
sprzeczne z podstawowymi założeniami teorii [6, 14, 15], Jednym z pozytywnych 
elementów teorii DMT jest wykazanie, że siła odrywu dla zerowego promienia płasz
czyzny kontaktu wynosi 2tzWaR  a dla zerowego obciążenia mechanicznego pro
mień płaszczyzny kontaktu jest równy:

,  2 7tWAR  
ao = ---- 7 T ~  (47)

K

Przyciągające siły poza płaszczyzną kontaktu [14, 15] wprowadzają dodatko
we obciążenie, które maleje od 2%Wf R do tzWaR w miarę zbliżenia się obiektów, 
natomiast Pashley [47] wykazał, że to „wyimaginowane” obciążenie nieznacznie 
rośnie począwszy od wartości 2k WaR. Należy podkreślić, że jeżeli to „wyimagino
wane” obciążenie pozostaje stałe i równe 2ii W R  to wówczas:
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(48a)

a szybkość uwalniania energii sprężystej wynosi:

Równania (48a) i (48b) dają poprawną siłę odrywu dla zerowej płaszczyzny 
kontaktu oraz wielkość promienia płaszczyzny kontaktu dla zerowego obciążenia.

6.2. WYKORZYSTANIE MODELU DUGDALE’A

6.2.1. Przełomy i sprężyste odkształcenia przy stałym obciążeniu

Maugis [41], opierając się na pracy Lowengruba i Sncddona [48]], przeprowa
dził analizę przełomów o zewnętrznej symetrii osiowej w nieskończonej objętości 
ciała stałego przy równowagowymi nierównowagowym obciążeniu, i na lej podsta
wie wyprowadził szeregrównań opisujących między innymi rozkład naprężeń w płasz
czyźnie kontaktu (o), głębokość sprężystego odkształcenia (<5) dla określonego 
wgłębnika oraz całkowitą deformację powierzchni wgłębionej płaszczyzny (//y).

Według Barenblatta [49] naprężenia na szczycie krawędzi przełomu osiągają 
teoretyczną wartość wytrzymałości materiału, która w tzw. kohezyjnej strefie d 
(d  = c - a ) (Rys. 2 ) zmniejsza się do zera. Wówczas współczynnik intensywności 
naprężeń (AT,) wynikający z obciążenia zewnętrznego jest zredukowany do zera przez 
współczynnik intensywności naprężeń (K J, wynikający z dodatkowego obciąże
nia wewnętrznego pochodzącego z oddziaływań międzycząsteczkowych. W rezul
tacie znoszenia się tych współczynników (Kt = -ATm) jednostkowe naprężenia zani
kają a przemieszczający się przełom ma ostrą krawędź. Wg mechanizmu liniowych 
sprężystych przełomów przybliżone rozwiązanie można stosować, kiedy kohezyj
na strefa (d) jest mała w porównaniu z charakterystyczną długością przełomu. Tak 
wyrażony problem nie ma rozwiązania, ponieważ rozkład naprężeń (o) w strefie 
przełomu zależy od kształtu przełomu który z kolei zależy od rozkładu naprę
żeń (cr). Problem ten omija się przyjmując model Dugdalc’a [50], który zakłada 
stałość naprężeń (0o) ponad strefą kohezyjną (d) (Rys.2) (wg Dugdalc’a <7 jest gra- 
nicąplastyczności materiału). Zakładając, że naprężenie wewnętrzne przełomu równa 
się <70 to odległość w której zanika stałość naprężeń jest określana poprzez redukcję 
współczynników intensywności, a mianowicie:

m
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, . . CRównanie to przedstawia — w funkcji właściwości materiału (c0) i współczyn
nika intensywności naprężeń wynikającego z zewnętrznego obciążenia mechanicz
nego K t [AT, jest funkcją a i Po rów. (46)].

Rozkład naprężeń po obwodzie płaszczyzny kontaktu redukuje się więc do:

/ 3 K  1 2 2 <70 -I i C ~ .
M )  =  -  - — la - r 2 +  ^  tg 1 -  —  ( 5 0 )

2 7tR n  \ 'a  —r

c
Dla - ^ l z  zależności (49) wynika [41], że:

a 2
AT, y fm  

2<J0

i wówczas rozkład naprężeń wynosi:

a

K { c 2
--------- p r - -  ~ ---------------->  OO 5

<jn fjta 2a 2

a rozkład naprężeń jest równy: 

<7y( r , 0 ) s -
3 K  2<t0 

+  - u
2itR nc

(51)

( r*\ 3 K  1 o o Fe* ci 
<j ( r ,0 ) =  -  -  , a" -  r  +  - •  - T - (52) 

2  %R na ia  - r

które przedstawia rozkład naprężeń (<7) wynikający z teorii JKR [12],
Natomiast dla i - —» z równania (49) wynika, że

la2 —r 2 +(T0 (53)

Kiedy <70 —> 0 to równanie (53) jest granicznym rozkładem naprężeń wynikają
cym z teorii Hertza [1] i jest przyjętym przez Derjaguina i współ, założeniem ich 
teorii [14, 15].

Przerwa wypełniona powietrzem, powstała w wyniku przełomu, jest wg teorii 
JKR [12] zmniejszona przez oddziaływania międzycząsteczkowe. Zamieniając ciś
nienie p  na —ojp wykorzystując odpowiednie zależności [41] oraz przyjmując, że 
Kt + Km = 0, otrzymamy równanie:
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r -  2a
uy =

-i a o I 2 2cos ' — I-----\ r  —a +
nR r  kR

4 ( l - v 2) o

na
ac

S i c 1 - ! 1i c2 —a 2 l •> ^\jr~ —a~ — a cos -I a

(54)

\

które opisuje profil przełomu badanego materiału (t = \!x). 
Kiedy c -> «> równanie (54) redukuje się do :

r - 2 a  _■ a a r~2 \
= ----------- cos — + —  yjr - a

y %R r nR
(55)

Równanie (55) opisuje profil przełomu wynikający z teorii Hertza. Gdy c —» a 
to równanie (54) w granicznym przypadku opisuje profil przełomu wynikający 
z teorii JKR [12]. Głębokość sprężystego odkształcenia, będąca sumą odkształcenia 
wynikającego z teorii JKR i oddziaływań międzymolekularnych, wynosi:

a 2 P  l - v J
<5= —  +

3 R  3 aK
-cr0a

( ■>
-I a

1 4 - ' |— cos i
a 2 c 'l a 2

\ /
(56)

Wstawiając równanie (56) do równania (49) widzimy, ¿c warunek znoszenia 
się jednostkowych naprężeń redukuje się do warunku, kiedy głębokość sprę/.ystcgo 
odkształcenia równa się:

a 2 _  8cr0 
~R ~  3 K

c “  " '-'0 / 2  ;o — ------- - \jc — a (57)

Na tym etapie stosunek — określony jest funkcjami P  i a albo 8 i a, jednakże 
równowagowych zależności 8f[a), af[P) i PJ[8) nie można wykreślić, ponieważ nic 
ma równań wiążących c z a , a  wielkość a nie jest znana.

6.2.2. Szybkość uwalniania energii sprężystej

Problem ten można rozwiązać przyjmując założenie Griffitha [3], żc w stanie 
równowagi G = WK Szybkość uwalniania energii sprężystej wg Dugdale’a [50] 
wynosi:

G = a 08t (58)
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gdzie: <5, jest to odkształcenie postępującego przełomu (koniec kohezyjnej stre
fy, gdy r = c). Oznaczając r = c im  = — oraz biorąc pod uwagę równania (49) i (46) 
wówczas otrzymamy:

P - P
G =  - ° -  

2%R

1 ____ _  2 tg ^ \_ m 2 - 1

m 2 — 1 +  m 2tg~l m 2 — 1 
°  /

+ (59)

+  4 ( l— V2)^.2  m 2 — Itg 1 m 2 — 1 — m +  1 

^  ( ,m 2 — 1 +  m 2fg _I 'm 2 — l)"

Wyrażając szybkość uwalniania energii sprężystej dla m = 1 + £ gdy£ —» 1,

fg 1 'J m 2 — 1 =  -\/2 ê

równanie (59) przyjmuje postać:

'  5 e N 
1 -  —  

12

l l - v 2 „ /
2 Ex

K t 1 -
1 3 £ \ P ,- P n 4e

2izR 3
(60)

Równanie (60) przedstawia przybliżone rozwiązanie wynikające z liniowej 
mechaniki sprężystych przełomów. Dla przypadku, kiedy £ —» 0, otrzymamy szyb
kość uwalniania energii sprężystości (G) wynikającą z teorii JKR [12],

Dla dużych wartości m równanie (59) redukuje się do:

P - P
G ~ ' °- 

2uR m

V 4 ( l - v ł ) g , 2 a : - 4  
£  1 7T2m 3

(61)

Gdy szybkość uwalniania energii określa równanie (48b), które wynika wów
czas z teorii DMT [14, 15].

W stanic równowagi szybkość uwalniania energii jest równa adhezji (G = WA). 
Maugis [41] wprowadził bezwymiarowe parametry (A, P, A  i A), określone równa
niami:
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ttWaR

A =
K 2W ? R ^

A =

K 2

2o" c\

(63)

(64)

(65)

Biorąc pod uwagę te bezwymiarowe parametry, poszczególne teorie opisują 
równania:

a) Hertza
b) DMT
c) JKR

A —P 
A i =  P  +  2

A = P + a 4 ^ a

(65a)

(65c)
(65e)

A = A~ (65b)
A = A2 (65d)
A = A 2- - 4 6 A  (651)

Dla G = Wk i na podstawie równań (48) i (59) możemy napisać:

+

2
A l2'A i

+^  ^ m 2 - 1  + {m2 -  l )  tg l^ m 2 - 1

^ 4 m 2 - 1 tg~l -Jm2 - 1 -  ot + 1̂  = 1,
3

p  = a 3- aa2 1 + m2tg~

a równanie (57) można zapisać w postaci:

A = A 2 - — A X-yjm2 -1  
3

(66)

(67)

(68)

które redukuje się do równania (65f) dla X -» oo i do równania (65b) dla X —> 0. Na
leży podkreślić, że dla K x+ Km = 0, równania (67) lub (68) (dla G = WA) i (66) są 
dwoma niezależnymi równaniami, pod warunkiem, że naprężenia jednostkowe nic 
pojawią się dla G *  WK Dla przypadku kiedy a -» 0 i m 0, równania (66), (67) 
i (68) odpowiednio redukują się.

Wykreślone przez Maugisa [41] zależności af(P), af(S), Pf(o) na podstawie 
równań (66) i (67) dla różnych X dobrze opisujązakresy stosowalności poszczegól
nych teorii i wypełniają luki istniejące pomiędzy nimi. Bezwymiarowy wspólczyn-
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nik X, wprowadzony przez Maugisa [41], wyznacza granice stosowalności poszcze
gólnych teorii. Dla X —» 0 (P —» -2, A —» 0 ) stosuje się teoria DMT, dla X —»
{P —> 0, zl —» 0) stosuje się teoria JKR. Oznacza to, że kiedy A rośnie od zera do 
nieskończoności otrzymujemy przejście od teorii DMT do JKR. Bezwymiarowy 
parametr A jest podobny do parametru fj wprowadzonego przez Mullera [23, 38]
i jak wykazał Maugis [41] oba parametry związane są ze sobą zależnością. X - 0,4ju. 
Przeprowadzona przez Maugisa [41] analiza zarówno geometryczna jak i termody
namiczna kontaktu: kula-płaska powierzchnia, oparta została na modelu Dugdale’a 
[46], stąd w literaturze ten sposób opisania zjawiska nazwany został teorią Maugi- 
sa-Dugdale’a (MD).

Johnson i Greenwood [43, 51] wykorzystując model M augisa-Dugdale’a 
[41,50] opracowali zakresy stosowalności poszczególnych teorii adhezji: kula-płaska 
powierzchnia. Zakresy te przedstawione są na rys. 3, na płaszczyźnie o współrzęd
nych

Wielkość P  jest to stosunek sił wynikających z obciążenia mechanicznego do mię- 
dzymolekulamych sił odpychających (równanie (67)), które przy dostatecznie du
żych siłach przyciskających można zaniedbać; wówczas stosuje się teorię Hertza 
[1], której zakres stosowalności określa stosunek

gdzie £ jest arbitralnie wybranym ułamkiem «  1. Zakres stosowalności teorii Hert
za został wykreślony dla Ę, = 0,05. W tej strefie spełnione są zależności opisane 
równaniami (5) i (6).

Z analizy przeprowadzonej przez Maugisa [41] wynika, że teorię JKR stosuje 
się, kiedy sprężyste deformacje powierzchni wywołane siłami adhezji są duże 
w porównaniu z ich efektywnym zakresem działania hQ (tj., kiedy hQ = 0,97 z0). 
Strefę stosowalności teorii JKR określa wielkość:

7. ZAKRESY STOSOWANIA TEORII

“ \

kWaR
X

(69)
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gdzie odkształcenie sprężyste <5 jest określone równaniem (56), a arbitralnie wy
brana wielkość 77, »  1. Strefa stosowalności teorii JKR (Rys. 3) wykreślona zosta
ła dla 77, = 20. Dla tej strefy stosują się równania (65e) i (65f).

Zakres stosowalności teorii DMT stanowi część zakresu stosowalności teorii 
M-D [41], w której sprężyste deformacje spowodowane siłami powierzchniowymi 
są małe w porównaniu z ich zakresem. W tym przypadku spełniona musi być zalez- 
ność:

gdzie arbitralnie wybrany ułamek t j «  1.
Granica stosowalności teorii DMT (linia przerywana) została wykreślona dla 

t] = 0,05.
W przypadku materiałów, dla których wielkość sprężystego odkształcenia, pod 
wpływem obciążenia mechanicznego jest mniejsza od zasięgu działania sil po
wierzchniowych określane sąjako materiały sztywne. Dla takich materiałów, oprócz 
zależności (70) spełniony musi być również warunek:

w
10 10 - 10 in' ni

Rysunek 3 Zakresy stosowalności poszczególnych teorii

(70)

(71)

gdzie Ą  jest określone równaniem (35), a arbitralnie wybrany ułamek ę «  1.
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Dla tych materiałów zakres stosowalności określono dla £ =0,05, do którego 
stosuje się teoria Bradleya [4, 5]. W takim przypadku powierzchnie ciał są dosta
tecznie oddalone od siebie, a zaniedbanie sprężystych deformacji redukuje równa
nie (67) do:

W czasie kontaktu takich ciał nie obserwuje się sprężystych odkształceń i wówczas 
5 = 0 .

Z analizy przeprowadzonej przez Johnsona i Greenwooda [43, 51] wynika, że 
teoria M-D [41, 50] stosuje się w zakresie od 10~3 do 10"2 A. Jednakże numeryczne 
obliczenia wykazały [43], że dla układów o bezwymiarowym parametrze A> 6 ( lub 
¡j > 15 ) bardziej odpowiednia jest teoria JKR.

PODSUMOWANIE

Ponieważ zrozumienie mechanizmu adhezji, która jest procesem bardzo złożo
nym, jest niezbędne dla usprawnienia wielu procesów chemicznych i technologii, 
to konieczna jest znajomość teorii w pełni charakteryzującej to zjawisko.

Trwające ponad 100 lat badania napotykały szereg problemów i długo nie da
wały satysfakcjonujących rezultatów. Przyczyniły się jednak do dokładniejszego 
poznania mechanizmu oddziaływań międzycząsteczkowych, jak również umożli
wiły wyliczenie wielkości promienia płaszczyzny kontaktu między dwiema kon
taktującymi się kulami.

Stworzono dwa podstawowe teoretyczne modele opisujące sprężyste deforma
cje w trakcie atomowego kontaktu ciał stałych -  model JKR i model DMT. Począt
kowo uważano obie te teorie za niezgodne i konkurencyjne, jednak na podstawie 
bardziej wnikliwej analizy problemu stwierdzono, że każda z nich ma swój obszar 
stosowalności i nie wykluczają się wzajemnie.

Większość zagadnień dotyczących oddziaływań międzycząsteczkowych roz
wiązuje się właśnie wykorzystując obie teorie.
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SUMMARY

This work presents different analytical techniques o f isolation, preconcentra
tion and determination o f organic compounds in water samples.

One of unique analytical techniques which do not require any sample prepara
tion before its injection into a chromatographic column is Direct Aqueous Injection 
(DAI). A classical DAI based procedure, described by K. Grob, for determination 
of halogenoorganic compounds in water using GC with electron capture detection 
(GC-ECD) is presented. Advantages and limitations of the technique are discussed. 
New areas o f DAI application are suggested including analytical tasks (determina
tion of organic substances in different aqueous samples) for which solvent and gas 
extraction techniques are not effective.

The techniques o f isolation and preconcentration are used in many cases of 
determination o f organic compounds in environmental samples.

The review is aimed at description of applicability of Liquid-Liquid Extrac
tion, Membrane Extraction, Gas Extraction and Solid Phase Extraction to determine 
organic compounds o f different chemical nature in water samples. The characteri
stics of techniques are discussed with respect to: detection limits, time and labor 
required, possibility of automation, analysis cost and possibility o f elimination of 
solvents, which can be a source of environmental pollution. The studies on the tech
niques modification to extend their application ranges are discussed, too.
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WYKAZ AKRONIMÓW

CLLE -  (Continuous Liquid-Liquid Extraction) -  ekstrakcja ciągła w układzie

ciecz-ciecz
DAI -  (Direct Aqueous Injection) -  technika bezpośredniego dozowania prób

ki wody do kapilarnej kolumny chromatograficznej 

ECD -  (Electrone Capture Detektor) -  detektor wychwytu elektronów
ELCD -  (Electrolitylic Conductivity Detektor) -  detektor przewodnictwa elek

trolitycznego
FID -  (Flame Ionization Detector) -  detektor płomicniowo-jonizncyjny

GC -  (Gas Chromatography) -  chromatografia gazowa
HS -  (Mead Space) -  analiza fazy nadpowierzchniowcj w wersji statycznej

LLE -  (Liquid-Liquid Extraction) -  ekstrakcja w układzie ciecz ciecz
LVI -  (Large Volume Injection) -  technika wprowadzania dużych objętości

próbek ciekłych do kolumny kapilarnej chromatografu gazowego 

MESI -  (Membrane Extraction with Sorbent Interface) - ekstrakcja z wykorzy
staniem membran z dodatkowym wzbogaceniem analitów na stałym 

sorbencie
MIMS -  (Membrane Inlet Mass Spectrometry) -  bezpośrednie wprowadzanie ana-

litów za pomocą interfejsu (na drodze pcrmeacji) do komory jonizacyj

nej spektrometru mas 
MS -  (Mass Spectrometer) -  spektrometr mas
MSE -  (Microscale Solvent Extraction) -  mikroekstrakcja za pomocą male j ilo

ści rozpuszczalnika
PID -  (Photojonization Detektor) -  detektor fotojonizacyjny
PT — (Purge and Trap) -  technika wypłukiwania i jednoczesnego wychwyty

wania analitów na stałym sorbencie 

SDE -  (Single Drop Extraction) -  ekstrakcja w pojedynczej kropli rozpusz
czalnika

SPE -  (Solid Phase Extraction) -  ekstrakcja do fazy stałej
SPME -  (Solid Phase Microextraclion) -  mikrockstrakcja do fazy stałej
SSDLE -  (Simultaneous Steam Distillation Liquid Extraction) połączenie eks

trakcji z jednoczesną destylacją z parą wodną 
TD -  (Thermal Desorption) -  desorpcja termiczna
THM’s -  trihalogenometany

TLHS _ (Thin Layer Head Space) -  analiza fazy nadpowierzchniowcj nad cien

ka warstwą cieczy z samoczynną generacją ciekłego sorbentu



OZNACZANIE ZWIĄZKÓW ORG. W WODACH 189

WSTĘP

Rosnące wymagania w odniesieniu do jakości wody używanej przez człowieka 
(do picia i potrzeb gospodarczych, do celów rekreacyjnych, do celów technologicz
nych w przemyśle itp.,) wymuszają konieczność opracowania standardów (norm), 
jakim powinna ona odpowiadać. Nakłada to na analityków obowiązek rutynowej 
kontroli zawartości wielu zanieczyszczeń w wodach śródlądowych, morskich, głę
binowych, pitnych, produktach spożywczych i farmaceutycznych oraz w odprowa
dzanych do środowiska ściekach. Z kolei konieczność oznaczania coraz to nowych 
grup związków, na coraz to niższych poziomach stężeń (w chwili obecnej przynaj
mniej na poziomie ppt a nawet ppq), stawia nowe wyzwania przed analitykami. 
Przy wyborze odpowiedniej procedury analitycznej istotna jest nie tylko precyzja, 
dokładność, selektywność, wykrywalność, odtwarzalność, ale także ograniczenie 
praco- i czasochłonności postępowania analitycznego. Dąży się również do ozna
czania w jednym cyklu analitycznym coraz większej liczby składników o różnych 
właściwościach występujących na poziomie śladów i ultraśladów. Dużo uwagi po
święca się zagadnieniom obniżenia kosztów eksploatacji aparatury analitycznej, auto
matyzacji procesów pomiarowych oraz możliwości oznaczeń polowych. Istotne jest 
ograniczenie zużycia rozpuszczalników w postępowaniu analitycznym i redukcja 
ilości wytwarzanych odpadów mogących stanowić poważne obciążenie dla środo
wiska. Jest to niezwykle ważne w przypadku, kiedy koniecznościąjest wykonywa
lne dużej ilości analiz.

1. PROBLEMY OZNACZANIA LOTNYCH I ŚREDNIOLOTNYCH 
ZWIĄZKÓW ORGANICZNYCH W PRÓBKACH WODY

Próbki wody z którymi analityk ma doczynienia w laboratorium charakteryzu
ją  się:

* zróżnicowanymi właściwościami fizykochemicznymi występujących w nich 
związków. Związki występujące w wodach można podzielić na nieorganiczne i orga
niczne, o różnym stopniu lotności i polamości. Większość zagadnień związanych 
z oznaczaniem związków nieorganicznych w próbkach wodnych jest rozwiązana 
i znormalizowana. Obecnie głównym obszarem zainteresowań analityków stały się 
procedury oznaczania związków organicznych, szczególnie lotnych, co sprawia jesz
cze wicie trudności. Duży problem stwarza izolacja i analiza związków polarnych
i jonowych. Powszechnie stosowane techniki izolacji wręcz uniemożliwiają analizę 
takich związków np.: niepolarne rozpuszczalniki stosowane w metodach klasycz
nej ekstrakcji ciecz-ciecz, nie zapewniają możliwości wyizolowania związków po
larnych z matrycy wodnej.

• występowaniem oznaczanych związków na różnych poziomach stężeń, któ
re wahają się od poziomu poniżej granicy oznaczalności dostępnych metod anali
tycznych do kilkuset mg-drrr3.
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• zróżnicowanym składem matrycy. Pod tym wzglądem można dokonać po
działu na: wody czyste o małej zawartości m aterii o rgan icznej (poniżej
0,1 mg-dnr3): w o d a  wodociągowa, w o d y  mineralne, produkty farmaceutyczne, wody 
gruntowe, opadowe, p o c h o d z ą c e  z  procesów kondensacji (np.: deszcz, śnieg, rosa, 
mgła), wody roztopów wiosennych i topnienia lodowców, wody ze średnią zawar
tością materii organicznej (1-5 mg-dnr3): wody powierzchniowe (np.: rzeki, jezio
ra), morskie, z ujść rzek, wody z dużą zawartością materii organicznej (20-25 
mg-dnr3 i powyżej): wszelkiego rodzaju ścieki, płyny fizjologiczne [ 1, 2J.

Różnorodność składu próbek wody, rzutuje na problemy związane z pobiera
niem, przechowywaniem, izolacją i wzbogacaniem, a także oznaczaniem końco
wym składników śladowych. Jako najważniejsze problemy należy wymienić:

• występowanie oznaczanych związków w pobieranych próbkach wody na zbyt 
niskich poziomach stężeń w porównaniu z granicą oznaczalności większości detek
torów stosowanych w chromatografii gazowej [3].

• zachowanie reprezentatywności próbki na każdym etapie postępowania ana
litycznego (możliwość utraty analitów, bądź też wprowadzenie dodatkowych za
nieczyszczeń) [4].

• zanieczyszczenia mechaniczne próbki tj.: substancje nieorganiczne, cząstki 
stałe (zawiesiny), substancje wysokocząsteczkowc obecne w próbkach środowisko
wych w dużych ilościach mogą osadzać się na ściankach przedkolumny i kolumny 
właściwej wpływając niekorzystnie na układ analityczny, skracając czas jego użyt
kowania. Dodatkowym problemem jest wpływ składników matrycy na wyniki ozna
czeń.

• niezgodność stanu skupienia matrycy ze stosowaną techniką chromatogra
ficzną, co wyklucza możliwość bezpośredniego wprowadzenia próbki do kolumny 
chromatograficznej (woda prowadzi do zmian parametrów retencyjnych kolumny
i zakłóca pracę większości detektorów) [3],

Bezpośrednie wprowadzanie próbek wodnych obciążonych matrycą organicz
ną (próbki wody powierzchniowej, ścieki) do kolumny chromatograficznej nie jest, 
więc korzystne. Rozwiązaniem tego problemu jest usunięcie substancji przeszka
dzających i wymiana matrycy próbki tak, aby była ona zgodna ze stosowanym ukła
dem chromatograficznym. W wielu przypadkach należy również „podnieść” stęże
nie analitów w matrycy odbierającej do wartości powyżej granicy oznaczalności 
stosowanego przyrządu kontrolno-pomiarowego. Wprowadzenie dodatkowych eta
pów obróbki próbki wydłuża, komplikuje analizę, podraża postępowanie analitycz
ne oraz stwarza możliwości dodatkowych strat analizowanych związków bądź staje 
się źródłem dodatkowych zanieczyszczeń. Jednakże w przypadku analizy próbek 
wód „czystych” —o małej zawartości materii organicznej (woda wodociągowa, wody 
mineralne, gruntowe, opadowe) możliwe jest postępowanie nie wymaga jące wstęp
nego przygotowania próbki do analizy. Jednąz nielicznych metod, która to umożli
wia jest metoda bezpośredniego wprowadzenia próbki wody do kolumny chroma
tograficznej (ang. Direct Aqueous Injection -  DAI).
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2. TECHNIKA BEZPOŚREDNIEGO DOZOWANIA PRÓBKI WODY 
DO KAPILARNEJ KOLUMNY CHROMATOGRAFICZNEJ

Idea dozowania próbki na zimno bezpośrednio do kolumny została zapropono
wana po raz pierwszy w 1962 roku [5, 6], Niestety, ze wzglądu na błędne zrozumie
nie zjawisk mających miejsce w kolumnie kapilarnej technika ta nie była poważnie 
traktowana przez następne 15 lat.

Istotnym przełomem było opatentowanie w 1978 roku dozownika służącego 
do bezpośredniego wprowadzania próbki wody do kapilarnej kolumny chromato
graficznej (on-cohimn) [7]. Szczególnie ważnym elementem jest tu mikrostrzykaw- 
ka z odpowiednią igłą, której średnica zewnętrzna jest tak dobrana, że zapewnia 
szczelność układu podczas dozowania. Następnym krokiem było zastosowanie pod
czas dozowania oprócz układu ciągłego chłodzenia, również układ tzw. wtórnego 
chłodzenia (cold on-cohimn). Wtóme chłodzenie jest włączane krótko przed dozo
waniem i wyłączane po zakończeniu dozowania, co umożliwia rozpoczęcie odparo
wywania matrycy próbki dopiero po osadzeniu jej w postaci cienkiego filmu na 
możliwie krótkim, początkowym odcinku kolumny i usunięciu strzykawki. Takie 
postępowanie eliminuje niekorzystne zjawiska odparowywania lotnych składników 
próbki z igły w trakcie dozowania oraz rozcieńczania próbki przez strumień gazu 
nośnego [8- 11],

Zaprojektowanie specjalnego dozownika oraz przezwyciężenie problemów 
związanych z właściwym dozowaniem, a także optymalizacja procesu rozdzielania 
składników próbki (przedstawiono je w Tabeli 1), umożliwiło zaproponowanie kon
kretnej techniki bezpośredniego dozowania próbki wody do kapilarnej kolumny 
chromatograficznej DAI przeznaczonej do oznaczania trihalogenometanów [6-17]. 
Podstawowe parametry tejże procedury przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 1. Podstawowe parametry wpływające na przebieg procesu dozowania próbki na kolumnę
kapilarną [6-33]

Parametr Uwagi

objętość
dozowanej
próbki

Optymalna objętość próbki wprowadzanej na kolumnę wynosi 2 |il. Przy większych 
objętościach próbki (powyżej 5 Jil) problemem staje się szybkość przejścia składników 
próbki z fazy ciekłej do gazowej co wpływa na jakość rozdzielenia analitów (powstanie 
szerokiego pasma) [7-9],

temperatura
dozowania
próbki

Próbkę wprowadza się na kolumnę w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika lub o kilka 
stopni wyższej, by w trakcie dozowania próbka rozłożyła się równomiernie na ściankach 
kolumny tworząc tzw. strefę zalania [10, 15].

temperatura 
pracy kolumny

K.Grob i współpracownicy uznali temperaturę 103-M05°C za optymalną dla procesu 
separacji na kolumnie z filmem fazy stacjonarnej o grubości powyżej 1,0 |i.m. W niższej 
temperaturze może nastąpić rozmycie pasma wody, natomiast w wyższej może 
zachodzić tzw. rozszczepianie pików analizowanych substancji. Obecnie stosuje się 
programy temperaturowe, zwłaszcza przy analizie mieszanin cięższych węglowodorów 
w matrycy ciekłej j7 ,9, 15],
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Tabela I. Ciąg dalszy

Parametr Uwagi

ogniskowanie
pasma
analitów

W celu zogniskowanie pasma analitów na czole kolumny kapilarnej najczęściej stosuje się 
tzw.: pułapkę temperaturową. Dodatkowym sposobem zawężania pasma analitów, jest 
zastosowanie przed właściwą kolumną chromatograficzną tzw. przedkolumny (zazwyczaj 
w postaci odcinka pustej rurki kapilarnej o długości około 1 + 1,5 m). Korzystne jest rów
nież stosowanie rozpuszczalnika różniącego się znacznie polarnością od analitów i lazy 
stacjonarnej. Dlatego też, technika bezpośredniego dozowania jest szczególnie przydatna 
do oznaczania niepolamych związków organicznych w matrycy wodnej |7, 9, 15|.

oddzielenie 
wody od 
analizowanych 
związków

W praktyce stosuje się następujące sposoby oddzielania wody w zależności od rodzaju 
fazy stacjonarnej pokrywającej ścianki kolumny:
-  zastosowanie fazy o wysokiej polarności -  wówczas woda jest silnie zatr/.ymywana 
przez fazę, a lotne, słabo polarne związki są wymywane z kolumny przed wodą. (Wystę
puje jednak ryzyko, że któryś zc związków o temperaturze wrzenia wyższej od wody, 
lecz o mniejszej polarności, będzie eluował razem z wodą [31]).
-  zastosowanie fazy niepolamej, która wykazuje słabą retencję w stosunku do wody 
i silne powinowactwo w stosunku do lotnych związków. Ten sposób jest bardzo często 
opisywany w literaturze [7-9], Trudności pojawiają się dopiero w przypadku analizy 
związków bardzo lotnych. Należy wtedy stosować film fazy stacjonarnej o dużej gru
bości (ok. 2+5 (im) tak aby nawet bardzo lotne związki organiczne wykazały stosun
kowo dużą retencją. Jest to jednak okupione niską sprawnością kolumny : poszerzeniem 
piku wody. W przypadku analizowania związków o wyższych temperaturach wrzenia, 
zaleca się stosowanie kolumn z cieńszym filmem niepolamej fazy stacjonarnej 1161 (tip.: 
dla 1,4-dichlorobenzenu stosuje się film fazy stacjonarnej o grubości 0,8 |.im |8|).

odporność
fazy
stacjonarnej

Woda wprowadzana do kolumny powoduje niszczenie lub zmianę właściwości lazy 
stacjonarnej oraz utratę jej obojętności i powolny wyciek złoża. Problem zosial przezwy
ciężony poprzez sieciowanie fazy stacjonarnej [9, 18-20, 321.

wpływ 
składników 
matrycy 
wprowadza
nych wraz 
z próbką wody 
na właściwości 
kolumny

Na skutek gromadzenia się zwłaszcza w początkowej części kolumny (20; 30 mm od 
otworu wlotowego) nielotnych związków nieorganicznych i organicznych, następuje po
garszanie się pracy kolumny, co objawia się poszerzaniem piku wody, zniekształceniem 
chromatogramu oraz zmniejszeniem czułości detektora. Stosowanie przedkolmmiy nie 
tylko zabezpiecza właściwą kolumną analityczną przed niekorzystnym wpływem nielot
nych zanieczyszczeń, ale także pozwala na dozowanie stosunkowo dużych objętości 
próbek (np.: 8 |il gdy stosuje się przcdkolumnę o długości ok. 10 m). lYzedkolumnę mo
żna łatwo wymienić, a ponadto jest ona wielokrotnie tańsza od właściwej kapilarnej ko
lumny chromatograficznej [7-9, 151.

rodzaj
detektora

Wiele spośród znanych detektorów wykazuje niekompatybilno.ść z próbkami wody np,: 
woda powoduje gaszenie płomienia w detektorze płomieniowo jonizacyjnym (RU) i ter- 
mojonizacyjnym (NPD), natomiast detektor absorpcji promieniowania podczerwonego 
(IR) posiada celkę pomiarową najczęściej z kryształu KBr, który może ulegać rozpusz
czaniu pod wpływem wody [18, 22, 23]. Tc przykłady niedostosowania można wyeli
minować np.: poprzez zapalanie palnika detektora FID dopiero po przejściu pasma wody 
przez detektor [22, 23] lub, bocznikowanie strumienia gazu nośnego w czasie elucji 
pasma wody z kolumny chromatograficznej [25]. Dużą odporność na działanie wody wy
kazuje detektor wychwytu elektronów (ECD) [5-9, 15, 161. Granica oznaczalności i sele
ktywność detektora ECD jest zależna od powinowactwa elektronowego analizowanych 
związków. W przypadku związków organicznych zależy ono od obecności grup funk
cyjnych tj.: chlorowiec, tlen [9], Detektor ECD znalazł szczególnie zastosowanie do ozna
czania lotnych związków fluorowcoorganicznych w próbkach wód „czystych” (wody 
pitne, gruntowe, opadowe [7-9, 26-30, 331), ille może być również wykoizyslany do 
oznaczania: pestycydów, PCB, ftalanów.
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Tabela 2. Warunki oznaczania analitów przy zastosowaniu klasycznej techniki bezpośredniego 
dozowania próbki wody do kapilarnej kolumny chromatograficznej [6-30]

Elementy układu 
pomiarowego Technika DAI-GC-ECD Lit.

przedkolumna pusta zdezaktywowana rurka (2 m x 0,32 mm) [9-11,25]

kolumna kapilarna (30 m x 0,32 mm, film niepolarny fazy 
stacjonarnej (PS 255) 0 grubości 5 (im.) [7-9, II]

system dozowania dozownik z wtórnym chłodzeniem próbki [8-11]

detektor detektor wychwytu elektronów -  model ECD 40/400 
(temperatura pracy detektora -  300-350°C) [7-9,26-29]

wielkość dozowanej 
próbki rzędu 2 (i! [7-9]

temperatura kolumny stała temperatura x 104°C. [7, 9, 15]

Rodzaj analizowanych związków

Technika DAI, w klasycznej wersji z wykorzystaniem detektora wychwytu elek
tronów na etapie oznaczeń końcowych jest przydatna do oznaczania bardzo lotnych 
związków, szczególnie trihalogenometanów (THM’s) w wodzie pitnej. Zastosowa
na kolumna zapewnia dostateczną retencję nawet bardzo lotnych związków oraz 
szybkie wymycie wody, jeszcze przed analizowanymi związkami [8]. Również dzięki 
dozowaniu próbki na zimno wyeliminowano niebezpieczeństwo rozkładu związ
ków labilnych oraz zmniejszono prawdopodobieństwo straty związków bardzo lot
nych. Ograniczeniem jest niemożliwość oznaczania składników wymywających się 
przed rozpuszczalnikiem (nie ulegają one ogniskowaniu).

Tabela 3. Warunki oznaczania lotnych związków fluorowcoorganicznych z wykorzystaniem techniki 
bezpośredniego dozowania próbki wody do kolumny chromatograficznej w połączeniu z oznaczaniem 

końcowym za pomocą detektora wychwytu elektronów (DAI-GC-ECD)

Analit Ma
tryca Kolumna Dozownik (firma)

Warunki analizy: 
natężenia przepływu 
strumienia gazów, 

gaz nośny, gaz 
pomocniczy, program 

temperaturowy

Granica 
oznaczal- 

ności 
[jig dm'3] /  
Objętość 

dozowanej 
próbki

Lit.

CHjCli, 
CHCIj, CC14, 
CHjCClj, 
C2HCbC2Clj

wody
grun
towe

SE-54 
(3,3-r5,0 

Jim) 
26,5 x 
39 m x 

0,32 mm

on-column 
(Carlo Erba 

Strumentazione)

gaz nośny; wodór: 
0,25-r0,30 m s'1 

gaz pomocniczy: azot: 
50 ml min'1 

izoterma
-  100°C dla nastrzyku ljil
-  95 °C dla nastrzyku 4 |il

0,1 
0,5-r4 (il [6]

CHjCl;, 
CHCIj, CCU, 
CHjCClj, 
C2HCI3C2CI1

wody 
grun
towe 

i pitne

PS-255 
(5,0 jim) 
26 m x 

0,32 mm 
30 m x 

0,32 mm

cold on-column 
(Carlo Erba 

Strumentazione)

gaz nośny: azot: 
0,2-^0,4 m s'1 

gaz pomocniczy: azot: 
50 ml min'1 

izoterma -  103-i-104oC

0,015-^0,6 
2 [il [7,8]
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Tabela 3. Ciąg dalszy

Analit Ma
tryca Kolumna Dozownik (firma)

Warunki analizy: 
natężenia przepływu 
strumienia gazów, 

gaz nośny, gaz 
pomocniczy, program 

temperaturowy

Granica 
o/.nac/.al- 

ności 
ll-ig dm"'j / 
Objętość 

dozowanej 
próbki

Lit.

THM,
CH2C12, CC14, 
CH3CCI3, 
C2HCI3C2CI4, 
freony 11 i 
113

woda
pitna,
desz

czowa,
ścieki

SE-54 
(1,0 |im) 
50 m x  

0,31 mm

cold on-column brak danych
brak

danych 121]

THM woda
pitna

HP-1 
(2,65 (im) 

30 m x 
0,53 mm

cold on-column

gaz nośny: wodór, 
gaz pomocniczy: Ar/CRi: 

60 ml min'1 
program temperaturowy: 

50 do 150°C 
(10CC na min.)

0,51 -  1 
1 Hl

[24]

THM woda
pitna

DB-1 
(5|im) 
30 m x  

0,53 min

cold on-column 
(Carlo Erba 

Strumentazione)

gaz nośny: hel: 
l-r2 ml min'1, 

gaz pomocniczy: Ar/Cl Ij: 
60 ml min'1 

izoterma -  I04CC

0,1 -r0,5 
1 pl

|12]

THM woda
pitna

DB-624 
(1,8 (im) 
30 m x 

0,32 mm

1093 (SPI)

gaz nośny: hel:
0,2 nil min'1 

gaz pomocniczy: azot: 
25-r50ml min'1 

program temperaturowy: 
104°C przez 3 min, 

do 150°C 
(10°C na min.)

0,16-0,060 
I P> [13]

THM, CCU woda
pitna

palcowana 
1% SE-30 

na
GDX-103 

(1,8 m)

brak danych gaz nośny: azot 0,4*2,6 
0,4-rlpl [14|

THM, CCU, 
C2HCI3

woda
pitna

pakowana 
Chro- 

mosorb 
101 

6 x 2  mm

brak danych

gaz nośny: azot:
30 ml min'1 

program temperaturowy: 
do 150°C 

(20°C na min.), 
do 200°C 

(4°C na min.)

< 1
9 (ii

[351

W literaturze opisane są przypadki oznaczania innych lotnych związków fluo- 
rowcoorganicznych w próbkach wód pitnych [8, 17, 30, 34-36, 39], gruntowych 
[17, 30-34], opadowych, powierzchniowych i morskich [17, 37-44, 48], w prób
kach wód mineralnych i napojów gazowanych [45] oraz nawet ściekach [46]. Róż
ne warianty zastosowania omawianej techniki przedstawiono w Tabeli 3.

Pomimo różnych rozwiązań metodycznych techniki DAI, nadal brak było moż
liwości oznaczania związków bardzo lotnych i mniej lotnych w jednym cyklu ana
litycznym. W 1994 roku po raz pierwszy opisano do rozdzielania szerokiej gamy,
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aż 54 średniolotnych i mniej lotnych związków tj.: alifatyczne i aromatyczne związki 
fluorowcoorganiczne, węglowodory aromatyczne, naftalen, (które izolowano z wyko
rzystaniem techniki wypłukiwania za pomocą strumienia gazu i jednoczesnego wy
chwytywania analitów na złożu stałego sorbenta) wykorzystanie kolumny kapilar
nej o długości 30 m, pokrytej filmem fazy stacjonarnej (żel krzemionkowy modyfi
kowany grupami cyjanopropylo-, metylo-, fenylowymi) o grubości 2 p.m [47].

W 1998 roku [42, 48] opisano zastosowanie kolumny o podobnych parame
trach (jak w cytowanej powyżej pracy [47]) do oznaczania związków o różnej lot
ności w jednym cyklu analitycznym z wykorzystaniem techniki bezpośredniego 
dozowania próbki wody na czoło kolumny kapilarnej (DAI-GC-ECD). Zmodyfiko
wano klasyczną wersję techniki DAI-GC-ECD poprzez zastąpienie tradycyjnej ko
lumny (PS 255) o długości 30 m z filmem fazy stacjonarnej o grubości 5 |J.m kolum
ną (Rtx-624) o długości 60 m z filmem fazy stacjonarnej (polidimetylosiloksan 
modyfikowany grupami cyjanopropylowymi (6%)) o grubości 1,8 |J.m. Zastosowa
nie cieńszego filmu fazy stacjonarnej poprawiło sprawność kolumny, polepszyło jej 
rozdzielczość (podwojenie długości kolumny powoduje zwiększenie o 40% roz
dzielczości kolumny) oraz umożliwiło separację mniej lotnych związków. Dzięki 
zastosowanemu rozwiązaniu stało się możliwe oznaczenie tak trudnolotnych związ
ków jak trichlorobenzeny, heksachlorobutadien równolegle z bardzo lotnymi związ
kami (tj.: trihalogenometany) w jednym cyklu analitycznym. Podobne rozwiązanie 
opisano później również i w innych pracach [49].

Matryca

Ograniczeniem zakresu stosowalności techniki DAI jest jej zastosowanie głów
nie do bezpośredniej analizy tzw. wód „czystych”. Substancje nieorganiczne i nie
lotne związki organiczne (zawiesina) obecne w próbkach środowiskowych w du
żych ilościach mogą osadzać się na ściankach przedkolumny i kolumny właściwej 
wpływając niekorzystnie na układ analityczny, skracając czas jego użytkowania lub/
i wpływać na wyniki oznaczeń końcowych. Podstawowe problemy analityczne, które 
może powodować złożoność składu matrycy przedstawiono w Tabeli 4.

W literaturze brak jest jednoznacznych doniesień na temat wpływu matrycy na 
wyniki oznaczeń analitów z wykorzystaniem techniki DAI. Jednakże, jak wynika 
z niepublikowanych badań, dla trzech (trichlorometanu, trichloroetenu i 1,1,2,2- 
tetrachloroetanu) z siedmiu badanych związków fluorowcoorganicznych analiza sta
tystyczna przy pomocy testu ł-Studenta wykazała istotne różnice we współczynni
kach kierunkowych krzywych kalibracji wykonanych dla próbek wody wolnej od 
zanieczyszczeń i próbek wody pobranych z rzeki Wisły o zawartość zawiesiny rzę
du 10 mg-dm'3. Wskazywało to na wpływ matrycy na wyniki analiz.
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Tabela 4. Najważniejsze problemy, które m o g ą  powodować złożoność składu matrycy przy oznaczaniu 
związków organicznych w  próbkach wody

Składowe matrycy próbek 
wody wprowadzanych 

do układu 
chromatograficznego

Uwagi

substancje mineralne
Obecność substancji mineralnych może w sposób istotny wpływać na odzysk 
analizowanych związków (zależność wartości współczynnika podziału od pH).

cząstki stałe 
(zawiesina)

Zawiesina jest obecna w wodach powierzchniowych w bardzo szerokim zakre
sie stężeń. Ze względów użytkowych definiuje się ją jako cząstki zatrzymy
wane przez filtr o średnicy porów 0,45 pm. Do zawiesiny należą cząstki orga
niczne (m.in.: bakterie, drobne organizmy lub ich fragmenty, cząstki torfu 
i roślinności bagiennej) i nieorganiczne tj.: (materiał ilasty i pylasty, cząstki 
piasku i skał oraz cząstki koloidalne różnych związków chemicznych) uno
szące się w masie wody, podniesione z dna zbiornika lub zmyte z brzegów 
[50,51].
Zawiesina wprowadzona wraz z próbką do właściwego układu chromatogra
ficznego może osadzać się na ściankach przedkolumny i kolumny właściwej, 
doprowadzając do uszkodzeń mechanicznych kolumny, jej zatykania, lub pro
wadzi do zmian własności sorpcyjnych fazy stacjonarnej. Ponadto cząstki stałe 
zawiesiny mogą zanieczyszczać dozownik i detektor skracając czas ich użytko
wania.
Ze względu na silne własności sorpcyjne, zawiesina charakteryzuje się zdolno
ścią do gromadzenia hydrofobowych zanieczyszczeń organicznych i śladowych 
ilości metali. Niekiedy osiąga się wartości współczynnika wzbogacania tych 
zanieczyszczeń rzędu kilku tysięcy lub więcej [50]. W przypadku analizy wody 
powierzchniowej należy sobie zdawać sprawę z możliwości adsorpcji zanie
czyszczeń na cząstkach stałych zawiesiny, co może być przyczyną dodat
kowych strat analitów i wpływać na odzyski analizowanych związków.

substancje
wysokocząsteczkowe

Bardzo rozpowszechnionymi składnikami matrycy próbek wód powierzchnio
wych są substancje humusowe powstające w zbiornikach wodnych lub dosta
jące się do wód z innych ekosystemów. Tworzą się one w wyniku nic do końca 
poznanych procesów biochemicznej polimeryzacji i polikondensacji ogromnej 
ilości różnorakich związków pochodzących ze szczątków roślinnych i zwie
rzęcych oraz produktów metabolizmu mikroorganizmów. W wyniku tych pro
cesów ilość możliwych kombinacji powstających związków jest wręcz astrono
miczna. Struktura chemiczna tych związków nie została dotychczas jednozna
cznie wyjaśniona, a podział na poszczególne grupy jest czysto operacyjny, 
wynikający z potrzeb badawczych [52-54],
Substancje humusowe ze względu na swoje specyficzne właściwości, mogą 
wpływać na zmianę składu próbek wód naturalnych podczas ich transportu, 
przechowywania i końcowej analizy w wyniku takich procesów jak |52 57).:
• adsorpcja,
• wymiana jonowa (substancje humusowe posiadają zdolność wiązania 

kationów w postaci soli i chclatów) [56|,
• kompleksowanie i tworzenie trwałych połączeń z. kationami metali, mine

rałami ilastymi oraz związkami organicznymi, w tym z substancjami toksy
cznymi jak pestycydy i insektycydy [56),

• koagulacja i zwiększanie rozpuszczalności niektórych związków w wodzie 
np.: rozpuszczalność węglowodorów wzrasta dwa razy,

• przyspieszanie degradacji pestycydów,
• fałszowanie wyników końcowej analizy (zawyżanie) wtedy jeżeli zawie

rają struktury podobne do oznaczanych substancji np.: grupy zawierające 
chlorowiec lub tlen na które jest czuły detektor wychwytu elektronów 
(ECD) stosowany przy analizie związków fluorowcoorganic/nych.
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Stwierdzono, że zastosowanie kolumny o cieńszym filmie fazy stacjonarnej 
oraz częsta wymiana przedkolumny sprawia, że dla analizowanych związków 
zawiesina (o zawartości 10-40 mg-dnr3) oraz kwasy humusowe (o zawartości 
10 mg-dnr3), nie mają statystycznie istotnego wpływu na wyniki oznaczeń w przy
padku korzystania ze zmodyfikowanej techniki DAI-GC-ECD [48, 58].

Ograniczenia związane z bardzo skomplikowaną matrycą i niskim poziomem 
stężeń analitów, można przezwyciężyć również na drodze przeniesienia analitów 
do innej matrycy, którą stanowić może faza stała (SPE, SPME) [59], faza gazowa 
(PT, HS, TLHS) [30, 33 ,45 ,46 ,60 , 61], lub faza ciekła (LLE) [62], co jednak wy
dłuża i komplikuje proces analizy.

Granica oznaczalności

Mała objętość próbki wprowadzanej do układu analitycznego sprawia, że grani
ce oznaczalności osiągane w technice DAI są stosunkowo wysokie (rzędu jjg-dnr3). 
W Tabeli 5 przedstawiono wartości granic oznaczalności w klasycznej wersji tech
niki DAI-GC-ECD oraz w zmodyfikowanej wersji tej techniki [17 ,42 ,48 ,63 , 64],

Tabela 5. Wartości granic oznaczalności analitów z grupy związków chloroorganicznych w  przypadku 
stosowania techniki DAI-GC-ECD [8, 9,40]

Związek
Granica oznaczalności [fig dm'3]

zmodyfikowana DAI klasyczna DAI

trichlorometan 0,04 0,02

tetrachlorometan 0,02 0,015

1,2- dichloroetan 0,09 -

trichloroeten 0,02 0,03

1,1,2-trichloroetan 0,08 -

tetrachloroeten 0,02 0,025

1,1,2,2-tetrachIoroetan 0,08 -

1,2-dichlorobenzen 0,59 -

1,3,5-trichlorobenzen 0,21 -

1,2,4-trichlorobenzen 0,24 -

1,2,3-trichlorobenzen 0,09 -

heksachlorobutadien 0,25 -
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Odzysk

Bezpośrednie wprowadzanie próbki do kolumny, w technice DAI eliminuje do 
minimum możliwość straty analitów oraz wprowadzania dodatkowych zanieczysz
czeń do próbki np.: pochodzących z rozpuszczalnika, lub wypłukujących się ze 
złóż sorbentów lub obecnych w gazie używanym na etapie desorpcji termicznej.

Czaso-, pracochłonność, możliwość automatyzacji procesu

Technika DAI charakteryzuje się prostotą i szybkością w wykonaniu poprzez 
eliminację z procedury analitycznej pracochłonnego etapu wstępnego przygotowa
nia próbki do analizy chromatograficznej, co ułatwia również możliwość jej auto
matyzacji.

Koszt

Koszt jednostkowy analizy przy wykorzystaniu techniki DAI jest bard/.o niski.

Aspekt prośrodowiskowy

Bezpośrednie wprowadzenie próbki wody do kolumny chromatograficznej cał
kowicie eliminuje konieczność użycia rozpuszczalników w toku postępowania ana
litycznego.

Inne rozwiązania metodyczne klasycznej techniki DAI

Od końca lat osiemdziesiątych obserwuje się coraz większe zainteresowanie 
techniką bezpośredniego dozowania próbki wody do kolumny kapilarnej. Zakres 
zastosowania techniki DAI nie musi być ograniczony tylko do oznaczania lotnych 
związków fluorowcoorganicznych. Wykorzystanie innych typów kolumn (inny typ 
fazy stacjonarnej, odpowiednia grubość filmu fazy stacjonarnej i długość kolumny)
i odpowiednich detektorów umożliwia wykorzystanie tej techniki do oznaczania 
szerszego spektrum związków fluorowcoorganicznych (związki średniolotne i nie
lotne) oraz oznaczania związków tlenoorganicznych, także w bardziej skompliko
wanych matrycach. Bardzo interesująca jest możliwość rozszerzenia zastosowania 
metody bezpośredniego dozowania do oznaczania bardziej polarnych i mniej lot
nych związków organicznych, których izolacja z wody, zarówno z wykorzystaniem 
ekstrakcji w układzie ciecz—ciecz jak i wypłukiwania za pomocą strumienia gazu 
{purge),]csX utrudniona ze względu na duże powinowactwo tych związków do wody.
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Tabela 6. Zakres zastosowania techniki bezpośredniego dozowania próbki wody do kolumny
chromatograficznej (DAI)

Analit Matryca Kolumna

Warunki analizy: 
natężenia przepływu 

strumienia gazów, gaz nośny, 
gaz pomocniczy, program 

temperaturowy

Dete
ktor

Granica 
oznaczal- 

ności /  objętość 
dozowanej 

próbki

Lit.

niskocząs- 
teczkowe 
alkohole, 
ketony, 
estry, 
nitryle 

rozpusz
czalne 

w wodzie

wody 
grun
towe 

i ścieki

10p.m Pora 
Plot Q 

(27,5x0,32  
mm)

gaz nośny: hel: 33 cm s'1 
program temperaturowy: 

60°C przez 5 min, 
do 200CC (10°C na min.), 

200°C przez 8 min

FT-1R 5*100 ng 
2 Id

[68]

0,5|im 
PTE-5 

(15 m x 0,53 
mm)

gaz nośny: hel: 30 cm s'1 
program temperaturowy: 

60°C przez 4 min, 1 
do 200°C (10°C na min.), 

200°C przez 6 min

MSD 8*400 pg 
2 ul

[68]

fosforany 
trimetylu 
i trietylu

wody 
grun
towe 

i ścieki

1,0 p.m DB-5 
(15 m x 0,53 

mm) lub 
1,0 |im 

DB-WAX 
(15 m x 0,53 

mm)

gaz nośny: 
hel: 10*12 ml min'1, 
wodór i powietrze: 
32-7-330 ml min'1 
gaz pomocniczy: 
azot: 25 ml min'1 

program temperaturowy: 
90°C przez 1 min, 

do 115°C (5°C na min.), 
do 160°C (7°C na min.), 

160°C przez 1 min

FID 1,5 mg drn3 
1 Ml

[22]

lotne
kwasy

tłuszczowe

próbki
biolo
giczne

1,0 (im 
DB-WAX 

(15 m x 0,53 
mm) 

i 1,0 ¡im 
FFAP 

(10 m x 0,53 
mm)

gaz nośny: hel: 31 cm s'1
FID nie podano 

0,5 fil [23]

produkty
hydrolizy

eteru
bis(2-chlo-

roctylu)

ścieki

1,0 |im 
DB-WAX 

(30 m x 0,53 
mm)

gaz nośny: hel: 2,4 ml min'1 
program temperaturowy: 

80°C do 220°C 
(15°Cna min),

220°C przez 10 min

FT-1R 46*120 ng 
2 (ii

[21]

lotne,
polarne
rozpusz
czalniki
(aceton,
MEK,
THF)

woda
pitna brak danych brak danych FID 5 fig dm'3 [71]

morfolina,
cyklohc-

ksylo-
amina.

woda
przemys

łowa

pakowana, 
(4,8% glikol 

polietyle
nowy +

gaz nośny: 
hel: 15*40 ml min‘, 
powietrze i wodór 

program temperaturowy:

FID 52*55 ng 
5 M-l

[72]
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Jak dotychczas wykorzystano tą metodę z powodzeniem do oznaczania słabo eks
trahujących się, polarnych rozpuszczalników [65] oraz fosforanów trimclylu i trie- 
tylu w próbkach wód gruntowych i ścieków [22], kwasu octowego w ściekach [66], 
lotnych kwasów tłuszczowych w próbkach biologicznych [23], amin [67] oraz związ
ków aminopochodnych w próbkach ścieków przemysłowych [68], siarkowodoru, 
merkaptanów i innych związków siarkoorganicznych w ściekach [69]. W Tabeli 6 
przedstawiono nieliczne przypadki zastosowania techniki DAI do oznaczania związ
ków organicznych z wykorzystaniem detektorów innych niż ECD. Rozwiązania te 
nie zostały jednak rozpowszechnione, być może z powodu osiąganych stosunkowo 
wysokich granic oznaczalności.

Szerokie studium literaturowe na temat bezpośredniego dozowania próbki do 
kolumny kapilarnej, problemów z tym związanych oraz trendy rozwojowe tejże 
techniki zostały szeroko przedstawione w publikacji pt.: Direct Injection o f  Aqu
eous Samples into Gas Chromatographic Columns opublikowanej w czasopiśmie 
„Chemia Analityczna” w 1997 roku [70].

3. TECHNIKI IZOLACJI I/LUB WZBOGACANIA LOTNYCH
IŚREDNIOLOTNYCH ZWIĄZKÓW ORGANICZNYCH Z PRÓBEK

WODNYCH

Typowe próbki środowiskowe (wody powierzchniowe, ścieki) posiadają ma
trycę organiczną o bardzo skomplikowanym składzie, lub zawierają anality na bar
dzo niskim poziomie stężeń (o wiele niższym niż granice oznaczalności stosowa
nych detektorów) i wymagają zwykle specjalnego przygotowania, zanim można 
poddać je analizie chromatograficznej. W przypadku analizowania lotnych i śred- 
niolotnych związków organicznych najkorzystniejsze jest przeprowadzenie izolacji 
analitów z matrycy wodnej jak i ich wzbogacenie (podniesienie stężenia) w jednym 
etapie. W praktyce analitycznej najczęściej wykorzystuje się następujące techniki 
izolacji i/lub wzbogacania, które w różnym stopniu nadają się do analizy lotnych
i średniolotnych związków [73,74]:

• techniki izolacji i/lub wzbogacania do fazy ciekłej (LLE)
• techniki izolacji i/lub wzbogacania z wykorzystaniem membran półprzc- 

puszczalnych
• techniki izolacji i/lub wzbogacania do fazy gazowej (HS, PT, TLHS, desty

lacja)
• techniki izolacji i/lub wzbogacania do fazy stałej lub stacjonarnej (SPE, 

SPME)
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3.1. EKSTRAKCJA DO FAZY CIEKŁEJ

Ekstrakcja w układzie ciecz—ciecz (ang. Liquid—Liquid Extraction — LLE) sta
nowi jedną z najstarszych, ale pomimo wielu wad, nadal powszechnie używaną 
technikę izolacji i/lub wzbogacania związków organicznych, zwłaszcza z próbek 
wodnych. Zasada izolacji w tym przypadku oparta jest na wykorzystaniu zjawiska 
podziału analizowanych związków pomiędzy organiczny, nie mieszający się z wodą, 
rozpuszczalnik, a fazę wodną [4, 73-78],

Rodzaj analizowanych związków i matryca

Ekstrakcja w układzie ciecz-ciecz ma ograniczone zastosowanie do związków 
bardzo lotnych, natomiast z powodzeniem może być wykorzystana do związków 
średnio- i trudnolotnych, a poprzez dobór odpowiedniego rozpuszczalnika, umożli
wia ekstrakcję związków o szerokim spektrum polamości z bardzo różnych matryc 
[75].

Granica oznaczalności

Zazwyczaj do kolumny chromatograficznej wprowadza się kilka mikrolitrów 
otrzymanego ekstraktu ze względu na konieczność uzyskania wąskiego pasma chro
matograficznego. Dlatego też, osiągane granice oznaczalności przy wykorzystaniu 
techniki LLE są stosunkowo wysokie (rzędu |ig-dm'3 lub nawet wyżej) (Tabela 7).

Tabela 7. Przykładowe wartości granic oznaczalności dla wybranych związków fluoroorganicznych 
wg normy ISO/FDIS 10301 dla techniki ekstrakcji ciecz-ciecz [63, 64]

Związek Granica oznaczalności [|ig dm'3]

trichlorometan 0,05+0,3

tetrachlorometan 0,01+0,1

1,2- dichloroetan 5+10

trichloroetcn 0,05+0,1

tclrachloroeten 0,1

1,1,2,2-tetrachloroetan 0,05+0,1

W ostatnich latach rozwinęła się technika wprowadzania dużych objętości pró
bek ciekłych (ang. -  Large Volume Injection -  LVI) do kolumny kapilarnej chroma
tografu gazowego, co umożliwiło obniżenie granicy oznaczalności do poziomu stę
żeń rzędu ng-dnr3, a nawet poniżej [79-90].
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Czaso-, pracochłonność, możliwość automatyzacji procesu

Pomimo prostoty wykonania (kilkakrotne mcchanicznc lub ręczne wytrząsanie 
cieczy i ich rozdzielanie) klasyczna metoda LLE charakteryzuje się praco- i czaso
c h ło n n o ś c ią  postępowania, na które składają się takie problemy jak [76].

• częsta konieczność dodatkowego wzbogacania (odparowania nadmiaru roz
puszczalnika) celem osiągnięcia żądanej wartości współczynnika wzboga
cania, lub też zamiana rozpuszczalnika używanego w trakcie ekstrakcji na 
inny, bardziej właściwy z punktu widzenia stosowanej techniki oznaczeń 
końcowych,

• częsta konieczność stosowania dodatkowego etapu frakcjonowania i oczysz
czania (usunięcie wody i interferentów) uzyskiwanych ekstraktów,

• niebezpieczeństwo powstawania stosunkowo trwałych emulsji trudnych do 
rozdzielenia,

• trudności z obróbką próbek o dużej objętości.
W wielu przypadkach tak przygotowany ekstrakt można dopiero bezpośrednio 

wprowadzić do kolumny chromatograficznej [3, 81, 82, 91, 92].
Dodatkową wadą techniki LLE jest trudność w automatyzacji procesu.

Koszt

Technika LLE charakteryzuje się niskim kosztem, dzięki zastosowaniu prostej
i taniej aparatury (rozdzielacze). Jednakże konieczność używania dużej ilości (ocl 
kilkudziesięciu mililitrów do nawet kilku litrów) często bardzo drogich, o dużej 
czystości rozpuszczalników podraża koszt metody.

Aspekt prośrodowiskowy

Techniki LLE nie można zaliczyć do przyjaznych dla środowiska, ponieważ po 
ekstrakcji pozostają duże ilości zlewek w postaci toksycznych rozpuszczalników. 
Aby uniknąć zanieczyszczenia nimi środowiska konieczne jest prowadzenie utyli
zacji powstających odpadów, która dodatkowo wydłuża i podraża cały proces [76J.

Modyfikacje klasycznej techniki ekstrakcji ciccz-ciccz

Z myślą o wyeliminowaniu przynajmniej części niekorzystnych cech klasycz
nej techniki ekstrakcji w układzie ciecz-ciecz, opracowano szereg jej modyfikacji. 
Można wymienić rozwiązania mające na celu:

a. poprawienie skuteczności ekstrakcji i skrócenie czasu jej trwania (przy wyko
rzystaniu łaźni ultradźwiękowej, lub promieniowania mikrofalowego) [76],
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b. zminimalizowanie użycia rozpuszczalnika w stosunku do objętości ekstra
howanej próbki dzięki odpowiedniej konstrukcji aparatury do prowadzenia 
ekstrakcji i modyfikacji procesu. Można tu wymienić następujące techniki:
• mikroekstrakcja za pomocą małej ilości rozpuszczalnika (ang. Microscale 

Solvent Extraction -  MSE) [75, 93],
• ekstrakcja w pojedynczej kropli rozpuszczalnika (ang. Single Drop Extrac

tion -  SDE) [94, 95],
• ekstrakcja ciągła w układzie ciecz-ciecz (ang. Continuons Liquid—Liquid 

Extraction -  CLLE) [95, 96],
• połączenie ekstrakcji z jednoczesną destylacją z parą wodną (ang. Simul- 

taneous Steam Distillation Liquid Extraction -  SSDLE) [97],

3.2. TECHNIKI EKSTRAKCJI MEMBRANOWEJ

Techniki ekstrakcji membranowej są stosowane od niedawna, lecz ze względu 
na liczne zalety są coraz powszechniej wykorzystywane w analityce śladowej. 
W przypadku takich technik jak ultrafiltracja, odwrócona osmoza, dializa, mikro- 
dializa, elektrodializa próbka jest w bezpośrednim kontakcie z membraną wykona
ną z półprzepuszczalnego materiału (teflonu, gumy silikonowej, celulozy, włókien 
szklanych), charakteryzującego się dużą przepuszczalnością w stosunku do anali- 
tów. Anality przechodzą selektywnie przez membranę i sąusuwane z jej powierzch
ni za pomocą strumienia cieczy lub gazu płuczącego i mogą być bezpośrednio kie
rowane do urządzenia pomiarowego [73, 75], bądź też podlegać operacji dodatko
wego wzbogacenia na stałym sorbencie (ang. Membrane Extraction with Sorbent 
Interface -  MESI) [98-103].

Membrany bardzo często są stosowane jako integralna część układu (interfejs) 
do wprowadzania analitów na drodze permeacji bezpośrednio do komory joni
zacyjnej spektrometru mas (ang. Membrane Inlet Mass Spectrometry -  MIMS) 
[104-106].

Rodzaj analizowanych związków i matryca

Techniki ekstrakcji membranowej mają zastosowanie głównie dla oznaczania 
związków niepolamych i o dużej lotności w próbkach wodnych o niewielkiej ilości 
zanieczyszczeń stałych (zanieczyszczenia stałe bardzo łatwo zatykają pory mem
brany i wydłużają czas analizy).

Granica oznaczalności

Techniki ekstrakcji membranowej umożliwiają uzyskiwanie bardzo niskich 
granic oznaczalności, nawet na poziomie ppq w przypadku bezpośredniego wpro
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wadzania analitów do komory jonizacyjnej spektrometru mas (MIMS) [100 102], 
Dodatkową zaletą technik membranowych jest uzyskiwanie ekstraktów o bardzo 
dużej czystości, co umożliwia osiągnięcie wysokiej skuteczności oddzielenia anali
tów od składników przeszkadzających obecnych w matrycy, oraz wyeliminowanie 
do minimum możliwości wprowadzania dodatkowych zanieczyszczeń w ti akcie trwa
nia procesu. Dzięki czemu nie jest konieczne wprowadzenie dodatkowych etapów 
oczyszczania próbki.

Czaso-, pracochłonność, możliwość automatyzacji procesu

Techniki ekstrakcji membranowej charakteryzują się małą wydajnością i dłu
gim czasem trwania procesu w porównaniu z innymi technikami (SPh, LLh). Zaletą 
techniki jest łatwość automatyzacji procesu.

Koszt

Konieczność stosowania specjalnego i kosztownego sprzętu powoduje, że tech
niki membranowe nie mogą znaleźć zastosowania w każdym laboratorium.

Aspekt ekologiczny

Techniki ekstrakcji membranowej umożliwiają zminimalizowanie użycia roz
puszczalników i tym samym przeprowadzane analiz są mało uciążliwe dla środowi
ska.

3.3. TECHNIKI IZOLACJI I/LUB WZBOGACANIA ANALI TÓW 1)0 1<’AZV (.’AZOWKJ

Techniki analizy fazy nadpowierzehniowej (HS, PT, TLHS) oparte są na wyko
rzystaniu zjawiska podziału analitów pomiędzy fazę ciekłą i gazową. Analizie pod
daje się fazę gazową (nadpowierzchniową) wraz z lotnymi związkami uwolnionymi 
z ciekłej próbki [73, 74, 107].

Izolacja z matrycy wodnej może być prowadzona w sposób periodyczny lub 
ciągły. Techniki periodyczne można ogólnie podzielić na: statyczne gdy obie sty
kające się ze sobą fazy, tzn.: fazy wodna (próbka) i gazowa (matryca odbierająca), 
są nieruchome lub dynamiczne -g d y  jedna z faz jest ruchoma. Techniki dynamicz
ne charakteryzują się niższą granicą oznaczalności w stosunku do metod statycz
nych. Dynamiczne wymywanie umożliwia uzyskanie dobrego rozwinięcia po
wierzchni międzyfazowej, dlatego też osiąga się wysoki stopień przeniesienia ana
litów do fazy gazowej i tym samym wysoki odzysk analitów [107, 108J.
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Natomiast w przypadku wariantów ciągłych technik analizy fazy nadpowierzch- 
niowej występuje ruch obu faz: ciekłej (próbki) i gazowej we współprądzie lub 
przeciwprądzie [33, 39 ,45 ,46 , 59, 60, 74, 109]. Anality przechodzą ze strumienia 
ciekłej próbki do strumienia fazy gazowej skąd można je  np. wychwytywać w puła
pce z sorbentem, a po uwolnieniu analizować z wykorzystaniem techniki chromato
grafii gazowej.

Innym ciekawym i ważnym rozwiązaniem technik izolacji i wzbogacania związ
ków w układzie ciecz—gaz są techniki destylacyjne, które mogą służyć do izolacji 
związków bardziej polarnych. Podstawą rozdzielenia mieszaniny na składniki 
w procesie destylacji jest zróżnicowany podział poszczególnych składników mię
dzy fazę ciekłą i pozostającą z nią w równowadze fazę gazową. Składniki bardziej 
lotne ulegają wzbogaceniu w fazie gazowej, która po wykropleniu stanowi koncen
trat tych składników (destylat). Skuteczność separacji zależy od właściwości skład
ników mieszaniny, stosowanej aparatury destylacyjnej oraz metody destylacji.

W przypadku analizowania mocno obciążonych próbek środowiskowych i bio
logicznych często stosowana jest destylacja z parą wodną [73,107]. Wysoki stopień 
wzbogacenia uzyskuje się dla lotnych analitów o małych masach cząsteczkowych. 
W celu poprawienia wykrywalności (oznaczalności) możliwa jest również kombi
nacja destylacji z parą wodną z późniejszą analizą destylatu metodą statyczną ana
lizy fazy nadpowierzchniowej lub ekstrakcją typu ciecz-ciecz.

3.3.1. Technika wypłukiwania i jednoczesnego wychwytywania analitów 
na stałym sorbencie

W praktyce analitycznej do analizowania lotnych i średniolotnych związków 
organicznych z próbek wodnych spośród technik izolacji i/lub wzbogacania anali
tów do fazy gazowej najczęściej wykorzystuje się technikę wypłukiwania i jedno
czesnego wychwytywania analitów na złożu stałego sorbenta (ang. Purge and Trap
-  PT), która została po raz pierwszy zastosowana i opisana w 1974 roku [110].

W trakcie analizy próbki wody przy pomocy techniki PT realizowane są rów
nocześnie dwie operacje [74, 108, 111-117]:

• operacja wypłukiwania (purge), polegająca na przepłukiwaniu próbki wody
o objętości 5-25 cm3 umieszczonej w płuczce o specjalnej konstrukcji, za pomocą 
strumienia czystego, obojętnego gazu, pobieranego z butli (przez okres kilku do 
kilkudziesięciu minut).

• operacja wychwytywania (trap), w trakcie której anality wymywane z wody 
są zatrzymywane w pułapce, a w następnej kolejności desorbowane termicznie na 
czoło kolumny chromatograficznej. Etap ten jest konieczny celem zawężenia „pa
sma” analitów, które w fazie gazowej zajmują znaczną objętość (od kilku do kilku 
tysięcy cm3), przed ich zadozowaniem na kolumnę chromatograficzną [76]. Dodat
kowym problemem jest obecność dużych ilości pary wodnej obecnej w gazie po 
przejściu przez próbkę wodną wody. Dlatego też przed wprowadzeniem analitów
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na kolumnę należy często przeprowadzić osuszenie strumienia gazu płuczącego 
[113-117].

Rodzaj analizowanych związków

Technika wypłukiwania za pomocą strumienia gazu i jednoczesnego wychwy
tywania analitów na stałym sorbencie jest szeroko stosowana w praktyce laborato
ryjnej na świecie i zalecana przez Amerykańską Agencję ds. Ochrony Środowiska 
(ang. Environmental Protection Agency — EPA) do oznaczania zwłaszcza związków 
niepolamych i średniopolamych o znacznej prężności par w próbkach wody. Istnie
je  wiele doniesień literaturowych na tema; jej zastosowania do oznaczania np.: wę
glowodorów alifatycznych, aromatycznych, związków fluorowcoorganicznych [39, 
48,74,107,117-127], siarkoorganicznych [128], polichlorowanych hi fenyli [ 129], 
rozpuszczalników przemysłowych [130], lotnych związków w wod/ie morskiej, 
ściekach, płynach fizjologicznych i produktach naturalnych [48, 131 142J. Różne 
przykłady zastosowania techniki PT przedstawiono w label i 8 .

Tabela 8. Przykłady metod zaproponowanych pr7.cz agencji; KPA do o/nac/unin lotnych /wią/ków  
fluorowcoorganicznych w próbkach wody [ 14.1 1 ‘171

Me
toda Kolumna Mattyca

Sposób
wzboga

cania
próbki

Detektor Typ o/nac/anych /wi.|/kow
Ilość

o/iue/anych
/WI,|AÓW

502.2 kapilarna woda do 
picia

purge and 
trap

PID
połą
czony 

z ELCD

• /wią/ki .liomutyc/nc, om/  
z podwó|nyni wi;|/atuein 
(dl.i PID) M)

• /wiązki /¡lwia j|.ice atomy 
halogenowe (dla hi CU)

524.2 kapilarna woda do 
picia

purge and 
trap MS

• /wiqAi aromatye/ne o u /
•/ poilwóinym wi;i/.imem

• /wiązki /.iwici j|.|cc ultimv 
halogenowe

0(1

504 kapilarna woda do 
picia

mikrocks-
trakcja

heksanem
ECD

• dihiomootcn (l-.I)H)
• dibromochloiopiopun 

(Dtt(T)
i

601 pakowana ścieki purge and 
trap ELCD • /.wią/ki /awiei;i|.i«‘ atomv 

halogenowe
602 pakowana ścieki purge and 

trap PID • zwią/ki aromatyczne 7

624 kapilarna woda do 
picia

purge and 
trap MS

* /wią/ki aromatyczne
• /wią/ki /.iwie;;i|;|ee atomy 

halogenowe

8010 B pakowana

odpady
toksy
czne,
wody

gruntowe

purge and 
trap ELCD • związki zawierające atomy 

halogenowe M)
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Tabela 8. Ciąg dalszy

Me
toda Kolumna Matryca

Sposób
wzboga

cania
próbki

Detektor Typ oznaczanych związków
Ilość

oznaczanych
związków

8011 kapilarna

odpady
toksy
czne,
wody

gruntowe

mikroeks-
trakcja

heksanem
ECD

• dibromoeten (EDB)
• dibromochloropropan 

(DBCP)
2

8015 A pakowana
odpady
toksy
czne

purge and 
trap F1D • niehalogenowe lotne 

związki 4

8020 A pakowana
odpady
toksy
czne

purge and 
trap PID • związki aromatyczne 10

8021 A kapilarna odpady purge and 
trap

PID 
Połą
czony 

z ELCD

• związki aromatyczne, oraz 
z podwójnym wiązaniem 
(dla PID)

• związki zawierające atomy 
halogenowe (dla ELCD)

60

8240 B pakowana odpady

purge and 
trap 

(ewentu
alnie DA1)

MS
• związki aromatyczne
• związki zawierające atomy 

halogenowe
79

8260 A kapilarna odpady

purge and 
trap 

(ewentu
alnie DAI)

MS
• związki aromatyczne
• związki zawierające atomy 

halogenowe
98

P1D (Photojonization Detektor) -  Detektor Fotojonizacyjny
ELCD (Electrolitylic Conductivity Detektor) -  Detektor Przewodnictwa Elektrolitycznego 
MS (Mass Spectrometer) -  Spektrometr Mas
ECD (Electrone Capture Detektor) -  Detektor Wychwytu Elektronów 
FID (Flame Ionization Detector) -  Detektor Płomieniowo-Jonizacyjny

Matryca

Technika PT może być wykorzystana do oznaczania analitów w próbkach o du
żej zawartości związków nieorganicznych (woda powierzchniowa [48,119,120,137], 
morska [131, 138-140], ścieki [46, 47, 132]), wysokocząsteczkowych związków 
organicznych (polimery, związki humusowe), mieszanin niehomogenicznych (pły
ny fizjologiczne [49, 134,135, 141, 142]), które przy zastosowaniu innych technik 
izolacji wymagają skomplikowanych operacji oczyszczania i przygotowania pró
bek przed właściwą analizą chromatograficzną. Kłopotliwa może być analiza pró
bek łatwo pieniących, co grozi zalaniem przewodów i zaworu w stosowanym urzą
dzeniu. Rozwiązaniem tego problemu może być dodatek substancji zwiększającej 
napięcie powierzchniowe próbki (substancji antypieniących) [108] lub stosowanie 
tzw. filtrów piany.
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Granica oznaczalności

Technika wypłukiwania za pomocą strumienia gazu i jednoczesnego wychwy
tywania analitów na stałym sorbencie umożliwia oznaczania bardzo niskich stężeń 
analitów (od kilku do kilkuset ppt w połączeniu z detektorem MS), ponieważ związki 
wyekstrahowane do fazy gazowej, są w całości wprowadzane do kolumny chroma
tograficznej. Oszacowane wartości granic oznaczalności techniki PT-GC-MS z wy- 
kor2ystaniem kolumny Rtx-624 przedstawiono w Tabeli 9 [48].

Tabela 9. Wartości granic oznaczalności analitów w przypadku stosowania techniki PT [48]

Związek Granica oznaczalności ||J.g dm'|

dimetylosulfid 0,083

tiofen 1,221

dietylosulfid 5,063

benzen 0,125

toluen 0,065

etylobenzen 1,026

1,4-dimetylbenzen 0,181

dekan 0,918

undekan 0,737

1,2,3-trimetylobenzen 0,403

1,3,5-trimetyIobenzen 0,438

1,2,4-trimetylobenzen 0,498

chlorobenzen 0,565

1,2-dichloroetan 3,511

trichloroeten 0.206

1,1,2-trichloroetan 6,162

tetrachloroeten 0,244

1,1,2,2-tetrachloroetan 0,240

1,2-dichIorobenzen 0,030

1,3,5-trichlorobenzen 0,027

1,2,4-trichlorobenzen 0,034

1,2,3-trichlorobenzen 0,033

heksachlorobutadien 0,104
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Dodatkową zaletą techniki PT jest możliwość analizowania próbek o stosun
kowo dużych objętościach (5—10, a nawet 25 ml). Niedogodnością przy oznaczaniu 
tak niskich stężeń jest możliwość zanieczyszczenia próbki. Występujący tzw. „efekt 
pamięci” naczynka, można jednak wyeliminować przez silanizację ścianek naczyn
ka i odpowiedni reżim pracy. Natomiast tło wnoszone przez strumień gazu płuczą
cego można zmniejszyć stosując efektywne sposoby oczyszczania strumienia gazu 
[108-120],

Odzysk analitów

Odzysk analitu w przypadku stosowania techniki PT jest zależny od efektyw
ności procesów: wypłukiwania analitów z próbki, zatrzymywania analitów w pu
łapce oraz ich uwolnienia z pułapki.

Na efektywność etapu wypłukiwania analitów bezpośrednio wpływać będą 
następujące parametry [108, 111-116, 120]:

1. rodzaj oznaczanych związków -  w praktyce ilościowy odzysk można osią
gnąć dla związków niepolamych lub słabo polarnych o słabej rozpuszczalności 
w wodzie (< 2%), względnie lotnych (tw < 200°C) i stabilnych termicznie [148], 
W przypadku związków o większej polamości wskazane jest podniesienie tempera
tury płuczki, ale nic zawsze daje to pożądany efekt [108].

2. objętość gazu płuczącego -  wydajność etapu wypłukiwania będzie rosła 
gdy wzrastać będzie stosunek v /v (duża objętość gazu płuczącego i mała objętość 
próbki). Zwiększanie efektywności prowadzenia procesu wypłukiwania poprzez 
wzrost objętości gazu płuczącego (proporcjonalny do czasu płukania i natężenia 
przepływu strumienia gazu płuczącego) jest z kolei ograniczony możliwością prze
bicia pułapki sorpcyjnej i problemami technicznymi związanymi z dużymi ilościa
mi wody unoszonej przez gaz wypłukujący [108, 116-121],

3. objętość próbki i związana z tym objętość naczyńka -  optymalna objętość 
próbki jaką poddaje się analizie wynosi 5-25 ml. Poddawanie analizie próbek
0 większych objętościach prowadzi oczywiście do obniżenia granicy oznaczalno- 
ści, ale większe objętości próbek wymagają z kolei zastosowania większej objęto
ści gazu płuczącego co może z kolei prowadzić do przebicia pułapki [116].

4. temperatura prowadzenia procesu wypłukiwania -  ogólnie można stwier
dzić, że wydajność etapu wypłukiwania będzie rosła gdy wzrastać będzie tempera
tura prowadzenia procesu płukania i stosunek vg/v (duża objętość gazu płuczącego
1 mała objętość próbki). Można więc stwierdzić, że dłuższy okres przepłukiwania 
w niższej temperaturze daje te same efekty co krótszy etap ekstrakcji ale w wyższej 
temperaturze. Podnoszenie temperatury prowadzenia procesu wypłukiwania ma 
szczególnie duży wpływ na odzysk w przypadku oznaczania związków w próbkach 
silnie obciążonych matrycą organiczną np.: ścieki. Wzrost temperatury powoduje 
jednak zwiększanie ilości wody przedostającej się do gazu, co jest zjawiskiem nie
korzystnym [108, 116-121].

5. pH wody oraz siła jonowa roztworu.
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Na etapie doboru odpowiedniego sorbenta należy kierować się nic tylko warto
ścią objętości przebicia analitów, a le  również możliwością ich ilościowej desorpcji. 
Najczęściej stosowany jest polimer Tenax GC lub Tenax TA [111, 116-121, 149] 
lub złoża mieszane typu: Tenax TA /Si02/węgiel aktywny [ 150,151 ] oraz Tcnax TA 
/sito węglowe [122]. W przypadku analitów średniolotnych oprócz złoża polimeru 
Tenax TA konieczne jest stosowanie drugiej warstwy, zabezpieczającej złoże głów
nie przed przebiciem przez lotniejsze związki. Często do tego celu stosuje się złoże 
sita węglowego np.: Carbosieve III S [116]. Analiza związków o szerokim spek
trum lotności w y m a g a  jeszcze bardziej złożonych sorbentów lub zastosowania puła
pki kriogenicznej [121, 123,150-152].

Czaso-, pracochłonność, możliwość automatyzacji procesu

Technika PT charakteryzuje się prostotą i szybkością w wykonaniu oraz łatwo
ścią automatyzacji procesu. Przeniesienie analitów do fazy gazowej ułatwia zasto
sowanie połączeń różnych modułów do izolacji analitów bezpośrednio z chromato
grafem gazowym [153-156].

Koszt

Koszt stosowanego sprzętu w analizach przy wykorzystaniu techniki PT jest 
stosunkowo wysoki. Możliwe jest jednak wykonanie wielu tysięcy analiz na jed
nym urządzeniu, co znacznie obniża koszt jednostkowy.

Aspekt prośrodowiskowy

Technika PT umożliwia zmniejszenie ilości stosowanych rozpuszczalników, 
bądź też całkowite ich wyeliminowanie z toku analizy (unika się konieczności uwz
ględniania ślepej wartości wnoszonej przez rozpuszczalnik oraz powstawania tok
sycznych odpadów).

Modyfikacje techniki PT

Pomimo, że technika PT jest już dobrze rozwinięta i poznana, to wzrastające 
zapotrzebowanie na badania analityczne dużej ilości próbek wody ccłcm oznacze
nia coraz szerszej gamy związków, na coraz niższym poziomic stężeń, w różnych 
matrycach, wymusza dalsze prace badawcze nad modyfikacją istniejących już urzą
dzeń i procedur analitycznych. Obejmują one działania na rzecz usprawnienia całej 
metodyki w celu zapewnienia ilościowego przebiegu procesów wypłukiwania i wy
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chwytywania analitów, minimalizacji tła i efektu pamięci, a także modyfikacji ozna
czeń na etapie końcowym (dobranie kolumny o odpowiednich parametrach, progra
mu temperaturowego oraz odpowiedniego detektora).

Jedną z takich modyfikacji opisaną w literaturze było zastosowanie kolumny 
Rtx-624 (60 m x 0,32 mm z filmem fazy stacjonarnej (polidimetylosiłoksan mody
fikowany grupami cyjanopropylowymi (6%)) o grubości 1,8 jun) [48, 119]. W sto
sunku do wcześniejszych prac [47] zastosowanie dłuższej kolumny z cieńszym fil
mem fazy stacjonarnej umożliwiło oznaczenie, a przede wszystkim rozdzielenie szer
szej gamy związków — od bardzo lotnych jak np.: dimetylosulfid do mniej lotnych 
typu trichlorobenzeny czy heksachlorobutadien -  w jednym cyklu analitycznym. 
Kolumna Rtx-624, została również zaproponowana w projekcie normy ISO/CD 
15680 do rutynowego oznaczania lotnych zanieczyszczeń (węglowodorów aroma
tycznych, naftalenu, związków chloroorganicznych) przy pomocy techniki PT [157].

3.4. TECHNIKI IZOLACJI I/LUB WZBOGACANIA ANALITÓW DO FAZY STAŁEJ
LUB STACJONARNEJ

W przypadku oznaczania zanieczyszczeń w próbkach wód bardzo „czystych” 
osiągana granica oznaczalności przy pomocy omówionych do tej pory technik, 
wydaje się być niewystarczająca. Możliwości oznaczania szerokiej gamy związ
ków (o różnej lotności) na niższym poziomie stężeń w wodach bardzo „czystych” 
dają techniki izolacji i/lub wzbogacania analitów do fazy stałej lub stacjonarnej. Są 
one oparte na wykorzystaniu zjawiska adsorpcji, rozpuszczonych w wodzie anali
tów, na powierzchni złoża sorbentu (faza stała) głównie w wyniku działania sił Van 
der Waalsa, lub wiązań wodorowych. Może nastąpić również podział analitów po
między ciekły sorbent (faza stacjonarna) naniesiony na nośniku, a wodną matrycę 
próbki [4, 73-76, 103, 158-170).

Szczególnym przypadkiem zastosowania ekstrakcji do fazy stałej jest wersja 
tej techniki, połączona z termiczną desorpcją i chromatografią gazową (ang. Solid 
Phase Extraction Thermal Desorption — SPE-TD), która została zaproponowana 
pod koniec lat siedemdziesiątych [160-162]. Proces izolacji i wzbogacania anali
tów jest realizowany w trakcie przepuszczania strumienia analizowanej próbki wody 
przez kolumienkę wypełnioną sorbentem. Anality wzbogacone na sorbencie stałym 
są następnie uwalniane w wyniku termicznej desorpcji na czoło kolumny chromato
graficznej [48, 159, 160, 167, 169, 170]. Mimo, że technika ta posiada wiele zalet 
(wyeliminowanie z toku postępowania analitycznego użycia rozpuszczalnika, ła
twość automatyzacji, możliwość jej zastosowania do szerokiej gamy związków), to 
początkowo nic wzbudziła ona większego zainteresowania. Ponownie zaintereso
wano się tą metodą na początku lat 90 [ 163-165], Jednakże w dalszym ciągu ukaza
ło się niewiele prac na ten temat.
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Rodzaj analizowanych związków

Przy pomocy techniki SPE-TD jest możliwa izolacj a i wzbogacanie analitów o 
szerokim spektrum lotności i polamości (można uzyskać określoną selektywność 
poprzez dobór właściwego sorbentu). Umożliwia ona oznaczanie bardzo lotnych 
związków, których czasy retencji w przypadku np.: techniki LLE pokrywałby się 
z czasem retencji rozpuszczalnika [159, 160, 164, 166—168]. Należy się jednak li
czyć z możliwością strat lotnych analitów na etapie suszenia złoża.

Matryca

Technika SPE-TD może z powodzeniem być wykorzystywana do oznaczania 
związków organicznych w próbkach wód „czystych” (bez zawiesiny) tj. w prób
kach wody do picia, wody deszczowej, wody do produkcji środków farmaceutycz
nych (leki, płyny infuzyjne, kosmetyki) i innych. Nic nadaje się natomiast do wód 
zanieczyszczonych cząstkami stałymi, ponieważ istnieje niebezpieczeństwo osa
dzania się zawiesiny na powierzchni sorbentu, blokowanie por sorbentu lub nawet 
zmiana jego własności chemicznych. Powoduje to szybsze i nieodwracalne zużycie 
złoża sorbentu.

Granica oznaczalności

Zastosowanie procesu termicznej desorpcji, zamiast ekstrakcji rozpuszczalni
kami w celu uwalniania związków ze złoża sorbentu umożliwia znaczące obniżenie 
granicy oznaczalności w analizach przy wykorzystaniu techniki SPE (do poziomu 
poniżej ng-dnr3) ponieważ związki desorbowane termicznie są w całości podawane 
na kolumnę chromatograficzną. W badaniach przeprowadzonych na Politechnice 
Gdańskiej oszacowana granica oznaczalności dla techniki SPE-TD-GC-MS (przy 
pracy detektora MS w systemie SCAN) kształtowała się na poziomie kilku ng-dnr5. 
Na podstawie otrzymanych wyników można stwierdzić, żc w przypadku pracy de
tektora w systemie SIM wydaje się możliwe osiągnięcie granic oznaczalności na 
poziomie 0,01 ng-dnr3. Tak niska granica oznaczalności powoduje, że technika ta 
może być z powodzeniem stosowana do próbek wód, charakteryzujących się bar
dzo niskim poziomem zawartości zanieczyszczeń. W ramach prowadzonych badań 
wykorzystano technikę SPE-TD-GC-MS do kompleksowej analizy wód stosowa
nych w przemyśle farmaceutycznym [48, 169].

Odzysk

Podczas analizy z wykorzystaniem techniki SPE-TD-GC-MS następują głów
nie straty lotnych analitów spowodowane etapem suszenia rurki sorpcyjnej. Propo
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nowany proces suszenia złoża w strumieniu przepływającego gazu (powietrza)
0 natężeniu 60 cm3-min-' w temperaturze 80°C przez 5 min, okazał się korzystny dla 
związków o temperaturach wrzenia powyżej 100°C [48,169,170]. Wysokie warto
ści odzysku (w granicach od 50% do 90%) otrzymano dla węglowodorów aroma
tycznych (benzen, toluen, ksyleny oraz związki aromatyczne podstawione chlorem) 
dla dibromochlorometanu (82%), 1,1,2,2-tetrachloroetanu (powyżej 74%), tetrachlo- 
roetenu (62%) i heksachlorobutadienu (80%). Natomiast związki takie jak: bromo- 
dichlorometan, bromochlorometan, bromotrichlorometan, 1,2-dichloroetan, cis-1,2- 
dichloroeten, trans-1,2-dichloroeten, 1,1 -dichloroeten, trichloroeten oraz związków 
siarkoorganicznych (dimetylosulfid, dietylosulfid, tiofen) charaktyeryzowały się 
niskimi wartościami odzysku (poniżej 20%) [48, 169],

Technika SPE jest również ograniczana etapem desorpcji ze złoża sorbentu
1 okazała się szczególnie niekorzystna dla związków o temperaturach wrzenia po
wyżej 260°C takich jak: pentachlorobenzen i heksachlorobenzen. Prawdopodobną 
przyczyną są zimne miejsca w wykorzystywanym desorberze [48, 169].

Czaso-, pracochłonność, możliwość automatyzacji procesu

Technika SPE-TD charakteryzuje się dużą praco- i czasochłonnością poszcze
gólnych operacji. Jednakże na korzyść tej techniki przemawia wyeliminowanie pro
blemów związanych z tworzeniem się emulsji w procesie ekstrakcji (ekstrakcja ciecz- 
ciecz), czy też pienienia się próbki (ekstrakcja ciecz-gaz) oraz łatwość usunięcia 
wody i związków nieorganicznych, które w przypadku sorbentów hydrofobowych 
tylko w małym stopniu wiążą się z powierzchnią sorbentu, co komplikuje analizę.

Dodatkowym atutem jest możliwość przechowywania analitów zatrzymanych 
na warstwie stałego sorbentu przez długi okres czasu i przeprowadzenie analizy 
w późniejszym czasie oraz łatwość automatyzacji procesu.

Koszt

Koszt jednostkowy analizy przy wykorzystaniu techniki SPE-TD jest bardzo 
niski.

Aspekt prośrodowiskowy

Przeprowadzenie ekstrakcji p rz y  pomocy techniki SPE jest możliwe jedynie za 
pomocą kilku mililitrów rozpuszczalnika, lub też całkowitej eliminacji rozpuszczal
nika z toku postępowania analitycznego (uwalnianie zaadsorbowanych analitów na 
drodze desorpcji termicznej).
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Modyfikacje metody ekstrakcji do fazy stałej

Podstawowym problemem metody ekstrakcji do fazy stałej jest konieczność 
usuwania wody ze złoża stałego sorbentu po etapie izolacji, a przed wprowadze
n iem  analitów na czoło k o lu m n y  chromatograficznej (po termicznej desorpcji uprzed
nio zatrzymanych analitów). Najstarszym proponowanym rozwiązaniem jest umiesz
czenie rurek z zaadsorbowanymi analitami w eksykatorze wraz z środkiem suszą
cym takim jak: K ,C03, Na2S04, Mg(C104)2, P2Os itp. [171-174]. Jednakże jest to 
proces długotrwały i może powodować straty zwłaszcza lotnych związków. Mniej 
czasochłonny sposób osuszania złoża opisany w literaturze polegał na dwustopnio
wym odwirowaniu rurki ze złożem sorbentu pod próżnią (2 razy po 20 minut) [175], 
Natomiast suszenie rurki ze złożem sorbentu umieszczonej w termostatowanym piecu 
(70°C) za pomocą strumienia gazu obojętnego -  azotu (170 cm1 m in'1) przez okres 
30 min [160] okazało się procesem łatwym do automatyzacji, dlatego też stało się 
przedmiotem zainteresowania zespołu badawczego na Politechnice Gdańskiej 
[48, 131, 169,170, 176],

Pomimo opracowania pewnych modyfikacji techniki SPE połączonej z termiczną 
desorpcją (zwłaszcza odnośnie etapu suszenia złoża), zakres dostępnych informac ji 
na temat tej techniki jest nadal bardzo ograniczony.

3.5. WYKORZYSTANIE PROCESU DESORPCJI TERMICZNEJ DO WPROWADZANIA 
ANALITÓW DO KOLUMNY CHROMATOGRAFICZNEJ

Idea termicznej desorpcji (ang. Thermal Desorption -  TD), w klasycznym, wą
skim rozumieniu to jeden ze sposobów uwalniania analitów zatrzymanych na złożu 
stałego sorbentu, połączony najczęściej z ich dalszą separacją w układzie analitycz
nym chromatografu gazowego lub cieczowego. Idea ta pojawiła się pod koniec lal 
sześćdziesiątych [177] i znalazła początkowo zastosowanie przy analizie lotnych 
związków organicznych w powietrzu [178-180]. Lotne związki po zaadsorbowa- 
niu na złożu sorbenta w rurce sorpcyjnej są wraz z rurką umieszczane w piecu de- 
sorbera. Wzrost temperatury pieca powoduje uwalnianie analitów do strumienia gazu 
obojętnego przepływającego przez złoże sorbenta, który przenosi je  na czoło ko
lumny chromatograficznej.

Obecnie technika ta z prostego termicznego uwalniania analitów ze złoża stałe
go sorbentu rozwija się w kierunku budowy systemów izolacji analitów, łączonych 
bezpośrednio z chromatografem gazowym. Pomimo, że mamy tutaj do czynienia 
z różnorodnością rozwiązań technicznych i związanąz tym różnorodność w nazew
nictwie to zasada każdej z tych technik oparta jest na następującej sekwencji opera
cji: izolacja (jedno lub wielostopniowa) analitów do fazy gazowej, zawężanie pa
sma analitów w mikropułapce (sorpcyjnej lub kriogenicznej), osuszania strumienia 
gazu (gdy istnieje taka konieczność), a następnie termiczne ich uwalnianie i wpro
wadzanie w strumieniu gazu nośnego do kolumny chromatograficznej. W tym szer
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szym ujęciu desorpcję termiczną można zdefiniować jako system wprowadzania 
analitów na kolumnę chromatograficzną (desorber pełni tu funkcję dozownika) 
[74, 108, 111, 117, 118, 121, 177-180],

O ogromnym wzroście zainteresowania możliwości wykorzystania techniki 
termicznej desorpcji w analityce substancji organicznych na poziomie śladów, świad
czy rosnąca w ostatnich latach liczba publikacji oraz proponowanych rozwiązań 
konstrukcyjnych [111, 113, 116-121, 128, 179, 180].

Rodzaj analizowanych związków i matryca

Termiczna desorpcja analitów do kolumny chromatograficznej umożliwia ozna
czanie szerokiej grupy związków (o różnej lotności i polamości) z matryc o róż
nym, często bardzo skomplikowanym składzie (wykorzystanie sprzężonych z pro
cesem termicznej desorpcji różnych technik izolacji i/lub wzbogacania). Istotnym 
ograniczeniem techniki termicznej desorpcji jest jej przydatność do bezpośredniego 
oznaczania jedynie związków stabilnych termicznie. Zakres jej praktycznego wyko
rzystania jest uwarunkowany własnościami sorpcyjnymi dostępnych sorbentów, które 
powinny charakteryzować się: dużą wytrzymałością termiczną (do temperatur rzę
du 300^400°C), możliwością ilościowego i odwracalnego przebiegu etapu adsorp
cji i desorpcji analizowanych związków, niskim tłem własnym oraz niskim powino
wactwem do wody. Takie warunki spełnia polimer Tenax-GC otrzymany po raz pierw
szy w laboratorium w 1970 roku [149] na bazie politlenku 2,6-difenylo-p-fenylo- 
wego. Znalazł on szerokie zastosowanie do izolacji i wzbogacania szerokiego spek
trum związków z różnych matryc. Zastosowanie tego sorbenta w połączeniu z de
sorpcją termiczną umożliwia oznaczanie węglowodorów alifatycznych (od C6) i aro
matycznych (jedno- i wielopierścieniowych), pestycydów, aldehydów, fenoli, amin, 
nitrozozwiązków, związków chloro-, siarkoorganicznych i innych w próbkach wód 
różnego pochodzenia [46, 108, 111, 118, 177, 169].

Granica oznaczalności

Technika TD umożliwia oznaczania związków na poziomie ppb, ppt, a nawet 
ppq (gdyż na kolumnę zostaje wprowadzona cała ilość uwalnianych związków).

Czaso-, pracochłonność, możliwość automatyzacji procesu

Proces termicznej desorpcji, charakteryzuje się małą praco- i czasochłonnością 
operacji oraz łatwością automatyzacji.
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Koszt

Technika TD charakteryzuje się niskim kosztem jednostkowym analizy, pomi
mo wysokiej ceny aparatu do desorpcji termicznej (ten sam aparat umożliwia wyko
nanie wielu tysięcy analiz).

Aspekt prośrodowiskowy

Technika TD umożliwia całkowite wyeliminowanie rozpuszczalników z toku 
procedury analitycznej

PODSUMOWANIE

Dotychczas opracowano szeroki wachlarz technik izolacji, wzbogacania oraz 
oznaczania lotnych i średniolotnych związków z próbek wodnych, jednakże ciągle 
istnieje konieczność prowadzenia badań nad modyfikacją istniejących i opracowa
niem zupełnie nowych rozwiązań. Wynika to przede wszystkim z ostrych wymo
gów stawianych metodom analitycznym tj.: automatyzacja procesu, zmniejszenie 
czaso- i pracochłonności, obniżenie kosztów, obniżenie granicy oznaczalności, 
a także wyeliminowanie lub zmniejszenie zużycia toksycznych i szkodliwych dla 
środowiska rozpuszczalników.

Spośród omówionych w niniejszej pracy technik izolacji/wzbogacania anali- 
tów szczególnie korzystnymi rozwiązaniami (spełniającymi wyżej wymienionych 
cechy) są techniki izolacji do fazy gazowej lub ekstrakcji do fazy stałej połączone 
z wymywaniem analitów niewielką ilością rozpuszczalnika, lub ich uwalnianiem 
termicznym. Natomiast szczególnie korzystną techniką, ze względu na brak etapu 
przygotowania próbki przed właściwą analizą chromatograficzną (co zmniejsza cza
so- i pracochłonność postępowania analitycznego) jest technika bezpośredniego do
zowania analitów do kolumny chromatograficznej (DAI). Głównym ograniczeniem 
limitującym zakres zastosowania tychże rozwiązań jest charakter oznaczanych ana
litów (ich lotność, polamość) oraz rodzaj matrycy (stopień jej obciążenia). Niekie
dy prosta modyfikacja istniejącej techniki wystarcza, aby rozszerzyć jej zakres za
stosowania. Wykorzystanie np.: innych typów kolumn (z odpowiednio dobraną fazą 
stacjonarną, grubością jej filmu, a także długością kolumny), detektorów powinno 
umożliwić analizę szerszego spektrum związków (nie tylko bardzo lotnych) z róż
nych matryc (nie tylko wód bardzo czystych) przy pomocy techniki DAI. Nato
miast dobranie odpowiednich warunków prowadzenia procesu izolacji/wzbogaca
nia i końcowej analizy może umożliwić zastosowane metod ekstrakcji do fazy ga
zowej do analizy związków mniej lotnych. Dodatkowo w ostatnich latach dąży się 
do tego, aby oznaczać jak najwięcej związków o różnej lotności i polamości na 
bardzo niskim poziomie stężeń w skomplikowanych matrycach w jednym toku po
stępowania analitycznego.
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Rysunek 1. Zakres zastosowania omawianych technik izolacji, wzbogacania związków organicznych z wody 
w zależności od lotności analitów i złożoności składu matrycy

Na Rys. 1 przedstawiono zakres zastosowania uprzednio omówionych technik 
izolacji, wzbogacania i oznaczania związków organicznych z wody w zależności od 
ich lotności i złożoności składu matrycy.
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ABSTRACT

Triterpenes are the group of natural compounds widespread in the plant king
dom [1]. They exhibit a range of biological activities. One of the most explored 
structures alike is betulin. This is a lupane type triterpene which is the main consti
tuent of the extract o f the white birch bark [2]. Betulin moiety is composed of four 
six- and one five membered rings with one isopropenyl and two hydroxyl groups
(1) [23-

Betulin and its derivatives show: antitumor [3-8], antiviral (HIV-1) [9, 10], 
antiinflammatory [12-14] and antiprotosoal [15] properties. The most promising, 
however, is antitumor activity. Betulinic acid -  a product of the selective oxidation 
of betulin displays proapoptotic activity against several highly resistant tumor cells 
in vitro and in vivo [3-8]. Apoptosis i.e. cell-suicide is induced only in “mutant” 
cells and not in normal ones. ECS0 (effective concentration causing death o f 50% of 
the ill cclls) o f betulinic acid and its derivatives lie in the pM range [3,4, 6, 7].

Isolation, biogenesis and preparation of several modified betulin derivatives 
are reviewed in this article. Among the described reactions are: several routes of se
lective oxidation o f betulin [3, 18, 23, 28-35, 38-41], dehydration [9, 35, 48-52], 
isomerisation [23, 38, 41-46], dehydrogenation [46-48], hydrogenation [53-55], 
glycosidation [59-61], esterification [28,41,42,56,57], preparation o f amides (with 
the use o f aminoacids) [5, 59] and synthesis of aminoderivatives [29, 58], Some of 
these reactions give unexpected products [ 33,43,44],

The biological potency of these compounds may be due to their steroid-like 
structures (all-trans conformation and some more similarities). The exact mecha
nisms of the activities, however, remain unknown [3-8].

The case o f obtaining highly pure betulin and the potent biological activity of 
its derivatives can be the reason for singling out the compound as a lead, model 
triterpene for further chemical and biological investigations.
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WSTĘP

Triterpeny są to substancje o charakterze cyklicznych węglowodorów, pow
szechnie występujące w naturze. Stanowią one podklasę większej grupy związków
naturalnych -  terpenoidów.

Triterpeny posiadają najczęściej niearomatyczną strukturę cztero- lub pięcio- 
pierścieniową z grupami funkcyjnymi jak: hydroksylowa, karboksylowa, ketono
wa, metylowa itp. oraz jedno lub kilka wiązań podwójnych w układzie izolowanym 
lub sprzężonym. W przyrodzie występują również związki o dwu lub trzcch pier
ścieniach i sporadycznie liniowe.

Wyróżnia się około 40 podstawowych struktur (typów) tri terpenów a liczba 
dotychczas poznanych związków tego rodzaju sięga kilku tysięcy (1508 haseł klu
czowych w Dictionary o f  Terpenoids [1]). W stanic naturalnym występują często 
w postaci glikozydów lub glikozydoestiów -  tworząc tzw. saponiny lub pseudosa- 
poniny, a także w połączeniach z kwasami organicznymi i alkoholami.

Szczególną pozycję wśród tej bardzo interesującej grupy związków zajmuje 
betulina. Wydzielona została w 1788 roku przez Lowitza i jest zapewne jedną 
z pierwszych substancji naturalnych wyizolowanych z roślin [2], Podobnie jak wie
le dotychczas wyizolowanych i zbadanych triterpenów, betulina i jej pochodne wy
kazują szereg ciekawych właściwości farmakologicznych. W 1995 r. zespól bada
czy amerykańskich odkrył, że kwas betulinowy -  produkt selektywnego utleniania 
betuliny, hamuje rozwój niektórych nowotworów poprzez indukowanie apoptozy, 
czyli samobójczej (zaprogramowanej) śmierci komórek, przy czym proces len wywo
ływany jest tylko w komórkach chorych [3,4]. Pochodne betuliny, obok hamujące
go działania na rozwój czerniaka MEL-2 [3, 5], wstrzymują rozwój niektórych in
nych chemoopomych linii nowotworowych, m.in. neuroglejaków [6, 7J; aktywne 
są także wobec niektórych szczepów bakterii [8], wirusów, w tym wirusa HIV-1 
[9, 10], zapobiegają tworzeniu kamieni nerkowych [11], działają przeciwzapalnie 
[12-14], oraz antymalaiycznie w stosunku do bezpłciowych erytrocytalnych sta
diów Plasmodium falciparum [15, 16]. Najbardziej obiecujące spośród tu wymie
nionych sąjednak właściwości przeciwnowotworowe. Aktywność pochodnych be
tuliny in vitro jest bardzo wysoka, a wyraźnie zaznaczone działanie występuje 
w pikomolamym zakresie stężeń (!). Jednocześnie toksyczność tych związków jest 
najczęściej mała lub znikoma [3,6-9].

1. WYSTĘPOWANIE

Betulina występuje w wielu gatunkach roślin, lecz spotkać ją  można także 
w świecie nieożywionym, np. w osadach organicznych, gdzie jej obecność ułatwia 
określanie wieku próbek w odkrywkach geologicznych [17]. Tritcrpcn ten wykryto 
w ponad 240 gatunkach roślin w różnych częściach morfotycznych jak: kora, ko
rzenie, kwiaty, itd. W korze niektórych gatunków brzóz, jak na przykład występują



BETULINA 227

cych powszechnie w Polsce brzozie brodawkowatej (Betula vemtcosa), czy omszonej 
(Betula pubescens), zawartość betuliny jest największa i może przekraczać 25% 
[2]. Białe gatunki brzóz zawdzięczają jej swe charakterystyczne zabarwienie. 
W większych ilościach (około 0,5—10%) betulina występuje w: Alnus crispa, Alnus 
mgosa, Comptonia peregrina, Diospyrosperegrina, Myrica pensylwnica, Portere- 
sia coarctata, Sorbus americana i innych.

2. BIOGENEZA

Bezpośrednim prekursorem związków terpenoidowych: triterpenów i steroidów, 
jest liniowy węglowodór (35)-2,3-cpoksyskwalen. W zależności od wyjściowej kon
formacji, jaką przyjmie ten związek podczas cyklizacji, mogą powstać różne typy 
strukturalne terpenoidów. Sterole i triterpeny tetracykliczne powstają, gdy enzym 
katalizujący reakcję „ułoży” cząsteczkę (3S)-2,3-epoksyskwalenu w konformacji 
krzesło—lódka-krzcsło-łódka—endo, podczas gdy z konformacji krzesło—krzesło- 
krzesło tworzone są triterpeny pentacykliczne.

Biosynteza epoksyskwalenu jest procesem wielostopniowym. W pierwszym 
etapie dwie cząsteczki pirofosforanu izopentenylu kondensują tworząc dziesięcio- 
węglową cząsteczkę pirofosforanu geranylu. Odszczepienie protonu od tego związ
ku powoduje powstanie kationu, który jest następnie atakowany przez pirofosforan 
izopentenylu. W kondensacji tej, przebiegającej również z odszczepieniem grupy 
pirofosforanowej, utworzona zostaje cząsteczka pirofosforanu farnezylu (15 at. 
węgla). Rcduktywnc połączenie dwóch cząsteczek tego związku, katalizowane przez 
syntetazę skwalenu w obecności NADPH prowadzi do powstania skwalenu (sche
mat 1). W obecności tlenu i NADPH skwalen ulega następnie utlenieniu do aktyw
nego (3S)-2,3-cpoksydu podlegającego z udziałem odpowiednich syntaz z klasy 
cyklaz przekształceniu do formy cyklicznej kationu damarenylowego lub protoste- 
rylowcgo w zależności od ścieżki reakcji (triterpeny pentacykliczne/tetracykliczne 
lub steroidy).

Dalsze etapy biosyntezy triterpenów pcntacyklicznnych (schemat 2) przebie
gają z izomeryzacją kationu damarenylu do kationu lupenylu, poprzez kation baka- 
renylu. Kation lupenylu może podlegać dalszym reakcjom: utlenieniu z utworze
niem grup hydroksylowych, lub/i karbonylowych, przegrupowaniom Wagnera- 
Mccrweina (migracja grup metylowych), dchydrogenacji, bądź przekształceniu do 
kationu olcanylowcgo, z którego powstają niektóre inne typy triterpenów jak np. 
ursan lub olcanan [18, 19].

Z kationu protosterylowcgo powstają steroidy zwierzęce w cyklu przemian prze
biegających przez lanosterol, lub steroidy roślinne i triterpeny czterocykliczne po
przez cykloartcnol (schemat 3) [18, 19].

Znanych jest dotychczas 8 syntaz tritcrpcnowych [20, 21], jednakże syntaza 
betuliny nic została dotychczas wyizolowana. Betulina powstaje prawdopodobnie 
w wyniku utlenienia lupeolu przez cytochrom P-450 [22].
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Schemat 1
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betulina inne triterpeny (typ oleananu, ursanu)

Schemat 2
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cykloartenol lanosterol

Schemat 3

3. IZOLACJA

Betulina jest związkiem łatwo dostępnym a jej izolacja jest procesem łatwym, 
nie wymagającym wielkich nakładów finansowych. Wydziela się ją  najczęściej 
z kory brzozowej przez ekstrakcję rozpuszczalnikami organicznymi jak: chloro
form, chlorek metylenu, heksan, benzen, toluen, czy etanol.

W Finlandii, w której udział kory brzozowej w odpadach przemysłu drzewne
go i papierniczego jest duży, opracowano metodę umożliwiającą izolację betuliny 
na skalę przemysłową; oszacowano, że przerób w tym kraju 200 tys. ton pulpy br/o- 
zowej umożliwiłby wydzielenie 2500 ton betuliny rocznie [23J. Zmieloną w mły
nach kulowych korę poddaje się rozdziałowi flotacyjnemu. Lżejsze od wody frak
cje lipidowo-triterpenowe zbiera się z powierzchni, ekstrahuje mieszaniną węglo
wodorów alifatycznych (LIAV200) i po odparowaniu rozpuszczalnika poddaje kry
stalizacji z azeotropu 2-propanoI-woda lub 2-butanol-woda. W ten sposób z 1 kg 
zewnętrznej kory brzozy można otrzymać 180 g betuliny o czystości 95% [231.

Na skalę laboratoryjną najkorzystniejsza jest ekstrakcja w aparacie Soxhleta. 
W zależności od użytego rozpuszczalnika stopień czystości uzyskanego wyciągu 
jest różny. Najmniej zanieczyszczeń przechodzi do benzenu i toluenu, więcej do 
chlorku metylenu a najwięcej do chloroformu. Surowy związek poddaje się dalsze
mu oczyszczaniu przez wielokrotną krystalizację z etanolu, lub przeprowadza 
w dioctan, który po oddzieleniu od zanieczyszczeń hydrolizuje się do betuliny [2 ].
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4. BUDOWA I WŁAŚCIWOŚCI CHEMICZNE

Betulina — triterpen typu lupanu zbudowana jest z jednego pierścienia pięcio- 
członowego i czterech sześcioczłonowych o wzajemnej orientacji trcifis-trans-trans- 
trans [1, 2].

Z aktywnych ugrupowań posiada dwie grupy hydroksylowe i grupę izoprope- 
nylową przy C-19. Nazwa pólsystematyczna to lup-20(29)-en-3|B,28-diol (IUPAC 
9CI) (1) [1].

Strukturę niektórych pochodnych betuliny potwierdzono rentgenograficznie. 
Na podstawie danych krystalograficznych określono, że ester benzylowy kwasu 
betulinowego ma konformację kopertową pierścienia cyklopentanowego (E) i krze- 
słowe pozostałych pierścieni (A-D) [16], Analogiczną strukturę ma 3-ketobetulina 
[24], 3-Kctopochodne allobctuliny, jak np.: 2P-bromo-3-ketoallobetulina,2(3-bromo- 
19|3,28-cpoksy-l8oolcanan-3-on [25], 3-ketoallobetulina (allobetulon) w stanie kry
stalicznym mają konformację pierścieni od A do E kolejno: łódka-krzesło-krzesło- 
krzesło-koperta, natomiast w roztworze pierścienie A tych związków występują 
w równowadze łódka-krzesło [26, 27].

5. PRZEKSZTAŁCENIA CHEMICZNE

Opisywane w literaturze reakcje jakim może podlegać betulina obejmują nie
liczne obecne w cząsteczce grupy funkcyjne: hydroksymetylową, hydroksylową, 
izopropenylową, lub grupy metylowe i rzadziej przekształcenia w obrębie pierście
ni alicyklicznych.

5.1. UTLENIANIE

Utlenianie betuliny może dotyczyć grup hydroksylowych, wiązania podwój
nego lub szkieletu węglowego. Powszechnie wykorzystywanymi czynnikami utle
niającymi są: K M n04, 0 s 0 4, Se02, 0 3 a także kwas chromowy w postaci: PCC, 
odczynnika Jonesa, lub stężonego, wodnego roztworu C r03.
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Selektywne utlenianie betuliny do kwasu betulinowcgo jest najdogodniejszym 
sposobem otrzymania tego niezwykle interesującego pod względem właściwości 
biologicznych związku [3]. Pierwszy reakcję tę przeprowadził w 1938 r. von Ruzic- 
ka [28], przez utlenianie kwasem chromowym 3-octanu betuliny (otrzymanego 
w wyniku częściowej hydrolizy dioctanu betuliny). W trakcie tej reakcji twoi zą się 
jednak różne, nie do końca zidentyfikowane produkty uboczne, m.in kwasy dikar- 
boksylowe, a całkowita wydajność reakcji jest niska -  ok. 30% [28J.

Podczas utleniania grupy hydroksylowej przy C-28 odczynnikiem Jonesa (CrO/
H,S04/H,0) można otrzymać różne produkty w zależności od zastosowanych wa
runków. Gdy środowiskiem reakcji jest kwas octowy powstaje kwas betulinowy. 
Przeprowadzenie utleniania w acetonie lub przy użyciu łagodniejszych utleniaczy 
jak PCC (chlorochromian pirydyniowy), czy odczynnik Swerna (DMSO/chlorck 
oksalilu), umożliwia otrzymanie aldehydu betulinowcgo. Niezabezpieczona grupa 
hydroksylowa przy C-3 ulega w obu przypadkach utlenieniu do ketonowej (sche
m a t^  [18,29].

Schemat 4

Interesującym sposobem selektywnego utlenienia grupy hydroksylowej przy 
C-28 jest synteza opracowana przez Kima [30]. Pierwszorzędową grupę hydroksy
lową betuliny przeprowadza się w eter tetrahydropiranylowy poprze/, przyłączenie
2,3-dihydropiranu do betuliny w obecności 4-tolucnosulfonianu pirydyniowego. Po 
acetylacji drugorzędowej grupy hydroksylowej i odbezpieczeniu pierwszorzędo- 
wej, utlenia się ją  do karboksylowej odczynnikiem Jonesa; całkowita wydajność 
syntezy 54% [30],

Najwydajniejsza i nieco mniej skomplikowana jest metoda polegająca na utle
nieniu betuliny mieszaniną Cr03/H2S04/H ,0 do kwasu bctulonowego a następnie 
selektywnej redukcji grupy ketonowej przy C-3 za pomocą tetrahydroboranu sodo
wego. Całkowita wydajność syntezy -  ok. 70% [31], Ilość powstąj ącego w trakcie 
redukcji cc-izomeru kwasu betulinowego (epibetulinowego) zależy od rodzaju uży
tego rozpuszczalnika. W tetrahydrofuranie stosunek izomerów a:P wynosi 5:95 [30], 
a w metanolu 15:75 [31], Otrzymanie w przewadze izomeru a  możliwe jest przy 
zastosowaniu do redukcji kwasu bctulonowego odczynnika Mecrwoina-Verlcya- 
Ponndorffa (izopropanolan glinu/alkohol izopropylowy) [32],
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Grupa izopropenylowa betuliny dość łatwo utlenia się w obecności nadkwa- 
sów, chociaż reakcja ta nie przebiega całkiem typowo dla wiązania podwójnego. 
W obecności kwasu nadoctowego lub nadmrówkowego nie powstają, jak możnaby 
oczekiwać 20,29-diole, ale dominuje tworzenie norpochodnych, czyli degradacja 
cząsteczki o jeden atom węgla. Produktami są głównie izomeryczne noralkohole 
(47%) (2), norketon (3%) (3) i nienasycony aldehyd (2,5%) (4) [33]. Zastosowanie 
łagodniejszego utleniacza jakim jest kwas mononadftalowy, umożliwiło wydziele
nie produktu pośredniego, tj. mieszaniny izomerycznych oksiranów (5) [33]. Dal
sze utlenianie tych epoksydów kwasem nadmrówkowym daje identyczne produkty 
jak w przypadku utleniania betuliny kwasem nadoctowym [33]. Gdy utleniaczem 
jest kwas 3-chloronadbenzoesowy powstają nieco inne produkty -  aldehyd (50%) 
(6) i spodziewany diol (40%) (7) [34],

OH
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Dalsze utlenienie mieszaniny tych związków kwasem chromowym pozwala na uzy
skanie samego norketonu 3 z dobrą wydajnością [33].

Norpochodne betuliny z grupą karbonylową przy C-20 (19-nor-19-acetylopo- 
chodne) (3) powstają z dobrą wydajnością (ok. 60%) w wyniku ozonolizy grupy 
izopropenylowej [35, 36, 37]. Dalsze utlenianie tych związków tlenkiem chromu 
(VI) w kwasie octowym powoduje usunięcie kolejnego atomu węgla i ostatecznie 
otrzymanie di-nor-związku z grupą karboksylową przy C-19 (8) [38],

Zastosowanie nadtlenku wodoru do utleniania grupy izopropenylowej umożli
wia wprowadzenie grupy hydroksylowej z jednoczesną eliminacją atomu węgla przy 
C-20; z dioctanu betuliny po utlenieniu i hydrolizie powstaje 3,20,28-trihydroksy- 
20-nor-lupan (9) [23].

Gdy utleniaczem jest 0 s 0 4 powstają diole; z betuliny powstaje 20,29-dihy- 
droksydihydrobetulina (10) [23].

SeO, w sąsiedztwie wiązania podwójnego wprowadza grupę aldehydową lub/i 
hydroksylową. W środowisku etanolu z dioctanu betuliny tworzą się: 3,28-diacety- 
lo-20(29)-lupen-30-al. (4) (10,5%) i 3,28-diacetylo-30-hydroksy-20(29)-lupen (11) 
(9,4%) [36].

W bardziej polarnych rozpuszczalnikach (woda:dioksan:kwas octowy 2:2:1) 
reakcja przebiega lepiej -  przykładowo z kwasu betulinowego powstaje kwas 3(3- 
hydroksy-20(29)-lupen-30-al-28-karboksylowy z wydajnością 40%-70% [34].

H3c o o c
HO

Schemat 5

Nadkwasy można również wykorzystywać do przekształcania pierścienia A -  
wprowadzenia dodatkowej grupy ketonowej lub jego otwarcia. Utlenianie nic po
siadających wiązania podwójnego 20(29)-dihydro-3-ketopochodnych betuliny kwa-
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sem 3-chloronadbenzoesowym (tti-CPBA) powoduje w zależności od warunków 
powstanie 3,4-sekopochodnych (powstający przejściowo siedmioczłonowy pierścień 
w warunkach reakcji ulega otwarciu i tworzy się ester metylowy seko-kwasu), lub 
2a-hydroksy-3-ketonów. Gdy rozpuszczalnikiem jest metanol z dodatkiem kwasu 
siarkowego w ilości 0,01-0,1% (m/V) tworzą się głównie 2a-hydroksypochodne. 
Obniżenie lub podwyższenie stężenia kwasu (z równoczesnym przedłużeniem lub 
skróceniem czasu reakcji) powoduje, że dominuje reakcja Bayera-Villigera i pow
stają sekozwiązki. Przykładowo przy stężeniu kwasu siarkowego 0,005% z 3-lupa- 
nonu tworzy się ester 3-metylowy kwasu 4-hydroksy-3,4-sekolupanowego (z otwar
tym pierścieniem A), a gdy stężenie kwasu wynosi 0,05% powstaje 2a-hydroksy-3- 
lupanon (schemat 5) z wydajnościami: 45 i 67% [34],

Ponieważ nadkwasy utleniają wiązanie podwójne, wprowadzenie dodatkowej 
grupy karboksylowej do pierścienia A w obecności tego ugrupowania nie jest moż
liwe, stosuje się do tego celu inne reagenty. Utlenianie tlenem w obecności tert-bu- 
tanolanu potasowego pozwala na wprowadzenie do pierścienia A 3-ketopochod- 
nych betuliny 12 dodatkowej grupy ketonowej w pozycję 2.

Redukcja 2,3-diketobetuliny NaBH3CN z TiCl4 pozwala uzyskać pochodną
2,3-dikarboksylową [35], podczas gdy utlenianie tego diketonu nadtlenkiem wodo
ru w metanolowym roztworze KOH powoduje otwarcie pierścienia A i powstanie 
kwasu 2,3-se/co-28-hydroksy-20(29)-lupen-2,3-dikarboksylowego, oraz jego mono- 
estrów metylowych jako produktów ubocznych [40], Niezestryfikowany kwas di- 
karboksylowy w obecności bezwodnika octowego tworzy octan cyklicznego bez
wodnika z siedmioczłonowym pierścieniem A (13) [39].

Użycie odczynnika Suareza pozwala również na rozszczepienie pierścienia A 
betuliny. Reakcja ta polega na naświetlaniu roztworu 28-octanu betuliny w heksa
nie z dodatkiem jodu i diacetoksyjodobenzenu (schemat 6) [41].
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Schemat 6

5.2. IZOMERYZACJA

Grupa izopropenylowa i hydroksymetylowa znajdują się względem siebie 
w pozycji trans, jednak na tyle blisko, że możliwa jest reakcja pomiędzy nimi. Pierw- 
szorzędowa grupa hydroksylowa betuliny dość łatwo tworzy wiązanie eterowe 
z ugrupowaniem izopropenylowym, czemu towarzyszy równocześnie przegrupo
wanie pierścienia E i powstanie związku terpenowego o sześciu pierścieniach -  
allobetuliny, tj. 19p,28-epoksy-18a-oleanan-3p-olu (14).

Tworzenie takiego eteru katalizowane jest kwasami, np. roztworem chlorowo
doru w etanolu lub chloroformie, czy też gorącym stężonym kwasem mrówkowym 
W tym ostatnim przypadku, obok allobetuliny tworzy się głównie jej 3-mrówczan 
i inne nieokreślone produkty uboczne [42]. Izomeryzacja betuliny jak i jej 3-octanu, 
czy też 3-ketobetuhny do odpowiednich allozwiązków zachodzi prawic ilościowo 
pod wpływem siarczanu dimetylu (ok. 80%) [43], Cyldizację tę katalizują również 
stałe katalizatory kwasowe, jak: kaolinit, montmorylonit KIO lub KSF, żel krze
mionkowy z kwasem siarkowym, lub ¿»-toluenosulfonowym. Reakcję przeprowa
dza się przez ogrzewanie triterpenu z katalizatorem w chlorku metylenu w tempera
turze wrzenia, przez 0,5-6 h. Gdy grupa hydroksylowa przy C-3 jest nicpodstawio- 
na, izomeryzacji towarzyszy dehydratacja i pogrupow anie pierścienia A - z  betu- 
my, poprzez allobetulinę powstaje mieszanina izomerów (schemat 7) [44],
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Schemat 7

Lepszymi katalizatorami stałymi są FeCl3 lub Fe(N03)3 na żelu krzemionko
wym lub tlenku glinowym. Ich użycie nie wymaga wcześniejszego zabezpieczenia 
grupy hydroksylowej przy C-3 a proces zachodzi w ciągu 5-15 min. Dłuższe jed
nak ogrzewanie mieszaniny reakcyjnej w obecności FeCl3 na SiO, lub A1,03 (przez 
ok. 2 h) powoduje dehydratację i powstanie mieszaniny izomerów opisanych wy
żej, lub 3-kctoallobctuliny w przypadku, gdy katalizatorem jest Fe(N03)3 na SiOz 
[45], Bromowodór również katalizuje izomeryzację betuliny do allobetuliny, jed
nak wydajność takiego przekształcenia jest niewielka, a podczas reakcji powstaje 
wiele innych niepożądanych produktów [42]. Gdy grupa hydroksylowa przy C-28 
jest zabezpieczona, np. zacetylowana, wówczas bromowodór powoduje jedynie mi
grację wiązania podwójnego z grupy izopropenylowej do pentacyklicznego pier
ścienia E między C -18 a C-19, bez jego powiększenia czy powstania epoksydu (sche
mat 8) [23].

S chem at 8
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Izomeryzacji ulegają łatwo również pochodne bctuliny. Np. w wyniku reakcji 
laktonizacji 20,29-dinor-19-karboksybetuliny w bezwodniku octowym z dodatkiem 
kwasu jo-toluenosulfonowego zachodzi epimeryzacja grupy karboksylowej przy 
węglu C-19 (przechodzi ona ponad płaszczyznę pierścienia) i tworzy się cztero- 
członowy pierścień laktonowy (schemat 9) [38].

HOOC,

Schemat 9

Grupę ketonową z pozycji 3 można w warunkach reakcji Willgerodta-Kindle- 
ra (przez ogrzewanie w temperaturze wrzenia 3-ketozwiązku w morfolinic z. dodat
kiem siarki) przenieść w pozycję 2 (mechanizm reakcji jest nieznany) [46],

5.3. DEHYDROGENACJA

Dehydrogenacja betuliny octanem rtęci (II) w mieszaninie chloroform-kwas 
octowy pozwala na wprowadzenie dodatkowego wiązania podwójnego. Reakcja 
dehydrogenacji betuliny jest niezależna od obecności wolnych bądź związanych 
grup hydroksylowych w cząsteczce, ale do jej zajścia niezbędna jest obecność wią
zania podwójnego [47], W wyniku tego utleniania zostaje utworzone dodatkowe 
wiązanie podwójne, pomiędzy C-12 a C-13 (15). Gdy grupa hydroksymctylowa 
(lub karboksylowa) przy C-17 jest niezabezpieczona, reakcji odwodornicnia towa
rzyszy utworzenie dodatkowego pierścienia cyklicznego eteru (estru). Cyklizacja ta 
katalizowana jest kwasem obecnym w środowisku reakcji. Z betuliny powstaje epok
syd 13p,28-epoksy-20(29)-lupen-3p-ol (16a), natomiast z kwasu 3-acctylobctuli- 
nowego tworzy się lakton 16b. Podstawienie funkcji hydroksylowej lub karboksy
lowej przy C-28 uniemożliwia zajście cyklizacji i powoduje jedynie wprowadzenie 
wiązania podwójnego do wyjściowej cząsteczki. Z dioctanu betuliny tworzy się 
terpen z dodatkowym wiązaniem podwójnym w pierścieniu C 3p,28-diacetoksylu- 
pa-12,20(29)-dien [47], Podobnie przebiega dehydrogenacja 20(29)-lupenu, 20(29)- 
lupen-3-onu, i estru 3-hydroksy-20(29)-lupenu (związki te nic posiadają grupy hy
droksylowej przy C-28) [48], Konfiguracja grupy izopropenylowej powyższych 
związków nie została potwierdzona.
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5.4. DEHYDRATACJA

Odszczepieniu grup hydroksylowych towarzyszy utworzenie wiązania podwój
nego lub przegrupowanie cząsteczki triterpenu. Drugorzędowa grupa hydroksylo
wa przy C-3 łatwo ulega odszczepieniu w reakcji Mitsunobu z utworzeniem wiąza
nia podwójnego między C-2 i C-3. Roztwór betuliny w bezwodnym THF z trifeny- 
lofosfiną dodaje się do 1,1 ’-azobis-(jV,/'/’-dimetyloformamidu) (azodikarboksylan 
dietylowy -  ang. DEAD) na łaźni lodowej w atmosferze azotu (17) [9]. Użycie 
silnego czynnika odwadniającego, jakim jest POCl3 w pirydynie powoduje odszcze- 
pienie obydwu grup hydroksylowych betuliny i utworzenie podwójnych wiązań 
z jednoczesnym przegrupowaniem Wagnera-Meerweina w pierścieniu A oraz E, tj.: 
A-nor-19-izopropylooleanan-5(6), 17(22)-dienu (18).

Obecność lub brak wiązania podwójnego 20(29) nie ma wpływu na zachodzą
ce przegrupowanie. Selektywna dehydratacja umożliwia zmodyfikowanie każdego 
z pierścieni z grupą hydroksylową (A lub E) z osobna [49],
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Tnną stosowaną metodą odszczepienia grup hydroksylowych z wprowadzeniem 
wiązań podwójnych jest solwoliza pochodnych tosylowych. W wyniku acetolizy
3-podstawionych związków w bezwodnym kwasie octowym z octanem sodu pow
staje mieszanina A-nor-izomerów z wiązaniami podwójnymi 3(5) 18 i 5(6) 19, 
natomiast odszczepieniu grupy tosylowej przy C-28 w tych samych warunkach towa
rzyszy powstanie tylko jednego wiązania podwójnego z przegrupowaniem pierście
nia E (20) [49].

Zmiana warunków hydrolizy prowadzi do otrzymania innych produktów. 
W wyniku solwolizy 3-tosylowej pochodnej kwasu betulinowego w układzie DMF/ 
AcONa nie dochodzi do przegrupowania Wagnera-Meerweina jak w przypadku 
acetolizy, a powstające wiązanie podwójne wprowadzone jest między C-2 i C-3 
(powstaje kwas 2(3), 20(29)-lupadieno-28-karboksylowy) [35, 50].

i) Ac20 , DMAP, NEt3, CH2CI2
ii) piryd., THF

iii) Pb(OAc)4, HOAc
iv) NaBH4> NaOH

K2C03, MeOH

OH

') N2H4, glik. etyl., 1-butanol 

ii) KOH ”

Schem at 10
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Mechanizm omawianych reakcji polega prawdopodobnie na utworzeniu nie
trwałych, szybko ulegających przegrupowaniu karbokationów. Badania konfigura
cyjne dehydratacji 3-acetylodihydrobetuliny wykazały, że w reakcji tej nie biorą 
udziału atomy C-18 i C-19 [51].Odszczepienie grupy hydroksylowej za pomocą 
POCI3 jest reakcją typu E2, podczas gdy solwoliza pochodnych tosylowych czę
ściowo E-l [49], co może wyjaśniać powstawanie izomerów w tym drugim przy
padku.

Opisywane są również w literaturze przekształcenia betuliny umożliwiające 
uzyskanie z niej norpochodnych typu oleananu. W wyniku skomplikowanej synte
zy z oksymu 3-ketoallobetuliny otrzymano 19,28-epoksy-24-nor-18a-oleanan (sche
mat 10), tritcrpen występujący w niektórych złożach organicznych, np. w ropie naf
towej z kanadyjskiej części Morza Beauforta [52],

5.5. UWODORNIENIE

Hydrogcnacja wiązania podwójnego zachodzi z bardzo dobrą wydajnością przez 
bezpośrednie przyłączenie wodoru przy udziale katalizatora. Najczęściej jest to pal
lad na węglu aktywnym [53] lub tlenek platyny (katalizator Adamsa) [54], Reduk
cję tą przeprowadza się w kwasie octowym zatem grupa hydroksylowa przy C-28 
wymaga zabezpieczenia, aby nic zachodziła izomeryzacja cząsteczki do allobetu- 
liny.

Homogeniczne uwodornienie/deuterowanie można przeprowadzić przy użyciu 
katalizatora Wilkinsona, tj. kompleksu chloro-/m(trifenylofosfma)rodu(I). Metoda 
ta pozwala na selektywną redukcję wiązań egzocyklicznych wobec endocyklicz- 
nych, czy wprowadzonej grupy nitrylowej z wydajnością prawie ilościową [55],

5.6. PODSTAWIONE POCHODNE

5.6.1. Estry

Betulina ulega stosunkowo łatwo reakcji estryfikacji, aczkolwiek z porówna
nia stałych szybkości estryfikacji chlorkiem benzoilu wynika, że pierwszorzędowa 
grupa hydroksylowa tego związku (C-28) jest 25 razy mniej reaktywna niż w innym 
diolu -  glikolu etylenowym, a drugorzędowa grupa hydroksylowa betuliny (C-3) 
jest czterokrotnie mniej reaktywna od pierwszorzędowej [56]. Różnica reaktywno
ści grup hydroksylowych w obrębie cząsteczki również zaznacza się dość wyraźnie 
-  drugorzędowa grupa hydroksylowa przy C-3 wolniej ulega estryfikacji (trudniej 
hydrolizie) niż pierwszorzędowa przy C-28. Wykorzystuje się to niekiedy do synte
zy 3-estrów betuliny, przez częściową hydrolizę pochodnych diestrowych. Hydroli
zę diestru przeprowadza się na zimno stosując stechiometryczną w stosunku do odłą
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czanej cząsteczki kwasu ilość alkoholowego roztworu wodorotlenku lub węglanu 
litowca [28].

Niektóre 28-monoestry można otrzymać przez działanie na zimno w temp. 0°C 
roztworem bezwodnika kwasowego w pirydynie na betulinę [57],

Diestry otrzymuje się przy użyciu nadmiaru odpowiedniego bezwodnika lub 
chlorku kwasowego w obecności pirydyny i niekiedy 4-dimctyloaminopirydyny 
(DMAP) jako katalizatorów. Do estiyfikacji nic można stosować kwasów, gdyż 
powodują one izomeryzację w obrębie pierścienia E. Przykładowo w reakcji betuli- 
ny z kwasem mrówkowym powstaje 3-mrówczan allobetuliny [42, 43].

Wymiana zmodyfikowanych funkcji tlenowych betuliny na inne jest raczej ła
twe. Kwas betulonowy (3-ketobetulinowy) w reakcji reduktywnej ani i nacji octa
nem amonowym w obecności NaBH3CN w metanolu daje z wydajnością ok. 60% 
mieszaninę izomerów kwasu 3-aminobetulinowego z przewagą formy (3 (stosunek 
P:a95:5) (schemat 11) [29].

W reakcji pochodnych betuliny posiadających funkcję karbonylową (3-kcto- 
betuliny lub aldehydu betulinowego) z chlorowodorkiem hydroksyloaminy lub 
metoksyloaminy w etanolowym roztworze NaOAc tworzą się odpowiednie oksymy 
[29], które łatwo ulegają przekształceniom do nitryli. Przykładowo 28-oksym 3- 
octanu aldehydu betulinowego podczas acetylowania na gorąco przekształca się w
3-octan nitrylu kwasu betulinowego, który po zredukowaniu daje 28-amino pochodną 
(acetylo-28-aminolup-20(29)-en) (schemat 12) [58].

5.6.2. Związki azotowe

O

Schemat 11
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Schemat 12

5.6.3. Połączenia z aminokwasami

Amidowe połączenia kwasu betulinowego z aminokwasami posiadają niekie
dy silniejsze właściwości cytostatyczne wobec niektóiych linii nowotworowych niż 
sam kwas betulinowy. Ich zaletąjest także nieco lepsza rozpuszczalność w wodzie - 
od 5 do 100 krotnie większa w stosunku do praktycznie nierozpuszczalnego kwasu 
betulinowego [5]. Związki te otrzymywane są w reakcji kwasu betulinowego z es
trami metylowymi aminokwasów jak: fenyloalanina, tyrozyna, glicyna, metionina, 
tryptofan, izoleucyna, leucyna, kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, alanina, 
prolina i walina w obecności 1,3-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) i dimetylo- 
aminopiiydyny (DMAP) w temp. pokojowej w atmosferze azotu; grupę metylową 
odszczepia się przez hydrolizę roztworem LiOH w mieszaninie THF/H,0 [5].

5.6.4. Glikozydy

Wydajną glikozylację można przeprowadzić łącząc stechiometiycznie acetylo- 
wane glikale z odpowiednim triterpenem w obecności LiBr i protonowanej sulfono
wej żywicy jonowymiennej jako katalizatorów w bezwodnej mieszaninie chlorku 
metylenu z acetonitiylem (1:1). Ze względu na obecność kwasu, grupa hydroksylo
wa przy C-28 wymaga uprzedniego zabezpieczenia.

W opisany wyżej sposób otrzymano dotychczas dwa 3P~glikozydy betuliny 
z 2-deoksy-a-L-arabinozą i 2,6-dideoksy-a-L-arabinozą [59].
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6. PRZEKSZTAŁCENIA BIOTECHNOLOGICZNE

W hodowlach zawiesinowych niektóre mikroorganizmy zdolne są do przekształ
cania kwasu betulinowego do hydroksy- i ketopochodnych. Metabolity kwasu be- 
tulinowego z hodowli Bacillus megaterium ATCC 14581 to: kwas 3-ketobctulino- 
wy (3-keto-20(29)-lupen-28-karboksylowy), kwas 7P-hydroksybetulinowy (rów
nież otrzymany z hodowli Mucor mucedo UI-4605) i kwas 6a,7P-dihydroksybetu- 
linowy. Szczep Cunninghamella elegans ATCC 9244 syntezuje kwas 1 P,7P~dihy- 
droksybetulinowy [60]. Przeprowadzono również glikozydację kwasu betulinowe
go do 28-P-D-glukopiranozyloestru przy pomocy szczepu grzybów Cunningamella 
sp. NRRL 5695 jednak z bardzo małą wydajnością- 0,77%. Otrzymany glikozydo- 
ester kwasu betulinowego w przeciwieństwie do wolnego triterpenu nie wykazuje 
aktywności wobec wielu linii czerniaka ludzkiego [61].

Betulina od ponad dwustu lat jest przedmiotem zainteresowania chemików 
a w ostatnim czasie również farmaceutów. Związek ten o ciekawej, skomplikowa
nej strukturze w przeciwieństwie do większości substancji naturalnych, można po
zyskiwać w dużych ilościach, nawet na skalę przemysłową.

Betulina i jej pochodne posiadają interesujące właściwości biologiczne, w tym 
przeciwnowotworowe. Aktywność tych substancji jest wyraźna w pikomolamym 
zakresie stężeń, a ich toksyczność jest z reguły bardzo mała. Dzięki tym cechom, 
triterpen ten stanowi bardzo dobiy materiał wyjściowy do dalszych poszukiwań 
wysoce aktywnch środków farmakologicznych i pracc takie są już podejmowane 
w wielu ośrodkach naukowych na całym świecie.
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ABSTRACT

This review attempts to briefly summarise the recent developments in the syn
thesis and application of 1,8-naphthyridine derivatives as biological active compo
unds. A large number of these compounds still evolves interest of chemists and 
pharmacologists. From among of one thousand papers, which appeared within the 
last fifteen years, most described applications of 1,8-naphthyridine derivatives as 
biologicaly active compounds.

Nalidixic acid (1) was the first 1,8-naphthyridine derivative approved as the 
drug with antibacterial activity. There are many routes to the synthesis o f nalidixic 
acid. The main routes are presented in the Schemes 1,4, and 6. This compound was 
the first from the quinolone’s family applied as the chemotherapeutic drug. Modifi
cation o f the structure o f nalidixic acid brought the discovery of a new group of 
most potent antibacterial compounds called fluoroquinolones. Enoxacine (16), esa- 
floxacine (21), tosulfoxacine (22), trovafloxacine (23) and alatrofloxacine (24) are 
the examples of 1,8-naphthyridine derivatives belonging to that group. General re
action schcmc o f synthesis of 16 and 21 is similar to synthesis of nalidixic acid 
(Scheme 7), while synthesis of the compounds 22, 23, and 24 presented in Sche
me 8 is quite different. Moreover, many other 1,8-naphthyridine derivatives 31-40 
have been intensively studied as antibacterial agents in vitro, but none of them has 
been applied as a drug.

A number o f 2- and 7-substituted 1,8-naphthyridines 41 showed some antima- 
larial activity in vivo [28], while the compounds of general structure 42 were found 
inactive [29].

2(4)-Piperazinyl-l,8-naphthyridines (45) have been pharmacologically inve
stigated for their antyhipertensive activity [33-35]. 1,8-Naphthyridines 46, bearing 
a phenyl group in position 2, were found to be selective antagonists for the A, ade
nosine receptor subtype [36].

A series o f 1,8-naphthyridines 47—49 exhibited appreciable diuretic and anti- 
kaliuretic activity in rats [37-39].

In search for potential anticancer compounds study such as SAR (structure ac
tivity relationship) and QSAR (quantity structure activity relationship) have been 
used. As the result of the research the structure of the compounds 50 has established 
as the most potent inhibitor o f tubulin polymerization. The nitrobenzo-1,8-naphthy
ridines (52) constitute a group o f potential interest for the design of new cytotoxins

£41J-
Moreover, 1,8-naphthyridine derivatives have been found to be active as inhi

bitors o f platelet aggregation agents 53-54 [42,43]; antiviral 56-57 [45,46] and an- 
tialergic agents 62 [50, 51]. These derivatives possess bronchodilating 64 [52, 53], 
antiflammatoiy and sedative properties 67 [54-57].
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WPROWADZENIE

Pochodne L,8-naftyrydyny i jej izomerów stanowią grupę połączeń, którym 
w ostatnich piętnastu latach poświęcono ponad tysiąc publikacji. Liczną grupę tych 
prac stanowią opisy patentowe wielokierunkowego zastosowania ich pochodnych. 
Najczęściej jednak cytowane są prace poświęcone biologicznym właściwościom 
pochodnych 1,8-naftyrydyny [1, 2].

Na światowym rynku farmaceutycznym, oprócz uznanych już chemioterapeu- 
tyków takich jak kwas nalidiksowy, enoksacyna czy tosulfoksacyna nadal poszuku
je się nowych połączeń 1,8-naftyrydyny o interesujących właściwościach biologi
cznych. Poszukiwania aktywnych połączeń skupione są głównie na modyfikacji 
struktury substancji aktywnych o określonym profilu farmakologicznym. Wśród 
zbadanych dotąd różnych pochodnych 1,8-naftyrydyny wicie z nich wykazuje dzia
łanie bakteriobójcze, hipotensyjne, diuretyczne, antymalaryczne, antydepresyjne, 
antyalergiczne oraz przeciwnowotworowe.

1. POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O DZIAŁANIU 
PRZECIWBAKTERYJNYM

1.1. CHINOLONY

Pierwszą pochodną 1,8-naftyrydyny, która znalazła zastosowanie w lecznic
twie był kwas nalidiksowy (1). Kwas nalidiksowy (1) wykazuje działanie przeciw- 
bakteryjne i należy do chemioterapeutyków z grupy azachinolonów [3].

O

1

Chinolony działają bakteriobójczo przede wszystkim na pałeczki jelitowe ale 
odznaczają się również niewielką aktywnością wobec nicfcrmcntujących pałeczek 
Gram(—), beztlenowców oraz ograniczoną aktywnością wobec drobnoustrojów 
Gram(+). Znajdują zastosowanie w leczeniu układu moczowego i w znacznie mniej
szym stopniu układu pokarmowego. W USA chinolon jakim jest ciprofloksacyna 
uznawany jest za lekarstwo na wąglika [4], Chinolony są na ogół dobrze tolerowane 
przez organizm i prawie całkowicie wydzielane z moczem, częściowo w postaci 
niezmienionej, a częściowo jako wolne lub związane metabolity.
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Azachinolon jakim  jest kwas nalidiksowy (1) jest aktywny względem pałeczek 
jelitowych, głównie Escherichia coli, Klebsiella i Enterobacter. Mechanizm jego 
działania, podobnie jak wszystkich chinolonów, polega na hamowaniu syntezy bak
teryjnego DNA. Jest on głównie stosowany w leczeniu zakażeń układu moczowego 
[5], W organizmie ulega przemianie do kwasu 4-hydroksy-7-metylo-l,8-naftyrydy- 
no-3-karboksylowego (2), który jest również mikrobiologicznie czynny.

Jeden ze sposobów otrzymywania kwasu nalidiksowego polega na cyklizacji 
estru etylowego kwasu a-karboetoksy-ß-A/'-(6-metylo-2-piiydylo)aminoakiylowe- 
go (3), hydrolizie wytworzonego estru 3, a następnie Af-alkilowaniu powstałego 
kwasu 2 jodkiem bądź fosforanem etylu (Schemat 1) [6-9], Przedstawiony na Sche
macie 1 sposób otrzymywania kwasu nalidiksowego stanowi ogólny schemat syn
tezy większości chinolonów zawierających w cząsteczce układ 1,8-naftyiydyny.

Schemat I

Stosowany w syntezie kwasu nalidiksowego (1) ester 3 otrzymuje się w reakcji 
2-amino-6-metylopirydyny (5) z estrem dietylowym kwasu etoksymetylenomalo- 
nowego (EMME) bądź w reakcji 6 z malonianem dietylu (MDE) (Schemat 2) [10].

r,H <O O C COOC->H<

Schemat 2
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Cyklizację 3 do 4 można prowadzić w obecności dibenzylobenzenu, kwasu 
polifosforowego (PPA), trichlorku tlenku fosforu(V), oleju parafinowego lub bez
wodnika octowego. Najlepsze jednak wyniki uzyskuje się przy zastosowaniu wyso- 
kowrzących neutralnych rozpuszczalników takich jak np. olej parafinowy lub para
fina [7]. Zastosowanie trichlorku tlenku fosforu(V) w PPA jako rozpuszczalniku 
sprawia, że cyklizacja 3 zachodzi z utworzeniem 3-karboetoksy-4-okso-6-metylo- 
piiydo-[l,2-a]-pirymidyny (7), z której po termicznym przegrupowaniu uzyskuje 
się 3-karboetoksy-7-metylo-4-hydroksy-l,8-naftyrydynę (4), półprodukt stosowa
ny w syntezie 1 (Schemat 3) [11].

Schemat 3

W innej metodzie wytwarzania kwasu nalidiksowego (1) jako substrat stosuje 
się 2-etyloamino-6-metylopirydynę (8), która w reakcji z EMME [12], bądź mie
szaniną ortomrówczanu trietylu (OMT) i MDE w kwasie octowym [13] tworzy es
ter etylowy kwasu a-karboetoksy-p-AL(6-metylo-2-pirydylo)-//-etyloaminoakrylo- 
wego (9). Związek 9 po cyklizacji i hydrolizie ulega przemianie do kwasu nalidik
sowego (1) (Schemat 4).

Schemat 4

Cyjanowe lub acetylowe pochodne estru kwasu P-AL(6-metylo-2-pirydylo)-ami- 
noakrylowego 10 ulegają termicznej cyklizacji do pochodnych 1,8-naftyrydyny 11, 
które po hydrolizie (gdy R = CN) lub utlenieniu (gdy R = COCH,) tworzą kwas
4-hydroksy-7-metylo-l,8-naftyrydyno-3-karboksylowy (2) [10], połączenie stoso
wane w syntezie 1 (Schemat 5).
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r= c n ,c o c h 3

Schemat 5

Kolejna metoda otrzymywania kwasu nalidiksowego (1) polega na aminowa- 
niu 2-chloro-6-metylonikotynianem etylu (12) estrem etylowym kwasu P-etyloami- 
nopropionowego (13). Produkt aminowania 14 ulega cyklizacji Dieckmanna do es
tru kwasu l-etylo-2,3-dihydro-4-okso-1,8-naftyrydyno-3-karboksylowego (15), z któ
rego po utlenieniu i hydrolizie otrzymuje się 1 (Schemat 6) [10].

^ ^ .C O O C 2Hs O

X  X  * A » « ,  X  ^  XH3C N CI L H3< r ' N / X N/ N ^ V OC2H5C2H5 I
C2H5

12 13 14

O O
COOH. ^ v A ^ C O O C 2H5

cyklizacja^ p  iT T 1) ntlenianie _ 1 1 1 1 1
y  2) cyklizacja*" J )

H3C N N H3CT ^ N  N
I I
C2H5 C0H5

15

Schemat 6

1.2. FLUOROCHINOLONY

Do pochodnych kwasu nalidiksowego, wykazujących większą od niego aktyw
ność przeciwbakteryjną, należą połączenia zawierające atom/atomy fluoru w czą
steczce. Związki te należą do drugiej generacji chinolonów zwanej fluorochinolo- 
nami. Fluorochinolony charakteryzuje lepsza wchłanialność oraz szersze spektrum 
działania przeciwbakteryjnego niż chinolony. Badania zależności między budową 
a aktywnością fluorochinolonów wykazały, że obecność podstawnika alifatyczne
go lub cykloalifatycznego w położeniu N -l wzmaga działanie przeciwbakteryjne. 
Podstawnik piperazylowy w położeniu C-7 rozszerza spektrum działania, atom flu
oru w pozycji C-6 zwiększa aktywność leku na bakterie Gram(-) i rozszerza spek
trum działania na bakterie Gram(+). Jednocześnie obecność atomu/atomów fluoru 
w cząsteczce zapewnia jej lipofilowość.
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Przedstawicielem fluorochinolonów posiadających w swej budowie układ 
1,8-naftyrydyny jest enoksacyna (16) [14], Modyfikacja cząsteczki enoksacyny po
przez zamianę grupy etylowej w pozycji N -l układu oraz poprzez acylowanie bądź 
metylowanie atomu azotu w podstawniku piperazynylowym pozwoliło otrzymać 
szereg nowych biologicznie aktywnych połączeń 17. Z wykonanych badań farma
kologicznych wynika, że pochodne 17 działają głównie na bakterie Gram(+) (m.in. 
Staphylococcus aureus) i Gram(-) (Escherichia coli oraz Peudomonas aeruginosa 
Tsuchijima) [15].

.N
Ri

17

R= ch=ch 2> c ii2ch2f , c h f2
R, = FI, CMj, COC Hi

Zastąpienie podstawnika piperazynylowego w enoksacynie układem 1-azaety- 
dyny, pirolidyny bądź piperydyny pozwala otrzymać cały szereg nowych wysoce 
aktywnych połączeń 18-20 [16].

o o °
S ^ A ^ O O H  F\ riî A / C O O H

R = c 2h s, c h = c h 2, c h 2c h 2f  

R i =  NH2,C H 3N H ,O H

W efekcie prowadzonych badań nad modyfikacją cząsteczki enoksacyny otrzy
mano i wprowadzono do lecznictwa kolejne pochodne 1,8-naftyrydyny takie jak: 
esafloksacyna (21), tosulfoksacyna (22), trowafloksacyna (23) i alatrofloksacyna 
(24) [5, 17].
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O

T x V
COOH

R

21; R = C2H5 

F

22;R = - ^ ~ ^ - f

O

23; R = NH2

24; R =
O H COOH

Metoda otrzymywania enoksacyny (16) i esafloksacyny (21) jest analogiczna 
do opisanej przy otrzymywaniu kwasu nalidiksowego (Schemat 1). Substratem 
w tych przypadkach jest 6-chloro-5-fluoro-2-aminopirydyna (25), która w cyklu 
reakcji ulega przemianom do 16 lub 21, co pokazano na Schemacie 7.

XXJar n  n h , ar n  n
i

c2h5
25 26

Schemat 7

Metoda otrzymywania tosulfoksacyny (22), trowafloksacyny (23) i alatroflok- 
sacyny (24), ze względu na obecność podstawnika arylowego w położeniu N-l ukła
du, jest różna od stosowanej przy otrzymywaniu kwasu nalidiksowego. Związkiem 
wyjściowym w syntezie tych połączeń jest kwas 2,6-dichloro-5-fluoro-3-pirydyno- 
karboksylowy (27), a wprowadzenie podstawnika 2,4-difluorofenylowego do ukła
du następuje na etapie reakcji 28 z 2,4-difluoroaniliną. Powstały w reakcji 29 w wy
niku cyklizacji i hydrolizy a następnie aminowania ulega przekształceniu do 22-24 
(Schemat 8) [18].
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Schemat 8

1.3. INNE POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O DZIAŁANIU 
PRZECIWBAKTERYJNYM

W literaturze opisywane są syntezy wciąż nowych połączeń, które są najczę
ściej analogami strukturalnymi kwasu nalidiksowego (1) lub enoksacyny (20). Jako 
przykłady mogą posłużyć 7-trifluorometylo- oraz 7-trichloromctylopochodnc kwa
su nalidiksowego (31) bądź kwas 6-chloro-l-etylo-l,4-dihydro-4-okso-7-(l-piroli- 
dyno)-l,8-naftyrydyno-3-karboksylowy (32) oraz pochodne kwasu 1,2,3,4-tctcra- 
hydro-4-okso-l,8-naftyrydyno-3-karboksylowego 33 wykazujące również aktyw
ność przeciwbakteryjną [15, 19].

X = F, Br Rl -  c h 3. C2I I5, C4I k
R2 = H, CH3, CIl2COOC2H2 

R3 = H, CH3, C1II5, CII2CH(CM3)2 
Z= COOC2H5, CÓ0C4II,, CONH-i, CN
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Badania aktywności połączeń 33 i aktywności kwasu nalidiksowego (1) pro
wadzone in vitro oraz in vivo wykazały, że porównywalną aktywność przeciwbak- 
teryjną do 1 wykazuje tylko ester etylowy oraz n-butylowy kwasu l-etylo-1,2,3,4- 
teterahydro-7-metylo-4-okso-l,8-naftyrydyno-3-karboksylowego (33) [20].

Do preparatów o działaniu przeciwbakteryjnym należą także pochodne 1,8- 
naftyrydyny o strukturze 34 (3,8-di(2-podstawione-l,8-naftyrydyno-3-yl)benzo[l,2- 
e:4,5-e’]bis[l,3,4]-oxadiazino-5,10(lH,6H)-diony). Są one aktywnymi preparata
mi przeciw bakteriom Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis 
i Bacillus mycoides i mogą być zatem stosowane w miejsce aminoglikozydów [21].

O 11 Hi

■0 ^ A rN
N 0
i

H
iio

34
R= CH3, Ćpa, OH, C6H5

Bardzo silne działanie przeciwbakteryjne, porównywalne z działaniem kwasu 
pipemidowego (35), wykazują pochodne triazo[4.5-b]- oraz imidazo[4.5-b]l,8-naf- 
tyrydyny 36 [22].

O
COOH

H" 35 " ' 36
X  =  N, CH 

R! = H, CH3 
R2 = C2Hs, CH=CH2j C2H4C1

Działanie przeciwbakteryjne względem Escherichia coli wykazuje także nitro
wa pochodna estru etylowego kwasu l ,2,3,4-tetrahydro-4-okso-l,8-naftyiydyno-3- 
karboksylowego 37 [23], a przeciw drobnoustrojom — szczególnie Trichomonas va
ginalis — nitropochodna 7-amino- 1 -etylo-1,4-dihydro-4-okso-3-karboetoksy-l, 8-naf- 
tyrydyny 38 [24],



258 P. SURYLO, P. KOWALSKI, M. HOLD A

O
c o o c 2h5

Z ostatnich doniesień literaturowych wynika, żc poszukuje się wciąż nowych 
środków przeciwbakteiyjnych w grupie pochodnych 1,8-naftyrydyny, do których 
należą2-aminopochodne-l,8-naftyrydyny 39 i 40 [25, 26],

R = CH3,CH2Br,CHBr2 R, = NH2, NCHN(CH3)2, NCnOC2H5 
R2 = OC2H5, NHNH2j morfo lino, ppeiydyno

2. POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O DZIAŁANIU 
PRZECIWMALARYCZNYM

Dużą grupę zwią2ków o działaniu przeciwmalarycznym stanowią pochodne 
chinoliny [27]. Ze względu na podobieństwo strukturalne pomiędzy chinoliną 
a naftyrydyną zaczęto prowadzić badania nad zastosowaniem naftyrydyn w lecze
niu malarii w nadziei, że aktywność badanych pochodnych 1,8-naftyrydyny będzie 
zbliżona do aktywności pochodnych chinoliny [28,29]. Z opisanych badań wynika 
jednak, że pochodne 1,8-naftyrydyny są mało aktywne jako preparaty przcciwma- 
laiyczne. I tak połączenia 41 w teście in vitro, charakteryzują się słabą aktywnością 
względem Plasmodium vinckei vinckei [28] natomiast pochodne 42 nic wykazały 
aktywności przeciwmalarycznej [29].
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NHR

R, = CH3, C,H5
r 2 = r 3 = h , c h 3

r ,  = r 2 = h , CH3j CI

3. POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O DZIAŁANIU 
NA UKŁAD KRĄŻENIA

Cenną właściwością niektórych pochodnych 1,8-naftyrydyny jest ich działanie 
hipotensyjne i z tego względu wzbudziły zainteresowanie jako preparaty obniżają
ce ciśnienie krwi. Z badań wykonanych na psach wynika, że szczególną aktywność 
hipotensyjną wykazują pochodne 2-amino- i 2-hydroksy-l,8-naftyrydyny 43. Połą
czenia te, w dawkach 5-75 mg/kg, obok działania hipotensyjnego wykazywały tak
że działanie bronchodylatacyjne [30, 31].

43
R, = OH, NH2 

R2 = H, NH2, N(CH3)2,2-pirydyl, NO2 
R3 = H, NH2,4-pirydyl, NHCOCH3, CF3, CH3, CF2CF3 

R4 =H,CF3)CH3 
R5 = CF3,CH3>CF2CF3

R=H,CONH2
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Podobne właściwości hipotensyjne wykazują pochodne hydrazydu 1,2,3,4-te- 
trahydro-4-okso-1,8-naftyrydyny 44, co wykazano w badaniach przeprowadzonych 
na szczurach [32],

Ferrarini i wsp. dostrzegając podobieństwo l-(4-amino-6,7-dimetoksy-2-chi- 
nazoli-nylo)-4-(2-furoilo)-piperazyny (wg INN Prazosin) z 2- i 4-piperazynylopo- 
chodnymi 1,8-naftyrydyny otrzymali pochodne 45, które w badaniach in vivo 
i in vitro potwierdziły ich działanie hipotensyjne [33-35],

—Rj

45
R , =  H , C H 3, C F 3j O C H 3 R i -

R2 =  C H 3, C F 3, O H , N H 2, O C H 3i O ,  N H 2> N IIC O C H j  

R3 =  H, C O O C 2H5, C O O C H 3, C H O

Pochodne 1,8-naftyrydyny 46 zawierające grupę fenylową w pozycji 2 oraz 
zmienne podstawniki w pozycji 7 układu badano również w testacli receptorowych 
jako preparaty będące selektywnymi antagonistami receptorów A, adenozyny (ade
nozyna powoduje krótkotrwałe, lecz znaczne zwiększenie przepływu krwi przez 
naczynia wieńcowe). Z wykonanych badań zależności budowy testowanych połą
czeń od ich aktywności wynika, żc obecność podstawników elektrodonorowych 
w pozycji C-7 układu zwiększa ich aktywność względem receptorów adenozyno- 
wych A,. Dla podstawników alkoksylowych aktywność zmniejszała się w szeregu 
CH30>C 2H50> C 6H50 . Spośród 28 przebadanych związków tylko 2 połączenia
o budowie 46 (R, = OH, R, = OCH3 oraz R, = OH, R, =■ Cl) okazały się pełnymi 
antagonistami receptorów A, [36].

4. POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O DZIAŁANIU DIURETYCZNYM

Silnymi właściwościami moczopędnymi, z jednoczesnym brakiem działania 
kaliuretycznego, charakteryzuje się chlorowodorek 2-amino-1,8-naftyrydyno-3-kar- 
boksyamidu (47), co wykazano w badaniach na szczurach [37].

N N 
48

R, = CĆHS, NH2, N(CHj),, OH
r2 = c o n h 2, c o n h c 3h7, n h c 4h,;, c n

N  N '

4<J

R -  O C H .,, N il.,, n i k ' , i i 7, N H C V > ii

o h , s u , o c i i , .  o c ()iu , a ,  n h 2, n ii(c ii -,)2
R2 -C H 3i OCH,, 00.11,, OH
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Autorzy badań wiązali duże nadzieje w zastosowaniu pochodnych 47 jako pre
paratów diuretycznych co zaowocowało syntezą analogów strukturalnych 48 i 49. 
Z wykonanych badań na zwierzętach wynika jednak, że otrzymane pochodne są 
mniej aktywne od 47 [38, 39],

Działanie diuretyczne wykazywały także wcześniej omówione pochodne o struk
turze 45 co należało oczekiwać w związku z przyjętą dla tych połączeń analogią 
strukturalną do Prazosinu, leku stosowanego nie tylko w leczeniu nadciśnienia lecz 
również w leczeniu łagodnego przerostu gruczołu krokowego.

5. POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O DZIAŁANIU 
PRZEĆ IWN O WOT WOROWYM

Poszukiwania selektywnie działających leków przeciwnowotworowych dopro
wadziły do przebadania pod tym kątem również pochodnych 1,8-naftyrydyny. Sto
sowanie odpowiednich baz w symulacjach komputerowych pozwoliło wygenero
wać najbardziej aktywne połączenia o ogólnym wzorze 50. Dało to podstawę synte
zy związku o strukturze 51, a badania doświadczalne potwierdziły jego aktywność 
jako inhibitora polimeryzacji tubuliny [40].

R =  CH3, morfolino, prolidyno 
X  =  NH, S

Bardzo cenną właściwość, hamującą rozwój komórek nowotworowych, wyka
zuje 5-nitro-l,9-diazaantracen (52, R = H). Obecność w pozycji C-10 grup amino
wych takich jak; R = NHCH2CH2CH,NMe2, NHCH2CH2NMe2, NHCH,CH2OH 
zwiększa efektywność działania przeciwnowotworowego tych połączeń [41].
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6. POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY O RÓŻNYM DZIAŁANIU 
BIOLOGICZNYM

Aktywność przeciwzakrzepową wykazują pochodne l-metylo-l,2-dihydro-2- 
okso-1,8-naftyrydyny o ogólnej budowie przedstawionej wzorem 53 [42, 43], Po
dobną aktywność przejawiają 2,4,5,7-podstawionc pochodne 54, które są amino
wymi pochodnymi 1,8-naftyrydyny [43]. Natomiast niektóre 1 -(2-aminoetylo)-l,2- 
dihydro-2-okso-l,8~naftyrydyny 55, badano jako preparaty zmniejszające wydzie
lanie kwasu solnego w żołądku [44],

W ostatnich latach liczne pochodne 1,8-naftyrydyny 56 [45] oraz amidu kwasu
4-hydroksy-l,8-naftyrydyno-3-karboksylowego 57 były testowane jako preparaty 
przeciwwirusowe [46], Połączenia 56 wykazywały szczególną aktywność przeciw 
wirusowi wywołującemu zapalenie wątroby typu C\

54
R = C n 3,N I [2 
Ri =H,CHj

r2 = ii, c fiii5, N(cn2cu 2oł i)2
R3 =  C3II7, C6II5, N(CII2ĆII20I I)i

.N.

R = - 0 ^ Y ^ nh' CH3
o h

O H

56 57
X

R ^ f A x 'ArI
Ri -  R2 -  R3 = R4 =
H, CI, Br, NH2, N 02, OH,
SH, CN, alkil, alkcnyl, alkirtyl

R' = R" = H, alkil, alkeny), alkinyl 
X = 0 ,S
Ar = ai Î, heteroaryl

R  =  CI, Br. I;, C’ N , N O i 

R 1 =  R i  =  R .,-= I I ,( 'l ,  B r , I \ C N ,  

OCH.,, COC’ H.1, aryl
R’

R’I

X



BIOLOGICZNIE AKTYWNE POCHODNE 1,8-NAFTYRYDYNY 263

Aminopochodne 1,8-naftyrydyny 58 oraz l,8-naftyryd-4-ony 59 i 60 podda
wano wielokierunkowym testom biologicznym in vivo i in vitro jako preparaty mię
dzy innymi: przeciwdrgawkowe, hipotensyjne, przeciwzakrzepowe, przeciwbakte- 
ryjne, przeciwmalaryczne i przeciwwirusowe. Pochodne te charakteryzowały się 
umiarkowaną toksycznością jednak nie wykazywały znamiennych aktywności bio
logicznych [47, 48].

Aminonitropochodne 1,8-naftyrydyny 61, analogi strukturalne Dipirydamolu, 
leku hamującego agregację płytek krwi, były badane w testach na szczurach i króli
kach jako związki antyagregacyjne. Uzyskane wyniki wykazały, że ich aktywność 
antyagregacyjna była niższa niż Dipirydamolu [43].

i
R

R2 = CH3;C6H5 

R = alkil

59; Z = -CH2-CH2- 

60; Z = -CH=CH-

61
R¡ =  R.3 =  N (C H 2C H 20H )2 , pipciydynyl 

Ri= NCb, NH2

Nitronaftyrydyny stały się wartościowym produktem pośrednim w syntezie wie
lu antybaktcryjnych mieszanin spełniających rolę komponentów przeciwzapalnych 
1 antyalergicznych [1]. Właściwości antyalergiczne, co stwierdzono w badaniach na 
szczurach, posiada 4-hydroksy-3-nitro-1,8-naftyryd-2(l//)-on (62). Związek 62 jest 
analogiem strukturalnym 2,4-dihydroksy-3-nitrochinoliny, która wykazuje również 
takie właściwości. [49]. Aktywność tych połączeń wiązana jest z ich charakterem 
kwasowym, co sprawia, że jako substancje aktywne zastrzegane są w patentach 
również ich sole, głównie sodowe i potasowe, posiadające również działanie anty
alergiczne [50, 51].
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Pochodne 1,8-naftyrydyny o strukturze 63, stosowane są w syntezie imida- 
zo[4 ,5 -c][ 1 ,8]-naftyryd-4(5H)-onów 64, nieksantynowych połączeń heterocyklicz
nych. Badania in vitro i in vivo wykazały, że niektóre z nich wykazują większą ak
tywność od teofiliny oraz, że mogą być uznane jako nowa grupa związków o dzia
łaniu bronchodylatacyjnym. [52, 53].

Di Braecio i Roma wykazali, że chloropochodne 1,8-naftyrydyny 65 wykazują 
znaczące właściwości przeciwzapalne i uspokajające oraz, że charakteryzuje je ni
ska toksyczność ostra [54, 55], Przeciwlękowe działanie pochodnych triazoloben- 
zodiazepin 66, skłoniło autorów do syntezy pochodnych [l,2,4]triazolo[4,3-a][l,8] 
naftyrydyny (67). Wykonane testy na myszach i szczurach potwierdziły ich prze
ciwzapalne i uspakajające właściwości [56, 57].

Spośród sześciu izomerycznych naftyrydyn najłatwiej i najwydajniej otrzymu
je  się układ 1,8-naftyrydyny co powoduje, że poszukiwania biologicznie aktyw
nych diazanaftalenów idą głównie w kierunku syntez z udziałem tego izomeru. Po
chodne 1,8-naftyrydyny na stałe weszły do lecznictwa otwartego i zamkniętego głów
nie jako preparaty przeciwbakteryjne.

Najbardziej znany kwas nalidiksowy na polskim rynku farmaceutycznym wy
stępuje od wielu lat jako lek pod nazwami Gramurin i Ncvigramon. Oba te prepara
ty wytwarzane są przez węgierską Firmę Farmaceutyczną Chinoin. Na światowym 
rynku leków kwas nalidiksowy występuje między innymi pod nazwami: Mictral, 
NegGram, Negram, Nelidix, Nogram i Uriben. [14] Sprzedaż leków zawierających 
kwas nalidiksowy jest coraz mniejsza co, należy przypuszczać, związane jest z dość 
dużą dawką terapeutyczną (np. kapsułka Ncvigramonu zawiera 500 mg kwasu nali- 
diksowego) oraz z wprowadzanymi na rynek nowymi Ickami z tej grupy. W latach 
90. ubiegłego stulecia wprowadzono do lecznictwa nowoczesne chcmiotcrapeutyki 
z grupy pochodnych 1,8-naftyrydyny, które produkowane są przez firmę Pfizer pod 
nazwami Trovan (trovafloksacyna) i Trovan I.V. (alatrofloksacyna). Są to leki, któ
re zostały dopuszczone w USA tylko do lecznictwa zamkniętego i mogą być stoso
wane tylko wtedy gdy alternatywne środki zawiodą [58], W Polsce leki zawierające

65 66 67
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trovafloksacynę i alatrofloksacynę nie są wpisane do Rejestru Środków Farmaceu
tycznych i Materiałów Medycznych [59],

Zastosowanie pochodnych 1,8-naftyrydyny, jako związków biologicznie akty
wnych, nadal wzbudza zainteresowanie na świecie o czym świadczyć może poja
wiająca się w ostatnim okresie duża liczba publikacji i opisów patentowych. Stwa
rza to nadzieję na odkrycie nowych, aktywnych preparatów będących pochodnymi 
tej grupy związków.
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ABSTRACT

Oi,-Adrenergic receptors (a,-AR) are members of the superfamily of G protein 
coupled receptors that transduce signals across the cell membrane. oi,-ARs are com
prised of multiple subtypes that have been identified by both pharmacological and 
binding studies [1], To date, they are classified into a 1A, cc|B, and a |D and the corre
sponding cloned counterparts termed ocla, oclb, and ccld-AR, respectively. These sub- 
types have different tissue distributions with the a IA receptors predominating in 
lower urinary tract tissue, whereas this receptor subtype is less prevalent in the vas
culature [2-4]. In recent years, the search for new selective cc,-AR antagonists has 
intensified, due to their importance in the treatment of hypertension and of benign 
prostatic hyperplasia (BPH) [5-7]. Tamsulosin, the first a 1A-AR „selective” antago
nists for the treatment o f BPH, was approved in 1997 [9, 12], A number of a |A 
subtype selective antagonists representing different structural classes of compounds 
were disclosed recently. These include: quinazolines [8-13], phenylalkylamines 
[9, 12, 14], piperidines [9, 15-23], aiylpiperazines [24-36] and related compounds 
[37, 38], A review on the development of a , selective antagonists are presented.



270 B. MALAWSKA, K. KULIG

WPROWADZENIE

Badania nad receptorami adrenergicznymi (AR) zostały rozpoczęte już na po
czątku ubiegłego stulecia przez H.H. Dale’go. Wykazał on, iż alkaloidy sporyszu, 
zawierające ergotaminę, znoszą działanie adrenaliny. Jednak dopiero w roku 1948 
R.P. Ahlquist wyróżnił dwie grupy receptorów adrencrgicznych a  i p. Podział ten 
został zaproponowany w oparciu o obserwację efektów fizjologicznych wywoły
wanych przez adrenalinę i noradrenalinę. Według Ahlquista, reccptory ct-adrener- 
giczne miały większe powinowactwo do noradrenaliny, a P-adrenergicznc do adre
naliny. W wyniku dalszych badań w roku 1974 S.Z. Langer wprowadził podział 
receptora a-adrenergicznego na dwa podtypy a , i a ,  [1].

Dalsze badania receptorów adrenergicznych były kontynuowane na dwóch dro
gach. Brano pod uwagę oddziaływanie receptorów z różnymi substancjami wzorco
wymi (lekami), równocześnie poszukiwano potwierdzenia wyników badań farma
kologicznych metodami biologii molekularnej.

RECEPTORY a-ADRENERGICZNE

Receptory adrenergiczne są rodziną, zawierającą trzy wielkie podrodziny: a,, 
a , i p. Obecnie wyróżnia się dziesięć naturalnych, kodowanych przez odrębne geny, 
podtypów receptora adrenergicznego: a 1A, a 1B, a n), a ,A, cc,B, cc,(„ a,,,, P,, P, i P3
(Rys i)  [2].

Rysunek 1. Aktualna klasyfikacja rcccptorów adrencrgicznych
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Mają one również swoje odpowiedniki w receptorach sklonowanych oznaczanych 
odpowiednio: ocla, cc]b, oc1<r Zarówno receptory ot jak i P adrenergiczne należą do 
grupy receptorów mctabotropowych, sprzężonych z białkami regulacyjnymi G. Re
ceptory metabotropowe niezależnie od ich konkretnych funkcji mają podobną bu
dowę. Są one długimi łańcuchami białkowymi siedmiokrotnie przenikającymi przez 
błonę komórkową tworząc w jej obrębie 7 helikalnych struktur hydrofobowych, 
połączonych naprzemiennie pętlami zewnątrz- i wewnątrzkomórkowymi. Zakoń
czenie łańcucha białkowego, mającego wolną grupę karboksylową (C-koniec) znaj
duje się wewnątrz komórki, natomiast zakończenie z wolną grupą aminową (N- 
koniec) jest na zewnątrz. Miejsce wiążące ligand znajduje się w części hydrofobo
wej błony komórkowej, w którym biorą udział reszty aminokwasowe należące do 
różnych obszarów transbłonowych (TM; a-helisy).

W przypadku receptorów adrenergicznych, dla których endogennymi agonis- 
tami są aminy katecholowe (noradrenalina, adrenalina) domena rozpoznająca i wią
żąca ligand poprzez reszty kwasu asparaginowego obecne w helisie 3 (TM III), 
tworzy mostek solny z uprotonowaną grupą aminową ligandu. Wiążą się do niej za
równo agoniści jak i antagoniści receptorów. W helisie 5 (TM V) reszty seryny two
rzą wiązanie wodorowe z grupami fenolowymi układu katecholu. Wiązanie to jest 
dodatkowo stabilizowane przez interakcję hydrofobową pomiędzy resztą fenyloa- 
laniny (helisa 6, TM VI) a pierścieniem aromatycznym. Reszta asparaginowa w he
lisie 7 (TM VII) tworzy wiązanie wodorowe z atomem tlenu aryloalkiloamin [1],

Podtypy receptorów adrenergicznych są różnymi od siebie białkami kodowa
nymi przez odrębne geny, często położone na różnych chromosomach. Jak wynika 
z analizy pokrewieństwa podrodziny receptorów AR są od siebie bardzo odległe, 
różnią się bowiem pochodzeniem, budową i funkcją natomiast w obrębie każdej 
z tych wielkich podrodzin a ,, a , i P poszczególne typy są ze sobą blisko spokrew
nione. Wykazano ponadto, że podtypy receptora adrenergicznego mogą być kodo
wane u różnych gatunków przez różniące się wzajemnie geny. Poszczególne typy 
receptorów adrenergicznych różnią się między sobą w istotny sposób pod wzglę
dem funkcjonalnym na poziomie molekularnym, ponieważ receptory poszczegól
nych podrodzin są związane z różnymi układami sygnalizacyjnymi i białka G akty
wowane przez nie stymulują odmienne procesy wewnątrzkomórkowe. Receptory 
otj-AR są receptorami pobudzającymi, uruchamiającymi po pobudzeniu wewnątrz
komórkowy sygnał, którym jest nagłe zwiększenie stężenia Ca2+ w cytoplazmie. 
Receptory ocia-AR regulują poprzez białko G zależny od potencjału kanał wapnio
wy typu L, wrażliwy na 1,4-dihydropirydyny, natomiast receptory cc,B-AR poprzez 
białko G aktywują fosfolipazę C. Wzrost aktywności fosfolipazy C wzmaga synte
zę dwóch wtórnych przekaźników informacji IP3 (inozytolo(l,4,5)trifosforanu) 
i DAG (diacetyloglicerolu) co w efekcie prowadzi do wzrostu stężenia jonów wap
nia w komórce.

Definicja farmakologiczna określa receptory ctj-ARjako te, które są silnie blo
kowane przez fentolaminę i prazosynę (kompetycyjnie) oraz wybiórczo pobudzane
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przez fenylefrynę i metoksaminą. Receptory a,-A R regulują wiele funkcji fizjolo
gicznych zarówno na poziomie ośrodkowego jak również obwodowego układu ner
wowego. Receptory Cij-AR są receptorami postsynaptycznymi umiejscowionymi 
głównie w mięśniach gładkich. Ich pobudzenie powoduje między innymi skurcz 
naczyń krwionośnych oraz mięśni okrężnych. Ponadto występują one w dużych 
ilościach w większości rejonów mózgu, regulując m.in. pobieranie pokarmów czy 
nastrój.

Receptory oc,A-AR znajdują się głównie w mięśniówce gładkiej gruczołu kro
kowego (prostacie) i drogach moczowych, stąd częste określenie tego receptora jako 
„uroselektywny” [3]. Wykazano, że receptory a [A-AR regulują napięcie mięśniów- 
ki gładkiej cewki moczowej, a zaburzenie tego procesu (nadmierna aktywacja, skurcz) 
są związane z dynamiczną komponentą łagodnego przerostu gruczołu krokowego 
(benign prostatic hyperplasia, BPH). Jest ono nic tylko dolegliwością występującą 
u mężczyzn po 50 roku życia, ale może być przyczyną powstania choroby nowo
tworowej. Receptoiy cc1B występują w mięśniówce gładkiej naczyń krwionośnych 
i dlatego mają znaczącą rolę w regulacji ciśnienia krwi. Z tych względów selektyw
ni antagoniści receptorów a , A-AR mogą być potencjalnymi lekami w leczeniu prze
rostu gruczołu krokowego, pozbawionymi działań niepożądanych wynikających 
z blokady receptorów w naczyniach i ośrodkowym układzie nerwowym. Rola pod- 
typu receptora a ,D-adrenergicznego nie jest jeszcze w pełni wyjaśniona. Jednak na 
podstawie dotychczasowych wyników badań wydaje się, że związki aktywne 
w stosunku do receptorów oc1D-AR mogą mieć korzystny wpływ na zmniejszenie 
efektów ubocznych w działaniu leku selektywnego do receptorów a 1A/ a lir Związki 
te, oprócz ich zastosowania w terapii nadciśnienia tętniczego, mogą być stosowane 
w terapii pierwszej fazy łagodnego przerostu gruczołu krokowego.

Tożsamość podtypu receptora oc,L-AR nie została całkowicie ustalona i potwier
dzona, być może jest on innym stanem konformacyjnym receptora oc1A-AR (farma
kologiczny fenotyp). Ma on niskie powinowactwo do prazosyny, antagonisty re
ceptorów ocja-AR [4],

ANTAGONIŚCI RECEPTORÓW a r ADRENERGICZNYCH

Wykazana w ciągu ostatniej dekady heterogenność receptorów a,-A R, zarów
no na poziomie molekularnym jako i farmakologicznym, stworzyła nowe możliwo
ści terapeutyczne dla związków wpływających selektywnie na różne podtypy tego 
receptora. W ostatnich latach obserwuje się niezwykle intensywny wzrost badań 
nad selektywnymi GCj-adrenolitykami a szczególnie nad związkami o wybiórczym 
działaniu w stosunku do podtypu receptorów ot1A-AR. Związki blokujące receptory 
0Cj-AR mają zróżnicowaną budowę chemiczną [5—7] i można wśród nich wyróżnić 
następujące grupy:

1. pochodne chinazoliny,
2. pochodne fenyloalkiloamin,
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3. pochodne piperydyny,
4. pochodne arylopiperazyn,
5. związki o różnej strukturze.
Przedstawiony podział obejmuje związki stosowane w terapii, znajdujące się 

w różnych fazach badań klinicznych lub wykazujące dużą aktywność in vitro, które 
mogą w przyszłości znaleźć zastosowanie w lecznictwie.

1. POCHODNE CHINAZOLINY

Pochodne chinazoliny: prazosyna 1, terazosyna 2, doksazosyna 3 i trimazosy- 
na 4 wprowadzone do lecznictwa w połowie lat siedemdziesiątych były pierwszymi 
selektywnymi antagonistami receptorów a,-A R bez wpływu na receptory a , 
(Rys. 2) [8], Związki te różniące się od siebie podstawnikiem w położeniu 2 układu 
chinazoliny charakteryzują się zróżnicowanym, wysokim powinowactwem do re
ceptorów a,-A R  oraz brakiem selektywności względem poszczególnych podtypów 
tego receptora. Wartości stałej wiązania do klonowanych ludzkich receptorów dla 
prazosyny wynoszą: pK. = 9,7 cxla, p/C = 9,7 a lb, p/C = 9,5 a ld. Pochodne zawierają
ce podstawnik furanylowy lub tetrahydrofuranylowy, czyli prazosyna i terazosyna, 
wykazują także powinowactwo do podtypu receptora ct2B-AR. Powyższe pochodne 
chinazoliny znalazły zastosowanie jako leki hipotensyjne. Leki te wpływają rów
nież korzystnie na gospodarkę lipidową, w związku z tym można je  stosować 
w terapii nadciśnienia, któremu towarzyszą zmiany miażdżycowe. W leczeniu BPH 
stosowano przede wszystkim terazosynę i doksazosynę. Mają one jednak szereg 
działań ubocznych, wpływając na układ krążenia, co wynika z nieselektywnej blo
kady podtypów receptorów c^-AR, [8, 9].

R' R2

0 -H Prazosyna 1

0
-H Terazosyna 2

o o "
-H Doksazosyna 3

HO 1 
CH,

-OCH, Trimazosyna 4

Rysunek 2. Antagoniści receptorów a,-AR, pochodne chinazoliny
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Poszukując nowych, selektywnych antagonistów pozbawionych działań nie
pożądanych, w grupie pochodnych chinazoliny, otrzymano związki o zróżnicowa
nej selektywności do podtypów receptorów a,-AR. Wybrane struktury tych związ
ków przedstawiono na Rys. 3. Modyfikacje cząsteczki prazosyny polegały między 
innym i na usztywnieniu układu piperazyny poprzez wprowadzenie do niego dodat
kowych grup metylowych lub dobudowanie pierścienia cykloheksanu. Otrzymano 
w ten sposób szereg związków, spośród których pochodna zawierająca pierścień 
m-dekahydrochinoksaliny, (+)-cyklazosyna 5, była najaktywniejsza. Cyklazosyna 
w badaniach in vitro na klonowanych receptorach zwierzęcych wiąże się najsilniej 
z receptorem podtypu a ,b. Odpowiednie wartości stałej wiązania dla cyklazosyny 
wynoszą: pK. = 7,6 a la (krowa), pAT = 9,7 cxIb (chomik), pKt ~ 7,5 ocu) (szczur) 
[9, 10]. Cyklazosyna w farmakologii doświadczalnej stosowana jest często jako 
związek odniesienia selektywnie blokujący podtyp receptora cx|(-AR. Inna modyfi
kacja cząsteczki prazosyny polegała na zastąpieniu pierścienia furanu ugrupowa
niem fenylowym oraz na wprowadzeniu grupy (5)-W-/ert-butyloamidowej w poło
żenie 3 piperazyny. Uzyskany związek 8 o symbolu L-765,314 podobnie jak 
(+)-cyklazosyna jest selektywnym blokerem receptora cxlb-AR (K  a  -  500 nM, 
a ,b = 5,4 nM, a ld = 50 nM; szczur). Jego a ,b adrcnoselektywność tłumaczona jest 
możliwością tworzenia wiązania wodorowego pomiędzy miejscem wiążącym w rece
ptorze a grupą amidową w położeniu 3 piperazyny albo jak w przypadku (+)-cyk!a- 
zosyny zawadą steryczną [11].

o

(+)-cyklazosyna 5 Alfuzosyna 6

NHj

Bunazosyna 7 L-765,314 8

Rysunek 3. Pochodne chinazoliny o zróżnicowanym wpływie na podtypy receptora <xu-AR
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Modyfikacje cząsteczki terazosyny polegające na zastąpieniu układu piperazyny 
bardziej giętkim łańcuchem propylowym oraz zmetylowaniu powstałej drugorzę- 
dowej grupy aminowej doprowadziły do powstania alfuzosyny 6. Lek ten wprowa
dzony do terapii nadciśnienia w roku 1988 jest silniejszym od terazosyny blokerem 
receptorów cc,-AR, obecnie również stosowanym w leczeniu BPH [8, 12].

Poszukiwania nowych pochodnych chinazoliny nie ograniczyły się tylko do 
syntezy bardzo bliskich analogów stosowanych leków. Wykonano, poparte mode
lowaniem molekularnym, badania zależności pomiędzy strukturą a powinowactwem 
tych połączeń do receptorów ct,-AR [13]. Analizując budowę chemiczną antagoni
stów receptorów a,-A R  z grupy chinazoliny można wskazać ugrupowania niezbęd
ne do blokady tego receptora (Rys. 4). Jest to pochodna chinazoliny z wolną grupą 
aminową w położeniu 4. Umożliwia ona jonową interakcję pomiędzy uprotonowa- 
ną grupą aminową i głównym miejscem nukleofilowym w receptorze. Podstawnik 
w położeniu 2 powinien zawierać II lub III-rzędowy atom azotu będący częścią 
łącznika oraz ugrupowanie aromatyczne. Te fragmenty strukturalne dodatkowo uła
twiają wiązanie z receptorem poprzez interakcje międzycząsteczkowe o charakte
rze oddziaływań krótkiego zasięgu: przyciągających (polarnych i dyspersyjnych)
i odpychających (sterycznych). Spośród przedstawionych na Rys. 2 i 3 pochodnych 
chinazoliny: prazosyna, terazosyna, doksazosyna, alfuzosyna i bunazosyna zostały 
zarejestrowane w wielu krajach jako leki w terapii pierwszej fazy łagodnego rozro
stu gruczołu krokowego.

Rysunek 4. Elementy strukturalne pochodnych chinazoliny niezbędne do blokady receptora a,-AR

Wśród pochodnych fenyloalkiloamin można wyróżnić związki mające szkielet 
2-fenyloetyloaminy charakterystyczny dla amin katecholowych, które są agonista- 
mi receptorów cc-AR. Lekiem otrzymanym w wyniku modyfikacji 2-fenyloetylo- 
aminy jest tamzulosyna 9, która została zarejestrowana w USA w 1997 jako pierw
szy lek do leczenia BPH (Rys. 5). Wykazuje ona ok. dziesięciokrotnie większą se
lektywność względem receptorów a la i (Xld w odniesieniu do cxlb. Odpowiednie war
tości stałej wiązania do ludzkich podtypów receptorów adrenergicznych wynoszą 
odpowiednio: pK  cc|a = 9,7; a lb = 8,9; a |d = 9,8. Tamzulosyna wykazuje lepsze 
efekty kliniczne od nieselektywnych antagonistów receptorów cx,-AR, tj. terazosy
ny i doksazosyny. Skuteczność ta oraz niewielkie działania niepożądane wynikają

fragment
aromatyczny

2. POCHODNE FENYLOALKILOAMIN
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prawdopodobnie z korzystnej farmakokinetyki leku a nie zależą wyłącznie od se
lektywności w stosunku do receptorów a la-AR. Stcreoizomery tamzulosyny charak
teryzują się różnym powinowactwem do receptorów cc-AR. Izomer (<S)(+) jest bar
dziej selektywny, ale równocześnie jego siła wiązania z poszczególnymi podtypami 
receptora adrenergicznego jest mniejsza. W lecznictwie stosowany jest jej mniej se
lektywny, ale mający większe powinowactwo do receptorów oc(j-AR izomer (/?)(-)

Bliskim analogiem strukturalnym tamzulosyny jest pochodna indoliny, zwią
zek 10 oznaczony symbolem KMD-3213. Zamiana grupy metylowej w podobnym 
fragmencie strukturalnym tamzulosyny na trifluorometylową wpływa na zwolnie
nie szybkości metabolizmu leku, który w przypadku tamzulosyny polega na O-dc- 
alkilacji. Związek KMD-3213 wiąże się selektywnie z klonowanym ludzkim recep
torem a la ze stałą K. = 0,036 nM, (Kt ciib/Kt a la > 586 i K[ oc|t/Ar a , _ > 56). Lek ten 
znajduje się w badaniach klinicznych w Japonii [9, 14]. Pochodną fcnyloctyloami- 
ny o prostej strukturze, którą charakteryzuje selektywność w stosunku do recepto
rów ctIa-AR jest związek 11, SNAP 5036. Wartości stałej wiązania pKt do klonowa
nych ludzkich receptorów wynoszą dla związku 11 a u = 8,4, a , (i = 7,4, a u| = 6,8.

Indoramina 12 (Rys. 6) była jednym z pierwszych leków selektywnie blokują
cych receptor a |a-AR (K a ,a = 4,0 nM, a ,b = 40 nM, a ld = 160 nM) stosowanym 
w terapii BPH. Jest ona pochodną indolu i dlatego oprócz działania na receptory 
oc,-AR związek ten cechuje również powinowactwo do receptorów scrotoninowych. 
Wywoływane przez indoraminę działania niepożądane ze strony ośrodkowego układu 
nerwowego, spowodowane wpływem na układ serotoninergiczny i histaminergicz- 
ny, ograniczyły jej zastosowanie w lecznictwie [9]. Korzystną modyfikacją czą
steczki indoraminy było zastąpienie układu indolu przez ugrupowanie fenyłoketo-

[9,12].

R(-) Tamzulosyna 9

SNAP 5036 11

Rysunek 5. Antagoniści receptorów a,-AR o strukturze fenyloalokiloamin

3. POCHODNE PIPERYDYNY
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nowe. Otrzymany związek 13 o symbolu SNAP-1069 jest selektywnym blokerem 
receptorów ccIa-AR [8]. Zaliczany jest on do II generacji antagonistów receptorów 
a la-AR, pochodnych piperydyny; wartości K. a la = 16 nM, a lb = 200 nM, a ld = 790 
nM.

Indoramina 12 SNAP-1069 13

Rysunek 6. Antagoniści receptorów a,-AR pochodne piperydyny

Badania wśród arylopiperydyn rozpoczęły się od odkrycia (patent w 1994 r.) 
właściwości antagonistycznej względem podtypu receptora ccIa-AR dla izomeru 
(5)(+)-niguldypiny 14; K  a |a = 0,15 nM, a lb = 55 nM, cc,d = 100 nM [13]. Niguldy- 
pina jest lekiem zawierającym układ 1,4-dihydropirydyny, stosowanym w leczeniu 
choroby wieńcowej i nadciśnienia poprzez blokowanie zależnych od potencjału 
kanałów wapniowych typu L.

(S)(+)-Niguldypina 14 SNAP 5089 15

Rysunek 7. Antagoniści receptorów a lB-AR z grupy arylopiperydyn, pochodnych 1,4-dihydropirydyny
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Obecnie przyjmuje się, że obydwa podtypy receptorów AR ( a [a, a |b) związane są 
z sygnalizacją wapniową, z tym, że receptory (XIa-AR poprzez białko G sprzężone 
są z wrażliwym na dihydropirydyny kanałem wapniowym. Wyniki tych badań były 
punktem wyjścia do poszukiwań związków o zbliżonej strukturze i potencjalnym 
działaniu a ]a-adrenolitycznym. Wybrane struktury związków najbardziej aktywnych
i selektywnych w stosunku do podtypu receptora otla-AR zostały przedstawione na 
Rys. 7.

Związek 15 o symbolu SNAP 5089 najsilniej wiąże się z receptorem a |a-AR 
(.Kj a )a = 0,18 n M, a lb = 180 n M, a |d = 630 nM) i w porównaniu z (5)(+)-niguldy- 
piną w znacznie wyższych stężeniach blokuje kanały wapniowe (AT Ca2ł = 670 nM). 
Podobnie pochodna 16 SNAP 5540, a przede wszystkim jej (-) enancjomer jest se
lektywnym antagonistą receptorów a la-AR; 16 Kt a |a = 3,94 nM, a lb = 4920 nM, 
cxid = 7440 nM, 16 (-) AT cx|a = 2,42 nM, 16 (+) Kt a la = 607 nM. Ponadto wykazano, 
iż związek SNAP 5540 jest pozbawiony właściwości blokowania kanałów wapnio
wych a w badaniach in vivo ma korzystny profil farmakokinetyczny. Ze względu na 
jego uroselektywność został on wybrany do dalszych badań klinicznych jako po
tencjalny lek w terapii BPH, który jest pozbawiony niekorzystnych działań ubocz
nych prazosyny i terazosyny [9, 15-17].

Na podstawie analizy zależności między strukturą a działaniem w tej grupie 
połączeń stwierdzono, iż elementem umożliwiającym wiązanie się związków z re
ceptorem cx,-AR jest pierścień fenylowy w położeniu 4 układu piperydyny. Przesu
nięcie grupy nitrowej w położenie 4 pierścienia fenylowego powoduje osłabienie 
właściwości blokowania kanałów wapniowych, a siła oddziaływania uzyskanych 
związków z receptorami a |a-AR nie ulega zmianie. Zastąpienie grupy estrowej po
między pierścieniami 1,4-dihydropirydyny i piperydyny grupą amidową nic ma 
wpływu na powinowactwo tych połączeń do kanałów wapniowych, ale równocze
śnie otrzymane związki charakteryzuje większa selektywność w stosunku do recep
torów Ctla-AR. Natomiast, zamiana grupy estrowej w położeniu 5 pierścienia 1,4-di- 
hydropirydyny na ugrupowanie amidowe powoduje całkowitą utratę właściwości 
blokowania kanałów wapniowych przez te związki. Wprowadzenie grup alkilowych 
większych niż grupa etylowa w położenie 2 lub 6 układu 1,4-dihydropirydyny powo
duje zmniejszenie powinowactwa uzyskanych pochodnych do receptorów a,-AR.

Dalsze badania in vivo tych związków wykazały, iż pochodne 1,4-dihydropiry
dyny charakteryzuje po podaniu dożołądkowym niewielka biodostępność (5%). Jest 
ona najprawdopodobniej spowodowana ich szybkim metabolizowaniem polega
jącym na redukcji do pochodnych pirydyny Z tych względów zmieniono układ
1,4-dihydropirydyny na pierścień 1,6-dihydropirymidyny lub 1,2,3,6-tetrahydropi- 
rymidyn-2-onu, co pozwoliło uzyskać związki o dużej selektywności do recepto
rów ccla-AR i korzystnych właściwościach farmakokinctycznych [18, 19].

W pierwszej fazie badań pochodnych l,2,3,6-tetrahydropirymidyn-2-onu uzy
skano związek 17 oznaczony symbolem SNAP 6201 [19]. Związek SNAP 6201 
charakteryzuje wysokie powinowactwo i selektywność w stosunku do receptorów
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a ia_̂ R  a ia nM, a Ib 260 nM, a ld — 350 nM) a badania in vivo wykazały, 
iż cechuje go duża uroselektywność.

21

Rysunek 8. Główne szlaki metabolizmu związku 6201

Badając metabolizm tego związku stwierdzono, iż zachodzi on na dwóch dro
gach. Dominującym szlakiem metabolizmu (> 50%) jest tworzenie estru metylowe
go kwasu 4-fenylo-4-piperydynokarboksylowego 19. Związek ten cechuje znaczne 
podobieństwo do narkotycznego leku przeciwbólowego, meperydyny 20 i podob
nie jak  ona jest on agonistą receptora opioidowego typu p (Rys. 8 ). Drugą drogą 
metabolizmu SNAP 6201 jest hydroliza grupy estrowej w położeniu 4-pipeiydyny 
prowadząca do otrzymania pochodnej kwasowej 21 [20]. Potencjalne działanie nar
kotyczne metabolitu 19 wyeliminowało dalsze badania kliniczne związku SNAP 
6201. Zastąpienie ugrupowania estrowego w położeniu 4 piperydyny grupami me
tylową lub cyjanową pozwoliło uzyskać związki, które są pozbawione działania na 
receptory opioidowe typu p, a w badaniach na izolowanej tkance ludzkiej prostaty 
wykazują znaczną aktywność funkcjonalną oraz w badaniach in vivo na psach rów
nież wysoką uroselektywność (Rys. 9). Związek 22 cechuje wysoka selektywność 
do podtypu receptora a ]a-AR (K. a la = 0,1 nM, a lb = 130 nM, a ld = 260 nM).

Modyfikacja podstawnika w położeniu „1” l,2,3,6-tetrahydropiiymidyn-2-onu 
polegająca na zmianie giętkiego łącznika alkilowego między grupą amidową a pier
ścieniem piperydyny na układ cyklopentanu umożliwiła otrzymanie selektywnych 
antagonistów receptora a lo-AR. Wśród tych analogów związek 23 cechuje wysoka 
selektywność w stosunku do podtypów receptorów a |a-AR oraz ct]d-AR (K. ct|a =
1 nM, a ld = 0,36 nM). Wydaje się, że związki o takim powinowactwie do recepto
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rów adrenergicznych mogą rnieć korzystne właściwości w dalszych badaniach 
in vivo. Przesuwając duży 4-fenylopiperydynoalkilowy podstawnik z położenia „1” 
l,2,3,6-tetrahydropirymidyn-2-onu w położenie „5” otrzymano kolejne związki
o wysokim powinowactwie i selektywności względem receptorów oc(a-AR. Uzys
kany związek 24 (K. a ,a = 0,24 nM, a (b = 41 nM, a ,d = 260 nM) miał korzystny 
profil farmakokinetyczny i w badaniach in vivo na psach i szczurach łagodził symp
tomy BPH nie wywołując przy tym objawów niepożądanych ze strony układu krą
żenia [20-22],

Rysunek 9. Antagoniści receptorów a,-AR z grupy arylopipeiydyn, pochodne dihydropiryniidyn-2-onu (DPH)

Modyfikując układ 1,4-dihydropirydyny stwierdzono, żc zastępując fragment
4-fenylo-l,4-dihydropirydyny przez odpowiednio podstawioną pochodną kwasu aiy- 
loalkilowego można uzyskać szereg nowych antagonistów receptora a,-A R  (Rys. 10).

Rysunek 10. Antagoniści receptorów c^-AR z grupy arylopipeiydyn, pochodne fenylooacctamidu
z fragmentem DHP

Otrzymana seria pochodnych piperydyny z podstawnikiem fenyloacetamidowym 
charakteryzowała się dużym powinowactwem i selektywnością w stosunku do rcce-
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ptora a |a-AR. Poprzez zmniejszenie masy cząsteczkowej uzyskanych połączeń 
w porównaniu z pochodnymi 1,4-dihydropirydyny związki te cechuje znacznie lep
szy profil farmakokinetyczny. Najaktywniejszym z uzyskanych połączeń był zwią
zek 25, który jest silnym, selektywnym inhibitorem receptorów ct,a-AR (K. a , =
2,0 nM, a ,b = 1400 nM, a ,d = 2100 nM) [23],

Analizując struktury opisanych pochodnych aiylopiperydyn można wyróżnić 
elementy strukturalne niezbędne do blokady receptora a ,a-AR (Rys. 11). Struktury 
takich związków zawierajątrzy segmenty. Pierwszym segmentem jest pierścień feny- 
lopiperydyny połączony łącznikiem z kolejnym segmentem. Łącznikiem może być 
ugrupowanie alkilowe, alkiloaminowe, alkiloestrowe a część alkilowa może być 
usztywniona poprzez pierścień karbocykliczny. W trzecim fragmencie jest układ 
heterocykliczny: 1,4-dihydropirydyny, dihydropirymidyn-2-onu (DPH) z różnie pod
stawioną grupą fenylową (atomem fluorowca, najczęściej atomem fluoru, grupą ni
trową).

+
segment
cząsteczki

fragment heterocykliczny

grupa 1,4-dihydropirydyny grupa dihydropirymidyn-2-onu (DPH)

Rysunek 11. Elementy strukturalne pochodnych arylopipcrydyn niezbędne do blokady receptora cc,-AR
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4. POCHODNE ARYLOPIPERAZYN

Układ arylopiperazynowy jest obecny w strukturze wielu związków blokują
cych receptory a,-AR. Siła wiązania tych pochodnych z receptorami a,-A R  zależy 
od obecności dodatkowego układu aromatycznego w cząsteczce. Ponieważ frag
ment arylopiperazynoalkilowy jest także charakterystyczny dla związków o działa
niu serotoninowym, wiele z nich wykazuje również powinowactwo do receptorów 
serotoninowych typu 5-HT|A.

5-Metylourapidyl 26 był jednym z najwcześniej poznanych związków z pod
stawnikiem arylopiperazynowym, selektywnym w stosunku do receptorów cx|a-AR. 
Równocześnie cechuje go znaczne powinowactwo do receptorów serotoninowych 
typu 5-HT1a (Rys. 12). Pochodną jY-metylonikotynamidu majacą podobnie jak 
5-metylourapidyl podstawnik orto-metoksyfenylopiperazynopropyloaminowy jest 
związek 27 (RS 97-078). Znajduje się on w badaniach klinicznych jako potencjalny 
lek. Związki 26 i 27 określane są obecnie jako I-generacja antagonistów receptorów
a,-AR pochodnych arylopiperazyn. Do II generacji tych pochodnych zaliczane są 
związki 28 (RS 100-975) i 29 (GG-818). Związek 28 ma budowę zbliżoną do
5-metylourapidylu i wykazuje w badaniach klinicznych również dużą uroselektyw- 
ność.

5-metylourapidyl 26
27

Rysunek 12. Antagoniści receptorów a,-AR z grupy arylopiperazyn

Związek 29 (GG-818) jest pochodną piperazyny mającą w swojej strukturze 
fragment podobny do cząsteczki tamzulosyny. W badaniach farmakologicznych 
związek ten wykazał znaczną uroselektywność. Cechą charakterystyczną tego po
łączenia, podobnie jak w przypadku związków 10 i 28, jest obecność ugrupowania 
2,2,2-trifluoroetoksylowego, które prawdopodobnie może mieć znaczenie w  jego 
tak znacznej uroselektywności [9, 19].
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Poszukując nowych selektywnych blokerów receptorów a,-A R badano zależ
ność pomiędzy aktywnością a podstawnikami w układzie fenylopipera2yny. Stwier
dzono, że zastąpienie układu 2-metoksyfenylowego ugrupowaniem 2-izopropylo- 
ksyfenylowym lub 2-metoksy-5-chlorofenylowym, ma korzystny wpływ na siłę wią
zania otrzymanych związków z receptorem a,-AR [24,25],

W oparciu o dane literaturowe oraz wyniki wcześniejszych badań prowadzo
nych w zespole kierowanym przez Kuo [26,27] (związek RWJ 37914) zapropono
wano dwie drogi poszukiwań nowych antagonistów receptorów cc,-AR (Rys. 13).

-N.

Dane literaturowe

o

O  >
RWJ 37914 30 CH;

sirukiura w iodąca I-generacji

oh i ^ .
O CH,

31 '• Cry  .  ,
32

Rysunek 13. Kierunki poszukiwania nowych antagonistów receptorów ct -̂AR 
wśród pochodnych arylopiperazyn

Zakładając, że dodatnio naładowany atom azotu poprzez oddziaływanie z resztą 
kwasu asparaginowego, odgrywa główną rolę w wiązaniu z receptorem a,-AR, 
wnosić było można, że zmiany w obrębie farmakoforowej grupy fenylopiperazyno- 
wej powinny być ograniczone. Dopuszczalne mogły być modyfikacje w pozosta
łych fragmentach cząsteczki. Otrzymaną w ten sposób strukturę A poddano dal
szym przekształceniom poprzez wprowadzenie grupy hydroksylowej w położeniu
2 łańcucha propylowego (struktura B). Zmiana ta miała na celu umożliwienie ewen
tualnych zmian właściwości farmakokinetycznych powstałych cząsteczek. Dalsze 
badania pozwoliły na wyodrębnienie struktur wiodących drugiej generacji (C) wy
korzystywanych do dalszych badań [26, 27]. Uzyskane pochodne 2-zzo-propylo- 
ksyfenylopiperazynowe tj. związki 31 i 32 charakteryzowały się wysoką selektyw
nością względem receptorów ocla-AR i związaną z tym uroselektywnością. Również
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w badaniach in vivo na zwierzętach (psy) związki 31 i 32 wykazały uroselektyw-
ność większą od tamzulosyny.

Nowych antagonistów receptorów a,-AR, mających w swojej strukturze grupę 
arylopiperazynową, poszukuje się także wśród pochodnych pipcrydyn-2-onu 
(Rys. 14). Otrzymane związki 33 i 34 charakteryzuje większe od tamzulosyny po
winowactwo i selektywność do receptorów a la-AR. Związki te zostały wybrane do 
dalszych badań klinicznych z zamiarem ich zastosowania do leczenia BPH [25,28],

Pochodne 2,3-dihydroimidazo[l,2-c]chinazolin-5(6H)-onu sąkolejną grupą an
tagonistów receptorów a,-A R zawierającą ugrupowanie arylopipcrazynowc. Za
projektowano je  jako modyfikacje związku 35, którego działanie hipotensyjne jest 
wynikiem blokady receptorów a ,-A R  Otrzymany związek 36 charakteryzuje wy
sokie powinowactwo do receptorów a |a i a )b adrcncrgicznych, a w badaniach in 
vivo wykazał on działanie obniżające ciśnienie krwi [29].

Struktury nowych selektywnych związków projektowane są również w opar
ciu o modele farmakoforowe [30, 31, 35, 36], Zespół Benedctticgo [31] stosując 
podejście QSAR (quantitative structure activity relationships) zaprojektował feny- 
lopiperazynoalkiloaminowe pochodne pirydazynonu-2 (rys. 15). Jeden z aktywnych 
związków tej serii, 37, jest selektywnym antagonistą receptorów a |n-AR (A' a ln = 
0,89 nM, a lb =  53,4 nM, a ld = 94,5 nM). Podobnie selektywny jest związek 38, dla 
którego oznaczona wartość K. cc, a jest 0,2 nM, podczas gdy teoretycznie obliczona 
wynosi 0,11 nM.

SGB-1534

Rysunek 14. Antagoniści receptorów ccla-AR z grupy arylopipcrazyn.
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Rysunek 15. Antagoniści receptorów a f AR z grupy arylopiperazyn

Liczba nowych antagonistów receptorów oc,-AR mających w swojej strukturze 
fragment arylopiperazynowy jest ogromna [24-34]. Świadczy to o podstawowym 
znaczeniu tego ugrupowania farmakoforowego w rozpoznawaniu miejsca wiążące
go w receptorze. Duża różnorodność pozostałych fragmentów strukturalnych czą
steczek może mieć wpływ na selektywność wiązania w receptorze. Próbą uogólnie
nia budowy antagonistów receptorów a,-AR, pochodnych arylopiperazyn jest sche
mat przedstawiony na Rys. 16. Struktury antagonistów mają fragment arylopipera
zynowy połączony łącznikiem z jednym lub dwoma segmentami cząsteczki. Pierw
sza generacja antagonistów miała podstawnik fenylopiperazynowy, następna gene
racja orio-metoksyfenylopiperazynowy. Najnowsza generacja związków posiada 
różnie podstawiony pierścień fenylopiperazyny (atomy fluorowców, grupy alkok- 
sylowe). Segmenty antagonistów to różnorodne układy heterocykliczne, czego przy
kładem są związki przedstawione na Rys. 12-15.

pierwszy
segment cząsteczki drugi segment 

cząsteczki

Rysunek 16. Elementy strukturalne pochodnych arylopiperazyn niezbędne do blokady receptora a,-AR

5. ZWIĄZKI O RÓŻNEJ STRUKTURZE

Przykładem związków reprezentujących nowe struktury o działaniu antagoni
stów receptorów a,-A R są pochodne heksahydrobenzo[e]izoindolu. Punktem wyj
ścia do poszukiwań w tej grupie pochodnych były wyniki badań farmakologicz
nych, otrzymanych wcześniej związków, których kierunki modyfikacji przedsta
wiono na Rys. 17. W wyniku tych chemiczno-farmakologicznych badań uzyskano 
pochodne heksahydrobenzo[e]izoindolu, wśród których związki 39 i 40 charakte
ryzują się najsilniejszym działaniem adrenolitycznym. Związek 39 cechuje wysoka
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a Ia selektywność (K.t cxla — 0,69 nM, oc,b — 35,1 nM, cnld 3,83 nM). Wykazuje on 
również wyższą od tamzulosyny uroselektywność. Natomiast związek 40 ma wyso
kie powinowactwo i umiarkowaną selektywność do receptorów a ,a-adrenergicz- 
nych {K  a , a = 1,39 nM, <xIb = 1,63 nM, a )d = 0,92 nM). Związki tc mogą w przyszło
ści znaleźć zastosowanie jako leki stosowane w leczeniu BPH [37, 38].

wpływ konfiguracji

Rysunek 17. Antagoniści receptorów cc,t-AR pochodne heksahydrobcnzo[c]izoimlolu

PODSUMOWANIE

Mimo różnorodności struktur chemicznych antagoniści receptorów cc,-AR mają 
wspólne cechy, powodujące blokadę miejsca wiążącego ligand. Typowy antagoni
sta a,-A R posiada centrum zasadowe, związane z obecnością atomu azotu ulegają
cego protonowaniu w fizjologicznym pH, oraz co najmniej jeden pierścień aroma
tyczny lub nienasycony, znajdujący się w bliskim sąsiedztwie atomu azotu. Uproto- 
nowany atom azotu jest zasadniczym elementem farmakoforowym, zdolnym do roz
poznawania i wiązania reszty kwasu asparaginowego helisy 3 receptora poprzez 
jonowe oddziaływanie dalekiego zasięgu. Często jest ono dodatkowo wzmocnione 
poprzez wiązania wodorowe. Centrum zasadowe może być częścią łańcucha alifa
tycznego połączonego z układem heterocyklicznym (chinazoliny, imidazoliny) jak 
również częścią pierścienia heterocyklicznego (piperydyny lub piperazyny), połą
czonego z układem aromatycznym. Powinowactwo ligandu do miejsca wiążącego 
w receptorze, jak i selektywność, są modulowane przez siły krótkiego zasięgu (in
dukcyjne, odpychające, dyspersyjne). Stąd możliwa jest różnorodność struktur li-
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gandów, które mają różne właściwości, kształt i wielkość cząsteczek oraz różnią się 
oddziaływaniami krótkiego zasięgu.

Przedstawiony przegląd piśmiennictwa wskazuje na znaczący w ostatnich la
tach postęp w badaniach nad związkami blokującymi receptor oct-adrenergiczny, 
a w szczególności nad związkami, które selektywnie blokują podtyp cx|a tego recep
tora. Wynika to z jednej strony z zapotrzebowania na związki o takim działaniu, 
które w przyszłości mogą się stać skutecznymi lekami, oraz z szybkiego rozwoju 
metodyki badań farmakologicznych in vitro na klonowanych receptorach ludzkich 
i zwierzęcych.
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ABSTRACT

AZT was a first anti-HIV drug found during screening performed by National 
Institute of Health (Bethesda, USA) [1], Anti-HIV drugs or potential drugs grouped 
according to the molecular target or compound class can be found in the NIH data
base at [http://www.niaid.nih.gov/daids/dtpdb/intro.htm] [2-13], HIV integrase is 
one o f the potential targets of anti-HIV drugs. Eitegrase is an enzyme that catalyzes 
the insertion of retrotranscribed viral DNA into the cellular host genome. Its struc
ture is known [14] but until now there is no certified drug targeted at this enzyme. In 
the 90’ several integrase inhibitors were described [18-28], The investigations of 
these compounds allowed finding new active compounds, e.g., styrylchinolines that 
was described in recent years [29-32,39]. In particular, the current publication dis
cusses structure-activity relationships (SAR) for these compounds (Figure 1). It 
appeared that the SAR data from ex vivo experiments [33] can be both visualized 
and interpreted by the use of the Kohonen maps of the electrostatic potential of the 
molecular surface [34-38] as shown in Figure 2. Finally, the results of the Merck 
investigations on HIV-1 integrase inhibitors have been briefly discussed (Figure 3) 
[38, 39].

http://www.niaid.nih.gov/daids/dtpdb/intro.htm
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WSTĘP

W sp ó łc z e sn a  cywilizacja przyzwyczaiła człowieka do dostępności skutecznych 
łęków stosowanych zarówno w przypadku poważnych chorób jak i codziennych 
dolegliwości. Ciągle jednak nie potrafimy znaleźć skutecznej terapii przeciw wielu 
schorzeniom. Jednym z poważniejszych jest AIDS {Acquired Immune Defficiency 
Syndrome). W 1984 roku Robert Gallo z National Cancer Institute i Luc Monta- 
gnier z Instytutu Pasteura udowodnili wirusową etiologię AIDS. Odkrycie to nie 
oznacza jednak, że umiemy skutecznie zapobiec atakowi wirusa HIV, który stanowi 
przyczynę rozwoju AIDS. Pierwszym lekiem stosowanym w terapii HIV była azy- 

dotymidyna (AZT) 1.

O

1

Związek ten został otrzymany już w łatach sześćdziesiątych przez Jeroma Ho
rowitza z Michigan Cancer Foundation, znacznie wyprzedzając pojawienie się AIDS. 
AZT poddano dokładnym badaniom z myślą o terapii przeciwnowotworowej. 
W projektowanej formie nie spełnił jednak nadziei i nigdy nic pojawił się na rynku 
jako lek przeciwnowotworowy. Kiedy w 1984 roku rozpoczęto prace nad potencjal
nymi lekami przeciw HIV w amerykańskim instytucie badawczym N ('l, dr Samuel 
Broder, jeden z dyrektorów tegoż instytutu, skutecznie zachęcił firmy farmaceu
tyczne do udziału w badaniach przesiewowych (ang. screening). Jedną z próbek 
dostarczonych przez brytyjską firmę Burroughs Wellcome było właśnie AZT [1]. 
Zarówno środki używane obecnie w terapii zakażenia HIV, jak i potencjalnie nowe 
farmaceutyki podzielić można na kilka typów w zależności od klasy połączenia 
chemicznego oraz molekularnego celu ataku. Wyróżnia się między innymi analogi 
nukleozydów [2], inhibitory proteazy HIV [3], nienuklcozydowe inhibitory odwrotnej 
transkryptazy [4], fosfonianowe anologi acyklicznych nukleozydów [5,6], produk
ty naturalne [7], inhibitory integrazy [8-13],
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INHIBITORY INTEGRAZY

Obecnie farmakoterapia AIDS oparta jest między innymi na lekach hamują
cych odwrotną transkryptazę oraz na inhibitorach proteazy HIV-1. Znanych jest 
kilka inhibitorów proteazy wprowadzanych do lecznictwa lub znajdujących się na 
etapie badań klinicznych. Leki te, choć szybko zmniejszają liczbę wirusów, nie zaw
sze są skuteczne. Przyczyna tkwi głównie w ogromnej zmienności genetycznej, która 
prowadzi do licznych mutacji wirusa. Duże nadzieje budzi nowa grupa leków wie
loskładnikowych o różnych mechanizmach działania. Wśród nich znajdują się leki 
hamujące replikację wirusa HIV w zakażonych komórkach.

Szczególne zainteresowanie jako cel potencjalnego ataku odgrywa integraza 
HIV -  enzym, który umożliwia zespolenie wirusa z DNA gospodarza. Pomimo tego, 
że jej struktura jest znana, dotychczas nie udało się wprowadzić na rynek żadnego 
leku, którego działanie polegałoby na hamowaniu integrazy wirusa HIV [14].

Integraza (IN) jest enzymem, którego obecność konieczna jest do replikacji 
wirusa HIV. Katalizuje on włączanie się (integrację) DNA wirusa do DNA gospo
darza. Opracowanie efektywnych i bezpiecznych preparatów tego typu umożliwi
łoby rozszerzenie spektrum działania leków przeciw AIDS oraz prowadzenie tzw. 
politerapii schorzenia AIDS. Pomimo znacznego zaawansowania badań oddziały
wania otrzymanych inhibitorów z enzymem IN, do tej pory nie rozstrzygnięty po
zostaje problem mechanizmu hamowania. Enzym integrazy zbudowany jest z trzech 
zasadniczych domen: domeny N-końcowej, centrum katalitycznego i domeny 
C-końcowcj [15]. Centrum katalityczne IN wirusa HIV zawiera triadę aminokwa
sów posiadających wolne grupy karboksylowe: Asp64, Asp116 i GluIS2, które mogą 
wiązać metale dwuwartościowe. Przypuszcza się, że odgrywa to kluczową rolę w 
procesie katalitycznym. Konkurencyjne wiązanie inhibitora z integrazą w miejscu 
wiązania z DNA wirusa lub oddziaływanie z wolnymi grupami karboksylowymi 
kwasu asparaginowego i glutaminowego enzymu IN być może odpowiedzialne jest 
za hamowanie aktywności tego enzymu. Integraza w swej aktywnej formie kom- 
pleksuje kationy metali dwuwartościowych, najlepiej jony Mg+2 [16]. Sądzi się, że 
mechanizm działania inhibitorów może być wynikiem konkurencyjnego komplek- 
sowania tych jonów przez inhibitor [17].

Działanie enzymu IN wirusa HIV przebiega w trzech etapach. Pierwszy etap, 
określany jako 3 ’-modyfikacja (ang. 3 '-processing), polega na odszczepieniu dwóch 
nuklcotydów z każdego 3’-końcowego łańcucha obu nici DNA wirusa HIV. Skró
cenie łańcucha prowadzi do uwolnienia grup hydroksylowych co umożliwia nukle- 
ofilowe odziaływanie końców — 3 ’ DNA wirusa z DNA gospodarza. Etap drugi, 
zwany przeniesieniem nici (ang. strand transfer), to wbudowywanie paiy zmodyfi
kowanych końców DNA wirusa do DNA gospodarza. W przypadku wirusa HIV, 
miejsca integracji w niciach atakowanego DNA oddzielone są przez pięć par zasad. 
Etap trzeci to dezintegracja polegająca na przywróceniu ciągłości, czyli naprawie 
przerwanych nici DNA gospodarza na skutek kopiowania tych pięciu par zasad 
[15].
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W latach dziewięćdziesiątych opisano wiele klas związków organicznych, któ
re wykazują hamujące działanie w stosunku do integrazy wirusa HIV-1 [18—25], 
Wśród nich znajdują się naturalne i syntetyczne związki zbudowane zazwyczaj 
z dwóch fragmentów arylowych podstawionych grupami hydroksylowymi. Obie 
jednostki arylowe połączone są różnego typu mostkami zawierającymi wiązania 
typu Ti. Znane inhibitory integra2y  podzielić można na następujące grupy, w zależ
ności od budowy chemicznej:

-  pochodne flawonowe, jak np. kwercetyna (2) [18]
-  bis katechole (3), (4) [19,20]
-  tyrofostyna i jej analogi (5), (6) [21]
-  kurkumina (7) [22]
-  pochodne kwasów cynamonowego, jak jego estry 2-fcnyloetylowe (CAPE, 

ang. caffeic acid phenethyl ester) (8) oraz analogi amidowe [18, 23], po
chodne kwasu 1,2-dihydroksybursztynowego (ang. chicoric acid) (9) i kwasu 
chinonowego (3,5-DCQA, ang. 3,5-dicaffeoylquinic acid) (10) [24, 25]

-  pochodne kwasu aurynotrikarboksylowego (ATA) (11) [26]
-  pochodne na bazie kumaryny (12) [27]
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Analiza znanych inhibitorów i-ntegrazy wirusa HIV pozwoliła na utworzenie 
kilku modeli farmakoforów [28]. Na podstawie badań modelowych cząsteczek i po 
utworzeniu bazy trójwymiarowych struktur cząsteczkowych wyselekcjonowano 
szereg związków, które obejmowały poszukiwany farmakofor. Po przeprowadzeniu 
testów wykryto wśród nich nowe inhibitory integrazy (13—17) [29].

STYRYLOCHINOLINY

W 1998 roku opisano nowy szereg związków, które hamują działanie integra
zy wirusa HIV in vitro. Są to pochodne styrylochinolinowe (18) [30], Wiele związ
ków z tej grupy, pozbawionych jest toksyczności, hamuje działanie enzymu już 
przy stężeniach mikromolowych, a nawet submikromolowych i wyraźnie przeciw
działa replikacji wirusa HIV ex vivo.

18
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Rysunek I. Wzoiy strukturalne oraz aktywności styrylochinolinowych inhibitorów enzymu IN wirusa HIV-1.
* wartość p.M ICJ0 etapu 3’ - modyfikacji, 

b wartość p.M IC50 etapu przeniesienia nici (integracji)
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Wykazano, że obecność metali dwuwartościowych jest konieczna dla katali
tycznej aktywności enzymu integrazy wirusa HIV [15]. Kationy metalu komplek- 
sowane są przez aktywne centra enzymu o charakterze kwasowym. Autorzy cyto
wanej pracy [30] zaprojektowali nowy inhibitor integrazy, w którym dwa kationy 
metalu M2* mogą być kompleksowane w podobny sposób. Związkiem takim może 
być 8-hydroksychinolina, powszechnie znany reagent do oznaczania metali M2+ 
(Mg2+, Zn2+, Mn2+). Układ arylowy zawierający kilka podstawników hydroksylo
wych może stanowić drugi element zdolny do kompleksowania. Wicie znanych inhi
bitorów integrazy HIV zawiera fragment aromatyczny z grupami hydroksylowymi 
w położeniu orto względem siebie -  układ typu katecholu.

Otrzymano wiele pochodnych styiylochinolinowych, wykazujących aktywność 
hamującą w stosunku do enzymu IN (Rysunek 1). Zawierają one różne podstawniki 
w jednostce chinolinowej głównie w pozycji 3’- i 4’- [29-32].

Zsyntezowane związki badano zarówno pod względem cytotoksyczności, jak 
i ich wpływu na oba etapy, w których uczestniczy enzym IN tzn. 3’-modyfikacja 
i przeniesienie nici. Wartości IC50, oznaczano in vitro dla obu tych reakcji oddziel
nie, w przypadku wielu styrylochinolinowych pochodnych nic przekraczają warto
ści 2/iM. Ogólna metoda syntezy tych pochodnych polega na kondensacji podsta
wionej 2-metylochinoliny z aromatycznym lub heteroaromatycznym aldehydem 
(schemat 1).

Schemat I

Te analogi, w których pierścień benzenowy zastąpiony został układem hetero- 
aromatycznym (3’-tienyl, 2’-furyl i 3’-pirydyl) okazały się również aktywne jako 
inhibitory IN. Przeprowadzone badania wyraźnie wskazują na to, że obecność gru
py hydroksylowej w położeniu 8- lub karboksylowej w pozycji 7- we fragmencie 
chinolinowym jest konieczna, aby związek był aktywny względem IN. Najkorzyst
niejsze rezultaty osiąga się wtedy, gdy jednocześnie obecne są obie te grupy. Zastą
pienie grupy 7-karboksylowęj grupą karbometoksylową lub atomem chloru powo
duje zmniejszenie aktywności lub całkowitą jej utratę. Postuluje się, że taki układ 
o-hydroksykarboksylowy w jednostce chinolinowej kompleksuje kationy Mg2', co 
stanowi mechanizm konkurencyjny dla integrazy, a w konsekwencji prowadzi do 
hamowania jej aktywności katalitycznej. Natomiast obecność grup hydroksylowych 
w pierścieniu aromatycznym, połączonym mostkiem etenylenowym z fragmentem 
chinolinowym, nie jest konieczna dla zachowania zdolności hamowania IN. Zastą
pienie grup hydroksylowych grupami metoksylowymi lub atomami chlorowca nie 
powoduje utraty lub wyraźnego osłabienia aktywności względem enzymu IN. Wy-
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kazano również, że większy wpływ na aktywność inhibitora ma obecność układu 
chinolinowego niż połączonego z nim polihydroksylowego fragmentu aromatycz
nego.

Rysunek 2. Mapy potencjału elektrostatycznego wykonane techniką 
porównawczej mapy neuronowej Kohoncna.

Mapy przedstawiają obszar cząsteczek cząsteczek styrylochinolin otoczony elipsą.
Średnie mapy cząsteczek związków a) nieaktywnych, b) aktywnych wyraźnie różnią się kolorem [33]

Rysunek 2 przedstawia wyniki badań [33] szeregu pochodnych styrylochinolin 
przeprowadzone techniką porównawczej sieci neuronowej Kohonena [34 37], Mapy 
wykonane taką techniką pozwalają zróżnicować pochodne, które w badaniach 
ex vivo wykazują aktywność od tych, które nie są aktywne. Porównując mapy 
z konkretnymi strukturami, udaje się odnaleźć proste molekularne uwarunkowanie 
aktywności. Okazuje się, że decydujące znaczenie odgrywa możliwość występowa
nia efektu mezomerycznego między parą elektronową podstawnika X a chinolino- 
wym pierścieniem związku. Efekt taki może wystąpić wówczas, kiedy podstawnik 
znajduje się w położeniu para lub orto. Wykonanie map podobnych do tych, które 
pokazano na rysunku 2 pozwoliło na efektywne prognozowanie przeciwwirusowej 
aktywność w hodowlach komórkowych ex vivo, a więc projektowanie nowych inhi
bitorów [33],

Wartości aktywności enzymu IN oznaczone w badaniach in vitro nie zawsze 
korelują z aktywnością antywirusową określoną metodą ex vivo [29, 30]. Wyizolo
wane komórki zainfekowane wirusem HIV-1 traktowano roztworami inhibitorów
o różnym stężeniu. Większość związków z grupy pochodnych styrylochinolino- 
wych nie wykazywało cytotoksyczności przy stężeniach poniżej 100 //M. Związki 
posiadające układ typu katecholu, czyli dwie grupy hydroksylowe w położeniach 
3’- i 4’, z reguły aktywne jako inhibitory IN, wykazywały relatywnie wysoką tok
syczność komórkową. Fakt ten w zasadzie wyklucza ich zastosowanie w prepara
tach leczniczych przeciwko wirusowi HIV. Problem toksyczności jest barierą rów
nież w przypadku zastosowania do celów terapeutycznych pochodnej z fragmen
tem 3’-tienylowym, pochodnych zawierających pierścień benzenowy podstawiony 
w położeniu 4’- grupami - N 02 i NHAc, a także niepodstawiony pierścień benze-
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nowy. Często jednak te związki, które są najskuteczniejszymi inhibitorami IN, wy
kazują również aktywność przeciwwirusową ex vivo względem wirusa HIV [31],

DIKETOKWASY

Jedną z ostatnio opisanych klas inhibitorów IN wirusa HIV-1 stanowią diketo- 
kwasy (Rysunek 3). Grupa badawcza w Merck Research Laboratories otrzymała 
cały szereg takich związków, które selektywnie i skutecznie hamują proces przenie
sienia nici enzymu IN wirusa HIV-1. Wykazano również aktywność ex vivo tej gru
py związków. Diketokwasy nie posiadają układu typu katechol i być może z tego 
powodu pozbawione są cytotoksyczności [38, 39].

3'-Cl, 3"-F 
4'-CI, 4'-F

4-OCH3,2-OCH2CHa 
3-OCH3, 2-OCH(CH3)j 
2 -OCH3

* wartość ICJ0 (jiM) dla procesu przeniesienia nici
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0=60,1° 0= 69 ,3° 0=74,6° 0= 118,2°

0 = 1 3 8 ,6 ° 0=141,3
O

0=148,9°

Rysunek 3. Wybrane analogi diketokwasów oraz centralny pierścień aromatyczny wyznaczający kąt 8 [38]

Zsyntezowano również takie pochodne, w któiych centralny pierścień aroma
tyczny został zastąpiony innym układem heteroaromatycznym lub inaczej niż 
1,3-podstawionym pierścieniem benzenowym. W wyniku takiej modyfikacji frag
ment zawierający dwie grupy ketonowe i karboksylową oraz pozostały fragment 
benzylowy, mogą być wzglądem siebie różnie zorientowane w przestrzeni -  para
metrem, który określa to zorientowanie jest kąt 6  pokazany na rysunku 3.

Wzajemne ułożenie przestrzenne omawianych fragmentów wpływa na aktyw
ność diketokwasów. Wartości IC50 zmierzone in vitro dla procesu przeniesienia nici 
(integracji) dla większości otrzymanych diketokwasów przyjmowały wartości rzę
du 0,1 ¡jM . Wiele spośród otrzymanych pochodnych wykazuje również wysoką 
aktywność ex vivo [38],

Do grupy diketokwasów zaliczyć można również styrylochinolinową pochod
ną 19 [40], która jednak okazała się wbrew oczekiwaniom całkowicie nieaktywna 
in vitro wobec enzymu IN. Pomimo tego związek ten wykazuje znaczną aktywność
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PODSUMOWANIE

Poszukiwania nowych klas inhibitorów IN ciągle pozostają problemem otwar
tym. Enzym IN, który katalizuje proces replikacji DNA wirusa H IV -1 w komórkach 
nosiciela jest ostatnim celem, w stosunku do którego nie dysponujemy jeszcze efek
tywnie działającym lekiem. Sądzi się, że znalezienie takiego środka pozwoli w znacz
nym stopniu przełamać złożone problemy terapii AIDS, która wymaga stosowania 
wielu preparatów o różnych mechanizmach działania. Nowe klasy inhibitorów poz
walają również lepiej zbadać mechanizmy działania samej integrazy.
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ABSTRACT

In this review a survey o f literature data concerning shock wave synthesis of 
dense modifications of carbon and boron nitride is presented. Various types o f explo
sive set-ups used for shock loading of samples containing carbon materials and 
graphitic boron nitride are presented. Some characteristics o f the products of shock 
wave synthesis are described.
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TECHNOLOGICZNE ASPEKTY SYNTEZY DIAMENTU I GĘSTYCH 
ODMIAN AZOTKU BORU W FALACH UDERZENIOWYCH

Historia syntetycznego diamentu zaczęła się w roku 1953, w którym badacze 
szwedzcy Liander i Lunbland przeprowadzili pierwszą syntezę. Idea metody wy
twarzania diamentu, która doprowadziła do pierwszej udanej syntezy, stała się pod
stawą przemysłowej technologii wytwarzania materiałów supertwardych. Realiza
cja bezpośredniej przemiany grafitu i aBN w odmiany gęste wymaga osiągnięcia 
ciśnienia przekraczającego 10 GPa. Współczesna technika wysokich ciśnień sta
tycznych pozwala wytworzyć ciśnienia sięgające 100 GPa. Jednak uzyskanie sta
tycznego ciśnienia przekraczającego 10 GPa w dużej objętości materiału jest bar
dzo trudne.

Tymczasem technika ciśnień impulsowych pozwala na generowanie w prosty 
sposób ciśnień znacznie przekraczających 10 GPa. W wyniku detonacji wysoko
energetycznych materiałów wybuchowych (oktogen, heksogen, pentryt, trotyl itp.) 
powstają ciśnienia w zakresie 20^40 GPa. Ciśnienie to można zwiększyć o kilka
dziesiąt procent poprzez odbicie fali uderzeniowej od metalowej przegrody. Dalszy 
wzrost ciśnienia można uzyskać wykorzystując energię produktów detonacji do 
napędzania płytek lub cylindrycznych i kulistych otoczek. Uderzeniowe sprężanie 
materiału powoduje nie tylko wzrost ciśnienia, ale również znaczny przyrost tem
peratury zapewniając warunki, przy których grafit i aBN przechodzą w odmiany
o strukturze typu sfalerytu i wurcytu.

Pierwszą publikacją, w której przedstawiono układy technologiczne do otrzy
mywania syntetycznych diamentów metodą wybuchową był patent [ 11. P.S.DeCarli 
zaproponował w nim kilkanaście układów wybuchowych różniących się między 
innymi metodami obciążania próbek węglowych oraz sposobami zachowania ich 
fragmentów po dynamicznej obróbce.

B

Rysunek 1. Najprostsze układy wybuchowe typu zaciskowego do otrzymywania diamentów:
1 — próbka węglowa, 2 — otoczka metalowa, 3 -  zapalnik, 4 — podstawowy ładunek materiału wybuchowego, 

5 -  cylindryczna obudowa, 6 -  pojemnik o wysokiej wytrzymałości meclumic/nej, 7 -  piasek,
8 — generator fali płaskiej, 9 -  cylindryczny ładunek materiału wybuchowego [ 1 ]
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Najmniej skomplikowane układy są przedstawione na rys.l. Są to układy typu 
zaciskowego, w których fala uderzeniowa jest generowana w próbce węglowej, 
poprzez oddziaływanie fali detonacyjnej propagującej się w ładunku materiału wy
buchowego bezpośrednio się z niąstykającego. W układzie A materiał węglowy (1) 
znajdujący się w metalowej otoczce (2) jest osiowo umieszczony w ładunku (4) 
materiału wybuchowego (MW) uformowanego w szklanej lub metalowej cylindiycz- 
nej obudowie (5). Po zainicjowaniu ładunku MW za pomocązapalnika elektryczne
go (3) ciśnienie detonacji produktów wybuchowego rozkładu formuje w obciążanej 
próbce falę uderzeniową powodującą częściową transformację grafitu w diament.

Modyfikacją tego układu jest układ B. W układzie tym próbka grafitowa (1) 
umieszczona jest w cylindiycznym ładunku wysokoenergetycznego materiału wybu
chowego (4), na któiym znajduje się dysk (9) wykonany również z MW. Do pobu
dzania MW zastosowano generator płaskiej fali detonacyjnej typu stożkowego (8). 
Całość została umieszczona w wytrzymałym pojemniku (6) wypełnionym piaskiem 
(7). Parametry obciążenia wybuchowego można regulować poprzez zmianę para
metrów detonacyjnych zastosowanego MW, a czas oddziaływania wielkością ła
dunku.

Innymi układami stosowanymi do wybuchowej syntezy diamentów są układy 
płaskie typu zaciskowego (C) lub uderzeniowego (D)—rys.2. W porównaniu z ukła
dami A i B, w których próbka węglowa znajdowała się w cienkościennej obudowie, 
w tych układach materiał węglowy umieszczony jest w bloku o wysokiej wytrzy
małości. W płaskim układzie zaciskowym C próbka węglowa (3) podparta metalo
wym korkiem (5) znajduje się w pierścieniu aluminiowym, miedzianym lub stalo
wym (4), który umieszczony jest na podstawie (6). Na węglowej próbce znajduje 
się podstawowy ładunek materiału wybuchowego (2), w którym detonacja jest ini
cjowana za pomocą generatora fali płaskiej (1). Zastosowanie stalowego pierście
nia umożliwia zachowanie fragmentów obciążonej próbki węglowej.

D

Rysunek 2. Układy płaskie do otrzymywania diamentów typu zaciskowego C i uderzeniowego D: 
1 -  generator fali płaskiej, 2 -  podstawowy ładunek materiału wybuchowego, 3 -  próbka węglowa, 

4 — pierścień metalowy, 5 — korek metalowy, 6 — podstawa, 7 — napędzana płytka, 8 — dystanse,
9 -  deska podpierająca, 10 -  pojemnik z wodą [ 1]
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Układ typu uderzeniowego D charakteryzują się tym, że na materiał węglowy 
nie oddziałują bezpośrednio produkty wybuchu, ale płytka metalowa nimi napę
dzona. Układy uderzeniowe są stosowane w celu uzyskania wyższych ciśnień 
w obciążanej próbce. W układach tych płaska fala detonacyjna propagująca się 
w podstawowym ładunku materiału wybuchowego (2) dochodzi do powierzchni 
metalowej płytki (7). Produkty wybuchu zaczynają napędzać płytkę, niszczone są 
plastikowe dystanse (8) i płytka, mając określonąprędkość, uderza w węglowy mate
riał. Płaska fala uderzeniowa rozprzestrzenia się w graficie powodu jąc jego trans
formację w diament. Pod wpływem działania wybuchu niszczona jest deska pod
trzymująca (9) i część elementów układu wpada do zbiornika z wodą (10).

Rysunek 3. Układy do syntezy diamentów wykorzystujące generator lali płaskiej typu ..pułapka na myszy”:
1 -  zapalnik, 2,4,6 -  ładunki materiału wybuchowego, 3,5,10 -  płytki metalowe, 7 - ptóhka węglowa,

8 -  deska podtrzymująca, 9 -  pojemnik z woilą, 1 1 dystanse 111

Do generacji płaskiej fali detonacyjnej w układach lypu ( ' i 1) stosuje się gene
rator stożkowy lub generator typu „pułapka na myszy" (mouse-trap) rys.3. Pierw
szym elementem tego generatora jest płaski ładunek materiału wybuchowego (2) 
uzbrojony w zapalnik elektryczny (1) znajdujący się na metalowej płytce (3). Jest 
on ustawiony pod odpowiednim kątem w stosunku do drugiego elementu składają
cego się również z płaskiego ładunku MW (4) i płyty metalowej (5). (ienerator fali 
płaskiej jest usytuowany pod odpowiednim kątem w .stosunku do podstawowego 
ładunku MW (6), w którym formuje płaską falę detonacyjną.

Wyróżniającą cechą następnego układu (rys. 4) jest symetria sferyczna. Dzięki 
umieszczeniu na powierzchni kulistego ładunku materiału wybuchowego (3) serii 
zapalników (5) i ich jednoczesnym zainicjowaniu, w ładunku formuje się zbieżna 
fala detonacyjna. Wytwarza ona w próbce węglowej (1) zbieżną falę uderzeniową
o wysokich parametrach, uzyskanych dzięki efektowi kumulacyjnemu. Odpowied
nio wysoką kumulację fali uderzeniowej w materiale węglowym mogą zapewnić

r
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jednoczesność zainicjowania procesu detonacji na całej powierzchni ładunku mate
riału wybuchowego oraz jego homogeniczność.

Inny układ sferyczny zaproponowany został w pracy [2]. Obciążana próbka 
znajduje się wewnątrz dwóch masywnych półkul, oddzielonych od ładunku mate
riału wybuchowego przerwą powietrzną. Wielkość dystansu jest uzależniona od 
wymiarów półkul, masy ładunku materiału węglowego i innych czynników. W pa
tencie [2] proponowane jest również inne rozwiązanie polegające na rozczłonkowa
niu ładunku materiału wybuchowego. Jego poszczególne fragmenty znajdują się 
w jednakowych odległościach, co zabezpiecza stopniowe obciążanie węglowej prób
ki. W przypadku układów sferycznych bardzo jest istotna synchronizacja inicjowa
nia detonacji na całej zewnętrznej powierzchni ładunku materiału wybuchowego. 
Jedną z form realizacji takiego procesu jest pokrycie ładunku folią metalową i nas
tępnie jej elektiyczne pobudzenie pod wpływem elektrycznego impulsu. Innym roz
wiązaniem jest zastosowanie komory implozyjnej -  [3]. Komora ta przedstawia sobą 
półkulę wypełnionąmieszaninątlenu i wodoru -  tyś. 5. Za pomocą zapłonnika umie
szczonego w centrum komory inicjowanajest w gazie kulista rozbieżna fala detona- 
cyjna. Fala ta uderza w hemisfeiyczną powłokę materiału wybuchowego (pentiyt,
3 mm grubości). Jej odbicie powoduje jednoczesne pobudzenie detonacji powłoki 
na całej jej wewnętrznej powierzchni. Rozprężające się produkty detonacji generują 
w gazie wypełniającym komorę (para wodna) zbieżną falę uderzeniową. W pobliżu 
centrum komoiy fala ta ma amplitudę wystarczająco wysoką, aby spowodować prze
mianę w diament grafitu znajdującego się w pojemniku umieszczonym na wylocie 
komory. W opisanym układzie uzyskiwano 5% stopień przemiany grafitu w dia
ment.

Rysunek 4. Układ o symetrii kulistej do otrzymywania diamentów 
1 -  materia! węglowy, 2 -  metalowa obudowa, 3 -  ładunek materiału wybuchowego, 

4 -  metalowy pojemnik, 5 -  zapalniki, 6 -  źródło prądu, 7 -  przełącznik [1]



312 R TRĘBIŃSKI, A MARANDA

Pojemnik 7

Rysunek 5. Schemat układu z komorą implozyjną [3]

W pracy [4] wprowadzono pewne modyfikacje do opisanej powyżej metody. 
Obciążeniu poddawano nie sam grafit, lecz jego mieszaninę z miedzią. Przed obcią
żeniem przepuszczano przez próbkę silny impuls prądowy. Odległość czasowa po
między impulsem prądowym i początkiem uderzeniowej kompresji wynosiła 
100-160 |is. Amplituda fali uderzeniowej wynosiła 18-25 GPa. Stwierdzono, że 
wzrost energii impulsu prądowego powoduje zwiększenie stopnia przemiany grafi
tu w diament. Najwyższa osiągnięta wydajność przemiany wynosiła 25%.

Na tys. 6, zaczerpniętym z pracy [5], przedstawiona jest idea układu wykorzy
stującego efekt zderzenia dwóch przeciwbieżnych fal uderzeniowych. Obciążane 
sąjednocześnie dwie kształtki (4) wykonane z mieszaniny zawierającej grafit, umiesz
czone w gniazdach podstawowej płyty metalowej (9). Płyta spełnia rolę pojemnika 
zabezpieczającego przed rozrzuceniem produktów. Próbki materiału zawierającego 
grafit są  zabezpieczone dodatkowymi stalowymi płytkami (5). Ładunek materiału 
wybuchowego (3) i napędzane płyty (6) za pomocą drewnianych klinów (7) są usy
tuowane pod kątem a  = 10° do powierzchni metalowej płyty (9), umieszczonej na 
drewnianej podstawie (8). Materiał wybuchowy (3) jest inicjowany generatorem 
liniowej fali uderzeniowej (2). Płyty napędzane uderzająjednocześnie z przeciwle
głych stron w poszczególne fragmenty płyty podstawowej, generując zderzające się 
fale uderzeniowe. W wyniku obciążenia podstawowa płyta (9) zanurza się w piasek
(10) na głębokość do 80 cm. Piasek spełnia również rolę medium chłodzącego, od
prowadzając ciepło z produktów dynamicznego obciążenia. Stopień przemiany gra
fitu w diament w opisanym układzie jest bardzo niski i wynosi 1,36% lub 0,136 g na 
kilogram materiału wybuchowego.
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Rysunek 6 Schemat obciągania zderzającymi się falami uderzeniowymi.
1 -  zapalnik elektryczny; 2 -  generator liniowej fali uderzeniowej, 3 -  ładunek materiału wybuchowego,
4 -  mieszanina reakcyjna zawierająca grafit, 5 -  płytka zabezpieczająca, 6 -  płyty metalowe napędzane,

7 -  drewniane kliny, 8 -  drewniana podstawa, 9 -  podstawowa płyta metalowa, 10 -  piasek [5]

W kolejnym układzie (rys. 7), w którym po raz pierwszy w Polsce przeprowa
dzono syntezę diamentu [6], detonacja materiału wybuchowego (2) jest inicjowana 
jednocześnie z dwóch przeciwległych stron ładunku. W próbce zawierającej grafit 
(4) następuje proces zderzenia fal uderzeniowych. Po obciążeniu, próbki grafitowe 
rozdrobniono i wyizolowano drobne ziarna diamentu, których obecność potwier
dzono na podstawie wyników analizy rentgenograficznej

Rysunek 7. Pierwszy polski układ do wybuchowej syntezy diamentów:
1 -  system inicjowania detonacji, 2 -  ładunek materiału wybuchowego, 3 -  ekrany,

4 -  próbka zawierająca grafit [6]
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W literaturze patentowej opisano również układy w których wykorzystywano 
zjawisko kumulacji [7, 8], Pod wpływem działania strumienia kumulacyjnego ge
nerowane jest w próbce zawierającej grafit ciśnienie rzędu 100 GPa i wyższe. Wkład
ka kumulacyjna może być również wykonana z grafitu. W celu zwiększenia stopnia 
przemiany do wyjściowej mieszaniny dodawane są zarodki kryształów diamentów, 
a próbka może być wstępnie podgrzewana. Czasami wykonywany jest w niej otwór 
spełniający rolę rezonansowej rurki. Ładunek kumulacyjny z wkładką miedzianą
o masie 15 g przebija grafitową tarczę na głębokość 300 mm przy początkowej śre
dnicy otworu do 10 mm.

Jedno z ciekawszych rozwiązań układu kumulacyjnego zostało zaproponowa
ne w patencie [8j. Blok grafitowy (3) o średnicy 150 mm i długości 500 mm jest 
obciążany dwoma kumulacyjnymi ładunkami (2), z których każdy ma masę 800 g 
(rys. 8). Układy typu kumulacyjnego nie znalazły praktycznego zastosowania. Brak 
jest doniesień, aby w tego typu układach uzyskano znaczącą wydajność diamentu.

Rysunek 8. Schemat kumulacyjnego układu do obciążania materiału węglowego:
1 -  zapalnik elektryczny, 2 -  kumulacyjny ładunek materiału wybuchowego, 3 -  próbka węglowa [8]

Istotnym problemem przy realizacji procesu dynamicznej syntezy materiałów 
supertwardych jest zabezpieczenie produktu przed przemianą odwrotną spowodo
waną wysoką temperaturą próbki po zdjęciu obciążenia. Aby zabezpieczyć produkt 
syntezy, należy szybko odprowadzić ciepło od nowo powstałych ziaren materiału 
supertwardego. Można to osiągnąć poprzez rozproszenie materiału wyjściowego 
w metalowej matiycy. Ten sposób zabezpieczenia produktu przed przemianą od
wrotną zastosowano w patencie [9]. Metalowa matryca może tworzyć ciągły szkie
let mieszaniny reakcyjnej (żeliwo) lub składać się z oddzielnych ziaren dodatku 
chłodzącego. Jako dodatek preferowane są  metale takie jak żelazo, miedź, alumi

3

2
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nium, nikiel. W patencie [9] wykorzystano do obciążania mieszaniny reakcyjnej 
płaski układ wybuchowy typu uderzeniowego, analogiczny do przedstawionego na 
rys. 2. W opisanych próbach obciążano jednorazowo od 3 do 230 g materiału wyj
ściowego. Próbki mieszanin reakcyjnych miały kształt dysków o średnicy od 
100 do 250 mm i grubości od 13 do 51 mm. Typowa grubość próbki wynosiła 
ok. 30 mm. Obciążenie było wytwarzane uderzeniem stalowej płytki, której gru
bość zmieniała się w granicach od 0,8 do 9,4 mm. Płytka znajdowała się początko
wo w odległości 38 mm od pojemnika. Była ona napędzana produktami detonacji 
kompozycji B, inicjowanej za pomocą generatora fali płaskiej typu stożkowego. 
Masa ładunku zmieniała się od 1,8 do 12 kg, przy czym typowa była masa ok. 11 kg. 
Pojemnik z mieszaniną reakcyjną umieszczano we wgłębieniu w bloku ołowianym. 
Blok ten pełnił rolę układu amortyzującego, przejmującego część energii wybuchu 
poprzez plastyczną deformację. W przypadku, gdy dodatek chłodzący tworzy cią
głą matrycę (żeliwo), nie stosowano pojemnika i umieszczano obciążaną próbkę 
bezpośrednio w bloku ołowianym.

Rola dodatku nie sprowadza się jedynie do obniżenia końcowej temperatury 
produktu. Mała ściśliwość i duża gęstość materiałów stosowanych jako dodatek 
w patencie [9] ułatwia osiąganie wysokich wartości ciśnienia. Warto również zwró
cić uwagę na fakt, że wysoką wydajność uzyskano w próbach opisanych w patencie 
wówczas, gdy matrycę stanowiły duże ziarna dodatku (frakcje 75-104, 230-330 
i 550-790 |um), natomiast w porach znajdowały się małe ziarna materiału wyjścio
wego (rozmiar 0,5-5 |um). Taka struktura sprzyja wykorzystaniu efektów lokalnego 
nagrzewania się materiału matrycy w pobliżu porów w trakcie uderzeniowej kom
presji. Materiał wyjściowy, kontaktując się z nagrzanym metalem, przejmuje ciepło 
i łatwiej podlega przemianie. Dzięki temu, można lokalnie zwiększyć wartość tem
peratury, w której przebiega przemiana, bez zwiększania średniej temperatury 
w próbce.

Z opisu przedstawionego w patencie wynika, że w procesie odciążenia wystę
puje niekorzystny efekt niszczenia pojemnika i rozpraszania materiału próbki. 
W przypadku próbek o gęstości zbliżonej do teoretycznej udaje się zachować po
wyżej 90% materiału próbki. Znacznie trudniej jest zachować materiał o dużej wyj
ściowej porowatości (gęstość rzędu 65-75% wartości teoretycznej). W tym przy
padku straty mogą sięgać 90% wyjściowej masy próbki.

W próbach opisanych w patencie [9] uzyskano wydajność przemiany zmienia
jącą się od 2,5 do 52,4%. Najwyższą wydajność uzyskano przy obciążaniu żeliwa 
zawierającego płytkowe wtrącenia grafitu. Dla prasowanych mieszanin reakcyjnych 
uzyskano największą wydajność 31,9%. Sprawność metody, mierzona stosunkiem 
masy produktu do masy użytego materiału wybuchowego, wynosiła 10 g/kg dla 
próbek żeliwa i 3,7 g/kg dla próbek prasowanych. W drugim przypadku istotny 
wpływ na obniżenie sprawności miało rozpraszanie materiału próbki.

Istotną wadę płaskiego układu wybuchowego, jaką jest trudność zachowania 
całości próbki, można wyeliminować stosując układy cylindryczne opisane w pa
tencie [10]. Układy te przedstawiono na rys. 9. Próbka mieszaniny reakcyjnej
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1 umieszczona jest w cylindrycznym pojemniku 2 zamkniętym metalowymi korka
mi 3. W pierwszej wersji układu (układ typu zaciskowego) pojemnik jest otoczony 
warstwą materiału wybuchowego 4. Detonacja inicjowana jest z jednego końca ła
dunku poprzez wybuch pomocniczego ładunku 5, pobudzanego zapalnikiem 6. Fala 
detonacyjna propaguje się w warstwie materiału wybuchowego wzdłuż ścianki po
jemnika. Ciśnienie detonacji za falą generuje w ściance pojemnika zbieżną falę ude
rzeniową. Fala ta przechodzi do mieszaniny reakcyjnej i powoduje zajście przemia
ny polimorficznej.

Rysunek 9. Schematy dwóch typów układów typu cylindrycznego: 
a -  układ typu zaciskowego, b -  układ typu uderzeniowego, 1 -  obciążana próbka, 2 -  pojemnik, 3 -  korki,

4 -  materiał wybuchowy, 5 -  ładunek inicjujący, 6 -  zapalnik, 7 -  elementy centrujące, 8 -  otoczka [ I OJ

W drugiej wersji układu (układ typu uderzeniowego) pojemnik usytuowany 
jest za pomocą elementów centrujących 7 wewnątrz cylindrycznej otoczki 8. Dzia
łanie ciśnienia produktów detonacji napędza otoczkę w kierunku pojemnika. Jej 
uderzenie w pojemnik wytwarza zbieżną falę uderzeniową. W patencie [11] zaleca 
się stosowanie układu typu uderzeniowego do syntezy diamentu. Inne zalecenia 
odnoszą się do charakterystyk mieszaniny reakcyjnej i doboru parametrów układu. 
I tak zaleca się, aby mieszanina reakcyjna zawierała 3-12%  materiału wyjściowe
go. Preferowane jest stosowanie grafitu naturalnego o ziarnistości 0,5-5 pm. Poleca 
się stosowanie miedzi jako dodatku, ze względu na wysoką przewodność cieplną 
i temperaturę topnienia mniejszą od temperatury grafityzacji diamentu. Względna 
gęstość materiału wyjściowego, określana jako stosunek jego masy do objętości 
przestrzeni porowej w matrycy utworzonej przez ziarna dodatku, powinna wynosić 
25-60% gęstości teoretycznej. Zalecane jest stosowanie pojemników i otoczek wy
konanych ze stali lub miedzi. Masa otoczki powinna być większa od 0,3 masy po
jemnika i próbki, natomiast masa materiału wybuchowego powinna wynosić 1,5-8 
mas otoczki. Zaleca się zachowanie odległości od pojemnika równej od 1 do 6 gru
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bości otoczki (w praktyce 1,5-2). Stosowane są materiały wybuchowe o stosunko
wo niskiej prędkości detonacji 4000-5000 m/s. W przykładach opisanych w paten
cie podano wartości parametrów charakteryzujących układy o małych i dużych ga
barytach. Układy o małych gabarytach miały długość od 30 do 45 cm. Stosowano 
pojemniki o średnicy 30,2 mm i grubości ścianki 3,2 mm. Jednorazowo obciążano 
od 4 do 8 g materiału wyjściowego, stosując ok. 0,5 kg materiału wybuchowego. 
Układ o dużych gabarytach mial długość 3 m. Średnica pojemnika wynosiła 114 
mm, zaś średnica otoczki 280 mm. Otoczka miała grubość 32 mm. Obciążana prób
ka zawierała 4,1 kg materiału wyjściowego. Masa detonowanego ładunku wynosiła 
4700 kg. Wydajność przemiany wynosiła od 42 do 76%. Sprawność metody zmie
niała się w granicach 10-15 g/kg dla układów o małych wymiarach. W układzie
0 dużych gabarytach sprawność metody była znacznie mniejsza i wynosiła -
0,3 g/kg. Jednakże duża skala eksperymentu pozwoliła na zastosowanie taniego 
materiału wybuchowego (mieszanina amatolu z solą kuchenną).

Dalsze poszukiwanie sposobów zwiększenia ekonomicznej efektywności me
tody doprowadziły do zastosowania materiału wybuchowego typu saletrol -  patent 
[12], Celem zwiększenia ciśnienia detonacji do materiału dodawano 8-20%  tlen
ków zelaza. W patencie opisano wyniki obciążania mieszaniny miedziano-grafito- 
wej w układach o długości 4,3 m. Jednorazowo obciążano ok. 10 kg grafitu, stosując 
6000 kg materiału wybuchowego. Uzyskano wysoki stopień przemiany (30-60%) 
oraz sprawność metody rzędu 1 g/kg.

Zastosowanie cylindiyczncgo układu wybuchowego ułatwia zachowanie po 
obciążeniu próbki mieszaniny reakcyjnej, jednakże i dla tego typu układu występu
ją  trudności z utrzymaniem całości próbki w pojemniku. W celu ich przezwycięże
nia zaproponowano w patencie [13] specjalną konstrukcję korka zamykającego po
jemnik. Korek utworzony jest ze sprasowanych pastylek stalowych. W części korka 
przylegającej do próbki, gęstość zaprasowania pastylek stalowych dobiera się 
w taki sposób, aby wyeliminować odbicie fali uderzeniowej na granicy próbki
1 korka. Odbicie fali uderzeniowej może prowadzić do lokalnego wzrostu ciśnienia, 
zagrażającego zniszczeniem ścianek pojemnika. Po przejściu fali uderzeniowej spra
sowane pastylki stalowe tworzą monolityczny korek, utrzymujący próbkę wewnątrz 
pojemnika. Zewnętrzna część korka składa się z pastylek stalowych o zmniejszają
cej się gęstości. Dzięki temu po obciążeniu tworzy się stożkowe zakończenie po
jemnika, utrzymujące korek. Część pastylek o małej gęstości zaprasowania jest wy
rzucana z pojemnika. Unoszą one ze sobą nadmiar pędu, osłabiając rozciągające 
działanie fali. Tego typu rozwiązanie, zwane momentum trap (pułapka na pęd), sto
suje się często w układach wybuchowych.

Technologia wytwarzania syntetycznych diamentów oparta na podstawach 
przedstawionych w patentach [10, 11,13] została zastosowana na skalę przemysło
wą przez amerykańską firmę DuPont De Nemours.

Przemysłowa technologia wytwarzania azotku boru o strukturze wurcytu rów
nież została oparta na wykorzystaniu układów cylindrycznych. Układy takie opisa
ne zostały w patentach [14—16]. W patencie [14] opisano układy cylindryczne,
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w których w centralnej części próbki umieszczano stalowy pręt. W rezultacie obcią
żaniu podlegała próbka w postaci cylindrycznej warstwy mieszaniny reakcyjnej. 
Stosunek średnicy próbki do średnicy pręta wynosił 1,9. Próbka składała się z sa
mego aBN  prasowanego do gęstości równej 78% teoretycznej lub mieszaniny 
z NaCl w stosunku objętościowym 1:1 oraz Cu w stosunku wagowym 1:9. W przy
padku układu typu zaciskowego stosowano jako materiał wybuchowy kompozycję 
B. W układzie typu uderzeniowego użyto amatol 50/50. W zależności od warun
ków syntezy uzyskano 42-60% przemiany materiału wyjściowego w yBN.

Zaciskowy układ cylindryczny z centralnym prętem zastosowano również 
w patencie [15]. Obciążano w nim spiek aBN o gęstości 70% teoretycznej. Stosu
nek średnicy próbki do średnicy pręta wynosił 1,3. Uzyskano stopień przemiany ok. 
40% i sprawność ok. 21 g/kg.

W patencie [16] opisano wyniki prób obciążania mieszanin reakcyjnych za
wierających aBN  w układzie cylindrycznym typu zaciskowego. Jako dodatek do 
materiału wyjściowego stosowano PbCl2, NaCl, Mo, PbF2, KBr, LiF, Cu, Fe, Al,
H ,0, HzO+NaOH. Najwyższy stopień przemiany (99,5%) uzyskano stosując jako 
dodatek wodę z 1% NaOH. Dzięki zastosowaniu grubościennego pojemnika wyko
rzystano efekt kumulacji zbieżnej fali uderzeniowej w ściance pojemnika. Pozwala! 
on uzyskiwać bardziej jednorodny rozkład ciśnienia w obciążanym materiale. Sto
sowano pojemnik o długości 145 mm, wewnętrznej średnicy 8 mm i zewnętrznej 
średnicy rosnącej od 28 do 32 mm. Stosowano ładunki heksogenu o gęstości
I,1 g/cm3 lub lanego trotylu. Masa materiału wybuchowego wynosi la 1,7 kg w przy
padku heksogenu i 2,6 kg w przypadku trotylu. Jednorazowo obciążano od 2 do 5 g 
aBN. Najwyższa uzyskana sprawność wynosiła 2,4 g/kg. Była ona wyraźnie niższa 
od uzyskiwanej w układach z centralnym prętem. Dlatego w zastosowaniach prze
mysłowych wykorzystuje się układ z centralnym prętem.

CHARAKTERYSTYKA PRODUKTÓW UDERZENIOWEJ SYNTEZY 
DIAMENTU I GĘSTYCH ODMIAN AZOTKU BORU

Pierwsze doniesienia o wynikach badań charakteiystyk produktu dynamicznej 
syntezy diamentu zawarte były w pracach [17, 18], Pierwsza 7. tych prac poświęco
na jest badaniom diamentów powstających przy uderzeniowym obciążeniu żeliwa. 
Produkt syntezy jest w tym przypadku mieszaniną dwóch form. Pierwszą z nich 
tworzą względnie płaskie i zwarte agregaty iglastych, submikronowych krystali
tów. Druga forma ma postać matowych pojedynczych kryształów w postaci płytek, 
posiadających często heksagonalny kontur. Pierwsza z tych form występuje przede 
wszystkim we frakcji 0,5-4 [im. Tworzą ją  włókniste agregaty będące wiązkami 
krystalitów o długości 50—300 nm i szerokości 30 nm. Ze wzrostem rozmiaru ziaren 
rośnie udział pojedynczych kryształów od 12% dla frakcji 0,5 pm do 57% w przy
padku frakcji 30 pm. Charakterystyczną cechą struktury pojedynczych kryształów 
jest występowanie defektów upakowania polegających na przerwaniu normalnej
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sekwencji warstw przez warstwy heksagonalne. Materiał wewnątrz tych warstw 
posiada strukturę Ionsdejlitu. Obok tej formy występowania Ionsdejlitu stwierdzo
no również jego obecność w postaci oddzielnych kryształów. Zawartość Ionsdejlitu 
w badanym materiale zmieniała się od 38% dla frakcji 0-1 [im do 20% dla frakcji 
22-36 (im.

Dodatkowe informacje odnośnie charakterystyk diamentu powstającego przy 
uderzeniowym obciążeniu żeliwa podano w pracach [19-21]. Badany materiał po
siadał rozm iar bloków mozaiki 14 nm. M ikrozakłócenia struktury wynosiły
3,7-10'3, zaś gęstość dyslokacji 1,7-1012 cm'2. Wysoka gęstość dyslokacji (3^4 rzędy 
większa niż w mozaikowych kryształach lub polikryształach typu ballas lub karbo- 
nado otrzymanych metodą statyczną, 8 rzędów większa niż w naturalnym doskona
łym diamencie) jest świadectwem deformacyjnego charakteru przemiany.

Morfologia ziaren diamentu powstającego przy obciążaniu żeliwa zależy od 
morfologii wtrąceń grafitowych w żeliwie. Przy zastosowaniu żeliwa płytkowego 
otrzymuje się ziarna diamentu w postaci płatkowej, płytkowej, bliskiej izometrycz- 
nej oraz cienkowlóknistej (krystality o długości 2,5-3 ¡im i poprzecznym rozmiarze
0,03-0,1 ¡im). W żeliwie sferolitycznym diamenty tworzą się w całej objętości sfe- 
rolitów o średnicy do 20 jim. Zachowująsię w postaci łuskowatych ziaren, rozkład 
których powtarza koncentryczno-strefowąbudowę grafitu. We wtrąceniach o więk
szym rozmiarze przejście w diament obserwuje się na peryferiach sferolitów w po
staci diamentowej powłoki. Wydzielone ziarna diamentu sąna ogół odłamkami sfe
rycznych diamentowych lub diamentowo-grafitowych agregatów. Oprócz tego ob
serwuje się mało zniszczone lub całkiem zachowane sferolity, o budowie zbliżonej 
do budowy wtrąceń grafitowych.

~ W tabeli 1 przedstawiono zaczerpnięte z pracy [20] dane odnośnie rozmiarów 
ziaren diamentowych wytworzonych przy obciążaniu żeliwa. Jak wynika z warto
ści udziałów podanych w tabeli, w produkcie syntezy dominuje frakcja mikronowa. 
Zawartość wyższych frakcji można w pewnym stopniu zwiększyć wydłużając czas 
działania impulsu wysokiego ciśnienia.

Tabela 1. Rozkład wielkości ziaren diamentowych otrzymanych przy obciążaniu żeliwa dane 
w kolumnie „udział 2” odnoszą się do ok. dwukrotnie dłuższego czasu podtrzymywania 

wysokiego ciśnienia niż dla danych z kolumny „udział 1" [20]

Frakcja fpml Udział I [%] Udział 2 [%]
2/0 59,3 59,6
3/2 15,9 10,7
5/3 11,7 7,0
7/5 4,8 5,0
10/7 4,4 4,6
14/10 1,4 5,2
20/14 2,2 4,6
28/20 0,3 2,0
40/28 0 1,0
60/40 0 0,6
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W pracy [21] przedstawiono informację odnośnie różnic pomiędzy charaktery
stykami diamentu i lonsdejlitu występujących w produkcie uzyskanym po obciąże
niu żeliwa. Dla diamentu rozmiar subziaren (bloków mozaiki) wynosił 4,4±0,5 nm, 
zaś mikrozakłócenia siatki 1,2±0,2-10-2. Subziama lonsdejlitu były znacznie więk
sze -1 0 0  nm. Większe były również mikrozałócenia siatki 4±1 • 10'2. Zawartość lons
dejlitu oceniono na 55±2%, zaś diamentu na 45±3%.

Odmienną strukturą charakteryzują się diamenty wytworzone w warunkach 
umiarkowanych ciśnień i wysokich temperatur — [18]. W zakresie rozmiarów ziaren
0,005-2 mm mająone postać pojedynczych kryształów o rozmiarze nie przekracza
jącym 50 nm, losowo zorientowanych agregatów krystalitów o rozmiarze rzędu 
20 nm oraz zorientowanych wiązek krystalitów o szerokości 10 nm i długości 
80 nm. Frakcja 2 -5  pm zawiera cząstki składające się z mocno przylegających do 
siebie krystalitów. Interesującyjest dwumodowy rozkład wielkości krystalitów. Więk
szość z nich stanowiły bardzo drobne krystality o rozmiarach 1-4 nm. Obok nich 
wystąpiły w ilości ok. 10-15% znacznie większe krystality. Ich rozmiar wahał się 
od 10 do 160 nm (większość 20-40 nm). Ziarna o rozmiarach większych od 5 pm 
stanowiły agregaly mniejszych ziaren o strukturze charakterystycznej dla frakcji 
2-5 pm. W materiale badanym w pracy [19] nie stwierdzono obecności lonsdejlitu.

Rozmiar ziaren azotku boru o strukturze typu wurcytu zależy od warunków 
uderzeniowej syntezy, jednakże nie przewyższa rozmiarów ziaren wyjściowego aBN. 
Jest to zrozumiałe, zważywszy na deformacyjny charakter przemiany. Przy obcią
żaniu samego azotku boru uzyskuje się ziarna wielkości ok. 0,05 pm. W mieszani
nie z wodą otrzymuje się znacznie większe ziarna -  ok. 1 pm [22], Duża dyspersyj- 
ność produktu związana jest w znacznej mierze z dużą dyspersyjnością materiału 
wyjściowego, którego cząstki nie przekraczają rozmiaru 10 pm. Ponadto kształt 
wyjściowego aB N  (cienkie płytki) sprzyja ich rozdrabnianiu w fali uderzeniowej. 
Większy rozmiar ziaren yBN otrzymywanych w mieszaninach z wodą wynika 
z osłabienia efektu rozdrabniania. Innądrogądo uzyskiwania większych ziaren pro
duktu jest zastosowanie spieku aBN jako materiału wyjściowego. Według patentu 
[15] można w ten sposób uzyskać aglomeraty ziaren odmiany wurcytowcj o roz
miarach od 4 do 500 pm. Są one na tyle wytrzymałe, że mogą być wykorzystywane 
jako materiał ścierny. Ziarna o rozmiarze do 1 mm, przy średnim rozmiarze ok. 
100 pm można uzyskać obciążając duże próbki zrekrystalizowanego, pirolityczne- 
go azotku boru — [23], Ponieważ rekrystalizacja pirolitycznego azotku boru wyma
ga długotrwałego wygrzewania w temperaturze 2300-2600 K, zastosowanie tego 
materiału jest ekonomicznie nieopłacalne. Skłoniło to autora patentu [23] do zapro
ponowania innej metody otrzymywania dużych i wytrzymałych aglomeratów yBN. 
Polega ona na zastosowaniu materiału wyjściowego o rozmiarze ziaren większym 
od 50 pm. Sposób wytwarzania takich ziaren aBN  opisano w patencie [24].

Wytwarzany metodą syntezy uderzeniowej azotek boru o strukturze wurcytu 
charakteryzuje się bardzo wysoką koncentracją defektów. Gęstość dyslokacji nie 
jest mniejsza od 1012 cm'2. Rozmiary obszaru koherentnego rozpraszania są  rzędu 
15-20 nm, a mikroodkształcenia sieci 1,5-5-10 3. O stopniu niedoskonałości struk
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tury yBN wytworzonego metodami wybuchowymi może świadczyć fakt, że stosu
nek stałych sieci d a  jest dla niego wyraźnie większy niż dla idealnej struktury. Jak 
podano w pracy [25], yBN wytworzony w cylindrycznym układzie wybuchowym 
posiada stosunek d a  = 1,659, zaś idealna wartość d a  wynosi 1,633.

Przegląd danych odnośnie charakterystyk produktów syntezy dynamicznej poz
wala wyodrębnić kilka podstawowych cech otrzymywanych na tej drodze materia
łów. Po pierwsze, są  to materiały wysokodyspersyjne. Występują w postaci prosz
ków o rozmiarach ziaren nie przekraczających 60 pm. Typowy rozmiar ziaren pro
duktu otrzymanego w układach wybuchowych zawiera się w granicach 1-10 pm. 
Po drugie, ziarna produktu w większości przypadków przedstawiąjąsobąpolikrysz- 
tały o dość nieregularnych kształtach. Często ich kształt odzwierciedla kształt zia
ren materiału wyjściowego, co jest odbiciem deformacyjnego mechanizmu prze
miany. Po trzecie, produkty syntezy dynamicznej charakteryzują się silnie zdefek
towaną strukturą. Gęstość deformacji odpowiada skrajnie zdeformowanym meta
lom.

Kierunki zastosowań produktów syntezy dynamicznej pokrywają się z kierun
kami zastosowań materiałów supertwardych wytworzonych metodą statyczną. Jed
nakże ze względu na opisane powyżej cechy, ich zastosowanie jest węższe niż pro
duktów syntezy statycznej. W szczególności, ze względu na mały rozmiar ziaren 
nie mogą być zastosowane jako materiał ścierny w pastach szlifierskich. Jednakże 
mogą być z powodzeniem zastosowane w pastach polerskich do końcowej obróbki 
powierzchni. Ich zaletą jest fakt, że nawet najmniejsze ziarna przedstawiają sobą 
poi ¡kryształy. Dzięki temu większa jest liczba powierzchni tnących, zaś pękanie 
ziaren nie jest zjawiskiem szkodliwym, gdyż odsłania nowe powierzchnie tnące. 
W związku z tym materiały te bardzo dobrze nadają się do obróbki szkieł, ceramiki 
i końcowej obróbki brylantów.

Materiały supertwarde wytworzone metodą wybuchową dobrze nadają się do 
wytwarzania spieków. Decyduje o tym duża gęstość defektów, która aktywizuje 
procesy spiekania. Ta cecha uzasadnia stosowanie materiałów supertwardych wy
twarzanych wybuchem jako dodatków aktywizujących spiekanie materiałów uzy
skanych metodą statyczną.

Bardzo dobrym materiałem do wytwarzania spieków okazał się wytwarzany 
metodą wybuchową azotek boru o strukturze typu wurcytu. W byłym ZSRR opra
cowano na jego podstawie materiał nazwany Gieksanit R, przeznaczony do skrawa
nia stali i żeliwa [26]. Materiał ten otrzymuje się spiekając pod ciśnieniem 6-8 GPa 
azotek boru o strukturze typu wurcytu. Temperatura procesu jest tak dobierana, aby 
nastąpiła częściowa przemiana yBN w PBN (w ok. 30-50%). Nie może ona być 
zbyt wysoka, aby nie nastąpił rozrost ziaren regularnego azotku boru. Podobne mate
riały do Gieksanitu R wytwarzane są na sk alą  przemysłową w różnych krajach. Na 
przykład w Japonii materiał ten występuje pod nazwą WURZIN [27], W zależności 
od doboru warunków spiekania (ciśnienie ok. 5 GPa, temperatura 1500—1900 K) 
zawiera on azotek boru o strukturze typu wurcytu lub mieszaninę y i (3BN, a jego 
mikrotwardość zmienia się od 30 do 40 GPa.
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Przeglądając ostatnio napisane notatki stwierdziłem, że coś za bardzo uciekają 
mi one w czas przeszły. Tymczasem czas teraźniejszy bez przerwy przecież bombar
duje nas odkryciami o pierwszorzędnym znaczeniu. Kiedyś, w przyszłości, patrzeć 
się będzie na miniony XX wiek jak na czas przełomowy, jeśli chodzi o początki rze
czywistego rozumienia zjawisk życiowych. W obszarach nauki, które zajmują się tą 
pasjonującą i niezwykle przecież ważną kwestią codziennie niemal pojawiają się 
odkrycia najwyższej wagi. Tyle, że przytłoczeni dniem codziennym nie zawsze potra
fimy ich wysoką rangę dostrzec i zrozumieć. Do takiej refleksji skłoniła mnie tego
roczna (2002) Nagroda Nobla.

Nagrodę tę podzielono w 2002 roku pomiędzy trzech uczonych. Połowy nagrody 
uzyskał Kurt Wuthrich, profesor biofizyki w HTII w Zurychu. Drugą jej połowę 
podzielono pomiędzy J.B. Fennem z Uniwersytetu w Richmond i Koichi Tanaką 
z Shimadzu Corporation w Kyoto. Tegoroczna nagroda została więc umiędzynaro
dowiona, jak rzadko. Zgodnie z orzeczeniem Komitetu Nagród Nobla, przyznano ją  
Fennowi za „rozwinięcie metod identyfikacji i strukturalnej analizy makrocząste
czek biologicznych”, Tanace za „rozwinięcie metod jonizacyjnej miękkiej desorpcji 
w analizie makrocząsteczek biologicznych przy pomocy spektrometrii mas” i Wuthri- 
chowi „za rozwinięcie spektroskopii NMR jako metody wyznaczania trójwymiaro
wej struktury makrocząsteczek biologicznych”. Sumarycznie więc sprawę traktując, 
możemy powiedzieć, że nagrody przyznano za otwarcie nowych możliwości w ba
daniu struktury biopolimerów, najważniejszych składników żywej komórki. Zamiesz
czony tutaj Rys. 1 przedstawia podobizny tegorocznych Noblistów.

John B. Fenn Koichi Tanaka Kurt Wuthrich
ur. 1917 ur. 1959 ur. 1938

Rysunek 1. Laureaci nagrody Nobla w chemii, 2002 r. 
www.nohcl.sc/chemistry/laureates/2002/indcx.html

W tej trójce uczonych pierwsze miejsce, jak wynika choćby ze sposobu podzia
łu nagrody, przypada Wuthrichowi. Ostatnie lata były dla niego hojne. Cztery lata 
wcześniej (1998) otrzymał on Kyoto Price in Advanced Technology. Nagrodę tę 
uzyskał Wuthrich za to, że „rozwinął metodę wyznaczania konformacji białek, kwa

http://www.nohcl.sc/chemistry/laureates/2002/indcx.html
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sów nukleinowych i innych biomakromolekuł w roztworze lub w biopolimerach, to 
jest tam gdzie one wykonują swoją funkcję”. Orzeczenie to jest szersze od cytowa
nego wyżej orzeczenia Komitetu Nagród Nobla, ale dotyczy dokładnie tej samej spra
wy.

Swoją drogę do wysokich wyróżnień naukowych krótko przedstawił Wiithrich 
w niewielkim artykule, jaki nie tak dawno ukazał się na łamach „Naturę Structural 
Biology” [1]. Stamtąd też zaczerpnąłem kilka informacji biograficznych, dotyczą
cych szwajcarskiego uczonego.

Po odbytych w latach 1962-1967 studiach doktoranckich w Bazylei, późniejszy 
Noblista odbył staż badawczy w laboratorium profesora R.E. Connicka w Berkeley. 
Zajmował się podówczas zastosowaniem spektroskopii NMR i EPR do studiów nad 
kompleksami jonów metali. Badaniami białek zajął się podczas kolejnego stażu 
w laboratorium biofízycznym R.G. Shulmana w Bell Telephone. Laboratorium dys
ponowało niezwykłym dla tamtego czasu przyrządem -  spektrometrem NM R pracu
jącym przy częstości 220 MHz. „W tym czasie -  wspomina Wiithrich -  znanych 
było dokładnie 10 publikacji na temat badań NMR-owskich nad białkami i kwasami 
nukleinowymi, jakie ogłoszono w latach 1957-1965. Wybitnymi postaciami wśród 
niewielkiej grupy spektroskopistów, którzy podjęli bezpośrednie obserwacje NMR- 
owskie makrocząsteczek biologicznych byli: Wiliam D. Philips, Oleg Jardetzky i Ro
bert G. Shulman”. Wiithrich dołączył więc do znakomitej grupy uczonych.

Początkowo ciążyła na Wiithrichu jego własna naukowa przeszłość: badanie 
kompleksów jonów metali. Nic dziwnego, że do badań nad białkami wkroczył od 
strony hemoprotein. Zajmował się głównie elektronową strukturą hemu. Odbyte -  
w bardzo prestiżowych ośrodkach -  staże badawcze umożliwiły uczonemu uzyska
nie, w 1969 roku, stanowiska profesora biofizyki na ETH. Zajął się wówczas pracą 
nad monografią: NMR in Biological Research: Peptides and Proteins. Monografia ta 
ukazała się w 1977 roku. Jak wspomina sam autor, dopiero praca nad tą monografią 
skłoniła go do prób zastosowania technik NMR do badania struktury białek.

„Cztery -  pisze Wiithrich -  główne elementy zostały zespolone w NMR-owskicj 
metodzie badania budowy białek: (i) -  jądrowy efekt Overhausera (NOE), jako para
metr dostępny dla białek doświadczalnie; dostarczyć on może informacji potrzeb
nych do wyznaczania de novo globalnego obrazu sfałdowania łańcucha polimeru;
(ii) -  przypisania wielu setek a nawet tysięcy zależnych od sekwencji sygnałów NMR 
białka; (III) -  komputerowe sposoby interpretacji danych NMR oraz określania wy
nikających z nich struktur molekularnych; (IV) -  wielowymiarowe techniki NMR, 
służące do efektywnego zbierania danych”. Pr icę Wiithricha musiała niewątpliwie 
ułatwiać ta okoliczność, że na tej samej uczelni pracował twórca wielowymiarowych 
technik spektroskopii NMR (otrzymał za to dokonanie Nagrodę Nobla w 1991 roku) 
Richard R. Ernst.

W ciągu kilku lat pracy, zespół badawczy Wiithricha określił ogólny zarys bu
dowy przestrzennej takich białek, jak inhibitor tiypsyny z trzustki wołowej, cyto- 
chrom b5 i glukagon. W roku zaś 1984 przedstawił Wiithrich strukturę pierwszego
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białka globulamego, jaka wynikła z jego badań NMR-owskich. Białkiem tym był inhi
bitor proteaz, wyizolowany z nasienia buhaja. „Kiedy -  wspomina uczony- zapre
zentowałem tę strukturą w kilku wykładach na wiosną 1984 roku, spotkałem sią 
z niedowierzeniem, a ponieważ nasz wynik był zgodny z wynikami niezależnych 
badań krystalograficznych, wykonanych dla białka homologicznego inhibitora tryp- 
syny z trzustki świni, zaczęto mówić, że naszą strukturą wymodelowaliśmy według 
tej ostatniej krystalograficznej struktury”. Takie podejrzenia nie mogły nie poruszyć 
badaczy do głąbi. W obronie swojego podejścia badawczego Wiithrich zastosował 
następujący zabieg: umówił sią ze znanym krystalografem białek, R. Huberem (jest 
to laureat Nagrody Nobla z roku 1988), że równocześnie zbadają dwoma niezależ
nymi metodami, metodą NMR-owską i metodą rentgenowską strukturą przestrzenną 
nieznanego jeszcze od tej strony białka. Ich wybór padł na białkowy inhibitor 
a-amylazy. Wyniki tych dwóch, niezależnie od siebie przedsięwziętych badań, były 
identyczne. (W tym miejscu warto wspomnieć, że to właśnie w laboratorium Hubcra 
wyznaczono strukturą przestrzenną inhibitora trypsyny, który został wyizolowany 
z nasion dyni przez wrocławskich badaczy, A. Polanowskiego i T. Wilusza).

Ale wracajmy do rzeczy. Piękny wynik współpracy Wiithricha z Huberem nie 
sprawił tego, by metodą NMR w badaniach budowy białek zaczęto od razu powsze
chnie doceniać. Wiithrich przystąpił do badań nad nową grupąbiałek. Były to metalo- 
tioneiny ssaków, białka wiążące jony metali. Kiedy w roku 1985 Wiithrich zaprezen
tował na Uniwersytecie Yale strukturę, jaką uzyskał dla metalotioneiny królika, do
wiedział się, że w druku w „Proceedings of National Academy od Sciences” znajduje 
się publikacja o strukturze innej metalotioneiny, wyznaczonej metodą rentgenowską. 
Ta struktura była jednak zupełnie inna od struktury Wiithricha. Przedstawiono mu 
również strukturę metalotioneiny szczura, jaką otrzymali badacze na uniwersytecie 
w Pittsburgu. Ta, również wynikająca z badań rentgenowskich, struktura, była też 
odmienna od struktury Wiithricha. Skrajnie zaniepokojony tymi okolicznościami uczony 
spędził pełne dwie noce przy telefonie, jeszcze raz uzgadniając ze swoim szwajcar
skim współpracownikiem wszystkie przyporządkowania sygnałów NMR białka.
I odetchnął stwierdzając, że były one przecież zupełnie poprawne. Ostatecznie arty
kuł o krystalicznej strukturze metalotioneiny ukazał się w „Science” podczas gdy 
„Naturę” odrzuciło artykuł Wiithricha o strukturze NMR-owskiej tego białka. Cóż, 
kiedy w 1992 roku doszło do rewizji wcześniejszych wyników krystalograficznych. 
Poprawiona struktura metalotioneiny okazała się całkowicie zbieżna z tą wyznaczoną 
przez Wiithricha.

Rok 1992 przypadł na czas pełnej już akceptacji podejścia szwajcarskiego uczo
nego. Metodę NMR-owską zaczęto traktować j ako alternatywną w stosunku do rent
genowskiej. Dość powiedzieć, że w roku 1996 na 461 struktur białek uzyskanych 
metodą rentgenowską przypadło 112 s t ru k tu r  NMR-owskich. Zaletą metody NMR- 
owskiej jest to, że działa ona w roztworach białek. Można przy jej pomocy badać 
białka trudno krystalizujące, niedostępne dla metody rentgenowskiej. Ograniczeniem 
metody jest natomiast wielkość białka. Jej stosowanie ogranicza się do obiektów
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złożonych z mniej więcej stu reszt aminokwasowych. Zdaniem Wiithricha technika 
TROSY (Transverse Relaxation-Optimized Spectroscopy) pozwoli rozszerzyć zakres 
stosowalności metody na obiekty o masie cząsteczkowej do 500 kDa.

W dalszych latach zespół Wiithricha badał struktury przestrzenne cyklofilin 
(są to białka wiążące niskocząsteczkowe immunosupresory, uczestniczące w gene
rowaniu zjawisk immunopresyjnych) oraz prionów (białka ujawniające swoje złe moce 
w encefalopatiach, takich jak gąbczaste zwyrodnienie mózgu u bydła, BSE).

Kurt Wiithrich udowodnił więc światu, że wypracowana przezeń NMR-owska 
metoda badania struktury przestrzennej białek jest cennym uzupełnieniem i alterna
tywą dla metody krystalograficznej.

Z Kurtem Wiithrichem przyszło mi spotkać się przelotnie w roku 1977. Odbywał 
się wtedy w Kopenhadze przeogromny kongres biochemiczny i Wuthrich przewod
niczył tam obradom stosunkowo nielicznie jeszcze wtedy reprezentowanej sekcji 
spektroskopowych metod badania budowy biopolimerów. Na tej sekcji prezen
towałem własne wyniki dotyczące wykorzystania tzw. y-efektu w spektroskopii 
l3C-NMR do wyznaczania wartości konformacyjnych kątów \|/ polipeptydów. Wuth
rich przyjął moje wyniki życzliwie, co o tyle mnie przyjemnie poruszyło, że ze strony 
innych zawodowych NMR-owców spotykałem się raczej z niechęcią. Nasze podej
ście „pracowało” wcale nieźle. Ale cóż, był to już koniec epoki klasycznego jednowy
miarowego NMR-u i pojawienie się wyrafinowanych metod wielowymiarowych ska
zało to nasze podejście na zapomnienie.

Oddzielny problem w badaniach nad strukturą białek stanowią obiekty nie tylko 
nierozpuszczalne w  wodzie, ale dodatkowo kiepsko, bądź wcale nic krystalizujące. 
Należą do nich układy amyloidowe i białka błon komórkowych. Jak się ostatnio 
okazało, można je  atakować przy pomocy spektroskopii NMR ciał stałych, wyko
rzystującej technikę pomiarową „magicznego kąta” i wzbogacenie próbek w izotopy 
l3C i l5N. W taki właśnie sposób zbadano strukturę przestrzenną domeny SH3 białka 
nazwanego a-spektryną [2], Badaczom udało się wyznaczyć aż 286 odległości 
l3C - ,3C oraz 6 odległości l5N - l5N, niektóre sięgające aż 7 A, i na tej podstawie za
proponować przypuszczalną strukturę białka. Badany preparat był, jak piszą, „mikro
krystaliczny”, co, jak wiemy, jest sposobem opisu amorficznych zgoła próbek.

Przewaga natomiast metody krystalograficznej nad NMR-owską polega, jak 
już  powiedzieliśmy, na możliwości badania na tej drodze złożonych kompleksów 
wielu białek, czy też kompleksów białek i kwasów nukleinowych. Oszałamiającym 
zgoła przykładem takiego stanu rzeczy sąprace nad strukturą rybosomów. Rybosomy 
to ziarnistości komórkowe, w których dokonuje się synteza białek de novo. Dobrze 
poznany rybosom E.coli składa się z dwóch podjednostek: małej (30S) i dużej (50S). 
Podjednostka 30S zbudowana jest z kolei z 21 cząsteczek różnych od siebie białek, 
a podjednostka 50S z 35 cząsteczek różnorodnych białek. Każda podjednostka za
wiera też własny kwas rybonukleinowy; RNA stanowi około 60% wagi rybosomu. 
Rybosomy eukariontów są nieco większe od bakteryjnych.

Mała podjednostka rybosomu pośredniczy w oddziaływaniu łańcucha polinukle- 
otydowego informacyjnego RNA z cząsteczkami transferowych kwasów nukleino
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wych (tRNA), które przenoszą reszty aminokwasowe do miejsca syntezy nici poli- 
peptydowej. Nie wchodząc w szczegóły, dobrze zresztą znanych z podręczników 
biochemii, mechanizmów molekularnych procesu biosyntezy białka, zuważmy tylko, 
że reakcja syntezy kolejnych wiązań peptydowych, łączących reszty aminokwasowe 
w narastającym łańcuchu, dokonuje siq w obrąbie centrum peptydylo-transferazo- 
wego rybosomu.

Otóż, w ostatnich latach rozszyfrowano przy pomocy metody rentgenowskiej 
budowę przestrzenną tak małej, jak  i dużej podjednostki rybosomu. Pierwsza chyba 
prezentacja tych bardzo złożonych struktur dokonana została na Milenijnym Sympo
zjum Biologii Strukturalnej w Heidelbergu, w roku 2000. Tom Steitz z Uniwersytetu 
Yale przedstawił tam budowę podjednostki 50 S lybosomu Holoarcula marismortui, 
rozszyfrowaną z dokładnością 2,7 A. Zaraz potem Ada Yonath z Instytutu Weizman- 
na mówiła o postępie prac nad ustaleniem budowy przestrzennej obydwu podjedno- 
stek rybosomu z organizmów Thermns thermophilus [3]. Dokładniejsze rozpoznanie 
budowy obydwu podjednostek rybosomu pozwoliło podjąć próbę konstrukcji mode
lu całej tej złożonej struktury. I wtedy okazało się, że w centrum peptydylo-transfera- 
zowym rybosomu nie ma białka. Podstawowa dla życia komórki reakcja syntezy 
białek katalizowana jest przez lybosomalny kwas nukleinowy. W akcie katalizy uczest
niczy reszta adeninowa rybosomalnego RNA, a przypuszczalny mechanizm reakcji 
jest następujący:
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Ten wynik, szczegółowo omówiony w przeglądowym artykule zamieszczonym 
w „Naturę” [4] jest zgoła niezwykły. Przekreśla on ostatecznie latami pielęgnowany 
pogląd o biernej w gruncie rzeczy roli kwasów nukleinowych w gospodarce komórki 
żywej. Miały one służyć jako narzędzia zapisu i powielania informacji genetycznej 
(DNA) oraz przekazu tej inforamcji do centrów biosyntezy białek (RNA). O gospo
darce zaś komórki, o jej metabolizmie, miały decydować enzymy białkowe. Tymcza
sem, jak się okazało, kwasy nukleinowe tkwią w centralnym punkcie przemian, 
dokonujących się w komórce żywej.

Wynik ten, jak żaden inny, dokumentuje niezwykłe możliwości badawcze, 
tkwiące w metodzie krystalograficznej. Trzeba jednak powiedzieć, że w świecie che
micznym nie wywołał on na razie nadzwyczaj dużego wrażenia, takiego jak niegdyś 
choćby podwójna helisa DNA. Bo do myśli o tym, że kwasy nukleinowe mogą mieć 
własności katalityczne zdążyliśmy się już przyzwyczaić. Odkrycie takich własności 
RNA ma już ponad 20-letnią historię, a związane jest z nazwiskami Cecha [5]
i Altmana [6]. Początkowo wykryto, że RNA-katalizatory (rybozymy) katalizują 
procesy wewnątrzcząsteczkowej modyfikacji struktur RNA. Wprowadzenie techniki 
SELEX (Systematic Evolution o f  Ligands by Exponential Enrichment) pozwoliło 
znaleźć dziesiątki nowych aktywności katalitycznych RNA, częstokroć w ogóle me 
występujących w metabolizmie komórkowym. O tej metodzie pisała nie tak dawno 
na naszych łamach pani B. Nawrot [7], nie będę się więc dłużej nad nią zatrzymywał. 
W szczególności, przy pomocy tej metody można wyselekcjonować cząsteczki RNA 
selektywnie wiążące dowolny ligand niskocząsteczkowy. Takie, selektywnie działa
jące, rybonukleinowe „łapacze” odpowiednich ligandów nazwano aptamerami 
(od łac. aptus -  dopasowany). Jak pisze jeden z głównych twórców metody SELEX, 
L. Gold, „metoda SELEX i podejście badawcze właściwe kombinatorycznej chemii 
oligonukleotydów pozwala znaleźć wysoce specyficzne i wykazujące wysokie powi
nowactwo ligandy dla dowolnego obiektu molekularnego” [8].

Jakże zmienia się nasze spojrzenie na kwasy nukleinowe! Okazało się, że są to 
układy elastycznie dopasowujące się do różnorodnych związków chemicznych, 
z którymi łączą się siecią oddziaływań specyficznych, na podstawie wzajemnego 
rozpoznawania molekularnego.

Jak wiemy, metaboliczne funkcje enzymów białkowych podlegają częstokroć 
kontroli allosterycznej. Polega ona na tym, że końcowy produkt określonego ciągu 
przemian hamuje pierwszą reakcję ciągu. Jak się okazało, w bardzo podobny sposób 
mogą być regulowane biologiczne funkcje kwasów nukleinowych. I tak np., bardzo 
efektywnym sposobem zahamowania biosyntezy jakiegoś białka może być zabloko
wanie procesu łączenia się informacyjnego kwasu nukleinowego (mRNA) z ryboso- 
mem. Wyłącza to biosyntezę odpowiedniego białka już w punkcie jej startu. W ten 
sposób, adenozynokobalamina (witamina B |2), łącząc sie z mRNA białka transportu
jącego kobalaminę do wnętrza komórki E.coli, powoduje zahamowanie syntezy tego 
białka [9]. Podobnie, biosynteza enzymów uczestniczących w organizmach bakterii 
w  produkcji tiaminy (witaminy B() jest na takiej właśnie dordze regulowana przez
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pirofosforan darniny [ 10], Jak bardzo n.edawno wykazano, mRNA kodujące sekwen
cje enzymów syntezy tiaminy przyłącza pirofosforan tiaminy bez udziału jakichkol
wiek kofaktorów białkowych. Tiamina stabilizuje taką konformację kompleksu, która 
nie pozwala na oddziaływanie mRN A z rybosomami [11], Warto też dodać, że o ile 
oddziaływanie mRN A z tiaminą, jej fosforanem i pirofosforanem, prowadzi do wska
zanego wy ¿ej efektu, to analogi tiaminy takiego działania nie mają.

Podobne mechanizmy regulacyjne zostały też odkryte dla mononukleotydu fla- 
winowego (FMN). Przypuszcza się, że tiamina, kobalamina i FMN stanowić mogą 
grupę pradawnych kofaktorów dawnego „świata RNA”, który zdaniem wielu badaczy 
poprzedzać miał świat kwasów nukleinowych i białek [12],

To, co mnie zawsze uderza, to stwierdzenie, że cała ta historia kwasów nukleino
wych jest tak młoda. Rozegrała się ona na naszych oczach, w latach zawodowej 
działalności mojego pokolenia. Odkrycie podwójnej helisy DNA przypadło na czas 
mojej zawodowej młodości. Ale dobrze pamiętam to wstrząsające wrażenie, jakie 
wywarło ono na moich rówieśników i starszych kolegów. Oddziałało ono w ten spo
sób nie tylko zresztą na ludzi związanych z pracą badawczą w obrębie biochemii
i dyscyplin pokrewnych. Odbiło się echem nawet w ¿ztuce. Dzięki inicjatywie i po
mocy mojej współpracownicy, pani dr Kluczyk, mogę tu Państwu przedstawić repro
dukcję obrazu Salvadorc Dali, namalowanego w roku 1963. Obraz nosi tytuł: Galaci- 
dalacidesoxiribuncleicacid. Homagium dla Cncka i Watsona. Obraz ten przedstawia 
Fig. 2. W prawym jego rogu widzimy uszeregowane niczym w krysztale figury ludz
kie. W rękach trzymają one wymierzoną w sąsiadów broń. Być może jest to symboli
czne przedstawienie martwego świata nieorganicznego. Z lewej strony obrazu widzi
my coś, co można by wziąć za strukturę DNA. Tajemnicza postać w lewym górnym 
rogu (Bóg?) zawiesza na nią ostrze gilotyny Wszystko zaś utopione w ciemnym, 
dość upiornym krajobrazie, w gubiącej się jakiejś przestrzeni.
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Rysunek 2. Salvador Dali: Galacidalacidcsoxiribuncleicacid. Homagium dla Crieka i Watsona (1963), 
http://www.geocities.com/SoHo/Gallery/7993/galacid.html

http://www.geocities.com/SoHo/Gallery/7993/galacid.html
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Odkrycie podwójnej helisy DNA i wyjaśnienie na tej podstawie molekularnego 
mechanizmu dziedziczenia cech organizmów rodzicielskich przez organizmy poto
mne, było na początku lat 60. prawdziwym naukowym wstrząsem. Wtedy też upow
szechniła się teza , jeden gen -  jeden enzym”, można powiedzieć bojowe zawołanie 
tamtych lat. Teza, która zresztą powstała na gruncie klasycznej genetyki blisko 
10 lat przed odkryciem Cricka i Watsona. Genetycy uważali, że hipotetyczne jeszcze 
wtedy geny można zidentyfikować określając produkty ich działania. Hasło zaś 
, jeden gen -  jeden enzym” sformułował w roku 1945 G.W. Beadle [13]. Z hasłem 
tym wiąże się następująca moja przygoda. W roku 1962 obchodzono we Wrocławiu 
10-lecie istnienia Instytutu Immunologii im. L. Hirszfelda. Mój ówczesny szef, 
prof. T. Baranowski, wygłaszał z tej racji na uroczystym posiedzeniu naukowym 
główny referat i poświęcił go rodzącej się właśnie genetyce molekularnej. Hasło 
, jeden gen -  jeden enzym” było główną ideą wykładu. A ponieważ kolega, który 
zawsze sporządzał dla profesora potrzebne mu do wykładu plansze zachorował, 
musiałem go w miarę swych możliwości zastąpić. Moim więc dziełem była cała 
ilustracyjna oprawa wykładu, dodajmy, że nie najbardziej udana. Profesor narzekał, 
że naiysowałem potrzebne mu rzeczy z zbyt małej skali i już nawet z drugiego rzędu 
niczego nie będzie widać.

Wykład profesora zapisał się w pamięci uczestników sesji z innej jednak przy
czyny. Profesor wywodził się z lwowskiej szkoły Jakuba Pamasa. Przez całe życie 
zachował nabożny niemal stosunek do swego nauczyciela. A tu kazano mu głosić 
wykład na sławę Ludwika Hirszfelda! Musiała się zbuntować jego podświadomość, 
bo kiedy wykład skończył, nieoczekiwanie nawet dla siebie wypalił: „I wykład mój 
poświęcam pamięci mojego nieodżałowanego nauczyciela, Jakuba Pamasa!” Trudno 
opisać konsternację, jaka zapanowała na sali.

Czasy, w których żyjemy, tak bardzo przyzwyczaiły nas do ciągłego bombardo
wania naszej świadomości wielkimi i jeszcze większymi odkryciami naukowymi, że 
przestajemy na nie reagować. Przypomina mi to sytuację, o jakiej opowiadał mi 
w młodości niepiśmienny zresztą chłop, Józef Grela. Mieszkał on z rodziną w zagu
bionym wśród lasu przysiółku, gdzie przez całą okupację niemiecką nie postała noga 
Niemca. Można było tam okupacjęprzeżyć, a okupanta nigdy nie widzieć. -  Widzisz
-  opowiadał mi kiedyś ów chłop -  przed pierwszą wojną światową, to w Bychawie 
był sędzią pokoju dziedzic z Nowin Żukowskich. Co wtorek do Bychawy rowerem 
jechał. To ludzie z całej okolicy się zlatywali, jak miał jechać i na niego czekali. Patrzta
-  mówili -  diabeł go niesie! A tera patrz: samochody! samoloty! I nikt się nie dziwi. 
Jakby się nic nie stało.
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