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STRESZCZENIE

Przedstawiamy krótki ¿yciorys naukowy oraz dorobek naukowy prof. G. Zun-
dela, wybitnego fizyko-chemika niemieckiego. Jego g³ówne osi¹gniêcia naukowe
dotyczy³y silnych wi¹zañ wodorowych, spektroskopii uk³adów z wi¹zaniem wodo-
rowym, a zw³aszcza roli podwójnego minimum potencja³u w powstawaniu konti-
nuów. Wiêkszo�æ prac dotyczy³a uk³adów biologicznych lub prostych zwi¹zków
bêd¹cych modelami dla tych uk³adów.

W literaturze �wiatowej najprostszy zhydratowany jon wodorowy H5O2
+ przyj¹³

nazwê kationu Zundela.

ABSTRACT

A short biography and scientific achievements of Professor Georg Zundel, out-
standing German physico-chemist, are presented. His main successes are related to
strong hydrogen bonds, spectroscopy of strong specific interactions and particularly
the role of a double minimum potential in creation of continua. Majority of papers
were devoted to biological systems and simpler compounds modelling these sys-
tems. In the world literature the simplest hydrated proton H5O2

+ is commonly named
as the Zundel cation.

Bogumi³ Brzezinski, Wydzia³ Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza, Poznañ
Lucjan Sobczyk, Wydzia³ Chemii Uniwersytetu Wroc³awskiego, Wroc³aw
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Profesor Georg Zundel urodzi³ siê 17 maja 1931 roku
w Tybindze. Po ukoñczeniu miejscowego Uhland � Gim-
nazjum w Tybindze w roku 1952 rozpocz¹³ studia na Wy-
dziale Fizyki na Uniwersytecie w Monachium. Od 1954
roku, po siedmiu miesi¹cach podró¿y po Indiach, konty-
nuowa³ studia na Uniwersytecie we Frankfurcie nad Me-
nem. Pracê dyplomow¹ wykona³ w zespole prof. H. Nol-
lera, z którym do ostatnich lat swojego ¿ycia pozostawa³
w wielkiej przyja�ni. Prof. H. Noller zaproponowa³
dyplomantowi badania otoczonych pow³ok¹ ziaren wy-
mieniacza jonowego jako modelu elementarnej komórki

biologicznej. Po studiach powróci³ do Instytutu Chemii Fizycznej Uniwersytetu
w Monachium, kierowanego przez prof. G.M. Schwaba. Nowatorskie zastosowanie
metody spektroskopii w podczerwieni pozwoli³o na rozwi¹zanie szeregu wa¿nych
zagadnieñ efektów hydratacyjnych i ruchliwo�ci protonów, stanowi¹c podstawê dla
pracy doktorskiej pod tytu³em: �IR Untersuchung von Ionenaustauschern auf Poly-
styrolbasis � insbesondere im Hinblick auf die Ionenhydratation und Protonenbe-
weglichkeit� (Badania w podczerwieni wymieniaczy jonowych na bazie polistyrenu
ze szczególnym uwzglêdnieniem hydratacji jonów i ruchliwo�ci protonów), obro-
nionej w 1961 roku. Dalsze badania spektroskopowe wykonywane w Instytucie
Chemii Fizycznej Uniwersytetu w Monachium doprowadzi³y Prof. G. Zundela do
pracy habilitacyjnej zakoñczonej kolokwium w 1967 roku i opublikowanej w posta-
ci monografii ksi¹¿kowej pt.: �Hydratation and Intermolecular Interactions�, wyda-
nej przez Academic Press w 1969 roku. Ksi¹¿ka ta zosta³a w 1972 roku wydana
równie¿ w jêzyku rosyjskim przez Wydawnictwo MIR. Po habilitacji dzia³alno�æ
naukowa i dydaktyczna Prof. G. Zundela nadal by³a zwi¹zana z Instytutem Chemii
Fizycznej Uniwersytetu w Monachium, a¿ do przej�cia na emeryturê w 1996 roku.
W 1978 otrzyma³ tytu³ profesora w dziedzinie chemii biofizycznej. Jest autorem
i wspó³autorem 314 publikacji naukowych w renomowanych czasopismach o zasiêgu
miêdzynarodowym oraz szeregu opracowañ monograficznych, wypromowa³ 50 dok-
torantów. Jego prace wnios³y ogromny wk³ad w wyja�nienie mechanizmu transferu
protonów w wi¹zaniach wodorowych a tak¿e ich przejawów spektroskopowych.
Wprowadzi³ do literatury pojêcie kontinuum, które zapisa³o siê w literaturze jako
�Zundel�s continuum�. W literaturze utrwali³y siê tak¿e inne pojêcia jak: �Zundel�s
polarizability� i �Zundel�s cation�. Za ca³okszta³t dzia³alno�ci naukowej i pokojo-
wej prof. G. Zundel otrzyma³ najwy¿sze odznaczenie niemieckie �Bundesverdienst-
kreuz�.

Prof. Georg Zundel by³ wielkim przyjacielem Polski i Polaków. Nawi¹za³ i pro-
wadzi³ szerok¹ wspó³pracê z wieloma uczelniami w Polsce, a od 1985 roku by³
honorowym cz³onkiem Polskiego Towarzystwa Chemicznego.

Dorobek naukowy G. Zundela dotyczy szerokiego krêgu zagadnieñ oddzia³y-
wañ molekularnych poprzez silne wi¹zania wodorowe zarówno homo-, jak i hete-
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ronuklearne, równie¿ wspomagane ³adunkiem. G³ówn¹ technik¹ badawcz¹ by³y wid-
ma absorpcyjne w podczerwieni, ale w�ród prac opublikowanych nie brakuje te¿
zastosowania widm NMR. Wiele z opublikowanych prac powi¹zanych jest z zasto-
sowaniem metod teoretycznych. Dotyczy to nie tylko teoretycznej analizy widm IR,
ale tak¿e podstawowych zagadnieñ potencja³u oddzia³ywañ i, w szczególno�ci,
potencja³ów opisuj¹cych ruch protonu.

Niemal wszystkie prace Zundela maj¹ zwi¹zek z uk³adami biologicznymi. Wiele
z nich dotyczy bezpo�rednio moleku³ biologicznie aktywnych, wiele innych mole-
ku³ bêd¹cych wzorcami dla oddzia³ywañ biologicznych.

Wykaz wszystkich publikacji Zundela mo¿na znale�æ w opracowaniu biogra-
ficznym [1]. W niniejszym opracowaniu ograniczyli�my siê do wyboru najwa¿niej-
szych pozycji, które � jak nam siê wydaje � w pe³ni odzwierciedlaj¹ jego ogromny
dorobek. W�ród nich nale¿y wyró¿niæ ksi¹¿ki i opracowania monograficzne [8, 15,
17, 19, 21, 33, 27, 36, 37, 44, 49, 50, 59�62, 70, 80].

Swoj¹ karierê naukow¹ pod kierunkiem G.M. Schwaba, rozpocz¹³ od badañ
polielektrolitów i wymieniaczy jonowych oraz membran [2�5, 7, 38], które dopro-
wadzi³y Go do jednego z g³ównych tematów tj. hydratowanych protonów [6]. Wk³ad
Zundela do tego tematu by³ tak du¿y, ¿e w literaturze �wiatowej zaczê³o nazywaæ
jony H5O2

+ kationami Zundela. Analiza tego kationu doprowadzi³a do fundamental-
nych sformu³owañ na temat konsekwencji podwójnego minimum potencja³u dla
ruchu protonu w widmach absorpcyjnych w podczerwieni i powstawania tzw. konti-
nuów. Istot¹ zjawiska jest rozszczepienie tunelowe poziomów oscylacyjnych i super-
polaryzowalno�æ krótkich wi¹zañ wodorowych i wynikaj¹ce st¹d oddzia³ywania
z otoczeniem [9, 10, 12, 13, 20, 24, 26, 35, 52, 58, 72]. Zundel sformu³owa³ przy
tym pojêcie protonowych si³ dyspersyjnych, przez analogiê do oddzia³ywañ wyni-
kaj¹cych z polaryzowalno�ci elektronowej [10, 11]. W pracach nawi¹zuj¹cych do
tych zagadnieñ mo¿na znale�æ wiele wyników zmierzaj¹cych do okre�lenia kszta³tu
potencja³u w konkretnych uk³adach, a tak¿e problemu symetrii uk³adów i pojedyn-
czego szerokiego minimum [18, 22, 28, 40, 42, 54, 71]. Nader istotnym zagadnie-
niem w realnych uk³adach skondensowanych by³ wp³yw otoczenia i ogólnie � pola
elektrycznego na wi¹zania wodorowe [14, 32, 39, 46, 47, 57, 66, 74, 78]. Do istot-
nych wyników uzyskanych przez Zundela trzeba zaliczyæ dwie prace do�wiadczalne
nad rozpraszaniem Rayleigha, dowodz¹ce istnienia superpolaryzowalno�ci pocho-
dz¹cej od jonów H5O2

+ [30, 31]. Kilka bardzo wa¿nych prac Zundel po�wiêci³ ogól-
nym zagadnieniom wewn¹trzmolekularnego i wewn¹trzkompleksowego przenosze-
nia protonu w modelowych uk³adach i termodynamicznego opisu zjawiska [39, 40,
42, 54, 57, 78]. Warto te¿ wspomnieæ o jego wk³adzie do metodyki badañ silnie
absorbuj¹cych cienkich warstw [16].

Szereg istotnych, jak siê wydaje, prac by³o po�wiêconych widmom IR uk³adów
z mostkami kationowymi � analogami wi¹zañ wodorowych. Zundel pokaza³, ¿e
w takich przypadkach wystêpuj¹ równie¿ kontinua w dalekiej podczerwieni, które
powi¹za³ z niezwyk³¹ polaryzowalno�ci¹ jonow¹ [41, 48, 51, 63, 67, 77]. Do wa¿-

Zundel.p65 2008-04-15, 13:48130



PROF. DR GEORG ZUNDEL 131

nych prac Zundela mo¿na zaliczyæ te, które by³y po�wiêci³ kolektywnym aspektom
wi¹zañ wodorowych [53, 56, 64, 68, 73, 75, 76, 79]. Zundelowi wraz z wspó³pra-
cownikami uda³o siê poprzez docelowe syntezy dobraæ takie uk³ady gdzie wystê-
puj¹ wewn¹trz moleku³y sieci sprzê¿onych mostków wodorowych. Wreszcie warto
w tym miejscu wspomnieæ o wynikach Zundela pokazuj¹cych wp³yw wi¹zañ wodo-
rowych na sprzê¿enie p-elektronowe [45, 55, 29].

Jak ju¿ powiedzieli�my na pocz¹tku, najbardziej pasjonowa³y Zundela uk³ady
biologiczne. Do najwa¿niejszych osi¹gniêæ w tej dziedzinie trzeba zaliczyæ problemy
przeka�ników ró¿nych sygna³ów poprzez mostki wodorowe [69, 25, 23], a zw³asz-
cza przenoszenie protonu w bakteriorodopsynie [34, 43, 65].
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spektralnych, fotofizycznych i fotochemicznych tioketonów, zwi¹zków o w³asno�-
ciach donorowo-akceptorowych, (aminoftalimidów i aminokumaryn), zasad Schiffa
i porfiryn; w³a�ciwo�ci cz¹steczek w wy¿szych stanach wzbudzonych; rola wi¹zañ
wodorowych, odwracalnych reakcji fotochemicznych i ekscipleksów w procesach
dezaktywacji wzbudzonych cz¹steczek; w³a�ciwo�ci uk³adów micelarnych.
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tioketony metod¹ spektroskopii elektronowej i oscylacyjnej rozdzielczej w czasie
najpierw na Uniwersytecie im. A. Mickiewicza w Poznaniu potem w Université
des Sciences et Technologies de Lille we Francji i w Ohio State University zbudo-
wa³ uk³ady eksperymentalne oparte na femtosekundowych laserach, a obecnie zaj-
muje siê w³a�ciwo�ciami krótko¿yj¹cych reaktywnych indywiduów, takich jak kar-
beny i nitreny (grant �Homing� Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej).
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doktorsk¹, której tematem by³y badania w³a�ciwo�ci uk³adów micelarnych meto-
dami stacjonarnej i rozdzielczej w czasie spektroskopii optycznej. Obecnie, zatrud-
niony w Zak³adzie Elektroniki Kwantowej Wydzia³u Fizyki UAM, prowadzi bada-
nia dotycz¹ce energii i dynamiki oddzia³ywañ miêdzycz¹steczkowych w roztworach
oraz badania procesów przenoszenia protonu i tworzenia wi¹zañ wodorowych
w wybranych uk³adach. Jest wspó³autorem 10 publikacji naukowych.

Prof. dr hab. Anna Grabowska dzia³alno�ci¹ naukow¹ zwi¹zana jest z Instytutem
Chemii Fizycznej PAN w Warszawie. Wa¿niejsze sta¿e: Universteit van Amsterdam
i Cambridge University, go�cinne profesury: Université de Paris-Sud w Orsay
i Université de Bordeaux I w Talence; pobyt badawczy w Institute for Molecular
Science w Okazaki.

G³ówne kierunki badañ: fotochemia i spektroskopia; zmiany struktury elektro-
nowej i molekularnej oraz równowag protolitycznych w stanach elektronowo wzbu-
dzonych. Mechanizmy reakcji przenoszenia protonów w cz¹steczkach elektronowo
wzbudzonych. Reakcje ultraszybkie, g³ównie mechanizmy fototautomeryzacji foto-
chromowych zasad Schiffa; femtochemia.
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fotofizykê i spektroskopiê wybranych uk³adów molekularnych oraz fizykê procesu
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ABSTRACT

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

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

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

� Thioketones with a thiocarbonyl group becoming exceptionally reactive in
the S2 state, quenched by molecules of solvent of different properties.

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

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

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

S³owa kluczowe: zasady Schiffa, aminoftalimidy, tioketony, stany wzbudzone,
wewn¹trzcz¹steczkowe przenoszenie protonu, wi¹zania wodorowe, ekscipleksy, piko
i femtosekundowa spektroskopia laserowa
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WSTÊP

Bardzo szybki rozwój metod badawczych i technik pomiarowych, w tym szcze-
gólnie ultraszybkiej spektroskopii laserowej o rozdzielczo�ci czasowej siêgaj¹cej
femtosekund, doprowadzi³ do powstania ogromnej wiedzy dotycz¹cej w³a�ciwo�ci
spektralnych, fotofizycznych i fotochemicznych cz¹steczek o ró¿nych w³a�ciwo�-
ciach chemicznych i fizycznych. Dotychczasowe wyniki badañ pokaza³y, jak bar-
dzo z³o¿one i czêsto nieoczekiwane, mog¹ byæ w³a�ciwo�ci cz¹steczek w stanach
elektronowo-wzbudzonych. Zaproponowane wiele lat temu regu³y empiryczne,
w szczególno�ci regu³a Kashy i regu³a przerwy energetycznej, s¹ spe³nione w przy-
padku sztywnych cz¹steczek o tej samej budowie, w stanie podstawowym i w sta-
nach wzbudzonych. Tymczasem regu³y te nie opisuj¹ poprawnie zachowania szeregu
elektronowo wzbudzonych cz¹steczek o bardziej z³o¿onych w³a�ciwo�ciach struk-
turalnych i spektroskopowych. Ci¹gle trudno jest przewidzieæ w³a�ciwo�ci nowo
badanych cz¹steczek w stanach elektronowo wzbudzonych. Jedn¹ z przyczyn jest
bardzo du¿y nadmiar energii, któr¹ dysponuje cz¹steczka po wzbudzeniu elektrono-
wym. Prowadziæ to mo¿e do istotnej zmiany jej struktury i rozk³adu gêsto�ci elek-
tronowej w stanie wzbudzonym (praktycznie ka¿dym) w stosunku do jej w³a�ci-
wo�ci w stanie podstawowym. Zmiany te mog¹ zachodziæ natychmiast po wzbudze-
niu w wy¿szych stanach singletowych Sn, n > 1 (o czasach ¿ycia 10�14�10�12 s), ale
tak¿e w stanie S1 (o czasie ¿ycia 10�12�10�8 s) oraz w stanach trypletowych (o cza-
sach ¿ycia 10�8�10�5 s). Choæ stwierdzenie obecno�ci tych stanów i ich charaktery-
styka spektralna jest mo¿liwa (przynajmniej czê�ciowo) przy u¿yciu stacjonarnej
spektroskopii absorpcyjnej i emisyjnej, to jednak do ich bezpo�redniej obserwacji
konieczne jest zastosowanie metod dynamicznych o odpowiednio du¿ej rozdziel-
czo�ci czasowej. Aparaturê do takich badañ o bardzo du¿ej czu³o�ci i stabilno�ci
pracy, znajduj¹c¹ siê w Centrum Badawczym Ultraszybkiej Spektroskopii Lasero-
wej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, zastosowano w celu uzys-
kania wyników przedstawionych w tej pracy.

Szczególnie trudno bada siê w³a�ciwo�ci cz¹steczek w stanach wzbudzonych
nieobserwowanych spektroskopowo, a zw³aszcza cz¹steczek istniej¹cych w postaci
ró¿nych tautomerów, w tym krótko¿yj¹cych konformerów (i to nie�wiec¹cych)
[1, 2, 3]. Podobnie jest w przypadku krótko¿yj¹cych indywiduów przej�ciowych,
np. rodników i wzbudzonych kompleksów, powstaj¹cych w wyniku oddzia³ywania
wzbudzonych cz¹steczek z cz¹steczkami rozpuszczalnika, najczê�ciej odtwarzaj¹-
cych niezmienione chemicznie substraty [3, 4, 5]. Tymczasem coraz wiêcej wyni-
ków eksperymentalnych �wiadczy o tym, ¿e tworzenie cz¹steczek i indywiduów
przej�ciowych o takich w³a�ciwo�ciach ma miejsce znacznie czê�ciej ni¿ dawniej
s¹dzono [1�3, 5�7]. Dlatego w niniejszej pracy przedstawione bêd¹ g³ównie wyniki
badañ takich w³a�nie uk³adów (cz¹steczek).

Najwa¿niejsze wyniki badañ spektralnych, fotofizycznych i fotochemicznych
omówiono na przyk³adzie wybranych cz¹steczek z grupy zasad Schiffa, aminoftali-
midów i tioketonów oraz indywiduów przej�ciowych, które one tworz¹. Choæ cz¹s-
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teczki te ró¿ni¹ siê bardzo wyra�nie budow¹ i obecno�ci¹ ró¿nych chromoforów, to
jednak wszystkie one maj¹ z³o¿one w³a�ciwo�ci w stanach wzbudzonych, zwi¹zane
zarówno z wewn¹trz-, jak i miêdzycz¹steczkowymi procesami dezaktywacji. W pro-
cesach tych uczestnicz¹ nie tylko stany S1, ale tak¿e wy¿sze krótko¿yj¹ce stany wzbu-
dzone Sn (n > 1). W stanach tych mo¿e dochodziæ do zmian strukturalnych cz¹ste-
czek. Ich oddzia³ywania z cz¹steczkami rozpuszczalników (szczególnie protycznych)
prowadz¹ do tworzenia indywiduów przej�ciowych o ró¿nych w³a�ciwo�ciach.
Nale¿y podkre�liæ, ¿e wszystkie badane zwi¹zki w singletowych stanach wzbudzo-
nych, zarówno istniej¹ce w postaci 2 fototautomerów (zasady Shiffa), jak i tworz¹ce
krótko¿yj¹ce indywidua przej�ciowe w reaktywnych i protycznych rozpuszczalni-
kach (aminoftalimidy i tioketony), dezaktywuj¹c siê nie tworz¹ trwa³ych fotopro-
duktów, lecz odtwarzaj¹ niezmienione chemicznie substraty. Nie jest wiêc mo¿liwe
stosowanie w ich badaniach metod chromatograficznych ani spektroskopowych
(NMR, MS, MS-HPLC, IR), niezast¹pionych w badaniach fotochemicznych.
Konieczne jest stosowanie rozdzielczych w czasie metod spektroskopii laserowej
zarówno emisyjnej, jak i absorpcyjnej o rozdzielczo�ci czasowej w zakresie od nano-,
do femtosekund.

1.  ZASADY  SCHIFFA

Jedn¹ z czêsto badanych reakcji chemicznych indukowanych przez �wiat³o jest
proces wewn¹trzcz¹steczkowego przeniesienia protonu miêdzy fragmentami cz¹s-
teczki, które tworz¹ wi¹zanie wodorowe. Zjawisko wewn¹trzcz¹steczkowego prze-
niesienia protonu, zachodz¹ce w wyniku wzbudzenia elektronowego (ang. excited
state intramolecular proton transfer, ESIPT) miêdzy dwoma heteroatomami uczest-
nicz¹cymi w wewnêtrznym wi¹zaniu wodorowym, na przyk³ad miêdzy atomem tlenu
grupy hydroksylowej i atomem azotu, obserwuje siê miêdzy innymi u aromatycz-
nych fotochromowych zasad Schiffa.

Zasady Schiffa znane s¹ od dawna [8]. Du¿e zainteresowanie tymi zwi¹zkami
wynika miêdzy innymi ze znacznego podobieñstwa zachodz¹cych w nich procesów
do procesów, które przebiegaj¹ w uk³adach biologicznych [9, 10]. Prowadzone s¹
tak¿e prace zwi¹zane z potencjalnymi zastosowaniami fotochromowych zasad Schiffa
przy zapisie informacji oraz w roli prze³¹czników molekularnych [11]. Wykonuje
siê wiele badañ w³a�ciwo�ci fotofizycznych i fotochemicznych tych zwi¹zków [12].
Fotochromizm zasad Schiffa zwi¹zany jest z odwracaln¹ zmian¹ struktury cz¹steczki,
zachodz¹c¹ w wyniku obrotu jej fragmentu najczê�ciej wokó³ wi¹zania wêgiel�
�wêgiel.

Przeprowadzone przez nas badania dotyczy³y elektronowo wzbudzonych zasad
Schiffa nale¿¹cych do salicylidenoanilin [13�16]. Opisane w tym rozdziale badania
dotycz¹ poznania mechanizmu i dynamiki dezaktywacji N,N�-bis(salicydeno)-p-feny-
lenodiaminy (BSP) w rozpuszczalnikach o ró¿nych w³a�ciwo�ciach. Strukturê trzech
fototautomerów cz¹steczki BSP podano na Rys. 1. Cz¹steczka BSP zosta³a wybrana
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z kilku powodów. Po pierwsze, spektralne po³o¿enie jej pasma absorpcji pasuje do
d³ugo�ci fali drugiej harmonicznej laserów tytanowo-szafirowych (400 nm), stoso-
wanych w opisanych poni¿ej ultraszybkich badaniach. Ponadto, z przebadanych przez
nas zasad Schiffa tylko dla BSP wystêpuje na tyle silne pasmo absorpcji przej�cio-
wej pierwotnie wzbudzonej formy enolowej, ¿e mo¿na je zaobserwowaæ pomimo
jej bardzo krótkiego czasu ¿ycia. Wreszcie, jak pokazuj¹ wcze�niejsze badania sali-
cylidenoanilin [14], wzbudzenie i przeniesienie protonu w tej grupie cz¹steczek
wystêpuje w obrêbie pojedynczego chromoforu, dlatego wyniki otrzymane dla syme-
trycznej cz¹steczki BSP z dwoma wi¹zaniami wodorowymi wydaj¹ siê byæ repre-
zentatywne dla szerokiej gamy zwi¹zków z tej rodziny, w szczególno�ci dla prost-
szych zasad Schiffa z pojedynczym wi¹zaniem wodorowym.

�

cis-keto

trans-keto

enol

Rysunek 1. Forma enolowa, cis-keto oraz fotochromowa (trans-keto) cz¹steczki BSP

Ze wzglêdu na to, ¿e w zasadach Schiffa sta³e szybko�ci zachodz¹cych proce-
sów s¹ bardzo du¿e, 1010�1013 s�1 (wyj¹tkiem jest stosunkowo wolny zanik formy
fotochromowej w stanie podstawowym o czasie ¿ycia 10�3�10�6 s, zale¿nym od roz-
puszczalnika [17]), do badañ u¿yto uk³ad absorpcji przej�ciowej o zdolno�ci roz-
dzielczej ~ 50 fs [18�20] oraz uk³ad czasowo skorelowanego zliczania pojedyn-
czych fotonów (TCSPC) o zdolno�ci rozdzielczej ~ 1 ps i mo¿liwo�ciach pomiaro-
wych opisanych szczegó³owo w pracach [21, 22].

Maciejewski_folie.p65 2008-04-15, 13:38144



W£A�CIWO�CI CZ¥STECZEK W KRÓTKO¯YJ¥CYCH STANACH WZBUDZONYCH 145

1.1.  DEZAKTYWACJA  WZBUDZONEGO  TAUTOMERU  ENOLOWEGO

Cz¹steczki BSP w stanie podstawowym, podobnie jak inne zasady Schiffa, we
wszystkich rozpuszczalnikach (z wyj¹tkiem silnie protycznych) wystêpuj¹ w for-
mie enolowej i tworz¹ wewn¹trzcz¹steczkowe wi¹zanie wodorowe (N···H�O)
pomiêdzy atomem wodoru grupy hydroksylowej, a woln¹ par¹ elektronow¹ atomu
azotu, znajduj¹cego siê w bezpo�rednim s¹siedztwie. Z powodu bardzo du¿ej sta³ej
szybko�ci procesu ESIPT (patrz ni¿ej), w typowych warunkach nie obserwuje siê
emisji wzbudzonej formy enolowej BSP, podobnie jak i innych zasad Schiffa.
Jednak, dziêki zastosowaniu lasera jako �ród³a wzbudzenia, obserwuje siê dla BSP
w ró¿nych rozpuszczalnikach bardzo s³ab¹ emisjê wzbudzonej formy enolowej
w zakresie od oko³o 420 do 500 nm, (Rys. 2), o wydajno�ci kwantowej fF ~ 10�5

[14], obok wyra�nie przesuniêtej d³ugofalowo emisji formy cis-keto, le¿¹cej powy-
¿ej 480 nm, o fF ~ 10�3 (patrz ni¿ej).

Rysunek 2. Widmo absorptancji (linia kropkowana) emisji, lwzb = 400 nm (linia przerywana)
i widmo wzbudzenia emisji, lem = 550 nm (linia ci¹g³a) dla BSP w trifluoroetanolu.

S³aba emisja formy enolowej wystêpuje w zakresie od oko³o 420 do 500 nm

Czas zaniku krótkofalowej emisji jest poza czasow¹ zdolno�ci¹ rozdzielcz¹
zastosowanego uk³adu TCSPC i wynosi poni¿ej 1 ps. Warto zauwa¿yæ, ¿e równie
krótkie czasy zaniku emisji formy enolowej, wyznaczane w obszarze krótkofalo-
wym, obserwowane by³y dla innych badanych przez nas fotochromowych zasad Schiffa
[15, 16].

Aby wyznaczyæ czas ¿ycia wzbudzonej formy enolowej BSP i zbadaæ wp³yw
rozpuszczalnika na mechanizm i dynamikê jej dezaktywacji, zastosowano metodê
absorpcji przej�ciowej o femtosekundowej rozdzielczo�ci czasowej. Do badañ
wybrano niepolarny n-hexan, polarny acetonitryl (ACN) oraz polarne rozpuszczal-
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niki tworz¹ce wi¹zania wodorowe etanol (EtOH) i trifluoroetanol (TFE). W widmie
absorpcji przej�ciowej obserwowanym dla BSP w ACN (podobnie jak w pozosta-
³ych rozpuszczalnikach) mo¿na wyró¿niæ kilka pasm (Rys. 3).

Rysunek 3. Widma absorpcji przej�ciowej BSP w ACN dla wybranych czasów po wzbudzeniu.
Otwarte kó³ka pokazuj¹ widmo absorpcji stacjonarnej, a otwarte trójk¹ty � emisji stacjonarnej BSP w ACN

przemno¿one przez warto�æ (�1) i unormowane do widm absorpcji przej�ciowej

Nale¿y zauwa¿yæ, ¿e dodatnie pasmo z maksimum dla oko³o 630 nm narasta
i zanika z czasem trwania funkcji aparaturowej (czyli czasowej funkcji korelacji
impulsu pompuj¹cego i sonduj¹cego). Pasmo to przypisane zosta³o wzbudzonemu
tautomerowi enolowemu [13, 14]. Kinetyka narastania i zaniku tego pasma zosta³a
przedstawiona na Rys. 4.

Rysunek 4. Kinetyki sygna³u absorpcji przej�ciowej BSP w ACN dla wybranych d³ugo�ci fali w krótkiej (a)
i d³ugiej skali czasu (b)
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Rysunek 4. Ci¹g dalszy

Dziêki wyra�nym zmianom sygna³u eksperymentalnego w bardzo krótkich cza-
sach (< 1 ps) mo¿liwe by³o zbadanie wp³ywu w³a�ciwo�ci rozpuszczalnika na szyb-
ko�æ procesu ESIPT oraz na wydajno�æ tworzenia tautomeru fotochromowego.
Stwierdzono, ¿e dla BSP w³a�ciwo�ci zastosowanego rozpuszczalnika nie wp³ywaj¹
na czas ¿ycia wzbudzonej formy enolowej, który wynosi poni¿ej 50 fs. Do tej pory
tak krótki czas wi¹zano z bardzo du¿¹ szybko�ci¹ procesu ESIPT. Przyjmowano, ¿e
wy³¹cznie ten proces uczestniczy w dezaktywacji wzbudzonego tautomeru enolo-
wego. Przeczy temu jednak porównanie widma wzbudzenia emisji (mierzonej na
pa�mie emisji formy cis-keto) z widmem absorptancji BSP (Rys. 2).

Wyra�nie mniejsza intensywno�æ widma wzbudzenia �wiadczy o tym, ¿e czê�æ
wzbudzonych cz¹steczek tautomeru enolowego nie dezaktywuje siê w procesie
ESIPT, ale w procesie konwersji wewnêtrznej. Poprawny sposób unormowania widma
wzbudzenia i widma absorptancji [13] pokazuje, ¿e oko³o 50% cz¹steczek wzbu-
dzonego enolu BSP tworzy tautomer cis-keto, o ile wzbudzany jest bezpo�rednio
tautomer enolowy. Podobne widma wzbudzenia emisji uzyskano dla ró¿nych d³ugo-
�ci fali obserwacji z zakresu emisji tautomeru cis-keto. Wynik ten potwierdza, ¿e
dezaktywacja wzbudzonego tautomeru enolowego odbywa siê na dwóch drogach
o podobnych sta³ych szybko�ci. Korzystaj¹c z czasu ¿ycia wzbudzonej formy enolo-
wej, wyznaczonego eksperymentalnie (50 fs), oraz uwzglêdniaj¹c dwa kana³y dez-
aktywacji wzbudzonego enolu (konwersja wewnêtrzna formy enolowej oraz two-
rzenie formy cis-keto w wyniku wewn¹trzcz¹steczkowego przeniesienia protonu)
mo¿na by³o oszacowaæ, ¿e dla BSP w EtOH sta³a szybko�ci procesu ESIPT jest
rzêdu (100 fs)�1 [13]. O konieczno�ci uwzglêdnienia bardzo szybkiego procesu kon-
wersji wewnêtrznej w cz¹steczce BSP �wiadcz¹ wyniki uzyskane dla cz¹steczki dime-
toksy-N,N�-bis(salicydeno)-p-fenylenodiaminy (BSPMe2). W cz¹steczce tej, w miej-
scu atomów wodoru w dwóch grupach hydroksylowych obecne s¹ grupy metylowe.
Tak wiêc, w cz¹steczce BSPMe2 nie wystêpuj¹ wewn¹trzcz¹steczkowe wi¹zania
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wodorowe, dlatego nie mo¿e zachodziæ proces ESIPT. Obserwowana jej wyj¹tkowo
szybka dezaktywacja w czasie oko³o 100 fs [13] musi wiêc zachodziæ w procesie
konwersji wewnêtrznej wzbudzonego enolu, którego model stanowi dwumetylo-
wana pochodna. Dla BSP i innych zasad Schiffa takim procesem mo¿e byæ przej�cie
pomiêdzy stanem (p, p*) i blisko le¿¹cym stanem (n, p*). Za³o¿enie takie potwier-
dzone jest obliczeniami teoretycznymi dla tych cz¹steczek, wskazuj¹cymi na to, ¿e
stan (n, p*) le¿y nieznacznie poni¿ej stanu (p, p*) [23�25].

1.2.  TWORZENIE  I  ZANIK  WZBUDZONEGO  TAUTOMERU  CIS-KETO,
TWORZENIE  UK£ADU  FOTOCHROMOWEGO

Jak wspomniano wy¿ej, tautomer cis-keto wykazuje fluorescencjê w zakresie
d³ugofalowym (Rys. 2) o wydajno�ci kwantowej fF ~ 10�3. Kinetyki zaniku fluores-
cencji by³y identyczne, niezale¿nie od tego, czy wzbudzano bezpo�rednio tautomer
cis-keto istniej¹cy w rozpuszczalnikach protycznych (Rys. 2), czy te¿ tautomer ten
w stanie S1 powsta³ wy³¹cznie w wyniku procesu ESIPT. Czas ¿ycia tautomeru
cis-keto (tcis-keto) w stanie S1 wynosi 10�20 ps, za� w silnie protycznych rozpuszczal-
nikach jest wyra�nie d³u¿szy (Tab. 1). W silnie protycznych rozpuszczalnikach bar-
dziej prawdopodobne jest tworzenie kompleksu pomiêdzy cz¹steczk¹ zasady Schiffa,
a cz¹steczk¹ rozpuszczalnika, wskutek tworzenia miêdzycz¹steczkowego wi¹zania
wodorowego. Powoduje to z kolei, ¿e obrót czê�ci cz¹steczki w celu utworzenia
tautomeru fotochromowego (trans-keto) jest wolniejszy, a sta³a szybko�ci dezakty-
wacji tautomeru cis-keto na tej drodze jest mniejsza.

W Tabeli 1 podano warto�ci funkcji Lipperta-Matagi, warto�ci parametrów a
i b w skali Kamleta-Tafta dla wybranych do badañ rozpuszczalników oraz wyzna-
czone parametry spektralne i fotofizyczne dla fototautomeru cis-keto BSP w tych
rozpuszczalnikach [13, 14].

Tabela 1. Parametry fotofizyczne i spektralne dla tautomeru cis-keto BSP, w rozpuszczalnikach
o ró¿nych w³a�ciwo�ciach.

a Funkcja polarno�ci Lipperta-Matagi. b Parametry Kamleta-Tafta. c Dok³adno�æ ± 20%. d Dok³adno�æ ± 3 ps. e Maksimum pasma
emisji. f Sta³a szybko�ci fluorescencji, kF = fF × tcis-keto

�1. g Nieradiacyjna sta³a szybko�ci, knr = fF × tcis-keto
�1 � kF.
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Wa¿nych wyników dotycz¹cych w³a�ciwo�ci fototautomeru cis-keto, a w szcze-
gólno�ci mechanizmu jego tworzenia i dezaktywacji, dostarczaj¹ badania absorpcji
przej�ciowej (Rys. 3 i Rys. 4).

Narastanie sygna³u absorpcji przej�ciowej zwi¹zanego z tautomerem cis-keto
zachodzi³o w czasie trwania impulsu laserowego, a wiêc by³o poza zdolno�ci¹ roz-
dzielcz¹ stosowanego uk³adu eksperymentalnego (~ 50 fs) [13, 14]. W widmie
absorpcji przej�ciowej pojawia siê pasmo emisji wymuszonej (ujemny sygna³). Czas
zaniku tej emisji, taki sam jak czas zaniku fluorescencji tautomeru cis-keto uzyska-
ny metod¹ TCSPC, pozwala przyj¹æ, ¿e pasmo to jest zwi¹zane z emisj¹ wymu-
szon¹ tautomeru cis-keto. Niezale¿nym potwierdzeniem jest po³o¿enie spektralne
tego pasma, zgodne z po³o¿eniem pasma emisji spontanicznej tautomeru cis-keto
(Rys. 3). W zakresie spektralnym poni¿ej 580 nm sygna³ zwi¹zany z absorpcj¹ przej-
�ciow¹ jest silniejszy ni¿ sygna³ zwi¹zany z emisj¹ wymuszon¹, dlatego te¿ emisja
wymuszona jest obserwowana powy¿ej 580 nm. Pasmo absorpcji przej�ciowej,
z maksimum dla oko³o 520 nm, zosta³o przypisane wzbudzonemu tautomerowi
cis-keto. Czas zaniku tego pasma zgodny jest z czasem ¿ycia tautomeru S1-cis-keto,
wyznaczonym metod¹ TCSPC. Ponadto, poni¿ej 400 nm obserwuje siê ujemne
pasmo depopulacji stanu podstawowego (ang. ground state depopulation, GSD)
zwi¹zane z odtwarzaniem enolu w stanie podstawowym. Pasmo to narasta z czasem
trwania funkcji aparaturowej, a zanika z czasem ¿ycia wzbudzonego tautomeru cis-
keto. Wynika st¹d, ¿e tautomer enolowy w stanie podstawowym jest odtwarzany
w bardzo krótkim czasie po zaj�ciu procesu konwersji wewnêtrznej, S1 ® S0,
w ramach tautomeru cis-keto (< 1 ps). Widoczne pasmo absorpcji przej�ciowej dla
opó�nienia 100 ps zwi¹zane jest z absorpcj¹ niewzbudzonego tautomeru fotochro-
mowego. Takie przypisanie pasma wynika st¹d, ¿e jego po³o¿enie jest zgodne
z po³o¿eniem pasma absorpcji tautomeru fotochromowego [14], które wyznaczono
metod¹ dwuimpulsow¹ w czasach nanosekundowych [25]. Porównanie wielko�ci
sygna³u pasma GSD dla czasu, w którym w uk³adzie obecna jest tylko forma foto-
chromowa (100 ps) oraz dla czasu, gdy dominuj¹cy wk³ad pochodzi od wzbudzo-
nego tautomeru cis-keto (0,5 ps), pozwoli³o na stwierdzenie, ¿e oko³o 30% cz¹ste-
czek wzbudzonego tautomeru cis-keto dezaktywuje siê tworz¹c niewzbudzon¹ formê
fotochromow¹ [14].

1.3.  PODSUMOWANIE  I  PERSPEKTYWY  DALSZYCH  BADAÑ

Dziêki mo¿liwo�ci bezpo�redniej obserwacji pasma absorpcji przej�ciowej
wzbudzonego tautomeru enolowego, cz¹steczka BSP mo¿e byæ stosowana jako
modelowy zwi¹zek umo¿liwiaj¹cy badanie wp³ywu rozpuszczalnika na sta³¹ szyb-
ko�ci wewn¹trzcz¹steczkowego przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym (ESIPT)
dla rodziny zasad Schiffa. Uzyskane wyniki pokaza³y, ¿e niezale¿nie od w³a�ci-
wo�ci zastosowanego rozpuszczalnika, czas ¿ycia wzbudzonego tautomeru enolo-
wego BSP jest bardzo krótki (< 50 fs). Stwierdzono, ¿e dezaktywacja wzbudzonego
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tautomeru enolowego odbywa siê dwoma drogami: w procesie ESIPT prowadz¹-
cym do utworzenia wzbudzonego tautomeru cis-keto oraz w procesie konwersji we-
wnêtrznej. Sta³a szybko�ci procesu ESIPT zosta³a oszacowana na oko³o 1 × 1013 s�1.
Konkurencyjny dla ultraszybkiego procesu ESIPT, proces dezaktywacji formy eno-
lowej, to bardzo szybka konwersja wewnêtrzna ze stanu (p, p*) prawdopodobnie do
stanu (n, p*). Natomiast czas ¿ycia wzbudzonego tautomeru cis-keto zale¿y od w³a�-
ciwo�ci zastosowanego rozpuszczalnika i wyra�nie ro�nie w silnie protycznych roz-
puszczalnikach. Jednym z wa¿nych kana³ów jego dezaktywacji jest tworzenie d³u-
go¿yj¹cej formy fotochromowej w stanie podstawowym. Jej wydajno�æ tworzenia
dla BSP oraz dla innych przebadanych zasad Schiffa jest podobna i wynosi 10�30%
[13�15].

Uzyskane wyniki dla BSP w rozpuszczalnikach o ró¿nych w³a�ciwo�ciach mog¹
pomóc w zrozumieniu procesów dezaktywacji zachodz¹cych dla innych zwi¹zków,
w których obserwuje siê wewn¹trzcz¹steczkowe przeniesienie protonu w wyniku
wzbudzenia elektronowego. Celowe jest tak¿e zbadanie w³a�ciwo�ci spektralnych,
fotofizycznych i fotochemicznych cz¹steczek BSP umieszczonych wewn¹trz uk³a-
dów mikrozorganizowanych (cyklodekstryny, micele) [26, 27]. Poniewa¿ micele
czêsto s¹ wykorzystywane jako uk³ady modelowe o w³a�ciwo�ciach zbli¿onych do
realnych uk³adów biologicznych, wyniki takich pomiarów mog³yby pomóc w inter-
pretacji m.in. procesów tworzenia form fotochromowych zachodz¹cych w takich
uk³adach.

2.  AMINOFTALIMIDY,  ZWI¥ZKI  O  W£A�CIWO�CIACH
DONOROWO-AKCEPTOROWYCH

Zwi¹zki o w³a�ciwo�ciach donorowo-akceptorowych (D-A), ze wzglêdu na ich
ciekawe cechy zarówno w stanie podstawowym, jak i szczególnie w stanach wzbu-
dzonych, a tak¿e ze wzglêdu na ich liczne zastosowania praktyczne, badano bardzo
czêsto [1, 2, 28, 29]. W pracy przegl¹dowej Grabowskiego i wspó³pracowników [1],
która zbiera, systematyzuje i interpretuje dotychczasowe wyniki badañ, pokazano,
¿e istniej¹ ró¿ne drogi dezaktywacji wzbudzonych cz¹steczek typu D-A zarówno
wewn¹trz- jak i miêdzycz¹steczkowe. Procesom tym towarzysz¹ daleko id¹ce zmiany
strukturalne cz¹steczki. Bardzo wa¿n¹, ale ci¹gle niewyja�nion¹ rolê w z³o¿onych
procesach dezaktywacji wzbudzonych cz¹steczek typu D-A odgrywaj¹ wi¹zania
wodorowe [1].

Wi¹zania wodorowe zarówno wewn¹trz- jak i miêdzycz¹steczkowe, wystêpuj¹
w wielu uk³adach. Szczególnie czêsto, i to ró¿nymi metodami, wi¹zania te s¹ badane
w przypadku niewzbudzonych cz¹steczek. W stanach wzbudzonych energia ró¿nego
typu wi¹zañ wodorowych mo¿e byæ albo podobna, albo wiêksza, albo te¿ mniejsza
ni¿ w stanie podstawowym. Wyznaczenie tej energii, a tak¿e innych w³a�ciwo�ci
wi¹zañ wodorowych, w szczególno�ci okre�lenie ich roli w procesach dezaktywacji
wzbudzonych cz¹steczek i tworzenia z ich udzia³em indywiduów dwu i wiêcej cz¹s-
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teczkowych (tak¿e zmiany stê¿enia tych indywiduów w wyniku wzbudzenia i dez-
aktywacji), choæ bardzo wa¿ne dla poprawnej interpretacji wyników, nie jest proste.

Cz¹steczki o w³a�ciwo�ciach D-A stosuje siê czêsto jako sondy w badaniach
w³a�ciwo�ci ró¿nych z³o¿onych uk³adów chemicznych i biologicznych. Wyró¿niaj¹
siê one zale¿no�ci¹ od w³a�ciwo�ci otoczenia zarówno po³o¿enia maksimum pasma
absorpcji (vA

max) i/lub emisji (vF
max), jak i wydajno�ci kwantowej emisji (fF) i czasu jej

zaniku (tF). Niektóre z tych wielko�ci, a niekiedy wszystkie, zmieniaj¹ swoje warto-
�ci przy zmianie rozpuszczalnika z niepolarnego na polarny. Szczególnie du¿e ró¿-
nice obserwuje siê przy zmianie rozpuszczalnika aprotycznego na protyczny. Mo¿e
to oznaczaæ, ¿e wzbudzone cz¹steczki D-A tworz¹ z cz¹steczkami rozpuszczalnika
wi¹zania wodorowe, które odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w procesach dezaktywacji.

W naszych badaniach jako cz¹steczki typu D-A zastosowali�my 4-aminofta-
limid (4-AP, Rys. 5) i jego N-metylow¹ pochodn¹ [30]. S¹ one sztywne, ich wzbu-
dzenie nie prowadzi do zmian strukturalnych, a w procesach dezaktywacji nie tworz¹
siê stany z wewn¹trzcz¹steczkowym przeniesieniem ³adunku ze skrêceniem (ang.
twisted intramolecular charge transfer, TICT) [1]. Upraszcza to istotnie i tak z³o-
¿ony mechanizm ich dezaktywacji. Czas ¿ycia najni¿szego stanu wzbudzonego
z przeniesieniem ³adunku (S1-ICT), zwi¹zany z wewn¹trzcz¹steczkowymi procesami
dezaktywacji, jest w aminoftalimidach na tyle d³ugi (³ 10�8 s) [30, 31], ¿e wydaj-
no�æ tworzenia wi¹zañ wodorowych z cz¹steczkami znajduj¹cymi siê w bliskim
s¹siedztwie (w tym szczególnie cz¹steczkami rozpuszczalnika) jest du¿a. Umo¿li-
wia to u¿ycie tych zwi¹zków jako dobrych sond do badania obecno�ci wi¹zañ wodo-
rowych i okre�lenia ich roli w mechanizmie i dynamice dezaktywacji wzbudzonych
cz¹steczek.

�

Rysunek 5. Cz¹steczka 4-AP tworz¹ca dwa typy wi¹zañ wodorowych.

Wzbudzona cz¹steczka 4-AP, podobnie jak jej pochodne, wystêpuje zarówno
w stanach lokalnie wzbudzonych (LE), jak i stanach z przeniesieniem ³adunku (ICT).
Posiada ona kilka chromoforów o w³a�ciwo�ciach donorowych jak i akceptorowych,
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które mog¹ tworzyæ wi¹zania wodorowe. Powoduje to, ¿e zrozumienie jej zachowa-
nia w stanach wzbudzonych, w rozpuszczalnikach o ró¿nych w³a�ciwo�ciach, jest
bardzo trudne. Ze wzglêdu na siln¹ zale¿no�æ vF

max, fF i tF od w³a�ciwo�ci otoczenia
4-AP by³ czêsto stosowany jako sonda w badaniach w³a�ciwo�ci ró¿nych z³o¿onych
uk³adów chemicznych [28, 29, 32�34]. Istnia³y jednak ró¿ne propozycje t³umacze-
nia tych zale¿no�ci i pojawia³y siê kontrowersje, co do przyczyn ich wystêpowania.
Przyjmowano, ¿e silnie batochromowe przesuniêcie vF

max w polarnych rozpuszczal-
nikach, wyra�nie wiêksze od vA

max [28], jest wynikiem zwiêkszenia momentu dipolo-
wego (m) po wzbudzeniu cz¹steczki 4-AP [28]. Wg innej interpretacji, jest ono wyni-
kiem tworzenia S1-ekscipleksu [35], albo te¿ wynikiem tworzenia formy enolowej
cz¹steczki 4-AP wskutek przenoszenia protonu z udzia³em rozpuszczalnika [34].

Dlatego wa¿nym celem naszych badañ by³o wyja�nienie przyczyn silnego wp³ywu
w³a�ciwo�ci otoczenia na w³a�ciwo�ci spektralne i fotofizyczne 4-AP i jego pochod-
nych, a w szczególno�ci okre�lenie roli, jak¹ odgrywaj¹ w tym wi¹zania wodorowe.
Aby to zrealizowaæ, przeprowadzono badania solwatochromowe i fotofizyczne
4-AP i jego pochodnych [30] w 1-chloroalkanach (RCl) o parametrach Kamleta-
-Tafta a = b = 0 [36], tzn. rozpuszczalnikach oddzia³ywuj¹cych wy³¹cznie niespe-
cyficznie, a tak¿e w heksafluoroizopropanolu (HFIP) (a = 1,96, b = 0) [36] i trójflu-
oroetanolu (TFE) (a = 1,51, b = 0) [36] oraz w dimetylosulfotlenku (DMSO) (a = 0,
b = 0,76) [36], a wiêc w rozpuszczalnikach tworz¹cych tylko jeden typ wi¹zañ
wodorowych. Ponadto, ze wzglêdu na powszechno�æ stosowania wody jako roz-
puszczalnika ró¿nych uk³adów mikrozorganizowanych, badania prowadzono
w wodzie (a = 1,17, b = 0,47) [36] i, dla porównania, w wodzie deuterowanej, oraz
w alkoholach tworz¹cych wi¹zania wodorowe (zarówno typu donorowego, jak i ak-
ceptorowego), oraz w wybranych uk³adach micelarnych.

Siln¹ zale¿no�æ po³o¿enia vF
max dla 4-AP od w³a�ciwo�ci rozpuszczalnika, w szcze-

gólno�ci jego protyczno�ci, przedstawiono na Rys. 6. U¿ycie RCl w badaniach sol-
watochromowych pozwoli³o na sporz¹dzenie wykresów, na których obserwowane
przesuniêcia po³o¿enia maksimów widm emisji i absorpcji (Rys. 7) s¹ wynikiem
wy³¹cznie oddzia³ywañ niespecyficznych. Korzystaj¹c z tych danych wyznaczono
udzia³y pochodz¹ce od oddzia³ywañ niespecyficznych i specyficznych w ca³kowi-
tym (eksperymentalnym) przesuniêciu spektralnym 4-AP, w dowolnym rozpuszczal-
niku [30]. Umo¿liwi³o to z kolei wyznaczenie zmiany energii wi¹zañ wodorowych
(DEHB), przy przej�ciu miêdzy stanem podstawowym (S0) i stanem lokalnie wzbu-
dzonym (S1-LE) (z widm absorpcji) oraz stanem wzbudzonym z przeniesieniem
³adunku (S1-ICT) i stanem S0 (z widm emisji) w HFIP i TFE oraz w DMSO. Ponadto
oszacowano energie wi¹zañ wodorowych (EHB) tworzonych przez cz¹steczkê 4-AP
we wzbudzonych stanach S1-LE i S1-ICT (Tab. 2 i 3 [30]). Otrzymane wyniki pozwo-
li³y stwierdziæ, ¿e w badanych uk³adach obok 4-AP istniej¹ S0-kompleksy (S0-comp)
i S1-excipleksy (S1-exc), powstaj¹ce w wyniku tworzenia wi¹zañ wodorowych przez
cz¹steczkê 4-AP (zarówno w stanie podstawowym, jak i w stanach wzbudzonych),
z cz¹steczkami takich rozpuszczalników, jak na przyk³ad HFIP, TFE, DMSO, H2O
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i D2O. Wyniki umo¿liwi³y równie¿ stwierdzenie, czy i w jakim zakresie zmienia siê
stê¿enie 4-AP oraz powstaj¹cych kompleksów i excipleksów przy przej�ciu miêdzy
dwoma stanami elektronowymi.

Rysunek 6. Widmo fluorescencji 4-AP w wybranych rozpuszczalnikach,
gdzie 1 � 1-chloropropan, 2 � ACN, 3 � DMSO, 4 � HFIP, 5 � H2O

Rysunek 7. Wykresy solwatochromowe dla 4-AP w rozpuszczalnikach oddzia³ywuj¹cych niespecyficznie
i specyficznie oraz w miceli SDS (0,15 mol/dm�3)
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W pracy [30] wykazano, ¿e w wyniku przej�cia S1-LE®S1-ICT silnie ro�nie
energia najsilniejszego wi¹zania wodorowego tworzonego przez grupy karbony-
lowe cz¹steczki 4-AP z wi¹zaniami H�O cz¹steczek rozpuszczalnika. Prowadzi to
do powstania S1-exc, którego stê¿enie zale¿y od w³a�ciwo�ci protycznych u¿ytego
rozpuszczalnika, a w uk³adach bardziej z³o¿onych, np. micelarnych, od w³a�ciwo�ci
otoczenia 4-AP [32, 33, 37]. Natomiast w wyniku tego samego przej�cia, tylko nie-
wiele ro�nie energia wi¹zania wodorowego tworzonego przez wi¹zania N�H grupy
aminowej cz¹steczki 4-AP i atomy tlenu cz¹steczek DMSO. Energia ta ro�nie nato-
miast znacznie przy przej�ciu S0®S1-LE. O obecno�ci ekscipleksu, powsta³ego
w wyniku tworzenia wi¹zañ wodorowych miêdzy wzbudzon¹ cz¹steczk¹ 4-AP i cz¹s-
teczkami alkoholu, niezale¿nie od wyników solwatochromowych, �wiadcz¹ tak¿e
wyniki emisyjnych pomiarów dynamiki rotacji [38].

W celu zbadania w³a�ciwo�ci cz¹steczek 4-AP w stanach wzbudzonych i wyja�-
nienia przyczyn silnej zale¿no�ci fF i tF od w³a�ciwo�ci otoczenia (w szczególno�ci
roli rozpuszczalników tworz¹cych wi¹zania wodorowe z cz¹steczk¹ 4-AP w jej dez-
aktywacji), przeprowadzono pomiary fotofizyczne stosuj¹c te same rozpuszczalniki
co w pomiarach solwatochromowych. Najwa¿niejsze wyniki wydajno�ci kwanto-
wej i czasu zaniku fluorescencji oraz wyznaczone sta³e szybko�ci fluorescencji
i dezaktywacji bezpromienistej przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. W³a�ciwo�ci fotofizyczne 4-AP w wybranych rozpuszczalnikach
(odtlenionych i odwodnionych) w H2O i D2O oraz w miceli SDS

a Warto�ci ES1
 wziêto z po³o¿enia maksimum pasm emisji 4-AP w stanie S1-ICT oraz S1-exc(1) i S1-exc(2), b taki sam wynik

fF otrzymano w DMSO-d6.

W roztworze 4-AP w 1-chloropropanie, podobnie jak i w innych RCl, nie wys-
têpuj¹ S0-comp i S1-exc. Jak pokazuj¹ uzyskane wyniki (Tab. 2), ze stanu S1-ICT
o d³ugim czasie ¿ycia, tS1-ICT ~ 18 ns, cz¹steczki 4-AP dezaktywuj¹ siê wy³¹cznie
w procesie fluorescencji, a kF = 5,6 × 107 s�1. Natomiast z rozpuszczalnikami pro-
tycznymi (HFIP, H2O, D2O) cz¹steczka 4-AP w stanie S1-ICT, poprzez grupy karbo-
nylowe, tworzy silne wi¹zania wodorowe (Rys. 6 i Rys. 7 oraz Tab. 2 i 3 [30]).
Prowadzi to do bardzo szybkiego powstania ekscipleksu pierwszego rodzaju
(S1-exc(1)). Poniewa¿ tS1-ICT dla 4-AP jest d³ugi (Tab. 2), zarówno w RCl, jak
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i w polarnych aprotycznych rozpuszczalnikach, to mo¿na przyj¹æ, ¿e tworzenie
S1-exc(1) z HFIP oraz z H2O i D2O jest praktycznie jedynym procesem dezaktywacji
4-AP w stanie S1-ICT. Brak jakichkolwiek zmian w po³o¿eniu i kszta³cie widm emi-
sji rozdzielonych w czasie (TRES) dla 4-AP w H2O (mierzonych na uk³adzie TCSPC
z rozdzielczo�ci¹ 0,61ps/ch) [33], a zarazem bardzo podobne po³o¿enie vF

max (t = 0)
w TRES i vF

max w stacjonarnym widmie emisji 4-AP w H2O oznacza, ¿e proces two-
rzenia wi¹zania wodorowego z udzia³em tego i podobnych rozpuszczalników
zachodzi rzeczywi�cie bardzo szybko.

W rozpuszczalnikach protycznych, inaczej ni¿ w RCl, warto�æ fF jest znacznie
mniejsza ni¿ 1,0, a g³ównym procesem dezaktywacji S1-exc(1) jest konwersja wew-
nêtrzna. Sta³a szybko�ci tego procesu zale¿y od energii S1-exc(1). Ta z kolei, przede
wszystkim zale¿y od ilo�ci i energii wszystkich wi¹zañ wodorowych tworzonych
przez cz¹steczkê 4-AP. W wodzie, w której w wyniku tworzenia wi¹zañ wodoro-
wych zarówno przez grupy karbonylowe, jak i grupê aminow¹, warto�æ ES1

 jest naj-
mniejsza, sta³a szybko�ci konwersji wewnêtrznej (kS1S0

) dla S1-exc(1) jest prawie
50 razy wiêksza od warto�ci kF. W rezultacie, warto�æ fF dla S1-exc(1) wynosi zale-
dwie 0,02, za� czas ¿ycia ulega skróceniu do 1 ns. Przy zamianie rozpuszczalnika
z H2O na D2O, obserwuje siê silny efekt izotopowy. Warto�æ kS1S0

 w D2O jest a¿
5,7 razy mniejsza ani¿eli w H2O, pomimo nieco mniejszej warto�ci ES1

 w D2O
(Tab. 2). Przyczyn¹ jest znacznie mniejsza warto�æ wspó³czynnika Francka-Con-
dona w D2O, ze wzglêdu na wyra�nie mniejsz¹ czêsto�æ drgania rozci¹gaj¹cego
O-D (n O-D ~ 2500 cm�1) ni¿ drgania O-H (n O-H ~ 3500 cm�1). Ten interesuj¹cy
wynik jest nie tylko bezpo�rednim potwierdzeniem tworzenia S1-exc(1) w tych roz-
puszczalnikach, ale �wiadczy o tym, ¿e silne wi¹zania wodorowe, tworzone przez te
rozpuszczalniki z grupami karbonylowymi cz¹steczki 4-AP, uczestnicz¹ bezpo�red-
nio w dezaktywacji S1-exc(1). We wszystkich rozpuszczalnikach silnie protycznych
(HFIP, H2O i D2O) warto�æ kF wynosi 2,2 × 107 s�1 i jest charakterystyczna dla
S1-exc(1). Dla 4-AP w protycznych rozpuszczalnikach obserwuje siê nie tylko
wyra�ne obni¿enie fF, ale tak¿e skrócenie tF. O tym, ¿e np. w HFIP warto�æ fF maleje
16 razy, w stosunku do otrzymanej warto�ci w 1-chloropropanie, za� tF ulega skró-
ceniu o 7 razy, decyduje ponad dwukrotnie wiêksza warto�æ kF dla 4-AP w stanie
S1-ICT w porównaniu z S1-exc(1).

Trudniej jest zinterpretowaæ wyniki fotofizyczne uzyskane dla 4-AP w DMSO,
a tak¿e w innych polarnych, ale aprotycznych rozpuszczalnikach. Warto�ci fF i tF
w DMSO s¹ podobne jak w 1-chloropropanie. Jednak wyniki solwatochromowe
w DMSO (Rys. 7) jednoznacznie �wiadcz¹ o tworzeniu stosunkowo silnych wi¹zañ
wodorowych przez dwa wi¹zania N-H grupy aminowej cz¹steczki 4-AP z atomem
tlenu rozpuszczalnika. Mo¿na by oczekiwaæ, ¿e wynikiem bêdzie tworzenie eksci-
pleksu drugiego rodzaju (S1-exc(2)). Niestety, brak zmian w widmach TRES (nawet
w czasach < 10 ps) mierzonych dla 4-AP w DMSO, a tak¿e zgodno�æ tych widm ze
stacjonarnym widmem emisji �wiadcz¹ o bardzo szybkim tworzeniu wi¹zañ wodo-
rowych. W efekcie, bezpo�rednia obserwacja tworzenia S1-exc(2) nie jest mo¿liwa.
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Po�rednim potwierdzeniem tworzenia nowego indywiduum w DMSO jest mniejsza
warto�æ kF = 4,7 × 107 s�1 w tym rozpuszczalniku ni¿ dla 4-AP w stanie S1-ICT,
otrzymana w RCl, kF = 5,6 × 107 s�1.

Warto zauwa¿yæ, ¿e dla N-metylo-4-aminoftalimidu we wszystkich rozpusz-
czalnikach otrzymano podobne wyniki spektralne (w szczególno�ci solwatochro-
mowe) i fotofizyczne jak dla 4-AP [30]. Pozwala to stwierdziæ, ¿e choæ grupa imi-
nowa w cz¹steczce 4-AP mo¿e tworzyæ wi¹zania wodorowe, to jednak ich obecno�æ
nie wp³ywa na mechanizm i dynamikê dezaktywacji, zarówno cz¹steczki 4-AP
w stanie S1-ICT, jak i S1-exc(1) i S1-exc(2).

Na przyk³adzie cz¹steczki 4-AP zawieraj¹cej grupê donorow¹ i akceptorow¹
pokazano, ¿e w wyniku jej wzbudzenia bardzo wyra�nie zmienia siê energia wi¹zañ
wodorowych, które ona tworzy. Mimo z³o¿onych w³a�ciwo�ci spektralnych i fotofi-
zycznych 4-AP (w szczególno�ci tworzeniu kilku ró¿nych wi¹zañ wodorowych)
mo¿liwe by³o okre�lenie, w oparciu o wyniki pomiarów spektralnych (szczególnie
solwatochromowych) i fotofizycznych, jakie indywidua istniej¹ w uk³adzie i jak
zmienia siê ich stê¿enie przy przej�ciu miêdzy dwoma stanami elektronowymi.
Ponadto, wyznaczenie najwa¿niejszych w³a�ciwo�ci fotofizycznych (tF, fF) cz¹steczki
4-AP w stanie S1-ICT oraz S1-exc, ³¹cznie z wynikami pomiarów solwatochromo-
wych w RCl oraz w HFIP i w DMSO, pozwoli³o na wyja�nienie przyczyn silnej
zale¿no�ci vF

max, tF, i fF od w³a�ciwo�ci otoczenia. Jest to kluczowe nie tylko dla
zbadania w³a�ciwo�ci spektralnych i fotofizycznych badanej cz¹steczki, ale jest tak¿e
warunkiem koniecznym poprawnego opisania w³a�ciwo�ci z³o¿onego uk³adu (np.
uk³adu mikrozorganizowanego w tym micelarnego), w którym cz¹steczkê tê stosuje
siê jako sondê.

Badania z u¿yciem cz¹steczki 4-AP przeprowadzili�my dla trzech popularnych
miceli zbudowanych z cz¹steczek surfaktantów dodecylo siarczanu sodu (SDS),
bromku heksadecylotrimetyloamoniowego (CTAB) i tritonu X-100 (TX-100)
[32, 33, 37]. G³ównymi celami tych badañ by³o stwierdzenie obecno�ci cz¹steczek
wody we wnêtrzu miceli i zbadanie, jak stê¿enie surfaktanta wp³ywa na w³a�ciwo�ci
miceli, a szczególnie na ich uwodnienie. Widma fluorescencji 4-AP w badanych
trzech uk³adach micelarnych s¹ podobne jak w wodzie, ale s¹ przesuniête hipso-
chromowo (Rys. 7). �wiadczy to o mniejszym stê¿eniu cz¹steczek H2O we wnêtrzu
miceli ani¿eli w samej wodzie jako rozpuszczalniku.

Wyniki pomiarów fotofizycznych dla 4-AP w micelach SDS, a w szczególno�ci
warto�ci fF, tF, kF (Tab. 2), s¹ podobne do odpowiednich uzyskanych w H2O. S¹ one
w pe³ni zgodne z wynikami spektralnymi i wskazuj¹ na to, ¿e dezaktywacja 4-AP
w stanie S1-ICT w micelach SDS ma miejsce prawie wy³¹cznie poprzez proces efek-
tywnego wygaszania przez cz¹steczki wody obecne w uk³adzie micelarnym. Two-
rzenie siê silnych wi¹zañ wodorowych z 4-AP prowadzi do powstania S1-exc(1),
podobnie jak w wodzie u¿ytej jako rozpuszczalnik. Jednak¿e ze wzglêdu na znacz-
nie ni¿sze stê¿enie wody w pobli¿u moleku³ 4-AP w micelach ni¿ w wodzie, czas
potrzebny do utworzenia S1-exc(1) w micelach jest znacznie d³u¿szy. Warto zauwa-
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¿yæ, ¿e wyznaczone TRES i powierzchniowo znormalizowane TRES (TRANES)
(Rys. 8, [33]) oraz interpretacja zale¿nych od czasu zmian po³o¿enia i kszta³tu tych
widm przedstawione w pracach [32, 33, 37] s¹ w pe³ni zgodne z wynikami badañ
solwatochromowych [30]. Dobrze widoczne zmiany w TRES dla 4-AP w micelach
SDS, obserwowane w czasach ~ 10�50 ps po wzbudzeniu, s¹ g³ównie wynikiem bardzo
wydajnego procesu tworzenia siê S1-exc(1).

Rysunek 8. Wykres TRANES dla 4-AP (c = 1 × 10�4 mol/dm3) w M-SDS (cSDS = 0,15 mol/dm3)
wygenerowane za pomoc¹ dopasowania krzywej log-normal, 2,44 ps/kana³, dla czasów opó�nieñ:

(i) � 0,00 ps, (ii) � 2,44 ps, (iii) � 4,88 ps, (iv) � 7,32 ps, (v) � 9,76 ps, (vi) � 12,2 ps, (vii) � 24,4 ps,
(viii) � 48,8 ps, (ix) � 100 ps, (x) � 200 ps, (xi) � 400 ps and (xii) � 800 ps.
Linia przerywana-liczba falowa, przy której znajduje siê punkt izoemisyjny

W czasach d³u¿szych od 50 ps po wzbudzeniu i a¿ do czasu 900 ps w widmie
TRANES obserwuje siê stosunkowo niewielkie zmiany spektralne zwi¹zane z od-
dzia³ywaniami niespecyficznymi powsta³ego S1-exc(1) z otoczeniem (Rys. 8). Po
tym czasie widmo TRANES jest takie samo jak stacjonarne widmo fluorescencji
4-AP w M-SDS w wodzie. Krzywe TRANES obserwowane dla czasów krótszych
ni¿ ~ 10 ps nie wspó³tworz¹ punktu izoemisyjnego. Wp³ywa na to ograniczona roz-
dzielczo�æ czasowa stosowanej aparatury pomiarowej i znacz¹cy wp³yw solwatacji
niespecyficznej na kszta³t i po³o¿enie widm w tym okresie czasu.

Warto zauwa¿yæ, ¿e obecno�æ punktu izoemisyjnego w TRANES dla 4-AP
w micelach SDS (Rys. 8) [32, 33] i micelach TX-100 [37] wskazuje na istnienie
w tych uk³adach dwóch indywiduów �wiec¹cych: cz¹steczki 4-AP w stanie S1-ICT
i S1-exc(1). W przedziale czasu, w którym punkt ten wystêpuje, procesem maj¹cym
najwiêkszy wp³yw na postaæ TRES 4-AP jest tworzenie wi¹zania wodorowego przez
grupê(y) karbonylow¹ cz¹steczki 4-AP z cz¹steczk¹(ami) wody, w wyniku czego
zwiêksza siê stê¿enie S1-exc(1). Poniewa¿ towarzyszy temu silnie batochromowe
przesuniêcie TRES, mo¿na powiedzieæ, ¿e powstaj¹ce wi¹zanie wodorowe wnosi
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najwiêkszy wk³ad w obserwowane w tym widmie zmiany spektralne [33, 37]. Nale¿y
podkre�liæ, ¿e uzyskane wyniki s¹ pierwsz¹ spektraln¹ ilustracj¹ rozseparowania
wp³ywu oddzia³ywañ specyficznych i niespecyficznych w ca³kowitym oddzia³ywa-
niu cz¹steczki sondy z jej otoczeniem.

3.  TIOKETONY,  UDZIA£  ODWRACALNYCH  PROCESÓW
FOTOCHEMICZNYCH  W  DEZAKTYWACJI  ZE  STANU  S2

Tioketony charakteryzuj¹ siê nietypowymi w³a�ciwo�ciami spektralnymi i foto-
fizycznymi [3, 7]. Zwi¹zki te próbuje siê wykorzystaæ w biologii i optyce nielinio-
wej [39, 40] oraz, jako sondy, w badaniach w³a�ciwo�ci uk³adów mikrozorganizo-
wanych (micelarnych i cyklodekstryn) [41�43]. W literaturze powszechnie przyj-
muje siê, ¿e ze wzglêdu na krótki czas ¿ycia cz¹steczek w stanie S1, a tym bardziej
w wy¿szych stanach singletowych, Sn (n > 1), procesy miêdzycz¹steczkowe prak-
tycznie nie uczestnicz¹ w dezaktywacji tych stanów. Jednak prowadzone od oko³o
dwudziestu lat badania tioketonów alifatycznych i aromatycznych jednoznacznie
pokaza³y, ¿e we wszystkich rozpuszczalnikach z wyj¹tkiem perfluorowêglowodo-
rów (PF), g³ównym, a czêsto dominuj¹cym (o wydajno�ci > 90%) procesem dezak-
tywacji ze stanu S2(p,p*), jest miêdzycz¹steczkowe wygaszanie przez rozpuszczal-
nik [3, 5, 7, 44]. Powodem jest wyj¹tkowo du¿a reaktywno�æ grupy tiokarbonylowej
w stanie S2. Sprawia to, ¿e procesy wygaszania miêdzycz¹steczkowego, niezale¿nie
od natury u¿ytego rozpuszczalnika i mechanizmu tego procesu, przebiegaj¹ z bar-
dzo du¿¹ sta³¹ szybko�ci (pseudopierwszego rzêdu), ks = 1010�1011 s�1 [5, 44�47].
W rezultacie, wygaszanie powoduje znacz¹ce skrócenie czasu ¿ycia w stanie S2, tS2

i obni¿enie fF tioketonów w sytuacji, kiedy PF (w których zanik tioketonów w stanie
S2 jest ca³kowicie wewn¹trzcz¹steczkowy) zast¹pi siê rozpuszczalnikiem bardziej
reaktywnym lub silniej oddzia³uj¹cym, np. nasyconym wêglowodorem. Dla cz¹s-
teczki benzopyrantionu (BPT), Rys. 9, typowego tioketonu aromatycznego, w stanie
S2 w perfluoroheksanie otrzymano tS2

 = 187,2 ps, za� w heksanie czas ¿ycia uleg³
dziesiêciokrotnemu skróceniu, tS2

 = 19,5 ps [48]. Pikosekundowe czasy ¿ycia
wyznaczono z zaniku fluorescencji metod¹ TCSPC, a mierzone krzywe zaniku mia³y
zawsze przebieg jednowyk³adniczy, niezale¿nie od d³ugo�ci fali wzbudzenia (w za-
kresie pasma absorpcji S0�S2) oraz d³ugo�ci fali emisji (w zakresie widma fluores-
cencji S2�S0). Wyniki te �wiadcz¹ o tym, ¿e jedynym indywiduum emituj¹cym
w reaktywnych rozpuszczalnikach wêglowodorowych s¹ tioketony w stanie S2. Dla-
tego w celu zbadania mechanizmu wygaszania oraz obserwacji powstaj¹cych indy-
widuów przej�ciowych, konieczne by³o u¿ycie metody absorpcji przej�ciowej o fem-
tosekundowej rozdzielczo�ci czasowej. Metoda ta pozwala na uzyskanie kinetycz-
nych danych o zachodz¹cych procesach w postaci sygna³ów: depopulacji stanu pod-
stawowego w wyniku wzbudzenia próbki impulsem laserowym, emisji wymuszonej
ze stanu S2 do stanu podstawowego, absorpcji ze stanów S2 i T1, oraz powstaj¹cych
indywiduów przej�ciowych, w szczególno�ci rodników nie�wiec¹cych.
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Rysunek 9. Stacjonarne widmo absorpcji i widmo fluorescencji (lwzb = 370 nm) BPT (1 × 10�4 mol/dm3)
w n-heksanie.

Wyniki badañ metod¹ absorpcji przej�ciowej o femtosekundowej rozdzielczo-
�ci czasowej dla BPT wzbudzonego do stanu S2 w heksanie przedstawiono na
Rys. 10. W widmach absorpcji przej�ciowej bezpo�rednio po wzbudzeniu, obser-
wuje siê dwa pasma: w zakresie 570�750 nm, zwi¹zane z przej�ciem S2®Sn,
i w zakresie 430�570 nm wymuszonej fluorescencji S2®S0. Widmo tej emisji
dobrze zgadza siê ze stacjonarnym widmem fluorescencji (Rys. 9). Dla czasów opó�-
nieñ 3�40 ps intensywno�æ obu pasm silnie maleje i stosunkowo niewiele zmienia
kszta³t. Dla czasu opó�nienia 100 ps i d³u¿szych obserwuje siê widmo absorpcji
przej�ciowej zwi¹zanej z przej�ciem ze stanu T1 do wy¿szych stanów Tn [5]. Widmo
to ma taki sam kszta³t jak widmo zmierzone dla znacznie d³u¿szych czasów opó�-
nieñ 10�8 s (na uk³adzie nanosekundowej absorpcji przej�ciowej), kiedy w roztwo-
rze obecne s¹ wy³¹cznie cz¹steczki BPT w stanie T1. Wyznaczone zarówno z pasma
absorpcji przej�ciowej jak i emisji wymuszonej, kinetyki zaniku maj¹ przebieg jed-
nowyk³adniczy. Wyznaczony czas ¿ycia wynosi tS2

 = 19,7 ps i jest taki sam jak
wyznaczony z zaniku fluorescencji metod¹ TCSPC [48]. Wyniki te �wiadcz¹ o tym,
¿e w widmie absorpcji przej�ciowej obserwuje siê jedynie cz¹steczkê BPT w stanie
S2 i T1. Brak sygna³u ze stanu S1 wynika z jego bardzo krótkiego czasu ¿ycia,
tS1

 < 1 ps. Jest to charakterystyczne dla tioketonów aromatycznych, dla których
przerwa energetyczna DE( S1-T1) jest ma³a (< 1000 cm�1) [5, 49, 50].
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Rysunek 10. (a) Widma absorpcji przej�ciowej dla BPT w n-heksanie po wzbudzeniu lwzb = 400 nm,
mierzone dla czasów opó�nieñ od 1 do 100 ps, (b) kinetyki mierzone dla d³ugo�ci fal 465 i 655 nm

Nasze wcze�niejsze badania wskazywa³y na to, ¿e miêdzycz¹steczkowe
oddzia³ywanie pomiêdzy grup¹ C=S cz¹steczki tioketonu w stanie S2 i bêd¹cym
w pobli¿u wi¹zaniem C�H cz¹steczki rozpuszczalnika prowadzi do bardzo wydaj-
nego, prawie odwracalnego, odrywania atomu wodoru, powoduj¹cego wygaszanie
aromatycznych S2-tioketonów [3, 5, 45, 48]. Na przebieg tego procesu wskazywa³
efekt podstawienia izotopowego. Stosunek sta³ych szybko�ci wygaszania S2-tioke-
tonów przez wêglowodory i ich pochodne deuterowane wynosi kH/kD = 2�3 [3, 45, 48].
Wydajno�æ kwantowa zaniku fotochemicznego badanych tionów w tych warunkach
jest ma³a (poni¿ej 10�2 [7, 51]), co �wiadczy o bardzo du¿ej odwracalno�ci procesu
wygaszania. W oparciu o uzyskane wyniki badañ fotochemicznych tioketonów
w stanie S2 w rozpuszczalnikach wêglowodorowych, wielokrotnie przyjmowano two-
rzenie rodników tililowych i tioketylowych, jako indywiduów przej�ciowych w tych
procesach [52�56]. Mimo tego, do chwili obecnej nie uda³o siê stwierdziæ tworze-
nia takich rodników ani te¿ zarejestrowaæ ich widm absorpcji przej�ciowej przy
wzbudzeniu tioketonów do stanu S2.

Proces odrywania atomu wodoru od cz¹steczek rozpuszczalnika i tworzenie
w nim rodników ketylowych by³ stosunkowo szeroko badany dla cz¹steczek keto-
nów w stanie trypletowym T1 (n,p*) [57, 58]. Natomiast bardzo niewiele wiadomo
na temat rodników powstaj¹cych w procesie wygaszania stanu S1, a tym bardziej
rodników i ekscipleksów powstaj¹cych z wy¿szych stanów singletowych Sn (n ³ 2)
[3�6, 47, 59]. W oparciu o wyniki badañ eksperymentalnych i obliczeñ teoretycz-
nych dla ketonów alifatycznych i azoalkanów, wzbudzonych do stanu S1(n,p*)
[4, 6, 60], stwierdzono, ¿e dezaktywuj¹ siê one w miêdzycz¹steczkowym procesie
wygaszania i mog¹ tworzyæ rodniki albo dezaktywowaæ siê na drodze konkurencyj-
nego procesu przecinania sto¿kowego. Powy¿sze dane literaturowe pozwalaj¹
wyja�niæ, z jakiej przyczyny w widmie absorpcji przej�ciowej BPT wzbudzonego
do stanu S2 w heksanie (podobnie jak w kilku innych wêglowodorach, w tym
w cykloheksanie) nie widaæ sygna³u pochodz¹cego od rodników tioketylowych
i/lub tililowych [5], mimo ¿e rozdzielczo�æ czasowa i czu³o�æ stosowanego femto-
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sekundowego spektrometru absorpcji przej�ciowej jest wystarczaj¹co du¿a. Przy-
czyn¹ mo¿e byæ bardzo krótki czas ¿ycia tych rodników tR < 3 ps, znacznie krótszy
od czasu ¿ycia BPT w stanie S2, tS2

 ~ 20 ps. Taka relacja czasów ¿ycia powoduje, ¿e
choæ wydajno�æ tworzenia rodników nie jest ma³a, to jednak ich chwilowe stê¿enie
jest zbyt ma³e, aby mog³o byæ bezpo�rednio obserwowane. O bardzo krótkim czasie
¿ycia rodników powstaj¹cych z BPT w stanie S2 mo¿e decydowaæ bardzo szybki
proces ich rekombinacji pierwotnej w klatce rozpuszczalnika. Jak dot¹d, proces
takiej rekombinacji we wzbudzonym stanie singletowym by³ badany dla rodników
powsta³ych w wyniku wewn¹trzcz¹steczkowej fotodysocjacji ma³ych, 2�3 atomo-
wych [61�66], b¹d� wieloatomowych cz¹steczek [54, 67�69]. Najkrótszy czas trwania
procesu rekombinacji w tych uk³adach wynosi³ kilka pikosekund [67]. Natomiast
do tej pory nie badano procesu rekombinacji par rodników uformowanych w miê-
dzycz¹steczkowym procesie odrywania wodoru od cz¹steczki rozpuszczalnika przez
krótko¿yj¹ce reaktywne cz¹steczki we wzbudzonym stanie singletowym. Warto zau-
wa¿yæ, ¿e de Mayo i wspó³pracownicy [55, 56], w oparciu o analizê stacjonarnych
wyników fotochemicznych, przyjêli, ¿e czas ¿ycia rodników powstaj¹cych w proce-
sie wygaszania alifatycznego tioketonu S2-adamantanotionu przez cz¹steczki cyklo-
heksanu wynosi zaledwie 2 ps. Niestety, ta bardzo ciekawa propozycja nie zosta³a
do tej pory zweryfikowana przez bezpo�redni¹ obserwacjê tworzenia i zaniku powsta-
j¹cych rodników. Jest tak¿e mo¿liwe, ¿e brak sygna³u absorpcji przej�ciowej pocho-
dz¹cej od rodników jest wynikiem przebiegu bardzo szybkiego konkurencyjnego
procesu przecinania sto¿kowego. Mechanizm tego procesu o naturze chemicznej
mo¿na ogólnie opisaæ jako miêdzycz¹steczkowy proces dezaktywacji bezpromieni-
stej poprzez oddzia³ywanie wyj¹tkowo reaktywnej grupy tiokarbonylowej cz¹steczki
BPT w stanie S2 i wi¹zania C�H o dostatecznie ma³ej energii w cz¹steczce rozpusz-
czalnika (wygaszacza). Jak pokaza³ Nau ze wspó³pracownikami, proces ten mo¿e
uczestniczyæ w dezaktywacji wzbudzonych cz¹steczek ketonów alifatycznych i aza-
alkanów w stanie S1 (n, p*), w dostatecznie reaktywnych rozpuszczalnikach
[4, 6, 60]. W warunkach tych proces odrywania atomu wodoru od cz¹steczki roz-
puszczalnika jest procesem uprzywilejowanym energetycznie. W przypadku BPT
w stanie S2, w wêglowodorach prowadzi to do przecinania krzywych energii poten-
cjalnej stanu S2 ze stanem wzbudzonym S1 wzd³u¿ wspó³rzêdnej reakcji odpowia-
daj¹cej odrywaniu atomu wodoru od cz¹steczki rozpuszczalnika (Rys. 11) [5].
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Rysunek 11. Schemat krzywych energii potencjalnej dla procesu przecinania sto¿kowego miêdzy stanem
S2 i S1 oraz odrywania atomu wodoru z cz¹steczki rozpuszczalnika RH przez cz¹steczkê BPT

wzbudzon¹ do stanu S2

Wydaje siê, ¿e cz¹steczki wielu zwi¹zków, szczególnie zawieraj¹cych hetero-
atomy posiadaj¹ce elektrony z trzeciej i wy¿szych pow³ok walencyjnych oraz reak-
tywne grupy funkcyjne lub te¿ pojedyncze wi¹zania o ma³ej energii, po wzbudzeniu
do stanów Sn (n ³ 2) o wysokiej energii, podobnie jak tioketony w stanie S2, mog¹
ulegaæ dezaktywacji z udzia³em procesów miêdzycz¹steczkowych. Warto zauwa-
¿yæ, ¿e wzbudzenie tych cz¹steczek do stanów Sn (n ³ 2) ma czêsto miejsce zarówno
w laboratorium, jak i w wyniku absorpcji promieniowania s³onecznego. Dlatego
wyniki zaprezentowane dla tioketonów w stanie S2 mog¹ mieæ charakter modelowy.

NAJWA¯NIEJSZE  WNIOSKI

W pracy zaprezentowano wyniki badañ spektralnych i fotofizycznych uzys-
kane przez nas dla cz¹steczek bêd¹cych przedstawicielami trzech ró¿nych klas zwi¹z-
ków:

� zasad Schiffa � posiadaj¹cych silne wewn¹trzcz¹steczkowe wi¹zania wo-
dorowe, tworz¹cych kilka fototautomerów,

� aminoftalimidów � posiadaj¹cych stany elektronowe typu LE i ICT, two-
rz¹cych ekscipleksy poprzez wi¹zania wodorowe z cz¹steczkami rozpuszczalników,

� tioketonów � zawieraj¹cych w stanie S2 wyj¹tkowo reaktywn¹ grupê tiokar-
bonylow¹, ulegaj¹cych wygaszaniu przez cz¹steczki rozpuszczalników o ró¿nych
w³a�ciwo�ciach.

Warto podkre�liæ, ¿e dla wszystkich badanych zwi¹zków, niezale¿nie od z³o¿o-
nych mechanizmów ich dezaktywacji przebiegaj¹cych z bardzo ró¿n¹ dynamik¹,
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dominuj¹cym koñcowym procesem jest odtwarzanie niezmienionego chemicznie
substratu w stanie podstawowym.

Koniecznym warunkiem poprawnego zinterpretowania z³o¿onych w³a�ciwo�ci
badanych zwi¹zków w stanach elektronowo wzbudzonych jest dobór rozpuszczal-
ników o odpowiednich w³a�ciwo�ciach. Umo¿liwia to zbadanie roli niespecyficz-
nych i specyficznych (wi¹zañ wodorowych) oddzia³ywañ z rozpuszczalnikiem oraz
obserwacjê zarówno wewn¹trzcz¹steczkowych, jak i miêdzycz¹steczkowych proce-
sów dezaktywacji.

Uzyskanie zaprezentowanych wyników by³o mo¿liwe dziêki u¿yciu stacjonar-
nych i rozdzielczych w czasie laserowych metod spektroskopii absorpcyjnej i emi-
syjnej, o rozdzielczo�ci czasowej piko- i femtosekundowej.

Otrzymane wyniki mog¹ byæ pomocne w badaniach zwi¹zków o podobnych
w³asno�ciach oraz uk³adów bardziej z³o¿onych, w tym równie¿ uk³adów biologicz-
nych.
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ABSTRACT

Gramicidin D (gD) is a naturally occurring mixture of six linear pentadecapep-
tides produced by Bacillus brevis species in soil, which exhibit significant antibac-
terial activity against all Gram+ bacteria. The peptides are modified at both ends
and the six forms differ at 1st (Val or Ile) and 11th (Trp, Phe or Tyr) positions.
The most populated gramicidin A (VgA) has a sequence CH(O)-Val1-Gly-Ala-D-
-Leu-Ala-D-Val-Val-D-Val-Trp-D-Leu-Trp 11-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-
-NHCH2CH2OH.

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

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

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

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

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

S³owa kluczowe: kompleksy gramicydyny, struktura krystaliczna gramicydyny,
heterogeniczno�æ dimerów gramicydynowych, rozk³ad kationów w dimerach
gramicydynowych
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WSTÊP

Pierwsza wzmianka o gramicydynie D pochodzi z 1939 roku, kiedy to Dubos
wyizolowa³ j¹ z bakterii glebowych Bacillus brevis [1�3]. W 1944 roku doniesiono
o bakteriobójczych w³a�ciwo�ciach tej substancji zwalczaj¹cej bakterie Gram
dodatnie [4], a wiêc posiadaj¹ce tylko pojedyncz¹, cytoplazmatyczn¹ b³onê komór-
kow¹. Sk³ad mieszaniny sze�ciu peptydów liniowych, zwanej gramicydyn¹ D, oraz jej
budowê chemiczn¹ okre�li³ Sarges [5�7].

Kolejnym wa¿nym etapem by³o odkrycie przez Pressmana w 1965 roku
mechanizmu bakteriobójczego dzia³ania gramicydyny, w wyniku samoasocjacji jej
cz¹steczek, w tzw. kana³y gramicydynowe [8] transportuj¹ce m.in. kationy K+ i Na+,
zgodnie z gradientem stê¿eñ. Wywo³ane tym zaburzenia fizjologicznych stê¿eñ
wymienionych jonów powoduj¹ �mieræ komórek bakteryjnych.

Pierwsze modele kana³ów gramicydynowych powsta³y w latach siedemdzie-
si¹tych. Najpierw Urry zaproponowa³ model kana³u jako jednoniciowego dimeru,
w którym dwie helikalnie zwiniête cz¹steczki gramicydyny ustawiaj¹ siê do siebie
N-koñcami (antyrównolegle, g³owa do g³owy) [9]. Nastêpnie Veatch ze wspó³pra-
cownikami opracowa³ model kana³u jako dwuniciowego dimeru z wzajemnie owi-
niêtymi wokó³ siebie peptydami gramicydyny, biegn¹cymi w przeciwnych kierun-
kach [10, 11]. Oba modele dobrze obja�nia³y najwa¿niejsz¹ w³a�ciwo�æ gramicydyny,
jak¹ jest tworzenie kana³ów zdolnych do transportowania kationów.

Niniejsze opracowanie opiera siê przede wszystkim na wysokorozdzielczych
badaniach rentgenograficznych i odnosi siê do wyników osi¹gniêtych innymi meto-
dami tylko w zakresie niezbêdnym do opisania i zrozumienia poruszanych zagad-
nieñ.

Pierwsze kryszta³y gramicydyny otrzyma³a w 1949 r. Dorothy Hodgkin, pó�-
niejsza laureatka (1964) Nagrody Nobla za rozwi¹zanie struktury krystalicznej wita-
miny B12 [12]. Jednak ówczesne próby rozwi¹zania struktury gramicydyny zakoñ-
czy³y siê niepowodzeniem. Musia³o up³yn¹æ prawie 40 lat, zanim w 1988 roku,
w tym samym numerze �Science�, ukaza³y siê dwa artyku³y opisuj¹ce strukturê gra-
micydyny. Jeden z nich, autorstwa Langsa [13], opisywa³ strukturê kryszta³ów tego
peptydu w stanie wolnym. Drugi, autorstwa Wallace i Ravikumara � strukturê kom-
pleksu gramicydyny z chlorkiem cezu [14]. W kolejnych latach Langs otrzyma³
i rozwi¹za³ strukturê jednosko�nej odmiany polimorficznej wolnej gramicydyny [15],
a Doyle i Wallace, izostrukturalnego kompleksu z rodankiem potasu [16]. Wyniki
tych badañ strukturalnych, zw³aszcza kompleksowanej gramicydyny, która w krysz-
ta³ach zawiera³a kationy litowców wewn¹trz helikalnie zwiniêtego dimeru, sta³y siê
podstaw¹ proponowanych modeli dzia³ania kana³u gramicydynowego, mimo niskiej
rozdzielczo�ci u¿ytych danych oraz kilku istotnych krystalochemicznych nieprawi-
d³owo�ci, opisanych poni¿ej. Natomiast struktury krystaliczne wolnej gramicydyny,
mimo i¿ jako�ciowo o wiele lepsze od struktur krystalicznych jej kompleksów
z solami jednowarto�ciowych kationów, maj¹ mniejsze znaczenie z biologicznego
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punktu widzenia, bowiem w cylindrycznych dimerach gramicydyny tej formy nie
mieszcz¹ siê ani kationy, ani woda.

1.  BUDOWA  GRAMICYDYNY

Gramicydyna D (gD) jest mieszanin¹ sze�ciu naturalnych hydrofobowych pen-
tadekapeptydów z reszt¹ formylow¹ na N-koñcach i reszt¹ etanoloaminow¹ na
C-koñcach, wytwarzan¹ przez mikroorganizmy glebowe Bacillus brevis. Ten jono-
forowy antybiotyk dzia³aj¹cy na bakterie Gram+ zawiera sze�æ liniowych form ró¿-
ni¹cych siê rodzajem aminokwasu w pozycji 1 (Val w Vg lub Ile w Ig) i 11 (Trp
w gA, Tyr w gC lub Phe w gB). Gramicydyna D zawiera przeciêtnie 80% gA,
5% gB, 15% gC, w tym jest 80% Vg, i 20% Ig [17], a sekwencja dominuj¹cej formy,
zwanej gramicydyn¹ A (VgA), jest nastêpuj¹ca:

CH(O)-Val1-Gly2-Ala3-D-Leu4-Ala5-D-Val6-Val7-D-Val8-
-Trp9-D-Leu10-Trp11-D-Leu12-Trp13-D-Leu14-Trp15-NHCH2CH2OH

Schemat 1. Sekwencja aminokwasów w walinogramicydynie A (VgA)

Najwa¿niejsz¹ cech¹ gramicydyny jest naprzemienno�æ konfiguracji D i L two-
rz¹cych j¹ aminokwasów. Od chwili okre�lenia budowy gramicydyny by³o jasne, ¿e
naprzemienno�æ aminokwasów D i L (achiralna glicyna znajduje siê w miejscu przy-
nale¿nym aminokwasom szeregu D), rodzaj aminokwasów w niej obecnych oraz
blokowanie koñców N i C tego peptydu nie s¹ przypadkowe i wi¹¿¹ siê z mo¿li-
wo�ci¹ wbudowywania gramicydyny w b³ony lipidowe. Nie by³o natomiast jasne,
dlaczego w pozycji 1 mo¿e wystêpowaæ walina (Vg) lub izoleucyna (Ig), a w pozy-
cji 11 tryptofan (gA), tyrozyna (gC) lub fenyloalanina (gB) (Schemat 1), i jaki jest
sens wystêpowania takich modyfikacji.

1.1.  ROLA  NAPRZEMIENNO�CI  AMINOKWASÓW  D  I  L

Z topologicznego punktu widzenia, drugorzêdow¹ strukturê gramicydyny we
wszystkich do chwili obecnej rentgenograficznie zbadanych kryszta³ach tworz¹ dwa
antyrównolegle biegn¹ce ³añcuchy peptydowe, po³¹czone wi¹zaniami wodorowymi
pomiêdzy grupami amidowymi (Rys. 1 [18, 19]), tak jak w antyrównoleg³ej b-kartce
(b-arkuszu).
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Rysunek 1. Struktura antyrównoleg³ej b-kartki:
a) widok z góry, b) widok z boku [18, 19]

W przypadku bia³ek zbudowanych z aminokwasów naturalnych (szeregu L),
b-kartka jest pofa³dowan¹ warstw¹, w której ³añcuchy boczne aminokwasów, przyj-
muj¹cych preferowane konformacje wokó³ wi¹zañ Ca�C(O) oraz Ca�N (Rys. 1),
znajduj¹ siê naprzemiennie po obu stronach b-kartki. Zawada przestrzenna, spowo-
dowana obecno�ci¹ ³añcuchów bocznych, wymusza skrêt jednostek peptydowych
w stosunku do siebie, przy czym wiêkszo�æ b-kartek ma tendencjê do skrêcania siê
w lewo. W przypadku gramicydyny, wobec naprzemiennego wystêpowania amino-
kwasów D i L, wszystkie ³añcuchy boczne w dimerycznej b-kartce s¹ po tej samej
stronie kartki, powoduj¹c jej jeszcze silniejsze zakrzywianie siê i w koñcu, zamyka-
nie za pomoc¹ wi¹zañ wodorowych w formê krótkiej rurki, zwanej kana³em grami-
cydynowym (Rys. 2).

Rysunek 2. Struktura dwuniciowego antyrównoleg³ego dimeru gramicydyny D:
a) widok z boku kana³u gramicydynowego, a) widok wzd³u¿ osi helisy
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1.2.  ROLA  HETEROGENICZNO�CI  GRAMICYDYNY

Na podstawie pomiarów elektrofizjologicznych stwierdzono, ¿e rodzaj amino-
kwasu w pozycji 11 ma du¿e znaczenie dla funkcjonowania kana³u gramicydyno-
wego, poniewa¿ wp³ywa na czas otwarcia kana³u oraz jego w³a�ciwo�ci transportu-
j¹ce [20�22]. Rodzaj aminokwasu w pozycji 11 (Trp w gA, Phe w gB czy Tyr w gC)
wp³ywa na energiê wi¹zania kationów w kanale, a tak¿e na transport pojedynczego
kationu [21]. Potwierdzeniem takiego wp³ywu aminokwasu w pozycji 11 s¹ wyniki
pomiarów przewodnictwa dla pojedynczego kana³u, wykonane dla gramicydyn
liniowych i ich analogów [21, 22]. Natomiast heterogeniczno�æ, zwi¹zana z obec-
no�ci¹ w pozycji 1 waliny lub izoleucyny, nie ma wp³ywu na przewodnictwo kana³u
gramicydynowego, co znajduje swój wyraz równie¿ w katalogach producentów che-
mikaliów, w których oferowane s¹ przewa¿nie gramicydyny A i D (mieszanina gA,
gB i gC) bez wyszczególniania, jaki jest w nich udzia³ walinogramicydyn i izoleu-
cynogramicydyn [23].

2.  BUDOWA  KANA£ÓW  GRAMICYDYNOWYCH  W  KRYSZTA£ACH

Pojêcie kana³ gramicydynowy w pracach biologicznych oznacza dimer grami-
cydyny, który wbudowuj¹c siê w b³onê komórkow¹, tworzy w niej otwór (kana³),
przez który mog¹ przep³ywaæ jednowarto�ciowe kationy [24].

2.1.  KANA£Y  GRAMICYDYNOWE.  DIMERY  JEDNO-  CZY  DWUNICIOWE?

Udzia³ i pozycja poszczególnych aminokwasów w gramicydynie (Schemat 1)
nie s¹ przypadkowe. Bli¿ej N-koñca wystêpuj¹ wy³¹cznie aminokwasy alifatyczne
(najwiêcej waliny), za� bli¿ej C-koñca wystêpuj¹ na przemian leucyna i tryptofan,
a wiêc aminokwasy z najwiêkszymi ³añcuchami bocznymi, przy czym tryptofan,
choæ mo¿e tworzyæ wi¹zania wodorowe, ma znaczn¹ lipofilowo�æ, porównywaln¹
z leucyn¹ [25]. Nie ulega w¹tpliwo�ci, ¿e taki sk³ad aminokwasów zapewnia du¿e
powinowactwo gramicydyny do lipofilowego �rodowiska b³ony komórkowej, zw³asz-
cza ¿e zwiniêty dimer gramicydynowy (kana³) ma ukryte w swym wnêtrzu i zablo-
kowane wi¹zaniami wodorowymi hydrofilowe ugrupowania peptydowe, podczas
gdy na zewn¹trz kana³u wystaj¹ ³añcuchy boczne o znacznej lipofilowo�ci (Rys. 2).

Grupowanie siê aminokwasów z ³añcuchami bocznymi zdolnymi do tworzenia
wi¹zañ wodorowych (Trp w gA i Tyr w gC) blisko koñców antyrównoleg³ych dime-
rów gramicydynowych, wystêpuj¹ce w obu odmianach antyrównoleg³ych dimerów
zarówno typu jedno-, jak i dwuniciowego, sprzyja poprzecznemu ustawianiu siê
kana³u w b³onie komórkowej, dziêki czemu ³añcuchy boczne tych aminokwasów
oraz grupy hydroksyetylenoaminowe znajduj¹ siê bli¿ej fazy wodnej (granicy b³ony),
podczas gdy ³añcuchy boczne pozosta³ych aminokwasów, prawie wy³¹cznie alifa-
tycznych, s¹ �zanurzone� w lipofilowym �rodowisku tej b³ony.
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Poprzeczne ustawienie cylindrycznych dimerów gramicydyny w b³onie umo¿-
liwia im pe³nienie roli kana³ów jonowych, transportuj¹cych zgodnie z gradientem
stê¿eñ kationy, dziêki hydrofilowemu charakterowi wnêtrza wszystkich typów dime-
rów gramicydyny. Jednak w zale¿no�ci od wewnêtrznej �rednicy dimerów, zale¿nej
z kolei od topologii miêdzy- i wewn¹trzcz¹steczkowych wi¹zañ wodorowych ³¹cz¹-
cych ³añcuchy dimeru, nie mieszcz¹ siê w jego wnêtrzu ani jony, ani woda.

Potwierdzaj¹ to rentgenograficzne badania kryszta³ów wolnej gramicydyny
otrzymywanych z czystych rozpuszczalników organicznych, które zawieraj¹ anty-
równoleg³e dimery o �rednicy wewnêtrznej mniejszej od 2 Å , a wiêc zbyt ma³ej by
pomie�ciæ kationy lub wodê [13]. Natomiast kryszta³y gramicydyny, otrzymywane
w obecno�ci soli jednowarto�ciowych kationów, zawieraj¹ te kationy oraz znaczn¹
liczbê cz¹steczek wody wewn¹trz dimerów, dziêki wiêkszej ich �rednicy wynosz¹-
cej ok. 4 Å  [26�28].

Poprzeczne ustawianie siê dimerów gramicydyny umo¿liwiaj¹ce im pe³nienie
roli kana³ów jonowych dotyczy zarówno formy HHSH (ang. head to head single
helices), znanej równie¿ jako antyrównoleg³y jednoniciowy dimer, w którym helisy
gramicydynowe zwrócone s¹ do siebie N-koñcami, jak i odmiany DSDH (ang.
double stranded double helix), zwanej te¿ antyrównoleg³ym dwuniciowym dime-
rem, wystêpuj¹cej we wszystkich do chwili obecnej zbadanych rentgenograficznie
gramicydynach, w której mamy do czynienia z dwoma przeciwnie zorientowanymi,
wzajemnie oplataj¹cymi siê helisami gramicydynowymi (Rys. 3).

Rysunek 3. Dwa g³ówne modele antyrównoleg³ego dimeru gramicydynowego:
a) dwuniciowy b) jednoniciowy, c) dimer jednoniciowy [29] w powiêkszeniu z pominiêtym ³añcuchem

bocznym dla przejrzysto�ci rysunku.

Choæ dzisiaj nikt nie kwestionuje dimerycznej natury fizjologicznie aktywnych
kana³ów gramicydynowych, nie do koñca rozstrzygniêto sprawê ich struktury. Praw-
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dopodobnie jest to wymodelowany przez Urry�ego [8, 9, 30] antyrównoleg³y dimer
jednoniciowy (HHSH). St¹d te¿ propozycja na razie jeszcze powszechnie niezaak-
ceptowana, aby dimery HHSH nazywaæ kana³ami a DSDH porami [31�33].

Obie wymienione formy maj¹ tak¹ sam¹ ³¹czn¹ d³ugo�æ ok. 30 Å , a wiêc znacz-
nie mniej ni¿ grubo�æ b³ony komórkowej. Niemniej jednak fakt transportowania
kationów przez sztuczne b³ony z wbudowanymi dimerami gramicydyny [34, 35]
oraz obserwowane zmniejszenie grubo�ci b³ony w pobli¿u kana³u gramicydyno-
wego potwierdzaj¹ mo¿liwo�æ wystêpowania dimeru w charakterze kana³u grami-
cydynowego.

2.2.  RÓWNOLEG£E  CZY  ANTYRÓWNOLEG£E  U£O¯ENIE  HELIS
W  DIMERACH?

Jak ju¿ wspomnieli�my wcze�niej, mimo i¿ wystêpuj¹ca w stanie krystalicz-
nym gramicydyna ma strukturê b-kartki, z powodu naprzemienno�ci konfiguracji
aminokwasów i wystêpowania ³añcuchów bocznych po tej samej stronie b-kartki,
nastêpuje jej zwijanie daj¹ce helikalny przebieg ³añcucha peptydowego i przybli¿one
podobieñstwo drugorzêdowej struktury gramicydyny do a-helisy bia³kowej. Cho-
cia¿ w roztworze stwierdzono wystêpowanie zarówno dimerów o równoleg³ym, jak
i antyrównoleg³ym u³o¿eniu helis gramicydynowych [36], w kryszta³ach do chwili
obecnej zaobserwowano jedynie odmiany antyrównoleg³e. Wszystkie one zosta³y
otrzymane z rozpuszczalników organicznych, przewa¿nie alkoholi, które stanowi¹
�rodowisko izotropowe, a wiêc znacznie odbiegaj¹ce od warunków istniej¹cych
w realnych b³onach komórkowych. Takie warunki sprzyjaj¹ wystêpowaniu w krysz-
ta³ach antyrównoleg³ych dimerów gramicydynowych typu dwuniciowego (DSDH).
Próby krystalizacji w anizotropowych macierzach organicznych i micelach, które
mia³y spowodowaæ krystalizacjê jednoniciowych lub równoleg³ych dimerów, nie
powiod³y siê.

2.3.  HELISY  PRAWO-  CZY  LEWOSKRÊTNE?

Najciekawszym chyba problemem, z jakim przysz³o zmierzyæ siê wszystkim
badaczom zajmuj¹cym siê gramicydyn¹, jest okre�lenie kierunku skrêtu ich helis.
Badania NMR i CD wskazuj¹ na obecno�æ dimerów jedno- i dwuniciowych, z heli-
sami gramicydynowymi prawo- lub lewoskrêtnymi, uk³adaj¹cymi siê równolegle
lub antyrównolegle [9, 10, 15, 30, 37]. Natomiast badania rentgenograficzne,
w których wykryto jedynie dwuniciowe antyrównoleg³e dimery, pokazuj¹ helisy lewo-
skrêtne w przypadku wolnej gramicydyny [13, 38] i helisy o obu skrêtno�ciach
(patrz paragraf 3.3) w przypadku kompleksów soli potasowców z gramicydyn¹ [14,
16, 20, 27, 28, 39]. Co ciekawe, w laboratorium Wallace otrzymano dwie struktury
krystaliczne kompleksów gramicydyny z CsCl i z KSCN, w których helisy pepty-
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dowe by³y lewoskrêtne [14, 16], podczas gdy we wszystkich tego typu strukturach
krystalicznych zbadanych w grupie Duaxa [20, 26, 39, 40] helisy by³y prawoskrêtne,
mimo zastosowania tych samych metod i warunków krystalizacji.

Prawoskrêtne by³y równie¿ dwuniciowe helisy gramicydynowe w zbadanych
przez nasz Zespó³ kryszta³ach piêciu kompleksów gramicydyn, w tym równie¿
z CsCl i KSCN [27, 28]. Wszystkie piêæ kryszta³ów zosta³o zmierzonych z u¿yciem
promieniowania synchrotronowego, w temp. 100 K, co pozwoli³o osi¹gn¹æ rozdziel-
czo�æ atomow¹ (Tabela 1).

Tabela 1. Dane krystalograficzne zbadanych rentgenograficznie struktur krystalicznych
kompleksowanych gramicydyn. We wszystkich strukturach grupa przestrzenna P212121.

W nawiasach podano kody w Bazie PDB.
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a Sta³e sieciowe a i c zosta³y zamienione dla uwidocznienia izostrukturalno�ci.
b Struktury zbadane z zastosowaniem promieniowania synchrotronowego.

Jak widaæ z danych w Tabeli 1, wszystkie kompleksowane gramicydyny maj¹
zbli¿one wymiary komórek elementarnych, takie same grupy przestrzenne oraz upa-
kowanie (Rys. 4), z wyj¹tkiem struktury gramicydyny krystalizowanej z kwasu octo-
wego [26] o innej komórce elementarnej, co zostanie wyja�nione w Rozdziale 3.1.
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Rysunek 4. Upakowanie cz¹steczek w krysztale kompleksu gramicydyny z CsCl:
a) z lewoskrêtnymi, b) z prawoskrêtnymi helisami garmicydyny

Opublikowana przez Wallace i Ravikumara struktura, zbudowana z lewoskrêt-
nych dimerów [14], chocia¿ oparta o pomiary wykonane z rozdzielczo�ci¹ zaledwie
2 Å , wydawa³a siê wówczas (1988) prawid³owa, gdy¿ w równolegle opublikowanej
przez Langsa [13] strukturze krystalicznej wolnej gramicydyny, helisy peptydu by³y
równie¿ lewoskrêtne. W tej sytuacji zbadanie przez Duaxa (z du¿o lepsz¹ rozdziel-
czo�ci¹) kilku kompleksów gramicydyny z solami litowców, w tym równie¿ z CsCl,
w których helisy gramicydyny by³y bez wyj¹tku prawoskrêtne, a komórki elemen-
tarne i upakowanie niemal identyczne mimo ca³kowicie ró¿nej orientacji grup bocz-
nych, wywo³a³o o¿ywion¹ polemikê [41�43], w której jako podstawê kwestionowa-
nia poprawno�ci struktur zawieraj¹cych lewoskrêtne helisy wykazano wiele krysta-
lochemicznych �nieprawid³owo�ci�, m.in. obecno�æ kationów na zewn¹trz kana³ów
a anionów w ich wnêtrzu, niemal¿e identyczne wymiary komórek elementarnych,
a tak¿e takie samo upakowanie, mimo ca³kowicie ró¿nej orientacji grup bocznych.

Poniewa¿ pierwotne dane eksperymentalne struktur lewoskrêtnych nie zosta³y
udostêpnione, nie ma mo¿liwo�ci przeprowadzenia bezpo�redniej weryfikacji
w procesie ich udok³adniania. By³ to m.in. dodatkowy powód podjêcia przez nas
badañ strukturalnych kompleksowych gramicydyn z jeszcze lepsz¹ rozdzielczo�ci¹
[27, 28].

3.  GRAMICYDYNOWE  ZAGADKI  STRUKTURALNE

Opisane wy¿ej, do dzi� nierozwi¹zane w¹tpliwo�ci dotycz¹ce budowy i funk-
cjonowania kana³ów gramicydynowych, raczej nie bêd¹ rozwi¹zane metodami
dyfrakcyjnymi. Natomiast nasze wyniki, siêgaj¹ce granic mo¿liwo�ci wspó³czesnych
metod krystalograficznych (Tabela 2), pozwoli³y dostrzec wiele szczegó³ów struk-
turalnych, które nasunê³y nowe pytania zamiast odpowiedzieæ na dotychczas sta-
wiane.

W dalszej czê�ci artyku³u przedstawiamy te zagadki oraz podejmujemy próbê
ich rozwi¹zania.
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W nawiasach podano kody w Bazie PDB
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3.1.  GRAMICYDYNA  W  KRYSZTA£ACH
OTRZYMANYCH  Z  KWASU  OCTOWEGO

Oprócz wolnej gramicydyny i jej kompleksów z solami litowców, otrzymano
i rozwi¹zano strukturê krystaliczn¹ gramicydyny z kwasu octowego [26], w której
wymiary komórki elementarnej s¹ zupe³nie inne (Tabela 1), z wyj¹tkiem sta³ej sie-
ciowej c, równoleg³ej do osi dimeru gramicydynowego, równej 52 Å . Co wiêcej,
�rednica wewnêtrzna kana³u i kierunek skrêtu helis peptydu w tej strukturze s¹ iden-
tyczne jak w strukturach kompleksowanych gramicydyn.

Mo¿na spekulowaæ, ¿e rolê litowca w tym przypadku spe³nia jon hydroniowy
(nieodró¿nialny dla promieniowania rentgenowskiego od wody), niew¹tpliwie obecny
w znacznym stê¿eniu w �rodowisku kwasu octowego, o rozmiarach praktycznie rów-
nych jonowi sodowemu, i ¿e to on determinuje rodzaj dimeru gramicydynowego.
Jednak ze wzglêdu na obecno�æ wiêkszych ni¿ halogenkowe (czy nawet rodankowe)
anionów octanowych w krysztale, upakowanie i wymiary komórki elementarnej s¹
inne (Tabela 1).

3.2.  STECHIOMETRIA  W  KRYSZTA£ACH  KOMPLEKSÓW  GRAMICYDYNY
Z  SOLAMI  LITOWCÓW

Kryszta³y mog¹ zawieraæ wiêcej ni¿ jeden zwi¹zek chemiczny. Np. w kryszta-
³ach jonowych podobne chemicznie jony mog¹ siê wzajemnie zastêpowaæ w szero-
kich granicach stê¿eñ (sole podwójne), a w kryszta³ach molekularnych, zbudowa-
nych z cz¹steczek o nieregularnym kszta³cie, mog¹ siê tworzyæ du¿e puste prze-
strzenie, zape³nione najczê�ciej przez rozpuszczalnik lub inne sk³adniki roztworu.
W zale¿no�ci od stê¿enia, dopasowania kszta³tu do powstaj¹cych luk i si³ wi¹¿¹-
cych je z g³ównym sk³adnikiem kryszta³u, te dodatkowe substancje mog¹ wystêpo-
waæ w ilo�ciach stechiometrycznych (kompleksy molekularne, solwaty) lub nieste-
chiometrycznych. W badaniach dyfrakcyjnych nie zawsze jest mo¿liwe udok³adnia-
nie parametrów obsadzenia kationów i anionów, szczególnie w przypadku pomia-
rów o niskiej rozdzielczo�ci. Taka sytuacja mia³a miejsce w pierwszych pracach opi-
suj¹cych struktury gramicydyny [14, 16, 44], w których zak³adano ca³kowite lub
czê�ciowe obsadzenie jonów zlokalizowanych na mapie gêsto�ci elektronowej, bez
udok³adniania tego parametru. W rezultacie liczba formalnych cz¹steczek soli przy-
padaj¹ca na dimer gramicydyny, obliczona na podstawie liczby zlokalizowanych
kationów, nie jest miarodajna.

Natomiast w przypadku struktur krystalicznych, rozwi¹zanych przez autorów
w oparciu o dane o wysokiej rozdzielczo�ci, parametry obsadzenia by³y udok³adnia-
ne. Co wiêcej, ze wzglêdu na obecno�æ w niezale¿nej czê�ci komórki elementarnej
dwóch takich dimerów, sumaryczne obsadzenia kationów zlokalizowanych wewn¹trz
poszczególnych dimerów mog¹ byæ ró¿ne. Jednak suma udok³adnionych parame-
trów obsadzenia anionów, które znajduj¹ siê we wspólnej przestrzeni poza oboma
kana³ami, z oczywistych powodów powinna byæ zgodna z poprzednio wspomnian¹
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sum¹ parametrów obsadzenia kationów w obu dimerach. W zale¿no�ci od rodzaju
soli, bardzo ró¿na mo¿e byæ dok³adno�æ i pewno�æ oznaczenia w ten sposób zawar-
to�ci obu przeciwjonów tworz¹cych sól.

Z danych zestawionych w Tabeli 3 wynika, ¿e liczba formalnych cz¹steczek
soli (odpowiadaj¹ca w praktyce sumie parametrów obsadzenia wszystkich zlokali-
zowanych kationów lub anionów) przypadaj¹ca na jeden dimer w strukturach
o wysokiej rozdzielczo�ci, waha siê od 0,5 w jednym z dimerów w kompleksie z KI
(�rednio 0,55) do 1,6 w jednym z dimerów w kryszta³ach kompleksu gramicydyny
z RbCl (�rednio 1,40). S¹ to wiêc kompleksy niestechiometryczne.

Tabela 3. Zawarto�æ jonów soli oraz cz¹steczek wody
w strukturach krystalicznych kompleksów gramicydynowych.

I i II oznaczaj¹ dwa krystalograficznie niezale¿ne dimery gramicydynowe.
�Poza� oznacza obszar poza kana³em
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Wiêksz¹ ni¿ 1 liczbê formalnych cz¹steczek soli, a wiêc i kationów przypada-
j¹c¹ na dimer, mo¿na ³atwo wyja�niæ na podstawie od dawna znanego faktu, ¿e
w dimerze gramicydynowym s¹ 3 g³ówne miejsca wi¹¿¹ce, jedno na �rodku i dwa
bli¿ej koñców kana³u [45], przy czym obsadzenie �rodkowej pozycji wyklucza jed-
noczesne obsadzenie brzegowych miejsc wi¹¿¹cych, wobec zbyt ma³ej odleg³o�ci
miêdzy nimi, w której musi siê zmie�ciæ kilka cz¹steczek wody. W rezultacie mo¿na
za³o¿yæ istnienie dimerów zawieraj¹cych albo 1, albo 2 kationy. Po u�rednieniu tych
warto�ci na ca³y kryszta³ mo¿liwe s¹ wszystkie warto�ci po�rednie, nieprzekracza-
j¹ce 4 kationów (formalnych cz¹steczek soli) w komórce elementarnej.

Jak siê wydaje, wiêksza zawarto�æ soli w kompleksach z chlorkiem rubidu
i cezu ni¿ w kompleksach soli sodu i potasu jest zgodna z obserwacj¹, ¿e ekspery-
mentalnie wyznaczone powinowactwo kationów litowców do gramicydyny te¿ jest
wiêksze dla ciê¿kich litowców [46]. Trudno jednak wyja�niæ, dlaczego wiêcej katio-
nów przypada na 1 dimer w przypadku kompleksu gramicydyny z RbCl ni¿ z CsCl,
mimo i¿ to Cs+ wykazuje wiêksze powinowactwo do gramicydyny ni¿ Rb+ i dla-
czego zawarto�æ potasu w kompleksie z KI jest inna ni¿ w kompleksie z KSCN.
Mo¿na przypuszczaæ, ¿e stê¿enie soli w roztworze u¿ytym do krystalizacji mia³o
wp³yw na ilo�æ jonów kompleksowanych przez gramicydynê, poniewa¿ krystaliza-
cjê prowadzono z roztworów soli o ró¿nym stê¿eniu.

Odmiennie przedstawia siê sytuacja w przypadku kompleksów gramicydyny
z solami litowców lekkich, w których suma obsadzeñ zlokalizowanych kationów
i/lub anionów przypadaj¹ca na jeden dimer jest mniejsza od 1, co oznacza wystêpo-
wanie w krysztale �pustych� dimerów. Problem ten dotyczy zw³aszcza struktury
kompleksu gramicydyny z KI (Tabela 3), w której liczba formalnych cz¹steczek soli
przypadaj¹ca statystycznie na jeden dimer wynosi tylko 0,55, zamiast co najmniej
1,00. Przyznajemy, ¿e choæ suma udok³adnionych parametrów obsadzenia jonów
K+ mog³a byæ obarczona du¿ym b³êdem, z pewno�ci¹ b³¹d nie móg³ byæ tak du¿y
(prawie 100%), tym bardziej ¿e analogiczna suma dla anionów jodkowych, w przy-
padku których � ze wzglêdu na du¿y sygna³ anomalny � nie mamy ¿adnych w¹tpli-
wo�ci co do ich identyfikacji, wynosi³a 1,09, czyli tyle samo co dla K+ (1,10) (Tabela 3).

Tabela 3. Ci¹g dalszy
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3.3.  KIERUNEK SKRÊTU  HELIS  GRAMICYDYNY  W  JEJ  KOMPLEKSACH

Jak ju¿ wspomnieli�my, w kryszta³ach kompleksów z CsCl i KSCN, w których
helisy gramicydyny opisano jako lewoskrêtne [14, 16], wymiary komórek elemen-
tarnych s¹ zbli¿one, a upakowanie jest identyczne jak w kryszta³ach o helisach pra-
woskrêtnych (Tabela 1) [26�28, 39]. Wobec powy¿szego oraz w zwi¹zku z obser-
wowanymi w tych pierwszych strukturach krystalochemicznymi nieprawid³owo�-
ciami, oraz nieudostêpnieniem oryginalnych danych przez autorów (co umo¿liwi³oby
weryfikacjê wyników), mo¿na mieæ w¹tpliwo�ci co do poprawno�ci tych struktur.

Wobec wymienionych ograniczeñ, wykonali�my próbê udok³adnienia struktury
kompleksu �lewoskrêtnej� gramicydyny z CsCl [14] na podstawie danych dyfrak-
cyjnych pochodz¹cych od analogicznej, zbadanej przez nas struktury �prawoskrêt-
nej�, ograniczonych do rozdzielczo�ci zastosowanej w tym pierwszym badaniu. Udo-
k³adnienie da³o podobne czynniki rozbie¿no�ci jak w opublikowanych strukturach
lewoskrêtnych oraz podobne nieprawid³owo�ci strukturalne. Warto te¿ zauwa¿yæ,
¿e lewoskrêtne helisy gramicydyny wymuszaj¹ znaczne deformacje konformacji
aminokwasów, widoczne na mapach Ramachandrana [47�49], czego nie obserwuje
siê dla struktur prawoskrêtnych (Rys. 5).

Rysunek 5. Mapa Ramachandrana [47�49]:
a) dla lewoskrêtnej oraz b) prawoskrêtnej gramicydyny w jej kompleksach z CsCl.

Znaki k¹tów torsyjnych dla aminokwasów szeregu D zosta³y zmienione na przeciwne

Mo¿na wiêc podejrzewaæ, ¿e model struktur z lewoskrêtnymi helisami grami-
cydynowymi w dimerach jest b³êdny, tym bardziej ¿e dotychczas nikomu, poza auto-
rami prac opisuj¹cych struktury lewoskrêtnych helis w kryszta³ach kompleksowa-
nej gramicydyny, nie uda³o siê takich kryszta³ów otrzymaæ.
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3.4.  HETEROGENICZNO�Æ  DIMERÓW  GRAMICYDYNOWYCH

W strukturach krystalicznych kompleksów gramicydyny z solami litowców,
okre�lonych na podstawie wysokorozdzielczych danych dyfrakcyjnych, w przypadku
których do krystalizacji stosowano gramicydynê D, mo¿na by³o zidentyfikowaæ obok
dominuj¹cej gramicydyny VgA równie¿ inne jej odmiany, przy czym zaskakuj¹cy
by³ brak statystycznego u�rednienia ich sk³adu (Tabela 4) w krystalograficznie nie-
zale¿nych dimerach, a nawet w poszczególnych ³añcuchach (niciach) dimerów.

Tabela 4. Procentowa zawarto�æ gramicydyn A, B oraz C w strukturach krystalicznych zbadanych
przez autorów z wysok¹ rozdzielczo�ci¹. 1, 2, 3 i 4 oznaczaj¹ odpowiednio cz¹steczki (³añcuchy, nici)

gramicydyny wed³ug przyjêtego w wiêkszo�ci prac krystalograficznych systemu, w którym dimer I
tworz¹ gramicydyna 1 i 2 a dimer II odpowiednio 3 i 4.

J'�&V&O� J'�5E&O� J'�.,� J'�.6&1� J'�1D,�

�

J$� J%� J&� J$� J%� J&� J$� J%� J&� J$� J%� J&� J$� J%� J&�

�� ��� ±� ��� ���� ±� ±� ��� ±� ��� ���� ±� ±� ���� ±� ±�

�� ��� ±� ��� ���� ±� ��� ��� ��� ��� ���� ��� ±� ���� ��� ±�

�� ��� ±� ��� ���� ±� ±� ��� ±� ��� ���� ±� ��� ���� ±� ±�

�� ��� ��� ��� ���� ±� ��� ��� ��� ��� ���� ±� ��� ���� ��� ±�

�

Szczególn¹ uwagê zwracaj¹ nastêpuj¹ce (nie)prawid³owo�ci:
� zró¿nicowanie zawarto�ci poszczególnych gramicydyn w obu krystalogra-

ficznie niezale¿nych dimerach;
� zró¿nicowanie zawarto�ci gramicydyn w poszczególnych ³añcuchach, przy

czym wiêksze zró¿nicowanie dotyczy ³añcuchów nale¿¹cych do tego samego dimeru
(porównuj¹c ³añcuch 1 z 2 a 3 z 4);

� odpowiadaj¹ce sobie ³añcuchy 1 i 3 oraz 2 i 4 w obu krystalograficznie
niezale¿nych dimerach maj¹ podobny sk³ad. Jest to widoczne zw³aszcza w kom-
pleksach z NaI oraz RbCl, gdzie np. ³añcuchy 1 i 3 tworzy wy³¹cznie gramicydyna A;

� zwiêkszona zawarto�æ gramicydyny C w stosunku do sk³adu wyj�ciowego
(gD) w kryszta³ach kompleksu z CsCl oraz jej brak w przypadku kompleksu z NaI;

� nieobecno�æ gB w kryszta³ach kompleksu gramicydyny z RbCl, wyra�nie
zwiêkszona zawarto�æ gB i jej wystêpowanie w krysztale kompleksu z NaI, oraz jej
obecno�æ tylko w jednym z czterech ³añcuchów w kompleksach z CsCl i z KSCN.

Wydaje siê, ¿e obserwowane prawid³owo�ci, dotycz¹ce zró¿nicowania sk³adu
dimerów, maj¹ swoje �ród³o w upakowaniu i oraz rodzaju anionów, a tak¿e mog¹
byæ powi¹zane z obserwowan¹ w kryszta³ach asymetri¹ rozk³adu kationów w dime-
rach.
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3.5.  ASYMETRIA  ROZK£ADU  KATIONÓW  W  DIMERACH

Ze wzglêdu na cylindryczn¹ symetriê dimerów gramicydynowych, a tym bar-
dziej ich wewnêtrznej ��ciany�, mo¿na by³o spodziewaæ siê w kryszta³ach zbada-
nych kompleksów statystycznie symetrycznego rozk³adu kationów wzd³u¿ osi
cylindrycznego dimeru wzglêdem jego geometrycznego �rodka. Wyniki prezento-
wanych w tej pracy badañ rentgenograficznych (Rys. 6) nie potwierdzaj¹ w pe³ni
takiego przypuszczenia.

Rysunek 6. Porównanie pozycji kationów i wody w dimerach w kryszta³ach kompleksów z solami litowców,
zawieraj¹cych prawoskrêtne helisy gramicydynowe. Na rysunku pokazano dwa krystalograficznie niezale¿ne
dimery (na górze I, na dole II) odpowiednio dla ka¿dej struktury. Pocz¹tek uk³adu wspó³rzêdnych znajduje siê

w �rodku dimeru. Kationy oznaczono kolorem czarnym, natomiast cz¹steczki wody � szarym.
Wielko�æ �rednicy ko³a oznaczaj¹cego jon lub wodê jest proporcjonalna do ich obsadzenia

Widoczna na Rysunku 6 asymetria dotyczy nie tylko rozk³adu miejsc, w któ-
rych zlokalizowano kationy, ale równie¿ zawarto�ci kationów w poszczególnych
dimerach gramicydynowych oraz w ich symetrycznych po³ówkach w poszczegól-
nych kompleksach, obliczonej jako suma parametrów obsadzenia zidentyfikowa-
nych miejsc obsadzonych kationami (Tabela 3). Co ciekawe, asymetria rozk³adu
miejsc wi¹¿¹cych kationy jest najmniejsza w przypadku struktury kompleksu gra-
micydyny z RbCl a najwiêksza (ró¿nice dochodz¹ do 30%) w przypadku kompleksu
z KI oraz CsCl. O ile mo¿na mieæ w¹tpliwo�ci co do lokalizacji kationów lekkich
litowców (Na i K), o tyle ma³o prawdopodobne jest pope³nienie wiêkszego b³êdu
w przypadku jonów litowców ciê¿kich, zw³aszcza Cs+, w przypadku których ze wzglê-
du na bardzo du¿y anomalny sygna³ nie ma w¹tpliwo�ci co do identyfikacji katio-
nów w dimerze, a ze wzglêdu na du¿y atomowy czynnik rozpraszania, ma³e drgania
termiczne i niewielk¹ swobodê tych du¿ych jonów w dimerze, wyznaczone parame-
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try obsadzenia powinny byæ najdok³adniejsze ze wszystkich struktur krystalicznych,
reprezentowanych na Rysunku 6. Co wiêcej, w zbadanych strukturach wystêpuj¹
te¿ znaczne ró¿nice pomiêdzy krystalograficznie niezale¿nymi dimerami (Rys. 6
i Tabela 3).

Nie ma prostego wyja�nienia tej obserwacji.

3.6.  ROLA  ANIONÓW  W  STRUKTURACH  KRYSTALICZNYCH
KOMPLEKSOWANYCH  GRAMICYDYN

Zbadanie m.in. dwóch kompleksów gramicydyny z ró¿nymi solami tego samego
litowca (KSCN i KI) oraz kompleksów ró¿nych litowców z tymi samymi anionami
stworzy³o mo¿liwo�æ zaobserwowania wp³ywu rodzaju anionu na strukturê grami-
cydyny w kryszta³ach.

Porównuj¹c lokalizacjê i ilo�æ anionów � chlorków w kryszta³ach dwóch kom-
pleksów gramicydyny z litowcami ciê¿kimi, jodków w kompleksach dwóch litow-
ców lekkich oraz rodanku w kompleksie potasowym � mo¿na zauwa¿yæ, ¿e chlorki
i jodki, a nawet rodanki, zajmuj¹ w kryszta³ach ró¿nych kompleksów gramicydyny
podobne miejsca, co oczywi�cie wynika z ich strukturalnego podobieñstwa. Wobec
dotychczasowych niepowodzeñ w krystalizacji kompleksów zawieraj¹cych bardziej
z³o¿one aniony, zdaje siê to �wiadczyæ, ¿e obserwowane upakowanie kana³ów gra-
micydynowych w kryszta³ach kompleksów jest bardzo stabilne i ¿e nie ma w nich
miejsca na wiêksze aniony. Z tego powodu, w jedynym znanym przypadku krysz-
ta³u garmicydyny zawieraj¹cego bardziej z³o¿one aniony (octanowe), kryszta³ ma
inne upakowanie i komórkê elementarn¹ [26].

Ze wzglêdu na preferencjê w upakowaniu wydaje siê równie¿ mo¿liwe, ¿e
rodzaj anionów u¿ytych w zakoñczonych sukcesem krystalizacjach mo¿e wp³ywaæ
na sk³ad heterodimerów i mo¿e t³umaczyæ ró¿nice pomiêdzy sk³adem dimerów
i zawarto�ci¹ soli w komórce elementarnej w dwu ró¿nych kompleksach potaso-
wych: z KI i KSCN (Tabela 3).
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ABSTRACT

Nanostructured energetic materials (NanoEMs) are compositions of a fuel and
an oxidizer that are homogenous at a nanometric scale. They are prepared in three
basic forms: (I) as thin multilayered foils consisting of alternating layers of oxidizer
and fuel, (II) mixtures of fuel and oxidizer nanoparticles, and (III) mixtures obtai-
ned via sol-gel synthesis. Thin foils are nanoscaled only in one dimension. In such
composites, there are large, regular planar interfaces between fuel and oxidizer
layers which thickness is below 100 nm. The composites are characterized by a very
close physical contact of reactants and a lack of impurities between them as they are
usually obtained by vacuum deposition of the components. The second kind of
NanoEMs are mixtures prepared by powder mixing of nanometer sized particles of
oxidizer and fuel. Components are previously produced via chemical or physical
processing and then mixed in an appropriate solvent. Being consisted of the same
components as conventional thermites (metal powders - usually Al, and metal oxi-
des � usually Fe2O3), this nanocomposites are known as �superthermites�. In con-
trast to the conventional thermites, supertermites are very sensitive to ignition and
they may burn at a velocity of 1 km/s or even more. Synthesis of NanoEMs using
sol-gel chemistry is a solution phase synthetic route. Its benefits include the conve-
nience of low-temperature preparation using general and inexpensive laboratory
equipment. The nanoparticles of both oxidizer and fuel precipitate from a colloidal
solution (sol). This means that nanocomposites are formed by simultaneous con-
densation and/or crystallization of dissolved molecular precursors, i.e. by growth of
particles and not by their size reduction. The obtained gels (organic and/or inorga-
nic substances) are dried either by controlled evaporation of solvent, by freeze-
-drying or by supercritical extraction. The size of the particles (homogeneity of the
composition) can be varied by changing synthesis and drying conditions.

Keywords: energetic materials, nanostructures, sol-gel synthesis

S³owa kluczowe: materia³y wysokoenergetyczne, nanostruktury, synteza zol-¿el
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WPROWADZENIE

Przez ponad 1200 lat, tj. od czasu wynalezienia prochu czarnego, materia³y
wybuchowe (MW) s¹ produkowane albo w wyniku wymieszania paliwa z utlenia-
czem (proch czarny), albo na drodze syntezy zwi¹zków chemicznych zawieraj¹cych
jednocze�nie ugrupowania atomów o charakterze utleniaj¹cym i redukuj¹cym
(np. trinitrotoluen, TNT). W mieszaninach wybuchowych mo¿na z ³atwo�ci¹ regu-
lowaæ warto�æ parametrów energetycznych poprzez zmianê wzajemnego stosunku
paliwa i utleniacza. Najwiêksz¹ gêsto�æ energii (dochodz¹c¹ obecnie nawet do
23 kJ/cm3 [1]) uzyskuje siê zazwyczaj, gdy sk³ad mieszaniny jest zbilansowany na
ca³kowite przereagowanie sk³adników palnych z utleniaj¹cymi. Jednak¿e z powodu
ziarnistej struktury sta³ych mieszanin utleniacz-reduktor, szybko�æ reakcji chemicz-
nych w trakcie przemiany wybuchowej jest uzale¿niona od szybko�ci transportu
masy pomiêdzy reagentami. Dlatego, pomimo du¿ej koncentracji energii, szybko�æ
jej uwalniania jest znacznie mniejsza od tej, jak¹ mo¿na uzyskaæ w procesach wybu-
chowych, w których o szybko�ci reakcji decyduje nie dyfuzja, lecz kinetyka che-
miczna.

Rozk³ad molekularnych MW charakteryzuje siê du¿o wiêkszymi mocami,
poniewa¿ transport masy odbywa siê w tym przypadku na bardzo krótkich odleg³o-
�ciach � rzêdu kilku d³ugo�ci wi¹zañ chemicznych. Podstawowym ograniczeniem
jest natomiast ilo�æ energii, która mo¿e byæ zawarta w jednostce objêto�ci takiego
MW. Dotychczas otrzymano zwi¹zki wybuchowe, dla których warto�æ tego parame-
tru wynosi ok. 12,6 kJ/cm3, czyli zaledwie po³owê ilo�ci energii uzyskiwanej z naj-
lepszych mieszanin wybuchowych. Ostre wymagania odno�nie stabilno�ci chemicz-
nej i bezpieczeñstwa praktycznie uniemo¿liwiaj¹ dalsze zwiêkszanie gêsto�ci zwi¹z-
ków wybuchowych oraz gromadzenie wiêkszej ilo�ci atomów utleniacza w cz¹steczce
[2].

W tej sytuacji optymalnym rozwi¹zaniem jest stworzenie uk³adów wybucho-
wych ³¹cz¹cych doskona³e charakterystyki termodynamiczne mieszanin wybucho-
wych z kinetyk¹ reakcji chemicznych w³a�ciw¹ dla rozk³adu molekularnych mate-
ria³ów wybuchowych. Osi¹gniêcie tego celu jest mo¿liwe po opracowaniu metod
otrzymywania mieszanin utleniacz-paliwo jednorodnych w skali nanometrowej
(Rys. 1).
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Rysunek 1. Porównanie w³a�ciwo�ci mieszanin wybuchowych jednorodnych w skali mikro- i nanometrowej

Zmniejszenie wymiarów cz¹stek powoduje zwiêkszenie powierzchni wzajem-
nego kontaktu paliwa i utleniacza, gdy¿ wzrasta wówczas liczba atomów lub cz¹ste-
czek tworz¹cych powierzchniê ziarna. W przypadku gêsto upakowanych cz¹stek
sferycznych, zawieraj¹cych tysi¹c atomów, 40% jest zlokalizowanych na powierzchni
cz¹stki, natomiast cz¹stki zbudowane z miliona atomów maj¹ zaledwie 4% atomów
powierzchniowych [3]. Je¿eli w reakcji chemicznej bior¹ udzia³ wy³¹cznie atomy
z powierzchni, nie tylko szybko�æ reakcji (szybko�æ uwalniania energii), ale rów-
nie¿ stopieñ przereagowania (ilo�æ uwolnionej energii) bêd¹ bardzo gwa³townie wzra-
sta³y wraz ze zmniejszeniem wymiarów cz¹stek sk³adników mieszaniny. Ponadto
nale¿y pamiêtaæ, ¿e atomy powierzchniowe s¹ zasobniejsze w energie ni¿ atomy
z wnêtrza cz¹stek, a to skutkuje zwiêkszeniem ich aktywno�ci chemicznej. Malej¹ca
warto�æ energii aktywacji reakcji chemicznych oznacza ostatecznie wiêksz¹ podat-
no�æ mieszaniny na zainicjowanie przemiany wybuchowej.

Klasycznym sposobem wytwarzania sta³ych nanostrukturalnych materia³ów
wysokoenergetycznych jest mieszanie (mechaniczne lub ultrad�wiêkowe), w obec-
no�ci rozpuszczalnika, wcze�niej otrzymanych (w procesach chemicznych lub
fizycznych) nanowymiarowych cz¹stek sk³adników. Do tej grupy zaliczyæ mo¿na
mieszaniny pirotechniczne, znane jako tzw. metastabilne intermolekularne kompo-
zyty (MIC). Zosta³y one opracowane i s¹ badane przede wszystkim w Los Alamos
National Laboratory, USA. W ostatnich latach zaproponowano inn¹ metodê, w któ-
rej wzrost nanocz¹stek poszczególnych sk³adników i formowanie nanokompozytu
zachodzi podczas jednego procesu. Powszechnie wykorzystuje siê do tego celu znan¹
od dawna technikê zol-¿el. Metody te s¹ szczególnie intensywnie badane w Law-
rence Livermore National Laboratory, USA [4�7]. W koñcu, za nanostrukturalne
materia³y wysokoenergetyczne mo¿na uznaæ tak¿e folie zbudowane z naprzemien-
nych, ultaracienkich warstw paliwa i utleniacza. Otrzymuje siê je metodami napyla-
nia pró¿niowego, osadzania z fazy gazowej lub osadzania elektrochemicznego
[8�12].

Zalet¹ wszystkich wymienionych sposobów sporz¹dzania NanoMW jest to, i¿
pozwalaj¹ one na precyzyjn¹ kontrolê nie tylko sk³adu i gêsto�ci kompozycji, ale

- wolny transport masy
- ma³a moc
- niepe³ne przereagowanie,

ma³e ciep³o reakcji

- szybki transport masy
- pe³ne przereagowanie,

du¿e ciep³o reakcji
- du¿a moc
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równie¿ morfologii i rozmiarów cz¹stek jej sk³adników w skali nanometrycznej.
Parametry te determinuj¹ z kolei najwa¿niejsze charakterystyki u¿ytkowe materia³u,
tj. jego wra¿liwo�æ oraz efekt energetyczny i si³a przemiany wybuchowej. Miesza-
niny wybuchowe jednorodne w skali mikrometrowej nie pozwalaj¹ uzyskaæ opty-
malnego zestawu wspomnianych parametrów.

1.  NANOKOMPOZYTY  PLANARNE

Nanokompozyty planarne to materia³y w formie cienkich folii, które sk³adaj¹
siê z naprzemiennych warstw paliwa i utleniacza o grubo�ci nanometrowej. W ich
strukturze mo¿na wyró¿niæ rozleg³e, p³askie powierzchnie, stanowi¹ce granice kon-
taktowe pomiêdzy sk³adnikami. Kompozyty tego typu s¹ nanostrukturalne tylko
w jednym wymiarze, jednak obydwa reagenty pozostaj¹ w bardzo bliskim kontak-
cie. Dziêki temu, ich przereagowanie wymaga pokonania od 10 do 1000 razy mniej-
szych odleg³o�ci ni¿ ma to miejsce w przypadku mieszanin proszków. Poza tym
zawieraj¹ stosunkowo ma³o zanieczyszczeñ (w tym na granicy kontaktowej), ponie-
wa¿ poszczególne warstwy s¹ nanoszone z fazy gazowej w wysokiej pró¿ni. Te w³a-
�ciwo�ci sprawiaj¹, ¿e nanokompozyty planarne spalaj¹ siê z du¿ymi prêdko�ciami,
a samopodtrzymuj¹ce siê procesy spalania mog¹ byæ realizowane nawet wówczas,
gdy ciep³o reakcji ma umiarkowan¹ warto�æ [8].

Na Rys. 2 przedstawiono schematycznie proces spalania wielowarstwowej foli
sk³adaj¹cej siê z substancji A i B. Pomiêdzy nimi wystêpuje warstwa przej�ciowa,
gdzie sk³adniki czê�ciowo przenikaj¹ siê tworz¹c now¹ fazê.

Rysunek 2. Schemat spalania foli sk³adaj¹cej siê z naprzemiennych, ultracienkich warstw utleniacza (A)
i paliwa (B) [8]

Aby proces móg³ siê rozprzestrzeniaæ w re¿imie samopodtrzymuj¹cym siê, szyb-
ko�æ wydzielania ciep³a (okre�lana szybko�ci¹ dyfuzji reagentów w kierunku po-
przecznym do kierunku propagacji fali spalania) musi byæ wiêksza od szybko�ci
jego odprowadzania (dyfuzja cieplna g³ównie w kierunku zgodnym i przeciwnym
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do kie-runku propagacji fali spalania). Prêdko�æ rozprzestrzeniania siê strefy reakcji
zale¿y przede wszystkim od grubo�ci poszczególnych warstw utleniacza i reduk-
tora. Ponadto istotne znaczenie ma grubo�æ i sk³ad warstwy przej�ciowej powstaj¹-
cej w wyniku powierzchniowego mieszania siê sk³adników podczas ich osadzania.
Zarówno je¿eli warstwy s¹ zbyt cienkie, jak i zbyt grube samopodtrzymuj¹ce siê
rozprzestrzenianie procesu jest niemo¿liwe [8, 9].

Podstawow¹ metod¹ otrzymywania nanokompozytów o morfologii wielowar-
stwowych folii i filmów jest osadzanie kolejnych warstw z fazy gazowej [8�10].
Napylanie jest realizowane w komorach pró¿niowych, zwykle za pomoc¹ dzia³ mag-
netronowych, w atmosferze czystego argonu, przy ci�nieniu ok. 5 × 10�2 Pa
(ang. magnetron sputter depositing). Sk³adniki s¹ podgrzewane elektrycznie pr¹-
dami sta³ymi (ang. dc preheating) lub zmiennymi o wysokiej czêstotliwo�ci (ang.
rf preheating). Pierwsza warstwa jest osadzana na polerowanej [8] lub zabezpieczo-
nej litograficznie [9] p³ytce krzemowej. Kolejne warstwy s¹ nak³adane tak d³ugo
i w takiej ilo�ci, a¿ ka¿da z nich i ca³a folia uzyskaj¹ ¿¹dan¹ grubo�æ. Po naniesieniu
ostatniej warstwy, folia jest zdejmowana z p³ytki krzemowej przez zwyk³e jej odkle-
jenie (p³ytka polerowana) lub przez rozpuszczenie pokrycia litograficznego.

1.1.  WARSTWOWY  KOMPOZYT  GLINOWO-NIKLOWY

Gavens i in. [8] otrzymali i dok³adnie zbadali wielowarstwowe folie glinowo-
-niklowe o grubo�ci ok. 11 mm, w których grubo�æ poszczególnych warstw Al-Ni
wynosi³a 12,5, 25, 50, 100 i 200 nm. Ilo�æ glinu i niklu (grubo�ci warstw glinu
i niklu) dobrano tak, aby finalnym produktem reakcji móg³ byæ zwi¹zek miêdzyme-
taliczny o wzorze Al3Ni2. Otrzymane kompozyty poddawano badaniom obejmuj¹-
cym ich analizê termiczn¹, pomiary prêdko�ci spalania oraz analizê sk³adu fazo-
wego. Badano tak¿e próbki ogrzewane w temperaturze 150°C, w ci¹gu 1,5, 6 i 24
godzin.

W kompozytach, które nie by³y wygrzewane, stwierdzono metod¹ XRD obec-
no�æ wy³¹cznie glinu i niklu, natomiast nawet krótkotrwa³e ogrzewanie w 150°C
(1,5 godz.) powodowa³o pojawienie siê metastabilnej fazy o wzorze Al9Ni2. Zupe³ne
przereagowanie glinu (zanik fazy Al w widmie XRD) nastêpowa³o po 6- i 24-go-
dzinnym wygrzewaniu próbek, zawieraj¹cych warstwy Al/Ni grubo�ci odpowied-
nio 12,5 i 25 nm. Badania za pomoc¹ ró¿nicowej mikrokalorymetrii skaningowej
(DSC) wykaza³y z kolei, ¿e reakcje niklu z glinem s¹ inicjowane w temperaturze
141°C. Wraz ze wzrostem grubo�ci warstw Al/Ni od 12,5 do 50 nm, ciep³o reakcji
monotonicznie ro�nie (od ok. 34 kJ/mol), osi¹gaj¹c warto�æ maksymaln¹ równ¹
ok. 51 kJ/mol, która jest bliska entalpii tworzenia zwi¹zku o wzorze Al3Ni2 (�56,5 ±
2,9 kJ/mol). Wstêpne ogrzewanie próbek w 150°C powoduje zmniejszenie ciep³a
reakcji, przy czym zmiany te s¹ najwiêksze w przypadku foli z najcieñszymi war-
stwami Al/Ni. Fakty te pozwoli³y stwierdziæ, ¿e w pierwszym etapie termicznie ini-
cjowanych reakcji niklu z glinem powstaje Al9Ni2. Zwi¹zek ten tworzy siê w nie-
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wielkiej ilo�ci tak¿e podczas wytwarzania kompozytu. �wiadczy o tym malej¹ca
warto�æ ciep³a reakcji wraz ze wzrostem ilo�ci granic kontaktowych Al/Ni (powsta-
wanie Al9Ni2 jest procesem egzotermicznym).

Liniowe prêdko�ci spalania folii glinowo-niklowych systematycznie wzrastaj¹
od ok. 1 do ok. 10 m/s, gdy grubo�æ warstw Al/Ni zmniejsza siê od ok. 200 do ok.
25 nm. Dalsze zwiêkszanie ilo�ci granic kontaktowych powoduje gwa³towny spa-
dek prêdko�ci spalania � do ok. 4 m/s w przypadku folii z warstwami Al/Ni o grubo-
�ci 12,5 nm. Wstêpne ogrzewanie próbek w 150°C powoduje znacz¹ce obni¿enie
prêdko�ci spalania, zw³aszcza tych folii, które zawieraj¹ najwiêcej granic kontakto-
wych. Na tej podstawie, autorzy pracy [8] dochodz¹ do wniosku, ¿e prêdko�æ spala-
nia okre�lana jest przez dwa konkurencyjne efekty � rosn¹c¹ szybko�æ oraz male-
j¹ce ciep³o reakcji, wraz ze zmniejszeniem grubo�ci warstw Al/Ni. Szybko�æ reakcji
wzrasta gdy ro�nie ilo�æ granic kontaktowych, poniewa¿ zwiêksza siê powierzchnia
reakcji i maleje zasiêg dyfuzji reagentów, ale jednocze�nie zmniejsza siê ciep³o reak-
cji, bo powiêksza siê udzia³ fazy przej�ciowej Al9Ni2 w mieszaninie reakcyjnej.

1.2.  TERMIT  Al/CuOx  O  STRUKTURZE  WARSTWOWEJ

Blobaum i in. [9] przeprowadzili obszerne badania struktury i w³a�ciwo�ci kom-
pozytu Al/Cu4O3, uzyskanego metod¹ pró¿niowego, naprzemiennego napylania
glinu i tlenku miedzi(II). Folia mia³a grubo�æ ok. 14 mm i sk³ada³a siê z czternastu
podwójnych warstw glinu i tlenku miedzi (grubo�æ warstwy podwójnej wynosi³a
ok. 1 mm). Stosunek molowy Al/Cu4O3 by³ równy ok. 1/0,4.

Uzyskanie takiego kompozytu nastrêcza szereg trudno�ci, poniewa¿ w czasie
napylania wydziela siê dostatecznie du¿o ciep³a, aby zainicjowaæ egzotermiczn¹
reakcjê termitow¹, a ponadto glin ulega utlenieniu w reakcji z tlenem uwalnianym
w wyniku rozk³adu CuO. Te niekorzystne zjawiska uda³o siê znacznie ograniczyæ
po zastosowaniu ch³odzenia p³ytki krzemowej, na której osadzano poszczególne
warstwy kompozytu, i po czê�ciowym przes³oniêciu wylotów dzia³ magnetronowych.

Analiza fazowa (XRD) próbek uzyskanych w tych warunkach potwierdzi³a, ¿e
nie zawieraj¹ one metalicznej miedzi i krystalicznego tlenku glinu (nie wyklucza to
obecno�ci amorficznego Al2O3), co mo¿e oznaczaæ, ¿e w trakcie formowania kom-
pozytu tlenek miedzi nie by³ redukowany w du¿ych ilo�ciach. Napylony tlenek mie-
dzi ma strukturê melakonitu (Cu2

1+Cu2
2+O3). Faza ta jest bogatsza w mied� ni¿ wyj�-

ciowy CuO, a zatem czê�æ tlenu zosta³a utracona podczas napylania.
Regularna warstwowa struktura kompozytu zosta³a jednoznacznie potwierdzo-

na za pomoc¹ transmisyjnej mikroskopii elektronowej TEM. Zdjêcia poprzecznego
przekroju kompozytu przedstawiono na Rys. 3.
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Rysunek 3. Zdjêcia TEM poprzecznego przekroju kompozytu Al/Cu4O3 [9]

Warstwy glinu (ja�niejsze obszary o grubo�ci ok. 300 nm) sk³adaj¹ siê z regu-
larnych i równoosiowych krystalitów Al, natomiast warstwy tlenku miedzi (ciem-
niejsze obszary o grubo�ci ok. 700 nm) s¹ zbudowane z wyd³u¿onych kryszta³ów
u³o¿onych poprzecznie do p³aszczyzn kontaktowych. Pomiêdzy warstwami Al
i Cu4O3 widoczne s¹ puste przestrzenie powsta³e podczas przygotowywania próbki
do badañ mikroskopowych (przecinania folii).

Dok³adne badania struktury (transmisyjna mikroskopia elektronowa wysokiej
rozdzielczo�ci, HR TEM) i sk³adu pierwiastkowego (spektroskopia elektronów
Augera, AES) bezpo�redniego otoczenia granic kontaktowych Al/Cu4O3 ujawni³y
obecno�æ ok. 10 nm warstwy amorficznego i nanokrystalicznego tlenku glinu Al2O3.
Wykryto tak¿e obszary, przyleg³e do granicy kontaktowej, o zwiêkszonej zawarto�ci
miedzi. Grubo�æ warstwy Al2O3 w badanych kompozytach jest ok. czterokrotnie
wiêksza od warstw tlenkowych powstaj¹cych na powierzchni glinu pod wp³ywem
tlenu atmosferycznego. Zdaniem cytowanych autorów, jest to wynik bombardowa-
nia powierzchni glinu wysokoenergetycznymi jonami tlenu, powstaj¹cymi podczas
magnetronowego napylania tlenku miedzi.

Pomimo obecno�ci inhibituj¹cych warstewek tlenkowych i stosunkowo du¿ej
grubo�ci warstw Al/Cu4O3, proces spalania badanej folii jest procesem samopod-
trzymuj¹cym siê i w warunkach pokojowych rozprzestrzenia siê ze sta³¹ prêdko�ci¹
ok. 1 m/s. Ciep³o spalania, oszacowane w oparciu o wyniki ró¿nicowej analizy ter-
micznej, wynosi 3,9 ± 0,9 kJ/g, natomiast temperatura spalania osi¹ga temperaturê
wrzenia miedzi (2846 K). W produktach spalania wykryto obecno�æ metalicznej
miedzi, tlenku miedzi(I) i tlenku glinu(III).

Wykorzystuj¹c zwi¹zek pomiêdzy parametrami kinetycznymi, temperatur¹ spa-
lania i prêdko�ci¹ fali spalania, autorzy pracy [9] oszacowali, ¿e energia aktywacji
reakcji glinu z tlenkiem miedzi ma warto�æ z przedzia³u 146�460 kJ/mol i jest istot-
nie wiêksza od energii aktywacji, omówionej wcze�niej reakcji glinu z niklem
(ok. 128 kJ/mol). Niemniej jednak, fala spalania w folii Al/Cu4O3 rozprzestrzenia
siê trzykrotnie szybciej ni¿ w folii Al/Ni o identycznej geometrii, poniewa¿ ciep³o
i temperatura spalania pierwszej kompozycji s¹ du¿o wiêksze.

� �
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Wysokoenergetyczne kompozyty planarne spalaj¹ siê stacjonarnie nawet w nie-
wielkich ilo�ciach i dlatego idealnie nadaj¹ siê do ³¹czenia (spawania) elementów
nieodpornych na d³ugotrwa³e oddzia³ywania termiczne, które s¹ nieuniknione
w przypadku wykorzystywania znacznie wiêkszych, klasycznych ³adunków termi-
towych. Na Rys. 4 przedstawiono ideê tego pomys³u.

kierunek propagacji reakcji
termitowej w folii CuOx/Al

zap³on

wielowarstwowa folia
termitowa CuOx/Al

elementy
³¹czone

stop
lutowniczy

Rysunek 4. Zastosowanie wielowarstwowych nanokompozytów termitowych do ³¹czenia elementów
wra¿liwych na temperaturê [9]

Wysokie temperatury s¹ generowane jedynie w bezpo�rednim s¹siedztwie
folii, a ponadto jej grubo�æ mo¿e byæ dobrana tak, aby wiêkszo�æ wydzielonego
ciep³a zosta³a zu¿yta do stopienia materia³u lutowniczego. Dziêki temu, nawet ma³e
i wra¿liwe na temperaturê elementy nie ulegaj¹ uszkodzeniu.

1.3.  TERMIT  Al/Fe
2
O

3
  O  STRUKTURZE  WARSTWOWEJ

Odmienny od dotychczas omówionych i bardziej z³o¿ony sposób otrzymywa-
nia warstwowych materia³ów kompozytowych opisano w pracy [10]. Menon i in.
uzyskali wysoko uporz¹dkowan¹ strukturê, zbudowan¹ z matrycy nanodrutów tlenku
¿elaza(III), osadzonych i czê�ciowo zanurzonych w cienkim filmie glinowym (Rys. 5).

Rysunek 5. Schemat folii zbudowanej matrycy nanodrutów tlenku ¿elaza(III),
osadzonej w warstwie glinu [10]

Kompozyty tego typu otrzymano w wieloetapowym procesie obejmuj¹cym przy-
gotowanie matrycy ustawionych równolegle nanodrutów tlenku ¿elaza, na której
osadzano glin z fazy gazowej. W pierwszym etapie sporz¹dzano nanoporowat¹ mem-
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branê z tlenku glinu poprzez anodowe utlenienie foli glinowej w 3% roztworze kwasu
szczawiowego. Pory w takiej membranie s¹ ustawione prostopadle do powierzchni
i maj¹ kszta³t cylindryczny o �rednicy od 8 do 200 nm, zale¿nie od warunków ano-
dyzacji. Proces jest przerywany, zanim folia glinowa zostanie zupe³nie utleniona
i wytrawiona, tzn. zanim pory s¹ z jednej strony zamkniête (Rys. 6).

Rysunek 6. Schemat membrany z tlenku glinu z porami wype³nionymi ¿elazem [10]

W drugim etapie w porach membrany jest osadzane elektrochemicznie ¿elazo,
po czym wytrawia siê pozosta³¹ warstwê glinu (za pomoc¹ 3% roztworu chlorku
rtêci(II)), a nastêpnie czê�æ matrycy Al2O3 (za pomoc¹ mieszaniny kwasów chromo-
wego(VI) i fosforowego(V), w temperaturze 60°C.). Ods³oniête w tym etapie koñce
drutów ¿elazowych ulegaj¹ utlenieniu do Fe2O3.

Wytrawiona powierzchnia pokrywana jest warstw¹ glinu o grubo�ci ok. 50 nm
(osadzanie z fazy gazowej), a produkt tego etapu jest ponownie zanurzany w mie-
szaninie kwasów chromowego(VI) i fosforowego(V) w celu usuniêcia pozosta³ej
czê�ci tlenku glinu i utlenienia ¿elaza do tlenku ¿elaza(III).

Produkt koñcowy to kompozyt zawieraj¹cy nanodruty Fe2O3 osadzone prosto-
padle w warstwie glinu (Rys. 7).

Rysunek 7. Zdjêcie SEM dwuwarstwowej foli zbudowanej z nanodrutów tlenku ¿elaza(III),
osadzonych w warstwie glinu [10]
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Pojedynczy drut tlenku ¿elaza ma �rednicê równ¹ ok. 50 nm, a na jednym cm2

foli jest osadzonych ok. 1010 takich drutów [10]. Autorzy podkre�laj¹, ¿e metoda ta
pozwala na precyzyjn¹ kontrolê rozmiarów cz¹stek utleniacza. Ponadto, na po-
wierzchni kontaktowej Al/Fe2O3 nie ma ¿adnych zanieczyszczeñ (w tym Al2O3),
poniewa¿ glin jest osadzany z fazy gazowej w warunkach wysokiej pró¿ni. Dziêki
temu, spalanie kompozytu mo¿e byæ z ³atwo�ci¹ zainicjowane impulsem termicz-
nym lub laserowym. Temperatura zap³onu wynosi zaledwie ok. 410°C, a zatem jest
du¿o ni¿sza od temperatury topnienia glinu (660°C).

2.  METASTABILNE  INTERMOLEKULARNE
MIESZANINY  WYBUCHOWE  (MIC)

Aumann [13] zdefiniowa³ kompozyty MIC (ang. Metastable Intermolecular
Composites, Metastable Interstitial Composites) jako jednorodne mieszaniny dwóch
lub wiêcej sk³adników, z których przynajmniej dwa reaguj¹ ze sob¹ egzotermicznie,
a ka¿da cz¹stka kompozytu oddalona jest od innej, z któr¹ wchodzi w reakcjê na
odleg³o�æ typow¹ dla skali atomowej, tj. nie wiêksz¹ ni¿ d³ugo�æ kilku wi¹zañ che-
micznych. Ponadto istnieje bariera, która chroni sk³adniki przed spontaniczn¹ nie-
kontrolowan¹ reakcj¹.

Kompozyty MIC, zwane te¿ supertermitami, znane s¹ od kilkunastu lat [14].
Do najbardziej znanych supertermitów nale¿¹ mieszaniny glinu z tlenkami molib-
denu (MoO3), ¿elaza (Fe2O3), miedzi (CuO) i wolframu (WO3) o rozdrobnieniu nano-
metrowym. Poza tym proponuje siê wykorzystanie manganianu(VII) potasu jako
wyj¹tkowo reaktywnego utleniacza, poniewa¿ � w odró¿nieniu od wcze�niej wspom-
nianych tlenków � ulega rozk³adowi ju¿ w ok. 300°C [15]. Wszystkie kompozyty
MIC charakteryzuj¹ siê du¿ymi gêsto�ciami energii, wysok¹ wra¿liwo�ci¹ na bod�ce
inicjuj¹ce oraz prêdko�ciami spalania przekraczaj¹cymi 1000 m/s, a wiêc znacznie
wiêkszymi ni¿ prêdko�ci spalania klasycznych termitów [16].

2.1.  METODY  OTRZYMYWANIA  SUPERTERMITÓW

Supertermity otrzymuje siê z wcze�niej przygotowanych nanometrowych prosz-
ków glinu i odpowiedniego utleniacza. Aby unikn¹æ aglomeracji cz¹stek, mieszanie
sk³adników odbywa siê w rozpuszczalniku, np. w heksanie lub 2-propanolu. Zawie-
sinê poddaje siê ultrad�wiêkowej homogenizacji, po czym rozpuszczalnik jest odpa-
rowywany.

Nanoproszki glinu produkowane s¹ najczê�ciej metod¹ elektrowybuchow¹ [17],
polegaj¹c¹ na przepuszczeniu krótkotrwa³ego impulsu pr¹dowego o du¿ym natê¿e-
niu (energia 102�103 J w ci¹gu 1 ms) przez drut glinowy, umieszczony w reaktorze
wype³nionym argonem. W tych warunkach metal ulega jonizacji i wybuchowemu
odparowaniu, poniewa¿ jego temperatura wzrasta gwa³townie nawet do 15000 K.
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Rozrzucone wybuchem klastery plazmy glinowej sch³adzaj¹ siê w argonie i kon-
densuj¹ w postaci sferoidalnych cz¹stek o �rednicach mniejszych od. 100 nm. Kry-
stality glinu produkowane t¹ metod¹ s¹ silnie zdefektowane i bardzo reaktywne.
Mog¹ byæ stosowane jedynie w formie pasywowanej, tzn. po czê�ciowym, kontrolo-
wanym utlenieniu (podczas krótkotrwa³ej ekspozycji na suche powietrze wytwa-
rzane s¹ warstewki Al2O3 o grubo�ci ok. 3 nm) lub pokryciu powierzchni cz¹stek
cienk¹ warstw¹ kwasu palmitynowego. W pierwszym przypadku zawarto�æ aktyw-
nego metalu wynosi ok. 90%, natomiast w drugim proszek zawiera ok. 5% palnego
dodatku.

Proszki glinu o nanometrowym rozdrobnieniu i kulistych kszta³tach cz¹stek
(Rys. 8) otrzymuje siê te¿ przez kondensacje glinu z fazy gazowej [17]. W metodzie
tej idealnie czysty glin ogrzewany jest rezystancyjnie lub indukcyjnie do tempera-
tury ok. 1300°C. Pary glinu wprowadzane s¹ do komory wype³nionej obojêtnym
gazem pod obni¿onym ci�nieniem, gdzie atomy zderzaj¹ siê, tworz¹ zarodki fazy
sta³ej i krystalizuj¹. Zmieniaj¹c warunki panuj¹ce w reaktorze, mo¿na regulowaæ
szybko�æ nukleacji i wzrostu kryszta³ów, a tym samym ich wymiary. Przed wydoby-
ciem proszku glinu, do reaktora powoli wprowadza siê niewielk¹ ilo�æ tlenu w celu
wytworzenia pasywuj¹cych warstewek tlenkowych.

Rysunek 8. Zdjêcie TEM nanoproszku glinu otrzymanego przez kondensacjê z fazy gazowej [14]

Nanoproszki niektórych tlenków metali mo¿na wytwarzaæ metod¹ zol-¿el, która
jest dok³adnie opisana w dalszej czê�ci pracy. Nanowymiarowe cz¹stki innych utle-
niaczy otrzymuje siê przez pneumatyczne rozpylanie ich rozcieñczonych, wodnych
roztworów (2�5%) i nastêpnie suszenie uzyskanego aerozolu. Dyspergowanie roz-
tworów odbywa siê w atomizerach kolizyjnych, umo¿liwiaj¹cych uzyskanie kropel
o wymiarach ok. 1 mm. W ten sposób produkuje siê sferoidalne krystality manga-
nianu(VII) potasu o �rednicach mniejszych od 250 nm, (Rys. 9) [15]. T¹ sam¹ tech-
nik¹ mo¿na tak¿e syntezowaæ nanostruturalne tlenki metali. Wówczas rozpyla siê
wodny roztwór azotanu danego metalu, a aerozol jest ogrzewany do temperatur prze-
kraczaj¹cych temperaturê rozk³adu azotanu. W przypadku tlenku miedzi prekurso-
rem by³ 5% wodny roztwór azotanu miedzi(II), a temperatura suszenia wynosi³a
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500°C. Uzyskano submikronowe aglomeraty sk³adaj¹ce siê z krystalitów CuO, któ-
rych �rednice nie przekracza³y 100 nm (Rys. 9) [15].

� �

Rysunek 9. Zdjêcia SEM próbek CuO (a) i KMnO4 (b), otrzymywanych technik¹ rozpylania
i suszenia aerozoli [15]

Prakash i in. [18] opisali syntezê z³o¿onego utleniacza, którego cz¹stki s¹ zbudo-
wane z j¹dra KMnO4, okrytego mniej reaktywnym Fe2O3. Uzyskuje siê je w wyniku
pirolizy mikrokropel wodnego roztworu azotanu(V) ¿elaza(III) i manganianu(VII)
potasu o ca³kowitym stê¿eniu 2%. Aerozol, po wstêpnym odwodnieniu na ¿elu krze-
mionkowym, jest przepuszczany przez piece rurowe ogrzane do temperatury 120
i 240°C. W pierwszym piecu rozk³ada siê azotan ¿elaza i powstaje tlenek ¿elaza,
w drugim topi siê KMnO4. Po pojawieniu siê fazy ciek³ej, sta³e cz¹stki Fe2O3
migruj¹ w kierunku powierzchni, wytwarzaj¹c enkapsulaty KMnO4@Fe2O3. Pe³ne
pokrycie krystalitów KMnO4 tlenkiem ¿elaza wymaga u¿ycia roztworu prekurso-
rów (Fe(NO3)3·9H2O i KMnO4) w stosunku masowym nie mniejszym ni¿ 3:1. Wów-
czas 150-nm cz¹stki kompozytu pokryte s¹ ok. 4-nm warstw¹ Fe2O3 (Rys. 10).

Rysunek 10. Zdjêcia TEM nanocz¹stek KMnO4 pokrytych warstewk¹ Fe2O3 i mapa rozk³adu pierwiastków
w pojedynczej cz¹stce, uzyskana metod¹ skaningowej transmisyjnej mikroskopii elektronowej STEM [18]
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Zdjêcia TEM pozwoli³y stwierdziæ, ¿e wiêkszo�æ cz¹stek ma strukturê kapsu³-
kow¹, natomiast mapy rozk³adu pierwiastków potwierdzi³y, ¿e zewnêtrzne warstwy
cz¹stek zawieraj¹ g³ównie ¿elazo i tlen, a ich wnêtrze jest zbudowane z KMnO4.

Dogodn¹ metod¹ syntezy nanoproszków wielu tlenków metali jest piroliza ¿eli
zawieraj¹cych azotany tych metali i ró¿ne hydrofilowe, organiczne polimery. O jej
u¿yteczno�ci �wiadczy chocia¿by to, ¿e w latach 1993�2003 by³a wielokrotnie
patentowana [19�22]. W najogólniejszym przypadku polega ona na zmieszaniu wod-
nego roztworu azotanu danego metalu z rozpuszczalnym (lub czê�ciowo rozpusz-
czalnym) w wodzie polimerem i nastêpnie kalcynacji uzyskanego ¿elu, w warun-
kach gwarantuj¹cych rozk³ad azotanu i ca³kowite usuniecie wody oraz sk³adników
organicznych.

Gruenbauer i in. [22] proponuj¹ zastosowanie polimerów i kopolimerów epok-
sydowych (tlenku etylenu z tlenkiem propylenu lub butylenu) o �redniej masie cz¹s-
teczkowej z przedzia³u 1 000�50 000, w roli czynnika ¿eluj¹cego. Ma³ocz¹stecz-
kowe, ciek³e polimery epoksydowe mieszaj¹ siê z wod¹ w ka¿dym stosunku ju¿
w temperaturze pokojowej, natomiast w przypadku polimerów o d³u¿szych ³añcu-
chach niezbêdne jest wstêpne podgrzanie roztworu do ok. 60°C. Zalet¹ ¿elowania
polimerami epoksydowymi jest mo¿liwo�æ sporz¹dzania prekursorów o du¿ej
zawarto�ci soli metali. Maj¹ one konsystencje pasty i po kalcynacji ze 100 g ¿elu
mo¿na uzyskaæ od 10 do nawet 50 g tlenku metalu, zawieraj¹cego cz¹stki o �redni-
cach mniejszych od 200 nm. Je¿eli substratem jest roztwór dwóch lub wiêkszej
ilo�ci soli, otrzymuje siê tlenki z³o¿one, charakteryzuj¹ce siê du¿¹ jednorodno�ci¹
sk³adu. Cytowani autorzy stwierdzili te¿, ¿e w niektórych przypadkach zmniejsze-
niu wymiarów cz¹stek produktu sprzyja zastosowanie koagulantów. Proponuj¹ wyko-
rzystanie w tej roli wodorotlenku amonu oraz organicznych kwasów (kwas cytry-
nowy, EDTA) lub zasad (aminy i hydroksyaminy), poniewa¿ substancje te ulegaj¹
zupe³nej gazyfikacji podczas kalcynacji ¿elu [22].

Perry i in. [23] otrzymali nanostrukuralne tlenki wolframu metod¹ str¹ceniow¹.
Substratem by³ parawolframian amonu (NH4)10W12O41. Jego roztwór w stê¿onym
kwasie solnym (35 mg w 1 ml) wlewano do wody (jedna objêto�æ roztworu na cztery
objêto�ci wody), str¹cony osad odwirowywano, suszono w 100°C, a nastêpnie
wyrzewano w 200°C. Uzyskano bezwodny tlenek wolframu(III) o morfologii p³y-
tek, których �rednica wynosi³a ok. 100 nm, a grubo�æ ok. 20 nm.

Nanostrukturalne, wysokoenergetyczne kompozycje mog¹ byæ tak¿e otrzymy-
wane w wyniku rozdrabniania i mieszania sk³adników o mikronowych wymiarach
cz¹stek w m³ynach kulowych [24]. Podczas tej operacji cz¹stki paliwa i utleniacza
poddawane s¹ wielokrotnym intensywnym obci¹¿eniom mechanicznym (lokalnie
ci�nienia mog¹ osi¹gaæ nawet 5 GPa) i w ich wyniku ulegaj¹ silnym plastycznym
odkszta³ceniom. W tych warunkach warstewki tlenkowe, wystêpuj¹ce zwykle na
powierzchni cz¹stek metali, ulegaj¹ uszkodzeniu i zerwaniu, a na nowopowsta³ych
granicach kontaktowych tworz¹ siê obszary, gdzie substraty s¹ wymieszane na
poziomie atomowym. Produktami ostatecznym i s¹ proszki mieszanin paliwa i utle-
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niacza o mikronowych �rednicach ziaren (1�100 µm), z których ka¿de ma nanowy-
miarow¹ strukturê (Rys. 11) [25].

Rysunek 11. Zdjêcia SEM nanokompozytów Al/MoO3 i Al/Fe2O3 otrzymywanych metod¹ ARM,
na zdjêciach podano czasy mielenia sk³adników [25]

Jednoczesne mechaniczne rozdrabnianie i mieszanie substancji zdolnych do
silnie egzotermicznych reakcji jest oczywi�cie procesem niebezpiecznym. Dlatego
w ten sposób mog¹ byæ otrzymywane jedynie mieszaniny ma³o i �rednio reaktyw-
nych substancji. Najczê�ciej s¹ to kompozycje termitowe (np. Al/MoO3, Al/Fe2O3,
Al/CuO, Al/WO3) [25] albo mieszaniny boru z tytanem lub cyrkonem [26]. Jednak
nawet w tych przypadkach niezbêdne jest wcze�niejsze, eksperymentalne okre�le-
nie czasu, jaki up³ywa od momentu rozpoczêcia mieszania w danych warunkach
(szybko�æ obrotowa m³yna, ilo�æ i wymiary kul, itp.) do momentu zainicjowania
reakcji spalania mieszaniny. W³a�ciwy proces mieszania, realizowany w wiêkszej
skali, jest przerywany po up³ywie od 50 do 90% czasu niezbêdnego do zainicjowa-
nia reakcji. W praktyce mieszanie termitów trwa zwykle kilkana�cie minut, nato-
miast uk³ady metal-bor mog¹ byæ homogenizowane nawet w ci¹gu kilku godzin.
Im d³u¿szy jest czas mieszania, tym kompozyt jest bardziej jednorodny, ale jedno-
cze�nie zwiêksza siê prawdopodobieñstwo samozap³onu. Krytyczny re¿im procesu
jest podkre�lony w jego angielskojêzycznej nazwie: Arrested Reactive Mailling
(ARM) [25, 26].
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Sbramaniam i in. [27] opracowali metodê otrzymywania kompozytu Al/CuO,
wykorzystuj¹c¹ samoorganizacjê nanocz¹stek sk³adników w celu zwiêkszenia stop-
nia jednorodno�ci mieszaniny. W roli molekularnego ³¹cznika nanocz¹stek glinu
i tlenku miedzi wykorzystano poli(4-winylopirydynê) (P4VP). Wybrano ten poli-
mer, poniewa¿ podstawnik pirydynowy mo¿e oddzia³ywaæ zarówno z glinem, jak
i z tlenkiem miedzi.

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

CuCl2 + 2NaOH ® Cu(OH)2 + 2NaCl

Cu(OH)2 ® CuO + H2O

Reakcja zachodzi w wodzie, w obecno�ci alkoholu poliwinylowego, który pe³ni
rolê surfaktanta ograniczaj¹cego i jednocze�nie ukierunkowuj¹cego wzrost cz¹stek
CuO. Produkt ma morfologiê nanoprêtów o �rednicy 10�20 nm i d³ugo�ci 70�90 nm.
Cylindryczny kszta³t cz¹stek utleniacza jest korzystny, poniewa¿ maj¹ one wiêksz¹
powierzchniê ni¿ cz¹stki kuliste, a zatem mog¹ bezpo�rednio kontaktowaæ siê
z wiêksz¹ liczb¹ cz¹stek paliwa.

Pokrywanie cz¹stek CuO polimerem P4VP oraz ich mieszanie z proszkiem gli-
nowym wykonywano w mieszalnikach ultrad�wiêkowych, w 2-propanolu. Produkt
oddzielano od rozpuszczalnika przez wirowanie i suszono w temperaturze 95°C.
Schemat procesu przedstawiono na Rys. 12.

Rysunek 12. Schemat otrzymywania nanokompozytu Al/CuO w procesie wykorzystuj¹cym samoorganizacjê
cz¹stek sk³adników [27]

Wyd³u¿ony kszta³t cz¹stek utleniacza oraz du¿a jednorodno�æ sk³adu kompo-
zytu, bêd¹ca wynikiem samoorganizacji jego struktury w skali nanometrowej, gwa-
rantuj¹ wiêksz¹ od typowej powierzchniê kontaktu reagentów i szybko�æ uwalnia-
nia energii.

2.2.  W£A�CIWO�CI  FIZYKOCHEMICZNE  I  WYBUCHOWE

Kompozyty MIC, podobnie jak i inne typy nanostrukturalnych materia³ów piro-
technicznych, charakteryzuj¹ siê du¿¹ wra¿liwo�ci¹ na bod�ce inicjuj¹ce. Proces
ich wybuchowej przemiany mo¿e byæ z ³atwo�ci¹ zainicjowany uderzeniem, iskr¹
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elektryczn¹ czy impulsem promieniowania laserowego. Po zapocz¹tkowaniu reak-
cji w niewielkiej objêto�ci próbki, szybko formuje siê samopodtrzymuj¹ca siê fala
reakcyjna, która rozprzestrzenia siê z prêdko�ciami nawet o dwa rzêdy wielko�ci
wiêkszymi ni¿ w mieszaninach sporz¹dzonych ze sk³adników o rozdrobnieniu
mikronowym.

Valliappan i in. [28] zbadali wp³yw rodzaju utleniacza oraz pokrycia nanocz¹-
stek glinu warstewk¹ polimerow¹ na prêdko�æ rozprzestrzeniania siê fali reakcyjnej
oraz czas niezbêdny do zainicjowania autotermicznych reakcji w próbce. Do spo-
rz¹dzania mieszanin u¿ywano nanostrukturalnego proszku glinu (powierzchnia w³a�-
ciwa SBET ok. 40 m2/g) oraz tlenków miedzi(II), molibdenu(VI), wolframu(VI) i ¿ela-
za(III). Sk³adniki mieszano w heksanie za pomoc¹ ultrad�wiêków. Próbki spalano
w otwartej przestrzeni. Przewidywane równania reakcji i zmierzone prêdko�ci pro-
pagacji fali spalania przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Parametry procesu spalania nanostrukturalnych termitów [28]
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Stechiometryczna mieszanina glinu z tlenkiem wolframu(VI) spala siê z naj-
wiêksz¹ prêdko�ci¹ (412 m/s), natomiast najmniej reaktywnym utleniaczem okaza³
siê tlenek ¿elaza(III). Zmniejszenie wymiarów cz¹stek tlenku molibdenu(VI) powo-
duje spadek prêdko�ci fali spalania, je¿eli jednak wymiary te pozostaj¹ w zakresie
nanometrowym, obni¿enie prêdko�ci jest stosunkowo ma³e. Wyra�ny wp³yw stop-
nia rozdrobnienia tego utleniacza na prêdko�æ fali spalania obserwuje siê po przej�-
ciu od wymiarów nanometrowych do mikrometrowych (SBET = 1,5 m2/g). Autorzy
cytowanej pracy t³umacz¹ to tym, ¿e nanocz¹stki utleniacza o wymiarach mniej-
szych od pewnej krytycznej warto�ci, odparowuj¹ lub rozk³adaj¹ siê na tyle szybko,
¿e zmiany ich wymiarów nie powoduj¹ istotnych zmian prêdko�ci spalania.

Zastosowanie w termicie Al/CuO cz¹stek glinu pokrytych cienk¹ warstw¹ tri-
metoksyfenylosilanu (ok. 2% mas.) spowodowa³o ponad dwukrotny wzrost prêd-
ko�ci spalania (z 280 do 570 m/s), natomiast dalsze zwiêkszanie zawarto�ci silanu
(do 10%) skutkowa³o stopniowym zmniejszaniem prêdko�ci spalania. Autorzy uwa-
¿aj¹, ¿e niewielka ilo�æ silanu poprawia homogeniczno�æ mieszaniny, poniewa¿ zapo-
biega on aglomeracji cz¹stek glinu. Po przekroczeniu 2% zawarto�ci, prêdko�æ sys-
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tematycznie maleje z powodu obni¿aj¹cego siê ciep³a reakcji i rosn¹cej grubo�ci
warstewek rozdzielaj¹cych cz¹stki substratów [28].

Son i in. [14, 29] badali proces spalania supertermitów Al/MoO3 = 42,5/57,5
zawieraj¹cych glin o �rednich wymiarach cz¹stek 120, 80 i 44 nm. Autorzy ci dono-
sz¹, ¿e �rednia prêdko�æ spalania sypkich próbek termitów w otwartej przestrzeni
wzrasta³a od ok. 750 do ok. 950 m/s po zmniejszeniu wymiarów cz¹stek glinu z 120
do 80 mm. Dalsze zwiêkszanie stopnia rozdrobnienia glinu nie powodowa³o zna-
cz¹cych zmian prêdko�ci spalania [14].

W pracy [29] opisano eksperymenty, których celem by³o zidentyfikowanie domi-
nuj¹cego mechanizmu rozprzestrzeniania siê fali spalania w supertermicie Al/MoO3
= 42,5/57,5, sporz¹dzonym z proszków glinu (44 nm) i tlenku molibdenu (15,5 nm).
Stwierdzono, ¿e zmiany gêsto�ci ³adunków (z 0,27 do 0,4 g/cm3) i ci�nienia pocz¹t-
kowego (od 3,3 Pa do ok. 71 kPa) nie powoduj¹ zauwa¿alnych zmian prêdko�æ fali
spalania. Jej warto�æ, zmierzona w kilkudziesiêciu eksperymentach, by³a równa
ok. 857 m/s. Je¿eli jednak ³adunek nie wype³nia³ w pe³ni przekroju rury, w której by³
spalany, prêdko�æ propagacji wzrasta³a do ok. 1690 m/s, zarówno pod ci�nieniem
atmosferycznym, jak i obni¿onym. Fakt ten dowodzi, zdaniem autorów cytowanej
pracy, ¿e transport energii od strefy reakcji chemicznej do frontu czo³a fali spalania
odbywa siê g³ównie przez konwekcjê. Potwierdzeniem tego wniosku by³ ekspery-
ment polegaj¹cy na obserwacji zachowania siê fali spalania po wstawieniu w ³adu-
nek cienkich szafirowych przegród. Ich zadaniem by³o uniemo¿liwienie konwek-
cyjnego transportu energii, przy jednoczesnym umo¿liwieniu przekazywania jej przez
promieniowanie. W ka¿dym przypadku zarejestrowano przerwanie procesu spala-
nia po dotarciu fali do przegrody. Nie mo¿na wykluczyæ, ¿e pewien udzia³ w przeka-
zywaniu energii odgrywaj¹ tak¿e fale nadci�nienia. Fala spalania rozprzestrzenia
siê bowiem z prêdko�ci¹ nadd�wiêkow¹, a ci�nienie osi¹ga ok. 24 MPa w ci¹gu
zaledwie ok. 11 ms. Uwzglêdniaj¹c ponadto, ¿e prêdko�æ fali wynosi ok. 900 m/s,
mo¿na przyj¹æ, i¿ szeroko�æ strefy reakcji chemicznych w fali spalania wynosi
ok. 10 mm.

Proces inicjowania i spalania prasowanych ³adunków supertermitów Al/MoO3
o ró¿nym sk³adzie i gêsto�ci by³ przedmiotem badañ w pracach [30, 31]. Do sporz¹-
dzenia mieszanin wykorzystywano sferoidalne proszki glinu o �rednich wymiarach
cz¹stek z zakresu od 17 nm do 20 mm. Zawarto�æ aktywnego metalu w tych prosz-
kach wynosi³a odpowiednio od ok. 38 do 99%. Krystality tlenku molibdenu(VI)
mia³y kszta³t prostok¹tnych p³ytek o d³ugo�ci ok. 1 mm i grubo�ci 10�20 nm. Mie-
szaniny prasowano w walcowe ³adunki, których �rednica i wysoko�æ by³a równa
4,5. Ich spalanie inicjowano promieniowaniem laserowym 10,6 mm, generowanym
przez laser CO2 o mocy 50 W, pracuj¹cy w sposób ci¹g³y. �rednica wi¹zki promie-
niowania wynosi³a 4 mm.

Granier i in. [30] mierzyli czas od momentu o�wietlenia próbki promieniowa-
niem laserowym do zainicjowania samopodtrzymuj¹cych siê reakcji spalania oraz
prêdko�æ propagacji fali spalania w ³adunkach o gêsto�ci równej 38% maksymalnej
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gêsto�ci kompozycji. Zmieniano stopieñ rozdrobnienia glinu oraz jego zawarto�æ
w mieszaninie w zakresie od 30 do 70% z krokiem 10%.

Zast¹pienie nanostrukturalnego proszku glinu proszkiem o rozdrobnieniu
mikronowym wyd³u¿a czas do inicjacji o dwa-trzy rzêdy wielko�ci (od ok. 12 ms do
1�6 s). Najszybciej ulegaj¹ zap³onowi mieszaniny zawieraj¹ce niewielki nadmiar
glinu (10�20%), w stosunku do sk³adu stechiometrycznego. Stwierdzono te¿, ¿e
grubo�æ warstewek tlenkowych na cz¹stkach glinu (od 2,5 do 3,9 nm) nie wp³ywa
istotnie na czas do inicjacji. Autorzy cytowanej pracy uwa¿aj¹, ¿e tak gwa³towna
redukcja czasu niezbêdnego do zainicjowania procesu spalania, przy przej�ciu od
kompozycji nanostrukturalnych do mikrostrukturalnych, to wynik wyra�nego spadku
temperatury topnienia glinu wraz ze zmniejszaniem �rednicy jego cz¹stek. Zale¿-
no�æ ta staje siê szczególnie silna, gdy wymiary cz¹stek s¹ mniejsze od 100 nm
(Rys. 13).

Rysunek 13. Zale¿no�æ temperatury topnienia glinu od �rednicy cz¹stek
(wyznaczona na podstawie równania Gibasa-Thompsona) [30]

Wyniki teoretyczne zosta³y potwierdzone eksperymentalnie. Próbka zawiera-
j¹ca nanoproszek glinu (1�50 nm) uleg³a zainicjowaniu ju¿ po ogrzaniu jej powierz-
chni do ok. 100°C, natomiast zap³on próbki zawieraj¹cej cz¹stki o �rednicach z prze-
dzia³u 3�4 mm nastêpowa³ dopiero w temperaturze 610°C, tzn. bliskiej temperatu-
rze topnienia glinu 660°C.

Nieoczekiwanym wynikiem omawianych badañ by³o stwierdzenie, ¿e prêdko�æ
spalania ³adunków zaprasowanych z mieszanin zawieraj¹cych glin o mikrometro-
wych wymiarach cz¹stek jest zdecydowanie wiêksza ni¿ ich odpowiedników z nano-
proszkiem glinu. Stwierdzono, ¿e parametr ten zmienia siê w porównywanych gru-
pach mikro- i nanostrukturalnych kompozycji w zakresie, odpowiednio od ok. 23 do
30 m/s oraz od ok. 1 do 12 m/s, zale¿nie od stopnia rozdrobnienia i zawarto�ci
aktywnego metalu. Wiarygodn¹ przyczyn¹ takiego zachowania siê badanych ³adun-
ków jest ich temperatura pocz¹tkowa. W przypadku próbek mikrostrukturalnych
fala spalania propagowa³a siê we wstêpnie podgrzany materia³ (do 300°C na prze-
ciwleg³ym koñcu próbki), poniewa¿ by³y one o�wietlane promieniowaniem lasero-
wym nawet przez kilka sekund. Z kolei czas ekspozycji próbek nanostrukuralnych
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na impuls laserowy wynosi³ zaledwie ok. 10 ms, a zatem by³y one ogrzewane tylko
powierzchniowo.

Pantoya i in. [31] zbadali wp³yw gêsto�ci pocz¹tkowej prasowanych ³adunków
z nano- i mikrostrukturalnych mieszanin Al/MoO3 na prêdko�æ spalania oraz wyko-
nali analizy termiczne, w celu wyja�nienia mechanizmu reakcji chemicznych pod-
czas zap³onu próbki i na froncie fali spalania. Do sporz¹dzania badanych mieszanin
u¿ywano proszków glinu o rozdrobnieniu 10�14 nm oraz 76�80 mm. Gêsto�æ pró-
bek zmieniano w przedziale od 6,5 do 73% gêsto�ci maksymalnej. Wyniki pomia-
rów prêdko�ci spalania przedstawiono na Rys. 14.

Rysunek 14. Prêdko�æ spalania prasowanych ³adunków nano- i mikrokompozytów w funkcji gêsto�ci

Nanokompozyty spalaj¹ z tym wiêksz¹ prêdko�ci¹, im mniejsza jest ich gês-
to�æ. W przypadku mieszanin z mikronowym proszkiem glinu, zale¿no�æ jest
odwrotna. Cytowani autorzy s¹ zdania, ¿e wraz ze wzrostem gêsto�ci nanokompo-
zytów, coraz wiêcej glinu i tlenku molibdenu reaguje ju¿ na etapie zgêszczania próbki.
Reakcje te zachodz¹ wy³¹cznie w fazie sta³ej i dlatego ich szybko�æ jest niewielka,
a tempo wydzielania energii zbyt ma³e, aby spowodowaæ samozap³on próbki. Nie-
mniej jednak, czê�æ energii chemicznej jest konsumowana i nie jest dostêpna
w trakcie wybuchowej przemiany próbki. W mieszaninach mikrostrukturalnych
wzrost gêsto�ci oznacza eliminowanie wype³nionych powietrzem porów i wzrost
wspó³czynnika przewodzenia ciep³a w ³adunku. Poniewa¿ w procesie spalania domi-
nuj¹cym sposobem transportu energii jest przewodzenie, wy¿szy wspó³czynnik prze-
wodnictwa oznacza wiêksz¹ prêdko�æ fali spalania.

Porównawcze badania nano- i mikrokompozytów Al/MoO3 metod¹ ró¿nicowej
mikrokalorymetrii skaningowej DSC dostarczy³y dowodów, ¿e mechanizm reakcji
w obydwu przypadkach jest inny. Je¿eli cz¹stki glinu maj¹ mikronowe wymiary,
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szybkie silnie egzotermiczne reakcje pomiêdzy glinem i tlenkiem molibdenu rozpo-
czynaj¹ siê dopiero w temperaturze ok. 960°C, tzn. po ca³kowitym stopieniu glinu
i czê�ciowej sublimacji MoO3. W nanokompozytach egzotermiczne reakcje inicjo-
wane s¹ ju¿ w ok. 460°C, gdy obydwa substraty wystêpuj¹ w fazie sta³ej. Dyfuzja
w fazie sta³ej jest oczywi�cie znacznie powolniejsza ni¿ w uk³adzie gaz�ciecz i to
mo¿e byæ dodatkow¹ przyczyn¹ ni¿szej prêdko�ci spalania nanokompozytów, przy
gêsto�ciach przekraczaj¹cych 2 g/cm3 (Rys. 14).

Perry i in. [23] wykazali, ¿e nanostrukturalne tlenki wolframu, mog¹ byæ rów-
nie efektywnymi utleniaczami w supertermitach jak tlenek molibdenu(VI). Miesza-
nina Al/WO3 o sk³adzie odpowiadaj¹cym reakcji

2Al + WO3 = Al2O3 + W

spala siê z prêdko�ci¹ ok. 250 m/s. Pomiary ci�nienia podczas spalania próbek tej
mieszaniny w zamkniêtej przestrzeni pozwoli³y oszacowaæ, ¿e z 1 kg mieszaniny
mo¿na uzyskaæ do 2 MJ energii z maksymaln¹ moc¹ ok. 20 MW.

Supertermity zawieraj¹ce manganian(VII) potasu w roli utleniacza spalaj¹
siê znacznie gwa³towniej ni¿ mieszaniny glinu z tlenkami metali. Udowodnili to
Prakash i in. [16], spalaj¹c sypkie 25-mg próbki nanokompozytu Al/KMnO4 = 35/65
w komorze o objêto�ci 13 ml. Stwierdzono, ¿e w tych warunkach szybko�æ narasta-
nia ci�nienia wynosi³a ok. 2 MPa/ms i by³a odpowiednio ok. 40 i 17000 razy wiêk-
sza ni¿ w przypadku spalania nanostrukturalnych kompozycji Al/MoO3 i Al/Fe2O3.
Cytowani autorzy przypisuj¹ to niskiej temperaturze dekompozycji KMnO4
(ok. 300°C).

Niestety, mieszaniny glinu z KMnO4 charakteryzuj¹ siê zbyt ma³¹ trwa³o�ci¹
chemiczn¹. Aby wyeliminowaæ przedwczesne reakcje tych substancji, krystality
KMnO4 pokrywano warstewkami tlenku ¿elaza(III) o ró¿nej grubo�ci [18]. Stwier-
dzono, ¿e szybko�æ wzrostu ci�nienia podczas spalania tak zmodyfikowanych
supertermitów jest proporcjonalna do grubo�ci warstewek Fe2O3 i wynosi ok. 0,1
i 0,83 MPa/ms, je¿eli grubo�æ ta jest równa odpowiednio 16 i 4 nm. Autorzy podkre-
�laj¹, ¿e zwyk³e zmieszanie proszków dwóch utleniaczy o ró¿nej reaktywno�ci nie
tylko nie poprawia trwa³o�ci kompozytu, ale równie¿ nie umo¿liwia tak szerokiego
zakresu regulowania parametrów spalania, jak ma to miejsce w przypadku, gdy
zastosuje siê z³o¿ony utleniacz w formie kapsu³ek.

Supertermity Al/CuO, otrzymane przez Subramaniam i in. [27] w procesie wyko-
rzystuj¹cym samoorganizacjê cz¹stek paliwa wokó³ cz¹stek utleniacza, spalaj¹ siê
z prêdko�ciami 1800�2200 m/s, a wiêc znacznie wiêkszymi ni¿ otrzymane innymi
metodami (Tabela 1). Cytowani autorzy t³umacz¹ to wysokim stopniem homoge-
niczno�ci mieszaniny i w zwi¹zku z tym silnie rozwiniêt¹ powierzchni¹ reakcji.
W konsekwencji fala reakcyjna rozprzestrzenia siê z prêdko�ci¹ nadd�wiêkow¹, co
sugeruje, ¿e dominuj¹cym mechanizmem transportu energii mog¹ byæ w tym przy-
padku fale nadci�nienia.
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Badania supertermiów Al/MoO3 i Al/F2O3 otrzymanych metod¹ ARM, tzn.
w wyniku ³¹cznego mielenia proszków glinu i tlenków metali w m³ynach kulowych
wykaza³y, ¿e parametry ich spalania zale¿¹ przede wszystkim od czasu mielenia.
Schoenitz i in. [26] wykonali pomiary ci�nienia podczas spalania sypkich próbek
mieszanin Al/MoO3 i Al/F2O3 w pojemniku wype³nionym argonem oraz zmierzyli
szybko�æ spalania ich ³adunków o przekroju kwadratowym 2,5 × 2,5 mm w otwartej
przestrzeni. Uzyskane przez nich wyniki przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Parametry procesu spalania supertermitów otrzymanych metod¹ ARM [26]
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�* � masy spalanych próbek dobrano tak, aby ilo�æ wydzielonej energii by³a identyczna.

Maksymalne ci�nienie w komorze (stopieñ przereagowania mieszaniny) i szyb-
ko�æ jego narastania (szybko�æ reakcji chemicznych) systematycznie wzrastaj¹ wraz
z wyd³u¿eniem czasu mieszania, poniewa¿ poprawia siê jednorodno�æ kompozytu.
W otwartej przestrzeni mieszanina Al/Fe2O3, która w ogóle nie by³a mielona, nie
jest zdolna do sampodtrzymuj¹cego siê spalania, natomiast po zmieleniu proces
rozprzestrzenia siê tym szybciej, im d³u¿szy by³ czas mielenia. Prêdko�ci spalania
s¹ jednak o dwa rzêdy wielko�ci mniejsze ni¿ w przypadku sypkich kompozytów
MIC, otrzymanych przez ultrad�wiêkowe zmieszanie nanocz¹stek paliwa i utlenia-
cza w heksanie (Tabela 1). Równie ma³e warto�ci tego parametru obserwowano po
zagêszczeniu kompozytów MIC (Rys. 14). Mo¿na wiêc przypuszczaæ, ¿e przyczyn¹
spowolnienia propagacji fali spalania jest ograniczenie ilo�ci energii przekazywa-
nej na drodze konwekcji oraz czê�ciowe przereagowanie substratów ju¿ na etapie
sporz¹dzania kompozytu. W odró¿nieniu od zwyk³ych kompozytów MIC, poszcze-
gólne cz¹stki mieszanin typu ARM sk³adaj¹ siê zarówno z glinu, jak i z tlenku ¿elaza,
a ich gêsto�æ jest bliska gêsto�ci teoretycznej [26].

Wysoka wra¿liwo�æ supertermitów na bod�ce cieplne i mechaniczne oraz du¿a
prêdko�æ rozprzestrzeniania siê fali spalania umo¿liwia wykorzystanie ich do pro-
dukcji sp³onek zapalaj¹cych, inicjowanych elektrycznie lub uderzeniem. W Los Ala-
mos National Laboratory [14] skonstruowano elektryczne sp³onki zapalaj¹ce wyko-
rzystuj¹ce nanostrukturaln¹ mieszaninê Al/MoO3. Na Rysunku 15 przedstawiono
zdjêcia ilustruj¹ce dzia³anie sp³onek klasycznych i nowoopracowanych. W sposób
oczywisty wynika z nich, ¿e nowe sp³onki s¹ znacznie lepsze zarówno pod wzglê-
dem szybko�ci generacji impulsu ogniowego, jak i wielko�ci p³omienia.
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Rysunek 15. Zdjêcia ilustruj¹ce dzia³anie klasycznych (a) i nowych (b) sp³onek zapalaj¹cych,
zawieraj¹cych nanokompozyt Al/MoO3 [14]

Dodatkow¹ zalet¹ proponowanego rozwi¹zania jest to, ¿e supertermity zastê-
puj¹ mieszaniny inicjuj¹ce, zawieraj¹ce wysoko toksyczne sole metali ciê¿kich, np.
piorunian rtêci, trinitrorezorcynian o³owiu, azotan baru, siarczki antymonu. Ponadto
parametry wytwarzanego impulsu inicjuj¹cego mog¹ byæ z ³atwo�ci¹ dostosowane
do potrzeb przez prost¹ w realizacji zmianê sk³adników mieszanin, stopnia ich roz-
drobnienia i stosunku ilo�ciowego.

Powa¿n¹ wad¹ supertermitów jest natomiast ich du¿a wra¿liwo�æ, zbli¿ona nie-
kiedy do wra¿liwo�ci inicjuj¹cych materia³ów wybuchowych. Nale¿y podkre�liæ, ¿e
w tym przypadku nie mo¿na zastosowaæ znanego sposobu zmniejszenia wra¿liwo-
�ci mieszanin inicjuj¹cych przez ich zwil¿enie, poniewa¿ woda reaguje z nanostru-
turalnym proszkiem glinu. W zwi¹zku z tym, wszelkie operacje z supertermitami
wymagaj¹ szczególnej ostro¿no�ci [14].

3.  MIESZANINY  WYBUCHOWE  OTRZYMYWANE  METOD¥
ZOL�¯EL

Synteza nanostrukturalnych materia³ów metod¹ zol�¿el przebiega w �rodowi-
sku rozpuszczalnika (Rys. 16). Wyj�ciowy zol (roztwór koloidalny) powstaje w wy-
niku hydrolizy i/lub polikondensacji prekursora, tworz¹c nanometrowe, jednorodne

Cudzilo_kicinski_folie.p65 2008-04-15, 13:23212



NANOSTRUKTURALNE MATERIA£Y WYBUCHOWE 213

pod wzglêdem kszta³tu i wymiarów cz¹stki, które pocz¹tkowo poruszaj¹ siê swo-
bodnie w rozpuszczalniku. ¯el tworzy siê wówczas, gdy w uk³adzie koloidalnym
znajduje siê tak du¿o cz¹stek, ¿e stykaj¹ siê one lub ³¹cz¹ z sob¹ w wielu punktach,
tworz¹c sztywn¹ trójwymiarow¹ sieæ, która rozprzestrzenia siê w ca³ej objêto�ci
cieczy, uniemo¿liwiaj¹c przemieszczanie siê cz¹stek fazy rozproszonej. Proces ten
nazywa siê koagulacj¹.

W przypadku ¿eli zbudowanych z polimerów, koagulacja mo¿e te¿ nastêpowaæ
na skutek reakcji polimeryzacji, polikondensacji lub sieciowania. Tak wiêc struk-
turê ¿elu tworz¹ po³¹czone kowalencyjnie (lub w inny sposób, np. za pomoc¹ wi¹-
zañ wodorowych, oddzia³ywañ jonowych lub van der Walsa) wielofunkcyjne cz¹stki
i w³ókna (zazwyczaj o wymiarach 0,1�20 nm), pomiêdzy nimi wystêpuj¹ za� pory
(10�50 nm) wype³nione rozpuszczalnikiem.

Rysunek 16. Schemat ideowy otrzymywania nanostrukturalnych materia³ów metod¹ zol�¿el [5]

Zmieniaj¹c rozpuszczalnik, temperaturê, wska�nik pH roztworu, rodzaj i stê-
¿enie reagentów, mo¿na regulowaæ wymiary cz¹stek zolu, czas ¿elowania i struk-
turê ¿elu oraz jego zachowanie podczas procesu suszenia.

Powolne, kontrolowane odparowywanie rozpuszczalnika prowadzi do otrzy-
mania ksero¿elu � litego optycznie materia³u o du¿ej gêsto�ci i wytrzyma³o�ci
mechanicznej. Je¿eli natomiast zawarty w porach rozpuszczalnik jest ekstrahowany
w warunkach nadkrytycznych (za pomoc¹ CO2), powstaje aero¿el � rodzaj sztywnej
piany o wyj¹tkowo ma³ej gêsto�ci. W obydwu przypadkach s¹ to materia³y poro-
wate, charakteryzuj¹ce siê du¿¹ powierzchni¹ w³a�ciw¹ (kilkaset m2/g) i jednorod-
nym rozmieszczeniem porów w przestrzeni. Wype³nienie tych porów substancj¹ utle-
niaj¹c¹ lub redukuj¹c¹ (zale¿nie od natury szkieletu ¿elu) pozwala uzyskaæ wysoko-
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energetyczny kompozyt, homogeniczny w skali nanometrowej i dziêki temu zdolny
do szybkich przemian wybuchowych (Rys. 17).

Rysunek 17. Schemat struktury wysokoenergetycznego materia³u otrzymanego metod¹ zol�¿el [5]

Wprowadzenie drugiego sk³adnika kompozytu mo¿e byæ zrealizowane w nas-
têpuj¹cy sposób [32, 33]:

(I) przez dodanie sta³ych cz¹stek � nanometrowe proszki utleniacza, reduktora
lub zwi¹zku wybuchowego miesza siê z zolem lub ¿elem pierwszego sk³adnika,
a nastêpnie usuwa rozpuszczalnik.

(II) przez dodanie roztworu � do roztworu/zolu pierwszego sk³adnika dodaje
siê roztwór drugiego w tym samym lub kompatybilnym rozpuszczalniku, a po ¿ela-
tynizacji rozpuszczalniki s¹ odparowywane lub ekstrahowane.

(III) przez wymianê rozpuszczalnika � faza ciek³a ¿elu pierwszego sk³adnika
jest wymieniana na inn¹ ciecz, w której rozpuszczony jest drugi sk³adnik.

3.1.  KOMPOZYTY  ZAWIERAJ¥CE  ¯ELE  NIEORGANICZNE

Pierwszy etap otrzymywania wysokoenergetycznych nanokompozytów tech-
nik¹ zol�¿el, zawieraj¹cych tlenek metalu (najczê�ciej tlenek ¿elaza(III)) w roli utle-
niacza, polega na zbudowaniu tlenkowego szkieletu ¿elu ze zdolnych do hydrolizy
soli tych metali (zwykle stosuje siê chlorki lub azotany). Fazê ciek³¹ stanowi etanol,
woda lub inny polarny i protyczny rozpuszczalnik. Sk³adnik palny dodawany jest
w formie sta³ej lub w roztworze bezpo�rednio przed procesem koagulacji, inicjowa-
nej wprowadzeniem zwi¹zków epoksydowych (oksiranów lub oksetanów). Susze-
nie kompozytu jest realizowane przez powolne odparowanie rozpuszczalnika lub
jego ekstrakcjê w warunkach nadkrytycznych (Rys. 18) [32�36].
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Rysunek 18. Schemat otrzymywania kompozytów utleniacz-paliwo metod¹ zol�¿el

Bezpo�rednio po dodaniu zwi¹zku epoksydowego (np. tlenku propylenu) do
etanolowego roztworu soli ¿elaza rozpoczyna siê egzotermiczna reakcja, której towa-
rzyszy zmiana koloru roztworu z pomarañczowego na ciemno czerwony oraz stop-
niowe zwiêkszanie jego lepko�ci. Proces tworzenia zolu polega na polikondensacji
uwodnionych jonów ¿elaza(III) (Rys. 19). Najpierw powstaj¹ ma³e oligomery, które
³¹cz¹ siê w wiêksze cz¹stki tworz¹c zol, ulegaj¹cy systematycznej koagulacji,
w miarê jak ro�nie stê¿enie i rozmiary cz¹stek. Sztywny ¿el formuje siê w ci¹gu
zaledwie kilku minut [34].

Rysunek 19. Schemat tworzenia ¿elu tlenku ¿elaza [38]

Szybko�æ ¿elowania i jako�æ ¿elu w znacznym stopniu zale¿¹ od w³a�ciwo�ci
fazy ciek³ej (np. napiêcia powierzchniowego, sta³ej dielektrycznej, momentu dipo-
lowego). Gash i in. [35] stwierdzili, ¿e koagulacja zachodzi naj³atwiej w polarnych,
protycznych rozpuszczalnikach, poniewa¿ ich zdolno�æ do tworzenia silnych wi¹-
zañ wodorowych sprzyja ³¹czeniu siê cz¹stek tlenku ¿elaza (zawieraj¹cych niew¹t-
pliwie powierzchniowe grupy hydroksylowe) w sztywn¹ przestrzenn¹ sieæ ¿elu.

Rola zwi¹zków epoksydowych w procesie ¿elowania roztworów soli ¿elaza by³a
przedmiotem badañ w pracach [35, 36]. Zdaniem autorów tych prac hydroliza
i kondensacja uwodnionych jonów ¿elaza jest inicjowana przeniesieniem protonu
od akwakompleksu do tlenu zwi¹zku epoksydowego. Powsta³y przej�ciowo kation
oksoniowy wchodzi w reakcjê z obecnymi w �rodowisku nukleofilami (np. A� = Cl�,
H2O, NO3

�), która prowadzi do otwarcia pier�cienia i nieodwracalnego usuniêcia
protonu ze �rodowiska reakcji (Rys. 20).
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 Rysunek 20. Schemat reakcji zwi¹zków epoksydowych z uwodnionymi jonami ¿elaza podczas tworzenia
¿elu tlenku ¿elaza [35]

Zwi¹zki epoksydowe s¹ stosunkowo s³abymi zasadami i mo¿na je dok³adnie
rozprowadziæ w ca³ej objêto�ci roztworu, bez nag³ej zmiany jego odczynu. W efek-
cie wska�nik pH mieszaniny reakcyjnej powoli i systematycznie wzrasta, umo¿li-
wiaj¹c tworzenie dimerów, oligomerów, cz¹stek zolu i w koñcu monolitycznego
¿elu tlenku ¿elaza. Mocne zasady, takie jak OH�, CO3

2�, reaguj¹ bardzo szybko
z uwodnionymi jonami ¿elaza. Tworz¹ siê wówczas du¿e cz¹stki zasadowych tlen-
ków ¿elaza, które wytr¹caj¹ siê w postaci osadu.

Kinetyka reakcji kationu oksoniowego z nukleofilami, a wiêc równie¿ szyb-
ko�æ nukleacji i wzrostu cz¹stek zolu, zale¿¹ od struktury u¿ytego zwi¹zku epoksy-
dowego. W pracy [36] wykazano na przyk³ad, ¿e zastêpuj¹c oksirany oksetanami
mo¿na znacz¹co zmieniaæ mikrostrukturê ¿elu. W pierwszym przypadku proces
koagulacji zachodzi szybciej, a ¿el zbudowany jest z kulistych cz¹stek o �rednicach
z przedzia³u 5�15 nm, natomiast w drugim otrzymuje siê produkt o strukturze w³ók-
nistej.

3.1.1. Nanostrukturalny termit Al/Fe2O3

Tillotson i in. [34] opisali sposób otrzymywania oraz w³a�ciwo�ci termitu
Al/Fe2O3. Typowa procedura syntezy obejmowa³a rozpuszczenie 1 g Fe(NO3)3·9H2O
w 5 g bezwodnego etanolu oraz wprowadzenie do mieszanego roztworu najpierw
1 g tlenku propylenu, a nastêpnie 0,034 g proszku glinu. U¿ywano glinu o mikrono-
wym (ok. 6 mm) oraz nanometrowym rozdrobnieniu (ok. 30 nm). W obydwu przy-
padkach sk³ad termitu odpowiada³ stechiometrii reakcji:

2Al + Fe2O3 = Al2O3 + 2Fe

Rozpuszczalnik odparowywano w suszarce pró¿niowej, w 70°C przez 5�6 dni,
lub ekstrahowano ditlenkiem wêgla w warunkach nadkrytycznych. Wymiana eta-
nolu na CO2 polega na d³ugotrwa³ym (3�4 dni) p³ukaniu próbki ¿elu ditlenkiem
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wêgla w temperaturze 10°C i pod ci�nieniem ok. 10 MPa. Nastêpnie reaktor powoli
ogrzewano do 45°C i dekompresowano w ci¹gu ok. 100 min.

Wyniki badañ strukturalnych (transmisyjna mikroskopia elektronowa, izotermy
adsorpcji) potwierdzi³y, ¿e otrzymane mieszaniny s¹ generalnie jednorodne w skali
nanometrowej, chocia¿ obserwowano tak¿e aglomeraty cz¹stek glinu. Autorzy uwa-
¿aj¹, ¿e problem ten da siê rozwi¹zaæ przez zastosowanie mieszania ultrad�wiêko-
wego na etapie wprowadzenia proszku glinowego do zolu. Pomimo kontaktu glinu
z faz¹ ciek³¹ zawieraj¹c¹ wodê, nie stwierdzono zwiêkszenia grubo�ci warstewek
tlenkowych na powierzchni cz¹stek, a zatem mieszanie komponentów w umiarko-
wanie zasadowym �rodowisku zawieraj¹cym wodê jest dopuszczalne. Termity z nano-
metrowym proszkiem glinu z ³atwo�ci¹ zapala³y siê od p³omienia gazowego i ule-
ga³y gwa³townemu spaleniu. Egzotermiczne reakcje w próbkach ogrzewanych z szyb-
ko�ci¹ 10°C/min inicjowane s¹ ju¿ w temperaturze ok. 400°C i przebiegaj¹ z naj-
wiêksz¹ szybko�ci¹ w ok. 530°C, a wiêc znacznie poni¿ej temperatury topnienia
glinu. Zmierzone ciep³o tych reakcji wynosi 1,5 kJ/g i jest du¿o mniejsze od warto-
�ci teoretycznej (3,9 kJ/g). Plantier i in. [7] wykazali, ¿e jest to efekt obecno�ci
du¿ej ilo�ci zanieczyszczeñ w tlenku ¿elaza, wytworzonym metod¹ zol�¿el. Surowe
aero- ksero¿ele F2O3 zawieraj¹ odpowiednio ok. 24 i 28% wody i zwi¹zków orga-
nicznych (rozpuszczalnik, produkty przemian czynnika koaguluj¹cego), które w pro-
cesie spalania kompozycji g³ównie poch³aniaj¹ energiê. Powoduje to istotne obni-
¿enie prêdko�ci fali spalania. Cytowani autorzy stwierdzili, ¿e termity sporz¹dzone
z aero¿eli zawieraj¹cych 92 i 76% F2O3 spalaj¹ siê w otoczkach o �rednicy 6,35 mm
z prêdko�ciami odpowiednio 542 i 13 m/s. Wiêkszo�æ zanieczyszczeñ mo¿e byæ
usuniêta podczas ogrzewania surowych ¿eli tlenku ¿elaza w temperaturze ok. 400°C,
w atmosferze powietrza. Kalcynacja powoduje tak¿e zmniejszenie powierzchni w³a�-
ciwej i transformacjê amorficznego uwodnionego tlenku ¿elaza (prawdopodobnie
Fe5O8·4H2O) w fazê a-Fe2O3 [7].

Zarówno aero- jak i ksero¿ele Al/Fe2O3 okaza³y siê wra¿liwe na uderzenie. Piêæ-
dziesiêcioprocentow¹ skuteczno�æ pobudzeñ obserwowano, gdy energia uderzenia
wynosi³a odpowiednio 22 i 38 J. Stwierdzono te¿, ¿e jedynie aero¿el Al/Fe2O3 cha-
rakteryzuje siê du¿¹ wra¿liwo�ci¹ na iskrê elektryczn¹ (0,03 J). Wiêksz¹ wra¿li-
wo�æ aero¿eli przypisaæ mo¿na ich ma³ej przewodno�ci cieplnej i w zwi¹zku z tym
� ma³ej szybko�ci dyssypacji energii z gor¹cych punktów wytworzonych impulsem
inicjuj¹cym. ¯aden z badanych kompozytów nie jest wra¿liwy na tarcie. Dolna gra-
nica wra¿liwo�ci na ten bodziec jest wiêksza ni¿ 360 N.

3.1.2. Wielosk³adnikowe nanokompozyty pirotechniczne

Jedn¹ z zalet syntezy zol�¿el jest mo¿liwo�æ wykorzystania jej do sporz¹dzania
mieszanin jednorodnych w skali nanometrowej lub nawet molekularnej. ¯elowaniu
poddaje siê wówczas roztwór dwóch lub wiêkszej ilo�ci prekursorów. Stosuj¹c tê
metodê, Clapsaddle i in. [37] otrzymali mieszany tlenek ¿elazowo-krzemowy,
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wychodz¹c ze wspólnego roztworu uwodnionego chlorku ¿elaza (FeCl3·6H2O)
i tetrametoksysilanu (TMOS) w etanolu. W roli czynnika ¿eluj¹cego stosowano tle-
nek propylenu lub oksetan. Rozpuszczalnik usuwano przez powolne odparowanie
lub na drodze ekstrakcji w warunkach nadkrytycznych.

Stwierdzono, ¿e homogeniczne zole i ¿ele powstaj¹ tylko wtedy, gdy zachowana
jest w³a�ciwa kolejno�æ wprowadzania reagentów. Najlepsze rezultaty uzyskano
mieszaj¹c roztwór TMOS w etanolu z zolem soli ¿elaza (tzn. z czê�ciowo z¿elowa-
nym roztworem FeCl3·6H2O). Do otrzymanej mieszaniny wprowadzano dodatkow¹
porcjê czynnika ¿eluj¹cego. Po wysuszeniu uzyskano monolityczne ksero- lub aero-
¿ele o powierzchni w³a�ciwej z przedzia³u 350�450 m2/g i �rednim wymiarze porów
od 15 do 30 nm. Je¿eli czynnikiem ¿eluj¹cym by³ tlenek propylenu, sieæ przestrzen-
na ¿eli by³a zbudowana ze sferoidalnych cz¹stek o �rednicach 2�5 nm, natomiast
zastosowanie w tej roli oksetanu skutkuje zwiêkszeniem �rednicy cz¹stek do
15�20 nm.

Ten sam schemat postêpowania mo¿na zastosowaæ do otrzymywania innych
mieszanych ¿eli. Na przyk³ad koagulacja zolu tlenku ¿elaza w obecno�ci chlorku
glinu(III) prowadzi do mieszanego tlenku ¿elazowo-glinowego. Wprowadzenie SiO2
lub Al2O3 do termitu Al/Fe2O3 zmniejsza ciep³o i liniow¹ prêdko�æ spalania, ale
w niektórych zastosowaniach mo¿e byæ to korzystne. Ponadto obecno�æ SiO2 w mie-
szaninach termitowych przyczynia siê do obni¿enia temperatury topnienia produk-
tów spalania i dziêki temu, do zwiêkszenia ich zdolno�ci zapalaj¹cej. Jeszcze wa¿-
niejsza jest mo¿liwo�æ modyfikowania widma promieniowania emitowanego przez
p³omieñ, przez wprowadzenie dodatków bêd¹cych selektywnymi emiterami. Pod-
kre�liæ nale¿y, ¿e zmiany sk³adu koñcowej kompozycji dokonywane s¹ ju¿ w wyj�-
ciowym roztworze, a zatem w sposób bezpieczny i nie pogarszaj¹cy homogenicz-
no�ci kompozycji.

Zhao i in. [38] opisali syntezê zol�¿el, której produktem koñcowym by³ hybry-
dowy nanokompozyt organiczno-nieorganiczny. Jego szczególn¹ zalet¹ jest jedno-
rodno�æ sk³adu siêgaj¹ca poziomu molekularnego, poniewa¿ tworz¹ go dwie
oddzielne, lecz wzajemnie przenikaj¹ce siê sieci � tlenku ¿elaza i wêglowo-siloksa-
nowej (ang. interpenetrating networks, IPNs). Struktury te otrzymano w wyniku
reakcji biegn¹cych równolegle w jednym roztworze. Prekursorem sieci tlenku ¿elaza
by³ uwodniony chlorek ¿elaza(III), natomiast sieæ krzemianowo-organiczna powsta-
wa³a w wyniku kondensacji wêglowodorowych lub fluorowêglowodorowych
pochodnych trietoksysilanu (Rys. 21).
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Rysunek 21. Struktury organicznych pochodnych trietoksysilanu, wykorzystywanych
w syntezie kompozytów typu IPNs [38]

Podobnie jak w przyk³adach opisanych powy¿ej, reakcja przebiega³a w �rodo-
wisku etanolu, a czynnikiem ¿eluj¹cym by³ tlenek propylenu lub oksetan (Rys. 22).
Zale¿nie od rodzaju u¿ytego zwi¹zku silanowego oraz stosunku molowego ¿elaza
i krzemu, czas ¿elowania wynosi³ od ok. 1 min. do 20 godzin.
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Rysunek 22. Schemat syntezy zol�¿el kompozytów zbudowanych z wzajemnie przenikaj¹cych siê sieci
tlenku ¿elaza i wêglowo-siloksanowej Fe2O3-SiO3/2-R-SiO3/2 [38]

¯ele suszono klasycznie lub na drodze ekstrakcji w warunkach nadkrytycz-
nych. Badania strukturalne produktów wykaza³y, ¿e otrzymano ksero- lub aero¿ele
o powierzchni w³a�ciwej od ok. 70 do 350 m2/g, nie wykazuj¹ce ró¿nic w sk³adzie
fazowym w obszarach o wymiarach wiêkszych od 5 nm. Autorzy twierdz¹, ¿e rów-
nie¿ sole innych metali oraz inne organiczne pochodne silanów bêd¹ mog³y byæ
wykorzystane w zaproponowanej przez nich metodzie syntezy hybrydowych kom-
pozytów organiczno-nieorganicznych [38].
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3.1.3. Nanostrukturane mieszaniny materia³ów wybuchowych z krzemionk¹

W patentach [32, 33] opisano otrzymywanie i w³a�ciwo�ci nanostukturalnych
mieszanin klasycznych materia³ów wybuchowych (pentrytu (PETN), heksogenu
(RDX)) z ¿elem krzemionkowym. Powstaje przez mieszanie acetonowego roztworu
tych substancji z koaguluj¹cym roztworem tetrametoksysilanu (TMOS) w acetonie.
¯elatynizacja mo¿e byæ katalizowana kwasami lub zasadami, ale autorzy zalecaj¹
wykorzystanie w tej roli kwasu tetrafluoroborowego HBF4. Wprowadza siê go
w formie roztworu wodno-acetonowego. Wówczas ¿el powstaje w ci¹gu ok. 24 go-
dzin. Krystalizacja materia³u wybuchowego w matrycy krzemionkowej jest wymu-
szana przez wymianê acetonu na etanol, który nastêpnie usuwa siê na drodze nad-
krytycznej ekstrakcji ditlenkiem wêgla. Wcze�niejsza krystalizacja zapobiega wymy-
waniu materia³u wybuchowego na etapie suszenia ¿elu. Zdaniem autorów, tak otrzy-
mane mieszaniny maj¹ znacznie zmniejszon¹ wra¿liwo�æ na bod�ce mechaniczne,
szczególnie na uderzenie. Na przyk³ad kompozyt PETN/SiO2 = 90/10, otrzymany
metod¹ zol�¿el, wybucha z 50% skuteczno�ci¹ po spadku na próbkê 2,5-kg odwa¿-
nika z wysoko�ci 133 cm, podczas gdy wra¿liwo�æ czystego pentrytu oraz jego
mechanicznej mieszaniny z krzemionk¹, wyznaczona w tych samych warunkach,
wynosi odpowiednio 17 i 10 cm. Przyczyny tak ma³ej wra¿liwo�ci nanostruktural-
nych kompozytów nie s¹ dok³adnie znane. Przypuszcza siê, ¿e mo¿e to byæ skutek
jednorodnego roz³o¿enia naprê¿eñ powsta³ych podczas obci¹¿enia próbki. Wyge-
nerowane uderzeniem gor¹ce punkty maj¹ podkrytyczne rozmiary i szybko zani-
kaj¹, poniewa¿ szybko�æ wydzielania energii jest w tym przypadku mniejsza od
szybko�ci jej rozpraszania (du¿y stosunek powierzchni do objêto�ci).

Przyk³ady syntez podane w opisach patentowych [32, 33] oczywi�cie nie
wyczerpuj¹ wszystkich mo¿liwo�ci techniki zol�¿el. Cytowani autorzy uwa¿aj¹, ¿e
pozwoli ona u¿yæ w roli sk³adnika wybuchowego tak¿e inne wra¿liwe materia³y
wybuchowe, np. oktogen, nadtlenki organiczne, HNIW, itp. Problemem jest jedynie
ograniczona rozpuszczalno�æ tych zwi¹zków w rozpuszczalnikach, które mog¹ sta-
nowiæ �rodowisko ¿elatynizacji silanów.

3.2.  KOMPOZYTY  ZAWIERAJ¥CE  ¯ELE  ORGANICZNE

Pod koniec lat 80 ubieg³ego wieku Pekala [39] po raz pierwszy opisa³ przezro-
czyste organiczne ¿ele uzyskane w wyniku katalizowanej wêglanem sodu polikon-
densacji 1,3-dihydroksybenzenu (rezorcyny) z formaldehydem w �rodowisku wod-
nym. W pó�niejszych latach otrzymano i scharakteryzowano tak¿e ¿ele powsta³e
w wyniku reakcji m-trihydroksybenzenu (pirokatechina), p-dihydroksybenzenu
(hydrohinon), 2,4,6-triamino-1,3,5-triazyny (melamina), mocznika oraz fenylodia-
miny z formaldehydem lub furfuralem [40�42]. We wszystkich przypadkach uda³o
siê otrzymaæ przestrzenne, sztywne sieci zbudowane z ³añcuchów wêglowodoro-
wych, po³¹czonych mostkami metylenowymi i eterowymi. Po usuniêciu rozpusz-
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czalnika (odparowanie, ekstrakcja nadkrytyczna) uzyskano ksero-lub aero¿ele
zawieraj¹ce pory wielko�ci mniejszej od 100 nm.

Je¿eli jednak proces polikondensacji prowadzi siê w roztworze substancji utle-
niaj¹cych, produktem mog¹ byæ wysokoenergetyczne kompozyty homogeniczne
w skali nanometrowej. Najnowszym pomys³em jest wykorzystanie do budowy struk-
tury ¿elu wielofunkcyjnych monomerów zawieraj¹cych w swej strukturze grupy
eksplozoforowe � nitrowe (�NO2), azotanowe (�ONO2) lub azydkowe (�N3). Indy-
widualny rozk³ad produktów ich polimeryzacji/sieciowania jest procesem egzoter-
micznym i to przyczynia siê do poprawy bilansu energetycznego kompozytu. Po-
nadto mo¿liwe jest wówczas zbilansowanie reakcji utlenienia i redukcji przy mniej-
szej zawarto�ci utleniacza [32, 33].

3.2.1. ¯ele rezorcynowo-formaldehydowe (RF) i bazuj¹ce na nich
materia³y wybuchowe

Kondensacja 1,3-dihydroksybenzenu i aldehydu mrówkowego, prowadz¹ca do
przezroczystego ¿elu organicznego RF, przebiega naj³atwiej w roztworze wodnym
o obojêtnym odczynie (pH z przedzia³u 6,5�7,4), w temperaturze ok. 85°C [40].
Stosunek molowy formaldehydu do rezorcyny powinien wynosiæ 2:1. W roli katali-
zatora stosuje siê zwykle wêglan sodu. Ca³kowita zawarto�æ reagentów wynosi
ok. 5%. W tych warunkach ¿el tworzy siê w ci¹gu ok. 36 godz., a nastêpnie rozpo-
czyna siê d³ugotrwa³y proces sieciowania powsta³ych wcze�niej klastrów.

Kondensacja polega na tworzeniu mostków metylenowych (�CH2�) i etero-
wych (�CH2�O�CH2�) miêdzy cz¹steczkami m-dihydroksybenzenu (Rys. 23). Z up³y-
wem czasu kondensuj¹ca mieszanina RF systematycznie zmienia barwê od jasno
pomarañczowej do ciemnoczerwonej. Jest to wynik utlenienia rezorcyny i tworze-
nia rozleg³ych uk³adów sprzê¿onych wi¹zañ podwójnych (np. chinonów).

W celu intensyfikacji procesu sieciowania, powsta³y ¿el p³ucze siê w roztworze
kwasu trifluorooctowego. Powoduje to kondensacje s¹siaduj¹cych grup hydroksy-
metylowych (�CH2OH) i utworzenie dodatkowych po³¹czeñ eterowych pomiêdzy
pier�cieniami rezorcyny. W³a�ciwo�ci mechaniczne otrzymanego ¿elu zale¿¹
zarówno od czasu sieciowania, jak i ilo�ci u¿ytego wêglanu sodu oraz od czasu jego
p³ukania w roztworze kwasu.
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Rysunek 23. Schemat syntezy ¿elu rezorcynowo-formaldehydowego (RF) [40]

Aby przygotowaæ ¿el RF do nadkrytycznej ekstrakcji ditlenkiem wêgla, pod-
daje siê go wielokrotnemu p³ukaniu w acetonie, w celu ca³kowitej wymiany na ace-
ton wody pozostaj¹cej w porach. Wodê mo¿na wymieniæ te¿ na metanol, izopropa-
nol lub inne rozpuszczalniki mieszaj¹ce siê z ditlenkiem wêgla. Uzyskane w ten
sposób aero¿ele RF s¹ porowatymi, ciemnoczerwonymi substancjami o gêsto�ci
mniejszej od 0,1 g/cm3. W ich strukturze zidentyfikowano puste obszary (pory)
o rozmiarach mniejszych od 100 nm, rozdzielone krzy¿uj¹cymi siê ³añcuchami zbu-
dowanymi ze sferoidalnych cz¹stek o �rednicach 70�100 Å .

Simpson i in. [1, 33] zaproponowali wykorzystanie kompozytów, w których
wêglowodorowa porowata matryca ¿elu RF wype³niona jest krystalitami chlora-
nu(VII) amonu. Ich zdaniem, taki materia³ powinien byæ równie wysokoenerge-
tyczny jak paliwo rakietowe, a jednocze�nie moc jego przemiany wybuchowej
mog³aby osi¹gaæ warto�ci typowe dla zwi¹zków wybuchowych. Nanokompozyt
RF/NH4ClO4 otrzymano, wprowadzaj¹c wodny roztwór chloranu(VII) amonu do
kondensuj¹cego wodnego roztworu rezorcyny i formaldehydu wziêtych w stosunku
molowym 2:1. Autorzy zalecaj¹, aby stosunek molowy rezorcyny do wêglanu sodu
(katalizator kondensacji) wynosi³ 50:1. W tych warunkach proces ¿elowania trwa a¿
ok. 50 godz., a wiêc znacznie d³u¿ej ni¿ w czystej wodzie.

Krystalizacjê NH4ClO4 w porach ¿elu inicjowano wymieniaj¹c wodê na meta-
nol, je¿eli planowano klasyczne suszenie kompozytu, lub na octan etylu, w przy-
padku suszenia na drodze nadkrytycznej ekstrakcji ditlenkiem wêgla. Uzyskano pro-
dukt zawieraj¹cy nanometrowe cz¹stki organiczne wymieszane z krystalitami utle-
niacza, których wymiary nie przekracza³y 20 nm. Metodami mikroanalizy rentge-
nowskiej potwierdzono jednorodno�æ rozk³adu azotu w skali mniejszej ni¿ 43 nm
(graniczna rozdzielczo�æ analizatora). W oparciu o izotermy adsorpcji-desorpcji azotu
wykazano, ¿e powierzchnia w³a�ciwa kompozytu przekracza 300 m2/g. Tak wiêc
wszystkie zastosowane metody badania struktury potwierdzi³y, i¿ mieszanina jest
jednorodna w skali nanometrowej. Jej rozk³ad rozpoczyna siê w temperaturze
ok. 150°C (ok. 100°C poni¿ej temperatury topnienia NH4ClO4) i jest procesem
silnie egzotermicznym. Oznacza to, ¿e produkt mo¿e faktycznie byæ wysokoenerge-
tycznym materia³em wybuchowym [1, 33].
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3.2.2. ¯ele melaminowo-formaldehydowe (MF)

Dotychczas ¿ele MF nie by³y stosowane jako osnowy kompozytów wybucho-
wych, jednak kondensacja 2,4,6-triamino-1,3,5-triazyny (melamina) z formaldehy-
dem zachodzi w wodzie, która jest dobrym rozpuszczalnikiem wielu soli nieorga-
nicznych � potencjalnych utleniaczy. Z tego wzglêdu zdecydowali�my siê opisaæ
syntezê i podstawowe w³a�ciwo�ci tych substancji.
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Rysunek 24. Schemat syntezy ¿elu melaminowo-formaldehydowego [42]

Melamina jest cz¹steczk¹ sze�ciofunkcyjn¹. W obecno�ci zasadowego katali-
zatora, formaldehyd przy³¹cza siê do grup aminowych z utworzeniem grup �CH2OH,
które pod wp³ywem jonów H+ wchodz¹ w reakcjê kondensacji z utworzeniem most-
ków metylenowych (�NHCH2NH�) oraz eterowych (�NHCH2OCH2NH�). Powsta³e
w pierwszym etapie klastry melaminowo-formaldehydowe (tzn. cz¹stki o �redni-
cach ok. 0,5 nm) zawieraj¹ na powierzchni reaktywne grupy hydroksymetylowe,
które odpowiadaj¹ za dalsze sieciowanie i powstanie ¿elu (Rys. 24). Warunki pro-
wadzenia syntezy, tzn. stosunek molowy reagentów, czas reakcji, temperatura,
rodzaj katalizatora, a w szczególno�ci pH mieszaniny reakcyjnej, bardzo silnie wp³y-
waj¹ na mikrostrukturê, gêsto�æ i klarowno�æ ¿eli MF [42].

Preferowany stosunek molowy formaldehydu do melaminy wynosi 3,7:1.
W roli katalizatora reakcji przy³¹czania formaldehydu do grup aminowych stosuje
siê najczê�ciej NaOH, chocia¿ inne zasady mog¹ byæ równie¿ u¿yte. Reakcjê nale¿y
prowadziæ w temperaturze ok. 70°C. Po kilkunastu minutach mieszaninê ch³odzi
siê do temperatury ok. 45°C i zadaje stê¿onym kwasem solnym lub kwasem triflu-
orooctwoym. Przezroczyste ¿ele tworz¹ siê, je¿eli wska�nik pH po tej operacji osi¹-
ga warto�æ z przedzia³u 1�2. W przeciwnym wypadku str¹ca siê bia³y osad, powsta-
je bia³a, kleista substancja albo twarda ¿ywica.

Mieszanina reakcyjna, która zawiera ponad 20% reagentów, ulega ¿elatyniza-
cji w ci¹gu ok. 48 godzin, w temperaturze pokojowej, natomiast bardziej rozcieñ-
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czone roztwory (poni¿ej 15%) musz¹ byæ ¿elowane nawet przez 4 tygodnie w tem-
peraturze ok. 90°C. Przed nadkrytyczn¹ ekstrakcj¹, ¿el nale¿y zobojêtniæ wod¹ amo-
niakaln¹, a nastêpnie wymieniæ wodê na rozpuszczalnik mieszaj¹cy siê z ditlenkiem
wêgla (zwykle jest to aceton).

Badania strukturalne wykaza³y, ¿e ¿ele MF pod wzglêdem mikrostruktury, poro-
wato�ci i cech mechanicznych s¹ bardzo podobne do ¿eli krzemionkowych. W zale¿-
no�ci od warunków syntezy, ich powierzchnia w³a�ciwa wynosi od 900 do 1100
m2/g. S¹ to zatem materia³y nanoporowate, zbudowane z cz¹stek o �rednicach
ok. 0,5 nm. Dziêki temu, mog¹ byæ ca³kowicie przezroczyste i bezbarwne, podobnie
jak nieorganiczne ¿ele krzemionkowe.

4.  INNE  NANOSTRUKTURALNE  KOMPOZYCJE  WYBUCHOWE

Mikulec i in. [43] oraz Kovalev i in. [44] potwierdzili, ¿e mieszaniny nanokry-
stalitów krzemu z utleniaczami wykazuj¹ w³a�ciwo�ci wybuchowe. Proponuj¹ ich
wykorzystanie jako �ród³a energii w uk³adach mikroelektromechnicznych (MEMS)
oraz jako elementów powoduj¹cych samozniszczenie komputerów w przypadku
nieuprawnionego ich wykorzystania.

Nanostrukturalny krzem otrzymuje siê najczê�ciej przez elektrochemiczne tra-
wienie cienkich p³ytek krzemowych [45]. Czynnikiem trawi¹cym jest wodno-etano-
lowy roztwór fluorowodoru. Podczas procesu galwanostatycznej anodyzacji niektóre
obszary kryszta³u krzemu ulegaj¹ aktywacji i reaguj¹ z jonami fluorkowymi z utwo-
rzeniem rozpuszczalnych zwi¹zków fluorokrzemowych. Produktem jest silnie poro-
wata, nieregularna geometrycznie matryca krzemowa w postaci ok. 25-µm warstw
z poprzecznymi porami o �rednicy ok. 1 µm. Pomimo kontaktu z tlenem atmosfe-
rycznym, wisz¹ce wi¹zania ³añcuchów krzemowych s¹ wysycane atomami wodoru,
a nie tlenu, daj¹c hydrofobow¹ i aktywn¹ chemicznie powierzchniê [45].

�wie¿o otrzymany, nie zawieraj¹cy powierzchniowych tlenków porowaty krzem,
poddany impregnacji etanolowym roztworem Gd(NO3)3·6H2O, tworzy inicjuj¹cy
materia³ wybuchowy, który pod wp³ywem bod�ców mechanicznych lub termicz-
nych gwa³townie wybucha w miligramowych ³adunkach [43]. Z kolei Kovalev i in.
[44] stwierdzili, ¿e kondensacja tlenu w pasywowanej wodorem matrycy krzemo-
wej prowadzi do spontanicznego wybuchu. Jego energia zosta³a oszacowana na
ok. 12 kJ/g. W przypadku, gdy porowaty krzem jest utleniony na powierzchni, zaini-
cjowanie detonacji wymaga o�wietlenia próbki promieniowaniem ultrafioletowym
lub s³abym uderzeniem.

Zdumiewaj¹cego odkrycia dokonali Manaa i in. [46] w 2005 r. Okaza³o siê, ¿e
wybuch i detonacja sproszkowanych próbek materia³ów wybuchowych mo¿e byæ
zainicjowany impulsem niespójnego promieniowania (generowanego zwyk³¹, foto-
graficzn¹ lamp¹ b³yskow¹), je¿eli o�wietlana powierzchnia próbki jest pokryta
warstw¹ jedno�ciennych nanorurek wêglowych. Próbki sproszkowanego pentrytu
o masie 10 mg, pozostaj¹ce w lu�nym kontakcie z nanorurkami wêglowymi (Rys. 25),
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ulega³y w tych warunkach gwa³townemu spaleniu z silnym efektem optycznym
i d�wiêkowym.

Rysunek 25. Zdjêcie SEM próbki mieszaniny krystalitów pentrytu (wymiary ok. 5 mm)
z nanorurkami wêglowymi [46]

Przeprowadzono tak¿e próby optycznej inicjacji wybuchu w wiêkszej skali.
W tym celu, 30-gramowy ³adunek K-6 (Keto-RDX, 2-oxo-1,3,5-trinitro-1,3,5-tria-
zacykolheksan) zosta³ umieszczony w rurce miedzianej o �rednicy wewnêtrznej
ok. 13 mm i pokryty cienk¹ warstw¹ nanorurek wêglowych (0,02 g). £adunek zde-
tonowa³ po o�wietleniu go impulsem promieniowania o energii ok. 161 J.

Cytowani autorzy uwa¿aj¹, ¿e jest to wynik du¿ej opto-termicznej aktywno�ci
nanorurek wêglowych, które dziêki temu efektywnie zamieniaj¹ energiê promie-
nist¹ na ciepln¹. Oszacowano, ¿e w warunkach eksperymentu, lokalne temperatury
mog³y wynosiæ nawet 1500�2000°C, a zatem obszary te z powodzeniem spe³nia³y
rolê tzw. gor¹cych punktów. Je¿eli uwzglêdni siê dodatkowo, ¿e nanorurki s¹ wyj¹t-
kowo dobrymi przewodnikami ciep³a, staje siê zrozumia³e, dlaczego spalanie tak
szybko zamienia siê w detonacjê. Niezale¿nie od mechanizmu aktywuj¹cego dzia-
³ania nanorurek wêglowych, nale¿y podkre�liæ niezwykle du¿e znaczenie praktyczne
odkrycia Manaa i in. Po raz pierwszy eksperymentalnie potwierdzono mo¿liwo�æ
optycznej inicjacji spalania i detonacji materia³ów wybuchowych na du¿ej powierz-
chni, wykorzystuj¹c typowe �ród³a �wiat³a o miliwatowych mocach.

Wyj¹tkowe w³a�ciwo�ci mechaniczne i termofizyczne nanorurek wêglowych
sprawiaj¹, ¿e rozwa¿a siê mo¿liwo�æ ich wykorzystania jako sk³adnika paliw rakie-
towych [47, 48]. Dziêki du¿ej przewodno�ci cieplnej (ok. 2000 W/mK), z ³atwo�ci¹
mo¿na by regulowaæ szybko�æ spalania ³adunku, poprzez zmianê ich zawarto�ci.
Obecno�æ nanorurek mia³aby te¿ niew¹tpliwie korzystny wp³yw na wytrzyma³o�æ
mechaniczn¹ finalnej kompozycji. W chwili obecnej d¹¿y siê nawet do funkcjonali-
zacji nanorurek oligomerami zawieraj¹cymi grupy eksplozoforowe, w celu nadania
im cech indywidualnego materia³u wybuchowego i poprawy ich zgodno�ci kontak-
towej z typowymi sk³adnikami paliw rakietowych [47]. Idea tego rozwi¹zania zos-
ta³a przedstawiona na Rys. 26.
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Rysunek 26. Koncepcja sfunkcjonalizowanych i wype³nionych ma³ocz¹steczkowymi utleniaczami
nanorurek wêglowych [47, 48]

Unikalna struktura nanorurek wêglowych umo¿liwia zamykanie w ich wnêtrzu
ma³ocz¹steczkowych utleniaczy i zwi¹zków wybuchowych. Prawdopodobnie
pozwoli to na poprawê stabilno�ci (ma³a wra¿liwo�æ), przy jednoczesnym zachowa-
niu zdolno�ci kompozycji do szybkich przemian (wysokie parametry detonacyjne)
[48]. Dotychczas polepszenie jednej z tych cech u¿ytkowych oznacza³o pogorsze-
nie drugiej.

PODSUMOWANIE

Zastosowanie zasad nanoin¿ynierii materia³owej do otrzymywania wysokoener-
getycznych kompozycji pirotechnicznych i wybuchowych pozwala na precyzyjn¹
kontrolê sk³adu i gêsto�ci kompozycji, a tak¿e morfologii i rozmiarów cz¹stek jej
sk³adników w skali nanometrycznej. Parametry te okre�laj¹ wra¿liwo�æ kompozycji
i moc przemiany wybuchowej materia³u. Umo¿liwia to tak¿e tworzenie uk³adów
wybuchowych ³¹cz¹cych doskona³e charakterystyki termodynamiczne mieszanin
wybuchowych z kinetyk¹ reakcji chemicznych, w³a�ciw¹ dla rozk³adu molekular-
nych materia³ów wybuchowych.

Ka¿da z omówionych grup nanostrukuralnych materia³ów wybuchowych ma
zalety i wady. Kompozyty o strukturze planarnej idealnie nadaj¹ siê do pewnego
i szybkiego inicjowania procesu spalania na du¿ych powierzchniach. Mog¹ te¿ s³u-
¿yæ do precyzyjnego spawania wra¿liwych na temperaturê elementów. Niestety, ich
wytwarzanie jest czasoch³onne i wymaga skomplikowanego oprzyrz¹dowania. Meta-
stabilne intermolekularne mieszaniny wybuchowe, zwane tak¿e supertermitami,
otrzymuje siê wyniku mechanicznego zmieszania nanoczastek paliwa i utleniacza.
Charakteryzuj¹ siê du¿ymi gêsto�ciami energii, wysok¹ wra¿liwo�ci¹ na bod�ce ini-
cjuj¹ce oraz prêdko�ciami spalania przekraczaj¹cymi 1000 m/s. Proponuje siê wyko-
rzystanie ich do produkcji �rodków inicjuj¹cych pozbawionych metali ciê¿kich.
W�ród wad nale¿y przede wszystkim wymieniæ wysok¹ cenê nanoproszków utle-
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niacza i paliwa oraz du¿e zagro¿enie samozap³onem w trakcie sporz¹dzania mie-
szaniny i jej dalszego przetwarzania. Technik¹ zol�¿el mog¹ byæ wytwarzane
zarówno nanokompozyty pirotechniczne, jak i materia³y wybuchowe. Jej podsta-
wow¹ zalet¹ jest prostota oprzyrz¹dowania oraz wzglêdnie du¿e bezpieczeñstwo
procesu produkcyjnego. Dotychczas nie uda³o siê jednak zapewniæ dostatecznie du¿ej
czysto�ci kompozytów, a uzyskanie wymaganej homogeniczno�ci wymaga czasami
specjalnych zabiegów, nawet je¿eli syntezê realizuje siê w mikroskali [49]. Niew¹t-
pliwie intryguj¹ce w³a�ciwo�ci posiadaj¹ mieszaniny wybuchowe zawieraj¹ce nano-
rurki wêglowe. Jedynym ograniczeniem szerszego wykorzystania tego typu kompo-
zycji jest wci¹¿ niewielka dostêpno�æ i wysoka cena nanorurek wêglowych.

PODZIÊKOWANIE

Praca naukowa finansowana ze �rodków na naukê w latach 2006-2008 jako
projekt badawczy nr 0 T00C 010 30.
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ABSTRACT

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

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

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

Keywords: vancomycin, glycopeptide, glycopeptide resistance

S³owa kluczowe: wankomycyna, glikopeptydy, oporno�æ glikopeptydów
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

Ac � acetyl
Alloc � alliloksykarbonyl
Bn � benzyl
Cbz � benzyloksykarbonyl
GlcNAc � N-acetylo-D-glukozamina
Me � metyl
MIC � minimalne stê¿enie hamuj¹ce wzrost bakterii
MRSA � metycylinooporne szczepy S. aureus
MurNAc � kwas N-acetylo-D-muraminowy
PEP � fosfoenolopirogronian
TBS � t-butylodimetylosilil
UDP � urydynodifosforan
VISA � wankomycynopo�rednie szczepy S. aureus

(ang. vancomycin intermediate S. aureus)
VRE � wankomycynooporne szczepy Enteroccocus
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WSTÊP

Antybiotyki s¹ substancjami naturalnymi wytwarzanymi przez mikroorga-
nizmy. W niewielkich stê¿eniach wykazuj¹ w³a�ciwo�ci bakteriobójcze lub bakte-
riostatyczne wobec innych drobnoustrojów. Obecnie do antybiotyków zaliczamy
tak¿e pó³syntetyczne pochodne naturalnie wystêpuj¹cych zwi¹zków, a tak¿e synte-
tyczne, dzia³aj¹ce w sposób zbli¿ony do naturalnych. Podzia³ antybiotyków uzale¿-
niony jest od mechanizmu ich dzia³ania na drobnoustroje [1] lub od budowy che-
micznej [2]. Ze wzglêdu na sposób dzia³ania, antybiotyki dzielimy na: a) uszkadza-
j¹ce strukturê �ciany i (lub) b³ony komórkowej; b) hamuj¹ce syntezê bia³ek struktu-
ralnych i enzymatycznych; c) hamuj¹ce syntezê materia³u genetycznego. Bior¹c pod
uwagê budowê chemiczn¹, wyró¿niamy: b-laktamy, tetracykliny, fluorochinolony,
aminoglikozydy, makrolidy, linkozamidy, streptograminy, oligosacharydy, antybio-
tyki ketolidowe, antybiotyki oksazolidinonowe, antybiotyki polipeptydowe, anty-
biotyki glikopeptydowe.

1.  WANKOMYCYNA

Wankomycyna (Rys. 1) po raz pierwszy zosta³a wyizolowana ze szczepu Strep-
tomyces (obecnie Amycolatopsis) orientalis [3] w po³owie lat piêædziesi¹tych ubieg-
³ego stulecia [4]. Dziêki badaniom prowadzonym przez C.M. i T.M. Harrisów [5] na
pocz¹tku lat osiemdziesi¹tych, poznali�my jej strukturê krystalograficzn¹. Te
doniesienia pozwoli³y utworzyæ now¹ grupê antybiotyków � glikopeptydów, czyli
makromoleku³ zbudowanych z peptydów i wêglowodanów [6].
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1.1.  BIOSYNTEZA

Antybiotyki glikopeptydowe s¹ naturalnymi produktami wytwarzanymi przez
ró¿ne gatunki promieniowców [7]. Zbudowane s¹ z siedmiu aminokwasów po³¹-
czonych ze sob¹, które tworz¹ siê w wyniku mechanizmu nierybosomalnego [8].
Tak utworzony heptapeptyd ulega nastêpnie modyfikacjom, takim jak: chlorowa-
nie, hydroksylowanie, sulfonowanie i/lub glikozylowanie [9]. Reakcje prowadz¹ce
do otrzymania antybiotyków glikopeptydowych nie mog³yby zaj�æ, gdyby nie udzia³
specyficznych enzymów, miêdzy innymi: glukozylotransferaz, oksygenaz, syntetaz
[10, 11].

1.2.  SYNTEZA

Chemiczna synteza antybiotyków glikopeptydowych stwarza³a pocz¹tkowo
szereg trudno�ci. Prze³om przyniós³ rok 1997, gdy Evans i wspó³pracownicy [12]
przedstawili pracê dotycz¹c¹ syntezy aglikonu orientacynu C (Rys. 2).
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Prace Harris [5] i Evans [12] pozwoli³y zaplanowaæ syntezê, której koñcowym
etapem by³o otrzymanie wankomycyny. Tak trudnego zadania podjê³a siê grupa nau-
kowców kierowana przez Nicolaou [11]. Pomy�lnie zaplanowana strategia by³a wyni-
kiem zastosowania nowoczesnych, katalityczno-asymetrycznych reakcji, w wyniku
których uzyskano fragment peptydowy [13]. Cyklizacja rdzenia heksapeptydu
w kolejno�ci C-O-D ® AB/C-O-D ® AB/C-O-D-E doprowadzi³a do otrzymania
aglikonu wankomycyny (Rys. 3).
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Rysunek 3

Makrocykliczne uk³ady C-O-D i D-O-E otrzymane zosta³y w wyniku procesu
cyklizacji aktywnych pochodnych zawieraj¹cych ugrupowania triazenowe
(NH2N=NH). Pier�cieñ AB zsyntezowano w reakcji makrolaktonizacji, z wykorzy-
staniem zwi¹zków Suzuki, które s¹ powszechnie stosowane do tworzenia wi¹zania
C�C. Reakcje Suzuki przebiegaj¹ z udzia³em zwi¹zków arylowych lub winylowych
pochodnych kwasu borowego z halogenkami arylu lub winylu, przy udziale katali-
zatorów, którymi s¹ kompleksy zawieraj¹ce pallad(0) (Schemat 1) [14�16].
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 Schemat 1

Koñcowym etapem syntezy wankomycyny by³o przy³¹czenie fragmentu cukro-
wego do aglikonu, prowadzone wed³ug dwóch metod: glikozylacji odpowiednim
disacharydem (Schemat 2) [13] lub sekwencyjnego do³¹czania zaktywowanych jed-
nostek monosacharydów (Schemat 3) [17].
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Schemat 2
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1.3.  MECHANIZM  DZIA£ANIA

Jednym z wielu poznanych mechanizmów dzia³ania antybiotyków jest hamo-
wanie biosyntezy �ciany komórkowej bakterii, która jest wielowarstwow¹ struktur¹,
zbudowan¹ z membrany cytoplazmatycznej, warstwy peptydoglikanu (grubsza
u bakterii Gram-dodatich), z membrany zewnêtrznej i periplazmatycznej [18]. Dwa
ostatnie sk³adniki s¹ czê�ci¹ �ciany komórkowej bakterii Gram-ujemnych. Peptydo-
glikan zbudowany jest z d³ugich ³añcuchów polisacharydowych, z³o¿onych z pow-
tarzaj¹cych siê jednostek N-acetylo-D-glukozaminy (GlcNAc) oraz kwasu N-acety-
lo-D-muraminowego (MurNAc). Do MurNAc przy³¹czony jest fragment peptydu,
który poprzez mostek peptydowy ³¹czy siê z kolejnym ³añcuchem tworz¹c silnie
usieciowan¹, sztywn¹ strukturê, która chroni bakterie przed pêkaniem wywo³anym
przez wysokie ci�nienie osmotyczne w cytoplazmie [19]. Wynika z tego, ¿e pepty-
doglikan jest niezbêdn¹ i najwa¿niejsz¹ czê�ci¹ �ciany komórkowej bakterii, ponie-
wa¿ chroni j¹ przed degradacj¹ [20]. Wiedza na ten temat pozwoli³a wykorzystaæ do
walki z bakteriami antybiotyki, które wp³ywaj¹ na biosyntezê peptydoglikanu
(Rys. 4). Synteza ta jest procesem wieloetapowym, polegaj¹cym na: a) biosyntezie
kwasu UDP-N-acetylo-D-muraminowego; b) przy³¹czeniu do tego kwasu fragmentu
pentapeptydu; c) transporcie tego fragmentu przez b³onê plazmatyczn¹ i przy³¹cze-
niu go do powiêkszaj¹cego siê peptydoglikanu [21]. Przeciwdrobnoustrojowe dzia-
³anie antybiotyków polega na zahamowaniu okre�lonego etapu tej syntezy.

8'3
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3(3

8'3�*OF1$F�HQRORSLURJURQLDQ 8'3�0XU1$F
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8'3�0XU1$F�/�$OD�'�L*OX8'3�0XU1$F�/�$OD�'�L*OX�/�/\V�'�$OD�'�$OD

Rysunek 4

Wankomycyna zaburza polimeryzacjê peptydoglikanu i/lub tworzenie siê wi¹-
zañ poprzecznych w wyniku oddzia³ywania z substratami transglikozylaz i trans-
peptydaz [22]. Niewra¿liwo�æ bakterii na wankomycynê jest konsekwencj¹ powsta-
wania kompleksu tego antybiotyku z dipeptydem D-Ala-D-Ala, bêd¹cego fragmen-
tem prekursora peptydu (Rys. 5) w miejscu wi¹zania podjednostek peptydoglikanu.

GlcNAc
GlcNAc GlcNAc MurNAc

MurNAc

MurNAcMurNAc
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 Rysunek 5

1.4.  OPORNO�Æ

Aleksander Fleming, odkrywca penicyliny, da³ ludziom nadziejê na opanowa-
nie chorób gnêbi¹cych ich od stuleci. Dzi� lekarze utracili jednak wiele z opty-
mizmu pionierów antybiotykoterapii. Obecnie najwiêkszym problemem zwi¹zanym
ze szpitalnymi (i nie tylko) zaka¿eniami, wywo³anymi przez S. aureus, jest opor-
no�æ tego drobnoustroju na metycylinê, co w praktyce oznacza oporno�æ na wszyst-
kie antybiotyki b-laktamowe. Szczepy takie okre�la siê mianem MRSA (ang. methi-
cillin resistant S. aureus) [23]. Stanowi¹ one powa¿ny problem, poniewa¿ niezale¿-
nie od oporno�ci na b-laktamy, wykazuj¹ oporno�æ na wiele innych antybiotyków.
Pojawi³y siê równie¿ doniesienia o izolacji enterokoków i gronkowców o zmniej-
szonej wra¿liwo�ci na glikopeptydy, okre�lane mianem �ostatniej szansy� w infek-
cjach gronkowcowych i enterokokowych.

Lekooporno�æ tych niewidocznych zabójców jest fenotypem najpowszechniej
kojarzonym z obecno�ci¹ u nich plazmidów z grupy tzw. oporno�ciowych (plaz-
midy R), jednak¿e nale¿y pamiêtaæ, i¿ geny warunkuj¹ce oporno�æ bakterii na anty-
biotyki mog¹ tak¿e wystêpowaæ w chromosomie komórki [24]. Zidentyfikowano
szereg genów niesionych na plazmidach, które umo¿liwiaj¹ bakteriom przetrwanie
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w niekorzystnym �rodowisku gospodarza. Liczba determinantów genetycznych nie-
sionych przez plazmidy jest ogromna, mimo to wyró¿nia siê trzy podstawowe
mechanizmy oporno�ci, które s¹ przez nie warunkowane [25]. Pierwszy, najczê�ciej
wystêpuj¹cy, polega na syntezie enzymu, który chemicznie modyfikuje antybiotyk,
inaktywuj¹c go. Drugi mechanizm polega na modyfikacji docelowego miejsca wi¹-
zania antybiotyku w komórce. Trzeci aktywnie usuwa niezmieniony zwi¹zek z ko-
mórki. Konsekwencj¹ modyfikacji enzymatycznej jest unieczynnienie antybiotyku,
osi¹gane przez jego hydrolizê, lub tworzenie jego nieaktywnej pochodnej chemicz-
nej [26]. Oporno�æ wynikaj¹ca z modyfikacji docelowego miejsca dzia³ania anty-
biotyku mo¿e byæ osi¹gniêta w dwojaki sposób: albo przez enzymatyczn¹ modyfi-
kacjê struktury miejsca docelowego, albo przez jego zamianê [27]. Zmieniona struk-
tura wci¹¿ pe³ni swoj¹ fizjologiczn¹ rolê w komórce, jednak substancja antybakte-
ryjna nie jest ju¿ wobec niej aktywna. Modyfikacjê, wynikaj¹c¹ ze zmiany miejsca
docelowego, poprzez jego zamianê, wykszta³ci³y enterokoki charakteryzuj¹ce siê
oporno�ci¹ na wankomycynê [28]. Oporno�æ zale¿na od zespo³u genów vanA
wynika z syntezy zmienionego prekursora: zamiast dipeptydu D-Ala-D-Ala powstaje
zwi¹zek alaniny z mleczanem D-Ala-D-Lac. W zespole wy¿ej wymienionych genów
gen vanA koduje bia³ko VanA (ligazê o zmienionych preferencjach substratowych),
odpowiedzialne za tworzenie siê zwi¹zku D-Ala-D-Lac. Dehydrogenaza D-hydrok-
sykwasów (VanH) wytwarza pulê D-mleczanu, która nie wystêpuje naturalnie, a jest
niezbêdna do reakcji ³¹czenia. VanH jest wiêc enzymem niezbêdnym do nadania
fenotypu oporno�ci VanA. Ponadto w zespole genów vanA znajduj¹ siê geny regula-
torowe vanR i vanS oraz geny koduj¹ce inne bia³ka funkcjonalne: VanY, VanZ. Szcze-
py VanA charakteryzuj¹ siê oporno�ci¹ zarówno na wankomycynê, jak i tejkoplani-
nê [29]. Kluczowym enzymem w fenotypie VanB jest ligaza, wykazuj¹ca powino-
wactwo do zwi¹zku D-Ala-D-Lac, a tak¿e dipeptydaza VanXB, dostarczaj¹ca sub-
stratów do reakcji ligacji, poprzez wytworzenie D-mleczanów. Szczepy o tym feno-
typie charakteryzuj¹ siê oporno�ci¹ na wankomycynê, przy zachowanej wra¿liwo-
�ci na tejkoplaninê. Wyizolowano tak¿e szczepy o fenotypie VanC, charakteryzu-
j¹ce siê naturaln¹ oporno�ci¹ na wankomycynê oraz wra¿liwo�ci¹ na tejkoplaninê.
O oporno�ci decyduje ligaza VanC, wykazuj¹ca powinowactwo do dipeptydu
D-Ala-D-Ser. Znane s¹ tak¿e szczepy o fenotypie VanD, charakteryzuj¹cym siê opor-
no�ci¹ zarówno na wankomycynê, jak i tejkoplaninê oraz VanE, wykazuj¹cym opor-
no�æ na wankomycynê, a wra¿liwo�æ na tejkoplaninê [30].

Wprowadzenie do lecznictwa wankomycyny by³o wynikiem narastaj¹cej opor-
no�ci S. aureus na metycylinê. Jednak¿e szerokie stosowanie tego pierwszego
doprowadzi³o do pojawienia siê szczepów S. aureus charakteryzuj¹cych siê nie-
wra¿liwo�ci¹ na glikopeptydy [28]. Niewra¿liwo�æ ta jest konsekwencj¹ zwiêksze-
nia grubo�ci �ciany komórkowej u tych szczepów, w wyniku czego antybiotyk �le
penetruje do komórki i czêsto nie osi¹ga w niej stê¿enia terapeutycznego [28].
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1.5. MODYFIKACJE

Czynniki genetyczne i �rodowiskowe doprowadzi³y do wykszta³cenia siê opor-
no�ci bakterii na antybiotyki. Znaj¹c potencja³ glikopeptydów w infekcjach wywo-
³anych przez enterokoki i gronkowce, w³o¿ono du¿o pracy, aby otrzymaæ nowe
pochodne charakteryzuj¹ce siê lepszymi w³a�ciwo�ciami farmakologicznymi, a tak¿e
aktywno�ci¹ w stosunku do szczepów opornych. Ca³kowita synteza glikopeptydów
nie nale¿y do naj³atwiejszych, ze wzglêdu na strukturê tych antybiotyków. W zwi¹zku
z tym, wiêkszo�æ nowo otrzymanych moleku³ to pó³syntetyczne pochodne wanko-
mycyny (Tab. 1), a tak¿e innych antybiotyków nale¿¹cych do glikopeptydów. Spo-
�ród wielu otrzymanych pochodnych, przedstawionych w Tabeli 1, na uwagê zas³u-
guj¹ trzy. Jednak nale¿y podkre�liæ, i¿ synteza pozosta³ych pochodnych wp³ynê³a na
kierunek badañ maj¹cych na celu otrzymanie tych najwa¿niejszych pochodnych.
Zwi¹zek 1 � chloroeremomycyna jest oko³o 4�8 razy aktywniejsza ni¿ wankomy-
cyna wzglêdem wra¿liwych bakterii [9]. Jednak¿e posiada ni¿sz¹ warto�æ MIC
(minimalne stê¿enie hamuj¹ce wzrost bakterii) dla VRE, w porównaniu z wanko-
mycyn¹, zakres jej aktywno�ci jest zbyt niski, by zakwalifikowaæ j¹ do testów kli-
nicznych. Moleku³a 2 � oritawancyna wykazuje aktywno�æ przeciwbakteryjn¹
wobec wszystkich wankomycynoopornych fenotypów [31]. Obecnie jest w III fazie
badañ klinicznych. Pochodna 3 � telawancyna, bêd¹ca w II fazie badañ klinicznych,
wykazuje wy¿sz¹ aktywno�æ (in vitro) wzglêdem enterokoków VanA, a tak¿e wobec
VISA, w porównaniu do wankomycyny.

W zwi¹zku z aktywno�ci¹ antybakteryjn¹ zwi¹zków 2 i 3, zaczêto zastanawiaæ
siê, co jest przyczyn¹ ich silniejszej aktywno�ci wobec opornych szczepów,
w porównaniu do wankomycyny. Badania nad ich budow¹ pozwoli³y sformu³owaæ
wniosek, i¿ podstawniki hydrofobowe w reszcie cukrowej wp³ywaj¹ korzystnie na
aktywno�æ przeciwbakteryjn¹ nowo otrzymanych pochodnych, poniewa¿ umo¿li-
wiaj¹ dimeryzacjê antybiotyków, a tak¿e ich silniejsze kotwiczenie w membranie
[31].

Nadmierne stosowanie antybiotyków glikopeptydowych, w tym tak¿e wanko-
mycyny, doprowadzi³o do wykszta³cenia siê szczepów bakterii opornych na te anty-
biotyki. Prace nad nowymi pó³syntetycznymi analogami glikopeptydów przyczy-
ni³y siê do otrzymania szeregu pochodnych. W rezultacie, miêdzy innymi, otrzymano
dwie pochodne wankomycyny, wykazuj¹ce aktywno�æ wobec opornych szczepów,
bêd¹ce obecnie w ró¿nych fazach badañ klinicznych.

G³ówne modyfikacje chemiczne w obrêbie antybiotyków glikopeptydowych
przyczyniaj¹ siê do powstawania glikopeptydów trzeciej generacji. Zmiany te doty-
cz¹ miêdzy innymi zast¹pienia istniej¹cych ju¿ jednostek cukrowych alternatyw-
nymi sacharydami, a tak¿e modyfikacji ³añcucha hydrofobowego, wystêpuj¹cego
w pochodnych wankomycyny. Prawdopodobnie nowo zsyntezowane pochodne bêd¹
wykazywa³y lepsze w³a�ciwo�ci przeciwdrobnoustrojowe, ni¿ te stosowane obecnie
i problem oporu glikopeptydów wobec bakterii Gram-dodatnich nie bêdzie tak zna-
cz¹cy.
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Tabela 1. Pó³syntetyczne pochodne wankomycyny:
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ABSTRACT

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

In the Baltic Sea N. spumigena is the main toxic and bloom-forming cyanobac-
terial species [7]. Nodularin concentration can temporarily reach over 20 mg dm�3

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

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

S³owa kluczowe: cyjanobakterie, hepatotoksyny, neurotoksyny, nodularyna, Nodu-
laria spumigena

Mazur_Toruñska_folie.p65 2008-04-15, 13:45249



H. MAZUR-MARZEC, A. TORUÑSKA250

WSTÊP

Cyjanobakterie (gr. kuanos = niebieskie), tlenowe bakterie fotosyntezuj¹ce,
s¹ jedn¹ z najstarszych formy ¿ycia na Ziemi. Podczas swej d³ugiej ewolucji
(ok. 3,5 mld lat) przystosowa³y siê do bytowania w skrajnie odmiennych warunkach
�rodowiska. Organizmy te zasiedlaj¹ oceany, wody s³odkie i s³onawe, a tak¿e ska³y
i gleby. Cyjanobakterie syntezuj¹ wiele zwi¹zków zaliczanych do wtórnych meta-
bolitów, którym nie przypisuje siê istotnej roli w podstawowych procesach ¿ycio-
wych. Niekiedy produkcja tych zwi¹zków jest elementem mechanizmu chemicznej
obrony przed wy¿eraniem przez organizmy z wy¿szych poziomów troficznych. Mog¹
one równie¿ pe³niæ rolê substancji sygna³owych. Zainteresowanie zwi¹zkami synte-
zowanymi przez cyjanobakterie wynika z ich odmiennej ni¿ u organizmów l¹do-
wych struktury oraz aktywno�ci biologicznej. Zwi¹zki te znalaz³y zastosowanie jako
leki, dodatki pokarmowe oraz sk³adniki kosmetyków. Obok wielu wtórnych meta-
bolitów wykazuj¹cych aktywno�æ przeciwnowotworow¹, przeciwbakteryjn¹, prze-
ciwgrzybiczn¹, cyjanobakterie produkuj¹ tak¿e zwi¹zki o dzia³aniu toksycznym.

1.  TOKSYNY  PRODUKOWANE  PRZEZ  CYJANOBAKTERIE

Zakwity cyjanobakterii wystêpuj¹ w wodach s³odkich na ca³ym �wiecie. Sza-
cuje siê, i¿ ponad 50% tych zakwitów tworz¹ gatunki toksyczne, warto wspomnieæ,
¿e jeden szczep cyjanobakterii mo¿e produkowaæ kilka ró¿nych toksyn. Wystêpo-
wanie toksycznych cyjanobakterii, takich jak Trichodesmium sp. (Wyspy Dziewi-
cze), Lyngbya majuscula (Hawaje) i Nodularia spumigena (Ba³tyk), odnotowano
równie¿ w �rodowisku morskim i s³onawowodnym. W wielu krajach powa¿ny pro-
blem stanowi obecno�æ cyjanotoksyn w wodzie pitnej, zw³aszcza gdy jej �ród³em s¹
ujêcia powierzchniowe, charakteryzuj¹ce siê intensywnymi zakwitami toksycznych
gatunków cyjanobakterii. Liczne przypadki zatruæ ludzi i zwierz¹t zosta³y opisane
m.in. przez Kuiper-Goodmana i in. [1], Falconera [2] oraz Codda i in. [3]. Najbar-
dziej dramatyczny przypadek ostrego zatrucia mia³ miejsce w 1996 roku w centrum
dializy w Caruaru, w Brazylii. Na 136 dializowanych pacjentów u 117 (86%) stwier-
dzono objawy zatrucia w postaci nudno�ci, wymiotów, os³abienia miê�ni, boles-
nego powiêkszenia w¹troby. U 100 pacjentów nast¹pi³o powa¿ne uszkodzenie
w¹troby, które w rezultacie by³o powodem �mierci 50 osób. Analiza surowicy krwi
oraz w¹troby dializowanych pacjentów wykaza³a obecno�æ mikrocystyn-YR, -LR
i -AR, cyklicznych heptapeptydów produkowanych przez cyjanobakterie. Równie
niebezpieczne jest chroniczne nara¿enie organizmu na dzia³anie toksyn, zw³aszcza
¿e zwi¹zki te s¹ promotorami lub inicjatorami zmian nowotworowych. Istniej¹ prze-
s³anki wskazuj¹ce, i¿ obecno�æ toksyn cyjanobakterii w ujêciach wody pitnej w po³u-
dniowo-wschodnich Chinach by³a przyczyn¹ du¿ej liczby przypadków pierwotnego
nowotworu w¹troby w tym rejonie (60 zachorowañ na 100000 mieszkañców) [4].
Wyniki do�wiadczeñ prowadzonych na myszach da³y podstawê do wyliczenia
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dopuszczalnej warto�ci stê¿enia mikrocystyny-LR w wodzie pitnej. Wed³ug zaleceñ
�wiatowej Organizacji Zdrowia, stê¿enie to nie powinno przekraczaæ 1 µg dm�3.

Wiêkszo�æ cyjanobakterii produkuj¹cych zwi¹zki toksyczne nale¿y do trzech
rzêdów: Chroococcales, Oscillatoriales oraz Nostocales. Ponad 40 gatunków nale-
¿¹cych do rzêdu Nostocales, g³ównie Anabaena i Nostoc sp., produkuje oko³o 120
metabolitów wtórnych o dzia³aniu cytotoksycznym. Zwi¹zki te wykazuj¹ m.in.
aktywno�æ przeciwnowotworow¹, przeciwgrzybiczn¹; mog¹ byæ te¿ stosowane
w zwalczaniu malarii i wirusa HIV [5]. Du¿a ilo�æ produkowanych toksyn powo-
duje, ¿e cyjanobakterie s¹ wa¿nym �ród³em tego typu zwi¹zków zarówno w wodach
�ródl¹dowych, jak i morskich. Najczê�ciej wystêpuj¹c¹ grup¹ cyjanotoksyn s¹
hepato- i neurotoksyny.

1.1. HEPATOTOKSYNY

G³ówne hepatotoksyny cyjanobakterii, nodularyny i mikrocystyny (Schemat 1),
s¹ cyklicznymi penta- i heptapeptydami, z regu³y dobrze rozpuszczalnymi w wo-
dzie, o masie cz¹steczkowej w zakresie 800�1100 Da. Charakterystycznymi cechami
struktury tych toksyn jest obecno�æ wi¹zania g -peptydowego przy kwasie D-gluta-
minowym oraz wystêpowanie a,b-nienasyconych aminokwasów, takich jak Mdha
czy Mdhb. Dehydroaminokwasy s¹ zwi¹zkami powszechnie wystêpuj¹cymi u bak-
terii, do których zaliczaj¹ siê równie¿ cyjanobakterie. Peptydowe hepatotoksyny cyja-
nobakterii syntezowane s¹ pozarybosomalnie, przy udziale kompleksu enzymatycz-
nego kodowanego przez syntetazê bia³kow¹ i syntazê poliketydow¹ [6�7]. Mikrocy-
styny (MC) s¹ zwi¹zkami o ogólnej strukturze cyklo-(D-Ala1-X2-D-MeAsp3-Z4-
-Adda5-D-Glu6-Mdha7), gdzie X i Z oznacza zmienne reszty L-aminokwasowe
[8�9] (Schemat 1). W pozycji 2 i 4 jednej z najczê�ciej spotykanych i najbardziej
toksycznych mikrocystyn, MC-LR (LD50 = 50 µg kg�1) wystêpuj¹ odpowiednio leu-
cyna i arginina. W cz¹steczkach innych mikrocystyn pozycje te zajmowane s¹ m.in.
przez kwas D-glutaminowy, homoargininê, metioninê, fenyloalaninê, tryptofan lub
tyrozynê. W strukturze mikrocystyn wystêpuje równie¿ kwas D-erytro-b-metylo-
asparaginowy (MeAsp), charakterystyczny tylko dla cyjanobakterii, 20-wêglowy
kwas (2S,3S,8S,9S)-3-amino-9-metoksy-2,6,8-trimetylo-10-fenyldeka-4,6-dienowy
(Adda) oraz N-metylodehydroalanina (Mdha). Stereochemiê uk³adu dienowego Adda
okre�lono jako 4E, 6E [10]. Mikrocystyny produkowane s¹ przez cyjanobakterie
z rodzaju Anabaena, Microcystis, Planktothrix, Nostoc oraz Hapalosiphon (glebowa)
[11]. W komórce cyjanobakterii toksyny te wystêpuj¹ w tylakoidach, nukleoplazmie
i w niewielkich ilo�ciach w �cianie komórkowej i pochwie [12]. Cyjanobakterie
z gatunku Nodularia spumigena syntezuj¹ cykliczny pentapeptyd o masie 824 Da
i ogólnej strukturze cz¹steczki cyklo-(D-MeAsp1-L-Arg2-Adda3-D-Glu4-Mdhb5),
gdzie Mdhb5 oznacza kwas N-metylodehydromas³owy (Schemat 1). Dotychczas
wyizolowano i zidentyfikowano ponad 80 analogów mikrocystyn; poza dwoma
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L-aminokwasami (X i Z), peptydy te ró¿ni¹ siê rodzajem i ilo�ci¹ podstawników
przy poszczególnych resztach aminokwasowych [9, 11, 13].
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Modyfikacje struktury peptydowych toksyn skutkuj¹ zmian¹ ich aktywno�ci biolo-
gicznej. W przypadku wiêkszo�ci mikrocystyn, warto�ci parametru LD50, przy doot-
rzewnowym podaniu u myszy, mieszcz¹ siê w zakresie od 50 do 250 µg na kg wagi
cia³a. Ze wzglêdu na polarno�æ, dyfuzja mikrocystyn i nodularyn przez b³ony biolo-
giczne jest utrudniona. Aktywny transport przez b³ony zachodzi jedynie w hepato-
cytach. Jest to mo¿liwe dziêki specjalnym bia³kom u³atwiaj¹cym przenoszenie kwa-
sów ¿ó³ciowych do w¹troby [14]. Stwierdzono, i¿ w w¹trobie kumuluje siê 50�70%
dawki mikrocystyn podanej do¿ylnie lub dootrzewnowo; toksyny te kumuluj¹ siê
te¿ w niewielkim stopniu w jelitach i nerkach. Toksyczne dzia³anie mikrocystyn
i nodularyn wynika z ich silnego niekowalencyjnego wi¹zania siê w cytozolu komó-
rek w¹troby z fosfatazami serynowo-treoninowymi typu PP 2A i PP 1. Wi¹zanie
z fosfatazami bia³kowymi powoduje zahamowanie aktywno�ci enzymów, co z kolei
prowadzi do nadmiernej fosforylacji bia³ek (filamentów po�rednich i mikrofilamen-
tów) i uszkodzenia cytoszkieletu komórek w¹troby. Ponadto mikrocystyny i nodula-
ryny powoduj¹ apoptozê i nekrozê hepatocytów, s¹ te¿ promotorami guzów nowo-
tworowych [15]. Wykazano, i¿ u szczura nodularyna znacznie ³atwiej przenika do
hepatocytów ni¿ mikrocystyna-LR [16]. W komórkach w¹troby wi¹zanie siê nodu-
laryny z fosfatazami bia³kowymi PP-1 i PP-2A powoduje zahamowanie ich aktyw-
no�ci [17]. Enzymy te bior¹ udzia³ w metabolizmie wêglowodanów i t³uszczów
w przekazywaniu sygna³ów komórkowych, ponadto oddzia³ywuj¹ na strukturê i funk-
cjê w³ókien cytoszkieletowych, apoptozê oraz na tempo podzia³ów komórkowych
[16, 18, 19]. W przypadkach ciê¿kich zatruæ mo¿e doj�æ do przes¹czania siê krwi
z naczyñ do tkanki w¹troby, gdzie gromadz¹c siê, powoduje miejscowe uszkodze-
nie i w konsekwencji, wstrz¹s. Charakterystycznymi objawami zatrucia s¹ zaburze-
nia ¿o³¹dkowo-jelitowe i w¹trobowe, os³abienie, anoreksja. Lankoff i in. [20] oraz
Bouaicha i Maatouk [21] w ostatnich latach prowadzili badania, które rzuci³y nowe
�wiat³o na mechanizm dzia³ania nodularyny. Wyniki prac sugeruj¹, i¿ w wyizolowa-
nych komórkach w¹troby szczura niskie stê¿enia nodularyny (wykluczaj¹ce dzia³a-
nie cytotoksyczne zwi¹zku) wywo³uj¹ stres oksydacyjny, ujawniaj¹cy siê zmian¹
stê¿enia zredukowanego glutationu (GSH), zwiêkszon¹ produkcj¹ reaktywnych form
tlenu (ROS) oraz utlenianiem t³uszczów.

Kluczowymi elementami decyduj¹cymi o aktywno�ci biologicznej mikrocystyn
i nodularyn s¹: reszta Adda, wolna grupa karboksylowa w kwasie D-glutaminowym
oraz cykliczna struktura cz¹steczek. Izomeryzacja peptydów do formy [6(Z)Adda],
nasycenie wi¹zañ podwójnych w Adda, estryfikacja grupy metylowej w reszcie
D-Glu lub utworzenie formy liniowej powoduj¹ ok. 100-krotne obni¿enie toksycz-
no�ci [9, 22]. Usuniêcie grup metylowych w resztach aminokwasowych nie ma wiêk-
szego wp³ywu na aktywno�æ biologiczn¹ hepatotoksyn. Badania prowadzone przez
Harada i in. [23] wykaza³y, i¿ sama reszta Adda nie wp³ywa na aktywno�æ fosfataz.
Natomiast wszelkie zmiany w strukturze fragmentu Adda-Glu powoduj¹ os³abienie
lub zniesienie toksyczno�ci mikrocystyn i nodularyn [9, 24].
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Kondo i in. [25] wykazali, i¿ w �rodowisku zasadowym, in vitro, mikrocystyny
tworz¹ koniugaty z glutationem oraz cystein¹. Glutation jest wa¿nym antyoksydan-
tem, który chroni komórki przed szkodliwym dzia³aniem reaktywnych form tlenu.
Obecno�æ koniugatów z GSH wykryto równie¿ w w¹trobach zwierz¹t, którym poda-
wano hepatotoksyny cyjanobakterii. Reakcja sprzêgania mikrocystyn z glutationem
zachodzi z udzia³em S-transferazy glutationowej i jest elementem mechanizmu
detoksykacji. Powsta³e produkty s¹ lepiej rozpuszczalne w wodzie, a co za tym idzie
� ³atwiej wydalane z organizmu [25].

1.2.  NEUROTOKSYNY

Cyjanobakterie syntezuj¹ trzy grupy neurotoksycznych alkaloidów: anato-
ksynê-a i jej pochodne, anatoksynê-a(s) oraz saksitoksynê i jej pochodne (Sche-
mat 2).
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Anatoksyna-a (Mcz = 165 Da) by³a pierwsz¹ toksyn¹, któr¹ zidentyfikowano u cyja-
nobakterii [26]. Toksyna ta wystêpuje u s³odkowodnych szczepów z rodzaju � Ana-
baena, Aphanizomenon, Cylindrospermum, Oscillatoria, Planktothrix oraz w nie-
wielkich ilo�ciach równie¿ u Microcystis [27]. Obecno�æ metylowej pochodnej tego
zwi¹zku, homoanatoksyny-a (Mcz = 179 Da), wykryto u Planktothrix formosa [28].
Anatoksyna-a jest silnym agonist¹ nikotynowego receptora cholinergicznego,
wystêpuj¹cego w b³onie postsynaptycznej. Wi¹zanie siê anatoksyna-a z receptorem,
podobnie jak w przypadku neuroprzeka�nika � acetylocholiny, powoduje otwarcie
kana³u jonowego i przep³yw jonów do komórki miê�niowej. W wyniku depolaryzacji
synapsy nerwowo-miê�niowej dochodzi do pobudzenia komórek miê�niowych. Ace-
tylocholinoesteraza, która w normalnych warunkach powoduje rozk³ad acetylocho-
liny i zamkniêcie kana³u jonowego, nie dzia³a na anatoksynê-a zwi¹zan¹ z recepto-
rem. W tej sytuacji dochodzi do sta³ego pobudzenia komórek miê�niowych, co
w przypadku zatruæ ostrych mo¿e wywo³aæ dr¿enie i skurcze miê�ni, a w skrajnych
przypadkach pora¿enie miê�ni oddechowych i �mierci w wyniku uduszenia [11].
Warto�æ LD50 dla anatoksyny-a, przy dootrzewnowym podaniu u myszy, wynosi
200�250 µg kg�1. Dawka ta powoduje �mieræ zwierzêcia w ci¹gu 2�30 min od poda-
nia. Anatoksyna-a(s), produkowana przez cyjanobakterie z rodzaju Anabaena
(A. flos-aquae NRC-525-17 oraz A. lemmermannii), wywo³uje podobne objawy do
anatoksyny-a, jednak jej budowa oraz mechanizm dzia³ania s¹ inne. Anatoksy-
na-a(s) (Mcz = 252 Da) jest naturalnie wystêpuj¹cym zwi¹zkiem fosforoorganicz-
nym, który hamuje aktywno�æ acetylocholinoesterazy, uniemo¿liwiaj¹c rozk³ad ace-
tylocholiny. W rezultacie dochodzi do nagromadzenia acetylocholiny w synapsie,
co skutkuje nadmiernym pobudzeniem komórek miê�niowych. Charakterystycznym
objawem dzia³ania anatoksyny-a(s) u krêgowców jest obfity �linotok (salivation),
st¹d w nazwie toksyny wystêpuje litera (s). Warto�æ LD50 dla anatoksyny-a(s), przy
dootrzewnowym podaniu u myszy, wynosi 20 µg kg�1. Trzeci¹ grup¹ alkaidowych
neurotoksyn cyjanobakterii s¹ saksitoksyny (LD50 = 8 mg kg�1). Obecnie znanych
jest ponad 21 analogów tych guanidynowych toksyn, które ró¿ni¹ siê miejscem pod-
stawienia i ilo�ci¹ grup hydroksylowych i sulfonowych w cz¹steczce. Ze wzglêdu
na rodzaj podstawnika R-4, saksitoksyny podzielono na cztery grupy: karbaminia-
nowe, sulfokarbamoilowe, dekarbamoilowe i deoksykarbamoilowe (Schemat 2). Sak-
sitoksyny zawieraj¹ce w swej strukturze jedn¹ grupê sulfonow¹ nazwano goniau-
toksynami, natomiast zawieraj¹ce dwie grupy sulfonowe � C-toksynami. Pochodne
te ró¿ni¹ siê zasadniczo aktywno�ci¹ biologiczn¹; ich toksyczno�æ maleje w szeregu
od karbaminianowych, przez dekarbamoilowe, do sulfokarbamoilowych. W odró¿-
nieniu od anatoksyn, których miejscem dzia³ania s¹ synapsy, saksitoksyny i ich po-
chodne dzia³aj¹ w aksonie komórki nerwowej. Blokuj¹c transport jonów Na+ przez
kana³y jonowe, zaburzaj¹ propagacjê potencja³u czynno�ciowego wzd³u¿ wypustki
nerwowej. Saksitoksyny i ich pochodne wytwarzane s¹ przez s³odkowodne cyjano-
bakterie z gatunku Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena circinalis, Oscillatoria
mougeotti, Lyngbya wollei i Cylindrospermopsis raciborskii [11, 29]. Jest to jedyna
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grupa toksyn cyjanobakterii, która wystêpuje równie¿ u innych organizmów, g³ów-
nie bruzdnic. Zwi¹zki o strukturze saksitoksyn wyizolowane z Aphanizomenon flos-
-aquae nazwano wcze�niej afanotoksynami. W 1991 r. masowy zakwit Anabaena
circinalis, cyjanobakterii produkuj¹cej saksitoksyny, wyst¹pi³ na 1000-km odcinku
rzeki Darling w Australii [30].

Zwi¹zki o dzia³aniu neurotoksycznym produkowane s¹ równie¿ przez nitko-
wat¹ cyjanobakteriê Trichodesmium, tworz¹c¹ zakwity w rejonie Wysp Dziewiczych,
jednak ich struktury nie zosta³y dok³adnie poznane. Wiadomo, i¿ s¹ to polietery
podobne do neurotoksyn produkowanych przez bruzdnice. Zakwity Trichodesmium
by³y powodem �mierci ryb, krabów i ostryg [31].

Niew¹tpliw¹ sensacj¹ ostatnich lat by³a identyfikacja u cyjanobakterii nowej
neurotoksyny: niebia³kowego aminokwasu b-N-metyloamino-L-alaniny (BMAA)
[32] (Schemat 2). Zwi¹zek ten po raz pierwszy wykryto w owocach sagowca
[33, 34], a nastêpnie u cyjanobakterii z rodzaju Nostoc ¿yj¹cych w symbiozie z t¹
ro�lin¹. Na wyspie Guam (Ocean Spokojny, Archipelag Mariañski) owocami
sagowca ¿ywi¹ siê du¿e nietoperze z gatunku Pteropus mariannus, stanowi¹ce przy-
smak w diecie ludu Chamorro zamieszkuj¹cego wyspê. Cox i in. [32] wykazali siln¹
bioakumulacjê BMAA w ³añcuchu pokarmowym. O ile wolno¿yj¹ce cyjanobakterie
produkuj¹ oko³o 0,3 µg g�1 BMAA, stê¿enie tej toksyny w zewnêtrznej warstwie
nasion sagowca wynosi 1161 µg g�1, a u nietoperzy 3556 µg g�1. BMAA kumuluje
siê równie¿ w mózgu ludzi ¿ywi¹cych siê nietoperzami i m¹czk¹ z owoców sagowca.
Oszacowano, i¿ w organizmie szczurów kumuluje siê 90% wstrzykniêtej toksyny
[35], g³ównie w formie zwi¹zanej z bia³kiem. Metabolizm bia³ka prowadzi do stop-
niowego uwalniania BMAA, st¹d zwi¹zek ten zaliczono do tzw. �slow toxins�. Przy-
puszcza siê, i¿ BMAA mo¿e byæ przyczyn¹ neurodegeneracyjnej choroby przypo-
minaj¹cej objawami stwardnienie zanikowe boczne i chorobê Parkinsona (ang. amy-
otrophic lateral sclerosis-Parkinsonian dementia complex, ALS-PDC). W�ród ludu
Chamorro choroba ta wystêpuje 50�100 razy czê�ciej ni¿ w innych rejonach geo-
graficznych.

W sumie BMAA znaleziono u 95% badanych rodzajów cyjanobakterii [36].
Nie mo¿na wykluczyæ, ¿e zwi¹zek ten odpowiedzialny jest za neurotoksyczne w³a-
�ciwo�ci morskich cyjanobakterii Trichodesmium thiebautii i Trichodesmium ery-
thraeum. Wed³ug Cox i in. [36], tak powszechne wystêpowanie BMAA u cyjano-
bakterii nale¿¹cych do ró¿nych rzêdów i rodzajów mo¿e wskazywaæ, i¿ synteza tego
zwi¹zku by³a wspóln¹ cech¹ cyjanobakterii, która w procesie ewolucji zachowa³a
siê u wiêkszo�ci organizmów.

1.3.  CYTOTOKSYNY

Cylindrospermopsyna (CYN) jest cyklicznym guanidynowym alkaloidem
o masie cz¹steczkowej 415 Da (Schemat 3), wykazuj¹cym dzia³anie cytotoksyczne
oraz hepatotoksyczne i prawdopodobnie neurotoksyczne. Zwi¹zek ten produkowany
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jest g³ównie przez cyjanobakterie z gatunku Cylindrospermopsis raciborskii, wy-
stêpuj¹ce w wodach strefy tropikalnej i subtropikalnej Australii [2]. Cylindrosper-
mopsynê zidentyfikowano równie¿ u Aphanizomenon ovalisporum, Umezakia na-
tans, Anabaena bergii i Raphidiopsis curvata w wodach Japonii, Izraela, w wielu
europejskich i amerykañskich jeziorach [11, 37]. Toksyna ta powoduje apoptozê
komórek w¹troby oraz hamuje syntezê bia³ka; przypuszczalnie uszkadza równie¿
strukturê DNA i RNA i jest potencjalnym karcynogenem. Warto�æ parametru LD50
u myszy wynosi: 2,1 mg kg�1 po 24 godzinach lub 0,2 mg kg�1 po 5�6 dniach. Wyka-
zano, i¿ czysty zwi¹zek uszkadza w¹trobê natomiast surowy ekstrakt z komórek
cyjanobakterii wywo³uje patologiczne zmiany równie¿ w nerkach, �ledzionie, gra-
sicy i sercu. Do powa¿nego wypadku zatrucia t¹ toksyn¹ dosz³o w 1979 roku
w Queensland, w Australii, gdzie u 140 dzieci oraz 10 doros³ych osób zaobserwo-
wano dolegliwo�ci gastryczne, bóle g³owy, gor¹czkê, bolesne powiêkszenie w¹troby
[38]. W wodzie pitnej, z której korzysta³y poszkodowane osoby, stwierdzono obec-
no�æ Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska). Podanie myszom ekstraktu
z wyizolowanego szczepu cyjanobakterii potwierdzi³o jego silnie hepatotoksyczne
dzia³anie. W grupie zwi¹zków cytotoksycznych produkowanych przez cyjanobakte-
rie s¹ te¿: scytoficyna (Scytonema pseudohofmanni), cyjanobakterin (Scytonema
hofmanni), hapalindol A (Hapalosiphone fontinalis), tubercidin (Tolypothrix bysso-
idea), akutificyna (Oscillatoria acutissima) oraz fiszerelin (Fischerella muscicola,
Scytonema mirabile). Zwi¹zki te wykazuj¹ dzia³anie przeciwglonowe, przeciwbak-
teryjne i przeciwnowotworowe [31].
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1.4. DERMATOTOKSYNY

Niektóre cyjanobakterie bentosowe z rodzaju Lyngbya, Planktothrix i Schizo-
thrix produkuj¹ zwi¹zki wywo³uj¹ce stany zapalne skóry. S¹ to alkaloidy: lyngbia-
toksyny (LA-A, -B i -C), aplysiatoksyny (AT) i debromoaplysiatoksyny (DAT); tok-
syny z grupy AT i DAT nale¿¹ jednocze�nie do silnych promotorów zmian nowo-
tworowych oraz aktywatorów kinazy bia³kowej C. Morska cyjanobakteria Lyngbya
maiuscula by³a przyczyn¹ licznych przypadków chorób skóry u osób k¹pi¹cych siê
u wybrze¿y Hawajów lub przebywaj¹cych na pla¿ach Okinawy [39]. Do zatruæ mo¿e
doj�æ równie¿ drog¹ pokarmow¹, po zjedzeniu wodorostów z rosn¹cymi na nich
cyjanobakteriami. Na Madagaskarze do ostrego zatrucia dosz³o po zjedzeniu ¿ó³wia
Chelonia mydas, w którego miêsie stwierdzono obecno�æ LA. Toksyny produko-
wane przez Lyngbya maiuscula kumuluj¹ siê w organizmach ryb; by³y te¿ przy-
czyn¹ istotnej redukcji populacji krewetek z gatunku Penaeus stylirostris.

1.5. LIPOPOLISACHARYDY

Lipopolisacharydowe endotoksyny (LPS) s¹ sk³adnikiem zewnêtrznej warstwy
�ciany komórkowej gram-ujemnych bakterii; wystêpuj¹ u wszystkich cyjanobakte-
rii tworz¹c kompleksy z bia³kiem i fosfolipidami. W sk³ad ich struktury wchodzi
lipid A, oligosacharydowy rdzeñ R oraz O-swoiste ³añcuchy wielocukrowe. Kontakt
z tymi zwi¹zkami u ludzi i zwierz¹t mo¿e wywo³ywaæ stany gor¹czkowe, podra¿-
nienia i reakcje alergiczne oraz choroby uk³adu oddechowego. Best i in. [40] wyka-
zali, i¿ zwi¹zki te hamuj¹ aktywno�æ S-transferazy glutationowej, która uczestniczy
w detoksykacji ksenobiotyków. Lipopolisacharydy produkowane przez cyjanobak-
terie s¹ 10-krotnie mniej toksyczne ni¿ te produkowane przez takie bakterie, jak np.
Salmonella. Endotoksyny zosta³y zidentyfikowane u chrookokalnych cyjanobakte-
rii z rodzaju Synechococcus, Synechocystis, Microcystis oraz u nitkowatych: Ana-
baena, Oscillatoria i Schizothrix. Choæ w wodach objêtych zakwitem wykryto wyso-
kie stê¿enia lipopolisacharydów, same cyjanobakterie zawiera³y jedynie niewielkie
ilo�ci LPS. Przypuszcza siê, ¿e wykrywane endotoksyny pochodzi³y od gram-ujem-
nych bakterii wspó³wystêpuj¹cych w zakwicie [41].

2.  NODULARYNA  �  TOKSYNA  PRODUKOWANA  PRZEZ
NODULARIA  SPUMIGENA

2.1.  WYSTÊPOWANIE  NODULARIA  SPUMIGENA

Nodularia spumigena (gromada: Cyanophyta, klasa: Hormogoniophyceae, rz¹d:
Nostocales, rodziny Nostocaceae) (Rys. 1) jest jedynym organizmem produkuj¹-
cym hepatotoksynê o nazwie nodularyna (NOD-R). W �rodowisku cyjanobakteria
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ta wystêpuje w postaci pojedynczych nici: prostych, powyginanych lub typowych
dla Ba³tyku form spiralnie skrêconych. Masowe pojawienie siê toksycznego gatunku N.
spumigena w Zatoce Gdañskiej po raz pierwszy zanotowano w 1994 roku [42]. Wie-
loletnie badania wskazuj¹ na coraz czêstsz¹ dominacjê tego gatunku w fitoplankto-
nie Morza Ba³tyckiego w okresie letnim [43�47]. Obecno�æ N. spumigena i jej
masowy rozwój obserwowano równie¿ u wybrze¿y Australii [48�49], Nowej Zelan-
dii [50], po³udniowej Afryki [51], na obszarze Laguny Orielton u wybrze¿y Tasma-
nii [52]. Zakwity N. spumigena wystêpuj¹ tak¿e w s³onawych zbiornikach �ródl¹do-
wych, m.in. w jednym z najwiêkszych jezior na terenie Stanów Zjednoczonych �
Pyrmid Lake [53]. Niepokoj¹cy jest zasiêg zakwitów N. spumigena, które w Morzu
Ba³tyckim mog¹ wystêpowaæ na powierzchni ponad 100 000 km2 [54]. Zjawisko to
w istotny sposób wp³ywa na funkcjonowanie ekosystemów oraz na stan sanitarny
wód przybrze¿nych.

2.2.  STRUKTURA  I  AKTYWNO�Æ  BIOLOGICZNA  NODULARYN

Po raz pierwszy nodularynê wyizolowano i zidentyfikowano w próbce fitoplank-
tonu pobranej podczas zakwitu N. spumigena w Nowej Zelandii [8]. U ba³tyckich
szczepów N. spumigena nodularyna NOD-R ([(6E)Adda3]NOD) (Schemat 1) zosta³a
zidentyfikowana przez Sivonen i in. [55] oraz Sandströma i in. [56].

Warto�æ LD50 dla nodurany w te�cie na myszach wynosi 50 µg kg�1 (przy doot-
rzewnowym podaniu). Choæ w grupie mikrocystyn � strukturalnie podobnych zwi¹z-
ków � zidentyfikowano oko³o 80 analogów, obecnie znamy zaledwie kilka natural-
nie wystêpuj¹cych nodularyn. W komórkach cyjanobakterii wystêpuj¹ one w znacz-
nie mniejszych ilo�ciach ni¿ NOD-R. Namikoshi i in. [57] oraz Rinehart i in. [9]
dowiedli, i¿ N. spumigena z Jeziora Ellesmere w Nowej Zelandii produkuje piêæ

Rysunek 1. Nodularia spumigena Mertens
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analogów nodularyny: pochodn¹ z reszt¹ kwasu D-asparaginowego [D-Asp1]NOD
(LD50 = 75 µg kg�1), analog bez grupy metylowej na wêglu C9 w reszcie Adda
[DMAdda3]NOD (LD50 = 150 µg kg�1) oraz trzy nietoksyczne formy nodularyny:
ester metylowy kwasu D-glutaminowego [Glu4(OMe)]NOD, stereoizomer formy
cyklicznej [6(Z)-Adda3]NOD oraz liniow¹ formê NOD, która prawdopodobnie sta-
nowi biogeniczny prekursor cyklicznego pentapeptydu. Te same formy nodularyny
zidentyfikowano równie¿ u ba³tyckich szczepów N. spumigena [58�59]. Dodatkowo,
z komórek N. spumigena z Ba³tyku wyizolowano i zidentyfikowano nodularynê
z kwasem dehydromas³owym [dhb5]NOD, estry metylowe kwasu D-asparaginowego
[MeAsp1(OMe)]NOD oraz pochodn¹ toksyny z dodatkow¹ grup¹ metylow¹ w resz-
cie Adda, [MeAdda]NOD [59, Mazur-Marzec i in. dane niepublikowane]. Tabela 1
przedstawia wa¿niejsze jony powsta³e w wyniku fragmentacji jonów [M+H]+

poszczególnych analogów nodularyny. W Tabeli 2 zamieszczono warto�ci LD50 nodu-
laryn produkowanych przez N. spumigena. Poza izomerami formy cyklicznej,
w ekstraktach z komórek cyjanobakterii zebranych podczas zakwitu N. spumigena
wystêpowa³y izomery formy liniowej [Mazur-Marzec i in. dane niepublikowane].
Proces izomeryzacji NOD zachodzi pod wp³ywem dzia³ania promieniowania UV
[60�63]. W próbkach cyjanobakterii z zakwitu ilo�æ stereoizomeru [6(Z)-Adda3]NOD
formy cyklicznej stanowi³a mniej ni¿ 2% formy [6(E)-Adda3]NOD, natomiast ste-
reoizomery Z formy liniowej wystêpowa³y w podobnym stê¿eniu co forma E.
W �rodowisku naturalnym zmiana geometrii wi¹zania podwójnego C6�C7, a tak¿e
C4�C5 w reszcie Adda, nastêpuje w wyniku dzia³ania promieni s³onecznych. Ze
wzglêdu na mniejsze przeszkody steryczne, liniowe izomery Z nodularyny s¹ za-
pewne trwalsze od cyklicznych analogów.

Tabela 1. Jony fragmentacyjne analogów nodularyny wystêpuj¹ce w widmie masowym ISP-MS/CID
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U innych organizmów zidentyfikowano kolejne dwie nodularyny ze zmienio-
nym aminokwasem w pozycji 2. Nodularia PCC 7804 (Pasteur Culture Collection),
pochodz¹ca z �róde³ termalnych we Francji, syntezuje nodularynê z reszt¹ homoar-
gininy zamiast Arg [L-Har2]NOD (LD50 = 75 µg kg�1) [64�65]. Natomiast u mor-
skiej g¹bki Theonella swinhoei Gray, pochodz¹cej z okolic Papui Nowej Gwinei,
wyizolowano motuporynê, w której strukturze, zamiast polarnej Arg, obecna jest
hydrofobowa reszta Val [66]. Nie jest wyja�nione, czy �ród³em tego zwi¹zku
(NOD-V) s¹ g¹bki, czy te¿ cyjanobakterie ¿yj¹ce w symbiozie z g¹bkami.

Spoof i in. [67] w ramach badañ nad organotropizmem nodularyny, przeprowa-
dzili redukcjê toksyny za pomoc¹ borowodorku sodu [3H]NaBH4. Produktem reak-
cji by³y dwa stereoizomery dihydronodularyny zawieraj¹ce kwas 2-(metyloamino)ma-
s³owy: [D-MeAbu5]NOD oraz [L-MeAbu5]NOD.

Nodularyna, odmiennie ni¿ mikrocystyna, nie tworzy wi¹zañ kowalencyjnych
z fosfatazami bia³kowymi [68]. Pomiêdzy nodularyn¹ i enzymami zachodz¹ jednak
silne oddzia³ywania z udzia³em fragmentu Adda-Glu [19], odpowiedzialnym za
aktywno�æ biologiczn¹ zwi¹zku.

2.3.  WYSTÊPOWANIE  I  PRZEMIANY  NODULARYNY  W  �RODOWISKU

Wed³ug Sivonen i in. [55], w okresie zakwitu N. spumigena w Ba³tyku stê¿enie
nodularyny w próbach fitoplanktonu wynosi³o od 100 µg g�1 do oko³o 2400 µg g�1

s.m. (suchej masy) (Tabela 3). Jedynie Kononen i in. [69] zanotowali w po³udnio-
wej czê�ci Zatoki Botnickiej stê¿enie nodularyny wynosz¹ce a¿ 18100 µg g�1 s.m.
(Tabela 3).

Tabela 2. Zidentyfikowane analogi nodularyny i ich warto�ci dawek letalnych (LD50)
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W wodzie stê¿enie rozpuszczonej nodularyny zawiera³o siê najczê�ciej w przedziale
od 0,01 do 95,0 µg dm�3 [69�70, 47]. W trakcie intensywnych zakwitów N. spumi-
gena w Zatoce Gdañskiej stê¿enia nodularyny w sestonie (zawiesinie cz¹stek o¿y-
wionych i nieo¿ywionych) osi¹gaj¹ warto�ci ponad 20 mg dm�3 i s¹ równe stê¿eniu
chlorofilu a [46�47]. Nodularyna, podobnie jak mikrocystyny, wystêpuje g³ównie
w komórkach cyjanobakterii; jedynie niewielka pula syntezowanego zwi¹zku
wydzielana jest do �rodowiska. Do�wiadczenia prowadzone na hodowlach N. spu-
migena wykaza³y, i¿ w logarytmicznej fazie wzrostu 80�90% toksyny znajduje siê
w komórce [71]. Stê¿enie rozpuszczonej toksyny w po¿ywce zwiêksza siê wraz ze
starzeniem siê hodowli. Podobnie jest w �rodowisku naturalnym. Na pocz¹tku
zakwitu notuje siê jedynie niewielkie stê¿enie pozakomórkowej nodularyny w wodzie.
Stê¿enie to znacznie wzrasta w okresie starzenia siê zakwitu, gdy¿ wówczas komórki
cyjanobakterii ulegaj¹ lizie, a ich zawarto�æ, w tym nodularyna, uwalniana jest do
�rodowiska. Uwalnianie toksyn do �rodowiska mo¿e byæ przyspieszone w wyniku
dzia³ania �rodków chemicznych np. herbicydów (siarczan miedzi), stosowanych do
usuwania zakwitu. W zbiornikach, w których zachodzi intensywne mieszanie mas
wody na skutek dzia³ania wiatru lub pr¹dów, stê¿enie toksyn szybko maleje. Nato-
miast w zbiornikach charakteryzuj¹cych siê s³ab¹ wymian¹ wód (jeziora, zatoczki)
toksyny mog¹ byæ obecne nawet przez kilka tygodni po zakwicie [72, 73]. Prawdo-
podobnie jest to wynikiem du¿ej trwa³o�ci hepatotoksyn cyjanobakterii. Wed³ug
Twista i Codda [62], w warunkach laboratoryjnych stê¿enie czystej nodularyny
w roztworze wodnym utrzymywa³o siê na sta³ym poziomie przez 9 dni, niezale¿nie
od rodzaju o�wietlenia. W sterylnej wodzie morskiej, pozbawionej mikroorga-
nizmów, po 21 dniach do�wiadczenia stê¿enie zwi¹zku zmieni³o siê jedynie w nie-
wielkim stopniu [74, Toruñska i in. dane niepublikowane]. Szybszy rozk³ad toksyny
nastêpowa³ w roztworze wodnym zawieraj¹cym liofilizat lub ekstrakt z komórek
N. spumigena; tempo degradacji w istotny sposób zale¿a³o od rodzaju stosowanego
o�wietlenia. Prawdopodobnie w obecno�ci naturalnych sk³adników komórki reak-
cja fotochemicznego rozpadu cz¹steczki nodularyny ulega przyspieszeniu. Wp³yw

Tabela 3. Warto�ci stê¿eñ nodularyny w suchej masie (s.m.) fitoplanktonu
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promieniowania UV na mechanizm i prêdko�æ przemian nodularyny i mikrocystyny
w warunkach laboratoryjnych badali m.in. Tsuji i in. [61], Kaya i Sano [75], Liu
i in. [76�77], Mazur-Marzec i in. [63], oraz Kull i in. [78]. �wiat³o UV powoduje
izomeryzacje [6(E)Adda] do [6(Z)Adda] i w konsekwencji, utratê aktywno�ci bio-
logicznej zwi¹zków [61]. W wyniku ekspozycji roztworu MC-LR na dzia³anie pro-
mieniowania o d³ugo�ci fali 254 nm (UV-C) uzyskano trzy produkty fotolizy; dwa
z nich zidentyfikowano jako [6(Z)Adda5]MC-LR oraz [4(Z)Adda5]MC-LR.
Trzecim produktem by³a prawdopodobnie [tricyklo-Adda5]MC-LR [75] lub
[4(Z),6(Z)Adda5]MC-LR [60]. Na�wietlanie wodnego roztworu nodularyny promie-
niami UV-B (280�315 nm) równie¿ prowadzi³o do otrzymania trzech produktów
degradacji [63]. Analiza LC-MS/MS wykaza³a, i¿ wszystkie te produkty charaktery-
zowa³y siê jednakow¹ warto�ci¹ m/z 825,4, która odpowiada jonowi molekular-
nemu [M+H]+ nodularyny. Widma fragmentacyjne tych jonów zawiera³y charakte-
rystyczne dla nodularyny jony o warto�ci m/z 781 [M+H�NH2�CO]+, 753 [M+H�
�CO2�CO]+, 674 [M+H�135�NH2]

+, 389 [C11H15O-Glu-Mdhb]+, 383 [Mdhb-Me-
Asp-Arg+H]+, 366 [Mdhb-MeAsp-Arg+H�NH3]

+, 253 [CO-Glu-Mdhb�H]+, 227
[Glu-Mdhb+H]+, 209 [Glu-Mdhb+H�H2O]+ i 135 [PhCH2CH(OCH3)]. Poniewa¿
g³ówny produkt fotolizy hamowa³ aktywno�æ fosfatazy bia³kowej PP 1, mo¿na za³o-
¿yæ, ¿e by³ to zwi¹zek toksyczny. Powstaje pytanie, czy uzdatnianie wody zawiera-
j¹cej peptydowe hepatotoksyny cyjanobakterii przez na�wietlanie promieniami UV
mo¿e byæ skuteczne. Shephard i in. [79] uwa¿aj¹, ¿e przyspieszenie fotolizy mikro-
cystyn nastêpuje w obecno�ci dwutlenku tytanu TiO2. Dodanie nadtlenku wodoru
powoduje rozk³ad 99,6% mikrocystyny w ci¹gu 5 min [80]. Tak katalizowana reak-
cja prowadzi do szybkiej izomeryzacji uk³adu dienowego w reszcie Adda oraz
kolejno do podstawienia grup hydroksylowych i rozerwania wi¹zañ C4�C5 i/lub C6�
C7 [76�77].

Zauwa¿ono, i¿ stê¿enie nodularyny rozpuszczonej w wodzie zwykle jest znacz-
nie mniejsze, ni¿ wynika³oby to z koncentracji toksycznych organizmów oraz du¿ej
trwa³o�ci toksyny. Prawdopodobnie wa¿n¹ rolê w procesie rozk³adu nodularyny
i mikrocystyny odgrywaj¹ bakterie wystêpuj¹ce naturalnie [81�84]. Mikroorga-
nizmy te bior¹ udzia³ w procesach mineralizacji materii organicznej w wodzie rzecz-
nej i jeziornej [49, 85], w wodzie morskiej [74] oraz w osadach [86�87]. Bakterie
czêsto s¹ przyczepione do powierzchni komórek cyjanobakterii zawieszonych
w toni wodnej, mog¹ bytowaæ pomiêdzy filamentami, czy te¿ w �luzie otaczaj¹cym
kolonie. Ró¿norodne oddzia³ywania pomiêdzy tymi mikroorganizmami (np. symbio-
tyczne, mutualistyczne) s¹ wa¿nym obszarem wspó³czesnych badañ �rodowiskowych
[88�89]. Przyk³adowo: bakterie mog¹ syntetyzowaæ zwi¹zki o dzia³aniu algicydo-
wym; wykazano, ¿e niektóre szczepy zdolne s¹ do lizy kolonii cyjanobakterii, dziêki
uwalnianym substancjom o w³a�ciwo�ciach lizozymu [90�91]. Wed³ug Shilo [92],
proces ten jest bardzo szybki i zachodzi ju¿ po ok. 20 minutach po przyczepieniu
bakterii do koloni cyjanobakterii z rodzaju Nostoc.
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Wiêkszo�æ badañ nad biodegradacj¹ toksyn cyjanobakterii dotyczy MC-LR
[23, 72, 81�82, 86, 93�94, 95�96]. Tylko pojedyncze prace opisuj¹ biodegradacje
pozosta³ych mikrocystyn [83�85, 97]. Nieliczne publikacje dotycz¹ równie¿ procesu
biodegradacji nodularyny [49, 85, 97].

Dzia³anie bakterii na cyjanotoksyny jest selektywne; nie wszystkie bakterie
powoduj¹ce rozk³ad mikrocystyny s¹ zdolne hydrolizowaæ wi¹zania w cz¹steczce
nodularyny. Pewne szczepy Sphingomonas, które powoduj¹ hydrolizê wi¹zañ
Arg-Adda, Ala-Leu i Adda-Glu w cz¹steczce MC-LR z utworzeniem struktury
liniowej (100 razy mniej toksycznej), nie dzia³a³y na te same wi¹zania w cz¹steczce
nodularyny [85, 97]. Jednym z zidentyfikowanych produktów po�rednich enzyma-
tycznej degradacji MC-LR jest tetrapeptyd NH2-Adda-Glu-Mdha-Ala-OH [81] (Sche-
mat 4).
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Schemat 4. Reakcja biodegradacji mikrocystyny-LR

Dalsze dzia³ania enzymów prowadz¹ do powstania mniejszych peptydów i amino-
kwasów, które nie zosta³y dot¹d zidentyfikowane. Badano równie¿ proces degrada-
cji mikrocystyn w osadzie w warunkach tlenowych i beztlenowych. W warunkach
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beztlenowych rozk³ad toksyn mo¿e zostaæ przyspieszony w obecno�ci azotanów lub
glukozy [86]. W obecno�ci tlenu rozk³ad MC-RR przez bakterie Sphingomonas sp.
(CBA4), wyizolowane ze zbiornika San Roque (Argentyna), rozpoczyna³ siê od deme-
tylacji zwi¹zku [98]. Natomiast produktem degradacji MC-LR przez bakterie z ga-
tunku Pseudomonas aeruginosa, wyizolowane z jeziora w Japonii, by³ kwas
(2S,3S,8S)-3-amino-2,6,8-trimetylo-10-fenyldeka-4(E),6(E)-dienowego (DMAdda)
[96]. Obecno�æ aminokwasu Adda bez grupy metylowej na weglu C9 wykryto rów-
nie¿ w w¹trobie myszy, którym podano MC-LR [99]. Analiza LC-MS/MS ekstraktów
z osadu i omu³ka z Morza Ba³tyckiego wykaza³a obecno�æ [DMAdda3]NOD w stê¿e-
niach porównywalnych do stê¿enia NOD [100]. W komórkach cyjanobakterii
N. spumigena analog [DMAdda3]NOD wystêpuje jedynie w �ladowych ilo�ciach,
znacznie mniejszych ni¿ NOD. Autorzy publikacji wysunêli hipotezê, i¿ demetyla-
cja mo¿e byæ jednym z pierwszych etapów rozk³adu nodularyny w próbach �rodo-
wiskowych i organizmach. Inne prace dowodz¹, i¿ produktem enzymatycznej
degradacji peptydowych hepatotoksyn cyjanobakterii jest aminokwas Adda, który
jest zwi¹zkiem nietoksycznym [81, 97]. Zbadano równie¿ produkt biodegradacji
nodularyny, otrzymany w wyniku aktywno�ci mikroorganizmów pochodz¹cych
z Morza Ba³tyckiego. Zwi¹zek ten by³ dimerem aminokwasu Adda i powodowa³
hamowanie aktywno�ci fosfatazy bia³kowej PP 1 [Toruñska i in., dane niepubliko-
wane] (Schemat 5). Okre�lenie struktury i toksyczno�ci produktów mikrobiologicz-
nej degradacji nodularyny wymaga dalszych badañ.

Degradacja z udzia³em mikroorganizmów mo¿e byæ skuteczn¹ metod¹ usuwa-
nia cyjanobakteryjnych toksyn z wody. Tsuji i in. [101] oszacowali, ¿e immobilizo-
wane baterie z rodzaju Sphingomonas, pobrane z naturalnego �rodowiska, maj¹ zdol-
no�æ do rozk³adu mikrocystyn w bioreaktorach. Co wa¿ne: efektywno�æ tego procesu
utrzymuje siê na poziomie 80% przez ponad 2 miesi¹ce. Szczep MJ-PV zdolny do
degradacji mikrocystyn zosta³ z zadowalaj¹cym skutkiem wykorzystany do usuwa-
nia toksyn drog¹ powolnej filtracji przez biologicznie aktywne filtry piaskowe [101].
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Po zakwicie, jedynie mniej ni¿ 10% cyjanobakterii ulega sedymentacji; znaczna
czê�æ organizmów rozk³ada siê w kolumnie wody [70]. Jednak wystêpowanie
pustych komórek N. spumigena oraz �ladowych ilo�ci nodularyny (90 µg dm�3) stwier-
dzono na g³êboko�ci 81 m, w powierzchniowej warstwie osadów z Zatoki Fiñskiej.
Dalsze badania potwierdzi³y obecno�æ NOD w osadach z Zatoki Gdañskiej i Zatoki
Fiñskiej. W Zatoce Gdañskiej najwy¿sze stê¿enia tego pentapeptydu zmierzono
w lipcu, w osadzie na g³êboko�ci 20 m (75 µg kg�1). �ladowe ilo�ci toksyny wystê-
powa³y równie¿ w materiale pochodz¹cym z G³êbi Gdañskiej (99 m g³êboko�ci).
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Obecno�æ NOD w próbkach osadu zebranych w marcu, 6 miesiêcy po zakwicie
N. spumigena (2,3 µg kg�1), potwierdza du¿¹ trwa³o�æ zwi¹zku. Analiza metod¹
chromatografii cieczowej sprzê¿onej z tandemow¹ spektrometri¹ mas (LC-MS/MS)
wykaza³a, i¿ poza NOD, w próbkach osadu z Morza Ba³tyckiego wystêpowa³y dwa
inne analogi toksyny: [DMAdda3]NOD i w mniejszych stê¿eniach [dhb5]NOD [100].
Morris i in. [103] wysunêli hipotezê, ¿e w wi¹zaniu peptydowych toksyn cyjano-
bakterii z osadem uczestniczy hydrofobowa reszta Adda. Si³a tego wi¹zania zale¿y
od udzia³u frakcji drobnoziarnistej, zawieraj¹cej minera³y ilaste, g³ównie kaolinit
i montmorylonit, które silnie sorbuj¹ kwasy t³uszczowe. Jednak peptydy wykazuj¹
wiêksz¹ aktywno�æ w procesach podepozycyjnych (zachodz¹cych po ich sedymen-
tacji), ni¿ kwasy t³uszczowe i substancje humusowe [104]. Dowiedziono, ¿e zawar-
te w cz¹steczce nodularyny polarne aminokwasy (kwas asparaginowy i glutamino-
wy oraz arginina) mog¹ równie¿ uczestniczyæ w wi¹zaniu toksyn w osadzie [105].
Sorpcja ró¿nych zwi¹zków jest zale¿na od sk³adu granulometrycznego i mineral-
nego osadu oraz zawarto�ci i struktury materii organicznej. Na intensywno�æ tego
procesu silnie wp³ywa równie¿ pH i zasolenie �rodowiska; zasadowe pH i niskie
zasolenie wody powodowa³y spadek wydajno�ci procesu sorpcji zwi¹zków na osa-
dzie [106]. W do�wiadczeniach laboratoryjnych wykazano, ¿e gleby charakteryzu-
j¹ce siê najwiêksz¹ zawarto�ci¹ i³u i materii organicznej posiadaj¹ najwy¿sze wspó³-
czynniki adsorpcji. Wed³ug teorii Grützmachera i in. [107] wraz ze wzrostem udzia-
³u frakcji gruboziarnistej w osadzie wydajno�æ procesu sorpcji maleje. Teoriê t¹
potwierdzili równie¿ Morris i in. [103] wykazuj¹c, i¿ najwiêksza ilo�æ MC-LR
wi¹¿e siê z osadem, który zawiera³ najwiêcej frakcji najdrobniejszej. Cz¹steczki
gliny wi¹za³y nawet 81% pocz¹tkowej ilo�ci toksyny rozpuszczonej w wodzie.
Do�wiadczenia prowadzone z wykorzystaniem materia³u pochodz¹cego z Zatoki
Gdañskiej równie¿ wskaza³y na wydajniejsz¹ sorpcjê NOD w osadzie mulistym,
w porównaniu z piaskiem drobnoziarnistym [Toruñska i in., dane niepublikowane].

W publikacji opisuj¹cej wykorzystanie filtrów piaskowych do usuwania cyja-
notoksyn z wody Ho i in. [87] zwrócili uwagê na fakt, i¿ degradacja toksyn przez
bakterie ma wiêksze znaczenie ni¿ ich sorpcja na osadzie piaszczystym.

Kluczow¹ rolê w oddzia³ywaniu peptydów ze struktur¹ osadów przypisuje siê
frakcji organicznej [108, 109, 110]. Zwi¹zanie peptydów w trójwymiarowej struk-
turze niereaktywnej materii organicznej, np. substancjach humusowych, mo¿e hamo-
waæ rozk³ad tych zwi¹zków i zwiêkszaæ ich okres pó³trwania w �rodowisku mor-
skim [111, 112]. Mechanizm procesów sorpcji NOD wymaga dalszych szczegó³o-
wych badañ. Dostêpne dane s¹ nieliczne i dotycz¹ tylko do�wiadczeñ laboratoryj-
nych, g³ównie z udzia³em mikrocystyny. Rozpoznanie tych procesów jest wa¿ne,
gdy¿ obecno�æ cyjanotoksyn stwierdzono w tkankach organizmów bentosowych.
Wysoki stopieñ kumulacji NOD w miêkkiej tkance omu³ka oraz jej toksyczno�æ
w testach na myszach wykaza³ Falconer i in. [113]. W zwi¹zku z zaobserwowanym
du¿ym stê¿eniem NOD, okresowo wprowadzano zakaz zbioru krewetek i ma³¿y
w celach konsumpcyjnych [114]. U omu³ka Mytilus edulis i storni Platichthys flesus
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¿ywi¹cej siê omu³kiem wykryto nodularynê nawet w okresie, gdy toksyczne cyjano-
bakterie wystêpowa³y w niewielkich ilo�ciach i nie tworzy³y zakwitu [115, 100].
W próbkach pobranych z Zatoki Fiñskiej �rednie stê¿enie nodularyny w miêkkiej
tkance omu³ka (do 2150 ± 60 ng g�1 s.m.) by³o wy¿sze ni¿ w w¹trobie storni (do
399 ± 5 ng g�1 s.m.) [116]. Jednak ró¿nice w stê¿eniu NOD w w¹trobach pojedyn-
czych ryb by³y znaczne i osi¹ga³y warto�ci przekraczaj¹ce 2000 ng g�1 s.m. [117].
W tkance miêkkiej omu³ka z Zatoki Gdañskiej najwy¿sze stê¿enia NOD zanotowano
w trakcie zakwitu N. spumigena; wynosi³y one od 62 ± 6 ng g�1 do 139 ± 13 ng g�1 s.m.
[100]. W tym samym czasie �rednie stê¿enie NOD w w¹trobie storni z Zatoki Gdañ-
skiej wynosi³o 473 ± 15 ng g�1 s.m. [100]. W jelitach i gonadach ryb stê¿enie NOD
by³o znacznie ni¿sze (ok. 20 ng g�1 s.m.), a miê�nie zawiera³y jedynie �ladowe ilo�ci
toksyny.

U wiêkszo�ci organizmów ro�linnych i zwierzêcych ksenobiotyki ³¹cz¹ siê
z glutationem w reakcji katalizowanej przez S-transferazê glutationow¹ (sGST);
powsta³y koniugat jest ³atwiej wydalany z organizmu, a w przypadku hepatotoksyn
cyjanobakterii jest równie¿ kilkakrotnie mniej toksyczny [118]. Wiegand i in. [119]
dowiedli, i¿ taki mechanizm detoksykacji mikrocystyny wystêpuje u ryb. Szybki
spadek stê¿enia nodularyny w tkance miêkkiej omu³ka po zakwicie cyjanobakterii
[70] wskazuje na przystosowanie tego organizmu do biotransformacji toksyny.
Sipiä i in. [116] stwierdzili obecno�æ nodularyny (100�130 ng g�1 s.m.) u rogowca
Macoma balhtica zebranego we wschodniej czê�ci Zatoki Fiñskiej. Do�wiadczenia
nie wykaza³y jednak, aby w organizmie rogowca tworzy³y siê koniugaty nodula-
ryna�glutation; zmienia³ siê natomiast poziom acetylocholinoesterazy [120]. Wynik
tych do�wiadczeñ sugeruje, i¿ poza dzia³aniem hepatotoksycznym, nodularyna mo¿e
hamowaæ te¿ aktywno�æ AChE i tym samym wywo³ywaæ pewne efekty neurotok-
syczne. Wykazano, i¿ nodularyna kumuluje siê równie¿ w organizmie ciernika
Gasterosteus aculeatus (35�170 ng g�1 s.m.) i dorsza Gadus morhua (53 ng g�1

s.m.). Znacznie ni¿sze stê¿enia nodularyny, zmierzone w w¹trobie ³ososi (Salmo
salar L.) i miê�niach �ledzi (Clupea harengus membras L.) (2,5�6,5 ng g�1 s.m.)
od³awianych podczas szczególnie intensywnego zakwitu cyjanobakterii w 1997 roku,
prawdopodobnie wynikaj¹ z innego sposobu od¿ywiania siê tych ryb.

Cyjanobakterie mog¹ byæ wy¿erane przez zooplankton np. wrotki, pierwotniaki,
skorupiaki [121�123]. Wiêkszo�æ �róde³ literaturowych wskazuje, ¿e mikroorga-
nizmy te jednak rzadko stanowi¹ pokarm planktonowych heterotrofów [124]. Tok-
syczna nodularyna mo¿e byæ pobierana przez zooplankton bezpo�rednio z wody.
Dowiedli tego Karjalainen i in. [125] w do�wiadczeniu na wid³onogach Acartia
bifilosa i Eurytemora affinis oraz orzêsku Strombidium sulcatum, hodowanych
w wodzie morskiej z dodatkiem znakowanej radioaktywnie nodularyny. Kumulacja
nodularyny w organizmach zooplanktonowych pozwala s¹dziæ, i¿ s¹ one istotnym
ogniwem w transporcie tej toksyny do organizmów na wy¿szych poziomach troficz-
nych.
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Trudno dzi� okresliæ, jakie skutki mo¿e mieæ kumulacja nawet ma³ych ilo�ci
nodularyny w tkankach ryb, ma³¿y i innych organizmów wodnych. Istniej¹ donie-
sienia o masowym �niêciu ryb, zwi¹zanym z obecno�ci¹ zakwitu cyjanobakterii [126].
Nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e redukcja populacji ryb podczas intensywnego zakwitu
cyjanobakterii mo¿e byæ skutkiem dzia³ania innych czynników, takich jak wysokie
pH lub niskie stê¿enie tlenu. Wed³ug Fladmarka i in. [127], nodularyna w stê¿eniu
200�400 nM (0,24�0,48 ng dm�3) powodowa³a apoptozê hepatocytów ³ososia.
W do�wiadczeniach in vitro hepatocyty ³ososia wykazywa³y wiêksz¹ wra¿liwo�æ
na dzia³anie nodularyny i kwasu okadainowego ni¿ hepatocyty szczura. Wiklund
i Bylund [128] zaobserwowali zmiany nowotworowe w komórkach w¹troby ba³tyc-
kiej storni. Przypuszczalnie zmiany te mog³y byæ zainicjowane dzia³aniem takich
hepatotoksyn jak nodularyna czy kwas okadainowy. W latach 1991 i 1992 w Zatoce
Fiñskiej zanotowano liczne przypadki �mierci fok i ptaków, prawdopodobnie zwi¹-
zane z wystêpowaniem toksycznych cyjanobakterii.

Prowadzone badania wskazuj¹, i¿ poziom nodularyny w rybach jest dla cz³o-
wieka bezpieczny. Wed³ug �wiatowej Organizacji Zdrowia, dla ludzi o wadze 50 kg
codzienna konsumpcja porcji ryb i innych produktów zawieraj¹cych nie wiêcej ni¿
2 µg MC-LR (40 ng kg�1 wagi cia³a) nie stanowi zagro¿enia zdrowia. Poniewa¿
nodularyna znacznie ³atwiej przenika do hepatocytów ni¿ MC-LR, istnieje prawdo-
podobieñstwo, i¿ dla nodularyny te warto�ci stê¿eñ s¹ zawy¿one.

Dotychczas nie odnotowano ¿adnych potwierdzonych przypadków zatrucia
ludzi zwi¹zanych z toksycznym zakwitem N. spumigena; opublikowano natomiast
kilka doniesieñ o zatruciu zwierz¹t. Pierwsza naukowa publikacja na ten temat uka-
za³a siê w 1878 r. [129]. Opisany w niej incydent ostrego zatrucia i �mierci kilkuset
zwierz¹t, g³ównie owiec, koni, byd³a, psów i �wiñ, mia³ miejsce w okolicach Jeziora
Aleksandrina w po³udniowej Australii, w okresie intensywnego zakwitu N. spumi-
gena. Nad tym jeziorem oraz rzek¹ Murray w Australii do podobnych zdarzeñ
dosz³o kilkakrotnie: w latach 70. i 80. dziewiêtnastego wieku oraz w latach 90. dwu-
dziestego wieku. Liczne przypadki zatrucia i �mierci psów, kaczek krów korzystaj¹-
cych z wody w rejonie toksycznego zakwitu N. spumigena zanotowano tak¿e
w ró¿nych rejonach Morza Ba³tyckiego: u wybrze¿y Niemiec, Szwecji, Finlandii
i Danii [130�131]. Pierwsze objawy, typowe dla zatruæ hepatotoksynami (biegunka
i wymioty), pojawia³y siê u zwierz¹t kilka godzin po kontakcie z cyjanobakteriami.
�mieræ nastêpowa³a w ci¹gu 1�15 dni. Badania post mortem wykazywa³y w orga-
nizmie takie same zmiany jak u myszy, którym podano doustnie lub dootrzewnowo
ekstrakt z komórek N. spumigena (powiêkszenie w¹troby i krwotok wewn¹trzw¹-
trobowy, nekroza hepatocytów, odma p³uc, uszkodzenie nerek). Wyliczono, i¿ zwie-
rzê, które po k¹pieli w gêstym ko¿uchu cyjanobakterii, li¿e swoj¹ sier�æ mo¿e prze³-
kn¹æ ponad jeden gram toksycznych komórek N. spumigena. Tym samym, w jego
organizmie znajdzie siê oko³o 40-krotnie wiêksza ilo�æ nodularyny, ni¿ wynosi dawka
�miertelna tego zwi¹zku dla myszy.
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3.  METODY  ANALIZY  CYJANOTOKSYN

Istnieje wiele metod biologicznych i fizykochemicznych stosowanych do
wykrycia i identyfikacji toksyn cyjanobakterii w wodzie, osadzie i materiale biolo-
gicznym. Metody te ró¿ni¹ siê pod wzglêdem selektywno�ci i czu³o�ci; ró¿ny jest
te¿ stopieñ ich trudno�ci, czaso- i pracoch³onno�æ oraz koszt. Wybór odpowiedniej
procedury analitycznej zale¿y od badanego materia³u oraz oczekiwanej informacji
np. o toksyczno�ci badanej próbki lub strukturze i stê¿eniu wystêpuj¹cych w niej
toksyn.

W metodach biologicznych wykorzystuje siê hepatotoksyczne dzia³anie nodu-
laryny i fakt, i¿ w w¹trobie organizmów eukariotycznych toksyna ta wi¹¿e siê
z fosfatazami bia³kowymi PP 1 i PP 2A. Przez wiele lat testy na zwierzêtach by³y
jedyn¹ metod¹ okre�lenia toksyczno�ci zakwitu [132]. Do organizmu zwierzêcia,
najczê�ciej dootrzewnowo, wprowadza siê 0,1�1,0 cm3 lizatu z komórek cyjano-
bakterii rozpuszczonego w soli fizjologicznej. Toksyczno�æ zakwitu okre�la siê na
podstawie warto�ci LD50, czyli ilo�ci suchej masy komórek cyjanobakterii, w prze-
liczeniu na kg wagi cia³a zwierzêcia, która po okre�lonym czasie dzia³ania powo-
duje �mieræ 50% badanych osobników. Wysoka dawka hepatotoksyny wywo³uje
krwotok wewn¹trzw¹trobowy; �mieræ myszy nastêpuje w ci¹gu 1�3 godzin po poda-
niu. Myszy poddaje siê równie¿ badaniom post mortem, ze szczególnym uwzglêd-
nieniem stanu w¹troby i nerek. Ze wzglêdów etycznych oraz z powodu wysokiej
warto�ci LOD (granica wykrywalno�ci = 1 µg cm�3), zastosowanie testów prze¿y-
walno�ciowych na myszach jest ograniczone. W innych testach na toksyczno�æ cyja-
nobakterii najczê�ciej wykorzystuje siê bezkrêgowce wodne (Artemia salina,
Daphnia sp., Thamnocephalus platyurus) oraz bakterie wykazuj¹ce bioluminescen-
cjê (Photobacterium phosphoreum, Vibrio fisheri) [133�134]. Niektóre z tych
testów s¹ dzi� dostêpne w postaci gotowych zestawów, co eliminuje problemy zwi¹-
zane z hodowl¹ organizmów testowych i zapewnia ich odpowiedni¹ jako�æ. Zasto-
sowanie testów na ¿ywych organizmach nie jest jednak powszechne, poniewa¿ cha-
rakteryzuj¹ siê ma³¹ czu³o�ci¹ i selektywno�ci¹.

Obecnie w analizie peptydowych hepatotoksyn cyjanobakterii powszechnie
wykorzystywany jest test immunologiczny ELISA (ang. enzyme-linked immunosor-
bent assay) oraz test enzymatyczny z zastosowaniem fosfataz bia³kowych PP 1
i PP 2A [24, 41, 135�136]. Zalet¹ tych testów jest du¿a czu³o�æ oraz mo¿liwo�æ
szybkiej analizy wiêkszej ilo�ci próbek. Z tego wzglêdu testy te znalaz³y zastosowa-
nie w monitoringu �rodowiskowym oraz badaniach jako�ci wody pitnej, bez koniecz-
no�ci wstêpnego przygotowania próbek. Test ELISA pozwala na oznaczenie ca³ko-
witego stê¿enia mikrocystyn i nodularyn w wodzie. Granica wykrywalno�ci w tes-
tach z zastosowaniem przeciwcia³ poliklonalnych wynosi 0,2 µg dm�3, natomiast
w przypadku przeciwcia³ monoklonalnych 0,05 µg dm�3. Powszechnie stosowane s¹
gotowe zestawy testów z mikrop³ytkami, których do³ki op³aszczone s¹ przeciwcia-
³ami poliklonalnymi. Oznaczone stê¿enie zwi¹zku mo¿e jednak odbiegaæ od rze-
czywistego, ze wzglêdu na ró¿ne powinowactwo toksyn do u¿ywanych przeciwcia³.
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Mikrocystyny i nodularyny ze zmienion¹ struktur¹ lub konformacj¹ reszty Adda,
np. izomery [(6Z)Adda] lub analogi [DMAdda], nie wchodz¹ w reakcje krzy¿owe
ze stosowanymi przeciwcia³ami; równie¿ bardziej hydrofobowe mikrocystyny,
w których w miejscu Arg wystêpuje tryptofan lub fenyloalanina, wykazuj¹ s³abe
powinowactwo do przeciwcia³ specyficznych dla MC-LR.

Nale¿y zaznaczyæ, i¿ tworzone w organizmach koniugaty mikrocystyn z gluta-
tionem wi¹¿¹ siê przeciwcia³ami, podobnie jak wolne toksyny. Fakt ten ma istotne
znaczenie w analizie ca³kowitego stê¿enia peptydowych cyjanotoksyn (wolnych
i zwi¹zanych z GSH) w tkankach organizmów. W te�cie hamowanie aktywno�ci
fosfataz bia³kowych okre�la siê ca³kowit¹ toksyczno�ci¹ mikrocystyn i nodularyn
w analizowanej próbce, przy granicy wykrywalno�ci do 300 pg cm�3. W obecno�ci
enzymu PP 1 lub PP 2A, zachodzi reakcja defosforylacji barwnego substratu � fos-
foranu p-nitrofenylu (pNPP). Peptydowe hepatotoksyny cyjanobakterii hamuj¹c
aktywno�æ PP, powoduj¹ zachowanie grupy fosforanowej w cz¹steczce pNPP. Na
aktywno�æ fosfataz bia³kowych maj¹ wp³yw równie¿ inne zwi¹zki, np. kwas okada-
inowy i tautomycyna. Ich obecno�æ mo¿e byæ powodem uzyskania zawy¿onej war-
to�ci stê¿enia toksyn w analizowanej próbce. Inn¹ przyczyn¹ b³êdu mog¹ byæ endo-
genne fosfatazy bia³kowe, które równie¿ powoduj¹ defosforylacjê substratu i, tym
samym, zani¿aj¹ warto�æ stê¿enia toksyn. Nie wszystkie mikrocystyny hamuj¹
aktywno�æ fosfataz w jednakowym stopniu. Mikrocystyny bez grupy metylowej
w reszcie kwasu asparaginowego, [D-Asp3]MC-LR i [D-Asp3]MC-RR, s¹ znacznie
mniej aktywne [24, 41]. Fosfatazy bia³kowe PP 1 i PP 2A s¹ równie¿ hamowane
przez koniugaty mikrocystyn z GSH i Cys, jednak ich aktywno�æ jest s³absza.

Choæ testy biochemiczne s¹ cennym narzêdziem badañ nad toksycznymi
zakwitami cyjanobaktrii, ich niezbêdnym dope³nieniem s¹ metody chemiczne.
Zastosowanie tych metod wymaga jednak wieloetapowej procedury zagêszczania
i oczyszczania próbki. Pierwszym etapem analizy nodularyny zawartej w materiale
biologicznym jest ekstrakcja zwi¹zku do rozpuszczalnika; najczê�ciej metanolu lub
jego wodnego roztworu [137�138], 5% kwasu octowego [139] lub mieszaniny
woda:metanol:butanol (75:20:5) [140]. W przypadku analizy toksyn w roztworach
wodnych, próbka poddana jest ekstrakcji do fazy sta³ej SPE [141]. Analiza toksyn
w uzyskanych ekstraktach prowadzona jest metod¹ wysokosprawnej chromatogra-
fii cieczowej HPLC [142], najczê�ciej z zastosowaniem detektora fotodiodowego.
Peptydowe hepatotoksyny cyjanobakterii, mikrocystyny i nodularyny, charaktery-
zuj¹ siê widmem absorpcyjnym z maksimum przy d³ugo�ci fali lmax = 238 nm. Gdy
jednym z aminokwasów w cz¹steczce MC jest tryptofan, dodatkowe maksimum
absorpcji wystêpuje przy 222 nm. Du¿ym utrudnieniem w stosowaniu metod chro-
matograficznych stanowi brak w sprzeda¿y wzorców wiêkszo�ci toksyn produko-
wanych przez cyjanobakterie. Aby potwierdziæ strukturê zwi¹zku, niezbêdne jest
zastosowanie spektrometrii mas MS i spektroskopii NMR. W pierwszym etapie
badañ nad struktur¹ toksyn produkowanych przez cyjanobakterie stosowano g³ów-
nie NMR [10, 143]. W metodzie tej do przeprowadzenia identyfikacji potrzeba jed-
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nak du¿ych ilo�ci (5 mg) czystego zwi¹zku. Obecnie identyfikacja toksyn cyjano-
bakterii wykonywana jest przy u¿yciu chromatografu cieczowego, sprzê¿onego
z tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS); metoda ta pozwala na oznacze-
nie pikogramowych ilo�ci toksyny nanoszonej na kolumnê chromatograficzn¹. Ana-
liza sk³adu próbki poprzedzona jest rozdzia³em zwi¹zków na kolumnie chromato-
graficznej, co umo¿liwia charakterystykê struktury toksyn zawartych w nieoczysz-
czonym ekstrakcie. Najczê�ciej stosowanymi metodami jonizacji cz¹steczek toksyn
jest bombardowanie szybkimi atomami (FAB) [9, 57, 144], rozpylanie w polu elek-
trycznym (ESI) [145�146] lub desorpcja laserowa wspomagana matryc¹ (MALDI)
[147]. Jedn¹ z technik stosowanych w spektrometrii mas jest monitorowanie wybra-
nych jonów typowych dla danego zwi¹zku (SIR); technika ta pozwala na znaczne
zwiêkszenie czu³o�ci detekcji. W analizie mikrocystyn i nodularyn z niezmienion¹
reszt¹ Adda, jonem diagnostycznym jest jon o warto�ci m/z 135, który odpowiada
fragmentowi [PhCH2CH(OCH3)] [148]. Opracowano równie¿ metodê analizy ca³-
kowitej ilo�ci mikrocystyn i nodularyn w próbce [149�150]. Reszta Adda w cz¹-
steczce wolnej toksyny lub toksyny zwi¹zanej z bia³kiem zostaje utleniona do kwasu
2-metylo-3-metoksy-4-fenylomas³owego (MMPB). Powsta³y produkt reakcji mo¿e
byæ nastêpnie analizowany metod¹ GC-MS, HPLC z detektorem fluorescencyjnym
lub LC-MS. Metoda ta znalaz³a zastosowanie w identyfikacji sk³adników mieszanin
o nieznanym sk³adzie jako�ciowym.
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 ABSTRACT

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

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

Keywords: electrochemiluminescence, lanthanide complexes, energy transfer

S³owa kluczowe: elektrochemiluminescencja, kompleksy lantanowców, przeniesie-
nie energii
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WSTÊP

Spo�ród zjawisk �wiecenia cia³ wywo³anych innymi czynnikami ni¿ podniesie-
nie temperatury najwa¿niejsz¹ rolê odgrywaj¹ foto-, elektro- i chemiluminescencja.
Ró¿nice miêdzy nimi ograniczaj¹ siê do sposobu generowania stanów wzbudzo-
nych cz¹steczek zdolnych do luminescencji.

W procesie fotoluminescencji pierwotnym �ród³em energii s¹ kwanty �wiat³a
oddzia³ywuj¹ce z materi¹, za� w pozosta³ych dwóch przypadkach jest to pole elek-
tryczne lub specyficzna reakcja chemiczna. Typowa elektroluminescencja jest wy-
nikiem rekombinacji no�ników ³adunków w pó³przewodz¹cych cienkich warstwach
luminoforów, natomiast obraz chemicznie generowanej emisji jest bardziej z³o¿ony
i wymaga spe³nienia szeregu istotnych warunków. W�ród nich jest miêdzy innymi
obecno�æ w uk³adzie reakcyjnym cz¹steczek zdolnych do luminescencji, odpowied-
nio krótki czas wyzwolenia energii (10�12 s) oraz jej warto�æ (nie mo¿e byæ mniejsza
ni¿ suma entalpii reakcji i energii aktywacji).

Szczególne miejsce w�ród chemicznych �róde³ �wiat³a zajmuj¹ uk³ady biolo-
giczne, bêd¹ce �ród³em dostrzegalnego go³ym okiem �wiecenia niektórych zwie-
rz¹t i ro�lin, powstaj¹cego w reakcjach enzymatycznego utleniania specyficznych
substratów tlenem cz¹steczkowym w obecno�ci enzymów.

Zastosowanie elektrycznej metody generowania reagentów w metodzie chemi-
luminescencji da³o w efekcie znakomite narzêdzie badawcze, ³¹cz¹ce w sobie ³atwo�æ
kontrolowania procesu z du¿¹ czu³o�ci¹ i efektywno�ci¹ emisji. Ró¿norodno�æ
zastosowañ elektrogenerowanej chemiluminescencji stawia tê metodê w szeregu
najbardziej informatywnych metod badawczych, zarówno w sensie poznawczym,
jak i aplikacyjnym.

1.  ELEKTROCHEMILUMINESCENCJA

Zjawisko elektrogenerowanej chemiluminescencji (ECL) polega na emisji �wia-
t³a z powierzchni elektrod lub w bezpo�rednim ich s¹siedztwie, wskutek rekombi-
nacji elektrochemicznie generowanych, aktywnych produktów, tworz¹cych siê
w wyniku reakcji redoks. Podstaw¹ tych przemian s¹ energetyczne procesy przenie-
sienia elektronu miêdzy reagentami, najczê�ciej aniono- i kationorodnikami A��

i D�+, utworzenie stanu wzbudzonego oraz jego promienista dezaktywacja [1, 2]:

A + e� ® A��

D � e� ® D�+

A�� + D�+ ® A + D*

D* ® D + hv
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Alternatywn¹ metod¹ generowania ECL jest wprowadzenie do uk³adu koreak-
tantów, takich jak szczawiany lub nadtlenodisiarczany, które ulegaj¹c elektrodo-
wym procesom redoks, s¹ �ród³em silnych utleniaczy lub reduktorów bior¹cych udzia³
w procesach wzbudzania cz¹steczek luminoforów obecnych w roztworze:

 A + e� ® A��

S2O8
2� + e� ® SO4

2� + SO4
��

A�� + SO4
�� ® A* + SO4

2�

A* ® A + hv

Rodniki siarczanowe s¹ szczególnie korzystne w roztworach wodnych, wyka-
zuj¹ bowiem nisk¹ reaktywno�æ w stosunku do wody (k(SO4

�� + H2O) < 60 dm3 ·
· mol �1 · s�1). Niezale¿nie od badañ koncentruj¹cych siê na mechanizmie i naturze
ECL, szczególnie wielopier�cieniowych wêglowodorów aromatycznych i komplek-
sów metali, metoda ta znalaz³a liczne zastosowania analityczne jako wyj¹tkowo czu³a
i selektywna [3�6].

W stosunku do metod fotoluminescencyjnych, brak wzbudzaj¹cego �ród³a �wia-
t³a znacznie upraszcza procedurê pomiarow¹ i ogranicza niezbêdne instrumenta-
rium, co z kolei czyni j¹ bardziej atrakcyjn¹ pod wzglêdem ekonomicznym.

Wzbudzenie elektrochemiczne emisji �wiat³a pomaga w du¿ym stopniu w kon-
troli przebiegu procesu, a mo¿liwo�æ regulacji przy³o¿onego potencja³u umo¿liwia
zwiêkszenie selektywno�ci danej metody.

Kompleksy jonów metali, a w zw³aszcza kompleks Ru(bpy)3
2+, odegra³y zna-

cz¹c¹ rolê w osi¹gniêciu przez elektrochemiluminescencjê statusu jednej z najbar-
dziej znacz¹cych technik analitycznych, a tak¿e w badaniach farmakologicznych,
diagnostyce klinicznej oraz ochronie �rodowiska [1, 7, 8]. Niebagatelne znaczenie
aplikacyjne znajduj¹ równie¿ szeroko zakrojone badania ECL kompleksów osmu
[9], irydu [10, 11] i renu, miêdzy innymi ze wzglêdu na wysok¹ wydajno�æ emisji
oraz du¿¹ stabilno�æ i trwa³o�æ fotochemiczn¹.

Specyficzne w³a�ciwo�ci koordynacyjne i spektroskopowe kompleksów jonów
lantanowców(III) [12�14], takie jak: wysokie wydajno�ci kwantowe luminescencji
roztworów wodnych niektórych chelatów lantanowców, stosunkowo d³ugie czasy
¿ycia ich stanów wzbudzonych oraz charakterystyczne, w¹skie pasma emisji stano-
wi¹ o atrakcyjno�ci tych zwi¹zków w badaniach elektroluminescencyjnych. Pierw-
sze badania ECL podwójnych i potrójnych kompleksów jonów Eu(III) [15, 16] wyka-
za³y mo¿liwo�æ po�redniego wzbudzania jonu centralnego na drodze elektroche-
micznej.

ECL w klasycznym uk³adzie niereaktywnych elektrod metalicznych, w roztwo-
rach zawieraj¹cych kompleksy lantanowców przebiega inaczej ni¿ w przypadku
kompleksów metali przej�ciowych i jest efektem wewn¹trzcz¹steczkowego prze-
niesienia energii od wzbudzonego elektrochemicznie liganda do jonu Ln(III). Jed-
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nak intensywno�æ emisji w takich uk³adach jest o kilka rzêdów ni¿sza ni¿ w uk³a-
dach np. z Ru(bpy)3

2+, co powa¿nie ogranicza ich zastosowanie w celach analitycz-
nych [17].

Elektrochemiczne wzbudzenie liganda (lub kompleksu), zale¿nie od jego natury
i warunków eksperymentu, mo¿e przebiegaæ na drodze utleniania�redukcji lub
redukcji�utlenienia (Rys. 1). Jednoelektronowe reakcje redoks mog¹ generowaæ
takie same stany wzbudzone, jakie zapewnia fotowzbudzenie cz¹steczki, jonu lub
kompleksu. W procesie utlenienia�redukcji elektron jest w pierwszej kolejno�ci usu-
wany z najwy¿ej obsadzonego orbitalu molekularnego zwi¹zku (lub odpowiednio
z obsadzonego poziomu jonu metalu). Je¿eli poziomy energetyczne najni¿szego nie-
obsadzonego orbitalu formy utlenionej cz¹steczki i reduktora s¹ odpowiednio dopa-
sowane, elektron mo¿e byæ wprowadzony na najni¿szy, nieobsadzony orbital
(LUMO), co powoduje utworzenie produktu w stanie wzbudzonym. Analogicznie,
na drodze redukcji�utlenienia, w³a�ciwo�ci utleniacza w etapie drugim decyduj¹ o
powstaniu produktu w stanie podstawowym lub wzbudzonym.

W dalszym etapie relaksacja stanów wzbudzonych cz¹steczki organicznej prze-
biega analogicznie jak w przypadku klasycznej fotoluminescencji, tzn. poprzez dez-
aktywacjê stanów singletowych lub trypletowych, jak równie¿ przez promieniste

Rysunek 1. Schemat poziomów energetycznych luminoforu L wzbudzanego w procesie utleniania�redukcji
i redukcji�utlenienia
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lub bezpromieniste przekazanie energii do centrum emisyjnego w kompleksach
jonów metali.

2.  APARATURA  BADAWCZA

W badaniach elektrogenerowanej chemiluminescencji wykorzystano uk³ad
pomiarowy w ca³o�ci skonstruowany w Zak³adzie Ziem Rzadkich Wydzia³u Chemii
UAM (Rys. 2) [18].

Rysunek 2. Zestaw pomiarowy do detekcji ECL pracuj¹cy metod¹ zliczania
pojedynczych fotonów

Zestaw ten ma budowê modu³ow¹, umo¿liwiaj¹c¹ prowadzenie badañ chemi-
luminescencji i elektroluminescencji zarówno w ciele sta³ym, jak i w roztworze.
Kwarcowa kuweta pomiarowa, umieszczona w �wiat³oszczelnej komorze pomiaro-
wej przed szczelin¹ wej�ciow¹ monochromatora, jest w przypadku badañ ECL po-
³¹czona z kulostatycznym generatorem impulsów prostok¹tnych o pe³nej regulacji
ich kszta³tu i przebiegu w zakresie czêstotliwo�ci 1�90 Hz, i amplitudy 1�70 V.
Monochromator TRIAX 180, umo¿liwia rejestrowanie widm emisyjnych o rozdziel-
czo�ci do 0,1 nm w zakresie 190�800 nm (uwzglêdniaj¹c czu³o�æ modu³u detekcyj-
nego). Detekcja i obróbka sygna³ów pomiarowych odbywa siê przy u¿yciu standar-
dowej karty licznikowej zamontowanej w komputerze PC.

Uk³ad generowania ECL pracuje w systemie dwuelektrodowym, w którym
katod¹ (elektrod¹ czynn¹) jest stacjonarna elektroda glinowa (Al: 99,999%),
pokryta naturaln¹ warstw¹ tlenku, a anod¹ drut platynowy o �rednicy 0,2 mm.
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Do testowania optymalnych warunków pracy elektrody glinowej wybrano lumi-
nol, bêd¹cy ³atwo utlenialnym reagentem o du¿ej wydajno�ci kwantowej chemilu-
minescencji. Pomiar ECL przeprowadzony w roztworach o ró¿nych warto�ciach pH
wykaza³ du¿¹ stabilno�æ wskazañ i jednocze�nie wysokie natê¿enie emisji w obsza-
rze pH 5�9. W roztworach bardziej zasadowych i mocno kwa�nych nastêpuje znisz-
czenie warstwy Al2O3.

3.  CHARAKTERYSTYKA  ELEKTRODY  Al/Al2O3

Powierzchnia aluminium w standardowych warunkach pokryta jest naturaln¹
2�4 nm warstw¹ tlenku, której grubo�æ mo¿na sukcesywnie zwiêkszaæ poprzez ano-
dyzacjê w wodnych roztworach elektrolitów.

Pierwsz¹ faz¹ katodowej elektrochemiluminescencji jest tunelowa emisja
�gor¹cych� elektronów do warstwy przyelektrodowej [19]. Cienki film tlenku gli-
nu, przy podaniu impulsu napiêciowego o du¿ej amplitudzie, powoduje wytworze-
nie silnego pola elektrycznego w warstwie tlenku i umo¿liwia podniesienie poziomu
Fermiego glinu powy¿ej poziomu pasma przewodzenia wody (Rys. 3).

Rysunek 3. Schemat energetyczny emisji elektronów w warunkach katodowej polaryzacji o du¿ej amplitudzie
(10�70V); TE � emisja tunelowa, FN-T � tunelowanie w/g mechanizmu Fowler-Nordheima,

ECS � poziom pasma przewodzenia tlenku (zale¿ny od rodzaju roztworu i warunków polaryzacji),
EC � poziom pasma przewodzenia wody, EF � poziomy Fermiego [19]

Gdy pole elektryczne osi¹gnie warto�æ progow¹, przy której zachodzi emisja
tunelowa, elektrony s¹ emitowane przez warstwê tlenku balistycznie, to znaczy bez
znacz¹cych strat energii (przy grubo�ci warstwy Al2O3 4�6 nm).
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W przypadku grubszych warstw Al2O3, emisja elektronów do pasma przewo-
dzenia tlenku jest zdominowana przez mechanizm Fowler-Nordheima. Czê�æ emi-
towanych elektronów traci energiê w niesprê¿ystych zderzeniach, osi¹gaj¹c dolny
poziom pasma przewodzenia na granicy tlenek/elektrolit, sk¹d mo¿e byæ emitowana
do roztworu lub pu³apkowana w podpoziomach energetycznych tlenku glinu, ulega-
j¹c przej�ciom promienistym [20, 21].

W omawianych warunkach silnej polaryzacji katodowej ³atwo mo¿e doj�æ do
przebicia elektrycznego warstwy tlenku [22]. Jednak �rodowisko wodne oraz obec-
no�æ silnych utleniaczy powoduj¹ szybkie utlenienie ods³oniêtej powierzchni w czasie
pomiêdzy kolejnymi impulsami katodowymi.

Obsadzenie stanu wzbudzonego 1P w F-centrum tlenku glinu powoduje jego
bezpromienist¹ dezaktywacjê do stanu 3P, a nastêpnie przej�cie promieniste � do stanu
podstawowego 1S (Rys. 4).

Rysunek 4. Widmo katodowej ECL elektrody Al/Al2O3 w wodnym roztworze K2S2O8 przy pH 7,5,
amplituda 20V, ³adunek: 30 mC · impuls�1, czêstotliwo�æ: 40 Hz

Obecny w roztworze koreaktant (nadtlenodisiarczan potasu) uczestniczy w pro-
cesach utleniania centrów F, ulegaj¹c uprzednio rozpadowi rodnikowemu pod wp³y-
wem solwatowanych elektronów, zgodnie z równaniami [26]:

e� ® e�
aq

e�
aq + S2O8

2� ® SO4
2� + SO4

�� (k = 1,2 · 1010 l · mol�1 · s�1)

F+ + e� ® F*(1P) F*(1P) ® F*(3P)

F* (3P) ® F(1S) + hv SO4
�� + F ® F+ + SO4

2�
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Badania zale¿no�ci natê¿enia ECL od grubo�ci warstwy tlenku wykaza³y znaczny
jego spadek ze wzrostem grubo�ci Al2O3 (Rys. 5) [20]. Ponadto, korzystny wp³yw
jonów S2O8

2� na natê¿enie emisji zaznacza siê tylko w przypadku cieñszych warstw
tlenku.

Rysunek 5. Wp³yw grubo�ci warstwy tlenku glinu na ECL kompleksu terbu(III)
w obecno�ci i przy braku jonu nadtlenodisiarczanowego

Pomiary ECL z udzia³em jonów S2O8
2�, przeprowadzone w ramach niniejszej

pracy, nie potwierdzi³y wcze�niejszych wyników badañ nad procesami rodnikowymi
w uk³adach, w których obserwowano emisjê dimoli tlenu singletowego na elektro-
dzie platynowej [23�25]. Obecne w widmie pasmo dla lmax ~ 400 nm (Rys. 4) nie
odpowiada naturze pasm D(O2)2. Nie wystêpuj¹ te¿ w tym przypadku charaktery-
styczne dla roztworów, emisyjne pasma dimoli tlenu singletowego, odpowiadaj¹ce
przej�ciom:

1Dg 
1Dg(1,0) ® 3Sg

�3Sg
�(0,0), dla l = 578 nm

oraz

1Dg
1Dg(0,0) ® 3Sg

�3Sg
�(0,0), dla l = 633 nm.

Nie oznacza to jednak, ¿e reakcje rodnikowe, zw³aszcza w natlenionych roz-
tworach, nie generuj¹ form aktywnego tlenu. Natomiast wydajno�æ emisji dimoli
(O2)2, szczególnie w uk³adach wodnych, jest znikomo ma³a, a w warunkach prze-
prowadzonego eksperymentu jest wrêcz nierejestrowalna i nie ma wp³ywu na domi-
nuj¹cy rodzaj emisji z powierzchni elektrody glinowej.
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4.  BADANIA  KOMPLEKSÓW  JONÓW  Ln(III)  NA  ELEKTRODZIE
Al/Al2O3

Badania nad katodowo generowan¹ luminescencj¹ jonów lantanowców na ele-
krodzie glinowej zapocz¹tkowano prawie dziesiêæ lat temu [26]. Wykazano, ¿e wy-
gaszanie emisji elektrody glinowej przez poszczególne hydratowane jony Ln(III)
zachodzi z ró¿n¹ wydajno�ci¹. W przypadku jonów Eu(III), Sm(III) i Yb(III)
odmienne w³a�ciwo�ci t³umienia emisji wynika³y z reakcji redukcji, którym jony te
ulega³y na elektrodzie glinowej:

Ln3+ + e� ® Ln2+

ze sta³ymi szybko�ci drugiego rzêdu, o warto�ciach równych 6,5 · 1010 l · mol�1 · s�1,
4,3 · 1010 l · mol�1 · s�1 i 2,0 · 1010  l · mol�1 · s�1, odpowiednio dla jonów europu, iterbu
i samaru. W ca³ej serii jonów lantanowców o w³a�ciwo�ciach emisyjnych tylko dla
jonów Tb(III) zaobserwowano charakterystyczn¹ emisjê, pochodz¹c¹ od przej�æ
5D4®

7FJ [26], jako skutek przekazania energii z poziomu 1P (6,1 eV), a zw³aszcza
3P(3.0 eV), na poziomy 4f75d (5.6 eV) i 4f (5D4, 2.5 eV).

Przeniesienie energii ze stanów 3PP* ligandów aromatycznych do poziomów
emisyjnych jonów lantanowców powoduje znaczne podwy¿szenie ich emisji. Ten
typ sensybilizacji jest szczególnie dobrze poznany dla kompleksów Tb(III) i Eu(III),
poniewa¿ wiele ró¿nych grup ligandów wykazuje energiê stanów trypletowych zbli-
¿on¹ do poziomów emisyjnych tych jonów [27�32]. U¿ycie kompleksów lantanow-
ców w roli emiterów ECL prowadzono wiêc równolegle z badaniami nad mo¿liwo-
�ci¹ wzbudzania cz¹steczek organicznych zawieraj¹cych fragmenty aromatyczne
w procesie utlenienia�redukcji na katodzie glinowej [33�38].

Wykazano, ¿e injekcja �gor¹cych� elektronów do wodnych roztworów kom-
pleksów lantanowców prowadzi do uzyskania wydajnej emisji jonów Ln(III). Szcze-
gólnie intensywnie badano kompleksy terbu, poniewa¿ emisyjny czas ¿ycia poziomu
wzbudzonego jonu Tb(III) w kompleksach chelatowych mie�ci siê w granicach
1,7�2,4 ms i mo¿e byæ z powodzeniem u¿yty do czasowo-rozdzielczych technik
badawczych ECL [39�41]. Czasowo-rozdzielcza ECL zapewnia bardzo korzystny
stosunek sygna³u do szumu i pozwala osi¹gn¹æ podobn¹ czu³o�æ detekcji jak w przy-
padku fotoluminescencji chelatów Ln(III). Autorzy prac [42, 43] zaproponowali
mechanizm wzbudzenia chelatów terbu pokazany na poni¿szym schemacie:

Tb(III) � L + Ox* ® Tb(III) � Lox + Ox�

Tb(III) � Lox + e�
aq ® Tb(III) � 1L*

Tb(III) � 1L* ® Tb(III) � 3L*

*Tb(III) � L ® Tb(III) � L + hv,

gdzie L � jest ligandem a Ox* rodnikiem hydroksylowym lub siarczanowym.
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Schemat procesu wewn¹trzcz¹steczkowego transferu energii pokazano na Rys. 6.

Rysunek 6. Schemat przekazu energii do jonu lantanowca w procesie wzbudzenia na drodze
redukcji�utlenienia lub utlenienia-redukcji kompleksuj¹cego liganda

Przyk³adowe widmo emisji oraz strukturê liganda tworz¹cego z jonami Tb(III)
wydajny uk³ad ECL przedstawiono na Rys. 7 [18].

Rysunek 7. Katodowo generowana ECL kompleksu Tb(III) z kwasem etylenodiamino
DL-o-hydroksy-fenylooctowym na elektrodzie Al/Al2O3.

Stê¿enie kompleksu = 10�5 mol · dm�3, impulsy: amplituda 20 V, czêstotliwo�æ 50 Hz,
³adunek: 50 mC · impuls�1
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Elektrochemiluminescencja kompleksów europu wykazuje du¿o ni¿sz¹ wydaj-
no�æ ni¿ w przypadku kompleksów terbu. Wynika to z faktu, ¿e choæ ich w³a�ciwo-
�ci luminescencyjne s¹ zbli¿one, to ich w³a�ciwo�ci redoks s¹ znacz¹co odmienne.
Jon Tb(III) jest wyj¹tkowo trudny do jednoelektronowej redukcji lub utlenienia:
E0 (Tb(III)/Tb(II))= � 3,7 V oraz E0 (Tb(IV)/Tb(III)) = + 3,1 V, za� jon Eu(III), choæ jest
trudny do utlenienia: E0 (Eu(IV) / Eu(III)) = 6,4 V, ³atwo ulega redukcji: E0 (Eu(III)/
Eu(II)) = � 0,35 V [12]. W zwi¹zku z tym ³atwo jest redukowany na katodzie glino-
wej przez e�

aq lub zredukowane formy liganda. Wzbudzanie jonów Eu(III) poprzez
inicjalizowan¹ redukcjê liganda jest ma³o prawdopodobne. W tym przypadku, w³a-
�ciwa wydaje siê droga utlenienia�redukcji, przebiegaj¹ca wed³ug schematu [44]:

Eu(III) � L + SO4
��

 ® Eu(III) � LOX + SO4
2�

Eu(III) � LOX + e�
aq ® Eu(III) � L1 lub 3

W przypadku wzbudzenia liganda do stanu singletowego, nastêpuje przej�cie
miêdzysystemowe i przeniesienie energii na poziom rezonansowy 5D0 jonu europu
przy 2,1 eV, który ulega promienistej dezaktywacji 4D0 ® 7FJ:

Eu(III) � 1L* ® Eu(III) � 3L*

Eu(III) � 3L* ® *Eu(III) � L

*Eu(III) � L ® Eu(III) � L + hv

Szczególnym przypadkiem jest uk³ad zawieraj¹cy kompleks azydkowy europu.
Jest to pierwszy kompleks lantanowca z ligandem nieorganicznym, który w warun-
kach katodowej polaryzacji elektrody glinowej w roztworze wodnym wykazuje emisjê
z poziomu 5D0 (Rys. 8).

Autorzy wcze�niejszych doniesieñ o foto- i elektrogenerowanej redukcji jonów
metali d i f-elektronowych [45, 46] zaproponowali mechanizm procesów zachodz¹-
cych w uk³adzie: katodowo polaryzowana elektroda Al/Al2O3�S2O8

2��Eu(III)�N3
�

(Rys. 9).
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Rysunek 9. Schemat elektroredukcji i wzbudzenia azydkowego kompleksu europu(III) przy katodowo
polaryzowanej elektrodzie glinowej w roztworze wodnym

Specyfika powierzchni elektrody tlenkowej w warunkach polaryzacji katodo-
wej pozwala na domieszkowanie powierzchni elektrody jonami lantanowców. Wyka-
zano dotychczas mo¿liwo�æ trwa³ego wi¹zania jonów Tb(III) i Dy(III) z elektrod¹
aluminiow¹ oraz uzyskiwanie z jej powierzchni emisji charakterystycznej dla po-
szczególnych jonów [43]. Badania z u¿yciem czasowo rozdzielczej ECL domiesz-
kowanej elektrody glinowej wykaza³y istnienie ok. 4 cz¹steczek wody w wewnêtrz-
nej sferze koordynacyjnej jonu terbu [19]. Wskazuje to na czê�ciowe zwi¹zanie jonu

Rysunek 8. Dwa najbardziej intensywne pasma emisyjne 5D0 ® 7F1 i 
5D0 ® 7F2 w widmie ECL uk³adu

Eu(III)-N3
� w roztworze Na2SO4 (0,1 mol · dm3) na elektrodzie Al/Al2O3, impulsy: amplituda 40V,

czêstotliwo�æ 30Hz, ³adunek 90 mC · impuls�1
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lantanowca ze struktur¹ uwodnionego tlenku glinu. Wyniki badañ emisji z u¿yciem
domieszkowanej elektrody jonami Tb(III) i Dy(III) w roztworze zawieraj¹cym wy-
³¹cznie S2O8

2� wykazywa³y natê¿enie ECL, które silnie wzrasta³o po dodaniu liganda
chelatuj¹cego [18]. Oznacza to, ¿e proces emisji jonów lantanowców w takim uk³a-
dzie jest sum¹ luminescencji: jonów adsorbowanych w warstwie Al2O3 oraz w ob-
szarze przyelektrodowym. W analogicznych warunkach nie zaobserwowano ECL
dla jonu Gd(III). Wysoko po³o¿ony poziom emisyjny jonu gadolinu 6P7/2 (3,98 eV)
uniemo¿liwia wzbudzenie go wskutek transferu energii z poziomu trypletowego
liganda ani te¿ na drodze zmiany stopnia utlenienia tego jonu (E0 (Gd4+/Gd3+) = 7,9 V,
E0 (Gd3+/Gd2+)), co równocze�nie wyklucza istotn¹ rolê transferu ze stanów single-
towych liganda.

5.  ECL  W  UK£ADACH  Z  KOMPLEKSAMI  DIJ¥DROWYMI

Badania strukturalne ujawni³y mo¿liwo�æ tworzenia siê kompleksów homodi-
j¹drowych i hetorodij¹drowych z udzia³em chelatuj¹cego, sze�ciodentnego liganda:
2,6-bis[N,N-bis(karboksymetylo)aminometylo]-4-benzoilofenolu oraz Y(III), Dy(III)
i Sm(III) w �rodowisku wodnym [47, 48]. Katodowo generowana ECL na elektro-
dzie glinowej tego typu kompleksów [49] wykaza³a wy¿sze (o oko³o 1 rz¹d wielko-
�ci) natê¿enie emisji w uk³adach heterodij¹drowych typu: L-Y(III)-Ln(III)-L w po-
równaniu z uk³adami homodij¹drowymi. Analogiczne zjawisko podwy¿szania ECL
w uk³adach z dwoma centrami emisji zaobserwowano w uk³adach Eu(III)-Tb(III) �
zasada Schiffa (Rys. 10).

Rysunek 10. Widmo ECL uk³adu o sk³adzie: Eu(III), Tb(III),
2-salicyli-denoamino-2-hydroksymetylo-1,3-propanodiol, generowane na katodowo polaryzowanej

elektrodzie Al/Al2O3 w wodzie. Amplituda impulsu: 40 V, czêstotliwo�æ 20 Hz, ³adunek: 50 mC · impuls�1
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W uk³adzie tym energia wzbudzonego liganda rozk³ada siê na dwa centra emi-
syjne � jony terbu i europu [50]. Jak widaæ, osi¹gniêcie poziomu emisyjnego 5D0
jonu Eu(III) jest mo¿liwe tylko w obecno�ci jonów Tb(III), ponadto stosunek natê-
¿eñ pasm dla l = 594 nm i 618 nm wskazuje, ¿e zarówno wzbudzenie, jak i emisja
zachodz¹ w obrêbie kompleksu w procesie zewn¹trz- lub wewn¹trzcz¹steczkowego
przekazania energii. Analogiczny proces przeniesienia energii zaobserwowano ju¿
wcze�niej [51], w badaniach luminescencji kompleksów europu i terbu z kwasem
asparaginowym.

Obecnie znana jest jeszcze stosunkowo ma³a liczba prac obejmuj¹cych dane
eksperymentalne ECL dla uk³adów lantanowców, jednak nale¿y s¹dziæ, ¿e prace
uwzglêdniaj¹ce wa¿no�æ czynników geometrycznych w kompleksie, a zw³aszcza
wzajemne odleg³o�ci donora i akceptora, stanowiæ bêd¹ przedmiot dalszych zainte-
resowañ w badaniach nad kompleksami lantanowców.

PODSUMOWANIE

Zjawisko elektrogenerowanej luminescencji na katodzie glinowej, oparte
w swych za³o¿eniach o wysokoenergetyczne reakcje z przeniesieniem elektronu,
w szczególny sposób ³¹czy ze sob¹ zarówno klasyczn¹ chemiluminescencjê, jak
i elektroluminescencjê w ciele sta³ym. Procesy na granicy metal/pó³przewodnik/
elektrolit, w warunkach silnego pola elektrycznego, s¹ dopiero sukcesywnie pozna-
wane, a ich potencjalne znaczenie aplikacyjne w zakresie analityki ju¿ jest doceniane
i wykorzystywane. Zastosowanie lantanowców w tej dziedzinie elektrochemii jest
bardzo po¿¹dane, ze wzglêdu: z jednej strony na ju¿ wspomniane specyficzne w³a-
�ciwo�ci redoks, z drugiej � na znaczn¹ �czu³o�æ� spektroskopow¹, uwzglêdniaj¹c¹
zmiany w ich sferze koordynacji. Mo¿na wiêc oczekiwaæ wprowadzenia nowej
jako�ci w badaniach tworzenia siê i degradacji nanostruktur tlenkowych na po-
wierzchni tego typu elektrod w procesie ECL i wprowadzenia interpretacji ilo�cio-
wej w ustalaniu mechanizmów zachodz¹cych tam przemian.
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